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Περιεχόμενα 
 

ΚΑΣΑΛΟΓΟ ΠΙΝΑΚΩΝ 

ΚΑΣΑΛΟΓΟ ΕΙΚΟΝΩΝ 

ΚΕΥΑΛΑΙΟ 1. Ειςαγωγό 

1.1 Σα ανευρύςματα αορτόσ 

  1.1.1 Ανευρύςματα αορτόσ- Σαξινόμηςη 
  1.1.2 Αύτια εμφϊνιςησ ανευρυςμϊτων αορτόσ 

  1.1.3 Κοιλιακϊ αορτικϊ ανευρύςματα 
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  1.1.7 Διαχεύρηςη 

  1.1.8 Ιατρικό αντιμετώπιςη 

  1.1.9  Χειρουργικό επϋμβαςη 

1.2 Αναπνευςτικό ύςτημα & Πνεύμονεσ 

1.3  Ο καρκύνοσ του πνεύμονα 

  1.3.1 Βιολογύα του καρκύνου του πνεύμονα 

  1.3.2 Σαξινόμηςη 

  1.3.2.1 Μη μικροκυτταρικό καρκύνωμα του πνεύμονα (NSCLC) 

  1.3.2.2 Μικροκυτταρικό καρκύνωμα του πνεύμονα (SCLC) 

  1.3.2.3 Άλλοι τύποι 

  1.3.3 Μετϊςταςη 

  1.3.4 ημεύα και ςυμπτώματα 
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  1.3.5.1 Κϊπνιςμα 

  1.3.5.2 Ραδόνιο αϋριο 

  1.3.5.3 Αμύαντοσ 

  1.3.5.4 Ατμοςφαιρικό ρύπανςη 

  1.3.5.5 Γενετικό 

  1.3.6 Διϊγνωςη 

  1.3.7 ταδιοπούηςη 

 1.3.8 Ο καρκύνοσ του πνεύμονα & τατιςτικϊ ςτοιχεύα 
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1.4 Κολλαγόνο ΧΙ (α1) 

  1.4.1 Η εξωκυττϊρια ουςύα 

  1.4.2 Γενικϊ χαρακτηριςτικϊ κολλαγόνων 

  1.4.3 Σα ινώδη κολλαγόνα 

  1.4.4 Βιοςύνθεςη των κολλαγόνων 

  1.4.5 Σο κολλαγόνο ΧΙ 

  1.4.6 Σο γονύδιο COL11A1  

  1.4.7 Οι ιςομορφϋσ του γονιδύου COL11A1 

1.5 Μοριακϋσ μϋθοδοι ανϊλυςησ γονιδιακόσ ϋκφραςησ- Real-time qPCR 

  1.5.1 χεδιαςμόσ εκκινητών και ανιχνευτών 

ΚΕΥΑΛΑΙΟ 2. Τλικϊ και Μϋθοδοι 

2.1 Δεύγμα μελϋτησ 

 

2.2 Μϋθοδοι για την παραςκευό cDNA 

  2.2.1 Απομόνωςη ολικού RNA 

    2.2.1.1 Αντιδραςτήρια, Αναλώςιμα και Εξοπλιςμόσ 

    2.2.1.2 Πειραματική πορεία 

  2.2.2 Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ ολικού RNA 

    2.2.2.1 Αντιδραςτήρια, Αναλώςιμα και Εξοπλιςμόσ 

    2.2.2.2 Πειραματική πορεία 

  2.2.3 ύνθεςη ςυμπληρωματικού DNA (cDNA) 

    2.2.3.1 Αντιδραςτήρια, Αναλώςιμα και Εξοπλιςμόσ 

    2.2.3.2 Πειραματική πορεία 

 

2.3 Αντιδρϊςεισ Real-time qPCR ςτο LightCycler 
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  2.3.1 Ανύχνευςη ϋκφραςησ γενικού μεταγρϊφου COL11A1 με real-time 

qPCR 

    2.3.1.1 Πειραματική πορεία 

  2.3.2 Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ τησ ιςομορφόσ C του COL11A1 

    2.3.2.1 Πειραματική πορεία 

  2.3.3 Καμπύλη βαθμονόμηςησ 

  2.3.4 Βελτιςτοποιόςεισ μεθόδων ποςοτικού προςδιοριςμού 

 

2.4 Ηλεκτροφόρηςη ςε gel αγαρόζησ 

    2.4.1 Αντιδραςτήρια, Αναλώςιμα και Εξοπλιςμόσ 

    2.4.2 Παραςκευή διαλυμάτων 

   2.4.3 Πειραματική Πορεία ηλεκτροφόρηςησ 

2.5 Πιςτοπούηςη PCR προώόντων: Πϋψη με περιοριςτικϋσ ενδονουκλεϊςεσ 

    2.5.1 Αντιδραςτήρια, Αναλώςιμα και Εξοπλιςμόσ 

    2.5.2 Πειραματική πορεία 

2.6 Πιςτοπούηςη PCR προώόντων: Ανϊλυςη τησ αλληλουχύασ του DNA  

   2.6.1 Καθαριςμόσ των PCR προΰόντων  

    2.6.1.1 Αντιδραςτήρια / Υλικά 

   2.6.1.2 Πειραματική Πορεία 

   2.6.2 Αντύδραςη θερμικών κύκλων 

 

  2.6.3 Καθαριςμόσ των προώόντων τησ αντύδραςησ των θερμικών κύκλων 

    2.6.3.1 Αντιδραςτήρια, Αναλώςιμα και Εξοπλιςμόσ 

    2.6.3.2 Πειραματική πορεία  

  2.6.4 Ανάλυςη αλληλουχίασ του DNA   

    2.6.4.1 Αντιδραςτήρια, Αναλώςιμα και Εξοπλιςμόσ 

    2.6.4.2 Πειραματική πορεία 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 3. Αποτελϋςματα 

3.1 Παραςκευό standards και καμπύλεσ βαθμονόμηςησ 

  3.1.1 Καμπύλη βαθμονόμηςησ για το γενικό μετϊγραφο του COL11A1 

  3.1.2 Καμπύλη βαθμονόμηςησ για την ιςομορφό C 

3.2 Eπιβεβαύωςη PCR προώόντοσ με ηλεκτροφόρηςη ςε gel 

3.2.1 Επιβεβαύωςη PCR προώόντοσ για το γενικό μετϊγραφο του COL11A1 

3.2.2 Επιβεβαύωςη PCR προώόντοσ για την ιςομορφό C 

3.3 Επιβεβαύωςη ιςομορφόσ C μϋςω DNA sequencing 

3.4 Eπιβεβαύωςη του γενικού μετϊγραφου του COL11A1  μϋςω πϋψησ με 

περιοριςτικϋσ ενδονουκλεϊςεσ 

3.5 3.5 Βελτιςτοποιόςεισ μεθόδων ποςοτικού προςδιοριςμού του γενικού 

COL11A1 μεταγρϊφου και τησ ιςομορφόσ C 

  3.5.1 Βελτιςτοπούηςη τησ θερμοκραςύασ υβριδιςμού εκκινητών τησ αντύδραςησ 

  3.5.2 Βελτιςτοπούηςη τησ τελικόσ ςυγκϋντρωςησ των ανιχνευτών 

  3.5.3 Βελτιςτοπούηςη τησ τελικόσ ςυγκϋντρωςησ των ιόντων MgCl2 

  3.5.4 Βελτιςτοπούηςη την παραγωγόσ των προώόντων με τη χρόςη DMSO 

  3.5.5 Βελτιςτοπούηςη του αριθμού των κύκλων τησ αντύδραςησ 

3.6 Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ του γενικού μετϊγραφου του COL11A1 ςτα 

δεύγματα τησ ανιούςησ αορτόσ 

  3.6.1 Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ ολικού RNA και ςύνθεςη του cDNA  

  3.6.2 real-time qPCR αντιδρϊςεισ για το γενικό μετϊγραφο του γονιδύου 

COL11A1 και των ιςομορφών του ςτα δεύγματα των ανευριςμϊτων ανιούςησ 

αορτόσ 

    3.6.2.1 PCR αντύδραςη για γενικό ανύχνευςη του COL11A1 mRNA 

    3.6.2.2 real-time qPCR αντύδραςη για ανύχνευςη των ιςoμορφών  A και Ε του 

γονύδιου COL11A1 

3.7 Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ του γενικού μετϊγραφου του COL11A1 ςτα 

του καρκύνου του πνεύμονα 

  3.7.1 Κλινικοπαθολογικϊ και βιολογικϊ χαρακτηριςτικϊ δεύγματοσ μελϋτησ 
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  3.7.2 real-time qPCR αντιδρϊςεισ για το γονύδιο COL11A1 ςτα δεύγματα του 

καρκύνου του πνεύμονα 

    3.7.2.1 real- time PCR αντύδραςη για γενικό ανύχνευςη του COL11A1 mRNA 

    3.7.2.2 real-time qPCR αντύδραςη για ανύχνευςη των ιςoμορφών  A και Ε του 

γονύδιου COL11A1 

    3.7.2.3 real- time PCR αντύδραςη για ανύχνευςη ιςομορφόσ C του γονιδύου 

COL11A1  

3.8 υνολικϊ αποτελϋςματα ποςοτικού προςδιοριςμού για τα δεύγματα 

του καρκύνου του πνεύμονα και ςτατιςτικό ανϊλυςη μϋςω του SPSS 

software 

  3.8.1 Περιγραφικό ςτατιςτικό: Εύρεςη μϋςου, διϊμεςου, μϋγιςτησ και 

ελϊχιςτησ τιμόσ για τισ ιςομορφϋσ A και Ε 

   3.8.2 Εφαρμογό τεςτ x2 ωσ κριτόριο ςυςχετύςεωσ ποιοτικών χαρακτηριςτικών 

  3.8.3 Εφαρμογό  t-test  μεταξύ ποςοτικών χαρακτηριςτικών 

  3.8.4 Έλεγχοσ κανονικότητασ-ςυςχϋτιςη- γραμμικό παλινδρόμιςη 

  3.8.5  Λογαριθμιςτικό ανϊλυςη (Logistic regression) 

ΚΕΥΑΛΑΙΟ 4. υμπερϊςματα- ςυζότηςη 

ΚΕΥΑΛΑΙΟ 5. Βιβλιογραφύα 
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ΚΑΣΑΛΟΓΟ ΠΙΝΑΚΩΝ 

 
Πίλαθαο 1.1: Δπίπησζε ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα αλάινγα κε ηνλ ηζηνινγηθφ ηχπν.  

Πίλαθαο 1.2 Γηάθνξνη ηχπνη θνιιαγφλσλ θαη νη νηθνγέλεηεο ζηηο νπνίεο απηά 

αλήθνπλ. 

Πίλαθαο 1.3 Αccession numbers ησλ ηζνκνξθψλ ηνπ γνληδίνπ COL11A1. 

 Πίλαθαο 2.1 πζηαηηθά κίγκαηνο εθκαγείνπ RNA-εθθηλεηή θαηά ηε ζχλζεζε ηνπ 

cDNA. 

Πίλαθαο 2.2 πζηαηηθά πνπ πεξηέρνληαη ζην δεχηεξν κίγκα ηεο ζχλζεζεο ηνπ cDNA. 

Πίλαθαο 2.3 Αιιεινπρία θαη ραξαθηεξηζηηθά ησλ εθθηλεηψλ COL11A1 F θαη 

COL11A1 R. 

Πίλαθαο 2.4 Αιιεινπρία θαη ραξαθηεξηζηηθά ησλ αληρλεπηψλ γηα ην γεληθφ 

COL11A1 κεηάγξαθν. 

Πίλαθαο 2.5  πζηαηηθά ηεο Real-time qPCR αληίδξαζεο γηα ην γεληθφ COL11A1 

κεηάγξαθν. 

Πίλαθαο 2.6 Θεξκνθξαζηαθφ πξσηφθνιιν Real-time qPCR γηα ην γεληθφ COL11A1 

κεηάγξαθν. 

Πίλαθαο 2.7 Θεξκνθξαζηαθφ πξφγξακκα θακπχιεο ηήμεο γηα ην γεληθφ COL11A1 

κεηάγξαθν. 

Πίλαθαο 2.8 Δπεμεγεκαηηθφο πίλαθαο ησλ εμνλίσλ πνπ πεξηέρνληαη ζηηο COL11A1 

ηζνκνξθέο Α, Β, C θαη Δ θαη ζέζεηο ησλ εθθηλεηψλ πνπ ζρεδηάζηεθαλ. 

 Πίλαθαο 2.9 Αιιεινπρία θαη ραξαθηεξηζηηθά ησλ εθθηλεηψλ γηα ηελ COL11A1 

ηζνκνξθή C. 

Πίλαθαο 2.10 Αιιεινπρία θαη ραξαθηεξηζηηθά ησλ αληρλεπηψλ γηα ηελ COL11A1 

ηζνκνξθή C. 

Πίλαθαο 2.11 πζηαηηθά ηεο Real-time qPCR αληίδξαζεο γηα ηελ COL11A1 

ηζνκνξθή C. 

Πίλαθαο 2.12 Θεξκνθξαζηαθφ πξσηφθνιιν Real-time qPCR γηα ηελ COL11A1 

ηζνκνξθή C. 

Πίλαθαο 2.13 Θεξκνθξαζηαθφ πξφγξακκα θακπχιεο ηήμεο γηα φιεο ηηο COL11A1 

ηζνκνξθέο. 

Πίλαθαο 2.14 Αληηδξαζηήξηα ελδπκηθήο πέςεο. 
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Πίλαθαο 2.15 πζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο ησλ ζεξκηθψλ θχθισλ. 

Πίλαθαο 3.1: Μέηξεζε ζπγθέληξσζεο RNA δεηγκάησλ. 

Πίλαθαο 3.2: Κιηληθνπαζνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά αζζελψλ. 

Πίλαθαο 3.3: πλνιηθά απνηέζκαηα πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ γεληθνχ COLL11A1 

θαη ησλ ηζνκνξθψλ ηνπ Α, Δ θαη C ζε αληίγξαθα αλά κL. 
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ΚΑΣΑΛΟΓΟ ΕΙΚΟΝΩΝ 

 
Δηθόλα 1.1: ην ζρήκα Α παξνπζηάδεηαη κηα θπζηνινγηθή ανξηή. ην ζρήκα Β παξνπζηάδεηαη 

έλα ζσξαθηθό ανξηηθό αλεύξπζκα (ην νπνίν βξίζθεηαη πίζσ από ηελ θαξδηά). ην ζρήκα Γ 

παξνπζηάδεηαη έλα θνηιηαθό ανξηηθό αλεύξπζκα θάησ από ηηο αξηεξίεο πνπ ηξνθνδνηνύλ ηνπο 

λεθξνύο. 

Δηθόλα 1.2: ρεκαηηθή απεηθόληζε θνηιηαθώλ ανξηηθώλ αλεπξπζκάησλ (3-4 εθ.). 

Δηθόλα 1.3: Κνηιηαθό ανξηηθό αλεύξπζκα δηακέηξνπ 6.5 εθ. κε 3.0 εθ. απιό. 

Δηθόλα 1.4: Κιάδνη αλαπλεπζηηθήο δώλεο θαη δώλεο αγσγήο θαη αξηζκόο ζσιελώζεσλ. 

Δηθόλα 1.5: Αλαιπηηθή απεηθόληζε ηνπ αλζξώπηλνπ αλαπλεπζηηθνύ ζπζηήκαηνο. 

Δηθόλα 1.6: Σκήκαηα ησλ πλεπκόλσλ. 

Δηθόλα 1.7: ε ηξηζδηάζηαηε αμνληθή ηνκνγξαθία δηαθξίλεηαη όγθνο ζηνλ πλεύκνλα (βέινο). 

Δηθόλα 1.8: Μηθξνγξαθία πιαθώδνπο θαξθηλώκαηνο, πνπ απνηειεί ηύπν κε κηθξνθπηηαξηθνύ 

θαξθηλώκαηνο, (FNA specimen, Pap stain). 

Δηθόλα 1.9: Μηθξνθπηηαξηθό θαξθίλσκα ηνπ πλεύκνλα (κηθξνζθνπηθή όςε ππξήλα από 

βηνςία). 

Δηθόλα 1.10: ΝΙΗ γξάθεκα πνπ δείρλεη πώο κηα γεληθή αύμεζε ησλ πσιήζεσλ ησλ πξντόλησλ 

θαπλνύ ζηηο ΗΠΑ ζηηο ηέζζεξηο πξώηεο δεθαεηίεο ηνπ 20νύ αηώλα (ηζηγάξα αλά άηνκν αλά 

έηνο) νδήγεζε ζε αληίζηνηρε ξαγδαία αύμεζε ζηε ζπρλόηεηα εκθάληζεο ηνπ θαξθίλνπ ηνπ 

πλεύκνλα 20 ρξόληα κεηά θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ 1930, '40 θαη '50 (ζάλαηνη από θαξθίλν ηνπ 

πλεύκνλα αλά 100.000 αλδξηθνύ πιεζπζκνύ αλά έηνο). 

Δηθόλα 1.11: Αθηηλνγξαθία ζώξαθνο πνπ απεηθνλίδεη έλαλ θαξθηληθό όγθν ζηνλ αξηζηεξό 

πλεύκνλα. 

Δηθόλα 1.12: Αμνληθή ηνκνγξαθία πνπ απεηθνλίδεη έλαλ θαξθηληθό όγθν ζηνλ αξηζηεξό 

πλεύκνλα. 

Δηθόλα 1.13: ηαηηζηηθά ζηνηρεία γηα ηνλ θαξθίλν ηνπ πλεύκνλα. 

Δηθόλα 1.14: Πνηνηηθά ζηνηρεία γηα ηνλ θαξθίλν ηνπ πλεύκνλα ζηνπο άλδξεο  αλά ηνλ θόζκν. 

 

Δηθόλα 1.15: Πνηνηηθά ζηνηρεία γηα ηνλ θαξθίλν ηνπ πλεύκνλα ζηηο γπλαίθεο αλά ηνλ θόζκν. 

Δηθόλα 1.16: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο δνκήο ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο. 

Δηθόλα 1.17: Μνξηαθή δνκή ησλ ηλσδώλ θνιιαγόλσλ κε ηηο δηάθνξεο ππνπεξηνρέο θαζώο θαη 

ηηο ζέζεηο δηάζπαζεο γηα ηηο Ν-θαη C-θνιιαγελάζεο (παξνπζηάδεηαη ην κόξην ηνπ θνιιαγόλνπ Ι. 

Δηθόλα 1.18: Η ηξηπιή έιηθα ηνπ θνιιαγόλνπ θαη ε δνκή ηεο. 

Δηθόλα 1.19: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο ππεξκνξηαθήο ζπλαξκνιόγεζεο ησλ ηληδίσλ 

θνιιαγόλνπ ζηελ ραξαθηεξηζηηθή θιηκαθσηή (quarter-staggered) κνξθή. Σα κνλνκεξή έρνπλ 

κήθνο 300 nm θαη ηα θελά ρσξίδνπλ ηα δηαδνρηθά κνλνκεξή πξνθαιώληαο ηελ ραξαθηεξηζηηθή 

εκθάληζε ηνπ ηλώδνπο θνιιαγόλνπ ζην ππεξδνκηθό επίπεδν. 

Δηθόλα 1.20: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο βηνζύλζεζεο ησλ ηλσδώλ θνιιαγόλσλ. 
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Δηθόλα 1.21: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ αιπζίδσλ ηνπ θνιιαγόλνπ XI.  

Δηθόλα 1.22: ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο ακηλν-ηειηθήο πεξηνρήο (amino-terminal domain - 

NTD) ηεο α1 (ΥΙ) αιπζίδαο. 

Δηθόλα 1.23: Η γελσκηθή ζέζε ηνπ αλζξώπηλνπ γνληδίνπ COL11A1. 

Δηθόλα 1.24:  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο δνκήο ησλ mRNA ησλ ηζνκνξθώλ Α, Β, C θαη E 

ηνπ γνληδίνπ COL11A1. 

Δηθόλα 1.25: Σα ζηάδηα κηαο PCR αληίδξαζεο. 

Δηθόλα 1.26: Οη θάζεηο κηαο PCR αληίδξαζεο. 

Δηθόλα 1.27: Οη θάζεηο ηεο Real-time qPCR. 

Δηθόλα 1.28: Real-time qPCR θακπύιε βαζκνλόκεζεο. 

Eηθόλα 2.1: Σν θζνξηζκόκεηξν Qubit®. 

Δηθόλα 2.2: Η RNA εθιεθηηθόηεηα θαη επαηζζεζία ηνπ Quant-iT™ RNA Assay Kit. 

Δηθόλα 2.3: Δπηζθόπεζε ησλ ηξίσλ δηαθνξεηηθώλ ζπζηεκαηώλ εθθηλεηώλ θαηά ηε ζύλζεζε ηεο 

πξώηεο αιπζίδαο ηνπ cDNA. 

Δηθόλα 2.4: ρεκαηηθή παξάζηαζε ηεο νξγαλνινγίαο ηνπ LightCycler 1.5. 

Eηθόλα 2.5: Μέγηζην απνξξόθεζεο θαη εθπνκπήο ησλ ρξσζηηθώλ πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζην 

όξγαλν LightCycler 1. 

Δηθόλα 2.6: ρεηηθή ζέζε ησλ εθθηλεηώλ COL11A1 F θαη COL11A1 R ζηελ θσδηθή πεξηνρή 

ηνπ γνληδίνπ COL11A1. 

Eηθόλα 2.7: ηνίρηζε ησλ αιιεινπρηώλ mRNA ησλ ηζνκνξθώλ Α, Β, C θαη Δ κέζσ ηνπ 

πξνγξάκκαηνο CLC Sequence Viewer 6. 

Eηθόλα 2.8: Γείθηεο κνξηαθώλ βαξώλ DNA PCR Marker. 

Δηθόλα 2.9: Γείθηεο κνξηαθώλ βαξώλ 1kb Plus DNA Ladder. 

Δηθόλα 2.10: Αιιεινπρία αλαγλώξηζεο ηνπ πεξηνξηζηηθνύ ελδύκνπ HaeIII. 

Δηθόλα 2.11:  Αιιεινπρία αλαγλώξηζεο ηνπ πεξηνξηζηηθνύ ελδύκνπ MnlI. 

Δηθόλα 2.12: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ ζεκείσλ ηνκήο ησλ ελδύκσλ HaeIII θαη MnlI ζην 

PCR   πξντόλ γηα ην COL11A1. Με πξάζηλε / αλαπαξηζηάλεηαη ην ζεκείν θνπήο γηα ην έλδπκν 

HaeIII ελώ κε θόθθηλε / γηα ην έλδπκν MnlI. 

Δηθόλα 2.13: Αξρή ελδπκηθήο κεζόδνπ DNA sequencing θαηά Sanger. 

Δηθόλα 3.1: Πξόηππε θακπύιε γηα ην γεληθό κεηάγξαθν ηνπ COL11A1. 

Δηθόλα 3.2: Αλάιπζε ηεο πξόηππεο θακπύιεο ηνπ γεληθνύ  κεηαγξάθνπ ηνπ COL11A1. 

Δηθόλα 3.3: εκείν ηήμεο γεληθνύ κεηαγξάθνπ COL11A1. 
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Δηθόλα 3.4: Πξόηππε θακπύιε γηα ηελ ηζνκνξθή C. 

Δηθόλα 3.5: Αλάιπζε ηεο πξόηππεο θακπύιεο ηεο ηζνκνξθήο C. 

Δηθόλα 3.6: εκείν ηήμεο ηζνκνξθήο C. 

Δηθόλα 3.7: Ηιεθηξνθόξεζε ησλ standards ηνπ γεληθνύ κεηαγξάθνπ ηνπ COL11A1. 

Δηθόλα 3.8: Ηιεθηξνθόξεζε ησλ standards ηεο ηζνκνξθήο C. 

Δηθόλα 3.9: Αιιεινύρεζε DNA ηεο ηζνκνξθήο C. 

Δηθόλα 3.10: Ηιεθηξνθόξεζε PCR πξντόλησλ γηα πεξηνρή ηνπ γνλίδηνπ COL11A1. 

Δηθόλα 3.11: Κακπύιε δηαθνξεηηθώλ ζπγθεληξώζεσλ MgCl2.  

Δηθόλα 3.12: Υξήζε DMSO ζηελ αλίρλεπζε ηεο ηζνκνξθήο C. 

Δηθόλα 3.13: εκείν ηήμεο γηα ηελ ηζνκνξθή C έπεηηα από ρξήζε DMSO. 

Δηθόλα 3.14: Real-time qPCR ηζνκνξθήο Α γηα ηα δείγκαηα ησλ αλεπξηζκάησλ ηεο ανξηήο. 

Όια ηα δείγκαηα είλαη αξλεηηθά, εθηόο από ηα standards. 

Δηθόλα 3.15: Ηιεθηξνθόξεζε αλεπηηπρνύο PCR ζε πεθηή αγαξόδεο 2% γηα ηελ ηζνκνξθή Α. 

Δηθόλα 3.15A: Ηιεθηξνθόξεζε αλεπηηπρνύο PCR ζε πεθηή αγαξόδεο 2% γηα ηελ ηζνκνξθή Α. 

Δηθόλα 3.16: Real-time qPCR γηα ηελ ηζνκνξθή Δ γηα ηα δείγκαηα ησλ αλεπξηζκάησλ ηεο 

ανξηήο. 

Δηθόλα 3.17: Ηιεθηξνθόξεζε αλεπηηπρνύο PCR ζε πεθηή αγαξόδεο 2% γηα ηελ ηζνκνξθή Δ. 

Δηθόλα 3.18: real-time qPCR γηα ην γεληθό κεηάγξαθν ηνπ COL11A1.  

Δηθόλα 3.19: real- time PCR γηα ηελ ηζνκνξθή Α. 

Δηθόλα 3.20: real- time PCR γηα ηελ ηζνκνξθή Α. 

Δηθόλα 3.21: real- time PCR γηα ηελ ηζνκνξθή Δ. 

Δηθόλα 3.22: real- time PCR γηα ηελ ηζνκνξθή Δ. 

Δηθόλα 3.22A: Ηιεθηξνθόξεζε δεηγκάησλ γηα ηελ ηζνκνξθή Α (πάλσ ζεηξά) θαη Δ (θάησ 

ζεηξά) 

Δηθόλα 3.23: Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηζνκνξθήο C ζηα δείγκαηα θαξθίλνπ ηνπ πλεύκνλα. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 1. Ειςαγωγό 
 

1.1 Σα ανευρύςματα αορτόσ 
 

Αλεχξπζκα είλαη κηα αλψκαιε δηφγθσζε ζην ηνίρσκα κίαο αξηεξίαο. Πην 

ζπγθεθξηκέλα απνηειεί κία κεγέζπλζε (δηαζηνιή) ηεο ανξηήο ζε κεγαιχηεξν απφ 1,5 

θνξέο ην θαλνληθφ κέγεζνο [1]. Καλνληθά, ηα ηνηρψκαηα ησλ αξηεξηψλ είλαη παρηά 

θαη κπψδε, επηηξέπνληάο ηνπο λα αληέρνπλ έλα κεγάιν πνζφ πίεζεο. Πεξηζηαζηαθά, 

εληνχηνηο, κηα αδχλακε πεξηνρή αλαπηχζζεηαη ζην ηνίρσκα κίαο αξηεξίαο. Απηφ 

επηηξέπεη ε πίεζε εληφο ηεο αξηεξίαο λα ηελ σζήζεη πξνο ηα έμσ, δεκηνπξγψληαο έλα 

εμφγθσκα πνπ νλνκάδεηαη "αλεχξπζκα."  Έλα ανξηηθφ αλεχξπζκα ζπλήζσο δελ 

πξνθαιεί θαλέλα ζχκπησκα εθηφο εάλ δηαξξεγλχεηαη [2]. Πεξηζηαζηαθά, κπνξεί λα 

ππάξρεη θνηιηαθφο πφλνο , πφλνο ζηελ πιάηε , ή πφλνο ζην πφδη [3]. 

 

1.1.1 Ανευρύςματα αορτόσ- Σαξινόμηςη 

Σα αλεπξχζκαηα κπνξνχλ λα ζρεκαηηζηνχλ ζε νπνηνδήπνηε αηκνθφξν αγγείν, αιιά 

πην ζπρλά εκθαλίδνληαη ζηελ ανξηή (αλεχξπζκα ανξηήο). Η ανξηή είλαη ε 

κεγαιχηεξε αξηεξία ζην ζψκα. Μεηαθέξεη ην αίκα απφ ηελ θαξδηά ζην ππφινηπν 

ζψκα. Αλεπξχζκαηα ανξηήο κπνξεί λα ζπκβνχλ ζε δχν θχξηα κέξε: 

 Κνηιηαθά αλεπξχζκαηα ανξηήο ζπκβαίλνπλ ζην ηκήκα ηεο ανξηήο πνπ 

πεξλάεη κέζα απφ ηε κέζε πξνο ρακειή θνηιηαθή ρψξα. 

 Θσξαθηθά αλεπξχζκαηα ανξηήο ζπκβαίλνπλ ζηελ ανξηή θαζψο πεξλά κέζσ 

ηεο θνηιφηεηαο ηνπ ζηήζνπο. Απηέο είλαη ιηγφηεξν ζπρλέο απφ φηη ηα θνηιηαθά 

αλεπξχζκαηα. 

 Θσξαθνθνηιηαθά αλεπξχζκαηα ανξηήο αθνξνχλ ηφζν ηελ ζσξαθηθή θαη 

θνηιηαθή ανξηή. 

 

Μηθξά αλεπξχζκαηα δελ απνηεινχλ γεληθά απεηιή. Χζηφζν, ηα αλεπξχζκαηα 

απμάλνπλ ηνλ θίλδπλν γηα: 

 

 ρεκαηηζκφ αζεξσηηθήο πιάθαο απφ ηελ πιεπξά ηνπ αλεπξίζκαηνο. Σν 

γεγνλφο απηφ πξνθαιεί πεξαηηέξσ απνδπλάκσζε ηνπ ηνηρψκαηνο ηεο 

αξηεξίαο. 

 ρεκαηηζκφ ζξφκβνπ αίκαηνο κε θίλδπλν εγθεθαιηθνχ επεηζνδίνπ. 

 Αχμεζε ζην κέγεζνο ηνπ αλεπξχζκαηνο, κε απνηέιεζκα λα πηέδνληαη άιια 

φξγαλα. Απηφ ην γεγνλφο ζπλήζσο πξνθαιεί πφλν. 

 Ρήμε αλεπξχζκαηνο. Δπεηδή ην ηνίρσκα ηεο αξηεξίαο ιεπηαίλεη ζε απηφ ην 

ζεκείν, είλαη εχζξαπζηε θαη κπνξεί λα ζπάζεη θάησ απφ ηελ πίεζε. Η ξήμε 

ελφο αλεπξχζκαηνο ηεο ανξηήο είλαη κηα θαηαζηξνθηθή, απεηιεηηθή γηα ηε 

δσή εθδήισζε. 
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1.1.2 Αύτια εμφϊνιςησ ανευρυςμϊτων αορτόσ 

Αλεπξχζκαηα ανξηήο κπνξεί λα πξνθιεζνχλ απφ: 

 Αζεξνζθιήξσζε ή ζθιήξπλζε ησλ αξηεξηψλ, ε νπνία απνδπλακψλεη 

αξηεξηαθά ηνηρψκαηα 

 Τπέξηαζε (πςειή αξηεξηαθή πίεζε) 

 Σνπηθφ ηξαπκαηηζκφ ηεο αξηεξίαο 

 Γήξαλζε 

 χλδξνκν Marfan 

 

 

 

Δηθόλα 1.1: ην ζρήκα Α παξνπζηάδεηαη κηα θπζηνινγηθή ανξηή. ην ζρήκα Β παξνπζηάδεηαη 

έλα ζσξαθηθό ανξηηθό αλεύξπζκα (ην νπνίν βξίζθεηαη πίζσ από ηελ θαξδηά). ην ζρήκα Γ 

παξνπζηάδεηαη έλα θνηιηαθό ανξηηθό αλεύξπζκα θάησ από ηηο αξηεξίεο πνπ ηξνθνδνηνύλ ηνπο 

λεθξνύο. 
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Δηθόλα 1.2: ρεκαηηθή απεηθόληζε θνηιηαθώλ ανξηηθώλ αλεπξπζκάησλ (3-4 εθ.). 

 

1.1.3 Κοιλιακϊ αορτικϊ ανευρύςματα 

Σα θνηιηαθά ανξηηθά αλεπξχζκαηα (ΑΑΑ) είλαη πην ζπλήζε απφ ηα ζσξαθηθά. Απηφ 

ζπκβαίλεη θπξίσο ιφγσ ηεο κείσζεο ηεο ειαζηίλεο (ηεο θχξηαο εμσθπηηάξηαο 

πξσηεΐλεο, πνπ είλαη παξνχζα ζην ηνίρσκα ηεο ανξηήο) ζηελ θνηιηαθή αξηεξία, 

ζπγθξηηηθά κε ηελ ζσξαθηθή. Δπηπξφζζεηα, ε θνηιηαθή ανξηή δελ δηαζέηεη vasa 

vasorum, ε νπνία πξνκεζεχεη ηα ηνηρψκαηα ησλ αγγείσλ κε ζξεπηηθά ζπζηαηηθά.  Σα 

πεξηζζφηεξα θνηιηαθά ανξηηθά αλεπξχζκαηα απνηεινχλ «πξαγκαηηθά» αλεπξχζκαηα, 

θαζψο εκπιέθνληαη θαη νη ηξεηο ζηηβάδεο ηνπο (tunica intima, tunica media, tunica 

adventitia). O επηπνιαζκφο ησλ θνηιηαθψλ ανξηηθψλ αλεπξπζκάησλ απμάλεηαη κε ηελ 

ειηθία, κε κία κέζε ειηθία δηάγλσζεο ζηα 65-70 έηε. Σα θνηιηαθά ανξηηθά 

αλεπξχζκαηα έρνπλ απνδνζεί ζηελ αζεξνζθιήξσζε, σζηφζν θαη άιινη παξάγνληεο 

εκπιέθνληαη ζηνλ ζρεκαηηζκφ ηνπο. Η ξήμε ηνπ αλεπξχζκαηνο ζρεηίδεηαη κε ηε 

δηάκεηξφ ηνπ: φηαλ θηάζεη ηα 5 εθαηνζηά, ν εηήζηνο θίλδπλνο ξήμεο κπνξεί λα 

ππεξβαίλεη ηνπο θηλδχλνπο ηεο ρεηξνπξγηθήο απνθαηάζηαζεο γηα έλαλ αζζελή κέζνπ 

φξνπ θηλδχλνπ. Ο θίλδπλνο ξήμεο ζρεηίδεηαη επίζεο θαη κε ην ζρήκα ηνπ 

αλεπξχζκαηνο. Σα «αηξαθηνεηδή» αλεπξχζκαηα ζεσξνχληαη ιηγφηεξν επηξξεπή ζε 

ξήμε απφ ηα ζθαηξηθνχ ηχπνπ (κηθξφηεξα, βνιβψδε). Σα ηειεπηαία αζθνχλ 

κεγαιχηεξε πίεζε ζην ηνίρσκα ηνπ αλεπξχζκαηνο ζε ζπγθεθξηκέλε ζέζε.  Πξηλ ηε 

ξήμε, έλα θνηιηαθφ ανξηηθφ αλεχξπζκα κπνξεί λα παξνπζηαζηεί σο κία κεγάιε, 

παιιφκελε κάδα πάλσ απφ ηνλ νκθαιφ θαη έλα θχζεκα κπνξεί λα αθνπζηεί απφ ηελ 

ηαξαρψδε ξνή ηνπ αλεπξχζκαηνο . Γπζηπρψο, φκσο, ε ξήμε κπνξεί λα είλαη ε πξψηε 
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έλδεημε ηνπ θνηιηαθνχ ανξηηθνχ αλεπξχζκαηνο. Μφιηο ζπκβεί ε ξήμε ηνπ 

αλεπξχζκαηνο, παξνπζηάδνληαη θιαζηθά ζπκπηψκαηα θνηιηαθνχ άιγνπο. 

Η δηάγλσζε ελφο αλεπξχζκαηνο θνηιηαθήο ανξηήο κπνξεί λα επηβεβαησζεί παξά ηελ 

θιίλε κε ηε ρξήζε ππεξήρσλ. Ρήμε κπνξεί λα ππνδεηθλχεηαη επίζεο απφ ηελ 

παξνπζία ειεχζεξνπ πγξνχ ζηελ θνηιηαθή ρψξα . Μηα εληζρπκέλεο αληίζεζεο 

θνηιηαθή αμνληθή ηνκνγξαθία είλαη ε θαιχηεξε εμέηαζε γηα ηε δηάγλσζε ηνπ 

αλεπξχζκαηνο θνηιηαθήο ανξηήο.  

Μφλν ην 10-25% ησλ αζζελψλ επηβηψλνπλ ηεο ξήμεο ιφγσ ηεο κεγάιεο πξν- θαη 

κεηεγρεηξεηηθήο ζλεζηκφηεηαο. Δηήζηα ζλεζηκφηεηα απφ ξήμε αλεπξχζκαηνο ζηηο 

Ηλσκέλεο Πνιηηείεο είλαη πεξίπνπ 15.000 αζζελείο. Οη πεξηζζφηεξνη είλαη ιφγσ 

θνηιηαθψλ ανξηηθψλ αλεπξπζκάησλ, κε ηα ζσξαθηθά θαη ηα ζσξαθνθνηιηαθά λα 

απνηεινχλ ην 1% έσο 4 % ηνπ ζπλνιηθνχ αξηζκνχ. 

 

1.1.4 Αορτικό ρόξη  

 

Έλα αλεχξπζκα ανξηήο κπνξεί λα δηαξξαγεί απφ ηελ αδπλακία ηνπ ηνηρψκαηνο. 

Ανξηηθή ξήμε είλαη κηα ρεηξνπξγηθή πξάμε έθηαθηεο αλάγθεο, θαη έρεη πςειή 

ζλεζηκφηεηα αθφκε θαη κε άκεζε ζεξαπεία. Η εηζαγσγή ην αββαηνθχξηαθν γηα 

ξήμε ανξηηθνχ αλεπξχζκαηνο ζρεηίδεηαη κε απμεκέλε ζλεζηκφηεηα ζε ζχγθξηζε κε 

ηελ εηζαγσγή ζε κηα εξγάζηκε κέξα, θαη απηφ είλαη πηζαλφ νθείιεηαη ζε δηάθνξνπο 

παξάγνληεο ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο θαζπζηέξεζεο ζηελ έγθαηξε ρεηξνπξγηθή 

επέκβαζε [4]. 

 

1.1.5 Παρϊγοντεσ κινδύνου  

 

 Ηιηθία 

 ηεθαληαία λφζνο 

 Τπέξηαζε 

 Loeys - Dietz χλδξνκν 

 Τπεξρνιεζηεξνιαηκία 

 Τπεξνκνθπζηετλαηκία 

 Απμεκέλε C-αληηδξψζα πξσηεΐλε 

 Κάπληζκα 

 Πεξηθεξηθή αγγεηαθή λφζνο 

 χλδξνκν Marfan 

 Ehlers - Danlos ηχπνπ IV 

 Πξφβιεκα ζηελ δηγιψρηλα κεηξνεηδή βαιβίδα 

 χθηιε 

 IgG4 ζπζρεηηδφκελε αζζέλεηα 
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1.1.6 Παθοφυςιολογύα 

 

Δηθόλα 1.3: Κνηιηαθό ανξηηθό αλεύξπζκα δηακέηξνπ 6.5 εθ. κε 3.0 εθ. απιό. 

Έλα ανξηηθφ αλεχξπζκα κπνξεί λα πξνθχςεη σο απνηέιεζκα ηξαχκαηνο, κφιπλζεο, ή 

ζπλεζέζηεξα, απφ κία ελδνγελή αλσκαιία ζηα ζπζηαηηθά ειαζηίλεο θαη θνιιαγφλνπ 

ηνπ ανξηηθνχ ηνηρψκαηνο. Οξηζκέλα γελεηηθά ζχλδξνκα (Marfan , Elher - Danlos θαη 

άιια) πνπ ζρεηίδνληαη κε αλεπξχζκαηα ηεο θνηιηαθήο ανξηήο, θαη ηα δχν 

αλεπξίζκαηα  ζσξαθηθήο θαη θνηιηαθήο ανξηήο έρεη απνδεηρζεί φηη εκπεξηέρνπλ κηα 

ηζρπξή γελεηηθή ζπληζηψζα ζηελ αηηηνινγία ηνπο [5]. 

 

1.1.7 Διαχεύρηςη 

 

Η ρεηξνπξγηθή (αλνηρηή ή ελδαγγεηαθή) είλαη ε νξηζηηθή ζεξαπεία ελφο αλεπξχζκαηνο 

ανξηήο. Φαξκαθεπηηθή αληηκεηψπηζε ζπλήζσο πξννξίδεηαη γηα κηθξφηεξα 

αλεπξχζκαηα ή γηα ηνπο ειηθησκέλνπο, αδχλακνπο αζζελείο, φπνπ νη θίλδπλνη ηεο 

ρεηξνπξγηθήο απνθαηάζηαζεο ππεξβαίλνπλ ηνπο θηλδχλνπο ηεο κε – ιεηηνπξγηθήο 

ζεξαπείαο (παξαηήξεζε κφλν). 

 

1.1.8 Ιατρικό αντιμετώπιςη  

 

Η ηαηξηθή αληηκεηψπηζε πεξηιακβάλεη απζηεξφ έιεγρν αξηεξηαθήο πίεζεο. Απηφ δε 

ζεξαπεχεη ην ανξηηθφ αλεχξπζκα απηφ θαζ’ απηφ, αιιά ν έιεγρνο ηεο ππέξηαζεο 

εληφο απζηεξψλ παξακέηξσλ αξηεξηαθήο πίεζεο κπνξεί λα κεηψζνπλ ηνλ ξπζκφ 

δηαζηνιήο ηνπ ανξηηθνχ αλεπξχζκαηνο. 

Η ηαηξηθή αληηκεηψπηζε ησλ αζζελψλ κε αλεπξχζκαηα ηεο θνηιηαθήο ανξηήο, πνπ 

είηε πξφθεηηαη γηα αλεπξχζκαηα κηθξνχ κεγέζνπο είηε γηα αδχλακνπο αζζελείο, 

ζπλεπάγεηαη ηε δηαθνπή ηνπ θαπλίζκαηνο, ηνλ έιεγρν ηεο αξηεξηαθήο πίεζεο, ηε 

ρξήζε ζηαηηλψλ θαη πεξηζηαζηαθά β-αλαζηνιέσλ. Οη κειέηεο Ultrasound 

ιακβάλνληαη ζε ηαθηηθή βάζε (θάζε 6-12 κήλεο) ψζηε λα παξαθνινπζείηαη ην 

κέγεζνο ηνπ αλεπξχζκαηνο. 

https://en.wikipedia.org/wiki/File:6.5cmAAAwith3cmlumen.png
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Η νξηζηηθή ζεξαπεία γηα έλα αλεχξπζκα ανξηήο κπνξεί λα είλαη ρεηξνπξγηθή ή 

ελδαγγεηαθή απνθαηάζηαζε. Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο ρεηξνπξγηθήο επέκβαζεο είλαη 

πνιχπινθνο θαη θαζνξίδεηηα αλά πεξίπησζε. Ο θίλδπλνο ξήμεο αλεπξχζκαηνο 

ζηαζκίδεηαη έλαληη ηνπ θηλδχλνπ ηεο ρεηξνπξγηθήο δηαδηθαζίαο. Η δηάκεηξνο ηνπ 

αλεπξχζκαηνο, ν ξπζκφο αλάπηπμεο, ε παξνπζία ή απνπζία ηνπ Marfan ζπλδξφκνπ, 

ηνπ Ehlers-Danlos ζπλδξφκνπ ή παξφκνησλ δηαηαξαρψλ ηνπ ζπλδεηηθνχ ηζηνχ, θαη 

άιιεο λνζεξφηεηεο είλαη φινη ζεκαληηθνί παξάγνληεο ζηε ζπλνιηθή ζεξαπεία.  

 

1.1.9  Φειρουργικό επϋμβαςη 

Οη απνθάζεηο ζρεηηθά κε ηελ επηδηφξζσζε ελφο ανξηηθνχ αλεπξχζκαηνο βαζίδνληαη 

ζηελ ηζνξξνπία κεηαμχ ηνπ θηλδχλνπ ξήμεο αλεπξχζκαηνο ρσξίο ζεξαπεία έλαληη ησλ 

θηλδχλσλ ηεο ίδηαο ηεο ζεξαπείαο. Γηα παξάδεηγκα, έλα κηθξφ αλεχξπζκα ζε έλαλ 

ειηθησκέλν αζζελή κε ζνβαξή θαξδηαγγεηαθή λφζν, δελ ζα πξέπεη λα δηνξζσζεί. Η 

πηζαλφηεηα ηνπ κηθξνχ αλεπξχζκαηνο ξήμεο επηζθηάδεηαη απφ ηνλ θίλδπλν ησλ 

θαξδηαθψλ επηπινθψλ απφ ηε δηαδηθαζία γηα ηελ δηφξζσζε ηνπ αλεπξχζκαηνο. 

Μηα αλνηθηή ρεηξνπξγηθή επέκβαζε πεξηιακβάλεη ηππηθά ηελ έθζεζε ηνπ ηκήκαηνο 

ηεο ανξηήο πνπ έρεη δηαζηαιεί θαη ηελ εηζαγσγή ελφο ζπλζεηηθνχ (Dacron ή Gore-

Tex) κνζρεχκαηνο (ζσιήλα). Μφιηο ην κφζρεπκα ξάβεηαη κέζα ζην εγγχο (πξνο ην 

θεθάιη ηνπ αζζελνχο) θαη άπσ (πξνο ην πφδη ηνπ αζζελνχο) ηκήκα ηεο ανξηήο, ν 

ζάθνο αλεπξχζκαηνο θιείλεη γχξσ απφ ην κφζρεπκα. Δλαιιαθηηθά, ε αλαζηφκσζε 

κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί κε επεθηάζηκεο ζπζθεπέο, κηα απινχζηεξε θαη ηαρχηεξε 

δηαδηθαζία [6,7]. 

Η ανξηή θαη νη δηαθιαδψζεηο ησλ αξηεξηψλ ηεο είλαη ζπζθηγκέλεο θαηά ηε δηάξθεηα 

αλνηθηήο ρεηξνπξγηθήο επέκβαζεο. Απηφ κπνξεί λα νδεγήζεη ζε αλεπαξθή παξνρή 

αίκαηνο ζηνλ λσηηαίν κπειφ, νδεγψληαο ζε παξαπιεγία, θαηά ηελ επηζθεπή ηνπ 

ζσξαθηθνχ αλεπξχζκαηνο. Σν εγθεθαινλσηηαίν πγξφ απνζηξάγγηζεο, φηαλ 

πξαγκαηνπνηείηαη ζε έκπεηξα θέληξα, κεηψλεη ηνλ θίλδπλν ηζραηκηθήο βιάβεο ηνπ 

λσηηαίνπ κπεινχ κε ηελ αχμεζε ηεο πίεζεο αηκάησζεο ηνπ λσηηαίνπ κπεινχ. [8,9] 

Ο θίλδπλνο ηεο ρεηξνπξγηθήο επέκβαζεο είλαη δηηηφο. Πξψηνλ, πξέπεη λα ιεθζνχλ 

ππφςηλ ηα πξνβιήκαηα πνπ πξνθχπηνπλ θαηά ηε δηάξθεηα ή ακέζσο κεηά ηελ 

ρεηξνπξγηθή επέκβαζε θαη δεχηεξνλ, ε απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο δηαδηθαζίαο, θνηλψο 

εάλ ε δηαδηθαζία πξνζηαηεχεη απνηειεζκαηηθά ηνλ αζζελή απφ ηε καθξνρξφληα ξήμε 

αλεπξχζκαηνο. Απηά ηα δεηήκαηα ρξήδνπλ κεγάιεο ζεκαζίαο θαη ζα πξέπεη λα 

ιακβάλνληαη ππφςηλ φηαλ πξέπεη λα παξζεί απφθαζε κεηαμχ δχν δηαθνξεηηθψλ 

ζεξαπεπηηθψλ επηινγψλ. Μηα ιηγφηεξν επεκβαηηθή δηαδηθαζία (φπσο ε ελδαγγεηαθή 

απνθαηάζηαζε αλεπξχζκαηνο κε κπαινλάθη ή stent) κπνξεί λα ζπλδέεηαη κε ιηγφηεξν 

βξαρππξφζεζκνπο θηλδχλνπο γηα ηνλ αζζελή (ιηγφηεξεο επηπινθέο), αιιά 

δεπηεξνγελείο δηαδηθαζίεο κπνξεί λα είλαη απαξαίηεηεο γηα καθξνπξφζεζκε 

παξαθνινχζεζε. 
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1.1.10 Ενδαγγειακό αποκατϊςταςη ανευρύςματοσ 

Δλδναγγεηαθή ζεξαπεία ηεο ανξηήο είλαη κηα ειάρηζηα επεκβαηηθή ελαιιαθηηθή ιχζε 

γηα λα αλνίμεη ηελ επηζθεπή ρεηξνπξγηθή επέκβαζε. Πεξηιακβάλεη ηνπνζέηεζε ελφο 

ελδν-αγγεηαθήο ελδνπξφζεζεο κέζσ κηθξψλ ηνκψλ ζηελ θνξπθή ηνπ θάζε άθξνπ 

κέζα ζηελ ανξηή. 

ε ζχγθξηζε κε αλνηθηή ρεηξνπξγηθή επέκβαζε, ε ελδαγγεηαθή απνθαηάζηαζε έρεη 

ρακειφηεξν θίλδπλν ζαλάηνπ ζε ζχληνκν ρξνληθφ δηάζηεκα θαη βξαρχηεξε 

παξακνλή ζην λνζνθνκείν, αιιά δελ κπνξεί πάληα λα απνηειεί επηινγή [2,10,11]. 

Γελ θαίλεηαη λα ππάξρεη δηαθνξά ζηελ καθξνπξφζεζκα απνηειέζκαηα κεηαμχ ησλ 

δχν δηαδηθαζηψλ [12]. Μεηά απφ ελδαγγεηαθή απνθαηάζηαζε, δηαδηθαζίεο 

επαλάιεςεο είλαη πην πηζαλφ λα ρξεηαζηνχλ [13]. 

 

1.2 Αναπνευςτικό ύςτημα & Πνεύμονεσ 

 ηνλ άλζξσπν, ην αλαπλεπζηηθφ ζχζηεκα πεξηιακβάλεη ηνπο πλεχκνλεο, ην ζχλνιν 

ησλ αεξαγσγψλ πνπ νδεγνχλ ζηνπο πλεχκνλεο θαη ηηο δνκέο ηνπ ζψξαθα πνπ είλαη 

απαξαίηεηεο γηα ηελ κεηαθίλεζε ηνπ αέξα κέζα θαη έμσ απφ ηνπο πλεχκνλεο.  

Τπάξρνπλ δχν πλεχκνλεο, ν δεμηφο θαη ν αξηζηεξφο, ν θαζέλαο απφ ηνπο νπνίνπο 

δηαηξείηαη ζε ινβνχο. Οη πλεχκνλεο απνηεινχληαη θαηά θχξην ιφγν απφ κηθξνχο 

ζάθνπο πνπ πεξηέρνπλ αέξα, ηηο θπςειίδεο, νη νπνίεο, ζε έλαλ ελήιηθν, αλέξρνληαη 

πεξίπνπ ζε 300 εθαηνκκχξηα. ηηο θπςειίδεο εληνπίδεηαη ε αληαιιαγή ησλ αεξίσλ κε 

ην αίκα. Οη αεξαγσγνί είλαη ζσιήλεο κέζα απφ ηνπο νπνίνπο ν αέξαο δηαθηλείηαη 

κεηαμχ ηνπ πεξηβάιινληνο θαη ησλ θπςειίδσλ. Καηά ηελ αλαπλνή εηζέξρεηαη αέξαο, 

είηε κέζσ ηεο κχηεο (ζπρλφηεξα) είηε κέζσ ηνπ ζηφκαηνο ζην θάξπγγα, πνπ απνηειεί 

θνηλή νδφ δηέιεπζεο ηνπ αέξα θαη ηεο ηξνθήο. Ο θάξπγγαο ζπλερίδεηαη κε δχν νδνχο, 

ηνλ νηζνθάγν κέζσ ηνπ νπνίνπ ε ηξνθή θαηαιήγεη ζην ζηφκαρν θαη ην ιάξπγγα πνπ 

απνηειεί ηκήκα ησλ αεξαγσγψλ. ην ιάξπγγα βξίζθνληαη νη θσλεηηθέο ρνξδέο, δχν 

πηπρέο ειαζηηθνχ ηζηνχ πνπ δηαηείλνληαη νξηδφληηα θαηά κήθνο ηνπ απινχ ηνπ. Η ξνή 

αέξα δηακέζνπ ησλ θσλεηηθψλ ρνξδψλ πξνθαιεί ηε δφλεζή ηνπο, κε απνηέιεζκα ηελ 

παξαγσγή ήρσλ. Η κχηε, ην ζηφκα, ν θάξπγγαο θα ν ιάξπγγαο απνηεινχλ ηνπο 

αλψηεξνπο αεξαγσγνχο. Ο ιάξπγγαο θαηαιήγεη ζε έλαλ επηκήθε ζσιήλα ηελ ηξαρεία, 

ε νπνία κε ηε ζεηξά ηεο δηαθιαδίδεηαη ζε δχν βξφγρνπο, ν θαζέλαο απφ ηνπο νπνίνπο 

εηζέξρεηαη ζηνλ αληίζηνηρν πλεχκνλα. Μέζα ζηνπο πλεχκνλεο εληνπίδνληαη 

πεξηζζφηεξεο απφ 20 γελεέο δηαθιαδψζεσλ ηνπ βξνγρηθνχ δέληξνπ, ε θαζεκία απφ 

ηηο νπνίεο θαηαιήγεη ζε ζηελφηεξνπο, βξαρχηεξνπο θαη πνιππιεζέζηεξνπο 

αεξαγσγνχο.  



20 

 

 

Δηθόλα 1.4: Κιάδνη αλαπλεπζηηθήο δώλεο θαη δώλεο αγσγήο θαη αξηζκόο 

ζσιελώζεσλ. 

Σα ηνηρψκαηα ηεο ηξαρείαο θαη ησλ βξφγρσλ πεξηέρνπλ ρφλδξν, πνπ ηνπο παξέρεη ην 

θπιηλδξηθφ ηνπο ζρήκα θαη ζηήξημε. Οη πξψηεο δηαθιαδψζεηο ησλ αεξαγσγψλ πνπ 

δελ πεξηέρνπλ ρφλδξν ιέγνληαη βξαγρηφιηα. Οη θπςειίδεο αξρίδνπλ λα εκθαλίδνληαη 

ζηα αλαπλεπζηηθά βξαγρηφιηα, πξνζθνιιεκέλα ζηα ηνηρψκαηά ηνπο. Ο αξηζκφο ησλ 

θπςειίδσλ απμάλεηαη ζηνπο θπςειηδηθνχο πφξνπο θαη νη αεξαγσγνί θαηαιήγνπλ 

ηειηθά ζε ζπλαζξνίζεηο πνπ απνηεινχληαη απνθιεηζηηθά απφ θπςειίδεο. Οη 

αεξαγσγνί, φπσο θαη ηα αηκνθφξα αγγεία, πεξηβάιινληαη απφ ιείνπο κχεο, πνπ κε ηε 

ζχζπαζε θαη ράιαζή ηνπο κεηαβάιινπλ ηε δηάκεηξν ησλ αεξαγσγψλ. Οη αεξαγσγνί 

κεηά ην ιάξπγγα κπνξνχλ λα δηαηξεζνχλ ζε δχν δψλεο: ε δψλε αγσγήο πνπ  

εθηείλεηαη απφ ηελ θνξπθή ηεο ηξαρείαο έσο ηελ αξρή ησλ αλαπλεπζηηθψλ 

βξνγρηνιίσλ. ηε δψλε απηή δελ ππάξρνπλ θπςειίδεο θαη δελ γίλεηαη αληαιιαγή 

αεξίσλ. Η αλαπλεπζηηθή δψλε πνπ εθηείλεηαη πέξα απφ ηα αλαπλεπζηηθά βξνγρηφιηα, 

πεξηέρεη θπςειίδεο θαη απνηειεί ηε ζέζε φπνπ ζπληειείηαη ε αληαιιαγή ησλ αεξίσλ 

κε ην αίκα. 
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πλνπηηθά, ν ξφινο ηεο δψλεο αγσγήο είλαη: 

-πξνζηαζία (βιεθαξίδεο, αδέλεο πνπ εθθξίλνπλ βιέλλα, θαγνθχηηαξα) 

 - ζέξκαλζε θαη χγξαλζε αέξα 

 - ξχζκηζε πνζνχ αέξα πνπ θηάλεη ζηηο θπςειίδεο 

Αληίζεηα, ν ξφινο ηεο αλαπλεπζηηθήο δψλεο είλαη ε αληαιιαγή κεηαμχ αίκαηνο θαη 

αέξα.  

 
Δηθόλα 1.5: Αλαιπηηθή απεηθόληζε ηνπ αλζξώπηλνπ αλαπλεπζηηθνύ ζπζηήκαηνο. 

 

Η επηθάλεηα ηνπ επηζειίνπ ησλ αεξαγσγψλ, κέρξη ην ηέινο ησλ αλαπλεπζηηθψλ 

βξνγρηνιίσλ, πεξηιακβάλεη θξνζζνχο πνπ εκθαλίδνπλ ζπλερή θίλεζε πξνο ην 

θάξπγγα. Πεξηέρεη επίζεο αδέλεο θαη κεκνλσκέλα επηζειηαθά θχηηαξα πνπ εθθξίλνπλ 

βιέλλα. Οη νπζίεο πνπ απνηεινχληαη απφ ζσκαηίδηα, φπσο ε ζθφλε πνπ πεξηέρεηαη 

ζηνλ εηζπλεφκελν αέξα, πξνζθνιιψληαη ζηε βιέλλα πνπ κεηαθέξεηαη αξγά θαη 

ζηαζεξά απφ ηνπο θξνζζνχο πξνο ην θάξπγγα, φπνπ θαηφπηλ θαηαπίλεηαη. Απηφο ν 

κεραληζκφο κεηαθίλεζεο ηεο βιέλλαο είλαη ζεκαληηθφο γηα ηε δηαηήξεζε θαζαξψλ 

πλεπκφλσλ απφ ζσκαηηδηαθέο νπζίεο θαη απφ ηα πνηθίια βαθηήξηα πνπ εηζέξρνληαη 

ζην ζψκα κε ηα ζσκαηίδηα ηεο ζθφλεο. Η δξαζηεξηφηεηα ησλ θξνζζψλ κπνξεί λα 

αλαζηαιεί απφ πνιινχο βιαπηηθνχο παξάγνληεο. Γηα παξάδεηγκα, ην θάπληζκα ελφο 

κφλν ηζηγάξνπ αθηλεηνπνηεί ηνπο θξνζζνχο γηα αξθεηέο ψξεο. Οη πλεχκνλεο, φπσο 

θαη ε θαξδηά, εληνπίδνληαη ζην ζψξαθα, ην ηκήκα ηνπ ζψκαηνο πνπ πεξηιακβάλεηαη 

κεηαμχ ηνπ ηξαρήινπ θαη ηεο θνηιίαο. Ο ζψξαθαο είλαη έλα θιεηζηφ δηακέξηζκα πνπ 

ζπλδέεηαη κε ηνλ ηξάρειν κε κπο θαη ζπλδεηηθφ ηζηφ θαη δηαρσξίδεηαη πιήξσο απφ 
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ηελ θνηιία κε έλα ζθειεηηθφ κπ, ην δηάθξαγκα, πνπ έρεη ζρήκα ζφινπ. Σν ηνίρσκα 

ηνπ ζψξαθα ζρεκαηίδεηαη απφ ηε ζπνλδπιηθή ζηήιε, ηηο πιεπξέο, ην ζηέξλν θαη απφ 

αξθεηέο νκάδεο κπψλ πνπ βξίζθνληαη κεηαμχ ησλ πιεπξψλ (κεζνπιεχξηνη κχεο). Σν 

ζσξαθηθφ ηνίρσκα πεξηέρεη επίζεο κεγάιεο πνζφηεηεο ειαζηηθνχ ζπλδεηηθνχ ηζηνχ. 

Ο θάζε πλεχκνλαο πεξηβάιιεηαη απφ έλα θιεηζηφ ζάθν, ηνλ ππεξδσθνηηθφ ζάθν, πνπ 

απνηειείηαη απφ έλα ιεπηφ ζηξψκα θπηηάξσλ πνπ ιέγεηαη ππεξδσθφηαο. Οη δχν 

ππεξδσθνηηθνί ζάθνη βξίζθνληαη εθαηέξσζελ ηεο κέζεο γξακκήο θαη είλαη πιήξσο 

αλεμάξηεηνη ν έλαο απφ ηνλ άιιν. Η επηθάλεηα ηνπ ππεξδσθφηα πνπ θαιχπηεη ηνλ 

πλεχκνλα (ν ζπιαρληθφο ππεξδσθφηαο) ζπλέρεηαη ζηελά κε ηνλ πλεχκνλα κε 

ζπλδεηηθφ ηζηφ. Αλάινγα, ε εμσηεξηθή ζηηβάδα (ν ηνηρσκαηηθφο ππεξδσθφηαο) 

πξνζθνιιάηαη θαη επελδχεη ην εζσηεξηθφ ηνίρσκα ηνπ ζψξαθα θαη ην δηάθξαγκα. Οη 

δχν ζηηβάδεο ηνπ ππεξδσθφηα ζε θάζε ζάθθν βξίζθνληαη ηφζν θνληά, πνπ 

νζπηαζηηθά έξρνληαη ζρεδφλ πάληνηε ζε επαθή θάησ απφ θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο, 

αιιά δελ ζπλέρνληαη κεηαμχ ηνπο. Αληίζεηα, δηαρσξίδνληαη απφ έλα πνιχ ιεπηφ 

ζηξψκα ελδνπιεχξηνπ (ππεξδσθνηηθνχ) πγξνχ, ην νπνίν έρεη ζπλνιηθφ φγθν κφιηο 

ιίγα ml. Σν ελδνπιεχξην πγξφ επαιείθεη πιήξσο ηνπο πλεχκνλεο θαη ιηπαίλεη ηηο 

επηθάλεηεο ηνπ ππεξδσθφηα, ψζηε λα κπνξνχλ λα νιηζζαίλνπλ ε κία πάλσ ζηελ άιιε 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αλαπλνήο. Σέινο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο θπζηνινγηθήο αλαπλνήο, 

ε ελδνπιεχξηνο πίεζε (Pip) πνπ ιέγεηαη επίζεο ελδνππεξδσθνηηθή ή ελδνζσξαθηθή 

πίεζε, πξνθαιείηαη θίλεζε ησλ πλεπκφλσλ θαη ηνπ ζσξαθηθνχ ηνηρψκαηνο πξνο ηα 

κέζα ή πξνο ηα έμσ. 

 

 
Δηθόλα 1.6: Σκήκαηα ησλ πλεπκόλσλ. 

 

 

 

1.3  Ο καρκύνοσ του πνεύμονα 

1.3.1 Βιολογύα του καρκύνου του πνεύμονα 

 

Ο θαξθίλνο ηνπ πλεχκνλα είλαη κηα αζζέλεηα πνπ ραξαθηεξίδεηαη απφ αλεμέιεγθηε 

αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ ζηνπο ηζηνχο ηνπ πλεχκνλα. Δάλ δε ζεξαπεπζεί, ν 

αλεμέιεγθηνο πνιιαπιαζηαζκφο κπνξεί λα εμαπισζεί θαη πέξαλ ηνπ πλεχκνλα κε κηα 

δηαδηθαζία πνπ νλνκάδεηαη κεηάζηαζε ζε θνληηλφ ηζηφ θαη, ηειηθά, ζε άιια 

απνκαθξπζκέλα κέξε ηνπ ζψκαηνο. Οη πεξηζζφηεξνη θαξθίλνη πνπ μεθηλνχλ ζηνλ 

πλεχκνλα, γλσζηνί σο πξσηνγελείο θαξθίλνη ηνπ πλεχκνλα, είλαη θαξθηλψκαηα πνπ 
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πξνέξρνληαη απφ επηζειηαθά θχηηαξα. Οη θχξηνη ηχπνη θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα είλαη 

ην κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλσκα ηνπ πλεχκνλα (small cell lung carcinoma, SCLC), πνπ 

νλνκάδεηαη επίζεο θαξθίλνο θπηηάξσλ βξψκεο, θαη ην κε κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλσκα 

ηνπ πλεχκνλα (non small cell carcinoma, NSCLC). Η πην θνηλή αηηία ηνπ θαξθίλνπ 

ηνπ πλεχκνλα είλαη ε καθξνρξφληα έθζεζε ζηνλ θαπλφ, ε νπνία πξνθαιεί ην 80-90% 

ησλ θαξθίλσλ ηνπ πλεχκνλα. Οη κε θαπληζηέο αληηζηνηρνχλ ζην 10-15% ησλ 

πεξηπηψζεσλ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα, [14] πνπ ζπρλά απνδίδεηαη ζε έλα ζπλδπαζκφ 

γελεηηθψλ παξαγφλησλ, [15] ζην αέξην ξαδφλην, [15] ζηνλ ακίαλην, [16] ηελ 

αηκνζθαηξηθή ξχπαλζε θαη ην παζεηηθφ θάπληζκα. 

 

Σα πην ζπρλά ζπκπηψκαηα είλαη ν βήραο (ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο αηκφπηπζεο), ε 

απψιεηα βάξνπο θαη ε δπζθνιία ζηελ αλαπλνή. Ο θαξθίλνο ηνπ πλεχκνλα κπνξεί λα 

παξαηεξεζεί ζε αθηηλνγξαθία ζψξαθνο θαη ζε αμνληθή ηνκνγξαθία (CT scan). Η 

δηάγλσζε επηβεβαηψλεηαη κε βηνςία. Απηφ γίλεηαη ζπλήζσο κε βξνγρνζθφπεζε ή CT-

θαζνδεγνχκελε βηνςία. Η ζεξαπεία θαη ε πξφγλσζε εμαξηψληαη απφ ηνλ ηζηνινγηθφ 

ηχπν ηνπ θαξθίλνπ, ην ζηάδην (βαζκφ εμάπισζεο), θαη γεληθά ηελ επεκεξία ηνπ 

αζζελνχο, πνπ κεηξάηαη κε ην ηεζη θνπψζεσο. Οη θνηλέο ζεξαπείεο πεξηιακβάλνπλ 

ρεηξνπξγηθή επέκβαζε, ρεκεηνζεξαπεία, βηνινγηθή ζεξαπεία θαη αθηηλνζεξαπεία. Σν 

θαξθίλσκα NSCLC κεξηθέο θνξέο αληηκεησπίδεηαη κε ρεηξνπξγηθή επέκβαζε, ελψ ην 

SCLC ζπλήζσο αληαπνθξίλεηαη θαιχηεξα ζηε ρεκεηνζεξαπεία θαη ηελ 

αθηηλνζεξαπεία. 

 

Η επηβίσζε εμαξηάηαη απφ ην ζηάδην, ηε γεληθή πγεία θαη άιινπο παξάγνληεο. 

πλνιηθά, κφλν ην 15% ησλ αλζξψπσλ ζηηο Ηλσκέλεο Πνιηηείεο πνπ δηαγηγλψζθεηαη 

κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα επηβηψλεη γηα πέληε έηε κεηά ηελ δηάγλσζε [17] 

Παγθνζκίσο, ν θαξθίλνο ηνπ πλεχκνλα είλαη ε πην θνηλή αηηία θαξθίλνπ πνπ 

ζρεηίδεηαη κε ην ζάλαην ζε άλδξεο θαη γπλαίθεο θαη είλαη ππεχζπλε γηα 1.380.000 

ζαλάηνπο εηεζίσο απφ ην 2008 [18]. 
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Δηθόλα 1.7: ε ηξηζδηάζηαηε αμνληθή ηνκνγξαθία δηαθξίλεηαη όγθνο ζηνλ πλεύκνλα (βέινο). 

 

1.3.2  Σαξινόμηςη 

 

Πίλαθαο 1.1: Δπίπησζε ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα αλάινγα κε ηνλ ηζηνινγηθφ ηχπν.  

Ηζηνινγηθόο ηύπνο Δκθάληζε (αλά 100,000 αλά έηε) 

Όινη νη ηχπνη 66.9 

Αδελνθαξθίλσκα 22.1 

Καξθίλσκα πιαθσδψλ θπηηάξσλ 14.4 

Μηθξνθπηηαξηθνχ ηχπνπ θαξθίλσκα 9.8 

 

Οη θαξθίλνη ηνπ πλεχκνλα ηαμηλνκνχληαη ζχκθσλα κε ηνλ ηζηνινγηθφ ηχπν. Η 

ηαμηλφκεζε απηή έρεη ζεκαληηθέο ζπλέπεηεο ζηελ θιηληθή δηαρείξηζε θαη ηελ 

πξφγλσζε ηεο λφζνπ. Η ζπληξηπηηθή πιεηνςεθία ησλ θαξθίλσλ ηνπ πλεχκνλα είλαη 

θαξθηλψκαηα-θαθνήζεηεο πνπ πξνθχπηνπλ απφ επηζειηαθά θχηηαξα. Σα θαξθηλψκαηα 

ηνπ πλεχκνλα θαηεγνξηνπνηνχληαη απφ ην κέγεζνο θαη ηελ εκθάληζε ησλ θαθνεζψλ 

θπηηάξσλ πνπ κπνξνχλ λα παξαηεξεζνχλ απφ παζνινγναλαηφκν κε κηθξνζθφπεζε. 

Οη δχν επξείεο θαηεγνξίεο είλαη ην κε κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλσκα θαη ην 

κηθξνθπηηαξηθφ θαξθηλσκα ηνπ πλεχκνλα. 

 

1.3.2.1 Μη μικροκυτταρικό καρκύνωμα του πνεύμονα (NSCLC) 

 

 
Δηθόλα 1.8: Μηθξνγξαθία πιαθώδνπο θαξθηλώκαηνο, πνπ απνηειεί ηύπν κε κηθξνθπηηαξηθνύ 

θαξθηλώκαηνο, (FNA specimen, Pap stain). 



25 

 

 

Οη ηξεηο θχξηεο ππνθαηεγνξίεο ηνπ NSCLC είλαη ην αδελνθαξθίλσκα, ην θαξθίλσκα 

ησλ πιαθσδψλ θπηηάξσλ ηνπ πλεχκνλα θαη ησλ κεγαινθπηηάξσλ ηνπ πλεχκνλα. 

 

ρεδφλ ην 40% ησλ θαξθίλσλ ηνπ πλεχκνλα είλαη ην αδελνθαξθίλσκα, πνπ ζπλήζσο 

πξνέξρεηαη απφ πεξηθεξηθνχο ηζηνχο ησλ πλεπκφλσλ. Οη πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο 

ηνπ αδελνθαξθηλψκαηνο ζρεηίδνληαη κε ην θάπληζκα. Χζηφζν, κεηαμχ ησλ αηφκσλ 

πνπ έρνπλ θαπλίζεη ιηγφηεξα απφ 100 ηζηγάξα ζηε δηάξθεηα ηεο δσήο ηνπο («κε 

θαπληζηέο»), ην αδελνθαξθίλσκα είλαη ε πην θνηλή κνξθή θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα 

[19]. Έλαο άιινο ηχπνο αδελνθαξθηλψκαηνο, ην βξνγρνθπςειηδηθφ θαξθίλσκα, είλαη 

πην θνηλφ ζε γπλαίθεο κε θαπλίζηξηεο θαη κπνξεί λα έρεη δηαθνξεηηθέο απνθξίζεηο ζηε 

ζεξαπεία [19]. 

 

Σν θαξθίλσκα ησλ πιαθσδψλ θπηηάξσλ απνηειεί πεξίπνπ ην 30% ησλ θαξθίλσλ ηνπ 

πλεχκνλα. πλήζσο ζπκβαίλεη θνληά ζε κεγάινπο αεξαγσγνχο. Μηα θνίιε θνηιφηεηα 

πνπ ζρεηίδεηαη κε λέθξσζε βξίζθεηαη ζπλήζσο ζην θέληξν ηνπ φγθνπ. 

 

Πεξίπνπ ην 9% ησλ θαξθίλσλ ηνπ πλεχκνλα είλαη θαξθίλσκα ησλ κεγάισλ 

θπηηάξσλ. Ολνκάδεηαη έηζη επεηδή ηα θαξθηληθά θχηηαξα είλαη κεγάια, κε πεξίζζεηα 

θπηηαξνπιάζκαηνο, κεγάινπο ππξήλεο θαη εκθαλείο ππξελίζθνπο. 

 

1.3.2.2 Μικροκυτταρικό καρκύνωμα του πνεύμονα (SCLC) 

 

 
Δηθόλα 1.9: Μηθξνθπηηαξηθό θαξθίλσκα ηνπ πλεύκνλα (κηθξνζθνπηθή όςε ππξήλα από 

βηνςία). 

 

ε κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλσκα ηνπ πλεχκνλα (SCLC), ηα θχηηαξα πεξηέρνπλ ππθλνχο 

λεπξνεθθξηηηθνχο θφθθνπο (θπζηίδηα πνπ πεξηέρνπλ λεπξνελδνθξηληθέο νξκφλεο), πνπ 

ζπζρεηίδνπλ ηνλ φγθν κε ελδνθξηληθφ / παξαλενπιαζκαηηθφ ζχλδξνκν [20]. Οη 

πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο πξνθχπηνπλ ζηνπο κεγάινπο αεξαγσγνχο (πξσηνγελείο θαη 

δεπηεξνγελείο βξφγρνη) [17]. Απηνί νη θαξθίλνη αλαπηχζζνληαη γξήγνξα θαη 
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εμαπιψλνληαη λσξίο ζηελ πνξεία ηεο λφζνπ. Δμήληα κε εβδνκήληα ηνηο εθαηφ έρνπλ 

κεηαζηαηηθή ηδηφηεηα θαηά ηελ εμέιημε. Απηφο ν ηχπνο θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα 

ζπλδέεηαη ζηελά κε ην θάπληζκα. 

1.3.2.3 Άλλοι τύποι 

Οη ηέζζεξηο θχξηνη ηζηνινγηθέο ηχπνη θαξθηλσκάησλ αλαγλσξίδνληαη, αλ θαη 

νξηζκέλνη θαξθίλνη κπνξνχλ λα πεξηέρνπλ ζπλδπαζκφ ησλ δηαθφξσλ ηχπσλ. πάληνη 

ηχπνη θαξθίλνπ πεξηιακβάλνπλ αδεληθνχο φγθνπο  θαη αδηαθνξνπνίεηα θαξθηλψκαηα. 

1.3.3 Μετϊςταςη 

Ο πλεχκνλαο είλαη κηα θνηλή ζέζε κεηάζηαζεο ησλ φγθσλ απφ άιια κέξε ηνπ 

ζψκαηνο. Οη δεπηεξνπαζείο θαξθίλνη ηαμηλνκνχληαη απφ ηελ πεξηνρή θαηαγσγήο π.ρ., 

ν θαξθίλνο ηνπ καζηνχ πνπ έρεη εμαπισζεί ζηνλ πλεχκνλα νλνκάδεηαη κεηαζηαηηθφο 

θαξθίλνο ηνπ καζηνχ. Οη κεηαζηάζεηο ζπρλά έρνπλ κηα ραξαθηεξηζηηθή ζηξφγγπιε 

εκθάληζε ζηελ αθηηλνγξαθία ζψξαθνο [21]. 

 

Οη ίδηνη νη πξσηνπαζείο θαξθίλνη ησλ πλεπκφλσλ επξέσο πξνθαινχλ κεηαζηάζεηο 

ζηνλ εγθέθαιν, ηα νζηά, ην ζπθψηη, θαη ηα επηλεθξίδηα. Η αλνζνρξψζε ηεο βηνςίαο 

είλαη ζπρλά ρξήζηκε γηα λα πξνζδηνξηζηεί ε αξρηθή πεγή [22]. 

 

1.3.4 ημεύα και ςυμπτώματα 

 

Σα ζπκπηψκαηα θαη ζεκεία πνπ κπνξεί λα ππνδειψλνπλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα 

πεξηιακβάλνπλ: 

 

• βήρα 

• απψιεηα βάξνπο 

• δχζπλνηα (δπζθνιία ζηελ αλαπλνή) 

• πφλνο ζην ζηήζνο 

• αηκφπηπζε (βήραο κε αίκα) 

• πφλνο ζηα νζηά 

• ππξεηφο 

• θνχξαζε, θφπσζε 

• απφθξαμε άλσ θνίιεο θιέβαο 

• δπζθαγία (δπζθνιία ζηελ θαηάπνζε) 

• ζπξηγκφ 

Αλ ν θαξθίλνο αλαπηχζζεηαη ζηνπο αεξαγσγνχο, κπνξεί λα εκπνδίζεη ηε ξνή ηνπ 

αέξα, πξνθαιψληαο αλαπλεπζηηθά πξνβιήκαηα. Η απφθξαμε κπνξεί λα νδεγήζεη ζε 

ζπζζψξεπζε ησλ εθθξίζεσλ πίζσ απφ ηελ απφθξαμε θαη λα πξνδηαζέηεη ζε 

πλεπκνλία. 

 

Αλάινγα κε ηνλ ηχπν ηνπ φγθνπ, ηα ιεγφκελα παξαλενπιαζκαηηθά θαηλφκελα 

κπνξνχλ αξρηθά λα πξνζειθχζνπλ ηελ πξνζνρή ζηελ αζζέλεηα [23]. ηελ 
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πεξίπησζε ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα, απηά ηα θαηλφκελα κπνξεί λα πεξηιακβάλνπλ 

ην ζχλδξνκν κπαζζέλεηαο Lambert-Eaton (κπτθή αδπλακία ιφγσ απηναληηζσκάησλ), 

ηελ ππεξαζβεζηηαηκία, ή ην ζχλδξνκν αθαηάιιειεο αληηδηνπξεηηθήο νξκφλεο 

(SIADH). Οη φγθνη ζηελ θνξπθή ηνπ πλεχκνλα, γλσζηνί σο φγθνη Pancoast, κπνξνχλ 

λα εηζβάιινπλ ζην ηνπηθφ ηκήκα ηνπ ζπκπαζεηηθνχ λεπξηθνχ ζπζηήκαηνο, γεγνλφο 

πνπ νδεγεί ζε ζχλδξνκν Horner, θαζψο θαη ζε βιάβε ζην βξαρηφλην πιέγκα. 

 

Πνιιά απφ ηα ζπκπηψκαηα ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα (αλνξεμία, απψιεηα βάξνπο, 

ππξεηφο, θνχξαζε) δελ είλαη ζπγθεθξηκέλα. ε πνιινχο αζζελείο, ν θαξθίλνο έρεη ήδε 

εμαπισζεί πέξα απφ ηελ αξρηθή ζέζε ηε ζηηγκή πνπ απηνί εκθαλίδνπλ ζπκπηψκαηα 

θαη δεηνχλ ηαηξηθή βνήζεηα. Κνηλέο ζέζεηο κεηάζηαζεο πεξηιακβάλνπλ ηνλ εγθέθαιν, 

ηα νζηά, ηα επηλεθξίδηα, ηελ εηεξφπιεπξε ζέζε (απέλαληη) ηνπ πλεχκνλα, ην ήπαξ, ην 

πεξηθάξδην θαη ηνπο λεθξνχο. Πεξίπνπ 10% ησλ αηφκσλ κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα 

δελ έρνπλ ζπκπηψκαηα θαηά ηε δηάγλσζε. Απηνί νη θαξθίλνη βξίζθνληαη 

ζπκπησκαηηθά ζε κηα αθηηλνγξαθία ζψξαθα ξνπηίλαο [17]. 

 

1.3.5 Αύτια 

 

Ο θαξθίλνο αλαπηχζζεηαη θαηφπηλ γελεηηθψλ βιαβψλ ζην DNA είηε ζσκαηηθψλ είηε 

θιεξνλνκήζηκσλ (ή θαη ησλ δχν). Απηή ε γελεηηθή βιάβε επεξεάδεη ηηο θαλνληθέο 

ιεηηνπξγίεο ηνπ θπηηάξνπ, φπσο ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ θπηηάξσλ, ηνλ 

πξνγξακκαηηζκέλν θπηηαξηθφ ζάλαην (απφπησζε) θαη ηελ επηδηφξζσζε ηνπ DNA. 

Καζψο φιν θαη πεξηζζφηεξεο βιάβεο ζπζζσξεχνληαη, ν θίλδπλνο γηα θαξθίλν 

απμάλεη. 

 

1.3.5.1 Κϊπνιςμα 
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Δηθόλα 1.10: ΝΙΗ γξάθεκα πνπ δείρλεη πώο κηα γεληθή αύμεζε ησλ πσιήζεσλ ησλ πξντόλησλ 

θαπλνύ ζηηο ΗΠΑ ζηηο ηέζζεξηο πξώηεο δεθαεηίεο ηνπ 20νύ αηώλα (ηζηγάξα αλά άηνκν αλά 

έηνο) νδήγεζε ζε αληίζηνηρε ξαγδαία αύμεζε ζηε ζπρλόηεηα εκθάληζεο ηνπ θαξθίλνπ ηνπ 

πλεύκνλα 20 ρξόληα κεηά θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ 1930, '40 θαη '50 (ζάλαηνη από θαξθίλν ηνπ 

πλεύκνλα αλά 100.000 αλδξηθνύ πιεζπζκνύ αλά έηνο). 

 

Σν θάπληζκα, ηδηαίηεξα ησλ ηζηγάξσλ, είλαη καθξάλ ν θχξηνο ζπληειεζηήο ηνπ 

θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα [24]. Ο θαπλφο ηνπ ηζηγάξνπ πεξηέρεη πάλσ απφ 60 γλσζηέο 

θαξθηλνγφλεο νπζίεο [25], ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ ξαδηντζνηφπσλ απφ ηε ζεηξά 

δηάζπαζεο ηνπ ξαδνλίνπ, ηεο ληηξνδακίλεο θαη ηνπ βελδνππξελίνπ. Δπηπιένλ, ε 

ληθνηίλε θαίλεηαη λα θαηαζηέιιεη ηελ αλνζνινγηθή απάληεζε ζηηο θαθνήζεηο 

λενπιαζίεο ηνπ εθηεζεηκέλνπ ηζηνχ [26]. ηνλ αλεπηπγκέλν θφζκν, ην 90% ησλ 

ζαλάησλ απφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα ζηνπο άλδξεο θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ έηνπο 2000 

απνδφζεθε ζην θάπληζκα (70% γηα ηηο γπλαίθεο). Σν θάπληζκα επζχλεηαη γηα ην 80-

90% ησλ πεξηπηψζεσλ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα. 

 

Σν παζεηηθφ θάπληζκα -ε εηζπλνή θαπλνχ απφ θάπληζκα θάπνηνπ άιινπ- είλαη κηα 

απφ ηηο αηηίεο θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα ζε κε θαπληζηέο. Χο παζεηηθφο θαπληζηήο 

κπνξεί λα ραξαθηεξηζηεί θάπνηνο πνπ δεη ή εξγάδεηαη κε έλαλ θαπληζηή. Μειέηεο απφ 

ηηο ΗΠΑ [15], ηελ Δπξψπε [27], ην Ηλσκέλν Βαζίιεην [28], θαη ηελ Απζηξαιία 

έδεημαλ ζηαζεξά έλα ζεκαληηθά απμεκέλν θίλδπλν κεηαμχ εθείλσλ πνπ εθηίζεληαη ζε 

παζεηηθφ θάπληζκα [29]. Δθείλνη πνπ δνπλ κε θάπνηνλ πνπ θαπλίδεη παξνπζηάδνπλ 

αχμεζε ηνπ θηλδχλνπ ηεο ηάμεο ηνπ 20-30%, ελψ εθείλνη πνπ εξγάδνληαη ζε 

πεξηβάιινλ κε παζεηηθφ θαπλφ παξνπζηάδνπλ αχμεζε ηνπ θηλδχλνπ ηεο ηάμεο ηνπ 

16-19%. Οη έξεπλεο γηα ηνλ παξάπιεπξν θαπλφ δείρλνπλ φηη είλαη πην επηθίλδπλνο 

απφ ηνλ άκεζν θαπλφ [30]. Σν παζεηηθφ θάπληζκα πξνθαιεί πεξίπνπ 3.400 

ζαλάηνπο απφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα θάζε ρξφλν ζηηο ΗΠΑ [15]. 

 

1.3.5.2 Ραδόνιο αϋριο 

Σν ξαδφλην είλαη έλα άρξσκν θαη άνζκν αέξην πνπ παξάγεηαη απφ ηε δηάζπαζε ηνπ 

ξαδηελεξγνχ ξαδνλίνπ, ην νπνίν κε ηε ζεηξά ηνπ είλαη πξντφλ ηεο δηάζπαζεο ηνπ 

νπξαλίνπ, πνπ βξίζθεηαη ζην θινηφ ηεο γεο. Σα πξντφληα απνζχλζεζεο ηεο 

αθηηλνβνιίαο ηνλίδνπλ γελεηηθφ πιηθφ πξνθαιψληαο κεηαιιάμεηο πνπ κεξηθέο θνξέο 

κεηαηξέπνληαη ζε θαξθηληθέο. Σν ξαδφλην είλαη ε δεχηεξε πην ζπρλή αηηία ηνπ 

θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα ζηηο ΗΠΑ κεηά ην θάπληζκα [15]. Ο θίλδπλνο απμάλεηαη 8-

16% γηα θάζε αχμεζε 100 Bq/ m³ζηε ζπγθέληξσζε ηνπ ξαδνλίνπ [22]. Σα επίπεδα 

ηνπ αεξίνπ ξαδνλίνπ δηαθέξνπλ αλάινγα κε ηνλ ηφπν θαη ηε ζχλζεζε ηνπ 

ππνθείκελνπ εδάθνπο θαη ησλ βξάρσλ. Γηα παξάδεηγκα, ζε πεξηνρέο φπσο ε 

Κνξλνπάιε ζην Ηλσκέλν Βαζίιεην (ε νπνία έρεη σο ππέδαθνο γξαλίηε) ην ξαδφλην 

αέξην είλαη έλα ζεκαληηθφ πξφβιεκα θαη ηα θηίξηα πξέπεη λα εμαεξίδνληαη κε 

αλεκηζηήξεο γηα λα κεηψζνπλ ηηο ζπγθεληξψζεηο ηνπ ξαδνλίνπ. Η Τπεξεζία 

Πξνζηαζίαο ηνπ Πεξηβάιινληνο ησλ Ηλσκέλσλ Πνιηηεηψλ εθηηκά φηη έλα ζηα 15 
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ζπίηηα ζηηο ΗΠΑ έρεη επίπεδα ξαδνλίνπ πάλσ απφ ηε ζπληζηψκελε θαηεπζπληήξηα 

γξακκή ησλ 4 pCi/L (148 Bq/m³). 

 

1.3.5.3 Αμύαντοσ 

Ο ακίαληνο κπνξεί λα πξνθαιέζεη δηάθνξεο αζζέλεηεο ησλ πλεπκφλσλ, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ θαη ηνπ θαξθίλνπ ησλ πλεπκφλσλ. Σν θάπληζκα θαη ν 

ακίαληνο έρνπλ ζπλεξγεηαθή επίδξαζε ζηνλ ζρεκαηηζκφ ηνπ θαξθίλνπ ησλ 

πλεπκφλσλ [16]. Ο ακίαληνο κπνξεί επίζεο λα πξνθαιέζεη θαξθίλν ησλ πιεπξψλ, 

απνθαινχκελνο σο κεζνζειίσκα (ην νπνίν είλαη δηαθνξεηηθφ απφ ηνλ θαξθίλν ησλ 

πλεπκφλσλ). 

 

1.3.5.4 Ατμοςφαιρικό ρύπανςη 

Η ππαίζξηα αηκνζθαηξηθή ξχπαλζε έρεη κηθξή επίδξαζε ζηελ αχμεζε ηνπ θηλδχλνπ 

γηα θαξθίλν ησλ πλεπκφλσλ. Μηθξνζσκαηίδηα θαη ςεθαζκνί ζείνπ, ηα νπνία κπνξνχλ 

λα εθιχνληαη απφ ηα θαπζαέξηα ησλ κέζσλ κεηαθνξάο, ζρεηίδνληαη κε έλαλ ειαθξψο 

απμεκέλν θίλδπλν [31]. Όζνλ αθνξά ην δηνμείδην ηνπ αδψηνπ, κηα νξηαθή αχμεζε 

θαηά 10 κέξε ζην δηζεθαηνκκχξην ppm απμάλεη ηνλ θίλδπλν γηα θαξθίλν ησλ 

πλεπκφλσλ θαηά 14% [32] Σν 1-2% ησλ πεξηπηψζεσλ θαξθίλνπ ησλ πλεπκφλσλ 

ππνινγίδεηαη φηη νθείινληαη ζηελ ππαίζξηα αηκνζθαηξηθή ξχπαλζε. 

 

1.3.5.5 Γενετικό 

Μεξηθνί άλζξσπνη έρνπλ γελεηηθή πξνδηάζεζε γηα θαξθίλν ησλ πλεπκφλσλ. ε 

ζπγγελείο αηφκσλ κε θαξθίλν ησλ πλεπκφλσλ, ν θίλδπλνο απμάλεηαη 2,4 θνξέο. Απηφ 

είλαη πηζαλφ λα νθείιεηαη ζε γελεηηθνχο πνιπκνξθηζκνχο θαη κεηαιιάμεηο. 

 

1.3.6 Διϊγνωςη 

 

  
Δηθόλα 1.11: Αθηηλνγξαθία ζώξαθνο πνπ απεηθνλίδεη έλαλ θαξθηληθό όγθν ζηνλ αξηζηεξό 

πλεύκνλα. 
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Η εθηέιεζε αθηηλνγξαθίαο ζψξαθνο είλαη έλα απφ ηα πξψηα βήκαηα έξεπλαο, εάλ 

έλαο αζζελήο δειψζεη ζπκπηψκαηα πνπ κπνξεί λα ππνδειψλνπλ θαξθίλν ηνπ 

πλεχκνλα. Απηφ κπνξεί λα απνθαιχςεη κηα πξνθαλή κάδα, ηε δηεχξπλζε ηνπ 

κεζνζσξαθίνπ (ελδεηθηηθφ εμάπισζεο ζηνπο εθεί ιεκθαδέλεο), αηειεθηαζία 

(θαηάξξεπζε), ελνπνίεζε (πλεπκνλία), ή ππεδσθνηηθή εθξνή. Η CT απεηθφληζε 

ρξεζηκνπνηείηαη ζπλήζσο γηα λα παξέρεη πεξηζζφηεξεο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηνλ 

ηχπν θαη ηελ έθηαζε ηεο αζζέλεηαο. Βξνγρνζθφπεζε ή CT-θαζνδεγνχκελε βηνςία 

ρξεζηκνπνηείηαη ζπρλά γηα δνθηκή ηνπ φγθνπ γηα ηζηνπαζνινγία [17]. 

 

  
Δηθόλα 1.12: Αμνληθή ηνκνγξαθία πνπ απεηθνλίδεη έλαλ θαξθηληθό όγθν ζηνλ αξηζηεξό 

πλεύκνλα. 

 

Ο θαξθίλνο ηνπ πλεχκνλα εκθαλίδεηαη ζπρλά σο κνλήξεο πλεπκνληθφο φδνο ζε κηα 

αθηηλνγξαθία ζψξαθνο. Χζηφζν, ε δηαθνξηθή δηάγλσζε είλαη επξεία. Πνιιέο άιιεο 

αζζέλεηεο κπνξνχλ επίζεο λα δψζνπλ απηή ηελ εκθάληζε, φπσο ε θπκαηίσζε, 

ινηκψμεηο απφ κχθεηεο, κεηαζηαηηθφο θαξθίλνο, ή ε πλεπκνλία. Ληγφηεξν ζπρλέο 

αηηίεο ελφο κνλήξνπο πλεπκνληθνχ φδνπ πεξηιακβάλνπλ ακαξηψκαηα, βξνγρνγελείο 

θχζηεο, αδελψκαηα, αξηεξηνθιεβηθή δπζπιαζία, πλεπκνληθή θαηάζρεζε, 

ξεπκαηνεηδή νδίδηα, θνθθησκάησζε Wegener, ή ιέκθσκα. Ο θαξθίλνο ηνπ πλεχκνλα 

κπνξεί επίζεο λα είλαη έλα ηπραίν εχξεκα, σο κνλήξεο πλεπκνληθφο φδνο ζε κηα 

αθηηλνγξαθία ζψξαθνο ή αμνληθή ηνκνγξαθία πνπ ιακβάλνληαη γηα άζρεην ιφγν. Η 

νξηζηηθή δηάγλσζε ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα βαζίδεηαη ζηελ ηζηνινγηθή εμέηαζε 

ηνπ χπνπηνπ ηζηνχ ζην πιαίζην ησλ θιηληθψλ θαη αθηηλνινγηθψλ επξεκάησλ. 

 

1.3.7 ταδιοπούηςη 

 

Η ζηαδηνπνίεζε ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα είλαη ε αμηνιφγεζε ηνπ βαζκνχ 

εμάπισζεο ηνπ θαξθίλνπ απφ ηελ αξρηθή ηνπ πξνέιεπζε. Δίλαη έλαο απφ ηνπο 
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παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηελ πξφγλσζε θαη πηζαλή ζεξαπεία ηνπ θαξθίλνπ ηνπ 

πλεχκνλα. 

 

Η αξρηθή εθηίκεζε ηεο ζηαδηνπνίεζεο ηνπ κε κηθξνθπηηαξηθνχ θαξθίλνπ ηνπ 

πλεχκνλα (NSCLC) ρξεζηκνπνηεί ηελ ηαμηλφκεζε ΣΝΜ (Tumor Node Metastasis). 

Απηή βαζίδεηαη ζην κέγεζνο ηνπ πξσηνγελνχο φγθνπ, ηελ ιεκθαδεληθή δηήζεζε, θαη 

ηηο καθξηλέο κεηαζηάζεηο. Μεηά απφ απηφ, ρξεζηκνπνηψληαο ηα αξρηθά TNM, κηα 

νκάδα πνπ ην ζηάδην θπκαίλεηαη απφ ηνλ θαξθίλν ζηα θφπξαλα, κέζα απφ ηα ζηάδηα 

0, ΙΑ (έλα-Α), IB, IIA, IIB, IIIA, IIIB θαη IV (ηέζζεξα). Απηή ε νκάδα ζηαδηνπνίεζεο 

βνεζά γηα ηελ επηινγή ηεο ζεξαπείαο θαη γηα ηελ εθηίκεζε ηεο πξφγλσζεο [33].  

Μηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλσκα ηνπ πλεχκνλα (SCLC) παξαδνζηαθά ραξαθηεξίδεηαη σο 

«πεξηνξηζκέλν ζηάδην» (πνπ πεξηνξίδεηαη ζην κηζφ ηνπ ζηήζνπο θαη ζην πιαίζην ελφο 

εληαίνπ αλεθηνχ ηνκέα αθηηλνζεξαπείαο) ή «δηεπξπκέλνπ ζηαδίνπ» (πην δηαδεδνκέλε 

αζζέλεηα). Χζηφζν, ε ηαμηλφκεζε θαη ε νκαδνπνίεζε TNM είλαη ρξήζηκα ζηελ 

εθηίκεζε ηεο πξφγλσζεο. 

 

Γηα ηφζν ην κε κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλσκα ησλ πλεπκφλσλ φζν θαη ην 

κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλσκα, νη δχν γεληθνί ηχπνη ηεο αμηνιφγεζεο ηεο ζηαδηνπνίεζεο 

είλαη ε θιηληθή ζηαδηνπνίεζε θαη ε ρεηξνπξγηθή ζηαδηνπνίεζε. Η θιηληθή 

ζηαδηνπνίεζε εθηειείηαη πξηλ απφ ηελ επηθείκελε ρεηξνπξγηθή επέκβαζε. Βαζίδεηαη 

ζηα απνηειέζκαηα ησλ κειεηψλ απεηθφληζεο (φπσο ε αμνληθή ηνκνγξαθία θαη ε 

ηνκνγξαθία εθπνκπήο πνδηηξνλίσλ) θαη ηα απνηειέζκαηα βηνςίαο. Η ρεηξνπξγηθή 

ζηαδηνπνίεζε αμηνινγείηαη είηε ελδν- είηε κεηεγρεηξεηηθά, θαη βαζίδεηαη ζηα 

ζπλδπαζκέλα απνηειέζκαηα ησλ ρεηξνπξγηθψλ θαη θιηληθψλ επξεκάησλ, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο ρεηξνπξγηθήο δεηγκαηνιεςίαο ησλ ζσξαθηθψλ 

ιεκθαδέλσλ. 

 

1.3.8 Ο καρκύνοσ του πνεύμονα & τατιςτικϊ ςτοιχεύα 

 

 Παγθνζκίσο, ν θαξθίλνο ηνπ πλεχκνλα είλαη ε πην θνηλή κνξθή θαξθίλνπ ηφζν απφ 

άπνςε ζπρλφηεηαο φζν απφ άπνςε ζλεζηκφηεηαο. Σν 2008, ππήξραλ 1,61 

εθαηνκκχξηα λέα θξνχζκαηα, θαη 1,38 εθαηνκκχξηα ζάλαηνη πνπ νθείινληαη ζηνλ 

θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Σα πςειφηεξα πνζνζηά είλαη ζε Δπξψπε θαη ηε Βφξεηα 

Ακεξηθή [18]. Σν ηκήκα ηνπ πιεζπζκνχ πνπ είλαη πηζαλφηεξν λα αλαπηχμεη θαξθίλν 

ηνπ πλεχκνλα είλαη νη άλζξσπνη άλσ ησλ 50 εηψλ πνπ έρνπλ ηζηνξηθφ θαπλίζκαηνο. 

ε αληίζεζε κε ην πνζνζηφ ζλεζηκφηεηαο ζηνπο άλδξεο, ην νπνίν άξρηζε λα 

κεηψλεηαη πάλσ απφ 20 ρξφληα πξηλ, ηα πνζνζηά ζλεζηκφηεηαο ζηηο γπλαίθεο απφ 

θαξθίλν ησλ πλεπκφλσλ έρνπλ απμεζεί ηηο ηειεπηαίεο δεθαεηίεο, θαη κφιηο πξφζθαηα 

άξρηζαλ λα ζηαζεξνπνηνχληαη. ηηο ΗΠΑ, ν θίλδπλνο αλάπηπμεο θαξθίλνπ ηνπ 

πλεχκνλα είλαη 8% ζηνπο άλδξεο θαη 6% ζηηο γπλαίθεο [34]. 

Η Αλαηνιηθή Δπξψπε έρεη ηελ πςειφηεξε ζλεζηκφηεηα ηνπ θαξθίλνπ ησλ πλεπκφλσλ 

κεηαμχ ησλ αλδξψλ, ελψ ε βφξεηα Δπξψπε θαη νη ΗΠΑ έρνπλ ηελ πςειφηεξε 

ζλεζηκφηεηα κεηαμχ ησλ γπλαηθψλ. ηηο Ηλσκέλεο Πνιηηείεο, νη καχξνη άλδξεο θαη 
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γπλαίθεο έρνπλ ηελ πςειφηεξε ζπρλφηεηα.  Η ζπρλφηεηα ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα 

είλαη ζήκεξα κηθξφηεξε ζηηο αλαπηπζζφκελεο ρψξεο. Με ηελ αχμεζε ηνπ 

θαπλίζκαηνο ζηηο αλαπηπζζφκελεο ρψξεο, ε ζπρλφηεηα αλακέλεηαη λα απμεζεί θαηά 

ηα επφκελα ρξφληα, θπξίσο ζηελ Κίλα θαη ηελ Ιλδία. 

 

Πην αλαιπηηθά, ζχκθσλα κε ηνλ Παγθφζκην Οξγαληζκφ Τγείαο (World Health 

Organization) γηα ην 2012,  θαη γηα ηα δχν θχια ηζρχεη φηη: 

 Σν πςειφηεξν πνζνζηφ ησλ πεξηζηαηηθψλ ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα 

θαηέρεη ε Οπγγαξία, αθνινπζνχκελε απφ ηελ εξβία θαη ηε Βφξεηα Κνξέα. 

 Πεξίπνπ 58% ησλ πεξηζηαηηθψλ ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα εκθαλίδεηαη ζε 

ιηγφηεξν αλεπηπγκέλεο ρψξεο. 

 Σν πςειφηεξν πνζνζηφ εκθάληζεο ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα εκθαλίδεηαη 

ζηελ Βφξεηα Ακεξηθή θαη Δπξψπε, ελψ ην ρακειφηεξν ζηελ Αθξηθή, ζηελ Λαηηληθή 

Ακεξηθή θαη ζηελ Καξατβηθή. 

 

 
Δηθόλα 1.13: ηαηηζηηθά ζηνηρεία γηα ηνλ θαξθίλν ηνπ πλεύκνλα. 

Πεγή: www.aacr.org 

 

Θεσξείηαη ν πην θνηλφο θαξθίλνο ζηνπο άλδξεο παγθνζκίσο (1,2 εθαηνκκχξηα, 16,7% 

ησλ ζπλνιηθψλ πεξηζηαηηθψλ θαξθίλνπ) κε ηα πςειφηεξα πνζνζηά λα εκθαλίδνληαη 



33 

 

ζηελ Κεληξηθή θαη Αλαηνιηθή Δπξψπε (53,5 ζηα 100.000 πεξηζηαηηθά) θαη 

Αλαηνιηθή Αζία (50,4 ζηα 100.000). Πνιχ ρακειά πνζνζηά πεξηζηαηηθψλ έρνπλ 

θαηαγξαθεί ζηελ Μέζε θαη Γπηηθή Αθξηθή (2,0 θαη 1,7 ζηα 100.000, αληίζηνηρα). 

Πην ζπγθεθξηκέλα, ζχκθσλα κε ηνλ Παγθφζκην Οξγαληζκφ Τγείαο γηα ην 2012, 

ζηνπο άλδξεο ηζρχεη φηη: 

 Σν πςειφηεξν πνζνζηφ ζλεζηκφηεηαο απφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα θαηέρεη ε 

Οπγγαξία, αθνινπζνχκελε απφ ηελ Αξκελία θαη ηελ Π.Γ.Γ.Μ. 

 Πεξίπνπ ην 61% ησλ πεξηζηαηηθψλ ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα εκθαλίδεηαη 

ζε ιηγφηεξν αλεπηπγκέλεο ρψξεο. 

 Σν πςειφηεξν πνζνζηφ εκθάληζεο ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα θαηέρεη ε 

Δπξψπε θαη Βφξεηα Ακεξηθή, ελψ ην ρακειφηεξν ε Αθξηθή, ε Λαηηληθή 

Ακεξηθή θαη ε Καξατβηθή. 

 

 

 
Δηθόλα 1.14: Πνηνηηθά ζηνηρεία γηα ηνλ θαξθίλν ηνπ πλεύκνλα ζηνπο άλδξεο  αλά ηνλ θόζκν. 

 

 ηηο γπλαίθεο, ηα πνζνζηά επίπησζεο είλαη γεληθφηεξα ρακειά θαη ε γεσγξαθηθή 

θαηαλνκή δηαθνξεηηθή, αληηθαηνπηξίδνληαο ηελ θαηαλάισζε θαπλνχ. Σα πςειφηεξα 

πνζνζηά εκθαλίδνληαη ζηε Βφξεηα Ακεξηθή θαη Βφξεηα Δπξψπε, ζε αληηδηαζηνιή κε 

ηα ρακειά πνζνζηά ζηελ Κεληξηθή θαη Μέζε Αθξηθή. Σα πςειά πνζνζηά θαξθίλνπ 

ηνπ πλεχκνλα ζε γπλαίθεο ζηελ Αλαηνιηθή Αζία ρξήδνπλ ελδηαθέξνληνο, θαζψο ε 

θαηαλάισζε θαπλνχ ζε απηνχο ηνπο πιεζπζκνχο είλαη αξθεηά ζπάληα.   Γηα έλαλ 

ζηνπο πέληε ζαλάηνπο απφ θαξθίλν, επζχλεηαη ν θαξθίλνο ηνπ πλεχκνλα, κε 1,59 

εθαηνκκχξηα ζαλάηνπο θαη πνζνζηφ 19,4% ηνπ ζπλφινπ. 

Πην ζπγθεθξηκέλα, ζχκθσλα κε ηνλ Παγθφζκην Οξγαληζκφ Τγείαο γηα ην 2012, ζηηο 

γπλαίθεο ηζρχεη φηη: 

 Η Γαλία θαηέρεη ην πςειφηεξν πνζνζηφ ζλεζηκφηεηαο ηνπ θαξθίλνπ ηνπ 

πλεχκνλα, αθνινπζνχκελε απφ ηνλ Καλαδά θαη ηηο Η.Π.Α. 
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 Πεξίπνπ 58% ησλ πεξηζηαηηθψλ ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα εκθαλίδεηαη ζε 

ιηγφηεξν αλεπηπγκέλεο ρψξεο. 

 Σν πςειφηεξν πνζνζηφ εκθάληζεο ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα θαηέρεη ε 

Βφξεηα Ακεξηθή θαη Χθεαλία, ελψ ην ρακειφηεξν ζηελ Αθξηθή, Λαηηληθή 

Ακεξηθή θαη Καξατβηθή. 

 

 
Δηθόλα 1.15: Πνηνηηθά ζηνηρεία γηα ηνλ θαξθίλν ηνπ πλεύκνλα ζηηο γπλαίθεο αλά ηνλ θόζκν. 

 

χκθσλα κε ην American Cancer Society, γηα ην 2016, ζηηο Ηλσκέλεο Πνιηηείεο ηεο 

Ακεξηθήο, ππνινγίδνληαη: 

• Πεξίπνπ 224.390 λέεο πεξηπηψζεηο θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα (117.920 ζηνπο 

άλδξεο θαη 106.470 ζηηο γπλαίθεο) 

• Πεξίπνπ 158.080 ζάλαηνη απφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα (85.920 ζηνπο  άλδξεο 

θαη 72.160 ζηηο γπλαίθεο). 

 

Ο θαξθίλνο ηνπ πλεχκνλα απνηειεί ηελ θχξηα αηηία ζαλάησλ απφ θαξθίλν, ηφζν 

ζηνπο άλδξεο φζν θαη ζηηο γπλαίθεο; πεξίπνπ έλαο ζηνπο ηέζζεξηο ζαλάηνπο απφ 

θαξθίλν πξνέξρνληαη απφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Κάζε ρξφλν, ν αξηζκφο ησλ 

αλζξψπσλ πνπ πεζαίλνπλ απφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα είλαη κεγαιχηεξνο απφ απηψλ 

πνπ πεζαίλνπλ απφ θαξθίλνπο ηνπ παρένο εληέξνπ, καζηνχ θαη πξνζηάηε καδί, ελψ 

πεξίπνπ ην 14% φισλ ησλ λέσλ θαξθίλσλ είλαη θαξθίλνη ηνπ πλεχκνλα. 

Ο θαξθίλνο ηνπ πλεχκνλα εκθαλίδεηαη θπξίσο ζε άηνκα κεγαιχηεξεο ειηθίαο. 

Πεξίπνπ 2 ζηα 3 άηνκα πνπ δηαγηγλψζθνληαη κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα είλαη ειηθίαο 

65 εηψλ θαη άλσ, ελψ ιηγφηεξν ηνπ 2% είλαη κηθξφηεξα απφ 45 εηψλ. Η κέζε ειηθία 

ησλ αηφκσλ πνπ δηαγηγλψζθνληαη κε  θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα είλαη γχξσ ζηα 70 έηε. 

 

Γεληθφηεξα, ε πηζαλφηεηα εκθάληζεο θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα είλαη πεξίπνπ κηα ζηηο 

14 γηα ηνπο άλδξεο, ελψ 1 ζηηο 17 γηα ηηο γπλαίθεο. Γηα ηνπο θαπλίδνληεο, ν θίλδπλνο 

είλαη κεγαιχηεξνο, ελψ γηα ηνπο κε- θαπλίδνληεο αξθεηά κηθξφηεξνο.  
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Παξά ηελ ζνβαξφηεηα ηεο πξφγλσζεο ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα, νξηζκέλα άηνκα 

κε πξψηκα ζηάδηα θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα έρνπλ ζεξαπεπηεί. Πεξηζζφηεξα απφ 

430.000 δψληα άηνκα ζήκεξα έρνπλ δηαγλσζηεί κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα ζε θάπνην 

ζηάδην ηεο δσήο ηνπο.  

 

 

1.4 Κολλαγόνο ΦΙ (α1) 

1.4.1 Η εξωκυττϊρια ουςύα 

Η εμσθπηηάξηα νπζία (ΔΚΟ) είλαη έλα δίθηπν απνηεινχκελν θπξίσο απφ ηλψδεηο 

πξσηεΐλεο, φπσο ην θνιιαγφλν (collagen), ε ειαζηίλε (elastin), ε θηκπξνλεθηίλε 

(fibronectin), ε ιακηλίλε (laminin), ελζσκαησκέλεο ζε έλα ειαζηηθφ πήθησκα απφ 

αληνληθά πνιπκεξή πξσηενγιπθάλεο θαη ην παινπξνληθφ νμχ (hyaluronic acid), θαη 

απνηειεί ζπζηαηηθφ φισλ ησλ ηζηψλ ησλ ζειαζηηθψλ. Η ΔΚΟ επηηειεί πνιιέο 

ιεηηνπξγίεο πέξαλ ηνπ δνκηθνχ ηεο ξφινπ. Χο ζεκαληηθφ ζπζηαηηθφ ηνπ θπηηαξηθνχ 

κηθξνπεξηβάιινληνο, επεξεάδεη δηάθνξεο ζπκπεξηθνξέο ησλ θπηηάξσλ φπσο ν 

πνιιαπιαζηαζκφο, ε πξνζθφιιεζε θαη ε κεηαλάζηεπζε θαη ξπζκίδεη αθφκε ηελ 

δηαθνξνπνίεζε θαη ηνλ θπηηαξηθφ ζάλαην. Η ζχλζεζε ηεο ΔΚΟ είλαη εμαηξεηηθά 

εηεξνγελήο θαη δπλακηθή, ζπλερψο αλαδηακνξθψλεηαη θαη επεξεάδεηαη ζε κεγάιν 

βαζκφ απφ ηηο κεηαιινπξσηετλάζεο (metalloproteinases - MMPs) ηεο ΔΚΟ θαη 

απμεηηθνχο παξάγνληεο πνπ πξνζδέλνληαη ζε απηήλ θαη επεξεάδνπλ ηελ ζχλζεζε, ην 

cross-linking θαη ηελ απνηθνδφκεζε ησλ ζπζηαηηθψλ ηεο. Η αλαδηακφξθσζε ηεο 

ΔΚΟ εκπιέθεηαη ζηελ ξχζκηζε ησλ δηαδηθαζηψλ ηεο θπηηαξηθήο δηαθνξνπνίεζεο, 

φπσο ε δεκηνπξγία θαη ε ζπληήξεζε ησλ ζψθσλ ησλ βιαζηηθψλ θπηηάξσλ, ε 

κνξθνγέλεζε ησλ δηαθιαδψζεσλ, ε αγγεηνγέλεζε, ε αλαδηακφξθσζε ησλ νζηψλ θαη 

ε επνχισζε ησλ πιεγψλ. Αλ αιιάμεη ε δπλακηθή ηεο ΔΚΟ, κπνξεί λα νδεγήζεη ζε 

απνξχζκηζε ηνπ θπηηαξηθνχ πνιιαπιαζηαζκνχ θαη ηεο εηζβνιήο, απνηπρία ηνπ 

θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ θαη απψιεηα ηεο θπηηαξηθήο δηαθνξνπνίεζεο, κε απνηέιεζκα λα 

δεκηνπξγεζνχλ παζνινγηθέο δηαδηθαζίεο φπσο ε ίλσζε ησλ ηζηψλ θαη ν θαξθίλνο. Σν 

θνιιαγφλν είλαη ε πην άθζνλε ηλψδεο πξσηεΐλε ηεο ΔΚΟ. ηελ πξαγκαηηθφηεηα, 

απνηειεί έσο θαη ην 30 % ησλ πξσηετλψλ ζπλνιηθά ζηνπο πνιπθχηηαξνπο 

νξγαληζκνχο. Σν θνιιαγφλν παξέρεη αληνρή ζηνλ εθειθπζκφ θαη αιιειεπηδξά κε ηηο 

ειαζηηθέο ίλεο, πνπ απνηεινχληαη απφ ηλίδηα ειαζηίλεο θαη θηκπξηιιίλεο (fibrillin), ηα 

νπνία παξέρνπλ ζηνπο ηζηνχο ηελ ηθαλφηεηα λα επαλέξρνληαη κεηά ηε δηάηαζε. Άιιεο 

πξσηεΐλεο ηεο ΔΚΟ, φπσο ε θηκπξνλεθηίλε θαη ε ιακηλίλε ζπκκεηέρνπλ σο 

ζχλδεζκνη ή ζπλδεηηθέο πξσηεΐλεο [35-37]. 
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Δηθόλα 1.16: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο δνκήο ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο. 

 

1.4.2 Γενικϊ χαρακτηριςτικϊ κολλαγόνων 

Οη πην άθζνλεο πξσηεΐλεο ηεο ΔΚΟ είλαη κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ θνιιαγφλσλ. Σα 

θνιιαγφλα πηζηεχνληαλ φηη είλαη κία νκάδα πξσηετλψλ κε ραξαθηεξηζηηθή κνξηαθή 

δνκή ησλ νπνίσλ νη ηλψδεηο δνκέο ζπκβάιινπλ σο εμσθπηηάξηα ηθξηψκαηα 

(extracellular scaffolding). Έηζη, απνηεινχλ ην κείδνλ δνκηθφ ζηνηρείν φισλ ησλ 

ζπλδεηηθψλ ηζηψλ θαη επίζεο βξίζθνληαη ζηνλ ελδηάκεζν ηζηφ ζρεδφλ φισλ ησλ 

νξγάλσλ ηνπ παξεγρχκαηνο, ζπκβάιινληαο ζηελ ζηαζεξφηεηα ηζηψλ θαη νξγάλσλ θαη 

δηαηεξψληαο ηελ δνκηθή ηνπο αθεξαηφηεηα. Χζηφζν, ηελ ηειεπηαία δεθαεηία, ε 

γλψζε απμήζεθε θαη ε ππεξνηθνγέλεηα ησλ θνιιαγφλσλ επεθηάζεθε δξακαηηθά 

(πίλαθαο 1.2). Όια ηα κέιε ραξαθηεξίδνληαη απφ πεξηνρέο (domains) κε επαλαιήςεηο 

ηνπ πινχζηνπ ζε πξνιίλε (Proline – Pro) ηξηπεπηηδίνπ Gly-X-Y νη νπνίεο εκπιέθνληαη 

ζηνλ ζρεκαηηζκφ ησλ ηξηκεξψλ ειίθσλ θνιιαγφλνπ. Οη ιεηηνπξγίεο απηήο ηεο 

εηεξνγελνχο ππεξνηθνγέλεηαο δελ πεξηνξίδνληαη κφλν ζην λα παξέρνπλ δνκηθή 

ζηήξημε ζηελ ΔΚΟ, αιιά κηα κεγάιε πνηθηιία επηπξφζζεησλ ιεηηνπξγηθψλ ξφισλ 

πνπ θαζνξίδνληαη απφ πξφζζεηεο πξσηετληθέο πεξηνρέο [38]. 
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Πύνακασ 1.2 Διϊφοροι τύποι κολλαγόνων και οι οικογϋνειεσ ςτισ οπούεσ αυτϊ ανόκουν 

[38]. 

Τύποσ Μοριακή Σύνθεςη 

Γονίδια 

(χρωμοςωμικόσ εντοπιςμόσ) 

Ιςτική Κατανομή 

Ινώδη κολλαγόνα 

I *α1(I)+2α2(I) 

COL1A1 (17q21.31–q22) 

COL1A2 (7q22.1) 

Οςτά, χόριο, τζνοντεσ, ςφνδεςμοι, 

κερατοειδισ χιτϊνασ 

II *α1(II)+3 COL2A1 (12q13.11 – q13.2) 
Χόνδροι, υαλοειδζσ ςϊμα, 

πθκτοειδισ πυρινασ 

III *α1(III)+3 COL3A1 (2q31) 

Δζρμα, αγγειακά τοιχϊματα, 

δικτυωτζσ ίνεσ ςτουσ περιςςότερουσ 

ιςτοφσ (πνεφμονεσ, ιπαρ, ςπλινα 

κ.λ.π.) 

V α1(V),α2(V),α3(V) 

COL5A1 (9q34.2– q34.3) 

COL5A2 (2q31) 

COL5A3 (19p13.2) 

Πνεφμονεσ, κερατοειδισ χιτϊνασ, 

οςτά, εμβρυϊκζσ μεμβράνεσ - Μαηί με 

κολλαγόνο τφπου Ι 

XI α1(XI)α2(XI)α3(XI) 

COL11A1 (1p21) 

COL11A2 (6p21.3) 

COL11A3 = COL2A1 

Χόνδροι, υαλοειδζσ ςϊμα 

Κολλαγόνα βασικής μεμβράνης 

IV *α1(IV)+2α2(IV), α1–α6 

COL4A1 (13q34) 

COL4A2 (13q34) 

COL4A3 (2q36– q37) 

COL4A4 (2q36– q37) 

COL4A5 (Xq22.3) 

COL4A6 (Xp22.3) 

Βαςικζσ μεμβράνεσ 

Μικροϊνώδη Κολλαγόνα 

VI α1(VI),α2(VI),α3(VI) 

COL6A1 (21q22.3) 

COL6A2 (21q22.3) 

COL6A3 (2q37) 

Εκτεταμζνθ: χόριο, χόνδροι, 

πλακοφντασ, πνεφμονεσ, αγγειακά 

τοιχϊματα, μεςοςπονδφλιοι δίςκοι 

Ινίδια Αγκυροβόλησης 

VII *α1(VII)+3 COL7A1 (3p21.3) Δζρμα, δερματικοί – επιδερμικοί 

ςφνδεςμοι, ςτοματικοί βλεννογόνοι, 
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τράχθλοσ μιτρασ 

Κολλαγόνα που σχηματίζουν δίκτυα 

VIII *α1(VIII)+2α2(VIII) 

COL8A1 (3q12– q13.1) 

COL8A2 (1p34.3– p32.3) 

Ενδοκθλιακά κφτταρα, μεμβράνθ του 

Descemet 

Χ *α3(X)+3 COL10A1 (6q21– q22.3) Υπερτροφικοί χόνδροι 

FACIT κολλαγόνα 

ΙΧ α1(IX)α2(IX)α3(IX) 

COL9A1 (6q13) 

COL9A2 (1p33– p32.2) 

Χόνδροι, υαλοειδζσ υγρό, 

κερατοειδισ χιτϊνασ 

ΧΙΙ *α1(XII)+3 COL12A1 (6q12– q13) Περιχόνδριο, ςφνδεςμοι, τζνοντεσ 

XIV *α1(XIV)+3 COL9A1 (8q23) 
Χόριο, τζνοντεσ, αγγειακά τοιχϊματα, 

πλακοφντασ, πνεφμονεσ, ιπαρ 

XIX *α1(XIX)+3 COL19A1 (6q12– q14) Ανκρϊπινο ραβδομυοςάρκωμα 

XX *α1(XX)+3 COL20A1 (20q13.33) 
Επικιλιο κερατοειδοφσ, εμβρυϊκό 

δζρμα, ςτερνικοί χόνδροι, τζνοντεσ 

XXI *α1(XXI)+3 COL21A1 (6p12.3– 11.2) Τοιχϊματα αιμοφόρων αγγείων 

 

 

    

Τύποσ Μοριακή Σύνθεςη 

Γονίδια 

(γονιδιωματικόσ εντοπιςμόσ) 

Ιςτική Κατανομή 

Διαμεμβρανικά κολλαγόνα 

ΧΙΙΙ *α1(XIII)+3 COL13A1 (10q22) 

Επιδερμίδα, κφλακεσ τριχϊν, 

ενδομφιο, ζντερο, χονδροκφτταρα, 

πνεφμονεσ, ιπαρ 

ΧVII *α1(XVII)+λλα3 COL17A1 (10q24.3) Δερματικοί – επιδερμικοί ςφνδεςμοι 

Άλλα κολλαγόνα 

XV *α1(XV)+3 COL15A1 (9q21– q22) 
Ινοβλάςτεσ, κφτταρα λείου μυόσ, 

νεφρά, πάγκρεασ 

XVI *α1(XVI)+3 COL16A1 (1p34) Ινοβλάςτεσ, άμνιο, κερατινοκφτταρα 

XVIII *α1(XVIII)+3 COL18A1 (21q22.3) Πνεφμονεσ, ιπαρ 
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Μέρξη ζηηγκήο, 26 γελεηηθά δηαθνξεηηθνί ηχπνη θνιιαγφλνπ έρνπλ πεξηγξαθεί νη 

νπνίνη πξνέξρνληαη απφ ηνπιάρηζηνλ 40 αλζξψπηλα γνλίδηα [39-41]. 

 

Με βάζε ηελ δνκή ηνπο θαη ηελ ππεξκνξηαθή νξγάλσζε ηνπο, ηα θνιιαγφλα κπνξνχλ 

λα νκαδνπνηεζνχλ ζηα ηλψδε θνιιαγφλα (fibrillar ή fibril-forming collagens), ζηα 

θνιιαγφλα πνπ ζπλδένληαη κε ηλίδηα (fibril-associated collagens with interrupted 

triple helices - FACIT), ζηα θνιιαγφλα πνπ ζρεκαηίδνπλ δίθηπα (network-forming 

collagens), ζηα ηλίδηα αγθπξνβφιεζεο (anchoring fibrils), ζηα δηακεκβξαληθά 

θνιιαγφλα (transmembranous collagens), ζηα θνιιαγφλα βαζηθήο κεκβξάλεο 

(basement membrane collagens) θαη ζε άιια κε κνλαδηθέο ιεηηνπξγίεο (πίλαθαο 1.2). 

Οη δηαθνξεηηθνί ηχπνη θνιιαγφλνπ ραξαθηεξίδνληαη απφ ζεκαληηθή πνιππινθφηεηα 

θαη πνιπκνξθία ζηε δνκή ηνπο, ζηα κεηάγξαθα ηνπ καηίζκαηνο ηνπο, ζηελ παξνπζία 

πξφζζεησλ κε ειηθνεηδψλ πεξηνρψλ, ζηελ ζπλαξκνιφγεζή ηνπο θαη ζηελ ιεηηνπξγία 

ηνπο. Η πην άθζνλε θαη δηαδεδνκέλε νηθνγέλεηα θνιιαγφλσλ, κε πεξίπνπ 90 % ηνπ 

ζπλνιηθνχ θνιιαγφλνπ, αληηπξνζσπεχεηαη απφ ηα ηλψδε θνιιαγφλα. 

Παξά ηελ αξθεηά πςειή δνκηθή πνηθηινκνξθία κεηαμχ ησλ δηαθφξσλ ηχπσλ ηνπ 

θνιιαγφλνπ, φια ηα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο έρνπλ έλα θνηλφ ραξαθηεξηζηηθφ: κηα 

δεμηφζηξνθε ηξηπιή έιηθα ε νπνία απνηειείηαη απφ ηξεηο α-αιπζίδεο (εηθφλα 1.17). 

Σα θνιιαγφλα δχλαηαη λα απνηεινχληαη απφ ηξεηο παλνκνηφηππεο αιπζίδεο 

(νκνηξηκεξή) φπσο ηα θνιιαγφλα II, III, VII, VIII, Υ θαη απφ δχν ή πεξηζζφηεξεο 

δηαθνξεηηθέο αιπζίδεο (εηεξνηξηκεξή), φπσο νη ηχπνη Ι, IV, V, VI, IX, θαη XI. Κάζε 

κία απφ ηηο ηξεηο α-αιπζίδεο εληφο ηνπ κνξίνπ ζρεκαηίδεη κηα εθηεηακέλε 

αξηζηεξφζηξνθε έιηθα κε βήκα 18 ακηλνμέα αλά ζηξνθή. Οη ηξεηο α-αιπζίδεο 

ππεξειηθψλνληαη κεηαμχ ηνπο δεμηφζηξνθα γχξσ απφ έλαλ θεληξηθφ άμνλα ψζηε λα 

ζρεκαηίζνπλ ηελ ηξηπιή έιηθα. Η δνκηθή πξνυπφζεζε γηα ηε ζπλαξκνιφγεζε ηνπο 

ζηελ ηξηπιή έιηθα είλαη έλα θαηάινηπν γιπθίλεο (Glycine – Gly), ην κηθξφηεξν 

ακηλνμχ, ζε θάζε ηξίηε ζέζε ησλ πνιππεπηηδηθψλ αιπζίδσλ πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηελ 

(Gly-X-Y)n επαλαιακβαλφκελε δνκή ε νπνία ραξαθηεξίδεη ηηο ραξαθηεξηζηηθέο γηα 

ηα θνιιαγφλα πεξηνρέο (collagenous domains) φισλ ησλ θνιιαγφλσλ. Οη α-αιπζίδεο 

ζπλαξκνινγνχληαη γχξσ απφ έλαλ θεληξηθφ άμνλα κε ηέηνην ηξφπν φπνπ φια ηα 

θαηάινηπα γιπθίλεο ηνπνζεηνχληαη ζην θέληξν ηεο ηξηπιήο έιηθαο, ελψ νη πην 

νγθψδεηο πιεπξηθέο αιπζίδεο ησλ άιισλ ακηλνμέσλ θαηαιακβάλνπλ ηηο εμσηεξηθέο 

ζέζεηο. Απηφ επηηξέπεη κηα ζηελή ζπζθεπαζία (packaging) θαηά κήθνο ηνπ θεληξηθνχ 

άμνλα ηνπ κνξίνπ. Οη ζέζεηο Υ θαη Τ ζπρλά θαηαιακβάλνληαη απφ θαηάινηπα 

πξνιίλεο θαη 4-πδξνμππξνιίλεο (4 Hydroxyproline - 4Hyp), αληίζηνηρα θαη 

ζπαληφηεξα απφ ιπζίλε (εηθφλα 1.17). Αλάινγα κε ηνλ ηχπν ηνπ θνιιαγφλνπ, 

ζπγθεθξηκέλα θαηάινηπα πξνιίλεο θαη ιπζίλεο ηξνπνπνηνχληαη κε κεηα-

κεηαθξαζηηθή ελδπκαηηθή πδξνμπιίσζε. Η παξνπζία ηεο 4-πδξνμππξνιίλεο είλαη 

απαξαίηεηε γηα ηνλ ζρεκαηηζκφ ελδνκνξηαθψλ δεζκψλ πδξνγφλνπ θαη ζπκβάιιεη 

ζηελ ζηαζεξφηεηα ηεο δηακφξθσζεο ηεο ηξηπιήο έιηθαο [38]. ηα ηλψδε θνιιαγφλα 

πεξίπνπ ην 50 % ησλ πξνιηλψλ είλαη 4-πδξνμπιησκέλεο. 
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Δηθόλα 1.17: Μνξηαθή δνκή ησλ ηλσδώλ θνιιαγόλσλ κε ηηο δηάθνξεο ππνπεξηνρέο θαζώο θαη 

ηηο ζέζεηο δηάζπαζεο γηα ηηο Ν-θαη C-θνιιαγελάζεο (παξνπζηάδεηαη ην κόξην ηνπ θνιιαγόλνπ Ι 

[38]. 

 

Δηθόλα 1.18: Η ηξηπιή έιηθα ηνπ θνιιαγόλνπ θαη ε δνκή ηεο. 

Πεγή: https://chempolymerproject.wikispaces.com/Collagen+-+B-+rgam 

 

 

Σν κήθνο ηνπ ηξηπινχ ειηθνεηδνχο ηκήκαηνο πνηθίιιεη ζεκαληηθά κεηαμχ ησλ 

δηαθφξσλ ηχπσλ θνιιαγφλνπ. Η ειηθνεηδήο Gly-Υ-Τ επαλάιεςε είλαη ην επηθξαηέο 

κνηίβν ησλ ηλσδψλ θνιιαγφλσλ (I, II, III), δεκηνπξγψληαο ειηθνεηδείο πεξηνρέο 

κήθνπο 300 nm, νη νπνίεο αληηζηνηρνχλ ζε πεξίπνπ 1000 ακηλνμέα. ε άιινπο ηχπνπο 

θνιιαγφλνπ, απηέο νη collagenous πεξηνρέο είλαη πνιχ κηθξφηεξεο ή πεξηέρνπλ κε 
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ειηθνεηδείο πεξηνρέο ηξηπιήο έιηθαο. Σα θνιιαγφλα VI ή Υ, γηα παξάδεηγκα πεξηέρνπλ 

ηξηπιέο έιηθεο κε πεξίπνπ 200 ή 460 ακηλνμέα, αληίζηνηρα. Αλ θαη ε ηξηπιή έιηθα 

απνηειεί βαζηθφ ραξαθηεξηζηηθφ φισλ ησλ θνιιαγφλσλ θαη αληηπξνζσπεχεη ην 

κεγαιχηεξν κέξνο ησλ ηλσδψλ θνιιαγφλσλ, νη κε ραξαθηεξηζηηθέο γηα ηα θνιιαγφλα 

(non-collagenous) πεξηνρέο πνπ βξίζθνληαη θνληά ζην θεληξηθφ ειηθνεηδέο ηκήκα 

είλαη επίζεο ζεκαληηθά δνκηθά ζπζηαηηθά (εηθφλα 1.26). Έηζη, ην C-πξνπεπηίδην (C-

propeptide - Cpp), ελίνηε θαιείηαη NC1 πεξηνρή (NC1 domain), είλαη πςειά 

ζπληεξεκέλν θαη πηζηεχεηαη φηη παίδεη ζεκειηψδε ξφιν ζηελ έλαξμε ηνπ 

ζρεκαηηζκνχ ηξηπιήο έιηθαο, ελψ ην Ν-πξνπεπηίδην (N-propeptide - Npp) πηζηεχεηαη 

φηη εκπιέθεηαη ζηελ ξχζκηζε ησλ πξσηνγελψλ ηληδίσλ. Σν Ν-πξνπεπηίδην έρεη έλαλ 

κηθξφ ζπλδέηε (NC2 domain) πνπ ζπλδέεη ηελ θχξηα ηξηπιή έιηθα κε κία ζχληνκε 

ήζζνλνο ζεκαζίαο πεξηνρή, ηελ πεξηνρή COL2 θαη κία κεηαβιεηή ζθαηξηθή 

ακηλνηειηθή πεξηνρή NC3 (NC3 domain). Σα θνληά κε ειηθνεηδή ηεινπεπηίδηα 

(telopeptides - tp) ησλ επεμεξγαζκέλσλ κνλνκεξψλ θνιιαγφλνπ εκπιέθνληαη ζηελ 

νκνηνπνιηθή δηαζηαπξνχκελε ζχλδεζε (cross-linking) ησλ κνξίσλ θνιιαγφλνπ 

θαζψο θαη ζηε ζχλδεζε κε άιιεο κνξηαθέο δνκέο ηεο EKO. Σα FACIT θνιιαγφλα 

ραξαθηεξίδνληαη απφ πνιιέο non-collagenous πεξηνρέο θαηά κήθνο ηεο ηξηπιήο 

έιηθαο, νη νπνίεο κπνξνχλ λα ιεηηνπξγνχλ σο πεξηνρέο άξζξσζεο. ε άιια 

θνιιαγφλα, φπσο ηα θνιιαγφλα IV, VI, VII, VIII θαη X, νη non-collagenous πεξηνρέο 

εκπιέθνληαη ζην ζρεκαηηζκφ δηθηχσλ θαη ηε ζπζζσκάησζε. ε αληίζεζε κε ηελ 

εμαηξεηηθά ζπληεξεκέλε δνκή ηεο ηξηπιήο έιηθαο, νη non-collagenous πεξηνρέο 

ραξαθηεξίδνληαη απφ δνκηθή θαη ιεηηνπξγηθή πνηθηινκνξθία αλάκεζα ζηηο δηάθνξεο 

νηθνγέλεηεο θαη ηχπνπο ησλ θνιιαγφλσλ. Η δηαθνπή ηεο ηξηπιήο ειηθνεηδνχο δνκήο 

κπνξεί λα πξνθαιέζεη ελδνκνξηαθή επειημία θαη λα επηηξέςεη εηδηθή πξσηενιπηηθή 

δηάζπαζε. Οη εγγελείο ηξηπιέο έιηθεο ραξαθηεξίδνληαη απφ αληνρή ηνπο ζε πξσηεάζεο 

φπσο πεςίλε, ζξπςίλε ή ρπκνζξπςίλε θαη κπνξνχλ λα απνηθνδνκνχληαη κφλν απφ 

δηαθνξεηηθνχο ηχπνπο εηδηθψλ θνιιαγελαζψλ (collagenases) (έλδπκα απνηθνδφκεζεο 

ησλ θνιιαγφλσλ) [38]. 

1.4.3 Σα ινώδη κολλαγόνα 

Σα θιαζηθά ηλψδε θνιιαγφλα πεξηιακβάλνπλ ηνπο ηχπνπο Ι, II, III, V θαη XI. Η 

κείδνλα πεξηνρή ηεο ηξηπιήο έιηθαο (major triple helical domain ή Major Helix - MH) 

απνηειείηαη απφ πεξηζζφηεξα απφ 1000 θαηάινηπα θαη έρεη ηέιεηα 

επαλαιακβαλφκελε Gly-X-Y δνκή ηξηπιέηαο. Όια ηα κε ηλψδε θνιιαγφλα έρνπλ 

ηνπιάρηζηνλ κία αηέιεηα ή δηαθνπή ηεο ηξηπιήο έιηθαο ηνπο. Σν ακηλνηειηθφ άθξν 

ελφο ηλψδνπο θνιιαγφλνπ, ην Ν-πξνπεπηίδην, ζπλήζσο πεξηέρεη ηνπιάρηζηνλ κία 

κηθξά πεξηνρή ηξηπιήο έιηθαο, πνπ ραξαθηεξίδεηαη σο ειάζζνλα έιηθα (minor helix – 

mh) (εηθφλα 1.19). Μφιηο ε κείδνλα ηξηπιή έιηθα ζρεκαηηζηεί, ην ακηλνηειηθφ θαη 

θαξβνμπηειηθφ άθξν ππνβάιινληαη ζε επεμεξγαζία (απνκαθξχλνληαη). Σα 

επεμεξγαζκέλα ηλίδηα επζπγξακκίδνληαη ζε θιηκαθσηή (quarter-staggered) 

δηεπζέηεζε κε δηάκεηξν κεηαμχ 25 θαη 400 nm ζην αλαπηπζζφκελν ηλίδην 

θνιιαγφλνπ. ην ειεθηξνληθφ κηθξνζθφπην, ηα ηλίδηα απηά μερσξίδνπλ απφ ην 

ελαιιαζζφκελν αλνηρηφ θαη ζθνηεηλφ κνηίβν (banding) ηνπο κε πεξηνδηθφηεηα 
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πεξίπνπ 70 nm (ε επνλνκαδφκελε D-πεξίνδνο) ην νπνίν πξνθχπηεη απφ ηελ 

θιηκαθσηή δηάηαμε ησλ επηκέξνπο κνλνκεξψλ θνιιαγφλνπ (εηθφλα 1.19) [42]. 

 

Δηθόλα 1.19: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο ππεξκνξηαθήο ζπλαξκνιόγεζεο ησλ ηληδίσλ 

θνιιαγόλνπ ζηελ ραξαθηεξηζηηθή θιηκαθσηή (quarter-staggered) κνξθή. Σα κνλνκεξή έρνπλ 

κήθνο 300 nm θαη ηα θελά ρσξίδνπλ ηα δηαδνρηθά κνλνκεξή πξνθαιώληαο ηελ ραξαθηεξηζηηθή 

εκθάληζε ηνπ ηλώδνπο θνιιαγόλνπ ζην ππεξδνκηθό επίπεδν [38]. 

 

1.4.4 Βιοςύνθεςη των κολλαγόνων 

Η βηνζχλζεζε ησλ θνιιαγφλσλ είλαη κία δηαδηθαζία πνιιψλ ζηαδίσλ, πνπ μεθηλάεη 

απφ ηε κεηαγξαθή ησλ γνληδίσλ εληφο ηνπ ππξήλα κέρξη ηε ζπλάζξνηζε ησλ 

εηεξνηξηκεξψλ ηνπ θνιιαγφλνπ ζε κεγάια ηλίδηα (εηθφλα 1.20). Γεδνκέλνπ φηη νη 

πεξηζζφηεξεο απφ ηηο γλψζεηο καο γηα απηνχο ηνπο κεραληζκνχο βαζίδνληαη ζηα 

ηλψδε θνιιαγφλα, ε πεξηγξαθή πνπ αθνινπζεί επηθεληξψλεηαη θπξίσο ζε έλα ηλψδεο 

θνιιαγφλν. Δίλαη πηζαλφ φηη νη βαζηθνί κεραληζκνί ηνπ ζρεκαηηζκνχ θαη ηεο 

επεμεξγαζίαο ηεο ηξηπιήο έιηθαο ζα ηζρχνπλ επίζεο θαη γηα άιινπο ηχπνπο 

θνιιαγφλνπ. 

Η ξχζκηζε ηεο κεηαγξαθήο ησλ γνληδίσλ ησλ θνιιαγφλσλ εμαξηάηαη ζε κεγάιν 

βαζκφ απφ ηνλ ηχπν ηνπ θπηηάξνπ πνπ εθθξάδεηαη θάζε θνιιαγφλν, αιιά κπνξεί 

επίζεο λα ειέγρεηαη απφ παξάγνληεο αλάπηπμεο θαη θπηνθίλεο. Σα πεξηζζφηεξα 

γνλίδηα ησλ θνιιαγφλσλ έρνπλ έλα πνιχπινθν πξφηππν εμνλίνπ-ηληξνλίνπ, πνπ 

θπκαίλεηαη απφ 3 έσο 117 εμφληα, κε ηα mRNA ησλ ηλσδψλ θνιιαγφλσλ λα 

θσδηθνπνηνχληαη απφ πεξηζζφηεξα απφ 50 εμφληα. Χο εθ ηνχηνπ, ζε πνιιέο 

πεξηπηψζεηο, κπνξνχλ λα αληρλεπζνχλ δηαθνξεηηθά είδε mRNA, ηα νπνία 

πξνθχπηνπλ είηε απφ πνιιαπιέο ζέζεηο έλαξμεο ηεο κεηαγξαθήο, είηε κέζσ ηνπ 

ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ησλ εμνλίσλ ή ζπλδπαζκνχ θαη ησλ δχν. Δθηφο απφ ην 

κάηηζκα, ζε θάζε πξν-mRNA πξνζηίζεληαη θαιχπηξα ζην 5΄άθξν θαη 
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πνιπαδελπιηψλεηαη ην 3΄άθξν ηνπ. Έπεηηα, ην ψξηκν mRNA κεηαθέξεηαη ζην 

θπηηαξφπιαζκα θαη κεηαθξάδεηαη ζην αδξφ ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν. πλδεδεκέλν κε 

ηα ξηβνζψκαηα, ην mRNA κεηαθξάδεηαη ζε κφξηα πξν-πξνθνιιαγφλνπ ηα νπνία 

πξνεμέρνπλ κέζα ζηνλ απιφ ηνπ αδξνχ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ ιφγσ κηαο 

πεξηνρήο αλαγλψξηζεο ζήκαηνο πνπ πεξηέρνπλ θαη ε νπνία αλαγλσξίδεηαη απφ 

αληίζηνηρνπο ππνδνρείο. 

Μεηά ηελ απνκάθξπλζε ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ πεπηηδίνπ, ηα κφξηα πξνθνιιαγφλνπ 

πθίζηαληαη πνιιαπιά ζηάδηα κεηα-κεηαθξαζηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ. Η πδξνμπιίσζε 

ησλ θαηαινίπσλ πξνιίλεο θαη ιπζίλεο θαηαιχνληαη απφ ηηο prolyl 3-hydroxylase, 

prolyl 4-hydroxylase θαη lysyl hydroxylase, αληίζηνηρα. Η παξνπζία ηεο 4-

πδξνμππξνιίλεο είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ δεκηνπξγία ησλ ελδνκνξηαθψλ δεζκψλ 

πδξνγφλνπ θαη επνκέλσο ζπκβάιιεη ζηελ ζεξκηθή ζηαζεξφηεηα ηεο ηξηπιήο έιηθαο 

θαη, σο εθ ηνχηνπ, ζηελ αθεξαηφηεηα ηνπ κνλνκεξνχο θαη ησλ ηληδίσλ ηνπ 

θνιιαγφλνπ. Η ιεηηνπξγία ηεο 3-πδξνμππξνιίλεο δελ είλαη γλσζηή. Σα θαηάινηπα 

πδξνμπιπζίλεο είλαη ζε ζέζε λα ζρεκαηίδνπλ ζηαζεξά δηακνξηαθά cross-linking ησλ 

κνξίσλ θνιιαγφλνπ ζηα ηλίδηα θαη επηπιένλ αληηπξνζσπεχνπλ ζέζεηο γηα ηελ 

πξνζάξηεζε πδαηαλζξάθσλ. 

Σα C-πξνπεπηίδηα έρνπλ βαζηθή ιεηηνπξγία ζηε ζπλαξκνιφγεζε ησλ ηξηψλ α-

αιπζίδσλ πξνο ηξηκεξή κνλνκεξή θνιιαγφλνπ. Η ζθαηξηθή δνκή ησλ C-

πξνπεπηίδησλ ζηαζεξνπνηείηαη κέζσ ελδναιπζηδηθψλ δεζκψλ δηζνπιθηδίνπ θαη κία 

Ν-ζπλδεδεκέλε νκάδα πδαηάλζξαθα πξνζηίζεηαη απφ ην oligosaccharyl transferase 

ζχκπινθν. Πξνηνχ νινθιεξσζεί ν ζρεκαηηζκφο ηεο ηξηπιήο έιηθαο, 

πξαγκαηνπνηείηαη επζπγξάκκηζε ησλ θαξβνμπηειηθψλ πεξηνρψλ ησλ ηξηψλ α-

αιπζίδσλ θαη μεθηλάεη ν ζρεκαηηζκφο ηεο ηξηπιήο έιηθαο πξνρσξψληαο πξνο ην 

ακηλνηειηθφ άθξν. Η απνηειεζκαηηθή δηακφξθσζε θαη αλαδίπισζε ησλ αιπζίδσλ 

πξνθνιιαγφλνπ εμαξηάηαη απφ ηελ παξνπζία πεξαηηέξσ ελδχκσλ φπσο ε ΡΡΙ 

(peptidyl-prolyl cis-trans-isomerase) θαη θνιιαγφλν-εηδηθά chaperones φπσο ην 

HSP47 (εηθφλα 1.20). 

Μεηά ηελ επεμεξγαζία θαη ζπλαξκνιφγεζε ηνπ πξνθνιιαγφλνπ, ηα κφξηα ηεο 

ηξηπιήο έιηθαο παθεηάξνληαη εληφο ηνπ ζπκπιέγκαηνο Golgi ζε εθθξηηηθά θπζηίδηα 

θαη απειεπζεξψλνληαη ζηνλ εμσθπηηαξηθφ ρψξν. Μεηά ηελ έθθξηζε, ηα ηξηκεξή 

πξνθνιιαγφλνπ επεμεξγάδνληαη αλάινγα κε ηνλ ηχπν ηνπ θάζε θνιιαγφλνπ. Σα C-

πξνπεπηίδηα θαη Ν-πξνπεπηίδηα απνζρίδνληαη κε δχν εηδηθέο πξσηεάζεο, ηε Ν-

πξσηετλάζε ηνπ πξνθνιιαγφλνπ θαη ηε C-πξσηετλάζε ηνπ πξνθνιιαγφλνπ. 

Ακθφηεξεο νη πξσηεΐλεο αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα ησλ Zn2+-εμαξηψκελσλ 

κεηαιινπξσηετλαζψλ. 
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Δηθόλα 1.20: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο βηνζύλζεζεο ησλ ηλσδώλ θνιιαγόλσλ [38].  

(SP: signal peptidase, GT: hydroxylysyl galactosyltransferase θαη galactosylhydroxylysyl 

glucosyltransferase, LH: lysyl hydroxylase, PH: prolyl hydroxylase, OTC: oligosaccharyl 

transferase complex, PDI: protein disulphide isomerase, PPI: peptidyl-prolyl cis-trans-

isomerase, NP: procollagen N-proteinase, CP: procollagen C-proteinase, LO: lysyl oxidase, 

HSP47: heat shock protein 47) 

Η ζπλαξκνιφγεζε ηλψλ θνιιαγφλνπ είλαη κηα ζχλζεηε δηαδηθαζία θαη ε ηξέρνπζα 

γλψζε βαζίδεηαη ζε κεγάιν βαζκφ ζε in vitro πεηξάκαηα. Σα ηλψδε θνιιαγφλα Ι, II, 

III, V, XI ζπζζσκαηψλνληαη απζφξκεηα κεηά ηελ επεμεξγαζία ησλ πξνθνιιαγφλσλ 

ζε δηαηεηαγκέλεο δνκέο ηλψδεηο in vitro. Η ηθαλφηεηα γηα ηελ «απην-ζπλαξκνιφγεζε» 

θαίλεηαη φηη θσδηθνπνηείηαη ζηε δνκή ησλ θνιιαγφλσλ. Οη πδξφθνβεο θαη 

ειεθηξνζηαηηθέο αιιειεπηδξάζεηο ησλ κνλνκεξψλ ηνπ θνιιαγφλνπ εκπιέθνληαη 
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ζηελ quarter-staggered δηεπζέηεζε ησλ κνλνκεξψλ θνιιαγφλνπ, ηα νπνία 

ζπζζσκαηψλνληαη ζε five-stranded ηλίδηα θαη ζηε ζπλέρεηα ζε κεγαιχηεξεο ίλεο 

θνιιαγφλνπ.  

Σα ηλίδηα πνπ ζρεκαηίδνληαη πξνζαλαηνιίδνληαη δηαθνξεηηθά ζηνπο δηαθνξεηηθνχο 

ηχπνπο ηζηψλ. ηνπο ηέλνληεο, ηα ηλίδηα θνιιαγφλν ηχπνπ Ι επζπγξακκίδνληαη 

παξάιιεια κεηαμχ ηνπο θαη ζρεκαηίδνπλ δεζκίδεο ή ίλεο, ελψ ζην δέξκα ν 

πξνζαλαηνιηζκφο είλαη πεξηζζφηεξν ηπραίνο θαη κνηάδεη κε ηνπο ζρεκαηηζκνχο ησλ 

θνιιαγφλσλ πνπ ζρεκαηίδνπλ δίθηπα. Δπηπιένλ, ν ζρεκαηηζκφο ηληδίσλ επεξεάδεηαη 

απφ ηα πξνπεπηίδηα ησλ κνξίσλ πξνθνιιαγφλνπ. Η απνθνπή ησλ C-πξνπεπηηδίσλ ηνπ 

θνιιαγφλνπ Ι είλαη έλα νπζηαζηηθφ βήκα γηα ηε ξχζκηζε ηνπ ζρεκαηηζκνχ ηληδίσλ, 

αιιά θαη ε ιεηηνπξγία ησλ Ν-πξνπεπηηδίσλ ζε απηή ηε δηαδηθαζία δελ είλαη αθφκε 

πιήξσο θαηαλνεηή θαη κπνξεί λα δηαθέξεη κεηαμχ ησλ δηαθφξσλ ηχπσλ θνιιαγφλνπ. 

Έρεη πξνηαζεί φηη ίζσο λα ξπζκίδνπλ ηε δηάκεηξν ησλ ηληδίσλ θαη ε απνκάθξπλζή 

ηνπο απφ ην πξνθνιιαγφλν Ι θαίλεηαη λα επεξεάδεη ηελ θαλνληθή κνξθνινγία ησλ 

ηληδίσλ. Η κνξηαθή δηεπζέηεζε ησλ ηληδίσλ ζηαζεξνπνηείηαη επηπξφζζεηα κε ηνλ 

ζρεκαηηζκφ νκνηνπνιηθψλ cross-links πνπ ζπκβάιινπλ ηειηθά ζηε κεραληθή 

αλζεθηηθφηεηα ησλ ηληδίσλ θνιιαγφλνπ. Η πδξνμπιίσζε ησλ θαηαινίπσλ ιπζίλεο 

ζηα ηεινπεπηίδηα είλαη δσηηθήο ζεκαζίαο γηα ηνλ ζρεκαηηζκφ ησλ cross-links. Η 

πδξνμπιίσζε ησλ θαηαινίπσλ ιπζίλεο εληφο ησλ ηεινπεπηηδίσλ θαηαιχεηαη απφ ηελ 

εμαξηψκελε απφ ραιθφ lysyl oxidase θαη φρη απφ ηελ lysyl hydroxylase πνπ είλαη 

ππεχζπλε γηα ηα θαηάινηπα ηεο έιηθαο. Η έθηαζε ηεο πδξνμπιίσζεο ζην ηεινπεπηίδηα 

πνηθίιιεη κεηαμχ ησλ δηαθφξσλ ηζηψλ. Πιήξε πδξνμπιίσζε ησλ θαηαινίπσλ ιπζίλεο 

παξαηεξείηαη ζην ρφλδξν ελψ κε αληρλεχζηκε πδξνμπιίσζε ζην δέξκα. Σα 

ελδνκνξηαθά cross-links είλαη βαζηθή πξνυπφζεζε γηα ηηο θπζηθέο θαη κεραληθέο 

ηδηφηεηεο ησλ ηληδίσλ θνιιαγφλνπ θαη ηνλ ζρεκαηηζκφ ζηαζεξψλ δηθηχσλ [43,44]. 

1.4.5 Σο κολλαγόνο ΦΙ 

Σν θνιιαγφλν XI πξσηναλαθέξζεθε ζηελ βηβιηνγξαθία ην 1979 [45]. Σν 

θνιιαγφλν XI είλαη έλα ειάζζσλ ηλψδεο θνιιαγφλν ην νπνίν είλαη ππεχζπλν γηα ηελ 

ζσζηή δηακφξθσζε ησλ ηλψλ θνιιαγφλνπ, πηζαλψο ζρεκαηίδνληαο έλαλ ππξήλα 

εληφο ησλ ηληδίσλ ηνπ θνιιαγφλνπ ΙΙ [46]. Η πξσηνηαγήο δνκή ηνπ θνιιαγφλνπ ΥΙ 

θαη ηνπ θνιιαγφλνπ V είλαη εμαηξεηηθά ζπληεξεκέλε ηφζν ζε επίπεδν γνληδίνπ φζν 

θαη ζε επίπεδν πξσηεΐλεο θαη κε απνηέιεζκα λα έρνπλ παξφκνηεο βηνινγηθέο 

ιεηηνπξγίεο. Δηδηθφηεξα, θαη ηα δχν θνιιαγφλα είλαη αλζεθηηθά ζηηο πξσηεάζεο θαη 

εθπιεθηηθά επαίζζεηα ζε ζξπςίλε. Παξά ην γεγνλφο φηη έρνπλ θαη ηα δχν, ζέζεηο 

θπηηαξηθήο πξνζθφιιεζεο θαη ζέζεηο ζχλδεζεο ηεο επαξίλεο πνπ ζα κπνξνχζαλ λα 

είλαη δσηηθήο ζεκαζίαο ζε δηαδηθαζίεο, φπσο ε αλάπηπμε θαη ε επνχισζε ησλ 

ηξαπκάησλ, απηά ηα δχν θνιιαγφλα ζπλήζσο “ζάβνληαη” κέζα ζηα κείδνλα ηλίδηα 

θνιιαγφλνπ, φπσο ην θνιιαγφλν ΙΙ [47]. 

Σν θνιιαγφλν ΥΙ εθθξάδεηαη θπξίσο ζηνλ αξζξηθφ ρφλδξν θαη ζην παιψδεο πγξφ ηνπ 

νθζαικνχ. Χζηφζν, ε έθθξαζε ηνπ είλαη αληρλεχζηκε ζε πνιινχο άιινπο 

αλζξψπηλνπο εκβξπτθνχο ηζηνχο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ νζηψλ [48,49]. Σν 
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θνιιαγφλν ΥΙ είλαη εηεξνηξηκεξέο κφξην, ην νπνίν απνηειείηαη απφ κία άιθα-1 (α1), 

κία άιθα-2 (α2) θαη κία άιθα-3 (α3) πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο κε αδηάιεηπηε ζπλερή 

κείδνλα ηξηπιή έιηθα θαη non-collagenous πεξηνρέο [50]. Η α1(XI) αιπζίδα 

(COL11A1) θαη ε α2(XI) αιπζίδα (Col11a2) είλαη δηαθνξεηηθά γνληδηαθά πξντφληα, 

ελψ ε α3(ΥΙ) είλαη κηα ππεξγιπθνδπιησκέλε κνξθή ηεο α1 αιπζίδαο ηνπ θνιιαγφλνπ 

II (Col2a1) ε νπνία αξρηθά ζπληίζεηαη σο πξνθνιιαγφλν θαη ζηε ζπλέρεηα 

αθαηξνχληαη απφ απηήλ πξσηενιπηηθά ην ακηλνηειηθφ θαη ην θαξβνμπηειηθφ άθξν. 

Ιζρχεη φκσο ε εμαίξεζε, φηη φηαλ ην θνιιαγφλν ηχπνπ ΥΙ εθθξάδεηαη ζην παινεηδέο 

ζψκα ηνπ νθζαικνχ, ε αιπζίδα Col2a1 αληηθαζίζηαληαη απφ κία α1(V) αιπζίδα 

(Col5a1) [47].  

Παξφκνηα κε φια ηα άιια ηλψδε θνιιαγφλα, ην θνιιαγφλν XI αξρηθά ζπληίζεηαη σο 

πξνθνιιαγφλν ην νπνίν αθνινχζσο πθίζηαληαη πξσηενιπηηθή επεμεξγαζία γηα ηελ 

απνκάθξπλζε ησλ Ν- θαη C- πξνπεπηηδίσλ ηνπ. Όκσο, ε πξσηενιπηηθή επεμεξγαζία 

ηνπ θνιιαγφλνπ XI απνηειείηαη απφ δχν μερσξηζηά ζηάδηα. Αξρηθά, 

πξαγκαηνπνηείηαη ε απνκάθξπλζε ηνπ C-πξνπεπηηδίνπ απφ ηελ πξν-αl (ΥΙ) θαη πξν-

α2 (ΥΙ), παξάγνληαο κηα ελδηάκεζε κνξθή απηψλ ησλ αιπζίδσλ. Δλψ, ε 

απνκάθξπλζε ηνπ C-πξνπεπηηδίνπ απφ ηελ πξν-α3 (ΥΙ) απνδίδεη ηελ ηειηθή κνξθή 

ηεο, ε νπνία δελ ππνβάιιεηαη ζε πεξαηηέξσ πξσηενιπηηθή επεμεξγαζία. ηελ 

ζπλέρεηα, νη ελδηάκεζεο αιπζίδεο ησλ αl (ΥΙ) θαη α2 (ΥΙ) πθίζηαληαη πεξαηηέξσ 

επεμεξγαζία πξνο ηελ ηειηθή κνξθή ηνπο. Μεηά απφ ηελ απνκάθξπλζε ηνπ C-

πξνπεπηηδίνπ ηνπο θαη θαη’ αλαινγία κε ηα άιια ηλψδε θνιιαγφλα, ην δεχηεξν 

ζηάδην επεμεξγαζίαο πεξηιακβάλεη ηελ απνκάθξπλζε ηνπ Ν-πξνπεπηηδίνπ [51]. 

 

Γνκηθά, ην Ν-πξνπεπηίδην ησλ ηλσδψλ θνιιαγφλσλ πεξηέρεη κηα κηθξή ζπλδεηηθή 

πεξηνρή πνπ ζπλδέεη ην Ν-πξνπεπηίδην κε ηελ κείδνλα ηξηπιή έιηθα (ΜΗ), κία 

ειάζζνλα έιηθα (mh) θαη ζηηο πεξηζζφηεξεο απφ ηηο δηαθνξεηηθέο αιπζίδεο, κία 

άκηλν-ηειηθή ζθαηξηθή πεξηνρή πνπ νλνκάδεηαη ζπρλά Col1. Οη α1 (ΥΙ) θαη α2 (ΥΙ) 

αιπζίδεο πεξηέρνπλ νκφινγεο non-collagenous ακηλν-ηειηθέο δνκέο πνπ απνηεινχληαη 

απφ δχν μερσξηζηέο πεξηνρέο: ην Ν-πξνπεπηίδην (Νpp) θαη κία κεηαβιεηή πεξηνρή 

(Variable region - Vr) (εηθφλα 1.21 θαη 1.22). Μαδί, ην Ν-πξνπεπηίδην θαη ε 

κεηαβιεηή πεξηνρή ζπλζέηνπλ ηελ ακηλν-ηειηθή πεξηνρή (amino-terminal domain - 

NTD) ησλ αιπζίδσλ. Η κεηαβιεηή πεξηνρή ζπλδέεη ην NTD κε ηελ ειάζζνλα έιηθα. 

Η α3 αιπζίδα ηνπ θνιιαγφλνπ XI απνηειεί πξντφλ ηνπ γνληδίνπ COL2A1 θαη 

πεξηέρεη κηα ακηλν-ηειηθή πεξηνρή πνπ είλαη δηαθνξεηηθή απφ ηηο α1 θαη α2 αιπζίδεο. 

Αλ θαη ε NTD ηεο α1 (XI) αιπζίδαο βξίζθεηαη ζε ζηελή ζχλδεζε κε ηηο α2 (XI) θαη 

α3 (XI) αιπζίδεο, ακέζσο κεηά ηελ ζχλζεζε θαη έθθξηζε ηνπ ηξηπινχ ειηθνεηδνχο 

κνξίνπ, ην Npp ηεο α2 (XI) αιπζίδαο αθαηξείηαη ηαρέσο, ελψ ε α3 (XI) είλαη πνιχ 

κηθξή θαη δελ πθίζηαηαη πεξαηηέξσ επεμεξγαζία. Αλ θαη παξφκνηα ζε δνκή κε ηα Ν-

πξνπεπηίδηα ησλ α2 (ΥΙ), α1 (V), θαη α3 (V) αιπζίδσλ, ε NTD ηεο α1 (XI) 

ζπγθξαηείηαη ζηελ επηθάλεηα ησλ ηλσδψλ θνιιαγφλσλ κε ζρεηηθά κεγάιν ρξφλν 

εκηδσήο [103]. Έρεη πξνηαζεί, φηη ε ξχζκηζε ηνπ θνιιαγφλνπ II πξαγκαηνπνηείηαη 

κέζσ ηεο NTD ηεο α1 (XI) κε παξεκπνδίδνπζα ζηεξενρεκηθά ζπλαξκνιφγεζε ηνπ 
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θνιιαγφλνπ II, φκσο ν αθξηβήο κεραληζκφο είλαη αζαθήο [46]. Η NTD έρεη κία 

ζθαηξηθή πεξηνρή πνπ παξνπζηάδεη νκνηφηεηεο κε ηελ ζξνκβνζπνλδίλε 1 

(thrombospondin 1) θαη ηηο πεξηνρέο LNS (Laminin, Neurexin θαη Sex hormone 

binding domains) [52,53]. Σέινο, ππάξρνπλ δχν ζέζεηο πξφζδεζεο ζεηηθήο 

επαξάλεο εληφο ηεο NTD, ε κία είλαη εληφο ηνπ Ν-πξνπεπηηδίνπ θαη κία εληφο ηεο 

κεηαβιεηήο πεξηνρήο. Απηέο θαίλεηαη φηη παίδνπλ ξφιν ζηε ιεηηνπξγία ηνπ 

θνιιαγφλνπ XI. Ο εληνπηζκφο ηνπ θνιιαγφλνπ XI εληφο ηεο ΔΚΟ κπνξεί λα 

εμαξηάηαη απφ ηηο αιιειεπηδξάζεηο κε πξσηενγιπθάλεο ζεηηθήο επαξάλεο [54]. 

 

Δηθόλα 1.21: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ αιπζίδσλ ηνπ θνιιαγόλνπ XI.  

Η (α1) XI αιπζίδα απνηειείηαη από ην Ν-πξνπεπηίδην (Νpp), κία κεηαβιεηή πεξηνρή (VR), κηα 

ειάζζνλα έιηθα (mh), έλα ηεινπεπηίδην (tp) θαη κηα κείδνλα έιηθα (ΜΗ). Η ακηλν-ηειηθή 

πεξηνρή (NTD) απνηειείηαη από ην Npp θαη ηε VR. Σν Npp κεηαγξάθεηαη από ηα εμόληα 1 έσο 5 

θαη ε κεηαβιεηή πεξηνρή από ηα εμόληα 6a, 6b, 7, 8, θαη 9 [54]. 

Οη πξν-α1 (ΥΙ) θαη πξν-α2 (ΥΙ) αιπζίδεο ηνπ θνιιαγφλνπ ΥΙ πθίζηαληαη 

πεξηνξηζκέλε επεμεξγαζία in λίλν ελψ ε κεηαβιεηή πεξηνρή ηνπο ππφθεηληαη ζε 

ελαιιαθηηθή επεμεξγαζία ηνπ mRNA. πγθεθξηκέλα, ην Ν-πξνπεπηίδην ηεο α1 (ΥΙ) 

αιπζίδαο θσδηθνπνηείηαη απφ ηα εμφληα 1 έσο 5. Η κεηαβιεηή πεξηνρή εθηείλεηαη ζηα 

εμφληα 6a, 6b, 7, 8, θαη 9 θαη πθίζηαληαη ελαιιαθηηθφ κάηηζκα ζην επίπεδν ηνπ 

mRNA (splice variants), κε απνηέιεζκα λα θσδηθνπνηεί αξθεηέο δηαθνξεηηθέο 

βηνρεκηθά ηζνκνξθέο (εηθφλα 1.21). Σν ελαιιαθηηθφ κάηηζκα ζηελ κεηαβιεηή 

πεξηνρή κπνξεί δπλεηηθά λα επεξεάζεη ηελ αιιειεπίδξαζε ησλ ηλσδψλ θνιιαγφλσλ 

κε άιια κφξηα ηεο ΔΚΟ θαη πην ζπγθεθξηκέλα κε ηηο γιπθνδακηλνγιπθάλεο ή ην 

παινπξνληθφ νμχ. Σέηνηεο αιιειεπηδξάζεηο κπνξεί λα δηαδξακαηίζνπλ ζεκαληηθφ 

ξφιν ζηελ νξγάλσζε ησλ ηλσδψλ θνιιαγφλσλ ζηελ ΔΚΟ  [55].  Απφ ην 

ελαιιαθηηθφ κάηηζκα ηνπ mRNA κεηαμχ ησλ εμνλίσλ 6a, 6b, 7, θαη 8, δπλεηηθά 

κπνξνχλ λα πξνθχςνπλ νθηψ δηαθνξεηηθέο κνξθέο καηίζκαηνο, πνπ θσδηθνπνηνχλ ηηο 
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αληίζηνηρεο πξσηετληθέο πεξηνρέο p6a (V1a), p6b (V1b), p7 (C2), θαη p8 (V2) πνπ 

θαίλνληαη ζηελ εηθφλα 1.22 [56,57]. 

 

Δηθόλα 1.22: ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο ακηλν-ηειηθήο πεξηνρήο (amino-terminal domain - 

NTD) ηεο α1 (ΥΙ) αιπζίδαο [57]. 

 

1.4.6 Σο γονύδιο COL11A1  

Η α1(XI) αιπζίδα ηνπ θνιιαγφλνπ ηχπνπ ΥΙ (COL11A1) θσδηθνπνηείηαη απφ ην 

γνλίδην COL11A1 (Collagen, Type XI, Alpha 1 gene) επίζεο γλσζηφ σο STL2, 

COLL6, CO11A1. Μεηαιιαγέο ζε απηφ ην γνλίδην έρνπλ ζπζρεηηζηεί κε ην ζχλδξνκν 

Stickler ηχπνπ ΙΙ [58] θαη ην ζχλδξνκν Marshall  [59]. Έλαο κνλνλνπθιενηηδηθφο 

πνιπκνξθηζκφο (SNP) ηνπ γνληδίνπ έρεη ζπλδεζεί επίζεο κε επαηζζεζία ζηελ 

εκθάληζε θήιεο κεζνζπνλδχιηνπ δίζθνπ [60].   

Σν αλζξψπηλν γνλίδην COL11A1 εδξάδεηαη ζηνλ κηθξφ βξαρίνλα ηνπ ρξσκνζψκαηνο 

1 ζηε ζέζε 21.1 (1p21.1) (εηθφλα 1.23) [61]. Σν γνλίδην είλαη αξθεηά ζπληεξεκέλν 

ζε άιινπο νξγαληζκνχο φπσο γηα παξάδεηγκα ζηνλ ρηκπαηδή, ζηνλ ζθχιν θαη ζην 

πνληίθη. 

 

Δηθόλα 1.23: Η γελσκηθή ζέζε ηνπ αλζξώπηλνπ γνληδίνπ COL11A1. 

Πεγή: http://www.genecards.org 
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ήκεξα, γλσξίδνπκε φηη ην γνλίδην COL11A1 απνηειείηαη απφ 67 εμφληα θαη έρεη 

κήθνο 232.030 bp (232 kb). Σα εμφληα αξηζκνχληαη απφ 1 έσο 67 (Πεγή: Gene bank, 

accession number NG_008033.1).  

ηηο πξνεγνχκελεο κειέηεο, ε αξίζκεζε ησλ εμνλίσλ αθνινπζεί ηνλ ηξφπν αξίζκεζεο 

πνπ πξνηάζεθε απφ ηνπο Annunen et al. (1999). χκθσλα κε ηνπο Annunen et al. 

[62], ηα εμφληα είλαη αξηζκεκέλα απφ 1 έσο 67, κε ηνπο αξηζκνχο 6Α θαη 6Β (πνπ 

νλνκαδφηαλ παιαηφηεξα ΙΙΑ θαη ΙΙΒ) λα ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηα «ζεκεξηλά» εμφληα 

6 θαη 7, αληίζηνηρα. Σν εμφλην 8 αληηζηνηρεί ζην «ζεκεξηλφ» εμφλην 9 [55]. Γειαδή 

ηα 67 «ζεκεξηλά» εμφληα αληηζηνηρνχλ ζηα 66 εμφληα ηεο παιαηάο αξίζκεζεο. 

 

ηελ κειέηε καο, ρξεζηκνπνηείηαη ε «ζεκεξηλή» αξίζκεζε. 

 

1.4.7 Οι ιςομορφϋσ του γονιδύου COL11A1 

Καηά ηε κεηαγξαθή ηνπ γνληδίνπ COL11A1 κέζσ ηνπ ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο 

κπνξνχλ λα πξνθχςνπλ κέρξη 8 δηαθνξεηηθέο ηζνκνξθέο, φκσο πεξηζζφηεξεο 

πιεξνθνξίεο έρνπκε γηα ηηο 4. ηνλ πίλαθα 1.3 παξνπζηάδνληαη ε νλνκαζία θαη ην 

accession numbers ησλ 4 απηψλ ηζνκνξθψλ απφ ηε γνληδηαθή βάζε GeneBank ηνπ 

National Center for Biotechnology Information - NCBI. 

 

Πίνακας 1.3  Αccession numbers των ισομορφών του γονιδίου COL11A1. 

Ονομαζία αλληλοςσίαρ Accession number 

Ηζνκνξθή Α NM_001854 

Ηζνκνξθή Β NM_080629 

Ηζνκνξθή C NM_080630 

Ηζνκνξθή Δ NM_001190709 

 

 

Η ηζνκνξθή Α έρεη κήθνο 7.291 bp θαη απνηειείηαη ηα εμφληα 1 έσο 6 θαη 8 έσο 67. Η 

ηζνκνξθή Β έρεη κήθνο 7.327 bp θαη πεξηιακβάλεη ηα εμφληα 1 έσο 5 θαη 7 έσο 67. Η 

ηζνκνξθή C έρεη κήθνο 6.960 bp θαη απνηειείηαη απφ ηα εμφληα 1 έσο 6 θαη 10 έσο 67 

ελψ ε ηζνκνξθή Δ έρεη κήθνο 7.191 bp θαη απνηειείηαη απφ ηα εμφληα 1 έσο 5 θαη 8 

έσο 67 (εηθφλα 1.24). 
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Δηθόλα 1.24:  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο δνκήο ησλ mRNA ησλ ηζνκνξθώλ Α, Β, C θαη E 

ηνπ γνληδίνπ COL11A1 [63]. 

Η κεηάθξαζε ηεο ηζνκνξθήο Α παξάγεη πξσηετληθή αιπζίδα κήθνπο 1.806 ακηλνμέσλ 

(1.806 aa) θαη κάδαο 181.065 Da (181 kDa). Όηαλ ην mRNA ηεο ηζνκνξθήο Β 

κεηαθξάδεηαη, παξάγεηαη πξσηετληθή αιπζίδα κήθνπο 1.818 ακηλνμέσλ (1.818 aa) θαη 

κάδαο 182.422 Da (182 kDa) ελψ ην mRNA ηεο ηζνκνξθήο C παξάγεη πξσηετληθή 

αιπζίδα 1.767 ακηλνμέσλ (1.767 aa) θαη κάδαο 176.619 Da (177 kDa), αληίζηνηρα. 

Σέινο, ε ηζνκνξθή Δ παξάγεη πξσηεΐλε κήθνπο 1.690 ακηλνμέσλ (1.690 aa) θαη κάδαο 

167.752 Da (168 kDa). (Πεγή: UniProtKB/Swiss-Prot) 

 

1.5 Μοριακϋσ μϋθοδοι ανϊλυςησ γονιδιακόσ ϋκφραςησ- Real-time 

qPCR 

Η Αιπζηδσηή Αληίδξαζε Πνιπκεξάζεο (Polymerase Chain Reaction – PCR) είλαη 

κηα απιή θαη επέιηθηε ηερληθή θαηά ηελ νπνία γίλεηαη εθιεθηηθφο πνιιαπιαζηαζκφο 

DNA αιιεινπρηψλ in vitro, ρξεζηκνπνηψληαο ειάρηζηε αξρηθή πνζφηεηα. Η 

εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ πξνυπνζέηεη φηη είλαη γλσζηή ε λνπθιενηηδηθή αιιεινπρία 

πνπ καο ελδηαθέξεη θαη πξφθεηηαη λα εληζρπζεί. Καηά ηελ αληίδξαζε ρξεζηκνπνηείηαη 

έλα θαηάιιειν δεχγνο εθθηλεηψλ, ηα νπνία είλαη ζπλζεηηθά κνλφθισλα 

νιηγνλνπθιενηίδηα κήθνπο 20 κε 30 bp κε αιιεινπρία ζπκπιεξσκαηηθή ην θαζέλα 

γηα κία απφ ηηο αιπζίδεο ηνπ DNA. Οη εθθηλεηέο απηνί νπζηαζηηθά νξηνζεηνχλ ηελ 

αιιεινπρία πνπ επηζπκνχκε λα θισλνπνηήζνπκε εθιεθηηθά θαη απνηεινχλ ηα ζεκεία 

έλαξμεο ηεο αληηγξαθήο. Παξνπζία πεξίζζεηαο ησλ ηεζζάξσλ ηξηθσζθνξηθψλ 

δενμπξηβνλνπθιενηηδίσλ (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), ηφλησλ Mg+2 θαη ηεο 

θαηάιιειεο DNA πνιπκεξάζεο επηηπγράλεηαη ε αληίδξαζε πνιπκεξηζκνχ. Σν 

έλδπκν πνπ πξνηηκάηαη ζπλήζσο γηα ηελ PCR είλαη ε Taq DNA πνιπκεξάζε, ε νπνία 
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απνκνλψλεηαη απφ ην ζεξκφθηιν βαθηήξην Thermus aquaticus. Η DNA πνιπκεξάζε 

απηή παξνπζηάδεη κέγηζηε ελεξγφηεηα πνιπκεξηζκνχ ζηνπο 72 °C, ελψ είλαη 

παξακέλεη ελεξγή ζε αθφκε πςειφηεξεο ζεξκνθξαζίεο (κέρξη 95 °C) γηα κεγάιν 

ρξνληθφ δηάζηεκα. 

Η ηερληθή ηεο PCR βαζίδεηαη ζηελ θπθιηθή επαλάιεςε ηξηψλ βεκάησλ (εηθφλα 1.25). 

• Βήκα 1°: Απνδηάηαμε εθκαγείνπ (template denaturation) 

Σν δίθισλν DNA απνδηαηάζζεηαη κε ζέξκαλζε ηεο αληίδξαζεο ζηνπο 92 κε 95 °C. 

ε απηήλ ηε ζεξκνθξαζία, ιχνληαη νη δεζκνί πδξνγφλνπ πνπ θξαηνχλ ηηο δχν 

αιπζίδεο ηνπ κνξίνπ θαη ην δίθισλν DNA κεηαπίπηεη ζε κνλφθισλν DNA. Η πιήξεο 

απνδηάηαμε είλαη πνιχ ζεκαληηθή, εηδηθά αλ ην εθκαγείν έρεη πςειφ πνζνζηφ βάζεσλ 

GC (GC %) ή αλ ππάξρνπλ δεπηεξνηαγείο δνκέο.  

• Βήκα 2°: Τβξηδηζκφο εθθηλεηψλ (primer annealing)  

Η ζεξκνθξαζία ηεο αληίδξαζεο κεηψλεηαη ψζηε λα γίλεη ν πβξηδηζκφο ησλ εθθηλεηψλ 

ζην εθκαγείν, εθαηέξσζελ ηεο αιιεινπρίαο πνπ ζα πνιιαπιαζηαζηεί. Η εηδηθφηεηα 

ηνπ πβξηδηζκνχ ζηα ζσζηά ζεκεία εμαξηάηαη απφ ηελ ζεξκνθξαζία θαη ηα 

ραξαθηεξηζηηθά ησλ εθθηλεηψλ. πλήζσο, ε ζεξκνθξαζία πνπ ρξεζηκνπνηείηαη είλαη 

~5 °C θάησ απφ ην ρακειφηεξν Tm ησλ εθθηλεηψλ. Η ζεξκνθξαζία απηή θαζνξίδεη 

ηελ εηδηθφηεηα ηεο αληίδξαζεο. 

• Βήκα 3°: Δπηκήθπλζε αιπζίδαο (chain elongation)  

H Taq DNA πνιπκεξάζε θαηαιχεη ηε ζχλζεζε ηνπ DNA κε επηκήθπλζε ησλ 

πβξηδηζκέλσλ εθθηλεηψλ κε θαηεχζπλζε 5΄-3΄, ρξεζηκνπνηψληαο ηα 

δενμπξηβνλνπθιενηίδηα πνπ βξίζθνληαη ζην δηάιπκα θαη έρνληαο σο θαινχπη ηηο 

κνλφθισλεο αιπζίδεο ηνπ DNA. Η ζεξκνθξαζία απηνχ ηνπ βήκαηνο είλαη ζπλήζσο 

72 °C, φπνπ π.ρ. ε Taq DNA πνιπκεξάζε ιεηηνπξγεί βέιηηζηα. 
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Δηθόλα 1.25: Σα ζηάδηα κηαο PCR αληίδξαζεο. 

Πεγή: http://molecularhub.blogspot.gr/2011_01_01_archive.html 

Απηά ηα ηξία βήκαηα επαλαιακβάλνληαη δεθάδεο θνξέο (ζπλήζσο 25 κε 40) θαηά ηε 

δηάξθεηα κηαο αληίδξαζεο. ε θάζε λέν θχθιν, ρξεζηκνπνηνχληαη σο εθκαγείν θαη ηα 

πξντφληα ησλ πξνεγνχκελσλ. Έηζη, ν αξηζκφο ησλ αληηγξακκέλσλ αιιεινπρηψλ 

απμάλεηαη εθζεηηθά (ζεσξεηηθά 2λ). Σν θχξην πξντφλ ηεο εθζεηηθήο απηήο αληίδξαζεο 

είλαη έλα δίθισλν ηκήκα DNA ηνπ νπνίνπ ηα άθξα νξίδνληαη απφ ηα 5΄ άθξα ησλ 

εθθηλεηψλ θαη έρεη κήθνο ίζν κε ηελ απφζηαζε ησλ δχν εθθηλεηψλ. 

Απφ θηλεηηθήο άπνςεο, κηα βαζηθή αληίδξαζε PCR κπνξεί λα ρσξηζηεί ζε ηξεηο 

θάζεηο (εηθφλα 1.26): 

 Δθζεηηθή θάζε: ε θάζε θχθιν ζπζζσξεχεηαη δηπιαζηαζκέλν πξντφλ 

(ππνζέηνληαο 100 % απφδνζε ηεο αληίδξαζεο). Η αληίδξαζε είλαη 

πνιχ εηδηθή θαη αθξηβήο. 

 Γξακκηθή θάζε (πςειή κεηαβιεηφηεηα): Σα ζπζηαηηθά ηεο 

αληίδξαζεο έρνπλ αξρίζεη λα θαηαλαιψλνληαη, ε αληίδξαζε 

επηβξαδχλεηαη, θαη ηα πξντφληα αξρίδνπλ λα απνηθνδνκνχληαη. 

 Φάζε θνξεζκνχ - Plateau (End-Point: αλίρλεπζε ζε πεθηή γηα ηηο 

παξαδνζηαθέο κεζφδνπο): Η αληίδξαζε έρεη ζηακαηήζεη, δελ 

παξάγνληαη άιια πξντφληα θαη αλ κείλεη αξθεηφ δηάζηεκα ζε απηή ηε 

θάζε, ηα PCR πξντφληα ζα αξρίζνπλ λα απνηθνδνκνχληαη. 
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Δηθόλα 1.26: Οη θάζεηο κηαο PCR αληίδξαζεο. 

Πεγή: http://www.lifetechnologies.com/gr/en/website-overview 

ηελ εηθφλα 1.26 παξνπζηάδνληαη ηξεηο επαλαιήςεηο ελφο δείγκαηνο. Κάζε 

επαλάιεςε/δείγκα έρεη ηελ ίδηα πνζφηεηα DNA. Καζψο ε αληίδξαζε ηεο PCR 

πξνρσξεί, ηα δείγκαηα αξρίδνπλ λα εληζρχνληαη κε πνιχ αθξηβή ηξφπν. Η ελίζρπζε 

πξαγκαηνπνηείηαη εθζεηηθά, δειαδή ζε θάζε θχθιν ζπκβαίλεη δηπιαζηαζκφο ηνπ 

πξντφληνο – εθζεηηθή θάζε. Η εθζεηηθή ελίζρπζε πξαγκαηνπνηείηαη επεηδή φια ηα 

αληηδξαζηήξηα είλαη θξέζθα θαη δηαζέζηκα, ε θηλεηηθή ηεο αληίδξαζεο σζεί ηελ 

αληίδξαζε πξνο ην δηπιαζηαζκφ ησλ πξντφλησλ. Όκσο, θαζψο πξνρσξά ε αληίδξαζε, 

κεξηθά απφ ηα αληηδξαζηήξηα θαηαλαιψλνληαη σο απνηέιεζκα ηεο ελίζρπζεο. Η 

αληίδξαζε αξρίδεη λα επηβξαδχλεη θαη ην PCR πξντφλ δελ δηπιαζηάδεηαη ζε θάζε 

θχθιν. Απηή ηε γξακκηθή ελίζρπζε κπνξεί λα ηε δεη θαλείο ζηε γξακκηθή θάζε ηεο 

αληίδξαζεο. Σα ηξία δείγκαηα αξρίδνπλ λα απνθιίλνπλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

γξακκηθήο θάζεο. Σειηθά, ε αληίδξαζε αξρίδεη λα επηβξαδχλεη θαη θηάλεη ζε 

θνξεζκφ (plateau). Κάζε δείγκα ζα θηάζεη ζε θνξεζκφ ζε δηαθνξεηηθφ ζεκείν, ιφγσ 

ηεο δηαθνξεηηθήο θηλεηηθήο θάζε αληίδξαζεο. Απηέο ηηο δηαθνξέο κπνξεί λα ηηο δεη 

θαλείο ζηε θάζε θνξεζκνχ. Η θάζε θνξεζκνχ είλαη ην ζεκείν φπνπ γίλεηαη ζπλήζσο 

ε κέηξεζε/αλίρλεπζε ηεο παξαδνζηαθήο PCR, επίζεο γλσζηή σο αλίρλεπζε ηειηθνχ 

ζεκείνπ (end-point). Σα ηξία παλνκνηφηππα δείγκαηα θαίλεηαη φηη έρνπλ δηαθνξεηηθέο 

πνζφηεηεο DNA ζηε θάζε θνξεζκνχ. Όκσο, δεδνκέλνπ φηη ηα δείγκαηα είλαη 

επαλαιήςεηο ηνπ ίδηνπ δείγκαηνο πξέπεη λα έρνπλ ηαπηφζεκεο πνζφηεηεο. Χο εθ 

ηνχηνπ, είλαη πην αθξηβείο νη κεηξήζεηο λα γίλνληαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εθζεηηθήο 

θάζεο, φπνπ ηα φκνηα δείγκαηα εληζρχνληαη εθζεηηθά.  

Η έιεπζε ηεο Real-time qPCR έρεη αιιάμεη δξακαηηθά ην πεδίν ηεο αλάιπζεο 

(κέηξεζεο) ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο. H Real-time qPCR ζπιιέγεη δεδνκέλα θαζ’ 

φιε ηε δηαδηθαζία ηεο PCR, ζπλδπάδνληαο έηζη ελίζρπζε θαη αλίρλεπζε ζε έλα κφλν 

βήκα.Απηφ επηηπγράλεηαη ρξεζηκνπνηψληαο κηα πνηθηιία απφ δηαθνξεηηθέο 
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θζνξίδνπζεο ρεκείεο (νπζίεο) φπνπ ε ζπγθέληξσζε ηνπ PCR πξντφληνο ζπζρεηίδεηαη 

κε ηελ έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ. Οη αληηδξάζεηο ραξαθηεξίδνληαη απφ ην ζεκείν ζην 

ρξφλν (ή ηνλ PCR θχθιν), φπνπ ε ελίζρπζε ηνπ γνληδίνπ-ζηφρνπ αληρλεχζεθε γηα 

πξψηε θνξά. Απηή ε ηηκή ζπλήζσο αλαθέξεηαη σο θχθινο θαηψθιη (Cycle Threshold 

- Ct), ν ρξφλνο δειαδή θαηά ηνλ νπνίν ε έληαζε θζνξηζκνχ είλαη κεγαιχηεξε απφ ηνλ 

θζνξηζκφ ηνπ ππνβάζξνπ. Καηά ζπλέπεηα, φζν κεγαιχηεξε είλαη ε πνζφηεηα ηνπ 

DNA ή ηνπ RNA ζηφρνπ ζην αξρηθφ πιηθφ (δείγκα), ηφζν πην γξήγνξα κηα ζεκαληηθή 

αχμεζε ζην ζήκα θζνξηζκνχ ζα εκθαληζηεί, απνδίδνληαο έλα ρακειφηεξν Ct. 

Τπάξρνπλ πνιιά νθέιε απφ ηε ρξήζε ηεο Real-time qPCR έλαληη άιισλ κεζφδσλ 

γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο. Η Real-time qPCR κπνξεί λα 

παξάγεη πνζνηηθά δεδνκέλα κε ζχλεζεο δπλακηθφ εχξνο κεγέζνπο 7 έσο 8 

ινγαξηζκηθψλ ηάμεσλ θαη δελ απαηηεί θάπνην ρεηξηζκφ κεηά ηελ ελίζρπζε. Οη 

δνθηκαζίεο ηεο Real-time qPCR είλαη 10.000 έσο 100.000× θνξέο πην επαίζζεηεο απφ 

ηηο δνθηκαζίεο πξνζηαζίαο RΝάζεο (RNase protection assays), 1000× θνξέο πην 

επαίζζεηεο απφ ηελ πβξηδνπνίεζε ζηππψκαηνο θειίδαο (dot blot hybridization) θαη 

κπνξνχλ λα αληρλεχζνπλ αθφκε θαη έλα κφλν αληίγξαθν ελφο ζπγθεθξηκέλνπ 

κεηαγξαθήκαηνο. Η Real-time qPCR κπνξεί επίζεο λα δηαθξίλεη mRNAs κε ζρεδφλ 

ηαπηφζεκεο αιιεινπρίεο, απαηηεί πνιχ ιηγφηεξν RNA δείγκα απφ άιιεο κεζφδνπο 

αλάιπζεο γνληδηαθήο έθθξαζεο θαη κπνξεί λα είλαη ζρεηηθά πςειήο απφδνζεο (high-

throughput) κε ηνλ θαηάιιειν εμνπιηζκφ. Σν ζεκαληηθφηεξν κεηνλέθηεκα ηεο Real-

time qPCR είλαη φηη απαηηεί αθξηβφ εμνπιηζκφ θαη αληηδξαζηήξηα. Δπηπιένλ, ιφγσ 

ηεο εμαηξεηηθά πςειήο επαηζζεζίαο ηεο, ν ζρεδηαζκφο ηνπ πεηξακαηηθνχ ζνξχβνπ θαη 

ε εηο βάζνο θαηαλφεζε ησλ ηερληθψλ θαλνληθνπνίεζεο είλαη επηηαθηηθέο αλάγθεο γηα 

πην αμηφπηζηα θαη αθξηβή ζπκπεξάζκαηα [64]. 

 

Η Real-time qPCR κπνξεί λα ρσξηζηεί ζε ηέζζεξηο θχξηεο θάζεηο (εηθφλα 1.27): ηελ 

θάζε «ππνβάζξνπ» ή θάζε «ζνξχβνπ» (linear ground phase), ηελ πξψηκε εθζεηηθή 

θάζε (early exponential phase), ινγαξηζκηθή θάζε (loglinear phase) θαη ηε θάζε 

θνξεζκνχ (plateau phase). Καηά ηε δηάξθεηα ηεο θάζεο «ππνβάζξνπ» (ζπλήζσο νη 

πξψηνη 10 κε 15 θχθινη), ε PCR κφιηο έρεη αξρίζεη θαη ε εθπνκπή θζνξηζκνχ ζε θάζε 

θχθιν δελ είλαη κεγαιχηεξε απφ ην ζήκα ηνπ ππνβάζξνπ. Ο θζνξηζκφο ππνβάζξνπ 

ππνινγίδεηαη απηή ηε ζηηγκή. ηελ πξψηκε εθζεηηθή θάζε, ε πνζφηεηα ηνπ 

θζνξηζκνχ έρεη θζάζεη ζε έλα φξην, φπνπ είλαη ζεκαληηθά πςειφηεξε (ζπλήζσο 10× 

θνξέο ε ηππηθή απφθιηζε ηνπ θζνξηζκνχ ππνβάζξνπ) ζε ζρέζε κε ηα επίπεδα ηνπ 

ππνβάζξνπ. Ο θχθινο θαηά ηνλ νπνίν ζπκβαίλεη απηφ είλαη γλσζηφ σο θχθινο 

θαηψθιη (Ct) ή ζεκείν ηνκήο (Crossing point - Cp) ή quantification cycle (Cq) φπσο 

έρεη επηθξαηήζεη λα απνθαιείηαη (ζηηο θαηεπζπληήξηεο νδεγίεο MIQE). Απηή ε ηηκή 

είλαη αληηπξνζσπεπηηθή ηνπ αξρηθνχ αξηζκνχ ησλ αληηγξάθσλ DNA/RNA/cDNA 

ζηνλ αξρηθφ δείγκα θαη ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα ππνινγηζηνχλ ηα πεηξακαηηθά 

απνηειέζκαηα. Καηά ηε δηάξθεηα ηεο ινγαξηζκηθήο θάζεο, ε PCR θηάλεη ζηε 

βέιηηζηε πεξίνδν ελίζρπζεο κε ηνλ πιήξε δηπιαζηαζκφ ησλ PCR πξντφλησλ κεηά απφ 

θάζε θχθιν ζε ηδαληθέο ζπλζήθεο αληίδξαζεο. Σέινο, ην ζηάδην θνξεζκνχ 
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επηηπγράλεηαη φηαλ ηα ζπζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο κεησζνχλ θαη ε έληαζε ηνπ 

θζνξηζκνχ ζε απηή ηε θάζε δελ είλαη πιένλ ρξήζηκε γηα ηνλ ππνινγηζκφ ησλ 

δεδνκέλσλ [64]. 

 

Δηθόλα 1.27: Οη θάζεηο ηεο Real-time qPCR [64]. 

Καηά ηε δηάξθεηα ηεο ινγαξηζκηθήο θάζεο ε ελίζρπζε ηνπ πξντφληνο πεξηγξάθεηαη 

απφ ηε ζρέζε                                   Nn = N0 × (E)n 

  φπνπ: Nn: ε πνζφηεηα ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ κεηά απφ n θχθινπο, 

                      N0: ε αξρηθή πνζφηεηα ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ, 

            n: ν αξηζκφο ησλ θχθισλ ηεο PCR θαη 

                        Δ: ε απφδνζε ηεο ελίζρπζεο. 

Η κέγηζηε δπλαηή απφδνζε κίαο αληίδξαζεο PCR είλαη 2, φπνπ θάζε πξντφλ 

δηπιαζηάδεηαη ζε θάζε θχθιν ελψ ε ειάρηζηε είλαη 1, φηαλ δελ ππάξρεη ελίζρπζε. Η 

Real-time qPCR βαζίδεηαη ζηελ θαηαγξαθή ηνπ θζνξηζκνχ πνπ εθπέκπεηαη θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο, ν νπνίνο απνηειεί ην δείθηε παξαγσγήο αληηγξάθσλ ζε 

θάζε θχθιν ηεο αληίδξαζεο. Η αλίρλεπζε, επνκέλσο φπσο αλαθέξζεθε, γίλεηαη ζηε 

ινγαξηζκηθή θάζε. Με θαηάιιειν ινγηζκηθφ ππνινγίδεηαη ην Cq κε αθξίβεηα δχν 

δεθαδηθψλ ςεθίσλ. Μηθξφηεξα Cq ππνδεηθλχνπλ δείγκαηα κε κεγαιχηεξεο αξρηθέο 

πνζφηεηεο γελεηηθνχ πιηθνχ. Δάλ ρξεζηκνπνηεζνχλ πξφηππα κε γλσζηέο 

ζπγθεληξψζεηο είλαη δπλαηφλ λα θαηαζθεπαζηεί πξφηππε θακπχιε βαζκνλφκεζεο 

(standard curve) (εηθόλα 1.37), ε νπνία εθθξάδεη ηε ζρέζε ηεο ζπγθέληξσζεο 

(ινγάξηζκνο ηεο ζπγθέληξσζεο - logC) σο πξνο ην Cq. Με βάζε ηελ θιίζε (slope) 

ηεο επζείαο, ηνλ ηχπν E = 10
-1/θιίζε

 κπνξεί λα γίλεη ππνινγηζκφο ηεο απφδνζεο Δ 
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(Efficiency) ηεο αληίδξαζεο θαζψο θαη πνζνηηθνπνίεζε ησλ άγλσζησλ δεηγκάησλ 

[64,65]. 

 

Δηθόλα 1.28: Real-time qPCR θακπύιε βαζκνλόκεζεο [64]. 

 

1.5.1 χεδιαςμόσ εκκινητών και ανιχνευτών 

 

Οη εθθηλεηέο γηα κηα αληίδξαζε Real-time qPCR ρξήζηκν είλαη λα ζρεδηάδνληαη κε 

βάζε ηα παξαθάησ ραξαθηεξηζηηθά: 

A. Οη εθθηλεηέο πξέπεη λα ζπλδένληαη ζε δηαθνξεηηθά εμφληα ή ζε ζεκεία 

ζχλδεζεο εμνλίσλ (exon junctions) γηα λα κελ πξνθχπηνπλ ςεπδψο ζεηηθά 

απνηειέζκαηα, ιφγσ ηεο ελίζρπζεο γελσκηθνχ DNA πνπ κπνξεί λα ππάξρεη ζην 

δείγκα. 

B. Η επηινγή ησλ εθθηλεηψλ πξέπεη γίλεηαη κε βάζε ην επηζπκεηφ Tm, ην 

επηζπκεηφ κηθξφ κέγεζνο πξντφληνο θαη ηε πεξηεθηηθφηεηα ζε βάζεηο GC. Σν 

βέιηηζην κήθνο γηα ηνπο εθθηλεηέο είλαη πεξίπνπ 18 κε 24 bp θαη ε πεξηεθηηθφηεηα 

ηνπο ζε βάζεηο GC πξέπεη λα θπκαίλεηαη γχξσ ζην 50 %. Σν Tm ηνπο δελ ζα πξέπεη 

λα δηαθέξεη πεξηζζφηεξν απφ 1 κε 2 °C, κε ειάρηζην θαη κέγηζην Tm 58 °C θαη 60 °C 

αληίζηνηρα, φηαλ ρξεζηκνπνηνχληαη αληρλεπηέο ηχπνπ TaqMan ελψ γηα αληρλεπηέο 

πβξηδηζκνχ θαη κνξηαθνχο θάξνπο επηηξέπεηαη κεγαιχηεξν εχξνο ζεξκνθξαζηψλ κε 

ηελ πξνυπφζεζε φηη ηα Tm ηνπ δεχγνπο ζα είλαη παξφκνηα. 

C. Γεληθά, ηα άθξα πξέπεη λα κε ζρεκαηίδνπλ δεπηεξνηαγείο θαη παιίλδξνκεο 

δνκέο θαζψο θαη λα κελ πεξηιακβάλνπλ πνιχ εθθπιηζκέλεο αιιεινπρίεο. Η πην 
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ζεκαληηθή πεξηνρή γηα εηδηθή ελίζρπζε είλαη ην 3΄ άθξν ηνπ εθθηλεηή ιφγσ ηνπ φηη ε 

ζχλζεζε ηνπ DNA γίλεηαη κε θαηεχζπλζε 5΄-3΄. 

D. Γελ πξέπεη λα ζρεκαηίδνληαη δηκεξή εθθηλεηψλ, γηα απηφ θαη νη αιιεινπρίεο 

ησλ δχν εθθηλεηψλ δε πξέπεη λα είλαη ζπκπιεξσκαηηθέο κεηαμχ ηνπο, ηδηαίηεξα ζην 

3΄ άθξν ηνπο [66]. 

Καηά ηνλ ζρεδηαζκφ ησλ αληηρλεπηψλ ρξήζηκν είλαη: 

A. Σν Tm ηνπ αληρλεπηή λα είλαη ζεκαληηθά πςειφηεξν (~10 °C) απφ ην Tm ησλ 

εθθηλεηψλ, ψζηε λα εμαζθαιηζηεί ν πβξηδηζκφο ηνπ πξηλ απφ ηνπο εθθηλεηέο γηαηί νη 

εθθηλεηέο επεθηείλνληαη ακέζσο κφιηο ζπλδεζνχλ ζηελ αιιεινπρία-ζηφρν. 

B. Η απφζηαζε κεηαμχ ησλ δχν αληρλεπηψλ λα θπκαίλεηαη 1 κε 5 bp, δειαδή ζα 

πξέπεη λα βξίζθνληαη πνιχ θνληά κεηαμχ ηνπο, ελψ είλαη πξνηηκφηεξν ε αιιεινπρία-

ζηφρνο λα βξίζθεηαη θνληά ζην 3΄ άθξν ηνπ πξντφληνο θνληά ζηελ πεξηνρή πνπ 

ζπλδέεηαη ν αλάζηξνθνο εθθηλεηήο. Καζψο, ν θζνξηζκφο κεηξάηαη θαηά ην ζηάδην 

ηνπ πβξηδηζκνχ, απηή ε δηάηαμε επηηξέπεη ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο κέηξεζεο πξηλ 

ηελ απνκάθξπλζε ησλ αληρλεπηψλ απφ ηελ DNA πνιπκεξάζε. 

C. Οη αληρλεπηέο λα είλαη ηξνπνπνηεκέλνη έηζη ψζηε λα κελ κπνξνχλ λα 

επηκεθπλζνχλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο PCR. 

D. Οη αληρλεπηέο λα κελ εκθαλίδνπλ δηακνξηαθή ή ελδνκνξηαθή 

ζπκπιεξσκαηηθφηεηα νχηε κεηαμχ ηνπο αιιά νχηε θαη κε ηνπο εθθηλεηέο [66]. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 2. Τλικϊ και Μϋθοδοι 
 

2.1 Δεύγμα μελϋτησ 
ην πξψην ζηάδην ηεο κειέηεο, δηαηέζεθαλ 50 ηζηνί αλεπξπζκάησλ αληνχζεο ανξηήο. 

Σα δείγκαηα απηά ζπιιέρζεθαλ απφ ηελ Καξδηνρεηξνπξγηθή Κιηληθή ηνπ 

Παλεπηζηεκηαθνχ Γεληθνχ Ννζνθνκείνπ Αηηηθφλ, κε ππεχζπλν ηνλ θ. Ι. Σνχκπνπιε. 

Σα δείγκαηα απηά απνζεθεχηεθαλ γηα δχν κέξεο ζηνπο 4 °C θαη ζηε ζπλέρεηα ζηνπο -

80 °C, κέρξη λα πξαγκαηνπνηεζεί ε εμαγσγή ηνπ νιηθνχ RNA. 

ην δεχηεξν ζηάδην ηεο κειέηεο, πνπ αθνξνχζε ηελ κειέηε ηνπ COL11A1 ζηνλ 

θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, δηαηέζεθαλ 27 έηνηκα cDNA δείγκαηα, απφ ην εξγαζηήξην 

Μνξηαθέο Αλαιχζεηο Α.Δ (Αγξίλην), κε ππεχζπλν ηνλ θ. . Νηθνιφπνπιν, ηα νπνία 

ζπιιέρζεθαλ ζε ζηαζεξνπνηεηηθφ γηα RNA πγξφ. Σα δείγκαηα απηά αθνξνχζαλ 

αζζελείο κε γλσζηά θιηληθνπαζνινγηθά δεδνκέλα. 19 απφ ηα δείγκαηα απηά 

αθνξνχζαλ θαξθηληθνχο ηζηνχο θαη 8 ήηαλ απφ παξαθείκελεο ηνπ θαξθίλνπ πεξηνρέο, 

control. Σα cDNAs απνζεθεχζεθαλ ζηνπο  -40 °C, έηνηκα πξνο ρξήζε.  

 

2.2 Μϋθοδοι για την παραςκευό cDNA 

2.2.1 Απομόνωςη ολικού RNA 

 

Η απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RNA απφ ηνπο ηζηνχο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε 

πξνθαηαζθεπαζκέλσλ αληηδξαζηεξίσλ (kit) απνκφλσζεο κε εκπνξηθά δηαζέζηκεο 

ζηήιεο θαζψο απνηειεί κηα απιή θαη ηαρεία κέζνδν πνπ παξάγεη πξντφλ πςειήο 

θαζαξφηεηαο. πγθεθξηκέλα, ρξεζηκνπνηήζεθε ην NucleoSpin
®

 RNA/Protein kit 

(MACHEREY-NAGEL, Γεξκαλία), ην νπνίν βαζίδεηαη ζηελ εηδηθή ζχλζεζε ηεο 

κεκβξάλεο ηεο ζηήιεο πνπ πεξηέρεη νμείδην ηνπ ππξηηίνπ (silica membrane). Σν 

νμείδην ηνπ ππξηηίνπ κπνξεί λα πξνζδέζεη εθιεθηηθά ην RNA θαηά αληηζηξεπηφ 

ηξφπν αλάινγα κε ηελ ηνληθή ζχλζεζε ηνπ πδάηηλνπ πεξηβάιινληνο.  

Σν NucleoSpin
®

 RNA/Protein kit επηηξέπεη ηελ απνκφλσζε θαζαξνχ RNA κε 

αλαινγία Α260/Α280 πνπ ππεξβαίλεη ην 1,9. Σν απνκνλσκέλν RNA είλαη έηνηκν πξνο 

ρξήζε γηα εθαξκνγέο φπσο RT-PCR, θ.ιπ. Σν θιαζηθφ πξσηφθνιιν επηηξέπεη ηνλ 

θαζαξηζκφ έσο 70 κg νιηθνχ RNA (>200 nt) αλά NucleoSpin
®

 RNA/Protein ζηήιε 

απφ 30 mg ηζηνχ [67]. 

2.2.1.1 Αντιδραςτήρια, Αναλώςιμα και Εξοπλιςμόσ 

 

 Τγξφ άδσην 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα RP1 (MACHEREY-NAGEL, Γεξκαλία) 

 β-κεξθαπηναηζαλφιε (AppliChem, Γεξκαλία) 
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 NucleoSpin
® 

θίιηξα (MACHEREY-NAGEL, Γεξκαλία) 

 NucleoSpin
®

 RNA/Protein ζηήιεο (MACHEREY-NAGEL, Γεξκαλία) 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα MDB (MACHEREY-NAGEL, Γεξκαλία) 

 Λπνθηιησκέλε rDNάζε (MACHEREY-NAGEL, Γεξκαλία) 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα αληίδξαζεο γηα rDNάζε (MACHEREY-NAGEL, 

Γεξκαλία) 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα RA2 (MACHEREY-NAGEL, Γεξκαλία) 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα RA3 (MACHEREY-NAGEL, Γεξκαλία) 

 RNase-free H2O (MACHEREY-NAGEL, Γεξκαλία) 

 Γηάιπκα αηζαλφιεο 70 % απφ αηζαλφιε 100 % (Scharlab, Ιζπαλία) 

 Δπσαζηήξαο ζσιελαξίσλ (Grant, Ηλσκέλν Βαζίιεην) 

 πζθεπή Vortex (Fisher, ΗΠΑ) 

 Μηθξνθπγφθεληξνο Minispin plus (Eppendorf, Γεξκαλία) 

σιελάξηα ηχπνπ Eppendorf 1,5 mL 

2.2.1.2 Πειραματική πορεία  

 

Η πεηξακαηηθή πνξεία απνκφλσζεο ηνπ νιηθνχ RNA πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ε 

αθφινπζε: 

 Πξνεηνηκαζία δείγκαηνο 

 Αξρηθά, ~30 mg ηζηνχ θνληνξηνπνηνχληαη πιήξσο κε γνπδνρέξη ζε γνπδί 

κε ηελ πξνζζήθε πγξνχ αδψηνπ. Ο θνληνξηνπνηεκέλνο ηζηφο κεηαθέξεηαη 

ζε ζσιελάξην ηχπνπ Eppendorf 1,5 mL. 

 Κπηηαξηθή ιύζε 

 ηε ζπλέρεηα, πξνζηίζεληαη 350 κL ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο ιχζεο RP1 

θαη 3,5 κL β-κεξθαπηναηζαλφιε ζηνλ θνληνξηνπνηεκέλν ηζηφ θαη 

αθνινπζεί έληνλε αλάδεπζε. 

 Γηήζεζε ηνπ δηαιύκαηνο 

 Σν δηάιπκα κεηαθέξεηαη ζην NucleoSpin
®

 θίιηξν θαη αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε γηα 1 min ζηα 11.000× g. 

 Ρύζκηζε ζπλζεθώλ πξόζδεζεο ηνπ RNA 

 Έπεηηα, ην NucleoSpin
®

 θίιηξν απνξξίπηεηαη θαη πξνζηίζεληαη 350 κL 

δηαιχκαηνο αηζαλφιεο 70 % ζην δηήζεκα κε επαθφινπζε έληνλε 

αλάδεπζε. 

 Πξόζδεζε ηνπ RNA 

 Σν δηήζεκα θνξηψλεηαη ζηελ NucleoSpin
®

 RNA/Protein ζηήιε θαη 

αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 30 sec ζηα 11.000× g (Σν DNA θαη ην RNA 

είλαη πξνζδεδεκέλα ζηελ κεκβξάλε ππξηηίνπ, ελψ νη πξσηεΐλεο 

βξίζθνληαη ζην δηήζεκα, επνκέλσο ζε θάπνηα δείγκαηα πνπ ζέινπκε λα 

απνκνλψζνπκε θαη ηηο πξσηεΐλεο ηνπο, ην δηήζεκα θπιάζζεηαη γηα 

πεξαηηέξσ επεμεξγαζία).  

 Αθαιάησζε ηεο κεκβξάλεο ππξηηίνπ 
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 ηε ζπλέρεηα, πξνζηίζεληαη 350 κL ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο αθαιάησζεο 

ηεο κεκβξάλεο MDB θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 1 min ζηα 

11.000× g ψζηε λα ζηεγλψζεη ε κεκβξάλε. Σν δηήζεκα απνξξίπηεηαη. 

 Πέςε θαη απνκάθξπλζε ηνπ DNA 

 Αξρηθά πξνεηνηκάδεηαη ην κείγκα αληίδξαζεο ηεο rDNάζεο. 

Αλακεηγλχνληαη 10 κL αλαζπζηαζέλ rDNάζε κε 90 κL ξπζκηζηηθνχ 

δηαιχκαηνο αληίδξαζεο γηα ηελ rDNάζε θαη αλαδεχνληαη θαιά. Έπεηηα, 

πξνζηίζεληαη 95 κL κείγκαηνο αληίδξαζεο rDNάζεο απεπζείαο πάλσ ζην 

θέληξν ηεο κεκβξάλεο ππξηηίνπ ηεο NucleoSpin
®

 RNA/Protein ζηήιεο. 

Αθνινπζεί επψαζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 15 min. 

 Έθπιπζε θαη ζηέγλσκα ηεο κεκβξάλεο ππξηηίνπ 

 1
ε
 έθπιπζε: Πξνζηίζεληαη 200 κL ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο πιχζεο RA2 

ζηελ NucleoSpin
®

 RNA/Protein ζηήιε θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 

30 sec ζηα 11.000× g. Σν δηήζεκα απνξξίπηεηαη. 

 2
ε
 έθπιπζε: Πξνζηίζεληαη 600 κL ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο πιχζεο RA3 

ζηελ NucleoSpin
®

 RNA/Protein ζηήιε θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 

30 sec ζηα 11.000× g. Σν δηήζεκα απνξξίπηεηαη. 

 3
ε
 έθπιπζε: Πξνζηίζεληαη 250 κL ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο πιχζεο RA3 

ζηελ NucleoSpin
®

 RNA/Protein ζηήιε θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 2 

min ζηα 11.000× g ψζηε λα ζηεγλψζεη ηειείσο ε κεκβξάλε. Σν δηήζεκα 

απνξξίπηεηαη θαη ε NucleoSpin
®

 RNA/Protein ζηήιε ηνπνζεηείηαη ζε λέν 

RNase-free ζσιελάξην ηχπνπ Eppendorf 1,5 mL. 

 Έθινπζε πςειήο θαζαξόηεηαο RNA 

 Πξνζηίζεληαη 60 κL RNase-free H2O ζηελ NucleoSpin
®

 RNA/Protein 

ζηήιε θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 1 min ζηα 11.000× g. Σν RNA 

εθινχεηαη κε ην πδάηηλν δηάιπκα κέζα ζην λέν ζσιελάξην. Σν δηήζεκα 

επαλαηνπνζεηείηαη ζηελ NucleoSpin
®

 RNA/Protein ζηήιε θαη αθνινπζεί 

δεχηεξε θπγνθέληξεζε γηα 2 min ζηα 11.000× g πξνθεηκέλνπ λα 

παξαρζεί RNA πςειήο απφδνζεο θαη ζπγθέληξσζεο. Σειηθά, ην RNA 

εθινχεηαη κε ην πδάηηλν δηάιπκα κέζα ζην ζσιελάξην θαη θπιάζζεηαη 

είηε ζηνπο -20 °C γηα ζχληνκν ρξνληθφ δηάζηεκα είηε ζηνπο -80 °C γηα 

καθξχ ρξνληθφ δηάζηεκα. Απφ ην ηειηθφ πδάηηλν δηάιπκα ηνπ RNA 

ρξεζηκνπνηείηαη 1 κL γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ. 

 

2.2.2 Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ ολικού RNA 

 

Η ζπγθέληξσζε ηνπ RNA ππνινγίδεηαη κε κέηξεζε ηεο απνξξφθεζεο ηνπ δείγκαηνο 

ζην θζνξηζκφκεηξν Qubit
®

 (Invitrogen, ΗΠΑ) (εηθόλα 2.1). 
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Eηθόλα 2.1: Σν θζνξηζκόκεηξν Qubit®. 

Πεγή: http://www.lifetechnologies.com/gr/en/home/brands/invitrogen.html 

Η πνζνηηθνπνίεζε ηνπ RNA επηηπγράλεηαη κε ηελ ρξήζε νπζίαο πνπ θζνξίδεη θαηά 

ηελ εθιεθηηθή πξφζδεζε ζε RNA θαη ε νπνία παξέρεηαη κε ην Quant-iT
™

 RNA Assay 

Kit (Invitrogen, ΗΠΑ). Η ρξσζηηθή απηή εθπέκπεη αθηηλνβνιία θαηφπηλ δηέγεξζεο κε 

θαηάιιειν κήθνο θχκαηνο αλάινγα κε ην αλ ε ρξσζηηθή είλαη ειεχζεξε ή 

πξνζδεδεκέλε ζε κφξηα RNA. Η κέηξεζε πξφηππσλ δηαιπκάησλ – βαζκνλνκεηψλ ηα 

νπνία παξέρνληαη κε ην kit, επηηξέπεη ηνλ απηνκαηνπνηεκέλν ζρεδηαζκφ θακπχιεο 

βαζκνλφκεζεο κε βάζε ηελ νπνία γίλεηαη ε πνζνηηθνπνίεζε ησλ δεηγκάησλ 

άγλσζηεο ζπγθέληξσζεο. Η δνθηκαζία είλαη ηδηαίηεξα εθιεθηηθή γηα ην RNA έλαληη 

ηνπ δίθισλνπ DNA θαη ζηελ πεξηνρή απφ 5 έσο 100 ng, ην ζήκα θζνξηζκνχ είλαη 

γξακκηθά αλάινγν ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ RNA (εηθόλα 2.2). Η πεηξακαηηθή 

δηαδηθαζία κπνξεί λα γίλεη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ (22 κε 28 °C) ελψ ε 

θσηνζηαζεξφηεηα ησλ αληηδξαζηεξίσλ είλαη ηδηαίηεξα πςειή. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 2.2: Η RNA εθιεθηηθόηεηα θαη επαηζζεζία ηνπ Quant-iT™ RNA Assay Kit. 

Πεγή: http://www.lifetechnologies.com/gr/en/home/brands/invitrogen.html 

Πιενλέθηεκα ηεο κεζφδνπ απηήο ζε ζρέζε κε ηε κέηξεζε ηεο απνξξφθεζεο ηεο 

ππεξηψδνπο αθηηλνβνιίαο (UV αθηηλνβνιία) (φπσο γηα παξάδεηγκα ζην επξέσο 

http://www.lifetechnologies.com/gr/en/home/brands/invitrogen.html
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ρξεζηκνπνηνχκελν θσηφκεηξν NanoDrop) απνηειεί ε εθιεθηηθφηεηα ησλ κεηξήζεσλ 

πνπ επηηξέπεη δηάθξηζε κεηαμχ DNA θαη RNA, φηαλ απηά ζπλππάξρνπλ, ζε έλα 

δείγκα. Όκσο, δελ είλαη εθηθηφο ν έιεγρνο ηεο θαζαξφηεηαο ηνπ RNA ζην πξνο 

κέηξεζε δείγκα. Η αθξίβεηα ηεο κεζφδνπ ζηελ πνζνηηθνπνίεζε δεηγκάησλ κε 

ρακειέο ζπγθεληξψζεηο ζπλίζηαηαη αθφκε θαη ζε επίπεδα ησλ 250 pg/κL.  

2.2.2.1 Αντιδραςτήρια, Αναλώςιμα και Εξοπλιςμόσ 

 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα γηα RNA Quant-iT
™

 (Invitrogen, ΗΠΑ) 

 Φζνξίδνλ αληηδξαζηήξην γηα RNA Quant-iT
™

 (Invitrogen, ΗΠΑ) 

 Πξφηππν δηάιπκα #1, 0 ng/κL (Invitrogen, ΗΠΑ) 

 Πξφηππν δηάιπκα #2, 10 ng/κL (Invitrogen, ΗΠΑ) 

 Φζνξηζκφκεηξν Qubit
®

 (Invitrogen, ΗΠΑ) 

 πζθεπή Vortex (Fisher, ΗΠΑ) 

 σιελάξηα ηχπνπ Eppendorf 0,5 mL 

2.2.2.2 Πειραματική πορεία 

  

Η πεηξακαηηθή πνξεία κέηξεζεο ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ RNA ησλ δεηγκάησλ κε ην 

θζνξηζκφκεηξν Qubit
®

 είλαη ε εμήο: 

 Αξρηθά, εμαζθαιίδεηαη φηη φια ηα αληηδξαζηήξηα βξίζθνληαη ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. 

 ηε ζπλέρεηα, αλακεηγλχνληαη (199 × n) κL ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο Quant-

iT
™

 κε (1 × n) κL θζνξίδνληνο αληηδξαζηεξίνπ Quant-iT
™

 (φπνπ n = ν 

αξηζκφο ησλ πξφηππσλ δηαιπκάησλ θαη ησλ δεηγκάησλ) κε θαιή αλάδεπζε. 

Σν δηάιπκα εξγαζίαο είλαη έηνηκν. 

 Απφ ην δηάιπκα εξγαζίαο κνηξάδνληαη 199 κL ζε λέν ζσιελάξην ηχπνπ 

Eppendorf 0,5 mL γηα θάζε άγλσζην δείγκα θαη 190 κL ζε λέν ζσιελάξην 

ηχπνπ Eppendorf 0,5 mL γηα θαζέλα απφ ηα 2 πξφηππα δηαιχκαηα. 

 Γηα θάζε άγλσζην δείγκα πξνζηίζεηαη 1 κL απφ ην δείγκα ζε θάζε ζσιελάξην 

θαη αλαγξάθεηαη ν αξηζκφο/θσδηθφο ηνπ δείγκαηνο. Γηα θάζε πξφηππν δηάιπκα 

πξνζηίζεληαη 10 κL απφ ην θαζέλα ζην αληίζηνηρν ζσιελάξην. 

 Έπεηηα, φια ηα ζσιελάξηα αλαδεχνληαη θαιά θαη επσάδνληαη ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ γηα 2 min. 

 Αθνινπζεί ε δεκηνπξγία ηεο θακπχιεο βαζκνλφκεζεο κε δηαδνρηθή 

ηνπνζέηεζε θαη δηάβαζκα ησλ πξφηππσλ δηαιπκάησλ ζην θζνξηζκφκεηξν 

Qubit
®

 θαη ζηελ ζπλέρεηα ηνπνζεηνχληαη θαη δηαβάδνληαη δηαδνρηθά ηα 

δηαιχκαηα ησλ άγλσζησλ δεηγκάησλ. 

 Ο ππνινγηζκφο ηεο ηειηθήο ζπγθέληξσζεο ηνπ RNA ζηα άγλσζηα δείγκαηα 

νινθιεξψλεηαη αθνχ ζπλππνινγηζηεί ζηελ ηηκή πνπ δίλεη ην θζνξηζκφκεηξν 

Qubit
® 

ε αξαίσζε ησλ δεηγκάησλ. πγθεθξηκέλα, ε ηειηθή ηηκή ηεο 
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ζπγθέληξσζεο ηνπ RNA δίλεηαη απφ ηνλ ηχπν: Cδείγκαηνο (ng/κL) = QF ηηκή × 

(200/x)   

φπνπ QF είλαη ε ηηκή ηεο ζπγθέληξσζεο πνπ κεηξά ην θζνξηζκφκεηξν Qubit
®

 

ζε ng/κL θαη x είλαη ην κL ηνπ δείγκαηνο RNA πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. Άξα, 

γηα ηελ παξαπάλσ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία ε ηηκή ηεο ζπγθέληξσζεο πνπ 

δίλεηαη απφ ην θζνξηζκφκεηξν Qubit
® 

πνιιαπιαζηάδεηαη κε ηνλ ζπληειεζηή 

αξαίσζεο = 200. 

 

2.2.3 ύνθεςη ςυμπληρωματικού DNA (cDNA) 

 

Η αληίζηξνθε κεηαγξαθή ηνπ RNA πξνο ζπκπιεξσκαηηθφ DNA (cDNA) 

πξαγκαηνπνηείηαη κε ην Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche 

Applied Science, Γεξκαλία). 

 

Σν Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit παξέρεη φια ηα απαξαίηεηα 

αληηδξαζηήξηα γηα ηε ζχλζεζε ηνπ κνλφθισλνπ cDNA απφ RNA (αληίζηξνθε 

πνιπκεξάζε, κείγκα δενμπξηβνλνπθιενηηδίσλ). Γεληθά, αλάινγα κε ηνλ ηχπν ηεο 

αλάιπζεο φπνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί ην cDNA ζηε ζπλέρεηα, ρξεζηκνπνηνχληαη ηξία 

δηαθνξεηηθά ζπζηήκαηα εθθηλεηψλ ζηελ ζχλζεζε ηνπ cDNA (εηθόλα 2.3). ην kit 

πεξηιακβάλνληαη νη ηπραίνη εμακεξείο εθθηλεηέο (random hexamer primers) θαη νη 

αγθπξνβνιεκέλνη-φιηγν(dT)18 εθθηλεηέο (anchored-oligo(dT)18 primers). Οη 

ηειεπηαίνη είλαη ζρεδηαζκέλνη λα πξνζδέλνληαη ζηελ αξρή ηεο πνιχ(Α) νπξάο ηνπ 

θάζε mRNA παξάγνληαο cDNA πιήξνπο αθνινπζίαο ελψ ε ρξήζε ησλ ηπραίσλ 

εμακεξψλ εθθηλεηψλ παξέρεη ηε δπλαηφηεηα αληηπξνζψπεπζεο φισλ ησλ ηχπσλ RNA 

ηνπ θπηηάξνπ ζην λενζπληηζέκελν cDNA. Ο ηξίηνο ηξφπνο ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ RT-

PCR ελφο ζηαδίνπ. ηελ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πνπ πεξηγξάθεηαη παξαθάησ 

πξνηηκήζεθε ε ρξήζε ησλ ηπραίσλ εμακεξψλ εθθηλεηψλ. 
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Δηθόλα 2.3: Δπηζθόπεζε ησλ ηξίσλ δηαθνξεηηθώλ ζπζηεκαηώλ εθθηλεηώλ θαηά ηε ζύλζεζε ηεο 

πξώηεο αιπζίδαο ηνπ cDNA. 

Πεγή: www.roche-applied-science.com 

 

2.2.3.1 Αντιδραςτήρια, Αναλώςιμα και Εξοπλιςμόσ 

 

 Nuclease-free PCR ζσιελάξηα ηχπνπ Eppendorf 0,2 mL 

 Σπραίνη εμακεξείο εθθηλεηέο (Roche Applied Science, Γεξκαλία) 

 H2O (PCR-grade) (Roche Applied Science, Γεξκαλία) 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο Transcriptor 5× (Roche 

Applied Science, Γεξκαλία) 

 Αλαζηνιέαο RNαζψλ (Roche Applied Science, Γεξκαλία) 

 Μείγκα δενμπξηβνλνπθιενηηδίσλ (Roche Applied Science, Γεξκαλία) 

 Αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε Transcriptor (Roche Applied Science, Γεξκαλία) 

 Θεξκηθφο θπθινπνηεηήο Primus 25 (MWG-Biotech, Γεξκαλία) 

 Μηθξνθπγφθεληξνο Minispin plus (Eppendorf, Γεξκαλία) 

 

2.2.3.2 Πειραματική πορεία 

 

Γηα ηελ ζχλζεζε ηνπ cDNA ησλ δεηγκάησλ RNA πξαγκαηνπνηήζεθε ε αθφινπζε 

πεηξακαηηθή δηαδηθαζία δχν βεκάησλ/αληηδξάζεσλ.  

1
ν 

βήκα / αληίδξαζε  

 ε έλα nuclease-free PCR ζσιελάξην ηχπνπ Eppendorf 0,2 mL 

πξνεηνηκάδεηαη ην κείγκα εθκαγείνπ RNA-εθθηλεηή γηα θάζε αληίδξαζε 
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(αληίδξαζε = δείγκα) ηειηθνχ φγθνπ 20 κL, πξνζζέηνληαο ηα αληηδξαζηήξηα 

πνπ αλαθέξνληαη ζηνλ αθφινπζν πίλαθα (πίλαθαο 2.1). 

 

 Πίνακας 2.1 Συστατικά μίγματος εκμαγείου RNA-εκκινητή κατά τη σύνθεση του cDNA. 

Ανηιδπαζηήπιο Όγκορ ανηιδπαζηηπίος 
Σελική ζςγκένηπυζη 

ανηιδπαζηηπίος 

RNA δείγκαηνο (ή 2 κL RNA 

αλαθνξάο - 50 ng/κL) 
Μεηαβιεηφο έσο 11κL  3 κg (100 ng) 

Σπραίνη εμακεξείο εθθηλεηέο 

(600 pmol/κL) 
2 κL 60 κM 

H2O (PCR-grade) 
Μεηαβιεηφο κέρξη ηειηθνχ φγθνπ 

13 κL  
 

ςνολικόρ όγκορ 13 κL  

 

 Σν κείγκα επσάδεηαη ζηνπο 65 °C γηα 10 min πξνθεηκέλνπ λα απνδηαηαρζεί ην 

RNA θαη αθνινπζεί άκεζε ηνπνζέηεζή ηνπ ζηνλ πάγν. Με ηε δηαδηθαζία 

απηή, ζέξκαλζεο θαη ςχμεο, θαηαζηξέθεηαη ε δεπηεξνηαγήο δνκή ηνπ RNA ε 

νπνία ελδέρεηαη λα εκπνδίδεη ηελ έλαξμε ηεο ζχλζεζεο ηνπ cDNA. 

 

2
ν
 βήκα / αληίδξαζε 

 ηελ ζπλέρεηα πξνεηνηκάδεηαη ην δεχηεξν κίγκα ηεο αληίδξαζεο ζε ηειηθφ 

φγθν 7 κL, ην νπνίν πεξηιακβάλεη ηα αληηδξαζηήξηα πνπ αλαθέξνληαη ζηνλ 

πίλαθα 2.2 θαη πξνζηίζεηαη ζην αξρηθφ κείγκα. 

 

Πίνακας 2.2 Συστατικά που περιέχονται στο δεύτερο μίγμα της σύνθεσης του cDNA. 

Ανηιδπαζηήπια Πποζηιθέμενορ όγκορ Σελική ζςγκένηπυζη 

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα αληίζηξνθεο 

κεηαγξαθάζεο Transcriptor 5× 
4 κL 1× (8 mM MgCl2) 

Αλαζηνιέαο RNαζώλ (40 U/κL) 0,5 κL 20 U 

Μείγκα δενμπξηβνλνπθιενηηδίωλ 

(10 mM ην θαζέλα) 

2 κL 1 mM ην θαζέλα 

Αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε 

Transcriptor (20 U/κL) 
0,5 κL 10 U 

ςνολικόρ όγκορ 7 κL  
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 Αθνχ αλαδεπηεί θαιά ηα δεχηεξν κίγκα κε πηπέηα, θπγνθεληξείηαη ζχληνκα 

θαη ζηε ζπλέρεηα επσάδεηαη ζηνπο 25 °C γηα 10 min θαη ζηνπο 50 °C γηα 60 

min ψζηε λα πβξηδνπνηεζνχλ νη ηπραίνη εθθηλεηέο κε ην εθκαγείν RNA θαη λα 

δξάζεη ε αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε Transcriptor. 

 Η αληίδξαζε ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο ηεξκαηίδεηαη κε επψαζε ηνπ 

δείγκαηνο ζηνπο 85 °C γηα 5 min θαζψο απελεξγνπνηείηαη ε αληίζηξνθε 

κεηαγξαθάζε θαη απνδηαηάζζνληαη ηα πβξίδηα RNA/cDNA. Σν cDNA 

θπιάζζεηαη ζηνπο -20 °C. 

 

Καηά ηε ζχλζεζε ηνπ cDNA απφ ην RNA ησλ δεηγκάησλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηξία 

δείγκαηα ειέγρνπ. Σν έλα δείγκα ειέγρνπ πεξηείρε ην RNA αλαθνξάο, ην έλα δείγκα 

ειέγρνπ δελ πεξηείρε θαζφινπ RNA θαη ην ηξίην δείγκα ειέγρνπ δελ πεξηείρε 

αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε Transcriptor. Οη αληίζηνηρνη φγθνη πνπ έιεηπαλ 

ζπκπιεξψζεθαλ κε επηπιένλ H2O ζηελ θάζε αληίδξαζε. 

 

Όιεο νη επσάζεηο πνπ αλαθέξνληαη ζηε παξαπάλσ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

πξαγκαηνπνηεζήθαλ ζηνλ ζεξκηθφ θπθινπνηεηή Primus 25 (MWG-Biotech, 

Γεξκαλία). Η κνλάδα απηή κπνξεί λα ππνβάιιεη ηα δείγκαηα ζε θχθινπο αιιαγήο 

ζεξκνθξαζίαο κεηαμχ ησλ 4 έσο 105 °C κε ξπζκφ αιιαγήο ηεο ζεξκνθξαζίαο 4 

°C/sec θαη είλαη εμνπιηζκέλε κε ζεξκαηλφκελν θάιπκκα πνπ πξνιακβάλεη ηελ 

εμάηκηζε ησλ δεηγκάησλ ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο. 

2.3 Αντιδρϊςεισ Real-time qPCR ςτο LightCycler 

Όιεο νη αληηδξάζεηο Real-time qPCR θαη θακπχιεο ηήμεο πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην 

ζεξκηθφ θπθινπνηεηή LightCycler 1.5 (Roche, Γεξκαλία). 

Η αληίδξαζε ιακβάλεη ρψξα ζε πάιηλα ηξηρνεηδή (capillaries) ηα νπνία 

ηνπνζεηνχληαη ζε έλα πεξηζηξεθφκελν δίζθν ρσξεηηθφηεηαο 32 δεηγκάησλ. ε 

αληίζεζε κε ηνπο ζπκβαηηθνχο ζεξκηθνχο θπθινπνηεηέο πνπ επηηπγράλνπλ ηε 

ζέξκαλζε θαη ςχμε ησλ δεηγκάησλ κε ζεξκηθά blocks ή κε αμηνπνίεζε ηνπ 

ζεξκνειεθηξηθνχ θαηλνκέλνπ Peltier, ζην LightCycler 1.5 νη ζεξκνθξαζηαθέο 

αιιαγέο επέξρνληαη κε κεγάιε ηαρχηεηα κέζσ ξνήο αέξα δηακέζνπ ησλ εμαηξεηηθά 

ιεπηψλ πάιηλσλ ηξηρνεηδψλ. Ο αέξαο ζεξκαίλεηαη απφ έλα ζεξκηθφ ζπείξακα κε ±0,3 

°C αθξίβεηα ζηελ επηηπγραλφκελε ζεξκνθξαζία, ελψ έλαο αλεκηζηήξαο αλαθαηαλέκεη 

ηε ξνή ηνπ αέξα εληφο ηνπ ζεξκηθνχ ζαιάκνπ, ψζηε λα εμαζθαιίδνληαη ηαπηφζεκεο 

ζπλζήθεο γηα φια ηα ηξηρνεηδή ηνπ πεξηζηξεθφκελνπ δίζθνπ (εηθφλα 2.9). Σα 

ηξηρνεηδή, κε ρσξεηηθφηεηα 20 κL, δηαζέηνπλ πςειφ ιφγν επηθάλεηαο πξνο φγθν, 

επηηξέπνληαο γξήγνξε εμηζνξξφπεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο κεηαμχ αέξα θαη δείγκαηνο. 

Έηζη, επηηπγράλνληαη γξήγνξνη ξπζκνί κεηαβνιήο ηεο ζεξκνθξαζίαο πνπ θηάλνπλ 

κέρξη θαη ηνπο 20 °C αλά δεπηεξφιεπην θαη επηηξέπνπλ ηελ ηέιεζε κηαο PCR 

αληίδξαζεο 30 έσο 40 θχθισλ ζε ρξνληθφ δηάζηεκα 20 κε 30 ιεπηψλ. 
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Δηθόλα 2.4: ρεκαηηθή παξάζηαζε ηεο νξγαλνινγίαο ηνπ LightCycler 1.5. 

Η νπηηθή κνλάδα ηνπ LightCycler 1.5 αληρλεχεη ην θζνξηζκφ αλά πξνγξακκαηηζκέλα 

ρξνληθά δηαζηήκαηα θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο PCR θαη θαηά ζπλερή ηξφπν 

θαηά ηελ melting curve analysis. Οη νπηηθέο ηδηφηεηεο ησλ ηξηρνεηδψλ ηα θαζηζηνχλ 

θαηάιιεια γηα ρξήζε ζαλ θπςειίδεο γηα ηηο θζνξηζκνκεηξηθέο κεηξήζεηο. Η νπηηθή 

κνλάδα δηαζέηεη ηξία θαλάιηα αλίρλεπζεο πνπ κεηξνχλ ην εθπεκπφκελν θσο ζε ηξία 

δηαθνξεηηθά κήθε θχκαηνο (530 nm, 640 nm θαη 710 nm) θαζψο θαη κία δίνδν 

εθπνκπήο θσηφο πνπ δξα σο πεγή δηέγεξζεο. Έηζη, νη θπξηφηεξεο θζνξίδνπζεο 

ρξσζηηθέο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ επηζήκαλζε ησλ αληρλεπηψλ DNA ζην 

φξγαλν LightCycler 1.5 είλαη ε θινπνξεζθεΐλε, ε LightCycler-Red 640 (LC-Red 640) 

θαη ε LightCycler-Red 705 (LC-Red 705) (εηθφλα 2.5). 

 

Eηθόλα 2.5: Μέγηζην απνξξόθεζεο θαη εθπνκπήο ησλ ρξσζηηθώλ πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζην 

όξγαλν LightCycler 1.5. 
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2.3.1 Ανύχνευςη ϋκφραςησ γενικού μεταγρϊφου COL11A1 με 

real-time qPCR 

 

2.3.1.1 Πειραματική πορεία 

 

Γηα ηε κειέηε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ COL11A1 αξρηθά εληζρχζεθε ην “γεληθφ” 

κεηάγξαθν COL11A1. ρεδηάζηεθαλ θαηάιιεινη εθθηλεηέο, θνηλνί γηα φιεο ηηο 

ηζνκνξθέο, ζε θαιά ζπληεξεκέλε πεξηνρή, κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο CLC Sequence 

Viewer 6 (CLC bio, Γαλία). Ο πξφζζηνο εθθηλεηήο COL11A1 F (TIB MOLBIOL, 

Γεξκαλία) πξνζδέλεηαη ζην ζεκείν ζχλδεζεο ησλ εμνλίσλ 48 θαη 49 ζηελ θσδηθή 

πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ COL11A1 θαη ν αλάζηξνθνο εθθηλεηήο COL11A1 R (TIB 

MOLBIOL, Γεξκαλία) ζην εμφλην 51 (εηθόλα 2.6), παξάγνληαο PCR πξντφλ 132 bp 

(GC % = 58,3). Δπηιέρζεθε λα εληζρπζεί κηθξή γνληδηαθή πεξηνρή ψζηε ε αληίδξαζε 

λα είλαη απιή θαη απνηειεζκαηηθή. Δπηπιένλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ αληρλεπηέο 

πβξηδηζκνχ, επηζεκαζκέλνη κε θινπνξεζθεΐλε δφηεο θαη LC-Red 640 δέθηεο. Η 

αιιεινπρία θαη ηα ραξαθηεξηζηηθά ησλ εθθηλεηψλ παξνπζηάδνληαη ζηνλ πίλαθα 2.3. 

Οη αληρλεπηέο πβξηδηζκνχ γηα ηα γεληθφ κεηάγξαθν ηνπ COL11A1 παξαηίζεληαη ζηνλ 

πίλαθα 2.4. 

 

Δηθόλα 2.6: ρεηηθή ζέζε ησλ εθθηλεηώλ COL11A1 F θαη COL11A1 R ζηελ θσδηθή πεξηνρή 

ηνπ γνληδίνπ COL11A1. 

Παξαζθεπάζζεθαλ γηα ηνλ θάζε εθθηλεηή δηαιχκαηα παξαθαηαζήθεο (stock solution) 

100 pmol/κL, ελ ζπλερεία παξαζθεπάζζεθαλ δηαιχκαηα εξγαζίαο (work solution) 20 

pmol/κL.  
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Πίνακας 2.3 Αλληλουχία και χαρακτηριστικά των εκκινητών COL11A1 F και COL11A1 R. 

 Αλληλοςσία εκκινηηή GC % Tm (°C) 

Πξόζζηνο 

εθθηλεηήο 

COL11A1 F 

5' AATGGAGCTGATGGACCACA 50 56,9 

Αλάζηξνθνο 

εθθηλεηήο 

COL11A1 R 

5' TCCTTTGGGACCGCCTAC 61,1 57,5 

 

 

 

Πίνακας 2.4 Αλληλουχία και χαρακτηριστικά των ανιχνευτών για το γενικό μετάγραφο. 

 Αλληλοςσία ανισνεςηή GC % Tm (°C) 

Αληρλεπηήο 

δόηεο 

 GENERAL 

COL11A1 FL 

5' TCCCTgCTTCTCCAggTTCACCC--FL 43,3 63,6 

Αληρλεπηήο 

δέθηεο 

GENERAL 

COL11A1 LC 

5' LC 640-TTTCTCCAACACCACCAACTgAACCAAC--PH 46,4 66,9 

 

 

Όιεο νη αληηδξάζεηο ηεο αζχκκεηξεο Real-time qPCR πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ην 

LightCycler
®

 FastStart DNA Master HybProbe kit (Roche, Γεξκαλία), ην νπνίν είλαη 

έλα έηνηκν πξνο ρξήζε κείγκα αληίδξαζεο γηα PCR εηδηθά ζρεδηαζκέλν γηα 

αληηδξάζεηο Real-time qPCR γηα αλίρλεπζε κε αληρλεπηέο πβξηδηζκνχ. 

Υξεζηκνπνηεζεί ηε κεζνδνινγία ηεο Hot start PCR ε νπνία βειηηψλεη αηζζεηά ηελ 

εηδηθφηεηα θαη ηελ επαηζζεζία ηεο PCR, ειαρηζηνπνηψληαο ην ζρεκαηηζκφ κε-

εηδηθψλ πξντφλησλ θαηά ηελ έλαξμε ηεο αληίδξαζεο. Η FastStart Taq DNA 

πνιπκεξάζε απνηειεί ρεκηθά ηξνπνπνηεκέλε κνξθή ηεο ζεξκνζηαζεξήο 

αλαζπλδπαζκέλεο Taq DNA πνιπκεξάζεο, ε νπνία είλαη αλελεξγή κέρξη ηνπο 75 °C. 

Σν έλδπκν είλαη ελεξγφ κφλν ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο, φπνπ νη εθθηλεηέο δελ 

κπνξνχλ λα πξνζδεζνχλ κε-εηδηθά.  

 

Σα αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ αληίδξαζε, νη πξνζηηζέκελνη φγθνη 

θαζψο θαη νη ηειηθέο ζπγθεληξψζεηο ηνπο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηo γεληθφ 

κεηάγξαθν ηνπ COL11A1 θαίλνληαη ζηνλ αθφινπζν πίλαθα 2.5. 
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Πίνακας 2.5  Συστατικά της Real-time qPCR αντίδρασης για το γενικό μετάγραφο COL11A1. 

Ανηιδπαζηήπια Πποζηιθέμενορ όγκορ Σελική ζςγκένηπυζη 

ddH2O 4,8 κL  

Γηάιπκα MgCl2 (25 mM) 1,2 κL 3 mM 

DMSO 0,6 κL  

Πξόζζηνο εθθηλεηήο 

(20 pmol/κL) 
0,1 κL 0,6 pmol/κL 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο 

 (20 pmol/κL) 
0,3 κL 0,2 pmol/κL 

Αληρλεπηήο δόηεο  

GENERAL COL11A1 FL (3κΜ) 
1 κL 0,3 κΜ 

Αληρλεπηήο δέθηεο  

GENERAL COL11A1 LC (3 κΜ) 
1 κL 0,3 κΜ 

LightCycler
®
 FastStart DNA Master 

HybProbe 10× 
1 κL 1× 

cDNA δείγκαηνο / αλαθνξάο 1 κL  

ςνολικόρ όγκορ  10 μL  

 

Σν ζεξκνθξαζηαθφ θπθιηθφ πξσηφθνιιν πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ην γεληθφ 

κεηάγξαθν ζηνλ πίλαθα 2.6. 

 

Πίνακας 2.6 Θερμοκρασιακό πρωτόκολλο Real-time qPCR για το γενικό μετάγραφο. 

Βήμα Θεπμοκπαζία 
Χπονική 

διάπκεια 

Ρςθμόρ μεηαβολήρ 

ηηρ θεπμοκπαζίαρ 

Απιθμόρ 

κύκλυν 

Αξρηθή 

Απνδηάηαμε 
95 °C 10 min  1 

Απνδηάηαμε 95 °C 10 sec 20 °C/sec 42 

Τβξηδνπνίεζε 52 °C 30 sec 20 °C/sec 42 

Δπέθηαζε 72 °C 30 sec 20 °C/sec 42 

Φύμε 40 °C 30 sec   

 

Σν ζεξκνθξαζηαθφ θπθιηθφ πξσηφθνιιν πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ην γεληθφ 

κεηάγξαθν πεξηιακβάλεη αξρηθή απνδηάηαμε ησλ θιψλσλ ηνπ DNA ζηνπο 95 °C γηα 

10 min, 42 θχθινπο κε απνδηάηαμε ησλ θιψλσλ ζηνπο 95 °C γηα 10 sec, πβξηδηζκφ 

ησλ εθθηλεηψλ ζηνπο 50 °C γηα 30 sec θαη επηκήθπλζε ηεο αιπζίδαο ζηνπο 72 °C γηα 

30 sec. Σέινο, ςχμε ζηνπο 40 °C γηα 30 sec. 

ε θάζε πείξακα καδί κε ηα δείγκαηα πξνο κειέηε ζπκπεξηιήθζεθε έλα δείγκα 

αξλεηηθνχ ειέγρνπ γηα ηελ αληίδξαζε ηεο Real-time qPCR ην νπνίν δελ πεξηείρε 

DNA θαζψο θαη ε θακπχιε βαζκνλφκεζεο πξνθεηκέλνπ λα γίλεη ν πνζνηηθφο 

πξνζδηνξηζκφο ησλ άγλσζησλ δεηγκάησλ.  

ε φιεο ηηο αληηδξάζεηο ηεο Real-time qPCR, κεηά ηελ ελίζρπζε πξαγκαηνπνηήζεθε 

πξφγξακκα ηήμεο θαηά ην νπνίν ε ζεξκνθξαζία κεηά απφ αξρηθή απνδηάηαμε ζηνπο 

95 °C, κεηψλεηαη ζηνπο 55 °C θαη θαηφπηλ ζηαδηαθά απμάλεηαη κε παξάιιειε ζπλερή 

θαηαγξαθή ηεο έληαζεο ηνπ θζνξηζκνχ. Η θακπχιε ηήμεο, ε νπνία θαη ζρεδηάδεηαη 



72 

 

απηφκαηα απφ ην φξγαλν, πξνθχπηεη απφ ηε αξλεηηθή πξψηε παξάγσγν ηεο 

ζπλάξηεζεο κεηαβνιήο ηεο έληαζεο ηνπ θζνξηζκνχ σο πξνο ηε ζεξκνθξαζία. Ο 

πίλαθαο 2.7 ζπλνςίδεη ην ζεξκνθξαζηαθφ πξφγξακκα ηήμεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα 

ην γεληθφ κεηάγξαθν: 

 

Πίνακας 2.7 Θερμοκρασιακό πρόγραμμα καμπύλης τήξης για το γενικό μετάγραφο. 

ηάδιο ανάλςζηρ 

ηήξηρ 
Θεπμοκπαζία Χπονική διάπκεια 

Ρςθμόρ μεηαβολήρ 

ηηρ θεπμοκπαζίαρ 

1 95 °C 0 sec 20 °C/sec 

2 55 °C 15 sec 20 °C/sec 

3 95 °C 0 sec 0,1 °C/sec 

ηάδιο τύξηρ 40 °C 30 sec 20 °C/sec 

 

Σν πξντφλ ηεο PCR γηα ην γνλίδην COL11A1 ειέγρεηαη θαη ηαπηνπνηείηαη κε 

ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο 2 % w/v, θαζψο θαη κε πέςε απφ πεξηνξηζηηθέο 

ελδνλνπθιεάζεο, πνπ επηβεβαίσζαλ ην απνηέιεζκα, φπσο αλαιχεηαη ζην επφκελν 

θεθάιαην. 

 

2.3.2 Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ τησ ιςομορφόσ C του COL11A1 

2.3.2.1 Πειραματική πορεία 

 

ηελ πξνεγνχκελε εξγαζία [63], ν πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ησλ ηζνκνξθψλ Α, B, 

C θαη Δ ηνπ COL11A1 ζρεδηάζηεθε κε ηε κέζνδν ηεο Real-time qPCR κε αληρλεπηέο 

πβξηδηζκνχ, θαζψο παξνπζηάδνπλ απμεκέλε εηδηθφηεηα γηαηί α) ειέγρνπλ θαη γηα κηα 

εζσηεξηθή πεξηνρή πεξίπνπ 40 bp ηνπ amplicon θαη β) ν θζνξηζκφο παξακέλεη 

ζηαζεξφο ψζηε λα εθηειείηαη ε melting curve analysis θαη αμηνιφγεζε ηνπ ζεκείνπ 

Tm. Η πνζνηηθνπνίεζε ησλ κεηαγξάθσλ βαζίζηεθε ζηε κέζνδν ηνπ απφιπηνπ 

πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ κε θαηαζθεπή θακπχιεο βαζκνλφκεζεο κε ζεηξηαθέο 

αξαηψζεηο πξφηππσλ δηαιπκάησλ γλσζηψλ ζπγθεληξψζεσλ.  

 

Γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ ηζνκνξθψλ ηνπ γνληδίνπ COL11A1 

ζρεδηάζηεθαλ θαηάιιεινη εθθηλεηέο θαη δεχγε αληρλεπηψλ πβξηδηζκνχ 

(επηζεκαζκέλνη κε θινπνξεζθεΐλε δφηεο θαη LC-Red 640 δέθηεο) κε ρξήζε ηνπ 

πξνγξάκκαηνο CLC Sequence Viewer 6 θαη ζηνίρηζεο (alignment) ησλ mRNA ησλ 4 

ηζνκνξθψλ πξνθεηκέλνπ λα επηιεγνχλ κε νκφινγεο πεξηνρέο γηα ηε πξφζδεζε ησλ 

εθθηλεηψλ θαη ησλ αληρλεπηψλ (εηθόλα 2.7). Η επηινγή ησλ εθθηλεηψλ βαζίζηεθε 

ζηελ παξνπζία ή κε ησλ εμνλίσλ 6, 7, 8 θαη 9 ε νπνία δηαθνξνπνηείηαη ζηηο 

δηαθνξεηηθέο ηζνκνξθέο κε κνλαδηθφ ηξφπν.  

 

Η δηαθνξνπνίεζε ηεο παξνπζίαο ησλ ζπγθεθξηκέλσλ εμνλίσλ θαίλεηαη ζηνλ πίλαθα 

2.8 φπνπ παξνπζηάδνληαη επίζεο νη ζέζεηο ησλ εθθηλεηψλ πνπ ζρεδηάζηεθαλ. Πην 
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ζπγθεθξηκέλα, ζρεδηάζηεθε θνηλφο πξφζζηνο εθθηλεηήο VARAC F γηα ηηο ηζνκνξθέο 

Α θαη C ν νπνίνο πξνζδέλεηαη ζην εμφλην 5. Γηα ηελ ηζνκνξθή Β ζρεδηάζηεθε ν 

πξφζζηνο εθθηλεηήο VARB F ν νπνίνο πξνζδέλεηαη ζηνλ εμφλην 7 πνπ είλαη παξψλ 

κφλν ζε απηήλ ηελ ηζνκνξθή. Ο πξφζζηνο εθθηλεηήο VARE F γηα ηελ ηζνκνξθή Δ 

πξνζδέλεηαη ζην ζεκείν ζχλδεζεο ησλ εμνλίσλ 5 έσο 8 θαζψο κφλν ζηελ ηζνκνξθή Δ 

απνπζηάδνπλ ηαπηφρξνλα ηα εμφληα 6 θαη 7. Ο αλάζηξνθνο εθθηλεηήο VARC R γηα 

ηελ ηζνκνξθή C ζρεδηάζηεθε λα πξνζδέλεηαη ζην ζεκείν ζχλδεζεο ησλ 6 θαη 10 

θαζψο κφλν ζηελ ηζνκνξθή C απνπζηάδνπλ ηαπηφρξνλα ηα εμφληα 7 έσο 9. Γηα ηηο 

ππφινηπεο ηζνκνξθέο ρξεζηκνπνηήζεθε ν θνηλφο αλάζηξνθνο εθθηλεηήο VAREB R ν 

νπνίνο πξνζδέλεηαη ζην ζεκείν ζχλδεζεο ησλ εμνλίσλ 8 θαη 9 πνπ είλαη θνηλφ ζηηο 3 

απηέο ηζνκνξθέο. 
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Eηθόλα 2.7: ηνίρηζε ησλ αιιεινπρηώλ mRNA ησλ ηζνκνξθώλ Α, Β, C θαη Δ κέζσ ηνπ 

πξνγξάκκαηνο CLC Sequence Viewer 6. 

Πίνακας 2.8 Επεξηγηματικός πίνακας των εξονίων που περιέχονται στις ισομορφές Α, Β, C 

και Ε και θέσεις των εκκινητών που σχεδιάστηκαν. 

Exon 

Isoform 

5 6 7 8 9 10 

A 

+ 

VARAC F 
+ - 

+ 

VAREB R 

+  

VAREB R 

+ 

 

B + - 

+ 

VARB F 

+ 

VAREB R 

+ 

VAREB R 
+ 

C 

+ 

VARAC F 

+ 

VARC R 
- - - 

+  

VARC R 

E 

+ 

VARE F 
- - 

+  

VARE F 

VAREB R 

+  

VAREB R 

+ 
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Γηα ηελ ηζνκνξθή C, ζρεδηάζηεθαλ θαηάιιεινη εθθηλεηέο (πίλαθαο 2.9) θαη 

αληρλεπηέο πβξηδηζκνχ, επηζεκαζκέλνη κε θινπνξεζθεΐλε δφηεο θαη LC-Red 640 

δέθηεο, νη νπνίνη παξνπζηάδνληαη παξαθάησ. 

 

 Πίνακας 2.9 Αλληλουχία και χαρακτηριστικά των εκκινητών για την ισομορφή C. 

Ονομαζία εκκινηηή Αλληλοςσία εκκινηηή GC % Tm (°C) 

Πξόζζηνο εθθηλεηήο 

VARAC F 
5' TGTGAGCATTATAGTCCAGACTGTGA 42,3 57,1 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο 

VARC R 
5' CCATGGCCATTTATCTCCGT 50 57,5 

 

 

Η αιιεινπρία θαη ηα ραξαθηεξηζηηθά ησλ αληρλεπηψλ γηα ηελ ηζνκνξθή C 

παξνπζηάδνληαη ζηνλ πίλαθα 2.10.  

 

Πίνακας 2.10 Αλληλουχία και χαρακτηριστικά των ανιχνευτών για την ισομορφή C. 

 Αλληλοςσία ανισνεςηή GC % Tm (°C) 

Αληρλεπηήο 

δόηεο 

 VARAC FL 

5' TCCTCAGTTACAGTGGGTCCCTCTGTTAC--FL 51,7 64,5 

Αληρλεπηήο 

δέθηεο 

VARAC LC 

5' LC 640-CTTTCAGCCTCTTTATACTCTGCTTCCCCA--PH 46,7 66,2 

 

 

Όινη νη εθθηλεηέο θαη αληρλεπηέο παξαζθεπάζηεθαλ απφ ηελ TIB. Παξαζθεπάζζεθαλ 

γηα ηνλ θάζε εθθηλεηή δηαιχκαηα παξαθαηαζήθεο 100 pmol/κL θαη ελ ζπλερεία 

παξαζθεπάζζεθαλ δηαιχκαηα εξγαζίαο 20 pmol/κL. Οη αληρλεπηέο αξαηψζεθαλ ζε 

ηειηθή ζπγθέληξσζε 3 κM. 

 

Γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο ηζνκνξθήο C, νη εθθηλεηέο VARAC F θαη VARC 

R εληζρχνπλ πεξηνρή 206 bp (GC % = 46,1) ηνπ mRNA ηεο ηζνκνξθήο C. Παξαθάησ 

παξνπζηάδεηαη ηα ζπζηαηηθά ηεο real- time αληίδξαζεο γηα ηελ ηζνκνξθή C (πίλαθαο 

2.11). 

 

Πίνακας 2.11 Συστατικά της Real-time qPCR αντίδρασης για την ισομορφή C. 

Ανηιδπαζηήπια Πποζηιθέμενορ όγκορ Σελική ζςγκένηπυζη 

ddH2O 4,6 κL  

Γηάιπκα MgCl2 (25 mM) 1,2 κL 3 mM 

DMSO 0,6 κL  

Πξόζζηνο εθθηλεηήο 

(20 pmol/κL) 
0,3 κL 0,6 pmol/κL 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο 0,1 κL 0,2 pmol/κL 
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 (20 pmol/κL) 

Αληρλεπηήο δόηεο  

VARAC FL (3κΜ) 
0,6 κL 0,18 κΜ 

Αληρλεπηήο δέθηεο  

VARC LC (3 κΜ) 
0,6 κL 0,18 κΜ 

LightCycler
®
 FastStart DNA Master 

HybProbe 10× 
1 κL 1× 

cDNA δείγκαηνο / αλαθνξάο 1 κL  

ςνολικόρ όγκορ  10 μL  

 

Σν ζεξκνθξαζηαθφ πξσηφθνιιν γηα ηελ ηζνκνξθή C παξνπζηάδεηαη παξαθάησ ζηνλ 

πίλαθα 2.12. 

Πίνακας 2.12 Θερμοκρασιακό πρωτόκολλο Real-time qPCR για την ισομορφή C. 

Βήμα Θεπμοκπαζία 
Χπονική 

διάπκεια 

Ρςθμόρ μεηαβολήρ 

ηηρ θεπμοκπαζίαρ 

Απιθμόρ 

κύκλυν 

Αξρηθή 

Απνδηάηαμε 
95 °C 10 min  1 

Απνδηάηαμε 95 °C 10 sec 20 °C/sec 42 

Τβξηδνπνίεζε 52 °C 30 sec 20 °C/sec 42 

Δπέθηαζε 72 °C 30 sec 20 °C/sec 42 

Φύμε 40 °C 30 sec   

Δπηπιένλ ε δηαδηθαζία πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ ηεο ηζνκνξθήο C, πεξηειάκβαλε 

θαη ην πξφγξακκα ηήμεο θαηά ην νπνίν ε ζεξκνθξαζία κεηά απφ αξρηθή απνδηάηαμε 

ζηνπο 95 °C, κεηψλεηαη ζηνπο 55 °C θαη θαηφπηλ ζηαδηαθά απμάλεηαη κε παξάιιειε 

ζπλερή θαηαγξαθή ηεο έληαζεο ηνπ θζνξηζκνχ. Η θακπχιε ηήμεο, ε νπνία θαη 

ζρεδηάδεηαη απηφκαηα απφ ην φξγαλν, πξνθχπηεη απφ ηε αξλεηηθή πξψηε παξάγσγν 

ηεο ζπλάξηεζεο κεηαβνιήο ηεο έληαζεο ηνπ θζνξηζκνχ σο πξνο ηε ζεξκνθξαζία. Ο 

πίλαθαο 2.13 ζπλνςίδεη ην ζεξκνθξαζηαθφ πξφγξακκα ηήμεο πνπ ρξεζηκνπνήζεθε 

γηα φιεο ηηο ηζνκνξθέο: 

 

Πίνακας 2.13 Θερμοκρασιακό πρόγραμμα καμπύλης τήξης για όλες τις ισομορφές. 

ηάδιο ανάλςζηρ 

ηήξηρ 
Θεπμοκπαζία Χπονική διάπκεια 

Ρςθμόρ μεηαβολήρ 

ηηρ θεπμοκπαζίαρ 

1 95 °C 0 sec 20 °C/sec 

2 55 °C 15 sec 20 °C/sec 

3 85 °C 0 sec 0,1 °C/sec 

ηάδιο τύξηρ 40 °C 30 sec 20 °C/sec 
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2.3.3 Καμπύλη βαθμονόμηςησ 
 

Γηα ηελ θαηαζθεπή ηεο θακπχιεο βαζκνλφκεζεο γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ησλ 

ηζνκνξθψλ θαη ηνπ γεληθνχ κεηαγξάθνπ πξνεηνηκάζηεθαλ θαηάιιεια πξφηππα 

δηαιχκαηα γλσζηήο ζπγθέληξσζεο αληηγξάθσλ (copies). Όκσο, πξνηνχ 

πξνεηνηκαζηνχλ ηα πξφηππα δηαιχκαηα, ε εηδηθφηεηα ησλ πξντφλησλ ησλ πξψησλ 

αληηδξάζεσλ Real-time qPCR ειέγρζεθαλ θαη πηζηνπνηήζεθαλ κε πέςε κε 

πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο ή/θαη αλάιπζε ηεο πξσηνηαγνχο λνπθιενηηδηθήο 

αιιεινπρίαο ηνπ DNA (DNA sequencing) [νη κέζνδνη αλαιχνληαη ζηελ επφκελε 

ελφηεηα]. 

 

Δθφζνλ, ειέγρζεθε θαη πηζηνπνηήζεθε ε εηδηθφηεηα ησλ πξντφλησλ ησλ αληηδξάζεσλ 

PCR, θαηέζηε δπλαηή ε δεκηνπξγία ησλ πξφηππσλ δηαιπκάησλ θαη ε θαηαζθεπή ηεο 

θακπχιεο βαζκνλφκεζεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε θαηά ηνλ απφιπην πνζνηηθφ 

πξνζδηνξηζκφ ηνλ αληηγξάθσλ ησλ άγλσζησλ δεηγκάησλ. Γηα ηελ πξνεηνηκαζία ησλ 

πξφηππσλ δηαιπκάησλ γλψζηεο ζπγθέληξσζεο αθνινπζήζεθε ε παξαθάησ 

δηαδηθαζία: 

A. Πξαγκαηνπνηήζεθε αληίδξαζε ζπκβαηηθήο PCR κε πεηξακαηηθφ πξσηφθνιιν 

θαη ζεξκνθξαζηαθέο ζπλζήθεο φπσο αθξηβψο πεξηγξάθνληαη ζηελ αλάιπζε 

ηεο αιιεινπρίαο ηνπ DNA. Σα PCR πξντφληα ειέρζεζαλ γηα ην ζσζηφ ηνπο 

κέγεζδνο θαη ηαπηνπνηήζεθαλ κε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο 2 % 

w/v.  

B. ηε ζπλέρεηα, ηα PCR πξντφληα απφ πνιιέο επαλαιήςεηο ηεο ίδηαο αληίδξαζεο 

αλακείρζεθαλ γηα ηε δεκηνπξγία ελφο ππθλνχ δηαιχκαηνο PCR πξντφλησλ. Σν 

PCR πξντφλ θαζαξίζηεθε κε ην NucleoSpin
®

 Gel and PCR Clean-up Kit 

(MACHEREY-NAGEL, Γεξκαλία) κε δηαδηθαζία φκνηα κε απηή πνπ 

πεξηγξάθεηε παξαθάησ ζηελ αλάιπζε ηεο αιιεινπρίαο ηνπ DNA γηα ην ίδην 

kit.  

C. Έπεηηα, πξνζδηνξίζηεθε ε ζπγθέληξσζε ηνπ DNA ζην θαζαξηζκέλν δηάιπκα 

ρξεζηκνπνηψληαο ην Quant-iT™ dsDNA Broad-Range Assay Kit (Invitrogen, 

ΗΠΑ). Σν Quant-iT™ dsDNA Broad-Range Assay Kit κπνξεί λα κεηξήζεη 

πνζνηηθά γελσκηθφ DNA, τηθφ δίθισλν DNA θαζψο θαη PCR πξντφληα. Η 

πνζφηεηα ηνπ δείγκαηνο πνπ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί είλαη απφ 1 έσο 20 κL, 

ελψ ηα φξην αλίρλεπζεο είλαη 10 pg/κL. Η πεηξακαηηθή δηαδηθαζία κπνξεί λα 

γίλεη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ (22 έσο 28 °C) ελψ ε θσηνζηαζεξφηεηα ησλ 

αληηδξαζηεξίσλ είλαη πςειή. Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ DNA 

γίλεηαη κε βάζε θακπχιε βαζκνλφκεζεο ρξεζηκνπνηψληαο πξφηππα 

δηαιχκαηα ζπγθέληξσζεο 0 ng/mL θαη 100 ng/mL. 

Γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηεο ζπγθέληξσζεο ρξεζηκνπνηείηαη ε ζρέζε:     

   C = QF value × (200)/n 

Όπνπ  QF value = ε ηηκή πνπ δίλεηαη απφ ηνλ αλαιπηή γηα θάζε δείγκα 

    n = ν αξηζκφο ησλ κL ηνπ δείγκαηνο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ.  
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Η πεηξακαηηθή πνξεία πνπ αθνινπζήζεθε είλαη ίδηα κε απηή ηνπ πνζνηηθνχ 

πξνζδηνξηζκνχ ηνπ νιηθνχ RNA κε ην Quant-iT™ RNA Assay Kit.   

D. ηε ζπλέρεηα, ππνινγίζηεθε ν αξηζκφο ησλ αληηγξάθσλ (cDNA αληίγξαθα) 

ησλ ηζνκνξθψλ Α θαη Δ ζηα ππθλά δηαιχκαηα. Αξρηθά, ππνινγίζηεθε ην 

κνξηαθφ βάξνο γηα ηελ πεξηνρή ηεο ηζνκνξθήο πνπ εληζρχεηαη κε ηελ 

αληίδξαζε PCR κε ηνλ ηχπν:   

ΜΒ = κέγεζνο πξντφληνο DNA × 660 

Γλσξίδνπκε φκσο φηη 1 mole κηαο νπζίαο πεξηέρεη 6,023×1023 κφξηα 

(αληίγξαθα) θαη ηζνχηαη κε ην κνξηαθφ βάξνο ηεο νπζίαο εθθξαζκέλν ζε g. 

Δπνκέλσο, 1 mole κηαο νπζίαο αληηζηνηρεί ζε (κέγεζνο πξντφληνο DNAγηα ηελ 

ηζνκνξθή × 660) g. Έηζη, γλσξίδνληαο ηε ζπγθέληξσζε ηνπ ππθλνχ δηαιχκαηνο, 

ππνινγίδνπκε αλαινγηθά ηα κφξηα-αληίγξαθα γηα θάζε ηζνκνξθή. 

E. Αθνινπζνχλ ζεηξηαθέο δηαδνρηθέο αξαηψζεηο 1:10 ηνπ ππθλνχ δηαιχκαηνο θαη 

παξαζθεπάδεηαη κηα ζεηξά πξφηππσλ δηαιπκάησλ γλσζηνχ αξηζκνχ 

αληηγξάθσλ.  

F. Καηαζθεπάδεηαη ε θακπχιε βαζκνλφκεζεο [68]. 

 

ην πξσηφθνιιν καο γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ησλ άγλσζησλ δεηγκάησλ, 

εμαζθαιίζηεθε φηη νη ηζηνί είραλ παξφκνην αξρηθφ κέγεζνο (πεξίπνπ 30 mg) θαη 

πξαγκαηνπνηήζεθε θαλνληθνπνίεζε κε ηελ πνζφηεηα ηνπ ζπλνιηθνχ RNA (0,5-3 κg) 

πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηε ζχλζεζε cDNA απφ φια ηα δείγκαηα [69]. 

 

2.3.4 Βελτιςτοποιόςεισ μεθόδων ποςοτικού προςδιοριςμού 

 

ηελ παξνχζα εξγαζία έγηλαλ πεηξάκαηα βειηηζηνπνίεζεο ησλ αλαιπηηθψλ 

παξακέηξσλ ηεο Real-time qPCR γηα ην γεληθφ κεηάγξαθν θαη γηα ηελ ηζνκνξθή C 

(θαζψο νη ηζνκνξθέο Α θαη Δ είραλ γίλεη ζε παιαηφηεξε εξγαζία ηεο εξεπλεηηθήο καο 

νκάδαο) πνπ πεξηιακβάλνπλ ηα αληηδξαζηήξηα θαη ηηο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο. Η 

βειηηζηνπνίεζε ησλ κεζφδσλ έγηλε κε ξχζκηζε ησλ βαζηθφηεξσλ παξακέηξσλ θάζε 

ζηαδίνπ. ε θάζε πείξακα βειηηζηνπνίεζεο, φιεο νη παξάκεηξνη πιελ ηεο 

ειεγρφκελεο δηαηεξνχληαλ ζηαζεξέο θαη επηιέγνληαλ θάζε θνξά ε ηηκή ηεο ππφ 

εμέηαζεο παξακέηξνπ ε νπνία πξνσζνχζε ηε βειηηζηνπνίεζε ηεο κεζφδνπ. ην 

επφκελν πείξακα γηλφηαλ ρξήζε ησλ βέιηηζησλ ηηκψλ πνπ είραλ πξνθχςεη απφ ηα 

πξνεγνχκελα πεηξάκαηα θαη δηεξεχλεζε ηεο βέιηηζηεο ηηκήο κηαο άιιεο παξακέηξνπ. 

Η επηινγή γηλφηαλ πάληα ζπγθξηηηθά εληφο ηνπ ίδηνπ πεηξάκαηνο. Κξηηήξηα γηα ηελ 

απνδνρή ηεο βέιηηζηεο ηηκήο ησλ παξακέηξσλ ηνπ πεηξάκαηνο ήηαλ ηα αθφινπζα: 

 Η κείσζε ηνπ αξηζκνχ ησλ θχθισλ ζηα ζεκεία ηνκήο θαη ε αχμεζε ηεο 

έληαζεο ηνπ θζνξηζκνχ γηα ηα πξφηππα δηαιχκαηα. 

 Η πξνζέγγηζε ζηελ ηδαληθή απφδνζε Δ=2 θαη θιίζε ηεο θακπχιεο -3,3. 

Η αθνινπζνχκελε ηαθηηθή έρεη σο θχξην πιενλέθηεκα ηελ ειαρηζηνπνίεζε ησλ 

απαηηνχκελσλ πεηξακάησλ πξνο ηελ επίηεπμε ηεο βειηηζηνπνίεζεο ησλ αλαιπηηθψλ 

παξακέηξσλ, φκσο κεηνλεθηεί δηφηη δελ εμεηάδεη ηελ πηζαλή αιιειεπίδξαζε κεηαμχ 

ησλ αλαιπηηθψλ παξακέηξσλ. 
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Οη αλαιπηηθέο παξάκεηξνη νη νπνίεο βειηηζηνπνηήζεθαλ ήηαλ: 

 Η ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ ηεο αληίδξαζεο, 

 Η ηειηθή ζπγθέληξσζε ησλ εθθηλεηψλ,  

 Η ηειηθή ζπγθέληξσζε ησλ αληρλεπηψλ, 

 Η ηειηθή ζπγθέληξσζε ησλ ηφλησλ MgCl2 θαη 

 Ο αξηζκφο ησλ θχθισλ ηεο αληίδξαζεο Real-time qPCR. 

 

2.4 Ηλεκτροφόρηςη ςε gel αγαρόζησ 

2.4.1 Αντιδραςτήρια, Αναλώςιμα και Εξοπλιςμόσ 

 

 Tris (AppliChem, Γεξκαλία) 

 Βνξηθφ νμχ (SIGMA, ΗΠΑ) 

 EDTA (AppliChem, Γεξκαλία)  

 Αγαξφδε low EEO (AppliChem, Γεξκαλία) 

 Βξσκηνχρν αηζίδην (EtBr) (10 mg/mL - Invitrogen, ΗΠΑ) 

 Κπαλνχλ ηεο βξσκνθαηλφιεο (SIGMA, ΗΠΑ) 

 Φηθφιιε (Amersham Biosciences, Ηλσκέλν Βαζίιεην) 

 Γείθηεο κνξηαθψλ βαξψλ DNA PCR Marker (300 ng/κL) (New England 

BioLabs, ΗΠΑ) (εηθόλα 2.9) 

 DNA Molecular Weight Marker VIII (Roche Applied Science, Γεξκαλία) 

(εηθόλα 2.10) 

 Δξγαζηεξηαθφο ειεθηξνληθφο δπγφο (Orma BC, Ιηαιία) 

 Φνχξλνο κηθξνθπκάησλ (BLUESKY, Ιαπσλία) 

 Ηιεθηξνθνξεηηθή ζπζθεπή 40-0708 (PEQLAB TECHNOLOGIE, Γεξκαλία) 

 Ηιεθηξνθνξεηηθή ζπζθεπή Ηu13 (Scie-plas, Ηλσκέλν Βαζίιεην) 

 Σξνθνδνηηθφ EPS 301 (Amersham Biosciences, Ηλσκέλν Βαζίιεην) 

 Σξάπεδα UV αθηηλνβνιίαο (Vilber Lourmat, Γαιιία)  

 Φεθηαθή θάκεξα PowerShot A2200 (Canon, ΗΠΑ) 

 PhotoDoc-It
™

 Imaging System (UVP, ΗΠΑ) 
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Eηθόλα 2.9: Γείθηεο κνξηαθώλ βαξώλ DNA PCR Marker. 

 

 
 

Δηθόλα 2.10: Γείθηεο κνξηαθώλ βαξώλ 1kb Plus DNA Ladder. 

 

2.4.2 Παραςκευή διαλυμάτων 

 

 Γηάιπκα 0,5 Μ ΔDTA, pH 8,0 (18,61 g EDTA + 90 mL ddH2O, ξχζκηζε ηνπ 

pH 8,0 κε 2,01 g NaOH + ddH2O ζε ηειηθφ φγθν 100 mL) δηαηεξείηαη ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα 5× TBE (Tris/Borate/EDTA) (54 g Tris + 27,5 g Βνξηθφ 

νμχ + 20 mL 0,5 Μ ΔDTA, pH 8,0 + ddH2O ζε ηειηθφ φγθν 1L) δηαηεξείηαη 

ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα 0,5× TBE (Tris/Borate/EDTA) (100 mL ξπζκηζηηθνχ 

δηαιχκαηνο 5× TBE + 900 mL ddH2O) δηαηεξείηαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 
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 Γηάιπκα θπαλνχλ ηεο βξσκνθαηλφιεο 0,05 % (50 mg θπαλνχλ ηεο 

βξσκνθαηλφιεο ζε 1L ddH2O) δηαηεξείηαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

 Γηάιπκα ρξσζηηθήο θπαλνχλ ηεο βξσκνθαηλφιεο 6× (0,01 g θπαλφ ηεο 

βξσκνθαηλφιεο + 5 g θηθφιιε + 20 mL ddH2O) δηαηεξείηαη ζηνπο 4 °C. 

 Αξαησκέλν δηάιπκα βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ (0,5 mg/κL) (250 κL βξσκηνχρν 

αηζίδην 10 mg/mL + 4750 κL ddH2O) δηαηεξείηαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

 Αξαησκέλν δηάιπκα δείθηε κνξηαθψλ βαξψλ DNA PCR Marker (50 ng/κL) 

[80 κL ddH2O + 20 κL Gel loading Dye (παξέρεηαη κε ην δείθηε) + 20 κL 

δείθηεο] 

 

2.4.3 Πειραματική Πορεία ηλεκτροφόρηςησ 

 

Σν πξντφλ ηεο PCR ειέγρεηαη θαη ηαπηνπνηείηαη κε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή TBE 

αγαξφδεο 2 % w/v. Η πεθηή αγαξφδεο 2 % w/v παξαζθεπάδεηαη πξνζζέηνληαο 0,8 g 

αγαξφδε low EEO ζε 40 mL δηαιχκαηνο 0,5× ΣΒΔ θαη επαθφινπζε ζέξκαλζε ηνπ 

δηαιχκαηνο έσο φηνπ γίλεη δηαπγέο. ηε ζπλέρεηα, πξνζηίζεληαη 40 κL αξαησκέλνπ 

δηαιχκαηνο βξσκηνχρνπ αηζίδηνπ θαη ην δηάιπκα αλαθαηεχεηαη θαιά. ηε ζπλέρεηα, 

ην δηάιπκα θνξηψλεηαη ζε θαηάιιειν πξνεηνηκαζκέλν εθκαγείν (κε πξνζαξκνζκέλα 

ρηέληα) θαη αθήλεηαη λα ςπρζεί. Μφιηο, ε πεθηή αγαξφδεο είλαη έηνηκε αθνινπζεί 

θφξησζε ησλ δεηγκάησλ πξνο ηαπηνπνίεζε.  

10 κL PCR πξντφληνο αλακηγλχνληαη κε 2 κL δηαιχκαηνο ρξσζηηθήο θαη 

ηνπνζεηνχληαη ζηα πεγαδάθηα ηνπ πεθηψκαηνο αγαξφδεο. Η ειεθηξνθνξεηηθή 

ζπζθεπή ξπζκίδεηαη ζε ζπλερή ηάζε 120 V γηα πεξίπνπ 25 min φπνπ ην αξλεηηθά 

θνξηηζκέλν DNA θηλείηαη πξνο ηελ άλνδν. Παξάιιεια κε ηα δείγκαηα γίλεηαη 

ειεθηξνθφξεζε δείθηε κνξηαθψλ βαξψλ DNA PCR Marker γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηνπ 

κεγέζνπο ησλ PCR πξντφλησλ. Μφιηο νινθιεξσζεί ε ειεθηξνθφξεζε, ην πήθησκα 

παξαηεξείηαη ζε ηξάπεδα UV αθηηλνβνιίαο ζηα 302-366 nm φπνπ ην βξσκηνχρν 

αηζίδην εθπέκπεη αθηηλνβνιία θζνξηζκνχ θαη νη δψλεο ηνπ DNA γίλνληαη νξαηέο. Η 

θσηνγξάθεζε ησλ πξντφλησλ γίλεηαη κε ςεθηαθή θάκεξα ε νπνία είλαη 

ελζσκαησκέλε ζε PhotoDoc-It
™

 Imaging System θαη ηα απνηειέζκαηα 

απνζεθεχνληαη ζε Η/Τ. Η επεμεξγαζία ηεο εηθφλαο γίλεηαη ζε format .tiff κε ηελ 

ρξήζε ηνπ εηδηθνχ ινγηζκηθνχ πξνγξάκκαηνο Kodak Digital Science 1D (Eastman 

Kodak Company, ΗΠΑ). 

 

2.5 Πιςτοπούηςη PCR προώόντων: Πϋψη με περιοριςτικϋσ 

ενδονουκλεϊςεσ 
 

Σα πεξηνξηζηηθά έλδπκα ή πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο (restriction enzymes or 

restriction endonoucleases) είλαη έλδπκα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη εθηεηακέλα ζηε 

κνξηαθή γελεηηθή. Η αλαθάιπςή ηνπο ήηαλ θαζνξηζηηθή γηα ηελ αλάπηπμε ηεο 

γελεηηθήο κεραληθήο, ηεο ηερλνινγίαο ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ DNA θαη ζρεδφλ φισλ 
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ησλ κνξηαθψλ ηερληθψλ πνπ είλαη ζε ρξήζε ζήκεξα. ήκεξα γλσξίδνπκε πάλσ απφ 

200 πεξηνξηζηηθά έλδπκα σζηφζν αλαδεηνχληαη ζπλερψο λέα θαζψο ε ζεκαζία ησλ 

ελδχκσλ απηψλ ζηε γελεηηθή έξεπλα είλαη ηεξάζηηα. Πξφθεηηαη γηα έλδπκα πνπ 

αλαγλσξίδνπλ ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίεο DNA (restriction sites) θαη θαηαιχνπλ ηε 

δηάζπαζε ηεο δηπιήο αιπζίδαο ηνπ DNA (ζε αιιεινπρία εληφο ή εθηφο ηνπ ζεκείνπ 

αλαγλψξηζεο) [70]. 

Οη πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο είλαη έλδπκα θπξίσο βαθηεξηαθήο πξνέιεπζεο θαη 

ζηελ θχζε ν ξφινο ηνπο είλαη λα θαηαζηξέθνπλ εμσγελέο DNA, ζπλήζσο θάγσλ, πνπ 

κνιχλεη ην βαθηήξην. Τπάξρνπλ δπν θχξηεο νκάδεο ελδχκσλ πεξηνξηζκνχ. Η πξψηε 

νκάδα πεξηιακβάλεη ηα έλδπκα πνπ δεκηνπξγνχλ θνιιψδε κνλφθισλα άθξα (sticky 

ends). Η δεχηεξε νκάδα πεξηιακβάλεη έλδπκα πνπ δεκηνπξγνχλ κε θνιιψδε δίθισλα 

άθξα (blunt ends) [70]. 

Σα πεξηνξηζηηθά έλδπκα πνηθίινπλ σο πξνο ηηο ζπλζήθεο άξηζηεο δξάζεο ηνπο. Οη 

παξαιιαγέο απηέο αλαθέξνληαη ζηελ ζεξκνθξαζία επψαζεο θαη ζηε ζχζηαζε ηνπ 

δηαιχκαηνο επψαζεο. Σα ξπζκηζηηθά δηαιχκαηα κέζα ζηα νπνία γίλεηαη ε αληίδξαζε 

ηεο επψαζεο πεξηέρνπλ ζπλήζσο ηφληα Mg
+2

 πνπ ιεηηνπξγεί σο ζπκπαξάγνληαο ηνπ 

ελδχκνπ, θαζψο θαη ηφληα Na
+
. Σα ζπζηαηηθά ησλ δηαιπκάησλ επψαζεο πξέπεη λα 

είλαη θαζαξά θαη απαιιαγκέλα απφ λνπθιεάζεο. πλήζσο πξνζηίζεληαη ζε απηά 

ζνπιθηδξπιηθνί παξάγνληεο, φπσο β-κεξθαπηναηζαλφιε ηα νπνία αλαζηέιινπλ ηηο 

λνπθιεάζεο πνπ ελδερνκέλσο ππάξρνπλ. Σα έλδπκα δηαηεξνχληαη ζηνπο -20 °C κέζα 

ζε δηάιπκα 50 % v/v γιπθεξφιεο [71].  

 

Γηα ηελ πηζηνπνίεζε ησλ PCR πξντφλησλ κε ηελ ρξήζε πεξηνξηζηηθψλ ελδχκσλ 

επηιέρζεθαλ θαηάιιεια έλδπκα (single ή dual restriction cutters) γηα θάζε PCR 

πξντφλ κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο CLC Sequence Viewer 6. 

 

Γηα ηελ πηζηνπνίεζε ηνπ PCR πξντφληνο γηα ηελ γεληθή αλίρλεπζε ηνπ COL11A1 

mRNA ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα πεξηνξηζηηθά έλδπκα HaeIII θαη MnlI. 

 

Σν έλδπκν HaeIII πξνέξρεηαη απφ αλαζπλδπαζκέλν ζηέιερνο E.coli πνπ θέξεη ην 

θισλνπνηεκέλν γνλίδην HaeIII απφ ην Haemophilus aegypticus θαη δξα βέιηηζηα 

ζηνπο 37 °C ζε ζπλδπαζκφ κε ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ΝΔΒ 4. Η αιιεινπρία 

αλαγλψξηζεο ηνπ ελδχκνπ ζε δίθισλν DNA θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 2.11.  

 

Δηθόλα 2.11: Αιιεινπρία αλαγλώξηζεο ηνπ πεξηνξηζηηθνύ ελδύκνπ HaeIII. 

 

Σν έλδπκν MnlI πξνέξρεηαη απφ αλαζπλδπαζκέλν ζηέιερνο E.coli πνπ θέξεη ην 

θισλνπνηεκέλν γνλίδην MnlI απφ ην Moraxella nonliquefaciens θαη δξα βέιηηζηα 
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ζηνπο 37 °C ζε ζπλδπαζκφ κε ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ΝΔΒ 4. Η αιιεινπρία 

αλαγλψξηζεο ηνπ ελδχκνπ ζε δίθισλν DNA θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 2.12. 

 

 

Δηθόλα 2.12:  Αιιεινπρία αλαγλώξηζεο ηνπ πεξηνξηζηηθνύ ελδύκνπ MnlI. 

 

ηελ εηθόλα 2.13 παξνπζηάδνληαη ηα ζεκεία πνπ αλακέλνληαη λα πέςνπλ ην πξντφλ 

ηεο PCR γηα ην COL11A1 ηα έλδπκα HaeIII θαη MnlI. 

 

Δηθόλα 2.13: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ ζεκείσλ ηνκήο ησλ ελδύκσλ HaeIII θαη MnlI ζην 

PCR   πξντόλ γηα ην COL11A1. Με πξάζηλε / αλαπαξηζηάλεηαη ην ζεκείν θνπήο γηα ην έλδπκν 

HaeIII ελώ κε θόθθηλε / γηα ην έλδπκν MnlI. 

 

Απφ ηελ πέςε ηνπ PCR πξντφληνο κε ην έλδπκν HaeIII αλακέλεηαη λα πξνθχςνπλ δχν 

δψλεο DNA θαηά ηελ ειεθηξνθφξεζε 96 bp θαη 36 bp, αληίζηνηρα ελψ κε ην έλδπκν 

MnlI αλακέλεηαη λα πξνθχςνπλ δχν δψλεο DNA θαηά ηελ ειεθηξνθφξεζε 107 bp 

θαη 25 bp, αληίζηνηρα. 

2.5.1 Αντιδραςτήρια, Αναλώςιμα και Εξοπλιςμόσ 

 

• Έλδπκν HaeIII (New England BioLabs, ΗΠΑ) 

• Έλδπκν MnlI (New England BioLabs, ΗΠΑ) 

• Έλδπκν AvaII (New England BioLabs, ΗΠΑ) 

• Έλδπκν HinfI (New England BioLabs, ΗΠΑ) 

• Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα ΝΔΒ 4 10× (New England BioLabs, ΗΠΑ) [50 mM 

potassium  acetate + 20 mM Tris-acetate + 10 mM magnesium acetate +1 mM 

DTT, pH 7,9] 

• Αγαξφδε NuSieve
®
 3:1 (FMC, ΗΠΑ) 

• σιελάξηα ηχπνπ Eppendorf 1,5 mL 

• Τδαηφινπηξν Precision (Thomas Scientific, ΗΠΑ) 
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2.5.2 Πειραματική πορεία 

 

Κάζε PCR πξντφλ πξνο πηζηνπνίεζε αλακεηγλχεηαη κε ηελ αληίζηνηρε πεξηνξηζηηθή 

ελδνλνπθιεάζε ζε έλα μερσξηζηφ ζσιελάξην ηχπνπ Eppendorf 1,5 mL θαη ην 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ΝΔΒ 4. ηε ζπλέρεηα, επσάδεηαη γηα 2 ψξεο ζε πδαηφινπηξν 

ζηνπο 37 °C. Σν πξσηφθνιιν δηαιχκαηνο ηειηθνχ φγθνπ 15 κL θαίλεηαη ζηνλ πίλαθα 

2.14. 

 

 

Πίνακας 2.14 Αντιδραστήρια ενζυμικής πέψης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Μεηά ηελ επψαζε, ηα πξντφληα ηεο πέςεο ειεθηξνθνξνχληαη ζε πεθηή αγαξφδεο 

πςειήο δηαθξηηηθήο ηθαλφηεηαο 3 % w/v, ε νπνία παξαζθεπάδεηαη κε 1 g αγαξφδε θαη 

0,5 g αγαξφδε NuSieve
®
 ζε 50 mL 0,5× TBE κε πξνζζήθε 50 κL αξαησκέλνπ 

βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ. Η ειεθηξνθνξεηηθή ζπζθεπή ξπζκίδεηαη ζε ζπλερή ηάζε 120 

V γηα πεξίπνπ 40 min νπφηε ην αξλεηηθά θνξηηζκέλν DNA θηλείηαη πξνο ηελ άλνδν. 

 

2.6 Πιςτοπούηςη PCR προώόντων: ανϊλυςη τησ DNA αλληλουχύασ  
 

Με ηνλ φξν αλάιπζε ηεο αιιεινπρίαο ηνπ DNA έρεη θαζηεξσζεί ε ηερληθή 

πξνζδηνξηζκνχ ηεο αιιεινπρίαο ησλ βάζεσλ ησλ δενμπξηβνλνπθιετθψλ νμέσλ αιιά 

θαη γεληθφηεξα ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ. Έλαο ζεκαληηθφο ζηαζκφο ζηελ αλάιπζε ησλ 

λνπθιετθψλ νμέσλ ήηαλ ην 1977 φηαλ νη Maxam & Gilbert πεξηέγξαςαλ κηα κέζνδν 

αλάιπζεο ηεο αιιεινπρίαο ηνπ DNA κε ρεκηθή απνηθνδφκεζε ησλ βάζεσλ [72]. 

Αξγφηεξα ην ίδην έηνο πξνηάζεθε απφ ηνπο Sanger et al. κηα ελδπκηθή κέζνδνο γηα 

ηελ αλάγλσζε ηεο αιιεινπρίαο ησλ δενμπξηβνλνπθιενηηδίσλ [73]. ήκεξα, νη δχν 

απηέο κέζνδνη έρνπλ ππνζηεί αξθεηέο ηξνπνπνηήζεηο, νη βαζηθέο ηνπο αξρέο φκσο 

εμαθνινπζνχλ λα παξακέλνπλ αλαιινίσηεο. Όια ηα ζχγρξνλα απηνκαηνπνηεκέλα 

κεραλήκαηα αλάιπζεο ηεο αιιεινπρίαο ηνπ DNA (DNA sequencers) ζηεξίδνληαη 

θπξίσο ζηελ εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ ηνπ Sanger (εμαηξνχληαη απηά ηεο πην ηειεπηαίαο 

θαηλνηφκαο Next Generation Sequencing ηερλνινγίαο). 

Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο αιιεινπρίαο ηνπ DNA θαηά Sanger είλαη κία δηαδηθαζία κε ηελ 

νπνία επηηπγράλεηαη ε αιιεινχρηζε ηκεκάησλ DNA πνπ ζπλήζσο είλαη πξντφληα 

κηαο αληίδξαζεο PCR πνπ έρεη πξνεγεζεί. Βαζίδεηαη ζηελ παξνπζία ζην κείγκα ηεο 

αληίδξαζεο δενμπξηβνλνπθιενηηδίσλ (dNTPs) και δη-δενμπξηβνλνπθιενηηδίσλ 

Ανηιδπαζηήπιο Πποζηιθέμενορ όγκορ Σελική ζςγκένηπυζη 

Πεξηνξηζηηθό έλδπκν 0,5 κL  

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα ΝΔΒ 4 

10× 
1,5 κL 1× 

PCR Πξνϊόλ 13  κL  

ςνολικόρ όγκορ 15 κL  
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(ddNTPs). Όηαλ ηνπνζεηεζνχλ ζηε λενζπληηζέκελε αιπζίδα δη-

δενμπξηβνλνπθιενηίδηα απφ ηελ DNA πνιπκεξάζε, ηφηε ε ζχλζεζε ηεο λέαο 

αιπζίδαο δηαθφπηεηαη θαη ην ζπγθεθξηκέλν δη-δενμπλνπθιενηίδην ζεκαηνδνηεί ηνλ 

ηεξκαηηζκφ ηεο αιπζίδαο. Απηφ ζπκβαίλεη δηφηη ηα δη-δενμπξηβνλνπθιενηίδηα 

ζηεξνχληαη ηεο πδξνμπινκάδαο ζηελ 3΄ ζέζε ηνπ δαθηπιίνπ ηεο δενμπξηβφδεο. Λφγσ 

ηεο έιιεηςεο απηήο, αθνχ ε DNA πνιπκεξάζε ηνπνζεηήζεη απηφ ην δη-

δενμπλνπθιενηίδην ζηελ αιπζίδα πνπ ζπληίζεηαη, δελ κπνξεί πηα λα ηνπνζεηεζεί άιιν 

λνπθιενηίδην ζηε ζπλέρεηα γηαηί δελ είλαη εθηθηφ λα ζρεκαηηζηεί ν θσζθνδηεζηεξηθφο 

δεζκφο κεηαμχ ησλ δενμπξηβνλνπθιενηηδίσλ θαη ζηακαηά ε επηκήθπλζε. Ο 

ζρεκαηηζκφο ηνπ θσζθνδηεζηεξηθνχ δεζκνχ απαηηεί ηελ παξνπζία κηαο 

3΄πδξνμπινκάδαο απφ ην ήδε ππάξρνλ -ηειεπηαίν- λνπθιενηίδην θαη κηαο 

5΄θσζθνξηθήο νκάδαο απφ ην επφκελν δενμπλνπθιενηίδην πνπ ζα ηνπνζεηεζεί ζηελ 

αιπζίδα. Πξαγκαηνπνηνχληαη ηέζζεξηο ζεηξέο ηέηνησλ αληηδξάζεσλ φπνπ ζηελ 

θαζεκία ρξεζηκνπνηείηαη έλα απφ ηα ηέζζεξα δη-δενμπξηβνλνπθιενηίδηα. Μεηά ην 

ηέινο φιεο ηεο δηαδηθαζίαο πξνθχπηνπλ ηκήκαηα DNA ησλ νπνίσλ ην κέγεζνο 

εμαξηάηαη απφ ην ζεκείν φπνπ ηνπνζεηήζεθε ην δη-δενμπλνπθιενηίδην. Σα ηκήκαηα 

απηά αλαιχνληαη κε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα πνιπαθξπιακηδίνπ πςειήο 

δηαθξηηηθήο ηθαλφηεηαο (ηα πξντφληα θάζε αληίδξαζεο ζηακαηνχλ ζε δηαδνρηθέο 

ζέζεηο εληφο ηνπ πεθηψκαηνο αλάινγα κε ην κνξηαθφ ηνπο βάξνο) θαη ε αιιεινπρία 

ηνπ DNA κπνξεί λα δηαβαζηεί απ’ επζείαο απφ ην πήθησκα. Δίλαη πνιχ ζεκαληηθφ λα 

ξπζκηζηεί ζσζηά ε αλαινγία dNTP : ddNTP ζε θάζε κηα απφ ηηο ηέζζεξηο 

αληηδξάζεηο ψζηε ε αληίδξαζε ζχλζεζεο ηνπ ζπκπιεξσκαηηθνχ θιάδνπ λα 

ηεξκαηίδεηαη ζε έλα απφ ηα δεηνχκελα δενμπξηβνλνπθιενηίδηα ηεο θάζε κίαο 

αληίδξαζεο, θαη λα κπνξνχλ λα ζρεκαηηζηνχλ φια ηα δπλαηά πξντφληα αλά 

αληίδξαζε γηα λα είλαη ζσζηφο ν πξνζδηνξηζκφο ηεο ειεγρφκελεο αιιεινπρίαο DNA 

(εηθόλα 2.13). 
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Δηθόλα 2.13: Αξρή ελδπκηθήο κεζόδνπ DNA sequencing θαηά Sanger. 

http://boneslab.bio.ntnu.no/BI211/Bi211Kap8-03.html 

 

Η ηξνπνπνίεζε ηεο κεζφδνπ Sanger κε αληηθαηάζηαζε ηεο ξαδηελεξγνχο ζήκαλζεο 

απφ θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο θαηέζηεζε δπλαηή ηελ απηνκαηνπνίεζε ηεο αλάιπζεο 

ηεο αιιεινπρίαο ηνπ DNA κε ηαρχ θαη αμηφπηζην πξνζδηνξηζκφ ηεο αιιεινπρίαο ησλ 

βάζεσλ ηνπ DNA κε ηε ρξήζε εηδηθψλ απηνκαηνπνηεκέλσλ νξγάλσλ. ήκεξα, έρεη 

απηνκαηνπνηεζεί ε ειεθηξνθφξεζε, ε αλίρλεπζε ηνπ ζήκαηνο θαη ε αλάγλσζε ηεο 

αιιεινπρίαο. Η κέζνδνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη απνηειεί ηξνπνπνίεζε ηεο ελδπκηθήο 

κεζφδνπ ηνπ Sanger. ε απηή ηελ κέζνδν ε επηζήκαλζε γίλεηαη φπσο θαη πξηλ, 

δειαδή νη θζνξίδνπζεο νπζίεο εμαθνινπζνχλ λα βξίζθνληαη είηε ζηνπο εθθηλεηέο, 

είηε ζηα ddNTPs (ζπλεζέζηεξε ε δεχηεξε επηινγή). 

Σν πξνο αλάιπζε δείγκα εληζρχεηαη αξρηθά κε ζπκβαηηθή PCR κε θαηάιιεινπο 

εθθηλεηέο, ε νπνία αθνινπζείηαη απφ ηε κέζνδν ησλ ζεξκηθψλ θχθισλ (cycle 

http://boneslab.bio.ntnu.no/BI211/Bi211Kap8-03.html
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sequencing). Καηά ηε κέζνδν ησλ ζεξκηθψλ θχθισλ, ην PCR πξντφλ αθνχ 

πξνεγνπκέλσο θαζαξηζζεί κε θαηάιιειν ηξφπν, αληηγξάθεηαη κε ρξήζε ηεο Taq 

DNA πνιπκεξάζεο παξνπζία ελφο εθθηλεηή, dNTPs θαη επηζεκαζκέλσλ κε 

δηαθνξεηηθέο θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο ddNTPs. Κάζε αληίδξαζε επαλαιακβάλεηαη γηα 

20 κε 35 θχθινπο (αλάινγα κε ην κέγεζνο ηεο αλαιπφκελεο πεξηνρήο). Σα 

δηαθνξεηηθνχ κεγέζνπο ηκήκαηα πνπ παξάγνληαη, εηζάγνληαη ζηε ζπλέρεηα ζηνλ 

αλαιπηή DNA, φπνπ πξαγκαηνπνηείηαη ε ειεθηξνθφξεζε ζε ηξηρνεηδή ζηα νπνία 

δηνρεηεχεηαη εηδηθφ πνιπκεξέο πνπ αλαγελλάηαη κεηά ην πέξαο ηεο αληίδξαζεο. Δθ’ 

φζνλ ηα θάζκαηα ηεο εθπνκπήο ησλ ηεζζάξσλ ρξσζηηθψλ δελ αιιειεπηθαιχπηνληαη 

ηφηε κε κηα νπή ζην ηέινο ηνπ ηξηρνεηδνχο, κηα θαηάιιειε δέζκε laser θαη έλαλ 

αληρλεπηή είλαη δπλαηφλ λα αληρλεχνληαη ηα ζήκαηα θζνξηζκνχ πνπ πξνθχπηνπλ απφ 

ηηο ηέζζεξηο ρξσζηηθέο ζε έλα κφλν πέξαζκα ζην ίδην ηξηρνεηδέο. Σα ζήκαηα 

αληηζηνηρίδνληαη ζε θακπχιεο κε δηαθνξεηηθά ρξψκαηα θαη ζηε ζπλέρεηα 

“κεηαθξάδνληαη” ζε βάζεηο DNA κε θαηάιιειν ινγηζκηθφ [63]. 

2.6.1 Καθαριςμόσ των PCR προΰόντων  

Σα πξνηφληα πνπ πξνέθπςαλ χζηεξα απφ ηελ real- time PCR, ζπιιέρζεθαλ θαη 

απνζεθεχηεθαλ. Ο θαζαξηζκφο ησλ PCR πξντφλησλ έγηλε κε ην πξνηππνπνηεκέλν 

ζεη αληηδξαζηεξίσλ High Pure PCR Cleanup Micro Kit ηεο Roche Αpplied Science 

(Διβεηία). Η κέζνδνο βαζίδεηαη ζηελ θαηαθξάηεζε ηνπ DNA απφ ηηο εηδηθέο ζηήιεο 

ηνπ kit πνπ πεξηέρνπλ κεκβξάλεο ππξηηίνπ. Σν DNA απνξξνθάηαη ζηελ κεκβξάλε 

παξνπζία ηνπ δηαιχκαηνο πξφζδεζεο (Binding Buffer) ην νπνίν εμαζθαιίδεη ηηο 

απαξαίηεηεο ζπλζήθεο (πςειέο ζπγθεληξψζεηο άιαηνο θαη θαηάιιειν pH). Οη 

πξνζκίμεηο (φπσο πεξίζζεηα εθθηλεηψλ, άιαηα, έλδπκα, κε ελζσκαησκέλα 

λνπθιενηίδηα, αγαξφδε, ρξσζηηθέο, βξσκηνχρν αηζίδην) δηαπεξλνχλ ηε ζηήιε θαη 

απνκαθξχλνληαη κε εθπιχζεηο. H θάζε ζηήιε παξέρεη απνηειεζκαηηθή πξφζδεζε 

PCR πξντφλησλ κεγέζνπο κεγαιχηεξνπ ησλ 70 bp. Σν DNA κεηά ηελ νινθιήξσζε 

ησλ εθπιχζεσλ, εθινχεηαη κε 10 ή 20 κl απφ ην δηάιπκα έθινπζεο.  

2.6.1.1 Αντιδραςτήρια / Υλικά 

 Πηπέηεο (Thermo, Fisher USA) ησλ 10 κl, 100 κl , 200 κl θαη 1000 κl 

 Αθξνξχγρε κε θίιηξν ησλ 10 κl, 200 κl θαη 1000 κl 

 Φπγφθεληξνο (Biofuge, Heraeus,Thermo Fisher, USA) 

 πζθεπή Vortex (Fisher, USA) 

 Απνζηεηξσκέλν λεξφ (ΒΙΟΔΡ Α.Δ, Διιάδα) 

 σιελάξηα ηχπνπ eppendorfs ησλ 1,5 ml 

 σιελάξηα ζπιινγήο ησλ 2ml (Collection Tubes)   

 ηήιεο High Pure Micro Filter Tubes 

 Γηάιπκα πξφζδεζεο (Binding Buffer) 

 Γηάιπκα εθπιχζεσλ (Washing Buffer) 

 Γηάιπκα έθινπζεο (Elution Buffer) 

 Αηζαλφιε  
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2.6.1.2 Πειραματική Πορεία 

1. Πξνζηίζεηαη δηο απεζηαγκέλν χδσξ ζην δείγκα κέρξη ηειηθνχ φγθνπ 100Μl 

2. ε θάζε δείγκα (ησλ 100 κL) πξνζηίζεηαη 400 κL δηάιπκα πξφζδεζεο, 

αθνινπζεί έληνλε αλάδεπζε θαη θπγνθέληξεζε ζε ζχληνκν δηάζηεκα 

3. Δηζάγεηαη κηα ζηήιε High Pure Filter Tube ζε έλα ζσιελάξην ζπιινγήο 

Μεηαθέξεηαη ην δείγκα ηνπ δεχηεξνπ βήκαηνο ζην επάλσ κέξνο ηεο ζηήιεο 

θαη θπγνθεληξείηαη γηα 30- 60 sec ζηα 8000 x g 

4. Απνξξίπηεηαη ην δηήζεκα θαη ηνπνζεηείηαη ε ζηήιε κέζα ζην ίδην 

ζσιελάξην 

5. Πξνζηίζεηηαη 400 κl δηάιπκα εθπιχζεσλ ζηε ζηήιε θαη θπγνθεληξείηαη γηα 

30- 60 sec ζηα 8000 x g 

6. Απνξξίπηεηαη ην δηήζεκα θαη ηνπνζεηείηαη ε ζηήιε κέζα ζην ίδην 

ζσιελάξην 

7. Πξνζηίζεηαη 300 κl δηάιπκα εθπιχζεσλ ζηε ζηήιε θαη θπγνθεληξείηαη γηα 

30- 60 sec ζηα 8000 x g 

8. Απνξξίπηεηαη ην δηήζεκα θαη ηνπνζεηείηαη ε ζηήιε κέζα ζην ίδην 

ζσιελάξην θαη θπγνθεληξείηαη ζηα 17900 x g γηα έλα επηπιένλ ιεπηφ 

9. Απνξξίπηεηαη ην ζσιελάξην ζπιινγήο κε ην δηήζεκα θαη ηνπνζεηείηαη ε 

ζηήιε ζε έλα θαζαξφ eppendorf ησλ 1.5 ml 

10. Γηα ηελ έθινπζε ηνπ DNA, πξνζηίζεληαη 20 κl δηαιχκαηνο έθινπζεο. 

Φπγνθεληξείηαη ζηα 8000 x g γηα 1 min 

 

2.6.2 Αντύδραςη θερμικών κύκλων  

 

Η αληίδξαζε ησλ ζεξκηθψλ θχθισλ είλαη παξφκνηα κε απηή ηεο PCR. Σα 

πεξηζζφηεξα ζπζηαηηθά πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη είλαη ηα ίδηα κε απηά ηεο PCR θαη 

αθνινπζείηαη ε ίδηα δηαδηθαζία κε ζεξκηθνχο θχθινπο. Μηα ζεκαληηθή δηαθνξά είλαη 

φηη ρξεζηκνπνηείηαη κφλν ν έλαο εθθηλεηήο ζε θάζε αληίδξαζε (είηε ν πξφζζηνο, είηε ν 

αλάζηξνθνο), κε απνηέιεζκα ε ελίζρπζε ηνπ πξντφληνο λα είλαη γξακκηθή θαη φρη 

εθζεηηθή. Μηα άιιε δηαθνξά είλαη φηη ζηελ αληίδξαζε ρξεζηκνπνηνχληαη θαη δη-

δενμπξηβνλνπθιενηίδηα, ηα νπνία δηαθφπηνπλ ηελ επέθηαζε ηνπ DNA φηαλ 

ελζσκαησζνχλ. Δπεηδή, ε αληίδξαζε ησλ ζεξκηθψλ θχθισλ είλαη κηα δηαδηθαζία 

γξακκηθήο ελίζρπζεο είλαη ιηγφηεξν επηξξεπήο ζηηο επηκνιχλζεηο, αιιά παξφια απηά 

δελ παχεη λα απαηηεί ζηείξεο ζπλζήθεο. 

 

Η αληίδξαζε ησλ ζεξκηθψλ θχθισλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην BigDye
®

 Terminator 

v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, ΗΠΑ). Σν BigDye
®

 Terminator v1.1 

Cycle Sequencing Kit παξέρεη φια ηα απαηηνχκελα αληηδξαζηήξηα γηα ηελ αληίδξαζε 

ζεξκηθψλ θχθισλ ζε έλα έηνηκν πξνο ρξήζε κείγκα. Υξεηάδεηαη κφλν λα πξνζηεζνχλ 

ην δείγκα θαη ν θαηάιιεινο εθθηλεηήο. Σα αληηδξαζηήξηα πνπ παξέρνληαη είλαη 
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θαηάιιεια γηα ηελ εθηέιεζε αληηδξάζεσλ ζεξκηθψλ θχθισλ πνπ βαζίδνληαη ζηνλ 

θζνξηζκφ είηε ζε κνλφθισλν/δίθισλν DNA δείγκα, είηε ζε PCR πξντφληα. 

Σα αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ αληίδξαζε ησλ ζεξκηθψλ θχθισλ, νη 

πξνζηηζέκελνη φγθνη θαη νη ηειηθέο ζπγθεληξψζεηο ηνπο θαίλνληαη ζηνλ πίλαθα 2.15. 

 

 

Πίνακας 2.15 Συστατικά της αντίδρασης των θερμικών κύκλων. 

Ανηιδπαζηήπια Πποζηιθέμενορ όγκορ Σελική ζςγκένηπυζη 

Ready Reaction Premix 1 κL  

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα BigDye 

Sequencing 5× 
2 κL 1× 

Δθθηλεηήο (5 pmol/ κL) 1 κL 0,5 pmol/ κL 

PCR Πξνϊόλ 2 κL  

ddH2O 4 κL  

ςνολικόρ όγκορ 10 κL  

 

 

 Σν ζεξκνθξαζηαθφ θπθιηθφ πξσηφθνιιν πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ αληίδξαζε 

ησλ ζεξκηθψλ θχθισλ πεξηιακβάλεη αξρηθή απνδηάηαμε ησλ θιψλσλ ηνπ DNA ζηνπο 

96 °C γηα 1 min, 25 θχθινπο κε απνδηάηαμε ησλ θιψλσλ ζηνπο 96 °C γηα 10 sec, 

πβξηδηζκφ ησλ εθθηλεηψλ ζηνπο 50 °C γηα 10 sec θαη επηκήθπλζε ηεο αιπζίδαο ζηνπο 

60 °C γηα 4 min. Σέινο, ςχμε ζηνπο 8 °C. 

 

2.6.3 Καθαριςμόσ των προώόντων τησ αντύδραςησ των θερμικών κύκλων 

 

Γηα ηνλ θαζαξηζκφ ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο ησλ ζεξκηθψλ θχθισλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην NucleoSEQ
®

 kit (MACHEREY-NAGEL, Γεξκαλία). Σν kit 

απνηειείηαη απφ ζηήιεο NucleoSEQ
®

, ζρεδηαζκέλεο γηα ηνλ γξήγνξν θαη 

απνηειεζκαηηθφ θαζαξηζκφ πξντφλησλ DNA sequencing. Πεξηέρνπλ πεθηή ε νπνία 

παξέρεη αμηφπηζηε αθαίξεζε ησλ κηθξφηεξσλ κνξίσλ απφ ηα λνπθιετθά νμέα. 

Αθαζαξζίεο φπσο άιαηα, πεξίζζεηα ρξσζηηθψλ, δενμπξηβνλνπθιενηίδηα, ίρλε 

νξγαληθψλ δηαιπηψλ θαη εθθηλεηψλ ζπγθξαηνχληαη απφ ηε ζηήιε ελψ ηα λνπθιετθά 

νμέα πνπ καο ελδηαθέξνπλ αλαθηνχληαη κε πςειή απφδνζε. 

2.6.3.1 Αντιδραςτήρια, Αναλώςιμα και Εξοπλιςμόσ 

 

 NucleoSEQ
® 

ζηήιεο (MACHEREY-NAGEL, Γεξκαλία) 

 ddH2O (ΒΙΟΔΡ Α.Δ, Διιάδα) 

 σιελάξηα ηχπνπ Eppendorf 1,5 mL 

 Μηθξνθπγφθεληξνο Minispin plus (Eppendorf, Γεξκαλία) 

 πζθεπή Vortex (Fisher, ΗΠΑ)  
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2.6.3.2 Πειραματική πορεία  

 

Η πεηξακαηηθή πνξεία θαζαξηζκνχ ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο ησλ ζεξκηθψλ 

θχθισλ πεξηιακβάλεη ηα αθφινπζα βήκαηα: 

 Πξνεηνηκαζία ζηήιεο 

 Φπγνθεληξείηαη ε NucleoSEQ
®

 ζηήιε γηα 30 sec ζηα 750× g ψζηε λα 

ζπιιερζεί ζηνλ ππζκέλα ε πεθηή πνπ βξίζθεηαη ζε ζθφλε. 

 Πξνζηίζεληαη 600 κL ddH2O θαη έληνλε αλάδεπζε ψζηε λα ελπδαησζεί ε 

πεθηή ηεο ζηήιεο. 

 Δπσάδεηαη ε ζηήιε γηα ηνπιάρηζηνλ 30 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ( ή 

φιε ηε δηάξθεηα ηεο λχρηαο - overnight ζηνπο 4 
ν
C). Γίλεηαη αλαζχζηαζε 

ηεο πεθηήο πνπ έρεη ζπγθεληξσζεί ζηνλ πάην ηεο ζηήιεο θάλνληαο έληνλε 

αλάδεπζε. Γελ πξέπεη λα δεκηνπξγεζνχλ θπζαιίδεο. Αθαηξείηαη ην πψκα 

πνπ βξίζθεηαη ζηνλ ππζκέλα ηεο ζηήιεο. 

 Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 2 min ζηα 750× g ψζηε λα αθαηξεζεί ην 

δηάιπκα απνζήθεπζεο πνπ πεξηζζεχεη. Σν δηήζεκα απνξξίπηεηαη. 

 Φόξησζε δείγκαηνο θαη θαζαξηζκόο 

 Η ζηήιε είλαη πιένλ έηνηκε θαη θνξηψλεηαη ην πξντφλ ηεο αληίδξαζεο 

ησλ ζεξκηθψλ θχθισλ. 

 Η ζηήιε ηνπνζεηείηαη ζε λέν ζσιελάξην ηχπνπ Eppendorf 1,5 mL θαη 

αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 6 min ζηα 750× g. Σν δείγκα θπιάζζεηαη 

ζηνπο -20 °C είηε ρξεζηκνπνηείηαη απεπζείαο. 

 

2.6.4 Ανάλυςη αλληλουχίασ του DNA   

 

Η αλάιπζε ηεο αιιεινπρίαο ησλ δεηγκάησλ έγηλε ζηνλ γελεηηθφ αλαιπηή ABI 

PRISM
®

 310 (Applied Biosystems, ΗΠΑ). Ο γελεηηθφο αλαιπηήο ABI PRISM
®
 310 

είλαη έλα απηνκαηνπνηεκέλν φξγαλν γηα ηελ αλάιπζε θιαζκάησλ DNA ηα νπνία 

είλαη επηζεκαζκέλα κε θζνξίδνπζεο νπζίεο, ρξεζηκνπνηψληαο ηε κέζνδν ηεο 

ειεθηξνθφξεζεο ζε ηξηρνεηδέο. 

Σα ζσιελάξηα ζηα νπνία εηζάγεηαη ην δείγκα ηνπνζεηνχληαη ζην δίζθν ηνπ 

δεηγκαηνιήπηε πνπ κπνξεί λα δερηεί κέρξη 96 δείγκαηα. Ο δεηγκαηνιήπηεο θέξλεη ζε 

επαθή ην ειεθηξφδην ηεο θαζφδνπ θαη ην έλα άθξν ηνπ ηξηρνεηδνχο πνπ γεκίδεη κε 

πνιπκεξέο. Σν ειεθηξφδην ηεο αλφδνπ θαη ην άιιν άθξν ηνπ ηξηρνεηδνχο είλαη 

βπζηζκέλα ζην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα. Σν δείγκα εηζέξρεηαη ζην ηξηρνεηδέο θαζψο ξέεη 

ην ξεχκα απφ ηελ θάζνδν πξνο ηελ άλνδν. Σν κηθξφ ρξνληθφ δηάζηεκα ηεο 

ειεθηξνθφξεζεο θαηά ην νπνίν ην ηξηρνεηδέο θαη ε θάζνδνο είλαη βπζηζκέλα κέζα 

ζην δείγκα νλνκάδεηαη ειεθηξνθηλεηηθή έγρπζε. Σν δείγκα δεκηνπξγεί κηα ζηελή 

δψλε κέζα ζην ηξηρνεηδέο θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο έγρπζεο. Σν άθξν ηνπ ηξηρνεηδνχο 

θνληά ζηελ θάζνδν είλαη ηνπνζεηεκέλν κέζα ζην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα. Δθαξκφδεηαη 
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μαλά ην ξεχκα γηα λα ζπλερηζηεί ε ειεθηξνθφξεζε. Όηαλ ηα θιάζκαηα ηνπ DNA 

θηάζνπλ ζην παξάζπξν αλίρλεπζεο ηνπ ηξηρνεηδνχο, ην laser δηεγείξεη ηηο 

θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο νπζίεο. Ο εθπεκπφκελνο θζνξηζκφο απφ ηηο νπζίεο 

ζπγθεληξψλεηαη θάζε δεπηεξφιεπην απφ κία ςπρξή, δηπινχ θνξηίνπ θάκεξα (Charge- 

Coupled Device, CCD) κε ζπγθεθξηκέλνπ κήθνπο θχκαηνο δψλεο (εηθνληθά θίιηξα) 

θαη απνζεθεχεηαη σο ςεθηαθφ ζήκα ζηνλ ππνινγηζηή πνπ είλαη ζπλδεδεκέλνο γηα 

πεξαηηέξσ επεμεξγαζία. Σν Sequencing Analysis software κεηαθξάδεη ηα 

απνηειέζκαηα, αλαγλσξίδνληαο ηηο βάζεηο απφ ηελ έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ ζε θάζε 

ζεκείν.  

Σν φξγαλν απηφ ρξεζηκνπνηεί νκάδεο εηθνληθψλ θίιηξσλ γηα λα αληρλεχζεη ηελ 

έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ ζε ηέζζεξηο κε επηθαιππηφκελεο πεξηνρέο πάλσ ζηελ θάκεξα. 

Κάζε πεξηνρή αληηζηνηρεί ζε έλα θάζκα κεθψλ θχκαηνο πνπ πεξηέρεη ή είλαη θνληά 

ζην κέγηζην ηεο εθπνκπήο ηεο ρξσζηηθήο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη. Απηή ε δηαδηθαζία 

είλαη αληίζηνηρε κε ηελ ρξήζε ελφο θπζηθνχ θίιηξνπ πνπ ρσξίδεη ην θσο ζε 

δηαθνξεηηθά κήθε θχκαηνο. Δλ ηνχηνηο, νη νκάδεο ησλ θίιηξσλ νλνκάδνληαη 

“εηθνληθά θίιηξα” επεηδή ην φξγαλν δελ έρεη θπζηθά θίιηξα σο εμαξηήκαηα γηα λα 

θάλεη ηνλ δηαρσξηζκφ. Γηα παξάδεηγκα, κε ηελ νκάδα εηθνληθψλ θίιηξσλ Δ ην φξγαλν 

θαηαγξάθεη ηελ έληαζε ηνπ θσηφο ζε ηέζζεξηο πεξηνρέο ή “παξάζπξα” 

θεληξαξηζκέλα ζηα 540 nm, ζηα 570 nm, ζηα 595 nm θαη ζηα 625 nm. Οη ζέζεηο ησλ 

παξαζχξσλ ζε θάζε νκάδα εηθνληθνχ θίιηξνπ έρεη βειηηζηνπνηεζεί ψζηε λα παξέρεη 

ην κέγηζην δπλαηφ δηαρσξηζκφ κεηαμχ ησλ θέληξσλ αλίρλεπζεο γηα ηηο δηαθνξεηηθέο 

ρξσζηηθέο ελψ δηαηεξεί θαιή έληαζε ζήκαηνο. 

Σν Data Collection Software θσδηθνπνηεί ηελ έληαζε θαη ην ρξψκα απφ ηηο ηέζζεξηο 

πεξηνρέο ζπγθέληξσζεο ηνπ θσηφο. Απηέο εκθαλίδνληαη ζαλ κπιε, πξάζηλεο, καχξεο 

θαη θφθθηλεο θνξπθέο ζηα αθαηέξγαζηα δεδνκέλα. Σν Sequencing Analysis Software 

ρξεζηκνπνηεί ηα ίδηα ηέζζεξα ρξψκαηα γηα ηα αλαιπκέλα δεδνκέλα απφ φινπο ηνπο 

ζπλδπαζκνχο ησλ θίιηξσλ θαη ησλ ρξσζηηθψλ. Η έθζεζε ησλ ρξσκάησλ αλαπαξηζηά 

ηε ζρεηηθή, φρη ηελ πξαγκαηηθή, αλίρλεπζε ησλ κεθψλ θχκαηνο. Γηα ζηαζεξφηεηα, ην 

ινγηζκηθφ ζπκβνιίδεη πάληα ζηα αλαιπφκελα δεδνκέλα ην Α κε πξάζηλν, ην C κε 

κπιε, ην G κε καχξν θαη ην Σ κε θφθθηλν ζην ειεθηξνθνξνγξάθεκα. 

2.6.4.1 Αντιδραςτήρια, Αναλώςιμα και Εξοπλιςμόσ 

 

 Τπεξθάζαξν Φνξκακίδην (Applied Biosystems, ΗΠΑ) 

 σιελάξηα ηχπνπ Eppendorf 1,5 mL 

 σιελάξηα αληίδξαζεο 0,2 mL (Corning, ΗΠΑ) 

 Δπσαζηήξαο ζσιελαξίσλ (Grant, Αγγιία)  

 Πνιπκεξέο POP-6 (Performance Optimized Polymer 6) (Applied Biosystems, 

ΗΠΑ) 

 Σξηρνεηδέο 47 mm (Applied Biosystems, ΗΠΑ) 

 Γελεηηθφο Αλαιπηήο ABI PRISM
®
 310 (Applied Biosystems, ΗΠΑ) 
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2.6.4.2 Πειραματική πορεία 

 

Γηα ηελ αλάιπζε ηεο αιιεινπρίαο αθνινπζείηαη ε παξαθάησ πνξεία: 

 Σνπνζεηείηαη ζε ζσιελάξην ηχπνπ Eppendorf 1,5 mL 10 κL απφ ην θαζαξφ 

πξντφλ ηεο αληίδξαζεο ησλ ζεξκηθψλ θχθισλ θαη 10 κL ππεξθαζαξφ 

θνξκακίδην. 

 Σν κείγκα επσάδεηαη ζηνπο 95 °C γηα 2 min θαη ζηελ ζπλέρεηα ζηνπο 4
 
°C γηα 

άιια 2 min. 

 Σέινο, ην κείγκα κεηαθέξεηαη ζε ζσιελάξηα αληίδξαζεο 0,2 mL θαη 

θνξηψλεηαη ζηνλ γελεηηθφ αλαιπηή ABI PRISM
®
 310. 

 

Οη αιιεινπρίεο πνπ πξνέθπςαλ γηα ηελ ηζνκνξθή C απφ ηελ αιιεινχρηζε ησλ 

πξντφλησλ ηεο PCR κε ηνπο εθθηλεηέο πνπ ζρεδηάζακε, αλαιχζεθαλ πεξαηηέξσ κε ην 

πξφγξακκα Chromas Lite (Technelysium Pty, Απζηξαιία) θαη ζπγθξίζεθαλ κέζσ ηνπ 

δηαδηθηπαθνχ εξγαιείνπ BLAST
®
 ηνπ NCBI κε ηηο ζεσξεηηθά αλακελφκελεο 

πξνθεηκέλνπ λα επηβεβαησζνχλ. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 3. Αποτελϋςματα 

 

3.1 Παραςκευό standards και καμπύλεσ βαθμονόμηςησ 

3.1.1 Καμπύλη βαθμονόμηςησ για το γενικό COL11A1 μετϊγραφο  

Σν ππθλφ δηάιπκα ηνπ γεληθνχ COL11A1 κεηαγξάθνπ πεξηέρεη ηκήκα DNA κε 

γλσζηφ αξηζκφ βάζεσλ θαζψο έρεη εληζρπζεί πεξηνρή 132 bp ηνπ mRNA ηεο 

ηζνκνξθήο άξα έρεη γλσζηφ κνξηαθφ βάξνο. Σν κνξηαθφ βάξνο ησλ 132 bp κπνξεί λα 

ππνινγηζηεί απφ ην γηλφκελν:  

MBΑ = 132 × 660 => MBgeneral = 87.120 

Γλσξίδνπκε φκσο φηη 1 mole κηαο νπζίαο πεξηέρεη 6,023 × 10
23

 κφξηα. Η 

ζπγθέληξσζε ηνπ ππθλνχ δηαιχκαηνο γηα ηελ ηζνκνξθή Α πνπ κεηξήζεθε κε ην 

θζνξηζκφκεηξν Qubit
® 

είλαη ίζε κε 0,232 ng/κL. Δπνκέλσο, ε ζπγθέληξσζε ηνπ 

δηαιχκαηνο ζε αληίγξαθα/κL ππνινγίδεηαη γλσξίδνληαο φηη ζε 1 mole νπζίαο 

πεξηέρνληαη 6,023×10
23

 κφξηα (αληίγξαθα DNA) άξα έρνπλ κάδα 87.120 g (87×10
12

 

ng). 

Άξα, αλαινγηθά πξνθχπηεη φηη ην ππθλφ δηάιπκα γηα ην γεληθφ κεηάγξαθν πεξηέρεη 

4,7×10
8 

αληίγξαθα/κL. 

 

Αθνινπζνχλ δηαδνρηθέο αξαηψζεηο ησλ ππθλψλ δηαιπκάησλ θαη θαηαζθεπάδεηαη ε 

πξφηππε θακπχιε βαζκνλφκεζεο. 

Σν εχξνο ησλ ζπγθεληξψζεσλ πνπ ζπκκεηείραλ ζηελ δεκηνπξγία ηεο θακπχιεο 

βαζκνλφκεζεο ηνπ γεληθνχ κεηαγξάθνπ ήηαλ απφ 5×10
8
 αληίγξαθα/κL έσο 5×10

1
 

αληίγξαθα/κL. Σν εχξνο ησλ ζπγθεληξψζεσλ πνπ ζπκκεηείραλ ζηελ δεκηνπξγία ηεο 

θακπχιεο βαζκνλφκεζεο ηεο ηζνκνξθήο C ήηαλ απφ 5×10
5
 αληίγξαθα/κL έσο 5×10

1
 

αληίγξαθα/κL (εηθόλα 3.1 θαη 3.2).       
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Δηθόλα 3.1: Πξόηππε θακπύιε γηα ην γεληθό κεηάγξαθν ηνπ COL11A1. 

 

Δηθόλα 3.2: Αλάιπζε ηεο πξόηππεο θακπύιεο ηνπ γεληθνύ  κεηαγξάθνπ ηνπ COL11A1. 

Απφ ηελ αλάιπζε ηεο πξφηππεο θακπχιεο γηα ην γεληθφ κεηάγξαθν ηνπ COL11A1 

πξνθχπηνπλ ηα παξαθάησ δεδνκέλα: 

 Slope: 3,457 

 Intercept: 40,13 

 Error: 0,159 

 r= 1,00 

Δπνκέλσο ε θακπχιε πνπ πξνθχπηεη είλαη: logCgen= 3,45 (Cq) + 40.13 

Τπνινγίδεηαη ε απφδνζε (efficiency) ηεο παξαπάλσ θακπχιεο ζην 1,95. 

Δπηπιένλ, βξέζεθε ην Tm κέζσ melting curve analysis γηα ην γεληθφ κεηάγξαθν ηνπ 

COL11A1 ζηνπο 62,19°C (± 1,03).  
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Δηθόλα 3.3: εκείν ηήμεο γεληθνύ COL11A1 κεηαγξάθνπ. 

 

3.1.2 Καμπύλη βαθμονόμηςησ για την ιςομορφό C 

Σν ππθλφ δηάιπκα ηεο ηζνκνξθήο C πεξηέρεη ηκήκα DNA κε γλσζηφ αξηζκφ βάζεσλ 

θαζψο έρεη εληζρπζεί πεξηνρή 259 bp ηνπ mRNA ηεο ηζνκνξθήο άξα έρεη γλσζηφ 

κνξηαθφ βάξνο. Σν κνξηαθφ βάξνο ησλ 259 bp κπνξεί λα ππνινγηζηεί απφ ην 

γηλφκελν:  

MBΔ = 206 × 660 => MBC = 135.960 

Γλσξίδνπκε φκσο φηη 1 mole κηαο νπζίαο πεξηέρεη 6,023×10
23

 κφξηα. Η ζπγθέληξσζε 

ηνπ ππθλνχ δηαιχκαηνο γηα ηελ ηζνκνξθή Δ πνπ κεηξήζεθε κε ην θζνξηζκφκεηξν 

Qubit
®

 είλαη ίζε κε 0,0535 ng/κL. Δπνκέλσο, ε ζπγθέληξσζε ηνπ δηαιχκαηνο ζε 

αληίγξαθα/κL ππνινγίδεηαη γλσξίδνληαο φηη 1 mole νπζίαο πεξηέρνληαη 6,023×10
23

 

κφξηα (αληίγξαθα DNA) άξα έρνπλ κάδα 135.960 g (135×10
12

 ng). 

Άξα, αλαινγηθά πξνθχπηεη φηη ην ππθλφ δηάιπκα γηα ηελ ηζνκνξθή C πεξηέρεη 

2,37×10
8 

αληίγξαθα/κL. 

Γηα ηελ ηζνκνξθή C θαηαζθεπάζηεθε ε παξαθάησ πξφηππε θακπχιε (εηθόλα 3.4). 
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Δηθόλα 3.4: Πξόηππε θακπύιε γηα ηελ ηζνκνξθή C. 

 

Δηθόλα 3.5: Αλάιπζε ηεο πξόηππεο θακπύιεο ηεο ηζνκνξθήο C. 

Απφ ηελ αλάιπζε ηεο πξφηππεο θακπχιεο (εηθόλα 3.5) γηα ην C κεηάγξαθν ηνπ 

COL11A1 πξνθχπηνπλ ηα παξαθάησ δεδνκέλα: 

 Slope: 3,810 

 Intercept: 36,40 

 Error: 0,290 

 r= 0,93 

Δπνκέλσο ε θακπχιε πνπ πξνθχπηεη είλαη: logCISOA= 3,81 (cQ) + 36,40 

Τπνινγίδεηαη ε απφδνζε ηεο παξαπάλσ θακπχιεο ζην 1,83. 

Δπηπιένλ, βξέζεθε ην Tm κέζσ melting curve analysis γηα ηελ ηζνκνξθή C ζηνπο 

67,3°C (±0,15) (εηθόλα 3.6).  
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Δηθόλα 3.6: εκείν ηήμεο ηζνκνξθήο C. 

3.2 Eπιβεβαύωςη PCR προώόντοσ με ηλεκτροφόρηςη ςε gel 

3.2.1 Επιβεβαύωςη PCR προώόντοσ  για το γενικό μετϊγραφο του COL11A1 

Σα πξντφληα πνπ πξνέθππηαλ απφ ηελ real-time qPCR απνζεθεχνληαλ θαη ζηε 

ζπλέρεηα ειεθηξνθνξνχληαλ ζε gel αγαξφδεο 2%, ζχκθσλα κε ηε κέζνδν πνπ 

παξνπζηάζηεθε ζην πξνεγνχκελν θεθάιαην. Σν PCR πξντφλ είλαη θαζαξφ ρσξίο 

παξαπξντφληα θαη έρεη ην αλακελφκελν κέγεζνο. 
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Δηθόλα 3.7: Ηιεθηξνθόξεζε ησλ standards ηνπ γεληθνύ κεηαγξάθνπ ηνπ COL11A1. 

Θέζε 1: PCR Marker, Θέζε 2-8 standards 4,7x10
8
 έσο 4,7x10

2 

 

3.2.2 Επιβεβαύωςη PCR προώόντοσ  για την ιςομορφό C 

Σα πξνηφληα πνπ πξνέθππηαλ απφ ηελ real- time PCR απνζεθεχνληαλ θαη ζηε 

ζπλέρεηα ειεθηξνθνξνχληαλ ζε gel αγαξφδεο 2%, ζχκθσλα κε ηε κέζνδν πνπ 

παξνπζηάζηεθε ζην πξνεγνχκελν θεθάιαην.  

 

 

Δηθόλα 3.8: Ηιεθηξνθόξεζε ησλ standards ηεο ηζνκνξθήο C. 

Θέζε 1: 1 kb DNA Ladder marker, Θέζε 2: blank, Θέζε 3-6: standards 2,3x10
8
 έσο 4,7x10

5 
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Καηά ηελ ειεθηξνθφξεζε ησλ πξνηφλησλ ησλ standards ηεο ηζνκνξθήο C, 

παξαηεξήζεθε ε δεκηνπξγία ηξηψλ κπαληψλ κε κνξηαθά βάξε, 500, 250 θαη 150bp. 

Δίλαη γλσζηφ, φηη ε ηζνκνξθή C παξάγεη πξντφλ ίζν κε 248 bp, επνκέλσο ην 

επηζπκεηφ πξνηφλ αθνξά ηελ κεζαία κπάληα πνπ δεκηνπξγήζεθε θαηά ηελ 

ειεθηξνθφξεζε. Σν γεγνλφο απηφ, επηβεβαηψζεθε ζηε ζπλέρεηα θαη κε DNA 

sequencing, φπσο ζα πεξηγξαθεί ζηε ζπλέρεηα. 

 

3.3 Επιβεβαύωςη ιςομορφόσ C μϋςω DNA sequencing 

 

Όπσο αλαθέξζεθε ζην πξνεγνχκελν θεθάιαην, ε επηβεβαίσζε ηεο χπαξμεο ηεο 

ηζνκνξθήο C πξαγκαηνπνηήζεθε κέζσ DNA sequencing κεηά απφ gel cut. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, ε κία απφ ηηο ηξεηο κπάληεο ηνπ gel θφπεθαλ κε λπζηέξη ππφ ηε ρξήζε 

ρακειήο (70%) UV αθηηλνβνιίαο. Σν θνκκάηη απηφ πνπ πξνέθπςε, ηνπνζεηήζεθε ζε 

eppendorf κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα. ηε ζπλέρεηα, κεηά ηνλ θαζαξηζκφ ηνπ πξνηφληνο 

απφ ην gel, ην πξνηφλ ππέζηε πάιη real-time qPCR θαη ειεθηξνθφξεζεο, πξνθεηκέλνπ 

λα επηβεβαησζεί φηη ην πξνηφλ πνπ θφπεθε, απνκνλψζεθε επηηπρψο. ηελ παξαθάησ 

εηθόλα 3.9 παξνπζηάδνληαη ηα απνηειέζκαηα ηεο ζχγθξηζεο ησλ αιιεινπρηψλ ηνπ 

DNA, πνπ πξνθχςαλ απφ ηελ αλάιπζε ηεο αιιεινπρίαο γηα ηηο δχν ηζνκνξθέο, κε ην 

δηαδηθηπαθφ εξγαιείν BLAST
®.

. 
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Δηθόλα 3.9: Αιιεινύρεζε DNA ηεο ηζνκνξθήο C. 

3.4 Eπιβεβαύωςη του γενικού μεταγρϊφου του COL11A1  μϋςω 

πϋψησ με περιοριςτικϋσ ενδονουκλεϊςεσ 

ηελ παξαθάησ εηθφλα 3.10 παξνπζηάδεηαη ε ειεθηξνθφξεζε ησλ PCR πξντφλησλ 

γηα ην γεληθφ κεηάγξαθν θαη ησλ πξντφλησλ πέςεο ηνπ κε ηα πεξηνξηζηηθά έλδπκα 

HaeIII θαη MnlI.  

 

Δηθόλα 3.10: Ηιεθηξνθόξεζε PCR πξντόλησλ γηα πεξηνρή ηνπ γνλίδηνπ COL11A1. 

Θέζε 1: δείθηεο κνξηαθώλ βαξώλ PCR Marker, Θέζε 2: PCR πξντόλ COL11A1 (132 bp), 

Θέζε 3: πξντόλ πέςεο κε HaeIII (96 bp θαη 36 bp), Θέζε 4: πξντόλ πέςεο κε MnlI (107 bp θαη 

25 bp). 



102 

 

 

3.5 Βελτιςτοποιόςεισ μεθόδων ποςοτικού προςδιοριςμού του 

γενικού COL11A1 μεταγρϊφου και τησ ιςομορφόσ C 

3.5.1 Βελτιςτοπούηςη τησ θερμοκραςύασ υβριδιςμού εκκινητών τησ 

αντύδραςησ 

 

Γηα ην γεληθφ COL11A1 κεηάγξαθν, ε ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ 

θαζνξίζηεθε ζηνπο 50 °C, ελψ πξαγκαηνπνηήζεθε ζχγθξηζε κε ζεξκνθξαζία 

πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ ζηνπο 53°C θαη 55°C. Χζηφζν, ε έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ 

ήηαλ κεγαιχηεξε ζηνπο 50 °C. 

Γηα ηελ ηζνκνξθή C, ε ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ θαζνξίζηεθε ζηνπο 

52 °C ελψ πξαγκαηνπνηήζεθε ζχγθξηζε κε ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ 

ζηνπο 55 °C. Χζηφζν, ε έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ ήηαλ κεγαιχηεξε ζηνπο 52 °C. 

 

3.5.2 Βελτιςτοπούηςη τησ τελικόσ ςυγκϋντρωςησ των ανιχνευτών 

 

Πξνθεηκέλνπ νη κεζνδνινγίεο ηνπ πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ λα γίλνπλ νηθνλνκηθά 

πην πξνζηηέο, δνθηκάζηεθαλ δηαθνξεηηθέο ηειηθέο ζπγθεληξψζεηο ησλ αληρλεπηψλ. 

Γηα ην γεληθφ COL11A1 κεηάγξαθν, ε ηειηθή ζπγθέληξσζε ησλ αληρλεπηψλ 

θαζνξίζηεθε ζηα 0,5 κΜ. Γηα ηελ ηζνκνξθή C, ε ηειηθή ζπγθέληξσζε ησλ 

αληρλεπηψλ θαζνξίζηεθε ζηα 0,18 κΜ. 

 

3.5.3 Βελτιςτοπούηςη τησ τελικόσ ςυγκϋντρωςησ των ιόντων MgCl2  

Γηα ηελ κειέηε ηεο επίδξαζεο ηεο ηειηθήο ζπγθέληξσζεο ησλ ηφλησλ MgCl2 ζηελ 

αληίδξαζε ηεο Real-time qPCR θαηαζθεπάζηεθαλ θακπχιεο ζπγθέληξσζεο ηφλησλ 

ηφζν γηα ην γεληθφ COL11A1 κεηάγξαθν, φζν θαη γηα ηελ ηζνκνξθή C. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, δνθηκάζηεθαλ νη ζπγθεληξψζεηο 2mM, 3mM, 4mM, 5mM. Γηα ην 

γεληθφ COL11A1 κεηάγξαθν βέιηηζηε ζπγθέληξσζε ήηαλ απηή ησλ 3mM, ε νπνία 

ρξεζηκνπνηήζεθε θαη ζηα πεξαηηέξσ πεηξάκαηα ησλ ππφινηπσλ δεηγκάησλ. Σν ίδην 

απνηέιεζκα ηζρπεί θαη γηα ηελ ηζνκνξθή C, φπσο παξνπζηάδεηαη ζηελ εηθόλα 3.11. 
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Δηθόλα 3.11: Κακπύιε δηαθνξεηηθώλ ζπγθεληξώζεσλ MgCl2.  

 

3.5.4 Βελτιςτοπούηςη την παραγωγόσ των προώόντων με τη χρόςη DMSO 

Γηα ην γεληθφ COLL11A1 κεηάγξαθν, δνθηκάζηεθε real-time qPCR ζηηο ίδηεο 

ζπλζήθεο, κε θαη ρσξίο DMSO. Παξαηεξήζεθε φηη κε ηε ρξήζε DMSO, ε αλίρλεπζε 

ηνπ πξνηφληνο ηνπ γεληθνχ κεηαγξάθνπ ήηαλ πνιχ κηθξφηεξε, απφ φηη ρσξίο ηελ 

ρξήζε απηνχ. Δπνκέλσο, ην ζπγθεθξηκέλν πξσηφθνιιν δελ επσθειήζεθε απφ ηελ 

δξάζε ηνπ DMSO. 

Καηά ηελ πξψηε απφπεηξα αλίρλεπζεο ηεο ηζνκνξθήο C, ε εθζεηηθή θάζε 

παξαηεξήζεθε ζηνλ 40φ θχθιν. Πξνθεηκέλνπ λα γίλεη αλίρλεπζε ησλ πξντφλησλ 

λσξίηεξα, δνθηκάζηεθε ε ρξήζε DMSO, πνπ απνηειεί ζηαζεξνπνηεηηθφ παξάγνληα, 

ε νπνία εκθαλψο βνήζεζε ηελ αλίρλεπζε ηνπο αθφκα θαη 10 θχθινπο λσξίηεξα, φπσο 

παξνπζηάδεηαη ζηελ παξαθάησ εηθφλα. 
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Δηθόλα 3.12: Υξήζε DMSO ζηελ αλίρλεπζε ηεο ηζνκνξθήο C. 

Παξαηεξνχκε φηη ην ζεκείν ηήμεο αιιάδεη απφ ηνπο 72°C ζηνπο 67°C, εθφζνλ 

κεηαβάιινληαη θαη νη ζπλζήθεο ηνπ πεηξάκαηνο. 

 

 

 

Δηθόλα 3.13: εκείν ηήμεο γηα ηελ ηζνκνξθή C έπεηηα από ρξήζε DMSO. 
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3.5.5 Βελτιςτοπούηςη του αριθμού των κύκλων τησ αντύδραςησ 

Οη θχθινη θαη γηα ηηο δχν αληηδξάζεηο Real-time qPCR θαζνξίζηεθαλ ζηνπο 45. 

Γνθηκάζηεθαλ θχθινη αληίδξαζεο 35, 42 θαη 45. ηνπο θχθινπο 35 θαη 42 ε έληαζε 

ηνπ θζνξηζκνχ δελ ήηαλ ηδηαίηεξα πςειή ελψ ζηνπο 45 θχθινπο ε αληίδξαζε άξρηδε 

λα εκθαλίδεη έληνλε θάζε θνξεζκνχ. 

 

3.6 Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ του γενικού μετϊγραφου του 
COL11A1 ςτα δεύγματα τησ ανιούςησ αορτόσ 

 

3.6.1 Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ ολικού RNA και ςύνθεςη του cDNA  
ηελ παξνχζα εξγαζία, απνκνλψζεθε νιηθφ RNA απφ 50 ηζηνχο απφ αλεπξίζκαηα 

αληνχζεο ανξηήο θαη πξαγκαηνπνηήζεθε πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηνπ νιηθνχ RNA 

θζνξηζκνκεηξηθά κε ην θζνξηζκφκεηξν Qubit
®

. ηνλ πίλαθα 3.1 παξνπζηάδνληαη ε 

ζπγθέληξσζε ηνπ νιηθνχ RNA γηα θάζε δείγκα. 

Πίλαθαο 3.1: Μέηξεζε ζπγθέληξσζεο RNA δεηγκάησλ. 

 

ΔΕΙΓΜΑ RNA ng/μL ΔΕΙΓΜΑ RNA ng/μL

1 42,2 26 20,8

2 53 27 19,1

3 119,6 28 10,8

4 85,1 29 35,7

5 5,1 30 49,4

6 4 31 27,9

7 105,6 32 17,3

8 17,4 33 51,7

9 14 34 15

10 40 35 19,3

11 1,1 36 39,1

12 85,3 37 33

13 5,8 38 88,7

14 47,8 39 41,1

15 16,4 40 7,2

16 3,7 41 77,6

17 58,8 42 30,9

18 23,7 43 30,3

19 9,7 44 72,9

20 41,2 45 59,3

21 33,3 46 65,6

22 51,2 47 140

23 23,6 48 69,3

24 73,6 49 5,44

25 84,1 50 36,7
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3.6.2 real-time qPCR αντιδρϊςεισ για το γενικό μετϊγραφο του γονιδύου 
COL11A1 και των ιςομορφών του ςτα δεύγματα των ανευριςμϊτων 
ανιούςησ αορτόσ 

3.6.2.1 PCR αντύδραςη για γενικό ανύχνευςη του COL11A1 mRNA 

Πξαγκαηνπνηήζεθε real-time qPCR γηα ηελ πνζνηηθή αλίρλεπζε ηνπ κεηαγξαθήκαηνο 

ηνπ γνλίδηνπ COL11A1, ε νπνία σζηφζν θαηέζηε αλεπηηπρήο, αθνχ θαλέλα απφ ηα 

δείγκαηα δελ έδσζε πξνηφλ. Η εηθφλα απηή επηβεβαηψζεθε κε ειεθηξνθφξεζε ηνπ 

πξντφληνο ηεο PCR ζε πεθηή αγαξφδεο 2 % w/v. 

 

3.6.2.2 real-time qPCR αντύδραςη για ανύχνευςη των ιςoμορφών  A και Ε 

του γονύδιου COL11A1 

Πξαγκαηνπνηήζεθε real-time qPCR γηα ηηο δχν ηζνκνξθέο Α θαη Δ, σζηφζν δελ 

βξέζεθε θαλέλα πξνηφλ. Σα παξαπάλσ απνηειέζκαηα θάζε δείγκα επηβεβαηψζεθαλ 

θαη κε ειεθηξνθφξεζε ηνπ πξντφληνο ζε πεθηή αγαξφδεο 2 % w/v.  

 

 

Δηθόλα 3.14: Real-time qPCR ηζνκνξθήο Α γηα ηα δείγκαηα ησλ αλεπξηζκάησλ ηεο ανξηήο.  

Όια ηα δείγκαηα είλαη αξλεηηθά, εθηόο από ηα standards. 
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Δηθόλα 3.15: Ηιεθηξνθόξεζε αλεπηηπρνύο PCR ζε πεθηή αγαξόδεο 2% γηα ηελ ηζνκνξθή Α. 

Θέζεηο 1,13: 1 kb DNA Marker Ladder, Τπόινηπεο ζέζεηο: δείγκαηα αλεπξηζκάησλ αληνύζεο 

ανξηήο 

ε νξηζκέλα δείγκαηα ανξηήο, θαηά ηελ ειεθηξνθφξεζε παξαγφηαλ έλα δηαθνξεηηθφ 

πξνηφλ απφ ην αλακελφκελν, κεγέζνπο 250bp, ην νπνίν δελ αληρλεπφηαλ απφ ηελ real-

time PCR αληίδξαζε (Δηθόλα 3.15A).  

 

Δηθόλα 3.15A: Ηιεθηξνθόξεζε αλεπηηπρνύο PCR ζε πεθηή αγαξόδεο 2% γηα ηελ ηζνκνξθή Α. 

 

Οκνίσο γηα ηελ ηζνκνξθή Δ ηα απνηειέζκαηα ήηαλ παξεκθεξή. 
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Δηθόλα 3.16: Real-time qPCR γηα ηελ ηζνκνξθή Δ γηα ηα δείγκαηα ησλ αλεπξηζκάησλ ηεο 

ανξηήο.  

Όια ηα δείγκαηα είλαη αξλεηηθά, εθηόο από ηα standards. 

 

 

Δηθόλα 3.17: Ηιεθηξνθόξεζε αλεπηηπρνύο PCR ζε πεθηή αγαξόδεο 2% γηα ηελ ηζνκνξθή Δ. 

Θέζεηο 1,13: 1 kb DNA Marker Ladder, Τπόινηπεο ζέζεηο: δείγκαηα αλεπξηζκάησλ αληνύζεο 

ανξηήο 

Σα παξαπάλσ απνηειέζκαηα γηα ηηο δχν ηζνκνξθέο ήηαλ αλακελφκελα, θαζψο νχηε 

ζην γεληθφ κεηάγξαθν ηνπ COL11A1 είρε βξεζεί πξνηφλ. Χζηφζν κηα πηζαλή 

απνηπρία ηεο κεζφδνπ θαηά ην ζηάδην ηεο απνκφλσζεο ηνπ RNA απνθιείεηαη, θαζψο 

κεηά ην πέξαο ηεο απνκφλσζεο απηφ κεηξήζεθε θαη ζε αξθεηά δείγκαηα ήηαλ θαη 

απμεκέλν. Δπηπιένλ, ε κέζνδνο ηεο real-time qPCR δνθηκάζηεθε θαη 

βειηηζηνπνηήζεθε θαη ζε πξνεγνχκελα δείγκαηα ηνπ θαξθίλνπ ηνπ καζηνχ. 
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Δπνκέλσο, ζεσξείηαη πηζαλφ ζηα αλεπξίζκαηα ηεο ανξηήο, ην θνιιαγφλν XI λα 

βξίζθεηαη ζε ειάρηζηε πνζφηεηα ή απνπζηάδεη εληειψο. 

 

3.7 Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ του γενικού μετϊγραφου του 

COL11A1 ςτα του καρκύνου του πνεύμονα 

3.7.1 Κλινικοπαθολογικϊ και βιολογικϊ χαρακτηριςτικϊ δεύγματοσ 

μελϋτησ 

Γηαηέζεθαλ 27 cDNA δείγκαηα απφ ηζηνχο πλεχκνλα αζζελψλ κε γλσζηά 

ηζηνπαζνινγηθά δεδνκέλα. Γφζεθαλ ζηνηρεία πνπ αθνξνχζαλ ηνλ ηζηνινγηθφ ηχπν, 

δειαδή εάλ επξφθεηην γηα θαξθηληθφ ηζηφ ή παξαθείκελε ηνπ θαξθίλνπ πεξηνρή, ηνλ 

ηχπν ηνπ θαξθηλψκαηνο (αδελνθαξθίλσκα, πιαθψδεο, βξνγρνθπςειηδηθφ θαξθίλσκα, 

θαξθίλσκα κεγάινπ θπηηάξνπ, θαξθηλνζάξθσκα), ην ζηάδην ηνπ θαξθίλνπ (IA, 

IB,IIA,IIB,IIIA,IV) ηφζν πξηλ ηελ ρεηξνπξγηθή αθαίξεζε, φζν θαη κεηά, ηα ζηνηρεία 

ηνπ αζζελή (εκεξνκελία θαη αηηία ζαλάηνπ), ηελ χπαξμε κεηάζηαζεο θαζψο θαη ηελ 

επαλεκθάληζή ηνπ. Οθηψ απφ απηά ήηαλ απφ παξαθείκελεο ηνπ θαξθίλνπ πεξηνρέο 

(control) θαη 19 απφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Σα δεδνκέλα απηά παξνπζηάδνληαη ζηνλ 

παξαθάησ πίλαθα 3.2. 

Πίλαθαο 3.2: Κιηληθνπαζνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά αζζελψλ. 

 

ID DATE OF OPERATION SAMPLE TYPE1HISTOLOGY1 NEW STAGE1 OLD STAGE PATIENT DATA RECURRENCE1 METASTASIS

L53 12/16/2009 CONTROL CONTROL IB(T2aN0M0) IB ALIVE NO NO

L34 7/15/2009 CONTROL CONTROL IIIA(T2bN2M0) IIIA ALIVE NO NO

L37 10/14/2009 CONTROL CONTROL ALIVE

L26 9/28/2009 CONTROL CONTROL IIA(T2aN1M0) IIB ALIVE NO NO

L48 9/21/2009 CONTROL CONTROL ALIVE

L18 4/14/2008 CONTROL CONTROL IA(T1aN0M0) IA ALIVE NO NO

L7 9/22/2008 CONTROL CONTROL IIA(T2bN0M0) IB DEAD FROM DISEASE 4/09 YES NO

L10 12/22/2008 CONTROL CONTROL IIB(T3N1M0) IIB ALIVE NO NO

L1 4/22/2009 TUMOR SQUAMOUS IIB(T3N1M0) IIB DEAD (DEATH CAUSE PULMONARY FAILURE 12/9)NO NO

L2 12/22/2008 TUMOR CARCINOSARCOMA IIB(T3N1M0) IIB ALIVE NO NO

L5 10/8/2008 TUMOR ADENOCA IV(T2NXM1) IV DEAD FROM DISEASE 12/9 YES YES

L6 9/22/2008 TUMOR SQUAMOUS IIA(T2bN0M0) IB DEAD FROM DISEASE 4/09 YES NO

L13 9/1/2008 TUMOR ADENOCA IIB(T2bN1M0) IIB ALIVE NO NO

L14 9/22/2008 TUMOR ADENOCA IIA(T1bN1M0) IIA DEAD WITH RECURRENCE 5/2009YES NO

L16 11/19/2008 TUMOR ADENOCA IA(T1bN0M0) IA ALIVE NO NO

L25 9/28/2009 TUMOR ADENOCA IIA(T2aN1M0) IIB ALIVE NO NO

L27 7/15/2009 TUMOR SQUAMOUS IIIA(T2bN2M0) IIIA ALIVE NO NO

L28 7/15/2009 TUMOR ADENOCA IIA(T2bN1M0) IIB ALIVE NO NO

L30 9/16/2009 TUMOR ADENOCA IA(T1bN0M0) IA NO

L32 10/5/2009 TUMOR LARGE CELL IIA(T2aN1M0) IIB ALIVE NO NO

L35 8/5/2009 TUMOR SQUAMOUS IIA(T2BN0M0) IB NO

L36 7/15/2009 TUMOR ADENOCA IV(T3N0M1) IV(T3N0M1)AALIVE YES YES

L38 5/18/2009 TUMOR SQUAMOUS IIIA(T3N0M0) IB NO

L42 11/12/2009 TUMOR SQUAMOUS IIIA(T3N0M0) IIIA ALIVE NO NO

L45 6/22/2009 TUMOR ADENOCA IIB(T3N0M0) IIB NO

L52 1/9/2010 TUMOR ENOCA IIA (T2bN0M0) IB ALIVE NO NO

L54 12/16/2009 TUMOR LARGE CELL IB(T2aN0M0) IB ALIVE NO NO
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(Συντμιςεισ: adenoca: αδενοκαρκίνωμα, squamous: πλακϊδεσ, enoca: βρογχοκυψελιδικό 

καρκίνωμα (υπότυποσ αδενοκαρκινϊματοσ), large cell: μεγάλου κυττάρου, carcinosarcoma: 

καρκινοςάρκωμα) 

 

3.7.2 real-time qPCR αντιδρϊςεισ για το γονύδιο COL11A1 ςτα δεύγματα 

του καρκύνου του πνεύμονα 

Γηαηέζεθαλ 27 cDNA δείγκαηα απφ ηζηνχο πλεχκνλα αζζελψλ κε γλσζηά 

ηζηνπαζνινγηθά δεδνκέλα (ηχπνο, ζηάδηα, θιπ). Οθηψ απφ απηά ήηαλ απφ 

παξαθείκελεο ηνπ θαξθίλνπ πεξηνρέο (control) θαη 19 απφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Γηα 

ηα δείγκαηα απηά πξαγκαηνπνηήζεθε real-time qPCR αληηδξάζεηο ηφζν γηα ην γεληθφ 

κεηάγξαθν ηνπ COL11A1 φζν θαη γηα ηηο ηζνκνξθέο ηνπ Α, Δ θαη C.  

 

3.7.2.1 PCR αντύδραςη για γενικό ανύχνευςη του COL11A1 mRNA 

Αλαπηχρζεθε real-time qPCR κέζνδνο γηα ηα δείγκαηα ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα, 

ηφζν ησλ θαξθηληθψλ δεηγκάησλ, φζν θαη ησλ control. Παξαηεξήζεθε φηη ηα δείγκαηα 

πνπ απνηεινχζαλ control, απνπζίαδε πιήξσο ην γεληθφ κεηάγξαθν ηνπ COL11A1. 
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Δηθόλα 3.18: real-time qPCR γηα ην γεληθό κεηάγξαθν ηνπ COL11A1.  

 

3.7.2.2 real-time qPCR αντύδραςη για ανύχνευςη των ιςoμορφών  A και Ε 

του γονύδιου COL11A1 

Πξαγκαηνπνηήζεθε real-time qPCR κέζνδνο γηα ηα δείγκαηα πνπ θαξθίλνπ ηνπ 

πλεχκνλα, control θαη θαξθηληθψλ ηζηψλ, βάζεη πξσηνθφιινπ πνπ έρεη αλαπηπρζεί 

απφ ηελ νκάδα καο ζε πξνεγνχκελεο κειέηεο. 

Πην ζπγθεθξηκέλα, ε ηζνκνξθή Α αληρλεχηεθε ζε 16 απφ ηα 25 δείγκαηα (εηθόλεο 

3.19 θαη 3.20) θαη πνζνηηθνπνηήζεθε κε εηζαγσγή θακπχιεο. ε δχν απφ ηα δείγκαηα 

control, αληρλεχηεθε ε παξνπζία ηεο ηζνκνξθήο Α, σζηφζν απηή ήηαλ ρακειή, 

επνκέλσο εμεγείηαη γηαηί ην γεληθφ κεηάγξαθν ήηαλ κεδεληθφ.  
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Δηθόλα 3.19: real- time PCR γηα ηελ ηζνκνξθή Α. 
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Δηθόλα 3.20: real- time PCR γηα ηελ ηζνκνξθή Α. 

Αληίζηνηρα γηα ηελ ηζνκνξθή Δ, πξαγκαηνπνηήζεθε real-time qPCR κέζνδνο βάζεη 

πξσηνθφιινπ πνπ έρεη αλαπηπρζεί απφ ηελ νκάδα καο ζε πξνεγνχκελεο κειέηεο. Η 

ηζνκνξθή Δ αληρλεχηεθε ζε 17 απφ ηα 27 δείγκαηα. ε 3 απφ ηα 5 control  ήηαλ 

έιαρηζηα απμεκέλε. 
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Δηθόλα 3.21: real- time PCR γηα ηελ ηζνκνξθή Δ. 

 

Δηθόλα 3.22: real- time PCR γηα ηελ ηζνκνξθή Δ. 
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Σα πξνηφληα ησλ δεηγκάησλ ζπιιέρζεθαλ κεηά ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ θαη 

ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε πεθηή αγαξφδεο 2%. Η εηθφλα πνπ πξνθχπηεη (Δηθόλα 3.22A) 

ζπκβαδίδεη κε ηα πξνηφληα πνπ αλακέλνληαη, αθνχ ε ηζνκνξθή Α παξάγεη πξνηφλ 

596bp, ελψ ε ηζνκνξθή Δ, πξνηφλ 479bp. 

 

Δηθόλα 3.22A: Ηιεθηξνθόξεζε δεηγκάησλ γηα ηελ ηζνκνξθή Α (πάλσ ζεηξά) θαη Δ (θάησ 

ζεηξά) 

Θέζεηο 1,15: PCR Marker, Θέζεηο 2,16: blank, Θέζεηο 5-14: δείγκαηα ηζνκνξθήο A, Θέζεηο 

19-28: δείγκαηα ηζνκνξθήο E. 

 

 

3.7.2.3 real- time PCR αντύδραςη για ανύχνευςη ιςομορφόσ C του γονιδύου 

COL11A1  

Έπεηηα απφ ηε βειηηζηνπνίεζε ηεο κεζφδνπ γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο ηζνκνξθήο C, ε 

κέζνδνο δνθηκάζηεθε θαη ζην ζχλνιν ησλ ππφινηπσλ δεηγκάησλ. Χζηφζν, κφλν ζε 

ηξία απφ ηα 27 δείγκαηα ήηαλ δπλαηή ε αλίρλεπζή ηεο ηζνκνξθήο C, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ δείγκαηνο απφ ην νπνίν έγηλε απνκφλσζε ηνπ πξντφληνο  

θαη ε παξαγσγή ησλ standards.  
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Δηθόλα 3.23: Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηζνκνξθήο C ζηα δείγκαηα θαξθίλνπ ηνπ πλεύκνλα. 

 

3.8 υνολικϊ αποτελϋςματα ποςοτικού προςδιοριςμού για τα 

δεύγματα του καρκύνου του πνεύμονα και ςτατιςτικό ανϊλυςη 

μϋςω του SPSS software 

Πίλαθαο 3.3: πλνιηθά απνηέζκαηα πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνπ γεληθνχ COLL11A1 

θαη ησλ ηζνκνξθψλ ηνπ Α, Δ θαη C ζε αληίγξαθα αλά κL. 
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Σα παξαθάησ δεδνκέλα εηζήρζεζαλ ζην πξφγξακκα ζηαηηζηηθήο αλάιπζεο SPSS, 

v.22 (IBM) καδί κε ηα θιηληθνπαζνινγηθά δεδνκέλα, πξνθεηκέλνπ λα 

πξαγκαηνπνηεζεί ζηαηηζηηθή αλάιπζε θαη λα βξεζεί πηζαλή ζπζρέηηζε κεηαμχ 

δεδνκέλσλ θαη απνηειεζκάησλ.  

3.8.1 Περιγραφικό ςτατιςτικό: Εύρεςη μϋςου, διϊμεςου, μϋγιςτησ και 

ελϊχιςτησ τιμόσ για τισ ιςομορφϋσ A και Ε 

Αξρηθά, κέζσ εθαξκνγήο ηνπ πξνγξάκκαηνο SPSS αθαηξέζεθαλ νη κεδεληθέο ηηκέο 

απφ ηνλ πίλαθα ησλ ηηκψλ γηα ηηο δχν ηζνκνξθέο A θαη E. ηε ζπλέρεηα 

ππνινγίζηεθαλ ε κέζε ηηκή, ε δηάκεζνο, ε κέγηζηε θαη ειάρηζηε ηηκή, θαζψο θαη ην 

εχξνο ησλ ηηκψλ γηα ηηο δχν ηζνκνξθέο, φπσο παξνπζηάδνληαη παξαθάησ. 

 

 
 
 

ID SAMPLE TYPE1ISOFORM AISOFORM E ISOFORM C SUM ISOFORM GENERAL

L53 CONTROL 0 28 0 28 0

L34 CONTROL 0 0 0 0 0

L37 CONTROL 319 0 0 319 890

L26 CONTROL 0 0 0 0 0

L48 CONTROL 0 0 0 0 0

L18 CONTROL 285 17 0 302 578

L7 CONTROL 30 12 0 42 359

L10 CONTROL 0 0 0 0 0

L1 TUMOR 136 47 0 183 769

L2 TUMOR 87 15 0 102 230

L5 TUMOR 285 228 939 1452 846

L6 TUMOR 81 19 0 100 224

L13 TUMOR 106 35 0 141 257

L14 TUMOR 0 4 0 4 466

L16 TUMOR 145 35 89 269 1313

L25 TUMOR 0 0 0 0 508

L27 TUMOR 0 22 0 22 4462

L28 TUMOR 2280 462 0 2742 23.960

L30 TUMOR 96 56 0 152 4077

L32 TUMOR 250 0 0 250 1695

L35 TUMOR 476 480 109 1065 14970

L36 TUMOR 1202 102 0 1304 10.000

L38 TUMOR 0 0 0 0 1929

L42 TUMOR 147 44 0 191 2509

L45 TUMOR 0 0 0 0 4565

L52 TUMOR 100 0 0 100 581

L54 TUMOR 0 0 0 0 1676
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Frequencies 
 

Statistics 

ISOFORMANOZEROS   

N 
Valid 16 

Missing 11 

Mean 376,56 

Median 146,00 

Range 2250 

Minimum 30 

Maximum 2280 

 

Statistics 

ISOFORMENOZEROS   

N 
Valid 16 

Missing 11 

Mean 100.38 

Median 35.00 

Range 476 

Minimum 4 

Maximum 480 

 

Παξαηεξείηαη κεγάιν εχξνο κεηαμχ ησλ ηηκψλ ηεο κέγηζηεο θαη ειάρηζηεο ηηκήο. 

Δπηπιένλ, επεηδή ηα δείγκαηα ήηαλ πνιχ ιίγα, ε θαηαλνκή είλαη κε θαλνληθή, γη’ 

απηφ ππνινγίζηεθαλ θαη ηα 25, 50 θαη 75 εθαηνζηεκφξηα γηα ηηο δχν ηζνκνξθέο.  

Statistics 

ISOFORMANOZEROS   

N 
Valid 16 

Missing 11 

Percentiles 
25 97,00 

75 310,50 

 

ISOFORMENOZEROS   

N 
Valid 16 

Missing 11 

Percentiles 
25 17,50 

75 90,50 
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3.8.2 Εφαρμογό τεςτ x2 ωσ κριτόριο ςυςχετύςεωσ ποιοτικών 

χαρακτηριςτικών 

ηε ζπλέρεηα, εθφζνλ νξίζηεθε ε δηάκεζνο θαη γηα ηηο δχν ηζνκνξθέο, ππνινγίζηεθαλ 

νη ηηκέο ησλ δεηγκάησλ, νη νπνίεο ήηαλ κεγαιχηεξεο θαη κηθξφηεξεο ηεο εθάζηνηε 

δηακέζνπ, θαη νξίζηεθαλ κε ηηο ελδείμεηο High θαη Low αληίζηνηρα. Απηέο νη ηηκέο, 

(ISOFORM A CAT/ ISOFORM E CAT)  ρξεζηκνπνηήζεθαλ, πξνθεηκέλνπ λα 

εθαξκνζηνχλ δηάθνξα πνηνηηθά ηεζη x
2
, ψζηε λα βξεζεί θάπνηα πηζαλή ζπζρέηηζε 

κεηαμχ ησλ παξακέηξσλ πνπ ππάξρνπλ. Χζηφζν ιφγσ κηθξνχ αξηζκνχ δεηγκάησλ δελ 

νδήγεζαλ ζε θάπνην ζηαηηζηηθά ζεκαληηθφ απνηέιεζκα. Διέργζεθε θαη ν ρσξηζκφο 

ησλ δεηγκάησλ κε βάζε ην 25
ν
 ή ην 75

ν
 εθαηνζηεκφξην ρσξίο φκσο θαη εδψ θάπνην 

ζεκαληηθφ απνηέιεζκα. 

Παξαθάησ, παξνπζηάδνληαη ελδεηθηηθά κεξηθά απφ ηα ηεζη απηά.  

 

1) HISTOLOGYGROUP * ISOFORMACAT 

 

 

Crosstab 

Count   

 ISOFORMACAT Total 

NEG POS 

HISTOLOGYGROUP 
SQUAMOUS 2 4 6 

ADENOCA 3 6 9 

Total 5 10 15 

 

 

 

 

 

 

 

Statistics 

 ISOFORMENO

ZEROS 

ISOFORMANO

ZEROS 

N 
Valid 16 16 

Missing 11 11 

Percentiles 

25 17,50 97,00 

50 35,00 146,00 

75 90,50 310,50 
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Chi-Square Tests 

 Value df Asymp. Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (1-

sided) 

Pearson Chi-Square .000
a
 1 1.000   

Continuity Correction
b
 .000 1 1.000   

Likelihood Ratio .000 1 1.000   

Fisher's Exact Test    1.000 .713 

Linear-by-Linear 

Association 

.000 1 1.000   

N of Valid Cases 15     

a. 3 cells (75,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,00. 

b. Computed only for a 2x2 table 

 

2) LYMPHNODE * ISOFORMACAT 

 

 

Crosstab 

Count   

 ISOFORMACAT Total 

NEG POS 

LYMPHNODE 
NEG 3 7 10 

POS 3 6 9 

Total 6 13 19 

 

 

Chi-Square Tests 

 Value df Asymp. Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (1-

sided) 

Pearson Chi-Square .024
a
 1 .876   

Continuity Correction
b
 .000 1 1.000   

Likelihood Ratio .024 1 .876   

Fisher's Exact Test    1.000 .630 

Linear-by-Linear 

Association 

.023 1 .879   

N of Valid Cases 19     

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,84. 

b. Computed only for a 2x2 table 
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3) HISTOLOGYGROUP * ISOFORMECAT 
 

Crosstab 

 ISOFORMECAT Total 

NEG POS 

HISTOLOGYGROUP 

SQUAMOUS 

Count 1 5 6 

% within 

HISTOLOGYGROUP 

16.7% 83.3% 100.0% 

ADENOCA 

Count 2 7 9 

% within 

HISTOLOGYGROUP 

22.2% 77.8% 100.0% 

Total 

Count 3 12 15 

% within 

HISTOLOGYGROUP 

20.0% 80.0% 100.0% 

 

 

Chi-Square Tests 

 Value df Asymp. Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (1-

sided) 

Pearson Chi-Square .069
a
 1 .792   

Continuity Correction
b
 .000 1 1.000   

Likelihood Ratio .071 1 .790   

Fisher's Exact Test    1.000 .659 

Linear-by-Linear 

Association 

.065 1 .799   

N of Valid Cases 15     

a. 3 cells (75,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,20. 

b. Computed only for a 2x2 table 

 

 
4) RECURRENCE * ISOFORMECAT 
 

Crosstab 

 ISOFORMECAT Total 

NEG POS 

RECURRENCE 
NO 

Count 4 7 11 

% within RECURRENCE 36.4% 63.6% 100.0% 

YES Count 0 4 4 
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% within RECURRENCE 0.0% 100.0% 100.0% 

Total 
Count 4 11 15 

% within RECURRENCE 26.7% 73.3% 100.0% 

 

 

Chi-Square Tests 

 Value df Asymp. Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (1-

sided) 

Pearson Chi-Square 1.983
a
 1 .159   

Continuity Correction
b
 .560 1 .454   

Likelihood Ratio 2.977 1 .084   

Fisher's Exact Test    .516 .242 

Linear-by-Linear 

Association 

1.851 1 .174   

N of Valid Cases 15     

a. 3 cells (75,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,07. 

b. Computed only for a 2x2 table 

 

3.8.3 Εφαρμογό  t-test  μεταξύ ποςοτικών χαρακτηριςτικών 

Δθαξκφζηεθαλ t- test, πξνθεηκέλνπ λα βξεζεί πηζαλή ζπζρέηηζε κεηαμχ πνηνηηθψλ 

θαη πνζνηηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ, σζηφζν δελ βξέζεθε θάπνην ζηαηηζηηθά ζεκαληηθφ 

απνηέιεζκα, ιφγσ κθξνχ αξηζκνχ δεηγκάησλ. Παξαθάησ, παξνπζηάδεηαη έλα t-test κε 

ζπζρέηηζε ηνπ ηζηνινγηθνχ ηχπνπ (squamous, adenoca) θαη ηεο πνζφηεηαο ησλ 

ηζνκνξθψλ.  

T-Test 
5)  

Group Statistics 

 HISTOLOGYGROUP N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

ISOFORMANOZEROS 
SQUAMOUS 4 210.00 179.668 89.834 

ADENOCA 6 685.67 888.265 362.633 

ISOFORM A 
SQUAMOUS 6 140.00 176.432 72.028 

ADENOCA 9 457.11 781.453 260.484 

ISOFORM E 
SQUAMOUS 6 102.00 185.992 75.931 

ADENOCA 9 102.44 152.881 50.960 

ISOFORMENOZEROS 
SQUAMOUS 5 122.40 200.301 89.577 

ADENOCA 7 131.71 163.296 61.720 

ISOFORMENOZEROS50 
SQUAMOUS 5 .60 .548 .245 

ADENOCA 7 .86 .378 .143 

ISOFORM C 
SQUAMOUS 0

a
 . . . 

ADENOCA 0
a
 . . . 
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a. t cannot be computed because at least one of the groups is empty. 

 

 

3.8.4 Έλεγχοσ κανονικότητασ-ςυςχϋτιςη-γραμμικό παλινδρόμηςη 

Δπηπιένλ, γηα λα ειεγρζεί ε ζπζρέηηζε ησλ πνζνηηθψλ κεηαβιεηψλ ειέρζεθε αξρηθή 

ε θαλνληθφηεηα κε ηεζη Kolmogorov- Smirnoff γηα ηηο ηηκέο ησλ ηζνκνξθψλ  Α θαη Δ, 

ην άζξνηζκά ηνπο, θαζψο θαη γηα ην γεληθφ COL11A1. 

6) One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 ISOFORMANO

ZEROS 

ISOFORMENOZ

EROS 

SUM ISOFORM GENERAL 

COL11A1 

N 16 16 27 27 

Normal Parameters
a,b

 
Mean 376,56 100,38 282,63 2846,81 

Std. Deviation 579,328 154,286 577,582 5398,368 

Most Extreme Differences 

Absolute ,352 ,363 ,327 ,308 

Positive ,352 ,363 ,327 ,308 

Negative -,275 -,266 -,312 -,299 

Kolmogorov-Smirnov Z 1,408 1,453 1,698 1,602 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,038 ,029 ,006 ,012 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 

Δθφζνλ ε θαηαλνκή δελ είλαη θαλνληθή ηφζν γηα ηηο δχν ηζνκνξθέο, φζν θαη γηα ην 

γεληθφ COL11A1, νη ηηκέο απηέο ινγαξηζκίζηεθαλ θαη ζηε ζπλέρεηα ειέγρζεθε εθ 

λένπ ε θαλνληθφηεηα. 

7) 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 logISOFORMA logISOFORME 

N 16 16 

Normal Parameters
a,b

 
Mean 2,2951 1,6263 

Std. Deviation ,46619 ,56830 

Most Extreme Differences 

Absolute ,171 ,165 

Positive ,171 ,165 

Negative -,141 -,105 

Kolmogorov-Smirnov Z ,682 ,660 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,741 ,776 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 



124 

 

   

 

 

 

     8) 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 logGENERALC

OL 

LOGSUMISOF

ORM 

N 22 19 

Normal Parameters
a,b

 
Mean 3,1396 2,1989 

Std. Deviation ,58342 ,65706 

Most Extreme Differences 

Absolute ,128 ,171 

Positive ,128 ,111 

Negative -,088 -,171 

Kolmogorov-Smirnov Z ,599 ,743 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,865 ,638 

a. Test distribution is Normal. 

 

Αθφκα θαη κε ινγαξηζκεκέλεο ηηκέο κεηά ηε ζηαηηζηηθή επεμεξγαζία ησλ δεδνκέλσλ, 

δελ βξέζεθε θάπνην ζηαηηζηηθά ζεκαληηθφ απνηέιεζκα, ιφγσ κηθξνχ αξηζκνχ 

δεηγκάησλ. Η κφλε ζπζρέηηζε πνπ βξέζεθε, ήηαλ κεηαμχ ησλ δχν ηζνκνξθψλ Α θαη 

Δ. Πην ζπγθεθξηκέλα βξέζεθε φηη κεηαμχ ησλ ηζνκνξθψλ Α θαη Δ ππήξμε ζηαηηζηηθά 

ζεκαληηθή ζπζρέηηζε (p<0,05) πνπ επηβεβαηψλεηαη κέζσ ηεο γξακκηθήο 

παιηλδξφκεζεο log(isoformA)=0,737log(isoformE)+1,010, φπσο παξνπζηάδεηαη 

παξαθάησ.  

       9) 

 

Coefficients
a
 

Model Unstandardized Coefficients Standardized 

Coefficients 

t Sig. 

B Std. Error Beta 

1 
(Constant) 1,010 ,321  3,144 ,009 

logISOFORME ,737 ,177 ,783 4,168 ,002 

a. Dependent Variable: logISOFORMA 

 

 

3.8.5  Λογαριθμιςτικό ανϊλυςη (Logistic regression) 

Δπηπιένλ έγηλε ινγαξηζκηζηηθή αλάιπζε γηα πξφβιεςε ζεηηθνχ ιεκθαδέλα ή 

κεηάζηαζεο κε βάζε ηνλ αξηζκφ ή ηε ζεηηθφηεηα ζηα κεηάγξαθα, θαζψο θαη αλάιπζε 

επηβίσζεο (survival) ρσξίο σζηφζν θάπνην εχξεκα, ιφγσ κηθξνχ αξηζκνχ δεηγκάησλ. 
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Classification Table
a,b

 

 Observed Predicted 

 LYMPHNODE Percentage 

Correct  NEG POS 

Step 0 
LYMPHNODE 

NEG 8 0 100.0 

POS 7 0 .0 

Overall Percentage   53.3 

a. Constant is included in the model. 

b. The cut value is ,500 

 
 

Variables not in the Equation 

 Score df Sig. 

Step 0 
Variables 

HISTOLOGYGROUP .714 1 .398 

ISOFORMECAT .268 1 .605 

ISOFORMACAT .536 1 .464 

Overall Statistics 3.660 3 .301 

 
 

Classification Table
a
 

 Observed Predicted 

 LYMPHNODE Percentage 

Correct  NEG POS 

Step 1 
LYMPHNODE 

NEG 5 3 62.5 

POS 2 5 71.4 

Overall Percentage   66.7 

a. The cut value is ,500 

 

Variables in the Equation 

 B S.E. Wald df Sig. Exp(B) 

Step 1
a
 

HISTOLOGYGROUP 1.414 1.332 1.127 1 .288 4.112 

ISOFORMECAT 
22.370 27333.842 .000 1 .999 5187546385.00

8 

ISOFORMACAT -21.962 27333.842 .000 1 .999 .000 

Constant -1.720 1.652 1.084 1 .298 .179 

a. Variable(s) entered on step 1: HISTOLOGYGROUP, ISOFORMECAT, ISOFORMACAT. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 4. υμπερϊςματα- ςυζότηςη 

 

Αλεχξπζκα είλαη κηα αλψκαιε δηφγθσζε ζην ηνίρσκα κίαο αξηεξίαο. Πην 

ζπγθεθξηκέλα απνηειεί κία κεγέζπλζε (δηαζηνιή) ηεο ανξηήο ζε κεγαιχηεξν απφ 1,5 

θνξέο ην θαλνληθφ κέγεζνο. Καλνληθά, ηα ηνηρψκαηα ησλ αξηεξηψλ είλαη παρηά θαη 

κπψδε, επηηξέπνληάο ηνπο λα αληέρνπλ έλα κεγάιν πνζφ πίεζεο. Πεξηζηαζηαθά, 

εληνχηνηο, κηα αδχλακε πεξηνρή αλαπηχζζεηαη ζην ηνίρσκα κίαο αξηεξίαο. Απηφ 

επηηξέπεη ε πίεζε εληφο ηεο αξηεξίαο γηα λα σζήζεη πξνο ηα έμσ, δεκηνπξγψληαο έλα 

εμφγθσκα. Αλεπξχζκαηα ανξηήο κπνξεί λα ζπκβνχλ ζε δχν θχξηα κέξε, είηε 

θνηιηαθά, είηε ζσξαθηθά. Αλεπξχζκαηα ανξηήο κπνξεί λα πξνθιεζνχλ απφ 

δηάθνξνπο παξάγνληεο, φπσο αζεξνζθιήξσζε, ππέξηαζε, γήξαλζε ή ζχλδξνκν 

Marfan. 
Ο θαξθίλνο ηνπ πλεχκνλα είλαη κηα αζζέλεηα πνπ ραξαθηεξίδεηαη απφ αλεμέιεγθηε 

αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ ζηνπο ηζηνχο ηνπ πλεχκνλα. Δάλ δε ζεξαπεπζεί, ν 

αλεμέιεγθηνο πνιιαπιαζηαζκφο κπνξεί λα εμαπισζεί θαη πέξαλ ηνπ πλεχκνλα κε κηα 

δηαδηθαζία πνπ νλνκάδεηαη κεηάζηαζε ζε θνληηλφ ηζηφ θαη, ηειηθά, ζε άιια κέξε ηνπ 

ζψκαηνο. Οη θχξηνη ηχπνη θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα είλαη ην κηθξνθπηηαξηθφ 

θαξθίλσκα ηνπ πλεχκνλα (SCLC) θαη ην κε κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλσκα ηνπ 

πλεχκνλα (NSCLC). Η πην θνηλή αηηία ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα είλαη ε 

καθξνρξφληα έθζεζε ζηνλ θαπλφ, ε νπνία πξνθαιεί ην 80-90% ησλ θαξθίλσλ ηνπ 

πλεχκνλα. Οη κε θαπληζηέο αληηζηνηρνχλ ζην 10-15% ησλ πεξηπηψζεσλ θαξθίλνπ ηνπ 

πλεχκνλα, πνπ ζπρλά απνδίδεηαη ζε έλα ζπλδπαζκφ γελεηηθψλ παξαγφλησλ, ηελ 

αηκνζθαηξηθή ξχπαλζε θαη ην παζεηηθφ θάπληζκα. Ο θαξθίλνο ηνπ πλεχκνλα 

απνηειεί ηελ θχξηα αηηία ζαλάησλ απφ θαξθίλν, ηφζν ζηνπο άλδξεο φζν θαη ζηηο 

γπλαίθεο; πεξίπνπ έλαο ζηνπο ηέζζεξηο ζαλάηνπο απφ θαξθίλν πξνέξρνληαη απφ 

θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Κάζε ρξφλν, ν αξηζκφο ησλ αλζξψπσλ πνπ πεζαίλνπλ απφ 

θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα είλαη κεγαιχηεξνο απφ απηψλ πνπ πεζαίλνπλ απφ θαξθίλνπ 

ηνπ παρένο εληέξνπ, καζηνχ θαη πξνζηάηε καδί ελψ, πεξίπνπ ην 14% φισλ ησλ λέσλ 

θαξθίλσλ είλαη θαξθίλνη ηνπ πλεχκνλα. 

  

Σν θνιιαγφλν XI είλαη έλα ειάζζσλ ηλψδεο θνιιαγφλν ην νπνίν είλαη ππεχζπλν γηα 

ηελ ζσζηή δηακφξθσζε ησλ ηλψλ θνιιαγφλνπ ΙΙ. Δθθξάδεηαη θπξίσο ζηνλ αξζξηθφ 

ρφλδξν θαη ζην παιψδεο πγξφ ηνπ νθζαικνχ. Χζηφζν, ε έθθξαζε ηνπ είλαη 

αληρλεχζηκε ζε πνιινχο άιινπο αλζξψπηλνπο εκβξπτθνχο ηζηνχο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ νζηψλ. Δίλαη εηεξνηξηκεξήο πξσηεΐλε, πνπ απνηειείηαη 

απφ ηξεηο άιθα αιπζίδεο (α1, α2 θαη α3) νη νπνίεο νξγαλψλνληαη ζε κηα ηξηπιή έιηθα. 

Ακθφηεξεο νη α1 (XI) θαη α2 (XI) αιπζίδεο είλαη κνλαδηθά γνληδηαθά πξντφληα, ελψ ε 

α3 (XI) αιπζίδα απνηειεί ππεξγιπθνδπιησκέλε κνξθή ηεο α1 αιπζίδαο ηνπ 

θνιιαγφλνπ ηχπνπ ΙΙ.  

 

Η αιπζίδα α1 (ΥΙ) πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην COL11A1, είλαη κία θξίζηκε 

ξπζκηζηηθή πξσηεΐλε ηεο φπνηαο ε έθθξαζε αιιάδεη ζηα λενπιάζκαηα ζε ζρέζε κε 
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ηνλ θπζηνινγηθφ ηζηφ. Έρεη δεηρζεί, γεληθά, φηη ε έθθξαζε ησλ θνιιαγφλσλ αιιάδεη 

ζηα λενπιάζκαηα θαη ηδηαίηεξα ηνπ θνιιαγφλνπ ΥΙ, γεγνλφο ην νπνίν ζα κπνξνχζε 

λα επεξεάδεη ηελ ηθαλφηεηα ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ λα δηαπεξλνχλ ην ζηξψκα θαη 

λα δίλνπλ ηνπηθέο ή απνκαθξπζκέλεο κεηαζηάζεηο. Αλ θαη ε έθθξαζε ηνπ COL11A1 

έρεη κειεηεζεί δηεμνδηθά ζηηο δηάθνξεο κνξθέο θαξθίλνπ αιιά θαη ζηνλ θαξθίλν ηνπ 

καζηνχ κε ακθηιεγφκελα απνηειέζκαηα, δελ ππάξρνπλ έσο ηψξα βηβιηνγξαθηθέο 

αλαθνξέο ζρεηηθά κε ηελ έθθξαζε ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ ηνπ. Σν γνλίδην 

COL11A1 απνηειείηαη απφ 67 εμφληα εθ ησλ νπνίσλ ηα εμφληα 6 έσο 9 πθίζηαληαη 

ελαιιαθηηθφ κάηηζκα θαηά ηελ σξίκαλζε ηνπ COL11A1 mRNA θαη παξάγνπλ 

ηνπιάρηζηνλ 4 δηαθνξεηηθέο ηζνκνξθέο Α, Β, C θαη E. Οη ηζνκνξθέο δηαθέξνπλ σο 

πξνο ηελ πξσηεφιπζε ηνπ Ν-ηειηθνχ άθξνπ θαη δπλεηηθά, ζηνλ ηξφπν πνπ δηεπζεηνχλ 

ηελ εμσθπηηάξηα κήηξα. 

 

ε πξνεγνχκελε κειέηε ηεο εξεπλεηηθήο καο νκάδαο, είραλ αλαθαιπθζεί ηα 

κεηάγξαθα Α θαη Δ θαη είραλ επηθπξσζεί κε αμηφπηζηεο, real-time qPCR 

κεζνδνινγίεο. Δπίζεο κειεηήζεθαλ ηα κεηάγξαθα απηά ζε δείγκαηα θαξθίλνπ 

καζηνχ. θνπφο ηεο παξνχζεο κειέηεο ήηαλ ε αλάπηπμε κηαο λέαο εχθνιεο κεζφδνπ 

γηα ηελ γεληθή αλίρλεπζε ηνπ γνληδίνπ COL11A1 κε κεζνδνινγία real-time qPCR, ε 

πνζνηηθνπνίεζε ησλ Α θαη Δ ζχκθσλα κε ηελ ήδε αλαπηπρζείζα κέζνδν θαζψο θαη ε 

πξνζπάζεηα γηα εχξεζε ησλ άιισλ δχν κεηαγξάθσλ B θαη C θαη ε αλάπηπμε 

ζρεηηθψλ κεζνδνινγηψλ γηα ηελ αλίρλεπζε θαη ηελ πνζνηηθνπνίεζή ηνπο. Δπηπιένλ, 

ζηφρν απεηέιεζε θαη ε εθαξκνγή ησλ παξαπάλσ κεζνδνινγηψλ ζε δχν είδε 

δεηγκάησλ: i) αλεπξπζκάησλ αληνχζεο ανξηήο θαη ii) θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα, γηα λα 

πξνζδηνξηζηεί πηζαλή ζπζρέηηζε κεηαμχ ηεο δηαθνξηθήο έθθξαζεο φισλ ησλ 

ηζνκνξθψλ ηνπ COL11A1 θαη ηνπ γεληθνχ κεηαγξάθνπ κε ηα θιηληθνπαζνινγηθά 

ραξαθηεξηζηηθά ησλ ηζηψλ θαη ησλ αζζελψλ.  

 

ην πξψην κέξνο ηεο κειέηεο, δηαηέζεθαλ 50 ηζηνί αλεπξπζκάησλ αληνχζεο ανξηήο. 

Αξρηθά, πξαγκαηνπνηήζεθε απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RNA ησλ δεηγκάησλ κε ην 

NucleoSpin
®

 RNA/Protein Kit θαη πνζνηηθνπνίεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ κε ην 

θζνξηζκφκεηξν Qubit
®

. πληέζεθε ην cDNA κε ην Transcriptor First Strand cDNA 

Synthesis Kit. ην δεχηεξν κέξνο ηεο κειέηεο, δηαηέζεθαλ 27 δείγκαηα έηνηκνπ 

cDNA, εθ ησλ νπνίσλ 19 ήηαλ θαξθηληθνί ηζηνί θαη 8 απφ παξαθείκελεο ηνπ θαξθίλνπ 

πεξηνρέο (control). ηελ ζπλέρεηα, αλαπηχρζεθε real-time qPCR κεζνδνινγία γηα ηε 

γεληθή αλίρλεπζε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνλίδηνπ COL11A1. Καζψο βξέζεθε ζε δείγκαηα 

ε ηζνκνξθή C αλαπηχρζεθε πεξαηηέξσ θαη ε ζρεηηθή real-time qPCR κέζνδνο. 

Αθνινχζεζε ν πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηνπ γεληθνχ κεηαγξάθνπ θαη ηεο ηζνκνξθήο 

C ζηα δείγκαηα κε ηε κέζνδν ηεο real-time qPCR ζηνλ ζεξκηθφ θπθινπνηεηή 

LightCycler 1.5 κε ρξήζε αληρλεπηψλ πβξηδηζκνχ, νη νπνίνη πξνζδίδνπλ κεγάιε 

εηδηθφηεηα θαζψο κεηά ηε ιήμε ηεο αλίρλεπζεο αθνινπζεί melting curve analysis. 

Πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα βειηηζηνπνίεζεο κε ηε βνήζεηα απνκνλσζέλησλ θαη 

πνζνηηθνπνηεκέλσλ amplicons σο βαζκνλνκεηέο ησλ ππφ αλάπηπμε real-time qPCR 

κεζφδσλ γηα ην γεληθφ κεηάγξαθν θαη ηελ ηζνκνξθή C. Η βειηηζηνπνίεζε ησλ 

κεζφδσλ έγηλε κε ξχζκηζε ησλ βαζηθφηεξσλ παξακέηξσλ θάζε ζηαδίνπ. Δπίζεο, 
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εθαξκφδνληαο ηηο βέιηηζηεο ζπλζήθεο πνπ πξνέθπςαλ απφ ηα πεηξάκαηα 

βειηηζηνπνίεζεο, έγηλε έιεγρνο ησλ αλαιπηηθψλ παξακέηξσλ ησλ κεζφδσλ real-time 

qPCR. Η Tm γηα ην γεληθφ κεηάγξαθν ήηαλ 62,19°C (± 1,03), ελψ γηα ηελ ηζνκνξθή C 

ήηαλ 67,3°C (±0,15). Η εηδηθφηεηα ησλ κεζνδνινγηψλ ηεο Real-time qPCR ειέγρζεθε 

κε melting curve analysis (αλακελφκελε Tm), κε ηελ παξνπζία εηδηθψλ δσλψλ ζην 

ζσζηφ κέγεζνο θαηά ηελ ειεθηξνθφξεζε ησλ qPCR πξντφλησλ, κε πεξηνξηζηηθέο 

ελδνλνπθιεάζεο γηα ην γεληθφ κεηάγξαθν θαη κε αλάιπζε ηεο αιιεινπρίαο ηνπ DNA 

ησλ amplicons πνπ πξνέθπςαλ. Ο πξνζδηνξηζκφο γίλεηαη εχθνια θαη ηαρέσο (εληφο 

~50 min) κεηά ηελ παξαγσγή ηνπ cDNA κε ηε κέζνδν θιεηζηνχ ζσιελαξίνπ ψζηε λα 

κελ ηίζεληαη πξνβιήκαηα επηκνιχλζεσλ θαη λα είλαη δπλαηφλ λα αλαιπζνχλ έσο 32 

δείγκαηα καδί ζηνλ ζεξκηθφ θπθινπνηεηή LightCycler 1.5 (σζηφζν κπνξεί λα 

αλαιπζνχλ ηαπηφρξνλα θαη 1536 δείγκαηα ζηε πην εμειηγκέλε πιαηθφξκα LC1536). 

 

Γηα ηα δείγκαηα αλεπξπζκάησλ αληνχζεο ανξηήο, ε εθαξκνγή ηεο real-time qPCR, 

ηφζν γηα ην γεληθφ COL11A1 φζν θαη γηα ηηο ηζνκνξθέο ηνπ, θαηέζηε αλεπηηπρήο, 

αθνχ ζε φια ηα δείγκαηα, ε αλίρλεπζή ηνπο ήηαλ κεδεληθή.  

 

ηα δείγκαηα ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα, ην γεληθφ κεηάγξαθν αληρλεχηεθε ζε 

φινπο ηνπο θαξθηληθνχο ηζηνχο (19 δείγκαηα), ελψ ζε 5 απφ ηα 8 control ήηαλ 

κεδεληθφ. Όζνλ αθνξά ηηο ηζνκνξθέο Α θαη Δ, 13 απφ ηα 19 θαξθηληθά δείγκαηα ήηαλ 

ζεηηθά γηα ην θαζέλα (68%), θαη 11 θαη γηα ηηο δχν ηζνκνξθέο καδί (58%). 

Αληρλεχζεθε επίζεο ε χπαξμε ηεο ηζνκνξθήο C ζε 3 δείγκαηα (11%) θαη 

επηβεβαηψζεθε κε ειεθηξνθφξεζε θαη DNA sequencing. 

 

Πξαγκαηνπνηήζεθε ζηαηηζηηθή αλάιπζε φισλ ησλ απνηειεζκάησλ, κε ηε ρξήζε ηνπ 

πξνγξάκκαηνο SPSS, είηε κε πνζνηηθέο κεηαβιεηέο, είηε κε πνηνηηθέο (πρ ρσξηζκφο 

δεηγκάησλ ζε ζεηηθά/ αξλεηηθά ή high/low). ε παιαηφηεξε κειέηε ηεο νκάδαο καο ζε 

δείγκαηα θαξθίλνπ ηνπ καζηνχ είηε απνθαιπθζεί ζπζρέηηζε ηνπ κεηαγξάθνπ Δ κε 

ηελ παξνπζία ιεκθαδέλσλ, ηελ κεηάζηαζε θαη ηελ επηβίσζε ησλ αζζελψλ. Παξ’ φια 

απηά, ιφγσ ηνπ κηθξνχ αξηζκνχ δεηγκάησλ, δελ πξνέθπςαλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά 

ζηνηρεία ζηα δείγκαηα θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα. Μεηαμχ ησλ ηζνκνξθψλ Α θαη Δ 

ππήξμε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή ζπζρέηηζε (p<0,05) πνπ επηβεβαηψλεηαη κέζσ ηεο 

γξακκηθήο παιηλδξφκεζεο log(isoformA)=0,737log(isoformE)+1,010. Σέινο, θαζψο 

ν αξηζκφο κεηαγξάθσλ/ κl ζην COL11A1 γνλίδην ππεξβαίλεη ζε φια ηα δείγκαηα ην 

ζχλνιν A+E, ππάξρεη πεξηζψξην γηα αλαθάιπςε θαη άιισλ κεηαγξάθσλ (φπσο γηα 

παξάδεηγκα ηνπ Β, ην νπνίν δελ ειέγρζεθε ζηελ κειέηε καο). 
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Δηζαγωγή: Έρεη απνδεηρζεί φηη ε έθθξαζε ησλ θνιιαγφλσλ αιιάδεη ζηηο θαθνήζεηεο, 

ηδίσο εθείλε ηνπ θνιιαγφλνπ XI. Απηφ ζα κπνξνχζε λα επεξεάζεη ηελ ηθαλφηεηα ησλ 

θαξθηληθψλ θπηηάξσλ λα εηζβάιινπλ ζην ζηξψκα θαη λα δεκηνπξγνχλ κεηαζηάζεηο. 

Η α1 αιπζίδα ηνπ θνιιαγφλνπ XI κεηαγξάθεηαη απφ ην COL11A1 γνλίδην, κέζσ 

ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ζε ηνπιάρηζηνλ ηέζζεξα δηαθνξεηηθά κεηάγξαθα (Α, Β, C 

θαη Δ). Οη αληίζηνηρεο πξσηεηληθέο ηζνκνξθέο δηαθέξνπλ σο πξνο ηελ πξσηεφιπζε 

ηνπ Ν-ηειηθνχ άθξνπ ηνπο θαη δπλεηηθά, ζηνλ ηξφπν πνπ δηεπζεηνχλ ηελ εμσθπηηάξηα 

κήηξα. Οη ηζνκνξθέο δελ έρνπλ πξνεγνπκέλσο κειεηεζεί ζηνλ θαξθίλν ηνπ 

πλεχκνλα. 

θνπφο ηεο κειέηεο ήηαλ αθνχ αξρηθά αλαπηπρζνχλ λέεο κεζνδνινγίεο γηα ην γεληθφ 

(ζπλνιηθφ) COL11A1 κεηάγξαθν θαη ηελ C ηζνκνξθή (θαζψο Α θαη Δ είραλ 

αλαπηπρζεί παιαηφηεξα απφ ηελ νκάδα καο), ζηε ζπλέρεηα λα πνζνηηθνπνηεζνχλ φια 

ηα κεηάγξαθα θαη λα δηεξεπλεζεί ε πηζαλή ζπζρέηηζε ηνπο κε ηζηνπαζνινγηθνχο 

πξνγλσζηηθνχο παξάγνληεο ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. 

 

Αζζελείο θαη κέζνδνη: ε 27 cDNA δείγκαηα απφ ηζηνχο πλεχκνλα αζζελψλ κε 

γλσζηά ηζηνπαζνινγηθά δεδνκέλα (8 control θαη 19 θαξθηληθνί ηζηνί) αλαπηχρηεθε 

real-time qPCR κε αληρλεπηέο πβξηδηζκνχ ζηνλ ζεξκνθπθινπνηεηή LightCycler 1.5 

(Roche) γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηνπ γεληθνχ COL11A1 θαη ηνπ C 

κεηαγξάθνπ. ηε ζπλέρεηα, αθνχ κεηξήζεθαλ θαη ηα Α/Δ κεηάγξαθα αθνινχζεζε 

ζηαηηζηηθή αλάιπζε κε ην πξφγξακκα SPSS. 

 

Απνηειέζκαηα θαη ζπκπεξάζκαηα: Όια ηα δείγκαηα ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα 

ήηαλ ζεηηθά σο πξνο ην γεληθφ COL11A1 κεηάγξαθν ελψ 5 απφ ηα 8 control ήηαλ 

κεδεληθά. Όζνλ αθνξά ηηο ηζνκνξθέο Α θαη Δ, 13 απφ ηα 19 θαξθηληθά δείγκαηα ήηαλ 

ζεηηθά γηα ην θαζέλα (68%), θαη 11 θαη γηα ηηο δχν ηζνκνξθέο (58%). Αληρλεχζεθε 

πνηνηηθά ε χπαξμε ηεο ηζνκνξθήο C ζε 3 δείγκαηα (επηβεβαηψζεθε κε 

ειεθηξνθφξεζε αγαξφδεο θαη DNA sequencing). Μεηαμχ ησλ ηζνκνξθψλ Α θαη Δ 

ππήξμε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή ζπζρέηηζε (p<0,05) πνπ επηβεβαηψζεθε κέζσ 

γξακκηθήο παιηλδξφκεζεο log(isoformA) =0,737log(isoformE)+1,010. Καζψο ν 

αξηζκφο κεηαγξάθσλ/κl ζην COL11A1 γνλίδην ππεξβαίλεη ζε φια ηα δείγκαηα ην 

ζχλνιν A+E, ππάξρεη πεξηζψξην γηα αλαθάιπςε θαη άιισλ κεηαγξάθσλ. Γελ 

παξαηεξήζεθε θάπνηα ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή ζπζρέηηζε ζηνλ κηθξφ αξηζκφ 

δεηγκάησλ καο κε ηζηνπαζνινγηθά δεδνκέλα.  
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