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ΜΔΡΟ 1 

ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

 

Ζ CRH (Corticotropin-realising hormone, θνξηηθνεθιηηίλε) είλαη κηα πεπηηδηθή 

νξκόλε, ε νπνία παξάγεηαη από ηνλ παξαθνηιηαθό ππξήλα ηνπ ππνζαιάκνπ θαη ζηε 

ζπλέρεηα κεηαθέξεηαη  ζηνλ  πξόζζην  ινβό  ηεο  ππόθπζεο,  κέζσ  ηνπ  ππιαίνπ  

αγγεηαθνύ ζπζηήκαηνο, όπνπ επάγεη ηελ έθθξηζε θνξηηθνηξνπίλεο. Πξόθεηηαη γηα 

πεπηίδην 41 ακηλνμέσλ. ηνλ άλζξσπν έρνπλ αληρλεπζεί δύν ππνδνρείο ηεο CRH 

κέζσ ησλ νπνίσλ αζθεί ηηο δξάζεηο ηεο ν CRH-Receptor1 (CRH-R1) θαη ν CRH-

Receptor2 (CRH-R2). Δληνπίδεηαη ζηα επηλεθξίδηα, ζε αλζξώπηλα ιεκθνθύηηαξα  

θαζώο θαη ζε ελεξγέο θιεγκνλώδεηο πεξηνρέο. Δπηπιένλ, εληνπίδεηαη ζηε κήηξα, ηνλ 

πιαθνύληα, ηηο σνζήθεο, ην θζαξηό, ηελ ηξνθνβιάζηε θαη ηνπο ελδνκήηξηνπο αδέλεο. 

Ζ CRH πνπ παξάγεηαη από ην θζαξηό θαη ηελ ηξνθνβιάζηε επάγεη ηελ έθθξηζε ηεο 

FasL (πξν-απνπησηηθή θπηνθίλε). Καηά ηελ εκθύηεπζε ηεο βιαζηνθύζηεο ην 

ελδνκήηξην έρεη ραξαθηεξηζηηθά θιεγκνλώδνπο απόθξηζεο, αιιά παξόια απηά ην 

έκβξπν δελ απνβάιιεηαη σο εκη-αιινκόζρεπκα. εκαληηθό ξόιν ζηελ απνδνρή ηνπ 

εκβξύνπ από ηνλ νξγαληζκό ηεο κεηέξαο έρεη ην ζύζηεκα Fas/FasL, ην νπνίν είλαη 

ππεύζπλν γηα ηελ απνκάθξπλζε ηεο πεξίζζεηαο Σ-ιεκθνθπηηάξσλ έπεηηα από κηα 

αλνζνινγηθή αληίδξαζε. 

θνπόο  ηεο  παξνύζαο  δηπισκαηηθήο  εξγαζίαο  είλαη  ε  κειέηε  ηεο έθθξαζεο  ησλ  

ππνδνρέσλ ηεο CRH, CRH-R1 θαη CRH-R2, ζην ζηάδην αλάπηπμεο ηεο 

βιαζηνθύζηεο ζε έκβξπα πνληηθνύ ώζηε λα ειεγρζεί ε δξάζε ηεο θαη ε ζπκκεηνρή 

ηεο ζηελ εκθύηεπζε.  

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηεζεί ε έθθξαζε ησλ ππνδνρέσλ ηεο CRH, CRH-R1 θαη CRH-

R2 ζα γίλεη απνκόλσζε ηνπ νιηθνύ RNA από βιαζηνθύζηεο  πνληηθώλ, νη νπνίεο ζα 

πξνέιζνπλ από έκβξπα  ηα νπνία ζα απνκνλσζνύλ κηα κέξα κεηά  ηε  γνληκνπνίεζε 

θαη ζα σξηκάζνπλ ζην εξγαζηήξην. ηε ζπλέρεηα, ζα πξαγκαηνπνηεζεί ε ηερληθή ηεο 

Real-Time PCR, αθνύ πξώηα ζα γίλεη ζύλζεζε cDNA από ην νιηθό RNA, ώζηε λα 

κειεηεζεί αλ εθθξάδνληαη νη ππνδνρείο CRΖ-R1 θαη CRH-R2, ζην RNA ζηηο 

βιαζηνθύζηεο. Σαπηόρξνλα, ζηε RT-PCR ζα κειεηήζνπκε θαη ην γνλίδην G6PD, ην 

νπνίν ζα ρξεζηκνπνηεζεί σο γνλίδην αλαθνξάο. 
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SUMMARY  

Corticotropin – releasing hormone (CRH) is a 41 amino acid peptide, which is 

produced by the paraventicular nucleus of the hypothalamus and it is carried, through 

the portal system, to the anterior lobe of the pituitary, where it stimulates 

corticotropes. Two receptors have been found in human, CRH-R1 and CRH-R2, 

through whom CRH exerts its actions. CRH is located in adrenals, human 

lymphocytes and active inflammatory regions. In addition, CRH has been found in the 

uterus, the placenta, the ovaries, the trophoblast, the deciduas and the uterine glands. 

CRH produced by the deciduas and the trophoblast induces the secretion of FasL (pre- 

apoptotic cytokine). During the implantation of the blastocyst, the endometrium has 

inflammatory response characteristics, nevertheless, the embryo is not rejected as a 

semi-allograft it is. During this procedure the role of Fas/FasL pathway is in great 

importance. Due to the Fas/FasL pathway the excess of T cells is removed, through an 

inflammatory reaction, leading to the acceptance of the embryo. 

The purpose of this thesis is the study of CRH receptors‟ (CRH-R1, CRH-R2) 

expression in the developing stage of blastocyst in mice. In that way CRH action and 

importance in the implantation can be investigated. 

For the study of CRH receptor‟s expression the RNA extraction technique has been 

used. Afterwards cDNA was formed and used in the molecular technique of Real - 

Time PCR (RT-PCR). In that way, the expression of both receptors was measured, 

whereas the G6PD expression levels were used as a control for the study.   
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ΔΗΑΓΧΓΖ 

 

1.ΣΟΗΥΔΗΑ  ΧΟΘΤΛΑΚΗΟΓΔΝΔΖ  ΚΑΗ  ΦΤΗΟΛΟΓΗΑ  

ΧΡΗΜΑΝΖ  ΧΑΡΗΧΝ 

 

  1.1. ΒΗΟΛΟΓΗΑ ΧΟΓΔΝΔΖ ΚΑΗ ΦΤΗΟΛΟΓΗΑ ΧΡΗΜΑΝΖ          

ΧΑΡΗΧΝ ΣΟΝ ΑΝΘΡΧΠΟ 

Με ηνλ όξν σνγέλεζε αλαθεξόκαζηε ζηε δεκηνπξγία, ηελ αλάπηπμε θαη ηελ 

σξίκαλζε ησλ γπλαηθείσλ γακεηώλ. ηνπο αλζξώπνπο ε σνγέλεζε μεθηλάεη θαηά ηελ 

πξώηκε εκβξπτθή ειηθία θαη νινθιεξώλεηαη κεηά ηελ εθεβεία (1). Ζ σνγέλεζε 

κπνξεί λα δηαθξηζεί ζε ηξία ζηάδηα : 

1. Αδηαθνξνπνίεηε θάζε θπιεηηθήο αλάπηπμεο 

2. ηάδην αδηαθνξνπνίεησλ γνλάδσλ  

3. Φπιεηηθή δηαθνξνπνίεζε (2) 

   

Σν έκβξπν γηα πεξίπνπ 40 κέξεο έρεη αδηαθνξνπνίεην αλαπαξαγσγηθό ζύζηεκα 

(ακθηθπιεηηθή θάζε) θαη δελ είλαη δπλαηό λα γίλεη δηάθξηζε αλ θαη πθίζηαληαη 

θάπνηεο θπηηαξηθέο δηαθνξέο, κε θπξηόηεξε ηελ ύπαξμε πιήξσο ζρεκαηηζκέλσλ  

κεζνλεθξηθώλ θαη παξακεζνλεθξηθώλ πόξσλ. Καηά ην ηέινο ηεο αδηαθνξνπνίεηεο 

θάζεο ηεο θπιεηηθήο αλάπηπμεο  εκθαλίδεηαη ε αξρέγνλε θπιεηηθή νδόο ε νπνία θαη 

ζηα δύν θύιια απνηειείηαη από : 

 Σηο γνλάδεο 

 Σα ζπζηήκαηα γελλεηηθώλ πόξσλ (πόξνη ηνπ Muller-παξακεζνλεθξηθνί- θαη 

πόξνη ηνπ Wolf-κεζνλεθξηθνί-) 

 Σελ θνηλή έμνδν ησλ πόξσλ ηνπ νπξνπνηεηηθνύ θαη ηνπ γελλεηηθνύ 

ζπζηήκαηνο ζην θνηιηαθό ηνίρσκα. (3) 

 

Αξρηθά, νη αδηαθνξνπνίεηεο γνλάδεο εκθαλίδνληαη κε ηε κνξθή ελόο δεύγνπο 

επηκήθσλ αθξνινθηώλ (γνλαδηθνί θξεκλνί). Ζ γνλαδηθή θαηαβνιή εκθαλίδεηαη ζαλ 

πάρπλζε ηνπ εζσηεξηθνύ ηνηρώκαηνο ηνπ κεζόλεθξνπ. Καηά ηελ αλάπηπμε, ε 

γνλαδηθή θαηαβνιή ρσξίδεηαη βαζκηαία από ην κεζόλεθξν. 
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Παξακέλεη, όκσο ζπλδεδεκέλε καδί ηνπ κε ην κεζόξρην γηα ηνλ όξρη θαη ην 

κεζσνζειάθην γηα ηελ σνζήθε, ηα νπνία εκθαλίδνληαη ζε έλα πξώηκν ζηάδην ηεο 

αλάπηπμεο. πγθεθξηκέλα, εκθαλίδνληαη αλάκεζα ζηα ελδνδεξκηθά θύηηαξα ζην 

ηνίρσκα ηνπ ιεθηζηθνύ ζάθνπ θνληά ζηελ αιιαληνΐδα (4). ηε ζπλέρεηα, 

κεηαλαζηεύνπλ κε ακνηβαδνεηδείο θηλήζεηο θαη εηζρσξνύλ ζηνπο γελλεηηθνύο 

θξεκλνύο θαηά ηελ 6
ε
 βδνκάδα αλάπηπμεο (5).   

 

ηνλ άλζξσπν ε δηαθνξνπνίεζε ησλ γνλάδσλ ζε αληξηθή ή γπλαηθεία γίλεηαη θαηά 

ηελ 6
ε
 εβδνκάδα εκβξπτθήο δσήο , κέζσ ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ SRY. To γνλίδην 

SRY (sex-determining region Y gene, θπινθαζνξηζηηθή πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ Y) 

βξίζθεηαη ζην βξαρύ ζθέινο ηνπ ρξσκνζώκαηνο Τ θαη θαηέρεη θαζνξηζηηθό ξόιν 

ζηελ θπιεηηθή δηαθνξνπνίεζε (6). Παξνπζία ηνπ SRY εθθξίλεηαη ε ΑΜΖ (anti-

Mullerian hormone, αληη-Μπιιέξηνο νξκόλε) από ηα θύηηαξα Sertolli, ε νπνία 

αλαζηέιιεη ηε δξάζε ησλ πόξσλ ηνπ Muller νδεγώληαο ηνπο ζε ππνζηξνθή (7). 

Δπνκέλσο απνπζία ηνπ ρξσκνζώκαηνο Y νη πόξνη ηνπ Muller δελ ππνζηξέθνπλ θαη 

νη πόξνη ηνπ Wolf εκθαλίδνληαη κε απνηέιεζκα ηε δηαθνξνπνίεζε ηεο γνλάδαο ζε 

σνζήθεο (Δηθόλα 1). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1. Διαφοροποίθςθ γονάδασ παρουςία και απουςία του γονιδίου 
SRY 
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Από ηελ 9
ε
 εβδνκάδα εκβξπτθήο δσήο εκθαλίδνληαη ηα σνγόληα ζηνλ θινηό ησλ 

σνζεθώλ, ελώ ε κείσζε αξρίδεη κεηαμύ ηεο 11
εο

 θαη 12
εο

 εβδνκάδαο κε ηε δεκηνπξγία 

ηνπ πξσηαξρηθνύ σνθπηηάξνπ (1). Σα σνγόληα πθίζηαληαη κίησζε κέρξη ηελ 20
ε
 – 

24
ε
 εβδνκάδα θύεζεο νπόηε θαη ν ηειηθόο αξηζκόο σνγνλίσλ θηάλεη ζην κέγηζην 

(πεξίπνπ 7 εθαηνκκύξηα). Μέρξη θαη ηνλ 6 κήλα κεηά ηνλ ηνθεηό ηα σνγόληα αξρίδνπλ 

ηελ πξόθαζε ηεο κείσζεο θαη κεηαηξέπνληαη ζε σνθύηηαξα 1
εο

 ηάμεσο (πξσηνγελή) 

κε κέγεζνο 10 – 25 κm. Σα σνθύηηαξα απηά, ηα νπνία δηαρσξίδνληαη από ην 

πεξηβάιινλ ηνπο κέζσ κηαο κεκβξάλεο πνπ νλνκάδεηαη βαζηθόο πκέλαο, ζηε ζπλέρεηα 

κεγεζύλνληαη (δεπηεξνγελή σνθύηηαξα) θαη ε δηάκεηξόο ηνπο θηάλεη έσο θαη 120 κm. 

Σα σνθύηηαξα 1
εο

 ηάμεσο έρνπλ ρξόλν δσήο έσο θαη 50 ρξόληα. Σαπηόρξνλα, από ηελ 

έλαξμε ηεο σνγέλεζεο αξρίδεη θαη ε δηεξγαζία θζνξάο ησλ σνθπηηάξσλ κε 

απνηέιεζκα θαηά ηε γέλλεζε λα ππάξρνπλ κόλν 2 εθαηνκκύξηα πξσηνγελή 

σνθύηηαξα, ελώ θαηά ηελ έλαξμε ηεο ήβεο πεξίπνπ 400.000 (Δηθόλα 2) (8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Μέρξη θαη ηελ εθεβεία ηα θύηηαξα βξίζθνληαη ζε κεησηηθή παύζε. Απηό ζεκαίλεη όηη 

ελώ έρεη πξαγκαηνπνηεζεί ε πξώηε κεησηηθή δηαίξεζε κε ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο 

αληηγξαθήο ηνπ DNA, δελ νινθιεξώλεηαη εληόο ηνπ εκβξύνπ, κε απνηέιεζκα θαηά 

ηε ζηηγκή ηεο γέλλεζεο όια ηα σάξηα λα πεξηέρνπλ 46 ρξσκνζώκαηα. Ζ πξώηε 

κεησηηθή δηαίξεζε νινθιεξώλεηαη κόλν από ηα πξσηνγελή σνθύηηαξα ηα νπνία 

πξννξίδνληαη γηα σνξξεμία (9). Σα σάξηα πεξηβάιινληαη από αλαηνκηθέο δνκέο νη 

νπνίεο νλνκάδνληαη σνζπιάθηα.  

 

Εικόνα 2. Αρικμόσ ωοκυττάρων (ςε εκατομμφρια) ςε ςυνάρτθςθ με τθν θλικία 
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Σα σνζπιάθηα πξνέξρνληαη από αξρέγνλα σνζπιάθηα απνηεινύκελα από έλα 

πξσηνγελέο σάξην θαη ηα θνθθηώδε θύηηαξα (9). Με ηελ αύμεζε ηεο δηακέηξνπ ηνπ 

δεπηεξνγελνύο σνζπιαθίνπ, κηα λέα ζηηβάδα θπηηάξσλ ζπγθεληξώλεηαη έμσ από ην 

βαζηθό πκέλα ζρεκαηίδνληαο ηελ έζσ ζήθε. ην ζηάδην απηό, ηα θνθθώδε θύηηαξα 

αξρίδνπλ λα εθθξίλνπλ κηθξέο ζπιινγέο πγξνύ, νη νπνίεο θαηά ην δεύηεξν ζηάδην 

αλάπηπμεο ηνπ σνζπιαθίνπ ζπγθεληξώλνληαη ζε κόλν κηα πεξηνρή, ην άληξν (8). 

Σν δεύηεξν ζηάδην αλάπηπμεο ηνπ σνζπιαθίνπ αξρίδεη κε ηελ έλαξμε ηεο ήβεο θαη 

γηα ηελ ηειεηνπνίεζή ηνπ ρξεηάδνληαη 75 – 85 κέξεο. Ο πνιιαπιαζηαζκόο ησλ 

θνθθσδώλ θπηηάξσλ ζπλερίδεηαη θαη ην σνθύηηαξν πιένλ κεηαηνπίδεηαη θαη 

πεξηβάιιεηαη από έλα πκέλα πάρνπο δύν έσο ηξηώλ θπηηάξσλ, ν νπνίνο νλνκάδεηαη 

σνθόξνο δίζθνο (8). Σα θύηηαξα ηεο έζσ ζήθεο πνιιαπιαζηάδνληαη θαη ν ζπλδεηηθόο 

ηζηόο πνπ ηελ πεξηβάιιεη δηαθνξνπνηείηαη ζηελ έμσ ζήθε (10). Καηά ην ηέινο ηνπ 

δεπηέξνπ ζηαδίνπ ην σνζπιάθην νλνκάδεηαη γξαθηαλό θαη έρεη κέζε δηάκεηξν 2 – 5 

mm. 

Σν ηειεπηαίν ζηάδην ζηελ αλάπηπμε ηνπ σνζπιαθίνπ είλαη ε επηινγή ελόο από ηα 

γξαθηαλά σο θπξίαξρν θαηά ηελ 5
ε
 – 7

ε
 κέξα ηνπ θύθινπ. ην σνζπιάθην απηό 

παξαηεξείηαη κεγέζπλζε ησλ θπηηάξσλ θαη αύμεζε ηεο παξαγσγήο πγξνύ ζην άληξν, 

θάηη πνπ νδεγεί ζηελ ηαρεία αλάπηπμή ηνπ κε ην κέγεζόο ηνπ λα θηάλεη ηα 10 – 20 

mm θαηά ηελ σνζπιαθηνξξεμία. ην ζηάδην απηό ν βαζηθόο πκέλαο πθίζηαηαη 

πξσηεόιπζε θαη νινθιεξώλεηαη ε αξρηθή κεησηηθή δηαίξεζε ηνπ σνθπηηάξνπ. 

Απνηέιεζκα ηεο νινθιήξσζεο απηήο είλαη ε παξαγσγή δύν ζπγαηξηθώλ θπηηάξσλ 

έλα εθ ησλ νπνίσλ (σνθύηηαξν 2
εο

 ηάμεο) απειεπζεξώλεηαη ζηε ζάιπηγγα, ελώ ην 

άιιν ην νπνίν νλνκάδεηαη πξώην πνιηθό ζσκάηην θαηαζηξέθεηαη. Ζ δεύηεξε 

κεησηηθή δηαίξεζε ζπκβαίλεη κε ηελ είζνδν ηνπ ζπεξκαηνδσαξίνπ θαη ηε 

γνληκνπνίεζε. Σα ππόινηπα σνζπιάθηα ηνπ θύθινπ νδεγνύληαη ζε αηξεζία, ελώ θαηά 

κέζν όξν ζε σνζπιαθηνξξεμία νδεγνύληαη πεξίπνπ 450 σνθύηηαξα (8).  

εκαληηθό ξόιν ζηε θπζηνινγία σξίκαλζεο ησλ σαξίσλ θαηέρνπλ νη νξκόλεο, νη 

νπνίεο εκθαλίδνπλ δηαθπκάλζεηο ζηνλ ελδνκήηξην θύθιν (Δηθόλα 3). Οη 

γνλαδνηξνπίλεο FSH (Follicle-Stimulating Hormone) θαη LH (Luteinizing Hormone), 

νη νπνίεο έρνπλ θύξην ξόιν ζηνλ ελδνκήηξην θύθιν παξάγνληαη από ηελ ππόθπζε 

πξνθεηκέλνπ λα ζπκβάιινπλ ζηνλ έιεγρν ηεο ιεηηνπξγίαο ησλ γνλάδσλ.  
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Ζ FSH (γιπθνπξσηεΐλε, ε παξαγσγή ηεο νπνίαο ξπζκίδεηαη από ηελ GnRH) απμάλεη 

ηελ παξαγσγή αλαζηαιηίλεο, δηεγείξεη ηελ αλάπηπμε σνζπιαθίσλ θαζώο ηα 

πξνεηνηκάδεη γηα ηε δξάζε ηεο LH θαη πξνάγεη ηελ παξαγσγή νηζηξνγόλσλ από ηελ 

LH. Ζ LH κε ηε ζεηξά ηεο πξνάγεη ηε ζηεξνεηδνγέλεζε θαη είλαη ππέπζπλε γηα ηελ 

σνζπιαθηνξξεμία θαζώο θαη γηα ηελ έλαξμε θαη ηε ζπλέρηζε ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ 

σρξνύ ζσκαηίνπ (11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αλαιπηηθόηεξα, ιόγσ πςειώλ επηπέδσλ νηζηξνγόλσλ, εθιύεηαη από ηνλ ππνζάιακν 

ε GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone,  εθιπηηθή νξκόλε γνλαδνηξνπηλώλ). Ζ 

GnRH ελεξγνπνηεί ηελ απειεπζέξσζε από ηελ πξόζζηα ππόθπζε ρακειώλ 

ζπγθεληξώζεσλ γνλαδνηξνπηλώλ (FSH, LH), νη νπνίεο δηεγείξνπλ ηελ σξίκαλζε ηνπ 

σνζπιαθίνπ (σνζπιαθηθή θάζε). Σν αλαπηπζζόκελν σνζπιάθην απειεπζεξώλεη 

κεγάιεο πνζόηεηεο νηζηξνγόλσλ.  Ζ θνξύθσζε ηεο αύμεζεο νηζηξνγόλσλ ππξνδνηεί 

ηελ απειεπζέξσζε κεγάιεο πνζόηεηαο LH από ηελ πξόζζηα ππόθπζε θαηά ην κέζν 

ηνπ θύθινπ (σνζπιαθηνξξεμία). Καζώο ην σνζπιάθην σξηκάδεη ειαηηώλεηαη ε 

έθθξηζε ησλ νηζηξνγόλσλ, ελώ κεηά ηελ σνζπιαθηνξξεμία (σρξηληθή θάζε) 

ζρεκαηίδεηαη ην σρξό ζσκάηην, ην νπνίν αξρίδεη λα εθθξίλεη κεγάιεο πνζόηεηεο 

νηζηξνγόλσλ θαη πξνγεζηεξόλεο, ηα νπνία κε ηε ζεηξά ηνπο πξνεηνηκάδνπλ ην 

ελδνκήηξην λα δερηεί ην γνληκνπνηεκέλν σάξην (12). 

Εικόνα 3. Διακυμάνςεισ ορμονών και τθσ κερμοκραςίασ ςώματοσ κατά τον 
ενδομιτριο κφκλο 
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 ε πεξίπησζε κε γνληκνπνίεζεο ηόηε παξαηεξείηαη πηώζε ηεο πξνγεζηεξόλεο θαη ην 

σάξην κε ηνλ ελδνκήηξην ηζηό απνβάιινληαη. 

 

  1.2. ΒΗΟΛΟΓΗΑ ΧΟΓΔΝΔΖ ΚΑΗ ΦΤΗΟΛΟΓΗΑ ΧΡΗΜΑΝΖ 

ΧΑΡΗΧΝ ΣΟ ΠΟΝΣΗΚΗ 

Ζ σνξξεμία ζηα πνληίθηα γίλεηαη ζην αλώηεξν ηκήκα ηνπ σαγσγνύ ιίγεο ώξεο κεηά 

ηε ζύδεπμε. Καηά ηα πξώηκα πξνεκθπηεπηηθά ζηάδηα ηα έκβξπα βξίζθνληαη ζηνλ 

σαγσγό θαη θαηόπηλ εηζέξρνληαη ζηε κήηξα (13) θαηά ηελ 6
ε
 κέξα αλάπηπμεο 

δεκηνπξγνύληαη νη πξώηεο κνξθέο πξόδξνκσλ γακεηηθώλ θπηηάξσλ, από ηα νπνία 

ζηε ζπλέρεηα πξνέξρνληαη ηα σάξηα θαη ηα ζπεξκαηνδσάξηα (14). 

Καηά ηελ έλαξμε ηνπ ζηαδίνπ ηεο νξγαλνγέλεζεο (πεξίπνπ 9
ε
 εκέξα αλάπηπμεο) 

γίλνληαη νξαηέο νη γελεηηθέο αθξνινθίεο από ην κέζν ηκήκα ησλ νπνίσλ 

ζρεκαηίδνληαη νη γνλαδηθέο ηαηλίεο (13). ε απηό ην ζηάδην ηα πξόδξνκα γακεηηθά 

θύηηαξα (PGCs), ηα νπνία απνηεινύλ έλα ζπζζσκάησκα 40 - 50 θπηηάξσλ έξρνληαη 

ζε επαθή κε ηα θύηηαξα ηεο γνλαδηθήο ηαηλίαο (Δηθόλα 4) όπνπ ζπλδένληαη κεηαμύ 

ηνπο απνθηνύλ ζθαηξηθό ζρήκα θαη δηαθνξνπνηνύληαη ζε αξρέγνλν γνλαδηθό επηζήιην 

θαη ζρεκαηίδνπλ ηηο θπιεηηθέο ρνξδέο.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Εικόνα 4. Γονιμοποίθςθ και πρωίμθ εμβρυϊκι ανάπτυξθ ςτο ποντίκι. χθματικι 
παρουςίαςθ τθσ αρχισ δθμιουργίασ των πρώτων μορφών PGCs κατά τθν 5θ μζρα μετά τθ 
γονιμοποίθςθ μζχρι και τθ μετανάςτευςι τουσ ςτθ γοναδκι ταινία τθν 9θ και 10θ μζρα. 
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ε απηό ην ζηάδην νη γνλάδεο είλαη δηδύλακα όξγαλα, ηα νπνία έρνπλ ηελ ηθαλόηεηα 

λα εμειηρζνύλ ηόζν ζε όξρη όζν θαη ζε σνζήθε. Όπσο θαη ζηνλ άλζξσπν έηζη θαη ζηα 

αξζεληθά πνληίθηα κε ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ SRY ζην Τ ρξσκόζσκα 

παξάγνληαη γνληδηαθά πξντόληα ηα νπνία νδεγνύλ ζηε δηόγθσζε ησλ θπιεηηθώλ 

ρνξδώλ θαη ζηε δεκηνπξγία ησλ θπηηάξσλ Sertolli (από ζηνηρεία ησλ θπιεηηθώλ 

ρνξδώλ) θαη πξώηκσλ ζπεξκαηνγόλησλ (από ηα PGCs ζηνλ αλαπηπζζόκελν όξρη). 

Αληίζεηα ιόγσ κε ελεξγνπνίεζεο ηνπ SRY ζηα ζειπθά αξρίδεη ε δηαδηθαζία ηεο 

σνγέλεζεο, κε ηελ εμέιημε ησλ γνλάδσλ λα πξαγκαηνπνηείηαη αξγόηεξα ρξνληθά από 

όηη ζηα αξζεληθά. 

 Πην ζπγθεθξηκέλα από ηα πξόδξνκα γακεηηθά θύηηαξα πξνθύπηνπλ ηα δηπινεηδή 

σνγόληα ελώ από ηα ππόινηπα ηκήκαηα ησλ θπιεηηθώλ ρνξδώλ ζρεκαηίδνληαη ηα 

θνθθώδε. ηε ζπλέρεηα ηα σνγόληα πνιιαπιαζηάδνληαη κηησηηθά κε ηελ είζνδν ηνπο 

ζηε κείσζε λα ζεκαηνδνηεί ηελ εμέιημή ηνπο ζε απινεηδή πξώηκα σνθύηηαξα. Όκσο 

ηα σνθύηηαξα δελ νινθιεξώλνπλ ηε κείσζε Η παξά κόλν κεηά ηε ζεμνπαιηθή 

σξίκαλζε ηνπ δώνπ. Αληίζεηα ζηακαηάλε ζηελ πξόθαζε ηεο πξώηεο κεησηηθήο 

δηαίξεζεο. ηαδηαθά νξηζκέλα από ηα πξώηκα σνθύηηαξα εηζέξρνληαη ζηε κείσζε ΗΗ 

θαη θηάλνπλ κέρξη ηε κεηάθαζε ηεο δεύηεξεο κεησηηθήο δηαίξεζεο, όπσο ζπκβαίλεη 

θαη ζηνλ άλζξσπν. ηα πνληίθηα όκσο ε δεύηεξε κεησηηθή δηαίξεζε δελ 

νινθιεξώλεηαη παξά κόλν κεηά ηε γνληκνπνίεζε παξάγνληαο ην ώξηκν σάξην (14). 
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2. ΓΟΝΗΜΟΠΟΗΖΖ ΚΑΗ ΠΡΧΣΔ ΚΤΣΣΑΡΗΚΔ ΓΗΑΗΡΔΔΗ 

 

Με ηνλ όξν γνληκνπνίεζε ελλννύκε ηελ αιιεινπρία κνξηαθώλ θαη θπηηαξηθώλ 

αληηδξάζεσλ, ε νπνία αξρίδεη όηαλ έλα ζπεξκαηνδσάξην έξρεηαη ζε επαθή κε ην 

δεπηεξνγελέο σνθύηηαξν θαη νινθιεξώλεηαη κε ηελ αλάκεημε ησλ παηξηθώλ θαη 

κεηξηθώλ ρξσκνζσκάησλ ζηελ κεηάθαζε ηεο πξώηεο κηησηηθήο δηαίξεζεο ηνπ 

δπγώηε (15). 

Καηά ηελ έλαξμε ηεο γνληκνπνίεζεο παξαηεξνύκε πξόζδεζε πνιιώλ 

ζπεξκαηνδσαξίσλ ζηε δηάθαλε δώλε (ην εμσηεξηθό πεξίβιεκα ηνπ σαξίνπ ην νπνίν 

πξνζηαηεύεη ην σάξην θαη ζηε ζπλέρεηα ην έκβξπν ηηο πξώηεο εκέξεο ηεο δσήο ηνπ 

από ην εμσηεξηθό πεξηβάιινλ) κε έλα κόλν λα θαηαθέξλεη λα πξνζδεζεί ζηε 

κεκβξάλε ηνπ πιάζκαηνο ηνπ σαξίνπ. Ακέζσο κεηά ηελ πξόζδεζε ηνπ ελόο 

ζπεξκαηνδσαξίνπ αξρίδεη ε είζνδνο ζπεξκαηνιπηηθώλ ελδύκσλ ζηε δηάθαλε δώλε 

ώζηε λα απνθεπρζεί ε πνιπζπεξκία. Σαπηόρξνλα γίλεηαη ε απνξξόθεζε ηνπ 

ζπεξκαηνδσαξίνπ εληόο ηνπ σαξίνπ θαη ε νινθιήξσζε ηεο δεύηεξεο κεησηηθήο 

δηαίξεζεο. Με ηελ έλσζε ησλ ππξήλσλ ηνπ ζπεξκαηνδσαξίνπ θαη ηνπ σαξίνπ έρνπκε 

ηελ έλαξμε ηεο εκβξπνγέλεζεο θαη ηε δεκηνπξγία ηνπ δπγώηε (11). Πεξίπνπ 30 ώξεο 

κεηά ηε γνληκνπνίεζε αξρίδεη ε απιάθσζε. Ο όξνο απιάθσζε ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα 

πεξηγξάςεη ηηο πξώηεο γξήγνξεο κηησηηθέο δηαηξέζεηο ηνπ δπγώηε. Ζ απιάθσζε 

δηαηξεί ηνλ δπγώηε ρσξίο αύμεζε ηνπ κεγέζνπο ηνπ.  

Σα ζηάδηα ηεο απιάθσζεο ηνπ δπγώηε κέρξη ην ζρεκαηηζκό ηεο βιαζηνθύζηεο είλαη 5 

(Δηθόλα 5):  

 Σηάδιο 2 κςηηάπυν.  

 Σηάδιο 4 κςηηάπυν.  

 Σηάδιο 8 κςηηάπυν.  

 Μοπίδιο 

 Βλαζηοκύζηη 
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Εικόνα 5. τάδια αυλάκωςθσ του ηυγώτθ 

 

Ο δπγώηεο αξρηθά είλαη κνλνθύηηαξν έκβξπν ην νπνίν πεξηέρεη δύν πξνππξήλεο 

(κεηξηθό θαη παηξηθό) θαη ζηε ζπλέρεηα δηαηξείηαη ζε δύν θύηηαξα 24 πεξίπνπ ώξεο 

κεηά ηε γνληκνπνίεζε. Καηά ηε δηαδηθαζία ηεο απιάθσζε ηα θύηηαξα ηνπ εκβξύνπ 

πνιιαπιαζηάδνληαη εθζεηηθά κε ην κέγεζνο ηνπο λα κηθξαίλεη ζε θάζε λέα δηαίξεζε, 

ρσξίο λα παξνπζηάδεηαη θάπνηα αιιαγή ζην κέγεζνο ηνπ δπγώηε. Σα θύηηαξα απηά 

νλνκάδνληαη βιαζηνκεξίδηα. Μέρξη θαη ην ζηάδην ησλ 8 θπηηάξσλ (76 ώξεο κεηά ηε 

γνληκνπνίεζε), ηα θύηηαξα ραξαθηεξίδνληαη σο πνιπδύλακα, θαζώο έρνπλ ηελ 

ηθαλόηεηα λα ζρεκαηίζνπλ θάζε θπηηαξηθό ηύπν. Θεσξείηαη, επίζεο πσο θάζε 

βιαζηνκεξίδην είλαη ηθαλό εάλ απνκνλσζεί, λα ζρεκαηίζεη έλα πιήξεο έκβξπν, κε 

ραξαθηεξηζηηθό παξάδεηγκα ηηο πεξηπηώζεηο ησλ κνλνδπγσηηθώλ δηδύκσλ πνπ 

νθείινληαη ζηνλ δηαρσξηζκό ησλ αξρηθώλ απηώλ θπηηάξσλ. Πεξίπνπ ηελ ηέηαξηε 

κέξα κεηά ηε γνληκνπνίεζε ν δπγώηεο θηάλεη ζην ζηάδην ηνπ κνξηδίνπ θαη πιένλ 

απνηειείηαη από 30 θύηηαξα (βιαζηνκεξίδηα). ε απηό ην ζηάδην ην κνξίδην 

εηζέξρεηαη ζηε κήηξα, ελώ ηαπηόρξνλα ε πξνγεζηεξόλε πξνθαιεί ραιάξσζε ζηε 

ζπκβνιή σαγσγνύ - κήηξαο. 
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Σν ηειεπηαίν ζηάδην ηεο απιάθσζεο είλαη ε βιαζηνθύζηε. Γηα ηελ εηζαγσγή ηνπ 

δπγώηε ζε απηό ην ηειηθό ζηάδην ζεκαληηθό ξόιν έρεη ε δηαδηθαζία ηεο ζύκπηπμεο 

(compaction). Πξόθεηηαη γηα ηελ αλαδηνξγάλσζε ησλ βιαζηνκεξηδίσλ ε νπνία 

ιακβάλεη ρώξα θαηά ηελ 4
ε
 εκέξα κεηά ηε γνληκνπνίεζε. Οθείιεηαη ζε αιιαγέο ζηε 

ζύλδεζε ηεο  E-cadherin (epithelial cadherin, επηζπιηαθή θαληρεξίλε) θαη ηνπ 

ππνθείκελνπ θπηηαξηθνύ θινηνύ (16). Ζ επηζπιηαθή θαληρεξίλε αλήθεη ζηελ 

ππεξνηθνγέλεηα ησλ θαληρεξηλώλ θαη έρεη ζεκαληηθό ξόιν ζηε δεκηνπξγία ζπλάςεσλ 

πξόζθπζεο αλάκεζα ζηα θύηηαξα. Απνηέιεζκα ηεο δηαδηθαζίαο ηεο ζύκπηεμεο είλαη 

λα δηαρσξίδνληαη ηα βιαζηνκεξίδηα θαη νξηζκέλα λα εληνπίδνληαη ζην θέληξν ηνπ 

κνξηδίνπ ελώ άιια ζηελ πεξηθέξεηα ηνπ. Σα θεληξηθά βιαζηνκεξίδηα απνηεινύλ ηελ 

εζσηεξηθή θπηηαξηθή κάδα θαη ζπλδένληαη κε εζσραζκαηηθέο ζπλδέζεηο, ελώ ηα 

πεξηθεξηθά ηελ εμσηεξηθή θαη ζπλδένληαη κε απνθξαθηηθέο ζπλδέζεηο. Από ηελ 

πξώηε παξάγεηαη ην κεγαιύηεξν κέξνο ηνπ εκβξύνπ θαη νλνκάδεηαη εκβξπνβιάζηε 

θαη απνηειείηαη από πεξίπνπ 12 θύηηαξα, ελώ ε δεύηεξε απνηειεί πεγή ησλ πκέλσλ 

θαη ηνπ πιαθνύληα θαη νλνκάδεηαη ηξνθνβιάζηε θαη απνηειείηαη από πεξίπνπ 100 

θύηηαξα (16). 
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3.ΔΜΦΤΣΔΤΖ ΣΟΤ ΔΜΒΡΤΟΤ 

 

3.1. ΣΑΓΗΑ ΔΜΦΤΣΔΤΖ 

Ζ εκθύηεπζε ηεο βιαζηνθύζηεο θαη ε δεκηνπξγία ηνπ πιαθνύληα είλαη απαξαίηεηα 

ζηάδηα γηα ηε ζπλέρηζε θαη επηηπρή νινθιήξσζε ηεο εγθπκνζύλεο. Ζ δηαδηθαζία ηεο 

εκθύηεπζεο μεθηλάεη όηαλ ην ελδνκήηξην (δεθηηθό γηα εκθύηεπζε) έξρεηαη ζε επαθή 

κε ηε βιαζηνθύζηε (17). Σν ελδνκήηξην κπνξεί λα πξαγκαηνπνηήζεη ηελ εκθύηεπζε 

γηα ζπγθεθξηκέλν ρξνληθό δηάζηεκα ην νπνίν νλνκάδεηαη „παξάζπξν εκθύηεπζεο‟ θαη 

δηαξθεί γηα πεξίπνπ 24 ώξεο (18). εκαληηθνί παξάγνληεο γηα ηελ επηηπρή 

πξαγκαηνπνίεζε ηεο βιαζηνθύζηεο είλαη νη αθόινπζνη : 

 πκπεξηθνξά ηεο ηξνθνβιάζηεο σο  ςεπδν-λενπιαζηηθόο ηζηόο, ν νπνίνο 

δηεζεί ην ελδνκήηξην 

 Έθθξηζε από ηελ ηξνθνβιάζηε πξσηενιπηηθώλ ελεξγώλ ελδύκσλ, όπσο 

κεηαιινπξσηετλάζεο θαη ελεξγνπνηεηέο πιαζκηλνγόλνπ 

 Έθθξαζε από ηελ ηξνθνβιάζηε ηληεγθξηλώλ  

 Έθθξηζε παξαγόλησλ από ην ελδνκήηξην κε απηνθξηλή θαη παξαθξηλή δξάζε 

γηα δηεπθόιπλζε ηεο δηείζδπζεο ηεο ηξνθνβιάζηεο. (16) 

 

 Σα ζηάδηα εκθύηεπζεο ηεο βιαζηνθύζηεο είλαη : 

1. Ππόζθςζη (apossition) 

2. Πποζκόλληζη (adhesion) 

3. Γιείζδςζη (invasion) 

 

Καηά ηε δηάξθεηα ηεο δηαδηθαζίαο ηεο εκθύηεπζεο ε ηξνθνβιάζηε δηαθνξνπνηείηαη 

ζε  κςηηαποηποθοβλάζηη, κία ζηηβάδα από κηησηηθά ελεξγά θύηηαξα, αθξηβώο γύξσ 

από ην ακλίν θαη ην ιεθηζηθό ζάθν θαη ζε ζςγκςηιοηποθοβλάζηη, κία κε δηαηξνύκελε 

κηησηηθά κάδα από πνιππύξελν θπηηαξόπιαζκα πνπ εηζβάιιεη ζην πεξηβάιινλ 

ζηξώκα. 
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3.1.1. ΠΡΟΦΤΖ ΒΛΑΣΟΚΤΣΖ ΣΟ ΔΝΓΟΜΖΣΡΗΟ 

Σν πξώην ζηάδην εκθύηεπζεο είλαη ε πξόζθπζε ηεο βιαζηνθύζηεο ζην ελδνκήηξην. 

Πξαγκαηνπνηείηαη θαηά ηελ 6
ε
 κέξα κεηά ηε γνληκνπνίεζε (16), όηαλ ην ελδνκήηξην 

βξίζθεηαη ζηελ εθθξηηηθή θάζε ηνπ θύθινπ. Υαξαθηεξίδεηαη από ηελ πξόζθπζε ησλ 

κεκβξαλώλ ησλ ηξνθνβιαζηηθώλ θπηηάξσλ ζηηο κεκβξάλεο ηνπ ελδνκεηξίνπ (Δηθόλα 

6) (19). 

     

 

3.1.2. ΠΡΟΚΟΛΛΖΖ ΒΛΑΣΟΚΤΣΖ ΣΟ ΔΝΓΟΜΖΣΡΗΟ 

Σν δεύηεξν ζηάδην είλαη ε έλαξμε ηεο δηαδηθαζίαο αιιεινδηείζδπζεο κεηαμύ ησλ 

κηθξνιαρλώλ ηνπ ελδνκεηξίνπ θαη ησλ θπηηαξηθώλ κεκβξαλώλ ηεο ηξνθνβιάζηεο 

(Δηθόλα 7) (20). Ζ έλαξμε ηεο πξνζθόιιεζεο ηεο βιαζηνθύζηεο ζεκαηνδνηείηαη από 

ηελ ηνπηθή αύμεζε ησλ αγγείσλ ζην ζεκείν πξνζθόιιεζεο ηεο. Πξαγκαηνπνηείηαη 

ηελ 4
ε
 κέξα ζην πνληίθη θαη ηελ 20

ε
 -21

ε
 ζηνλ άλζξσπν (21). ην ζηάδην απηό 

κπνξνύκε λα δηαθξίλνπκε ηε ζπγθπηηνηξνθνβιάζηε, ε νπνία εθθξίλεη νπζίεο κε 

ιπηηθή δξάζε, πξνθαιώληαο ξήμε ησλ αγγείσλ ηνπ ελδνκεηξίνπ ζπκβάιινληαο έηζη 

ζηε ζηαδηαθή θζαξηνπνίεζή ηνπ. 

 

Εικόνα 6. Πρόςφυςθ βλααςτοκφςτθσ ςτο ενδομιτριο 
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3.1.3. ΓΗΔΗΓΤΖ ΒΛΑΣΟΚΤΣΖ ΣΟ ΔΝΓΟΜΖΣΡΗΟ 

Σν ηξίην θαη ηειεπηαίν ζηάδην είλαη απηό ηεο δηείζδπζεο. Καηά ην ζηάδην απηό 

ηξνθνεθηνδεξκηθά θύηηαξα από ηε βιαζηνθύζηε κεηαλαζηεύνπλ αλάκεζα ζηα 

επηζειηαθά θύηηαξα κεηαηνπίδνληαο ηα θαη δηεηζδύνληαο κέρξη ην ηνίρσκα ησλ 

αγγείσλ (Δηθόλα 8) (22). ηε ζέζε εκθύηεπζεο παξαηεξείηαη απμεκέλε δηαβαηόηεηα 

ησλ θπηηάξσλ θαη ειάηησζε ηνπ αξηζκνύ ησλ δεζκνζσκάησλ (κνξθνινγηθέο 

δηαθνξνπνηήζεηο, νη νπνίεο παξαηεξνύληαη ζε δηάθνξα ζεκεία ησλ πιαζκαηηθώλ 

κεκβξαλώλ κεηαμύ θπηηάξσλ θαη έρνπλ ζθνπό λα εμαζθαιίδνπλ ηε ζύλδεζε ηνπο) 

(16). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7. Προςκόλλθςθ βλαςτοκφςτθσ ςτο ενδομιτριο 

Εικόνα 8. Διείςδυςθ βλαςτοκφςτθσ ςτο ενδομιτριο 
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3.2.ΔΝΓΟΚΡΗΝΗΚΟΗ ΜΖΥΑΝΗΜΟΗ ΔΜΦΤΣΔΤΖ 

Καζνξηζηηθό ξόιν ζηελ εκθύηεπζε έρνπλ ηα σνζεθηθά ζηεξνεηδή, ε νηζηξαδηόιε θαη 

ε πξνγεζηεξόλε, ε έθθξαζε ησλ νπνίσλ πξνθαιεί κηα ζεηξά παξαθξηληθώλ θαη 

απηνθξηληθώλ ζεκάησλ πνπ νδεγνύλ ζηε θζαξηνπνίεζε ηνπ ελδνκεηξίνπ θαη ηε 

δηείζδπζε ηεο βιαζηνθύζηεο ζε απηό (23) (Δηθόλα 9). Ζ πξνεηνηκαζία ηνπ 

ελδνκεηξίνπ γίλεηαη θαηά ηελ παξαγσγηθή θάζε από ηελ νηζηξαδηόιε, ε νπνία επάγεη 

ηε ζύλζεζε ππνδνρέσλ πξνγεζηεξόλεο θαη νηζηξαδηόιεο ζην ζηξώκα ηνπ 

ελδνκεηξίνπ (24). Σαπηόρξνλα δηεγείξεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ θπηηάξσλ ηνπ 

ελδνκεηξίνπ ώζηε απηό λα θζαξηνπνηεζεί (25). Ζ θζαξηνπνίεζε πξαγκαηνπνηείηαη 

θαηά ηελ εθθξηηηθή θάζε.  

Ζ πξνγεζηεξόλε κε ηε ζεηξά ηεο είλαη ζεκαληηθόο παξάγνληαο γηα ηε δεκηνπξγία ηνπ 

„παξαζύξνπ εκθύηεπζεο‟ θαη επνκέλσο ηε δηαηήξεζε ηεο θύεζεο. Μηα ζεκαληηθή 

κνξθνινγηθή αιιαγή πνπ γίλεηαη ζην ελδνκήηξην θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο εκθύηεπζεο 

είλαη ε εκθάληζε ησλ πηλνπνδίσλ. Σα πηλνπόδηα είλαη πξνεμνρέο θπηηαξηθώλ 

κεκβξαλώλ ησλ επηζπιηαθώλ θπηηάξσλ ηνπ ελδνκεηξίνπ, ηα νπνία εκθαλίδνληαη ηελ 

5
ε
 – 7

ε
 κέξα κεηά ηελ σνζπιαθηνξξεμία θαη παξακέλνπλ γηα 2 πεξίπνπ κέξεο, κε ηελ 

εκθάληζε ηνπο λα ζπκπίπηεη κε ην „παξάζπξν εκθύηεπζεο‟ (25,26). Ο κεραληζκόο 

ιεηηνπξγίαο ησλ πηλνπνδίσλ δελ είλαη ζαθήο, ε κνξθνινγία ηνπο όκσο θαη ν ρξόλνο 

εκθάληζεο ηνπο νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα όηη έρνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζηελ εκθύηεπζε 

(27). ύκθσλα κε έξεπλεο (22) ε δεκηνπξγία ησλ πηλνπνδίσλ εμαξηάηαη από ηελ 

έθθξαζε ηεο πξνγεζηεξόλεο. Πέξαλ ησλ κνξθνινγηθώλ αιιαγώλ (πηλνπόδηα) θαηά 

ηε θζαξηνπνίεζε ηνπ ελδνκεηξίνπ παξαηεξείηαη θαη έθθξηζε πξνιαθηίλεο (28).  

Μηα από ηηο ζεκαληηθόηεξεο νξκόλεο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εγθπκνζύλεο είλαη ε 

ρνξηαθή γνλαδνηξνπίλε. Ζ ρνξηαθή γνλαδνηξνπίλε ειέγρεη ηελ έθθξαζε ηεο 

πξνγεζηεξόλεο δηαηεξώληαο ην σρξό ζσκάηην, ην νπνίν είλαη θαη ε θύξηα θαη 

πξσηαξρηθή πεγή πξνγεζηεξόλεο (29,30). Σαπηόρξνλα δηεγείξεη ηε δξάζε ηνπ 

απμεηηθνύ παξάγνληα IGF-II (Insulin-like growth factor II, Ηλζνπιηλόκνξθνο 

απμεηηθόο παξάγνληαο ηύπνπ ΗΗ) θαη απμάλεη ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ COX-2 

(Cytochrome c oxidase subunit 2, ππνκνλάδα 2 ηνπ ελδύκνπ θπθιννμπγελάζεο) θαη 

ηνπ LIF (Leukemia inhibitory factor, αλαζηαιηηθόο παξάγoληαο ηεο ιεπραηκίαο) 
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ζπκβάιινληαο έηζη ηόζν ζην κεραληζκό κεηαλάζηεπζεο ηεο ηξνθνβιάζηεο όζν θαη 

ζηελ αγγεηνγέλεζε ηνπ θζαξηνύ (30,31,32). 

3.3. ΜΟΡΗΑΚΟΗ ΜΖΥΑΝΗΜΟΗ ΔΜΦΤΣΔΤΖ 

Ζ εκθύηεπζε απαηηεί ηελ επηθνηλσλία κεηαμύ ηνπ ελδνκεηξίνπ θαη ηεο 

βιαζηνθύζηεο, γηα ηελ επίηεπμε ηεο νπνίαο ελεξγνπνηνύληαη κνξηαθνί κεραληζκνί θαη 

ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα. Γηάθνξνη βηνρεκηθνί δείθηεο έρνπλ πξνηαζεί γηα ηελ 

αλαγλώξηζε ηεο ππνδεθηηθόηεηαο ηνπ ελδνκεηξίνπ κε θπξηόηεξνπο ζηνλ άλζξσπν ηηο 

ηληεγθξίλεο, ηελ ηλεξιεπθίλε-6, ηελ βιελλνγιπθνπξσηεΐλε-1, ηε β-θαηελίλε 

(33,34,35), απμεηηθνύο παξάγνληεο (36) θαη κηα πιεζώξα αθόκα γνληδίσλ (37) 

(Δηθόλα 9). 

Οη ηληεγθξίλεο είλαη εηεξνδηκεξή πνπ ζπληίζεληαη κε νκνηνπνιηθά από κηα ππνκνλάδα 

α θαη κηα ππνκνλάδα β θαη κεηαδίδνπλ ηελ πιεξνθνξία ζηελ θπηηαξνζθειεηηθή δνκή 

ησλ θπηηάξσλ (38,39). Οη β-1 ηληεγθξίλεο είλαη παξνύζεο ζην ελδνκήηξην ζε όιε ηε 

δηάξθεηα ηνπ θύθινπ θαη έρνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζηελ επαλαεπηζειίσζε ηνπ 

ελδνκεηξίνπ κεηά ηελ έκκελν ξύζε θαζώο δξνύλ σο ππνδνρείο ηνπ θνιιαγόλνπ (40). 

Δθθξάδνληαη ηελ 20
ε
 – 24

ε
 κέξα ηνπ θύθινπ θαη είλαη παξνύζεο ζηελ επηθάλεηα ησλ 

επηζειηαθώλ θπηηάξσλ ηνπ ελδνκεηξίνπ (40), ελώ κειέηεο (41) έρνπλ δείμεη πσο 

βιαζηνθύζηεο πνληηθώλ κε έιιεηςε β-1 ηληεγθξηλώλ απνηπγράλνπλ λα εκθπηεπζνύλ. 

Σα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ηεο ηληεξιεπθίλεο- 6 (IL6, IL11, LIF) δξνπλ σο 

αληηθιεγκνλώδεηο παξάγνληεο θαη έρνπλ θαζνξηζηηθό ξόιν ζηε δηαδηθαζία ηεο 

εκθύηεπζεο (42).  Δθθξάδνληαη θαηά ηελ εθθξηηηθή θάζε ηνπ θύθινπ, όηαλ δειαδή 

ην ελδνκήηξην είλαη ππνδεθηηθό ζηελ εκθύηεπζε (43)  κε ηνπο ππνδνρείο ηεο IL-6 θαη 

ηνπ LIF λα εθθξάδνληαη θαη από ηα ηξνθνεθηνδεξκηθά θύηηαξα ηεο βιαζηνθύζηεο 

(44). Ζ έθθξαζε ηνπ LIF θαη ηεο IL-11 ξπζκίδεηαη από ηε ρνξηαθή γνλαδνηξνπίλε 

ζηα επηζειηαθά θύηηαξα ηνπ ελδνκεηξίνπ, θάηη πνπ εληζρύεη ηελ πξόηαζε όηη ε 

έθθξηζε ηεο ρνξηαθήο γνλαδνηξνπίλεο από ηε βιαζηνθύζηε δηεπθνιύλεη ηελ 

εκθύηεπζε (32,45). ύκθσλα κε έξεπλεο αλώκαιε έθθξαζε IL-6 έρεη αλαθεξζεί ζε 

αζζελείο κε θαζ‟ έμηλ απνβνιέο (46), ελώ κεηαιιάμεηο ηνπ γνληδίνπ LIF έρνπλ βξεζεί 

ζε γπλαίθεο κε αλεμήγεηε ππνγνληκόηεηα θαη επαλαιακβαλόκελεο απνηπρίεο 

εκθύηεπζεο (47).  Δπηπιένλ, έρεη παξαηεξεζεί όηη γπλαίθεο κε ηζρπξή έθθξαζε ηνπ 

LIF έρνπλ πεξηζζόηεξεο πηζαλόηεηεο εκθύηεπζεο από όηη γπλαίθεο κε κε επαξθή 

έθθξαζε (48). 
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Ζ β-θαηελίλε εθθξάδεηαη ζην ελδνκήηξην ηόζν ζηελ παξαγσγηθή όζν θαη ζηελ 

εθθξηηηθή θάζε αιιειεπηδξώληαο κε ηε βιελλνγύθνπξσηεΐλε -1, ε νπνία εθθξάδεηαη 

θαηά ηελ εθθξηηηθή θάζε ηνπ θύθινπ θαη ζπκβάιιεη ζηε δηαθπηηαξηθή επηθνηλσλία 

(49,50). Ζ βιελλνγύθνπξσηεΐλε -1 ζε ζπλδπαζκό κε ηελ β-θαηελίλε εληνπίδνληαη 

ζηνλ ππξήλα ελώ ηαπηόρξνλα ζην ζεκείν πξόζθπζεο ηεο βιαζηνθύζηεο κε ην 

ελδνκήηξην δελ εθθξάδεηαη θαζόινπ βιελλνγιπθνπξσηετλε-1. Απηό νδεγεί ζην 

ζπκπέξαζκα όηη ζπλδπαζηηθά ε βιελλνγιπθνπξσηετλε κε ηε β-θαηελίλε 

δηαηαξάζζνπλ ηηο ζπλδέζεηο ησλ θαηρεξηλώλ ζηνλ ππξήλα δηεπθνιύλνληαο ηε 

δηείζδπζε ηεο βιαζηνθύζηεο ζην ελδνκήηξην (50). Οη θαηρεξίλεο είλαη 

δηακεκβξαληθέο γιπθνπξσηετλεο, νη νπνίεο έρνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζηελ πξνζθόιεζε 

ηεο βιαζηνθύζηεο ζην ελδνκήηξην (51). 

Οη απμεηηθνί παξάγνληεο επάγνπλ ηνλ πνιιαπιαζηαζκό θαη ηε θπηηαξηθή 

δηαθνξνπνίεζε κε κέιε ηεο νηθνγέλεηαο λα εκθαλίδνληαη ζηε δηαδηθαζία ηεο 

εκθύηεπζεο.  

Ο επηδεξκηθόο απμεηηθόο παξάγνληαο (EGF, Epidermal growth factor) απαληάηαη ζηα 

ζηξσκαηηθά θύηηαξα ηνπ ελδνκεηξίνπ ηόζν ζηελ εθθξηηηθή όζν θαη ζηελ παξαγσγηθή 

θάζε, θαζώο θαη ζηα ηξνθνεθηνδεξκηθά θύηηαξα (36). Δξεπλεηηθά έρεη απνδεηρζεί 

όηη ε αλαζηνιή ηεο δξάζεο ηνπ EGF νδεγεί ζε κεησκέλε επηβίσζε ηνπ 

γνληκνπνηεκέλνπ σαξίνπ (52). Έλα ζύκπινθν ηνπ EGF κε ηελ επαξίλε απαληάηαη ζε 

κεγάιεο πνζόηεηεο πξηλ ηε δεκηνπξγία ηνπ „παξαζύξνπ εκθύηεπζεο‟ (53) ηαπηόρξνλα 

κε ηελ εκθάληζε ησλ πηλνπνδίσλ ζην ελδνκήηξην (54). Έξεπλεο πνπ έρνπλ 

πξαγκαηνπνηεζεί ζε πνληίθηα έρνπλ δείμεη όηη ν ηλζνπιηλόκνξθνο απμεηηθόο 

παξάγνληαο ηύπνπ 1 (IGF-1, Insulin-like growth factor 1,) ζπκκεηέρεη ζηε 

θζαξηνπνίεζε ηνπ ελδνκεηξίνπ ηεο κήηξαο (55) θαη ε πξνζζήθε ηνπ ζε in vitro 

θαιιηέξγεηεο βειηηώλεη ηελ πνηόηεηα ηνπ γνληκνπνηεκέλνπ σαξίνπ νδεγώληαο ζε 

βιαζηνθύζηεο κε κεγαιύηεξν αξηζκό ηξνθνεθηνδεξκηθώλ θπηηάξσλ (56). Ο 

ηλζνπιηλόκνξθνο απμεηηθόο παξάγνληαο ηύπνπ 2 (IGF-2, Insulin-like growth factor 2) 

είλαη ζεκαληηθόο γηα ηελ αλάπηπμε ηνπ εκβξύνπ έσο ην ζηάδην ηεο βιαζηνθύζηεο  

θαζώο ε απνπζία ηνπ επεξεάδεη ηνλ αξηζκό ησλ θπηηάξσλ ηεο (57). 
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Εικόνα 9. χθματικι ςυγκεντρωτικι απεικόνιςθ των μθχανιςμών (μοριακών και ορμονικών) που 
λαμβάνουν χώρα κατά τθν εμφφτευςθ του εμβρφου. 
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4. ΚΑΛΛΗΔΡΓΔΗΑ ΔΜΒΡΤΧΝ IN VITRO   

 

Ζ θαιιηέξγεηα εκβξύσλ in vitro απνηειεί ζεκαληηθό εξγαιείν γηα ηε κειέηε θαη ηελ 

θαηαλόεζε ηεο εκβξπνγέλεζεο. Απαξαίηεηε είλαη ε θαηαλόεζε ησλ πεξηβαιινληηθώλ 

ζπλζεθώλ πνπ απαηηνύληαη ώζηε λα πξαγκαηνπνηεζνύλ νη πξώηεο θπηηαξηθέο 

δηαηξέζεηο ηνπ δπγώηε θαη ν ζρεκαηηζκόο ε βιαζηνθύζηεο. Ο κεγαιύηεξνο όγθνο 

πιεξνθνξηώλ γηα ηελ in vitro θαιιηέξγεηα εκβξύσλ πξνέξρεηαη από ηε κειέηε 

εκβξύσλ πνληηθώλ.  

Ζ θαιιηέξγεηα ησλ εκβξύσλ in vitro γίλεηαη από ηε ζηηγκή ηεο γνληκνπνίεζεο έσο 

ζπλήζσο ην ζηάδην ηεο βιαζηνθύζηεο (5
ε
 – 6

ε
 κέξα). Ζ πξώηε θαιιηέξγεηα εκβξύνπ 

κέρξη θαη ην ζηάδην ηεο βιαζηνθύζηεο έγηλε ην 1929 από ηνπο Lewis θαη Gregory θαη 

αθνξνύζε γνληκνπνηεκέλν σάξην θνπλειηνύ (58). ηε ζπλέρεηα είθνζη ρξόληα 

αξγόηεξα, ν Hammond ήηαλ ν πξώηνο, ν νπνίνο θαιιηέξγεζε επηηπρώο έκβξπν 

πνληηθνύ από ην ζηάδην ησλ νρηώ θπηηάξσλ ζην ζηάδην ηεο βιαζηνθύζηεο (59). Δλώ 

κόιηο ην 1958 ν McLaren θαη ν Biggers θαηάθεξαλ λα εκθπηεύζνπλ βιαζηνθύζηεο 

από θαιιηέξγεηα in vitro, νη νπνίεο αλαπηύρζεθαλ θαλνληθά ζε πγηή έκβξπα (60). 

Οη ζεκαληηθόηεξνη παξάγνληεο γηα ηελ επηηπρή σξίκαλζε ησλ εκβξύσλ in vitro είλαη 

νη ζπλζήθεο θαιιηέξγεηαο ησλ εκβξύσλ θαζώο θαη ε ζύζηαζε ησλ θαιιηεξγεηηθώλ 

πγξώλ. Σν πεξηβάιινλ ζην νπνίν θαιιηεξγνύληαη ηα έκβξπα πξέπεη λα είλαη θαιά 

πξνζηαηεπκέλν γηα λα απνθεπρζεί ε εηζξνή βαθηεξηδίσλ. Οη παξάγνληεο νη νπνίνη 

επεξεάδνπλ ηηο θαιιηεξγεηηθέο ζπλζήθεο ησλ εκβξύσλ είλαη : 

 Θεπμοκπαζία. ηαζεξή ζηνπο 37˚  

 pH. ηαζεξά ζηελ νπδέηεξε ηηκή από 7,2 έσο 7,4 

 CO2 . Ζ ξύζκηζε ηνπ pH γίλεηαη κε παξνρή δηνμεηδίνπ ηνπ άλζξαθα ζε 

αλαινγία 5% ηεο αηκόζθαηξαο ηνπ θιηβάλνπ.  

 Υγπαζία. Γηαηεξείηαη ζηαζεξή θαζώο ε αλαπηπμηαθή ηθαλόηεηα ησλ εκβξύσλ 

επεξεάδεηαη ζεκαληηθά από ηα επίπεδα δηνμεηδίνπ ηνπ άλζξαθα θαη ηνπ 

νμπγόλνπ.  

 Σύζηαζη καλλιεπγηηικών ςγπών. Πξόθεηηαη γηα δηαιύκαηα ηα νπνία πεξηέρνπλ 

ζξεπηηθά ζπζηαηηθά απαξαίηεηα γηα ηελ αλάπηπμε ησλ εκβξύσλ όπσο άιαηα, 
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γιπθόδε, ακηλνμέα, βηηακίλεο, πξσηεΐλεο θ.α. Σα θαιιηεξγεηηθά πγξά 

δηαθξίλνληαη ζε : 

1. Γιαδοσικά καλλιεπγηηικά ςγπά. Πεξηέρνπλ δηαθνξεηηθή ζύλζεζε αλά 

εκέξα αλάπηπμεο θαη ε ρξήζε ηνπο ζηεξίδεηαη ζην γεγνλόο όηη ζην 

γπλαηθείν αλαπαξαγσγηθό ζύζηεκα ηα έκβξπα εθηίζεληαη ζε δηαξθώο 

κεηαβαιιόκελεο ζπγθεληξώζεηο νπζηώλ. 

2. Σηαηικά καλλιεπγηηικά ςλικά. Πεξηέρνπλ όια ηα απαξαίηεηα 

ζπζηαηηθά γηα ηελ αλάπηπμε σλ εκβξύσλ, κε ηα έκβξπα λα 

θαιιηεξγνύληαη ζε έλα πγξό ην νπνίν είλαη ζηαζεξό θαζ‟ όιε ηε 

δηάξθεηα ηεο θαιιηέξγεηαο ησλ εκβξύσλ in vitro. 

ε θάζε πεξίπησζε ηα θαιιηεξγεηηθά πγξά εκπινπηίδνληαη κε αληηβηνηηθά, γηα 

ηελ απνθπγή βαθηεξηαθήο κόιπλζεο, ελώ δελ ππάξρνπλ έξεπλεο πνπ λα 

απνδεηθλύνπλ όηη θάπνην από ηα δύν είδε ζπλδέεηαη κε ηελ θαιύηεξε 

αλάπηπμε θαη πνηόηεηα ησλ εκβξύσλ. Έλα ραξαθηεξηζηηθό εκπνξηθό 

ζθεύαζκα θαιιηεξγεηηθνύ πγξνύ γηα ηελ αλάπηπμε εκβξύνπ πνληηθνύ 

πεξηέρεη  άιαηα (NaCl, KCl, CaCl2, ΚΖ2PO4, MgSO4, NaHCO3, γαιαθηηθό 

λάηξην), ακηλνμέα (αιβνπκίλε) θαη αληηβηνηηθά ( πεληθηιίλε, ζηξεπηνκπθίλε) 

(Δηθόλα 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10. Παράδειγμα ςφςταςθσ καλλιεργθτικοφ υγροφ για in vitro ανάπτυξθ 
εμβρφου ποντικοφ ςτα ςτάδιο των δφο κυττάρων. 
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Ζ θαιιηέξγεηα ησλ εκβξύσλ in vitro ρξεζηκνπνηείηαη επξέσο ζηηο δηαδηθαζίεο 

εμσζσκαηηθήο γνληκνπνίεζεο (IVF) θαη πξνγελλεηηθνύ – πξνεκθπηεπηηθνύ ειέγρνπ. 

Πέξαλ όκσο ηεο ακηγώο ηαηξηθήο ρξήζεο ηεο, ε  δηαδηθαζία θαιιηέξγεηαο in vitro 

ζπκβάιεη ζεκαληηθά ζηελ έξεπλα ησλ ζηαδίσλ βηνινγηθήο αλάπηπμεο ησλ εκβξύσλ 

κε ηελ θαιιηέξγεηα εκβξύσλ πεηξακαηόδσσλ (πνληίθη, επίκπο, βάηξαρνο, zebra fish 

θ.ιπ.) νδεγώληαο ζηε δεκηνπξγία ελόο λένπ θιάδνπ ηεο βηνινγίαο, ηε Βηνινγία 

Αλάπηπμεο (61). 

Ζ Βηνινγία Αλάπηπμεο ζπλδπάδνληαο ηε Μνξηαθή θαη ηελ Κπηηαξηθή Βηνινγία κε ηε 

Γελεηηθή θαη ηε Μνξθνινγία έρεη βνεζήζεη ζεκαληηθά ζηελ θαηαλόεζε ησλ 

αλζξώπηλσλ εκβξύσλ θαη ησλ ιεηηνπξγηώλ ηνπο. Έλα ραξαθηεξηζηηθό παξάδεηγκα 

ηνκέα πνπ αλαπηύρζεθε ράξε ζηε Βηνινγία Αλάπηπμεο, κε ηελ θαηαλόεζε ηνπ 

γεγνλόηνο όηη ηα έκβξπα είλαη ηδηαίηεξα εππαζή ζε βιάβεο θαηά ηε πεξίνδν ηεο 

νξγαλνγέλεζεο, είλαη ε Σεξαηνινγία (Teratology), ε νπνία κειεηά ηηο επηδξάζεηο 

πεξηβαιινληηθώλ παξαγόλησλ ζηα έκβξπα. Δπηπιένλ, ζεκαληηθή είλαη ε ζπκβνιή ηεο 

ηόζν ζηελ ιεηηνπξγηθή γνληδησκαηηθή όζν θαη ζηελ ιεηηνπξγηθή πξσηετλνκαηηθή  

θαζώο ε θαιιηέξγεηα ησλ εκβξύσλ θαη ε θαηαλόεζε ησλ κεραληζκώλ αλάπηπμεο 

κπνξεί λα ζπκβάιεη ζηε δεκηνπξγία λέσλ ζηνρεπκέλσλ ζεξαπεηώλ(61).  

Παξάιιεια, κηα από ηηο ζεκαληηθόηεξεο πξνζθνξέο ηεο θαιιηέξγεηαο εκβξύσλ in 

vitro είλαη  θαη ε δπλαηόηεηα θαιιηέξγεηαο εκβξπηθώλ βιαζηηθώλ θπηηάξσλ, ε νπνία 

βνήζεζε ζεκαληηθά ζηελ θαηαλόεζε ησλ κνξηαθώλ κεραληζκώλ πνπ ειέγρνπλ ην 

αλαπηπμηαθό δπλακηθό ησλ θπηηάξσλ θαηά ηα πξώηκα ζηάδηα αλάπηπμεο  αιιά θαη 

βξήθε εθαξκνγή ζηελ ζηνρεπκέλε δηαθνξνπνίεζε ησλ εκβξπηθώλ βιαζηνθπηηάξσλ 

ηόζν ζηελ Αλαγελλεηηθή Ηαηξηθή όζν θαη ηελ Κπηηαξηθή Θεξαπεία (14). 
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5. Ζ ΔΚΛΤΣΗΚΖ ΟΡΜΟΝΖ ΣΖ ΦΛΟΗΟΣΡΟΠΟΤ ΟΡΜΟΝΖ, 

CRH (CORTICOTROPHIN RELEASING HORMONE) 

 

  5.1. CRH, ΓΟΜΖ ΚΑΗ ΥΑΡΑΚΣΖΡΗΣΗΚΑ 

Ζ CRH (Corticotropin-Releasing Hormone, Κνξηηθνεθιηηίλε) είλαη κηα πεπηηδηθή 

νξκόλε, ε νπνία παξάγεηαη από ηνλ παξαθνηιηαθό ππξήλα ηνπ ππνζαιάκνπ.  

Γηεγείξεη ηελ έθθξηζε ηεο POMC (Pro-opiomelanocortin, Πξννπηνκειαλνθνξηίλεο) 

από ηα θνξηηθνηξόπα θύηηαξα ηνπ πξνζζίνπ ινβνύ ηεο ππόθπζεο. ηε ζπλέρεηα, ε 

POMC δηαζπάηαη ζε :  

 Ν-ηειηθό ακηλνμύ ηεο πξννπηνκειαλνθνξηίλεο (N-Terminal Peptide, NPP),  

 γ-κειαλνηξνπίλε (γ-Melanotropin, γ-MSH)  

  θνξηηθνηξνπίλε ή αδξελνθνξηηθνηξόπνο νξκόλε (Adrenocorticotropin 

Hormone, ACTH)(62) 

Ζ CRH κεηαθέξεηαη από ηνλ ππνζάιακν ζηνλ πξόζζην ινβό ηεο ππόθπζεο, κέζσ ηνπ 

ππιαίνπ αγγεηαθνύ ζπζηήκαηνο, όπνπ δξα ζηα θνξηηθνθόξα θύηηαξα επάγνληαο ηελ 

έθθξηζε θνξηηθνηξνπίλεο (ACTH) (11). 

 

Πξόθεηηαη γηα έλα πεπηίδην 41 

ακηλνμέσλ πνπ απνηειείηαη από έλα 

θαξβνμπηειηθό άθξν, έλα ακηλνηειηθό 

άθξν θαη κηα ελδηάκεζε πεξηνρή 

(Δηθόλα 11) (63).  

 

 

 

Εικόνα 11. Μοριακι δομι του μορίου τθσ CRH. 
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ηνλ άλζξσπν έρνπλ αληρλεπζεί δύν ππνδνρείο ηεο CRH κέζσ ησλ νπνίσλ αζθέη ηηο 

δξάζεηο ηεο, ν CRH-R1 (Corticotrophin-Releasing Hormone - Receptor 1, ππνδνρέαο 

1 ηεο θνξηηθνεθιπηίλεο) θαη ν CRH-R2 (Corticotrophin-Releasing Hormone - 

Receptor 2, ππνδνρέαο 2 ηεο θνξηθνεθιπηίλεο) (64), νη νπνίνη θσδηθνπνηνύληαη από 

γνλίδηα ηνπ 7
νπ

 θαη 17
νπ

 ρξσκνζώκαηνο αληίζηνηρα (65), ηα νπνία παξνπζηάδνπλ 

νκνινγία πεξίπνπ 70%. Σν κεγαιύηεξν πνζνζηό νµνινγίαο (80-85%),  

παξνπζηάδεηαη ζην δηαµεµβξαληθό θαη ελδνθπηηάξην ηκήκα ηνπο· ελώ ην εμσθπηηάξην 

ηµήµα παξνπζηάδεη νµνινγία κόιηο 40% (66).  

Τπάξρεη θαη έλαο ηξίηνο ππνδνρέαο ηεο θνξηηθνεθιπηηλεο είλαη ν CRH-R3 

(Corticotropin-Releasing Hormone- Receptor 3, ππνδνρέαο 3 ηεο θνξηηθνεθιπηίλεο), 

ν νπνίνο παξνπζηάδεη κεγάιε νκνινγία κε ηνλ CRH-R1 θαη έρεη παξαηεξεζεί ζε 

νξηζκέλα είδε όπσο ην γαηόςαξν (67). Ζ θνξηηθνεθιπηίλε εληνπίδεηαη ζε πνιιέο 

πεξηνρέο ηνπ εγθεθάινπ, ζην πεξηθεξηθό λεπξηθό ζύζηεκα, ζε ηζηνύο πνιιώλ 

ζπζηεκάησλ (γαζηξεληεξηθνύ, αλνζνινγηθνύ, αλαπαξαγσγηθνύ) αιιά θαη ζηνλ 

πιαθνύληα (68,69). 

 

5.2. CRH, ΑΞΟΝΑ ΤΠΟΘΑΛΑΜΟ–ΤΠΟΦΤΖ-ΔΠΗΝΔΦΡΗΓΗΑ 

(HYPOTHALAMIC–PITUITARY-ADRENAL AXIS/HPA AXIS) ΚΑΗ STRESS 

Ο άμνλαο Τπνζάιακνο – Τπόθπζε – Δπηλεθξίδηα (Hypothalamic – Pituitary – 

Adrenal axis, HPA axis) είλαη ν ελδνθξηληθόο άμνλαο, ν νπνίνο ξπζκίδεη ηελ έθθξηζε 

ησλ γιπθνθνξηηθνεηδώλ από ηα επηλεθξίδηα κέζσ αιιειεπηδξάζεσλ, νη νπνίεο 

πξαγκαηνπνηνύληαη από εθιπόκελνπο λεπξνδηαβηβαζηέο θαη λεπξηθά εξεζίζκαηα (70).   

Ο ππνζάιακνο είλαη πεξηνρή ηνπ εγθεθάινπ, ε νπνία είλαη ππεύζπλε γηα ηνλ έιεγρν 

πνιιώλ βαζηθώλ λεπξηθώλ θαη ελδνθξηληθώλ ιεηηνπξγηώλ θαη ζπλδέεηαη κε ηελ 

ππόθπζε (ε νπνία βξίζθεηαη θάησ από ηνλ ππνζάιακν, κέζα ζην ηνύξθηθν εθίππην) 

κέζσ ηνπ ρναλνεηδνύο δαθηπιίνπ. Ζ ππόθπζε απαξηίδεηαη από δύν ινβνύο ηνλ 

πξόζζην θαη ησλ νπίζζην. Σέινο, ηα επηλεθξίδηα είλαη έλα δεύγνο ελδνθξηλώλ αδέλσλ 

κε θάζε αδέλα λα απνηειείηαη εμσηεξηθά από ηνλ επηλεθξηδηαθό θινηό (ν νπνίνο 

εθθξίλεη ζηεξνεηδείο νξκόλεο) θαη ηνλ επηλεθξηδηαθό κπειό (ν νπνίνο εθθξίλεη 

ακηλνξκόλεο) (71).  
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Ζ θνξηηθνεθιπηίλε (CRH) εθθξίλεηαη από ηνλ ππνζάιακν θαη ζηε ζπλέρεηα δηεγείξεη 

ηελ έθθξηζε θνξηηθνηξνπίλεο (ACTH) από ηελ πξόζζηα ππόθπζε. Ζ ACTH κε ηε 

ζεηξά ηεο νδεγεί ζε έθθξηζε θνξηηδόιεο από ηνλ θινηό ησλ επηλεθξηδίσλ (11) (εηθόλα 

12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πην ζπγθεθξηκέλα ε CRH εηζέξρεηαη ζηηο ππιαίεο θιέβεο ηεο ππόθπζεο θαη κέζσ 

απηώλ κεηαθέξεηαη ζηα θύηηαξα πνπ εθθξίλνπλ ACTH. Μόιηο ζπλδεζεί κε ηνπο 

ππνδνρείο ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο δηεγείξεη ηε ζύλζεζε ACTH όπσο θαη ηελ 

έθθξηζή ηεο από ηα εθθξηηηθά θνθθία, ρξεζηκνπνηώληαο ην αζβέζηην θαη ην θπθιηθό 

AMP (cAMP) σο δεύηεξα κελύκαηα (72). Ζ ACTH πνπ εθθξίλεηαη εξεζίδεη ηνλ 

θινηό ησλ επηλεθξηδίσλ γηα λα εθθξίλεη θνξηηδόιε. Ζ θνξηηδόιε πνπ παξάγεηαη έρεη 

επηπιένλ θαη αξλεηηθνηξνθνδνηηθό έιεγρν πάλσ ζην ζύζηεκα CRH-ACTH-

θνξηηδόιε ηνπ ΖΡΑ άμνλα θαζώο δξα ηόζν ζηνλ ππνζάιακν αλαζηέιινληαο ηελ 

έθθξηζε CRH όζν θαη ζηελ πξόζζηα ππόθπζε κεηώλνληαο ηελ απόθξηζή ηεο ζηε 

CRH θαη επνκέλσο ηε ζύλζεζε θαη έθθξηζε ηεο ACTH (Δηθόλα 13) (11).  

Εικόνα 12. Δράςεισ ορμονών (CRH και ACTH) ςτον HPA άξονα 
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Ζ έθθξηζε ηεο θνξηηδόιεο γίλεηαη θαηά ώζεηο θαη εκθαλίδεη δηαθπκάλζεηο θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο εκέξαο. Απηόο ν ηξόπνο έθθξαζεο νθείιεηαη ζηελ θαηά παικνύο 

έθθξηζε ηεο ACTH θαη ηεο CRH αληίζηνηρα. Έλαο παξάγνληαο πνπ κπνξεί λα 

επεξεάζεη ηνλ εκεξήζην ξπζκό έθθξαζεο ηεο θνξηηδόιεο είλαη ην ζηξεο (73).  

Ζ θνξηηδόιε είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ επηβίσζε ζε θαηαζηάζεηο ζηξεο γηα απηό θαη ν 

θύξηνο ξόινο ηνπ HPA άμνλα  είλαη ε δηαηήξεζε ηεο νκνηόζηαζεο ηνπ νξγαληζκνύ 

κεηά από έθζεζε ζε ζηξεο. Ζ ελεξγνπνίεζε ηνπ άμνλα νδεγεί ζε κηα ζεηξά από 

αιιαγέο ηόζν ζην πεξηθεξηθό λεπξηθό ζύζηεκα όζν θαη ζην θεληξηθό λεπξηθό 

ζύζηεκα θαη γίλεηαη ζε θεληξηθό κνξηαθό θαη θπηηαξηθό επίπεδν. 

Αξρηθά, ζε κενηπικό επίπεδο, όπσο αλαθέξζεθε, ε απάληεζε ζην ζηξεο γίλεηαη από 

ηνπο λεπξώλεο ηεο CRH κέζσ ηνπ κεραληζκνύ αξλεηηθήο αλαηξνθνδόηεζεο. Ζ 

θνξηηδόιε, ε νπνία παξάγεηαη από ηα επηλεθξίδηα θαη απειεπζεξώλεηαη ζην πιάζκα 

αζθεί αξλεηηθνηξνθνδνηηθό έιεγρν πάλσ ζην ίδην ην ζύζηεκα ηνπ HPA άμνλα 

δξώληαο ζηνλ ππνζάιακν αλαζηέιινληαο ηελ έθθξηζε ηεο CRH αιιά θαη ζηελ 

πξόζζηα ππόθπζε κεηώλνληαο ηελ απόθξηζε ζηε CRH (Δηθόλα 13) (11). 

Εικόνα 13. φςτθμα CRH-ACTH-κορτιηόλθσ ςτον ΗΡΑ άξονα. Δράςθ τθσ CRH ςτθν ζκκριςθ ACTH 
και κορτιηόλθσ. Ανατροφοδοτικόσ ζλεγχοσ τθσ κορτιηόλθσ πάνω ςτο ςφςτθμα. 
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ε μοπιακό επίπεδο, ακέζσο κεηά ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ άμνλα εθθξίλνληαη 

γιπθνθνξηηθνεηδή, ηα νπνία θαηαζηέιινπλ ηελ παξαγσγή θπηνθηλώλ (70). Άκεζε 

είλαη ε θαηαζηνιή ησλ γνληδίσλ ηεο ηληεξιεπθίλεο-6, ελώ έκκεζα θαηαζηέιιεηαη ν 

πξνθιεγκνλώδεο ππξεληθόο παξάγνληαο θΒ (Nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells, NF-θΒ, ππξεληθόο παξάγνληαο ελίζρπζεο θάππα 

ειαθξηώλ αιπζίδσλ ηεο ελεξγνπνίεζεο Β θπηηάξσλ) (70). 

Σέινο ζε κςηηαπικό επίπεδο, ε απάληεζε ζην ζηξεο γίλεηαη θαη πάιη κέζσ ηεο 

παξαγσγήο ησλ γιπθνθνξηηθνεηδώλ ηα νπνία δξνπλ ζε όινπο ηνπο ηύπνπο ιεπθώλ 

θπηηάξσλ. Υαξαθηεξηζηηθό παξάδεηγκα ηεο δξάζεο ηνπο είλαη ε ιεκθόιπζε θαη ε 

αλαθαηαλνκή ησλ Σ-ιεκθνθπηηάξσλ νδεγώληαο ηνλ νξγαληζκό ζε ιεκθνπελία (74). 

Δπηπιένλ, κείσζε παξαηεξείηαη ηόζν ζηα εσζηλόθηια όζν θαη ζηα  βαζεόθηια κε 

5απνηέιεζκα λα δηαηαξάζζεηαη ε απειεπζέξσζε ηεο ηζηακίλεο (75). Αληίζεηα, ν 

αξηζκόο ησλ νπδεηεξόθηισλ απμάλεηαη κε απνηέιεζκα λα δπζρεξαίλεη ε 

κεηαλάζηεπζε ηνπο ζηα ζεκεία θιεγκνλήο (74). 

 

  5.3. ΤΠΟΓΟΥΔΗ ΣΖ CRH 

Οη ππνδνρείο ηεο CRH αλήθνπλ ζηε θαηεγνξία ησλ ππνδνρέσλ πνπ ζπλδένληαη κε G 

πξσηεΐλεο. Οη ππνδνρείο απηνί αθνύ ζπλδεζνύλ κε κηα ή πεξηζζόηεξεο G πξσηεΐλεο 

νδεγνύλ ζε αλαδηακόξθσζε ηνπ κεκβξαληθνύ ππνδνρέα. 

 Απηό έρεη σο απνηέιεζκα ε ζπλδεδεκέλε G πξσηεΐλε, ζπγθεθξηκέλα ε Gs, λα 

ελεξγνπνηεί ηελ αδεληιηθή θπθιάζε (κεκβξαληθό έλδπκν). Ζ ελεξγνπνηεκέλε, πιένλ, 

αδεληιηθή θπθιάζε θαηαιύζεη ηε κεηαηξνπή ηνπ θπηνζνιηθνύ ΑΣΡ (Adenosine 

triphosphate, ηξηθσζθνξηθή αδελνζίλε) ζε cAMΡ (cyclic Adenosine monophosphate, 

θπθιηθή κνλνθσζθνξηθή αδελνζίλε), ην νπνίν ζηε ζπλέρεηα ελεξγνπνηεί ηελ 

πξσηετληθή θηλάζε Α, πξνθαιώληαο αιιεπάιιειεο θσζθνξπιηώζεηο νδεγώληαο ζηελ 

έθθξηζε ηεο ACTH (72). Όπσο πξναλαθέξζεθε ε CRH έρεη δύν θύξηνπο ππνδνρείο 

ηνλ CRH-R1 θαη ηνλ CRH-R2 (Δηθόλα 14).  
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Ζ CRH αλήθεη ζηελ ίδηα νηθνγέλεηα κε ηηο νπξνθνξηίλεο. 

 Οπξνθνξηίλε 1 (UCN1). Απνηειείηαη από 40 ακηλνμέα θαη ε δνκή ηεο 

παξνπζηάδεη πνιιέο νκνηόηεηεο δνκηθά κε απηό ηεο CRH (76). Σν κόξην 

εθθξάδεηαη ζε πνιιέο πεξηνρέο όπσο ηελ ππόθπζε, ηνλ πιαθνύληα, ηα 

επηλεθξίδηα θαη ηνλ ζύκν αδέλα (76-79). Λεηηνπξγεί σο ηζρπξόο επαγσγέαο 

ηεο έθθξηζεο ηεο ACTH in vitro (80). 

 Οπξνθνξηίλε 2 (UCN2). Απνηειείηαη από 38 ακηλνμέα θαη εθθξάδεηαη ζε 

ζπγθεθξηκέλεο πεξηνρέο ηνπ εγθεθάινπ (81), αιιά εκθαλίδεηαη θαη ζε άιιεο 

πεξηνρέο όπσο ην ελδνκήηξην (82). Δκπιέθεηαη ζε ιεηηνπξγίεο όπσο ε 

θαηαζηνιή ηεο όξεμεο θαη ε αγγεηνδηαζηαιηηθή δξάζε (83). 

 Οπξνθνξηίλε 3(UCN3). Απνηειείηαη από 38 ακηλνμέα θαη εθξάδεηαη ζε 

πνιιέο πεξηνρέο ηνπ θεληξηθνύ λεπξηθνύ ζπζηήκαηνο (84), ελώ έρεη παξόκνηεο 

δξάζεηο κε ηνλ UCN2. 

 

Εικόνα 14. Πίνακασ ςυνοπτικισ παρουςίαςθσ και ςφγκριςθσ των υποδοχζων τθσ CRH 
CRH-R1 και CRH-R2. 
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5.3.1. CORTICOTROPIN RELEASING HORMONE-RECEPTOR 1  

(CRH – R1) 

Ο  CRH-R1, ν νπνίνο θσδηθνπνηείηαη από γνλίδηα ηνπ 17
νπ

 ρξσκνζώκαηνο θαη είλαη ν 

θύξηνο ηύπνο ζηα θνξηηθνηξόθα θύηηαξα ηεο ππόθπζεο, είλαη απηόο πνπ κεζνιαβεί 

γηα ηελ δξάζε ηεο CRH ζηελ έθθξηζε ηεο ACTH. Ο CRH-R1 απνηειείηαη από 415-

420 αµηλνμέα θαη έρεη 8 ηζνκνξθέο ηηο CRH-R1α, CRH-R1β, CRH-R1c, CRH-R1d, 

CRH-R1e, CRH-R1f, CRH-R1g θαη CRH-R1h (65-68,85).  

Οη ππόηππνη ηνπ CRH-R1 εθθξάδνληαη ζε πνιινύο ηζηνύο ηνπ γπλαηθείνπ 

αλαπαξαγσγηθνύ ζπζηήκαηνο. Πην εηδηθά, ζην µπνµήηξην κηαο γπλαίθαο εθθξάδνληαη 

νη CRFR1α θαη CRFR1β, ελώ ζην ηξίην ηξίµελν ηεο εγθπµνζύλεο αληρλεύνληαη 

επηπξόζζεηα ζην µπνµήηξην νη CRFR1c θαη CRFR1d (64). Παξάιιεια, νη CRFR1α, 

CRFR1c θαη CRFR1d έρνπλ εληνπηζηεί ζε ιίγα θπηηαξνηξνθνβιαζηηθά θύηηαξα, ζην 

θζαξηό θαζώο θαη ζηηο εµβξπηθέο µεµβξάλεο (86). Σέινο ζηελ εμσιαρληθή 

ηξνθνβιάζηε εθθξάδεηαη ν CRFR1, ρσξίο όκσο λα δηαθξίλεηαη θάπνηνο 

ζπγθεθξηκέλνο ππόηππνο. Δπηπιένλ, εθθξάδεηαη ζην γαζηξεληεξηθό θαη ζην 

αλνζνπνηεηηθό ζύζηεκα θαζώο θαη ζην δέξκα θαη ζην ιηπώδε ηζηό (87). Ζ CRH θαη 

ε νπξνθνξηίλε 1 δεζκεύνληαη θπξίσο ζηνλ ππνδνρέα 1, κε ηε CRH-BP (CRH-

Binding protein, CRH-δεζκεπηηθή πξσηεΐλε) θαη ηνλ Scrhr2α (δηαιπηή ηζνκνξθή ηνπ 

CRHR2) λα πξνζδέλνληαη αληηζηνίρσο ζηε CRH θαη ηελ νπξνθνξηίλε 1 ξπζκίδνληαο 

ηε δξάζε ησλ πξνζδεηώλ (Δηθόλα 15). 

5.3.2. CORTICOTROPIN RELEASING HORMONE–RECEPTOR 2  

(CRH – R2) 

ε αληίζεζε κε ηνλ CRH-R1, ν CRH –R2 θσδηθνπνηείηαη από γνλίδηα ηνπ 7
νπ

 

ρξσκνζώκαηνο θαη απνηειείηαη από 397-438 ακηλνμέα. Έρεη ηξεηο ηζνκνξθέο 

CRHR2α, CRHR2β θαη CRHR2γ (65) νη νπνίεο εκθαλίδνληαη ζε πνιινύο ηζηνύο ηνπ 

γπλαηθείνπ αλαπαξαγσγηθνύ ζπζηήκαηνο.  Πην εηδηθά, ζην µπνµήηξην κηαο γπλαίθαο 

εκθαλίδεηαη ν CRFR2β ελώ κεηά ην πξώην ηξίµελν ηεο εγθπκνζύλεο, ζην µπνµήηξην 

εθθξάδεηαη ν CRFR2α (86). Δπηπιένλ, ν CRFR2β έρεη εληνπηζηεί ζε ιίγα 

θπηηαξνηξνθνβιαζηηθά θύηηαξα, ζην θζαξηό θαη ζηηο εκβξπηθέο κεκβξάλεο, ελώ 

ηέινο, ζηα αγγεία ησλ ιαρλώλ έρεη εληνπηζηεί µόλν ν CRFR2β (65).  
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Αληίζεηα κε ηνλ CRH-R1, o CRH-R2 κπνξεί θαη δεζκεύεη όιεο ηηο νπξνθνξηίλεο, κε 

ηελ νπξνθνξηίλε 2 θαη 3 λα δεζκέπνληαη απνθιεηζηηθά ζε απηόλ (Δηθόλα 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

5.3.3. CORTICOTROPIN RELEASING HORMONE - BINDING 

PROTEIN (CRH-BP) 

H δξάζε ηεο CRH ηξνπνπνηείηαη από ηελ CRH-BP (corticotropin releasing hormone 

Binding Protein, CRH δεζκεπηηθή πξσηεΐλε ), κηα γιπθνπξσηεΐλε, ε νπνία δεζκεύεη 

θαη απελεξγνπνηεί ηε CRH, ξπζκίδνληαο ηελ ηθαλόηεηά πξόζδεζήο ηεο (88). 

Δθθξάδεηαη ζε πεξηνρέο ηνπ εγθεθάινπ, αιιά ζπληίζεηαη θαη ζηνλ πιαθνύληα, ην 

ήπαξ θαη ηα επηλεθξίδηα (89). Ζ πξσηεΐλε απηή δξα ηξνπνπνηώληαο ηελ ελεξγνπνίεζε 

ηνπ HPA άμνλα, θαζώο πεξηνξίδεη ηελ δηαζεζηκόηεηα ηνπ ειεύζεξνπ πξνζδέηε 

(CRH) θαη επάγεη ηελ ελδνθύηησζή ηνπ κε επηηξέπνληαο ηελ πξόζδεζε ζηνπο 

ππνδνρείο απνηξέπνληαο επνκέλσο ηελ έθθξηζε ηεο ACTH (88). 

Εικόνα 15. τερεοδιαμόρφωςθ των δφο υποδοχζων τθσ CRH κακώσ και οι 
πρωτεΐνεσ που ζχουν τθν ικανότθτα να δεςμεφουν.  
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 5.3.4 ΑΝΣΑΓΧΝΗΣΔ ΣΧΝ CRH ΤΠΟΓΟΥΔΧΝ 

Πξόθεηηαη γηα εηδηθνύο ηύπνπο αληαγσληζηή ππνδνρέα (receptor antagonist) νη νπνίνη 

κπινθάξνπλ ηηο ζέζεηο πξόζδεζεο γηα ηε CRH. Δίλαη ζπλζεηηθνί θαη έρνπλ ζπλήζσο 

πεπηηδηθή βάζε. Ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ παξνπζηάδνπλ νη αληαγσληζέο ησλ ππνδνρέσλ 

ηεο CRH, νη νπνίνη έρνπλ ζεξαπεπηηθέο πξννπηηθέο (90), ελώ εθηεηακέλε έξεπλα 

γίλεηε γηα ηελ πηζαλή ρξήζε ηνπο ζε αζζέλεηεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ην ζηξεο (91) 

(εηθόλα 16).  

Μεγάιν ελδηαθέξνλ παξνπζηάδεη θαη ε αληαιαξκίλε (παξάγσγν ππξνινππξακηδίλεο, 

κε πεπηηδηθόο αληαγσληζηήο ηνπ ππνδνρέα R1 ηεο CRH), ε νπνία εθηόο από ηελ 

θαηαζηνιή όισλ ησλ θαηλνκέλσλ πνπ επάγσληαη από ην ζηξεο θαηαζηέιιεη θαη ηε 

θιεγκνλή, ελώ ε ρξόληα ρξήζε ηεο δε ζπλνδεύεηαη από επηλεθξηδηθή αλεπάξθεηα 

(92). Ζ ρνξήγεζε αληαιαξκίλεο ζε επίκπο εκπνδίδεη ηελ εκθύηεπζε ηνπ εκβξύνπ 

πεξηνξίδνληαο ηε θιεγκνλώδε αληίδξαζε ηνπ ελδνκεηξίνπ θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο 

δηείζδπζεο ηεο βιαζηνθύζηεο (86). Ζ αληαιαξκίλε θαη ηα αλάιινγά ηεο πηζαλώο 

εθπξνζσπνύλ κηα λέα ηάμε κε ζηεξνεηδώλ θαξκάθσλ πνπ δίλνπλ ηε δπλαηόηεηα 

αλαζηνιήο ηεο εγθπκνζύλεο ζε πνιύ αξρηθά ζηάδηα (93).  

Εικόνα 16. Πικανζσ δράςεισ των ανταγωνιςτών των υποδοχζων 1 και 2 τθσ CRH. 
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  5.4.
 
Ο ΡΟΛΟ ΣΖ  CRH ΣΖ ΦΛΔΓΜΟΝΖ 

Πεηξάκαηα ηα νπνία πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε πνληίθηα κε επαγσγή θιεγκνλήο έδεημαλ 

παξνπζία ηεο CRH ζε θιεγκνλώδεο έθθξηκα (94), αιιά θαη ζε πεξηθεξηθνύο ηζηνύο 

ζε πεξηπηώζεηο ρξόληαο θιεγκνλήο (95), ελώ πεηξακαηόδσα κε κεησκέλα επίπεδα 

θνξηηθνζηεξόλεο είλαη πεξηζζόηεξν επηξξεπή ζε θιεγκνλώδεηο λόζνπο (96).  

Μεηά από αλνζνδηέγεξζε απειεπζεξώλνληαη ζηελ θπθινθνξία θπηνθίλεο, όπσο ε 

Ηληεξιεπθίλε- 6 θαη ε Ηληεξιεπθίλε- 1, νη νπνίεο ελεξγνπνηνύλ ηνλ HPA άμνλα θαη 

άξα ηελ έθθξηζε CRH, ACTH θαη γιπθνθνξηηθνεηδώλ. Σα γιπθνθνξηηθνεηδή είλαη 

ηζρπξά αληη-θιεγκνλώδε θάξκαθα κε εηδηθή δξάζε (97). Γεζκεύνληαη ζηνλ ππνδνρέα 

θαη σο ζύκπινθν νξκόλεο-ππνδνρέα κεηαθηλνύληαη ζηνλ ππξήλα ηνπ θπηηάξνπ όπνπ 

θαη δεζκεύνληαη ζε ζπγθεθξηκέλε πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ ζηόρνπ ηξνπνπνηώληαο ηε 

ιεηηνπξγία ηνπ ή απνζηαζεξνπνηώληαο ην mRNA ηνπ (98). Σν κεγαιύηεξν  κέξνο ηεο 

αληη-θιεγκνλώδνπο δξάζεο ησλ γιπθνθνξηηθνεηδώλ είλαη ε αιιειεπίδξαζή ηνπο κε 

ηνλ NF-θΒ, ν νπνίνο απνηειεί ξπζκηζηηθό παξάγνληα ζηελ έθθξαζε πνιιώλ 

θιεγκνλσδώλ γνληδίσλ, κε απνηέιεζκα λα θαηαζηέιιεηαη ε έθθξαζε ηνπο (99). Έλαο 

αθόκα κεραληζκόο δξάζεο ησλ γιπθνθνξηηθνεηδώλ γηα θαηαζηνιή ηεο θιεγκνλήο 

είλαη ε εκπόδηζε ηεο κεηαθίλεζεο ησλ ιεκθνθπηηάξσλ θαη ε αλαζηνιή ζύλζεζεο ησλ 

ιεκθνθηλώλ, νη νπνίεο απνηεινύλ παξάγνληα δηαθνξνπνίεζεο ησλ ιεκθνθπηηάξσλ 

(100), κε απνηέιεζκα ν νξγαληζκόο λα νδεγείηαη ζε ιεκθνπελία. 

Πέξαλ ηεο έθθξηζεο γιπθνθνξηηθνεηδώλ, ε ελεξγνπνίεζε ηνπ HPA άμνλα νδεγεί ζε 

έθιπζε θαηερνιακηλώλ ηόζν από ηνλ θινηό ησλ επηλεθξηδίσλ όζν θαη από ην 

Κεληξηθό Νεπξηθό ύζηεκα, ε απνπζία ησλ νπνίσλ έρεη ζπλπθαλζεί κε ηελ αλάπηπμε 

απηνάλνζσλ λνζεκάησλ (100).  

Σέινο, δηεγεξηηθή είλαη ε δξάζε ηεο CRH ζηελ παξαγσγή Ηληεξιεπθηλώλ (IL-1, IL-2, 

IL-6), νη νπνίεο ελεξγνπνηνύλ ηνλ HPA άμνλα αιιά θαη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ Β-

ιεκθνθπηηάξσλ θαη ησλ Σ-ιεκθνθπηηάξσλ (101,102). 
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    5.5. ΤΠΟΘΑΛΑΜΟ, CRH ΚΑΗ ΓΤΝΑΗΚΔΗΟ ΑΝΑΠΑΡΑΓΧΓΗΚΟ 

ΤΣΖΜΑ 

Ζ CRH όπσο θαη νη ππνδνρείο ηεο εληνπίδνληαη ζε δηάθνξεο πεξηνρέο ηεο γπλαηθείαο 

αλαπαξαγσγηθήο νδνύ (ελδνκήηξην, κπνκήηξην) θαζώο θαη ζηνλ πιαθνύληα (θζαξηό, 

ιαρλσηή θαη εμσιαρλσηή ηξνθνβιάζηε, αλνζνθύηηαξα θαη αγγεία ηεο πεξηνρήο) 

(103), ελώ εθθξίλεηαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο θύεζεο κε ηε ζπγθέληξσζή ηεο λα 

απμάλεη κε εθζεηηθό ξπζκό. πγθεθξηκέλα, παξαηεξείηε ζεκαληηθή αύμεζε θαηά ην 

ηέινο ηνπ πξώηνπ ηξηκήλνπ ιόγν ηνπ πιαθνύληα  θαη θηάλεη ζε πςειά επίπεδα θαηά 

ην ηξίην ηξίκελν ξπζκίδνληαο ηνλ ηνθεηό, κε ηηο ηηκέο λα επαλέξρνληαη ζε κε 

αληρλεύζηκεο κεηά ηελ απνκάθξπλζε ηνπ πιαθνύληα (104,105). Δλδηαθέξνλ 

παξνπζηάδεη ην όηη νη ππνδνρείο ηεο CRH ζε κε-έγθπν κήηξα θαζώο θαη ζηα πξώηα 

ζηάδηα ηεο θύεζεο, αζθνύλ κπνραιαξσηηθή δξάζε ζην µπνµήηξην ελώ αληίζεηα, ζηα 

ηειεπηαία ζηάδηα ηεο θύεζεο ν ξόινο ηνπο ζηξέθεηαη πξνο ηε κπνζύζπαζε (106,107). 

 Ζ κήηξα εθθξάδεη ην γνλίδην ηεο CRH ζηα επηζπιηαθά ηεο θύηηαξα, ελώ από ην 

ζηξώκα εθθξάδεηαη κόλν θαηά ηε θζαξηνπνίεζε αλ θαη ε ύπαξμε ππνδνρέσλ ηόζν 

ζηα επηζπιηαθά όζν θαη ζηα θύηηαξα ηνπ ζηξώκαηνο ππνδειώλεη ηνπηθή δξάζε (86). 

H CRH, ινηπόλ όρη κόλν ζπκκεηέρεη ζηε δηαδηθαζία ηεο θζαξηνπνίεζεο αιιά έρεη 

θαη ελεξγό ξόιν ζηελ εκθύηεπζε ηνπ εκβξύνπ θαζώο εκπιέθεηαη ζην ζύζηεκα 

Fas/FasL (Fas/Fas ligand), ην νπνίν ζπκβάιεη ζηε κε απνβνιή ηνπ εκβξύνπ (108). 

ην δεύηεξν κηζό ηεο θύεζεο ε CRH νδεγεί ζε έθιπζε ζεητθήο- 

δετδξνεπηαλδξνζηεξόλεο (Dehydroepiandrosterone sulfate, DHEA-S) αιιά θαη ζε 

απμεκέλε παξαγσγή θνξηηδόιεο. Ζ DHEA-S  ρξεζηκνπνηείηαη από ηνλ πιαθνύληα 

γηα ηελ παξαγσγή νηζηξνγόλσλ (109,110) ηα νπνία καδί κε ηηο πξνζηαγιαδίλεο, νη 

νπνίεο εθθξίλνληαη ιόγσ ηεο παξνπζίαο CRH έρνπλ σο απνηέιεζκα ηε ζύζπαζε ησλ 

κπτθώλ ηλώλ ηνπ ελδνκεηξίνπ θαη θαη‟ επέθηαζε ηελ έλαξμε ηνπ ηνθεηνύ (107).  
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5.6. Ο ΡΟΛΟ ΣΖ CRH ΣΖΝ ΧΟΘΖΚΗΚΖ ΛΔΗΣΟΤΡΓΗΑ 

Πεηξακαηηθά έρεη απνδεηρζεί όηη νη ηηκέο ηεο CRH  ζηελ σνζήθε είλαη πςειόηεξεο ζε 

πνληίθηα αλαπαξαγσγηθήο ειηθίαο ζε ζρέζε κε γεξαηόηεξα (111) θάηη πνπ 

ππνδειώλεη όηη ε έθθξαζή ηεο είλαη απαξαίηεηε γηα ηε θπζηνινγηθή ιεηηνπξγία ησλ 

σνζεθώλ. Δπηπιένλ, πεηξάκαηα ζε γπλαίθεο κε πνιπθπζηηθέο σνζήθεο, δηαηαξαρή 

πνπ ζρεηίδεηαη κε κε ζσζηή σνζεθηθή ιεηηνπξγία θαη επνκέλσο ηελ ειαηησκέλε 

αλαπαξαγσγηθή ιεηηνπξγία, έδεημαλ ρακειόηεξεο ηηκέο CRH  ζε ζρέζε κε ην γεληθό 

πιεζπζκό (112), γεγνλόο πνπ επηβεβαηώλεη όηη ε έθθξαζε ηεο CRH  είλαη 

θαζνξηζηηθόο παξάγνληαο ζσζηήο σνζεθηθήο ιεηηνπξγίαο. 

Μεηάγξαθα ηεο CRH αιιά θαη ηνπ ππνδνρέα ηεο CRH-R1 έρνπλ αληρλεπζεί ζηα 

ζηξσκαηηθά σνζεθηθά θύηηαξα ηνπ αλζξώπνπ κε έληνλε έθθξαζε ζηα ώξηκα 

σνζπιάθηα (113) θάηη πνπ ζε ζπλδπαζκό κε ηε δξάζε ηεο CRH ζε θιεγκνλώδε 

αληίδξαζε καο νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα όηη ε CRH ζπκκεηέρεη ζηελ σξίκαλζε ησλ 

σνζπιαθίσλ, ηελ σνξξεμία θαη ηελ ππνζηξνθή ηνπ σρξνύ ζσκαηίνπ, θαηλόκελα ηα 

νπνία παξνπζηάδνληαη σο θιεγκνλώδε. 

 

    5.7. ΔΝΓΟΜΖΣΡΗΑ CRH 

5.7.1. CRH ΚΑΗ ΦΘΑΡΣΟΠΟΗΖΖ ΔΝΓΟΜΖΣΡΗΟΤ 

Φζαξηνπνίεζε νλνκάδεηαη ε δηαθνξνπνίεζε ηνπ ζηξώκαηνο ηνπ ελδνκεηξίνπ ζε 

θζαξηό θαη απνηειεί κηα απαξαίηεηε δηαδηθαζία γηα ηελ επηηπρία ηεο εκθύηεπζεο. 

Κύξηα νξκόλε ηεο δηαδηθαζίαο απηήο είλαη ε πξνγεζηεξόλε.  

Ζ CRH ζπκκεηέρεη επίζεο ζηε δηαδηθαζία ηεο θζαξηνπνίεζεο θαζώο ηόζν ε ίδηα όζν 

θαη ν ππνδνρέαο ηεο CRH-R1 έρνπλ εκθαληζηεί ζε ζηξσκαηηθά θύηηαξα ηεο κήηξαο 

(114). Ζ CRH ιόγσ ηεο εληζρπηηθήο δξάζεο πνπ έρεη ζηελ πξνγεζηεξόλε (115) δξα 

επαγσγηθά ζηε δηαδηθαζία ηεο θζαξηνπνίεζεο, ελώ ηαπηόρξνλα ξπζκίδεη ηελ 

έθθξαζε ηεο IL-1, ηεο IL-6 θαη ηεο πξνζηαγιαδίλεο Δ2 (Prostagladin E2-PGE2 ) 

(116,117), νπζηώλ απαξαίηεησλ γηα ηε δηαδηθαζία ηεο θζαξηνπνίεζεο. Πεηξάκαηα 

επώαζεο ζηξσκαηηθώλ θπηηάξσλ κε CRH  έρνπλ δείμεη επαγσγή έθιπζεο IL-6 θαη 

θαηαζηνιή ηεο PGE2 (118) .  



42 
 

5.7.2. CRH ΚΑΗ ΔΜΦΤΣΔΤΖ ΒΛΑΣΟΚΤΣΖ 

Μειέηεο ζε πνληίθηα έρνπλ δείμεη όηη ε αλαζηνιή ηεο CRH νδεγεί ζε κείσζε ησλ 

ζέζεσλ εκθύηεπζεο (119,120). Ζ CRH εθθξάδεηαη ηόζν ζηα θύηηαξα ηνπ θζαξηνύ 

όζν θαη ζηελ εκβξπτθή ηξνθνβιάζηε. Ζ CRH πνπ εθθξίλεηαη επάγεη, κέζσ ηνπ 

ππνδνρέα ηεο CRH-R1 ηε ζύλζεζε ηεο πξσηεΐλεο FasL, κηαο πξναπνπησηηθήο 

θπηηαξίλεο, ε νπνία κέζσ ηεο ζύλδεζήο ηεο κε ηελ πξσηεΐλε Fas θαη ηε δεκηνπξγία 

ηνπ ζπζηήκαηνο Fas/FasL πξνθαιεί ηελ απόπησζε εμαζθαιίδεη ηελ επηηπρία ηεο 

εκθύηεπζεο (αλαιπηηθά ζηελ παξάγξαθν 5.8) 

Πέξαλ ηεο FasL ε CRH ζπκβάιεη ζηε δηαδηθαζία ηεο εκθύηεπζεο ηεο βιαζηνθύζηεο 

κέζσ ηεο δηεγεξηηθήο δξάζεο πνπ έρεη ζηελ έθιπζε ηεο IL-1 θαη ηεο IL-6  παξάγνληεο 

νη νπνίνη εθθξάδνληαη από ηα ηξνθνεθηνδεξκηθά θύηηαξα ηεο βιαζηνθύζηεο θαη 

όπσο αλαθέξζεθε λσξίηεξα ιόγσ ηεο αληηθιεγκνλώδνπο δξάζεο ηνπο ζπκβάινπλ 

θαζνξηζηηθά ζηε δηαδηθαζία ηεο εκθύηεπζεο. 

 

5.7.3. CRH ΚΑΗ ΔΗΒΟΛΖ ΣΡΟΦΟΒΛΑΣΖ  

Ζ ηξνθνβιάζηε δηαθξίλεηαη ζε: 

 λασνυηή ηποθοβλάζηη. Απνηειεί ην επηζειηαθό θάιπκκα ησλ ιαρλώλ  

 εξυλασνυηή ηποθοβλάζηη. Γηεηζδύεη ζην κεηξηθό ηζηό θαη έξρεηαη ζε επαθή 

κε ηα θύηηαξα ηνπ θζαξηνύ 

Ζ CRH εθθξάδεηαη ηόζν ζηε ιαρλσηή όζν θαη ζηελ εμσιαρλσηή ηξνθνβιάζηε. Ζ 

εηζβνιή ηεο ηξνθνβιάζηεο όπσο θαη όιε ε δηαδηθαζία ηεο εκθύηεπζεο έρεη ηα 

ραξαθηεξηζηηθά θιεγκνλώδνπο αληίδξαζεο. Ζ CRH πνπ παξάγεηαη από ην θζαξηό 

θαη ηελ ηξνθνβιάζηε (86) εθθξάδεη ην FasL θαη κέζσ ηνπ ζπζηήκαηνο Fas/FasL 

(αλαιπηηθά ζηελ παξάγξαθν 5.8) , νδεγεί ζηελ θαηαζηνιή ηεο αλνζναληίδξαζεο θαη 

ηελ επηηπρία ηεο εκθύηεπζεο, εκπνδίδνληαο ηελ απόξξηςε.  

Δπίζεο, ε CRH νδεγεί ζηε έθθξηζε ηληεξιεπθηλώλ, κόξηα ηα νπνία ιόγσ ηεο 

αληηθιεγκνλώδνπο δξάζεο ηνπο ζπκκεηέρνπλ ζηελ εκθύηεπζε (42), ελώ ξπζκίδεη θαη 

ηελ έθθξηζε πξνζηαγιαδηλώλ (118). 
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  5.8. CRH KAI ΤΣΖΜΑ FAS/FASL 

Ζ πξσηεΐλε Fas είλαη κηα δηακεκβξαληθή πξσηεΐλε, ε νπνία αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα 

TNF (Tumor Necrosis Factor, παξάγνληαο λέθξσζεο όγθσλ) (121). Δθθξάδεηαη ζηα 

ελεξγνπνηεκέλα ιεκθνθύηηαξα, ελώ εκθαλίδεηαη θαη ζε πνιιά άιια όξγαλα (ήπαξ, 

θαξδηά, λεθξά) (122). Απνηειείηαη από εμσθπηηάξηα θαη ελδνθπηηάξηα πεξηνρή, κε 

ηελ ελδνθπηηάξηα λα πεξηέρεη αξηζκό πξσηετληθώλ αθνινπζηώλ νη νπνίεο ρξεζηκεύνπλ 

σο ζέζεηο αλαγλώξηζεο από κόξηα ζπλδέηεο (ligands) (123). 

Ζ FasL (Fas ligand, ζπλδέηεο ηεο πξσηεΐλεο Fas) είλαη επίζεο δηακεκβξαληθή 

πξσηεΐλε ηεο ίδηαο νηθνγέλεηαο (124), ε νπνία εθθξάδεηαη ζηα Σ- ιεκθνθύηηαξα 

(125) αιιά θαη ζε πεξηνρέο νη νπνίεο ζεσξνύληαη πξνζηαηεπκέλεο από ην 

αλνζνινγηθό ζύζηεκα όπσο ην κάηη, ν πιαθνύληαο θαη ε κήηξα (126,127). 

Δλεξγνπνηείηαη από ην γνλίδην Fas ligand θαη απνηειεί πξνζδεηηθό κόξην ηνπ 

ππνδνρέα Fas. 

Καηά ηελ αλνζνινγηθή απόθξηζε θαη ηελ αιιειεπίδξαζε ησλ θπηηάξσλ ε FasL ηνπ 

ελόο θπηηάξνπ πξνζδέλεηαη ζηελ εμσθπηηάξηα πεξηνρή ηεο πξσηεΐλεο Fas ελόο άιινπ 

θπηηάξνπ, δεκηνπξγώληαο ην ζύκπιεγκα Fas/FasL θαη ελεξγνπνηώληαο ηειηθά ηελ 

απόπησζε ηνπ δεύηεξνπ.  

Ο ππνδνρέαο Fas ζπλδέεηαη ελδνθπηηάξηα κε ηελ FADD (Fas-Associated protein with 

Death Domain , πξσηεηλε Fas ζρεηηδόκελε κε ηελ πεξηνρή ζαλάηνπ). Μόιηο ε FasL 

ζπλδεζεί ζηνλ ππνδνρέα Fas ελεξγνπνηείηαη ε FADD θαη ζπλδέεηαη κε ηελ πξσηεΐλε 

FADD Adapter (Fas-Associated protein with Death Domain Adapter, πξσηεηλε Fas 

ζρεηηδόκελε κε ηνλ ππνδνρέα ηεο πεξηνρήο ζαλάηνπ), ε νπνία θέξεη ηελ πεξηνρή DED 

(Death Effector Domain, πεξηνρή επίδξαζεο ζαλάηνπ). Σν ζύκπιεγκα κε ηε ζεηξά ηνπ 

ζπλδέεηαη ζηελ πξνθαζπάζε-8 ή ηελ πξνθαζπάζε-10 ζρεκαηίδνληαο ην ζύκπιεγκα 

DISC (Death-including Signaling Complex, ζύκπιεγκα ζεκαηνδόηεζεο ζαλάηνπ). Ζ 

δηαδηθαζία απηή νδεγεί ζηε δηάζπαζε ησλ πξνθαζπαζώλ θαη ηε δεκηνπξγία ελεξγώλ 

θαζπαζώλ 8 θαη 10 αληίζηνηρα (128).  

Οη θαζπάζεο έρνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζηε κεηαβίβαζε ησλ απνπησηηθώλ ζεκάησλ θαη 

δηαθξίλνληαη ζε ελαξθηήξηεο (ελεξγέο) θαη ζε θαζπάζεο θαζνξηζηέο. Γξνπλ 

απνθόπηνληαο ηηο πξσηεΐλεο ζην θαξβνμπηειηθό ηκήκα ησλ θαηαινίπσλ ηνπ 

αζπαξηηθνύ νμέσο (129). Οη θαζπάζεο 8 θαη 10 αλήθνπλ ζηηο ελαξθηήξηεο θαζπάζεο 
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θαη κεηά ηελ δεκηνπξγία ηνπο ελεξγνπνηνύλ ηηο θαζπάζεο θαζνξηζηέο (θαζπάζε-3, 

θαζπάζε-7). Οη ελεξγέο θαζπάζεο θαζνξηζηέο κέζσ ηηο ελεξγνπνίεζεο 

ελδνθπηηάξησλ πξσηετλώλ θαη κελπκάησλ νδεγνύλ ζηελ θπηηαξηθή απόπησζε 

(Δηθόλα 17). 

 

 

Καηά ηε δηαδηθαζία εκθύηεπζεο ηεο βιαζηνθύζηεο ην ελδνκήηξην έρεη 

ραξαθηεξηζηηθά θιεγκνλώδνπο απόθξηζεο όκσο ηειηθά ην έκβξπν αλαγλσξίδεηαη από 

ηνλ νξγαληζκό σο εκη-αιινκόζρεπκα θαη δελ απνξξίπηεηαη. εκαληηθό ξόιν ζηε 

δηαδηθαζία απνδνρήο ηνπ εκβξύνπ έρεη ην ζύζηεκα Fas/FasL ην νπνίν κε ηε 

δηαδηθαζία πνπ πεξηγξάθεθε είλαη ππεύζπλν γηα ηελ απνκάθξπλζε ηεο πεξίζζεηαο 

ησλ Σ-ιεκθνθπηηάξσλ πνπ ελεξγνπνηνύληαη ιόγσ ηεο παξνπζίαο ηνπ εκβξύνπ 

(108,130,131).  

    Εικόνα 17. φςτθμα Fas/FasL 
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Πην ζπγθεθξηκέλα, ε CRH πνπ παξάγεηαη από ην θζαξηό θαη ηελ εμσιαρλσηή 

ηξνθνβιάζηε επάγεη κέζσ ηνπ ππνδνρέα ηεο (CRH-R1) ηελ έθθξαζε ηεο FasL θαη 

επνκέλσο ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ ζπζηήκαηνο Fas/FasL (Δηθόλα 18) (86). Καηά ηελ 

έλαξμε ηεο εκθύηεπζεο/θιεγκνλήο εηζέξρνληαη ζηελ πεξηνρή ιεκθνθύηηαξα θαη 

θνθθηνθύηηαξα, σο απόθξηζε ζηε θιεγκνλή πνπ δεκηνπξγείηαη. Σα ιεκθνθύηηαξα θαη 

ηα θνθθηνθύηηαξα απηά δέρνληαη ηελ επίζεζε ησλ θαζπαζώλ, νη νπνίεο 

ελεξγνπνηνύληαη κέζσ ηνπ ζπζηήκαηνο Fas/FasL (Δηθόλα 17). Σν απνηέιεζκα είλαη 

λα πθίζηαληαη απόπησζε θαη επνκέλσο ην έκβξπν λα πξνζηαηεύεηαη θαη λα κελ 

απνξξίπηεηαη (132). 

 

 

 

Εικόνα 18. Η ζκφραςθ του FasL που επάγεται τόςο από τθν CRH ςτθν τροφοβλάςτθ όςο και από τθ 
CRH του ενδομθτρίου οδθγεί ςτθν ενεργοποίθςθ του ςυςτιματοσ Fas/FasL και κατ'επζκταςθ ςτθν 
απομάκρυνςθ τθσ περίςςειασ των Σ-λεμφοκυττάρων. 
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6. ΣΔΥΝΗΚΔ ΜΟΡΗΑΚΖ ΒΗΟΛΟΓΗΑ  

 

  6.1. DNA-RNA-ΑΠΟΜΟΝΧΖ RNA 

Σα θιεξνλνκηθά ραξαθηεξηζηηθά θάζε δσληαλνύ νξγαληζκνύ θαζνξίδνληα από ην 

γνληδίσκά ηνπ, ην νπνίν απνηειείηαη από κηα καθξηά αιιεινπρία λνπθιετθνύ νμένο. 

Απνηειεί ηελ πιήξε ζεηξά ρξσκνζσκάησλ ελόο νξγαληζκνύ θαη πεξηιακβάλεη κηα 

ζεηξά κνξίσλ DNA (δενμπξηβνλνπθιετθό νμύ). Σν κόξην ηνπ DNA, ην νπνίν είλαη ην 

γελεηηθό πιηθό όισλ ησλ γλσζηώλ νξγαληζκώλ θαη ησλ πεξηζζνηέξσλ ηώλ,  

αλαθαιύθζεθε ην 1869 ελώ κόιηο ην 1944 απνδείρζεθε όηη θέξεη ηελ γελεηηθή 

πιεξνθνξία. Δίλαη δίθισλν κόξην ην νπνίν απνηειείηαη από ηξηα ζπζηαηηθά ηε 

δενμπξηβόδε (ζάθραξν παξάγσγν ηεο ξηβόδεο), ηέζζεξηο αδσηνύρεο βάζεηο 

ζπλδεδεκέλεο κεηαμύ ηνπο θαηά δεύγε (αδελίλε - ζπκίλε θαη γνπαλίλε – θπηνζίλε) 

θαη κηα θσζθνξηθή νκάδα. Σν RNA (ξηβνλνπθιετθό νμύ) είλαη έλαο ελαιιαθηηθόο 

ηύπνο λνπθιετθνύ νμένο, ν νπνίνο απνηειεί ην γελεηηθό πιηθό νξηζκέλσλ ηώλ θαη  

παξόηη κνηάδεη κε ην DNA παξνπζηάδεη νξηζκέλεο ρεκηθέο θαη δνκηθέο δηαθνξέο. Σν 

κόξην ηνπ RNA πεξηέρεη νπξαθίιε αληί γηα ζπκίλε, ελώ ην ζάθραξν ηνπ είλαη ξηβόδε. 

Δπηπιένλ, πξόθεηηαη γηα κνλόθισλν κόξην.  

Ζ ξνή ηεο γελεηηθήο πιεξνθνξίαο γίλεηε κέζσ ηεο κεηαγξαθήο ηνπ DNA ζε RNA θαη 

ηεο κεηάθξαζεο ηνπ RNA ζε πξσηεΐλεο (Δηθόλα 19).  

  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 19. χθματικι παρουςίαςθ τθσ διαδικαςίασ τθσ ροισ τθσ 
γενετικισ πλθροφορίασ 



47 
 

Μέζσ πεηξακαηηθώλ δηαδηθαζηώλ κπνξνύκε λα απνκνλώζνπκε ην γελεηηθό πιηθό. Ζ 

απνκόλσζε ηνπ κπνξεί λα γίλεη από όινπο ηνπο ηζηνύο θαη πξαγκαηνπνηείηαη θπξίσο 

γηα :  

1. Σελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ 

2. Σελ αλίρλεπζε πνιπκνξθηζκώλ  

3. Σελ κειέηε επαλαιακβαλόκελσλ αιιεινπρηώλ 

4. Σελ κειέηε έθθξαζεο ελόο γνληδίνπ 

Γηα ηελ επίηεπμε ησλ παξαπάλσ ζηόρσλ κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί είηε απνκόλσζε 

DNA είηε απνκόλσζε RNA. Ζ απνκόλσζε ηνπ RNA είλαη πην δύζθνιε κέζνδνο 

θαζώο ην κόξην (σο κνλόθισλν) έρεη κεγαιύηεξε αζηάζεηα, είλαη όκσο πξνηηκόηεξε 

ζε πεξηπηώζεηο πξνζπάζεηαο αλίρλεπζεο ελαιιαθηηθνύ καηίζκαηνο ή ζε ρσξνρξνληθή 

κειέηε έθθξαζεο θάπνηνπ γνληδίνπ. Οη ζπλεζέζηεξνη ηόπνη απνκόλσζεο RNA είλαη ε 

κέζνδνο εθρύιηζεο ζε κίγκα Guanidium thicyanate – Φαηλόιε – Υισξνθόξκην θαη ε 

ρξήζε θάπνηνπ έηνηκνπ εξγαζηεξηαθνύ ζθεπάζκαηνο (Kit), ηα νπνία ζπλήζσο 

πεξηέρνπλ πδαηηθό δηάιπκα ηεο ζεηνθπαληθήο γνπαληδίλεο, θαηλόιε θαη θάπνηα 

έγρξσκε νπζία ή ζηήιεο πνπ πεξηέρνπλ θίιηξα. 

Ζ κέζνδνο καο επηηξέπεη ηε γξήγνξε θαη αζθαιή απνκόλσζε ηνπ RNA. Σόζν ε 

θαηλόιε όζν θαη ε ζεηνθπαληθή γνπαληδίλε  είλαη ηζρπξνί απνδηαηαθηηθνί παξάγνληεο, 

νη νπνίνη ζπκβάινπλ ζηελ απνδηάηαμε θαη επνκέλσο ηελ αδξαλνπνίεζε ησλ 

ξηβνλνπθιεαζώλ, ελώ ε πξνζζήθε ρισξνθνξκίνπ δηαρσξίδεη ηελ αλόξγαλε πδάηηλε 

από ηελ νξγαληθή θάζε (Δηθόλα 20). Σα πεξηζζόηεξα έηνηκα ζθεπάζκαηα πεξηέρνπλ 

θαη θάπνηα έγρξσκε νπζία ε νπνία ζπγθεληξώλεηαη ζηελ νξγαληθή θάζε θάλνληαο 

επθνιόηεξν ηνλ δηαρσξηζκό ή πεξηιακβάλνπλ εηδηθέο ζηήιεο κε θίιηξα, νη νπνίεο 

ρξεζηκνπνηνύληαη ώζηε λα δηαρσξίδνληαη νη δύν θάζεηο.  
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6.2. ΤΜΠΛΖΡΧΜΑΣΗΚΟ DNA (cDNA) 

Σν RNA είλαη κνλόθισλν κόξην θαη παξνπζηάδεη κεγάιε αζηάζεηα κε απνηέιεζκα 

ηόζν θαηά ηε δηάξθεηα όζν θαη κεηά ηελ απνκόλσζή ηνπ απνηθνδνκείηαη εύθνια. 

Δπνκέλσο, θξίλεηαη σο αθαηάιιειν πιηθό γηα νξηζκέλεο πεηξακαηηθέο δηαδηθαζίεο 

όπσο γηα παξάδεηγκα ε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR). Γηα ην ιόγν απηό, 

ην RNA κεηά ηελ απνκόλσζή ηνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζπλήζσο σο εθκαγείν γηα ηε 

ζύλζεζε ζπκπιεξσκαηηθνύ DNA (cDNA) κέζσ ηεο δηαδηθαζίαο ηεο αληίζηξνθεο 

κεηαγξαθήο.  

 

Εικόνα 20. υνοπτικά ςτάδια απομόνωςθσ RNA από κυτταρικι καλλιζργεια 
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Ζ αληίδξαζε απηή, ζην εξγαζηήξην πξαγκαηνπνηείηαη ζε ζεξκηθό θπθινπνηεηή κε 

απαξαίηεηα αληηδξαζηήξηα ην αξρηθό RNA, ηα dNTPs θαη ηνπο θαηάιιεινπο 

εθθηλεηέο. ηε ζύλζεζε ηνπ c DNA κπνξνύλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ 3 είδε εθθηλεηώλ 

(Δηθόλα 21) : 

1. Oligo-dT. Πξόθεηηαη γηα νιηγνλνπθιενηίδηα ζπκίλεο ηα νπνία πβξηδίδνληαη 

ζηελ πνιύ Α νπξα.  Με ηε ρξήζε ηνπο κπνξνύλ λα ζπληεζνύλ αθέξαηα κόξηα 

RNA. 

2. Μίγμα ηςσαίυν εξανοςκλεοηιδικών εκκινηηών. Πξόθεηηαη γηα κίγκα 

λνπθιενηηδίσλ 6 βάζεσλ κε ηπραία ζύλζεζε. Δίλαη ε πξνηηκόηεξε κέζνδνο 

θαζώο παξέρεη πιήξε θάιπςε ησλ πεξηνρώλ ηνπ RNA. 

3. Δκκινηηέρ ειδικοί για ηο γονίδιο ζηόσο. Δίλαη κηα ζπάληα κέζνδνο ε νπνία 

ρξεζηκνπνηείηαη όηαλ ζέινπκε απμεκέλε επαηζζεζία θαη ηνλ έιεγρν κηθξνύ 

αξηζκνύ γνληδίσλ. 

 

 

Ζ αληίδξαζε πξαγκαηνπνηείηαη ζπλήζσο ζηνπο 45 ˚C - 55˚C θαη γηα δηάξθεηα 15 

ιεπηώλ έσο κίαο ώξαο αλάινγα ην έλδπκν πνπ ρξεζηκνπνηείηαη. Με ηνλ ηεξκαηηζκό 

ηεο αληίδξαζεο έρνπκε έλα δίθισλν πβξηδηθό κόξην ην νπνίν απνηειείηαη από ηελ 

αξρηθή αιπζίδα ηνπ RNA θαη ηελ αιπζίδα ηνπ ζπκπιεξσκαηηθνύ DNA (cDNA) 

(First stand cDNA synthesis, πξώην βήκα ζύλζεζεο cDNA).  

Εικόνα 21. Είδθ εκκινθτών που μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ςτθ δθμιουργία cDNA 
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ηε ζπλέρεηα, κε ηε βνήζεηα ηεο RNAase θαηαζηξέθεηαη ε αιπζίδα ηνπ RNA θαη 

έηζη επηηξέπεηαη ζηε κνλόθισλε πιένλ αιπζίδα ηνπ cDNA (Second stand cDNA 

synthesis, δεύηεξν βήκα ζύλζεζεο cDNA) λα κεηαηξαπεί ζε δίθισλν κόξην DNA 

(Full length dsDNA, πιήξνπο κήθνπο dsDNA) κέζσ ηεο πβξηδνπνίεζεο κε 

ζπκπιεξσκαηηθά λνπθιενηίδηα (oligo-dT, ηπραίνη εμαλνπθιενηηδηθνί εθθηλεηέο, 

εθθηλεηέο εηδηθνί γηα ην γνλίδην ζηόρν) (Δηθόλα 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 6.3. ΑΛΤΗΓΧΣΖ ΑΝΣΗΓΡΑΖ ΠΟΛΤΜΔΡΑΖ (PCR) 

 

Ζ αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR, polymerase chain reaction) είλαη κηα 

εξγαζηεξηαθή ηερληθή ε νπνία καο επηηξέπεη ηνλ in vitro εθζεηηθό πνιιαπιαζηαζκό 

αιιεινπρηώλ DNA. Ζ ηερληθή καο επηηξέπεη λα παξάγνπκε επηιεθηηθά εθαηνκκύξηα 

αληίγξαθα κηαο ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίαο DNA κηκνύκελε νπζηαζηηθά ηε θπζηθή 

ηθαλόηεηα ελόο θπηηάξνπ λα αληηγξάθεη ην DNA ηνπ ρξεζηκνπνηώληαο έλδπκα, ηηο 

DNA πνιπκεξάζεο.  

 

 

Εικόνα 22. χθματικι αναπαράςταςθ ςφνκεςθσ DNA από RNA με τθ χριςθ 
εκκινθτών Oligo-dT 
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Ζ αληίδξαζε πξνθεηκέλνπ λα πξαγκαηνπνηεζεί απαηηεί κηα ζεηξά αληηδξαζηεξίσλ : 

 

1. Γεοξςνοςκλεοηίδια (dNTPs). Πξόθεηηαη γηα ηα κνλνκεξή πνπ ζπλζέηνπλ ην      

DNA θαη ρξεζηκνπνηνύληαη ζε επάξθεηα ώζηε λα κε δεκηνπξγεζεί έιιεηςε 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο δηαδηθαζίαο δξώληαο αλαζηαιηηθά ζηνλ 

πνιιαπιαζηαζκό. 

2. Δκκινηηέρ (primers). Δίλαη έλα δεύγνο ζπλζεηηθώλ νιηγνλνπθιενηηδίσλ (18-30 

bp) θαη ρξεζηκνπνηνύληαη από ηελ πνιπκεξάζε σο ελαξθηήξηα ηκήκαηα γηα ηε 

ζύλζεζε ηνπ DNA. ρεδηάδνληαη κε ηέηνην ηξόπν ώζηε λα πβξηδνπνηνύληαη 

ζηα άθξα ηεο αιιεινπρίαο-ζηόρνπ κε ην ειεύζεξν 3΄-πδξνμύιην πξνο ηo 

εζσηεξηθό ηνπ ηκήκαηνο-ζηόρνπ πξνο επέθηαζε. 

3. DNA πολςμεπάζη. Πξόθεηηαη γηα ην έλδπκν πνπ θαηαιύεη ηε ζύλζεζε κηαο 

λέαο αιπζίδαο DNA πξνζζέηνληαο δενμπλνπθιενηίδηα ζην ειεύζεξν 3΄-άθξν 

ηεο κε βάζε ηνλ θαλόλα ηεο ζπκπιεξσκαηηθόηεηαο, ρξεζηκνπνηώληαο κηα 

άιιε αιπζίδα σο εθκαγείν. Ζ DNA πνιπκεξάζε πνπ ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο 

είλαη ε Taq πνιπκεξάζε επεηδή πξνέξρεηαη από ην ζεξκόθηιν βαθηήξην 

Thermus Aquaticus, ην νπνίν δεη ζε ζεξκνθξαζία άλσ ησλ 70˚C κε 

απνηέιεζκα λα είλαη ζεξκναλζεθηηθή θαη λα ιεηηνπξγεί άξηζηα ζε 

ζεξκνθξαζίεο 65˚C-75˚C.   

4. DNA-μήηπα. Πξόθεηηαη γηα ην ηκήκα ηνπ DNA πνπ πεξηέρεη ηελ αιιεινπρία-

ζηόρν. Ζ PCR κπνξεί λα ρξεζηκνπνηήζεη σο εθκαγείν δηάθνξα είδε DNA 

(γξακκηθό ή θπθιηθό, πξνθαξπσηηθό ή επθαξησηηθό) θαζώο θαη ζε ειάρηζηε 

αξρηθή πνζόηεηα δεδνκέλνπ ηνπ κεγάινπ αξηζκνύ αληηγξάθσλ πνπ 

δεκηνπξγνύληαη. 

 

Ζ δξάζε ησλ πεξηζζόηεξσλ ζεξκναλζεθηηθώλ πνιπκεξαζώλ είλαη βέιηηζηε ζε  

νπδέηεξν pH γηα ην ιόγν απηό απαξαίηεην ζηελ αληίδξαζε είλαη έλα ξπζκηζηηθό 

δηάιπκα (ζπλήζσο Tris-Cl), ην νπνίν ζηνπο 72˚C όπνπ γίλεηαη θαη ν πνιπκεξηζκόο 

δηαηεξεί ην pH ζην 7,2. Σέινο, απαξαίηεηα ζηελ αληίδξαζε είλαη θαη ηα θαηηόληα 

Mg
2+ 

γηα ηε ζσζηή δξάζε θαη πηζηόηεηα αληηγξαθήο ηνπ ελδύκνπ.  
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Ζ αξρή ηεο ηερληθήο βαζίδεηαη ζηελ θπθιηθή επαλάιεςε ηξηώλ βεκάησλ (Δηθόλα 

23) : 

1. Αποδιάηαξη εκμαγείος (Template Denaturation). Πξαγκαηνπνηείηαη ζηνπο 

94˚C- 95˚C , ζεξκνθξαζία ζηελ νπνία ιύνληαη νη δεζκνί πδξνγόλνπ πνπ 

ζπλδένπλ ηηο 2 αληηπαξάιιειεο αιπζίδεο. 

2. Ππόζδεζη εκκινηηών (Primer Annealing). Γίλεηαη κείσζε ηεο ζεξκνθξαζίαο 

ώζηε λα γίλεη ε πξόζδεζε ησλ εθθηλεηώλ  εθαηέξσζελ ηεο αιιεινπρίαο πνπ 

ζα πνιιαπιαζηαζηεί.  

Ζ ζεξκνθξαζία πξόζδεζεο εμαξηάηαη από ηα λνπθιενηίδηα πνπ απνηεινύλ ηελ 

αιιεινπρία θαη ππνινγίδεηαη κε βάζε ηνλ ηύπν : 

 

              𝑇𝑚 = 2 ×  𝛢 + 𝛵 +  4 ×  𝐺 + 𝐶   

 

(όπνπ Α=αδελίλε , Σ=ζπκίλε, G=γνπαλίλε θαη C=θπηνζίλε ) θαη είλαη ηδαληθά 

κεηαμύ 55˚C θαη 65˚C. 

3. Δπιμήκςνζη αλςζίδαρ (Chain Extension). Ζ Taq πνιπκεξάζε θαηαιύεη ηε 

ζύλζεζε ηεο λέαο αιπζίδαο DNA πξνζζέηνληαο δενμπλνπθιενηίδηα ζην 3΄ 

ειεύζεξν άθξν ηνπ εθθηλεηή κε βάζε ηνλ θαλόλα ηεο ζπκπιεξσκαηηθόηεηαο. 

Ζ ζεξκνθξαζία πξαγκαηνπνίεζεο απηνύ ηνπ βήκαηνο είλαη νη 72˚C, όπνπ ε 

πνιπκεξάζε ιεηηνπξγεί βέιηηζηα. 

Σα ηξία απηά βήκαηα απνηεινύλ έλαλ θύθιν ηεο PCR, ζην ηέινο ηνπ νπνίνπ ν 

αξηζκόο ησλ κνξίσλ πνπ θέξνπλ ηελ αιιεινπρία-ζηόρν έρεη δηπιαζηαζηεί. ηε 

ζπλέρεηα ε δηαδηθαζία επαλαιακβάλεηαη κε ηα αληίγξαθα ζε θάζε επαλάιεςε λα 

πνιιαπιαζηάδνληαη εθζεηηθά. Ζ δηαδηθαζία, ζπλήζσο πξαγκαηνπνηείηαη ζε 25 - 

40 επαλαιήςεηο/θύθινπο κε θάζε ζηάδην λα δηαξθεί πεξίπνπ 30 sec. Θεσξεηηθά 

κεηά από λ θύθινπο ηα αληίγξαθα ηεο αιιεινπρίαο πνπ καο ελδηαθέξεη ζα είλαη 2
λ 

. 

 



53 
 

 

 

 

6.4. REAL-TIME PCR 

Πξόθεηηαη γηα κηα παξαιιαγή ηεο θιαζηθήο ηερληθήο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο 

πνιπκεξάζεο θαη πην ζπγθεθξηκέλα γηα κηα πνζνηηθή PCR, ε νπνία ρξεζηκνπνηείηαη 

γηα ηνλ πνιιαπιαζηαζκό θαη ηελ αλίρλεπζε κηαο ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίαο ζε 

πξαγκαηηθό ρξόλν (Real-Time PCR, RT-PCR). Ζ κέηξεζε ηεο πνζόηεηαο ηνπ 

πξντόληνο πξαγκαηνπνηείηαη θαζ‟ όιε ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο, κε ηελ 

παξαθνινύζεζεο ηεο αύμεζεο ηνπ θζνξηζκνύ θάπνηαο θζνξίδνπζαο νπζίαο. ε θάζε 

θύθιν ηεο PCR, γίλεηαη κέηξεζε ηνπ θζνξηζκνύ κε απνηέιεζκα λα πξνθύπηεη κηα 

θακπύιε ελίζρπζεο, ε νπνία επηηξέπεη ζηνλ εξεπλεηή λα παξαθνινπζεί θαζ‟ όιε ηε 

δηαδηθαζία ηεο αληίδξαζεο. Ζ αύμεζε ηνπ ζήκαηνο θζνξηζκνύ είλαη αλάινγε ηνπ 

ζπληηζέκελνπ πξντόληνο θαη ζρεηίδεηαη άκεζα κε ηελ πνζόηεηα ηνπ αξρηθνύ 

ππνζηξώκαηνο. Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο κεζόδνπ απαηηνύληαη αληηδξαζηήξηα 

ίδηα κε ηελ θιαζηθή ηερληθή ηεο PCR  (όπσο αλαθέξζεθαλ ζηελ ελόηεηα 6.3) κε 

επηπιένλ πξνζζήθε κνξίσλ θζνξηζκνύ γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο αιιεινπρίαο θαη ηελ 

παξαθνινύζεζε ηεο δηαδηθαζίαο. Δπηπιένλ, απαξαίηεηε είλαη ε παξνπζία 

απηνκαηνπνηεκέλνπ κεραλήκαηνο (ζεξκνθπθινπνηεηήο) (Δηθόλα 24), εηδηθνύ γηα RT-

PCR, ζπλδεδεκέλνπ κε ειεθηξνληθό ππνινγηζηή.  Σν κεράλεκα ζε ζπλδπαζκό κε ην 

ινγηζκηθό ηνπ ππνινγηζηή παξέρεη ηε δπλαηόηεηα αλίρλεπζεο θαη πνζνηηθνπνίεζεο 

Εικόνα 23. Σα τρία βιματα τθσ PCR και οι ςφνθκεσ κερμοκραςίεσ ςτισ οποίεσ πραγματοποιοφνται. 
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ηεο θζνξίδνπζαο νπζίαο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη κε απνηέιεζκα λα είλαη δπλαηή ε 

παξαθνινύζεζε ηεο ηερληθήο ζε πξαγκαηηθό ρξόλν από ηνλ εξεπλεηή. 

 

 

 

 

 

 

 

Ζ ηερληθή ηεο RT-PCR παξνπζηάδεη πιενλεθηήκαηα έλαληη ηεο θιαζηθήο κεζόδνπ 

αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο : 

1. Τασύηηηα 

2. Υτηλή εςαιζθηζία 

3. Υτηλή επαναλητιμόηηηα 

4. Μειυμένορ κίνδςνορ επιμόλςνζηρ 

Παξ‟ όια απηά πξόθεηηαη γηα κηα ηερληθή, ε νπνία απαηηεί ηδηαίηεξε πξνζνρή όζνλ 

αθνξά ηελ πνηόηεηα ηνπ δείγκαηνο αιιά θαη ηελ επηινγή ηεο κεζόδνπ (αλαιπηηθά 

6.4.1). Δπηπιένλ, απαηηεί εμεηδίθεπζε θαη εκπεηξία ζην ρεηξηζκό ηνπ ινγηζκηθνύ ηόζν 

γηα ηνλ ζσζηό πξνγξακκαηηζκό ηεο αληίδξαζεο αιιά θαη γηα ηελ αλάιπζε ησλ 

απνηειεζκάησλ.Ζ ηερληθή ηεο PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ βξίζθεη εθαξκνγέο ζε 

πνιιά πεδία όπσο ηελ θιηληθή κηθξνβηνινγία, ηε κηθξνβηνινγία ηξνθίκσλ, ηελ 

θιηληθή νγθνινγία θαη ηε γνληδηαθή ζεξαπεία, ελώ ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο γηα : 

 Πνζνηηθή κέηξεζε DNA 

 Υαξαθηεξηζκό άγλσζησλ κεηαιιάμεσλ 

 DNA sequencing 

 Πξνζδηνξηζκό γνλόηππνπ  

 Μέηξεζε ηεο έθθξαζεο γνληδίσλ 

Εικόνα 24. Μθχάνθμα Light Cycler 480 τθσ εταιρείασ Roche 
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6.4.1. ΜΔΘΟΓΟΗ RT-PCR 

Ζ αξρή ηεο κεζόδνπ ζηεξίδεηαη ζηελ ηθαλόηεηα ρξσζηηθώλ ή αληρλεπηώλ (probes) λα 

πξνζδέλνληαη εηδηθά ζε ζπγθεθξηκέλα ηκήκαηα DNA. ηε ζπλέρεηα, ελεξγνπνηνύληαη 

θαη εθπέκπνπλ θζνξηζκό ζε ζπγθεθξηκέλν κήθνο θύκαηνο, ν νπνίνο αληρλεύεηαη από 

ην κεράλεκα. Οη κέζνδνη πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη θαηά βάζε ζηελ ηερληθή ηεο RT-

PCR είλαη ηέζζεξηο : 

1. Ανισνεςηέρ ςδπόλςζηρ (ζύζηημα TaqMan.). Πξόθεηηαη γηα ηελ πξώηε κέζνδν πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε θαη βαζίδεηαη ζηε ζύδεπμε δύν δηεξγαζηώλ. Καηά πξώηνλ, ζηελ 

θαηαζθεπή νιηγνλνπθιενηηδηθώλ αληρλεπηώλ κε δηπιή ζήκαλζε (αληρλεπηέο 

πδξόιπζεο ή TaqMan) , νη νπνίνη εθπέκπνπλ θζνξηζκό θαηά ηε δηάζπαζή ηνπο κε 

βάζε ηελ αξρή κεηαθνξάο ελέξγεηαο θζνξηζκνύ κέζσ ζπληνληζκνύ – FRET (Forester 

Resonance Energy Transfer). Καηά δεύηεξνλ, ζηελ αλαθάιπςε όηη ε Taq πνιπκεξάζε 

δηαζέηεη δξαζηηθόηεηα 5΄→ 3΄εμσλνπθιεάζεο θαη επνκέλσο κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ απνηθνδόκεζε ηνπ αληρλεπηή πνπ έρεη ζεκαλζεί κε θζνξηζκό. 

Ο νιηγνλνπθιενηηδηθόο αληρλεπηήο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη είλαη ζρεδηαζκέλνο κε ηέηνην 

ηξόπν ώζηε λα πβξηδνπνηείηαη ζηελ αιιεινπρία ζηόρν κεηαμύ ησλ εθθηλεηώλ θαηά ηε 

θάζε πβξηδνπνίεζεο θαη επηκήθπλζεο. ηελ ειεύζεξε κνξθή ηνπ δελ εθπέκπεη 

θζνξηζκό, ελώ αληίζεηα θαηά ηελ πβξηδνπνίεζε ηνπ αληρλεπηή ζ έλαλ από ηνπο 

θιώλνπο ηνπ κνξίνπ-ζηόρνπ, απηόο δηαζπάηαη ιόγσ ηεο δξάζεο ηεο 5΄→3΄ 

εμσλνπθιεάζεο ηεο Taq πνιπκεξάζεο. Ζ δηαδηθαζία απηή επαλαιακβάλεηαη ζε θάζε 

θύθιν θαη δελ επεξεάδεη ηελ εθζεηηθή ζπζζώξεπζε ηνπ πξντόληνο ηεο PCR (Δηθόλα 

25). 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 25.Real-Time PCR με ανιχνευτζσ υδρόλυςθσ (ςφςτθμα TaqMan) 
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2. Ανισνεςηέρ ςβπιδοποίηζηρ. Υξεζηκνπνηνύληαη δύν αληρλεπηέο εηδηθνί γηα 

ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίεο. Κάζε αληρλεπηήο θέξεη κηα κνλαδηθή θζνξίδνπζα 

νκάδα αλαθνξάο, ν έλαο θέξεη κηα κνλάδα-δόηε ζην 3΄άθξν θαη ν άιινο κηα 

νκάδα-δέθηε ζην 5΄άθξν. Οη αληρλεπηέο είλαη ζρεδηαζκέλνη κε ηέηνην ηξόπν 

ώζηε λα πβξηδνπνηνύληαη ζηηο αιιεινπρίεο-ζηόρνπο ζε πνιύ κηθξή απόζηαζε 

κεηαμύ ηνπο κε ην 3΄άθξν ηνπ ελόο θνληά ζην 5΄άθξν ηνπ δεύηεξνπ. Απηό έρεη 

σο απνηέιεζκα ν δόηεο λα δηεγείξεη ηνλ δέθηε κέζσ ηνπ θαηλνκέλνπ FRET 

θαη λα ππάξρεη εθπνκπή θζνξηζκνύ (Δηθόλα 26). 

 

 

 

 

 

 

3. Μοπιακοί θάποι. Πξόθεηηαη γηα αληρλεπηέο νη νπνίνη όηαλ δελ είλαη 

ζπλδεδεκέλνη ζηελ αιιεινπρία ζηόρν πηνζεηνύλ απζόξκεηα ηε δηακόξθσζε 

„κίζρνπ-βξόγρνπ‟ κε απνηέιεζκα ε θζνξίδνπζα θαη ε απνξξνθώζα νκάδα λα 

βξίζθνληαη ζε πνιιή κηθξή απόζηαζε κεηαμύ ηνπο. Μόιηο όκσο ν αληρλεπηήο 

πβξηδνπνηεζεί ζηελ αιιεινπρία-ζηόρν ε δηακόξθσζή ηνπ αιιάδεη, νη δύν 

νκάδεο απνκαθξύλνληαη θαη πξνθαιείηαη εθπνκπή θζνξηζκνύ (Δηθόλα 27). 

 

 

 

 

 

Εικόνα 26. Real-Time PCR με ανιχνευτζσ υβριδοποίθςθσ, όπου R1 
φκορίηουςα ομάδα-δότθσ και R2 φκορίηουςα ομάδα-δζκτθσ. 

Εικόνα 27.Real-Time PCR με μοριακοφσ φάρουσ. 
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4. Παπεμβαλλόμενερ σπυζηικέρ. Βαζίδεηαη ζηελ ηθαλόηεηα νξηζκέλσλ 

ρξσζηηθώλ (πρ. Βξσκηνύρν αηζίδην, SYBR Green I)  λα ελζσκαηώλνληαη ζηε 

κηθξή αύιαθα ηνπ δίθισλνπ DNA. Ζ ρξσζηηθή ε νπνία ρξεζηκνπνηείηαη 

επξέσο γηα απηή ηε κέζνδν είλαη ε SYBR Green I, ε νπνία είλαη ιηγόηεξν 

ηνμηθή ζε ζρέζε κε ην βξσκηνύρν αηζίδην. Καηά ηελ πνξεία ηεο αληίδξαζεο, ε 

πνζόηεηα ηεο αιιεινπρίαο-ζηόρνπ απμάλεηαη εθζεηηθά κε παξάιιειε αύμεζε 

θαη ηεο ρξσζηηθήο πνπ ελζσκαηώλεηαη θαη επνκέλσο ηνπ θζνξηζκνύ πνπ 

εθπέκπεηαη. ην ηέινο θάζε θύθινπ ν εθπεκπόκελνο θζνξηζκόο είλαη εκθαλώο  

απμεκέλνο ζε ζρέζε κε ηνλ πξνεγνύκελν θαηά ηε θάζε ηεο επηκήθπλζεο, ελώ 

απνπζηάδεη θαηά ηε θάζε ηεο απνδηάηαμεο (Δηθόλα 28). 

 

 

 

 

 

 

 

Αλεμάξηεηα ηεο κεζόδνπ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη θάζε θνξά ε κέζνδνο ηεο RT-PCR 

αθνινπζεί ζπγθεθξηκέλα βήκαηα, ειαθξώο παξαιιαγκέλα από ηελ θιαζηθή PCR:  

1. Απσική αποδιάηαξη (pre-incubation). Έλαο θύθινο ζηνπο 95˚C γηα 3΄-10΄ 

2. Δνίζσςζη (amplification). 35-45 θύθινη κε ζπλερή επαλάιεςε ηξηώλ 

δηαδνρηθώλ ζηαδίσλ:  

i. Απνδηάηαμε (denaturation) 

ii. Τβξηδηζκόο (annealing)  

iii. Δπηκήθπλζε (extension ή elongation) 

3. Ψύξη (cooling). Έλαο θύθινο ζηνπο 40˚C γηα 10 sec -30 sec 

Ζ ζπλνιηθή δηάξθεηα ηεο ηερληθήο θπκαίλεηαη από 30΄ έσο 2 ώξεο. 

 

Εικόνα 28.Real-Time PCR με παρεμβαλλόμενεσ χρωςτικζσ. 
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6.4.2. ΤΛΛΟΓΖ ΚΑΗ ΤΠΟΛΟΓΗΜΟ ΓΔΓΟΜΔΝΧΝ 

Ζ θιαζηθή PCR καο επηηξέπεη λα κεηξήζνπκε ηελ πνζόηεηα ηνπ παξαγόκελνπ 

πξντόληνο κεηά από έλαλ νξηζκέλν αξηζκό θύθισλ πνιιαπιαζηαζκνύ. Αληίζεηα, ζηε 

RT-PCR έρνπκε ηε δπλαηόηεηα λα παξαθνινπζνύκε ηελ πνξεία ηνπ πξντόληνο θαζ‟ 

όιε ηε δηάξθεηα ηνπ πεηξάκαηνο θαη νη αληηδξάζεηο ραξαθηεξίδνληαη από ην ρξνληθό 

ζεκείν (θύθιν νξίνπ, threshold cycle-Ct) ζην νπνίν ε πνζόηεηα ηνπ πξντόληνο 

ππεξβαίλεη έλα νξηζκέλν όξην αλίρλεπζεο. Σν όξην αλίρλεπζεο (threshold) επηιέγεηαη 

απζαίξεηα κε βάζε ηεο δηαθύκαλζεο  ηεο ηηκήο ηνπ βαζηθνύ επηπέδνπ. Γηα ηελ 

πνζνηηθή ησλ απνηειεζκάησλ ρξεζηκνπνηνύληαη δύν κέζνδνη :  

1. Μέθοδορ ππόηςπηρ καμπύληρ. Έλα δείγκα κε γλσζηή ζπγθέληξσζε πθίζηαηαη 

δηαδνρηθέο αξαηώζεηο, νη νπνίεο ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηελ θαηαζθεπή κηαο 

πξόηππεο θακπύιεο, ε νπνία ζηε ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηείηαη σο θακπύιε αλαθνξάο 

γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο ζπγθέληξσζεο αγλώζησλ δεηγκάησλ. ρεδηάδνληαο ηελ 

ηηκή Ct ελόο άγλσζηνπ δείγκαηνο πάλσ ζηελ πξόηππε θακπύιε είλαη δπλαηόλ λα 

ππνινγηζηεί ε πνζόηεηα ηεο αιιεινπρίαο-ζηόρνπ πνπ έρεη πξνζηεζεί ζην ππό 

κειέηε δείγκα. Ο ππνινγηζκόο απηόο εθηειείηαη απηόκαηα από ην ινγηζκηθό ηνπ 

ππνινγηζηή πνπ είλαη ζπλδεδεκέλνο κε ην ζεξκνθπθινπνηεηή γηα ηε RT-PCR. Ζ 

ζπγθεθξηκέλε κέζνδνο ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ητθνύ θαη 

βαθηεξηαθνύ θνξηίνπ ζε βηνινγηθά πγξά.  

2. Μέθοδορ ζςγκπιηικού Ct. Δίλαη κηα κέζνδνο ζρεηηθνύ πνζνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ κε 

ηα επίπεδα ηεο έθθξαζεο ηνπ πξντόληνο λα ππνινγίδνληαη κέζσ αξηζκεηηθνύ 

ηύπνπ ζε ζρέζε κε έλαλ βαζκνλνκεηή (γλσζηό δείγκα-κάξηπξαο). Ζ πνζόηεηα ηνπ 

ζηόρνπ ζε ζρέζε κε ην βαζκνλνκεηή θαη κεηά από θαλνληθνπνίεζε γηα ην 

ελδνγελέο γνλίδην ππνινγίδεηαη από ηνλ ηύπν : 

                 2−𝛥𝛥𝐶𝑡  όπνπ 𝛥𝛥𝐶𝑡 = 𝛥𝐶𝑡𝛥𝛦𝛪𝛤𝛭𝛢𝛵𝛰𝛴 − 𝛥𝐶𝑡𝛣𝛢𝛩𝛭𝛰𝛮𝛰𝛭𝛨𝛵𝛨  

Ωο ΓCt νξίδεηαη ε δηαθνξά ηεο ηηκήο Ct ηνπ γνληδίνπ ζηόρνπ από ηελ ηηκή Ct ηνπ 

γνληδίνπ κε ηε ζηαζεξή έθθξαζε. Δμ νξηζκνύ γηα ην βαζκνλνκεηή ηζρύεη όηη 

2−𝛥𝛥𝐶𝑡=1 νπόηε ε δηαθνξά ζηε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ζηόρνπ ζε ζρέζε κε ηνλ 

εαπηό ηνπ ηζνύηαη κε 1. Από απηό πξνθύπηεη όηη νη αληίζηνηρεο εμηζώζεη γηα ηα 

ππόινηπα δείγκαηα δείρλνπλ πόζεο θνξέο είλαη απμεκέλε ή κεησκέλε ε γνληδηαθή 

έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ζηόρνπ ζε ζρέζε κε ην δείγκα-κάξηπξα. 



59 
 

ΜΔΡΟ 2 

 

A. ΚΟΠΟ  

Ζ δηαδηθαζία ηεο εκθύηεπζεο θαη ε δεκηνπξγία ηνπ πιαθνύληα είλαη απαξαίηεηα 

ζηάδηα γηα ηελ επηηπρή έθβαζε ηεο θύεζεο. Ζ CRH, κέζσ ησλ ππνδνρέσλ ηεο, 

ζπκκεηέρεη ζε όιεο ηηο επηκέξνπο ιεηηνπξγίεο ηνπ γπλαηθείνπ αλαπαξαγσγηθνύ 

ζπζηήκαηνο, ελώ έρεη πνιύ ζεκαληηθό ξόιν θαη ζηελ εκθύηεπζε ηεο βιαζηνθύζηεο. 

ηνλ άλζξσπν έρνπλ αληρλεπηεί δπν ππνδνρείο ν CRH-R1 θαη ν CRH-R2. Από 

παιαηόηεξεο έξεπλεο γλσξίδνπκε όηη ην γνλίδην πνπ εθθξάδεη ηνλ ππνδνρέα 1 ηεο 

CRH εθθξάδεηαη ζηα πξνθνηινηηθά θαη ζηα θνθθώδε θύηηαξα ζε αληίζεζε κε ην 

γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηνλ ππνδνρέα 2 ην νπνίν δελ εθθξάδεηαη.  

θνπόο ηεο παξνύζαο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο είλαη ε κειέηε ηεο έθθξαζεο ησλ δύν 

θύξησλ ππνδνρέσλ ηεο CRH, CRH-R1 θαη CRH-R2, ζην ζηάδην αλάπηπμεο ηεο 

βιαζηνθύζηεο ζε έκβξπα πνληηθνύ, ώζηε λα ειεγρζεί ε δξάζε ηνπο θαη ε πηζαλή 

ζπκκεηνρή ηνπο ζηελ εκθύηεπζε. Γηα ην ιόγν απηό, έγηλε απνκόλσζε εκβξύσλ 

πνληηθώλ ζην ζπγθεθξηκέλν ζηάδην αλάπηπμεο θαη κε ηε ρξήζε ηεο κεζόδνπ ηεο 

αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (Real-Time PCR) έγηλε 

κειέηε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνύλ ηνλ ππνδνρέα 1 ηεο CRH, 

CRH-R1 θαη ηνλ ππνδνρέα 2 ηεο CRH, CRH-R2. 

Ζ θαηαλόεζε ηεο δξάζεο ηεο CRH κέζσ ησλ ππνδνρέσλ ηεο ζηε δηαδηθαζία ηεο 

εκθύηεπζεο είλαη πςίζηεο ζεκαζίαο γηα ηελ εμέιημε ηεο θαξκαθεπηηθήο 

αληηκεηώπηζεο επαλαιακβαλόκελσλ απνβνιώλ, νη νπνίεο νθείινληαη ζε απνηπρία 

εκθύηεπζεο θαη ελδερνκέλσο αλνίγεη λένπο νξίδνληεο ζην κε επεκβαηηθό ηεξκαηηζκό 

ηεο θύεζεο. 
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B. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

Β.1 ΒΗΟΛΟΓΗΚΟ ΤΛΗΚΟ – ΠΔΗΡΑΜΑΣΟΕΧΑ 

 

ηελ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζπλνιηθά 200 βιαζηνθύζηεο 

πνληηθνύ, νη νπνίεο ρσξίζηεθαλ ζε 10 δείγκαηα ησλ 20 βιαζηνθύζηεσλ ην θαζέλα. 

Οη βιαζηνθύζηεο αθαηξέζεθαλ από ζειπθά γνληκνπνηεκέλα πνληίθηα ειηθίαο 6 

εβδνκάδσλ. Όια ηα αξζεληθά θαη ζειπθά πνληίθηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ 

παξνύζα κειέηε ήηαλ F1 πβξίδηα από δηαζηαύξσζε C57BL/6 ♀ x CBA ♂ γνλέσλ. 

 

Όια ηα πνληίθηα κέρξη θαη ηελ εκέξα ηνπ πεηξάκαηνο, εθηξέθνληαη ζην Διιεληθό 

Ηλζηηηνύην Παζηέξ ζε ζπλζήθεο ειεγρόκελεο ζεξκνθξαζίαο, ζπγθεθξηκέλσλ 

πεξηόδσλ ελαιιαγήο θσηόο - ζθόηνπο θαη ρσξίο πεξηνξηζκό ζηελ πξόζιεςε ηξνθήο 

θαη λεξνύ. Ζ κειέηε θαηαηέζεθε θαη εγθξίζεθε από ην Δπηζηεκνληθό πκβνύιην ηνπ 

Ννζνθνκείνπ „ΑΛΔΞΑΝΓΡΑ‟ θαη από ην πκβνύιην Γηαρείξηζεο ησλ 

πεηξακαηόδσσλ ηνπ Διιεληθνύ Ηλζηηηνύηνπ Παζηέξ. 

 

 

Β.2 ΠΔΗΡΑΜΑΣΗΚΖ ΓΗΑΓΗΚΑΗΑ 

 

Β.2.1 ΑΠΟΜΟΝΧΖ ΔΜΒΡΤΧΝ ΠΟΝΣΗΚΧΝ 

 

Αξρηθά ζε ζειπθά πνληίθηα 5 εβδνκάδσλ πξαγκαηνπνηήζεθε πξόθιεζεο σνξξεμίαο 

κε ρνξήγεζε 5IU γνλαδνηξνθίλεο από νξό αιόγνπ ζε θαηάζηαζε εγθπκνζύλεο 

(PMSG, SigmaChemicalCo). Μεηά από 48 ώξεο ρνξεγήζεθαλ 5IU hCG (Human 

Chorionic Gonadotropin, αλζξώπηλε ρνξηαθή γνλαδνηξνθίλε) (SigmaChemiclCo), 

ελώ αθνινύζεζε in vivo γνληκνπνίεζε από αξζεληθά πνληίθηα 3 κελώλ. Σα πνληίθηα 

ζπζηάζηεθαλ κε απρεληθή κεηαηόπηζε 20 ώξεο κεηά ηε ρνξήγεζε ηεο hCG θαη ζηε 

ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθε άζεπηε αθαίξεζε ησλ ζαιπίγγσλ. Έπεηηα, νη ζάιπηγγεο 

ηνπνζεηήζεθαλ ζε κέζν απνκόλσζεο ην νπνίν απνηειείηαη από δηάιπκα wash D-

PBS/BSA 9:1 (Dulbecco‟s Phosphate Buffered Saline κε 10% Αιβνπκίλε, 

παξάγνληαο V από νξό βννεηδνύο) θαη αθνινύζεζε ε απνκόλσζε εκβξύσλ θάησ από 

ζηεξενζθόπην. 
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Β.2.2 ΚΑΛΛΗΔΡΓΔΗΑ ΔΜΒΡΤΧΝ ΠΟΝΣΗΚΧΝ IN VITRO 

 

Μεηά ηελ απνκόλσζε ηα έκβξπα μεπιέλνληαη δύν θνξέο (1 θνξά ζε DPBS:BSA θαη 

1 ζε Ham‟s Medium) θαη ηνπνζεηνύληαη ζε ηξπβιία κε 1ml θαιιηεξγεηηθό πγξό 

(Ham‟s Medium) αξαησκέλν κε 5mg.ml BSA.  Ζ θαιιηέξγεηα πξαγκαηνπνηήζεθε ζε 

ζπλζήθεο 37° C, 5%CO2 θαη 95% πγξαζία ώζπνπ λα θηάζνπλ ην ζηάδην ηεο 

βιαζηνθύζηεο, γηα 5 κε 6 εκέξεο. Όηαλ ηα θύηηαξα έθηαζαλ ζην επηζπκεηό ζηάδην 

αλάπηπμεο ζπιιέρζεθαλ θαη θπιάρηεθαλ ζε θξπνγελή ζσιελάθηα ζε νκάδεο ησλ 20 

βιαζηηθύζηεσλ ζηνπο -80°C. Κάζε ζσιελάθη πεξηείρε, επίζεο ην ζηαζεξνπνηεηηθό 

αληηδξαζηήξην  RNA-Later (RNA Stabilization Reagent).  

 

Β.2.3 ΑΠΟΜΟΝΧΖ ΟΛΗΚΟΤ RNA 

 

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηεζεί ε έθθξαζε ησλ ππνδνρέσλ ηεο CRH, CRH-R1 θαη CRH-

R2 ζηηο βιαζηνθύζηεο πνπ απνκνλώζεθαλ έγηλε εμαγσγή ηνπ νιηθνύ ηνπο RNA, ην 

νπνίν πεξηέρεη κεηαθξαζκέλε όιε ηε γελεηηθή πιεξνθνξία ηνπ νξγαληζκνύ.  

 

Ζ απνκόλσζε ηνπ νιηθνύ RNA πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε εκπνξηθά δηαζέζηκνπ 

παθέηνπ αληηδξαζηεξίσλ (RNeasy Plus Micro Kit Cat No 74034), ζύκθσλα κε ηηο 

νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή (RNeasy® Micro Handbook, Qiagen,2007). Όια ηα 

ζηάδηα ηεο απνκόλσζεο ηνπ νιηθνύ RNA έγηλαλ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 15-25
ν
 C, 

ελώ όια ηα ζηάδηα ηεο θπγνθέληξεζεο ζε ζεξκνθξαζία 20-25
ν
 C. 

 

 Σν πξσηόθνιιν απνκόλσζεο νιηθνύ RNA, ην νπνίν αθνινπζήζεθε πεξηιακβάλεη ηα 

εμήο βήκαηα (Δηθόλα 29):  

 

1. Γίλεηαη θπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο ησλ θπηηάξσλ ζηηο 2500 rpm γηα 5 

ιεπηά. Αθνινπζεί αθαίξεζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ πγξνύ δηα αλαξξόθεζεο. 

2. Πξνθεηκέλνπ λα γίλεη ιύζε ησλ θπηηάξσλ γίλεηαη πξνζζήθε 75 κl buffer RLT 

plus (κε 1 % b-Mercaptoethanol) θαη 5κl carrier RNA (4ng/κι) ιόγσ ηνπ 

κηθξνύ αξηζκνύ δείγκαηνο ( < 500)  θαη 250 κl buffer RLT.  

3. Αλάκεημε κε ηε ρξήζε απηόκαηνπ αλαδεπηήξα Vortex γηα 1 ιεπηό. 
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4.  Μεηαθνξά ηνπ ζπλόινπ ηνπ δείγκαηνο ζηελ εηδηθή ζηήιε gDNA Eliminator 

spin column, ε νπνία πεξηιακβάλεηαη ζην kit θαη είλαη ηνπνζεηεκέλε ζε 

ζσιελάξην ζπιινγήο 2 ml. Έπεηαη θπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο ζηηο 12.000 

rpm γηα 1 ιεπηό. 

5. Αθνύ πεηαρηεί ε ζηήιε, γίλεηαη πξνζζήθε 350κl  αηζαλόιεο (δηαιύκαηνο 70 

%) ζην flow-through (ην ζσιελάξην ζπιινγήο), ελώ πξαγκαηνπνηείηαη 

κεηαθνξά ζηελ εηδηθή ζηήιε RNeasy Mini Elute, ε νπνία πεξηιακβάλεηαη ζην 

kit θαη είλαη ηνπνζεηεκέλε ζε ζσιελάξην ζπιινγήο ησλ 2 ml. 

6. Φπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο ζηηο 12.000 rpm γηα 1 ιεπηό. 

7. Κξαηώληαο ηε ζηήιε, αιιά ζε θαηλνύξγην ζσιελάξην ζπιινγήο γίλεηαη 

πξνζζήθε 700κl ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο RW1. 

8. Φπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο ζηηο 12.000 rpm γηα 1 ιεπηό. 

9. Απνξξίπηνπκε ην ππεξθείκελν θαη πξνζζέηνπκε 500κl buffer RPE 

10. Φπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο ζηηο 12.000 rpm γηα 1 ιεπηό. 

11. Γίλεηαη απόξξηςε ηνπ ππεξθεηκέλνπ θαη γίλεηαη πξνζζήθε 500κl αηζαλόιεο ζε 

αξαίσζε 80%. 

12. Φπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο ζηηο 12.000 rpm γηα 2 ιεπηά. 

13. Γίλεηαη ηνπνζέηεζε ζε θαηλνύξγην ζσιελάξην ζπιινγήο θαη αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε ζηηο 14.000 rpm γηα 5 ιεπηά. 

14. Απνκάθξπλζε ηνπ ζσιελαξίνπ ζπιινγήο θαη γίλεηαη ηνπνζέηεζε ηεο ζηήιεο 

RNeasy Mini Elute ζε βάζε “eppendorf” θαη γίλεηαη πξνζζήθε 14κl RNase 

free water (H2O ειεύζεξν ξηβνλνπθιεαζώλ) . 

15. Αλακνλή γηα 5 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

16. Φπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο ζηηο 14.000 rpm γηα 2 ιεπηά. 

 

ε απηό ην ζηάδην ε ζηήιε απνξξίπηεηαη θαζώο ην απνκνλσκέλν RNA έρεη πεξάζεη 

ζηε βάζε “eppendorf”. Αλ δε ρξεζηκνπνηεζεί άκεζα κπνξνύκε λα δηαηεξήζνπκε ην 

δείγκα ζηνπο -20°C. 
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Εικόνα 29. χθματικι απεικόνθςθ τθσ διαδικαςίασ απομόνωςθσ ολικοφ 
mRNA με τθ χριςθ του εμπορικοφ kit 'RNeasy Micro Kit'. 
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Β.2.4 ΤΝΘΔΖ cDNA 

 

Σν RNA πνπ απνκνλώλεηαη δε κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί απεπζείαο γηα ηελ ηερληθή 

ηεο Real-Time PCR δεδνκέλνπ όηη είλαη κνλόθισλν κόξην θαη επνκέλσο αζηαζέο θαη 

εύζξαπζην. Γηα ην ιόγν απηό πξαγκαηνπνηήζεθε ζύλζεζε ζπκπιεξσκαηηθνύ DNA 

(cDNA) κέζσ ηεο δηαδηθαζίαο ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο. Γηα ηε δηαδηθαζία 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην kit ηεο Invitrogen (Δηθόλα 30) γηα ζύλζεζε cDNA κε ηε βνήζεηα 

ηνπ ζεξκνθπθινπνηεηή Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) (εηθόλα 31). 

Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε πξαγκαηνπνηήζεθε σο εμήο : 

1. Γηα θάζε αληίδξαζε δεκηνπξγείηε έλα κίγκα (1) ην νπνίν πεξηέρεη  : 

i) 4κl RNA 

ii) 1κl dNTP mix 10mM 

iii) 5κl ηπραία εμακεξή (50ng/κl) 

2.   Δπηπιένλ, γηα θάζε δείγκα εηνηκάδεηαη αθόκα έλα κίγκα(2) ην νπνίν πεξηέρεη : 

i) 2κl RT buffer 10X 

ii) 4κl MgCl2  25mM 

iii) 2κl DTT 0.1Mm 

iv) 1κl RNaseOUT (40U/κl) 

3. Σν κίγκα (1) εηνηκάδεηαη θαη παξακέλεη ζηνπο 65°C γηα 5 ιεπηά θαη ζηε 

ζπλέρεηα αθήλεηαη ζηνλ πάγν γηα ηνπιάρηζηνλ 1ιεπηό αθόκα. 

4. Σν κίγκα (1) αλακηγλύεηαη κε ην δείγκα (2) θαη γίλεηαη ζύληνκε 

θπγνθέληξεζε ζε κεγάιν αξηζκό ζηξνθώλ. 

5. Σν λέν κίγκα (1+2) παξακέλεη ζηνπο 25°C γηα 2 ιεπηά. 

6. Γίλεηαη πξνζζήθε 1κl ηνπ αληηδξαζηεξίνπ SuperScript II RT. 

7. Παξακνλή ηνπ δείγκαηνο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 10 ιεπηά. 

8. Παξακνλή ηνπ δείγκαηνο ζηνπο 42°C γηα 50 ιεπηά. 

9. Παξακνλή ηνπ δείγκαηνο ζηνπο 72°C γηα 15 ιεπηά θαη ζηε ζπλέρεηα  

αθνινπζεί παξακνλή ζηνλ πάγν. 

10. Πξνζζήθε ζην δείγκα 1κl ηνπ αληηδξαζηεξίνπ RNase Ζ θαη επώαζε ηνπο 

δείγκαηνο ζηνπο 37°C γηα 20 ιεπηά. 

ε πεξίπησζε πνπ ην δείγκα δε ρξεζηκνπνηεζεί άκεζα κπνξνύκε λα ην 

απνζεθεύζνπκε ζηνπο -20°C. 

 



65 
 

 

  

Εικόνα 30. χθματικι απεικόνθςθ τθσ διαδικαςίασ ςφνκεςθσ cDNA 
όπωσ δίνεται από τθν εταιρεία Invitrogen. 

Εικόνα 31. Θερμοκυκλοποιθτισ Mastercycler 
(Eppendorf, Hamburg, Germany). 
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Β.2.5 RT-PCR ΓΗΑ ΣΟΤ ΤΠΟΓΟΥΔΗ ΚΑΗ ΣΟ ΓΟΝΗΓΗΟ G6PD 

Σν ηειηθό ζηάδην ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο είλαη ε πξαγκαηνπνίεζε ηεο Real-

Time PCR (RT-PCR) πξνθεηκέλνπ λα ειεγρζεί ε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ πνπ 

θσδηθνπνηνύλ ηνπο ππνδνρείο 1 θαη 2 ηεο CRH, CRH-R1 θαη  CRH-R2 θαη λα γίλεη ε 

ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ησλ ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ. Σαπηόρξνλα, ε 

ίδηα δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηήζεθε θαη γηα ην γνλίδην G6PD πξνθεηκέλνπ λα 

ρξεζηκνπνηεζεί σο γνλίδην δείθηεο. Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ 

πεηξάκαηνο  ρξεζηκνπνηήζεθε ην κεράλεκα Light Cycler 480 ηεο εηαηξείαο Roche. 

Δλώ ε ηερληθή πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε είλαη ε SYBR GREEN (KAPA SYBR FAST 

qPCR).   

Γηα θάζε δείγκα εηνηκάζηεθε κίγκα (1) ην νπνίν πεξηείρε : 

i. 10κl KAPA SYBR FAST qPCR  Master Mix 

ii. 0,4 κl Forward Primer (10κΜ) 

iii. 0,4 κl Reverse Primer (10κΜ) 

iv. 4,2 κl LightCycler® 480 Ζ2Ο  

 

Σέινο πξνζηέζεθαλ 5 κl από ην cDNA πνπ ζπληέζεθε ζην πξνεγνύκελν ζηάδην γηα 

θάζε έλα από ηα δείγκαηα κε ηελ δηαδηθαζία πνπ αλαιύζεθε παξαπάλσ.  

 

Α. Μελέηη γονιδίος G6PD  

Γηα ηε κειέηε ηνπ γνληδίνπ G6PD  ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη primers ηεο εηαηξείαο TIB 

MOLBIOL, νη νπνίνη ζεκεηώλνληαη κε θόθθηλν (όπνπ S θαη for είλαη Forward Primer 

θαη όπνπ Α θαη rev είλαη Reverse Primer). 

 

Πίνακασ 1. Ζεφγθ υποδοχζων για γονίδιο G6PD 
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ηε ζπλέρεηα κε ηε βνήζεηα ηνπ κεραλήκαηνο ηεο Roche, Light Cycler 480 

πξαγκαηνπνηήζεθε ε δηαδηθαζία ηεο RT-PCR γηα όια ηα δείγκαηα. Ζ δηαδηθαζία πνπ 

αθνινπζήζεθε έρεη σο εμήο : 

1. Pre - incubation: 1 θύθινο γηα αξρηθή απνδηάηαμε ζηνπο 95 ° C γηα 3 ιεπηά. 

2. Amplification : 40 θύθινη γηα ελίζρπζε ηνπ ππό κειέηε γνλίδηνπ θάζε έλαο 

από ηνπο νπνίνπ πξαγκαηνπνηείηαη ζε ηξείο θάζεηο :   

i. Απνδηάηαμε (Denaturation) γηα 10 sec ζηνπο 95°C 

ii. Τβξηδηζκόο (Annealing) γηα 20 sec ζηνπο 56°C 

iii. Δπηκήθπλζε (Extension) γηα 1sec ζηνπο 72°C 

3. Cooling : 1 θύθινο ζηνπο 40°C γηα 10 sec γηα ςύμε 

 

Β. Μελέηη έκθπαζηρ ηος ςποδοσέα 1 ηος γονιδίος ηηρ CRH (CRH-R1) 

Γηα ηε κειέηε ηνπ CRH-R1, ηνπ γνληδίνπ πνπ θσδηθνπνηεί ηνλ ππνδνρέα 1 ηεο CRH 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη primers ηεο εηαηξείαο TIB MOLBIOL, νη νπνίνη ζεκεηώλνληαη 

κε θόθθηλν (όπνπ S θαη for είλαη Forward Primer θαη όπνπ Α θαη rev είλαη Reverse 

Primer). 

 

ηε ζπλέρεηα κε ηε βνήζεηα ηνπ κεραλήκαηνο ηεο Roche, Light Cycler 480 

πξαγκαηνπνηήζεθε ε δηαδηθαζία ηεο RT-PCR. Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε έρεη 

σο εμήο : 

1. Pre - incubation: 1 θύθινο γηα αξρηθή απνδηάηαμε ζηνπο 95 ° C γηα 3 ιεπηά. 

2. Amplification : 40 θύθινη γηα ελίζρπζε ηνπ ππό κειέηε γνλίδηνπ θάζε έλαο 

από ηνπο νπνίνπ πξαγκαηνπνηείηαη ζε ηξείο θάζεηο :   

iv. Απνδηάηαμε (Denaturation) γηα 10 sec ζηνπο 95°C 

v. Τβξηδηζκόο (Annealing) γηα 20 sec ζηνπο 56°C 

vi. Δπηκήθπλζε (Extension) γηα 1sec ζηνπο 72°C 

3. Cooling : 1 θύθινο ζηνπο 40°C γηα 10 sec γηα ςύμε 

Πίνακασ 2. Ζεφγθ primers για τον υποδοχζα 1 τθσ CRH (CRH-R1) 
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Γ. Μελέηη έκθπαζηρ ηος ςποδοσέα 2 ηος γονιδίος ηηρ CRH (CRH-R2) 

Γηα ηε κειέηε ηνπ CRH-R2, ηνπ γνληδίνπ πνπ θσδηθνπνηεί ηνλ ππνδνρέα 2 ηεο CRH 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη primers ηεο εηαηξείαο TIB MOLBIOL, νη νπνίνη ζεκεηώλνληαη 

κε θόθθηλν (όπνπ S θαη for είλαη Forward Primer θαη όπνπ Α θαη rev είλαη Reverse 

Primer). 

 

ηε ζπλέρεηα κε ηε βνήζεηα ηνπ κεραλήκαηνο ηεο Roche, Light Cycler 480 

πξαγκαηνπνηήζεθε ε δηαδηθαζία ηεο RT-PCR. Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε έρεη 

σο εμήο : 

1. Pre - incubation: 1 θύθινο γηα αξρηθή απνδηάηαμε ζηνπο 95 ° C γηα 3 ιεπηά. 

2. Amplification : 40 θύθινη γηα ελίζρπζε ηνπ ππό κειέηε γνλίδηνπ θάζε έλαο 

από ηνπο νπνίνπ πξαγκαηνπνηείηαη ζε ηξείο θάζεηο :   

vii. Απνδηάηαμε (Denaturation) γηα 10 sec ζηνπο 95°C 

viii. Τβξηδηζκόο (Annealing) γηα 20 sec ζηνπο 56°C 

ix. Δπηκήθπλζε (Extension) γηα 1sec ζηνπο 72°C 

3. Cooling : 1 θύθινο ζηνπο 40°C γηα 10 sec γηα ςύμε 

 

Όζνλ αθνξά ηνλ ππνδνρέα 2 ηεο CRH (CRH-R2) έγηλε επαλέιεγρνο ησλ δεηγκάησλ 

θαη κε ηε ρξήζε αληρλεπηώλ (probes) πξνθεηκέλνπ λα δηαζθαιηζηεί ε αμηνπηζηία ηνπ 

απνηειέζκαηνο. Γηα θάζε έλα από απηά ηα δείγκαηα εηνηκάζηεθε κίγκα (2) ην νπνίν 

πεξηείρε : 

i. 4κl LightCycler® 480 Genotyping Master Mix 

ii. 0,5 κl Forward Primer (10κΜ) 

iii. 0,5 κl Reverse Primer (10κΜ) 

iv. 0,2 κl από θάζε αληρλεπηή  

v. 9,6 κl LightCycler® 480 Ζ2Ο  

Πίνακασ 3. Ζεφγθ primers για τον υποδοχζα 2 τθσ CRH (CRH-R2) 



69 
 

Σέινο πξνζηέζεθαλ 5 κl από ην cDNA πνπ ζπληέζεθε ζην πξνεγνύκελν ζηάδην γηα 

θάζε έλα από ηα δείγκαηα κε ηελ δηαδηθαζία πνπ αλαιύζεθε παξαπάλσ. 

Οη θύθινη πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε απηή ηελ πεξίπησζε είλαη νη εμήο: 

1. Pre - incubation: 1 θύθινο γηα αξρηθή απνδηάηαμε ζηνπο 95 ° C γηα 3 ιεπηά. 

2. Amplification : 45 θύθινη γηα ελίζρπζε ηνπ ππό κειέηε γνλίδηνπ θάζε έλαο 

από ηνπο νπνίνπ πξαγκαηνπνηείηαη ζε ηξείο θάζεηο :   

i. Απνδηάηαμε (Denaturation) γηα 10 sec ζηνπο 95°C 

ii. Τβξηδηζκόο (Annealing) γηα 20 sec ζηνπο 55°C 

iii. Δπηκήθπλζε (Extension) γηα 10 sec ζηνπο 72°C 

3. Cooling : 1 θύθινο ζηνπο 40°C γηα 30 sec γηα ςύμε 

 

Γηα ην γνλίδην ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη αληίζηνηρνη primers θαη νη probes primers ηεο 

εηαηξείαο TIB MOLBIOL, νη νπνίνη ζεκεηώλνληαη κε θόθθηλν (όπνπ S θαη Α είλαη 

Forward Primer θαη Reverse Primer αληίζηνηρα ελώ όπνπ FL θαη LC είλαη νη  

αληρλεπηέο).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακασ 4. Ζεφγθ primers και probes για τον υποδοχζα 2 τθσ CRH (CRH-R2) 
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Γ.ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

Γ.1 ΔΚΦΡΑΖ ΣΟΤ ΓΟΝΗΓΗΟΤ G6PD 

 

αλ γνλίδην δείθηεο ρξεζηκνπνηήζεθε ην G6PD, ην νπνίν γλσξίδνπκε από κειέηεο 

πνπ έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί όηη εθθξάδεηαη ήδε από ην ζηάδην ηεο βιαζηνθύζηεο 

(133). Με ηνλ ηξόπν απηό βεβαηώλνπκε όηη πξάγκαηη έρεη απνκνλσζεί DNA ζηα 

δείγκαηά καο. Δπηπιένλ, κπνξνύκε λα ην ρξεζηκνπνηήζνπκε σο γνλίδην αλαθνξάο ζε 

πεξίπησζε πνπ εθθξάδεηαη θάπνην από ηα ππό κειέηε γνλίδηα. Με ηελ 

πξαγκαηνπνίεζε ησλ πεηξακάησλ παξαηεξνύκε όηη ην γνλίδην G6PD παξνπζηάδεηαη 

ζε όια ηα δείγκαηα όπσο ήηαλ αλακελόκελν (εηθόλα 32). 

 

 

 

Εικόνα 32. Ενδεικτικι εικόνα αποτελεςμάτων για γονίδιο G6PD 
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Γ.2 ΔΚΦΡΑΖ ΣΟΤ ΤΠΟΓΟΥΔΑ CRH-R1 

 

Σν πξώην από ηα ππό κειέηε γνλίδηα είλαη ην γνλίδην ηνπ ππνδνρέα ηεο CRH, CRH-

R1. Σν ζπγθεθξηκέλν γνλίδην αληρλεύηεθε ζε όια ηα δείγκαηα πνπ αλαιύζεθαλ  

(Δηθόλα 33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 33. Ενδεικτικι εικόνα αποτελεςμάτων για το γονίδιο CRH-R1 
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Γ.3 ΔΚΦΡΑΖ ΣΟΤ CRH-R2 

 

Σν δεύηεξν ππό κειέηε γνλίδην είλαη ην γνλίδην ηνπ ππνδνρέα ηεο CRH, CRH-R2. Σν 

ζπγθεθξηκέλν γνλίδην δελ εθθξάζηεθε ζε θαλέλα από ηα δείγκαηα πνπ αλαιύζεθαλ 

(εηθόλεο 34,35). Οξηζκέλα από ηα δείγκαηα ειέρζεζαλ θαη ζε RT-PCR κε ηε ρξήζε  

αληρλεπηώλ υβριδοποίηςησ (probes) ώςτε να επιβεβαιωθεί το αρνητικό αποτζλεςμα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 34. Ενδεικτικι εικόνα αποτελεςμάτων για γονίδιο CRH-R2 με χριςθ probes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 35. Ενδεικτικι εικόνα αποτελεςμάτων για γονίδιο CRH-R2 με 
χρωςτικι SYBR GREEN 
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Γ.4 ΤΓΚΔΝΣΡΧΣΗΚΑ ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

ηηο παξαπάλσ ελόηεηεο παξνπζηάδνληαη θσηνγξαθίεο, νη νπνίεο απεηθνλίδνπλ 

νξηζκέλα από ηα απνηειέζκαηα. ε απηήλ ηελ ελόηεηα ζα παξνπζηαζηνύλ αλαιπηηθά 

ηα απνηειέζκαηα από όια ηα δείγκαηα γηα θάζε ππό κειέηε γνλίδην. Γηα ιόγνπο 

απινύζηεπζεο ηα δείγκαηα ζα αλαθέξνληαη κε αξίζκεζε 1 - 10 θαη όρη κε ηηο 

πεηξακαηηθέο ηνπο νλνκαζίεο. ηνλ παξαθάησ πίλαθα δίλεηαη ε αξίζκεζε γηα θάζε 

δείγκα. 

 

Πίνακασ 5. Αρίκμθςθ δειγμάτων. 

ΑΡΙΘΜΟ ΔΕΙΓΜΑΣΟ ΠΕΙΡΜΑΣΙΚΗ ΟΝΟΜΑΙΑ ΔΕΙΓΜΑΣΟ 

1 Kk2 
2 Kk3 
3 Kk4 
4 Kk6 
5 Kk6b 
6 Kk7 
7 Kk8 
8 Kk14 
9 Kk15 

10 Kk16 

 

 

Βάζε βηβιηνγξαθίαο αλακέλακε λα ππάξρεη παξνπζία ηνπ γνληδίνπ G6PD ζε όια ηα 

δείγκαηα. Από ηα απνηειέζκαηα πξνέθπςε όηη ην γνλίδην ηνλ ππνδνρέα 2 ηεο CRH 

(CRH-R2) δελ εθθξάδεηαη ζε θαλέλα δείγκα, ελώ ηα γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηνλ 

ππνδνρέα 1 ηεο CRH (CRH-R1) εθθξάδεηαη ζε όια ηα δείγκαηα. Αθνινπζεί πίλαθαο 

κε ζπλνπηηθή παξνπζίαζε όισλ ησλ δεηγκάησλ πνπ αλαιύζεθαλ θαη αλ ππήξρε ή όρη 

ε έθθξαζε ηνπ ππνδνρέα CRH-R1 θαη CRH-R2 θαζώο θαη ηνπ γνληδίνπ-δείθηε 

G6PD. 
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Πίνακασ 6.Παρουςία ι απουςία των υποδοχζων 1 και 2 τθσ CRH κακώσ και του γονιδίου G6PD ςε 
όλα τα υπό ανάλυςθ δείγματα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Όπου : 

 Παξνπζία γνληδίνπ 

 Απνπζία γνληδίνπ 

 

 

 Ζ ηερληθή, ε νπνία ρξεζηκνπνηήζεθε (SYBR GREEN)  καο δίλεη έλα cp value γηα 

θάζε δείγκα κε ηελ εκθάληζε ηνπ γνληδίνπ. Σν cp value απηό αληηζηνηρεί ζηνλ θύθιν 

ζηνλ νπνίν εθθξάζηεθε θάζε γνλίδην ζε θάζε πεξίπησζε (Ct). ηε ζπγθεθξηκέλε 

πεξίπησζε πήξακε ζε θάζε δείγκα έλα cp value γηα ην γνλίδην G6PD θαη έλα cp value 

γηα ην γνλίδην ηνπ ππνδνρέα 1 (CRH-R1). Tα cp value απηά κπνξνύκε λα ηα 

ρξεζηκνπνηήζνπκε πξνθεηκέλνπ λα ππνινγίζνπκε ην ηειηθό ratio εκθάληζεο ηνπ 

ππνδνρέα CRH-R1. 

 

 

 

ΓΔΗΓΜΑ G6PD CRH-R1 CRH-R2 

1       

2       

3       

4       

5       

6       

7       

8       

9       

10       
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 Γηα ην ratio εκθάληζεο ηνπ ππνδνρέα CRH-R1 ρξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο 

ζπγθξηηηθνύ Ct θαη ν ηύπνο       2−𝛥𝛥𝐶𝑡    ν νπνίνο δηακνξθώλεηαη σο εμήο :  

                      

                                  Ratio = 2 - 
(cp target-cp reference)

  

 

 όπου cp target= cp value CRH   cp reference=cp value G6PD.  

Σα απνηειέζκαηα ηνπ ratio γηα όια ηα δείγκαηα παξνπζηάδνληαη ζπγθεληξσηηθά ζηνλ 

παξαθάησ πίλαθα (Πίλαθαο 3). 

 

Πίνακας 7. σγκενηρωηικά αποηελέζμαηα ratio για ηο γονίδιο ποσ κωδικοποιεί ηον CRH-R1 

(σπολογιζμός ηιμών SD και Median). 

 

 

SD 1,81698153 

MEDIAN 1,71007012 

 

 

ΔΕΙΓΜΑΣΑ cp value CRH-R1 cp value G6PD ratio 

1 27,77 28,76 1,98618499 

2 27,08 29,34 4,78991482 

3 27,10 27,62 1,43395525 

4 29,47 23,44 0,01530344 

5 26,95 29,07 4,34693945 

6 26,06 27,90 3,58010028 

7 26,79 28,59 3,48220225 

8 27,18 25,32 0,27547628 

9 28,61 24,02 0,04152143 

10 27,61 22,51 0,02915728 
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Γ.ΤΕΖΣΖΖ 

Ζ CRH εληνπίδεηαη ζε αξθεηνύο ηζηνύο δηαθόξσλ ζπζηεκάησλ αλάκεζά ηνπο θαη ην 

αλαπαξαγσγηθό, ελώ εκθαλίδεηαη θαη ζηνλ πιαθνύληα (65,66). Δπηπιένλ, ζπκκεηέρεη 

ελεξγά ζηνλ HPA άμνλα (άμνλαο Τπνζάιακνο – Τπόθπζε – Δπηλεθξίδηα) θαζώο κε 

ηελ έθθξηζή ηεο από ηνλ ππνζάιακν νδεγεί ζηελ έθθξηζε ηεο ACTH από ηελ 

ππόθπζε θαη επνκέλσο ηεο θνξηηδόιεο από ηα επηλεθξίδηα (11). ηνλ άλζξσπν έρνπλ 

αληρλεπηεί δύν ππνδνρείο ηεο CRH, ν CRH-R1 θαη ν CRH-R2. Ο ππνδνρέαο 1 είλαη 

απηόο πνπ κεζνιαβεί γηα ηε δξάζε ηεο CRH ζηελ έθθξηζε ηεο ACTH, ελώ ε CRH  

δεζκεύεηαη θπξίσο ζε απηόλ. Δκθαλίδεηαη ζε όινπο ζρεδόλ ηνπο ηζηνύο ηνπ 

γπλαηθείνπ αλαπαξαγσγηθνύ ζπζηήκαηνο θαζώο θαη ζηηο εκβξπηθέο κεκβξάλεο 

(85,86). Ο ππνδνρέαο 2, εκθαλίδεηαη επίζεο ζε πνιινύο ηζηνύο ηνπ αλαπαξαγσγηθνύ 

ζπζηήκαηνο (86), ελώ απνηειεί θπξίσο πξνζδέηε ησλ νπξνθνξηηλώλ θαη όρη ηεο 

CRH. Ζ CRH ζπκκεηέρεη ζε όιεο ηηο επηκέξνπο ιεηηνπξγίεο ηνπ γπλαηθείνπ 

αλαπαξαγσγηθνύ ζπζηήκαηνο θαη καδί κε ηνπο ππνδνρείο ηεο έρνπλ ελεξγό ξόιν ζε 

δηαδηθαζίεο όπσο ε σνζεθηθή ιεηηνπξγία, ε θζαξηνπνίεζε ηνπ ελδνκεηξίνπ, ε 

δηαδηθαζία εηζβνιήο ηεο ηξνθνβιάζηεο, θαη ε κε απνβνιή ηνπ εκβξύνπ. εκαληηθόο 

είλαη ν ξόινο ηεο γηα ηελ εκθύηεπζε ηεο βιαζηνθύζηεο. Ζ δηαδηθαζία ηεο 

εκθύηεπζεο έρεη ραξαθηεξηζηηθά θιεγκνλήο, κε απνηέιεζκα ε βιαζηνθύζηε λα 

θηλδπλεύεη από απόξξηςε, αληηζέησο κέζσ ηεο δξάζεο ηεο CRH ζε πνιιαπιά επίπεδα 

ην έκβξπν αλαγλσξίδεηαη από ηνλ νξγαληζκό σο εκη-αιινκόζρεπκα θαη δελ 

απνξξίπηεηαη.  

ηελ παξνύζα έξεπλα έγηλε κειέηε ηεο έθθξαζεο ησλ δύν θύξησλ ππνδνρέσλ ηεο 

CRH, CRH-R1 θαη CRH-R2 ζην ζηάδην αλάπηπμεο ηεο βιαζηνθύζηεο ζε έκβξπα 

πνληηθώλ κε ζηόρν λα ειεγρζεί ε δξάζε θαη ε πηζαλή ζπκκεηνρή ηνπο ζηελ 

εκθύηεπζε. Πξαγκαηνπνηήζεθε αθαίξεζε ησλ εκβξύσλ πνληηθώλ ζην ζπγθεθξηκέλν 

ζηάδην αλάπηπμεο θαη κε ηε βνήζεηα ηεο κνξηαθήο κεραληθήο έγηλε απνκόλσζε ηνπ 

νιηθνύ RNA. ηε ζπλέρεηα θαη κεηά ηε ζύλζεζε cDNA κειεηήζεθε ε έθθξαζε ησλ 

γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνύλ ηνπο ππνδνρείο 1 θαη 2 ηεο CRH κε ηε βνήζεηα ηερληθώλ 

αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (RT-PCR). Παξάιιεια 

έγηλε έιεγρνο ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ G6PD πξνθείκελνπ λα δηαζθαιηζηεί ε 

εγθπξόηεηα ηνπ απνηειέζκαηνο. ύκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα ζην ζπγθεθξηκέλν 

ζηάδην αλάπηπμεο εθθξάδεηαη ην γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηνλ ππνδνρέα 1, ζε 

αληίζεζε κε ην γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηνλ ππνδνρέα 2 ν νπνίνο δελ εθθξάδεηαη.  
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Ο κηθξόο αξηζκόο δείγκαηνο δε καο εκπνδίδεη λα δερηνύκε όηη ην γνλίδην πνπ 

θσδηθνπνηεί ηνλ ππνδνρέα 2 ηεο CRH δελ εθθξάδεηαη ζην ζπγθεθξηκέλν ζηάδην. Γηα 

ηελ επηβεβαίσζε ηνπ απνηειέζκαηνο έγηλε έιεγρνο κε δύν κεζόδνπο PCR 

πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (παξεκβαιιόκελεο ρξσζηηθέο-SYBR Green θαη αληρλεπηέο 

πβξηδνπνίεζεο-probes), ελώ ηαπηόρξνλα επηβεβαηώλεηαη ε παξνπζία γελεηηθνύ 

πιηθνύ κε ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ G6PD ζε όια ηα ππό κειέηε δείγκαηα (133) 

απνθιείνληαο θάζε πηζαλόηεηα εξγαζηεξηαθνύ ιάζνπο. Παξά ην κηθξό αξηζκό 

δείγκαηνο, ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ πνπ θσδηθνπνηεί ηνλ ππνδνρέα 1 ηεο CRH είλαη 

θαζνιηθή θαη κε ακθηζβεηήζηκε ζε όια ηα δείγκαηα. Δπηπιένλ, ε έθθξαζε ηνπ CRH-

R1 ζπλάδεη ηόζν κε ηηο βηβιηνγξαθηθέο αλαθνξέο όζν θαη κε πξνγελέζηεξεο έξεπλεο 

(134,135).  

Ζ δηαδηθαζία ηεο εκθύηεπζεο θαη ε δεκηνπξγία ηνπ πιαθνύληα είλαη απαξαίηεηα 

ζηάδηα γηα ηελ επηηπρή έθβαζε ηεο θύεζεο. Πξόθεηηαη γηα κηα πνιύπινθε δηαδηθαζία 

ζηελ νπνία ζπκκεηέρνπλ ηόζν ελδνθξηληθνί όζν θαη κνξηαθνί κεραληζκνί. 

Καζνξηζηηθή ζεκαζία ζηε δηαδηθαζία απηή έρνπλ νη ηληεξιεπθίλεο θαη πην 

ζπγθεθξηκέλα ηα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ηεο Ηληεξιεπθίλε-6, ε νπνία απνηειεί ηζρπξό 

αληηθιεγκνλώδε παξάγνληα (42). ε πεξηπηώζεηο αλνζνδηέγεξζεο, όπσο είλαη θαη ε 

εκθύηεπζε ηεο βιαζηνθύζηεο ε παξνπζία Ηληεξιεπθηλώλ νδεγεί ζηελ ελεξγνπνίεζε 

ηνπ HPA άμνλα θαη επνκέλσο ζηελ έθθξηζε ηεο CRH (90), ε νπνία κε ηε ζεηξά ηεο 

νδεγεί ζε εθ λένπ παξαγσγή ηεο Ηληεξιεπθίλεο-6 θαη ηεο Ηληεξιεπθίλεο-1 (102) κε 

απνηέιεζκα ηελ θαηαζηνιή ηεο θιεγκνλήο. Δπηπιένλ, ζεκαληηθό ξόιν ζηε 

δηαδηθαζία ηεο εκθύηεπζεο έρεη θαη ην ζύζηεκα Fas/FasL ην νπνίν απνκαθξύλεη ηελ 

πεξίζζεηα Σ-ιεκθνθπηηάξσλ (130-132) ελεξγνπνηώληαο ηελ απόπησζή ηνπο κέζσ 

κηαο ζεηξάο ελδνθπηηαξηθώλ κνλνπαηηώλ θαη απνθξίζεσλ (128). Ζ CRH εκπιέθεηαη 

ζην ζύζηεκα Fas/FasL (108) θαζώο κέζσ ηνπ ππνδνρέα ηεο, CRH-R1 επάγεη ηελ 

έθθξηζε ηνπ FasL ηόζν ζηα θύηηαξα ηνπ θζαξηνύ όζν θαη ζηα θύηηαξα ηεο 

ηξνθνβιάζηεο  ελεξγνπνηώληαο ην ζύζηεκα Fas/FasL (86). Καηά ηελ έλαξμε ηεο 

εκθύηεπζεο/θιεγκνλήο εηζέξρνληαη ζηελ πεξηνρή ιεκθνθύηηαξα θαη θνθθηνθύηηαξα, 

σο απόθξηζε ζηε θιεγκνλή πνπ δεκηνπξγείηαη, ηα νπνία όκσο δέρνληαη ηελ επίζεζε 

ησλ ελεξγώλ θαζπαζώλ κέζσ ηνπ ζπζηήκαηνο Fas/FasL (Δηθόλα 17) κε απνηέιεζκα 

λα πθίζηαληαη απόπησζε. Δπνκέλσο, ην έκβξπν πξνζηαηεύεηαη δελ απνξξίπηεηαη θαη 

ζπλερίδεη ε δηαδηθαζία ηεο θύεζεο (132). 
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Σα απνηειέζκαηα ηεο παξνύζαο εξγαζίαο ζπγθιίλνπλ κε ηα απνηειέζκαηα 

παιαηόηεξεο έξεπλαο (135). Ο Lim θαη ε νκάδα ηνπ αλίρλεπζαλ έθθξαζε ηνπ 

ππνδνρέα CRH-R1 ζην ζηάδην αλάπηπμεο ηεο βιαζηνθύζηεο όρη κόλν ζε πνληίθηα 

αιιά θαη ζε αλζξώπηλα έκβξπα. ηε ζπγθεθξηκέλε έξεπλα ρξεζηκνπνηήζεθε ε 

ηερληθή ηεο nested PCR αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο (Reverse transcription nested 

PCR) θαζώο θαη απηή ηεο γνληδηαθήο αιιεινύρηζεο (gene sequencing). ε αληίζηνηρε 

έξεπλα πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ ηερληθή ηεο RT-PCR αληρλεύηεθε ε παξνπζία 

ηνπ CRH-R1 ζε κίγκα εκβξύσλ πξνεκθπηεπηηθνύ ζηαδίνπ, ην νπνίν πεξηείρε κνξίδηα 

θαη βιαζηνθύζηεο. ηα ίδηα ζηάδηα αλάπηπμεο δελ αληρλεύηεθε ν CRH-R2 (134). 

Σα εξγαζηεξηαθά απνηειέζκαηα ηεο παξνύζαο εξγαζίαο επηβεβαηώλνληαη από ηε 

βηβιηνγξαθία θαη καο επηηξέπνπλ λα εμάγνπκε κε ζρεηηθή αζθάιεηα ην ζπκπέξαζκα 

όηη ην γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηνλ ππνδνρέα 1 ηεο CRH εθθξάδεηαη ζην ζηάδην 

αλάπηπμεο ηεο βιαζηνθύζηεο. Δπηπιένλ, κπνξνύκε λα δερηνύκε ηελ εκπινθή ηνπ 

ππνδνρέα ζηε δηαδηθαζία ηεο εκθύηεπζεο θαη ηελ εμέιημε ηεο θύεζεο. Ηδηαίηεξε βάζε 

εξεπλεηηθά δίλεηαη ζηε ζπκβνιή ηεο ζηε δηαδηθαζία εκθύηεπζεο ηεο βιαζηνθύζηεο. 

Όπσο γλσξίδνπκε από ηηο βηβιηνγξαθηθέο αλαθνξέο ν ππνδνρέαο 1 ηεο CRH 

εληνπίδεηαη ηόζν ζηα θπηηαξνηξνθνβιαζηηθά θύηηαξα θαη ηηο εκβξπτθέο κεκβξάλεο 

(86) όζν θαη ζηα θύηηαξα ηνπ ελδνκεηξίνπ (114). Μέζσ ηνπ ππνδνρέα 1, ε CRH δξα 

κε απηνθξηλή θαη παξαθξηλή ηξόπν ελεξγνπνηώληαο ηεο έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο FasL 

ηόζν ζηα θύηηαξα ηεο ηξνθνβιάζηεο όζν θαη ηνπ θζαξηνύ (86). Δπνκέλσο, ε 

παξνπζία ηνπ CRH-R1 είλαη θαζνξηζηηθή γηα ηελ επηηπρή εκθύηεπζε ηεο 

βιαζηνθύζηεο θαη ηελ εμέιημε ηεο θύεζεο. Ο θαζνξηζηηθόο ξόινο ηνπ CRH-R1 έρεη 

επηβεβαησζεί θαη πεηξακαηηθά κε ηε ρνξήγεζε ηεο αληαιαξκίλεο. Ζ  αληαιαξκίλε 

απνηειεί αληαγσληζηή ηνπ ππνδνρέα 1 ηεο CRH θαη ε ρξήζε ηεο ζε επίκπο έρεη 

απνδεηρζεί όηη εκπνδίδεη ηελ εκθύηεπζε ηνπ εκβξύνπ θαηαζηέιινληαο ηε 

θιεγκνλώδε αληίδξαζε ζην ελδνκήηξην θαηά ηε δηείζδπζεο ηεο βιαζηνθύζηεο 

(91,92), ελώ ζεσξείηαη όηη ηα αλάινγά ηεο εθπξνζσπνύλ κηα λέα ηάμε κε ζηεξνεηδώλ 

θαξκάθσλ, ηα νπνία παξέρνπλ ηε δπλαηόηεηα δηαθνπήο ηεο εγθπκνζύλεο ζε πνιύ 

αξρηθά ζηάδηα (93).  
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Γ.1. ΤΜΠΔΡΑΜΑ 

Από ηελ παξνύζα εξγαζία πξνθύπηεη όηη :  

 Σν γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηνλ ππνδνρέα 1 ηεο CRH εθθξάδεηαη ζην ζηάδην 

αλάπηπμεο ηεο βιαζηνθύζηεο  

 Σν γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηνλ ππνδνρέα 2 ηεο CRH δελ εθθξάδεηαη ζην 

ζηάδην αλάπηπμεο ηεο βιαζηνθύζηεο 

Από παιαηόηεξεο έξεπλεο είλαη γλσζηό όηη ζηα πξν-θνηινηηθά θαη ζηα θνθθώδε 

θύηηαξα εθθξάδεηαη ην γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηνλ ππνδνρέα 1 ζε αληίζεζε κε ην 

γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηνλ ππνδνρέα 2, ην νπνίν δελ εθθξάδεηαη (134). πλεπώο, ε 

έθθξαζε ηνπ CRH-R1 θαη ε κε έθθξαζε ηνπ CRH-R2 αθνινπζεί ην πξόηππν 

έθθξαζεο πνπ ππάξρεη θαηά ηελ σξίκαζε ηνπ σαξίνπ ππνδεηθλύνληαο ηε ρξήζε ηνπ 

ππνδνρέα CRH-R1 από ηα αξρηθά ζηάδηα σξίκαλζεο ηνπ σαξίνπ σο ην ηειηθό ζηάδην 

αλάπηπμεο ηνπ πξνεκθπηεπηηθνύ εκβξύνπ. Ζ βηβιηνγξαθηθή γλώζε εληζρύεη ην 

εξγαζηεξηαθό απνηέιεζκα ηεο παξνύζαο εξγαζίαο θαη καο επηηξέπεη λα δερηνύκε ηελ 

έθθξαζε ηνπ ππνδνρέα 1 ηεο CRH ζην ζηάδην αλάπηπμεο ηεο βιαζηνθύζηεο. 

 

Γ.2. ΠΡΟΟΠΣΗΚΖ ΣΖ ΜΔΛΔΣΖ 

ήκεξα, παξά ηελ πξόνδν πνπ έρεη ζεκεησζεί ηόζν ηαηξηθά όζν θαη θαξκαθεπηηθά 

ζηνλ ηνκέα ηεο ππνβνεζνύκελεο αλαπαξαγσγήο ζπλερίδεη λα ππάξρεη έλα ζπλνιηθό 

πνζνζηό 10%-15% ππνγόληκσλ δεπγαξηώλ. ην 40% απηνύ ελέρεηαη γπλαηθείνο 

παξάγνληαο, ελώ έλα 20% είλαη άγλσζηεο αηηηνινγίαο. Σν ζηξεο ελνρνπνηείηαη ζε 

πνιιέο πεξηπηώζεηο ηδηνπαζνύο ππνγνληκόηεηαο. ε θαηαζηάζεηο γεληθεπκέλνπ ζηξεο 

ελεξγνπνηείηαη ν HPA άμνλαο, επεξεάδνληαο ηελ έθθξαζε ηεο CRH θαη ηεο 

θνξηηδόιεο (73) νδεγώληαο ζε αύμεζε ηεο έθθξηζεο ηεο θνξηηθνεθιπηίλεο θαη ησλ 

γιπθνθνξηηθνεηδώλ. Οη νξκνληθέο θαη κνξηαθέο κεηαβνιέο νη νπνίεο απνηεινύλ 

απόξξνηα ηεο ελεξγνπνίεζεο ηνπ HPA άμνλα κπνξνύλ λα επεξεάζνπλ ζεκαληηθά όια 

ηα ζηάδηα ηεο θύεζεο (θζαξηνπνίεζε ελδνκεηξίνπ, εκθύηεπζε, εηζβνιή 

ηξνθνβιάζηεο). Πεηξάκαηα ζε πνληίθηα ζηα νπνία πξνθιήζεθε απμεκέλν ζηξεο ιόγσ 

εγθιεηζκνύ έδεημαλ αλαζηνιή ζηελ εκθύηεπζε. Σν ςπρνινγηθό ζηξεο επεξέαζε 

ζεκαληηθά ζηάδηα ηεο εκθύηεπζεο, πξνθαιώληαο θαζπζηέξεζε ηόζν ζηελ εθθόιαςε 
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ηεο βιαζηνθύζηεο (hatching) όζν θαη ζηελ αιιειεπίδξαζε ηεο κε ην ελδνκήηξην, 

επεξεάδνληαο ην „παξάζπξν εκθύηεπζεο‟ (136). Καηά θύξην ιόγν ε απάληεζε ζην 

ζηξεο γίλεηαη από ηνπο λεπξώλεο ηεο CRH κέζσ ηνπ κεραληζκνύ αξλεηηθήο 

αλαηξνθνδόηεζεο (11). ύκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα ηεο έξεπλαο (137) ηνπ Wang 

X. θαη ηεο νκάδαο ηνπ ε πξόθιεζε ζηξεο κέζσ ππνμίαο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο θύεζεο 

νδεγεί ζηελ απνκεζπιίσζε πεξηνρώλ ηνπ γνληδίνπ CRH-R1 ζην έκβξπν θαη ζε 

κειινληηθή επαηζζεζία ηνπ ζην άγρνο, θάηη ην νπνίν ππνδεηθλύεη όηη ην γνλίδην CRH-

R1 εκπιέθεηαη ζην κνλνπάηη απόθξηζεο ζην ζηξεο. Ο έιεγρνο, ινηπόλ, ηεο έθθξαζεο 

ηεο CRH θαη θαη‟επέθηαζε ηεο δξάζεο ηνπ ΖΡΑ άμνλα κπνξεί λα νδεγήζεη δπλεηηθά 

ζε θαηαζηνιή ηνπ ζηξεο θαη ελδερνκέλσο ζηελ εμάιεηςή ηνπ σο παξάγνληα 

ππνγνληκόηεηαο.  

Ζ θαηαλόεζε ηεο δξάζεο ηεο CRH κέζσ ησλ ππνδνρέσλ ηεο ζπκβάιεη ζηελ εμέιημε 

ηεο θαξκαθεπηηθήο αληηκεηώπηζεο ηνπ ζηξεο θαη ησλ αξλεηηθώλ ηνπ επηπηώζεσλ, 

όπσο ε ππνγνληκόηεηα, κε ην εξεπλεηηθό ελδηαθέξνλ λα ζηξέθεηαη γύξσ από ηνπο 

αληαγσληζηέο ησλ ππνδνρέσλ ηεο CRH (91). Ζ δηαδηθαζία ηεο εκθύηεπζεο απαηηεί 

αιιειεπίδξαζε ηνπ εκβξύνπ θαη ηνπ ελδνκεηξίνπ. Ζ θαηαλόεζε ηεο δξάζεο ηεο 

CRH, κέζσ ηνπ ππνδνρέα ηεο, ζηε δηαδηθαζία ηεο εκθύηεπζεο από ηε κεξηά ηεο 

βιαζηνθύζηεο αλνίγεη λένπο νξίδνληεο ζηελ αληηκεηώπηζε ηεο ππνγνληκόηεηαο, αιιά 

θαη ζην κε επεκβαηηθό ηεξκαηηζκό ηεο θύεζεο (93). ε θάζε πεξίπησζε, ε πεξαηηέξσ 

εξγαζηεξηαθή έξεπλα ηεο έθθξαζεο θαη ηεο βηνινγηθήο ιεηηνπξγίαο ηνπ ππνδνρέα 

CRH-R1 κπνξεί λα βνεζήζεη ζηελ θαιύηεξε θαηαλόεζε ησλ πξνεκθπηεπηηθώλ 

ζηαδίσλ ηνπ εκβξύνπ θαη ηεο δηαδηθαζίαο ηεο εκθύηεπζεο. Σόζν ηα απνηειέζκαηα 

ηεο παξνύζαο εξγαζίαο όζν θαη ε ήδε ππάξρνπζα γλώζε καο δείρλνπλ όηη ν 

ππνδνρέαο 1 ηεο CRH ζε ζπλάθεηα κε ηελ έθθξηζε ηεο CRH  έρεη ελεξγό ξόιν ζε 

αξθεηέο ιεηηνπξγίεο ηνπ γπλαηθείνπ αλαπαξαγσγηθνύ ζπζηήκαηνο κε θπξηόηεξε ηε 

ζεκαληηθή ζπκβνιή ηνπ ζηελ εκθύηεπζε ηεο βιαζηνθύζηεο. Ζ ρξήζε, ινηπόλ, ηεο 

CRH θαη ε δεκηνπξγία αληαγσληζηώλ απηήο θαη ησλ ππνδνρέσλ ηεο ζα κπνξνύζε λα 

απνηειέζεη ζην κέιινλ έλα πνιύηηκν εξγαιείν αληηκεηώπηζεο ησλ 

επαλαιακβαλόκελσλ απνβνιώλ πνπ νθείινληαη ζε απνηπρία εκθύηεπζεο. Ζ έθθξαζε 

ή κε έθθξαζε ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ ππνδνρέα (CRH-R1) ζα κπνξνύζε ελδερνκέλσο λα 

ζπκπεξηιεθζεί ζε θάπνην επξύηεξν γελεηηθό πξνθίι γπλαηθώλ κε πνιιαπιέο 

απνβνιέο αιιά θαη γπλαηθώλ κε απνηπρία θύεζεο κεηά από επαλαιακβαλόκελεο IVF.    
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