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ΠΡΟΛΟΓΟ 
 

Θ παροφςα μεταπτυχιακι εργαςία εκπονικθκε ςτο εργαςτιριο Γενικισ Μικροβιολογίασ 

του τομζα Γενετικισ, Ανάπτυξθσ και Μοριακισ Βιολογίασ, του τμιματοσ Βιολογίασ του 

Αριςτοτελείου Ρανεπιςτθμίου Κεςςαλονίκθσ, κατά το χρονικό διάςτθμα Νοζμβριοσ 2009 – 

Νοζμβριοσ 2010. 

Κα ιταν παράλειψι μου να μθν ευχαριςτιςω τθν επιβλζπουςα κακθγιτρια κ. 

Σιβροποφλου Αωροδίτθ, επίκουρθ κακθγιτρια του τμιματοσ Βιολογίασ του ΑΡΚ για τθν 

εμπιςτοςφνθ που μου ζδειξε ανακζτοντασ μου τθν ςυγκεκριμζνθ ερευνθτικι εργαςία, για 

τισ πολφτιμεσ γνϊςεισ που μου προςζωερε, για τθν υπομονι και τθ διάκεςι τθσ να μου 

λφςει όςο το δυνατό περιςςότερεσ απορίεσ, για τθ ςωςτι κακοδιγθςι τθσ και τισ 

πολφτιμεσ επιςθμάνςεισ τθσ, τόςο κατά τθ διάρκεια τθσ εκπόνθςθσ όςο και κατά τθ 

ςυγγραωι τθσ παροφςασ εργαςίασ. Ευχαριςτϊ επίςθσ τον κ. Αρςενάκθ Μθνά, κακθγθτι του 

τμιματοσ Βιολογίασ του ΑΡΚ και τθν κ. Χατηοποφλου-Κλαδαρά Μαργαρίτα, κακθγιτρια του 

τμιματοσ Βιολογίασ του ΑΡΚ για τθ ςυμμετοχι τουσ ςτθν τριμελι εξεταςτικι επιτροπι. 

Λδιαίτερεσ ευχαριςτίεσ οωείλω ςτον κ. Γιάγκου Μθνά, αναπλθρωτι κακθγθτι του 

τμιματοσ Βιολογίασ του ΑΡΚ για τθ ςυμβολι του ςτθν διεξαγωγι ενόσ μζρουσ των 

πειραμάτων. 

Επίςθσ, κερμζσ ευχαριςτίεσ οωείλω ςτον κ. Ραραςκευόπουλο Κωνςταντίνο, κακθγθτι 

του τμιματοσ Φυςικισ του ΑΡΚ για τθν άριςτθ ςυνεργαςία που είχαμε με το εργαςτιριο 

του τομζα Φυςικισ ςτερεάσ κατάςταςθσ. Ευχαριςτϊ επίςθσ κερμά τθν λζκτορα οδοντίατρο 

Κοντοναςάκθ Ελεάνα, τθν διδάκτορα γεωλόγο Ραπαδοποφλου Λαμπρινι, τον λζκτορα 

γεωλόγο Καντθράνθ Νικόλαο και τθν υποψιωια διδάκτορα ωυςικό Γουδοφρθ Μζντθ για 

τθν άριςτθ ςυνεργαςία και τθν ουςιαςτικι βοικεια που μου παρείχαν. 

Ακόμθ, ευχαριςτϊ ιδιαίτερα τθν υποψιωια διδάκτορα βιολόγο Σαμαλίδου Μαρία από το 

εργαςτιριο γονιδιακισ και κυτταρικισ κεραπείασ τθσ αιματολογικισ κλινικισ και ΜΜΜΟ 

του Γ.Ν.Κ «Γεϊργιοσ Ραπανικολάου» για τθν απαραίτθτθ ςυμβολι τθσ ςτο πειραματικό 

μζροσ τθσ εργαςίασ. 

Ευχαριςτίεσ νιϊκω τθν ανάγκθ, να αποδϊςω ςε όλουσ τουσ ςυναδζλωουσ του 

εργαςτθρίου Γενικισ Μικροβιολογίασ, για το ωιλικότατο εργαςιακό περιβάλλον που 

επικρατοφςε αυτό το διάςτθμα. Λδιαίτερα, κζλω να ευχαριςτιςω κερμά τθν υποψιωια 

διδάκτορα βιολόγο Κατςικάρθ Ακαναςία για τθν πολφπλευρθ βοικεια και ςτιριξθ που μου 
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ΠΕΡΙΛΗΧΗ 
 

Ρροθγουμζνωσ δείξαμε ότι ζνα βακτιριο που απομονϊκθκε από ζνα διάλυμα που 

προςομοιάηει τα υγρά του ςϊματοσ διαλυτοποιεί ανκρακικό αςβζςτιο, προκαλεί δοςο-

εξαρτϊμενθ αναςτολι ςχθματιςμοφ υδροξυαπατίτθ ςτθν επιωάνεια δοκιμίων βιοχάλου και 

προκαλεί 50% μείωςθ του βάρουσ των δοκιμίων ςυγκριτικά με τον μάρτυρα. Ο ςκοπόσ τθσ 

παροφςασ μελζτθσ ιταν να διερευνθκεί θ πικανι εμπλοκι του βακτθρίου αυτοφ ςε 

μολφνςεισ ςκλθρϊν ιςτϊν. Φυλογενετικι ανάλυςθ χρθςιμοποιϊντασ τθ ςφγκριςθ τθσ 

ακολουκίασ του 16S rRNA γονιδίου ζδειξε ότι αυτό το βακτιριο είναι ζνα άγνωςτο είδοσ 

Pseudomonas. Θ Pseudomonas sp. μπορεί να μολφνει πρόδρομουσ οςτεοβλάςτεσ. Στθν 

ςυνζχεια ελζγχκθκε θ πικανι δράςθ των λιποπολυςακχαριτϊν (LPS), που απομονϊκθκαν 

από τθν Pseudomonas sp., ςτθν οςτεοκλαςτογζνεςθ χρθςιμοποιϊντασ κφτταρα μυελοφ των 

οςτϊν ποντικϊν. Οι LPS δεν επθρζαςαν τον πολλαπλαςιαςμό κυττάρων μυελοφ των οςτϊν, 

κατά τθ διάρκεια 7 θμερϊν ζκκεςθσ, όπωσ διαπιςτϊκθκε με τθν μζκοδο ΜΤS, 

χρθςιμοποιϊντασ διαωορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ (1 ζωσ 50 μg/ml) LPS. Ζκκεςθ των κυττάρων 

του μυελοφ των οςτϊν ςε LPS για 7 θμζρεσ, είχε ωσ αποτζλεςμα το ςχθματιςμό 

οςτεοκλαςτϊν με τρόπο εξαρτϊμενο από τθ ςυγκζντρωςθ. Θ παρατθροφμενθ 

διαωοροποίθςθ ιταν ειδικι για τθν Pseudomonas sp., αωοφ παρατθρικθκε ςθμαντικά 

μικρότερο ποςοςτό ςχθματιςμοφ οςτεοκλαςτϊν όταν χρθςιμοποιικθκαν LPS του 

βακτθρίου E. coli. Στθ ςυνζχεια, προετοιμάςτθκαν δείγματα βιοχάλου, ςτα οποία ο 

ςχθματιςμόσ ςτρϊματοσ υδροξυαπατίτθ ςτθν επιωάνειά τουσ εξακριβϊκθκε με αναλφςεισ 

XRD και FTIR. Ο ςχθματιςμόσ οςτεοκλαςτϊν διαμεςολαβοφμενοσ από LPS τθσ Pseudomonas 

επάνω ςτα δείγματα βιοχάλου, των οποίων θ επιωάνεια ζχει καλυωκεί με ςτρϊμα 

υδροξυαπατίτθ, ζδειξε ότι οι οςτεοκλάςτεσ, ςε αντίκεςθ με το μάρτυρα, είχαν 

προςκολλθκεί ςτον υδροξυαπατίτθ και τον είχαν εγκολπϊςει, όπωσ παρατθρικθκε από 

ωωτογραωίεσ SEM και ανάλυςθ EDS. Οι προερχόμενοι από LPS τθσ Pseudomonas sp. 

οςτεοκλάςτεσ ςχθμάτιςαν δακτυλίουσ ακτίνθσ ςτθν επιωάνεια επαωισ τουσ με τον 

υδροξυαπατίτθ, χαρακτθριςτικό των ενεργϊν οςτεοκλαςτϊν. Επιπλζον, ανιχνεφκθκε 

υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ ωωςωόρου ςτο υπερκείμενο των δοκιμίων βιοχάλου ςυγκριτικά 

με το μάρτυρα, υποδεικνφοντασ ότι οι οςτεοκλάςτεσ που ςχθματίςτθκαν είχαν τθν 

ικανότθτα απορρόωθςθσ υδροξυαπατίτθ. Οι κυτοκίνεσ TNF-a, IL-6, IL-10 και IL-12 βρζκθκε 

ότι απελευκερϊνονται από τα προγονικά κφτταρα των οςτεοκλαςτϊν κατά τθ διαδικαςία 

ςχθματιςμοφ οςτεοκλαςτϊν που μεςολαβείται από LPS τθσ Pseudomonas sp. 
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ABSTRACT 
 

Previously we reported the isolation of a bacterium from a solution simulating body fluid 

which was able to solubilize tricalcium phosphate, to cause dose-dependent inhibition of the 

formation of hydroxyapatite layer on the surface of bioglass specimens and to cause 50% 

reduction of specimen’s weight comparatively to control. The purpose of the present study 

was to investigate the possible implication of this bacterium in hard tissue infections. 

Phylogenetic analysis by using 16S rRNA gene sequence comparison showed that this 

bacterium is a Pseudomonas unknown species. Pseudomonas sp. was able to infect 

osteoblast like cells. Next we examined the possible effect of isolated lipopolysaccharides 

(LPS) from Pseudomonas sp on osteoclastogenesis using mouse bone marrow cells. LPS did 

not affect bone marrow cell proliferation during 7 days of exposure, as it was confirmed by 

MTS assay using different concentrations of LPS (1 to 50 μg/ml). Exposure of bone marrow 

cells to LPS for 7 days caused osteoclasts formation in concentration dependent manner. 

This effect was specific for Pseudomonas sp., since considerable lower percentage of 

osteoclasts formation was observed when LPS from E. coli were used. Next, bioglass coated 

specimens were prepared in which the formation of hydroxyapatite layer on their surface 

was confirmed by XRD and FTIR analysis. Pseudomonas LPS-mediated osteoclast formation 

on hydroxyapatite-coated bioglass specimens showed that osteoclasts, in contrast to the 

control, were attached on hydroxyapatite and then they enclosed it, as it was observed by 

SEM photographs and determined by EDS analysis on the enclosed particles. Further, higher 

content of phosphorus was detected in the supernatant medium of bioglass specimens 

comparatively with control, indicating that osteoclasts were capable of hydroxyapatite 

resorption. The cytokines TNF-a, IL-6, IL-10 and IL-12 were found to be released by 

osteoclast precursors undergoing Pseudomonas sp. LPS-mediated osteoclast formation.  
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ΕΙΑΓΨΓΗ 
 
 ΟΣΤΑ 
 

ΓΕΝΙΚΑ 

Τα οςτά είναι ζνασ ηωτικόσ και δυναμικόσ ςυνδετικόσ ιςτόσ και είναι ςχεδιαςμζνα ζτςι 

ϊςτε να επιτελοφν τισ παρακάτω 4 βαςικζσ λειτουργίεσ: α) αποτελοφν δεξαμενι ιόντων, 

κυρίωσ του αςβεςτίου, του μαγνθςίου, του νατρίου και του ωωςωόρου, με ςκοπό τθ 

διατιρθςθ τθσ ομοιόςταςθσ, που είναι απαραίτθτθ για τθ διατιρθςθ τθσ ηωισ, β) 

εξαςωαλίηουν τθ ςτιριξθ του ςϊματοσ, γ) επιτρζπουν τθν κινθτικότθτα του ατόμου 

παρζχοντασ μοχλοφσ, αρκρϊςεισ και ςθμεία πρόςωυςθσ των μυϊν και δ) προςτατεφουν το 

αιμοποιθτικό ςφςτθμα και τα όργανα ςτο κρανίο, τθν πφελο και τον κϊρακα (Guyton, 

1998). 

Ο οςτίτθσ ιςτόσ αποτελεί το κφριο ςυςτατικό του ςκελετοφ και αποτελείται από 

μεςοκυττάριο αςβεςτοποιθμζνο υλικό, που ονομάηεται κεμζλια ουςία του οςτοφ και 

τζςςερισ τφπουσ κυττάρων: τα οςτεοκφτταρα τα οποία βρίςκονται μζςα ςε κοιλότθτεσ 

(βοκρία) τθσ κεμζλιασ ουςίασ (Εικόνα 1), τα επενδυτικά κφτταρα που καλφπτουν τθ κεμζλια 

ουςία, τουσ οςτεοβλάςτεσ οι οποίοι ςυνκζτουν τα οργανικά ςυςτατικά τθσ κεμζλιασ ουςίασ 

και τουσ οςτεοκλάςτεσ οι οποίοι είναι πολυπφρθνα γιγαντιαία κφτταρα που ςυμμετζχουν 

ςτθν απορρόωθςθ και τθν ανακαταςκευι των οςτϊν.  

 

 

Εικόνα 1: Τομι οςτίτθ ιςτοφ που δείχνει ζνα οςτεοκφτταρο (Ο) με τισ κυτταροπλαςματικζσ 

του αποωυάδεσ, περιβαλλόμενο από τθ κεμζλια ουςία. Θ υπερμικροςκοπικι δομι του 

κυτταρικοφ πυρινα και του κυτταροπλάςματοσ είναι ςυμβατι με χαμθλό επίπεδο 

πρωτεϊνοςφνκεςθσ. Β: Βοκρίο, Ρ: Ρυρινασ (Junqueira and Carneiro, 2004). 
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Επειδι οι μεταβολίτεσ δεν μποροφν να διαχυκοφν διαμζςου τθσ αςβεςτοποιθμζνθσ 

κεμζλιασ ουςίασ του οςτοφ, οι ανταλλαγζσ μεταξφ των οςτεοκυττάρων και των αιμοωόρων 

τριχοειδϊν βαςίηονται ςτθν επικοινωνία μζςω των οςτικϊν ςωλθναρίων, τα οποία είναι 

λεπτά κυλινδρικά διαςτιματα που διατρυποφν τθ κεμζλια ουςία. Πλα τα οςτά επενδφονται 

τόςο ςτθν εςωτερικι όςο και ςτθν εξωτερικι τουσ επιωάνεια από  ςτιβάδεσ ιςτοφ που 

περιζχει οςτεοπαραγωγά κφτταρα, το ενδόςτεο και το περιόςτεο αντίςτοιχα (Εικόνα 5) 

(Junqueira and Carneiro, 2004). 

 

ΚΤΣΣΑΡΑ ΣΩΝ ΟΣΩΝ 

ΟΣΤΕΟΒΛΑΣΤΕΣ (osteoblasts) 

Οι οςτεοβλάςτεσ είναι υπεφκυνοι για τθ ςφνκεςθ των οργανικϊν ςυςτατικϊν τθσ 

κεμζλιασ ουςίασ των οςτϊν (κολλαγόνο τφπου Λ, πρωτεογλυκάνεσ και γλυκοπρωτεΐνεσ). Θ 

εναπόκεςθ των ανόργανων ςυςτατικϊν των οςτϊν (αποτιτάνωςθ) εξαρτάται από τθν 

παρουςία ηωντανϊν οςτεοβλαςτϊν. Οι οςτεοβλάςτεσ εντοπίηονται αποκλειςτικά ςτισ 

επιωάνειεσ του οςτίτθ ιςτοφ, ο ζνασ δίπλα ςτον άλλον, με τρόπο που κυμίηει μονόςτιβο 

επικιλιο (Εικόνα 2). Πταν αςχολοφνται ενεργϊσ με τθ ςφνκεςθ τθσ κεμζλιασ ουςίασ, οι 

οςτεοβλάςτεσ ζχουν κυβοειδζσ προσ κυλινδρικό ςχιμα και βαςεόωιλο κυτταρόπλαςμα. 

Πταν υποχωρεί θ ςυνκετικι τουσ δραςτθριότθτα, οι οςτεοβλάςτεσ επιπεδϊνονται και το 

κυτταρόπλαςμά τουσ γίνεται λιγότερο βαςεόωιλο. 

Μερικοί οςτεοβλάςτεσ περιβάλλονται βακμιαία από νεοςχθματιςμζνθ κεμζλια ουςία 

και γίνονται οςτεοκφτταρα. Κατά τθ διάρκεια αυτισ τθσ διεργαςίασ διαμορωϊνεται ζνασ 

χϊροσ που λζγεται κοιλότθτα (βοκρίο). Οι κοιλότθτεσ καταλαμβάνονται από τα 

οςτεοκφτταρα και τισ αποωυάδεσ τουσ, μαηί με ζνα μικρό ποςό εξωκυττάριασ, μθ 

αςβεςτοποιθμζνθσ κεμζλιασ ουςίασ. 

Κατά τθ διάρκεια τθσ ςφνκεςθσ τθσ κεμζλιασ ουςίασ, οι οςτεοβλάςτεσ ζχουν τθν 

υπερμικροςκοπικι δομι κυττάρων που ςυνκζτουν ενεργά πρωτεΐνεσ προσ ζκκριςθ. Οι 

οςτεοβλάςτεσ είναι κφτταρα που εμωανίηουν πολικότθτα. Τα ςυςτατικά τθσ κεμζλιασ 

ουςίασ εκκρίνονται ςτθν κυτταρικι επιωάνεια που είναι ςε επαωι με τθν παλαιότερθ 

κεμζλια ουςία, δθμιουργϊντασ ζνα νζο ςτρϊμα (αλλά όχι ακόμα αποτιτανωμζνθσ) 

κεμζλιασ ουςίασ, που λζγεται οςτεοειδζσ, μεταξφ τθσ ςτιβάδασ των οςτεοβλαςτϊν και του 

προςχθματιςμζνου οςτοφ (Εικόνα 2). Αυτι θ διαδικαςία, που ονομάηεται αποκετικι οςτικι 

αφξθςθ, ςυμπλθρϊνεται με τθν επακόλουκθ εναπόκεςθ αλάτων αςβεςτίου μζςα ςτθ 

νεοςχθματιςκείςα κεμζλια ουςία. 
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Εικόνα 2: Σχθματικι παράςταςθ των γεγονότων που ςυμβαίνουν κατά τθ διάρκεια τθσ 

ενδομεμβρανϊδουσ οςτεοποίθςθσ. Οι οςτεοβλάςτεσ ςυνκζτουν κολλαγόνο, το οποίο 

ςχθματίηει ζνα ςτρϊμα κεμζλιασ ουςίασ που εγκλωβίηει τα κφτταρα. Κακϊσ ςυμβαίνει 

αυτό, οι οςτεοβλάςτεσ διαωοροποιοφνται βακμιαία και γίνονται οςτεοκφτταρα (μαφρο 

βζλοσ). Το κατϊτερο μζροσ τθσ παράςταςθσ (κόκκινο βζλοσ) δείχνει ζναν οςτεοβλάςτθ ενϊ 

εγκλωβίηεται μζςα ςε νεοςχθματιςμζνθ κεμζλια ουςία του οςτοφ (Junqueira and Carneiro, 

2004). 

 

ΟΣΤΕΟΚΥΤΤΑΑ (osteocytes) 

Τα οςτεοκφτταρα, τα οποία προζρχονται από τουσ οςτεοβλάςτεσ, εντοπίηονται μζςα ςε 

κοιλότθτεσ (βοκρία) που βρίςκονται μζςα ςτθ κεμζλια ουςία. Μόνο ζνα οςτεοκφτταρο 

βρίςκεται μζςα ςε κάκε κοιλότθτα. Οι κυτταροπλαςματικζσ αποωυάδεσ των οςτεοκυττάρων 

βρίςκονται μζςα ςε λεπτά κυλινδρικά ςωλθνάρια τθσ κεμζλιασ ουςίασ. Οι αποωυάδεσ 

γειτονικϊν κυττάρων ζρχονται ςε επαωι μζςω ςυνάψεων, διαμζςου των οποίων είναι 

δυνατι θ ροι μορίων από κφτταρο ςε κφτταρο. Κάποια ανταλλαγι μορίων μεταξφ 

οςτεοκυττάρων και αιμοωόρων αγγείων ςυμβαίνει επίςθσ διαμζςου του μικροφ ποςοφ τθσ 

εξωκυττάριασ ουςίασ που εντοπίηεται μεταξφ των οςτεοκυττάρων (και των αποωυάδων 

τουσ) και τθσ κεμζλιασ ουςίασ του οςτοφ. Αυτι θ ανταλλαγι μπορεί να εξαςωαλίςει 

κρεπτικζσ ουςίεσ για μια αλυςίδα 15 περίπου κυττάρων. 

Συγκρινόμενα με τουσ οςτεοβλάςτεσ, τα επιπεδωμζνα, αμυγδαλοειδοφσ ςχιματοσ 

οςτεοκφτταρα ζχουν ζνα ςθμαντικά ελαττωμζνο αδρό ενδοπλαςματικό δίκτυο και ςυςκευι 
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Golgi κακϊσ και πυκνότερθ πυρθνικι χρωματίνθ. Τα κφτταρα αυτά ςυμμετζχουν ενεργά ςτθ 

διατιρθςθ τθσ κεμζλιασ ουςίασ του οςτοφ (Junqueira and Carneiro, 2004). 

Τα οςτεοκφτταρα είναι μακράν τα πιο άωκονα κφτταρα του οςτοφ. Ραλαιότερα 

κεωροφνταν ότι λειτουργοφν ωσ αιςκθτιρεσ ςτισ αλλαγζσ πίεςθσ και τισ βλάβεσ, αλλά ζχουν 

προτακεί νζεσ προςεγγίςεισ, λόγω τθσ ανακάλυψθσ μεταλλάξεων ςε γονίδια που 

ςχετίηονται με τθν οςτεοπόρωςθ. Ραράδειγμα αποτελεί θ ανακάλυψθ τθσ sclerostin, το 

πρωτεϊνικό προϊόν του γονιδίου SOST. Θ πρωτεΐνθ αυτι παράγεται ειδικά ςτο οςτό από τα 

οςτεοκφτταρα και αποτελεί ιςχυρό αναςτολζα του οςτικοφ ςχθματιςμοφ. Ζτςι, υπάρχει 

αυξανόμενο ενδιαωζρον για το ρόλο των οςτεοκυττάρων ςτο ςχθματιςμό και τθν 

ανακαταςκευι του οςτοφ (Martin et al., 2008). 

 

ΕΡΕΝΔΥΤΛΚΑ ΚΥΤΤΑΑ (lining cells) 

Οι οςτικζσ επιωάνειεσ κατά τθ ωάςθ θρεμίασ καλφπτονται από ζνα ςτρϊμα πάχουσ 1-2 

μm μθ-αποτιτανωμζνθσ κεμζλιασ ουςίασ ςτθν επιωάνεια τθσ οποίασ ανιχνεφεται μία 

ςτοιβάδα επίπεδων και επιμθκϊν κυττάρων. Τα κφτταρα αυτά ονομάηονται επενδυτικά 

κφτταρα και προζρχονται από οςτεοβλάςτεσ που ζχουν επιτελζςει τθν οςτεοςυνκετικι τουσ 

λειτουργία. Ο ρόλοσ των επενδυτικϊν κυττάρων είναι να προωυλάςςουν τθ κεμζλια ουςία 

από τθ δράςθ των οςτεοκλαςτϊν, οι οποίοι δεν ζχουν τθν ικανότθτα να αποικοδομοφν μθ-

αποτιτανωμζνεσ οςτικζσ επιωάνειεσ. Ρικανολογείται ότι τα επενδυτικά κφτταρα δζχονται 

ςιματα από τα οςτεοκφτταρα για να προςανατολίςουν χθμειοτακτικά τισ πρόδρομεσ 

μορωζσ οςτεοκλαςτϊν προσ ςυγκεκριμζνεσ κζςεισ του οςτοφ κατά τθν ζναρξθ τθσ οςτικισ 

ανακαταςκευισ (Manolagas, 2000). 

 

ΟΣΤΕΟΚΛΑΣΤΕΣ (osteoclasts) 

Οι οςτεοκλάςτεσ είναι πολφ μεγάλα, διακλαδιηόμενα και κινθτικά κφτταρα. Είναι 

πολυπφρθνα κφτταρα και μπορεί να περιζχουν από 5 ζωσ 50 (ι και περιςςότερουσ) 

πυρινεσ. Σε περιοχζσ του οςτοφ που υπόκεινται ςε απορρόωθςθ, οι οςτεοκλάςτεσ 

εντοπίηονται μζςα ςε ςκαωοειδι κοιλϊματα τθσ κεμζλιασ ουςίασ, που δθμιουργοφνται με 

τθ διαβρωτικι δράςθ ενηφμων και είναι γνωςτά ωσ βοκρία του Howship. Οι οςτεοκλάςτεσ 

προζρχονται από τθν ζνωςθ κυττάρων που προζρχονται από το μυελό των οςτϊν. 

Στουσ ενεργοφσ οςτεοκλάςτεσ, θ κυτταρικι επιωάνεια που ζρχεται ςε επαωι με τθ 

κεμζλια ουςία του οςτοφ είναι αναδιπλωμζνθ ςε ανϊμαλεσ, ςυχνά υποδιαιροφμενεσ 

προεκβολζσ, που ςχθματίηουν μια πτυχωτι παρυωι. Γφρω από τθν πτυχωτι παρυωι 



12 

 

υπάρχει μια κυτταροπλαςματικι ηϊνθ, θ διαυγισ ηϊνθ, θ οποία ςτερείται οργανιδίων, είναι 

όμωσ πλοφςια ςε νθμάτια ακτίνθσ. Αυτι θ ηϊνθ είναι θ κζςθ προςκόλλθςθσ του 

οςτεοκλάςτθ ςτθ κεμζλια ουςία του οςτοφ και δθμιουργεί ζνα μικροπεριβάλλον μζςα ςτο 

οποίο λαμβάνει χϊρα θ απορρόωθςθ του οςτοφ (Εικόνα 3).  

Ο οςτεοκλάςτθσ εκκρίνει κολλαγενάςθ και άλλα ζνηυμα και αντλεί πρωτόνια μζςα ςε 

ζνα υποκυτταρικό κφλακα (το μικροπεριβάλλον που αναωζρκθκε παραπάνω). Με τον 

τρόπο αυτό προωκεί τθν εντοπιςμζνθ πζψθ του κολλαγόνου και τθ διάλυςθ των 

κρυςταλλικϊν αλάτων αςβεςτίου. Θ δραςτθριότθτα των οςτεοκλαςτϊν ελζγχεται από 

κυτοκίνεσ (μικρζσ ςθματοδοτικζσ πρωτεΐνεσ που δρουν ωσ τοπικοί μεταβιβαςτζσ) και 

ορμόνεσ. Οι οςτεοκλάςτεσ διακζτουν υποδοχείσ για καλςιτονίνθ, μια ορμόνθ του 

κυρεοειδοφσ, όχι όμωσ για τθν παρακορμόνθ. Ωςτόςο, οι οςτεοβλάςτεσ ζχουν υποδοχείσ 

για τθν παρακορμόνθ. Πταν διεγείρονται από τθν ορμόνθ αυτι παράγουν μια κυτοκίνθ που 

ονομάηεται παράγοντασ διζγερςθσ των οςτεοκλαςτϊν. 

 

 

Εικόνα 3: Απορρόωθςθ του οςτοφ. Λυςοςςωμικά ζνηυμα, ςυςκευαςμζνα ςτθ ςυςκευι 

Golgi, και παραγόμενα ιόντα υδρογόνου, απελευκερϊνονται μζςα ςτο περιοριςμζνο 

μικροπεριβάλλον που δθμιουργείται από τθ ςφνδεςθ μεταξφ τθσ κεμζλιασ ουςίασ του 

οςτοφ και τθσ περιωερικισ διαυγοφσ ηϊνθσ του οςτεοκλάςτθ. Το όξινο περιβάλλον αυτοφ 

του περιοριςμζνου χϊρου διευκολφνει τθ διάλυςθ του ωωςωορικοφ αςβεςτίου των οςτϊν, 

ενϊ το άριςτο pH που δθμιουργείται βοθκάει τθ δράςθ των λυςοςωμικϊν υδρολαςϊν. Θ 

κεμζλια ουςία του οςτοφ απομακρφνεται με τον τρόπο αυτό και τα προϊόντα τθσ 

απορρόωθςθσ του οςτοφ προςλαμβάνονται από το κυτταρόπλαςμα των οςτεοκλαςτϊν, 

υωίςτανται περαιτζρω πζψθ και μεταωζρονται ςτθ ςυνζχεια ςε αιμοωόρα τριχοειδι 

(Junqueira and Carneiro, 2004). 
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ΘΕΜΕΛΙΑ ΟΤΙΑ ΣΟΤ ΟΣΟΤ 

Οι ανόργανεσ φλεσ αντιπροςωπεφουν περίπου το 50% του ξθροφ βάρουσ τθσ κεμζλιασ 

ουςίασ του οςτοφ. Λδιαίτερα άωκονα είναι το αςβζςτιο και ο ωϊςωοροσ, ενϊ βρίςκονται 

επίςθσ διττανκρακικά και κιτρικά ιόντα, μαγνιςιο, κάλιο και νάτριο. Μελζτεσ με διάκλαςθ 

ακτίνων Χ ζχουν δείξει ότι το αςβζςτιο και ο ωϊςωοροσ ςχθματίηουν κρυςτάλλουσ 

υδροξυαπατίτθ με ςφνκεςθ Ca10(PO4)6(OH)2. Υπάρχουν επίςθσ ςθμαντικζσ ποςότθτεσ 

άμορωου (μθ κρυςταλλικοφ) ωωςωορικοφ αςβεςτίου. Με το θλεκτρονικό μικροςκόπιο, οι 

κρφςταλλοι του υδροξυαπατίτθ του οςτοφ ωαίνονται ςαν πλάκεσ διατεταγμζνεσ κατά μικοσ 

των κολλαγόνων ινιδίων και περιβάλλονται από κεμζλια ουςία. Τα επιωανειακά ιόντα του 

υδροξυαπατίτθ είναι ενυδατωμζνα και γφρω από τον κρφςταλλο ςχθματίηεται ζνα ςτρϊμα 

νεροφ και ιόντων. Αυτό το υδάτινο ςτρϊμα διευκολφνει τθν ανταλλαγι ιόντων μεταξφ του 

κρυςτάλλου και των υγρϊν του ςϊματοσ (Εικόνα 4). 

Θ οργανικι φλθ τθσ κεμζλιασ ουςίασ του οςτοφ αποτελείται από κολλαγόνο τφπου Λ και 

κεμζλια ουςία, θ οποία περιζχει ςυςςωματϊματα πρωτεογλυκανϊν και αρκετζσ ειδικζσ 

δομικζσ γλυκοπρωτεΐνεσ. Οι οςτικζσ γλυκοπρωτεΐνεσ μπορεί να είναι υπεφκυνεσ για τθν 

προϊκθςθ τθσ αςβεςτοποίθςθσ τθσ κεμζλιασ ουςίασ του οςτοφ. Άλλοι ιςτοί που περιζχουν 

κολλαγόνο τφπου Λ δεν αςβεςτοποιοφνται υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ και αυτοί οι ιςτοί 

δεν περιζχουν αυτζσ τισ γλυκοπρωτεΐνεσ (π.χ. αλκαλικι ωωςωατάςθ). 

Ο ςυνδυαςμόσ των ανόργανων ουςιϊν με τισ κολλαγόνεσ ίνεσ είναι υπεφκυνοσ για τθ 

ςκλθρότθτα και τθν αντίςταςθ του οςτίτθ ιςτοφ. Μετά τθν αωαλάτωςι του, το οςτό 

διατθρεί το ςχιμα του, γίνεται όμωσ εφκαμπτο, όπωσ ο χόνδροσ. Θ αωαίρεςθ του 

οργανικοφ μζρουσ τθσ κεμζλιασ ουςίασ, που είναι κυρίωσ κολλαγόνο, αωινει επίςθσ το 

οςτό με το αρχικό του ςχιμα, κακιςτϊντασ το όμωσ εφκραυςτο.  
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Εικόνα 4: Θ τριπλι ζλικα του κολλαγόνου δρα ωσ μιτρα για τθν κρυςταλλοποίθςθ του 
υδροξυαπατίτθ (Taton, 2001).  

 

ΠΕΡΙΟΣΕΟ ΚΑΙ ΕΝΔΟΣΕΟ 

Οι εξωτερικζσ και εςωτερικζσ επιωάνειεσ των οςτϊν καλφπτονται από ςτιβάδεσ 

κυττάρων που παράγουν οςτό και ςυνδετικό ιςτό και ονομάηονται περιόςτεο και ενδόςτεο 

αντίςτοιχα (Εικόνα 5).  

Το περιόςτεο αποτελείται από μια εξωτερικι ςτιβάδα κολλαγόνων ινϊν και ινοβλαςτϊν. 

Δεςμίδεσ κολλαγόνων ινϊν του περιόςτεου, ονομαηόμενεσ ίνεσ του Sharpey, διαπερνοφν τθ 

κεμζλια ουςία του οςτοφ και προςδζνουν το περιόςτεο με το οςτό. Θ εςωτερικι ςτιβάδα 

του περιόςτεου αποτελείται από κφτταρα που μοιάηουν με ινοβλάςτεσ και ονομάηονται 

οςτεοπρογονικά κφτταρα. Αυτά ζχουν τθ δυνατότθτα να διαιροφνται με μίτωςθ και να 

διαωοροποιοφνται ςε οςτεοβλάςτεσ. Τα οςτεοπρογονικά κφτταρα παίηουν ςθμαντικό ρόλο 

ςτθν αφξθςθ και ςτθν επιδιόρκωςθ των οςτϊν. 

Το ενδόςτεο επενδφει όλεσ τισ εςωτερικζσ κοιλότθτεσ μζςα ςτα οςτά και αποτελείται 

από μια μόνο ςτιβάδα πεπλατυςμζνων οςτεοπρογονικϊν κυττάρων και ζνα πολφ μικρό 

ποςό ςυνδετικοφ ιςτοφ. Επομζνωσ, το ενδόςτεο είναι ςθμαντικά λεπτότερο από το 

περιόςτεο. 

Εξωκςηηαπική

θεμέλια οςζία

Οζηεοβλάζηηρ
Απσέγονο κύηηαπο

μςελού ηων οζηών

Κπύζηαλλοι

ςδποξςαπαηίηη

Τπιπλή έλικα

κολλαγόνος

Εξωκςηηαπική

θεμέλια οςζία

Οζηεοβλάζηηρ
Απσέγονο κύηηαπο

μςελού ηων οζηών

Κπύζηαλλοι

ςδποξςαπαηίηη

Τπιπλή έλικα

κολλαγόνος
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Οι κυριότερεσ λειτουργίεσ του περιόςτεου και του ενδόςτεου είναι θ διατροωι του 

οςτίτθ ιςτοφ και θ εξαςωάλιςθ ςυνεχοφσ παροχισ νζων οςτεοβλαςτϊν για τθν επιδιόρκωςθ 

ι αφξθςθ του οςτοφ. 

 

 

Εικόνα 5: Ανατομικι του μακρζωσ οςτοφ *1+. 

 

ΣΤΠΟΙ ΟΣΩΝ 

Τα οςτά ςτον άνκρωπο διακρίνονται: α) ςτα μακρά αυλοειδι οςτά, με κφριο εκπρόςωπο 

τα μακρά οςτά των άκρων, β) ςτα βραχζα οςτά, όπωσ είναι οι ςπόνδυλοι και γ) ςτα πλαταία 

οςτά, όπωσ είναι τα οςτά του κρανίου (Ραπαδθμθτρίου, 2001). 

Θ μακροςκοπικι παρατιρθςθ του οςτοφ ςε εγκάρςια διατομι δείχνει ςυμπαγείσ 

περιοχζσ χωρίσ κοιλότθτεσ, που αντιςτοιχοφν ςτο ςυμπαγζσ οςτοφν και περιοχζσ με 

πολυάρικμεσ επικοινωνοφςεσ κοιλότθτεσ, που αντιςτοιχοφν ςτο ςπογγϊδεσ οςτοφν.  

Στα μακρά οςτά, τα ςωαιροειδϊσ διογκωμζνα άκρα, αποκαλοφμενα επιωφςεισ, 

αποτελοφνται από ςπογγϊδεσ οςτό, που καλφπτεται από μια λεπτι ςτιβάδα ςυμπαγοφσ 

οςτοφ. Το ενδιάμεςο, κυλινδρικό μζροσ, θ διάωυςθ, αποτελείται ςχεδόν εξ ολοκλιρου από 

ςυμπαγζσ οςτό, εκτόσ από μια μικρι ποςότθτα ςπογγϊδουσ οςτοφ ςτθν εςωτερικι  τθσ 

επιωάνεια, γφρω από τθν κοιλότθτα του μυελοφ των οςτϊν. Τα βραχζα οςτά ζχουν 

ςυνικωσ ζνα κεντρικό τμιμα από ςπογγϊδεσ οςτό που περιβάλλεται πλιρωσ από 

ςυμπαγζσ οςτό. Τα ςυμπαγι οςτά που ςχθματίηουν το κρανίο ζχουν δφο ςτιβάδεσ 
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ςυμπαγοφσ οςτοφ που ονομάηονται πλάκεσ και χωρίηονται από μια ςτιβάδα ςπογγϊδουσ 

οςτοφ που αποκαλείται διπλόθ. 

Θ μικροςκοπικι εξζταςθ του οςτοφ δείχνει δφο παραλλαγζσ: το πρωτογενζσ, ανϊριμο ι 

δικτυωτό οςτό και το δευτερογενζσ, ϊριμο ι πεταλιϊδεσ οςτό. Το πρωτογενζσ οςτό είναι ο 

πρϊτοσ οςτίτθσ ιςτόσ που εμωανίηεται κατά τθν ανάπτυξθ του εμβρφου, κατά τθν 

αποκατάςταςθ καταγμάτων και ςε άλλεσ επιδιορκωτικζσ διεργαςίεσ. Χαρακτθρίηεται από 

τθν τυχαία διάταξθ λεπτϊν κολλαγόνων ινϊν, ςε αντίκεςθ με τθν οργανωμζνθ πεταλιϊδθ 

διάταξθ του κολλαγόνου ςτο δευτερογενζσ οςτό.  

Θ αφξθςθ των οςτϊν κατά πάχοσ γίνεται με τθν οςτεογόνο δράςθ του περιοςτζου, ενϊ θ 

κατά μικοσ αφξθςθ των μακρϊν οςτϊν γίνεται με τουσ ςυηευκτικοφσ χόνδρουσ, που 

βρίςκονται μεταξφ διαωφςεωσ και επιωφςεωσ. 

 

ΑΙΜΑΣΩΗ ΣΩΝ ΜΑΚΡΩΝ ΟΣΩΝ 

Οι επιωφςεισ των μακρϊν οςτϊν αιματϊνονται από αγγεία που προζρχονται από τισ 

προςκείμενεσ αρκρϊςεισ. Θ μετάωυςθ αιματϊνεται από αγγεία που προζρχονται από τθν 

διάωυςθ. Τα αγγεία αυτά ςταματοφν ςτον ςυηευκτικό χόνδρο. Στθν διάωυςθ θ ωλοιϊδθσ 

μοίρα του οςτοφ αιματϊνεται από μικρά πολλαπλά αγγεία που ειςζρχονται από το 

περιόςτεο ςτα ςωλθνάρια Volkmann και ςτθν ςυνζχεια ςτα ςωλθνάρια Harvers. 

Αποκόλλθςθ επομζνωσ του περιοςτζου ςυνεπάγεται οςτικι νζκρωςθ. Ο μυελόσ των οςτϊν 

που βρίςκεται ςτον αυλό του οςτοφ αιματϊνεται από τθν αρτθρία που ειςζρχεται περίπου 

από το μζςον τθσ διαωφςεωσ. 

 

ΟΣΙΚΟ ΧΗΜΑΣΙΜΟ 

Ο οςτικόσ ςχθματιςμόσ είναι αποτζλεςμα μιασ ςειράσ γεγονότων που περιλαμβάνουν 

τον πολλαπλαςιαςμό των αρχζγονων μεςεγχυματικϊν κυττάρων, τθ διαωοροποίθςθ τουσ 

ςε πρόδρομουσ οςτεοβλάςτεσ (osteoprogenitor, pre- osteoblast), τθν ωρίμανςθ των 

οςτεοβλαςτϊν, τον ςχθματιςμό τθσ κεμζλιασ ουςίασ και τζλοσ τθν αποτιτάνωςθ τθσ 

κεμζλιασ ουςίασ (Martin et al., 2008).  
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ΟΣΤΕΟΒΛΑΣΤΟΓΕΝΕΣΘ 

Οι οςτεοβλάςτεσ προζρχονται από πολυδφναμα μεςεγχυματικά κφτταρα, τα οποία 

μποροφν επίςθσ να διαωοροποιθκοφν ςε ςτρωματικά κφτταρα του μυελοφ των οςτϊν 

(bone marrow stromal cells), χονδροκφτταρα (chondrocytes), μυϊκά κφτταρα (muscle cells) 

και λιποκφτταρα (adipocytes) υπό τθν επίδραςθ τοπικϊν αυξθτικϊν παραγόντων, 

ορμονικϊν ρυκμιςτϊν και μεταγραωικϊν παραγόντων (Aubin et al., 2006). 

Ρρόςωατεσ μελζτεσ δείχνουν ότι ο πρϊιμοσ κακοριςμόσ των πρόδρομων 

μεςεγχυματικϊν κυττάρων προσ ςυγκεκριμζνο κυτταρικό τφπο οωείλεται ςτθν ζκωραςθ 

ειδικϊν μεταγραωικϊν παραγόντων. Θ ζκωραςθ του παράγοντα Cbfa1 ι Runx2 είναι 

κακοριςτικι για τθν διαωοροποίθςθ των οςτεοβλαςτϊν και τθν οςτικι παραγωγι. Ο 

μεταγραωικόσ παράγοντασ Cbfa1 προςδζνεται ςτθν OSE2 αλλθλουχία των υποκινθτϊν 

διαωόρων γονιδίων, ςυμπεριλαμβανομζνων τθσ α1 αλυςίδασ του κολλαγόνου τφπου Λ, τθσ 

οςτικισ ςιαλοπρωτεΐνθσ, τθσ οςτεοποντίνθσ, του TGF-β και τθσ οςτεοκαλςίνθσ επάγοντασ 

τουσ μθχανιςμοφσ ζκωραςισ τουσ ςτο οςτό (Ducy et al., 1997). Θ αναηιτθςθ μεταγραωικϊν 

παραγόντων εκτόσ του Runx2 οδιγθςε ςτθν αναγνϊριςθ ενόσ καινοφριου παράγοντα, του 

osteorix (Osx), ο οποίοσ εκωράηεται ειδικά από τουσ οςτεοβλάςτεσ. Ο Osx είναι ςθμαντικόσ 

μεταγραωικόσ παράγοντασ για τθ διαωοροποίθςθ των οςτεοβλαςτϊν, λειτουργεί κακοδικά 

του Runx2 και πικανότατα δρα ςυνεργατικά με αυτόν (Nakashima et al., 2002). 

Ρλθκϊρα αυξθτικϊν παραγόντων κατζχουν ςθμαντικι κζςθ ςτθ ρφκμιςθ τθσ 

οςτεοβλαςτογζνεςθσ, όπωσ ο αυξθτικόσ παράγοντασ μεταςχθματιςμοφ (Transforming 

Growth Factor-β, TGF-β), ο οποίοσ ζχει αναωερκεί ότι αναςτζλλει τθν ζκωραςθ του Cbfa1 ςε 

καλλιζργειεσ οςτεοβλαςτικϊν κυττάρων, ο αυξθτικόσ παράγοντασ των ινοβλαςτϊν 

(Fibroblast Growth Factor-2, FGF-2) που ωαίνεται να ςυμμετζχει κυρίωσ ςτθν πορεία 

διαωοροποίθςθσ των χονδροκυττάρων, ο ινςουλινο-αυξθτικόσ παράγοντασ (Insulin-like 

growth factor-1, IGF-1) που επάγει τθν οςτεοβλαςτογζνεςθ μζςω τθσ ενεργοποίθςθσ τθσ 

ζκωραςθσ του μεταγραωικοφ παράγοντα osteorix και οι μορωογενετικζσ πρωτεΐνεσ του 

οςτοφ (Bone Morphogenetic Proteins BMPs), οι οποίεσ επάγουν in vitro τθν ζκωραςθ του 

Cbfa1 (Ducy et al., 2000). 

Κατά τθν πορεία διαωοροποίθςθσ των πρόδρομων μεςεγχυματικϊν κυττάρων προσ 

ϊριμουσ οςτεοβλάςτεσ, μια αλλθλουχία γεγονότων οδθγεί ςτθν ζκωραςθ ειδικϊν 

πρωτεϊνϊν, χαρακτθριςτικϊν του οςτεοβλαςτικοφ ωαινοτφπου. Ωσ πρϊιμοσ δείκτθσ των 

οςτεοπρογονικϊν κυττάρων ζχει αναωερκεί θ οςτικι αλκαλικι ωωςωατάςθ (bone alkaline 

phosphatase, bALP), τθν ζκωραςθ τθσ οποίασ ακολουκεί το κολλαγόνο τφπου Λ και οι 



18 

 

πρωτεΐνεσ τθσ κεμζλιασ ουςίασ. Αυξανόμενθ ζκωραςθ τθσ οςτεοκαλςίνθσ και τθσ οςτικισ 

ςιαλοπρωτεΐνθσ παρατθρείται με τθν ζναρξθ τθσ εναπόκεςθσ μετάλλων ςτο οςτεοειδζσ από 

τουσ ϊριμουσ οςτεοβλάςτεσ (Aubin and Liu, 1996). 

Ο ρυκμόσ τθσ οςτικισ παραγωγισ κακορίηεται από τθν ενεργότθτα των ϊριμων 

οςτεοβλαςτϊν και από τον αρικμό των πρόδρομων οςτεοβλαςτικϊν κυττάρων που 

αρχίηουν να διαωοροποιοφνται από το μυελό των οςτϊν κατά τθ διάρκεια τθσ ωάςθσ τθσ 

οςτικισ παραγωγισ (Parfitt, 1991). 

Θ οςτικι παραγωγι είναι μια πολφπλοκθ διαδικαςία που περιλαμβάνει τον κακοριςμό 

τθσ πορείασ διαωοροποίθςθσ (commitment) των πρόδρομων μεςεγχυματικϊν κυττάρων 

προσ τθ κυτταρικι ςειρά των οςτεοπρογονικϊν κυττάρων, τον πολλαπλαςιαςμό των 

πρόδρομων μορωϊν των οςτεοβλαςτϊν και τθν προοδευτικι διαωοροποίθςι τουσ ςε 

ϊριμουσ λειτουργικοφσ οςτεοβλάςτεσ. 

 

ΟΣΤΕΟΣΥΝΚΕΣΘ 

Το οςτό είναι δυνατόν να ςχθματιςκεί με δφο τρόπουσ: με άμεςθ εωαλάτωςθ τθσ 

κεμζλιασ ουςίασ που εκκρίνεται από τισ οςτεοβλάςτεσ (ενδομεμβρανϊδθσ οςτεοποίθςθ) ι 

με εναπόκεςθ οςτικισ κεμζλιασ ουςίασ ςε προχπάρχουςα κεμζλια ουςία χόνδρου 

(ενδοχόνδρια οςτεοποίθςθ).  

Και ςτισ δφο διεργαςίεσ, ο πρωτοςχθματιηόμενοσ οςτίτθσ ιςτόσ είναι πρωτογενισ ι 

δικτυωτόσ. Το πρωτογενζσ οςτό είναι προςωρινό και γριγορα αντικακίςταται από το 

οριςτικό, πεταλιϊδεσ ι δευτερογενζσ οςτό. Κατά τθ διάρκεια τθσ ανάπτυξθσ των οςτϊν, 

περιοχζσ του πρωτογενοφσ οςτοφ, περιοχζσ απορρόωθςθσ και περιοχζσ του δευτερογενοφσ 

οςτοφ εμωανίηονται θ μια δίπλα ςτθν άλλθ. Αυτόσ ο ςυνδυαςμόσ ςφνκεςθσ και 

απομάκρυνςθσ του οςτοφ (ανακαταςκευισ) ςυμβαίνει όχι μόνο ςτα αναπτυςςόμενα οςτά, 

αλλά και ς’ όλθ τθ διάρκεια τθσ ηωισ του ενιλικα, αν και ο ρυκμόσ τθσ ανακαταςκευισ 

ςτουσ ενιλικεσ εμωανίηει ςθμαντικι επιβράδυνςθ. 

 

ΕΝΔΟΜΕΜΒΡΑΝΩΔΗ ΟΣΕΟΠΟΙΗΗ 

Θ ενδομεμβρανϊδθσ οςτεοποίθςθ, πθγι ςχθματιςμοφ των περιςςότερων από τα πλατζα 

οςτά, ζχει αυτό το όνομα επειδι λαμβάνει χϊρα μζςα ςε ςυμπυκνϊςεισ μεςεγχυματικοφ 

ιςτοφ. Το μετωπιαίο και τα βρεγματικά οςτά του κρανίου, κακϊσ και μζρθ του ινιακοφ και 

των κροταωικϊν οςτϊν και θ άνω και κάτω γνάκοσ, ςχθματίηονται με ενδομεμβρανϊδθ 
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οςτεοποίθςθ. Θ διεργαςία αυτι ςυμβάλλει επίςθσ ςτθν αφξθςθ των βραχζων οςτϊν και 

ςτθν πάχυνςθ των μακρϊν οςτϊν. 

Στθ ςτιβάδα ςυμπφκνωςθσ του μεςεγχφματοσ, το ςθμείο ζναρξθσ τθσ οςτεοποίθςθσ 

ονομάηεται πρωτογενζσ κζντρο οςτεοποίθςθσ, θ διεργαςία αρχίηει όταν ομάδεσ κυττάρων 

διαωοροποιοφνται ςε οςτεοβλάςτεσ. Οι οςτεοβλάςτεσ παράγουν κεμζλια ουςία του οςτοφ 

και ακολουκεί θ εναπόκεςθ αλάτων αςβεςτίου, με αποτζλεςμα τον εγκλωβιςμό μερικϊν 

οςτεοβλαςτϊν, οι οποίοι μετατρζπονται τότε ςε οςτεοκφτταρα. Αυτζσ οι νθςίδεσ 

αναπτυςςόμενου οςτοφ ςχθματίηουν τοιχϊματα που ορίηουν επιμικεισ κοιλότθτεσ, οι 

οποίεσ περιζχουν τριχοειδι αγγεία, κφτταρα του μυελοφ των οςτϊν και αδιαωοροποίθτα 

κφτταρα. Αρκετζσ τζτοιεσ ομάδεσ αναπτφςςονται ςχεδόν ςυγχρόνωσ ςτο κζντρο 

οςτεοποίθςθσ, με αποτζλεςμα θ ζνωςθ των τοιχωμάτων να δίνει ςτο οςτό μια ςπογγϊδθ 

υωι. Ο ςυνδετικόσ ιςτόσ που παραμζνει μεταξφ των οςτζινων τοιχωμάτων διαπερνάται από 

τα αναπτυςςόμενα αιμοωόρα αγγεία. Επιπλζον, τα αδιαωοροποίθτα μεςεγχυματικά 

κφτταρα δίνουν γζνεςθ ςε κφτταρα του μυελοφ των οςτϊν. 

Τα κζντρα οςτεοποίθςθσ ενόσ οςτοφ αναπτφςςονται ακτινοειδϊσ και τελικά ενϊνονται 

μεταξφ τουσ, αντικακιςτϊντασ τον αρχικό ςυνδετικό ιςτό. Στα πλατζα οςτά του κρανίου, 

υπάρχει αξιοςθμείωτθ επικράτθςθ του ςχθματιςμοφ οςτοφ ζναντι τθσ απορρόωθςθσ οςτοφ 

τόςο ςτθν εςωτερικι όςο και ςτθν εξωτερικι επιωάνεια. Με τον τρόπο αυτό, προκφπτουν 

δφο ςτιβάδεσ ςυμπαγοφσ οςτοφ (ζςω και ζξω πλάκεσ) ενϊ θ κεντρικι μοίρα (διπλόθ) 

διατθρεί τθ ςπογγϊδθ υωι τθσ. 

Το τμιμα τθσ ςτιβάδασ του ςυνδετικοφ ιςτοφ που δεν οςτεοποιείται δίνει γζνεςθ ςτο 

ενδόςτεο και το περιόςτεο του ενδομεμβρανϊδουσ οςτοφ.  

 

ΕΝΔΟΧΟΝΔΡΙΑ ΟΣΕΟΠΟΙΗΗ 

Θ ενδοχόνδρια οςτεοποίθςθ λαμβάνει χϊρα μζςα ςε ζνα τμιμα υαλοειδοφσ χόνδρου, 

του οποίου το ςχιμα μοιάηει κατά προςζγγιςθ με το ςχιμα του οςτοφ που πρζπει να 

ςχθματιςκεί. Αυτόσ ο τφποσ οςτεοποίθςθσ είναι κυρίωσ υπεφκυνοσ για το ςχθματιςμό των 

βραχζων και των μακρϊν οςτϊν. 

Θ ενδοχόνδρια οςτεοποίθςθ ενόσ μακροφ οςτοφ περιλαμβάνει τθν εξισ αλλθλουχία 

γεγονότων. Αρχικά, ο πρϊτοσ οςτίτθσ ιςτόσ εμωανίηεται ωσ ζνασ κοίλοσ οςτικόσ κφλινδροσ 

που περιβάλλει τθ μεςαία περιοχι του χόνδρινου προπλάςματοσ. Αυτι θ δομι, το οςτικό 

περιλαίμιο, παράγεται με ενδομεμβρανϊδθ οςτεοποίθςθ μζςα ςτο τοπικό περιχόνδριο. Στο 

επόμενο βιμα, ο τοπικόσ χόνδροσ υωίςταται μια εκωυλιςτικι διεργαςία 
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προγραμματιςμζνου κυτταρικοφ κανάτου με μεγζκυνςθ των κυττάρων (υπερτροωία) και 

αποτιτάνωςθ τθσ κεμζλιασ ουςίασ, γεγονόσ που οδθγεί ςε μια τριςδιάςτατθ δομι που 

ςχθματίηεται από τα υπολείμματα τθσ αςβεςτοποιθμζνθσ κεμζλιασ ουςίασ του χόνδρου. 

Αυτι θ διεργαςία αρχίηει ςτθν κεντρικι περιοχι του χόνδρινου προπλάςματοσ (διάωυςθ), 

όπου τα αιμοωόρα αγγεία διαπερνοφν το οςτικό περιλαίμιο, που ζχει προθγουμζνωσ 

διατρυπθκεί από τουσ οςτεοκλάςτεσ, ωζρνοντασ οςτεοπρογονικά κφτταρα ςτθν περιοχι 

αυτι.  

Εν ςυνεχεία, οι οςτεοβλάςτεσ προςκολλϊνται ςτθν αςβεςτοποιθμζνθ κεμζλια ουςία του 

χόνδρου και παράγουν ςυνεχείσ ςτιβάδεσ πρωτογενοφσ οςτοφ που περιβάλλουν τα 

υπολείμματα τθσ χόνδρινθσ κεμζλιασ ουςίασ. Στο ςτάδιο αυτό ο αςβεςτοποιθμζνοσ 

χόνδροσ εμωανίηεται βαςεόωιλοσ και το πρωτογενζσ οςτό θωςινόωιλο. Με τον τρόπο αυτό 

δθμιουργείται το πρωτογενζσ κζντρο οςτεοποίθςθσ. Ακολοφκωσ, εμωανίηονται τα 

δευτερογενι κζντρα οςτεοποίθςθσ ςτισ βολβϊδεισ διογκϊςεισ, που βρίςκονται ςτα άκρα 

του χόνδρινου προπλάςματοσ (επιωφςεισ). Κατά τθ διάρκεια τθσ ανάπτυξθσ και τθσ 

ανακαταςκευισ τουσ, το πρωτογενζσ και τα δευτερογενι κζντρα οςτεοποίθςθσ 

δθμιουργοφν κοιλότθτεσ που βακμιαία πλθροφνται από το μυελό των οςτϊν (Junqueira and 

Carneiro, 2004). 

 

ΜΘΧΑΝΛΣΜΟΛ ΤΘΣ ΑΣΒΕΣΤΟΡΟΛΘΣΘΣ 

Είναι γνωςτό ότι θ αςβεςτοποίθςθ αρχίηει με τθν εναπόκεςθ αλάτων αςβεςτίου πάνω ςε 

κολλαγόνα ινίδια, μια διεργαςία που προκαλείται από τισ πρωτεογλυκάνεσ και τισ 

γλυκοπρωτεΐνεσ που προςδζνουν αςβζςτιο με υψθλι ςυγγζνεια. Θ εναπόκεςθ των αλάτων 

αςβεςτίου επιταχφνεται λόγω τθσ ικανότθτασ των οςτεοβλαςτϊν να ςυγκεντρϊνουν αυτά 

τα άλατα μζςα ςε ενδοκυτταροπλαςματικά κυςτίδια και να απελευκερϊνουν αυτά τα 

κυςτίδια, όταν χρειάηεται, ςτον εξωκυττάριο χϊρο (κυςτίδια κεμζλιασ ουςίασ). 

Θ αςβεςτοποίθςθ υποβοθκείται από τθν αλκαλικι ωωςωατάςθ, θ οποία παράγεται από 

τουσ οςτεοβλάςτεσ και βρίςκεται ςτισ κζςεισ οςτεοποίθςθσ (Junqueira and Carneiro, 2004). 

Θ οςτεοκαλςίνθ είναι πικανότατα θ πιο άωκονθ, ειδικι για τουσ οςτεοβλάςτεσ, μθ 

κολλαγονικι πρωτεΐνθ. Ρροςδζνεται ςτον υδροξυαπατίτθ μζςω μίασ περιοχισ πλοφςιασ ςε 

γ-καρβοξυγλουταμινικό οξφ και θ ςφνκεςθ και ςυςςϊρευςθ τθσ ςτα οςτά ςχετίηεται με τθν 

εναπόκεςθ αλάτων (van de Lest and Vaandrager, 2007). Θ οςτεοκαλςίνθ είναι όψιμοσ 

δείκτθσ αςβεςτοποίθςθσ ςτθν οςτεοβλαςτογζνεςθ και είναι παροφςα ςτα τελικά ςτάδια 

του ςχθματιςμοφ οςτϊν (Rajamannan et al., 2003). 
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ΟΣΙΚΗ ΑΠΟΡΡΟΦΗΗ 

Θ οςτικι απορρόωθςθ είναι μια διαδικαςία που καταλφεται από τουσ οςτεοκλάςτεσ. Για 

το ςχθματιςμό ϊριμων οςτεοκλαςτϊν (οςτεοκλαςτογζνεςθ) απαιτείται ο πολλαπλαςιαςμόσ 

και θ ςφντθξθ των προγονικϊν τουσ κυττάρων ςε μια πορεία διαωοροποίθςθσ όπου 

ςυμμετζχουν μόρια που παράγονται ςτουσ οςτεοβλάςτεσ και τα ςτρωματικά κφτταρα. 

 

ΟΣΤΕΟΚΛΑΣΤΟΓΕΝΕΣΘ 

Οι οςτεοκλάςτεσ προζρχονται από πρόδρομεσ μορωζσ κυττάρων του αιμοποιθτικοφ 

ςυςτιματοσ και ςυγκεκριμζνα ςυγκαταλζγονται ςτθν οικογζνεια των μονοκυττάρων, των 

μακροωάγων και των πολυπφρθνων μακροωάγων με τα οποία μοιράηονται κοινά 

μορωολογικά και λειτουργικά χαρακτθριςτικά, όπωσ τθν υψθλι ζκωραςθ λυςοςωματικϊν 

ενηφμων και τθν ικανότθτα ωαγοκυττάρωςθσ (Sakiyama et al., 2001). 

Θ διαωοροποίθςθ των οςτεοκλαςτϊν απαιτεί τθν ςτενι επαωι των αδιαωοροποίθτων 

αιμοποιθτικϊν κυττάρων του μυελοφ των οςτϊν με τουσ οςτεοβλάςτεσ ι με τα κφτταρα του 

ςτρϊματοσ του οςτοφ. Ορμονικοί παράγοντεσ και κυτοκίνεσ που απελευκερϊνονται από 

τουσ οςτεοβλάςτεσ και τα ςτρωματικά κφτταρα ρυκμίηουν τθν παραγωγι των 

οςτεοκλαςτϊν (Duong and Rodan, 2001). 

Μεταξφ αυτϊν περιλαμβάνονται οι μεταγραωικοί παράγοντεσ PU.1, FOS, NF-κB και MI 

κακϊσ και θ κυτοκίνθ M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor) (Gunther and Schinke, 

2000). Δφο πολφ ςθμαντικά μόρια που ρυκμίηουν τθν οςτεοκλαςτογζνεςθ είναι οι 

κυτοκίνεσ RANKL (Receptor Activator of Nuclear factor NFkB- Ligand) και OPG 

(Osteoprotegerin), οι οποίεσ μαηί με τθν κυτοκίνθ M-CSF δρουν ςτισ πρόδρομεσ μορωζσ των 

οςτεοκλαςτϊν επάγοντασ τον πολλαπλαςιαςμό και τθ διαωοροποίθςι τουσ (Teitelbaum, 

2000). 

Σε μια διαδικαςία που περιλαμβάνει αλλθλεπιδράςεισ κυττάρου προσ κφτταρο, ο 

προςδζτθσ του RANK (RANKL) ςυνδζεται με τον υποδοχζα RANK που εκωράηεται ςτουσ 

προγόνουσ των οςτεοκλαςτϊν. Μετά τθν πρόςδεςθ, ο RANKL επάγει ενδοκυτταρικά ςιματα 

που ρυκμίηουν τθ διαωοροποίθςθ, τθ λειτουργία και τθν επιβίωςθ των οςτεοκλαςτϊν. 

Εναλλακτικά, ο διαλυτόσ υποδοχζασ οςτεοπροτεγερίνθ (OPG), μπορεί να δεςμεφςει τον 

προςδζτθ του RANK και να αναςτείλει τθ διαωοροποίθςθ των οςτεοκλαςτϊν (Schoppet et 

al., 2004) (Εικόνα 6).  
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Εικόνα 6: Διαωοροποίθςθ οςτεοκλαςτϊν μζςω αλλθλεπίδραςθσ με τουσ οςτεοβλάςτεσ. 

Ορμόνεσ και τοπικοί παράγοντεσ όπωσ PTH (parathyroid hormone), 1,25D (1,25 

dihydroxyvitamin D), PGE2 (prostaglandin E2) και IL-1 (interleukin-1) δρουν ςτουσ 

οςτεοβλάςτεσ αυξάνοντασ τθν παραγωγι του RANKL και μειϊνοντασ τθν παραγωγι τθσ 

OPG. M-CSF (macrophage colony stimulating factor), RANKL (receptor activator of nuclear 

factor kappa B ligand), OPG (osteoprotegerin) [2]. 

 

Το ςφμπλεγμα osteoprotegerin (OPG)/Receptor Activator of NF-kB (RANK)/RANK Ligand 

(RANKL) ιταν από τισ πιο ςθμαντικζσ ανακαλφψεισ ςτθ βιολογία των οςτϊν κατά τθν 

περαςμζνθ δεκαετία (Boyce and Xing, 2007). O RANKL εκωράηεται ςτθν οςτεοβλαςτικι 

ςειρά και δρα προςδενόμενοσ ςτον αντίςτοιχο υποδοχζα RANK ο οποίοσ εκωράηεται ςτουσ 

οςτεοκλάςτεσ. Θ πρόςδεςθ αυτι ενεργοποιεί όλεσ τισ πτυχζσ τθσ λειτουργίασ των 

οςτεοκλαςτϊν. Πμωσ, θ OPG που εκκρίνεται από τθν οςτεοβλαςτικι ςειρά μπορεί να 

δεςμεφςει τον RANKL και να εμποδίςει τθν πρόςδεςι του ςτον RANK. 

Θ OPG ςυντίκεται αρχικά ωσ ζνα πεπτίδιο 401 αμινοξζων από το οποίο διαχωρίηεται ζνα 

προπεπτίδιο 21 αμινοξζων καταλιγοντασ ςε μια ϊριμθ πρωτεΐνθ 380 αμινοξζων (Khosla, 

2001). H παραγωγι τθσ OPG αυξάνεται από τουσ παράγοντεσ VD3, IL-1α, TNF-a, IL-6, IL-11, 

IL-17, αςβζςτιο, οιςτρογόνα, TGF-β και BMP-2 ενϊ μειϊνεται από τθν PTH (ςε ςυνεχι και 

όχι διαλείπουςα χοριγθςθ), γλυκοκορτικοειδι, προςταγλανδίνθ Ε2, IGF-1 ι 

ανοςοκαταςταλτικά (Khosla, 2001; Collin-Osdoby, 2004).  

Ο RANKL είναι μία διαμεμβρανικι πρωτεΐνθ 316 αμινοξζων που εκωράηεται ιςχυρά 

ςτα Τ λεμωοκφτταρα και τουσ οςτεοβλάςτεσ (Collin-Osdoby, 2004). Είναι επίςθσ γνωςτόσ ωσ 

TRANCE (TNF – related activation induced cytokine), OPGL (OPG ligand) και ODF (osteoclast 
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differentiation factor) (Tanaka et al., 2005). Ο RANKL υπάρχει ςε δυο βιολογικά ενεργζσ 

διαλυτζσ μορωζσ, εκκρινόμενοσ από Τ λεμωοκφτταρα είτε αποχωριηόμενοσ πρωτεολυτικά 

από τισ κυτταρικζσ επιωάνειεσ (Collin-Osdoby, 2004). Ρρόςωατα δεδομζνα δείχνουν ότι θ 

μεμβρανικι μορωι του RANKL είναι περιςςότερο δραςτικι από τθ διαλυτι μορωι ςτθ 

διζγερςθ τθσ οςτεοκλαςτογζνεςθσ (Ziolkowska et al., 2002). Ο RANKL προςδζνεται ωσ 

ομοτριμερζσ ςτον RANK ςτθν επιωάνεια των μονοκυττάρων/μακροωάγων, 

ςυμπεριλαμβανομζνων των δενδριτικϊν κυττάρων, οςτεοκλαςτϊν ϊςτε να παραχκοφν 

πολλαπλά ενδοκυττάρια ςιματα τα οποία ρυκμίηουν τθν κυτταρικι διαωοροποίθςθ, 

λειτουργία και επιβίωςθ (Collin-Osdoby, 2004).  

Ο RANK είναι μζλοσ τθσ οικογζνειασ TNFR (tumor necrosis factor receptor) και 

εκωράηεται ςε ποικιλία κυττάρων, ςυμπεριλαμβανομζνων των οςτεοκλαςτϊν και των 

πρόδρομων μορωϊν τουσ. Στερείται ενδογενοφσ ενηυμικισ δραςτικότθτασ αλλά ςυνδζεται 

με ενδοκυττάριουσ ςθματοδοτικοφσ καταρράκτεσ μζςω διαωόρων παραγόντων – 

πρωτεϊνϊν ςχετιηομζνων με τον TNFR (TNF Receptor - Associated Factors, TRAF). H 

ενεργοποίθςθ του RANK οδθγεί ςε αυξθμζνθ μεταγραωικι δραςτθριότθτα που εξαρτάται 

από τουσ παράγοντεσ c-Fos και NFATc1 (Nuclear Factor of Activated T cells 1) (Horne et al., 

2005) (Εικόνα 7). Ο RANK εκωράηεται ωσ διαμεμβρανικό ετεροτριμερζσ ςτθν επιωάνεια των 

αιμοποιθτικϊν προγονικϊν κυττάρων των οςτεοκλαςτϊν, των ϊριμων οςτεοκλαςτϊν, των 

χονδροκυττάρων και των επικθλιακϊν κυττάρων των μαςτικϊν αδζνων (Jimi and Ghosh, 

2005). Δεν ζχει αναγνωριςκεί διαλυτι μορωι RANK (Theoleyre et al., 2004). 
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Εικόνα 7: Τα βαςικά ςτοιχεία τθσ ςθματοδοτικισ οδοφ κατά τθ ωυςιολογικι 

οςτεοκλαςτογζνεςθ. Μετά τθν ενεργοποίθςθ του RANK (receptor activator of nuclear factor 

kappa B) από τθν πρόςδεςθ του RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa B ligand), 

ο RANK ςυνδζεται με ενδοκυττάριουσ ςθματοδοτικοφσ καταρράκτεσ μζςω του παράγοντα 

TRAF (TNF Receptor - Associated Factor). H ενεργοποίθςθ του RANK οδθγεί ςε αυξθμζνθ 

μεταγραωικι δραςτθριότθτα που εξαρτάται από τουσ παράγοντεσ NF-κB, c-Fos και NFATc1 

(Nuclear Factor of Activated T cells 1) (Horne et al., 2005). Θ OPG (osteoprotegerin) δρα ωσ 

διαλυτόσ υποδοχζασ του RANKL, παρεμποδίηοντασ τθν πρόςδεςι του με τον RANK. 

 

 

Θ ζκωραςθ του RANKL αυξάνεται ςτουσ οςτεοβλάςτεσ και τα κφτταρα του ςτρϊματοσ 

από μια ποικιλία ςθμάτων όπωσ 1,25 διυδροξυβιταμίνθ D, PTH, γλυκοκορτικοειδι, 

προςταγλανδίνθ Ε2, IL-1a, TNF-a, IL-6, IL-11, IL-17, αςβζςτιο ι ανοςοκαταςταλτικά 

(κυκλοςπορίνθ Α) ενϊ θ ζκωραςθ του μειϊνεται από τον TGF-β (Collin-Osdoby, 2004).  

Τα γονίδια που επάγονται από τον RANKL περιλαμβάνουν: α) δείκτεσ οςτεοκλαςτϊν, 

όπωσ TRAP (Tartrate - Resistant Acid Phosphatase), κακεψίνθ K, υποδοχζα καλςιτονίνθσ β) 

μεταγραωικοφσ παράγοντεσ ςθμαντικοφσ για γονίδια οςτεοκλαςτϊν, όπωσ NF-κB, c-Fos, 

NFATc1 γ) κυτοκίνεσ IL-1 και TNF και δ) τθ β-χθμειοκίνθ RANTES (Xing L et al., 2005). Θ 

πρόςδεςθ του RANKL ςτον RANK ενεργοποιεί διάωορεσ ενδοκυττάριεσ οδοφσ που 

καταλιγουν ςτουσ NFATc1, NF-κΒ και ΜΑ κινάςεσ. Πλοι αυτοί οι παράγοντεσ προάγουν τθ 

διαωοροποίθςθ των οςτεοκλαςτϊν (Jimi and Ghosh, 2005). 
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Ο RANKL εκωράηεται από τθ ςειρά οςτεοβλαςτικϊν κυττάρων και από τα Τ-

λεμωοκφτταρα και δρα με πρόςδεςθ ςτον ωυςιολογικό υποδοχζα RANK, ο οποίοσ 

εκωράηεται ςτουσ οςτεοκλάςτεσ. Θ ενεργοποίθςθ του υποδοχζα διεγείρει όλεσ τισ πτυχζσ 

τθσ λειτουργίασ των οςτεοκλαςτϊν όπωσ διαωοροποίθςθ, ωρίμανςθ, ςφντθξθ, επιβίωςθ 

και δράςθ (Schoppet et al., 2004). Μετά τθν πρόςδεςθ του RANKL, o RANK ενεργοποιεί ζξι 

κφριεσ ςθματοδοτικζσ οδοφσ: NFATc1, IκΒ/NF-KB, Akt/PKB, JNK, ERK και p38 (Εικόνα 8) οι 

οποίεσ ζχουν διακριτοφσ ρόλουσ ςτθ διαωοροποίθςθ, λειτουργία και επιβίωςθ των 

οςτεοκλαςτϊν (Feng, 2005). 

 

 

 

Εικόνα 8: Σχθματικό μοντζλο των μονοπατιϊν οςτεοκλαςτογζνεςθσ. Θ ενεργοποίθςθ του 

υποδοχζα για τον M-CSF, c-Fms, προάγει τον πολλαπλαςιαςμό και τθν επιβίωςθ των 

προγονικϊν των οςτεοκλαςτϊν. Θ διζγερςθ του RANK ςθματοδοτεί κυτταρικά μονοπάτια 

που οδθγοφν ςτθν ενεργοποίθςθ του NF-κB, του άξονα PIK-Akt, κακϊσ επίςθσ και τριϊν 

μονοπατιϊν MAP κιναςϊν, ERK, JNK και p38. Το μονοπάτι ςθματοδότθςθσ τθσ Akt είναι 

κρίςιμο για τθν επιβίωςθ των προγονικϊν και τθν ωρίμανςθ των οςτεοκλαςτϊν, ενϊ θ 

ενεργοποίθςθ του NF-κB και του μεταγραωικοφ παράγοντα AP-1 είναι ςθμαντικά βιματα 

για τθ διαωοροποίθςθ των οςτεοκλαςτϊν. Θ ωωςωορυλίωςθ του ITAM που διεγείρεται από 

ανοςοχποδοχείσ οδθγεί ςε ενεργοποίθςθ ςθματοδότθςθσ του αςβεςτίου, ζνα γεγονόσ που 

επίςθσ επάγεται από τθν ενεργοποίθςθ του RANK, το οποίο είναι κρίςιμο για τθν επαγωγι 

του NFAT. Ο NFAT μπορεί να αλλθλεπιδρά με άλλουσ μεταγραωικοφσ παράγοντεσ που 

επάγονται από τισ MAP κινάςεσ, τον MITF και τον PU.1 και ζτςι να οδθγεί ςε ζκωραςθ 

γονιδίων και ευνοϊκι οςτεοκλαςτογζνεςθ (Wei et al., 2008). 

 

Οι πρωτεΐνεσ NFAT είναι ςυνικωσ ωωςωορυλιωμζνεσ και εντοπίηονται ςτο 

κυτταρόπλαςμα των εν θρεμία κυττάρων. Κατόπιν αποωωςωορυλίωςθσ από τθν 

καλςινευρίνθ, οι πρωτεΐνεσ αυτζσ μετατοπίηονται ςτον πυρινα και κακίςτανται 

μεταγραωικά ενεργζσ. Θ μεταγραωικι ενεργοποίθςθ του NFATc1 ςτουσ οςτεοκλάςτεσ 

διαμεςολαβείται από τθ ςθματοδοτικι οδό RANKL/TRAF6/Fos. Στα τελικά ςτάδια τθσ 

διαωοροποίθςθσ των οςτεοκλαςτϊν, ο NFATc1 ςυνεργάηεται με τισ πρωτεΐνεσ Fos και Jun 
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για τθν επαγωγι ςυγκεκριμζνων γονιδίων για τουσ οςτεοκλάςτεσ όπωσ TRAP, υποδοχζα 

καλςιτονίνθσ και κακεψίνθσ Κ. O NFATc1 αποτελεί ςθμαντικό γονίδιο – ςτόχο του fos κατά 

τθν οςτεοκλαςτογζνεςθ (Wagner and Eferl, 2005). 

Από τθν άλλθ πλευρά, θ OPG εκωράηεται ςε ποικιλία ιςτϊν και δρα ωσ διαλυτόσ 

υποδοχζασ αδρανοποίθςθσ του RANKL. Επιπρόςκετα, θ OPG αντιπροςωπεφει ζναν 

υποδοχζα για τον κυτταροτοξικό TRAIL (TNF-Related Apoptosis - Inducing Ligand), ο οποίοσ 

αποτελεί δυνθτικό ενεργοποιθτι τθσ απόπτωςθσ μετά από πρόςδεςθ ςτθν «περιοχι 

κανάτου» (death domain) των αντίςτοιχων υποδοχζων (Schoppet et al., 2004). Λόγω τθσ 

ικανότθτασ πρόςδεςθσ του TRAIL με τθν OPG, ο παράγοντασ αυτόσ μπορεί να οδθγιςει ςε 

αυξθμζνθ οςτεοκλαςτογζνεςθ. 

 

ΑΡΟΟΦΘΣΘ ΟΣΤΟΥ 

Θ οςτικι απορρόωθςθ από τουσ ϊριμουσ οςτεοκλάςτεσ πραγματοποιείται ςτθ 

μικροκοιλότθτα που ςχθματίηεται μεταξφ τθσ πτυχωτισ παρυωισ του οςτεοκλάςτθ και τθσ 

οςτικισ επιωάνειασ θ οποία ονομάηεται βοκρίο του Howship. Θ προςκόλλθςθ των 

οςτεοκλαςτϊν ςτισ οςτικζσ επιωάνειεσ επιτελείται από ιντεγκρίνεσ που αλλθλεπιδροφν με 

πρωτεΐνεσ τθσ εξωκυττάριασ ουςίασ, ςυμπεριλαμβανομζνων τθσ οςτεοποντίνθσ και τθσ 

οςτικισ ςιαλοπρωτεϊνθσ μζςω ειδικϊν δομϊν που καλοφνται «ποδοςϊματα». Οι 

ιντεγκρίνεσ είναι ετεροδιμερείσ γλυκοπρωτεϊνικοί υποδοχείσ αποτελοφμενοι από α- και β- 

υπομονάδεσ οι οποίεσ αναγνωρίηουν μεγάλο πλικοσ κυτταρικϊν και εξωκυτταρικϊν 

προςδεμάτων. Οι εξωκυττάριεσ πρωτεΐνεσ αλλθλεπιδροφν με τισ ιντεγκρίνεσ μζςω μιασ 

τριπεπτιδικισ αλλθλουχίασ (αργινίνθ-γλυκίνθ-αςπαρτικό οξφ) (Hynes, 1992). Κατά τθν 

ενεργοποίθςθ των ιντεγκρινϊν, τα ποδοςϊματα ςυγκεντρϊνονται ςτθν κυτταρικι 

περιωζρεια ςχθματίηοντασ μια μεγάλθ κυκλικι δομι, το δακτφλιο ακτίνθσ. Θ ενεργότθτα 

των οςτεοκλαςτϊν απαιτεί το ςχθματιςμό του δακτυλίου ακτίνθσ και θ διάςπαςι του 

αναςτζλλει τθν οςτικι απορρόωθςθ. Θ ανβ3 ιντεγκρίνθ αποτελεί τθν κφρια ιντεγκρίνθ των 

οςτεοκλαςτϊν, θ οποία κατζχει κακοριςτικό ρόλο ςτα γεγονότα προςκόλλθςθσ και ςτθν 

απορροωθτικι ικανότθτα των οςτεοκλαςτϊν. Αναςτολι τθσ δράςθσ τθσ ανβ3 ιντεγκρίνθ 

μζςω αντιςωμάτων που παρεμποδίηουν τθν επαωι τθσ με τθ κεμζλια ουςία του οςτοφ, 

προκαλεί αναςτολι τθσ απορροωθτικισ δράςθσ των οςτεοκλαςτϊν (Razzouk et al., 2002). 

Με ςκοπό να απορροωθκεί θ αποτιτανωμζνθ κεμζλια ουςία, οι οςτεοκλάςτεσ παράγουν 

ιόντα υδρογόνου ϊςτε να διαλυτοποιθκοφν τα μεταλλικά ςτοιχεία και πρωτεολυτικά 

ζνηυμα για να αποικοδομθκεί θ οργανικι ουςία του οςτοφ. Θ οξίνιςθ τθσ αποτιτανωμζνθσ 
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κεμζλιασ ουςίασ εξαρτάται από τθ δράςθ τθσ καρβονικισ ανυδράςθσ ΛΛ, θ απουςία τθσ 

οποίασ οδθγεί ςε οςτεοπζτρωςθ λόγω πλιρουσ αναςτολισ τθσ οςτικισ απορρόωθςθσ. Θ 

αποικοδόμθςθ του κολλαγόνου ςε χαμθλό pH επιτελείται από τισ κακεψίνεσ (cathepsins), 

εξειδικευμζνα ζνηυμα που παράγονται από τουσ οςτεοκλάςτεσ και απελευκερϊνονται ςτο 

βοκρίο του Howship. Οι οςτεοκλάςτεσ παράγουν επίςθσ μεταλλοπρωτεϊνάςεσ τθσ κεμζλιασ 

ουςίασ (MMP-1 και MMP-9), ο ρόλοσ των οποίων ςτθν οςτικι απορρόωθςθ δεν ζχει 

αποςαωθνιςτεί κακϊσ είναι ανενεργζσ ςτο χαμθλό pH που υπάρχει ςτο βοκρίο. Ζχει 

διαπιςτωκεί ότι οι μεταλλοπρωτεϊνάςεσ τθσ κεμζλιασ ουςίασ είναι απαραίτθτεσ για τθ 

μετανάςτευςθ των οςτεοκλαςτϊν κατά τθ διαδικαςία τθσ οςτικισ ανακαταςκευισ. 

 

ΑΝΑΚΑΣΑΚΕΤΗ ΣΟΤ ΟΣΟΤ –  

ΤΖΕΤΞΗ ΧΗΜΑΣΙΜΟΤ ΚΑΙ ΑΠΟΡΡΟΦΗΗ 

Ο οςτίτθσ ιςτόσ χαρακτθρίηεται από αξιοςθμείωτθ δυνατότθτα ςυνεχοφσ ανακαταςκευισ 

ςε όλθ τθ διάρκεια τθσ ηωισ λόγω τθσ ςυνεχοφσ απόκριςθσ του ςε ωυςικά ωορτία και 

τάςεισ που δζχεται το ςκελετικό ςφςτθμα και ςε μεταβολζσ του μικροπεριβάλλοντόσ του. Θ 

δομικι ακεραιότθτα των οςτϊν διατθρείται μζςω μιασ δυναμικισ διαδικαςίασ που είναι 

γνωςτι ωσ οςτικι ανακαταςκευι (bone remodelling). Θ οςτικι ανακαταςκευι είναι το 

αποτζλεςμα δφο αντίρροπων λειτουργικϊν διαδικαςιϊν, τθσ οςτικισ παραγωγισ που 

επιτελείται από τουσ οςτεοβλάςτεσ και τθσ οςτικισ απορρόωθςθσ που επιτελείται από τουσ 

οςτεοκλάςτεσ. Διαταραχι τθσ ιςορροπίασ μεταξφ οςτικισ παραγωγισ και οςτικισ 

απορρόωθςθσ οδθγεί ςτθν εμωάνιςθ μεταβολικϊν νοςθμάτων των οςτϊν, όπωσ θ 

οςτεοπόρωςθ (Looker et al., 2000). Θ οςτικι ανακαταςκευι ρυκμίηεται από αυξθτικοφσ και 

ορμονικοφσ παράγοντεσ, κακϊσ και από μθχανικζσ και θλεκτρικζσ δυνάμεισ που αςκοφνται 

ςτον ςκελετό (Watts, 1999). 

Σε μικροςκοπικό επίπεδο θ οςτικι ανακαταςκευι λαμβάνει χϊρα ςε μικρζσ περιοχζσ τθσ 

ςπογγϊδουσ και ωλοιϊδουσ (ςυμπαγοφσ) επιωάνειασ του οςτοφ, γνωςτζσ ωσ βαςικζσ 

πολυκυτταρικζσ μονάδεσ (Bone Multicellular Units, BMU). Θ οςτικι απορρόωθςθ 

προθγείται πάντα τθσ οςτικισ παραγωγισ και ςτο νεανικό ςκελετό το ποςό του οςτοφ που 

απορροωάται είναι ςχεδόν ίςο με το ποςό του οςτοφ που ςχθματίηεται εκ νζου. Για το λόγο 

αυτό θ οςτικι ανακαταςκευι υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ κεωρείται ιςορροπθμζνθ 

διαδικαςία ςτο χϊρο και ςτο χρόνο. Θ οςτικι ανακαταςκευι παρουςιάηει κετικό ιςοηφγιο 

οςτικισ μάηασ μζχρι τθν τρίτθ δεκαετία τθσ ηωισ ςτον άνκρωπο και διατθρείται ςε υψθλά 

επίπεδα με μικρζσ διακυμάνςεισ μζχρι τθν θλικία των 50 ετϊν. Σε μεγαλφτερεσ θλικίεσ θ 
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οςτικι απορρόωθςθ κυριαρχεί και θ οςτικι μάηα αρχίηει να ελαττϊνεται. Ο μζςοσ χρόνοσ 

ηωισ κάκε ανακαταςκευαςτικισ μονάδασ ςτον άνκρωπο είναι 2 ωσ 8 μινεσ, με το 

μεγαλφτερο χρονικό διάςτθμα να καταλαμβάνεται από τθ διαδικαςία τθσ οςτικισ 

παραγωγισ. Ζχουν υπολογιςτεί 35 εκατομμφρια ανακαταςκευαςτικζσ μονάδεσ ςτον 

ανκρϊπινο ςκελετό, όπου 3 ωσ 4 εκατομμφρια ενεργοποιοφνται κάκε χρόνο, με 

αποτζλεςμα ολόκλθροσ ο ςκελετόσ να ανανεϊνεται κάκε 10 χρόνια (Fernández-

Tresguerres-Hernández-Gil et al., 2006). 

 

ΣΤΑΔΛΑ ΟΣΤΛΚΘΣ ΑΝΑΚΑΤΑΣΚΕΥΘΣ 

Θ διαδικαςία τθσ οςτικισ ανακαταςκευισ διενεργείται ςε ζξι ωάςεισ: α) τθ ωάςθ 

θρεμίασ, β) τθ ωάςθ ενεργοποίθςθσ, γ) τθ ωάςθ οςτικισ απορρόωθςθσ, δ) τθ ωάςθ 

κυτταρικισ αναςτροωισ, ε) τθ ωάςθ οςτικισ παραγωγισ και ςτ) τθ ωάςθ επιμετάλλωςθσ 

του οςτεοειδοφσ (Εικόνα 9).  

Α) Φάςη ηρεμίασ (Quiescent phase): αποτελεί τθ ωάςθ όπου θ μεταβολικι μονάδα του 

οςτοφ (Bone Multicellular Unit, BMU) είναι ανενεργι και ταυτίηεται με τθ 

μικροκαταςκευαςτικι μονάδα του οςτοφ (Bone Structural Unit, BSU). 

Β) Φάςη ενεργοποίηςησ (Activation phase): οι πρόδρομοι οςτεοκλάςτεσ 

ενεργοποιοφνται από κυτοκίνεσ και αυξθτικοφσ παράγοντεσ και διαωοροποιοφνται ςε 

ϊριμουσ οςτεοκλάςτεσ, οι οποίοι τελικά ςυγκεντρϊνονται ςτθν επιωάνεια τθσ μεταβολικισ 

μονάδασ. 

Γ) Φάςη οςτικήσ απορρόφηςησ (Resorption phase): οι επιςτρατευμζνοι οςτεοκλάςτεσ 

αποικοδομοφν προοδευτικά τθν αποτιτανωμζνθ κεμζλια ουςία αδειάηοντασ ζτςι το 

περιεχόμενο τθσ μεταβολικισ μονάδασ. Θ απορρόωθςθ ολοκλθρϊνεται από τα μακροωάγα 

του μυελοφ που απελευκερϊνουν αυξθτικοφσ παράγοντεσ τθσ κεμζλιασ ουςίασ. Στο 

ςπογγϊδεσ οςτό θ ωάςθ τθσ οςτικισ απορρόωθςθσ διαρκεί 10 θμζρεσ ενϊ ςτο ωλοιϊδεσ 6-

10 εβδομάδεσ. 

Δ) Φάςη κυτταρικήσ αναςτροφήσ (Reversal phase): οι οςτεοκλάςτεσ αποκολλϊνται και 

απομακρφνονται από το πυκμζνα τθσ μεταβολικισ μονάδασ μζςω κάποιου άγνωςτου 

μθχανιςμοφ, και ςτθ κζςθ τουσ εμωανίηονται οι οςτεοβλάςτεσ. 

Ε) Φάςη οςτικήσ παραγωγήσ (Formation phase): οι προ-οςτεοβλάςτεσ προςελκφονται 

χθμειοτακτικά από τουσ αυξθτικοφσ παράγοντεσ που ζχουν απελευκερωκεί ςτθ κεμζλια 

ουςία και διαωοροποιοφνται ςε ϊριμουσ οςτεοβλάςτεσ οι οποίοι ςυνκζτουν και 
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εναποκζτουν προοδευτικά οςτεοειδζσ. Το νεοςυντικζμενο οςτό είναι ιςόποςο εκείνου που 

απορροωικθκε ςτισ προθγοφμενεσ ωάςεισ. Θ ωάςθ οςτικισ παραγωγισ διαρκεί 3 μινεσ. 

Σ) Φάςη επιμετάλλωςησ οςτεοειδοφσ (Mineralization phase): θ μεταβολικι μονάδα 

του οςτοφ αδρανοποιείται, επιςτρϊνεται ξανά από επενδυτικά κφτταρα και λειτουργεί ςαν 

μικροκαταςκευαςτικι μονάδα του οςτοφ. Θ ωάςθ τθσ επιμετάλλωςθσ ξεκινά 30 θμζρεσ 

μετά τθν απόκεςθ του οςτεοειδοφσ και ςταματά τθν 90θ θμζρα για το ςπογγϊδεσ οςτό και 

τθν 130θ θμζρα για το ωλοιϊδεσ οςτό. Ακολουκεί θ ωάςθ θρεμίασ και θ διαδικαςία 

ολοκλθρϊνεται. 

 

Εικόνα 9: Σχθματικι αναπαράςταςθ τθσ οςτικισ ανακαταςκευισ (Rauch and Glorieux, 

2004). 
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 ΡΑΚΘΣΕΛΣ ΤΩΝ ΟΣΤΩΝ 
 
 

ΓΕΝΙΚΑ 

Οι πακιςεισ των οςτϊν κατατάςςονται ςε διάωορεσ κατθγορίεσ, ανάλογα με τθν 

αιτιολογία. Μποροφν να διακρικοφν ςε μθχανικζσ βλάβεσ (κάταγμα), μεταβολικζσ πακιςεισ 

(οςτεομαλακία, οςτεοπόρωςθ), γενετικζσ ανωμαλίεσ (ατελισ οςτεογζνεςθ, οςτεοπζτρωςθ), 

όγκουσ (οςτεοςάρκωμα, οςτεοχόνδρωμα) και μολφνςεισ (οςτεομυελίτιδα, 

ςπονδυλοδιςκίτιδα). Υπάρχουν όμωσ και αςκζνειεσ που μπορεί να οωείλονται ςε ζνα 

ςυνδυαςμό αιτιϊν, όπωσ για παράδειγμα θ νόςοσ του Paget που οωείλεται ςε γενετικι 

ανωμαλία ι ςε μόλυνςθ από ιό. 

Θ ςυχνότερθ πάκθςθ των οςτϊν είναι θ οςτεοπόρωςθ. Χαρακτθρίηεται, πρϊτον, από 

χαμθλι οςτικι μάηα και δεφτερον, από διαταραχι τθσ μικροαρχιτεκτονικισ δομισ των 

οςτϊν (Εικόνα 10) με αποτζλεςμα τθ μείωςθ τθσ αντοχισ τουσ και τον αυξθμζνο κίνδυνο 

κατάγματοσ. Θ πιο ςυχνι μορωι οςτεοπόρωςθσ είναι θ μετεμμθνοπαυςιακι. Εμωανίηεται 

ςε γυναίκεσ μετά τθν εμμθνόπαυςθ και ςχετίηεται με τθ μειωμζνθ παραγωγι οιςτρογόνων, 

που ωυςιολογικά παρατθρείται ςε αυτι τθν θλικία των γυναικϊν.  

Θ λεγόμενθ οςτεοπόρωςθ των θλικιωμζνων εμωανίηεται ςε γυναίκεσ και άνδρεσ θλικίασ 

70 ετϊν και πάνω. Θ δευτεροπακισ οςτεοπόρωςθ αναπτφςςεται ςε αςκενείσ με οριςμζνεσ 

πακιςεισ, όπωσ είναι π.χ. ο υπερπαρακυρεοειδιςμόσ, θ ρευματοειδισ αρκρίτιδα, ο 

υπογοναδιςμόσ, ο υπερκυρεοειδιςμόσ και το ςφνδρομο δυςαπορρόωθςθσ. Επίςθσ, 

δευτεροπακισ οςτεοπόρωςθ μπορεί να εμωανιςτεί ςε αςκενείσ που παίρνουν για μακρό 

χρονικό διάςτθμα οριςμζνα ωάρμακα, όπωσ είναι τα γλυκοκορτικοειδι (κορτιηόνθ), θ 

κυρεοειδικι ορμόνθ ςε δόςθ μεγαλφτερθ από ότι χρειάηεται για τθν αντιμετϊπιςθ του 

υποκυρεοειδιςμοφ, τα αντιεπιλθπτικά ωάρμακα ι θ θπαρίνθ. 
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Εικόνα 10: Θλεκτρονικι μικροωωτογραωία. Α. Φυςιολογικό οςτό. Β. Οςτεοπορωτικό οςτό. 

Σε ςφγκριςθ με το ωυςιολογικό οςτό πολλζσ κάκετεσ και οριηόντιεσ οςτικζσ δοκίδεσ είναι 

λεπτότερεσ και γι’ αυτό θ οςτικι πυκνότθτα είναι χαμθλι ςτθν οςτεοπόρωςθ. Επιπλζον, θ 

αρχιτεκτονικι των οςτικϊν δοκίδων είναι διαταραγμζνθ. Αρκετζσ δοκίδεσ λείπουν (ανοιχτά 

βζλθ) και άλλεσ είναι ςπαςμζνεσ (ςυμπαγι βζλθ) *3+. 

 

 

Δφο είναι οι παράγοντεσ που παίηουν κακοριςτικό ρόλο ςτθν ανάπτυξθ τθσ 

οςτεοπόρωςθσ: το χαμθλό επίπεδο τθσ κορυφαίασ οςτικισ μάηασ που αποκτά ζνα άτομο 

ςτθν θλικία των 25 περίπου ετϊν και θ αυξθμζνθ οςτικι απώλεια που μπορεί να ςυμβεί 

μετά τθν θλικία των 45-50 ετϊν.  

Θ αιτιολογία τθσ αςκζνειασ περιλαμβάνει ποικίλουσ παράγοντεσ, όπωσ: γενετικοφσ, 

γυναικείο ωφλο, θλικία άνω των 50 ετϊν, εμμθνόπαυςθ/υςτερεκτομι και ςυνεχισ λιψθ 

γλυκοκορτικοειδϊν. Επίςθσ, μεγάλο ρόλο ςτθν εμωάνιςθ τθσ αςκζνειασ παίηει το χαμθλό 

ςωματικό βάροσ, θ ωτωχι διατροωι ςε αςβζςτιο ι βιταμίνθ D, θ ζλλειψθ άςκθςθσ, το 

κάπνιςμα και θ υπερβολικι κατανάλωςθ οινοπνευματωδϊν ποτϊν. 

 

 

ΜΟΛΤΝΕΙ ΣΩΝ ΟΣΩΝ 

Ο ςκελετόσ, το μεγαλφτερο ςφςτθμα οργάνων του ςϊματοσ, αποτελεί ζναν ςθμαντικό 

ςτόχο βακτθριακϊν μολφνςεων. Ρολλά βακτιρια μποροφν να μολφνουν τα οςτά, αλλά 

υπάρχει ζνασ μικρόσ αρικμόσ μικροοργανιςμϊν που παρουςιάηει αυξθμζνθ προτίμθςθ για 

το ςκελετό (Ρίνακασ 1). Μάλιςτα, οι πιο κοινζσ χρόνιεσ βακτθριακζσ αςκζνειεσ του 

ανκρϊπου είναι αυτζσ που αωοροφν το ςκελετό. Αποτζλεςμα τζτοιων μολφνςεων είναι θ 

απϊλεια οςτοφ (οςτεόλυςθ). 
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Ρίνακασ 1: Βακτθριακζσ αςκζνειεσ που προςβάλλουν το ςκελετό (Henderson and Nair, 2003). 

 

Αςθζνεια Τπεφθυνοσ οργανιςμόσ 

Σερηδόνα Streptococcus mutans, Lactobacillus casei, Actinomyces spp 

Περιοδοντίτιδα Ροικίλα ςτοματικά Gram αρνθτικά βακτιρια 

ςυμπεριλαμβανομζνων των Actinobacillus ctinomycetemcomitans,  

Bacteroides forsythus, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas 

gingivalis, Prevotella intermedia 

Οςτεομυελίτιδα Κυρίωσ Staphylococcus aureus και S. epidermidis. Μικρότερθ 

ςυχνότθτα τα Mycobacterium tuberculosis και Salmonella spp 

ηπτική (βακτηριακή) αρθρίτιδα Κυρίωσ S. aureus και Neisseria gonorrhoeae 

Νόςοσ του Lyme (μπορρελίωςη) Borrelia burgdorferi 

Νόςοσ του Pott M. tuberculosis 

υφιλιδική οςτεΐτιδα Treponema pallidum 

Λζπρα M. leprae 

Μόλυνςη ορθοπεδικών 

εμφυτευμάτων 

Κυρίωσ ςταωυλόκοκκοι 

Ατροφική ρινίτιδα Pasteurella multocida 

 

Ζνα παράδειγμα αποτελεί θ τερθδόνα, μια από τισ πιο κοινζσ αςκζνειεσ παγκοςμίωσ (US 

Public Health Service, 2000) που μπορεί να ζχει ωσ αποτζλεςμα πολυμικροβιακι μόλυνςθ 

του οδοντικοφ πολωοφ και γζνεςθ περιοδοντικισ μόλυνςθσ με επακόλουκθ καταςτροωι 

του ωατνιακοφ οςτοφ. Μια ςχετικι αςκζνεια, θ περιοδοντίτιδα, προκαλείται από κάποιουσ 

μικροοργανιςμοφσ τθσ ςτοματικισ κοιλότθτασ οι οποίοι μπορεί να προκαλζςουν 

καταςτροωι του ωατνιακοφ οςτοφ τθσ γνάκου και του περιοδοντικοφ ςυνδζςμου, που 

ενϊνει τα δόντια με το ωατνιακό οςτό (Εικόνα 11). Ο αξονικόσ ςκελετόσ (κρανίο, ςπόνδυλοι, 

πλευρά) και ο περιωερικόσ ςκελετόσ (ϊμοι, πφελοσ, άνω και κάτω άκρα) αποτελοφν 

ςτόχουσ μόλυνςθσ διαωόρων βακτθρίων, ιδιαιτζρωσ των ςταωυλοκόκκων, οι οποίοι 

αποτελοφν τον κφριο αιτιολογικό παράγοντα για τθν οςτεΐτιδα, τθν οςτεομυελίτιδα και τισ 

αςκζνειεσ των αρκρϊςεων (Schierholz and Beuth, 2001).  
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Εικόνα 11: Σχθματικό διάγραμμα ενόσ δοντιοφ και των περιβαλλόμενων περιοδοντικϊν 

ιςτϊν. Οι αλλοιϊςεισ λόγω τθσ τερθδόνασ επιτρζπουν τθν είςοδο των βακτθρίων, τα οποία 

ειςβάλλουν διαμζςου του οςτοφ και του οδοντικοφ πολωοφ και ωτάνουν ωσ τθν κορυωαία 

απόλθξθ τθσ ρίηασ. Στθν περιοχι αυτι  μποροφν να προκαλζςουν ωλεγμονι και 

καταςτροωι του περιβαλλόμενου οςτοφ. Το άλλο ςθμείο που μπορεί να αποτελεί ςτόχο 

μόλυνςθσ είναι ανάμεςα ςτο οφλο και το δόντι. Ρροκαλείται από τθν υπερβολικι ανάπτυξθ 

των βακτθρίων και τθν απϊλεια τθσ ςφνδεςθσ του οφλου με το δόντι. Στθν περιοχι αυτι τα 

βακτιρια προκαλοφν απορρόωθςθ του ωατνιακοφ οςτοφ, χωρίσ ωςτόςο να βρίςκονται ςε 

επαωι με το οςτό. Αυτι θ αςκζνεια είναι γνωςτι ωσ περιοδοντίτιδα  (Henderson and Nair, 

2003). 

 

Ζνα κυρίαρχο πρόβλθμα αποτελοφν επίςθσ οι μολφνςεισ των ςκελετικϊν εμωυτευμάτων, 

όπωσ για παράδειγμα θ τεχνθτι γοωικι άρκρωςθ. Ο αρικμόσ των αρκρικϊν 

αποκαταςτάςεων που πραγματοποιοφνται ετθςίωσ είναι τεράςτιοσ. Οι μολφνςεισ των 

οςτϊν είναι πολφ δφςκολο να αντιμετωπιςτοφν με αντιβιοτικά (Ciampolini and Harding, 

2000) και το πρόβλθμα επιδεινϊνεται με τθν ολοζνα και αυξανόμενθ ανκεκτικότθτα ςτα 

αντιβιοτικά των οργανιςμϊν που μολφνουν το ςκελετό. Άλλα βακτιρια που ςχετίηονται με 

ανκρϊπινεσ ςκελετικζσ μολφνςεισ είναι το Mycobacterium tuberculosis, M. Leprae και το 

Treponema pallidum. Εκτόσ από τουσ ανκρϊπουσ, τα ηϊα επίςθσ υποωζρουν από ςκελετικζσ 

μολφνςεισ. Ζνα παράδειγμα που ενζχει οικονομικό ενδιαωζρον αποτελεί θ ατροωικι 

ρινίτιδα που αωορά τα κατοικίδια ηϊα, όπωσ τουσ χοίρουσ και είναι αποτζλεςμα τθσ 

μόλυνςθσ από τθν Pasteurella multocida (Hunt et al., 2000). 
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Μια από τισ πιο ςυχνζσ μολφνςεισ των οςτϊν είναι θ οςτεομυελίτιδα (Εικόνα 12). Είναι θ 

ωλεγμονϊδθσ κατάςταςθ των οςτϊν θ οποία προςβάλλει το μυελό των οςτϊν, τα ωλοιϊδθ 

πζταλα, το περιόςτεο και τα αγγεία των οςτϊν. Οωείλεται κυρίωσ ςτον S. aureus. Θ 

ωλεγμονι αναπτφςςεται μζςα ςτο μυελό των οςτϊν, επεκτείνεται ςτθ ςπογγϊδθ ουςία και 

ςτθ ςυνζχεια με τα αγγεία προςβάλλει και το περιόςτεο. Κατά τθν επζκταςθ τθσ ωλεγμονισ 

το οςτό αντιδραςτικά παχαίνει και ςυμπυκνϊνεται ςτθν περιωζρεια, με ςκοπό τθν 

περιχαράκωςθ τθσ βλάβθσ, θ οποία νεκρϊνει το τμιμα του οςτοφ που ζχει προςβάλλει. Το 

νεκρωμζνο αυτό μζροσ του οςτοφ ονομάηεται απόλυμα, επειδι ςπάνια απορροωάται ενϊ 

εάν δεν αωαιρεκεί χειρουργικά, ςχθματίηει ςυχνά ςυρίγγια. 

Θ οςτεομυελίτιδα χαρακτθρίηεται ανάλογα με το είδοσ και τθν ζκταςθ τθσ ωλεγμονισ ςε 

οξεία, υποξεία και χρόνια. Συχνζσ επιπλοκζσ τθσ οςτεομυελίτιδασ είναι τα πακολογικά 

κατάγματα, οι παραμορωϊςεισ των οςτϊν ενϊ ςε νεαρά άτομα θ ανάπτυξθ των οςτϊν 

είναι ανϊμαλθ.  

Θ οςτεομυελίτιδα μπορεί να ςυμβεί: 

 Μετά από τραυματιςμό (ανοικτό κάταγμα και επιμόλυνςθ από μικρόβια του 

περιβάλλοντοσ). 

 Μετά από ζμπαρςθ ξζνου ςϊματοσ (πχ μολυςμζνο καρωί). 

 Μετά από ορκοπαιδικό χειρουργείο (επιμόλυνςθ ςυνικωσ από ςταωυλόκοκκο που 

επικάκεται ςτα μεταλλικά υλικά). 

 Μετά από λοίμωξθ ςε άλλο ςθμείο του οργανιςμοφ (πχ ουρολοίμωξθ, πνευμονία, 

οδοντικό απόςτθμα) και διαςπορά ςτο οςτό μζςω του αίματοσ. 

 Σε διαβθτικά ζλκθ (επιμόλυνςθ ςε ςυνδυαςμό με τθν μειωμζνθ άμυνα του οργανιςμοφ). 

 Σε βρζωθ και παιδιά όπου πιο ςυχνά πρόκειται για διαςπορά μζςω του αίματοσ. 

 

 

Εικόνα 12: Ακτινογραωία ωυςιολογικοφ οςτοφ (Α) και οςτοφ με οςτεομυελίτιδα (Β). Στθν 

περίπτωςθ τθσ οςτεομυελίτιδασ, είναι εμωανισ θ απϊλεια οςτοφ (οςτεόλυςθ). 
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Θ οξεία οςτεομυελίτιδα είναι θ πιο ςυχνι μικροβιακι ωλεγμονι του οςτοφ, που οδθγεί 

ςτο ςχθματιςμό πφου και νεκρωμάτων. Ρροςβάλλει ςυνικωσ τουσ άντρεσ (αναλογία 3:1) 

μζχρι τθν θλικία των 20 ετϊν και ςπανιότερα άτομα μεγαλφτερθσ θλικίασ. Θ μεγαλφτερθ 

ςυχνότθτα παρατθρείται ςτισ θλικίεσ 18-24 μθνϊν. Στο 70% των περιπτϊςεων θ πάκθςθ 

εντοπίηεται ςτο μθριαίο οςτό ι ςτθν κνιμθ, ενϊ ςπανιότερα εντοπίηεται ςε άλλα οςτά. 

 

Pseudomonas και μολφνςεισ οςτοφ 

Ρρόςωατα δεδομζνα δείχνουν ότι και είδθ του γζνουσ Pseudomonas εμπλζκονται ςε 

αςκζνειεσ των οςτϊν και των αρκρϊςεων. Ζχουν απομονωκεί βακτιρια αυτοφ του γζνουσ 

ςε περιπτϊςεισ αςκενειϊν όπωσ θ οςτεοχονδρίτιδα (Jacobs et al., 1982), θ οςτεομυελίτιδα 

(Sabir et al., 2007), θ λοιμϊδθσ αρκρίτιδα (Kaw et al., 2004), θ ςπονδυλοδιςκίτιδα (Chi et al., 

2005; Falagas et al., 2006) ςτισ οποίεσ ςυχνά παρατθρείται αλλοίωςθ των ςκλθρϊν ιςτϊν. 

Με τα παραπάνω, γίνεται κατανοθτι θ ςθμαντικότθτα των ςκελετικϊν μολφνςεων και 

ωυςικά είναι επιτακτικι θ εφρεςθ τρόπων αντιμετϊπιςισ τουσ. Θ εφρεςθ κεραπείασ όμωσ 

προχποκζτει τθ γνϊςθ των μθχανιςμϊν με τουσ οποίου οι μικροοργανιςμοί μολφνουν τα 

οςτά. Ζτςι, ςθμαντικό κομμάτι τθσ ζρευνασ για τισ ςκελετικζσ μολφνςεισ αωορά τθ 

διερεφνθςθ των πικανϊν μθχανιςμϊν μόλυνςθσ. 

 

ΜΗΧΑΝΙΜΟΙ ΒΑΚΣΗΡΙΩΝ ΓΙΑ ΜΟΛΤΝΗ ΟΣΟΤ 

Ζχει προτακεί ότι υπάρχουν τουλάχιςτον 5 μθχανιςμοί και τα βακτιρια μπορεί να 

χρθςιμοποιοφν ζναν από αυτοφσ ι και όλουσ για τθν πρόκλθςθ ςκελετικισ βλάβθσ (Εικόνα 

13). Θ ικανότθτα χρθςιμοποίθςθσ διαωορετικϊν μθχανιςμϊν εξαρτάται από τθ ωφςθ τθσ 

μόλυνςθσ και από το πόςο ςτενι είναι θ επαωι μεταξφ του οςτοφ και του μολυςματικοφ 

βακτθρίου. Ο πρϊτοσ μθχανιςμόσ αωορά τθν ευκεία καταςτροωι τθσ ανόργανθσ κεμζλιασ 

ουςίασ του οςτοφ από τα βακτιρια, που ςυμβαίνει ςτθν περίπτωςθ τθσ τερθδόνασ. Το 

παραγόμενο οξφ από τα βακτιρια που προςκολλϊνται ςτα δόντια, όπωσ ο Streptococcus 

mutans, διαλυτοποιεί τθν αςβεςτοποιθμζνθ κεμζλια ουςία τθσ αδαμαντίνθσ και τθσ 

οδοντίνθσ. Ο δεφτεροσ και τρίτοσ πικανόσ μθχανιςμόσ είναι θ άμεςθ και ζμμεςθ 

ενεργοποίθςθ τθσ οςτεοκλαςτικισ απορρόωθςθσ του οςτοφ από τα βακτιρια ι τα 

ςυςτατικά τουσ. Αυτό μπορεί να ςυμβεί μζςω τθσ άμεςθσ ενεργοποίθςθσ των 

οςτεοβλαςτϊν ι των οςτεοκλαςτϊν από παράγοντεσ των βακτθρίων που εκωράηονται ςτθν 

επιωάνειά τουσ ι που εξάγονται από αυτά. Εναλλακτικά, αυτοί οι παράγοντεσ μπορεί να 

http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%A0%CF%8D%CE%BF&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%9D%CE%AD%CE%BA%CF%81%CF%89%CE%BC%CE%B1&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%9C%CE%B7%CF%81%CE%B9%CE%B1%CE%AF%CE%BF_%CE%BF%CF%83%CF%84%CF%8C&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%9A%CE%BD%CE%AE%CE%BC%CE%B7&action=edit&redlink=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sabir%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kaw%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Chi%20CY%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Falagas%20ME%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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ενεργοποιοφν τθν παραγωγι κυτοκινϊν υπεφκυνων για οςτεόλυςθ, ι μπορεί να είναι 

ανοςογόνοι και να ενεργοποιοφν τα ευαιςκθτοποιθμζνα CD4 λεμωοκφτταρα να εκωράςουν 

και να εκκρίνουν τον RANKL. Ο τζταρτοσ υποτικζμενοσ μθχανιςμόσ είναι θ άμεςθ ι ζμμεςθ 

αναςτολι του ςχθματιςμοφ του οςτοφ από τουσ οςτεοβλάςτεσ. Ο πζμπτοσ και τελευταίοσ 

μθχανιςμόσ βαςίηεται ςτθν ανακάλυψθ ότι αρκετά βακτιρια που εμπλζκονται ςτθν 

καταςτροωι του οςτοφ ειςβάλλουν ςτουσ οςτεοβλάςτεσ, με αποτζλεςμα τθν αλλαγι τθσ 

κυτταρικισ λειτουργίασ, τθν απόπτωςθ των οςτικϊν κυττάρων και τθ δυςλειτουργία τθσ 

κανονικισ οςτικισ ανακαταςκευισ. 

 

 
Εικόνα 13: Ρροτεινόμενοι μθχανιςμοί με τουσ οποίουσ τα βακτιρια μποροφν να 
προκαλζςουν καταςτροωι του οςτοφ. (α) Θ κεμζλια ουςία του οςτοφ καταςτρζωεται 
ευκζωσ από παράγοντεσ που απελευκερϊνονται από τα βακτιρια. Ρικανϊσ το μόνο 
παράδειγμα αυτοφ του μθχανιςμοφ είναι θ τερθδόνα, ςτθν οποία τα βακτιρια 
προςκολλϊνται ςτα δόντια και προκαλοφν καταςτροωι τουσ μζςω τθσ απελευκζρωςθσ 
οξζωσ. (β) Βακτθριακοί παράγοντεσ επιδροφν άμεςα με τα οςτικά κφτταρα προκαλϊντασ 
διζγερςθ των κυττάρων αυτϊν και οςτικι απορρόωθςθ. (γ) Οι παράγοντεσ αυτοί μπορεί να 
προκαλοφν τθν απελευκζρωςθ ενεργοποιθτικϊν διαμεςολαβθτϊν από τα οςτικά κφτταρα 
(δ) Τα βακτιρια μποροφν επίςθσ να αναςτείλουν τον οςτικό ςχθματιςμό. Αυτό μπορεί να 
ςυμβεί ευκζωσ από τα βακτιρια ι τα παράγωγά τουσ ι από τθν ενεργοποίθςθ των 
κυττάρων ξενιςτϊν και τθν απελευκζρωςθ αναςταλτικϊν παραγόντων. (ε) Ειςβολι των 
βακτθρίων ςτα οςτικά κφτταρα. Αυτό ζχει δειχκεί ότι ςυμβαίνει ςτουσ οςτεοβλάςτεσ. Τα 
κφτταρα μπορεί να ειςζλκουν ςε μονοπάτι απόπτωςθσ με τισ επακόλουκεσ επιπτϊςεισ ςτθ 
διαδικαςία ανακαταςκευισ του οςτοφ (Henderson and Nair, 2003). 
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ΔΑΣΕΛΣ ΤΩΝ ΕΡΛΦΑΝΕΛΑΚΩΝ Ι ΕΚΚΛΝΟΜΕΝΩΝ ΒΑΚΤΘΛΑΚΩΝ ΜΑΚΟΜΟΛΩΝ  ΣΤΘΝ 

ΑΝΑΚΑΤΑΣΚΕΥΘ ΤΟΥ ΟΣΤΟΥ 

 

Αρχικζσ προςπάκειεσ για τθν κατανόθςθ του τρόπου με τον οποίο τα βακτιρια μποροφν 

να οδθγιςουν ςτθν οςτικι απορρόωθςθ επικεντρϊνονται ςε γνωςτοφσ μολυςματικοφσ 

παράγοντεσ, ςυγκεκριμζνα λιποπολυςακχαρίτεσ (LPS) και πεπτιδογλυκάνεσ. Ζχει 

αναγνωριςτεί ζνασ μεγάλοσ αρικμόσ βακτθριακϊν ςυςτατικϊν που είναι ικανά για επαγωγι 

οςτικισ απορρόωθςθσ (Ρίνακασ 2). Τζτοια ςυςτατικά αωοροφν μια ποικιλία μορίων όπωσ: 

LPS (λιποπολυςακχαρίτεσ), λιποπεπτίδια, μοριακζσ νταντάδεσ, πορίνεσ, CpG 

ολιγονουκλεοτίδια και θ τοξίνθ του Pasteurella multocida (PMT). Ζνασ από τουσ πιο ικανοφσ 

παράγοντεσ του ξενιςτι για τθν επαγωγι οςτικισ απορρόωθςθσ in vitro είναι θ κυτοκίνθ, 

ιντερλευκίνθ 1 (IL-1), που είναι δραςτικι ςε ςυγκεντρϊςεισ picomolar. Κάποιοι βακτθριακοί 

οςτεολυτικοί αγωνιςτζσ, ςυμπεριλαμβανομζνου του λιποπεπτιδίου μοριακοφ μεγζκουσ 2 

kDa από το Mycoplasma fermentans (MALP-2, macrophage activating lipopeptide) (Piec et 

al., 1999), των LPS του E. coli (Reddi et al., 1995) και τθσ PMT (Pasteurella multocida toxin) 

(Felix et al., 1992) ζχουν παρόμοιεσ δραςτικότθτεσ και ζχουν μελετθκεί οι μθχανιςμοί που 

περιλαμβάνουν αυτοφσ τουσ παράγοντεσ.  

 

Ρίνακασ 2: Βακτθριακά μόρια με οςτεολυτικι δράςθ 

 

LPS - γενικά 

Οι λιποπολυςακχαρίτεσ (LPS) είναι μζροσ του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ των Gram 

αρνθτικϊν βακτθρίων και ςυγκεκριμζνα αποτελοφν το εξωκυττάριο ςτοιχείο του 

κυτταρικοφ περιβλιματοσ. Οι LPS τθσ P. aeruginosa περιγράωθκαν για πρϊτθ ωορά το 1937 

και αναλφκθκαν το 1958. Μζχρι ςιμερα ζχουν γίνει πάρα πολλζσ μελζτεσ για τουσ 
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λιποπολυςακχαρίτεσ των Gram αρνθτικϊν βακτθρίων (Goldberg and Pier, 1996). Γενικά, οι 

LPS αποτελοφνται από ζνα κεντρικό πολυςακχαρίτθ (core polysaccharide) που ςυνδζεται με 

ζνα ςφμπλοκο λιπίδιο (λιπίδιο Α) και ειδικζσ πλευρικζσ αλυςίδεσ από επαναλαμβανόμενεσ 

μονάδεσ ολιγοςακχαριτϊν που κακορίηουν τθν ορολογικι ειδικότθτα του ςτελζχουσ. Τα 3 

τμιματα αυτά των LPS ςυνδζονται μεταξφ τουσ με ομοιοπολικοφσ δεςμοφσ (Εικόνα 14). 

 

 

Εικόνα 14: Σχθματικι δομι του λιποπολυςακχαρίτθ (LPS) Gram αρνθτικϊν βακτθρίων. 

Φαίνονται οι δομζσ του λιπιδίου Α, του κεντρικοφ πολυςακχαρίτθ και οι Ο-πλευρικζσ 

αλυςίδεσ. 

 

 

Ο κεντρικόσ πολυςακχαρίτθσ αποτελείται από τμιμα εξοηϊν, τμιμα επτοηϊν και το 2-

κζτο-3-δεόξυ-οκτανικό οξφ (KDO). Οι μακριζσ πλευρικζσ αλυςίδεσ αποτελοφνται από 

διάωορα ςάκχαρα με διαωορετικι κάκε ωορά διάταξθ. Οι πλευρικζσ αλυςίδεσ αποτελοφν 

τον Ο- ειδικό πολυςακχαρίτθ (ςωματικό αντιγόνο Ο) και ονομάηονται Ο-ειδικζσ πλευρικζσ 

αλυςίδεσ. Τα ςτελζχθ που ωζρουν πλευρικζσ αλυςίδεσ εμωανίηουν αποικίεσ S (Smooth), 

ενϊ τα ςτελζχθ που ζχουν χάςει τισ πλευρικζσ αλυςίδεσ και ωζρουν μόνο το κεντρικό 

πολυςακχαρίτθ ςχθματίηουν αποικίεσ R (Rough). 

Το λιπίδιο Α είναι το υδρόωοβο τμιμα του LPS και βρίςκεται μζςα ςτθν εξωτερικι 

μεμβράνθ. Ο ςκελετόσ του αποτελείται από 2 μόρια γλυκοηαμίνθσ ςυνδεδεμζνα μεταξφ 

τουσ με β-1,6 γλυκοςιδικό δεςμό (Gmeimer et al., 1969). Δφο υδροξυλομάδεσ του 

διςακχαρίτθ είναι εςτερικά ςυνδεδεμζνεσ με ωωςωορικζσ ομάδεσ ςτισ κζςεισ 1, 4. Οι άλλεσ 

υδροξυλομάδεσ του διςακχαρίτθ και οι αμινομάδεσ ενϊνονται με 5-6 μακριζσ αλυςίδεσ 2 ι 

3 υδρόξυ λιπαρϊν οξζων, μοναδικϊν ςτουσ LPS των Gram (-) βακτθρίων (Darveau and 
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Hancock, 1983). Ο τφποσ και θ κζςθ των λιπαρϊν οξζων ποικίλει μεταξφ των βακτθριακϊν 

ειδϊν (Hitchcock et al., 1986). 

Οι LPS είναι το κφριο επιωανειακό αντιγόνο των Gram αρνθτικϊν βακτθρίων (Rietchel et 

al., 1987). Αναςτζλλουν τθ δράςθ του ςυμπλθρϊματοσ, αςκοφν μιτογόνο δράςθ ςτα Β-

λεμωοκφτταρα, ενϊ δεν ωαίνεται να επιδροφν ςτα Τ-λεμωοκφτταρα. Επίςθσ, ζχει βρεκεί ότι 

δρουν ςτο ςφςτθμα των Μονοπυρινων-Μακροωάγων και προκαλοφν τθν ενεργοποίθςθ 

τουσ κακϊσ και τθν παραγωγι πολλϊν χθμειοτακτικϊν παραγόντων και/ι κυτταροκινϊν. 

Ζχει αναωερκεί ότι ο CD14 (Cluster of Differentiation 14- μζλοσ τθσ οικογζνειασ των 

πρωτεϊνϊν-δεικτϊν τθσ κυτταρικισ επιωάνειασ) ζχει τθν ικανότθτα να αναγνωρίηει και να 

δεςμεφεται ςτουσ LPS Gram αρνθτικϊν βακτθρίων (Tobias et al., 1991; Gallay et al., 1993). Θ 

αναγνϊριςθ και δζςμευςθ του LPS ςτον CD14 ζχει βρεκεί ότι επιτελείται από τθν LBP (LPS 

Binding Protein) (Pugin et al., 1994). Μάλιςτα, ωαίνεται ότι ο LPS θ LBP και το CD14 

ςχθματίηουν τριμερζσ ςφμπλοκο (Thomas et al., 2002) (Εικόνα 15).  

Είναι γνωςτό ότι το μόριο του CD14 δεν ζχει ενδοκυττάριο τμιμα και ενϊ είναι 

προωανισ ο ρόλοσ του ςτθν αναγνϊριςθ των LPS (Dodrovolskaia et al., 2002; Landmann et 

al., 2000), παρζμενε άγνωςτοσ ο τρόποσ ςυμμετοχισ του ςτθν ενδοκυττάρια μεταβίβαςθ 

του ςιματοσ ενεργοποίθςθσ. Θ απάντθςθ ςε αυτό το ερϊτθμα δόκθκε ςτα τζλθ τθσ 

δεκαετίασ του 1980, όπου και μελετικθκαν εκτενϊσ οι Toll-υποδοχείσ ςε ανκρϊπινα 

κφτταρα και χαρακτθρίςκθκαν ωσ υποδοχείσ που μεταβιβάηουν το ςιμα ενδοκυτταρίωσ. Οι 

Toll υποδοχείσ μαηί με άλλουσ υποδοχείσ ςυμμετζχουν ςτθν αναγνϊριςθ μικροβιακϊν 

παραγόντων, όπωσ επίςθσ ςυνεργάηονται μεταξφ τουσ για τθ μετάδοςθ του ςιματοσ 

ενεργοποίθςθσ (Miyake et al., 2003). 

 

Εικόνα 15: Σχθματικι απεικόνθςθ μοντζλου αναγνϊριςθσ του LPS από τουσ υποδοχείσ 

επιωανείασ των μακροωάγων. Αλλθλεπίδραςθ των πρωτεϊνϊν LBP με τον LPS και MD2 με 

τον TLR4 (Beutler, 2003). 
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Ο TLR4 κεωρείται ο κατεξοχιν υποδοχζασ για τουσ LPS Gram αρνθτικϊν βακτθρίων χωρίσ 

να αποκλείεται ο ρόλοσ του ςτθν αναγνϊριςθ και άλλων μικροβιακϊν δομϊν αωοφ ζχει 

διαπιςτωκεί ότι αναγνωρίηει λιποτειχοϊκά οξζα Gram κετικϊν μικροβίων. Το μοντζλο του 

TLR4 με τον LPS είναι το πιο καλά μελετθμζνο μζχρι ςιμερα (Εικόνα 15). Θ ςυμμετοχι του 

TLR4 ςτθν αναγνϊριςθ του LPS αποδείχκθκε με διάωορεσ in vivo αλλά και in vitro 

πειραματικζσ προςεγγίςεισ ςε κφτταρα ανκρϊπου και ποντικοφ. Διάωορεσ κλινικζσ μελζτεσ 

ςε αςκενείσ με ελλειμματικι ανταπόκριςθ ςε LPS απζδειξαν ότι οωείλονταν ςε μεταλλάξεισ 

ςτο γονίδιο του TLR4. 

Για τον TLR4 ζχει περιγραωεί ζνα μοντζλο αναγνϊριςθσ του LPS, ςτο οποίο ο TLR4 δεν 

ωαίνεται να δρα από μόνοσ του. Συγκεκριμζνα, ο LPS ςυνδζεται με μια πρωτεΐνθ του οροφ 

τθν LPS Binding Protein (LBP) και το ςφμπλοκο αυτό αναγνωρίηεται από τον CD14 (Wright et 

al., 1989). Επειδι όμωσ ο CD14 ςτερείται ενδοκυττάριου τμιματοσ και αδυνατεί να 

μεταωζρει τθν πλθροωορία του ςιματοσ ενεργοποίθςθσ μζςα ςτο κφτταρο, το κενό αυτό 

ςυμπλθρϊνει ουςιαςτικά ο TLR4. Αναπόςπαςτο κομμάτι αυτοφ του μοντζλου αναγνϊριςθσ 

του LPS από τουσ CD14 και TLR4, είναι μία μικρι πρωτεΐνθ, θ MD-2, θ οποία δεςμεφεται 

πάνω ςτον TLR4. 

 

LPS - οςτεολυτική δράςη 

Οι LPS αποτελοφν αποδεδειγμζνα οςτεολυτικοφσ παράγοντεσ και επαγωγείσ του 

ςχθματιςμοφ οςτεοκλαςτϊν (Nair et al., 1996; Henderson et al., 2003). Σε μια μελζτθ όπου 

χρθςιμοποιικθκαν μακροωάγα του μυελοφ των οςτϊν ποντικοφ, δείχκθκε ότι οι LPS 

αλλθλεπιδροφν με τα πρόδρομα των οςτεοκλαςτϊν και επάγουν τον TNF-a, ο οποίοσ δρα 

μζςω του 55 kDa TNF υποδοχζα και διεγείρει τον ςχθματιςμό των οςτεοκλαςτϊν (Abu-

Amer et al., 1997). Αντίκετα, οι Suda et al., 2002 ανζωεραν ότι οι LPS επάγουν το 

ςχθματιςμό των οςτεοκλαςτϊν ευκζωσ, χωρίσ τθν απαίτθςθ ενδιάμεςων ωλεγμονωδϊν, 

όπωσ θ IL-1, o TNF-a ι o RANKL. Οι LPS, IL-1, RANKL χρθςιμοποιοφν τουσ αντίςτοιχουσ 

επιωανειακοφσ υποδοχείσ για ςθματοδότθςθ, μζςω τθσ κυτοπλαςματικισ προςαρμοςτικισ 

πρωτεΐνθσ, γνωςτι ωσ TNFR-associated factor 6 (TRAF6), για τθν ενεργοποίθςθ 

μεταγραωικϊν παραγόντων όπωσ ο NF-kB και ο AP-1, χρθςιμοποιϊντασ ΜΑ κινάςεσ. 

Οι Zhuang et al. (2007), ζδειξαν με in vitro πειράματα ότι οι LPS τθσ Pseudomonas 

aeruginosa δεν μποροφν να διεγείρουν τθν οςτεοκλαςτογζνεςθ ςε προ-οςτεοκλάςτεσ (bone 

marrow monocytes), χωρίσ κανζνα άλλο ερζκιςμα. Μόνο ςε ςυν-καλλιζργειεσ 
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οςτεοβλαςτϊν με προ-οςτεοκλάςτεσ ζγινε επαγωγι τθσ οςτεοκλαςτογζνεςθσ και μάλιςτα 

χρειάηονταν λειτουργικοί TLR4 υποδοχείσ και ςτουσ οςτεοβλάςτεσ και ςτουσ προ-

οςτεοκλάςτεσ. Σε in vivo πείραμα είδαν ότι οι LPS τθσ Pseudomonas aeruginosa επάγουν 

ιςχυρι οςτεόλυςθ ςε ωυςιολογικά ποντίκια, αλλά όχι ςε ποντίκια που τουσ λείπουν 

λειτουργικοί TLR4 υποδοχείσ. Ζτςι ςυμπζραναν ότι οι λιποπολυςακχαρίτεσ δρουν ζμμεςα 

ςτουσ προ-οςτεοκλάςτεσ, μζςω των οςτεοβλαςτϊν και επάγουν οςτεοκλαςτογζνεςθ και 

άρα οςτικι απορρόωθςθ. Σε ςυνζχεια αυτισ τθσ μελζτθσ, οι Nason et al. (2009a) ζδειξαν ότι 

οι LPS τθσ Pseudomonas aeruginosa μποροφν να διεγείρουν ευκζωσ τον ςχθματιςμό 

οςτεοκλαςτϊν από προ-οςτεοκλάςτεσ, μόνο όταν είχε προθγθκεί ζνα ζναυςμα με υπο-

οςτεοκλαςτογόνεσ δόςεισ RANKL "RANKL priming". Ζδειξαν επίςθσ ότι κατά τθ 

διαωοροποίθςθ των οςτεοκλαςτϊν υπάρχει υπερζκωραςθ κάποιων κυτοκινϊν (TNF-a, IL-6, 

IL-10, IL-12, G-CSF, leptin) που ωαίνεται να ζχουν κάποιο ρόλο ςτθ διαδικαςία τθσ 

οςτεοκλαςτογζνεςθσ. Ζτςι ςυμπζραναν ότι οι LPS μποροφν αυτόνομα να οδθγιςουν ςε 

οςτεοκλαςτογζνεςθ, με τθν παραγωγι ωλεγμονωδϊν κυτοκινϊν που δρουν με 

αυτοκρινικό/παρακρινικό τρόπο και προάγουν τθ διαωοροποίθςθ των οςτεοκλαςτϊν. Θ πιο 

πρόςωατθ μελζτθ των Nason et al., (2009b) δείχνει ότι για βζλτιςτθ οςτεοκλαςτογζνεςθ 

απαιτοφνται λειτουργικοί TLR4 αλλά και TLR2 υποδοχείσ, όπωσ επίςθσ και MyD88 (myeloid 

differentiation factor 88). 

Υπάρχουν και άλλεσ ενδείξεισ ότι οι LPS ρυκμίηουν τθν δραςτικότθτα των  

οςτεοβλαςτϊν. Για παράδειγμα, οι LPS από το οδοντικό πακογόνο P. gingivalis μποροφν να 

αναςτζλλουν τθ διαωοροποίθςθ των προγονικϊν κυττάρων των οςτεοβλαςτϊν ςε ϊριμουσ 

οςτεοβλάςτεσ (Kadono et al., 1999). Ππωσ αναωζρκθκε, οι LPS ενεργοποιοφν τα κφτταρα με 

τθν πρόςδεςι τουσ ςτον CD14. Διαδοχικά, ο CD14 αλλθλεπιδρά με τον TLR4 για τθν 

εκκίνθςθ ενδοκυτταρικισ ςθματοδότθςθσ με τθ χριςθ του TRAF6, όπωσ περιγράωθκε 

παραπάνω. Ζχει δειχκεί ότι οι LPS μποροφν να επάγουν τθν ςφνκεςθ του RANKL ςε 

καλλιεργοφμενουσ οςτεοβλάςτεσ ποντικοφ. Θ ςφνκεςθ αυτι παρεμποδίηεται από 

αντιςϊματα του TLR4 και δεν ςυμβαίνει ςτουσ οςτεοβλάςτεσ που τουσ λείπει λειτουργικόσ 

TLR4 υποδοχζασ (Kikuchi et al., 2001).  

 

PMT 

Θ ατροωικι ρινίτιδα είναι μια μθ-κανατογόνοσ, αλλά οικονομικά ςθμαντικι αςκζνεια 

των χοίρων που προκαλείται από το Pasteurella multocida, ςτθν οποία θ ανάπτυξθ του 

χόνδρου τθσ ρινικισ κοιλότθτασ είναι μειωμζνθ. Τα ςυμπτϊματα τθσ αςκζνειασ μποροφν να 
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αναπαραχκοφν από τθν PMT, μια 146 kDa μιτογόνο τοξίνθ (Lax and Grigoriadis, 2001). Θ 

τοξίνθ είναι ιςχυρόσ ενεργοποιθτισ τθσ οςτικισ απορρόωθςθσ in vitro (Felix et al., 1992) και 

είναι ιςχυρό μιτογόνο για τουσ αρχζγονουσ οςτεοβλάςτεσ, αλλά αναςτζλλει τθ 

διαωοροποίθςι τουσ ςε ϊριμουσ οςτεοβλάςτεσ που είναι ικανοί για ςχθματιςμό οςτοφ 

(Mullan and Lax, 1996). Θ PMT δεν ζχει άμμεςθ επίδραςθ ςτουσ οςτεοκλάςτεσ και θ δράςθ 

τθσ αωορά τθν ενεργοποίθςθ των οςτεοβλαςτϊν να απελευκερϊνουν παράγοντεσ που 

ενεργοποιοφν τουσ οςτεοκλάςτεσ (Mullan and Lax, 1998).  

 

 

ΑΛΛΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΣΕ 

Άλλοι επιωανειακοί παράγοντεσ ι εκκρινόμενα βακτθριακά ςυςτατικά ζχει αναωερκεί 

ότι διεγείρουν τθν οςτικι απορρόωθςθ και επάγουν τον ςχθματιςμό οςτεοκλαςτϊν, 

ςυμπεριλαμβανομζνων τθσ chaperonin 60 των Gram αρνθτικϊν βακτθρίων (Kirby et al., 

1995), μεμβρανικϊν πρωτεϊνϊν τθσ εξωτερικισ μεμβράνθσ (OMPs) (Meghji et al., 1997) και 

μθ κακοριςμζνων πρωτεϊνϊν του S. aureus και του S. epidermidis (Nair et al., 2000). 

 

ΒΑΚΤΘΛΑΚΘ ΕΛΣΒΟΛΘ ΣΤΑ ΟΣΤΛΚΑ ΚΥΤΤΑΑ 

Μια άλλθ εκδοχι ςτθν προςζγγιςθ των μθχανιςμϊν οςτικισ μόλυνςθσ αποτελεί θ 

εςωτερίκευςθ των βακτθρίων από τα οςτικά κφτταρα, θ επακόλουκθ διαταραχι τθσ 

λειτουργίασ τουσ και τελικά θ είςοδόσ τουσ ςε αποπτωτικό μονοπάτι. Θ πρϊτθ περίπτωςθ 

εςωτερίκευςθσ των βακτθρίων από τουσ οςτεοβλάςτεσ, περιγράωθκε από τουσ Hudson et 

al. (1995). Είναι πλζον ξεκάκαρο ότι αρκετά βακτιρια που προκαλοφν οςτεομυελίτιδα ι/και 

οςτεΐτιδα εςωτερικεφονται από τα οςτικά κφτταρα. Ραραδείγματα τζτοιων βακτθρίων 

αποτελοφν ο S. aureus (Hudson et al., 1995), ο S. epidermidis, θ Salmonella enterica 

(Alexander et al., 2001) και το Mycobacterium bovis (Hotokezaka et al., 1998). Μπορεί να 

υποτεκεί ότι θ εςωτερίκευςθ αυτι προςωζρει ςτα βακτιρια προςταςία από το 

ανοςοβιολογικό ςφςτθμα του ξενιςτι και τθν αντιβιοτικι κεραπεία. Θ εςωτερίκευςθ του S. 

aureus από τα οςτικά κφτταρα ζχει παρακινιςει περιςςότερο το ενδιαωζρον και ζχει 

δειχκεί ότι θ διαδικαςία αυτι διαμεςολαβείται από υποδοχείσ. Ο S. aureus εκωράηει 

πρωτεΐνεσ (fibronectin-binding FnBPA και FnBPB), που προςδζνονται ςτον υποδοχζα του 

κυττάρου ξενιςτι α5β1 μζςω μιασ γζωυρασ ωιμπρονεκτίνθσ (Ahmed et al., 2001). Θ 

πρόςδεςθ του S. aureus ςτθν επιωάνεια των οςτικϊν κυττάρων και θ επακόλουκθ 

εςωτερίκευςθ προκαλεί τθν επαγωγι του TRAIL, ο οποίοσ με τθ ςειρά του επάγει τθν 
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ενεργοποίθςθ τθσ καςπάςθσ-8 και τζλοσ τθν απόπτωςθ (Alexander et al., 2003). Θ επαγωγι 

τθσ απόπτωςθσ ςτα οςτικά κφτταρα λόγω τθσ εςωτερίκευςθσ του St. aureus μπορεί να 

εξθγιςει, τουλάχιςτον εν μζρει, τθν οςτικι απϊλεια που παρατθρείται ςτισ μολφνςεισ του 

οςτοφ απ’ αυτόν τον μικροοργανιςμό. Ρικανότατα όμωσ δεν ςυμβαίνει μόνο αυτό, αωοφ τα 

μολυςμζνα, με S. aureus, οςτικά κφτταρα δεν εκκρίνουν μόνο οςτεολυτικζσ κυτοκίνεσ (Bost 

et al., 1999), αλλά εκκρίνουν και TRAIL ο οποίοσ μπορεί να αυξιςει τθν οςτεοκλαςτογζνεςθ 

λόγω τθσ πρόςδεςισ του με τθν OPG (Alexander et al., 2003). Ζτςι, θ καταςτροωι του οςτοφ 

που προκαλείται από τον S. aureus μπορεί να προζρχεται από ζνα ςυνδυαςμό μειωμζνου 

οςτικοφ ςχθματιςμοφ, λόγω τθσ απόπτωςθσ των οςτεοβλαςτϊν, και αυξθμζνθσ οςτικισ 

απορρόωθςθσ λόγω του αυξθμζνου ςχθματιςμοφ οςτεοκλαςτϊν.  

 

 
ΚΟΠΟ 

 
Σε προθγοφμενθ μελζτθ δείξαμε ότι ζνα βακτιριο του γζνουσ Pseudomonas που 

απομονϊκθκε από ζνα διάλυμα που προςομοιάηει τα υγρά του ςϊματοσ διαλυτοποιεί 

ανκρακικό αςβζςτιο, προκαλεί δοςο-εξαρτϊμενθ αναςτολι ςχθματιςμοφ υδροξυαπατίτθ 

ςτθν επιωάνεια δοκιμίων βιοχάλου και προκαλεί 50% μείωςθ του βάρουσ των δοκιμίων 

ςυγκριτικά με τον μάρτυρα (Papadopoulou et al., 2009). Ο υδροξυαπατίτθσ είναι το κφριο 

ανόργανο ςυςτατικό των οςτϊν και αποδιατάςςεται ςτθν παρουςία του βακτθρίου αυτοφ, 

αωοφ παρατθρικθκε ςθμαντικι μείωςθ τθσ μάηασ του δοκιμίου ςυγκριτικά με το μάρτυρα. 

Συνεπϊσ ενδζχεται το βακτιριο αυτό να εμπλζκεται ςε μολφνςεισ ςκλθρϊν ιςτϊν. Θ 

διερεφνθςθ τθσ υπόκεςθσ αυτισ αποτελεί το ςτόχο τθσ παροφςασ μελζτθσ. 
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ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

 
 ΚΑΛΛΛΕΓΕΛΑ ΤΟΥ ΒΑΚΤΘΛΟΥ 

 

Το βακτιριο που απομονϊκθκε από το SBF (Kokubo et al., 1990) μετά από 10 διαδοχικζσ 

αραιϊςεισ, καλλιεργικθκε ςτο κρεπτικό μζςο Brain Heart Infusion. 

Brain Heart Infusion Broth 

Yeast extracts 5 g 

Meat extracts 12,5 g  

Peptone 10 g 

Sodium chloride 5 g  

Disodium hydrogen phosphate 2,5 g 

Dextrose 2 g 

         Τελικό pH=7,4 +/- 0,2 

Εναιωροφνται 37g του κρεπτικοφ ςε 1 L ddH2O και κερμαίνονται, οφτωσ ϊςτε να 

διαλυκοφν τα ςυςτατικά. Ζπειτα αποςτειρϊνονται ςτουσ 121οC για 20 λεπτά. Για τθν 

παραςκευι ςτερεοφ κρεπτικοφ Brain Heart Infusion Agar, προςτίκεται ςτα ςυςτατικά του 

Brain Heart Infusion Broth 15 g/L Agar. 

 

 

 ΤΑΥΤΟΡΟΛΘΣΘ ΤΟΥ ΒΑΚΤΘΛΟΥ 

 

Με βάςθ τα μορωολογικά, βιοχθμικά και ωυςιολογικά χαρακτθριςτικά του βακτθρίου 

μετά από μια ςειρά ελζγχων (Ραπαδοποφλου 2008), το βακτιριο ταυτοποιικθκε ωσ 

Pseudomonas – ςτζλεχοσ Α1. Για να ολοκλθρωκεί θ ταυτοποίθςθ και ςε επίπεδο είδουσ, 

χρθςιμοποιικθκε θ μζκοδοσ του 16S rRNA (Bottger, 1989; Garrity and Holt, 2001).  
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ΑΠΟΜΟΝΩΗ ΟΛΙΚΟΤ DNA ΣΟΤ ΒΑΚΣΗΡΙΟΤ 

Αρχικά, ζγινε απομόνωςθ του ολικοφ DNA από το βακτιριο. 

 Φυγοκζντρθςθ 20 ml υγρισ καλλιζργειασ του βακτθρίου (προσ το τζλοσ τθσ αυξθτικισ 

ωάςθσ) (3.500 rpm για 5 λεπτά). 

 Επανεϊρθςθ ςε 1 ml TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH:8). 

 Ρροςκικθ 10 mg λυςοηφμθσ και απαλι ανακίνθςθ. 

 Επϊαςθ ςτουσ 37oC για 5 λεπτά. 

 Ρροςκικθ 240 μl 0,5 Μ EDTA (pH:8) και 26 μl πρωτεϊνάςθσ Κ (10 mg/ml ςε ddH2O). 

 Ανάδευςθ. 

 Επϊαςθ ςτουσ 37oC για 5 λεπτά. 

 Ρροςκικθ 140 μl 10% SDS και ανάδευςθ. 

 Επϊαςθ ςτουσ 37oC για 2 ϊρεσ. 

 Ρροςκικθ 2,8 ml αικανόλθσ. 

 Συλλογι του DNA με μια λυγιςμζνθ πιπζττα Pasteur. 

 Επανεϊρθςθ ςε 500 μl ΤΕ και επϊαςθ ςτουσ 65oC για 10 λεπτά. 

 Ρροςκικθ 500 μl ωαινόλθ/χλωροωόρμιο (ιςοςτακμιςμζνο με ΤΕ). 

 Αωαίρεςθ 400 μl από τθν υδατικι ωάςθ και προςκικθ 144 μl 7,5 M ammonium acetate 

και 1 ml αικανόλθσ. 

 Ανάδευςθ και επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για 5 λεπτά. 

 Φυγοκζντρθςθ ςτα 14.000 rpm για 5 λεπτά. 

 Ρλφςθ του ιηιματοσ με 70% αικανόλθ. 

 Φυγοκζντρθςθ ςτα 14.000 rpm για 5 λεπτά και ςτζγνωμα. 

 Επανεϊρθςθ ςε 500 μl ΤΕ που περιζχει 100 μg/ml RNAse A. 

 Ζλεγχοσ του τελικοφ προϊόντοσ με θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ. 
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ΗΛΕΚΣΡΟΦΟΡΗΗ Ε ΠΗΚΣΗ ΑΓΑΡΟΖΗ 

Τα πολυνουκλεοτίδια διαχωρίηονται ανάλογα με το μοριακό τουσ μζγεκοσ με 

θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ. Ο διαχωριςμόσ των πολυνουκλεοτιδίων βαςίηεται ςτο 

αρνθτικό τουσ ωορτίο (όξινοσ χαρακτιρασ λόγω ωωςωορικϊν ομάδων), το οποίο τα 

κατευκφνει προσ τον κετικό πόλο υπό τθν επίδραςθ θλεκτρικοφ πεδίου. Θ κινθτικότθτα του 

κάκε τμιματοσ DNA είναι ςυνάρτθςθ του λογαρίκμου του μεγζκουσ του. Το 

θλεκτροωορθτικό πρότυπο που τελικά κα προκφψει επιτρζπει τθν εκτίμθςθ του μεγζκουσ 

κάκε ηϊνθσ, ζπειτα από ςφγκριςθ με τισ ηϊνεσ που προκφπτουν κατά τθν θλεκτροωόρθςθ 

πολυνουκλεοτιδίων γνωςτοφ μεγζκουσ (DNA markers). 

Το διάλυμα για τθν παραςκευι τθσ πθκτισ αγαρόηθσ περιζχει ςκόνθ αγαρόηθσ (μπορεί 

να κυμανκεί από 0,8% ζωσ 1,2%, ανάλογα με το μζγεκοσ του προσ απομόνωςθ τμιματοσ) 

διαλυμζνθ ςτο ρυκμιςτικό διάλυμα Loehings buffer. Θ ςυςκευι τθσ θλεκτροωόρθςθσ 

πλθρϊνεται επίςθσ με Loehings buffer και ςε αυτιν  εωαρμόηεται θλεκτρικό πεδίο 85 Volts, 

για  περίπου 45 λεπτά. 

Loehings buffer (10x buffer για 1 L) 

Tris- base 43,75 g 

NaH2PO4 · H2O 41,5 g 

Na2 EDTA 3,35 g 

 

Ζτςι, ζγινε θλεκτροωόρθςθ του τελικοφ προϊόντοσ τθσ απομόνωςθσ ςε 0,8% πθκτι 

αγαρόηθσ. Για τθν παρατιρθςθ των δειγμάτων, θ πθκτι με τθν λιξθ τθσ θλεκτροωόρθςθσ 

τοποκετείται ςε διάλυμα βρωμιοφχου αικιδίου (10 mg/ml) για 20 λεπτά και παρατθρείται 

ςε πθγι υπεριϊδουσ ωωτόσ (302 nm). 

 

PCR  

Ζπειτα, πραγματοποιικθκε θ αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR-Polymerase 

Chain Reaction). Ρρόκειται για μία ενηυμικι μζκοδο ενίςχυςθσ μίασ ςυγκεκριμζνθσ 

ακολουκίασ DNA in vitro. Εντόσ ολίγων ωρϊν, πάνω από 106 αντίγραωα τθσ ακολουκίασ 

μποροφν να ςυντεκοφν με τθ χρθςιμοποίθςθ ειδικϊν εκκινθτϊν (primers) και τθσ DNA 

πολυμεράςθσ. Οι δφο ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινθτζσ υβριδίηονται ςε ςυμπλθρωματικζσ 
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κζςεισ των δφο αλυςίδων ςτα άκρα του υπό ενίςχυςθ τμιματοσ. Θ ςυνολικι διαδικαςία 

περιλαμβάνει επαναλαμβανόμενουσ κφκλουσ (Σκοφρασ, 1997): 

 Κερμικισ μετουςίωςθσ - αποδιάταξθσ του δίκλωνου DNA (Denaturation) 

 Υβριδιςμοφ των εκκινθτϊν με τισ ςυμπλθρωματικζσ αλυςίδεσ (Annealing) 

 Επιμικυνςθσ - ςφνκεςθσ ςυμπλθρωματικϊν ακολουκιϊν (Extension) 

Τα ειδικά αντιδραςτιρια και ρυκμιςτικά που χρθςιμοποιοφνται είναι: dNTPs, template 

DNA, forward primer, reverse primer, buffer (του ενηφμου), injection water, Taq polymerase. 

Ανάλογα με το είδοσ του εκμαγείου και τισ ιδιότθτεσ των εκκινθτϊν, διαωοροποιοφνται 

ποςοτικά και ποιοτικά. 

 

Για τθν ενίςχυςθ του 16S rRNA, χρθςιμοποιικθκαν οι εκκινθτζσ 8F και 1541R. Θ επιλογι 

των ςυγκεκριμζνων εκκινθτϊν ζγινε διότι είναι παγκόςμιοι (universal) εκκινθτζσ για το 

γονίδιο αυτό και λόγω του υβριδιςμοφ τουσ ςτισ κζςεισ 8 και 1541 του γονιδίου είναι ικανοί 

να το καλφψουν ολόκλθρο.  

8F:         AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 

1541R:  AAG GAG GTG ATC CAN CCR CA 

Στουσ παρακάτω πίνακεσ ωαίνεται το μίγμα τθσ αντίδραςθσ που χρθςιμοποιικθκε, οι 

ποςότθτεσ κάκε ςυςτατικοφ ςτο μίγμα, κακϊσ και οι ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ. 

 

Μίγμα αντίδραςησ Ποςότητεσ (25μl τελικόσ όγκοσ) 

5X buffer (New England BioLabs) 5 μl 

dNTP’s (10 mM) 0,75 μl 

Primer 8F (25 μM) 0,4 μl 

Primer 1541R (25 μM) 0,4 μl 

Taq polymerase (New England BioLabs) 1 μl 

Template DNA (1/9 αραίωςθ) 1 μl 

Injection water 16,45 μl 
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υνθήκεσ αντίδραςησ 

 

 

ΚΑΘΑΡΙΜΟ – ΕΛΕΓΧΟ ΣΕΛΙΚΟΤ ΠΡΟΪΟΝΣΟ 

Μετά τθν ενίςχυςθ του 16S rRNA, ακολοφκθςε κακαριςμόσ του προϊόντοσ τθσ PCR με το 

NucleoSpin Extract II (Macherey - Nagel).  

 Ανάμιξθ ενόσ όγκου προϊόντοσ PCR με δφο όγκουσ NT buffer (binding buffer). 

 Φόρτωμα του δείγματοσ ςτθ ςτιλθ του κιτ που τοποκετείται επάνω ςε ςωλινα. 

 Φυγοκζντρθςθ ςτα 11.000 g για 1 λεπτό. 

 Απομάκρυνςθ του υγροφ που διαπζραςε τθ μεμβράνθ και ςυςςωρεφτθκε ςτο ςωλινα. 

 Ρροςκικθ 700 μl NT3 buffer (wash buffer) ςτθ ςτιλθ.  

 Φυγοκζντρθςθ ςτα 11.000 g για 1 λεπτό. 

 Απομάκρυνςθ του υγροφ που διαπζραςε τθ μεμβράνθ και ςυςςωρεφτθκε ςτο ςωλινα. 

 Φυγοκζντρθςθ ςτα 11.000 g για 2 λεπτά. 

 Ρροαιρετικι επϊαςθ τθσ ςτιλθσ για 2-5 λεπτά ςτουσ 70oC (για τθν πλιρθ απομάκρυνςθ 

τθσ αικανόλθσ πριν τθν ζκλουςθ).  

 Ρροςεκτικι αωαίρεςθ τθσ ςτιλθσ από το ςωλινα και τοποκζτθςι τθσ ςε καινοφριο 

ςωλινα τφπου eppendorf. 

 Ρροςκικθ 50 μl NE buffer (elution buffer) και επϊαςθ για 1 λεπτό ςε κερμοκραςία 

δωματίου. 

 Φυγοκζντρθςθ ςτα 11.000 g για 1 λεπτό. 
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Για τον ζλεγχο τθσ ςυγκζντρωςθσ και τθσ κακαρότθτασ του τελικοφ προϊόντοσ, ζγινε 

θλεκτροωόρθςθ ςε 1% πθκτι αγαρόηθσ και ωωτομζτρθςθ ςτα 260 και 280 nm (Sambrook et 

al., 1989). Θ ςυγκζντρωςθ και θ κακαρότθτα του DNA υπολογίηεται με τθ βοικεια των 

τφπων: 

Συγκζντρωςθ DNA = OD260 Χ 50 Χ ςυντελεςτισ αραίωςθσ. 

Κακαρότθτα: OD260/ OD280. Λδανικζσ τιμζσ κακαρότθτασ είναι 1,8-2. 

 

ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΕΡΓΑΛΕΙΩΝ ΒΙΟΠΛΗΡΟΦΟΡΙΚΗ 

Ζπειτα, ακολοφκθςε θ αποςτολι του DNA για αλλθλοφχιςθ (MACROGEN). Θ ακολουκία 

που προζκυψε από τθν αλλθλοφχιςθ ςυγκρίκθκε, με τθ βοικεια του αλγορίκμου BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Εικόνα 1), με ιδθ υπάρχουςεσ ταυτοποιθμζνεσ 

ακολουκίεσ που υπάρχουν ςτθ βάςθ δεδομζνων. 

Εικόνα 1: Εωαρμογι του αλγορίκμου BLAST. 

Θ ταυτοποίθςθ είδουσ ολοκλθρϊνεται με τθν επιλογι τθσ πιο κοντινισ, γνωςτισ 

ακολουκίασ που προκφπτει με τθν εωαρμογι του αλγορίκμου BLAST.  

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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 ΑΡΟΜΟΝΩΣΘ ΛΛΡΟΡΟΛΥΣΑΚΧΑΛΤΩΝ ΑΡΟ ΤΟ ΒΑΚΤΘΛΟ 

 

Για τθν απομόνωςθ των λιποπολυςακχαριτϊν (LPS) από τθ βακτθριακι μεμβράνθ, 

χρθςιμοποιικθκε θ μζκοδοσ των Eidhin και Mouton (Eidhin and Mouton, 1993).  

 Φυγοκζντρθςθ βακτθριακισ καλλιζργειασ (OD≈ 0,7) ςτα 6.000 rpm για 5 λεπτά. 

 Ρλφςθ του ιηιματοσ με 1/10 του όγκου του με το fibrial wash buffer (20 mM Tris-HCl 

pH:7,4, 0,15 M NaCl, 10 mM MgCl2). 

 Φυγοκζντρθςθ ςτα 4.000 rpm για 10 λεπτά. 

 Λυοωίλιςθ. 

 Στα 25 mg λυοωιλιςμζνου προϊόντοσ, προςκικθ 1 ml ddH2O. 

 Βράςιμο του δείγματοσ για 15 λεπτά με ανάδευςθ (vortex) ανά 5 λεπτά. 

 Φυγοκζντρθςθ ςτα 12.000 g για 5 λεπτά και λιψθ του υπερκειμζνου. 

 Ρροςκικθ, ςτο υπερκείμενο, πρωτεϊνάςθσ Κ (ςυγκζντρωςθ 1 mg ανά 50 μl dΘ2Ο). 

 Επϊαςθ ςτουσ 60οC για 1 ϊρα. 

 Βράςιμο για 5 λεπτά. 

 Φυγοκζντρθςθ ςτα 12.000 g για 5 λεπτά. 

 Διαπίδυςθ του υπερκειμζνου ςε dH2O overnight. 

 Λυοωίλιςθ του υπερκειμζνου. 

 Ηφγιςμα του προϊόντοσ τθσ λυοωίλιςθσ και προςκικθ ddH2O για τθ δθμιουργία 

διαλφματοσ LPS γνωςτισ ςυγκζντρωςθσ. 

 

 ΘΛΕΚΤΟΦΟΘΣΘ – ΧΩΣΘ ΜΕ ΝΛΤΛΚΟ ΑΓΥΟ ΤΩΝ 

ΛΛΡΟΡΟΛΥΣΑΚΧΑΛΤΩΝ 

 
Για τον ζλεγχο τθσ απομόνωςθσ των λιποπολυςακχαριτϊν με τθν μζκοδο που 

αναωζρκθκε παραπάνω, πραγματοποιικθκε θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι πολυακρυλαμίδθσ 

(Eidhin and Mouton, 1993). Στθ ςυνζχεια, ζγινε χρϊςθ τθσ πθκτισ με διάλυμα νιτρικοφ 

αργφρου (Tsai and Frasch, 1981) για να διαπιςτωκεί θ φπαρξθ λιποπολυςακχαριτϊν ςτο 
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τελικό προϊόν, κακϊσ και χρϊςθ με coomasie blue για να εξακριβωκεί θ κακαρότθτα του 

προϊόντοσ ωσ προσ τθν παρουςία πρωτεΐνθσ.  

 

SDS – PAGE  

Θ θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι πολυακρυλαμίδθσ ι SDS - PAGE (sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis) είναι μοριακι τεχνικι διαχωριςμοφ των πρωτεϊνϊν και 

των λιποπολυςακχαριτϊν ανάλογα με τθν θλεκτροωορθτικι τουσ κινθτικότθτα διαμζςου 

των πόρων τθσ πθκτισ, θ διάμετροσ των οποίων εξαρτάται από τθ ςυγκζντρωςθ τθσ 

ακρυλαμίδθσ ςτο διάλυμα. Αποτζλεςμα είναι ο διαχωριςμόσ των μορίων αυτϊν με βάςθ το 

μοριακό τουσ βάροσ. Για τθν SDS – PAGE χρθςιμοποιικθκε θ ςυςκευι Mini-PROTEAN® 

Tetra Cell τθσ BIO RAD.  

Θ πθκτι τθσ θλεκτροωόρθςθσ αποτελείται από δφο διαωορετικζσ πθκτζσ: τθν πθκτι 

επιςτοίβαξθσ (stacking) και τθν πθκτι διαχωριςμοφ (separating).  

 

Διάλυμα πηκτήσ διαχωριςμοφ για 15% πηκτή πολυακρυλαμίδησ 

(separating gel) 

30% ακρυλαμίδη              2,53 ml 

4x separating buffer            1,25 ml 

ddH2O                             0,715 ml 

10% APS   (Αmmonium persulfate)                          27,5 μl 

TEMED (N, N, N', N'-tetramethylethylenediamine) 5 μl 

 
 

Διάλυμα διαχωριςμοφ (separating buffer)  

 Διάλυςθ 91 gr Tris Base ςε 300 ml ddH2O. 

 Pφκμιςθ του pH ςτο 8,8 με προςκικθ 1 Μ HCl. 

 Ρροςκικθ 20 ml 10% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate). 

 φκμιςθ του όγκου ςτα 500 ml με ddH2O 

 Διικθςθ με χαρτί Whatman και διατιρθςθ ςτουσ 4 οC. 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide_gel
http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis
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Διάλυμα πηκτήσ επιςτοίβαξησ (stacking gel) 

30% ακρυλαμίδη 0,4125 ml 

Stacking buffer 0,625 ml 

ddH2O 1,7625 ml 

10% APS (Αmmonium persulfate) 17,5 μl 

ΣΕΜΕD (N, N, N', N'-tetramethylethylenediamine) 5 μl 

 

Διάλυμα επιςτοίβαξθσ (stacking buffer)  

 Διάλυςθ 6.05 gr Tris Base ςε 40 ml ddH2O. 

 φκμιςθ του pH ςτο 6.8 με 1 Μ ΘCl. 

 Ρροςκικθ 4 ml 10% SDS. 

 φκμιςθ του όγκου ςτα 100 ml  με ddH2O. 

 Διικθςθ με χαρτί Whatman και διατιρθςθ ςτουσ 4οC. 

 

Οι λιποπολυςακχαρίτεσ (10 μl/δείγμα από ςυγκζντρωςθ 1 mg/ml) τοποκετοφνται ςε 

ειδικζσ κζςεισ τθσ πθκτισ επιςτοίβαξθσ εναιωρθμζνεσ ςε διάλυμα εκχφλιςθσ (10 μl/δείγμα). 

Θ ςυςκευι θλεκτροωόρθςθσ πλθρϊνεται με ειδικό ρυκμιςτικό διάλυμα θλεκτροδίων 

(running buffer) και ςε αυτιν  εωαρμόηεται θλεκτρικό πεδίο 100 Volts, για  περίπου 70 

λεπτά. 

 

Διάλυμα εκχφλιςησ 2x  (disruption Buffer) 

Glycerol 10 ml 

10% SDS 20 ml 

Bromophenol blue 1,25 mg 

4x stacking buffer 12,5 ml 

β-mercaptoethanol 2,5 ml 
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Ειδικό ρυθμιςτικό διάλυμα ηλεκτροδίων (SDS running buffer) 

Tris base 3 gr 

10% SDS 10 ml 

Glycine 14,4 gr 

φκμιςθ  του pH ςτο 8,3 και ςυμπλιρωςθ με ddH2O μζχρι το 1 L. 

 

Λόγω τθσ πρόςδεςθσ του SDS ςτα μόρια, αυτά αποκτοφν αρνθτικό ωορτίο, με αποτζλεςμα 

να κινοφνται λόγω διαωοράσ τάςθσ εξαιτίασ του θλεκτρικοφ πεδίου προσ τθν κάκοδο του 

κυκλϊματοσ. Κατά τθ δίοδο τουσ μζςα από τθν πθκτι επιςτοίβαξθσ ςυμπυκνϊνονται και 

ςτθν ςυνζχεια κινοφμενα κατά μικοσ τθσ πθκτισ διαχωριςμοφ, διαχωρίηονται ανάλογα με 

το μζγεκόσ τουσ.  

 

SILVER STAINING 

 Θ πθκτι τοποκετείται ολονφκτια ςε διάλυμα μονιμοποίθςθσ (40% αικανόλθ, 5% οξικό 

οξφ) με ελαωριά ανάδευςθ (θ ανάδευςθ ιςχφει για όλα τα βιματα). 

 Αλλαγι, τθν επόμενθ μζρα, με καινοφριο διάλυμα μονιμοποίθςθσ για 1 ϊρα. 

 Οξείδωςθ των λιποπολυςακχαριτϊν με διάλυμα περιοδικοφ οξζωσ (0,26 g μεταπεριοδικό 

νάτριο ςε 50 ml διαλφματοσ μονιμοποίθςθσ) για 15 λεπτά. 

 4 πλφςεισ με dH2O, από 15 λεπτά θ κακεμία. 

 Ρροςκικθ του διαλφματοσ χρϊςθσ (2 ml υδροξείδιο του αμμωνίου, 1,4 ml 2 N NaOH, 

145 ml dH2O και 5 ml 20% νιτρικό άργυρο ςταγόνα ςταγόνα, μζχρι το διάλυμα να πάρει 

ελαωρά πορτοκαλί χρϊμα) για 10 λεπτά. 

 3 πλφςεισ με dH2O, από 15 λεπτά θ κακεμία. 

 Μεταωορά τθσ πθκτισ ςε καινοφριο δοχείο και προςκικθ προκερμαςμζνου (ςτουσ 37οC) 

διαλφματοσ ανάπτυξθσ (10 mg κιτρικό οξφ, 0,1 ml 30% ωορμαλδεψδθ, 200 ml ddH2O). 

 Αναμονι ωσ τθν εμωάνιςθ των ηωνϊν ςτθν πθκτι και ςταμάτθμα τθσ αντίδραςθσ με 

0,35% οξικό οξφ για 1 ϊρα. 

 Αποκικευςθ τθσ πθκτισ ςε dH2O. 
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ΧΡΩΗ ΜΕ COOMASIE BLUE 

Θ πθκτι βάωεται overnight με το διάλυμα χρϊςθσ, το οποίο ςτθν ςυνζχεια 

απομακρφνεται με δφο διαδοχικζσ πλφςεισ τθσ 1 ϊρασ με διάλυμα αποχρωματιςμοφ I και  

II, αντίςτοιχα. 

 

Διάλυμα χρώςησ τησ πηκτήσ 1x (staining Buffer) 

Coomasie blue 1 gr 

Methanol 400 ml 

Acetic acid 100 ml 

ddH2O 500 ml 

 

Διάλυμα αποχρωματιςμοφ I (destaining buffer I) 

Methanol 400 ml 

Acetic acid 100 ml 

ddH2O 500 ml 

 

Διάλυμα αποχρωματιςμοφ II ( destaining buffer II) 

Methanol 50 ml 

Acetic acid 70 ml 

ddH2O 880 ml 

 

 

 

 ΣΥΛΛΟΓΘ ΚΑΛ ΥΡΟΛΟΓΛΣΜΟΣ ΑΛΚΜΟΥ ΚΥΤΤΑΩΝ ΑΡΟ ΜΥΕΛΟ 

ΤΩΝ ΟΣΤΩΝ ΡΟΝΤΛΚΟΥ 

 

Για τθν πραγματοποίθςθ των πειραμάτων που αωοροφν ςτθν επίδραςθ των 

λιποπολυςακχαριτϊν ςτθν διαωοροποίθςθ των κυττάρων μυελοφ των οςτϊν ςε 

οςτεοκλάςτεσ, κακϊσ και ςτον ζλεγχο τθσ ενεργότθτασ των οςτεοκλαςτϊν που 

ςχθματίηονται γινόταν ςυλλογι κυττάρων από τθν κνιμθ και το μθριαίο οςτό ποντικοφ και 

υπολογιςμόσ του αρικμοφ τουσ. 
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ΤΛΛΟΓΗ ΚΤΣΣΑΡΩΝ 

Από τθν κνιμθ και το μθριαίο οςτό ποντικοφ, ο οποίοσ είχε προθγουμζνωσ κυςιαςτεί με 

ζκκεςι του ςε αικζρα, λαμβάνονται, με τθ βοικεια μιασ αποςτειρωμζνθσ λαβίδασ και 

ςφριγγασ, τα κφτταρα του μυελοφ των οςτϊν ςε τριβλίο των 60 mm το οποίο ιδθ περιζχει 5 

ml EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium- SIGMA). Αωοφ διαλυκοφν με ςφριγγα τα 

ςυςςωματϊματα των κυττάρων, το περιεχόμενο του τριβλίου διθκείται με ωίλτρο των 70 

μm και μεταωζρεται ςε κωνικό ωιαλίδιο των 15 ml. Ακολουκεί ωυγοκζντρθςθ ςτα 2500 rpm 

για 10 λεπτά ςτουσ 4οC και επαναιϊρθςθ του ιηιματοσ (περιζχει τα κφτταρα) ςε 1 ml ΕΜΕΜ 

με 10% FBS και 1‰ πενικιλίνθ/ςτρεπτομυκίνθ. 

 

ΤΠΟΛΟΓΙΜΟ ΚΤΣΣΑΡΩΝ 

Σε ζνα ςωλινα τφπου eppendorf αναμειγνφονται 100 μl χρωςτικισ TURKS, 80 μl ΕMΕM 

και 20 μl του εναιωριματοσ των κυττάρων (δθλαδι 1:10 αραίωςθ) και μετράται ο αρικμόσ 

των κυττάρων ανά ml ςτθν πλάκα Neubauer βάςει του τφπου: αρικμόσ κυττάρων ςτα 4 

μεγάλα τετράγωνα τθσ πλάκασ Neubauer /4 x αραίωςθ x 104. Ζπειτα, υπολογίηονται τα μl 

του εναιωριματοσ των κυττάρων που κα χρθςιμοποιθκοφν. 

 

 ΕΛΕΓΧΟΣ ΤΟΞΛΚΟΤΘΤΑΣ ΤΩΝ LPS (MTS/PMS) 

 

Για να ελεγχκεί αν οι LPS τθσ Pseudomonas sp. παρουςιάηουν τοξικότθτα και 

παρεμποδίηουν τθν βιωςιμότθτα και τον πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων, χρθςιμοποιικθκε 

θ μζκοδοσ MTS/PMS. Είναι μια χρωματομετρικι μζκοδοσ που μετράει τθν δραςτικότθτα 

των ενηφμων που μετατρζπουν το MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) ςτο χρωμογόνο προϊόν formazan, 

το οποίο δίνει ζνα μωβ χρϊμα. Κυριότερθ εωαρμογι τθσ μεκόδου αποτελεί ο ζλεγχοσ τθσ 

βιωςιμότθτασ και του πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων. Χρθςιμοποιείται για τον 

προςδιοριςμό τθσ κυτταροτοξικότθτασ διαωόρων παραγόντων, αωοφ αυτοί μπορεί να 

διεγείρουν ι να παρεμποδίηουν τθν κυτταρικι βιωςιμότθτα και πολλαπλαςιαςμό. Το MTS, 

παρουςία του PMS (phenazine methosulfate), παράγει ζνα χρωμογόνο προϊόν  

(formazan) που παρουςιάηει μζγιςτο οπτικισ απορρόωθςθσ ςτα 490 nm ςε PBS (Cory et al., 

1991). 

Ζτςι, κφτταρα από μυελό των οςτϊν κθλυκοφ ποντικοφ C57 DOB 20 εβδομάδων 

επωάςτθκαν ςε 96-well plate με κρεπτικό μζςο EMEM με 10% FBS και 1‰ 
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πενικιλίνθ/ςτρεπτομυκίνθ ζωσ ότου να δθμιουργιςουν πλιρεσ ταπιτιο. Το κρεπτικό 

περιείχε επιπρόςκετα 0 (control), 1, 10 ι 50 μl/ml LPS τθσ Pseudomonas. Ακολοφκθςε: 

 Ρλφςθ των κυττάρων με PBS (8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 1,44 g/L Na2HPO4, 0,24 g/L KH2PO4, 

pH:7,4) και επϊαςθ ςε κρεπτικό που περιζχει διάλυμα MTS/PMS (ςτα 100 μl κρεπτικό 

προςτίκενται 20 μl MTS/PMS) για 2 ϊρεσ ςτουσ 37oC και 5% CO2.  

Για το διάλυμα MTS/PMS: 

 42 mg ςκόνθσ MTS διαλφονται ςε 20 ml DPBS. 

 Καλι ανάδευςθ και ρφκμιςθ του pH ςτο 6-6,5. 

 Ρροςκικθ 1 ml PMS. 

 Αποςτείρωςθ με ωιλτράριςμα. 

 Λιψθ του κρεπτικοφ και ωυγοκζντρθςθ ςτα 5.000 rpm για 5 λεπτά. 

 Ρροαιρετικι ανάδευςθ ςτα 220 rpm για 10 λεπτά. 

 Φωτομζτρθςθ του υπερκειμζνου ςτα 490 nm. 

 

Θ διαδικαςία επαναλιωκθκε και ςτθν 7θ μζρα τθσ επϊαςθσ. Ελζγχκθκαν από 3 δείγματα 

για τθν κάκε ςυγκζντρωςθ. 

 

 ΕΚΚΕΣΘ ΚΥΤΤΑΩΝ ΜΥΕΛΟΥ ΤΩΝ ΟΣΤΩΝ ΣΕ ΔΛΑΦΟΕΣ 

ΣΥΓΚΕΝΤΩΣΕΛΣ LPS ΤΘΣ Pseudomonas sp. ΚΑΛ ΕΛΕΓΧΟΣ 

ΔΛΑΦΟΟΡΟΛΘΣΘΣ ΤΟΥΣ ΡΟΣ ΟΣΤΕΟΚΛΑΣΤΕΣ 

 

Για να διαπιςτωκεί εάν οι λιποπολυςακχαρίτεσ τθσ Pseudomonas sp. μποροφν να 

οδθγιςουν ςτθ διαωοροποίθςθ των κυττάρων του μυελοφ των οςτϊν ςε οςτεοκλάςτεσ 

(Nason et al., 2009a), ζγινε ςυλλογι κυττάρων από μυελό των οςτϊν ποντικοφ και ζκκεςι 

τουσ ςε διάωορεσ ςυγκεντρϊςεισ λιποπολυςακχαριτϊν τθσ Pseudomonas sp.  

 

ΕΚΘΕΗ Ε ΛΙΠΟΠΟΛΤΑΚΧΑΡΙΣΕ 

Μετά τθ λιψθ των κυττάρων από το μυελό των οςτϊν αρςενικοφ ποντικοφ C57 DOB 13 

εβδομάδων ακολοφκθςε επϊαςθ τουσ ςε κρεπτικό μζςο EMEM με 10% FBS και 1‰ 

πενικιλίνθ/ςτρεπτομυκίνθ που περιείχε επιπρόςκετα 0 (control), 1, 10 ι 50 μg/ml LPS τθσ 

Pseudomonas sp. Θ επϊαςθ ζγινε ςε 48-well plate (3 Χ 106 κφτταρα/οπι) ςτουσ 37oC και 5% 

CO2. Κάκε 2 θμζρεσ γινόταν πλφςθ με PBS και αλλαγι του κρεπτικοφ με καινοφριο, που 
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περιείχε και τισ αντίςτοιχεσ ςυγκεντρϊςεισ LPS. Θ επϊαςθ των κυττάρων ολοκλθρϊκθκε 

ςτισ 7 θμζρεσ, οπότε και ζγιναν ζλεγχοι για τθ διαπίςτωςθ διαωοροποίθςθσ ι όχι των 

κυττάρων του μυελοφ ςε οςτεοκλάςτεσ. 

 

ΕΛΕΓΧΟ ΔΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΗ ΟΣΕΟΚΛΑΣΩΝ 

Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ ζκκεςθσ των κυττάρων του μυελοφ ςτουσ 

λιποπολυςακχαρίτεσ τθσ Pseudomonas sp. ζγινε μικροςκοπικι παρατιρθςθ του 

παραςκευάςματοσ για να διαπιςτωκεί θ φπαρξθ ι όχι πολυπφρθνων κυττάρων. Ζπειτα, 

ακολοφκθςε χρϊςθ των κυττάρων για τθν ανίχνευςθ τθσ πρωτεΐνθσ TRAcP με τθ βοικεια 

του TRACP & ALP double-stain Kit (TAKARA). Με τθ χρϊςθ αυτι βάωονται οι οςτεοκλάςτεσ 

με κόκκινο χρϊμα. 

 Αωαίρεςθ κρεπτικοφ. 

 1 πλφςθ με PBS. 

 Ρροςκικθ 125 μl από το fixing solution και επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για 5 

λεπτά. 

 Ρροςκικθ 1 ml H2O ςτο fixing solution και ζπειτα αωαίρεςθ όλου το διαλφματοσ. 

 Ρλφςθ με 1 ml H2O. 

 Ρροςκικθ 125 μl από το staining solution (αποτελείται από τθν προςκικθ 1/10 όγκου 

του tartrate ςτο substrate solution) και επϊαςθ ςτουσ 37oC για 45 λεπτά. 

 Αωαίρεςθ του staining solution και 3 ωορζσ πλφςθ με ddH2O για τθ λιξθ τθσ 

αντίδραςθσ. 

 Ρροςκικθ 1 ςταγόνασ DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole): ςτερεωτικό μζςο που δίνει 

τθ δυνατότθτα για χρϊςθ και παρατιρθςθ των πυρινων. 

 Ραρατιρθςθ ςε οπτικό μικροςκόπιο και ςε μικροςκόπιο ωκοριςμοφ. Λιψθ 

ωωτογραωιϊν. Καταμζτρθςθ κυττάρων. 

 

Τρία δείγματα χρθςιμοποιικθκαν για κάκε ςυγκζντρωςθ και το πείραμα επαναλιωκθκε 

3 ωορζσ. Ωσ οςτεοκλάςτεσ, μετρικθκαν τα κόκκινα κφτταρα που είχαν αρικμό πυρινων 

μεγαλφτερο ι ίςο του 3 (Nason et al., 2009a). Θ μζτρθςθ των πυρινων ζγινε με τθ βοικεια 

των εικόνων που λιωκθκαν ςτο UV όπου διακρίνονται οι πυρινεσ, αωοφ χρωματίςτοφν με 

το DAPI. 
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Για να διαπιςτωκεί εάν θ πικανι επαγωγι τθσ διαωοροποίθςθσ των κυττάρων μυελοφ 

των οςτϊν από τουσ λιποπολυςακχαρίτεσ τθσ Pseudomonas sp. είναι ειδικι για το 

ςυγκεκριμζνο βακτιριο, ζγινε επανάλθψθ τθσ επϊαςθσ με τθν παρουςία και των 

λιποπολυςακχαριτϊν τθσ Escherichia coli. 

 

ΕΚΘΕΗ Ε ΛΙΠΟΠΟΛΤΑΚΧΑΡΙΣΕ 

Κφτταρα μυελοφ των οςτϊν αρςενικοφ ποντικοφ C57 DOB 13 εβδομάδων επωάςτθκαν ςε 

48-well plate (3 Χ 106 κφτταρα/οπι) με κρεπτικό μζςο EMEM με 10% FBS και 1‰ 

πενικιλίνθ/ςτρεπτομυκίνθ που περιείχε επιπρόςκετα 10 μg/ml LPS τθσ Pseudomonas sp. ι 

του βακτθρίου Escherichia coli. Κάκε 2 θμζρεσ γινόταν πλφςθ με PBS και αλλαγι του 

κρεπτικοφ με καινοφριο, που περιείχε και τισ αντίςτοιχεσ ςυγκεντρϊςεισ LPS. Θ επϊαςθ των 

κυττάρων ολοκλθρϊκθκε ςτισ 7 θμζρεσ, οπότε και ζγιναν ζλεγχοι για να διαπιςτωκεί θ 

διαωοροποίθςθ ι όχι των κυττάρων του μυελοφ ςε οςτεοκλάςτεσ. 

Ελζγχκθκαν από 3 δείγματα για κάκε LPS.  

 

 ΕΛΕΓΧΟΣ ΡΑΑΓΩΓΘΣ ΚΥΤΟΚΛΝΩΝ (IL-6, IL-10, IL-12 ΚΑΛ TNF-a) 

ΑΡΟ ΤΑ ΡΟΓΟΝΛΚΑ ΤΩΝ ΟΣΤΕΟΚΛΑΣΤΩΝ ΡΟΥ ΣΧΘΜΑΤΛΗΟΝΤΑΛ 

ΑΡΟ ΤΟΥΣ LPS ΤΘΣ Pseudomonas sp. 
 

 

Για να ελεγχκεί αν παράγονται κυτοκίνεσ ςχετικζσ με τθν οςτεοκλαςτογζνεςθ από τα 

πρόδρομα κφτταρα που ςχθματίηονται κατά τθν ζκκεςθ ςε LPS τθσ Pseudomonas (Nason et 

al., 2009a), εωαρμόςκθκε θ μζκοδοσ του ανοςοωκοριςμοφ. Ο ανοςοωκοριςμόσ, όπωσ και 

κάκε ανοςοτεχνικι, βαςίηεται ςτθ χριςθ κατάλλθλων αντιςωμάτων που αναγνωρίηουν και 

ςυνδζονται ειδικά ςτθν υπό μελζτθ πρωτεΐνθ και επιτρζπουν τον εντοπιςμό τθσ, 

παράγοντασ κατάλλθλο ςιμα,  που ςτθν προκειμζνθ περίπτωςθ είναι  θ εκπομπι 

ωκοριςμοφ. 

Ζτςι, κφτταρα από μυελό των οςτϊν αρςενικοφ ποντικοφ C57 DOB 16 εβδομάδων 

επωάςτθκαν ςε 12-well plate (8 Χ 106 κφτταρα/οπι) επάνω ςε καλυπτρίδεσ ςε κρεπτικό 

μζςο EMEM με 10% FBS και 1‰ πενικιλίνθ/ςτρεπτομυκίνθ που περιείχε επιπρόςκετα 0 

(control) ι 50 μg/ml LPS τθσ Pseudomonas. Μετά από 4 θμζρεσ επϊαςθ, οι καλυπτρίδεσ με 

τα κφτταρα επεξεργάςτθκαν για τθν ανίχνευςθ, με αντιςϊματα, των κυτοκινϊν IL-6, IL-10, 

IL-12 και TNF-a.  
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 Μεταωορά των καλυπτρίδων ςε 4% ωορμαλδεψδθ (ςε PBS) για 1 ϊρα για τθ 

μονιμοποίθςθ των κυττάρων. 

 Αωαίρεςθ τθσ ωορμαλδεψδθσ και προςκικθ 1% Triton-X 100 για 30 λεπτά. Ρλφςθ με PBS. 

 Επϊαςθ των κυττάρων με τα αντιςϊματα ςτουσ 37oC για 2 ϊρεσ. Ρλφςθ με PBS. 

 Επϊαςθ των κυττάρων με αντι-αντιςϊματα επιςθμαςμζνα με FITC ςτουσ 37oC για 45 

λεπτά. Ρλφςθ με PBS. 

 Τοποκζτθςθ τθσ καλυπτρίδασ με τθν πλευρά των κυττάρων προσ τα κάτω ςε μια 

αντικειμενοωόρο, επάνω ςε μια ςταγόνα DAPI. 

 Ραρατιρθςθ ςε μικροςκόπιο ωκοριςμοφ. 

 

 

Αντιςϊματα Συγκεντρϊςεισ 

anti- IL-6 1:250 

anti- IL-10 1:1000 

anti- IL-12 1:250 

anti- TNF-a 1:100 

anti- goat IgG FITC  1:400 

anti- rat IgG FITC  

(μόνο για το anti- TNF-a) 

1:50 

 

 ΕΛΕΓΧΟΣ ΕΝΕΓΟΤΘΤΑΣ ΟΣΤΕΟΚΛΑΣΤΩΝ 

 

Για να ελεγχκεί αν τα κφτταρα από μυελό των οςτϊν ποντικοφ που επωάηονται με τουσ 

LPS τθσ Pseudomonas sp. διαωοροποιοφνται ςε ενεργοφσ οςτεοκλάςτεσ, πραγματοποιικθκε 

επϊαςι τουσ επάνω ςε επιωάνεια υδροξυαπατίτθ (Monchau et al., 2002; Spence et al., 

2008). Ο υδροξυαπατίτθσ ςχθματίηεται όταν δοκίμια βιοχάλου (bioglass) εμβαπτίηονται ςε 

SBF (Simulated Body Fluid) και επωάηονται ςτουσ 37oC για τουλάχιςτον 4 θμζρεσ (Chen et 

al., 2006). 
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ΠΡΟΕΣΟΙΜΑΙΑ ΔΟΚΙΜΙΩΝ  (ΒΙΟΫΑΛΟΤ) BIOGLASS 

Υψθλισ κακαρότθτασ οξείδια: SiO2-Na2O-CaO-P2O5, ςε % (κ.β.) αναλογίεσ 45 SiO2, 24,5 

CaO, 24,5 Na2O, 6,0 P2O5, ηυγίςτθκαν, αναμίχκθκαν και ειςιχκθςαν ςε κάψα πλατίνασ όπου 

κερμάνκθκαν για 4 ϊρεσ ςτουσ 1450οC, προκειμζνου να προκφψει ζνα ομογενζσ τιγμα 

χωρίσ ζγκλειςτα αζρα. Στθ ςυνζχεια το τιγμα υωίςταται διαδικαςία ταχείασ ψφξεωσ με 

γριγορθ ζκχυςθ ςε απεςταγμζνο νερό, προκειμζνου να διατθρθκεί θ άμορωθ ωάςθ. 

Ακολοφκωσ, με διικθςθ, λαμβάνεται θ βιοενεργι φαλοσ του ςυγκεκριμζνου ςυςτιματοσ. Θ 

βιοενεργι φαλοσ μετά τθ διικθςθ κονιορτοποιείται και με τθ χριςθ κατάλλθλων θκμϊν 

προκφπτει υπό μορωι κόνεωσ με ςυγκεκριμζνο εφροσ μεγζκουσ κόκκων, ςυγκεκριμζνα 20 – 

40 μm. Μια ποςότθτα 0,05 mg πιζηεται ςε πρζςα κενοφ, μζχρι 2 τόνουσ, για να παραχκεί 

ζνα διςκίο με διάμετρο 5 mm και πάχοσ 1,25 mm (Gen-Fu and Xue-Ping, 2005). 

 

ΠΑΡΑΚΕΤΗ SBF 

1L ddH2O (όταν θ κερμοκραςία του γίνει 37οC) χωρίηεται ιςόποςα ςε δφο ογκομετρικζσ 

ωιάλεσ. Στθν μια προςτίκενται τα άλατα με τθ ςειρά για να μθν δθμιουργθκεί ίηθμα και το 

χωνί ξεπλζνεται κάκε ωορά για να απομακρυνκοφν τυχόν υπολείμματα του άλατοσ και ςτθ 

ςυνζχεια το διάλυμα ανακινείται καλά. Αωοφ κερμανκεί ξανά το διάλυμα ςτουσ 37οC,  

μετράται το pΘ, το οποίο δεν πρζπει να είναι μικρότερο του 7,3. 

SBF (Simulated Body Fluid) 

 

 

 

 

 

 

 

 

NaCl 8,036 g 

NaHCO3 0,352 g 

KCl 0,225 g 

K2HPO4 * 3H2O 0,230 g 

MgCl2 * 6H2O 0,311 g 

HCl 37% 3 ml 

CaCl2 0,293 g 

Na2SO4 0,072 g 

(CH2OH)3CNH2 (TRIS) 6,063 g 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Xue-Ping%20Z%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Μόλισ ρυκμιςτεί το pΘ μεταωζρονται και οι δφο ωιάλεσ ςτο ψυγείο και όταν το διάλυμα 

ωτάςει τουσ 20οC προςτίκεται ςτο SBF ddH2O μζχρι να ωτάςει ςε όγκο ίςο με 1L. 

 

ΕΛΕΓΧΟ ΧΗΜΑΣΙΜΟΤ ΤΔΡΟΞΤΑΠΑΣΙΣΗ ΣΗΝ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ ΣΩΝ 

ΔΟΚΙΜΙΩΝ BIOGLASS  

Για να διαπιςτωκεί ο ςχθματιςμόσ υδροξυαπατίτθ ςτθν επιωάνεια των δοκιμίων bioglass 

μετά από εμβάπτιςι τουσ ςτο SBF και επϊαςθ ςτουσ 37oC, ζγιναν δφο ζλεγχοι: 

ωαςματοςκοπία υπερφκρου (FTIR spectroscopy) και περίκλαςθ ακτίνων Χ (XRD). 

 

ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΡΛΑ ΥΡΕΥΚΟΥ (FTIR SPECTROSCOPY) 

Θ Φαςματοςκοπία Υπερφκρου (FTIR) αποτελεί μια από τισ βαςικότερεσ μεκόδουσ μελζτθσ 

και ταυτοποίθςθσ τθσ ανάπτυξθσ ςτρϊματοσ HAp ςε βιοενεργά υλικά. Ζνασ ςθμαντικόσ 

λόγοσ είναι ότι το ωάςμα IR του υδροξυαπατίτθ είναι αρκετά μελετθμζνο και παρουςιάηει 

χαρακτθριςτικζσ κορυωζσ ςε μία ευρεία περιοχι του μεςαίου υπερφκρου (MIR, 400-

5000cm-1). Στθν ωαςματοςκοπία υπερφκρου, θ προςπίπτουςα υπζρυκρθ ακτινοβολία 

απορροωάται μερικϊσ από το υλικό ςτο οποίο προςπίπτει ενϊ ζνα μζροσ τθσ υπόλοιπθσ το 

διαπερνά και το άλλο ανακλάται. Το παραγόμενο ωάςμα απορρόωθςθσ δείχνει ςε ποιεσ 

ςυχνότθτεσ υπάρχει απορρόωθςθ τθσ ακτινοβολίασ από το υλικό, δθλαδι ςε ποιεσ 

ςυχνότθτεσ ταλαντϊνονται τα άτομα των μορίων του. 

Πλα τα δείγματα ιταν υπό τθ μορωι διςκίων και για αυτό λιωκθκαν ωάςματα 

ανακλαςτικότθτασ (Specular Reflectance). Σε αυτιν τθν τεχνικι, μετράται θ ανακλϊμενθ 

από τθν επιωάνεια του δοκιμίου ακτινοβολία και τα αποτελζςματα εκωράηονται ωσ 

Reflectance. Ο οπτικόσ χαρακτθριςμόσ όλων των δειγμάτων ζγινε μζςω του FTIR 

ωαςματοςκοπίου, μοντζλου IFS 113v τθσ Bruker. Το όργανο αυτό ζχει ωαςματικό εφροσ από 

τα 20000 ζωσ τα 15 cm-1, λειτουργεί υπό κενό με ανάλυςθ ≥ 0,03 cm-1. Το όργανο 

λειτουργεί υπό κενό για τθν αποωυγι παρεμβολϊν από τθν υγραςία ι το CO2 του αζρα. 

Συγκεκριμζνα, ςτα υπό μελζτθ δείγματα ζγιναν μετριςεισ ανακλαςτικότθτασ ςτθν περιοχι 

του μεςαίου υπερφκρου από 400 μζχρι 5000 cm-1 και ωσ αναωορά χρθςιμοποιικθκε 

κακρζωτθσ αλουμινίου.  
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ΡΕΛΚΛΑΣΘ ΑΚΤΛΝΩΝ Χ (XRD) 

Οι μετριςεισ περίκλαςθσ ακτίνων-X ςυνίςτανται ςτθν πρόςπτωςθ δζςμθσ ακτίνων-X 

επάνω ςε κατάλλθλα προετοιμαςμζνο δείγμα και μζτρθςθ των γωνιϊν ςτισ οποίεσ ζνα 

ςυγκεκριμζνο, χαρακτθριςτικό μικοσ κφματοσ ακτίνων-X, λ, περικλάται. Κάκε υλικό, 

άμορωο ι κρυςταλλικό, είτε ςε κακαρι χθμικι κατάςταςθ είτε ςαν μείγμα χθμικϊν 

ενϊςεων, παράγει με περίκλαςθ ακτίνων-X ζνα διάγραμμα, που ονομάηεται διάγραμμα 

περίκλαςθσ ακτίνων-X ι ακτινογράωθμα (X-rays Diffraction Pattern-XRDP). Το 

ακτινογράωθμα αυτό χαρακτθρίηει μονοςιμαντα το υλικό επειδι θ μορωι του κακορίηεται 

από ζνα ικανό αρικμό παραμζτρων. Οι γωνίεσ 2κ των ανακλάςεων κακορίηονται από το 

ςχιμα και το μζγεκοσ τθσ κυψελίδασ, δθλ. το κρυςταλλικό ςφςτθμα και τισ ςτακερζσ τθσ 

κυψελίδασ, ενϊ οι εντάςεισ τουσ από τθ ςκεδαςτικι ικανότθτα των ατόμων και τθ κζςθ 

τουσ ςτθν κυψελίδα. Κατά ςυνζπεια, δεν μποροφν δφο διαωορετικά υλικά να ζχουν 

ταυτόςθμα ακτινογραωιματα. 

Για τον προςδιοριςμό των ωάςεων που ςχθματίηονται ςτθν επιωάνεια των βιοχάλων 

μετά τθν εμβάπτιςθ τουσ ςε c-SBF, τα δείγματα μελετοφνται με ζνα  περικλαςίμετρο Philips, 

χρθςιμοποιϊντασ τθ  ακτινοβολία του Cu, θ οποία διαχωρίηεται με ωίλτρα Ni. Οι XRD 

μετριςεισ πραγματοποίκθκαν με μζγεκοσ βιματοσ: 0.05ο 2κ, γωνία ζναρξθσ: 5ο, γωνία 

λιξθσ 75ο και ταχφτθτα ςάρωςθσ 0.01ο 2κ/sec.  

 

ΕΠΩΑΗ ΚΤΣΣΑΡΩΝ Ε ΔΟΚΙΜΙΑ BIOGLASS ΜΕ ΤΔΡΟΞΤΑΠΑΣΙΣΗ 

Κφτταρα από μυελό των οςτϊν κθλυκοφ ποντικοφ C57 DOB 20 εβδομάδων επωάςτθκαν 

ςε 48-well plate (3 Χ 106 κφτταρα/οπι) επάνω ςε δοκίμια bioglass που ζχουν αναπτφξει 

ςτρϊμα υδροξυαπατίτθ ςτθν επιωάνειά τουσ. Ο υδροξυαπατίτθσ ςχθματίςτθκε αωοφ τα 

δοκίμια bioglass εμβαπτίςκθκαν ςε SBF και παρζμειναν ςτουσ 37oC για 4 ι 15 θμζρεσ (Chen 

et al., 2006). Θ επϊαςθ των κυττάρων ζγινε με τθν προςκικθ κρεπτικοφ μζςου EMEM με 

10% FBS και 1‰ πενικιλίνθ/ςτρεπτομυκίνθ που είχε επιπρόςκετα 0 (control) ι 50 μg/ml LPS 

τθσ Pseudomonas. Κάκε 2 θμζρεσ γινόταν αλλαγι του κρεπτικοφ. Στθν ομάδα των bioglass 

που παρζμειναν για 4 θμζρεσ ςτο SBF, λιωκθκαν δοκίμια ςτο χρόνο 0 και 10 θμζρεσ από 

τθν ζναρξθ τθσ επϊαςθσ με τα κφτταρα και ζγινε θ προετοιμαςία τουσ για παρατιρθςθ ςτο 

SEM (Θλεκτρονικό Μικροςκόπιο Σάρωςθσ). Στθν ομάδα των bioglass που επωάςτθκαν για 
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15 θμζρεσ ςτο SBF, τα δοκίμια λιωκθκαν 10 θμζρεσ μετά τθν ζναρξθ τθσ επϊαςθσ με 

ακολοφκθςε λφςθ των κυττάρων που είχαν προςκολλθκεί ςτα δοκίμια. Θ διαδικαςία τθσ 

λφςθσ είναι: 2 πλφςεισ με disruption buffer (χωρίσ bromophenol blue) και 5 πλφςεισ με 

dH2O. Μετά το ςτζγνωμα των δοκιμίων για 2 ϊρεσ ςτουσ 60oC, ζγινε θ προετοιμαςία τουσ 

για παρατιρθςθ ςτο SEM. Ωσ μάρτυρεσ χρθςιμοποιικθκαν δοκίμια που υπζςτθςαν 

παρόμοια διαδικαςία, χωρίσ να ζχουν κφτταρα. 

Ελζγχκθκαν 3 δοκίμια για κάκε περίπτωςθ. 

 

ΠΡΟΕΣΟΙΜΑΙΑ ΣΩΝ ΔΟΚΙΜΙΩΝ BIOGLASS ΓΙΑ ΠΑΡΑΣΗΡΗΗ ΣΟ SEM, 

ΑΝΑΛΤΕΙ SEM ΚΑΙ EDS. 

Αωοφ ολοκλθρωκεί θ επϊαςθ των δοκιμίων, ακολουκεί προετοιμαςία για παρατιρθςθ 

ςτο Θλεκτρονικό Μικροςκόπιο Σάρωςθσ (SEM-scanning electron microscope). Αρχικά, τα 

κφτταρα μονιμοποιοφνται πάνω ςτα δοκίμια με εμβάπτιςθ των δοκιμίων για 30 λεπτά ςε 

διάλυμα ωορμαλδεψδθσ (4% ςε PBS). Ακολουκεί αωυδάτωςθ των δοκιμίων με διαδοχικι 

εμβάπτιςι τουσ ςε 6 διαλφματα αικανόλθσ ςε dH2O (50%, 70%, 80%, 90%, 95% και 100%), 

για 10 λεπτά ςτο κάκε διάλυμα. Στθ ςυνζχεια ακολουκεί θ αποξιρανςθ των δειγμάτων με 

διαδοχικι εμβάπτιςι τουσ ςε 3 διαλφματα HMDS ςε απόλυτθ αικανόλθ (1ο: 2 μζρθ 100% 

αικανόλθ και ζνα μζροσ HMDS, 2ο: 2 μζρθ HMDS και ζνα μζροσ 100% αικανόλθ και 3ο: 3 

μζρθ HMDS) (Degasne et al., 1999). Τα δείγματα για να αναλυκοφν πρζπει να ζχουν τζλεια 

αγωγιμότθτα και γι’ αυτό γίνεται εξάχνωςθ ςε κενό ενόσ αγϊγιμου υλικοφ -που ςτθν 

περίπτωςι αυτι είναι άνκρακασ- από μία διάταξθ βολταϊκοφ τόξου. Το πάχοσ τθσ 

επικάλυψθσ με άνκρακα δεν ξεπερνά τα 200 Å ϊςτε να εξαςωαλίηεται θ ιδανικι 

αγωγιμότθτα χωρίσ να επθρεάηεται θ ευαιςκθςία του οργάνου. Θ επανκράκωςθ ζγινε με 

JEOL-4X εξαχνωτι κενοφ. 

Τζλοσ, ζγινε παρατιρθςθ των δειγμάτων ςτο SEM και λιωκθκαν ωωτογραωίεσ από 

διάωορεσ μεγεκφνςεισ (X500 – X2000). Επίςθσ, πραγματοποιικθκαν και αναλφςεισ EDS 

(Energy Dispersive Spectroscopy) για να ελεγχκεί θ ποιοτικι και ποςοτικι ςφςταςθ τθσ 

επιωάνειασ του δοκιμίου. Για τθν ανάλυςθ EDS, επιλζχκθκαν και αναλφκθκαν 3 

επιωανειακζσ περιοχζσ 100 μm X100 μm ςε κάκε δοκίμιο.  
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ΜΕΣΡΗΗ ΤΓΚΕΝΣΡΩΗ ΟΡΘΟΦΩΦΟΡΙΚΩΝ ΙΟΝΣΩΝ  ΑΠΟ ΣΟ 

ΤΠΕΡΚΕΙΜΕΝΟ ΣΩΝ ΚΤΣΣΑΡΩΝ ΠΟΤ ΕΠΩΑΣΗΚΑΝ ΣΑ ΔΟΚΙΜΙΑ BIOGLASS  

Για να εξακριβωκεί εάν οι ςχθματιηόμενοι από τουσ LPS τθσ Pseudomonas sp. 

οςτεοκλάςτεσ είναι ενεργοί και μποροφν να διαλυτοποιιςουν τον υδροξυαπατίτθ 

ελζγχκθκε εάν απελευκερϊνουν ορκοωωςωορικά ιόντα ςτο υπερκείμενο μζςο τθσ 

καλλιζργειάσ τουσ (Monchau et al., 2002). Κφτταρα μυελοφ των οςτϊν ποντικοφ με 50 μg/ml 

LPS Pseudomonas sp. ι όχι (control-απουςία κυττάρων) επωάςτθκαν επάνω ςε δοκίμια 

bioglass, που είχαν προθγουμζνωσ παραμείνει για 15 θμζρεσ ςτο SBF και ανά δφο θμζρεσ 

γινόταν ςυλλογι του υπερκειμζνου τθσ καλλιζργειασ από bioglass που είχαν κφτταρα ςτθν 

επιωάνειά τουσ ι όχι (control). Μετά από 10 θμζρεσ επϊαςθ, μετρικθκε ςυνολικά θ 

ςυγκζντρωςθ των ορκοωωςωορικϊν ιόντων που απελευκερϊκθκαν από κάκε δείγμα. Ο 

προςδιοριςμόσ του ωωςωόρου ζγινε χρωματομετρικά με τθ μζκοδο του μπλε του 

μολυβδαινικοφ νατρίου (Monds et al., 2006). Θ μζκοδοσ αυτι βαςίηεται ςτθν αρχι ότι ςε 

ζνα όξινο διάλυμα νατρίου, ςτο οποίο περιζχονται ορκοωωςωορικά ιόντα, ςχθματίηονται 

ςφμπλοκεσ ενϊςεισ οι οποίεσ, όταν αναχκοφν, αποκτοφν ζνα χαρακτθριςτικό μπλε χρϊμα. 

Θ ζνταςθ του χρϊματοσ εξαρτάται από τθν ςυγκζντρωςθ των ορκοωωςωορικϊν ιόντων και 

κατ’ επζκταςθ από τθ ςυγκζντρωςθ του ωωςωόρου.  

 Σε 500 μl δείγματοσ προςτίκενται 500 μl διαλφματοσ 0,5% (w/v) μολυβδαινικό νάτριο και 

2% (w/v) αςκορβικό οξφ. 

 Επϊαςθ για 20 λεπτά ςτουσ 50oC. 

 Επαναωορά ςε κερμοκραςία δωματίου. 

 Φωτομζτρθςθ ςτα 820 nm. 

Ελζγχκθκαν 3 δείγματα control και 3 με οςτεοκλάςτεσ. 

 

ΕΛΕΓΧΟ ΧΗΜΑΣΙΜΟΤ ΔΑΚΣΤΛΙΟΤ ΑΚΣΙΝΗ ΣΟΤ ΟΣΕΟΚΛΑΣΕ ΠΟΤ 

ΧΗΜΑΣΙΖΟΝΣΑΙ ΑΠΟ ΣΟΤ LPS ΣΗ Pseudomonas sp. 

Άλλοσ ζνασ ζλεγχοσ ενεργότθτασ αωορά ςτο ςχθματιςμό δακτυλίου ακτίνθσ που 

εμωανίηουν οι ενεργοί οςτεοκλάςτεσ (Monchau et al., 2002; Spence et al., 2008). Για το λόγο 

αυτό πραγματοποιικθκε θ μζκοδοσ του ανοςοωκοριςμοφ ςε bioglass με 3 Χ 106 κφτταρα 

μυελοφ των οςτϊν C57 DOB ποντικοφ 20 εβδομάδων, που επωάςτθκαν με 50 μg/ml LPS τθσ 

Pseudomonas sp. για 1 (control) ι 10 θμζρεσ. Χρθςιμοποιικθκε το αντίςωμα για ακτίνθ 
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MAB 1501 MSY Actin (Chemicon International) και το αντι-αντίςωμα Alexa Fluor 488 goat 

anti-mouse IgG (Molecular Probes) ςε αραιϊςεισ 1/40. Θ παρατιρθςθ ζγινε ςε Συνεςτιακό 

Μικροςκόπιο Σάρωςθσ (confocal). 

 
 

 ΕΛΕΓΧΟΣ ΜΟΛΥΝΣΘΣ OSTEOBLAST-LIKE ΚΥΤΤΑΩΝ ΑΡΟ ΤΘΝ 

Pseudomonas sp. 
 

Για να ελεγχκεί αν θ Pseudomonas sp. μπορεί να μολφνει osteoblast-like κφτταρα, αρχικά 

ςχθματίςτθκαν και ελζγχκθκαν τα osteoblast-like κφτταρα και ακολοφκωσ ζγινε μζτρθςθ 

του αρικμοφ των αποικιϊν βακτθρίων που ειςιλκαν ςε αυτά (Ellington et al., 2003). 

 

ΔΗΜΙΟΤΡΓΙΑ ΚΑΙ ΕΛΕΓΧΟ ΔΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΗ OSTEOBLAST-LIKE ΚΤΣΣΑΡΩΝ 

Για τθ δθμιουργία osteoblast-like κυττάρων, επωάςτθκαν κφτταρα μυελοφ των οςτϊν 

αρςενικοφ ποντικοφ C57 DOB 16 εβδομάδων ςε 12-well plate (8 Χ 106 κφτταρα/οπι) επάνω 

ςε καλυπτρίδεσ και ςε 48-well plate (3 Χ 106 κφτταρα/οπι) με osteogenic differentiation 

medium  (DM) (Piek et al., 2010). Το DM περιζχει: DMEM με 10% FBS, 1‰ 

πενικιλίνθ/ςτρεπτομυκίνθ, 10-7 Dexamethasone (DEX), 0,2 mM ascorbate, 10 mM β-

glycerophosphate και 10-8M 1a,25-dihydroxybitamin D3 (1,25(OH)2D3). Τα κφτταρα 

επωάςτθκαν για 10 θμζρεσ, οπότε και ζγινε ζλεγχοσ ςχθματιςμοφ osteoblast-like κυττάρων 

με χρϊςθ για αλκαλικι ωωςωατάςθ (TRACP & ALP double-stain Kit, TAKARA). 

 

 

ΧΩΣΘ ΓΛΑ ΑΛΚΑΛΛΚΘ ΦΩΣΦΑΤΑΣΘ 

Θ μζκοδοσ χρϊςθσ για αλκαλικι ωωςωατάςθ είναι ίδια με τθν χρϊςθ για TRAcP, μόνο 

που το staining solution αποτελείται από το διςκίο που υπάρχει ςτο κιτ διαλυμζνο ςε 10 ml 

ddH2O. 

 

ΜΟΛΤΝΗ OSTEOBLAST-LIKE ΚΤΣΣΑΡΩΝ 

Για τθ μόλυνςθ osteoblast-like κυττάρων, επωάςτθκαν κφτταρα μυελοφ των οςτϊν 

αρςενικοφ ποντικοφ C57 DOB 16 εβδομάδων ςε 48-well plate (3 Χ 106 κφτταρα/οπι) με 

osteogenic differentiation medium  (DM). Μετά από 10 θμζρεσ επϊαςθ, ακολοφκθςε το 

πρωτόκολλο μόλυνςθσ.  Χρθςιμοποιικθκαν 2 οπζσ, θ μια για λιψθ των κυττάρων ςτθ 1 

ϊρα μετά τθν προςκόλλθςθ και θ άλλθ ςτισ 5 ϊρεσ. 
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 Ρλφςθ των οπϊν με PBS. 

 Μόλυνςθ των κυττάρων με DMEM που περιζχει 20 CFU/κφτταρο Pseudomonas sp. 

 Μετά από 1 και 5 ϊρεσ, 3 ωορζσ ξζπλυμα των οπϊν με κρεπτικό που περιζχει 10 μg/ml 

τετρακυκλίνθ. 

 Επανεϊρθςθ των κυττάρων (μετά από 1 και 5 ϊρεσ) ςε διάλυμα που περιζχει 1 mM 

NaHCO3, 0,2 mM MgCl2 και 0,25 M sucrose. 

 Επϊαςθ ςτον πάγο για 15 λεπτά. 

 Μικροςκοπικόσ ζλεγχοσ (τα κφτταρα πρζπει να αρχίςουν να διογκϊνονται και να ςπάνε). 

 Μθχανικό ςικωμα των κυττάρων με απόξυςθ από τθν οπι. 

 Αραίωςθ του εναιωριματοσ των κυττάρων με BHIB (αραιϊςεισ 100-10-3) και επίςτρωςθ 

των αραιϊςεων ςε BHIA. 

 Επϊαςθ των τριβλίων ςτουσ 37oC για 24 ϊρεσ. 

 Καταμζτρθςθ αποικιϊν. 
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ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 
 
 ΤΟ ΥΡΟ ΜΕΛΕΤΘ ΒΑΚΤΘΛΟ ΤΑΥΤΟΡΟΛΘΚΘΚΕ ΩΣ Pseudomonas sp. 

 
Για να ταυτοποιθκεί το υπό μελζτθ βακτιριο ςε επίπεδο είδουσ, χρθςιμοποιικθκε θ 

μζκοδοσ του 16S rRNA (Bottger, 1989; Garrity and Holt, 2001). Για τον λόγο αυτό 

ενιςχφκθκαν με PCR 1475 bp του 16S rRNA του βακτθρίου αυτοφ (Εικόνα 1) και ςτθ 

ςυνζχεια το τμιμα αυτό αλλθλουχικθκε. 

 

 
 

Εικόνα 1: Το προϊόν τθσ PCR του 16S rRNA τμιματοσ (1475 bp) που ενιςχφκθκε με τθ χριςθ 

των εκκινθτϊν 8F και 1541R. 

 

Ραρακάτω παρατίκεται το αποτζλεςμα τθσ αλλθλοφχιςθσ (MACROGEN): 

NNNNGNNNTGTCATCTGTGTAGAATACTGCACCTGATAGGAATTTGTTGCTGGATTTACCGCACCGACGGGTGAGTAATG
CCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG
GGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACG
ATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
GGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTA
AGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTCGTTAAGT
TGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGGTGGTGGAA
TTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACAC
TGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG
GGTTCCTTGAGAACTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAA
TGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTG
ACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAG
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GAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGT
GCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAG
TCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCTCGATGAGTTTGATCCTGGCTCACGGGTAT
CTGGGTCTCTGTATATCGGCGTAGAANACGACNNNNNNC 

 
Με τθν εωαρμογι του αλγορίκμου BLAST ςτθν παραπάνω ακολουκία (Εικόνα 2), 

διαπιςτϊκθκε ότι το υψθλότερο ςκορ εμωανίηουν οι ακόλουκεσ καταχωριςεισ: 

Pseudomonas mendocina strain zyj1-4 και Pseudomonas sp. SWS3-camc. 

 

 

Εικόνα 2: Αποτζλεςμα τθσ εωαρμογισ του αλγορίκμου BLAST ςτθν αλλθλουχθμζνθ 

ακολουκία του 16S rRNA. 

 

Εω’ όςων οι δυο αυτζσ ακολουκίεσ ομοιάηουν με τθν υπό μελζτθ ακολουκία ςε ποςοςτό 

μεγαλφτερο από άλλεσ, ελζγχκθκαν τα βιοχθμικά χαρακτθριςτικά των ειδϊν που ανικουν 

τα δφο αυτά ςτελζχθ και ςυγκρίκθκαν με αυτά του υπό μελζτθ βακτθρίου. Το πρϊτο 

ςτζλεχοσ ανικει ςτο είδοσ Pseudomonas mendocina ενϊ το δεφτερο ςτο είδοσ 

Pseudomonas pseudoalcaligenes (Eaton and Sandusky, 2008). Για να διαπιςτωκεί εάν όντωσ 

το υπό μελζτθ βακτιριο ανικει ςε κάποιο από αυτά τα δφο είδθ ι αν είναι μθ-

ταυτοποιθμζνθ Pseudomonas sp, ςυγκρίκθκαν τα βιοχθμικά χαρακτθριςτικά τθσ 

Pseudomonas mendocina και τθσ Pseudomonas pseudoalcaligenes με αυτά του υπό μελζτθ 

βακτθρίου (Bergey’s manual). Στον Ρίνακα 1 ωαίνονται οι διαωορζσ που παρουςιάηουν τα 
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είδθ ςτουσ ςυγκεκριμζνουσ βιοχθμικοφσ ελζγχουσ και οδθγοφν ςτο ςυμπζραςμα ότι το υπό 

μελζτθ βακτιριο δεν ανικει οφτε ςτο είδοσ Pseudomonas mendocina οφτε ςτο είδοσ 

Pseudomonas pseudoalcaligenes. 

 

Ρίνακασ 1 : Βιοχθμικά χαρακτθριςτικά του υπό μελζτθ βακτθρίου που το διαωοροποιοφν 

από τα είδθ P. mendocina και P. pseudoalcaligenes. 

 

 P. mendocina P. pseudoalcaligenes Τπό μελζτη βακτήριο 

Υδρόλυςθ αμφλου - - + 

Υδρόλυςθ λεκικίνθσ - - + 

Υδρόλυςθ L- ιςτιδίνθσ + + - 

Καταβολιςμόσ D- γλυκόηθσ + - + 

 

Ζτςι, θ ωυλογενετικι ανάλυςθ που ζγινε με ςφγκριςθ τθσ ακολουκίασ του 16S rRNA του 

βακτθρίου ζδειξε ότι είναι ζνα άγνωςτο είδοσ Pseudomonas, το οποίο όμωσ είναι ςτενά 

ςυγγενικό με τθν Pseudomonas mendocina και τθν Pseudomonas pseudoalcaligenes (Εικόνα 

3). 

 

  

Εικόνα 3: Φυλογενετικό δζντρο του γζνουσ Pseudomonas που προκφπτει από τισ ομοιότθτεσ 

τθσ ακολουκίασ του 16S rRNA. Οι τιμζσ bootstrap (από 80% και πάνω) εμωανίηονται ςτουσ 

κλάδουσ. Ωσ ρίηα του δζντρου χρθςιμοποιείται ο μικροοργανιςμόσ E. coli (V00348) (Anzai et 

al., 2000). 
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 ΛΛΡΟΡΟΛΥΣΑΚΧΑΛΤΕΣ ΤΘΣ Pseudomonas sp. 
 

Α) Θ απομόνωςθ των λιποπολυςακχαριτϊν (LPS) από τθ βακτθριακι μεμβράνθ τθσ 

Pseudomonas sp. ζγινε με τθ μζκοδο των Eidhin και Mouton (Eidhin and Mouton, 1993). Οι 

LPS αναλφκθκαν ςε 15% SDS-PAGE και ςτθ ςυνζχεια χρωματίςτθκαν με νιτρικό  άργυρο 

(Tsai and Frasch, 1981). Ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκε ζτοιμο παραςκεφαςμα 

λιποπολυςακχαριτϊν του βακτθρίου E. coli. Τα αποτελζςματα παρουςιάηονται ςτθν Εικόνα 

4 και δείχνουν τα ακόλουκα:  

 
 

Εικόνα 4: Το πρότυπο λιποπολυςακχαριτϊν του E. coli (Α) και τθσ Pseudomonas sp. (Β) ςε 

15% SDS-PAGE μετά από χρϊςθ με νιτρικό άργυρο. (Γ) Χρϊςθ των πθκτϊν (Α και Β) με 

coomasie blue.   

 

Οι λιποπολυςακχαρίτεσ τθσ Pseudomonas sp. (Β) όπωσ και του E. coli (Α) αποτελοφνται από 

τρία διακριτά τμιματα (1-3). Το τμιμα 3, του οποίου το μζγεκοσ είναι μικρότερο από 10 kD 

αντιςτοιχεί ςτο λιπίδιο Α. Το τμιμα 2, του οποίου το μζγεκοσ είναι 10 kD αντιςτοιχεί κυρίωσ 

ςτον κεντρικό πολυςακχαρίτθ. Το ανϊτερο τμιμα 3 αντιςτοιχεί ςτο ςφνολο του 

λιποπολυςακχαρίτθ όπου, εάν ο Ο- ειδικόσ πολυςακχαρίτθσ αποτελείται από όμοιεσ, 

επαναλαμβανόμενεσ Ο- ειδικζσ ολιγοςακχαριτικζσ υπομονάδεσ (ομοπολυμερζσ) 

εμωανίηεται ςτθν πθκτι με τθ μορωι ςμιρ  (όπωσ και ςτα Α και Β). Εάν οι 
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επαναλαμβανόμενεσ ολιγοςακχαριτικζσ υπομονάδεσ είναι διαωορετικζσ (ετεροπολυμερζσ), 

ςτθν πθκτι εμωανίηονται πολλαπλζσ ηϊνεσ (Sidhu et al., 2008). Συνεπϊσ, ο Ο- ειδικόσ 

πολυςακχαρίτθσ τθσ Pseudomonas sp., είναι ομοπολυμερζσ. Μετά από χρϊςθ των πθκτϊν Α 

και Β με coomasie blue (Εικόνα 4Γ), αποδεικνφεται θ κακαρότθτα του παραςκευάςματοσ 

των λιποπολυςακχαριτϊν ωσ προσ πικανι πρωτεϊνικι επιμόλυνςθ. 

 
Β) Στθ ςυνζχεια ελζγχκθκε εάν οι LPS τθσ Pseudomonas sp. παρουςιάηουν τοξικότθτα ςε 

κφτταρα μυελοφ των οςτϊν ποντικοφ (ΚΜΟ). Για τον ζλεγχο τοξικότθτασ ΚΜΟ ποντικοφ 

εκτζκθκαν ι όχι (control, 0) για 7 θμζρεσ ςε διαωορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ LPS τθσ 

Pseudomonas sp. και ςτθ ςυνζχεια αξιολογικθκε θ βιωςιμότθτα των κυττάρων αυτϊν με τθ 

μζκοδο MTS/PMS (Cory et al., 1991). Ππωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 5 θ ζκκεςθ ΚΜΟ ςε LPS 

τθσ Pseudomonas sp. δεν οδιγθςε ςε τοξικότθτα, αλλά αντίκετα οδιγθςε ςε ςτατιςτικά 

ςθμαντικι αφξθςθ των βιϊςιμων κυττάρων (πάνω από 50%) ςυγκριτικά με το μάρτυρα. 

 

 

Εικόνα 5: Οι LPS τθσ Pseudomonas sp. δεν είναι τοξικοί για τα κφτταρα μυελοφ των οςτϊν 

ποντικοφ. Για τον ζλεγχο τοξικότθτασ, κφτταρα μυελοφ των οςτϊν ποντικοφ εκτζκθκαν ςε 

διάωορεσ ςυγκεντρϊςεισ (0, 1, 10 ι 50 μg/ml) LPS τθσ Pseudomonas sp. και θ βιωςιμότθτα 

των κυττάρων μετρικθκε με τθ μζκοδο MTS/PMS ςτο χρόνο 0 και 7 θμζρεσ. 
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 ΟΛ LPS ΤΘΣ Pseudomonas sp. ΟΔΘΓΟΥΝ ΣΕ 

ΟΣΤΕΟΚΛΑΣΤΟΓΕΝΕΣΘ ΜΕ ΔΟΣΟΕΞΑΤΩΜΕΝΟ ΤΟΡΟ 

 
Ρρόςωατα οι Zhuang et al. (2007), ζδειξαν ότι οι LPS τθσ Pseudomonas aeruginosa δεν 

μποροφν να διεγείρουν τθν οςτεοκλαςτογζνεςθ ςε προ-οςτεοκλάςτεσ (bone marrow 

monocytes). Στθν ςυνζχεια οι Nason et al., (2009a), ζδειξαν ότι οι LPS τθσ P. aeruginosa 

μποροφν να διεγείρουν τον ςχθματιςμό οςτεοκλαςτϊν από προ-οςτεοκλάςτεσ, μόνον εάν 

ζχει προθγθκεί επϊαςθ των προ-οςτεοκλαςτϊν με υπο-οςτεοκλαςτογόνεσ δόςεισ RANKL 

και M-CSF και ςτθν ςυνζχεια προςτεκοφν οι LPS τθσ P. aeruginosa. 

Για να διαπιςτωκεί εάν οι LPS τθσ Pseudomonas sp. μποροφν να οδθγιςουν ςε 

οςτεοκλαςτογζνεςθ, χρθςιμοποιικθκε μια διαωορετικι πειραματικι προςζγγιςθ από τισ 

προαναωερκείςεσ, με ςτόχο να  προςομοιάηει ωσ ζνα βακμό με τισ in vivo ςυνκικεσ, ςτθν 

περίπτωςθ μόλυνςθσ με το βακτιριο αυτό.  Ζτςι, ΚΜΟ ποντικϊν εκτζκθκαν ι όχι 

(μάρτυρασ) ςε διαωορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ (0, 1, 10 και 50 μg/ml) LPS τθσ Pseudomonas sp. 

και ςτθ ςυνζχεια ελζγχκθκε ο ςχθματιςμόσ  οςτεοκλαςτϊν και μετρικθκε το ποςοςτό (%) 

των οςτεοκλαςτϊν που ςχθματίςτθκαν ςε κάκε περίπτωςθ ςυγκριτικά με το μάρτυρα.  

Ρροκαταρτικά πειράματα ζδειξαν ότι ζνα ςθμαντικό ποςοςτό οςτεοκλαςτογζνεςθσ 

ςυμβαίνει ςτο χρονικό όριο των 7 θμερϊν και ζτςι το χρονικό αυτό όριο ζκκεςθσ ςτουσ LPS 

(7 θμζρεσ) διατθρικθκε ςτα επόμενα πειράματα. Μετά το τζλοσ τθσ επϊαςθσ, τα κφτταρα 

μονιμοποιικθκαν και εωαρμόςτθκε ειδικι χρϊςθ για τθν ανίχνευςθ τθσ  TRAcP (Tartrate 

Resistant Acid Phosphatase), που είναι ο κφριοσ δείκτθσ των οςτεοκλαςτϊν και ταυτόχρονα 

ζγινε χρϊςθ των πυρινων με DAPI.  Ωσ οςτεοκλάςτεσ, χαρακτθρίςτθκαν μεγάλα 

πολυπφρθνα (≥ 3 πυρινεσ) κφτταρα που παράλλθλα παράγουν TRAcP, όπωσ προθγουμζνωσ 

ζχει αναωερκεί (Nason et al., 2009a; Zhuang et al., 2007). Τα αποτελζςματα παρουςιάηονται 

ςτισ Εικόνεσ 6Α, 6Β και 6Γ και δείχνουν τα ακόλουκα: (α) ζκκεςθ των ΚΜΟ ςτουσ LPS τθσ 

Pseudomonas sp. οδθγεί ςτο ςχθματιςμό οςτεοκλαςτϊν, αωοφ παρατθροφνται γιγαντιαία 

πολυπφρθνα κφτταρα, κετικά ωσ προσ τθν TRAcP (Εικόνεσ 6Α, 6Β). Στο μάρτυρα (απουςία  

LPS τθσ Pseudomonas sp.) ανιχνεφκθκαν οςτεοκλάςτεσ, αλλά ςε πολφ μικρότερο ποςοςτό 

(0.3%) και ςε μικρότερο μζγεκοσ ςυγκριτικά με αυτοφσ που παρατθρικθκαν ςτθν παρουςία 

των LPS. (β) Οι LPS τθσ Pseudomonas sp. προκαλοφν δοςοεξαρτϊμενθ επαγωγι των 

οςτεοκλαςτϊν (Εικόνα 6Γ). Ζτςι, 50 μg/ml LPS τθσ Pseudomonas sp., οδθγοφν το 9% των 

ΚΜΟ να διαωοροποιθκοφν ςε οςτεοκλάςτεσ.  
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Εικόνα 6Α: Ζκκεςθ κυττάρων μυελοφ των οςτϊν (ΚΜΟ) ποντικοφ ςε LPS τθσ Pseudomonas 

sp. οδθγοφν ςε οςτεοκλαςτογζνεςθ. ΚΜΟ εκτζκθκαν για 7 θμζρεσ ςε 10 μg/ml LPS τθσ 

Pseudomonas sp. ι όχι (μάρτυρασ) και  μετά τθν μονιμοποίθςθ των κυττάρων ζγινε χρϊςθ 

για τον δείκτθ των οςτεοκλαςτϊν TRAcP (τα κετικά ωσ προσ TRAcP κφτταρα χρωματίηονται 

κόκκινα). Τα βζλθ δείχνουν οςτεοκλάςτεσ (μεγάλα πολυπφρθνα κφτταρα και κετικά ωσ προσ 

TRAcP). 
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Εικόνα 6Β: Ζκκεςθ κυττάρων μυελοφ των οςτϊν (ΚΜΟ) ποντικοφ ςε LPS τθσ Pseudomonas 

sp. οδθγοφν ςε οςτεοκλαςτογζνεςθ. ΚΜΟ εκτζκθκαν για 7 θμζρεσ ςε 50 μg/ml LPS τθσ 

Pseudomonas sp. και μετά τθ μονιμοποίθςθ των κυττάρων ζγινε χρϊςθ για τον δείκτθ των 

οςτεοκλαςτϊν TRAcP (τα κετικά ωσ προσ TRAcP κφτταρα χρωματίηονται κόκκινα) (Α), ι 

χρϊςθ πυρινων με DAPI (Β). (Γ): ταυτόχρονθ απεικόνιςθ των εικόνων (Α) και (Β). Τα βζλθ 

δείχνουν οςτεοκλάςτεσ.  
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Εικόνα 6Γ : Ζκκεςθ κυττάρων μυελοφ των οςτϊν (ΚΜΟ) ποντικοφ ςε LPS τθσ Pseudomonas 

sp. οδθγεί ςτο ςχθματιςμό οςτεοκλαςτϊν με δοςοεξαρτϊμενο τρόπο. ΚΜΟ εκτζκθκαν για 7 

θμζρεσ ςε 0 (μάρτυρασ), 1, 10 ι 50 μg/ml LPS τθσ Pseudomonas sp. και μετά τθν 

μονιμοποίθςθ των κυττάρων ζγινε χρϊςθ για TRAcP και για πυρινεσ (DAPI).  Θ μζτρθςθ των 

οςτεοκλαςτϊν ζγινε με τθν ταυτόχρονθ απεικόνιςθ ωωτογραωιϊν κυττάρων τα οποία είχαν 

χρωματιςτεί για για TRAcP ι για πυρινεσ (DAPI), με τθν χριςθ του προγράμματοσ Adobe 

Photoshop. Σε κάκε περίπτωςθ ωωτογραωικθκαν 10 τυχαία οπτικά πεδία ανά τρυβλίο και 

χρθςιμοποιικθκαν 3 τρυβλία για κάκε ςυγκζντρωςθ LPS. Οι τιμζσ που αναωζρονται είναι ο 

μζςοσ όροσ 3 ανεξάρτθτων πειραμάτων. 

 

Ππωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 7, εκτεταμζνθ ζκκεςθ ΚΜΟ ςτουσ LPS τθσ Pseudomonas sp. 

οδθγεί ςε αφξθςθ του μεγζκουσ των οςτεοκλαςτϊν.   

 

 

 

 

Εικόνα 7: Οςτεοκλάςτθσ που ςχθματίςτθκε μετά από ζκκεςθ κυττάρων μυελοφ των οςτϊν 

ποντικοφ ςε 50 μg/ml LPS τθσ Pseudomonas sp. για 22 θμζρεσ. Μεγζκυνςθ 40Χ. 
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 Θ ΟΣΤΕΟΚΛΑΣΤΟΓΕΝΕΣΘ ΡΟΥ ΕΡΑΓΕΤΑΛ ΑΡΟ LPS ΤΟΥ E. coli 
 

Από τα παραπάνω δεδομζνα προκφπτει το ερϊτθμα εάν οι LPS άλλων Gram αρνθτικϊν 

βακτθρίων οδθγοφν ςτθ διαωοροποίθςθ των ΚΜΟ ςε οςτεοκλάςτεσ. Για να διερευνθκεί το 

ερϊτθμα αυτό ΚΜΟ ποντικϊν εκτζκθκαν για 7 θμζρεσ ςε 10 μg/ml LPS τθσ Pseudomonas sp. 

ι ςε LPS του Gram αρνθτικοφ βακτθρίου  Escherichia coli και ςτθ ςυνζχεια εκτιμικθκε το 

ποςοςτό των ςχθματιηόμενων οςτεοκλαςτϊν. Τα αποτελζςματα (Εικόνεσ 6Δ και 6Ε) 

δείχνουν ότι οι LPS του βακτθρίου E. coli προκαλοφν τον ςχθματιςμό οςτεοκλαςτϊν ςε 

ποςοςτό μεγαλφτερο του μάρτυρα, αλλά πολφ μικρότερο (3.5 ωορζσ λιγότερο) από αυτόν 

που επάγεται από τουσ LPS τθσ Pseudomonas sp. Συνεπϊσ ωαίνεται ότι οι LPS των Gram 

αρνθτικϊν βακτθρίων ζχουν τθν ικανότθτα να επάγουν οςτεοκλαςτογζνεςθ, θ οποία 

εξαρτάται από τθν ιδιαίτερθ ςφςταςθ του κάκε LPS, τόςο ςε επίπεδο ςακχάρων όςο και ςε 

επίπεδο λιπαρϊν οξζων.   

 

Εικόνα 6Δ: Κφτταρα μυελοφ των οςτϊν ποντικοφ (ΚΜΟ) εκτζκθκαν για 7 θμζρεσ ςε 10 μg/ml 

LPS τθσ Pseudomonas sp. ι του E. coli και μετά ζγινε χρϊςθ είτε για TRAcP (Α) ι για πυρινεσ 

με DAPI (B). (Γ): ταυτόχρονθ απεικόνιςθ των ωωτογραωιϊν (Α) και (Β) με τθ βοικεια του 

προγράμματοσ Adobe Photoshop για τθν καταμζτρθςθ των οςτεοκλαςτϊν. Τα βζλθ 

δείχνουν οςτεοκλάςτεσ (μεγάλα πολυπφρθνα κφτταρα κετικά ωσ προσ TRAcP). 
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Εικόνα 6Ε: Ροςοςτό (%) ςχθματιςμοφ οςτεοκλαςτϊν από κφτταρα μυελοφ των οςτϊν 

ποντικοφ τα οποία εκτζκθκαν για 7 θμζρεσ ςε 10 μg/ml LPS τθσ Pseudomonas sp. ι του E. 

coli. Σε κάκε περίπτωςθ ωωτογραωικθκαν 10 τυχαία οπτικά πεδία ανά τρυβλίο και 

χρθςιμοποιικθκαν 3 τρυβλία για κάκε ςυγκζντρωςθ LPS. Οι τιμζσ που αναωζρονται είναι ο 

μζςοσ όροσ 3 ανεξάρτθτων πειραμάτων.   

 

 

 

 ΑΡΟΟΦΘΣΘ ΥΔΟΞΥΑΡΑΤΛΤΘ ΑΡΟ ΟΣΤΕΟΚΛΑΣΤΕΣ ΡΟΥ 

ΣΧΘΜΑΤΛΗΟΝΤΑΛ ΑΡΟ ΤΟΥΣ LPS ΤΘΣ Pseudomonas sp.  
 

Το κφριο χαρακτθριςτικό των οςτεοκλαςτϊν είναι θ οςτικι απορρόωθςθ (Nason et al., 

2009; Monchau et al., 2002; Spence et al., 2008). Για να ελεγχκεί εάν οι επαγόμενοι από 

τουσ LPS τθσ Pseudomonas sp. οςτεοκλάςτεσ ζχουν τθν ικανότθτα οςτικισ απορρόωθςθσ, 

δθμιουργικθκε ζνα in vitro ςφςτθμα προςομοίωςθσ του υδροξυαπατίτθ (ΘΑp), ο οποίοσ 

αποτελεί το ανόργανο τμιμα του οςτοφ. Το ςφςτθμα αυτό αποτελείται από δοκίμια  

βιοχάλου (bioglass), ςτθν επιωάνεια των οποίων ςχθματίςτθκε ςτρϊμα υδροξυαπατίτθ 

μετά από εμβάπτιςι τουσ ςε c-SBF (Simulated Body Fluid) για 4 θμζρεσ ςτουσ 37oC (Chen et 

al., 2006).  Στθν ςυνζχεια, τα δοκίμια αυτά χρθςιμοποιικθκαν για να ελεγχκεί εάν οι 

παραγόμενοι  από τουσ LPS τθσ Pseudomonas sp. οςτεοκλάςτεσ προςκολλϊνται ςτον 

υδροξυαπατίτθ (ΘΑp), που είναι το πρϊτο βιμα για τθν απορρόωθςθ του ΘΑp. Για αυτόν 
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τον λόγο ΚΜΟ ποντικοφ επωάςτθκαν ςτθν παρουςία ι όχι LPS τθσ Pseudomonas sp.  για 1 ι 

10 θμζρεσ και ςτθν ςυνζχεια ελιωκθςαν ωωτογραωίεσ SEM από κάκε περίπτωςθ. Επίςθσ 

ζγινε EDS ανάλυςθ ςε 30 ςθμεία από κάκε δοκίμιο για να διαπιςτωκεί θ παρουςία ΘΑp 

ςτθν επιωάνεια των δοκιμίων. Τα αποτελζςματα (Εικόνα 8 και Ρίνακασ 2) δείχνουν τα 

ακόλουκα: (α) πάνω ςτθν επιωάνεια των δοκιμίων αναωοράσ ςχθματίςτθκαν ςωαιρίδια 

ΘΑp (Εικόνα 8, ΘΑp). Θ παρουςία του  ΘΑp προςδιορίςτθκε με ανάλυςθ EDS (Ρίνακασ 2) και 

δείχνει ότι ο  λόγοσ Ca/P είναι 1.78 ± 0.09. Μια αςβεςτοωωςωορικι ζνωςθ χαρακτθρίηεται 

ωσ ΘΑp όταν ο λόγοσ Ca/P κυμαίνεται  από 1.2 μζχρι 2.5, με άριςτθ τθν τιμι 1.67, ενϊ όταν 

ο λόγοσ Ca/P αποκλίνει από τισ προαναωερκείςεσ τιμζσ τότε πρόκειται για κάποια άλλθ 

αςβεςτοωωςωορικι ζνωςθ και όχι για ΘΑp (Mossaad 2010). Συνεπϊσ, οι μικρζσ 

διακυμάνςεισ που παρατθρικθκαν ςτον λόγο Ca/P (Ρίνακασ 2) μεταξφ των δοκιμίων που 

υπζςτθςαν διαωορετικζσ επεξεργαςίεσ κυμαίνονται ςτα ωυςιολογικά όρια και πιςτοποιοφν 

ότι ςε όλα τα δοκίμια ςχθματίςτθκε ΘΑp, με τθν αναμενόμενθ κρυςταλλικι δομι 

(ςωαιρίδια ΘΑp).  (β) Πταν τα δοκίμια επωάςτθκαν ςε κρεπτικό μζςο εμπλουτιςμζνο με LPS 

τθσ Pseudomonas sp.  (μάρτυρασ), δεν παρατθρικθκε διαωορά ςτθν μορωολογία ι τθ 

ςφςταςθ του ΘΑp (Εικόνα 8, Ρίνακασ 2), ςυγκριτικά  με τα δοκίμια αναωοράσ. (γ) Από τθν 

πρϊτθ θμζρα τθσ επϊαςθσ παρατθρικθκε ότι τα ΚΜΟ προςκολλικθκαν ςτον ΘΑp.  Επϊαςθ 

των ΚΜΟ ςτθν παρουςία των  LPS τθσ Pseudomonas sp.  οδιγθςε ςτον ςχθματιςμό 

γιγαντιαίων κυττάρων τα οποία εγκολπϊνουν μεγάλο αρικμό ςωαιριδίων ΘΑp (Εικόνα 8, 

ςτιλθ 4). Τα ςωαιρίδια αυτά είναι πράγματι ΘΑp γιατί ανάλυςθ EDS, 50 κυττάρων που 

προζρχονται από 3 δοκίμια ζδειξε ότι θ μζςθ τιμι του λόγου Ca/P των εγκολπωμζνων 

ςωαιριδίων είναι 1.93 ± 0.06. Ακόμθ είναι χαρακτθριςτικό ότι τα κφτταρα αυτά 

δθμιουργοφν κυτταρικζσ προεκβολζσ κατευκυνόμενεσ ςε  νζα ςωαιρίδια ΘΑp.  (δ) Αντίκετα, 

εγκόλπωςθ HΑp δεν παρατθρικθκε όταν ΚΜΟ επωάςτθκαν ςτθν απουςία των  LPS τθσ 

Pseudomonas sp. Συνεπϊσ οι παραγόμενοι από τουσ LPS τθσ Pseudomonas sp. 

οςτεοκλάςτεσ εγκολπϊνουν ΘΑp, και ενδεχομζνωσ ζχουν τθν ικανότθτα απορρόωθςθσ Ca 

και P. 
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Ρίνακασ 2: Ανάλυςθ EDS τθσ επιωανειακισ ςφςταςθσ των δοκιμίων ωσ προσ τα ανόργανα 

ςτοιχεία Ca και P. 

 

 Ca P Ca/P 

HAp 4 ημζρεσ ςτο c-SBF1 33,83±1,12 18,97±0,36 1,78±0,09 

HAp + KMO + LPS, 1 ημζρα επώαςη2 18,9±1,9 13,4±0,61 1,8±0,1 

Hap + ΚΜΟ + LPS, 10 ημζρεσ επώαςη3 36,67±1,4 18,99±0,35 1,93±0,06 

HAp + ΚΜΟ - LPS, 10 ημζρεσ επώαςη4 37,64±1,24 20,33±0,38 1,85±0,03 

 

1 Δοκίμια βιοχάλου εμβαπτίςτθκαν για 4 θμζρεσ ςτο c-SBF. 
2 Δοκίμια βιοχάλου εμβαπτίςτθκαν για 4 θμζρεσ ςτο c-SBF και αωοφ προςτζκθκαν ΚΜΟ και 
50 μg/ml LPS- Pseudomonas sp. επωάςτθκαν για 1 θμζρα. 
3 Δοκίμια βιοχάλου εμβαπτίςτθκαν για 4 θμζρεσ ςτο c-SBF και αωοφ προςτζκθκαν ΚΜΟ και 
50 μg/ml LPS- Pseudomonas sp. επωάςτθκαν για 10 θμζρεσ. 
4 Δοκίμια βιοχάλου εμβαπτίςτθκαν για 4 θμζρεσ ςτο c-SBF και αωοφ προςτζκθκαν ΚΜΟ 
επωάςτθκαν για 10 θμζρεσ. 

 

Για να διερευνθκεί θ  πικανότθτα αυτι, καταςκευάςτθκαν δοκίμια βιοχάλου (bioglass) 

τα οποία εμβαπτίςτθκαν ςε c-SBF (Simulated Body Fluid) για 15 θμζρεσ ςτουσ 37oC (Chen et 

al., 2006) με ςτόχο να καλυωκεί ολόκλθρθ θ επιωάνεια τουσ με ςτρϊμα ΘΑp, ζτςι ϊςτε να 

γίνει ορατι θ πικανι απορρόωθςθ του ΘΑp από τουσ οςτεοκλάςτεσ.  Ο ςχθματιςμόσ ΘΑp 

ςτθν επιωάνεια των δοκιμίων ελζγχκθκε με περίκλαςθ ακτίνων Χ (XRD) και με 

ωαςματοωωτομετρία υπερφκρου (FTIR). Ππωσ ωαίνεται ςτισ Εικόνεσ 9 και 10 

δθμιουργικθκε ςτρϊμα υδροξυαπατίτθ που κάλυψε τθν επιωάνεια των δοκιμίων. Τα 

δοκίμια αυτά επωάςτθκαν είτε μόνο με κρεπτικό μζςο εμπλουτιςμζνο με LPS τθσ 

Pseudomonas sp. (μάρτυρασ) ι επωάςτθκαν ςτο ίδιο κρεπτικό μζςο με τθν παρουςία των 

ΚΜΟ. Μετά το τζλοσ τθσ επϊαςθσ, όλα τα δοκίμια (μάρτυρεσ και δοκίμια ελζγχου) 

υπζςτθςαν κατεργαςία για τθν απομάκρυνςθ των κυττάρων από τθν επιωάνεια των 

δοκιμίων και ςτθν ςυνζχεια ελιωκθςαν ωωτογραωίεσ SEM. Ραράλλθλα ςυλλζχκθκε (ανά 2 

θμζρεσ) το υπερκείμενο των καλλιεργειϊν αυτϊν (μάρτυρασ και δοκίμιο ελζγχου) για να 

μετρθκεί και να ςυγκρικεί θ ποςότθτα ωωςωόρου ςε αυτά. Τα αποτελζςματα (Εικόνα 11 

και 12) δείχνουν τα ακόλουκα: (α) παρατθρικθκε χαρακτθριςτικι απορρόωθςθ του ΘΑp 

μετά τθν απομάκρυνςθ των κυττάρων από τα δοκίμια (Εικόνα 11Γ), όπωσ και πολλαπλζσ 

οπζσ ςτον ΘΑp (Εικόνα 11Δ), οι οποίεσ δεν παρατθρικθκαν ςτον μάρτυρα. Ακόμθ, EDS 
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ανάλυςθ από 80 τυχαία ςθμεία που προιλκαν από 3 δοκίμια μετά τθν απομάκρυνςθ των 

κυττάρων ζδειξε ότι ςτο 30% των ςθμείων που αναλφκθκαν ο λόγοσ Ca/P απείχε κατά πολφ 

από τισ επιτρεπτζσ τιμζσ του ΘΑp. Ζτςι, ςτο 16.25% από αυτά ο λόγοσ Ca/P κυμαινόταν από 

2.51 μζχρι 4, ςτο 5% κυμαινόταν από 4.1 μζχρι 15 και ςτο 7.5% δεν ανιχνεφκθκε ωϊςωοροσ 

(Εικόνα 12). Τα δεδομζνα αυτά δείχνουν ότι ζνα μζροσ τθσ επιωάνειασ των δοκιμίων αυτϊν 

ζχει υποςτεί ςοβαρζσ αλλοιϊςεισ ςτον ΘΑp, οι οποίεσ οωείλονται ςτουσ οςτεοκλάςτεσ, 

δεδομζνου ότι ο λόγοσ  Ca/P ςτον μάρτυρα είχε ωυςιολογικζσ τιμζσ (1.63±0.14). (β) Επίςθσ, 

διαπιςτϊκθκε διπλάςια ποςότθτα ωωςωόρου ςτο υπερκείμενο των καλλιεργειϊν ΚΜΟ 

ςτθν παρουςία των LPS τθσ Pseudomonas sp., ςυγκριτικά με τον μάρτυρα (Εικόνα 13) και 

ανάλογα αποτελζςματα ζχουν αναωερκεί από άλλουσ ερευνθτζσ (Monchau et al., 2002). 

Από τα παραπάνω δεδομζνα ςυμπεραίνεται ότι οι παραγόμενοι από τουσ LPS τθσ 

Pseudomonas sp. οςτεοκλάςτεσ ζχουν τθν ικανότθτα  απορρόωθςθσ ΘΑp. 

 

Εικόνα 9: XRD ακτινογράωθμα ςε δοκίμια βιοχάλου που επωάςτθκαν για 15 θμζρεσ ςε SBF. 

 

.  

 Εικόνα 10: FTIR ωάςματα δοκιμίων βιοχάλου που επωάςτθκαν για 15 θμζρεσ ςε SBF. 
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Εικόνα 11: Φωτογραωίεσ από SEM δοκιμίων βιοχάλου. Τα δοκίμια παρζμειναν για 15 

θμζρεσ ςτο c-SBF και ςχθματίςτθκε πλιρεσ ςτρϊμα υδροξυαπατίτθ ςτθν επιωάνειά τουσ 

(Α). Δοκίμια επωάςτθκαν με κφτταρα μυελοφ των οςτϊν ποντικοφ και 50 μg/ml LPS 

Pseudomonas sp. (Γ, Δ) ι μόνον με LPS Pseudomonas sp. (Β) και ςτο τζλοσ τθσ επϊαςθσ τα 

δοκίμια (Β, Γ και Δ) υπζςτθςαν επεξεργαςία για τθν απομάκρυνςθ των κυττάρων. Το 

κόκκινο βζλοσ δείχνει το αποτφπωμα ενόσ οςτεοκλάςτθ, και τα κίτρινα βζλθ δείχνουν οπζσ 

ςτθ επιωάνεια του HΑp που ςχθματίςτθκαν εξ’αιτίασ τθσ απορροωθτικισ δράςθσ των 

οςτεοκλαςτϊν. Μεγζκυνςθ 1000Χ. 
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Εικόνα 12: A) Σφγκριςθ τθσ επιωανειακισ ςφςταςθσ δοκιμίων ωσ προσ το λόγο Ca/P. Θ 

ανάλυςθ τθσ επιωανειακισ ςφςταςθσ ζγινε με EDS ςε 80 τυχαία ςθμεία που προιλκαν από 

3 δοκίμια από κάκε περίπτωςθ. HAp 1: δοκίμια αναωοράσ, HAp 2: δοκίμια που επωάςτθκαν 

για 10 θμζρεσ ςε κρεπτικό μζςο με LPS Pseudomonas sp., HAp 3: δοκίμια που επωάςτθκαν 

για 10 θμζρεσ ςε κρεπτικό μζςο με LPS Pseudomonas sp και ΚΜΟ. Τα HAp 2 και HAp 3, 

υπζςτθςαν τθν ίδια κατεργαςία για τθν απομάκρυνςθ των κυττάρων από τθν επιωάνεια του 

HΑp. Ο χαρακτθριςτικόσ για τον HAp λόγοσ Ca/P κυμαίνεται από 1.2 μζχρι 2.5. Β: 

Ομαδοποίθςθ των τιμϊν του λόγου Ca/P των δοκιμίων HAp 3. 
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Εικόνα 13: Συγκζντρωςθ ορκοωωςωορικϊν ιόντων ςε καλλιζργειεσ κυττάρων μυελοφ των 

οςτϊν (ΚΜΟ). ΚΜΟ εκτζκθκαν ςε 50 μg/ml LPS τθσ Pseudomonas sp. (οςτεοκλάςτεσ) ι όχι 

(control) για 10 θμζρεσ και ςυλλζχκθκε  (κάκε 2 θμζρεσ) το υπερκείμενο κρεπτικό μζςο. Στο 

τζλοσ τθσ επϊαςθσ μετρικθκε ςυνολικά θ ςυγκζντρωςθ των ορκοωωςωορικϊν ιόντων που 

απελευκερϊκθκαν από κάκε δείγμα. Επίςθσ μετρικθκε θ ςυγκζντρωςθ ορκοωωςωορικϊν 

ιόντων ςτο κρεπτικό μζςο (ΕΜΕΜ με 10% FCS).  

 

 

 

Ζχει αναωερκεί, ότι οι περιοχζσ ςτισ οποίεσ γίνεται οςτικι απορρόωθςθ από τουσ 

οςτεοκλάςτεσ, περιβάλλονται από ζνα χαρακτθριςτικό δακτφλιο ακτίνθσ (Monchau et al., 

2002; Spence et al., 2008). Ζτςι, ΚΜΟ προςτζκθκαν ςε δοκίμια και εκτζκθκαν ςτουσ LPS τθσ 

Pseudomonas sp., για 1 ι 10 θμζρεσ και ςτθν ςυνζχεια ζγινε ανοςοωκοριςμόσ για τθν 

ανίχνευςθ του χαρακτθριςτικοφ δακτυλίου ακτίνθσ. Ππωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 14, οι 

παραγόμενοι από τουσ LPS τθσ Pseudomonas sp. οςτεοκλάςτεσ ςχθματίηουν πολλαπλοφσ 

δακτυλίουσ ακτίνθσ που βρίςκονται ςε διαωορετικά επίπεδα, ενϊ δεν παρατθρικθκαν 

δακτφλιοι ακτίνθσ τθν πρϊτθ θμζρα επϊαςθσ.   
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Εικόνα 14: Δοκίμια βιοχάλου επωάςτθκαν με ΚΜΟ και με 50 μg/ml LPS Pseudomonas sp. 

για 1 (control) ι 10 (οςτεοκλάςτεσ) θμζρεσ. Οι δακτφλιοι ακτίνθσ ανιχνεφκθκαν με 

μικροςκόπιο ςυνεςτιακισ ςάρωςθσ με λζιηερ (confocal) ςε διαωορετικά επίπεδα (α, β ι γ) 

των δοκιμίων. Τα κόκκινα βζλθ δείχνουν δακτυλίουσ ακτίνθσ και τα κίτρινα δείχνουν 

κυτταρικζσ προεκβολζσ. 

 

 ΑΡΕΛΕΥΚΕΩΣΘ ΚΥΤΟΚΛΝΩΝ ΑΡΟ ΡΟ- ΟΣΤΕΟΚΛΑΣΤΕΣ  

 
Επειδι ζχει διαπιςτωκεί ο ςθμαντικόσ ρόλοσ των κυτοκινϊν ςτθν οςτεοκλαςτογζνεςθ 

(Nason et al., 2009a) ελζγχκθκε εάν απελευκερϊνονται κυτοκίνεσ από τουσ προ-

οςτεοκλάςτεσ. Ζτςι, ΚΜΟ εκτζκθκαν για 4 θμζρεσ ςε 50 μg/ml LPS τθσ Pseudomonas sp. και 

μετά τθν απομάκρυνςθ των LPS εκτιμικθκε με ανοςοωκοριςμό θ απελευκζρωςθ των 

κυτοκινϊν TNF-a, IL-6, IL-10 και IL-12 από τουσ προ-οςτεοκλάςτεσ. Τα αποτελζςματα 

(Εικόνα 15) ζδειξαν ότι όλεσ οι κυτοκίνεσ που ελζγχκθκαν εκκρίνονται από τουσ προ-

οςτεοκλάςτεσ.  
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Εικόνα 15: Απελευκζρωςθ κυτοκινϊν από προ-οςτεοκλάςτεσ. Κυττάρων μυελοφ των οςτϊν 

(ΚΜΟ) ποντικοφ εκτζκθκαν για 4 θμζρεσ ςε 50 μg/ml LPS τθσ Pseudomonas sp. ι όχι 

(control) και ςτθν ςυνζχεια διαπιςτϊκθκε θ απελευκζρωςθ των κυτοκινϊν TNF-a, IL-6, IL-12 

και IL-10 με ανοςοωκοριςμό.  

 

 

 H  Pseudomonas sp. ΜΡΟΕΛ ΝΑ ΜΟΛΥΝΕΛ ΡΟΔΟΜΟΥΣ 

ΟΣΤΕΟΒΛΑΣΤΕΣ 

 
Μια άλλθ εκδοχι ςτθν προςζγγιςθ των μθχανιςμϊν οςτικισ μόλυνςθσ αποτελεί θ 

διείςδυςθ και ενδοκυτταρικι διαβίωςθ των βακτθρίων ςε οςτικά κφτταρα, θ οποία οδθγεί 

ςτθν διαταραχι τθσ λειτουργίασ τουσ και τελικά ςε αποπτωτικοφσ μθχανιςμοφσ (Alexander 

et al., 2001). Για αυτόν τον λόγο ελζγχκθκε εάν θ Pseudomonas sp. μπορεί να μολφνει προ-

οςτεοβλάςτεσ. Για τθ δθμιουργία πρόδρομων οςτεοβλαςτϊν χρθςιμοποιικθκε το 

osteogenic differentiation medium (DM) ςε καλλιζργεια κυττάρων μυελοφ των οςτϊν 

ποντικοφ (Piek et al., 2010). Για να διαπιςτωκεί θ διαωοροποίθςθ των κυττάρων του μυελοφ 

ςε προ-οςτεοβλάςτεσ (osteoblast-like κφτταρα) ζγινε χρϊςθ για αλκαλικι ωωςωατάςθ, θ 

οποία είναι ο κφριοσ δείκτθσ  προ-οςτεοβλαςτϊν (Aubin and Liu, 1996). Ππωσ ωαίνεται ςτθν 

Εικόνα 16, το μεγαλφτερο ποςοςτό των ΚΜΟ εκωράηουν τθν αλκαλικι ωωςωατάςθ. Μετά 
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ελζγχκθκε εάν οι προ-οςτεοβλάςτεσ μολφνονται από τθν Pseudomonas sp. Ππωσ ωαίνεται 

ςτθν Εικόνα 17 ο αρικμόσ των μολυςματικϊν μονάδων του βακτθρίου αυτοφ ανά ml 

(CFU/ml) που βρίςκονται ενδοκυτταρικά ςτουσ προ-οςτεοκλάςτεσ αυξάνεται με τθν πάροδο 

του χρόνου και ςυνεπϊσ θ Pseudomonas sp. μολφνει τουσ προ-οςτεοβλάςτεσ.  

 

 

Εικόνα 16: Κφτταρα μυελοφ των οςτϊν ποντικοφ επωάςτθκαν με osteogenic differentiation 

medium  (DM) ι όχι (control) για 10 θμζρεσ και ακολοφκθςε χρϊςθ για ανίχνευςθ 

αλκαλικισ ωωςωατάςθσ. 

 

 
 

Εικόνα 17: Ρρο-οςτεοβλάςτεσ μολφνκθκαν με 20 CFU/κφτταρο με  Pseudomonas sp. και 

μετά από 30 λεπτά επϊαςθσ απομακρφνκθκαν τα βακτιρια και τα κφτταρα πλφκθκαν με 

ΒS. Στθν ςυνζχεια προςτζκθκε νζο κρεπτικό μζςο εμπλουτιςμζνο με 10 μg/ml 

τετρακυκλίνθ για να κανατωκοφν τα βακτθρια που δεν είχαν προςκολλθκεί. Τθν πρϊτθ και 

πζμπτθ ϊρα μετά τθν μόλυνςθ τα κφτταρα λφκθκαν και υπολογίςτθκε ο αρικμόσ των 

ενδοκυτταρικϊν μολυςματικϊν μονάδων (CFU/ml) του βακτθρίου. 
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ΤΖΗΣΗΗ 
 

Τα αποτελζςματα τθσ παροφςασ μελζτθσ ζδειξαν  ότι οι λιποπολυςακχαρίτεσ (LPS) τθσ 

Pseudomonas sp. μποροφν να οδθγιςουν ςτθ διαωοροποίθςθ κυττάρων μυελοφ τον οςτϊν 

ποντικοφ ςε οςτεοκλάςτεσ και μάλιςτα με δοςο-εξαρτϊμενο τρόπο. Οι LPS- Pseudomonas 

sp. επαγόμενοι οςτεοκλάςτεσ εμωανίηουν τα μορωολογικά χαρακτθριςτικά του 

οςτεοκλαςτικοφ ωαινοτφπου (μεγάλο μζγεκοσ, πολυάρικμοι πυρινεσ) και είναι κετικοί ωσ 

προσ τον ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενο δείκτθ οςτεοκλαςτϊν TRAcP. Ο τρόποσ με τον οποίον 

μπορεί να γίνει αυτι θ διαωοροποίθςθ μζςω των LPS δεν ζχει αποςαωθνιςτεί πλιρωσ. Μια 

ομάδα ερευνθτϊν υποςτθρίηει ότι οι LPS επάγουν τθν οςτεοκλαςτογζνεςθ με ζμμεςο 

τρόπο, μζςω διζγερςθσ των οςτεοβλαςτϊν οι οποίοι ςτθ ςυνζχεια απελευκερϊνουν 

οςτεοκλαςτογόνουσ παράγοντεσ. Ζτςι, οι Zhuang et al. (2007) ςε in vitro μελζτθ ζδειξαν ότι 

οι LPS δεν μποροφν να επάγουν ευκζωσ τθν διαωοροποίθςθ προ-οςτεοκλαςτϊν ςε 

οςτεοκλάςτεσ. Μόνο θ παρουςία οςτεοβλαςτϊν, και άρα M-CSF και RANKL, οδθγθςε ςε 

οςτεοκλαςτογζνεςθ. Από πειράματα ςυν-καλλιζργειασ προ-οςτεοκλαςτϊν με οςτεοβλάςτεσ 

ςτουσ οποίουσ είχαν απενεργοποιθκεί  οι TLR4, διαπιςτϊκθκε ότι οι LPS δρουν πρωταρχικά 

ςτουσ οςτεοβλάςτεσ και ζτςι επάγουν οςτεοκλαςτογζνεςθ, ωςτόςο για τθ βζλτιςτθ 

επαγωγι απαιτοφνταν λειτουργικοί TLR4 και ςτουσ προ-οςτεοκλάςτεσ (Zhuang et al., 2007). 

Αυτά τα ευριματα ςυναινοφν με προθγοφμενεσ μελζτεσ που δείχνουν ότι οι LPS μποροφν 

να διεγείρουν τθν ζκωραςθ του RANKL ςτουσ οςτεοβλάςτεσ και τα κφτταρα του 

περιοδοντικοφ ιςτοφ (Wada et al., 2004) μζςω τθσ παραγωγισ ωλεγμονοδϊν κυτοκινϊν IL-1 

και TNF-a. Επίςθσ ζχει αναωερκεί ότι οι LPS μποροφν να οδθγιςουν ςε ενεργοποίθςθ τθσ 

προςταγλανδίνθσ Ε2, μζςω TLR4 υποδοχζων ςτουσ οςτεοβλάςτεσ, θ οποία καταςτζλλει τθν 

ζκωραςθ τθσ OPG και άρα ζμμεςα επάγει τθν οςτεοκλαςτογζνεςθ. Ριο πρόςωατεσ in vivo 

μελζτεσ ςτισ οποίεσ απενεργοποιικθκαν οι υποδοχείσ TLR4 και TLR2, ζδειξαν ότι για 

επιτυχι οςτεοκλαςτογζνεςθ μζςω LPS απαιτοφνται λειτουργικοί TLR4 και TLR2 υποδοχείσ, 

κακϊσ και μια πρωτεΐνθ προςαρμογισ, θ MyD88 (Myeloid differentiation factor 88) ( Nason 

et al., 2009b). 

Ωςτόςο κάποιεσ άλλεσ μελζτεσ ζρχονται ςε αντίκεςθ με τθν ζμμεςθ επαγωγι τθσ 

διαωοροποίθςθσ των οςτεοκλαςτϊν μζςω των οςτεοβλαςτϊν. Ζτςι, οι Suda et al. (2002) και 

Jiang et al. (2002) πρότειναν τθν άμεςθ επίδραςθ των LPS ςτα προγονικά των 

οςτεοκλαςτϊν. Οι διαωορζσ ςτα αποτελζςματα αυτϊν των μελετϊν ωαίνεται ότι 

προκφπτουν από διαωορζσ ςτθν πειραματικι μεκοδολογία. Στο πρωτόκολλο που 
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χρθςιμοποιικθκε από τουσ Suda et al. (2002) οι προ-οςτεοκλάςτεσ είχαν εκτεκεί ςε 

ςθμαντικά ποςά ενδογενοφσ RANKL, αωοφ τα κφτταρα καλλιεργικθκαν παρουςία 

διυδροξυβιταμίνθσ D3 που υποςτθρίηει τθν επιβίωςθ των προ-οςτεοβλαςτϊν (osteoblast-

like κυττάρων) και ςυνεπϊσ παράγεται RANKL. Επίςθσ, πάνω από 70% των κυττάρων ιταν 

ιδθ κετικά ωσ προσ τθν TRAcP τθ ςτιγμι που προςτζκθκαν οι LPS,  υποδεικνφoντασ  ότι 

αυτά τα προγονικά κφτταρα είχαν ιδθ μπει ςτθν οςτεοκλαςτικι ςειρά. Οι Jiang et al. (2002) 

απ’ τθν άλλθ χρθςιμοποίθςαν ςπλθνοκφτταρα αντί για προ-οςτεοκλάςτεσ και ολόκλθρα 

κανατωμζνα βακτιρια αντί για κακαροφσ LPS, διαωορζσ που πικανότατα επθρεάηουν τα 

αποτελζςματα. Ζτςι, ωαίνεται ότι θ άμεςθ επίδραςθ των LPS ςτουσ προ-οςτεοκλάςτεσ 

εξαρτάται από το επίπεδο διαωοροποίθςισ τουσ και το ςυμπζραςμα αυτό ωαίνεται πιο 

ξεκάκαρα από τθν  μελζτθ των Nason et al. (2009a). Οι ερευνθτζσ αυτοί χρθςιμοποίθςαν 

LPS τθσ Pseudomonas aeruginosa και διαπίςτωςαν ότι οι προ-οςτεοκλάςτεσ μποροφν να 

διαωοροποιθκοφν ςε ϊριμουσ οςτεοκλάςτεσ μετά από ζκκεςι τουσ ςε υπο-

οςτεοκλαςτογόνεσ δόςεισ RANKL (10 ng/ml) “RANKL priming”.  

Τα αποτελζςματα τθσ παροφςασ μελζτθσ ζδειξαν ότι οι κυτοκίνεσ TNF-a, IL-6, IL-10 και IL-

12 απελευκερϊνονται από τα προγονικά κφτταρα των οςτεοκλαςτϊν κατά τθ διαδικαςία 

ςχθματιςμοφ οςτεοκλαςτϊν που μεςολαβείται από LPS τθσ Pseudomonas sp. Στθ μελζτθ 

των Nason et al. (2009a) αναωζρεται ότι επάγονται κυτοκίνεσ από τουσ προ-οςτεοκλάςτεσ 

και ωαίνεται να ζχουν ςθμαντικό ρόλο ςτθ διζγερςθ τθσ οςτεοκλαςτογζνεςθσ. Από αυτζσ, ο 

TNF-a, θ IL-1 και θ IL-6 είναι οςτεοκλαςτογόνεσ (Azuma et al., 2000; Zhang et al., 2001; Zou 

et al., 2002; Kudo et al., 2003). Μάλιςτα, όταν απενεργοποιικθκε θ ζκκριςθ τθσ IL-6 ι των 

υποδοχζων TNFR1, TNFR2 και IL-1R1 ςτουσ προ-οςτεοκλάςτεσ, παρατθρικθκε ιςχυρι 

αναςτολι ςτο ςχθματιςμό οςτεοκλαςτϊν που επαγόταν από τουσ LPS τθσ Pseudomonas 

aeruginosa. Συνεπϊσ, θ ςυμμετοχι των κυτοκινϊν είναι πολφ ςθμαντικι ςτθν επαγόμενθ 

από LPS οςτεοκλαςτογζνεςθ και μάλιςτα προτάκθκε ότι οι LPS διεγείρουν τουσ προ-

οςτεοκλάςτεσ να απελευκερϊςουν TNF-a, IL-1 και IL-6 οι οποίεσ ςτθ ςυνζχεια προάγουν τθν 

οςτεοκλαςτογζνεςθ με αυτοκρινικό/παρακρινικό τρόπο. Βζβαια, ςτθν πορεία τθσ 

διαωοροποίθςθσ από LPS μπορεί να παράγονται και άλλεσ κυτοκίνεσ που κατζχουν αντι-

οςτεοκλαςτογόνεσ ιδιότθτεσ όπωσ θ IL-10, θ IL-12 και θ λεπτίνθ (Nason et al., 2009a). Ζτςι, 

είναι πικανό ότι διαωοροποίθςθ οςτεοκλαςτϊν ςε απόκριςθ ςτο ερζκιςμα των LPS 

ςυμβαίνει όταν το ολικό ιςοηφγιο των κυτοκινϊν που απελευκερϊνονται από αυτό το 

ερζκιςμα ευνοεί τθν οςτεοκλαςτογζνεςθ. Ραραγωγι των κυτοκινϊν IL-1 και TNF-a ζχει 

ανιχνευκεί ςτα κφτταρα του περιοδοντικοφ ςυνδζςμου και ςτουσ οςτεοβλάςτεσ. 
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Συμπεραςματικά, οι LPS μποροφν να διεγείρουν τθν οςτεοκλαςτογζνεςθ με τουσ 

ακόλουκουσ τρόπουσ: α) άμμεςθ αλλθλεπίδραςθ των LPS με τουσ TLR4 των προ-

οςτεοκλαςτϊν οδθγεί ςτθν παραγωγι ωλεγμονωδϊν κυτοκινϊν και τελικά ςτθν 

διαωοροποίθςθ και β) αλλθλεπίδραςθ των LPS με τουσ TLR4 των υποςτθρικτικϊν κυττάρων 

(οςτεοβλάςτεσ, ςτρωματικά κφτταρα του μυελοφ, λεμωοκφτταρα) οδθγεί με ζμμεςο τρόπο 

(παραγωγι RANKL, προςταγλανδίνθσ Ε2, IL-1 από τα υποςτθρικτικά κφτταρα) επίςθσ ςτθν 

διαωοροποίθςθ. Ο ακριβισ μθχανιςμόσ όμωσ δεν ζχει πλιρωσ διευκρινιςτεί. Είναι 

ςθμαντικό να αναωερκεί ότι υπάρχει επικάλυψθ ςτα μονοπάτια ςθματοδότθςθσ του RANK, 

του υποδοχζα τθσ IL-1, του υποδοχζα του TNF-a και του TLR, τα οποία μοιράηονται κοινά 

ενδοκυτταρικά ςθματοδοτικά μόρια όπωσ είναι ο TRAF6 και ο NF-κB (Εικόνα 1).  

 

 

Εικόνα 1: Σθματοδοτικά μονοπάτια των υποδοχζων του LPS (TLR), τθσ IL-1 (IL-1R) και του 
TNF-a (TNFR1). (Wu et al., 2005).  

 

Στθν παροφςα μελζτθ, για τον ζλεγχο τθσ οςτεοκλαςτογζνεςθσ από LPS τθσ 

Pseudomonas sp., χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα από τον μυελό των οςτϊν (ΚΜΟ) ποντικοφ, 

που αποτελοφνται από ζναν ετερογενθ πλθκυςμό κυττάρων (ςτρωματικά, προ-

οςτεοβλάςτεσ, προ-οςτεοκλάςτεσ) και ςυνεπϊσ παράγεται ενδογενϊσ RANKL ςε χαμθλζσ 

ποςότθτεσ. Είναι πικανό, θ παρατθροφμενθ διαωοροποίθςθ των ΚΜΟ ςε οςτεοκλάςτεσ να 

προζρχεται με τουσ ακόλουκουσ τρόπουσ: (α) από διζγερςθ είτε των υποςτθρικτικϊν 
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κυττάρων του μυελοφ (ςτρωματικά, προ-οςτεοβλάςτεσ, οςτεοβλάςτεσ), που ςε απόκριςθ 

ςτουσ LPS αυξάνουν τθν ζκωραςθ RANKL και μειϊνουν τθν ζκκριςθ OPG (Suda et al., 2004) 

και ςυνεπϊσ οδθγοφν ςε οςτεοκλαςτογζνεςθ, και (β) με άμεςθ δράςθ ςτουσ προ-

οςτεοκλαςτεσ, οι οποιοι όπωσ ζχει δειχκεί παράγουν τισ ωλεγμονωδεισ κυτοκίνεσ  TNF-a και 

IL-6 (παροφςα μελζτθ; Nason et al., 2009a) και οδθγοφνται ςτθ διαωοροποίθςθ.  

Εκτόσ από τα μορωολογικά χαρακτθριςτικά του οςτεοκλαςτικοφ ωαινοτφπου, ελζγχκθκε 

ςτθ παροφςα μελζτθ εάν οι επαγόμενοι οςτεοκλάςτεσ από τουσ LPS- Pseudomonas sp. 

εμωανίηουν και τα λειτουργικά χαρακτθριςτικά του ενεργοφ οςτεοκλάςτθ. Οι οςτεοκλάςτεσ, 

όπωσ ζχει προαναωερκεί είναι μεγάλα, πολυπφρθνα κφτταρα που καταλφουν τθν 

απορρόωθςθ τθσ κεμζλιασ ουςίασ του οςτοφ. Ζνασ από τουσ πιο ςυνθκιςμζνουσ ελζγχουσ 

ενεργότθτασ των οςτεοκλαςτϊν αποτελεί θ επϊαςι τουσ με το υπόςτρωμα όπου δρουν, 

ςυνικωσ υδροξυαπατίτθ ι οδοντίνθ (Nason et al., 2009a; Monchau et al., 2002; Spence et 

al., 2008). Ζτςι, ςτθν παροφςα μελζτθ δθμιουργικθκε ζνα in vitro ςφςτθμα που ζχει ςαν 

βάςθ δοκίμια βιοχάλου (bioglass) τα οποία όταν εμβαπτίηονται ςε SBF και επωάηονται 

ςτουσ 37oC για τον κατάλλθλο χρόνο, δθμιουργοφν ςτθν επιωάνειά τουσ ζνα ςτρϊμα 

υδροξυαπατίτθ. Θ επαωι των LPS- Pseudomonas sp. επαγόμενων οςτεοκλαςτϊν με τον in 

vitro ςχθματιςμζνο υδροξυαπατίτθ οδθγεί ςτο ςυμπζραςμα ότι οι οςτεοκλάςτεσ αυτοί 

μποροφν να απορροωιςουν τον υδροξυαπατίτθ, αωοφ ςε ωωτογραωίεσ SEM ωαίνονται 

τεράςτια κφτταρα που εγκολπϊνουν υδροξυαπατίτθ και επιπλζον  ςχθματίηουν ςε αυτόν 

πολυάρικμεσ οπζσ, αποτζλεςμα τθσ απορροωθτικισ τουσ δράςθσ. 

Επιπρόςκετα ελζγχκθκε θ ενεργότθτα του οςτεοκλάςτθ με τθ μζτρθςθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ των ωωςωορικϊν ιόντων ςτο υπερκείμενο καλλιζργειασ των LPS- 

Pseudomonas sp. επαγόμενων οςτεοκλαςτϊν ςτον υδροξυαπατίτθ. Ζνασ ενεργόσ 

οςτεοκλάςτθσ ζχει τθν ικανότθτα να διαλυτοποιεί τον υδροξυαπατίτθ και ζτςι να 

απελευκερϊνονται ιόντα Ca και P ςτο μικροπεριβάλλον όπου γίνεται θ απορρόωθςθ. Τα 

ιόντα αυτά ζχει δειχκεί ότι προςλαμβάνονται από τον οςτεοκλάςτθ. Ο ανόργανοσ 

ωϊςωοροσ μετατοπίηεται από τουσ Na- εξαρτϊμενουσ μεταωορείσ Npt2 και PiT-1, που 

εντοπίηονται ςτθν πλαςματικι μεμβράνθ του οςτεοκλάςτθ. Τα ιόντα αςβεςτίου που 

απελευκερϊνονται από τον υδροξυαπατίτθ απομακρφνονται από τθν περιοχι 

απορρόωθςθσ μζςα ςε διακυτταρικά κυςτίδια, μαηί με υπολείμματα κολλαγόνου και άλλων 

οργανικϊν ςυςτατικϊν τθσ κεμζλιασ ουςίασ του οςτοφ. Στθν διακυτταρικι μεταωορά και 

ρφκμιςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των ιόντων αςβεςτίου ςυμμετζχουν επικθλιακά κανάλια Ca2+ 

(TRPV5), που εντοπίηονται ςτθν πτυχωτι μεμβράνθ του οςτεοκλάςτθ, Ca-ATPases, που 
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εντοπίηονται ςτθν βαςεοπλευρικι μεμβράνθ και ενδοκυτταρικοί ιονοανταλλάκτεσ Na+/Ca2+ 

(Riihonen, 2010). Πταν θ ςυγκζντρωςθ των ιόντων αςβεςτίου και ωωςωόρου υπερβεί τα 

ωυςιολογικά επίπεδα, τότε τα ιόντα εξζρχονται από τον οςτεοκλάςτθ ςτθν κυκλοωορία. 

Ζτςι, θ αφξθςθ των ελεφκερων ιόντων ωωςωόρου που παρατθρικθκε ςτο υπερκείμενο 

μζςο καλλιζργειασ των LPS- Pseudomonas sp. επαγόμενων οςτεοκλαςτϊν υποδθλϊνει τθν 

ικανότθτα του οςτεοκλάςτθ για απορρόωθςθ.  

Τζλοσ, ελζγχκθκε ο ςχθματιςμόσ του χαρακτθριςτικοφ δακτυλίου ακτίνθσ που 

ςχθματίηουν οι ενεργοί οςτεοκλάςτεσ κατά τθν επαωι τουσ με το υπόςτρωμα. Πταν 

ενεργοποιοφνται οι ιντεγκρίνεσ, κατά τθν επαωι του οςτεοκλάςτθ με το υπόςτρωμα που κα 

απορροωθκεί, τα ποδοςϊματα ςυγκεντρϊνονται ςτθν κυτταρικι περιωζρεια ςχθματίηοντασ 

το δακτφλιο ακτίνθσ. Θ ενεργότθτα των οςτεοκλαςτϊν απαιτεί το ςχθματιςμό του 

δακτυλίου ακτίνθσ και θ διάςπαςι του αναςτζλλει τθν οςτικι απορρόωθςθ. Στθν παροφςα 

μελζτθ, εντοπίςτθκαν με ανοςοωκοριςμοφ δακτφλιοι ακτίνθσ ςτουσ LPS- Pseudomonas sp. 

επαγόμενουσ οςτεοκλάςτεσ κατά τθν επϊαςι τουσ ςε υπόςτρωμα υδροξυαπατίτθ. Θ 

εμωάνιςθ παραπάνω από ενόσ δακτυλίων ακτίνθσ εξθγείται από το γεγονόσ ότι ο 

υδροξυαπατίτθσ που ςχθματίςτθκε με τθν προαναωερκείςα μζκοδο δεν ιταν επίπεδοσ και 

άρα ο οςτεοκλάςτθσ πικανότατα ςχθμάτιςε παραπάνω από μια περιοχζσ απορρόωθςθσ. 

Τα δεδομζνα αυτά δείχνουν ότι οι οςτεοκλάςτεσ που επάγονται από τουσ LPS τθσ 

Pseudomonas sp. δεν ζχουν μόνο τα μορωολογικά χαρακτθριςτικά, αλλά είναι και ενεργοί 

οςτεοκλάςτεσ.  
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ΤΜΠΕΡΑΜΑΣΑ 

 

 Το βακτιριο που απομονϊκθκε από SBF ταυτοποιικθκε ωσ Pseudomonas sp.  

  Οι LPS τθσ Pseudomonas sp. δεν είναι τοξικοί για τα κφτταρα μυελοφ των οςτϊν και 

μποροφν να επάγουν τθ διαωοροποίθςι τουσ ςε οςτεοκλάςτεσ με δοςοεξαρτϊμενο 

τρόπο.  

  Θ διαωοροποίθςθ αυτι δεν παρατθρείται με τουσ LPS τθσ Escherichia coli. 

  Οι προερχόμενοι από LPS – Pseudomonas sp. οςτεοκλάςτεσ είναι ενεργοί, αωοφ:  

     εγκολπϊνουν υδροξυαπατίτθ και οδθγοφν ςτθν απορρόωθςι του  

      απελευκερϊνουν ιόντα ωωςωόρου  

      ςχθματίηουν δακτυλίουσ ακτίνθσ  

  Οι κυτοκίνεσ TNF-a, IL-6, IL-10 και IL-12 απελευκερϊνονται από τουσ προ-

οςτεοκλάςτεσ. 

  Θ Pseudomonas sp. μπορεί να μολφνει πρόδρομουσ οςτεοβλάςτεσ.  
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