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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

   Όλο και περισσότερες παθολογικές καταστάσεις συσχετίζονται τα τελευταία χρόνια 

με το στρες του ενδοπλασματικού δικτύου. Ανάμεσα σε αυτές βρίσκονται η 

παχυσαρκία, ο σακχαρώδης διαβήτης, η φλεγμονή, η εγκεφαλική ισχαιμία, διάφορες 

νευροεκφυλιστικές νόσοι, ακόμη και ο καρκίνος. Η κυτταρική γήρανση είναι επίσης 

μια διαδικασία που έχει απασχολήσει την επιστήμη και κυρίως η σχέση της με τη 

φυσιολογική γήρανση του οργανισμού. Έχει κατά καιρούς προταθεί αιτιολογική 

συσχέτιση μεταξύ της κυτταρικής γήρανσης και ποικίλων στρεσογόνων για τα 

κύτταρα καταστάσεων, μεταξύ των οποίων και το στρες του ενδοπλασματικού 

δικτύου. Ωστόσο τα αποτελέσματα των ερευνών δεν επαρκούν για να δώσουν τις 

απαντήσεις που αφορούν τη σχέση των δύο αυτών καταστάσεων. 

   Τα οδοντικά πολφικά κύτταρα, είναι μια ομάδα κυττάρων που κερδίζει όλο και 

περισσότερο έδαφος στη σύγχρονη έρευνα. Παρά την ετερογένεια που χαρακτηρίζει 

τον πληθυσμό τους, προτιμώνται κυρίως λόγω της ευκολίας στην απομόνωσή τους 

αλλά και στην καλλιέργειά τους. Η διαδικασία λήψης τους είναι απλή και μη 

παρεμβατική ενώ η πηγή προέλευσής τους είναι κυρίως οι έγκλειστοι τρίτοι γομφίοι ή 

άλλα δόντια που εξάγονται για ορθοδοντικούς λόγους. 

   Σκοπός της εργασίας αυτής είναι να μελετηθεί η σχέση των αποκρίσεων των 

οδοντικών πολφικών κυττάρων μετά την επαγωγή στρες του ενδοπλασματικού 

δικτύου με τις αντίστοιχες κατά την αναπαραγωγική γήρανση. 

   Το παρόν σύγγραμμα αποτελείται από δύο μέρη. Το πρώτο μέρος είναι το γενικό 

και περιλαμβάνει έξι κεφάλαια που αφορούν τον οδοντικό πολφό, το ενδοπλασματικό 

δίκτυο, τα κυτταρικά μοντέλα για την επαγωγή στρες του ενδοπλασματικού δικτύου, 
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την κυτταρική γήρανση και στοιχεία για τις τρείς υπό-μελέτη πρωτεΐνες, τη 

θειορεδοξίνη (TRX-1) , την ERdj5 και την οδοντική σιαλοπρωτεΐνη (DSP). Το 

δεύτερο μέρος είναι το ειδικό και περιλαμβάνει το σκοπό της μελέτης, τη 

μεθοδολογία που χρησιμοποιήθηκε, τα αποτελέσματα, τη συζήτηση, τα 

συμπεράσματα, την ελληνική και αγγλική περίληψη και τη βιβλιογραφία. 
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1. Οδοντικός πολφός 

   Ο οδοντικός πολφός είναι ο αγγειοβριθής χαλαρός συνδετικός ιστός που βρίσκεται 

μέσα στον πολφικό θάλαμο, δηλαδή στον εσωτερικό χώρο του δοντιού που 

αφορίζεται περιφερικά από την περιπολφική οδοντίνη και ακρορριζικά από το 

επίπεδο της οδοντινοοστεϊνικής ένωσης (Συκαράς 2007). Ο πολφικός θάλαμος 

αποτελεί μια κοιλότητα με ανένδοτα τοιχώματα αδαμαντίνης, οδοντίνης και οστεΐνης 

που παρέχουν στον πολφό τόσο μηχανική υποστήριξη όσο και προστασία από το 

πλούσιο σε μικροβιακό φορτίο στοματικό περιβάλλον (Yu και Abbott 2007).  

 

1.1 Εμβρυολογία του οδοντικού πολφού 

   Ο πολφικός ιστός προέρχεται από κύτταρα της νευρικής ακρολοφίας (Kudo και συν 

2015). Συγκεκριμένα η διάπλαση των δοντιών αρχίζει με τη μετανάστευση 

μεσεγχυματικών κυττάρων της νευρικής ακρολοφίας στις περιοχές των γνάθων. Η 

διαδικασία αυτή, που ξεκινά κατά την 6η εμβρυϊκή εβδομάδα, καθορίζεται από την 

αλληλεπίδραση των εξωμεσεγχυματικής προέλευσης κυττάρων με κύτταρα από το 

στοματικό εξώδερμα, τα οποία δημιουργούν μία πεταλοειδή πάχυνση, γνωστή ως 

οδοντική ταινία. Κατά την ανάπτυξη της οδοντικής ταινίας στο μεσέγχυμα, αρχέγονα 

επιθηλιακά κύτταρα σχηματίζουν τα οδοντικά σπέρματα. Από το επιθηλιακής 

προέλευσης τμήμα θα προέλθει το όργανο της αδαμαντίνης, που στην κοίλη 

επιφάνειά του βρίσκεται ένας αριθμός μεσεγχυματικών κυττάρων (Goldberg και 

Smith 2004). Τα κύτταρα αυτά αποτελούν την οδοντική θηλή, από την οποία θα 

σχηματισθεί ο πολφός (Yu και Abbott 2007). 
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1.2 Ιστολογία του οδοντικού πολφού  

    Στον πολφό των δοντιών στα οποία έχει ολοκληρωθεί η διάπλαση του ακρορριζίου 

διακρίνονται τέσσερις ανατομικές περιοχές, που από την εξωτερική επιφάνεια προς 

το κέντρο είναι η οδοντινοβλαστική στιβάδα, η ακύτταρη ζώνη του Weil, η 

πολυκύτταρη ζώνη και το κεντρικό πολφικό παρέγχυμα. 

   Η Οδοντινοβλαστική στιβάδα βρίσκεται αμέσως μετά την προοδοντίνη και 

αποτελείται από τα κυτταρικά σώματα των οδοντινοβλαστών, οι αποφυάδες των 

οποίων επεκτείνονται μέσα στα οδοντινοσωληνάρια. Η στιβάδα αυτή χαρακτηρίζεται 

από μειωμένο πάχος στην περιοχή της ρίζας, όπου τα κύτταρα εμφανίζονται κυβοειδή 

και σε πυκνή διάταξη. Αντίθετα στην ακρορριζική περιοχή τα κύτταρα είναι αραιά 

και πιο αποπλατυσμένα.  

   Η Ακύτταρη ζώνη του Weil βρίσκεται σε επαφή με την οδοντινοβλαστική στιβάδα 

και όπως φαίνεται και από το όνομά της στερείται κυττάρων. Περιλαμβάνει τριχοειδή 

αγγεία από το υποοδοντινοβλαστικό αγγειακό πλέγμα, νευρικές ίνες από το 

υποοδοντινοβλαστικό νευρικό πλέγμα και τις κυτταροπλασματικές αποφυάδες των 

ινοβλαστών από την πολυκυτταρική ζώνη. Απαντάται μόνο σε ακέραια δόντια μετά 

την περάτωση της φυσιολογικής ανατολής. Είναι σημαντικό όμως πως σε 

περιπτώσεις επίδρασης βλαπτικών παραγόντων διηθείται σε όλο το εύρος της από 

αμυντικά πολφικά κύτταρα. 

   Η πολυκυτταρική ζώνη είναι μια κυτταροβριθής περιοχή που περιέχει κυρίως 

ινοβλάστες, αδιαφοροποίητα μεσεγχυματικά κύτταρα, λεμφοκύτταρα και 

πλασματοκύτταρα. Στην περιοχή αυτή υπάρχουν ακόμη πολλά τριχοειδή από το 

περιφερικό αγγειακό πλέγμα και αμύελες νευρικές ίνες από το υποοδοντινοβλαστικό 

νευρικό πλέγμα. Η ζώνη αυτή ουσιαστικά διασφαλίζει την κυτταρική τροφοδότηση 
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της οδοντινοβλαστικής στιβάδας, καθώς περιλαμβάνει κύτταρα που προέρχονται από 

τις προοδοντινοβλάστες. Πιστεύεται ότι ο σχηματισμός της οφείλεται σε 

μετανάστευση κυττάρων από το κέντρο του πολφικού ιστού ως αντίδραση σε έκθεση 

της μύλης στο στοματικό περιβάλλον. 

   Η κεντρική μοίρα του πολφικού ιστού που συνιστά το παρέγχυμα του πολφού 

πρόκειται για χαλαρό συνδετικό ιστό, δηλαδή για παρουσία κυττάρων και 

κολλαγόνων ινών σε χαμηλή συγκέντρωση μέσα στη θεμέλια ουσία (Συκαράς 2007, 

Couve και συν 2013). 

 

1.3 Κυτταρικοί τύποι του οδοντικού πολφού  

   Ο πολφός αποτελείται από κύτταρα, μεσοκυττάριο υλικό, αγγεία και νεύρα. Τα 

πολφικά κύτταρα διακρίνονται σε μόνιμα κυτταρικά στοιχεία (οδοντινοβλάστες, 

ινοβλάστες, ινοκύτταρα, αδιαφοροποίητα μεσεγχυματικά κύτταρα, περικύτταρα, 

ιστιοκύτταρα και δενδριτικά κύτταρα) που απαντώνται στο πολφικό παρέγχυμα, 

καθώς και σε μη μόνιμα αμυντικά κυτταρικά στοιχεία που σχετίζονται με την άμυνα 

του συστήματος οδοντίνης-πολφού (Συκαράς 2007). 

   Οι οδοντινοβλάστες συνιστούν τα υψηλότερου βαθμού διαφοροποίησης κύτταρα 

του πολφικού ιστού, που μετά τη διαφοροποίησή τους δεν πολλαπλασιάζονται και 

γι'αυτό χαρακτηρίζονται ως μεταμιτωτικά κύτταρα. Προέρχονται από τα κύτταρα της 

νευρικής ακρολοφίας και επιβιώνουν καθόλη τη διάρκεια ζωής ενός υγιούς δοντιού, 

εναποθέτοντας προοδοντίνη. Το σχήμα και το μέγεθος του κυτταρικού σώματός τους 

καθώς και ο προσανατολισμός των οργανυλλίων τους εξαρτώνται από το βαθμό 

λειτουργικής διαφοροποίησης και συνθετικής δραστηριότητας και μεταβάλλονται 
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ανάλογα με την εντόπισή τους (Couve, 1986). Εμπλέκονται στην κυτταρική άμυνα 

ενάντια στα παθογόνα καθώς και στη μεταφορά ερεθισμάτων από το σύμπλεγμα 

οδοντίνης-πολφού (Συκαράς 2007). Η μακροβιότητά τους οφείλεται στο αυτοφαγικό-

λυσοσσωμικό τους σύστημα που εξασφαλίζει την ανανέωση των οργανυλλίων και 

των πρωτεϊνών τους, διαταράσσεται όμως σταδιακά από τη συσσώρευση της 

λιποφουσκίνης (Couve και συν 2013). 

   Οι ινοβλάστες είναι χαρακτηριστικά κύτταρα του συνδετικού ιστού και όσον αφορά 

τον πολφικό ιστό συναντώνται σε μεγάλο αριθμό στην πολυκυτταρική στιβάδα και το 

πολφικό παρέγχυμα. Μορφολογικά φαίνονται παρόμοιες μεταξύ τους, αποτελούν 

όμως ετερογενή πληθυσμό (Moule και συν 1995). Στον πολφό των νεαρών ατόμων τα 

κύτταρα αυτά συναντώνται σε αφθονία, μειώνονται όμως με την πάροδο της ηλικίας 

με αποτέλεσμα να αυξάνονται σημαντικά τα ινώδη στοιχεία. Οι ινοβλάστες του 

πολφού παραμένουν για μεγάλη περίοδο της ζωής του δοντιού αδιαφοροποίητες. Η 

κύρια λειτουργία τους είναι η σύνθεση του κολλαγόνου τύπου ΙΙΙ, συμμετέχουν όμως 

και στη σύνθεση γλυκοπρωτεϊνών και γλυκοζαμινογλυκανών (Συκαράς 2007). 

   Τα ινοκύτταρα συνιστούν ινοβλάστες σε ανενεργή μορφή, από τις οποίες ωστόσο 

ξεχωρίζουν λόγω του μεγάλου πολύμορφου πυρήνα τους, του ελάχιστου 

πρωτοπλάσματος και της σχετικής απουσίας βιοσυνθετικής δραστηριότητας. 

Μπορούν να ανευρεθούν σε πολφούς νεαρών δοντιών, συναντώνται όμως κυρίως σε 

ώριμους πολφικούς ιστούς (Συκαράς 2007). 

   Τα αδιαφοροποίητα μεσεγχυματικά κύτταρα εμφανίζονται ως επί το πλείστον στις 

αρχέγονες μορφές συνδετικού ιστού και όσον αφορά τον πολφικό ιστό συναντώνται 

τόσο στην πλούσια κυτταροβριθή ζώνη όσο και στις κεντρικότερες περιοχές για 

μεγάλο διάστημα της λειτουργικής περιόδου του δοντιού. Μοιάζουν αρκετά με τις 
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ινοβλάστες, είναι όμως μικρότερα κύτταρα. Διαιρούνται σε περιπτώσεις φλεγμονής 

αλλά και κατά τις επανορθωτικές διαδικασίες του πολφού, ενώ οι θυγατρικές τους 

μορφές μπορούν να διαιρεθούν σε όλους τους τύπους πολφικών κυττάρων (Συκαράς 

2007).  

   Τα περικύτταρα απαντώνται στην εξωτερική επιφάνεια των προτριχοειδών και των 

μετααρτηριδίων και η παρουσία τους έχει συνδεθεί με τη συστολή των αγγείων. Στον 

πολφικό ιστό έχουν συσχετισθεί με την παραγωγή του συνδετικού ιστού γύρω από τα 

προτριχοειδή, ενώ έχουν θεωρηθεί και προγονικές μορφές των οδοντινοβλαστών 

(Συκαράς 2007). 

   Τα ιστιοκύτταρα προέρχονται είτε από την αιματική κυκλοφορία είτε από τη 

διαφοροποίηση πολφικών κυττάρων. Η μορφολογία τους ποικίλει ενώ υπάρχουν σε 

χαμηλό ποσοστό σε υγιείς πολφούς δοντιών που δεν έχουν δεχθεί λειτουργικά 

ερεθίσματα (Συκαράς 2007). 

   Τα δενδριτικά κύτταρα είναι αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα και αποτελούν 

ανοσοδιεγερτικά στοιχεία του ανοσοποιητικού συστήματος του πολφού. 

Ανευρίσκονται συνήθως στην περιφέρεια του πολφικού ιστού, ανάμεσα στις 

οδοντινοβλάστες, αλλά και στο κεντρικό πολφικό παρέγχυμα. Η δράση τους έχει 

συνδεθεί με την αναγνώριση αντιγονικών στοιχείων και τη διέγερση παραγωγής 

ειδικών Τ λεμφοκυττάρων (Jontell και συν 1998, Συκαράς 2007). 

   Τυχόν μη μόνιμα κύτταρα (πλασματοκύτταρα, λεμφοκύτταρα και ηωσινόφιλα)  

φαίνεται ότι συνδέονται με αντιγονικής φύσης ερεθίσματα από το στοματικό 

περιβάλλον και δεν έχουν παρατηρηθεί στον πολφό δοντιών με υγιείς οδοντικούς 

ιστούς (Goldberg και Smith 2004, Συκαράς 2007). 
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   Το μεσοκυττάριο υλικό αποτελείται από ινώδη συστατικά (κολλαγόνες, ελαστικές 

και δικτυωτές ίνες) και από τη θεμέλια ουσία, που ορίζεται ως ένα άμορφο, υδρόφιλο 

και κολλοειδούς σύστασης σύστημα διασποράς (Συκαράς 2007). Ο οδοντικός πολφός 

χαρακτηρίζεται ακόμη από μεγάλο αριθμό αισθητήριων νεύρων (Αδ και C), καθώς 

και από πλούσια αγγεία (προσαγωγά, απαγωγά και λεμφαγγεία) που εισέρχονται από 

το ακρορρίζιο και τον καθιστούν ένα μοναδικό ιστό για το ανθρώπινο σώμα 

(Goldberg και Smith 2004,Yu και Abbott 2007, Demarco και συν 2011, Συκαράς 

2007). 

 

1.4 Λειτουργίες του οδοντικού πολφού  

 Οι λειτουργίες του πολφού είναι πολυάριθμες και πολύ σημαντικές για την επιβίωση 

του δοντιού. Σε αυτές περιλαμβάνονται η παραγωγή και διαμόρφωση της δομής της 

οδοντίνης, η αμυντική ικανότητα του ιστού, η αίσθηση, η θρέψη και η προστασία του 

δοντιού από τα φορτία που δέχεται κατά τη μάσηση (Συκαράς 2007, Yu και Abbott 

2007).  

  Διακρίνονται τρεις τύποι οδοντίνης, που διαφέρουν μεταξύ τους μορφολογικά αλλά 

και ως προς ορισμένα βιολογικά χαρακτηριστικά. Η πρωτογενής οδοντίνη 

εναποτίθεται από τις οδοντινοβλάστες κατά το στάδιο της ανάπτυξης των δοντιών και 

μέχρι να φτάσουν σε σύγκλειση (Συκαράς 2007). Η δευτερογενής οδοντίνη παράγεται 

επίσης από τις οδοντινοβλάστες, μετά την ολοκλήρωση της ανατολής του δοντιού και 

της ακρορριζικής διάπλασης (Yu και Abbott 2007). Η τριτογενής οδοντίνη είναι 

αποτέλεσμα της επίδρασης βλαπτικών ή βιολογικών ερεθισμάτων. Αν παράγεται από 

τις πρωτογενείς οδοντινοβλάστες ονομάζεται αντιδραστική, ενώ αν παράγεται από 

κύτταρα που προέρχονται από αδιαφοροποίητα κύτταρα του πολφού, που 
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ονομάζονται νέοι οδοντινοβλάστες, χαρακτηρίζεται ως επανορθωτική (Συκαράς 

2007, Yu και Abbott 2007).   

   Ο πολφικός ιστός διαδραματίζει μείζονα ρόλο και στην αμυντική διαδικασία. Στα 

ζωντανά δόντια τα οδοντινοσωληνάρια περιέχουν το οδοντινικό υγρό και τις 

οδοντινοβλαστικές αποφυάδες, που μπορούν να συμπεριφερθούν σαν σύνολο ως μια 

θετικά φορτισμένη υδρογέλη. Η γέλη αυτή δύναται να δεσμεύει μεγάλο μέρος των 

βακτηρίων και των προϊόντων τους που εισέρχονται στον πολφό. Η ροή του 

οδοντινικού υγρού προς το εξωτερικό επηρεάζει το ρυθμό με τον οποίο οι τοξικές  

ουσίες διαχέονται από το στοματικό περιβάλλον στα οδοντινοσωληνάρια. Η πιθανή 

συσσώρευση ανοσοσυμπλόκων και η καθίζηση των πρωτεϊνών υψηλού μοριακού 

βάρους, όπως είναι το ινωδογόνο, στο οδοντινικό υγρό μπορεί να μειώσει την 

εσωτερική διάμετρο των οδοντινοσωληναρίων και συνεπώς τη διαπερατότητα της 

οδοντίνης. Είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι το γεγονός πως οι οδοντινοβλάστες και 

τα αδιαφοροποίητα μεσεγχυματικά κύτταρα διατηρούν την ικανότητα παραγωγής 

οδοντίνης καθόλη τη διάρκεια ζωής του δοντιού, καθιστά δυνατό για τον υγιή πολφό 

να αντισταθμίζει εν μέρει την απώλεια της αδαμαντίνης ή της οδοντίνης που 

προκαλείται από την τερηδόνα ή τη φθορά των δοντιών. Ένας άλλος τρόπος 

συνεισφοράς του πολφού στην άμυνα γίνεται με την αρχική αναγνώριση και 

επακόλουθη επεξεργασία των αντιγόνων μέσω των κυτταρικών του στοιχείων και με 

την ανοσολογική άμυνα που ενεργοποιείται στη συνέχεια. 

    Μία άλλη λειτουργία του πολφού είναι εκείνη της αισθητικότητας, που παρέχεται 

λόγω της πλούσιας εννεύρωσής του. Ανεξάρτητα από το είδος του ερεθίσματος 

(θερμικό, μηχανικό κ.α.) το αίσθημα που δημιουργείται είναι ένα, εκείνο του πόνου. 

Το αίσθημα αυτό έχει μεγάλη αξία, καθώς προειδοποιεί τον ασθενή για τη βλάβη και 

αποτρέπει λειτουργίες που έχουν ως αποτέλεσμα τον περαιτέρω τραυματισμό του 



17 

δοντιού (Yu και Abbott 2007). Οι εμμύελες και αμύελες νευρικές ίνες διέρχονται 

κυρίως μέσω του ακρορριζικού τρήματος, αλλά υπάρχουν και άλλες, μικρότερου 

μήκους νευρικές ίνες, που εισέρχονται στην πολφική κοιλότητα μέσω των 

παράπλευρων ριζικών σωλήνων. Τα πολφικά νεύρα είναι κυρίως απαγωγά και 

προέρχονται από το τρίδυμο. Ωστόσο υπάρχουν και ορισμένες προσαγωγές ίνες που 

προέρχονται από το πρόσθιο αυχενικό γάγγλιο και συμβάλλουν στη ρύθμιση της 

πολφικής αιματικής κυκλοφορίας (Συκαράς 2007). Στον πολφό ακόμη βρίσκονται 

συμπαθητικές νευρικές ίνες προερχόμενες από το ανώτερο τραχηλικό συμπαθητικό 

γάγγλιο, ενώ οι μελέτες για την ύπαρξη παρασυμπαθητικών νεύρων δεν έχουν σαφή 

αποτελέσματα (Κερεζούδης 1994). 

   Επιπρόσθετη λειτουργία του πολφού συνιστά η συμμετοχή στη θρέψη, μέσω της 

αιματικής του κυκλοφορίας. Είναι χαρακτηριστική η οργάνωση του πολφικού 

αγγειακού πλέγματος, με τα αγγεία να εισέρχονται από το ακρορριζικό τρήμα. 

Παρόλο που στον πολφό δεν υπάρχει παράπλευρη κυκλοφορία, οι διακλαδώσεις και 

τα τριχοειδικά πλέγματα που σχηματίζονται επαρκούν για τις μεγάλες σε σχέση με 

τον όγκο του οργάνου ανάγκες μεταβολισμού (Συκαράς 2007). 

   Ο πολφός παρουσιάζει και ιδιοδεκτική δράση. Με αυτόν τον τρόπο περιορίζει τις 

δυνάμεις που ασκούνται στα δόντια από τους μασητήριους μύες και τα φορτία που 

εφαρμόζονται κατά τη μάσηση, προστατεύοντας έτσι από πιθανό τραυματισμό  (Yu 

και Abbott 2007). 
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2. Ενδοπλασματικό δίκτυο 

2.1 Δομή του ενδοπλασματικού δικτύου 

  Το ενδοπλασματικό δίκτυο συνιστά μέρος του ενδομεμβρανικού συστήματος στο 

κυτταρόπλασμα των ευκαρυωτικών κυττάρων. Εμφανίζεται ως ένα σύστημα 

κοιλοτήτων, με τη μορφή αγωγών και πεπλατυσμένων κυστιδίων. Μορφολογικά 

διακρίνεται σε αδρό και λείο ενδοπλασματικό δίκτυο, με βάση την εικόνα που 

εμφανίζει στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο. Το αδρό ενδοπλασματικό δίκτυο 

χαρακτηρίζεται από την παρουσία συνδεδεμένων με τη μεμβράνη του ριβοσωμάτων 

και οι κοιλότητές του αποτελούν συνέχεια της πυρηνικής μεμβράνης, γι’αυτό και 

εντοπίζεται περιπυρηνικά. Το λείο ενδοπλασματικό δίκτυο από την άλλη, είναι ένα 

σύστημα σωληναρίων και κυστιδίων, με ακανόνιστο όμως σχήμα, που 

χαρακτηρίζεται από την απουσία ριβοσωμάτων. Το αδρό ενδοπλασματικό δίκτυο 

βρίσκεται σε επικοινωνία με το σύμπλεγμα Golgi, με το οποίο συνεργάζεται για την 

τροποποίηση των πρωτεϊνών, ενώ έχει επαφή και με το λείο ενδοπλασματικό δίκτυο. 

Παρόλο που το αδρό και το λείο ενδοπλασματικό δίκτυο επικοινωνούν, είναι δύο 

τμήματα σαφώς διαχωρισμένα χωροταξικά (Shibata και συν 2006). Το λείο 

ενδοπλασματικό δίκτυο συμμετέχει στη σύνθεση φωσφολιπιδίων και στεροειδών 

ορμονών, στο μεταβολισμό των υδατανθράκων, στην αποτοξίνωση του κυττάρου, 

καθώς και  στην αποθήκευση και ρύθμιση της συγκέντρωσης του ασβεστίου 

(Kaufman 1999, Wang και συν 2014). 
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2.2 Λειτουργίες του αδρού ενδοπλασματικού δικτύου 

   Το αδρό ενδοπλασματικό δίκτυο είναι ο τόπος βιοσύνθεσης των εκκρινόμενων 

πρωτεϊνών, των πρωτεϊνών της μεμβράνης και των λυσοσωμάτων, καθώς και ο χώρος 

της κατάλληλης αναδίπλωσης και τροποποίησής τους. Περίπου το 1/3 του συνόλου 

των πρωτεϊνών του κυττάρου εντοπίζονται μέσα στον αυλό του, όπου 

πραγματοποιείται η μετα-μεταφραστική τροποποίηση, η αναδίπλωση και ο 

ολιγομερισμός τους (Kaufman 1999, Wang και συν 2014). 

   Η πρωτεϊνοσύνθεση στο αδρό ενδοπλασματικό δίκτυο πραγματοποιείται από τα 

ριβοσώματα, τα οποία ενώνουν τα αμινοξέα μεταξύ τους με βάση τη σειρά που 

καθορίζεται από το αγγελιαφόρο RNA. Αποτελεί μια αυστηρά ελεγχόμενη διαδικασία 

που περιλαμβάνει αρκετά στάδια. Μετά τη σύνθεσή τους οι περισσότερες εκκριτικές 

και μεμβρανικές πρωτεΐνες που συντίθενται στο αδρό ενδοπλασματικό δίκτυο 

μετατοπίζονται μέσα στον αυλό του, όπου υφίστανται μετα-μεταφραστικές 

τροποποιήσεις, αναδίπλωση και ολιγομερισμό, πριν τη μεταφορά τους στο 

σύμπλεγμα Golgi (Kober και συν 2012). Οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις έχουν 

ως στόχο τη διεύρυνση του φάσματος των λειτουργιών των πρωτεϊνών και οι 

συχνότερες από αυτές είναι η φωσφορυλίωση, η ακετυλίωση, η Ν-συνδεδεμένη 

γλυκοζυλίωση, η υδροξυλίωση, η μεθυλίωση, η Ο-συνδεδεμένη γλυκοζυλίωση και η 

ουβικουιτυλίωση (Alberts 2014). 

 

2.3 Αναδίπλωση των πρωτεϊνών στο αδρό ενδοπλασματικό δίκτυο 

    Το ενδοπλασματικό δίκτυο διαθέτει ένα ξεχωριστό διαμέρισμα για την 

αναδίπλωση των μεμβρανικών και εκκριτικών πρωτεϊνών που προορίζονται για την 
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κυτταρική μεμβράνη, καθώς και για πρωτεΐνες που θα κατευθυνθούν προς άλλα 

κυτταρικά οργανίδια, όπως τα λυσοσώματα και το σύμπλεγμα Golgi. Επιπλέον 

πολυάριθμες κυτταρικές πρωτεΐνες βρίσκονται μόνιμα στο εσωτερικό του 

ενδοπλασματικού δικτύου και ονομάζονται συνοδοί. Οι πρωτεΐνες-συνοδοί 

καταλύουν την αναδίπλωση των πρωτεϊνών μέσω του σχηματισμού  μιας μήτρας επί 

της οποίας οι νεοσυντιθέμενες πρωτεΐνες επιτυγχάνουν την τελική τους διαμόρφωση 

(Fink 1999, Kaufman 1999). Εμποδίζουν το μη αντιστρεπτό σχηματισμό 

συσσωματωμάτων μη φυσιολογικών δομών και διατηρούν τις πρωτεΐνες στην 

παραγωγική οδό αναδίπλωσης. Επιπλέον προσδένονται σε μη-αναδιπλωμένες ή 

λανθασμένα αναδιπλωμένες πρωτεΐνες και τις οδηγούν σε σωστή αναδίπλωση ή όταν 

αυτό δεν είναι εφικτό σε αποδόμηση (Fink 1999, Kaufman 1999). 

   Η σωστή αναδίπλωση των πρωτεϊνών και οι ακολουθούμενες τροποποιήσεις 

εξαρτώνται από τη διαθεσιμότητα των ενζύμων και των μορίων-συνοδών που 

βρίσκονται στο ενδοπλασματικό δίκτυο, όπως η PDI (disulfide isomerase), η CANX 

(calnexin), η CALR (calreticulin), η  GRP78 (glucose-regulated protein 78 kDa - 

επίσης αναφέρεται ως ''binding immunoglobulin protein'' BiP) ή η  GRP94 (glucose-

regulated protein 94 kDa). Διαφορετικά ερεθίσματα σηματοδοτούν μέσω διαφόρων 

πρωτεϊνικών κινασών την αναδίπλωση εντός του ενδοπλασματικού δικτύου. Οι GRPs 

εκφράζονται ιδιοσυστατικά σε όλα τα κύτταρα και η μεταγραφή τους επάγεται ως 

απόκριση σε έναν αριθμό διαφορετικών ερεθισμάτων που διαταράσσουν τη 

λειτουργία του οργανιδίου. Αυτά περιλαμβάνουν την διαταραχή της ομοιόστασης του 

ασβεστίου ή της οξειδοαναγωγικής ισορροπίας, την αναστολή της Ν-συνδεδεμένης 

γλυκοζυλίωσης, τη μείωση των δισουλφιδικών δεσμών, την έκφραση μεταλλαγμένων 

πρωτεϊνών ή υπομονάδων τους, την υπερέκφραση ορισμένων πρωτεϊνών, τα 

αυξημένα επίπεδα πρωτεϊνοσύνθεσης και πρωτεϊνικής έκκρισης κ.λ.π. (Wang και συν 
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2014). Όταν οι μη αναδιπλωμένες ή οι λανθασμένα αναδιπλωμένες πρωτεΐνες 

συσσωρεύονται στο ενδοπλασματικό δίκτυο, υπάρχει ένα σήμα που ενεργοποιεί 

επιλεκτικά την μεταγραφή όλων των γονιδίων που κωδικοποιούν τις GRPs, καθώς 

και άλλων πρωτεϊνών του ενδοπλασματικού δικτύου, όπως είναι η PDI. Αυτή η 

κυτταρική απάντηση ονομάζεται απόκριση στις μη-αναδιπλωμένες πρωτεΐνες ή 

Unfolded Protein Response (UPR) και αποτελεί έναν εξελικτικά συντηρημένο 

μηχανισμό απόκρισης του κυττάρου, με απώτερο στόχο την επιβίωση (Travers και 

συν 2000). 

 

2.4 Στρες του ενδοπλασματικού δικτύου 

   Ως στρες του ενδοπλασματικού δικτύου ορίζεται η κατάσταση κατά την οποία μη-

αναδιπλωμένες ή λανθασμένα αναδιπλωμένες πρωτεΐνες συσσωρεύονται στον αυλό 

του ενδοπλασματικού δικτύου, ως αποτέλεσμα ορισμένων φυσιολογικών και 

παθολογικών συνθηκών, αλλά και μέσω της δράσης διαφόρων φαρμακευτικών 

προϊόντων (Schönthal 2012). Οι βασικότεροι αισθητήρες του στρες ενδοπλασματικού 

δικτύου είναι τρεις πρωτεΐνες, η IRE1 (Inositol requiring 1), η PERK  [pancreatic ER 

kinase (PKR)-like ER kinase], και η ATF6 (activating transcription factor 6), οι 

οποίες κανονικά εντοπίζονται στην μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου. Κάτω 

από φυσιολογικές συνθήκες οι πρωτεΐνες αυτές  συνδέονται με την πρωτεΐνη-μοριακό 

συνοδό BiP. Όταν μη αναδιπλωμένες ή λανθασμένα αναδιπλωμένες πρωτεΐνες 

συσσωρεύονται στο εσωτερικό του ενδοπλασματικού δικτύου, η BiP 

απελευθερώνεται λόγω μεγαλύτερου βαθμού συγγένειας με αυτές, με αποτέλεσμα την 

ενεργοποίηση του μηχανισμού UPR. Με τον τρόπο αυτό, μεταγραφικοί παράγοντες 

όπως η XBP1 (X-box binding protein 1), η ATF4 (activating transcription factor 4) 
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και η ATF6 (activating transcription factor 6) σχηματίζονται και μετατοπίζονται στον 

πυρήνα, όπου προσδένονται σε μόρια διαμεσολαβητές της απόκρισης UPR (Kober 

και συν 2012) (Εικόνα 1). Η απόκριση UPR προσπαθεί να εξομαλύνει την 

στρεσογόνα  κατάσταση του ενδοπλασματικού δικτύου με τέσσερις τρόπους. Ο 

πρώτος είναι η μείωση του ρυθμού σύνθεσης νέων πρωτεϊνών, ο δεύτερος είναι η 

επαγωγή της έκφρασης των μορίων-συνοδών με στόχο τη διευκόλυνση της ορθής 

αναδίπλωσης και ο τρίτος είναι η αύξηση της αποδόμησης των λανθασμένα 

αναδιπλωμένων ή μη-αναδιπλωμένων πρωτεϊνών μέσω έκφρασης των συστατικών 

της  οδού ERAD (endoplasmic reticulum-associated degradation) (Εικόνα 2). Τέλος 

σε περιπτώσεις ύπαρξης έντονου ή με μεγάλη διάρκεια στρες στο ενδοπλασματικό 

δίκτυο, η UPR δεν επαρκεί και το αποτέλεσμα είναι ο αποπτωτικός κυτταρικός 

θάνατος με σκοπό την επιβίωση του οργανισμού (Yoshida 2007). Το στρες του 

ενδοπλασματικού δικτύου και η απόκριση σε αυτό (UPR) έχουν παρατηρηθεί σε 

ποικίλες φυσιολογικές διαδικασίες, όπως είναι ο μεταβολισμός των λιπιδίων και της 

χοληστερόλης, η ενεργειακή ομοιόσταση, η κυτταρική σηματοδότηση, η ανάπτυξη 

και διαφοροποίηση των κυττάρων κ.α. (Rutkowski και Hegde, 2010). Έχουν όμως 

συσχετισθεί και με πολλές διαταραχές όπως η φλεγμονή, οι μεταβολικές διαταραχές, 

οι καρδιαγγειακές ασθένειες, ο σακχαρώδης διαβήτης, η παχυσαρκία και ο καρκίνος. 

Ακόμη έχει επισημανθεί ο ρόλος του στρες του ενδοπλασματικού δικτύου στην 

παθογένεια νευρολογικών ασθενειών  και έχει ενοχοποιηθεί για νόσους όπως η 

εγκεφαλική ισχαιμία, η νόσος Alzheimer, η νόσος του Parkinson, η νόσος του 

Huntington και η πλάγια αμυοτροφική σκλήρυνση (Yoshida 2006). 
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Εικόνα 1. Σχηματική αναπαράσταση του μηχανισμού απόκρισης στις μη-αναδιπλω-

μένες ή λανθασμένα αναδιπλωμένες πρωτεΐνες 

 

Εικόνα 2. Σχηματική αναπαράσταση των οδών δράσης της απόκρισης UPR στο στρες 

του ενδοπλασματικού δικτύου 
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2.4.1 Η πρωτεΐνη ERdj5 (Endoplasmic reticulum DNA J domain-containing protein 5) ή 

DNAJC10 

    Η ERdj5 αποτελεί μέλος της οικογένειας πρωτεϊνών δισουλφιδικής ισομεράσης, 

εδράζεται στο ενδοπλασματικό δίκτυο των κυττάρων των θηλαστικών και 

κωδικοποιείται από το γονίδιο DNAJC10. Είναι μία οξειδοαναγωγάση και πρωτεΐνη-

συνοδός του ενδοπλασματικού δικτύου, οι λειτουργίες της οποίας καθορίζονται από 

τη δομή της. Περιέχει έξι περιοχές θειορεδοξίνης, οι τέσσερις από τις οποίες έχουν 

ενεργά CXXC μοτίβα (Εικόνα 3). Με τις άλλες δύο περιοχές θειορεδοξίνης 

αλληλεπιδρά με το EDEM1 (ER Degradation-Enhancing a-Mannosidaselike protein) 

κι έτσι συμμετέχει στην οδό αποδόμησης μη ορθά αναδιπλωμένων πρωτεϊνών ERAD 

(Hagiwara και συν 2011). Περιέχει επίσης μια DnaJ περιοχή στο αμινοτελικό της 

άκρο, με τη βοήθεια της οποίας αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη BiP (δείκτη του στρες 

του ενδοπλασματικού δικτύου), ενισχύοντας τη δραστικότητα ATPάσης της 

τελευταίας (Cunnea και συν 2003). Ακόμη στη δομή της περιλαμβάνεται και μια 

περιοχή που προσομοιάζει με την πρωτεΐνη PDI, προάγοντας με αυτόν τον τρόπο το 

σχηματισμό δισουλφιδικών δεσμών μεταξύ καταλοίπων κυστεΐνης, οι οποίοι είναι 

απαραίτητοι για τη διατήρηση της σωστής τεταρτοταγούς δομής των πρωτεϊνών 

(Ushioda και Nagata 2011). Ο ρόλος της ERdj5 σε περιπτώσεις στρες του 

ενδοπλασματικού δικτύου είναι καταλυτικός, αφενός λόγω της συνεισφοράς του στην 

αποδόμηση των μη-αναδιπλωμένων ή των λανθασμένα αναδιπλωμένων πρωτεϊνών 

και αφετέρου λόγω της  αλληλεπίδρασής του με την πρωτεΐνη BiP. Με την 

αλληλεπίδραση αυτή συμβάλλει στη μείωση των μη-φυσιολογικών δισουλφιδίων, 

εξασφαλίζοντας έτσι τη σωστή αναδίπλωση των πρωτεϊνών ή την αποδόμησή τους 

(Oka και συν 2013). 
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Εικόνα 3. Σχηματική αναπαράσταση της δομής της πρωτεΐνης ERdj5 (Hagiwara και 

συν 2011) 

 

Εικόνα 4. Σχηματική αναπαράσταση της αλληλεπίδρασης της πρωτεΐνης ERdj5 με 

την πρωτεΐνη-δείκτη του στρες ενδοπλασματικού δικτύου BiP και της καθοδήγησης 

των μη-αναδιπλωμένων ή λανθασμένα αναδιπλωμένων πρωτεϊνών προς αποδόμηση 

(Hagiwara και συν 2011) 
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3. Κυτταρικά μοντέλα στρες του ενδοπλασματικού δικτύου 

   Η επαγωγή του στρες του ενδοπλασματικού δικτύου και η συνακόλουθη 

ενεργοποίηση της απόκρισης UPR μπορεί να γίνει και με διάφορες χημικές ουσίες, με 

τους εξής τρόπους. Ο πρώτος είναι η αναστολή της Ν-γλυκοζυλίωσης των 

πρωτεϊνών, που είναι απαραίτητη για τη διαμόρφωση της τεταρτοταγούς δομής τους 

(στην κατηγορία αυτή ανήκει η ουσία τουνικαμυκίνη που χρησιμοποιήθηκε στην 

παρούσα μελέτη). Ο δεύτερος είναι η διαταραχή των επιπέδων του ασβεστίου, που 

είναι αναγκαία για τη λειτουργία των πρωτεϊνών-συνοδών του ενδοπλασματικού 

δικτύου (στην κατηγορία αυτή ανήκει η θαψιγαργίνη). Δεδομένου ότι η συγκέντρωση 

των ιόντων ασβεστίου στο ενδοπλασματικό δίκτυο είναι υψηλή και θεωρείται 

απαραίτητη για την ορθή λειτουργία των πρωτεϊνών-συνοδών, η διαταραχή της από 

χημικά οδηγεί σε στρες του ενδοπλασματικού δικτύου. Ο τρίτος τρόπος είναι η 

επαγωγή του στρες του ενδοπλασματικού δικτύου μέσω ουσιών που διαταράσσουν 

τους δισουλφιδικούς δεσμούς μεταξύ των κυστεϊνικών υπολειμμάτων των εκκριτικών 

πρωτεϊνών. Αυτό συμβαίνει γιατί οι αναγωγικές αυτές ουσίες επιδρούν στους 

ενδομοριακούς ή διαμοριακούς δισουλφιδικούς δεσμούς των νεοσυντιθέμενων 

πρωτεϊνών, οι οποίοι φυσιολογικά σχηματίζονται λόγω του έντονα οξειδωτικού 

περιβάλλοντος του αυλού του ενδοπλασματικού δικτύου. Ακόμη, η υποξία έχει 

ενοχοποιηθεί για την επαγωγή στρες του ενδοπλασματικού δικτύου, με άγνωστο 

όμως έως τώρα μηχανισμό. Πιθανολογείται ότι η μείωση των επιπέδων της γλυκόζης 

από την υποξία (που δημιουργείται λόγω της επαγωγής των γλυκολυτικών ενζύμων 

να διατηρήσουν την παραγωγή ATP και της επακόλουθης κατανάλωσης γλυκόζης 

από τα κύτταρα), αναστέλλει τη Ν-γλυκοζυλίωση (Yoshida 2006). 
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   Η τουνικαμυκίνη είναι ένα μίγμα ομόλογων νουκλεοτιδικών αντιβιοτικών που 

προέρχονται από διάφορα είδη στρεπτομυκήτων. Η δομή της είναι ιδιαίτερα 

ασυνήθιστη (Εικόνα 5), αλλά καλά χαρακτηρισμένη και αποτελείται από ουρακίλη, 

Ν-ακετυλογλυκοζαμίνη (GlcNAc), ένα μοναδικό σάκχαρο που ονομάζεται 

τουνικαμίνη και ένα συνδεδεμένο με αμίδιο λιπαρό οξύ. Η αβ1,1’- γλυκοσιδική 

σύνδεση μεταξύ της τουνικαμίνης και της Ν-ακετυλογλυκοζαμίνης είναι επίσης 

μοναδική για την οικογένεια ενώσεων της τουνικαμυκίνης. Δομικές παραλλαγές 

υπάρχουν, ως αποτέλεσμα των διαφορών στη φύση της Ν-συνδεδεμένης 

ακυλαλυσίδας (Tsvetanova και συν 2002).  

   Η τουνικαμυκίνη είναι δραστική in vitro έναντι Gram(+) βακτηριδίων, 

ζυμομυκήτων, μυκήτων και ιών. Έχει βρεθεί ότι μπορεί να αναστείλει το 

βιοσυνθετικό μονοπάτι της Ν-γλυκοζυλίωσης των γλυκοπρωτεϊνών, μέσω 

παρεμπόδισης δημιουργίας των Ν-γλυκοσιδικών δεσμών (Ulhoa και συν 2001), 

αναστέλλοντας το πρώτο βήμα του μονοπατιού της δολιχόλης  (Εικόνα 6). Πιο 

συγκεκριμένα η ουσία αυτή αναστέλλει το σχηματισμό GlcNac-PP-Dol από P-Dol 

και UDP-GlcNac, καθώς η δομή της προσομοιάζει με αυτήν της UDP-GlcNac 

(McDowell και Schwarz 1988). Έτσι η σύνθεση των πρωτεϊνών και των νουκλεϊκών 

οξέων επηρεάζονται, καθώς η παρεμπόδιση της N-γλυκοζυλίωσης δεν επιτρέπει τη 

σωστή διαμόρφωση της τεταρτοταγούς δομής της πρωτεΐνης στο χώρο, με συνέπεια 

τη συσσώρευση μη-αναδιπλωμένων ή λανθασμένα αναδιπλωμένων πρωτεϊνών. Η 

γλυκοζαμίνη στο μόριο της τουνικαμυκίνης παίζει σημαντικό ρόλο στη δράση του 

αντιοβιοτικού (Takatsuki και συν 1971). Η χρήση της στη βιολογία κατά τα τελευταία 

χρόνια είναι ευρεία, λόγω της ικανότητάς της να παράγει in vivo υπο-

γλυκοζυλιωμένες ή μη γλυκοζυλιωμένες πρωτεΐνες τόσο σε ζωικά κύτταρα όσο και 

σε ευκαρυωτικούς μικροοργανισμούς (Ulhoa και συν 2001). 
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(Α)                    (Β) 

Εικόνα 5. Η δομή της τουνικαμυκίνης: (Α) Η χημική σύσταση της τουνικαμυκίνης, 

(Β) Η διαμόρφωσή του μορίου της τουνικαμυκίνης στο χώρο (Wyszynski και συν 

2012) 

 

 

 

 

 

 

                   

 

 

Εικόνα 6. Το μονοπάτι της δολιχόλης κατά την πρωτεϊνική γλυκοζυλίωση και η 

περιοχή δράσης της τουνικαμυκίνης (McDowell και Schwarz 1988). 4. Γήρανση του 

οδοντικού πολφού 
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   Με την πάροδο της ηλικίας έχουν παρατηρηθεί ποικίλες μεταβολές στο σύστημα 

οδοντίνης-πολφού. Αυτές περιλαμβάνουν αλλαγές στην πρωτογενή και δευτερογενή 

οδοντίνη, μείωση των κυτταρικών και αύξηση των ινωδών και δικτυωτών στοιχείων, 

λιπώδη και ενασβεστιώδη εκφύλιση, μεταβολές στην οργάνωση και λειτουργία των 

πολφικών νεύρων, καθώς και αρτηριοσκληρωτικά φαινόμενα (Murray και συν 2002, 

Συκαράς 2007). 

 

4.1 Κυτταρική γήρανση 

   Ο όρος κυτταρική γήρανση αναφέρεται στη μη αντιστρεπτή διαδικασία κατά την 

οποία  τα κύτταρα σταματούν να διαιρούνται και υφίστανται χαρακτηριστικές 

φαινοτυπικές και μοριακές αλλαγές, συμπεριλαμβανομένων των μεταβολών στη 

χρωματίνη, στο εκκριτικό προφίλ και στην έκφραση γονιδίων. Τα περισσότερα 

κύτταρα με δυνατότητα διαίρεσης, μεταξύ των οποίων και κάποια καρκινικά στα 

πρώτα στάδια της εξαλλαγής τους, μπορούν να υποστούν γήρανση, ενώ πιθανή 

εξαίρεση αποτελούν τα εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα (Miura και συν 2004, Shay και 

Roninson 2004). 

   Ως δείκτες κυτταρικής γήρανσης έχουν θεωρηθεί η αναστολή της ανάπτυξης και οι 

μεταβολές στην κυτταρική μορφολογία. Ευρέως χρησιμοποιούμενο δείκτη αποτελεί 

και  η δραστηριότητα της <<σχετιζόμενης με τη γήρανση β-γαλακτοσιδάσης>> (SA β 

-gal). Η β-γαλακτοσιδάση είναι μια λυσοσωμική υδρολάση που είναι φυσιολογικά 

ενεργή σε pH 4, στα γηρασμένα όμως κύτταρα αυτό συμβαίνει και σε pH 6. Σύμφωνα 

με κάποιες μελέτες η αύξηση της αυτοφαγικής δραστηριότητας που υπάρχει κατά την 

in vitro γήρανση φαίνεται να σχετίζεται με την αύξηση της μάζας των λυσοσωμάτων 

και τη σχετιζόμενη με τη γήρανση β-γαλακτοσιδάση (Gerland και συν 2003). 
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Σύμφωνα πάλι με άλλα αποτελέσματα η SA β-gal πιθανόν είναι το αποτέλεσμα της 

αυξημένης λυσοσωμικής δραστηριότητας σε μη ιδανικό pH και ανιχνεύεται στα 

γηρασμένα κύτταρα λόγω του μεγάλου αριθμού λυσοσωμάτων που περιέχουν (Kurz 

και συν 2000). Τόσο in vivo όσο και in vitro, το ποσοστό των θετικών για τη β-

γαλακτοσιδάση κυττάρων αυξάνεται με την ηλικία και τον αριθμό των 

ανακαλλιεργειών αντίστοιχα (Dimri και συν 1995).  

   Έχει δειχθεί ότι πρόωρη γήρανση μπορεί να επαχθεί από ποικίλους στρεσογόνους 

παράγοντες. Η επαγόμενη από στρες γήρανση έχει θεωρηθεί ως μία άλλη μορφή 

κυτταρικής γήρανσης κατά την οποία ο στρεσογόνος παράγοντας μπορεί να 

επιταχύνει την εμφάνιση του γηρασμένου φαινότυπου. Στους παράγοντες που 

ενοχοποιούνται συγκαταλέγονται βλάβες στο DNA, το οξειδωτικό στρες, βλάβες στα 

τελομερή, το πυρηνικό στρες, το επιγενετικό στρες κ.α. (Deursen 2014). Είναι 

μείζονος σημασίας ότι ανάλογα με τη δόση του στρεσογόνου παράγοντα οι 

κυτταρικοί πληθυσμοί αντιδρούν με διαφορετικούς τρόπους. Το μέγεθος της βλάβης 

καθορίζει το αν θα προκύψει νέκρωση ή γήρανση, σε περίπτωση που το ερέθισμα 

είναι ηπιότερο  (Toussaint και συν 2002). 

 

5. Η πρωτεΐνη Θειορεδοξίνη-1 (TRX-1) 

   Η θειορεδοξίνες είναι μικρές οξειδοαναγωγικές πρωτεΐνες, με μοριακό βάρος 

12kDa (Εικόνα 7) που παίζουν ρόλο σε ποικίλες βιολογικές διαδικασίες. Η 

θειορεδοξίνη, η αναγωγάση της θειορεδοξίνης και το NADPH απαρτίζουν το 

σύστημα της θειορεδοξίνης και ανευρίσκονται από τα αρχαιοβακτήρια μέχρι τους 

ανθρώπους. Είναι αξιοσημείωτο ότι τα μιτοχόνδρια έχουν ξεχωριστό σύστημα 

θειορεδοξίνης. Είναι σημαντικές για την οξειδοαναγωγική ρύθμιση της πρωτεϊνικής 
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λειτουργίας, καθώς δρουν ως δότες ηλεκτρονίων για ένζυμα όπως οι υπεροξειδάσες 

και οι ριβονουκλεοτιδικές αναγωγάσες. Πιο συγκεκριμένα λειτουργούν ως 

αντιοξειδωτικά, διευκολύνοντας τη μείωση της έκφρασης άλλων πρωτεϊνών, μέσω 

της παρουσίας δύο γειτονικών κυστεϊνών στη δομή τους. Ένας μεγάλος αριθμός 

μεταγραφικών παραγόντων απαιτεί μείωση της θειορεδοξίνης για να επιτευχθεί η 

πρόσδεση με το DNA. Η κυτταροπλασματική θειορεδοξίνη των θηλαστικών, η 

έλλειψη της οποίας οδηγεί σε αδυναμία επιβίωσης των εμβρύων, έχει πολυάριθμες 

λειτουργίες στην άμυνα ενάντια στο οξειδωτικό στρες και τον έλεγχο της ανάπτυξης 

και της απόπτωσης. Επιπρόσθετα, επιδιορθώνει τις πρωτεΐνες μέσω αναγωγής του 

σουλφοξειδίου της μεθειονίνης, ενεργοποιεί ή αναστέλλει μεταγραφικούς παράγοντες 

και συμμετέχει στην ανοσορύθμιση δρώντας ως εξωκυττάρια συν-κυτοκίνη και 

χημειοκίνη. Έχει επίσης επισημανθεί η συνεισφορά της στην κύηση και στην 

προστασία του εμβρύου κατά τη γέννηση. Διατηρείται σε χαμηλά επίπεδα με τη 

βοήθεια της αναγωγάσης της θειορεδοξίνης μέσω μιας NADPH-εξαρτώμενης 

αντίδρασης  (Arner και Holmgren 2000). Κατά τη διαδικασία της κυτταρικής 

γήρανσης έχει παρατηρηθεί μείωση των επιπέδων της πρωτεΐνης με συνέπεια τη  

διαταραχή της ισορροπίας των οξειδοαναγωγικών επιπέδων (Tanaka και συν 2000, 

Young και συν 2010, Goy και συν 2014). Με τον τρόπο αυτό αναδεικνύεται και ο 

πιθανός ρόλος του μορίου  στην καταστολή της γήρανσης (Young και συν 2010). 
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Εικόνα 7. Σχηματική αναπαράσταση της δομής της ανθρώπινης πρωτεΐνης θειορεδο- 

ξίνης-1 

 

6. H Οδοντινική σιαλοπρωτεΐνη (DSP) 

   Η οδοντινική σιαλοφωσφοπρωτεΐνη (DSPP) παράγεται από τις οδοντινοβλάστες. 

Μετά την παραγωγή της αποκόπτεται σε τρεις λειτουργικές πρωτεΐνες: την 

οδοντινική σιαλοπρωτεΐνη (DSP) που προκύπτει από το αμινοτελικό άκρο, την 

οδοντινική φωσφοπρωτεΐνη (DPP) από το καρβοξυτελικό άκρο της και την 

οδοντινική γλυκοπρωτεΐνη (DGP) από το μεσαίο τμήμα του μορίου (Nanci 2012) 

(Εικόνα 8). Η DSP αποτελεί βασική πρωτεΐνη  της θεμέλιας ουσίας της οδοντίνης και 
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εναι ιδιαίτερα σημαντική για τη ρύθμιση της ενασβεστίωσής της. Πιο συγκεκριμένα 

προάγει την έναρξη του σχηματισμού κρυστάλλων υδροξυαπατίτη κατά μήκος ή 

μέσα στα ινίδια κολλαγόνου κι έτσι οδηγεί ουσιαστικά στη μετατροπή της 

προοδοντίνης σε οδοντίνη (Suzuki και συν 2009). Έχει παρατηρηθεί ελάττωση των 

επιπέδων της DSP κατά τη γήρανση (Mehrazarin και συν 2011). Η παρατήρηση αυτή 

είναι σύμφωνη με τη μείωση του αριθμού των κυτταρικών στοιχείων που 

παρατηρείται στη γήρανση, δεδομένου ότι η DSP αποτελεί δείκτη της 

δραστηριότητας των οδοντινοβλαστών (Nanci 2012)  .  

 

 

 

 

Εικόνα 8. Η αποκοπή της DSPP σε τρεις λειτουργικές πρωτεΐνες: την οδοντινική 

σιαλοπρωτεΐνη (DSP), την οδοντινική φωσφοπρωτεΐνη (DPP) και την οδοντινική 

γλυκοπρωτεΐνη (DGP) (Fujisawa και Tamura 2012) 

 



34 

 

 

 

 

 

Β. Ειδικό μέρος 
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1. Σκοπός 

Ο σκοπός της παρούσας εργασίας είναι να μελετηθούν οι πρωτεϊνικές αλλαγές που 

συμβαίνουν κατά τις αποκρίσεις των ανθρώπινων οδοντικών πολφικών κυττάρων στο 

στρες του ενδοπλασματικού δικτύου και την αναπαραγωγική γήρανση και να γίνει η 

μεταξύ τους σύγκριση. Ως δείκτης στρες του ενδοπλασματικού δικτύου θα 

χρησιμοποιηθούν τα επίπεδα της πρωτεΐνης ERdj5 και ως δείκτες γήρανσης θα 

χρησιμοποιηθούν η θετικότητα χρώσης για την SA β-γαλακτοσιδάση, η μείωση του 

δυναμικού πολλαπλασιασμού των κυττάρων και η μείωση των επιπέδων 

οδοντινογένεσης (επίπεδα πρωτεΐνης DSP). Ακόμη θα ελεγχθούν τα επίπεδα της 

πρωτεΐνης-αντιοξειδωτικού παράγοντα θειορεδοξίνη (TRX-1) και για τα δύο 

κυτταρικά μοντέλα και θα γίνει η μεταξύ τους σύγκριση. 
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2. Υλικό και μεθοδολογία 

2.1 Καλλιέργεια των πολφικών κυττάρων 

   Τα κύτταρα που χρησιμοποιηθήκαν στην παρούσα μελέτη προήλθαν από 

πρωτογενείς καλλιέργειες οδοντικών πολφικών κυττάρων που πραγματοποιήθηκαν 

στο Εργαστήριο των Κυτταροκαλλιεργειών, της Οδοντιατρικής Σχολής του Εθνικού 

και Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών. Οι καλλιέργειες αυτές προέκυψαν από 

τον πολφό εξαχθέντων εγκλείστων τρίτων γομφίων νεαρών ατόμων (ηλικίας 15 έως 

20 ετών) που προσήλθαν στην Οδοντιατρική Σχολή για θεραπεία, ενώ για τη 

συμμετοχή των ασθενών στη μελέτη, απαραίτητη θεωρούνταν η γραπτή συγκατάθεσή 

τους, ή των κηδεμόνων τους σε περίπτωση που ήταν ανήλικοι. 

   Μετά την εξαγωγή, τα δόντια καθαρίστηκαν με αποστειρωμένη γάζα και 

μεταφέρθηκαν στο θρεπτικό μέσο μεταφοράς (Πίνακας 1). Στη συνέχεια χωρίστηκαν 

σε δύο μέρη με τη χρήση κωνικής φρέζας σε χειρολαβή υψηλών ταχυτήτων  κάτω 

από συνεχή καταιονισμό νερού, για να αποφευχθεί η υπερθέρμανση των πρωτεϊνών 

του πολφού και πραγματοποιήθηκε αφαίρεση του πολφικού ιστού με κοχλιάριο 

οδοντίνης. Έγινε τεμαχισμός του οδοντικού πολφού με νυστέρι στην απαγωγό εστία 

νηματικής ροής και τα τεμαχίδια τοποθετήθηκαν σε τρυβλίο διαμέτρου 100 mm με το 

θρεπτικό μέσο της πρώτης εβδομάδας καλλιέργειας  (Πίνακας 1). Το τρυβλίο 

επωάστηκε για μια εβδομάδα σε κλίβανο με συνθήκες 37
ο
C, 95% υγρασία και 5% 

CO2, ενώ γινόταν αλλαγή του θρεπτικού μέσου κάθε 2-3 ημέρες. Μετά την πρώτη 

εβδομάδα, χρησιμοποιήθηκε το κανονικό θρεπτικό μέσο (Πίνακας 1). Όταν τα 

κύτταρα βρέθηκαν σε πληρότητα, κατέλαβαν δηλαδή το 70-80% της επιφάνειας του 
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τρυβλίου, αποκολλήθηκαν με θρυψίνη (0,05% trypsin/EDTA 1x) και μετά από 

φυγοκέντρηση (φυγόκεντρος Labofuge 300, Heraeus) πραγματοποιήθηκε 

ανακαλλιέργεια σε νέα τρυβλία (1
η
 ανακαλλιέργεια), ώστε να αραιωθούν. Η 

διαδικασία της θρυψινοποίησης επαναλαμβανόταν για το πείραμα της 

αναπαραγωγικής γήρανσης κάθε φορά που τα κύτταρα κάλυπταν το 70-80% της 

επιφάνειας του τρυβλίου, έως και την 20
η
 ανακαλλιέργεια. Για το πείραμα του στρες 

του ενδοπλασματικού δικτύου η διαδικασία αυτή πραγματοποιήθηκε μέχρι τη 2
η
 

ανακαλλιέργεια, ενώ στη συνέχεια τα κύτταρα μοιράστηκαν σε καλλιεργητικές 

πλάκες και όχι σε τρυβλία, όπως περιγράφεται παρακάτω. 

 

Πίνακας 1.  Τα θρεπτικά μέσα που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη 

Θρεπτικά μέσα  Σύσταση  

Θρεπτικό μέσο μεταφοράς  

 Βασικό θρεπτικό μέσο:  

          DMEM 1g/L D-Glucose (Gibco)  

 Πενικιλίνη- στρεπτομυκίνη:  

            Pen Strep 3% (Gibco)  

 Αμφοτερικίνη Β:  

            Fungizone 0.3% (Gibco)  
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Θρεπτικό μέσο  

1
ης

 εβδομάδας καλλιέργειας  

 Βασικό θρεπτικό μέσο:  

          DMEM 1g/L D-Glucose (Gibco)  

 Βόειος εμβρυϊκός ορός:  

            FBS 10% (Gibco)  

 Πενικιλίνη- στρεπτομυκίνη:  

           Pen Strep 2% (Gibco)  

 Αμφοτερικίνη Β:  

          Fungizone 0.2% (Gibco)  

Κανονικό θρεπτικό μέσο 

καλλιέργειας  

 Βασικό θρεπτικό μέσο:  

          DMEM 1g/L D-Glucose (Gibco)  

 Βόειος εμβρυϊκός ορός:  

            FBS 10% (Gibco)  

 Πενικιλίνη- στρεπτομυκίνη:  

          Pen Strep 1% (Gibco)  

 Αμφοτερικίνη Β:  

            Fungizone 0.1% (Gibco)  
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2.2 Προσδιορισμός του αριθμού των κυττάρων 

Για να γίνει ο προσδιορισμός του αριθμού των κυττάρων πραγματοποιήθηκε μέτρηση 

εναιωρήματος με το αιματοκυτταρόμετρο. Το αιματοκυτταρόμετρο αποτελεί μια 

τροποποιημένη αντικειμενοφόρο πλάκα με δύο κατάλληλα επεξεργασμένες 

επιφάνειες, η κάθε μια από τις οποίες αποτελείται από 9 τετράγωνα και έχει εμβαδό 

1mm
2
 . Το κυτταρικό εναιώρημα τοποθετείται στην κοίλη επιφάνεια ανάμεσα στην 

τετραγωνισμένη επιφάνεια και στα σημεία στα οποία στηρίζεται η καλυπτρίδα  με τη 

βοήθεια του λεπτού ρύγχους μιας μικροπιπέτας. Λόγω τριχοειδικών φαινομένων το 

εναιώρημα απλώνεται σε όλη την τετραγωνισμένη επιφάνεια, αφού πρώτα του έχει 

προστεθεί η χρωστική trypan blue (παράγωγο της τολουϊδίνης - 0,4%), που βάφει 

μπλε τα νεκρά κύτταρα, καθώς διαπερνά την κυτταρική τους μεμβράνη. 

Ο όγκος του κυτταρικού εναιωρήματος που καλύπτει κάθε ένα από τα εννέα 

τετράγωνα είναι 10
-4

ml. Επομένως η συγκέντρωση των κυττάρων στο κυτταρικό 

εναιώρημα από το οποίο προήλθε το δείγμα είναι ίση με το μέσο όρο του αριθμού 

των μη χρωσμένων κυττάρων ανά τετράγωνο x 10
4
. 

Η μέτρηση με το αιμοκυτταρόμετρο έγινε στο ανάστροφο οπτικό μικροσκόπιο (Zeis 

Axiovert 40CFL) στα κύτταρα που βρίσκονταν στη 2
η
 ανακαλλιέργεια, ώστε να 

τοποθετηθεί ο σωστός αριθμός στα αντίστοιχα βοθρία καλλιεργειών για το πείραμα. 

 

2.3 Επαγωγή της αναπαραγωγικής γήρανσης 

Για την επαγωγή της αναπαραγωγικής γήρανσης έγιναν διαδοχικές ανακαλλιέργειες 

των πολφικών κυττάρων. Αφού μετρήθηκαν στο αιμοκυτταρόμετρο, τοποθετήθηκαν 

1.5x10
6
 κύτταρα σε κάθε τρυβλίο διαμέτρου 100mm. Η αλλαγή του θρεπτικού μέσου 
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(κανονικό θρεπτικό μέσο - Πίνακας 1) γινόταν κάθε 2-3 μέρες. Όταν τα κύτταρα 

καταλάμβαναν το 70-80% της επιφάνειας του τρυβλίου, πραγματοποιούνταν η 

διαδικασία της θρυψινοποίησης, δηλαδή 3 πλύσεις με 5 ml PBS (χωρίς Ca/Mg), 

προσθήκη 3 ml θρυψίνης, τοποθέτηση στον επωαστικό κλίβανο για 3 λεπτά, 

προσθήκη 4 ml θρεπτικού μέσου για εξουδετέρωση της δράσης της θρυψίνης, 

μεταφορά σε πλαστικούς σωλήνες Falcon χωρητικότητας 15ml και φυγοκέντρηση για 

5 λεπτά σε 800 rpm. Γινόταν αναρρόφηση του υπερκείμενου και επαναδιάλυση των 

κυττάρων σε 4 ml κανονικού θρεπτικού μέσου. Τα κύτταρα μοιράζονταν σε νέα 

τρυβλία με αναλογία 1:4. Τέλος, τοποθετούνταν στον επωαστικό κλίβανο μετά από 

προσθήκη επιπλέον θρεπτικού μέσου μέχρι τελικού όγκου 10 ml. Η διαδικασία αυτή 

επαναλαμβανόταν μέχρι και την 20
η
 ανακαλλιέργεια. Πραγματοποιήθηκαν δύο 

επαναλήψεις του πειράματος. 

Ως ομάδα ελέγχου θεωρήθηκαν νεαρά κύτταρα της 3
ης

 ανακαλλιέργειας, ενώ κύτταρα 

από την 3
η
, 8

η
, 12

η
, 16

η
 και 20

η
 ανακαλλιέργεια χρησιμοποιήθηκαν για την 

αξιολόγηση της κυτταρικής γήρανσης με τη χρώση της «σχετιζόμενης με τη γήρανση 

β-γαλακτοσιδάσης» (SA β-gal), όπως θα περιγραφεί παρακάτω. Κύτταρα από τις ίδιες 

φάσεις ανακαλλιέργειας χρησιμοποιήθηκαν και για τον έλεγχο των επιπέδων α) της 

πρωτεΐνης-δείκτη του στρες του ενδοπλασματικού δικτύου  ERdj5 (Endoplasmic 

reticulum DNA J domain-containing protein 5), β) του αντιοξεδωτικού παράγοντα 

TRX-1 (θειορεδοξίνη 1) και γ) της πρωτεΐνης-δείκτη της οδοντινικής διαφοροποίησης 

DSP (οδοντινική σιαλοπρωτεΐνη) με την τεχνική της ανοσοστύπωσης κατά Western. 
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2.4 Επαγωγή του στρες του ενδοπλασματικού δικτύου 

   Η επαγωγή του στρες του ενδοπλασματικού δικτύου έγινε με την προσθήκη της 

ουσίας τουνικαμυκίνη σε κανονικό θρεπτικό μέσο έτσι ώστε η τελική της 

συγκέντρωση να είναι 3,5 μg/ml. Για να εξεταστεί το ενδεχόμενο πρόκλησης στρες  

του ενδοπλασματικού δικτύου από το διαλύτη της τουνικαμυκίνης DMSO (Dimethyl 

sulfoxide), προστέθηκε και αυτός σε θρεπτικό μέσο έτσι ώστε η συγκέντρωση του να 

είναι 1:1x10
7
 . Τέλος για την ομάδα ελέγχου χρησιμοποιήθηκε κανονικό θρεπτικό 

μέσο (Πίνακας 1). 

   Για την επαγωγή του στρες ενδοπλασματικού δικτύου στα πολφικά κύτταρα, 3X10
7
  

κύτταρα μοιράστηκαν μετά από θρυψινοποίηση σε 9 καλλιεργητικές πλάκες 6 

βοθρίων (6-well plates, Corning Costar),  κατά τη μετάβαση από τη 2
η
 στην 3

η
 

ανακαλλιέργεια. Δύο ημέρες μετά την ανακαλλιέργεια προστέθηκαν στα κύτταρα τα 

διαλύματα της τουνικαμυκίνης και του DMSO, καθώς και το κανονικό θρεπτικό μέσο 

(Πίνακας 1). Σε κάθε τρία 6-well plate που αντικατόπτριζαν τις 3 επαναλήψεις του 

πειράματος περιέχονταν κύτταρα που θα συλλέγονταν στην ίδια ώρα. Τα χρονικά 

σημεία που συλλέγονταν τα κύτταρα ήταν οι 4 οι 24 και οι 48 ώρες μετά την 

επαγωγή. Στα 2  από τα 6 βοθρία της κάθε πλάκας που θα συλλέγονταν σε 4 ώρες 

τοποθετήθηκαν από 5x10
5 

κύτταρα που προορίζονταν για την προσθήκη της ουσίας 

τουνικαμυκίνη, στα άλλα δύο από  5x10
5 

κύτταρα που προορίζονταν για το DMSO  

και στα υπόλοιπα 2 τοποθετήθηκαν 5x10
5 

 κύτταρα που θα αποτελούσαν την ομάδα 

ελέγχου. Στα βοθρία των πλακών καλλιεργειών που προορίζονταν για συλλογή μετά 

από 24 και 48 ώρες τοποθετήθηκαν αντίστοιχοι αριθμοί κυττάρων. Από κάθε ζεύγος 

βοθρίων του ίδιου 6-well plate το ένα βοθρίο προοριζόταν για συλλογή των κυττάρων 

https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FDimethyl_sulfoxide&ei=y9wzVb6tCJXUav2-gMgM&usg=AFQjCNGm-OQ8rHRVV_lS0sxOF0V8Gaw-IA&bvm=bv.91071109,d.bGQ
https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FDimethyl_sulfoxide&ei=y9wzVb6tCJXUav2-gMgM&usg=AFQjCNGm-OQ8rHRVV_lS0sxOF0V8Gaw-IA&bvm=bv.91071109,d.bGQ
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και ανοσοστύπωση κατά Western, ενώ το άλλο για τη μέτρηση της κυτταρικής 

βιωσιμότητας με τη μέθοδο MTT που θα αναλυθεί στη συνέχεια. Κάθε βοθρίο 

πλάκας καλλιεργειών περιείχε 3 ml από τα διαλύματα ή από το κανονικό θρεπτικό 

μέσο. 

 

2.5 Έλεγχος της επαγωγής της γήρανσης 

Για τον έλεγχο της γήρανσης των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε κατά την 3
η
, 8

η
, 12

η
, 

16
η
 και 20

η
 ανακαλλιέργεια η χρώση της «σχετιζόμενης με τη γήρανση β-

γαλακτοσιδάσης» (Senescence-Associated β-galactosidase, SA β-gal). Η χρώση 

βασίζεται ουσιαστικά στην παραγωγή μπλε ιζήματος, λόγω διάσπασης του 

χρωμογόνου υποστρώματος X-gal από την SA β-gal, μια υδρολάση που καταλύει την 

υδρόλυση των γαλακτοσιδίων σε μονοσακχαρίτες στα γηρασμένα μόνο κύτταρα και 

σε pH=6.0. Η δοκιμασία περιελάμβανε τα εξής βήματα: 

 Τοποθετήθηκαν 3,75x10
4
 κύτταρα σε 0,5 ml κανονικού θρεπτικού μέσου σε 

κάθε βοθρίο πλάκας καλλιεργειών 24 βοθρίων (24-well plate). 

 Η πλάκα καλλιεργειών τοποθετήθηκε στον επωαστικό κλίβανο με συνθήκες 

37
ο
C, 5% CO2  και 95% υγρασία για 48 ώρες . 

 Ακολούθησε αναρρόφηση του θρεπτικού υλικού και 2 πλύσεις με 0,5 ml PBS 

(χωρίς Ca/Mg) για κάθε βοθρίο πλάκας καλλιεργειών. 

 Προστέθηκαν 0,25 ml 4% παραφολμαλδεΰδης (PFA) σε κάθε βοθρίο πλάκας 

καλλιεργειών για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 
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 Έγιναν 2 πλύσεις με 0,5 ml PBS (χωρίς Ca/Mg)  για κάθε βοθρίο πλάκας 

καλλιεργειών σε θερμοκρασία δωματίου κάτω από ήπια ανάδευση (5 λεπτά η 

κάθε μία). 

 Προστέθηκαν 0,25 ml διαλύματος χρώσης SA β-gal ανά βοθρίο πλάκας 

καλλιεργειών  (διάλυμα χρώσης 0,1% X-gal, 5 μΜ potassium ferrocyanide, 5 

μΜ potassium ferricyanide, 150 μΜ sodium chloride και 2 μΜ magnesium 

chloride σε διάλυμα 40 μΜ citric acid/sodium phosphate, pH 6.0). 

 Η πλάκα καλλιεργειών τοποθετήθηκε σε κλίβανο σε συνθήκες συσκότισης και 

θερμοκρασίας 37
o
C. 

 22 ώρες μετά πραγματοποιήθηκαν 2 πλύσεις με 0,5 ml απεσταγμένο νερό σε  

κάθε βοθρίο πλάκας καλλιεργειών. 

 Τέλος τοποθετήθηκε 0,5 ml απεσταγμένου νερού σε κάθε βοθρίο πλάκας 

καλλιεργειών, έγινε παρατήρηση σε ανάστροφο μικροσκόπιο φωτεινού πεδίου 

και λήφθηκαν φωτογραφίες από αντιπροσωπευτικές περιοχές με αντικειμενικό 

φακό 10x και εστίαση φωτογραφικής μηχανής 4x. 

 Έγινε υπολογισμός του λόγου των κυττάρων που είχαν προσλάβει τη μπλε 

χρωστική στο σύνολο των κυττάρων, καθώς και του μέσου όρου των λόγων 

για κάθε ανακαλλιέργεια. 

 

2.6 Μέτρηση της κυτταρικής βιωσιμότητας 

Για τη μέτρηση της κυτταρικής βιωσιμότητας μετά από την έκθεση στη 

τουνικαμυκίνη και στο DMSO χρησιμοποιήθηκε η χρωματομετρική μέθοδος που 



44 

βασίζεται στο MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]. 

Το MTT ανάγεται από τις μιτοχονδριακές αφυδρογονάσες των ζωντανών κυττάρων 

σε ένα προϊόν αδιάλυτων κρυστάλλων φορμαζάνης, που αποκτά μπλε χρώμα μετά τη 

διάλυση των κρυστάλλων αυτών. Με τη μέθοδο αυτή αναδεικνύεται ουσιαστικά η 

ποσότητα των ζωντανών κυττάρων, δεδομένου ότι η μιτοχονδριακή δραστηριότητα 

παραμένει σταθερή κατά τη διάρκεια της ζωής του κυττάρου. 4, 24 και 48 ώρες μετά 

την προσθήκη των διαλυμάτων της τουνικαμυκίνης και του DMSO έγινε: 

 Αναρρόφηση του θρεπτικού μέσου από τα βοθρία της πλάκας καλλιεργειών. 

 Προσθήκη 3 ml διαλύματος ΜΤΤ τελικής συγκέντρωσης 0,5 mg/ml DMEM 

(χωρίς phenol red) σε κάθε βοθρίο. Πριν από αυτό είχε παρασκευαστεί 

μητρικό διάλυμα συγκέντρωσης 5 mg/ml το οποίο διηθήθηκε με τη βοήθεια 

διηθητικού χαρτιού με μέγεθος πόρων 0,2 μm. Στα βοθρία τοποθετήθηκαν 0,3 

ml από το μητρικό διάλυμα και 2,7 ml DMEM (χωρίς phenol red). 

 Επώαση σε κλίβανο με συνθήκες 37
ο
C, 5% CO2  και 95% υγρασία για 3 ώρες. 

 Αναρρόφηση του διαλύματος ΜΤΤ και προσθήκη 2ml διαλύματος HCl 0,33% 

κατ’ όγκο σε ισοπροπανόλη σε κάθε βοθρίο πλάκας καλλιεργειών για τη 

διάλυση των κρυστάλλων φορμαζάνης (Εικόνα 9).  

 Συλλογή του περιεχομένου των βοθρίων σε πλαστικούς σωλήνες Falcon 

χωρητικότητας 15 ml, σε συνθήκες συσκότισης. 

 Μεταφορά του περιεχομένου σε κυβέτες και φωτομέτρηση σε 

φασματοφωτόμετρο (LKB, BIOCHROM, ULTROSPEC II) στα 570 nm 

(μέγιστη τιμή απορρόφησης της φορμαζάνης) και 690 nm (μήκος κύματος 

απορρόφησης των προσμίξεων του διαλύματος). Η μηδενική απορρόφηση του 

φωτομέτρου οριζόταν με κυβέτα που περιείχε διάλυμα HCl 0,33% κατ’ όγκο 

σε ισοπροπανόλη. 
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Ο υπολογισμός της επί τοις εκατό ζωτικότητας των κυττάρων που είχαν επωαστεί με 

την τουνικαμυκίνη και το DMSO σε σχέση με τα κύτταρα ελέγχου έγινε με  βάση την 

παρακάτω εξίσωση: 

Ζωτικότητα % = (απορρόφηση κυττάρων που τους χορηγήθηκαν τα διαλύματα στα 

570 nm - απορρόφηση κυττάρων που τους χορηγήθηκαν τα διαλύματα στα 690 nm) / 

(απορρόφηση κυττάρων ελέγχου στα 570 nm - απορρόφηση κυττάρων ελέγχου στα 

690 nm) x 100%. 

 

 

 

Εικόνα 9. Συλλογή του διαλύματος μετά τη διάλυση των κρυστάλλων φορμαζάνης 
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2.7 Ανοσοστύπωση κατά Western (Western blot) 

Για τον έλεγχο των επιπέδων της πρωτεΐνης-δείκτη του στρες του ενδοπλασματικού 

δικτύου (ERdj5), του αντιοξειδωτικού παράγοντα θειορεδοξίνη (TRX-1) και του 

δείκτη οδοντινικής διαφοροποίησης οδοντινική σιαλοπρωτεΐνη (DSP) στις 

κυτταροκαλλιέργειες, χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της ανοσοστύπωσης κατά Western. 

Με τη βοήθεια της τεχνικής αυτής είναι δυνατόν να ανιχνευθούν τα επίπεδα των 

πρωτεϊνών μετά από ηλεκτροφόρησή τους, με τη χρήση ειδικών αντισωμάτων. 

 

α. Συλλογή των κυττάρων 

Η συλλογή των κυττάρων γινόταν με την εξής διαδικασία: 

 Αφαίρεση του υπερκείμενου θρεπτικού μέσου από τα τρυβλία για το πείραμα 

της αναπαραγωγικής γήρανσης ή τα βοθρία καλλιεργειών για το πείραμα του 

στρες του ενδοπλασματικού δικτύου. 

 2 πλύσεις με PBS (χωρίς Ca/Mg). 

 Προσθήκη διαλύματος θρυψίνης (1 ml/βοθρίο, 3ml/τρυβλίο) και τοποθέτηση 

στον κλίβανο  για 3 λεπτά ώστε να αποκολληθούν τα κύτταρα. 

 Προσθήκη κανονικού θρεπτικού μέσου (1,5 ml/βοθρίο, 4ml/τρυβλίο) και 

μεταφορά σε πλαστικά φιαλίδια τύπου eppendorf. 

 Φυγοκέντρηση για 4 λεπτά, σε θερμοκρασία 4
ο
C και σε 3.500 rpm 

(φυγόκεντρος HERMLE Z 233 MK-2). 

 Απομάκρυνση  του υπερκείμενου και φύλαξη του κυτταρικού ιζήματος στους 

-80
o
C. 
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 Αναδιάλυση του κυτταρικού ιζήματος σε 100 μl διαλύματος λύσης των 

κυττάρων [HEPES 10mM, NaCl 200mM, MgCl2 2,5 mM, CaCl2 2 mM, 

EDTA 5 mM και Triton X-100 1,5 % (pH 7,4)]. 

 Ομογενοποίηση στα φιαλίδια τύπου eppendorf με ειδικό έμβολο από τεφλόν 

και επανάληψη φυγοκέντρησης στους 4
o
C, για 5 λεπτά και σε 10.000 rpm .  

 Αναρρόφηση του υπερκείμενου που αποτελεί το κυτταρικό εκχύλισμα και 

αποθήκευσή του στους -80
o
C σε πλαστικά φιαλίδια τύπου eppendorf. 

β. Προετοιμασία δειγμάτων για ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε γέλη 

πολυακρυλαμιδίου 

 Η συνολική περιεχόμενη πρωτεΐνη στο κυτταρικό εκχύλισμα προσδιορίστηκε 

φωτομετρικά με μέτρηση της οπτικής πυκνότητας στα 260 και 280 nm, 

σύμφωνα με τον τύπο: Συγκέντρωση πρωτεΐνης (μg/5 μl) = Απορρόφηση στα 

280 nm x factor x 1000. Στα δείγματα που προορίζονταν για την 

ηλεκτροφόρηση, τοποθετήθηκε ποσότητα συνολικής πρωτεΐνης περίπου 50 

μg, με μέγιστο όγκο δείγματος 20 μl. 

 Προσθήκη 20 μl δείγματος από το κυτταρικό εκχύλισμα, 7,5 μl Sample 

Loading Buffer 4x (LDS) και 3 μl 1Μ διθειοθρεϊτόλη (DTT) σε πλαστικά 

φιαλίδια τύπου eppendorf. 

 Τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 70 
ο
C  για 20 

λεπτά για να αποδιαταχθούν. 
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γ. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε γέλη πολυακρυλαμιδίου 

 Χρησιμοποιήθηκε έτοιμη γέλη πολυακρυλαμιδίου με 10 θέσεις, 

διαβαθμισμένης πυκνότητας 4-12% (SDS-polyacrylamide Bis-Tris Mini Gels, 

NuPAGE, Invitrogen) (Εικόνα 10). 

 Στα 9 πρώτα πηγαδάκια της γέλης πολυακρυλαμιδίου φορτώθηκαν τα 

δείγματα, ενώ στη 10η θέση φορτώθηκε δείγμα πρωτεϊνών γνωστού μοριακού 

βάρους (prestained protein ladder) (Ιnvitrogen). Η ηλεκτροφόρηση έγινε με τη 

συσκευή Xcell SureLock
TM

 Mini-Cell CE mark (Invitrogen) μέσα σε διάλυμα 

ηλεκτροφόρησης (running buffer) [50 mM Tris Base, 50 mM 3-(N- 

μορφολινο)-προπανο-θεϊικό οξύ, 0, 1 % θεϊικό δωδεκυλικό νάτριο και 1 mM 

αιθυλενο-διαμινο-τετραοξεικό οξύ], στα 60 mA για περίπου 1 ώρα. 
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Εικόνα 10. Ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών σε γέλη πολυακρυλαμιδίου 10 θέσεων 

 

δ. Στύπωση.  

 ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (Whatman, 

Potran 85) μέσα σε διάλυμα μεταφοράς (transfer buffer) [5 % Transfer buffer 

NuPage 20 x (Invitrogen), 0,1 % NuPage Antioxidant (Invitrogen), 10%  

Methanol, 84,9 % απεσταγμένο νερό], με τη χρήση της συσκευής Xcell 

SureLock
TM

 Mini-Cell CE mark (Invitrogen Co., Carlsbad, CA). Για να 
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επιτευχθεί αυτό, απαραίτητη ήταν η τοποθέτηση της γέλης σε επαφή με τη 

μεμβράνη νιτροκυτταρίνης και 2 κομμάτια χαρτιού χρωματογραφίας 3Μ. Η 

συσκευή μεταφοράς των πρωτεϊνών ρυθμίστηκε στα 150 mA για 2,5 ώρες.  

 Για την επιβεβαίωση της επιτυχούς πρωτεϊνικής μεταφοράς έγινε χρώση 

Ponceau στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (Εικόνα11). Η μεμβράνη 

τοποθετήθηκε σε διάλυμα Ponceau που αποτελούνταν από 0,1 % σκόνης 

Ponceau S (Biomedicals) σε 5% οξικό οξύ  για ένα περίπου λεπτό, μέχρι να 

χρωσθούν όλες οι πρωτεΐνες που μεταφέρθηκαν. Ακολούθησε πλύση με 

απεσταγμένο νερό για να ελαττωθεί η  χρώση του υποστρώματος, 

τοποθετήθηκε μεταξύ δύο διάφανων πλαστικών επιφανειών και σαρώθηκε με  

την συσκευή σάρωσης HP Scanjet G3010. Η χρώση Ponceau απομακρύνθηκε 

μετά από πλύσεις με απεσταγμένο νερό και η μεμβράνη διατηρήθηκε σε 

θερμοκρασία περιβάλλοντος ώστε να στεγνώσει. 
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Εικόνα 11. Μεμβράνη νιτροκυτταρίνης με τη χρώση Ponceau για την επιβεβαίωση 

της επιτυχούς και πλήρους πρωτεϊνικής μεταφοράς 

 

 

ε. Ανοσολογική ανίχνευση των πρωτεινών στις μεμβράνες 

 Πρώτα απ’όλα έγινε επώαση των μεμβρανών για 2 ώρες σε θερμοκρασία 

δωματίου υπό συνεχή ανακίνηση (συσκευή ανακίνησης: SLOS-20 Orbital 

Shaker) με διάλυμα παρεμπόδισης [ρυθμιστικό διάλυμα ΤBS 1x (10 mM Tris-

HCl, pH 7.6, 0.154 mM NaCl) που περιείχε 0,05% Τween 20x και 5% άπαχο 

γάλα σε σκόνη]. Ο λόγος που γίνεται αυτή η επώαση είναι για να καλυφθούν 

οι μη ειδικές θέσεις δέσμευσης του δευτερογενούς αντισώματος. 
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 Στη συνέχεια έγινε επώαση των μεμβρανών με τα πρωτογενή αντισώματα. Η 

επώαση πραγματοποιήθηκε καθόλη τη διάρκεια της νύκτας, στο ψυγείο (4
o
C) 

και υπό συνεχή ανακίνηση. Το διάλυμα που περιείχε τα πρωτογενή 

αντισώματα ήταν ίδιο με το διάλυμα παρεμπόδισης. Τα πρωτογενή 

αντισώματα που χρησιμοποιηθήκαν βρίσκονται στον παρακάτω πίνακα: 

 

 

Πίνακας 2. Πρωτογενή αντισώματα 

Αντίσωμα Είδος 

Ζώο 

παρασκευής 

Εταιρεία Συγκέντρωση 

Μέγεθος 

πρωτεΐνης 

ERdj5 

13101-1-AP 

Πολυκλωνικό Κουνέλι 

Proteintech 

Group, Inc., 

Chicago, USA 

1:500 94 kDa 

TRX-1 

ab16835 

Πολυκλωνικό Κουνέλι 

Abcam Inc, 

Camcridge, UK 

1:2000 12 kDa 

DSP H-300 

sc-33586 

Πολυκλωνικό Κουνέλι 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Inc., Santa Cruz, 

CA 

1:250 89 kDa 

GAPDH 

MAB374 

Μονοκλωνικό Ποντίκι 

Millipore, 

Billerica, MA, 

USA 

1:500 49 kDa 
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Η ανίχνευση της αφυδρογονάσης της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης (GAPDH) έγινε 

με στόχο τον έλεγχο των συγκεντρώσεων της ολικής πρωτεΐνης σε κάθε δείγμα, 

δεδομένου ότι η έκφρασή της παραμένει σταθερή στα υπό μελέτη συστήματα 

(housekeeping gene). 

Έπειτα απομακρύνθηκε και φυλάχθηκε το πρωτογενές αντίσωμα και οι μεμβράνες 

επωάστηκαν με τα δευτερογενή αντισώματα. 

 Έγιναν 2 πλύσεις x 10 λεπτά σε διάλυμα TBS 1x και Τween και 1 πλύση x 10 

λεπτά σε διάλυμα TBS 1x υπό ανακίνηση σε θερμοκρασία δωματίου. 

 Προστέθηκε το δευτερογενές αντίσωμα (Πίνακας 3) και ακολούθησε 

ανακίνηση για 2 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου.  
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Πίνακας 3. Δευτερογενή αντισώματα 

Αντίσωμα Ζώο παρασκευής Εταιρεία Συγκέντρωση 

anti-mouse  

IgG-HRP 

AP124P 

Κατσίκα 

Millipore, Billerica, 

MA, USA 

1:100.000 

anti-rabbit  

IgG-HRP 

AP132P 

Κατσίκα 

Millipore, Billerica, 

MA, USA 

1:100.000 

anti-rabbit  

IgG-biotin 

E0432 

Κατσίκα Dako Denmark 1:2000 

 

στ. Ανίχνευση του σήματος της ανοσοστύπωσης 

Για τα αντισώματα  ERdj5, TRX-1 και GAPDH χρησιμοποιήθηκε το σύστημα 

χημειοφωταύγειας ECL ώστε να ανιχνευτεί το σήμα. Ο μηχανισμός λειτουργίας του 

συστήματος περιλαμβάνει οξείδωση της λουμινόλης από την υπεροξειδάση (HRP) 

που είναι συνδεδεμένη με το δευτερογενές αντίσωμα. Η αντίδραση που προκαλείται 

καταλήγει στην παραγωγή προϊόντων που παράγουν φωταύγεια με υψηλή ένταση και 

η οποία ανιχνεύεται με αμαύρωση του ακτινογραφικού φιλμ. Με αυτό τον τρόπο 

αναδεικνύεται η θέση και η ποσότητα της πρωτεΐνης στη μεμβράνη. Πιο 

συγκεκριμένα έγιναν: 
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 3 πλύσεις x 10 λεπτά με διάλυμα TBS 1x. 

 Επώαση με το σύστημα λουμινόλης-ενισχυτή, με τη χρήση ίσων ποσοτήτων 

από τα δυο συστατικά του συστήματος (Reagent A και Reagent B) (Thermo 

Scientific). 

 Καταγραφή του φωτεινού σήματος σε ακτινογραφικά φιλμ (Fuji).  

 1 έκπλυση των μεμβρανών x 10 λεπτά με TBS 1x και Tween 20x. 

 Διατήρηση των μεμβρανών σε TBS 1x και Tween 20x στους 4
o
C ώστε να 

επωαστούν με άλλα αντισώματα.  

Για την ανίχνευση της πρωτεΐνης DSP H-300 χρησιμοποιήθηκε το ενζυμικό σύστημα 

αβιδίνης/βιοτίνης/υπεροξειδάσης που λειτουργεί με υπόστρωμα τη διαμινοβενζιδίνη 

(DAB). Όσον αφορά την επώαση με τα αντισώματα η μόνη διαφορά είναι ότι στην 

περίπτωση αυτή το δευτερογενές αντίσωμα ήταν βιοτινυλιωμένο. Έπειτα 

πραγματοποιήθηκε: 

 Επώαση των μεμβρανών για 1 ώρα με το σύμπλεγμα αβιδίνης-βιοτίνης (ΑΒ 

complex, Vector) σε αραίωση 1:50 σε TBS 1x. 

 1 έκπλυση x 10 λεπτά σε διάλυμα TBS 1x 

 Τοποθέτηση στο χρωμογόνο υπόστρωμα DAB 0,1%  σε TBS 1x, με 0,05% 

υπεροξείδιο του υδρογόνου. Στην περίπτωση αυτή το αποτέλεσμα είναι καφέ 

ζώνες που εμφανίζονται πάνω στην μεμβράνη. 

ζ. Ποσοτικοποίηση του σήματος της ανοσοστύπωσης 

   Τα φιλμ (για την τεχνική ECL) και οι μεμβράνες (εφόσον είχαν χρωσθεί με DAB) 

σαρώθηκαν με τη χρήση της συσκευής Hewlett-Packard Scanjet G3010. Η 



56 

ποσοτικοποίηση της οπτικής πυκνότητας της κάθε πρωτεΐνης έγινε με το λογισμικό 

Image J. Η ένταση του σήματος για το κάθε δείγμα προέκυψε από τον τύπο (255-

Mean). Για τη διόρθωση λαθών στην ποσότητα της πρωτεΐνης που φορτώθηκε, έγινε 

ομαλοποίηση των αποτελεσμάτων μέσω της διαίρεσης της ποσότητας του σήματος 

της ζώνης των υπό μελέτη πρωτεϊνών με την ποσότητα του σήματος της ζώνης της 

πρωτεΐνης GAPDH του ίδιου δείγματος. Η GAPDH χρησιμοποιείται για τη 

"διόρθωση" της ποσότητας της συνολικής πρωτεΐνης σε κάθε δείγμα γιατί η έκφρασή 

της παραμένει σταθερή στα υπό μελέτη συστήματα. 
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3. Αποτελέσματα 

3.1 Επίδραση της τουνικαμυκίνης και του DMSO στη βιωσιμότητα των 

πολφικών κυττάρων  

   Ο έλεγχος της βιωσιμότητας των κυττάρων έγινε με τη χρωματομετρική μέθοδο 

MTT. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τόσο η χορήγηση της τουνικαμυκίνης, όσο και 

του διαλύτη της, DMSO, δεν επέφεραν σημαντικές επιπτώσεις στη βιωσιμότητά τους.  

Όπως φαίνεται στον Πίνακα 4 και το Διάγραμμα 1, η μεγαλύτερη μείωση στη 

ζωτικότητα των κυττάρων παρατηρήθηκε 48 ώρες μετά τη χορήγηση της 

τουνικαμυκίνης (88,2%), ωστόσο η διαφορά αυτή σε σχέση με τις υπόλοιπες ομάδες 

δεν είναι σημαντική. Επομένως, η MTT μέθοδος  απέδειξε ότι οι συγκεκριμένες 

συγκεντρώσεις τουνικαμυκίνης και DMSO που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη δεν 

επέφεραν το θάνατο στο μεγαλύτερο αριθμό των καλλιεργούμενων κυττάρων.  

 

 

Πίνακας 4. Ποσοστιαία μεταβολή της βιωσιμότητας των κυττάρων μετά τη χορήγηση της 

τουνικαμυκίνης και του DMSO σε σχέση με τα κύτταρα της ομάδας ελέγχου  

 

Ομάδα 

ελέγχου     

4 ώρες 

 

Ομάδα 

DMSO 

4 ώρες 

 

Ομάδα 

τουνικαμυκίνης  

4 ώρες 

 

Ομάδα 

ελέγχου 

24 ώρες 

 

Ομάδα 

DMSO 

24 ώρες 

 

Ομάδα 

τουνικαμυκίνης 

24 ώρες 

 

Ομάδα 

ελέγχου  

48 ώρες 

 

Ομάδα 

DMSO 

48 ώρες 

 

Ομάδα 

τουνικαμυκίνης   

48 ώρες 

100% 107% 100,6% 100% 92,1% 99,7% 100% 99,4% 88,2% 
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3.2 Επίδραση της τουνικαμυκίνης και του DMSO στα επίπεδα της 

πρωτεΐνης ERdj5 στα πολφικά κύτταρα 

   Η επίδραση της τουνικαμυκίνης και του διαλύτη αυτής (DMSO) στα επίπεδα της 

ERdj5 (δείκτη για το στρες του ενδοπλασματικού δικτύου) εξετάστηκε όπως 

αναφέρθηκε με την τεχνική της ανοσοστύπωσης κατά Western. Τα δείγματα που 

αναλύθηκαν εμφάνισαν μία ζώνη της ERdj5 πρωτεΐνης με μοριακό βάρος 94kDa η 

οποία και χρησιμοποιήθηκε για την ποσοτικοποίηση. 

    Όπως απεικονίζεται τόσο στο φιλμ της εικόνας 12, όσο και στο διάγραμμα 2 που 

προέκυψε από τις ποσοτικοποιήσεις του σήματος της ERdj5, αυτό ήταν μη 

ανιχνεύσιμο  στις 4 και 48 ώρες μετά τη χορήγηση των διαλυμάτων, με αποτέλεσμα 

να μη μπορεί να ποσοτικοποιηθεί. Αντίθετα, ικανοποιητικό σήμα εμφανίστηκε στις 

24 ώρες μετά τη χορήγηση των διαλυμάτων. Η στατιστική επεξεργασία (one-way 
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Anova, Εικόνα 13) έδειξε σημαντική επίπτωση των χορηγούμενων ουσιών στα 

επίπεδα της πρωτεΐνης ERdj5 [F(2, 13) = 18,002, p<0,0001]. Πιο συγκεκριμένα, η μετα-

ανάλυση έδειξε ότι στα κύτταρα που χορηγήθηκε η τουνικαμυκίνη παρατηρήθηκε  

αύξηση των επιπέδων της πρωτεΐνης ERdj5 σε σχέση με τα κύτταρα της ομάδας 

ελέγχου (p<0,001) (Εικόνα 13). Aύξηση των επιπέδων της πρωτεΐνης ERdj5 

εμφανίστηκε και μετά την χορήγηση της τουνικαμυκίνης, σε σχέση με την ομάδα 

κυττάρων στα οποία χορηγήθηκε μόνο ο διαλύτης (DMSO) (p=0,003). Ωτόσο μεταξύ 

των κυττάρων της ομάδας ελέγχου και της ομάδας στην οποία χορηγήθηκε ο 

διαλύτης DMSO δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές. 
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3.3 Επίδραση της τουνικαμυκίνης και του DMSO στα επίπεδα της 

πρωτεΐνης TRX-1 

   Η επίδραση της τουνικαμυκίνης και του DMSO στην πρωτεΐνη-αντιοξειδωτικό 

παράγοντα TRX-1 εξετάστηκε με  την τεχνική της ανοσοστύπωσης κατά Western. Τα 

δείγματα που αναλύθηκαν εμφάνισαν μια ζώνη της πρωτεΐνης TRX-1 με μοριακό 

βάρος 12kDa η οποία και ποσοτικοποιήθηκε. Στην Εικόνα 14 παρουσιάζεται 

χαρακτηριστική εικόνα ενός φιλμ όπου με χημειοφωταύγεια έχουν ανιχνευθεί τα 

επίπεδα της TRX-1, καθώς και η αντίστοιχη μεμβράνη όπου με χρώση DAB έχουν 

ανιχνευθεί τα επίπεδα της πρωτεΐνης GAPDH.   

    Η στατιστική επεξεργασία (one-way Anova, Εικόνα 15) έδειξε σημαντική 

επίπτωση των χορηγούμενων ουσιών στα επίπεδα της πρωτεΐνης TRX-1[F(8, 42) = 

4,052, p=0,002]. Η μεγαλύτερη μείωση της έκφρασης της TRX-1 των κυττάρων της 

ομάδας της τουνικαμυκίνης σε σχέση με την ομάδα ελέγχου πραγματοποιείται στο 

χρονικό διάστημα των 4 ωρών και είναι στατιστικά σημαντική (p=0,002) (Διάγραμμα 

3, Εικόνα 15). Για τις 24 και τις 48 ώρες οι διαφορές μεταξύ των ομάδων της κάθε 

χρονικής στιγμής δεν είναι στατιστικά σημαντικές (Εικόνα 15). Τέλος στατιστικά 

σημαντική διαφορά φαίνεται να υπάρχει μεταξύ των κυτταρικών ομάδων που έλαβαν 

την τουνικαμυκίνη για 4 και 48 ώρες, όπου η έκφραση της TRX-1 φαίνεται να 

αυξάνεται (p=0,047) (Διάγραμμα 3, Εικόνα 15).  

   Συνοψίζοντας, τα επίπεδα της πρωτεΐνης TRX-1 επηρεάζονται σημαντικά από την 

χορήγηση της τουνικαμυκίνης εμφανίζοντας σημαντική μείωση σε σύντομο χρονικό 

διάστημα από την εφαρμογή της, αλλά στη συνέχεια ανακάμπτουν, καθώς η μείωση 

αυτή ελαττώνεται με την πάροδο του χρόνου. 
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3.4 Επίδραση των ανακαλλιεργειών στη γήρανση των πολφικών 

κυττάρων 

   Η ανίχνευση της κυτταρικής γήρανσης έγινε με τη δοκιμασία της σχετιζόμενης με 

τη γήρανση β-γαλακτοσιδάσης (SA β-gal). Σύμφωνα με τη μέτρηση, ο αριθμός των 

θετικών για τη χρώση κυττάρων αυξάνεται παράλληλα με τον αριθμό των 

ανακαλλιεργειών. Όπως μπορούμε να διακρίνουμε στην Εικόνα 16, κατά την 3
η
 

ανακαλλιέργεια δεν εντοπίστηκαν γηρασμένα (χρωσμένα μπλε) κύτταρα, ενώ κατά 

την 20
η
 το ποσοστό των χρωσμένων κυττάρων ήταν περίπου 35%. Για τις ενδιάμεσες 

ανακαλλιέργειες 8
η
, 12

η 
και 16

η  
τα ποσοστά ήταν 14%, 20% και 26% αντίστοιχα. 

Αυτό υποδηλώνει ότι ο αριθμός των γηρασμένων πολφικών κυττάρων αυξήθηκε 

σταδιακά,  με την πρόοδο των ανακαλλιεργειών. 
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3.5 Επίδραση των ανακαλλιεργειών στα χαρακτηριστικά των 

οδοντικών πολφικών κυττάρων 

    Όπως παρατηρήθηκε στο ανάστροφο μικροσκόπιο  τα "γηρασμένα" κύτταρα έχουν 

χάσει σε μεγάλο βαθμό την ικανότητα ή το ρυθμό πολλαπλασιασμού τους, δεδομένου 

ότι  στο ίδιο χρονικό διάστημα δεν καλύπτουν στον ίδιο βαθμό την ίδια επιφάνεια του 

τρυβλίου. Όπως χαρακτηριστικά φαίνεται στην Εικόνα 17, στην πρώτη φωτογραφία 

που ελήφθη 3 ημέρες μετά την 3
η
 ανακαλλιέργεια τα κύτταρα βρίσκονται σε 

πληρότητα, ενώ στη δεύτερη (3 ημέρες μετά την 20
η
 ανακαλλιέργεια), τα κύτταρα 

καταλαμβάνουν μόνο το 30-40% της επιφάνειας του τρυβλίου. Ακόμη, τα νεαρά 

κύτταρα στην 3
η
 ανακαλλιέργεια έχουν την τυπική μορφή που χαρακτηρίζει τον 

ετερογενή πληθυσμό των κυττάρων του πολφού, ενώ στην 20
η
 ανακαλλιέργεια 

κάποιοι κυτταρικοί πληθυσμοί, όπως οι ινοβλάστες, υπερέχουν αριθμητικά σε σχέση 

με τους υπόλοιπους.  
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3.6 Επίδραση των ανακαλλιεργειών των πολφικών κυττάρων στα 

επίπεδα της πρωτεΐνης ERdj5  

   Τα επίπεδα της πρωτεΐνης ERdj5 προσδιορίστηκαν με ανοσοστύπωση κατά 

Western σε ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα από την 3
η
, την 8

η
, τη 12

η
, τη 16

η
 και την 

20
η
 ανακαλλιέργεια. Τα δείγματα που αναλύθηκαν εμφάνισαν μία ζώνη της ERdj5 

πρωτεΐνης με μοριακό βάρος 94kDa η οποία και χρησιμοποιήθηκε για την 

ποσοτικοποίηση. 

   H στατιστική επεξεργασία (one-way Anova, Εικόνα 19) έδειξε οριακά σημαντική 

επίπτωση των χορηγούμενων ουσιών στα επίπεδα της πρωτεΐνης [F(4,9) =4,592, 

p=0,06]. Η μετα-ανάλυση έδειξε ότι εκτός από τη στατιστικά σημαντική διαφορά 

μεταξύ 3
ης

 και 20
ης

 ανακαλλιέργειας (p=0,01), βρέθηκαν και στατιστικά σημαντικές 

μεταβολές μεταξύ 3
ης

 και 16
ης

 ανακαλλιέργειας (p=0,048) αλλά και μεταξύ 12
ης

 και 

20
ης

 ανακαλλιέργειας (p=0,041). Στην Εικόνα 18, καθώς και στο διάγραμμα 4, τα 

επίπεδα της ERdj5 έχουν γενικά ομοιόμορφη καθοδική πορεία από την 3
η
 στην 20

η
 

ανακαλλιέργεια. Εξαίρεση αποτελεί ίσως η 12
η
 ανακαλλιέργεια, όπου η έκφραση 

είναι αυξημένη σε σχέση με την 8
η
, χωρίς όμως η διαφορά αυτή να είναι στατιστικά 

σημαντική. 
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3.7 Επίδραση των ανακαλλιεργειών των πολφικών κυττάρων στα 

επίπεδα της πρωτεΐνης TRX-1  

   Η έκφραση της πρωτεΐνης TRX-1 μετρήθηκε με ανοσοστύπωση κατά Western σε 

ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα από την 3
η
, την 8

η
, τη 12

η
, τη 16

η
 και την 20

η
 

ανακαλλιέργεια. Τα δείγματα που αναλύθηκαν εμφάνισαν μία ζώνη της TRX-1 

πρωτεΐνης με μοριακό βάρος 12kDa η οποία και χρησιμοποιήθηκε για την 

ποσοτικοποίηση. 

   Τα αποτελέσματα δεν έδειξαν ιδιαίτερη μεταβολή του αντιοξειδωτικού παράγοντα, 

παρά μόνο μια τάση προς μείωση (Εικόνα 20, Διάγραμμα 5). Πιο συγκεκριμένα κατά 

την 8
η
 ανακαλλιέργεια το ποσοστό έκφρασης της TRX-1 εκφρασμένο ως επί τοις 

εκατό της 3
ης

 ανακαλλιέργειας είναι 92%, ενώ τα ποσοστά για την 12
η
 , 16

η
 και 20

η
 

ανακαλλιέργεια είναι 98%, 92% και 77% αντίστοιχα. Η στατιστική ανάλυση έδειξε 

ότι οι διαφορές αυτές δεν ήταν σημαντικές. 
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3.8 Επίδραση των ανακαλλιεργειών πολφικών κυττάρων στα επίπεδα 

της πρωτεΐνης DSP  

   Τα επίπεδα της πρωτεΐνης DSP μετρήθηκαν με ανοσοστύπωση κατά Western σε 

ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα από την 3
η
, την 8

η
, τη 12

η
, τη 16

η
 και την 20

η
 

ανακαλλιέργεια. Τα δείγματα που αναλύθηκαν εμφάνισαν μία ζώνη της DSP με 

μοριακό βάρος 89 kDa η οποία και χρησιμοποιήθηκε για την ποσοτικοποίηση. 

   Η στατιστική ανάλυση στην περίπτωση αυτή έδειξε σημαντική επίπτωση της 

αναπαραγωγικής γήρανσης στην DSP [F(4,9)=11,583, p=0,01]. Η DSP εμφάνισε 

πτωτική πορεία από την 3
η
 έως την 20

η
 ανακαλλιέργεια. Αξιοσημείωτη είναι η 

μείωση στην έκφραση της DSP μεταξύ της 3
ης

 και της 20
ης

 ανακαλλιέργειας 

κυττάρων, όπου η διαφορά είναι στατιστικά σημαντική σε επίπεδο σημαντικότητας 

p=0,001. Ωστόσο και οι διαφορές των υπόλοιπων ανακαλλιεργειών από την 20
η
 

ανακαλλιέργεια είναι στατιστικά σημαντικές. Πιο συγκεκριμένα υπάρχει μείωση 

μεταξύ της 8
ης

 και της 20
ης

 ανακαλλιέργειας (p=0,008), μεταξύ της 12
ης

 και της 20
ης

 

(p=0,009), αλλά και μεταξύ της 16
ης

 και της 20
ης

 ανακαλλιέργειας (p=0,03).  Στην 

εικόνα 21 και το Διάγραμμα 6 φαίνεται χαρακτηριστικά η πορεία ελάττωσης που 

ακολουθεί η έκφραση της DSP κατά τη μετάβαση στην 20
η
 ανακαλλιέργεια.  
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   Συνοψίζοντας, τα αποτελέσματα της αναπαραγωγικής γήρανσης της παρούσας 

μελέτης είναι τα εξής: κατά την επαγωγή της γήρανσης μέσω ανακαλλιεργειών 

παρατηρήθηκε σταδιακή ελάττωση των επιπέδων των πρωτεϊνών DSP και ERdj5, 

ενώ η έκφραση της TRX-1 διατηρήθηκε σχετικά σταθερή, με μια μικρή ίσως τάση 

για μείωση (Διάγραμμα 7). Τα αποτελέσματα αυτά, διαφέρουν συγκριτικά με τα 

αποτελέσματα στο μοντέλο επαγωγής του στρες του ενδοπλασματικού δικτύου, όπου 

η έκφραση της ERdj5 αυξήθηκε, ενώ η έκφραση της TRX-1 ακολούθησε καθοδική 

πορεία (Διάγραμμα 8). 
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* 

Διάγραμμα 8. Συγκεντρωτικό διάγραμμα που απεικονίζει τις μεταβολές των επιπέδων των ERdj5 και TRX-1 μετά από τη 

χορήγηση της τουνικαμυκίνης σε σχέση με το χρόνο μετά τη χορήγηση αυτή. Tα επίπεδα της TRX-1 είναι αυξημένα  στις 48 

ώρες σε σχέση με τις 4 ώρες μετά τη χορήγηση της τουνικαμυκίνης.  Η πρωτεΐνη ERdj5 ανιχνεύτηκε μόνο στις 24 ώρες μετά 

τη χορήγηση της τουνικαμυκίνης. Τα αποτελέσματα φαίνονται ως ο λόγος της μέσης τιμής της οπτικής πυκνότητας της κάθε 

πρωτεΐνης προς τη GAPDH ± SE, εκφρασμένα ως % της ομάδας ελέγχου. Το * δηλώνει διαφορές σε επίπεδο στατιστικής 

σημαντικότητας  p<0,05. 
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4. Συζήτηση -Συμπεράσματα 

   Για τη μελέτη αυτή αναπτύχθηκαν πρωτογενείς καλλιέργειες ανθρώπινων 

οδοντικών πολφικών κυττάρων, στις οποίες διερευνήθηκαν τυχόν αλλαγές στα 

επίπεδα πρωτεϊνών, μετά από πρόκληση στρες του ενδοπλασματικού δικτύου και 

αναπαραγωγικής γήρανσης. Ο έλεγχος των επιπτώσεων έγινε με τη μελέτη των 

πρωτεϊνών ERdj5, TRX-1 και DSP. Η υπόθεση της μελέτης αυτής ήταν ότι κατά την 

πρόκληση στρες του ενδοπλασματικού δικτύου θα πραγματοποιηθούν μεταβολές στα 

κύτταρα, ανάλογες με αυτές που συμβαίνουν κατά την αναπαραγωγική γήρανση, 

καθώς έχει προταθεί σε άλλα συστήματα ότι το έντονο ή παρατεταμένο κυτταρικό 

στρες είναι παράγοντας που οδηγεί σε πρόωρη γήρανση (Deursen 2014). 

 

4.1 Κυτταρικά μοντέλα της μελέτης 

   Το μοντέλο στρες του ενδοπλασματικού δικτύου που εφαρμόστηκε, βασίστηκε 

στο καλά χαρακτηρισμένο σε άλλα συστήματα πρωτόκολλο με τη χρήση της 

τουνικαμυκίνης (Oslowski και Urano 2011). Ωστόσο, το συγκεκριμένο μοντέλο δεν 

έχει μέχρι σήμερα εφαρμοστεί σε ανθρώπινα κύτταρα του πολφού. Διαφορετικά 

πρωτόκολλα για την πρόκληση στρες του ενδοπλασματικού δικτύου έχουν 

χρησιμοποιήσει μη-κυτταροτοξικές δόσεις τουνικαμυκίνης που κυμαίνονται μεταξύ 2 

και 5 μg/ml  με διαφορετική διάρκεια έκθεσης. Για παράδειγμα, 2,5-5 μg/ml 

τουνικαμυκίνης για 5 ώρες (Oslowski και Urano 2011) ή 2 μg/ml για 4 και για 24 

ώρες, σε ανθρώπινα ηπατικά καρκινικά κύτταρα (Giordano και συν 2014). Η 

χρησιμοποιηθείσα στην παρούσα μελέτη συγκέντρωση της τουνικαμυκίνης 

(3,5μg/ml) βρίσκεται εντός των συνήθως χρησιμοποιούμενων ορίων.  Οι δύο πρώτοι 
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χρόνοι έκθεσης στην τουνικαμυκίνη στο δικό μας μοντέλο (4 και 24 ώρες), είναι 

εκείνοι που επίσης χρησιμοποιούνται συνήθως στη βιβλιογραφία (Giordano και συν 

2014) , ενώ το τρίτο χρονικό σημείο επιλέχθηκε με στόχο να ελεγχθούν οι επιπτώσεις 

της τουνικαμυκίνης μεσοπρόθεσμα. Με βάση την απουσία σημαντικής επίπτωσης 

στη βιωσιμότητα (αποτελέσματα χρωματομετρικής μεθόδου MTT), επιβεβαιώνεται 

ότι η συγκέντρωση τουνικαμυκίνης που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη ήταν 

κατάλληλη να προκαλέσει στρες του ενδοπλασματικού δικτύου, χωρίς όμως να 

οδηγήσει σε κυτταρικό θάνατο. 

   Το μοντέλο της αναπαραγωγικής γήρανσης που εφαρμόστηκε στην παρούσα 

μελέτη, βασίστηκε  στη βιβλιογραφία όπου αναφέρεται ότι η αύξηση του αριθμού 

των ανακαλλιεργειών οδηγεί τα κύτταρα σε γήρανση (Cristofalo και Pignolo 1993) . 

Στη δική μας μελέτη, τα κύτταρα έφτασαν έως την 20
η
 ανακαλλιέργεια, ενώ ως 

ομάδα ελέγχου θεωρήθηκαν τα κύτταρα της 3
ης

 ανακαλλιέργειας. Στη βιβλιογραφία, 

ο αριθμός των ανακαλλιεργειών προκειμένου τα κύτταρα  να θεωρηθούν γηρασμένα 

ποικίλει. Ενδεικτικά αναφέρεται ότι ο Lee και οι συνεργάτες του (2013) 

χρησιμοποίησαν πολφικά κύτταρα της 25
ης

 ανακαλλιέργειας ως γηρασμένα, ενώ ως 

νεαρά κύτταρα ελέγχου θεώρησαν τα πολφικά κύτταρα της 5
ης

 ανακαλλιέργειας. Στη 

δική μας περίπτωση, η απόδειξη της κυτταρικής γήρανσης προέκυψε α) από την 

αύξηση της δραστηριότητας της σχετιζόμενης με τη γήρανση β-γαλακτοσιδάσης και 

β) από τη μείωση της πολλαπλασιαστικής ικανότητας των κυττάρων. Τα ευρήματα 

αυτά αποτελούν δείκτες της κυτταρικής γήρανσης και επιβεβαιώνουν ότι τα υπό 

εξέταση πολφικά κύτταρα στην 20
η
 ανακαλλιέργεια είναι γηρασμένα.   
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4.2  Επιπτώσεις σε πρωτεϊνικό επίπεδο του στρες του 

ενδοπλασματικού δικτύου 

   Με βάση την αύξηση των επιπέδων της πρωτεΐνης ERdj5 που παρατηρήθηκε στα 

νεαρά πολφικά κύτταρα 24 ώρες μετά την εφαρμογή της τουνικαμυκίνης, 

συμπεραίνεται ότι η ουσία αυτή όντως προκάλεσε στρες του ενδοπλασματικού 

δικτύου, με τρόπο χρονοεξαρτώμενο, καθώς σε 4 και 48 ώρες μετά  τη χορήγησή της 

το σήμα ήταν μη ανιχνεύσιμο. Η χορήγηση της τουνικαμυκίνης φάνηκε να προκαλεί 

έντονο στρες του ενδοπλασματικού δικτύου, με την αύξηση της έκφρασης της  

πρωτεΐνης να είναι στατιστικά πολύ σημαντική, ενώ η χορήγηση του διαλύτη της 

(DMSO) δε φαίνεται να έχει συμμετοχή στο στρες αυτό. Τα αποτελέσματα αυτά 

συμφωνούν με προηγούμενες μελέτες σε άλλα κυτταρικά συστήματα. Στη μελέτη της 

Giordano και συνεργατών (2014) με τη χορήγηση τουνικαμυκίνης σε ανθρώπινα 

ηπατικά καρκινικά κύτταρα ένας άλλος δείκτης στρες του ενδοπλασματικού δικτύου 

(η πρωτεΐνη BiP) εμφανίστηκε αυξημένος τόσο στις 4 όσο και στις 24 ώρες μετά τη 

χορήγηση, όμως η αύξηση ήταν μεγαλύτερη στις 4 ώρες  και όχι στις 24. Η χρονική 

διαφορά των αποκρίσεων που βρέθηκε μεταξύ της μελέτης των Giordano και 

συνεργατών και της παρούσας μελέτης μπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι 

χρησιμοποιήθηκαν διαφορετικοί δείκτες στρες (BiP και ERdj5) και διαφορετικά 

κύτταρα, όπου τα συστήματα απόκρισης μπορεί να πυροδοτούνται με άλλο χρονισμό. 

Κλείνοντας, είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι η προσθήκη του διαλύτη της 

τουνικαμυκίνης στα πολφικά κύτταρα δεν οδήγησε σε αύξηση της έκφρασης της 

ERdj5 και συνεπώς σε στρες του ενδοπλασματικού δικτύου, γεγονός που σημαίνει ότι 

το στρες που προκλήθηκε οφειλόταν καθαρά και μόνο στην τουνικαμυκίνη. 
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    Στα νεαρά πολφικά κύτταρα η πρωτεΐνη TRX-1 φάνηκε να έχει μικρή μείωση 4 

ώρες με τη χορήγηση της τουνικαμυκίνης, ενώ τα επίπεδά της επανέρχονται στις 24 

και 48 ώρες. Η πρωτεΐνη αυτή αποτελεί έναν αντιοξειδωτικό παράγοντα, που έχει 

αναφερθεί ότι αυξάνεται σε περιπτώσεις στρες του ενδοπλασματικού δικτύου για να 

το καταστείλει (Zeng και συν 2013). Ωστόσο στην παρούσα μελέτη αρχικά 

παρατηρήθηκε μείωσή της. Αυτό μπορεί να οφείλεται στη λειτουργική φάση που 

βρισκόταν τη στιγμή που την ανιχνεύσαμε. Είναι δηλαδή πιθανό η ανίχνευση να έγινε 

τη στιγμή που η TRX-1 είχε σε μεγάλο βαθμό καταναλωθεί για να αντισταθμίσει το 

στρες του ενδοπλασματικού δικτύου. Ωστόσο, στις 24 και στις 48 ώρες η έκφραση 

της TRX-1 φαίνεται να αυξάνεται σε βαθμό στατιστικά σημαντικό σε σχέση με την 

έκφρασή της στις 4 ώρες, γεγονός που πιθανόν αντικατοπτρίζει την προσπάθεια του 

μορίου να ανακάμψει. 

 

4.3 Επιπτώσεις σε πρωτεϊνικό επίπεδο στο μοντέλο της 

αναπαραγωγικής γήρανσης 

   Η υπόθεσή μας ήταν ότι η γήρανση θα παρουσιάζει μεταβολές στον δείκτη στρες 

του ενδοπλασματικού δικτύου ERdj5 αντίστοιχες με αυτές που συμβαίνουν όταν 

υπάρχει  στρες του ενδοπλασματικού δικτύου. Ωστόσο, στα γηρασμένα κύτταρα η 

μελέτη αυτή έδειξε μείωση των επιπέδων πρωτεΐνης ERdj5. Μάλιστα η ελάττωση 

των επιπέδων μεταξύ των νεαρών κυττάρων της 3
ης

 ανακαλλιέργειας και των 

γηρασμένων κυττάρων της 16
ης

 και 20
ης

 ανακαλλιέργειας ήταν στατιστικά σημαντική, 

γεγονός που υπογραμμίζει την βαθμιαία πτώση των επίπεδων της με την προϊούσα 

γήρανση. Φαίνεται επομένως ότι καθώς τα κύτταρα γερνούν πραγματοποιείται 
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σταδιακή μείωση των επιπέδων αυτού του δείκτη κυτταρικού στρες. Πιθανόν, η 

μείωση αυτή να οφείλεται στη γενικότερη μείωση της πρωτεϊνοσύνθεσης που 

παρατηρείται κατά την αναπαραγωγική γήρανση και έχει ως στόχο την εξοικονόμηση 

ενέργειας, ώστε να είναι διαθέσιμη για άλλες κυτταρικές λειτουργίες όπως η 

επιδιόρθωση βλαβών, με απώτερο στόχο να αυξηθεί ο χρόνος επιβίωσης του 

κυττάρου. 

   Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, κατά τη διαδικασία της κυτταρικής γήρανσης 

παρατηρείται μείωση των επιπέδων της πρωτεΐνης TRX-1 με συνέπεια τη  διαταραχή 

της ισορροπίας των οξειδοαναγωγικών επιπέδων (Tanaka και συν 2000, Young και 

συν 2010, Goy και συν 2014), αναδεικνύοντας έτσι, όπως έχει ήδη αναφερθεί, τον 

πιθανό ρόλο του μορίου αυτού  στην καταστολή της γήρανσης σε ανθρώπινες 

επιθηλιακές ινοβλάστες (Young και συν 2010). Κατά την πορεία των κυττάρων από 

την 3
η
 στην 20

η
 ανακαλλιέργεια στην παρούσα μελέτη παρατηρήθηκαν  σχετικά 

σταθερά επίπεδα της TRX-1, με μια μικρή τάση για μείωση, χωρίς όμως οι διαφορές 

να είναι στατιστικά σημαντικές. Με βάση τα παραπάνω, το παρόν μοντέλο 

αναπαραγωγικής γήρανσης δε φαίνεται να επέδρασε δραστικά στη διαταραχή  της 

οξειδοαναγωγικής ισορροπίας των οδοντικών πολφικών κυττάρων. 

   Κατά τη γήρανση των πολφικών κυττάρων παρατηρήθηκε ελάττωση των επιπέδων 

της πρωτεΐνης DSP. Η ελάττωση αυτή συναντάται στην υπάρχουσα βιβλιογραφία 

(Mehrazarin και συν 2011), όπου η DSP φαίνεται να μειώνεται κατά την κυτταρική 

γήρανση, λόγω μείωσης του αριθμού των κυτταρικών στοιχείων που ούτως ή άλλως 

συμβαίνει στο γηρασμένο πολφικό ιστό. Συνεπώς το εύρημα αυτό επιβεβαιώνει από 

μια ακόμη προσέγγιση ότι ορθά τα πολφικά κύτταρα της 20
ης

 ανακαλλιέργειας 

θεωρήθηκαν στη μελέτη αυτή γηρασμένα. 
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4.4 Σύγκριση των πρωτεϊνικών μεταβολών στα δύο μοντέλα  

   Όσον αφορά στην ERdj5, παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων της κατά την 

πρόκληση στρες του ενδοπλασματικού δικτύου, αλλά μείωση κατά την 

αναπαραγωγική γήρανση. Η άνοδος των επιπέδων της με την προσθήκη της 

τουνικαμυκίνης ήταν αναμενόμενη, εφόσον έχει δειχθεί και σε άλλα κυτταρικά 

μοντέλα ότι η ουσία αυτή μπορεί να προκαλέσει στρες του ενδοπλασματικού δικτύου. 

Κατά την κυτταρική γήρανση, η παρατηρηθείσα μείωση της έκφρασής της θα 

μπορούσε να αποδοθεί στη μειωμένη πρωτεϊνοσύνθεση που χαρακτηρίζει τα 

γηρασμένα κύτταρα και άρα μειώνει τη συσσώρευση πρωτεϊνών στο ενδοπλασματικό 

δίκτυο, με το συνακόλουθο στρες. Επομένως, στα δύο αυτά κυτταρικά  μοντέλα η 

ERdj5 είχε διαφορετική συμπεριφορά. 

   Η έκφραση της TRX-1 στην περίπτωση του στρες ενδοπλασματικού δικτύου είχε 

αρχικά καθοδική πορεία, που στη συνέχεια αποκαταστάθηκε. Το γεγονός της μείωσης 

ωστόσο έρχεται σε αντίθεση με ό,τι αναμενόταν από τη βιβλιογραφία, όπου 

αναφέρεται ότι το στρες του ενδοπλασματικού δικτύου οδηγεί σε αύξηση των 

επιπέδων της πρωτεΐνης. Μια εξήγηση θα μπορούσε να είναι ότι τη χρονική στιγμή 

που ανιχνεύθηκε η TRX-1, τα επίπεδα της ήταν χαμηλά λόγω κατανάλωσης μεγάλου 

μέρους της, στην προσπάθεια να προστατεύσει το κύτταρο από το στρες.  Στην 

περίπτωση της αναπαραγωγικής γήρανσης, η πορεία της έκφρασής της ήταν σταθερή 

και ελαφρά καθοδική. Σύμφωνα με τα βιβλιογραφικά δεδομένα, τα επίπεδα της TRX-

1 ελαττώνονται όταν τα κύτταρα γερνούν, λόγω της γενικότερης μείωσης της 

πρωτεϊνικής σύνθεσης που παρατηρείται. Επιπρόσθετα, δεδομένης της υπόθεσης ότι 
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η TRX-1 συνεισφέρει στην καταστολή της κυτταρικής γήρανσης (Young και συν 

2010), η μείωσή της στα νεαρά πολφικά κύτταρα, στα οποία έχει επαχθεί στρες του 

ενδοπλασματικού δικτύου, πιθανόν να αναδεικνύει την πορεία των κυττάρων προς τη 

γήρανση, λόγω αδυναμίας του αντιοξειδωτικού αυτού παράγοντα να τα διατηρήσει 

νεαρά. 

 

Συμπεράσματα 

   Στην παρούσα εργασία δείχθηκε για πρώτη φορά ότι η τουνικαμυκίνη, όπως σε 

άλλους κυτταρικούς τύπους, έτσι και στα οδοντικά πολφικά κύτταρα δύναται να 

επάγει στρες του ενδοπλασματικού δικτύου. Η αύξηση των επιπέδων της πρωτεΐνης 

ERdj5 υποδηλώνει ότι το σύστημα απόκρισης στο στρες του ενδοπλασματικού 

δικτύου ενεργοποιήθηκε. Η συγκέντρωση τουνικαμυκίνης που χρησιμοποιήθηκε ήταν 

κατάλληλη για την πρόκληση του στρες, χωρίς παράλληλα να είναι τοξική για τα 

κύτταρα.  

   Στην παρούσα εργασία δείχθηκε επίσης, για πρώτη φορά, ότι κατά την 

αναπαραγωγική γήρανση των πολφικών κυττάρων τα επίπεδα μιας πρωτεΐνης-δείκτη 

για το στρες του ενδοπλασματικού δικτύου (της ERdj5) μειώνονται, πιθανόν λόγω 

μείωσης του ρυθμού πολλαπλασιασμού και της πρωτεϊνοσύνθεσης κατά τη γήρανση. 

Ωστόσο, περισσότεροι δείκτες κυτταρικού στρες πρέπει να μελετηθούν για την 

εξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων. 

   Η υπόθεση της μελέτης αυτής ήταν ότι κατά την πρόκληση στρες του 

ενδοπλασματικού δικτύου θα πραγματοποιηθούν μεταβολές στα κύτταρα, αντίστοιχες 
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με αυτές που συμβαίνουν κατά την κυτταρική γήρανση. Η επιβεβαίωση της υπόθεσης 

αυτής θα είχε μεγάλη κλινική σημασία, γιατί θα σήμαινε ότι το στρες του 

ενδοπλασματικού δικτύου στα οδοντικά πολφικά κύτταρα, που μπορεί να προκληθεί 

από πολυάριθμους παράγοντες, θα μπορούσε να οδηγήσει σε γήρανση των κυττάρων 

αυτών και συνεπώς σε εκφύλιση του υγιούς πολφού κλινικά. Τα αποτελέσματά μας 

έδειξαν ότι οι μεταβολές των επιπέδων της ERdj5 και της TRX-1 δεν είχαν κοινή 

κατεύθυνση για τα δύο κυτταρικά μοντέλα. Επομένως, η μελέτη αυτή ανέδειξε 

διαφορές μεταξύ των χαρακτηριστικών του στρες του ενδοπλασματικού δικτύου και 

της κυτταρικής γήρανσης στα οδοντικά πολφικά κύτταρα, σε επίπεδο πρωτεϊνικής 

έκφρασης. Ωστόσο για να διαπιστωθεί η ακριβής σχέση των δύο αυτών 

καταστάσεων, δεδομένης της πολυπλοκότητας που τις διέπει και των διαφορών που 

εντοπίστηκαν, απαιτείται περαιτέρω διερεύνηση. 
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Γ. Περίληψη 

      Το στρες του ενδοπλασματικού δικτύου είναι μια μορφή κυτταρικού στρες που 

έχει συσχετισθεί με ποικίλες διαταραχές στον άνθρωπο. Παρόλο που κατά τα 

τελευταία χρόνια έχει μελετηθεί αρκετά, δεν έχει διαλευκανθεί η ακριβής σχέση του 

με την κυτταρική (αναπαραγωγική) γήρανση. Ειδικότερα, η πιθανή σχέση ανάμεσα 

στις δύο αυτές καταστάσεις, σε επίπεδο κυτταρικών αλλαγών σε πρωτεΐνες-δείκτες, 

δεν έχει μέχρι σήμερα διερευνηθεί στα ανθρώπινα οδοντικά πολφικά κύτταρα  

   Ο σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν να μελετηθούν οι πρωτεϊνικές αλλαγές που 

συμβαίνουν κατά τις αποκρίσεις των ανθρώπινων οδοντικών πολφικών κυττάρων στο 

στρες του ενδοπλασματικού δικτύου και την αναπαραγωγική γήρανση και να γίνει η 

μεταξύ τους σύγκριση. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν πρωτογενείς 

καλλιέργειες ανθρώπινων οδοντικών πολφικών κυττάρων, τα οποία προέρχονταν από 

εγκλείστους τρίτους γομφίους. Η επαγωγή του στρες του ενδοπλασματικού δικτύου 

έγινε με τη χορήγηση της τουνικαμυκίνης, ενώ η αναπαραγωγική γήρανση 

προκλήθηκε με διαδοχικές ανακαλλιέργειες. Η μέτρηση της βιωσιμότητας των 

κυττάρων μετά την επαγωγή του στρες πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο MTT, ενώ ο 

έλεγχος επίτευξης της κυτταρικής γήρανσης έγινε με την ανίχνευση της σχετιζόμενης 

με τη γήρανση β-γαλακτοσιδάσης και με τον έλεγχο της πολλαπλασιαστικής 

ικανότητας των κυττάρων. Η μελέτη των επιπτώσεων της τουνικαμυκίνης στα 

κύτταρα πραγματοποιήθηκε με προσδιορισμό των επιπέδων των πρωτεϊνών ERdj5 

και TRX-1 και η μελέτη των επιπτώσεων της αναπαραγωγικής γήρανσης έγινε με την 

ανίχνευση των επιπέδων των πρωτεϊνών ERdj5, TRX-1και DSP, με ανοσοστύπωση 

κατά Western. Οι επαγόμενες από την τουνικαμυκίνη αποκρίσεις αξιολογήθηκαν 4, 
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24 και 48 ώρες μετά τη χορήγησή της, ενώ οι αποκρίσεις στην αναπαραγωγική 

γήρανση αξιολογήθηκαν στην 3
η
, 8

η
, 12

η
, 16

η
 και 20

η
 ανακαλλιέργεια.  

   Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η τουνικαμυκίνη ήταν ικανή να επάγει στρες του 

ενδοπλασματικού δικτύου στα πολφικά κύτταρα, καθώς αύξησε τα επίπεδα της 

πρωτείνης-δείκτη του στρες ERdj5. Τα επίπεδα της ίδιας πρωτεΐνης εμφανίστηκαν 

μειωμένα στο μοντέλο της αναπαραγωγικής γήρανσης. Τα επίπεδα της πρωτεΐνης 

TRX-1 εμφάνισαν καθοδική πορεία στην επαγωγή του στρες του ενδοπλασματικού 

δικτύου και σταθερή πορεία κατά την αναπαραγωγική γήρανση. Στο μοντέλο της 

αναπαραγωγικής γήρανσης, η γήρανση επιβεβαιώθηκε με την αύξηση του αριθμού 

των θετικών κυττάρων για τη σχετιζόμενη με τη γήρανση β-γαλακτοσιδάση και τη 

μείωση των επιπέδων της DSP, με την πρόοδο των ανακαλλιεργειών. 

   Συμπερασματικά οι αποκρίσεις των πολφικών κυττάρων στο στρες του 

ενδοπλασματικού δικτύου και στην αναπαραγωγική γήρανση εμφανίζουν διαφορές 

αναφορικά με τις πρωτεΐνες ERdj5 και TRX-1. Επιπλέον μελέτη και άλλων 

πρωτεϊνών-δεικτών απαιτείται για τη διερεύνηση των αλληλεπιδράσεων στα δυο αυτά 

κυτταρικά μοντέλα. 

.  
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Δ. Αγγλική περίληψη 

Comparison of molecular responses of human dental pulp cells, under induction 

of endoplasmic reticulum stress and replicative senescence. 

 

 Εndoplasmic reticulum stress is a form of cellular stress, associated with various 

disorders in humans. Although it has been widely studied in recent years, its exact 

relationship with cellular (replicative) senescence has not been elucidated. 

Specifically, the possible relationship between these two systems has not been 

investigated at the protein level in human dental pulp cells till recently. 

   The purpose of this study was to compare the responses of dental pulp cells under 

induction of endoplasmic reticulum stress and replicative senescence at the protein 

level. Primary cultures of human dental pulp cells from impacted third molars were 

used for this purpose. The induction of endoplasmic reticulum stress was performed 

by exposing the cells to tunicamycin, while replicative senescence was achieved upon 

20 successive passages. Cells’ viability after the induction of stress was evaluated by 

using the MTT method. The confirmation of cellular aging was done by detecting the 

senescence associated β-galactosidase (SA β-gal)-positive cells and by observing the 

cells’ proliferative capacity. The effects of tunicamycin on pulp cells were examined 

by determining the levels of ERdj5 and TRX-1 proteins by Western blot. The effects 

of replicative senescence were also examined by determining the levels of proteins 

ERdj5, TRX-1 and DSP. The cellular responses to tunicamycin were evaluated after 

4, 24 and 48 hours of exposure, while responses to replicative senescence were 

evaluated in the 3rd, 8th, 12th, 16th and 20th passage. 
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   The results demonstrated that tunicamycin was capable of inducing endoplasmic 

reticulum stress in human dental pulp cells as it increased the protein levels of ERdj5. 

Protein levels of the same molecule were reduced in the model of replicative 

senescence. TRX-1 protein levels tended to decrease after the induction of 

endoplasmic reticulum stress and to remain stable during replicative senescence. 

Cellular aging was confirmed by the increasing number of senescence associated β–

galactosidase –positive cells and the reduced levels of DSP with increasing passages. 

   In conclusion, pulp cells’ responses to endoplasmic reticulum stress and replicative 

senescence are different concerning ERdj5 and TRX-1. Further study is required to 

elucidate the relationship between these two models. 
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