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ΔΤΥΑΡΗΣΗΔ  

 

Θα ήεεθα κα εοπανζζηήζς υθμοξ ημοξ ακενχπμοξ πμο ζοκέααθακ ζηδκ επζηοπή 

μθμηθήνςζδ αοηήξ ηδξ δζδαηημνζηήξ δζαηνζαήξ.  

Πνχηα ηαζ ηφνζα εέθς κα εοπανζζηήζς ηδκ επζαθέπμοζά ιμο ηαζ ιέθμξ ηδξ 

ηνζιεθμφξ επζηνμπήξ, Δπίημονδ Καεδβήηνζα Δθέκδ Νημφκδ βζα ηδκ οπμιμκή ηδξ, ηδκ 

εκεάννοκζδ ηαζ ηδκ πνμζςπζηή ιένζικα ηαζ εηπαίδεοζδ πμο ιμο πανείπε ηαηά ηδκ 

δζάνηεζα εηπυκδζδ αοηήξ ηδ δζδαηημνζηήξ δζαηνζαήξ ζημ ενβαζηήνζυ ηδξ. Δοπανζζηχ 

ζδζαίηενα ημκ ηαεδβδηή Ζθία Ζθζυπμοθμ, ιέθμξ ηδξ ηνζιεθμφξ επζηνμπήξ, βζα ηδκ 

επμπηεία ηαε‟υθδ ηδκ δζάνηεζα ηδξ πανμφζαξ δζαηνζαήξ. Δπίζδξ, ζδζαίηενα εα ήεεθα 

κα εοπανζζηήζς ημκ ηαεδβδηή Πακαβζχηδ Καηζκάηδ, ιέθμξ ηδξ ηνζιεθμφξ επζηνμπήξ, 

πμο έδεζλε αιένζζηδ ζοιπανάζηαζδ ηαζ ειπζζημζφκδ ζημ πνυζςπυ ιμο απυ ηδκ 

πενίμδμ πμο εηπυκδζα ηδκ ιεηαπηοπζαηή ιμο ιεθέηδ ζημ ενβαζηήνζυ ημο, ηαεχξ ηαζ 

βζα ηδκ επμπηεία ηδξ δζδαηημνζηήξ δζαηνζαήξ. Δοπανζζηχ εενιά ηα ιέθδ ηδξ 

επηαιεθμφξ ελεηαζηζηήξ επζηνμπήξ ημκ Καε. πονίδςκα Κίκηγζμ, ημκ Ακαπθ. Καε. 

Νζηυθαμ Λάιπνμο, ημκ Δπζη. Καε. Νζηυθαμ Κμζιίδδ ηαζ ηδκ Δπζη. Καε. Ανζάδκδ Υάβεν 

βζα ηζξ επμζημδμιδηζηέξ οπμδείλεζξ ημοξ.  

Δοπανζζηχ επίζδξ υθα ηα ιέθδ ημο ενβαζηδνίμο ηδξ Γν Δθέκδξ Νημφκδ, πμο ιε ηδκ 

άρμβδ ζοκενβαζία ημοξ, ηδκ επίδεζλδ ζοκαδεθθζηυηδηαξ ηαζ ηδκ άιεζδ ζοκεζζθμνά ημοξ 

ζηδ δζεκένβεζα πεζναιάηςκ ελαζθάθζζακ εοπάνζζημ ηθίια ηαζ αέθηζζηεξ ζοκεήηεξ βζα 

ηδκ εηπυκδζδ αοηήξ ηδξ δζαηνζαήξ. Δοπανζζηχ ζδζαίηενα ηδ Φςηεζκή Βζμθζηγή, 

οπμρήθζα δζδάηημνα, βζα ηδ ζοκενβαζία ζε πεζναιαηζηέξ δζαδζηαζίεξ, ημκ Φχηδ 

Ηςαηεζιίδδ, ιεηαδζδάηημνα, βζα ηδ ζοκεζζθμνά ημο ζηδκ επίθοζδ πθείζηςκ ηεπκζηχκ 

γδηδιάηςκ, ηδκ Toshimi Kano βζα ηδκ ζοκεζζθμνά ηδξ ζε πμθθέξ πεζναιαηζηέξ 

δζαδζηαζίεξ, ηαζ ηζξ ζοκαδέθθμοξ  Μανία-Δζνήκδ Σενγεκίδμο ηαζ Μανία Παπαδάηδ 

βζα ηδ ζοκενβαζία βεκζηυηενα. Κθείκμκηαξ, εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς ηδκ μζημβέκεζα 

ιμο ηδκ ζφγοβυ ιμο μφγο ηαζ ηδκ ηυνδ ιμο Λοδία βζα ηδκ αιένζζηδ ζοιπανάζηαζδ 

ηαζ ακμπή ημοξ ηαε‟ υθδ ηδ δζάνηεζα ηδξ δζαηνζαήξ ιμο. 
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Ζ μζηζηή ακαηαηαζηεοή είκαζ ιζα ζοκεπήξ δζαδζηαζία ακακέςζδξ ηςκ ιζηνμιμκάδςκ 

ηςκ μζηχκ ιε δζαδμπζηή εκενβμπμίδζδ ηαζ θεζημονβία ηςκ μζηεμηθαζηχκ ηαζ 

μζηεμαθαζηχκ, ηοηηάνςκ οπεφεοκςκ βζα ηδκ μζηζηή απμννυθδζδ ηαζ παναβςβή, 

ακηίζημζπα. Φοζζμθμβζηά ηαζ μζ δφμ δζενβαζίεξ ανίζημκηαζ ζε  δοκαιζηή ζζμννμπία 

ιεηαλφ ημοξ, ελαζθαθίγμκηαξ ηδκ ζηεθεηζηή αηεναζυηδηα. Ζ δζαηάναλδ αοηήξ ηδξ 

ζζμννμπίαξ απμηεθεί ηδκ ηφνζα αζηία πνυηθδζδξ ζηεθεηζηχκ κμζδιάηςκ, υπςξ δ 

μζηεμπυνςζδ. Ζ ηοηηανμηίκδ RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor ηΒ 

Ligand) ιέθμξ ηδξ οπενμζημβέκεζαξ ημο TNF (Tumor Necrosis Factor), απμηεθεί ημκ 

ηφνζμ δζαιεζμθααδηή ζηδκ δζαδζηαζία ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ ηαεχξ επάβεζ ηδκ 

δζαθμνμπμίδζδ, επζαίςζδ ηαζ εκενβμπμίδζδ ηςκ μζηεμηθαζηχκ. Χξ ηνζιενέξ 

ζοκδέεηαζ ζημκ οπμδμπέα ημο RANK, επάβμκηαξ ημκ ηνζιενζζιυ ημο ηαζ ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηςκ εκδμηοηηανζηχκ ιμκμπαηζχκ πμο μδδβμφκ ζηδκ δδιζμονβία 

χνζιςκ ηαζ θεζημονβζηχκ μζηεμηθαζηχκ, εκχ δ δνάζδ ημο RANKL ακαζηέθθεηαζ 

απυ ηδκ μζηεμπνμηεβενίκδ (OPG), έκα ακηαβςκζζηζηυ δζαθοηυ οπμδμπέα. Ζ ακαθμβία 

ιεηαλφ RANKL ηαζ OPG ηαεμνίγεζ ηδ αζμδζαεεζζιυηδηα ηαζ ηδ δνάζδ ημο RANKL 

ζηα αζμθμβζηά ζοζηήιαηα. Ζ ζδιαζία ημο RANKL ζηδκ αζμθμβία ημο ζηεθεηζημφ 

ζοζηήιαημξ θαίκεηαζ απυ ημ βεβμκυξ υηζ ιεηαθθάλεζξ ζημ βμκίδζμ ημο RANKL 

πνμηαθμφκ αοημζςιζηή οπμθεζπυιεκδ μζηεμπέηνςζδ θυβς αδοκαιίαξ ζπδιαηζζιμφ 

μζηεμηθαζηχκ. Ακηζεέηςξ, αολδιέκδ παναβςβή ημο RANKL ζοκδέεηαζ ιε επαβςβή 

μζηεμηθαζηζηήξ δναζηδνζυηδηαξ ηαζ μζηζηήξ απχθεζαξ ζε αζεέκεζεξ υπςξ δ 

μζηεμπυνςζδ, δ νεοιαημεζδήξ ανενίηζδα, ημ πμθθαπθυ ιοέθςια, μζ μζηζηέξ 

ιεηαζηάζεζξ ηαζ μζ πενζμδμκηζηέξ αζεέκεζεξ. Ζ ακαζημθή ηδξ δνάζδξ ημο RANKL 

εεςνείηαζ ιζα πμθθά οπμζπυιεκδ εεναπεοηζηή πνμζέββζζδ βζα ηδκ πανειπυδζζδ ηδξ 

μζηζηήξ απχθεζαξ ζηζξ παναπάκς αζεέκεζεξ ηαζ έπεζ ήδδ εβηνζεεί δ πμνήβδζδ εκυξ 

ιμκμηθςκζημφ ακηζζχιαημξ, ημο denosumab, έκακηζ ημο RANKL ζε 

ειιδκμπαοζζαηέξ μζηεμπμνςηζηέξ βοκαίηεξ. Σμ βεβμκυξ αοηυ ηαεζζηά ακαβηαία ηδκ 

εφνεζδ κέςκ ακαζημθέςκ ημο RANKL ηαζ ηδκ αλζμθυβδζή ημοξ ζε ηαηάθθδθα γςζηά 

ιμκηέθα. 

ηα πθαίζζα ηδξ πανμφζαξ δζδαηημνζηήξ δζαηνζαήξ ιεθεηήεδηακ δφμ ιμκαδζηά γςζηά 

ιμκηέθα πμο έπμοκ δδιζμονβδεεί απυ ηδκ ενεοκδηζηή μιάδα ηδξ Δπίη. Καεδβήηνζαξ 

Δθέκδξ Νημφκδ. Σμ πνχημ βεκεηζηυ ιμκηέθμ παναηηδνίγεηαζ απυ αοημζςιζηή 

οπμθεζπυιεκδ μζηεμπέηνςζδ ηαζ μθείθεηαζ ζε ιζα ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ ζημ βμκίδζμ 

RANKL ημο πμκηζημφ πμο πνμηαθεί ακηζηαηάζηαζδ εκυξ αιζκμλέμξ απυ βθοηίκδ ζε 

ανβζκίκδ ζηδκ εέζδ 278, (G278R), ηαεζζηχκηαξ ακεκενβή ηδκ πνςηεΐκδ RANKL. Ζ 
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ιεθέηδ ηδξ οπεφεοκδξ ιεηάθθαλδξ έπεζ μδδβήζεζ ζηδκ ηαηακυδζδ ημο ιμνζαημφ 

παεμβεκεηζημφ ιδπακζζιμφ ηαζ ζημκ ζπεδζαζιυ κέςκ ακαζημθέςκ έκακηζ ημο 

RANKL. Πζμ ζοβηεηνζιέκα δείλαιε ιε πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ ηαζ cross-

linking υηζ δ ιεηαθθαβιέκδ RANKL
G278R

 πνςηεΐκδ δεκ ζπδιαηίγεζ μιμηνζιενή ηαζ 

έπεζ απμθέζεζ ηδκ αζμθμβζηή ηδξ δναζηζηυηδηα. Αηυιδ ζε ex vivo ηοηηανζηέξ δμηζιέξ 

δείλαιε υηζ δ RANKL
G278R 

δεκ επάβεζ ημκ ζπδιαηζζιυ μζηεμηθαζηχκ εκχ αζηεί 

ηονίανπδ ανκδηζηή επίδναζδ ζηδκ δνάζδ ηδξ άβνζμο ηφπμο RANKL. Λυβς  ηδξ 

ορδθήξ ζοκηδνδηζηυηδηαξ πμο ειθακίγεζ δ βθοηίκδ ζηδκ εέζδ 278 ιεηαλφ ηςκ ιεθχκ 

ηδξ οπενμζημβέκεζαξ ημο TNF, πνμπςνήζαιε ζε αζμπδιζηυ ηαζ θεζημονβζηυ 

παναηηδνζζιυ ηςκ πνςηεσκχκ TNF ηαζ BAFF ημο ακενχπμο εζζάβμκηαξ ηδκ 

ακηίζημζπδ αιζκμλζηή αθθαβή απυ βθοηίκδ ζε ανβζκίκδ. Οιμίςξ, δείλαιε υηζ μζ 

ιεηαθθαβιέκεξ  TNF
G122R

 ηαζ BAFF
G249R

 πνςηεΐκεξ δεκ ζπδιαηίγμοκ ηνζιενή ηαζ δεκ 

είκαζ αζμθμβζηά εκενβέξ. Ζ ακαβκχνζζδ εκυξ ηυζμ ηνίζζιμο αιζκμλέμξ πμο 

ζοιιεηέπεζ εκενβά ζημκ ηνζιενζζιυ ηςκ πνςηεσκχκ ηδξ TNF οπενμζημβέκεζαξ 

απμηεθεί δοκδηζηά έκα ζδιακηζηυ θανιαηεοηζηυ ζηυπμ ζηδκ θμβζηή ζπεδζαζιμφ κέςκ 

θανιάηςκ βζα ηδκ ακαζημθή ημο ηνζιενζζιμφ. Σμ ιζηνυ ιυνζμ SPD-304 έπεζ 

παναηηδνζζηεί ςξ έκαξ ακαζημθέαξ ημο ηνζιενζζιμφ ημο TNF ςζηυζμ δ 

δναζηζηυηδηά ημο έκακηζ ημο RANKL δεκ ήηακ βκςζηή.  Γείλαιε υηζ ημ SPD-304 

αθθδθεπζδνά ιε ηδκ RANKL πνςηεΐκδ πνμηαθχκηαξ ακαζημθή ζε δμηζιέξ 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ. Όιςξ δ ορδθή ημλζηυηδηα ημο SPD-304 ημ ηαεζζηά  

αηαηάθθδθμ βζα θανιαηεοηζηή πνήζδ. Έηζζ, ζπεδζάζηδηακ ηαζ ζοκηέεδηακ ζοκμθζηά 

72 εκχζεζξ ακάθμβα ημο SPD-304 απυ ηζξ μπμίεξ ηαοημπμζήζαιε 7 εκχζεζξ ιε ηα ελήξ 

παναηηδνζζηζηά: 1) απμηεθμφκ ζζπονμί ακαζημθείξ ζε δμηζιέξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ, 

2) πανμοζζάγμοκ ζδιακηζηά ιζηνυηενδ ηοηηανμημλζηυηδηα ζε ζπέζδ ιε ημ SPD304, 

ηαζ 3) πανμοζζάγμοκ ιεβάθδ ελεζδίηεοζδ ιε ηδκ πνςηεΐκδ-ζηυπμ RANKL.  Δπίζδξ, 

αζμπδιζηυξ έθεβπμξ έδεζλε υηζ ηα SPD-304 ακάθμβα απμδζαηάζζμοκ ημ ηνζιενέξ ημο 

RANKL. Δπυιεκμξ ζηυπμξ είκαζ δ αλζμθυβδζδ αοηχκ ηςκ ακαζημθέςκ ημο RANKL 

ζε πνμηθζκζηυ επίπεδμ ιε ηδ πνήζδ ηαηάθθδθςκ γςζηχκ ιμκηέθςκ μζηεμπυνςζδξ.    

Πάκς ζε αοηή ηδκ θμβζηή, πνμπςνήζαιε ζηδκ δδιζμονβία ηαζ παναηηδνζζιυ εκυξ 

ηαζκμηυιμο βεκεηζημφ ιμκηέθμο μζηεμπυνςζδξ ιε ηδκ οπενέηθναζδ ημο RANKL 

ημο ακενχπμο ζε δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα. Υαναηηδνίζαιε 2 δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ, ηδκ 

Tg5516 πμο θένεζ έκα ακηίβναθμ ημο δζαβμκίδζμο ηαζ ηδκ Tg5519 ιε δέηα επζπθέμκ 

ακηίβναθα. Πμζμηζηή ακάθοζδ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ημο δζαβμκζδίμο huRANKL 

έδεζλε έηθναζδ ζηδκ Tg5516 ζεζνά ηαζ αηυιδ ορδθυηενα επίπεδα ζηδκ Tg5519 

ζεζνά ηονίςξ ζε μζηά, ζπθήκα ηαζ εβηέθαθμ. Δπίζδξ, δ οπενέηθναζδ ημο huRANKL 
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ζηζξ δφμ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ  αημθμοεεί ημ ίδζμ πνυηοπμ έηθναζδξ ιε ημ εκδμβεκέξ 

βμκίδζμ (muRANKL). Ο θαζκμηοπζηυξ παναηηδνζζιυξ έδεζλε υηζ δ Tg5516 ζεζνά 

απμηεθεί έκα ιμκηέθμ ήπζαξ μζηεμπυνςζδξ ιε μζηζηή απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ 

μζημφ, εκχ δ Tg5519 ζεζνά ειθακίγεζ έκημκδ μζηεμπυνςζδ ιε ηφνζα παναηηδνζζηζηά 

ηδκ πθήνδ απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ μζημφ, πμνχδδ δμιή ζημ θθμζχδεξ μζηυ, 

αολδιέκδ μζηεμηθαζημβέκεζδ, ζηαδζαηή ηαηαζηνμθή ηδξ αολδηζηήξ πθάηαξ ηαζ 

αολδιέκδ θζπμβέκεζδ ζημ ιοεθυ ηςκ μζηχκ. Σέθμξ, ιε ηδκ εεναπεία ηδξ 

μζηεμπυνςζδξ ζηα Tg5519 πμκηίηζα έπεζηα απυ πμνήβδζδ ημο ακηζζχιαημξ 

denosumab, δζαπζζηχζαιε υηζ ηα TgRANKL πμκηίηζα απμηεθμφκ ηαηάθθδθα ιμκηέθα 

μζηεμπυνςζδξ βζα ηδκ αλζμθυβδζδ κέςκ θανιάηςκ, υπςξ ηςκ SPD-304 ακαθυβςκ, 

ζε πνμηθζκζηυ επίπεδμ.  
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ABSTRACT 

Bone remodeling is a continuous process of renewal of the bone by sequential 

activation and function of osteoclasts and osteoblasts, cells responsible for bone 

resorption and production, respectively. Normally, both processes are in dynamic 

equilibrium with each other, ensuring the skeletal integrity. Disruption of this balance 

is the primary cause of skeletal diseases, such as osteoporosis. The cytokine RANKL 

(Receptor Activator of Nuclear Factor kB Ligand), a TNF superfamily member 

(Tumor Necrosis Factor), is the main mediator in the process of bone resorption as it 

induces differentiation, survival and activity of osteoclasts. As trimer RANKL binds 

to its receptor, RANK, induces trimerization and activation of intracellular pathways 

leading to the generation of mature and functional osteoclasts, while the action of 

RANKL is inhibited by osteoprotegerin (OPG), a soluble decoy receptor. The ratio 

between RANKL and OPG determines the availability and activity of RANKL in 

biological systems. The significance of RANKL in bone biology derives from the 

evidences that mutations in the RANKL gene lead to autosomal recessive 

osteopetrosis due to lack of osteoclasts. Conversely, increased production of RANKL 

is  linked to excess osteoclast activity and bone loss diseases, such as osteoporosis, 

rheumatoid arthritis, multiple myeloma, bone metastases and periodontal diseases. 

The inhibition of RANKL is considered a promising therapeutic approach for the 

prevention of bone loss diseases and it has already been approved, through the 

administration of a monoclonal antibody against RANKL (denosumab), in 

postmenopausal osteoporosis, and in men with bone metastases derived from the 

prostate. This makes it necessary to find new inhibitors of RANKL and evaluate them 

in appropriate animal models. 

Within the present PhD Thesis we studied two new animal models which have been 

created by the research team of the Assistant Professor Eleni Douni. The first genetic 

model is characterized by autosomal recessive osteopetrosis due to a point mutation in 

the mouse RANKL gene that causes an amino acid substitution from glycine to 

arginine at position 278, (G278R) making the RANKL protein inactive (Douni et al. 

2012). The study of the responsible mutation has led to the understanding of the 

molecular pathogenesis and design of new inhibitors against RANKL. In particular 

we showed by immunoblot experiments and cross-linking of RANKL
G278R

 that the 

mutant protein does not form homotrimers and has lost its biological activity. In 

addition, the RANKL
G278R

 does not induce osteoclast formation and exerts a dominant 



xviii 

 

negative effect on the activity of wild type mouse RANKL. The amino acid glycine at 

position 278 shows high conservation among the members of the TNF superfamily.  

Βy introducing the corresponding amino acid change, from glycine to arginine, in 

human TNF and BAFF proteins,  we have shown that the mutant TNF
G122R

 and 

BAFF
G249R

 proteins do not form trimers and are biologically inactive. The recognition 

of such an amino acid that is actively involved in the trimerization of the TNF 

superfamily members constitutes a potentially drug target for the rational design of 

new drugs that disrupt trimerization. The SPD-304 has been identified as small 

molecule inhibitor of TNF trimerization but its activity against RANKL was 

unknown. We showed that SPD-304 interacts with RANKL inducing 

osteoclastogenesis inhibition. However, the high toxicity of SPD-304 makes it 

unsuitable for pharmaceutical use. So, we designed and synthesized 72 new 

compounds depending on SPD-304 structure, 7 of which have been identified with the 

following characteristics: 1) inhibit RANKL-induced osteoclastogenesis, 2) exhibit 

considerably less cytotoxicity compared with the SPD-304, and 3) display high 

specificity to the target protein RANKL. Biochemical assays showed that such 

inhibitors disrupt the trimer formation of RANKL. The evaluation of these potent 

small molecule inhibitors of RANKL in preclinical level presupposes the use of 

appropriate animal models of osteoporosis.  

In this context, we developed and characterized novel genetic models of osteoporosis 

by overexpression of human RANKL in transgenic mice. We characterized two 

transgenic lines, the Tg5516 transgenic line that carries one copy of the transgene and 

the Tg5519 line with ten extra copies. Quantitative analysis of huRANKL gene 

showed expression in the Tg5516 mice with even higher levels in the Tg5519 mice 

mainly in bone, spleen and brain. Moreover, the overexpression of the huRANKL in 

both transgenic lines follows the same pattern of expression of the endogenous gene 

(muRANKL). Phenotypic characterization showed that the Tg5516 line represents a 

mild model of osteoporosis with bone loss of trabecular bone, while the Tg5519 line 

develops severe osteoporosis characterized by complete loss of trabecular bone, 

cortical porosity, increased osteoclastogenesis, progressive destruction of the growth 

plate and increased bone marrow adiposity. Finally, upon the effective therapy of 

osteoporosis in Tg5519 mice with denosumab, we concluded that the TgRANKL 

mice are appropriate models of osteoporosis for the preclinical evaluation of new 

drugs, such as the SPD-304 analogues. 
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ΤΝΣΟΜΟΓΡΑΦΗΔ 
 

ΑRΟ 
Autosomal Recessive Osteopetrosis 

Αοημζςιζηή Τπμθεζπυιεκδ Οζηεμπέηνςζδ 

BAC 
Bacterial Artificial Chromosome 

Βαηηδνζαηυ ηεπκδηυ πνςιυζςια  

BAFF 
B-cell activating factor 

Πανάβμκηαξ εκενβμπμίδζδξ ηςκ Β-θειθμηοηηάνςκ 

DSS 
Disuccinimidyl suberate 

Δζηέναξ ημο οδνμλοδθεηηνζιίδζμο  

ENU 
 N-ethyl-N-nitrosourea 

αζεοθκζηνμγμονία 

GST 
Glutathione S-Transferase 

Σνακζθενάζδ ηδξ βθμοηαεεζυκδξ 

M-CSF 
Macrophage-Colony Stimulating Factor 

Πανάβμκηαξ δζέβενζδξ απμζηζχκ ιαηνμθάβςκ 

NF-θB 
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

Πονδκζηυξ Πανάβμκηαξ-ηΒ 

NFATc1 

Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1 

Πονδκζηυξ πανάβμκηαξ ηςκ εκενβμπμζδιέκςκ Σ-θειθμηοηηάνςκ, 

ηοημπθαζιαηζημφ 1 

OPG 
Osteoprotegerin 

Οζηεμπνμηεβενίκδ 

ΟVX 
Ovariectomy 

Χμεδηεηημιή 

PTH 
Parathyroid Hormone 

παναεονμεζδήξ μνιυκδ  

RANK 
Receptor Activator of Nuclear Factor ηB  

Τπμδμπέαξ Δκενβμπμίδζδξ ημο Πονδκζημφ Πανάβμκηα-ηΒ 

RANKL 
Receptor Activator of Nuclear Factor kB Ligand  

Πνμζδέηδξ ημο Τπμδμπέα Δκενβμπμίδζδξ ημο Πονδκζημφ Πανάβμκηα-ηΒ  

Tg 
Transgenic 

δζαβμκζδζαηυ 

tles toothless 

TNF 
Tumor Necrosis Factor 

Πανάβμκηα Νέηνςζδξ Όβηςκ 

TRAP 
Tartrate-resistant acid phosphatase 

υλζκδ θςζθαηάζδ ακεεηηζηή ζημ ηνοβζηυ  

WT 
Wild type 

άβνζμο-ηφπμο  

κCT 
Micro-Computed Tomography 

Μζηνμ-οπμθμβζζηζηή ημιμβναθία  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 1
0
. ΔΗΑΓΧΓΖ 

1.1 Οζηά 
 

1.1.1 Δομικα ςτοιχεια των Οςτών 

 

Σμ ακενχπζκμ ζηεθεηζηυ ζφζηδια απμηεθείηαζ ζοκμθζηά απυ 213 μζηά, ηα μπμία 

δζαηνίκμκηαζ ακάθμβα ιε ημ ζπήια ημοξ ζε 4 ηαηδβμνίεξ: ηα ιαηνά (Δζη. 1), ηα αναπέα, ηα 

πθαηζά ηαζ ηα αηακυκζζημο ζπήιαημξ μζηά (Steele DG 1988). Σα μζηά δεκ είκαζ μφηε 

ιμνθμθμβζηά μφηε ιδπακζηά μιμζμβεκή, αθθά δ ακμιμζμβέκεζά ημοξ υπζ ιυκμ δεκ ειπμδίγεζ 

ηδκ θεζημονβζηή ημοξ πνμζανιμβή, αθθά ακηίεεηα ζοκεζζθένεζ ζ‟ αοηή.  

 

 

Δηθόλα  1.1. Αλαηνκία καθξώλ νζηώλ (Bianco,1992). 

 

Γζαηνίκμκηαζ δφμ ηφπμζ μζηίηδ ζζημφ, ημ θθμζχδεξ (cortical or compact) ηαζ ημ ζπμββχδεξ 

(trabecular or cancellous). Σμ θθμζχδεξ μζηυ είκαζ ζηθδνυ, ζηακυ κα ακηέλεζ ημ αάνμξ ηαζ ηζξ 

ιδπακζηέξ πζέζεζξ ηαζ πενζαάθθεζ ηδκ ημζθυηδηα ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ. ηζξ ηεθαθέξ ηςκ 

μζηχκ ανίζηεηαζ ημ ζπμββχδεξ μζηυ ημ μπμίμ ζπδιαηίγεζ έκα ηορεθμεζδέξ πθέβια απυ 

ιζηνμδμηίδεξ δζάζπανηεξ ιέζα ζημ πχνμ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ ηαζ έπεζ ηδκ ζδζυηδηα κα 

ιπμνεί κα απμννμθά ηδκ εκένβεζα απυ ημοξ ηναδαζιμφξ. Σμ ακενχπζκμ ζηεθεηζηυ ζφζηδια 

απμηεθείηαζ απυ 80% θθμζχδμοξ μζημφ ηαζ 20% ζπμββχδμοξ μζημφ (Clarke 2008). Ακάιεζα 

ζηα δζαθμνεηζηά μζηά αθθά ηαζ πενζμπέξ ημο ζηεθεημφ παναηδνμφκηαζ δζαθμνεηζηέξ 
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ακαθμβίεξ ημο θθμζχδμοξ ηαζ ζπμββχδμοξ μζημφ. Γζα πανάδεζβια, μζ ζπυκδοθμζ 

απμηεθμφκηαζ απυ θθμζχδεξ ηαζ ζπμββχδεξ μζηυ ζε ακαθμβία 25:75. Αοηή δ ακαθμβία θηάκεζ 

50:50 ζηδκ πενζμπή ηδξ ηεθαθήξ ημο ιδνζαίμο ηαζ 95:5 ζηδκ πενζμπή ηδξ ιέζμ-δζάθοζδξ ημο 

ιδνζαίμο. Συζμ μζ πενζμπέξ ημο θθμζχδμοξ υζμ ηαζ ημο ζπμββχδμοξ απμηεθμφκηαζ απυ 

μζηεχκεξ (Clarke 2008).  

Ο θθμζχδδξ μζηεχκαξ μκμιάγεηαζ φζηδια Havers ηαζ απμηεθεί ηδκ δμιζηή ημο ιμκάδα. 

Έπεζ ηοθζκδνζηή δμιή ηαζ ζπδιαηίγεζ έκα δίηηομ μιυηεκηνςκ πεηάθςκ μζημφ ιέζα ζημ 

θθμζχδεξ μζηυ (Eriksen EF, Axelrod DW 1994). ημ ηέκηνμ δζαεέηεζ ααένζζμ 

ζςθήκα ιε αζιμθυνα αββεία, κεφνα ηαζ παθανυ (αναζυ) ζοκδεηζηυ ζζηυ. ημ ημίπςιά ημο 

είκαζ μναηέξ μζηζηέξ ημζθυηδηεξ ιε μζηεμηφηηανα ηαζ μζηζηά ηνζπμεζδή ζςθδκάνζα (μζηζηά 

ζςθδκάνζα) ιε απμθφζεζξ μζηεμηοηηάνςκ. Οζ ζςθήκεξ Havers επζημζκςκμφκ ιεηαλφ ημοξ 

δζαιέζμο ηςκ ζςθήκςκ Volkmann μζ μπμίμζ δζαηνοπμφκ θμλά ή ηάεεηα ημοξ ααένζζμοξ 

ζςθήκεξ (Δζη. 2). Ο ζπμββχδδξ μζηεχκαξ έπεζ διζζεθδκμεζδή δμιή πάπμοξ πενίπμο 35mm  

ιε  μιυηεκηνδ ζηζααδμεζδή δμιή. Τπμθμβίγεηαζ υηζ έκαξ οβζήξ εκήθζηαξ έπεζ πενίπμο 14x10
6
 

ζπμββχδεζξ μζηεχκεξ πμο ηαθφπημοκ ιία έηηαζδ πενίπμο 7 m
2 

(Eriksen EF, Axelrod DW 

1994). 

 

 

Δηθόλα 1.2. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο δνκήο ηνπ ζπζηήκαηνο Havers (Clarke 2008). 

 

Σμ θθμζχδεξ μζηυ απμηεθείηαζ απυ ιία ελςηενζηή επζθάκεζα ηδκ πενζ-μζηζηή ηαζ ιία 

εζςηενζηή ηδκ εκδμ-μζηζηή. ηδκ πενζ-μζηζηή επζθάκεζα παναηδνείηαζ αολδιέκδ μζηζηή 

δνάζδ πμο ζοιαάθθεζ ζδιακηζηά ζηδκ ζηεθεηζηή ακάπηολδ αθθά ηαζ ηδκ απμηαηάζηαζδ 

ηαηαβιάηςκ. Ζ μζηζηή παναβςβή ζοκήεςξ είκαζ ιεβαθφηενδ ζε ζπέζδ ιε ηδκ μζηζηή 

απμννυθδζδ ζηδκ πενζμζηζηή επζθάκεζα ημο θθμζχδμοξ, ιε απμηέθεζια ηδκ αφλδζδ ηδξ 
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δζαιέηνμο ηςκ μζηχκ. Ακηίεεηα, ζηδκ εκδμ-μζηζηή επζθάκεζα ημο θθμζχδμοξ παναηδνείηαζ 

ιεβαθφηενδ μζηζηή ακαηαηαζηεοή ιε έκημκδ μζηζηή απμννυθδζδ ηαζ ιεζςιέκδ μζηζηή 

παναβςβή, θαζκυιεκμ πμο ίζςξ απμδίδεηαζ ζε ζζπονέξ ειαζμιδπακζηέξ πζέζεζξ αθθά ηαζ ζηδκ 

άιεζδ επαθή ηδξ εκδμ-μζηζηήξ επζθάκεζαξ ιε ηα ηφηηανα ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ. Σμ 

πενζυζηεμ (periosteum) είκαζ έκα ζκχδεξ έθοηνμ ζοκδεηζημφ ζζημφ πμο πενζαάθθεζ ηδκ 

ελςηενζηή επζθάκεζα ημο θθμζχδμοξ μζημφ ημ μπμίμ πενζέπεζ αζιμθυνα αββεία, κεονζηέξ 

απμθήλεζξ, μζηεμαθάζηεξ ηαζ μζηεμηθάζηεξ. Tμ πενζυζηεμ πνμζημθθάηαζ πμθφ ζηεκά ιε ηδκ 

ελςηενζηή επζθάκεζα ημο θθμζχδμοξ ιέζς ζκχκ ημθθαβυκμο. Σμ εκδυζηεμ (endosteum) απυ 

ηδκ άθθδ είκαζ ιειανακζηήξ θφζεςξ υπμο ηαθφπηεζ ηδκ εζςηενζηή επζθάκεζα ημο θθμζχδμοξ 

ηαζ ζπμββχδμοξ μζημφ ηαεχξ ηαζ ηα ηακάθζα ηςκ αζιμθυνςκ αββείςκ πμο δζαπενκμφκ ηα 

μζηά ηαζ είκαζ ζε επαθή ιε ημκ πχνμ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ, ημοξ μζηεμαθάζηεξ ηαζ 

μζηεμηθάζηεξ (Clarke 2008). 

Σα μζηά πανυηζ εεςνμφκηαζ μζ ζηθδνυηενεξ δμιέξ ζε έκακ μνβακζζιυ, απμηεθμφκ ιζα 

δοκαιζηή δμιή απυ μζηίηδ ζζηυ, αββεία, κεφνα ηαζ μζηζηά ηφηηανα. Σμ ιεβαθφηενμ ιένμξ ηςκ 

μζηχκ (60%-70%) απμηεθείηαζ απυ ζοκδοαζιυ ακυνβακςκ ηαζ μνβακζηχκ ζοζηαηζηχκ, εκχ 

ημ οπυθμζπμ απυ κενυ. Σμ μνβακζηυ ιένμξ ημο μζημφ ζοκίζηαηαζ ηονίςξ απυ ημθθαβυκμ 

ηφπμο Η , ίπκδ απυ ημθθαβυκμ ηφπμο III ηαζ V, ηα μπμία ημο πανέπμοκ εθαζηζηυηδηα, εκχ ημ 

ακυνβακμ ιένμξ απυ ηνοζηάθθμοξ οδνμλοαπαηίηδ (Ca10[PO4]6[0H]2) ιε άθαηα, ηονίςξ 

θςζθμνζημφ αζαεζηίμο, θςζθμνζημφ ιαβκδζίμο ηαζ ακεναηζηά άθαηα ημο αζαεζηίμο, 

καηνίμο ηαζ ηαθίμο. Σα άθαηα πανέπμοκ ζηα μζηά ηδκ απαναίηδηδ ακεεηηζηυηδηα ηαζ 

ζηθδνυηδηα (Steele DG 1988).  

 

 

1.2 Βηνινγία ησλ Οζηώλ 
 

1.2.1 Οςτικό Καταςκευό (Bone Modeling) 
 

Σα μζηά οθίζηακηαζ ιία ζοκεπή ακάπηολδ ηυζμ ηαηά ιήημξ υζμ ηαζ αηηζκςηά ηαηά ηδκ 

δζάνηεζα ηδξ παζδζηήξ ηαζ εθδαζηήξ δθζηίαξ. Ζ ηαηά ιήημξ ακάπηολδ ηςκ μζηχκ θαιαάκεζ 

ιένμξ ζηδκ ακαπηολζαηή πθάηα (growth plate) υπμο παναηδνείηαζ έκημκμξ πμθθαπθαζζαζιυξ 

ηςκ ηοηηάνςκ ημο πυκδνμο ζηδκ επζθοζζαηή ηαζ ιεηαθοζζαηή πενζμπή ηςκ ιαηνχκ μζηχκ. 

Αημθμφεςξ πναβιαημπμζείηαζ επζιεηάθθςζδ ηαζ μ ζπδιαηζζιυξ κέμο πνςημβεκμφξ μζημφ. 

Ζ μζηζηή παναβςβή είκαζ ιία δζαδζηαζία ηαηά ηδκ μπμία ηα μζηά ακαπηφζζμκηαζ αθθάγμκηαξ 

ζε ιέβεεμξ ηαζ ζπήια ζοκανηήζεζ θοζζμθμβζηχκ επζδνάζεςκ ηαζ ιδπακζηχκ ηαηαπμκήζεςκ. 

Σα μζηά ιπμνεί κα αολάκμκηαζ ζε πάπμξ ή κα ηνμπμπμζείηαζ μ άλμκαξ ακάπηολήξ ημοξ ιε ηδκ 
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πνμζεήηδ ή αθαίνεζδ μζηίηδ ζζημφ απυ ηζξ επζθάκεζεξ ιέζς ηδξ δνάζδξ ηςκ μζηεμαθαζηχκ 

ηαζ μζηεμηθαζηχκ, ακηίζημζπα, ζε απυηνζζδ ειαζμιδπακζηχκ πζέζεςκ. Καηά ηδκ δζάνηεζα 

ηδξ μζηζηήξ ηαηαζηεοήξ, δ μζηζηή παναβςβή οπενηενεί ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ. Αολδιέκδ 

μζηζηή παναβςβή παναηδνείηαζ αηυιδ ηαζ ζε παεήζεζξ υπςξ οπμπαναεονεμεζδζζιυξ (Ubara 

et al. 2005), κεθνζηή μζηεμδοζηνμθία (Ubara et al. 2003) ή ζε εεναπείεξ ιε ακααμθζημφξ 

πανάβμκηεξ (Lindsay et al. 2006). 

 

1.2.2 Οζηηθή Αλαθαηαζθεπή (Bone Remodeling) 

 

Καηά ηδ δζάνηεζα ηδξ εκήθζηδξ γςήξ εκυξ ζπμκδοθυγςμο, ηα μζηά ημο ακαηαηαζηεοάγμκηαζ 

ιμκίιςξ απυ ημοξ μζηεμαθάζηεξ ηαζ ημοξ μζηεμηθάζηεξ πμο ανίζημκηαζ ζε ζοκεπή 

ζοκενβαζία. Ζ δμιζηή αηεναζυηδηα ηςκ μζηχκ δζαηδνείηαζ ιέζς ιζαξ δοκαιζηήξ δζαδζηαζίαξ 

πμο είκαζ βκςζηή ςξ μζηζηή ακαηαηαζηεοή (Bone Remodeling). Μέζς αοηήξ επζηοβπάκεηαζ δ 

ακακέςζδ ημο ζηεθεημφ, δ επζδζυνεςζδ ηςκ ιζηνμθεμνχκ ηςκ ιζηνμιμκάδςκ ημο, δ 

ζηαεενυηδηα ηςκ ηζιχκ ημο ζμκζζιέκμο αζαεζηίμο ημο ελςηοηηάνζμο πχνμο ηαζ δ 

πνμζανιμβή ηδξ πμζυηδηαξ ημο μζημφ ζηζξ εηάζημηε ιδπακζηέξ ακάβηεξ ημο ζηεθεημφ. Ζ 

μζηζηή ακαηαηαζηεοή είκαζ ημ απμηέθεζια δφμ ακηίννμπςκ θεζημονβζηχκ δζαδζηαζζχκ, ηδξ 

μζηζηήξ παναβςβήξ πμο επζηεθείηαζ απυ ημοξ μζηεμαθάζηεξ ηαζ ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ 

πμο επζηεθείηαζ απυ ημοξ μζηεμηθάζηεξ. ε θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ μζ δφμ δζαδζηαζίεξ 

ανίζημκηαζ ζε ζζμννμπία ιεηαλφ ημοξ ελαζθαθίγμκηαξ ηδκ ζηεθεηζηή αηεναζυηδηα. Μέζς 

ηδξ δζαδζηαζίαξ αοηήξ ακηζηαείζηαηαζ ημ παθαζυ μζηυ ιε κέμ, επζδζμνεχκμκηαζ 

ιζηνμηαηάβιαηα ηαζ ιζηνμθεμνέξ ηςκ ιμκάδςκ ημο μζημφ, νοειίγεηαζ δ μιμζμζηαζία ημο 

ζμκζζιέκμο αζαεζηίμο ημο ελςηοηηάνζμο πχνμο ηαζ πνμζανιυγεηαζ μ ζηεθεηυξ ζηζξ 

ιδπακζηέξ πζέζεζξ πμο ημο αζημφκηαζ. Έηζζ, ιέζς αοηήξ ηδξ θεζημονβίαξ μ ζηεθεηυξ εκυξ 

ηνζακηάπνμκμο εκήθζηα ακακεχκεηαζ πθήνςξ ηάεε 10 πνυκζα, εκχ ακά πάζα ζηζβιή 

ακαηαηαζηεοάγεηαζ ημ 4% ηδξ μθζηήξ μζηζηήξ επζθάκεζαξ. Ζ ζοκενβαζία αοηή ιεηαλφ 

μζηεμηθαζηχκ-μζηεμαθαζηχκ μκμιάγεηαζ θαζκυιεκμ ζφγεολδξ (coupling) ηαζ απμηεθεί ημκ 

αηνμβςκζαίμ θίεμ ηδξ ζςζηήξ μζηζηήξ ακαηαηαζηεοήξ (Δζη.3) (Hill 1998). Ζ μζηζηή 

ακαηαηαζηεοή ζοκήεςξ θαιαάκεζ ιένμξ ζε ηοπαίεξ εέζεζξ ή ζημπεοιέκα ζε εέζεζξ πμο 

πνήγμοκ απμηαηάζηαζδξ έπεζηα απυ ηάπμζμ ηάηαβια (Burr 2002; Parfitt 2002). Ζ δζαηάναλδ, 

ακηίεεηα, αοηήξ ηδξ ζζμννμπίαξ μκμιάγεηαζ απμζφγεολδ ηαζ απμηεθεί ηδκ ηφνζα αζηία 

πνυηθδζδξ ιεηααμθζημφ κμζήιαημξ υπςξ είκαζ δ μζηεμπυνςζδ πμο παναηηδνίγεηαζ απυ 

αολδιέκδ μζηζηή απχθεζα (Trouvin & Goëb 2010). 
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Δηθόλα 1.3.  ρεκαηηθή απεηθόληζε  ηνπ θαηλνκέλνπ ζύδεπμεο (coupling) θαηά ηελ νζηηθή αλαθαηαζθεπή 

κεηαμύ νζηενθιαζηώλ θαη νζηενβιαζηώλ ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο (Hill 1998).  

 

Ζ δζαδζηαζία ηδξ μζηζηήξ ακαηαηαζηεοήξ δζεκενβείηαζ ζε 4 θάζεζξ (Δζη. 1.4) : α) ηδ θάζδ 

εκενβμπμίδζδξ, α) ηδ θάζδ μζηζηήξ απμννυθδζδξ, β) ηδ θάζδ ηοηηανζηήξ ακαζηνμθήξ ηαζ δ) 

ηδ θάζδ μζηζηήξ παναβςβήξ (Raggatt & Partridge 2010). Αημθμοεεί ιζα ζφκημιδ πενζβναθή 

ηςκ θάζεςκ αοηχκ. 

 

Α) Φάζε ελεξγνπνίεζεο (Activation phase): Δκενβμπμζείηαζ δ μζηζηή επζθάκεζα ιέζς 

απμιάηνοκζδξ ηςκ επεκδοιαηζηχκ ηοηηάνςκ ηαζ πέρδξ ηδξ ιειανάκδξ ημο εκδυζηεμο απυ 

ηδ δνάζδ ηδξ πνςηεάζδξ ημθθαβεκάζδξ. Πανάθθδθα, μζ πνυδνμιμζ μζηεμηθάζηεξ 

εκενβμπμζμφκηαζ απυ ηοηηανμηίκεξ ηαζ αολδηζημφξ πανάβμκηεξ, ζοκηήημκηαζ ζε πμθοπφνδκα 

βζβακημηφηηανα, ημοξ χνζιμοξ μζηεμηθάζηεξ, μζ μπμίμζ ηεθζηά ζοβηεκηνχκμκηαζ ζηδκ 

επζθάκεζα ημο μζημφ. Ζ θάζδ ηδξ εκενβμπμίδζδξ δζανηεί ηυζμ ζημ ζπμββχδεξ υζμ ηαζ ζημ 

θθμζχδεξ μζηυ 5-7 διένεξ. 

 

Β) Φάζε νζηηθήο απνξξόθεζεο (Resorption phase): Οζ επζζηναηεοιέκμζ μζηεμηθάζηεξ 

πνμζημθθμφκηαζ ζηδκ μζηζηή επζθάκεζα ηαζ ιε ηδκ δνάζδ μζηεμθοηζηχκ μλέςκ ηαζ 

πνςηεσκαζχκ λεηζκμφκ πνμμδεοηζηά ηδκ μζηζηή απμζημδυιδζδ. ημ ζπμββχδεξ μζηυ δ θάζδ 

ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ δζανηεί 10 διένεξ εκχ ζημ θθμζχδεξ 6-10 εαδμιάδεξ. 

 

Γ) Φάζε θπηηαξηθήο αλαζηξνθήο (Reversal phase): μζ μζηεμηθάζηεξ απμημθθχκηαζ ηαζ 

απμιαηνφκμκηαζ απυ ημ ποειέκα ηδξ ημζθυηδηαξ πμο δδιζμονβείηαζ ηαηά ηδκ μζηζηή 

απμννυθδζδ (αμενίμ ημο Howship) ιυθζξ ημνεζεμφκ απυ ζυκηα αζαεζηίμο ή πεεαίκμοκ ιε 

απυπηςζδ, ηαζ ζηδ εέζδ ημοξ ειθακίγμκηαζ μζ μζηεμαθάζηεξ. ηδκ θάζδ αοηή ιμκμπφνδκα 

ηφηηανα αδζεοηνίκζζηδξ αηυια πνμέθεοζδξ, απμιαηνφκμοκ ηα οπμθείιιαηα ημθθαβυκμο ηαζ 

πνμεημζιάγμοκ ηδκ μζηζηή επζθάκεζα βζα ηδκ επυιεκδ θάζδ ηδξ μζηζηήξ παναβςβήξ. 
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Γ) Φάζε νζηηθήο παξαγσγήο θαη επηκεηάισζεο (Formation phase): Οζ πνμ-

μζηεμαθάζηεξ πνμζεθηφμκηαζ πδιεζμηαηηζηά απυ ημοξ αολδηζημφξ πανάβμκηεξ (TGF-α, IGF-

Η, IGF-II, BMPs) πμο έπμοκ απεθεοεενςεεί ζηδκ μζηζηή εειέθζα μοζία ηαζ δζαθμνμπμζμφκηαζ 

ζε χνζιμοξ μζηεμαθάζηεξ μζ μπμίμζ ζοκεέημοκ ηαζ εκαπμεέημοκ πνμμδεοηζηά εειέθζα μοζία 

(ηονίςξ ημθθαβυκμο ηφπμο Η) πμο δεκ έπεζ επζιεηαθθςεεί αηυια (μζηεμεζδέξ). Σμ 

κεμζοκηζεέιεκμ μζηυ είκαζ ζζυπμζμ εηείκμο πμο απμννμθήεδηε ζηζξ πνμδβμφιεκεξ θάζεζξ. Ζ 

θάζδ μζηζηήξ παναβςβήξ δζανηεί 3 ιήκεξ. Ζ ιεηααμθζηή ιμκάδα ημο μζημφ αδνακμπμζείηαζ, 

επζζηνχκεηαζ λακά απυ επεκδοιαηζηά ηφηηανα ηαζ θεζημονβεί ζακ ιζηνμηαηαζηεοαζηζηή 

ιμκάδα ημο μζημφ. Ζ θάζδ ηδξ επζιεηάθθςζδξ, υπμο εκζςιαηχκεηαζ οδνμλοαπαηίηδξ ζημ 

μζηεμεζδέξ, λεηζκά 30 διένεξ ιεηά ηδκ απυεεζδ ημο μζηεμεζδμφξ ηαζ ζηαιαηά ηδκ 90δ διένα 

βζα ημ ζπμββχδεξ μζηυ ηαζ ηδκ 130δ διένα βζα ημ θθμζχδεξ μζηυ. Αημθμοεεί δ θάζδ δνειίαξ 

ηαζ δ δζαδζηαζία μθμηθδνχκεηαζ. 

 

 

 

Δηθόλα 1.4. Οη θάζεηο ηεο νζηηθήο αλαθαηαζθεπήο θαη ηα θύηηαξα ηνπ νζηηθνύ κεηαβνιηζκνύ πνπ 

ζπκκεηέρνπλ ζε θάζε θάζε (Raggatt, 2010). 

 

Ζ μζηζηή ακαηαηαζηεοή νοειίγεηαζ απυ βεκεηζημφξ, ζοζηειζημφξ (Πζκ.1.Η) ηαζ ημπζημφξ 

πανάβμκηεξ (Πζκ. 1.ΗΗ). Κονζυηενμζ είκαζ μζ αολδηζημί πανάβμκηεξ ηαζ μζ πνμθθεβιμκχδεζξ 

ηοηηανμηίκεξ πμο ιε ηδκ έηηνζζή ημοξ ιπμνμφκ κα πνμηαθέζμοκ ηυζμ εεηζηυ υζμ ηαζ 

ανκδηζηυ ζζμγφβζμ μζημφ in vivo ηαζ in vitro. Όπςξ έπεζ απμδεζπηεί ηα ηεθεοηαία πνυκζα, ημκ 

ζδιακηζηυηενμ νυθμ ζηδκ νφειζζδ ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ δζαδναιαηίγεζ μ πνμζδέηδξ ημο 

οπμδμπέα εκενβμπμίδζδξ ημο πονδκζημφ πανάβμκηα-ηΒ (Receptor Activator of Nuclear 

Factor ηB Ligand, RANKL), πμο ακήηεζ ζηδκ οπενμζημβέκεζα ημο Πανάβμκηα Νέηνςζδξ 
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Όβηςκ, TNF (Σumor Νecrosis Factor), πανάθθδθα ιε ημκ οπμδμπέα ημο RANK ηαζ ημκ 

ακηαβςκζζηή ημο οπμδμπέα, ηδκ μζηεμπνμηεβενίκδ (OPG). Ζ ηοηηανμηίκδ RANKL απμηεθεί 

ιυνζμ «ηθεζδί» ζηδκ μζηζηή απμννυθδζδ ηαεχξ δζαδναιαηίγεζ πνςηεφμκηα νυθμ ζηδκ 

δδιζμονβία, επζαίςζδ ηαζ εκενβυηδηα ηςκ μζηεμηθαζηχκ (Boyce & Xing 2008; Kim et al. 

2005). 

 

οζηειζημί Πανάβμκηεξ Οζηζηή Απμννυθδζδ Οζηζηή Παναβςβή 

Οζζηνμβυκα ↓ ↓ 

Καθζζημκίκδ ↓ ─ 

Θονμεζδείξ Ονιυκεξ ↑ ↑ 

Κμνηζημζηενμεζδή ↑ ↓ 

Αολδηζηή Ονιυκδ ↑ ↑ 

Παναεμνιυκδ ↑ ↑ 

1,25 (ΟΖ)2 Βζηαιίκδ D ↑ ↑ 

 

Πίλαθαο 1.Η. πζηεκηθνί παξάγνληεο πνπ ξπζκίδνπλ ηελ νζηηθή αλαθαηαζθεπή. (↑) αφλδζδ, (↓) ιείςζδ, (-) 

αιεηάαθδηδ (Lawrence G. Raisz , 1999). 

 

Σμπζημί Πανάβμκηεξ Οζηζηή Απμννυθδζδ Οζηζηή Παναβςβή 

OPG/RANKL/RANK ↑ ↓ 

TNF-α ↑  

MCSF-1 ↑  

IFN-β ↓  

TGF-α  ↑ 

BMPs  ↑ 

IGF-I, IGF-II  ↑ 

PDGF  ↑ 

IL-1, IL-4, IL-6, IL-11 ↑  

IL-18 ↓  

 

Πίλαθαο 1.ΗΗ. Σνπηθνί παξάγνληεο πνπ ξπζκίδνπλ ηελ νζηηθή αλαθαηαζθεπή. (↑) αφλδζδ, (↓) ιείςζδ, (-) 

αιεηάαθδηδ (Lorenzo 2008). 
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1.3 Κϑτταρα που ςυμμετϋχουν ςτισ μεταβολικϋσ διεργαςύεσ 
των Οςτών 

1.3.1 Οςτεοβλϊςτεσ 
 

Οζ μζηεμαθάζηεξ είκαζ ηα ιμκαδζηά ηφηηανα πμο είκαζ οπεφεοκα βζα ηδκ μζηζηή παναβςβή. 

Πνμένπμκηαζ απυ πνυδνμια ιεζεβποιαηζηά ηφηηανα ηα μπμία έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα 

δζαθμνμπμζμφκηαζ ζε χνζιμοξ μζηεμαθάζηεξ (Pittenger et al. 1999; Dennis et al. 1999). 

Γζαηνίκμκηαζ 4 ζηάδζα δζαθμνμπμίδζδξ ηςκ μζηεαθαζηχκ: 1) πνμ-μζηεμαθάζηεξ, 2) χνζιμζ 

μζηεμαθάζηεξ, 3) μζηεμηφηηανα ηαζ 4) ηφηηανα πμο επεκδφμοκ ηα μζηά (bone-lining cells) 

(Δζη. 1.5). 

 

 

 

Δηθόλα 1.5. ρεκαηηθή απεηθόληζε ησλ ζηαδίσλ δηαθνξνπνίεζεο ησλ νζηενβιαζηώλ. ε ηάεε ζηάδζμ 

δζαθμνμπμίδζδξ απεζημκίγμκηαζ ηα βμκίδζα-δείηηεξ πμο εηθνάγμκηαζ (Bonewald 2011).  

 

Κάης απυ ηαηάθθδθεξ επζδνάζεζξ ηα πνυδνμια ηφηηανα ιεζεβποιαηζηήξ πνμέθεοζδξ 

δζαθμνμπμζμφκηαζ ζε  πνμ-μζηεμαθάζηεξ ηα μπμία εηθνάγμοκ αθηαθζηή θςζθαηάζδ, ςζηυζμ 

δεκ θένμοκ παναηηδνζζηζηά θεζημονβζηά ζημζπεία χνζιςκ μζηεμαθαζηχκ υπςξ είκαζ δ 

επζιεηάθθςζδ ημο μζηίηδ ζζημφ (Takahashi et al. 2008). Απυ πνμ-μζηεμαθάζηεξ 

δζαθμνμπμζμφκηαζ ζε χνζιμοξ μζηεμαθάζηεξ πμο δζαηνίκμκηαζ βζα ηδκ ηοαμεζδή ιμνθμθμβία 

ημοξ ηαζ ηα ιεβαθφηενα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ αθηαθζηήξ θςζθαηάζδξ. ημ ζηάδζμ αοηυ 

πνμζένπμκηαζ ζηδκ επζθάκεζα ηςκ μζηχκ ζε εέζεζξ υπμο επζηεθείηαζ εκενβή μζηζηή 

παναβςβή. Οζ μζηεμαθάζηεξ πανάβμοκ ημθθαβυκμ ηφπμο Η , ααζζηή δμιζηή ιμκάδα βζα ημκ 

μζηίηδ ζζηυ ηαεχξ ηαζ άθθεξ πνςηεΐκεξ υπςξ ηδκ μζηεμηαθζίκδ ηαζ ηδκ αθηαθζηή 

θςζθαηάζδ ηα μπμία είκαζ πνήζζια ηαηά ηδκ δζαδζηαζία ηδξ επζιεηάθθςζδξ (Clarke 2008). 

Οζ χνζιμζ μζηεμαθάζηεξ αθμφ επζηεθέζμοκ ηδκ αζμθμβζηή ημοξ δνάζδ αημθμοεμφκ ηνεζξ 
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δζαθμνεηζηέξ ηοηηανζηέξ δζενβαζίεξ: είηε πεεαίκμοκ ιε απυπηςζδ, είηε δζαθμνμπμζμφκηαζ 

πεναζηένς ζε μζηεμηφηηανα, είηε ηέθμξ παναιέκμοκ αδνακή ηφηηανα ημκηά ζηδκ επζθάκεζα 

ημο μζημφ. Πενίπμο ημ 50-70% ηςκ μζηεμαθαζηχκ πενκμφκ ημ ζηάδζμ ηδξ απυπηςζδξ (Lynch 

et al. 1998). Έκα απυ ηα ζδιακηζηυηενα ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα πμο νοειίγμοκ ηδκ μζηζηή 

παναβςβή ζημοξ μζηεμαθάζηεξ είκαζ ημ Wnt/α-catenin ιμκμπάηζ. Σμ Wnt ιυνζμ πνμζδέκεηαζ 

ζε έκα ζφιπθμημ ιε ημοξ οπμδμπείξ frizzled ηαζ LRP5/6 ζοκοπμδμπείξ. Απμοζία πνυζδεζδξ 

ημο Wnt ιμνίμο, δ ηζκάζδ ηδξ ζοκεεηάζδξ ημο βθοημβυκμο (GSK-3α) θςζθμνοθζχκεζ ημ 

ιυνζμ ηδξ  α-ηαηεκίκδξ ιε απμηέθεζια ηδκ μοαζηζηζκίςζδ ηαζ αημθμφεςξ ηδκ απμδυιδζή ημο 

ζημ πνςηεάζςια. Ακηίεεηα, πνυζδεζδ ημο Wnt ιμνίμο πνμηαθεί εκενβμπμίδζδ ημο 

Dishevelled ιμνίμο πμο πανειπμδίγεζ ηδκ δνάζδ ηδξ GSK-3α ηζκάζδξ. Αοηυ έπεζ ζακ 

απμηέθεζια ηδκ ιδ απμδυιδζδ ηδξ α-ηαηεκίκδξ ηαζ ηδκ ιεηαθμνά ηδξ ζημκ πονήκα υπμο 

εκενβμπμζεί ιζα ζεζνά ιεηαβναθζηχκ παναβυκηςκ πμο νοειίγμοκ ηδκ δζαθμνμπμίδζδ ηαζ 

εκενβυηδηα ηςκ μζηεμαθαζηχκ (Westendorf et al. 2004; Huang & He 2008; Kubota et al. 

2009). Άθθα ζδιακηζηά ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα πμο έπμοκ ακαβκςνζζηεί ηαζ ειπθέημκηαζ 

ζηδκ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ μζηεμαθαζηχκ ηαζ ζηδκ μζηζηή παναβςβή είκαζ ηα ζδιαημδμηζηά 

ιμκμπάηζα ημο TGF-α (Transforming growth factor-beta) ηαζ BMPs (bone morphogenic 

protein) (Chen et al. 2012).  

Οζ ηονζυηενεξ αζμθμβζηέξ δνάζεζξ ηςκ μζηεμαθαζηχκ είκαζ δ μζηζηή παναβςβή, νοειίγμκηαξ 

ηδκ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ μζηεμηθαζηχκ ιέζς ηςκ ιμνίςκ M-CSF (Macrophage Colony 

Stimulating Factor), RANKL ηαζ OPG πμο πανάβμοκ (Takahashi et al. 1999). Δπίζδξ, 

νοειίγμοκ ηδκ ιεηαηίκδζδ ηςκ πνυδνμιςκ μζηεμηθάζηςκ ιε ηδκ απεθεοεένςζδ 

πδιεζμηαηηζηχκ παναβυκηςκ υπςξ ηδξ μζηεμηαθζίκδξ ηαζ ημο ημθθαβυκμο ηφπμο Η (Malone 

et al. 1982). Σέθμξ, άθθμζ πανάβμκηεξ πμο εηθφμκηαζ απυ ημοξ μζηεμαθάζηεξ έπεζ δεζπεεί υηζ 

επδνεάγμοκ έιιεζα ηδκ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ μζηεμηθαζηχκ υπςξ δ παναεονμεζδήξ μνιυκδ 

(PTH), δ PTHrP, TNF-α, IL-1, 1,25-(OH)2 αζηαιίκδ D3 (Horwood et al. 1998; Martin 2005). 

 

1.3.2 Οςτεοκϑτταρα 
 

Οζ μζηεμαθάζηεξ ηεθζηχξ δζαθμνμπμζμφκηαζ ζε μζηεμηφηηανα ηα μπμία εκζςιαηχκμκηαζ 

ιέζα ζηδκ κεμζπδιαηζζιέκδ εειέθζα μοζία ημο μζηίηδ ζζημφ (Bonewald 2011). Σα 

μζηεμηφηηανα είκαζ ιζηνυηενα ζε ιέβεεμξ απυ ημοξ μζηεμαθάζηεξ ηαζ παναηηδνίγμκηαζ απυ 

απμοζία μνβακζδίςκ ζημ ηοηηανυπθαζια (Aubin 1998). Δκημπίγμκηαζ ιέζα ζε ζπζζιέξ 

(lacunae) ζημκ μζηίηδ ζζηυ ηαζ υπμο παναιέκμοκ βζα ιεβάθμ πνμκζηυ δζάζηδια έςξ υημο 

ηεθζηχξ βίκεηαζ απυπηςζή ημοξ. Μμνθμθμβζηά, ηα μζηεμηφηηανα ζπδιαηίγμοκ έκα δίηηομ 

απυ δεκδνμεζδείξ απμθήλεζξ, πθμφζζεξ ζε αηηίκδ (Dudley & Spiro 1961; Tanaka-Kamioka et 
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al. 1998). Ζ ααζζηή θεζημονβζηή ημοξ δνάζδ εζηζάγεηαζ ζηδκ απυηνζζδ ζε ιζα ζεζνά 

ιδπακζηχκ επζδνάζεςκ ςξ αζμαζζεδηήνεξ  (Cowin et al. 1991). Μζηνμηαηάβιαηα ημο μζηίηδ 

ζζημφ μδδβμφκ ζηδκ απυπηςζδ ηςκ μζηεμηοηηάνςκ ιε απμηέθεζια αφλδζδ ηδξ μζηζηήξ 

ακαηαηαζηεοήξ. Σα μζηεμηφηηανα πανάβμοκ RANKL ηαζ ιπμνμφκ ιε ηδκ ζεζνά ημοξ κα 

δζεβείνμοκ ηδκ εκενβυηδηα ηςκ μζηεμηθαζηχκ, μδδβχκηαξ ζε αολδιέκδ μζηζηή 

ακαηαηαζηεοή.  Δζδζηυηενα, ηα πμκηίηζα ζηα μπμία έπεζ βίκεζ απαθεζθή ημο RANKL ιυκμ 

ζηα μζηεμηφηηανα ειθακίγμοκ μζηεμπεηνςηζηυ θαζκυηοπμ, απμδεζηκφμκηαξ υηζ ηα 

μζηεμηφηηανα απμηεθμφκ ηδκ ααζζηή πδβή παναβςβήξ RANKL ηαηά ηδκ δζάνηεζα ηδξ 

μζηζηήξ ακαηαηαζηεοήξ (Nakashima et al. 2011). Σέθμξ, έπεζ δεζπεεί υηζ ηα μζηεμηφηηανα 

πανάβμοκ ημ ιυνζμ ηδξ ζηθδνμζηίκδξ (sclerostin) πμο παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ νφειζζδ 

ηςκ μζηζηχκ απμηνίζεςκ έκακηζ ειαζμιδπακζηχκ επζδνάζεςκ (Gaudio et al. 2010). Ζ 

ζηθδνμζηίκδ «ηαλζδεφεζ» ιέζς ημο δζηηφμο ηςκ μζηεμηοηηάνςκ ζηδκ επζθάκεζα ημο μζημφ, 

ακαζηέθθμκηαξ ηδκ δνάζδ ημο ζδιαημδμηζημφ Wnt/α-catenin ιμκμπαηζμφ ιε απμηέθεζια ηδκ 

ακαζημθή ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ηαζ ηδξ αζμθμβζηήξ δνάζδξ ηςκ μζηεμαθαζηχκ, εκχ αηυιδ 

εκζζπφεζ ηδκ απυπηςζή ημοξ (Li et al. 2005; van Bezooijen et al. 2007). Μία πνυζθαηδ 

ιεθέηδ πνμηείκεζ αηυιδ υηζ δ ζηθδνμζηίκδ δζεβείνεζ ηδκ δνάζδ ηαζ ημκ ζπδιαηζζιυ  ηςκ 

μζηεμηθαζηχκ (Wijenayaka et al. 2011). Έηζζ, θαίκεηαζ υηζ ηα μζηεμηφηηανα ιέζς ηδξ 

δνάζδξ ηδξ ζηθδνμζηίκδξ ιπμνμφκ κα νοειίγμοκ ηδκ εκενβυηδηα ηυζμ ηςκ μζηεμαθαζηχκ 

υζμ ηαζ ηςκ μζηεμηθαζηχκ. 

 

1.3.3 Οςτεοκλϊςτεσ 
 

Ζ δζαθμνμπμίδζδ ηαζ δ ζφκηδλδ ηςκ μζηεμηθαζηχκ απμηεθεί ιζα πμθφπθμηδ δζαδζηαζία ιε 

ηδκ ζοιιεημπή δζάθμνςκ νοειζζηζηχκ παναβυκηςκ. Τπυ ηδκ πανμοζία ημο πανάβμκηα 

δζέβενζδξ απμζηζχκ ιαηνμθάβςκ (Macrophage Colony Stimulating Factor M-CSF), o 

RANKL επάβεζ ηδκ μζηεμηθαζημβέκεζδ. Ο M-CSF πανάβεηαζ απυ ημοξ μζηεμαθάζηεξ ηαζ ηα 

ηφηηανα ημο ζηνχιαημξ ηαζ είκαζ ζδιακηζηυξ πανάβμκηαξ βζα ηδκ ςνίιακζδ ηςκ 

ιαηνμθάβςκ εκχ  πνυζδεζή ημο ζημκ οπμδμπέα c-Fms πμο εηθνάγεηαζ ζε πνυδνμιμοξ 

μζηεμηθάζηεξ επάβεζ ηδκ δζαθμνμπμίδζδ ηαζ επζαίςζή ημοξ.  

Ο M-CSF ακζπκεφεδηε ανπζηά ζακ έκαξ απυ ημοξ ζδιακηζηυηενμοξ πανάβμκηαξ ηδξ 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ ηαεχξ είκαζ οπεφεοκμξ βζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ επζαίςζδ ηςκ 

πνυδνμιςκ μζηεμηθαζηχκ ηαζ ηςκ ιαηνμθάβςκ. Δπάβεζ ηδκ έηθναζδ ημο RANK ζηδκ 

επζθάκεζα ηςκ πνυδνμιςκ μζηεμηθαζηχκ, ηαεζζηχκηαξ ζηακή ηδκ πνυζδεζδ ημο RANKL ζε 

αοηυκ (Lagasse & Weissman 1997a). Οζ μζηεμηθάζηεξ πνμένπμκηαζ απυ πνυδνμια ηφηηανα 

ηδξ αζιμπμζδηζηήξ ζεζνάξ (Eζη. 1.6). Ζ μζηεμηθαζημβέκεζδ λεηζκά ιε ημκ πμθθαπθαζζαζιυ 
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ηαζ ηδκ επζζηνάηεοζδ πνυδνμιςκ  μζηεμηθαζηχκ, ηα μπμία πνμένπμκηαζ απυ ηδκ ιοεθζηή 

ζεζνά (Walsh et al. 2006). Ονιμκζημί πανάβμκηεξ ηαζ ηοηηανμηίκεξ νοειίγμοκ ηδκ παναβςβή 

ηςκ μζηεμηθαζηχκ. Μεηαλφ αοηχκ πενζθαιαάκμκηαζ μζ ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ PU.1, FOS, 

NF-ηB ηαζ MI ηαεχξ ηαζ δ ηοηηανμηίκδ M-CSF ηαζ δ SRC ηζκάζδ ηδξ ηονμζίκδξ  (Boyle et 

al. 2003). ηδκ ζοκέπεζα, δζαθμνμπμζμφκηαζ ζε ιμκμπφνδκμοξ πνμ-μζηεμηθάζηεξ, πμο ζε ιζα 

πνχηδ θάζδ είκαζ ανκδηζημί βζα ηδκ ακεεηηζηή ζημ άθαξ ημο ηνοβζημφ μλέμξ υλζκδ 

θςζθαηάζδ (tartrate-resistant acid phosphatase, TRAP) ηαζ αημθμφεςξ βίκμκηαζ εεηζημί (Eζη. 

1.6). Αημθμοεεί δ ζφκηδλδ ηςκ ιμκμπφνδκςκ μζηεμηθαζηχκ ζε πμθοπφνδκμοξ 

μζηεμηθάζηεξ ή δ ζφκηδλή ημοξ ιε πνμτπάνπμκηεξ μζηεμηθάζηεξ ή αηυια ηαζ ζφκηδλδ 

πμθοπφνδκςκ μζηεμηθαζηχκ ζε ιεβαθφηενμοξ.  

 

 

 

Δηθόλα 1.6. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ κεραληζκνύ νζηενθιαζηνγέλεζεο. Γζαηνίκμκηαζ ηα δζάθμνα ζηάδζα 

δζαθμνμπμίδζδξ ηςκ μζηεμηθαζηχκ ζηα μπμία αζημφκ εεηζηή επίδναζδ μζ ηνίζζιμζ πανάβμκηεξ M-CSF ηαζ 

RANKL. Ακηίεεηα, μ OPG ακαζημθέαξ ημο RANKL αζηεί ανκδηζηή επίδναζδ ζηδκ δζαδζηαζία δζαθμνμπμίδζδξ 

ηςκ μζηεμηθαζηχκ. Κάης ζδιεζχκμκηαζ δζάθμνεξ ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ ζε βμκίδζα ηα μπμία πνμηαθμφκ 

πανειπμδζζηζηή επίδναζδ ηαζ απυ πάκς ιεηαθθάλεζξ ζε βμκίδζα πμο έπμοκ εεηζηή επίδναζδ ζημκ ιδπακζζιυ 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ (Boyle et al. 2003). 

 

Οζ χνζιμζ μζηεμηθάζηεξ πανμοζζάγμοκ ηοηηανζηή πυθςζδ, δδθαδή ιπμνμφκ κα απμννμθμφκ 

μζηυ ιυκμ απυ ηδκ ηνμζζςηή ημοξ επζθάκεζα ιέζα απυ ηδκ μπμία εηηνίκμκηαζ μζηεμθοηζηά 

μλέα, εθεφεενεξ νίγεξ μλοβυκμο ηαζ οδνμβυκμο ηαζ πνςηεμθοηζηά έκγοια υπςξ μζ οδνμθάζεξ 

ηαζ ηοζηεμπνςηεσκάζεξ (ηαεερίκδ Κ) πμο επζηεθμφκ ηδκ μζηζηή απμννυθδζδ. Οζ 

μζηεμηθάζηεξ υπςξ πνμακαθένεδηε είκαζ ιεβάθα πμθοπφνδκα ηφηηανα (10-20 πονήκεξ) ηα 
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μπμία πνμένπμκηαζ απυ ηφηηανα ηδξ ιοεθζηήξ ζεζνάξ (Suda et al. 1997). Πνυηεζηαζ βζα 

ορδθήξ ελεζδίηεοζδξ ηφηηανα, ηα μπμία είκαζ οπεφεοκα βζα ηδκ μζηζηή απμννυθδζδ. 

οκήεςξ ανίζημκηαζ ζε επαθή ιε μζηεμπμζδιέκα ηιήιαηα ηςκ μζηχκ ηαζ ιέζα ζε 

θαηηίζημοξ (Howship‟s lacunae) ςξ απμηέθεζια ηδξ απμννμθδηζηήξ ημοξ δνάζδξ. 

Υαναηηδνζζηζηυ βκχνζζια ηςκ μζηεμηθαζηχκ είκαζ δ πηοπςηή επζθάκεζα πμο θένμοκ ζηδκ 

ιειανάκδ ημοξ ζημ ζδιείμ πμο ανίζηεηαζ ζε ζηεκή επαθή ιε ηδκ πνμξ απμννυθδζδ μζηζηή 

επζθάκεζα (Tilman B. Drüeke 2001). ηδκ πηοπςηή επζθάκεζα ανίζημκηαζ ηεκμημπζχδμοξ 

ηφπμο H+ ATPases πμο απεθεοεενχκμοκ πνςηυκζα ηαζ είκαζ οπεφεοκεξ βζα ηδκ πηχζδ ημο 

pH ζηδ πενζμπή, δ μπμία ζοιαάθεζ ζηδ δζαθοημπμίδζδ ηςκ ηνοζηάθθςκ οδνμλοαπαηίηδ ηαζ 

εκζζπφεζ ηδκ δνάζδ ηςκ πνςηεαζχκ (Väänänen et al. 2000). Δηηυξ αοημφ ζηδκ πενζμπή αοηή 

απακηχκηαζ δίαοθμζ πθςνίμο, ακηθίεξ πνςημκίςκ, ηαναμκζηή ακοδνάζδ ηαζ πνςηεμθοηζηά 

έκγοια. Πθέμκ βκςνίγμοιε πςξ δ δζαθοημπμίδζδ ημο ακυνβακμο ιένμοξ ημο μζημφ βίκεηαζ 

απυ οδνμπθςνζηυ μλφ (HCl) ημ μπμίμ δζμπεηεφεηαζ απυ ηδ πηοπςηή επζθάκεζα ηςκ 

μζηεμηθαζηχκ ζημκ θαηηίζημ (Blair et al. 1989). ημ εζςηενζηυ ηςκ ηοηηάνςκ πενζέπμκηαζ 

ζοιπθέβιαηα Golgi, ιζημπυκδνζα ηαζ ηοζηίδζα πμο ιεηαθένμοκ θοζμζςιζηά έκγοια ηα μπμία 

ζοκηίεεκηαζ απυ ημοξ μζηεμηθάζηεξ ζε ιεβάθδ πμζυηδηα βζα ηδκ απμδυιδζδ ημο μνβακζημφ 

ιένμοξ ημο μζημφ (Väänänen et al. 2000). Σμ 90% ηδξ μνβακζηήξ ιάγαξ ηςκ μζηχκ 

απμηεθείηαζ απυ ηφπμο Η ημθθαβυκμ πμο έπεζ ηδκ δμιή ηνζπθήξ έθζηαξ. Σα άηνα ηδξ έθζηαξ, 

πμο μκμιάγμκηαζ ηεθμπεπηίδζα, εκχκμκηαζ ιεηαλφ ημοξ ηαζ απμηεθμφκ ημ δοζημθυηενμ 

ημιιάηζ βζα ηδκ δζάζπαζδ ημο ημθθαβυκμο. Ζ ηαεερίκδ Κ είκαζ δ ιμκαδζηή πνςηεάζδ ζηακή 

κα απμδμιεί ηδκ ηνζπθή έθζηα ηαζ ηα ηεθμπεπηίδζα, δδιζμονβχκηαξ ημιιάηiα ιεβέεμοξ 70-

80kDa (Inaoka et al. 1995). Ζ ηνζπθή έθζηα ηαζ ηα ιμκμιενή πμο δδιζμονβμφκηαζ 

απμδμιμφκηαζ πεναζηένς ιε ηδ δνάζδ πθδεχναξ πνςηεαζχκ (πνςηεάζεξ ηοζηεΐκδξ ηαζ 

ιεηαθθμπνςηεάζεξ) πμο πανάβμκηαζ απυ ημοξ μζηεμηθάζηεξ (Δζη. 1.7). 

Άθθμζ πανάβμκηεξ μζ μπμίμζ επδνεάγμοκ ηδκ μζηεμηθαζημβέκεζδ είκαζ μνζζιέκεξ  πνςηεΐκεξ 

πνμζανιμβείξ. Mεηαλφ αοηχκ είκαζ δ Grb-2 (Growth factor receptor-bound protein 2), δ 

μπμία θςζθμνοθζχκεηαζ ζηα αιζκμλζηά ηαηάθμζπα ηδξ ηονμζίκδξ ηαζ αθθδθεπζδνά ιε 

πθδεχνα ιμνίςκ ζδιαημδυηδζδξ. Απχθεζα ηδξ πνςηεΐκδξ ζε ιμκηέθα πμκηζηζχκ πνμηάθεζε 

ήπζα μζηεμπέηνςζδ, οπμδεζηκφμκηαξ πςξ είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ μζηεμηθαζημβέκεζδ, αθθά 

υπζ επανηήξ (Wada et al. 2005). 
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Δηθόλα 1.7. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο δνκήο ησλ νζηενθιαζηώλ θαη ησλ κνξίσλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε 

δηαδηθαζία ηεο νζηηθήο απνξξόθεζεο (Novack & Teitelbaum 2008). 

 

1.4 Ζ ΤΠΔΡΟΗΚΟΓΔΝΔΗΑ TUMOR NECROSIS FACTOR 

(TNF) 

1.4.1. Αλαγλσξηζκέλα κέιε ηεο TNF ππεξνηθνγέλεηαο 

 

Ζ TNF οπενμζημβέκεζα ζήιενα απμηεθείηαζ απυ 18 ιέθδ πμο ιμζνάγμκηαζ ημζκά δμιζηά 

παναηηδνζζηζηά (Δζη. 1.8). Ονζζιέκεξ απυ ηζξ πζμ ζδιακηζηέξ πνςηεΐκεξ ηδξ μζημβέκεζαξ είκαζ 

μζ: TNF, RANKL, BAFF, APRIL, 4-1BBL, CD30L, CD40L, CD70, CD95L, OX40L, LTa, 

LTb, NGF ηαζ TRAIL. 

Σα πενζζζυηενα ιέθδ ηδξ TNF οπενμζημβέκεζαξ ζοκηίεεκηαζ ςξ δζαιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ 

ηφπμο ΗΗ, δδθαδή ημ άιζκμ ηεθζηυ άηνμ ημοξ εκημπίγεηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια (Gruss & Dower 

1995). Γμιζηά, παναηηδνίγμκηαζ βζα ιία ιζηνή ηοηηανμπθαζιαηζηή πενζμπή ηαζ έκα ζπεηζηά 

ιεβάθμ ελςηοηηανζηυ ηιήια πμο ιπμνεί κα δζαζπαζηεί ιε ηδ δνάζδ εζδζηχκ πνςηεαζχκ ιε 

ηδκ απεθεοεένςζδ ηδξ εηηνζηζηήξ ιμνθήξ ηδξ πνςηεΐκδξ. Γεκζηά, ςξ εηηνζηζηέξ ηαζ 

δζαιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ είκαζ εκενβέξ ζακ μιμηνζιενή, πανυηζ μνζζιέκα ιέθδ ιπμνμφκ 

επίζδξ κα οπάνπμοκ ςξ εηενμηνζιενή. 

Σα ιέθδ ηδξ TNF οπενμζημβέκεζαξ ιμζνάγμκηαζ ιία μιυθμβδ πενζμπή (Tumor Necrosis Factor 

Homology Domain – THD) 150 αιζκμλέςκ ζηδκ ελςηοηηανζηή πενζμπή πμο απμηεθείηαζ απυ 

ιία ζεζνά ζοκηδνδιέκςκ ανςιαηζηχκ ηαζ οδνμθμαζηχκ ηαηαθμίπςκ. Ζ THD πενζμπή υθςκ 

ηςκ πνςηεσκχκ απμηηά ηδκ ίδζα ηεηανημηαβή δμιή ηαζ είκαζ απαναίηδηδ βζα ημκ ζπδιαηζζιυ 

ηςκ ηνζιενχκ. Ζ THD πενζμπή έπεζ δμιή α- ζάκημοζηξ απμηεθμφιεκδ απυ δφμ πανάθθδθεξ α-
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πηοπςηέξ επζθάκεζεξ, πμο δ ηάεε ιία απυ αοηέξ πενζέπεζ πέκηε ακηζ-πανάθθδθεξ α-έθζηεξ, μζ 

μπμίεξ παίνκμοκ ηδκ δζαιυνθςζδ jelly-roll. ηδκ εζςηενζηή πθεονά ηςκ επζθακεζχκ 

ανίζημκηαζ ηα ζοκηδνδιέκα αιζκμλέα πμο εοεφκμκηαζ βζα ημκ ζπδιαηζζιυ ηςκ ηνζιενχκ, εκχ 

ζηδκ ελςηενζηή πθεονά ηςκ επζθακεζχκ ακάιεζα ζηα βεζημκζηά ιμκμιενή βίκεηαζ δ 

πνυζδεζδ ηςκ οπμδμπέςκ (Bodmer et al. 2002). 

 

 
 

Δηθόλα 1.8. Οκαδνπνίεζε ησλ κειώλ ηεο TNF ππεξνηθνγέλεηαο βάζε ηεο νκνηόηεηά ηνπο, νλνκαηνινγία 

θαη γελεηηθέο πιεξνθνξίεο. Πάκς θαίκμκηαζ μζ ζπέζεζξ ιεηαλφ ηςκ πνςηεΐκςκ ηδξ οπενμζημβέκεζαξ TNF ζε 

ιμνθή δεκδνμβνάιιαημξ. Κάης θαίκμκηαζ μζ πνςηεΐκεξ ηδξ οπενμζημβέκεζαξ, ημ ανπζηυ ημοξ υκμια ηαεχξ ηαζ 

άθθεξ μκμιαζίεξ πμο ημοξ έπμοκ δςεεί, ημ πνςιυζςια ζημ μπμίμ ανίζημκηαζ ηαζ μ ηςδζηυξ ηςκ πνςηεσκχκ ημοξ 

ζημ NCBI (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology). 
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1.4.2. Η Τπεροικογϋνεια των TNF υποδοχϋων 
 

Πενίπμο 30 οπμδμπείξ βζα ηζξ πνςηεΐκεξ ηδξ TNF οπενμζημβέκεζαξ έπμοκ ακαβκςνζζηεί ζημκ 

άκενςπμ ηαζ ημ πμκηίηζ, απμηεθχκηαξ ηδκ οπενμζημβέκεζα ηςκ TNF οπμδμπέςκ (TNF 

receptor superfamily). Αοημί μζ οπμδμπείξ είκαζ δζαιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ ηφπμο Η ηαζ 

παναηηδνίγμκηαζ απυ ηδκ πανμοζία παναηηδνζζηζηχκ πενζμπχκ πθμφζζςκ ζε ηοζηεΐκεξ ζημ 

ελςηοηηανζηυ ηιήια ημοξ (Aggarwal 2003). Κάεε ιέθμξ ηδξ TNF οπενμζημβέκεζαξ δέκεηαζ ζε 

έκακ ή πενζζζυηενμοξ ελεζδζηεοιέκμοξ οπμδμπείξ ιε ιεβάθδ ζοββέκεζα. Γζα πανάδεζβια, δ 

πνςηεΐκδ TRAIL είκαζ βκςζηυ υηζ δεζιεφεηαζ ζε πέκηε οπμδμπείξ (DR4, DR5, DcR1, DcR2 

ηαζ OPG). Οζ οπμδμπείξ ηδξ TNF μζημβέκεζαξ ιεηαθένμοκ ζήιαηα ζημ εζςηενζηυ ημο 

ηοηηάνμο ιέζς εζδζηχκ αημθμοεζχκ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή πενζμπή ημοξ. Ζ εκενβμπμίδζδ 

ηςκ οπμδμπέςκ επζηοβπάκεηαζ ιε ηδκ πνυζδεζδ ηνζιενχκ πνμζδέηδ πμο επάβμοκ ημκ 

μθζβμιενζζιυ ηςκ οπμδμπέςκ, επζθένμκηαξ δμιζηέξ αθθαβέξ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

πενζμπή πμο ζδιαημδμημφκ ηδκ έκανλδ ημο ηοηηανζημφ ιδκφιαημξ. 

Βαζζγυιεκμζ ζε αοηέξ ηζξ ηοηηανμπθαζιαηζηέξ αημθμοείεξ μζ οπμδμπείξ αοημί ιπμνμφκ κα 

ηαηαηαπεμφκ ζε ηνεζξ ηφνζεξ ηαηδβμνίεξ. Ζ πνχηδ ηαηδβμνία πενζθαιαάκεζ οπμδμπείξ μζ 

μπμίμζ πενζέπμοκ ιζα παναηηδνζζηζηή δμιή εακάημο (death domain-DD) ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή πενζμπή ημοξ. ε αοημφξ ημοξ οπμδμπείξ πενζθαιαάκμκηαζ μζ CD95, 

TNFR1, DR3, DR4, DR5 ηαζ DR6. Οζ οπμδμπείξ ηδξ δεφηενδξ ηαηδβμνίαξ πενζέπμοκ ιία ή 

πενζζζυηενεξ δμιέξ αθθδθεπίδναζδξ ιε πανάβμκηεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ TNFR 

οπενμζημβέκεζα (TRAF interacting motifs) ζηζξ ηοηηανμπθαζιαηζηέξ μονέξ ημοξ. ηδκ 

ηαηδβμνία αοηή πενζθαιαάκμκηαζ μζ οπμδμπείξ BAFFR, TACI, TNFR2, RANK CD40, CD30, 

CD27, LT-αR, OX40, 4-1BB, ηαζ BCMA. Οζ οπμδμπείξ ηδξ ηνίηδξ ηαηδβμνίαξ ηδξ 

οπενμζημβέκεζαξ ηςκ TNF οπμδμπέςκ είηε δεκ πενζέπμοκ ηάπμζμ θεζημονβζηυ ημιιάηζ ζημ 

ηοηηανμπθαζιαηζηυ ηιήια ημοξ (DcR1, DcR2) είηε δεκ είκαζ δζαιειανακζημί αθθά δζαθοημί 

(OPG, DcR3) ηαζ δνμοκ άιεζα ακηαβςκζγυιεκμζ ηδ δέζιεοζδ ηςκ πνμζδεηχκ ζημοξ 

οπμδμπείξ ηςκ δφμ παναπάκς ηαηδβμνζχκ ειπμδίγμκηαξ ιε αοηυ ημκ ηνυπμ ηδκ ιεηαβςβή ημο 

ζήιαημξ. 
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1.5 Πξνζδέηεο ηνπ Τπνδνρέα Δλεξγνπνίεζεο ηνπ Ππξεληθνύ 

Παξάγνληα-θΒ (RECEPTOR ACTIVATOR OF NUCLEAR 

FACTOR-θB LIGAND – RANKL) 

1.5.1 Δομό τησ κυτταροκύνησ RANKL 
 

Ο RANKL είκαζ ιζα δζαιειανακζηή πνςηεΐκδ ηφπμο II υπμο ημ αιζκμηεθζηυ άηνμ ανίζηεηαζ 

ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ ημ ηαναμλοηεθζηυ ζηδκ ελςηοηηάνζα πενζμπή.  Έπμοκ ακαβκςνζζεεί 

3 ζζμιμνθέξ βζα ημκ RANKL ημο ακενχπμο  (Δζη. 1.9). Ζ ηονζυηενδ ζζμιμνθή, δ RANKL1, 

είκαζ δ δζαιειανακζηή ιμνθή ηδξ πνςηεΐκδξ, ιήημοξ 316 αιζκμλέςκ. H RANKL2 είκαζ 

επίζδξ δζαιειανακζηή ιμνθή ηδξ πνςηεΐκδξ, απυ ηδκ μπμία υιςξ, θείπεζ έκα ιζηνυ 

εκδμηοηηάνζμ ηιήια, ιήημοξ 287 αιζκμλέςκ. Σέθμξ, οπάνπεζ δ RANKL3, δ μπμία είκαζ δ 

εηηνζηζηή ιμνθή ηδξ πνςηεΐκδξ, ιήημοξ 199 αιζκμλέςκ. Ζ εηηνζηζηή ιμνθή ηδξ RANKL 

πνςηεΐκδξ πμο ηοηθμθμνεί ζηα αζμθμβζηά οβνά εθεοεενχκεηαζ απυ ηδκ ιειανάκδ φζηενα 

απυ πνςηεμθοηζηή πέρδ ή εκαθθαηηζηυ ιάηζζια (Ikeda et al. 2001). Ανηεηέξ πνςηεάζεξ 

έπμοκ πνμηαεεί πςξ πναβιαημπμζμφκ ηδκ ζοβηεηνζιέκδ πέρδ υπςξ ημ έκγοιμ tumor necrosis 

factor converting enzyme (TACE), δ ιειανακζηή ιεηαθθμπνςηεάζδ MT1-MMP ηαζ 

πνυζθαηα δ disintegrin ηαζ ιεηαθθμπνςηεάζδ 19 (ADAM19) (Chesneau et al. 2003). Πανυθμ 

πμο υθεξ μζ ζζμιμνθέξ είκαζ αζμθμβζηά εκενβέξ, μ νυθμξ ηδξ ηαεειίαξ ζηδκ παεμθοζζμθμβία 

παναιέκεζ αζαθήξ. 

 

 

 

Δηθόλα 1.9. Οη 3 ηζνκνξθέο ηεο πξσηεΐλεο RANKL. Οζ RANKL1 ηαζ RANKL2 είκαζ δζαιειανακζηέξ 

πνςηεΐκεξ, εκχ δ RANKL3 απμηεθεί ηδκ εηηνζηζηή ιμνθή ηδξ πνςηεΐκδξ (Ikeda et al. 2003). 
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Κάεε ιυνζμ RANKL πμο πανάβεηαζ αθθδθεπζδνά αοευνιδηα ιε άθθα δφμ ζπδιαηίγμκηαξ 

ηνζιενή ηα μπμία είκαζ απαναίηδηα βζα ηδκ δναζηζηυηδηα ημο RANKL. Καεέκα απυ ηα 

ιμκμιενή ηδξ πνςηεΐκδξ RANKL, απμηεθείηαζ απυ ιία δμιή α-ζάκημοζηξ δ μπμία πενζέπεζ 

δφμ επίπεδεξ, ακηζπανάθθδθεξ α-πηοπςηέξ επζθάκεζεξ. Σμ πνχημ θφθθμ ζπδιαηίγεηαζ απυ ηζξ 

α-επζθάκεζεξ A′′, A, H, C, ηαζ F, εκχ ημ δεφηενμ απυ ημοξ B′, B, G, D, and E. Δζςηενζηή 

είκαζ δ α-επζθάκεζα A′′AHCF, εκχ δ B′BGDE ζοκεζζθένεζ ηονίςξ ζηδκ ελςηενζηή επζθάκεζα 

(Δζη. 1.10) (Lam et al. 2001). 

 

 

 

Δηθόλα 1.10.    Γνκηθή επζπγξάκκηζε ηεο εμσθπηηάξηαο πεξηνρή ησλ TRAIL, CD40L, TNF-α, TNF-β, θαη 

ACRP30 κε ηελ RANKL ηνπ πνληηθνύ. πδιαηζηή απεζηυκζζδ δεοηενμηαβχκ δμιχκ ζηδκ πνςηεζκζηή 

αημθμοεία ημο RANKL υπςξ ηςκ 11 α-επζθακεζχκ ηαεχξ ηαζ μζ εέζεζξ ηςκ ηεζζάνςκ θμφπςκ ΑΑ‟, CD, DE 

ηαζ EF   (Lam et al. 2001). 

 

Σμ ηιήια ηδξ πνςηεΐκδξ πμο ανίζηεηαζ έλς απυ ημ ηφηηανμ, απμηηά ηδκ παναηηδνζζηζηή 

δζαιυνθςζδ ηνζιενμφξ ηςκ ιεθχκ ηδξ TNF οπενμζημβέκεζαξ. Σμ ζφιπθμημ ημο ηνζιενμφξ 

ιπμνεί κα παναηηδνζζηεί ςξ ιία ποναιίδα (Δζη. 1.11). Πνμξ ημ πανυκ, έπμοκ ακζπκεοεεί ιυκμ 

μιμηνζιενή, ηαεχξ δεκ έπεζ παναηδνδεεί ηνζιενζζιυξ ηδξ πνςηεΐκδξ RANKL ιε ηάπμζμ 

άθθμ ιέθμξ ηδξ οπενμζημβέκεζαξ TNF (Lam et al. 2001). 
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Δηθόλα 1.11. Κξπζηαιιηθή δνκή ηεο RANKL πξσηεΐλεο. πδιαηζηή απεζηυκζζδ  ημο ηνζιενμφξ ηδξ RANKL 

πνςηεΐκδξ είηε ιε ημνδέθεξ (a,c) ή επζθάκεζεξ (b,d) ιε πνμζακαημθζζιυ απυ ημ πθάζ (a, b)  ηαζ απυ πάκς (c, d). 

ηδκ δμιή ιε ημνδέθεξ ιε πνάζζκμ πνχια πανζζηάκμκηαζ μζ α-πηοπςηέξ επζθάκεζεξ ηαζ πμνημηαθί μζ θμφπεξ 

εκυξ ιμκμιενμφξ. 

 

1.5.2 Ρϑθμιςη τησ κυτταροκύνησ RANKL 
 

Ζ έηθναζδ ημο RANKL απυ ηα ηφηηανα ημο ζηνχιαημξ ηαζ ημοξ μζηεμαθάζηεξ νοειίγεηαζ 

απυ πθδεχνα ηοηηανμηζκχκ ηαζ μνιμκζηχκ παναβυκηςκ (Πζκ. 1.ΗΗΗ). Μυνζα πμο επάβμοκ 

μζηεμηθαζημβέκεζδ, υπςξ δ ζκηενθεοηίκδ-1α (IL-1α), δ ζκηενθεοηίκδ-6 (IL-6), δ 

ζκηενθεοηίκδ-11 (IL-11), μ TNF ηαεχξ δ παναεμνιυκδ (PTH) ηαζ δ 1,25-δζοδνυλοαζηαιίκδ 

D3, αολάκμοκ ηα επίπεδα έηθναζδξ ημο RANKL, εκχ μζ ηοηηανμηίκεξ πμο ακαζηέθθμοκ ηδκ 

μζηεμηθαζημβέκεζδ υπςξ δ ζκηενθεοηίκδ-13 (IL-13), δ ζκηενθενυκδ-β (IFN-β) ηαζ μ TGF-α1 

ιε ηδκ ηαηαζημθή ηδξ έηθναζδξ ημο RANKL (Walsh et al. 2006). 
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 OPG RANKL RANK 

TNF-α ↑ ↑  

PTH ↓ ↑  

Estrogen ↑ -  

CD40L ↑  ↑ 

IGF-I ↓   

BMP-2 ↑   

PROSTAGLANDIN ↓ ↑  

IL-1 ↑ ↑  

IL-4  ↑ ↑ 

IL-6 ↑ ↑ ↓ 

IL-11 ↑ ↑  

IL-17  ↑  

Calcium (Ca) ↑ ↑  

Glycocorticoids ↓ ↑  

Cyclosporins ↓ ↑  

TGF-α ↑ ↓  

Vitamin D3 ↑ ↑ - 

 

Πίλαθαο 1.ΗΗΗ. Ρπζκηζηέο ηεο έθθξαζεο ησλ OPG, RANKL, RANK. (↑) αολδιέκδ έηθναζδ, (↓) ιεζςιέκδ 

έηθναζδ, (-) αιεηάαθδηδ έηθναζδ (Kearns et al. 2008). 

 

1.5.3  Βιολογικεσ Δρϊςεισ του RANKL 
 

Ο RANKL απμηεθεί ημ ιυνζμ «ηθεζδί» ζηδκ δζαδζηαζία ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ ηαεχξ 

επάβεζ ηδκ δζαθμνμπμίδζδ, επζαίςζδ ηαζ εκενβυηδηα ηςκ μζηεμηθαζηχκ δίκμκηαξ ημ έκαοζια 

βζα ηδκ έκανλδ ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ (Boyce & Xing 2008; Kim et al. 2005; Wong et al. 

1997). ε αοηυκ απμδυεδηακ πμζηίθα μκυιαηα απυ ηζξ ηέζζενζξ δζαθμνεηζηέξ ενεοκδηζηέξ 

μιάδεξ ηαεειία απυ ηζξ μπμίεξ αημθμφεδζε δζαθμνεηζηή πνμζέββζζδ βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ 

ηαζ παναηηδνζζιυ ηδξ πνςηεΐκδξ. Σμκ ζοκακηάιε ςξ ODF (Osteoclast differentiation factor) 

(Yasuda et al. 1998), TRANCE (TNF-related activation-induced cytokine) (Wong et al. 

1997), ςξ OPGL (osteoprotegerin-ligand) (Lacey et al. 1998) ηαζ ςξ TNFSF11(Anderson et 

al. 1997) ηαεχξ απμηεθεί ημ εκδέηαημ ιέθμξ ηδξ οπεν-μζημβέκεζαξ ημο TNF. 
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Ζ πνςηεΐκδ RANKL εηθνάγεηαζ ζηα δεκδνζηζηά ηφηηανα, ηα CD4+ T ηφηηανα, ζκμαθάζηεξ 

(Anderson et al. 1997), ηφηηανα ζηνχιαημξ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ, ηφηηανα ημο εκδμεήθζμο 

ηαζ ημο επζεδθίμο, μζηεμαθάζηεξ ηαζ μζηεμηφηηανα (Yasuda et al. 1998). Ακάθοζδ ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ ζε δζαθυνμοξ ζζημφξ έδεζλε πςξ εηθνάγεηαζ ηονίςξ ζηα ζπμββχδδ 

μζηά, ημοξ θειθαδέκεξ, ημκ εφιμ, ημοξ πκεφιμκεξ ηαζ ημοξ βαθαηηζημφξ αδέκεξ ηαηά ηδκ 

πενίμδμ ηδξ εβηοιμζφκδξ, εκχ ζε ιζηνυηενμ ααειυ ζημκ ζπθήκα ηαζ ημκ ιοεθυ ηςκ μζηχκ 

(Lacey et al. 1998). 

Πένα απυ ηδκ ακαδυιδζδ ηςκ μζηχκ, δ πνςηεΐκδ RANKL θαίκεηαζ κα παίγεζ ζδιακηζηυ 

νυθμ ηαζ ζε άθθα ζοζηήιαηα (Δζη. 1.12) υπςξ ημ ακμζμπμζδηζηυ, ηαεχξ ζοιιεηέπεζ ζηδκ 

ςνίιακζδ ηςκ δεκδνζηζηχκ ηοηηάνςκ (Anderson et al. 1997). Δπίζδξ, ηεθεοηαίεξ ένεοκεξ 

οπμδεζηκφμοκ ζοιιεημπή ηδξ πνςηεΐκδξ RANKL ζηδκ ιεηάζηαζδ ημο ηανηίκμο ηαεχξ ηαζ 

ζηδκ ειθάκζζδ ηανηίκμο ημο ιαζημφ ηαζ ημο πνμζηάηδ (Armstrong et al. 2008; Jones et al. 

2006). Σέθμξ, έπεζ απμδεζπεεί αφλδζδ ηδξ πνςηεΐκδξ RANKL ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

εβηοιμζφκδξ, δ μπμία ζοκδοάγεηαζ ιε ηδκ ακάπηολδ ηςκ βαθαηημθυνςκ αδέκςκ (Fata et al. 

2000). 

   

 

 

Δηθόλα 1.12.  Οη βηνινγηθέο δξάζεηο ηνπ RANKL/RANK ζπζηήκαηνο ζηα νζηά θαη ζε εμσζθειεηηθνύο 

ηζηνύο (Boyce & Xing 2007). 

1.5.4 Μεταλλϊξεισ τησ RANKL ςε αςθενεύσ και ζωώκϊ πρϐτυπα 
 

Ζ ηαηακυδζδ ηδξ αζμθμβζηήξ δνάζδξ ηαζ ζδιαζίαξ ηδξ RANKL έβζκε εθζηηή ιέζς ηδξ 

ιεθέηδξ πεζναιαηζηχκ ιμκηέθςκ ζηα μπμία είπε αδνακμπμζδεεί 

ημ RANKL βμκίδζμ. Δζδζηυηενα, απυ 2 ακελάνηδηεξ ιεθέηεξ  ζε RANKL knockout πμκηίηζα  

δζαπζζηχεδηε δ ηνζζζιυηδηα ημο  RANKL ζηδκ δζαδζηαζία ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ ηαεχξ 
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ηα πμκηίηζα ειθάκζγακ έκημκδ μζηεμπέηνςζδ θυβς ιδ ζπδιαηζζιμφ      

μζηεμηθαζηχκ (Kong et al. 1999; Kim et al. 2000a). Μία αηυιδ βεκεηζηή ιεηάθθαλδ 

ζημ RANKL βμκίδζμ, πμο εκημπίζηδηε απυ ηδκ ενεοκδηζηή μιάδα ηδξ Γν. E. Νημφκδ, 

πνμηάθεζε οπμηαηάζηαζδ ημο αιζκμλέμξ ηδξ βθοηίκδξ ζηδκ εέζδ 278 απυ ανβζκίκδ (G278R) 

ιε απμηέθεζια  ηδκ παναβςβή ιζαξ ιδ θεζημονβζηήξ RANKL πνςηεΐκδξ ηαζ ηδκ ειθάκζζδ 

έκημκδξ μζηεμπέηνςζδξ ζηα RANKL
tles/tles

 πμκηίηζα (Douni et al. 2012). Σέθμξ, έπμοκ 

ακαθενεεί ιεηαθθάλεζξ ζημ RANKL βμκίδζμ ηαζ ζε αζεεκείξ ιε μζηεμπέηνςζδ. Σνεζξ 

δζαθμνεηζηέξ ιεηαθθάλεζξ έπμοκ εκημπζζηεί ζε παζδζά ιε αοημζςιζηή οπμθθεζπυιεκδ 

μζηεμπέηνςζδ (ARO) ςζηυζμ δεκ έπεζ ιεθεηδεεί μ ιμνζαηυξ ιδπακζζιυξ ηςκ ιεηαθθάλεςκ 

αοηχκ (Sobacchi et al. 2007).  Οζ ιεθέηεξ αοηέξ δείπκμοκ υηζ μ RANKL είκαζ απαναίηδημξ βζα 

ημκ ζπδιαηζζιυ μζηεμηθαζηχκ, ηαζ δ απμοζία ημο μδδβεί ζε μζηεμπέηνςζδ. 

 

1.5.5 RANKL και Οςτεοανοςολογύα 
 

Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ ζε knockout πμκηίηζα ζηα μπμία έπεζ αδνακμπμζδεεί ημ βμκίδζμ ημο 

RANKL, έδεζλακ υηζ μ RANKL δζαδναιαηίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ πένακ ημο ζηεθεηζημφ 

ζοζηήιαημξ ηαζ ζημ ακμζμπμζδηζηυ απμηεθχκηαξ ηδκ «βέθονα» πμο ζοκδέεζ ηα δφμ 

ζοζηήιαηα ηαζ εβηαεζδνφμκηαξ έηζζ, ημ δζεπζζηδιμκζηυ πεδίμ ένεοκαξ ηδξ Οζηεμακμζμθμβίαξ 

(Lorenzo et al. 2008; Walsh et al. 2006; Takayanagi 2009). 

Ακ ηαζ μ RANKL είπε ανπζηά ακαθενεεί ςξ πανάβμκηαξ επζαίςζδξ ηςκ δεκδνζηζηχκ 

ηοηηάνςκ (Anderson et al. 1997), αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ ηα δεκδνζηζηά ηφηηανα δεκ θάκδηακ 

κα επδνεάγμκηαζ ζε πμκηίηζα ζηα μπμία δεκ εηθνάγεηαζ δ πνςηεΐκδ RANKL. Χζηυζμ, ηα 

πμκηίηζα αοηά πανμοζίαγακ άθθεξ ακμζμθμβζηέξ δοζθεζημονβίεξ υπςξ ιεζςιέκμ ιέβεεμξ 

εφιμο, ζπθδκμιεβαθία,  έθθεζρδ θειθαδέκςκ ηαζ ιζηνυηενα Peyer‟s patches ηαζ εθθεζπή 

παναβςβή ηοηηανμηζκχκ (Kong et al. 1999; Kim et al. 2000a). Αοηά ηα απμηεθέζιαηα, 

ηαζνζάγμοκ ιε ηζξ πμζηίθεξ θεζημονβίεξ ζηζξ μπμίεξ ζοιιεηέπεζ o RANKL ζημ ακμζμπμζδηζηυ 

ζφζηδια. Καηά ηδκ μνβακμβέκεζδ ηςκ θειθαδέκςκ, ιαγί ιε ηδκ θειθμημλίκδ-αα (LTαα), 

νοειίγμοκ ηδκ απμίηζζδ ηςκ πνυδνμιςκ ηοηηάνςκ (D. Kim et al. 2000). Δπίζδξ, μ RANKL 

είκαζ οπεφεοκμξ βζα ηδκ επζθμβή ηςκ εοιμηοηηάνςκ ιέζς ηδξ νφειζζδξ ηςκ επζεδθζαηχκ 

ηοηηάνςκ (D. Kim et al. 2000). Δζδζηυηενα, ζημκ εφιμ είκαζ απαναίηδημξ βζα ηδκ έηθναζδ 

ημο πανάβμκηα AIRE (autoimmune regulator), μ μπμίμξ πνμάβεζ ηδκ ςνίιακζδ ηςκ 

επζεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ημο ιοεθμφ πμο παίγμοκ ηαεμνζζηζηυ νυθμ ζηδκ ακάπηολδ ακμπήξ 

έκακηζ ημο εαοημφ (Hikosaka et al. 2008). Τπάνπμοκ αηυιδ ακαθμνέξ βζα ειπθμηή ημο 

RANKL ζηδκ ανκδηζηή επζθμβή ηςκ Σ-θειθμηοηηάνςκ ηαζ ζηδκ βεκζηυηενδ ακμζμθμβζηή 

ζζμννμπία ημο μνβακζζιμφ (Yao et al. 2009; Gravallese 2002; Firestein 2003). ημ έκηενμ, 
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εκενβμπμζεί ηδκ δδιζμονβία ηςκ ακηζβμκμ-δεζβιαημθδπηζηχκ (antigen-sampling) M ηοηηάνςκ 

ζημ εκηενζηυ επζεήθζμ ηαζ είκαζ απαναίηδημξ βζα ηδκ ςνίιακζδ ηςκ CXCL13- ελανηχιεκςκ 

ηνοπημδμιχκ (cryptopatches) ζε απμιμκςιέκμοξ θειθζημφξ αδέκεξ ζημ ιζηνυ έκηενμ (Knoop 

et al. 2011). 

Πμθθά ηφηηανα ημο ακμζμπμζδηζημφ ζοζηήιαημξ εηθνάγμοκ ημκ RANKL ηαζ ημκ οπμδμπέα 

RANK. Όκηςξ, ανπζηά μ RANKL είπε οπμηθςκμπμζδεεί απυ cDNA T-θειθμηοηηάνςκ ηαζ μ 

οπμδμπέαξ RANK απυ ηα δεκδνζηζηά ηφηηανα. Ο RANKL εηθνάγεηαζ επίζδξ απυ ηα Β ηαζ 

βδΣ ηφηηανα, εκχ μ RANK απυ ιαηνμθάβα ηαζ ιμκμηφηηανα. In vitro πμνήβδζδ 

ακαζοκδοαζιέκδξ RANKL πνςηεΐκδξ αεθηζχκεζ ηδκ πνμζηυθθδζδ ηαζ ηδκ επζαίςζδ ηςκ 

δεκδνζηζηχκ ηοηηάνςκ, ηαεχξ ηαζ ηδκ παναβςβή ηοηηανμηζκχκ, ιε απμηέθεζια κα 

δζεβείνεηαζ δ ακμζμαπυηνζζδ ηςκ Σ-θειθμηοηηάνςκ.  Χζηυζμ, ηυζμ ηα RANKL υζμ ηαζ ηα 

RANK knockout πμκηίηζα (Ashcroft et al. 2003) ειθακίγμοκ θοζζμθμβζημφξ πθδεοζιμφξ ηςκ 

δεκδνζηζηχκ ηοηηάνςκ ημ μπμίμ ίζςξ ελδβείηαζ απυ ηδκ πανμοζία ημο ζδιαημδμηζημφ 

ιδπακζζιμφ CD40L-CD40R πμο ακηζζηαειίγεζ ηδκ απχθεζα ημο ζδιαημδμηζημφ ιμκμπαηζμφ 

ημο RANKL. Πεζναιαηζηή επζαεααίςζδ ηδξ παναπάκς εεςνίαξ πνμέηορε υηακ ζε CD40 

knockout  πμκηίηζα υπμο έβζκε πανειπυδζζδ  ημο RANKL ιε ημκ θοζζηυ ημο οπμδμπέα OPG 

είπε ζακ απμηέθεζια ηδκ ηαηαζημθή ηδξ ακμζμαπυηνζζδξ ηςκ Σ-θειθμηοηηάνςκ φζηενα απυ 

επζιυθοκζδ ιε ζυ (Bachmann et al. 1999). ηα IL-2 knockout πμκηίηζα ηα μπμία έπμοκ υθα ηα 

Σ-ηφηηανα εκενβμπμζδιέκα ηαζ ειθακίγμοκ θθεβιμκχδδ ημθίηζδα, αεθηζχκμκηαζ ηα 

ζοιπηχιαηα φζηενα απυ πμνήβδζδ ημο ακαζημθέα OPG (Ashcroft et al. 2003). Σα 

απμηεθέζιαηα αοηά ηαηαδεζηκφμοκ ημκ ακμζμδζενβεηζηυ νυθμ ημο RANKL. Πανυθα αοηά 

άθθεξ ιεθέηεξ ακαθένμοκ ημκ ακμζμηαηαζηαθηζηυ νυθμ ημο RANKL ηαζ ηδκ ζηακυηδηα κα 

νοειίγεζ ηδκ παναβςβή ηςκ Σ-νοειζζηζηχκ θειθμηοηηάνςκ (T-regulatory) νοειίγμκηαξ ηδκ 

θεζημονβία ηςκ ηοηηάνςκ ημο Langerhans ηαζ ηαηαζηέθθμκηαξ αοημάκμζεξ ακηζδνάζεζξ ζε 

πενζμπέξ υπςξ ημ δένια (Loser et al. 2006). Ζ πμνήβδζδ Fc-RANK ζε δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα 

πμο οπενεηθνάγμοκ ημκ RANKL ηάης απυ ημκ ιεηαβναθζηυ έθεβπμ ημο οπμηζκδηή keratin-

14 (K14) πανειπμδίγεζ ηδκ ακμζμηαηαζηαθηζηή δνάζδ ημο εκζζπφμκηαξ αοημάκμζεξ 

ακηζδνάζεζξ ημο δένιαημξ (inflammatory cutaneous contact hypersensitivity) . 

Δπίζδξ, μ RANKL παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ θοζζμθμβζηή ακάπηολδ ηςκ Β 

θειθμηοηηάνςκ αθμφ ηα RANKL knockout πμκηίηζα ειθακίγμοκ ιεζςιέκμ ανζειυ χνζιςκ Β 

θειθμηοηηάνςκ (Lagasse & Weissman 1997b) εκχ πανμοζζάγμοκ αδοκαιία ζηδκ ιεηάααζδ 

ζηα δζάθμνα ζηάδζα δζαθμνμπμίδζδξ ηςκ Β θειθμηοηηάνςκ (Raggatt & Partridge 2010). 

Παν‟μθα αοηά μ αηνζαήξ ιδπακζζιυξ πμο ειπθέηεζ ημκ RANKL ζηδκ ηοηηανζηή ακάπηολδ 

ηςκ Β θειθμηοηηάνςκ πνήγεζ πεναζηένς δζενεφκδζδξ. 
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Σέθμξ, δ πμνήβδζδ ημο RANKL ζηζξ ημζθίεξ ημο εβηεθάθμο ηυζμ ζε πμκηίηζα υζμ ηαζ ζε 

ανμοναίμοξ έδεζλε υηζ μ RANKL ειπθέηεηαζ ζηα ιμκμπάηζα νφειζζδξ ημο πονεημφ ζημ 

Κεκηνζηυ Νεονζηυ φζηδια, εκχ ανέεδηε υηζ είκαζ οπεφεοκμξ βζα ηδκ νφειζζδ ηδξ 

εενιμηναζίαξ ημο ζχιαημξ ζηζξ βοκαίηεξ ηαηά ηδκ δζάνηεζα ηδξ ςμννδλίαξ (Hanada et al. 

2009). 

 

1.5.6 RANK 
 

Ο οπμδμπέαξ RANK είκαζ ιία δζαιειανακζηή πνςηεΐκδ ηφπμο Η πμο ζημκ άκενςπμ 

ζοκηίεεηαζ απυ 616 αιζκμλζηά ηαηάθμζπα (Anderson et al. 1997). Ζ πνςηεΐκδ RANK 

απμηεθεί ημ θοζζηυ οπμδμπέα ημο RANKL ηαζ εηθνάγεηαζ ζε ηφηηανα ηδξ ζεζνάξ ηςκ 

ιμκμηοηηάνςκ/ιαηνμθάβςκ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ πνυδνμιςκ μζηεμηθαζηχκ, Β ηαζ Σ 

θειθμηφηηανα, δεκδνζηζηά ηφηηανα ηαζ ζκμαθάζηεξ. Ζ ελςηοηηανζηή πενζμπή ηδξ πνςηεΐκδξ 

(αιζκμλέα 30-194) δζαιμνθχκεηαζ απυ ηέζζενζξ ζοκεπυιεκεξ πενζμπέξ πθμφζζεξ ζε ηοζηεΐκεξ 

(cysteine-rich domains – CRDs), πμο είκαζ παναηηδνζζηζηέξ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ TNF 

οπμδμπέςκ (Δζη. 1.13) (Marsters et al. 1992). Όπςξ παναηδνείηαζ ηαζ ζε άθθα ιέθδ ηδξ 

μζημβέκεζαξ αοηήξ, μ οπμδμπέαξ RANK δεκ δζαεέηεζ εκγοιζηή δναζηδνζυηδηα, επμιέκςξ, 

ιεηαθένεζ ηα ζήιαηα ζημ εζςηενζηυ ημο ηοηηάνμο, πνδζζιμπμζχκηαξ άθθεξ πνςηεΐκεξ-

πανάβμκηεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ TNFR οπενμζημβέκεζα (TRAF proteins). 

 

 

 

Δηθόλα 1.13. Απεηθόληζε ηνπ RANK ππνδνρέα. πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ δμιήξ ημο RANK πμο 

πενζθαιαάκεζ ζημ ηαναμλφ ηεθζηυ άηνμ ιία ιεβάθδ ηοηηανμπθαζιαηζηή πενζμπή ηαζ ζημ άιζκμ ηεθζηυ άηνμ ιία 

ελςηοηηανζηή πενζμπή πθμφζζα ζε ηοζηεΐκδ ζηδκ μπμία πνμζδέκεηαζ μ RANKL  (Kearns et al. 2008). 

 

 

Ζ πνςηεΐκδ RANKL ζπδιαηίγεζ έκα εηενμ-ελαιενέξ ζφιπθμημ ιε ημκ οπμδμπέα RANK. 

οβηεηνζιέκα, έκα ιυνζμ οπμδμπέα δεζιεφεηαζ ζηδ ζπζζιή πμο δδιζμονβείηαζ ακάιεζα ζηα 

βεζημκζηά ιμκμιενή ημο ηνζιενμφξ ημο πνμζδέηδ (Δζη. 1.14). Ζ πθεζμρδθία ηςκ αιζκμλέςκ 

πμο παίνκμοκ ιένμξ ζηδκ πνυζδεζδ ημο οπμδμπέα, είκαζ οδνυθζθα. ηδκ ζφκδεζδ ημο 
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οπμδμπέα ζημ ηνζιενέξ, υπςξ ακαιέκεηαζ απυ ηδ θφζδ ηςκ δμιχκ ημο TNF-b–TNFRSF1A 

ηαζ TRAIL-DR5, οπεφεοκμζ είκαζ ηονίςξ μζ επζθακεζαημί ανυβπμζ ηαζ ζοβηεηνζιέκα ζημ 

ζφιπθμημ RANKL-RANK έπμοκ ακαβκςνζζηεί ηνεζξ πενζμπέξ: μ ανυβπμξ ΑΑ‟‟ πμο 

αθθδθεπζδνά ιε ημκ ανυβπμ α2α3, δ πενζμπή ηδξ Ηζηζδίκδξ 224 ημο πνμζδέηδ ηαζ δ πενζμπή 

ηδξ Λεοηίκδξ 89 ημο οπμδμπέα. Οζ πενζμπέξ αοηέξ δζαθμνμπμζμφκηαζ απυ ηα οπυθμζπα γεφβδ 

οπμδμπέα-πνμζδέηδ, οπμδδθχκμκηαξ ηδκ ηνζζζιυηδηά ημοξ βζα ελεζδίηεοζδ ηδξ ζφκδεζδξ 

(Liu et al. 2010). 

 

 

 

Δηθόλα 1.14. Απεηθόληζε ηνπ ζπκπιόθνπ RANKL-RANK κε ηελ κνξθή θνξδέιαο. Σνία ιυνζα οπμδμπέα 

RANK (ζζέθ, ιςα, πνάζζκδ θεπηή ημνδέθα) πνμζδέκμκηαζ ζε έκα ηνζιενέξ πνςηεΐκδξ RANKL (ηαθέ, θειμκή, 

ηοακή παπζά ημνδέθα). Οζ ηυηηζκεξ, ιπθε ηαζ πνάζζκεξ ηεθείεξ οπμδεζηκφμοκ ηα ηνίζζια αιζκμλέα βζα ηδκ 

ζφκδεζδ ημο οπμδμπέα ζημ RANKL ηνζιενέξ (Ta et al., 2010). 

 

1.5.6.1 Εντοπιςμϐσ του υποδοχϋα RANK 

 

Ζ έηθναζδ ημο RANK νοειίγεηαζ απυ ηοηηανμηίκεξ ηαζ αολδηζημφξ πανάβμκηεξ ημο 

ιζηνμπενζαάθθμκημξ ημο μζημφ. οβηεηνζιέκα, μ πανάβμκηαξ TGF-α επάβεζ ηδκ έηθναζδ ημο 

RANK εκχ δ IL-4 ακαζηέθθεζ ηδκ έηθναζή ημο, βεβμκυξ πμο ζοιθςκεί ιε ηδ δνάζδ ηςκ δφμ 

παναβυκηςκ ζηδκ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ μζηεμηθαζηχκ (Yun et al. 2001). Ο οπμδμπέαξ RANK 

εηθνάγεηαζ ζε πνυδνμιμοξ μζηεμηθάζηεξ, ζηα δεκδνζηζηά ηφηηανα (Anderson et al. 1997), 
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ζηα ηφηηανα ημο ιαζηζημφ αδέκα (Fata et al. 2000), ζημκ εφιμ, ζημ ήπαν, ζημ έκηενμ αθθά 

ηαζ ζε ηάπμζεξ ζεζνέξ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ πμο ειπθέημκηαζ ζε ηαημήεεζεξ υπςξ μ ηανηίκμξ 

ημο ιαζημφ (Kim et al. 2006) ηαζ ημο πνμζηάηδ (Chen et al. 2006) ηαεχξ ηαζ ζε ηοηηανζηέξ 

ζεζνέξ ιεθακχιαημξ ζε πμκηίηζα (Jones et al. 2006). Ζ ζφκδεζή ημο ιε ημκ RANKL πνμηαθεί 

ημκ ηνζιενζζιυ ημο πονμδμηχκηαξ ηα ηοηηανζηά ιμκμπάηζα πμο μδδβμφκ ζηδκ έηθναζδ ηςκ 

βμκζδίςκ πμο εοεφκμκηαζ βζα  ηδκ έκανλδ ηδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ. 

 

1.5.6.2 Μεταλλϊξεισ ςτον RANK ςε αςθενεύσ και ζωικϊ πρϐτυπα 

 

Μεηαθθάλεζξ ζημ βμκίδζμ TNFRS11A πμο ηςδζημπμζεί ημκ RANK μδδβμφκ ζε έκα ζπάκζμ 

αοημζςιζηυ επζηναηέξ κυζδια πμο πανμοζζάγεζ ημζκά ζημζπεία ιε ηδκ κυζμ Paget, ηδκ 

Οζημβεκή Γζαζηαθηζηή Οζηευθοζδ (Familial Expansile Osteolysis, FEO) (Whyte & Mumm 

2004). Μεθεηχκηαξ ηδκ κυζμ ακζπκεφεδηε δζπθαζζαζιυξ ιζαξ πενζμπήξ 18 kb ζημ βμκίδζμ 

αοηυ. Υαναηηδνζζηζηά βκςνίζιαηα ηδξ κυζμο είκαζ δ ηαηαζηνμθή ηςκ δμκηζχκ, δ 

πνμμδεοηζηή ελάπθςζδ ηδξ μζηευθοζδξ ιε βεκζηεοιέκμ πυκμ, παναιμνθςηζηά ηαηάβιαηα 

ηαζ αολδιέκμ νοειυ μζηζηήξ ακαηαηαζηεοήξ πμο μθείθεηαζ ζε ζοκεπή εκενβμπμίδζδ ημο 

RANK (Hughes et al. 2000). Ακηίεεηα, έπμοκ εκημπζζηεί ιεηαθθάλεζξ ζημ βμκίδζμ πμο 

ηςδζημπμζεί ημκ RANK οπμδμπέα ζε αζεεκείξ ιε μζηεμπέηνςζδ (Guerrini et al. 2008). 

Σέθμξ, δ αδνακμπμίδζδ ημο βμκζδίμο ημο RANK ζε knockout πμκηίηζα μδδβεί ζε ζμαανή 

μζηεμπέηνςζδ. Σα μζηεμπεηνςηζηά πμκηίηζα παναηηδνίγμκηαζ απυ έθθεζρδ πενζθενζηχκ 

θειθαδέκςκ, εθαηηςιαηζηή ςνίιακζδ ηςκ Β ηαζ Σ θειθμηοηηάνςκ, ίδζα θαζκμηοπζηά 

παναηηδνζζηζηά ιε ηα πμκηίηζα ζηα μπμία έπεζ βίκεζ αδνακμπμίδζδ ημο βμκζδίμο ημο RANKL, 

ιε ηδκ ιυκδ δζαθμνά υηζ πανμοζζάγμοκ θοζζμθμβζηή ακάπηολδ ημο εφιμο αδέκα (Khosla 

2001; Li et al. 2000). 

1.5.7 OPG 
 

Ο οπμδμπέαξ OPG είκαζ έκα άηοπμ ιέθμξ ηδξ TNFR μζημβέκεζαξ, ηαεχξ δεκ δζαεέηεζ 

δζαιειανακζηή πενζμπή ηαζ πανάβεηαζ ιυκμ ςξ εηηνζηζηή πνςηεΐκδ. Ο OPG πανάβεηαζ απυ 

ηφηηανα ημο ζηνχιαημξ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ, μζηεμαθάζηεξ, δεκδνζηζηά, εκδμεδθζαηά 

ηφηηανα, ζκμαθάζηεξ, ιμκμηφηηανα, Β- ηαζ Σ-θειθμηφηηανα ηαζ ιεβαηανομηφηηανα. 

Πενζέπεζ ηέζζενζξ πενζμπέξ πθμφζζεξ ζε ηοζηεΐκεξ ζημ αιζκμ-ηεθζηυ άηνμ, εκχ ζημ ηαναμλο-

ηεθζηυ πενζέπεζ δφμ πενζμπέξ ιε δμιή εακάημο, ηαζ ιία πενζμπή πνυζδεζδξ ηδξ δπανίκδξ (Δζη. 

1.15) πμο πζεακυκ ιεζχκεζ ημ πνυκμ διζγςήξ ημο OPG ιέζς ηδξ πνυζδεζήξ ημο ζηδκ 
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επζθάκεζα ηςκ ηοηηάνςκ. Οζ δμιέξ  εακάημο ηαζ δ πενζμπή πνυζδεζδξ ηδξ δπανίκδξ πζεακυκ 

ζπεηίγμκηαζ ιε ημκ δζιενζζιυ ημο OPG. 

 

 

Δηθόλα 1.15. Απεηθόληζε ηεο δνκήο ηνπ OPG. πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ δμιήξ ημο  OPG πμο πενζθαιαάκεζ 

ημ μδδβυ πεπηίδζμ, ηδκ πθμφζζα ζε ηοζηεΐκδ πενζμπή πνυζδεζδξ ημο RANKL,  ηδ δμιή εακάημο ηαζ ηέθμξ ηδκ 

πενζμπή πνυζδεζδξ δπανίκδξ πμο ζοιιεηέπεζ ζημκ δζιενζζιυ ηδξ OPG (Kearns et al. 2008). 

 

Ζ ακάθοζδ ηδξ δμιήξ ημο ζοιπθυημο RANKL-OPG, οπμδεζηκφεζ πςξ μζ ηέζζενζξ πενζμπέξ 

πθμφζζεξ ζε ηοζηεΐκεξ ημο αιζκμηεθζημφ άηνμο είκαζ οπεφεοκεξ βζα ηδκ ζφκδεζδ ημο 

οπμδμπέα ζημκ RANKL. Ο οπμδμπέαξ OPG ιπμνεί κα ζοκδέεηαζ ζηδκ πνςηεΐκδ RANKL είηε 

ςξ ιμκμιενέξ, είηε ιε ηδκ ιμνθή δζιενμφξ, δ μπμία ακηαβςκίγεηαζ ημκ οπμδμπέα RANK πζμ 

απμηεθεζιαηζηά (Δζη. 1.16). Ζ ενεοκδηζηή μιάδα πμο ακέθοζε ηδ δμιή, πνμηείκεζ πςξ ημ 

δζιενέξ ημο OPG ζπδιαηίγεζ ιία δμιή πμο ιμζάγεζ ιε ≪Τ≫, ιε ηα ηαναμλοηεθζηά άηνα ηςκ 

ιμκμιενχκ, εκςιέκα ηαζ ηα αιζκμηεθζηά ημοξ άηνα εθεφεενα. Ο οπμδμπέαξ πνμζδέκεηαζ ζημ 

ηνζιενέξ ηδξ πνςηεΐκδξ, ηαηαθαιαάκμκηαξ ηζξ δφμ απυ ηδξ ηνεζξ ζπζζιέξ πμο ζπδιαηίγεζ ηάεε 

ιμκμιενέξ ιε ημ βεζημκζηυ ημο. Γζα ηδκ ακαζημθή ηδξ πνυζδεζδξ ημο οπμδμπέα RANK ζημκ 

RANKL, είκαζ απαναίηδημ μ οπμδμπέαξ OPG κα ανίζηεηαζ ιε ηδ ιμνθή δζιενμφξ 

(Schneeweis et al. 2005). 
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Δηθόλα 1.16. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ ζπκπιόθνπ OPG-RANKL κε κνξθή θνξδέιαο. Σμ ηνζιενέξ ηδξ 

πνςηεΐκδξ RANKL (πνάζζκμ) ζοκδεδειέκμ ιε δζιενή ημο οπμδμπέα OPG. ηδκ εζηυκα παναηδνείηαζ ηαζ δ 

παναηηδνζζηζηή  δμιή ≪Τ≫ πμο δζαιμνθχκμοκ ηα δζιενή ημο OPG βζα κα ζοκδεεμφκ ζημ ηνζιενέξ (Luan et 

al., 2012). 

 

1.5.7.1 Εντοπιςμϐσ τησ OPG 

 

ε ηοηηανζηυ επίπεδμ δ μζηεμπνμηεβενίκδ εηηνίκεηαζ ηονίςξ απυ ημοξ πνμ-μζηεμαθάζηεξ/ 

ηφηηανα ημο ζηνχιαημξ, εκχ έπεζ ανεεεί υηζ ηα Β θειθμηφηηανα είκαζ οπεφεοκα βζα ημ 64% 

ηδξ ζοκμθζηήξ παναβςβήξ ηδξ μζηεμπνμηεβενίκδξ απυ ημκ ιοεθυ ηςκ μζηχκ (Yun et al. 

1998). Δπίζδξ, ανέεδηε υηζ εηηνίκεηαζ ηυζμ απυ ηα δεκδνζηζηά ηφηηανα υζμ ηαζ απυ ηα 

εοθαημεζδή δεκδνζηζηά ηφηηανα (Yun et al. 1998), ηα εκδμεδθζαηά ηφηηανα, ηα θεία ιοζηά 

ηφηηανα ηδξ αμνηήξ, ημοξ ζκμαθάζηεξ, ηα δεκδνζηζηά ηφηηανα ηαζ ηζξ θειθζηέξ ηοηηανζηέξ 

ζεζνέξ. ε in vivo ιεθέηεξ έπεζ ακαθενεεί εκημπζζιυξ ηδξ μζηεμπνμηεβενίκδξ ζε ηφηηανα 

μζηεμαθαζηζηήξ πνμέθεοζδξ, αθθά μ εκημπζζιυξ ηδξ ζηδ εειέθζα μοζία ημο μζημφ είκαζ οπυ 

αιθζζαήηδζδ (Nakamura et al. 2002). Σμ mRNA ηδξ μζηεμπνμηεβενίκδξ ακζπκεφεηαζ ζηα 

μζηά, ζημκ ανενζηυ πυκδνμ, ζηδκ αμνηή, ζημ δένια, ζημοξ πκεφιμκεξ, ζηδκ ηανδζά, ζημοξ 

κεθνμφξ, ζημ ήπαν, ζημκ εβηέθαθμ ηαεχξ επίζδξ ζε υνβακα ημο αζιμπμζδηζημφ ηαζ 

ακμζμπμζδηζημφ ζοζηήιαημξ δείπκμκηαξ πμζηίθεξ πζεακέξ δνάζεζξ (Simonet et al. 1997; 

Boyce & Xing 2007). 
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1.5.7.2 Ρϑθμιςη τησ ϋκφραςησ τησ OPG 

 

Ζ έηθναζδ ηδξ μζηεμπνμηεβενίκδξ νοειίγεηαζ ηαηαζηαθηζηά απυ δζεβενηζημφξ πανάβμκηεξ 

ηδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ, υπςξ δ 1,25-(ΟΖ)2 D3, δ πνμζηαβθαδίκδ Δ2 (PGE2), δ 

ζκηενθεοηίκδ-1 (IL-1) ηαζ δ παναεονμεζδήξ μνιυκδ (PTH). Ακηζεέηςξ, ηα μζζηνμβυκα, μ 

αολδηζηυξ πανάβμκηαξ ιεηαζπδιαηζζιμφ (TGF-α1) ηαζ δ μζηζηή ιμνθμβεκεηζηή πνςηεΐκδ 2 

(Bone morphogenetic protein-2) αολάκμοκ ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ μζηεμπνμηεβενίκδξ ζηα 

ηφηηανα ηςκ μζηεμαθαζηχκ. οκεπχξ, δ μζηεμπνμηεβενίκδ θεζημονβεί ςξ θοζζμθμβζηυξ 

νοειζζηήξ ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ ηαηά ηδ δζαδζηαζία ηδξ μζηζηήξ ακαηαηαζηεοήξ 

(Nakamura et al. 2002). 

1.5.7.3  Μεταλλϊξεισ τησ OPG ςε αςθενεύσ και ζωικϊ μοντϋλα 

 

Γζαβμκζδζαηά πμκηίηζα ιε οπενέηθναζδ OPG πανμοζζάγμοκ ζμαανή μζηεμπέηνςζδ ηαζ 

ιεζςιέκμ δείηηδ μζηζηήξ εκαθθαβήξ ζπεηζγυιεκδ ιε ιείςζδ ημο ανζειμφ ηςκ μζηεμηθαζηχκ 

ζηδ ζπμββχδδ ιμίνα ηδξ ιεηάθοζδξ ηςκ μζηχκ (Simonet et al. 1997). Ακηίεεηα, πμκηίηζα ζηα 

μπμία έπεζ αδνακμπμζδεεί ημ βμκίδζμ ηδξ μζηεμπνμηεβενίκδξ (OPG-/-) πανμοζζάγμοκ αανζά 

μζηεμπυνςζδ ιε δζάποηα ηαηάβιαηα θυβς αολδιέκδξ μζηεμηθαζηζηήξ δναζηδνζυηδηαξ ηαζ 

αολδιέκδξ επζαίςζδξ ηςκ μζηεμηθαζηχκ, βεκζηή ιείςζδ ηδξ μθζηήξ μζηζηήξ ποηκυηδηαξ, 

ζηεθεηζηέξ παναιμνθχζεζξ εκχ είκαζ παναηηδνζζηζηή δ αζαεζημπμίδζδ ηδξ αμνηήξ ηαζ ηςκ 

κεθνζηχκ ανηδνζχκ (Bucay et al. 1998; Min et al. 2000), έκαξ θαζκυηοπμξ πμο εοιίγεζ ηδκ 

ιεηειιδκμπαοζζαηή μζηεμπυνςζδ ζημκ άκενςπμ. Ο Whyte ηαζ μζ ζοκενβάηεξ ημο ημ 2002, 

ακαηάθορακ ιεηαθθάλεζξ ζε ακενχπμοξ πμο αθμνμφκ ημ βμκίδζμ TNFRS11B πμο 

ηςδζημπμζεί βζα ηδκ μζηεμπνμηεβενίκδ (OPG). Πνυηεζηαζ βζα ιία μιυγοβδ απαθεζθή ηαζ ηςκ 

δφμ αθθδθυιμνθςκ, εκημπζζιέκδ ζημ πνςιυζςια 8, ιε ζοκέπεζα ηδκ ειθάκζζδ ζμαανήξ 

οπενθςζθαηαζιίαξ ηαζ κυζμ βκςζηή ςξ Νεακζηή Νυζμξ ημο Paget πμο πνμζαάθθεζ ηονίςξ 

παζδζά ιε ηφνζα παναηηδνζζηζηά ημκ βεκζηεοιέκμ πυκμ, αολδιέκμ νοειυ μζηζηήξ 

ακαηαηαζηεοήξ, παναιμνθςηζηά ηαηάβιαηα, απχθεζα δμκηζχκ ηαζ αολδιέκδ εκδζζιυηδηα 

θυβς αφλδζδξ ηςκ επζπέδςκ εθεφεενμο RANKL (Whyte & Mumm 2004). 

 

1.5.7.4 Μηχανιςμϐσ δρϊςησ τησ OPG ςτον οςτικϐ μεταβολιςμϐ 

 

H πνςηεΐκδ OPG είκαζ μ θοζζηυξ ακηαβςκζζηζηυξ οπμδμπέαξ ημο RANKL ηαεχξ ακαζηέθθεζ 

ηδκ δνάζδ ημο ειπμδίγμκηαξ ηδκ πνυζδεζή ημο ζημκ οπμδμπέα  RANK ηαζ επμιέκςξ ηδκ 

μζηεμηθαζημβέκεζδ. Όπςξ θαίκεηαζ ηαζ απυ ημ υκμια ηδξ αζηεί ιε ημκ ηνυπμ αοηυ 
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πνμζηαηεοηζηή δνάζδ ζηα μζηά. Ζ μζηεμπνμηεβενίκδ θεζημονβεί ςξ εηηνζκυιεκμξ 

ακαζημθέαξ ημο RANK ζδιαημδμηζημφ ιμκμπαηζμφ ιέζς πνυζδεζδξ ηδξ ζημκ πανάβμκηα 

RANKL, ακαζηέθθμκηαξ ζοκαβςκζζηζηά ηδκ αθθδθεπίδναζδ ημο ζοζηήιαημξ 

RANKL/RANK (Δζη. 1.17) ζημοξ μζηεμηθάζηεξ ηαζ ζηζξ πνυδνμιεξ ιμνθέξ ημοξ (Min et al. 

2000). 

 

 

Δηθόλα 1.17. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ κεραληζκνύ δξάζεο ησλ OPG, RANKL θαη RANK (Kearns et al. 

2008). 

 

Ζ in vivo πμνήβδζδ OPG πνμηαθεί αφλδζδ ηδξ μζηζηήξ ποηκυηδηαξ ηαζ ημο μζηζημφ υβημο 

ηαζ ηαοηυπνμκδ ιείςζδ ημο ανζειμφ ηςκ εκενβχκ μζηεμηθαζηχκ (Yun et al. 2001). Ζ 

πνμζεήηδ OPG ζε ηαθθζένβεζεξ μζηεμηθαζηχκ ακαζηέθθεζ ηδ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ 

πνυδνμιςκ μζηεμηθαζηχκ ζε χνζιμοξ πμθοπφνδκμοξ μζηεμηθάζηεξ (Yun et al. 2001). 

Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έπμοκ απμδείλεζ υηζ δ OPG πνμθαιαάκεζ απμηεθεζιαηζηά ηδκ μζηευθοζδ 

ζε έκα πεζναιαηζηυ πνυηοπμ ηαημήεμοξ οπεναζαεζηζαζιίαξ (Nakamura et al. 2002) ηαζ 

πανάθθδθα δζαπζζηχεδηε υηζ δ πμνήβδζδ ηδξ OPG ζε ιεηειιδκμπαοζζαηέξ βοκαίηεξ έπεζ 

πνμηαθέζεζ ζζπονή ακαζημθή ηδξ μζηζηήξ απχθεζαξ (Bekker et al. 2001a). Χζηυζμ, δεκ 

εκδείηκοηαζ πθέμκ δ πμνήβδζδ ηδξ OPG ζε αζεεκείξ βζα πνμκζηυ δζάζηδια ιεβαθφηενμ ηςκ 6 

ιδκχκ θυβς ημο ζφκημιμο πνυκμο διίζεζαξ γςήξ ηδξ ζηδκ ηοηθμθμνία ημο αίιαημξ 

(Kostenuik 2005). Δπζπθέμκ, δ ζοββέκεζα ζφκδεζδξ πμο πανμοζζάγεζ ιε ημκ πνμζδέηδ 

TRAIL, πμο επίζδξ ακήηεζ ζηδκ οπενμζημβέκεζα ημο TNF, ηαεζζηά ηδκ OPG ςξ ιζα ιδ 

πνμηεζκυιεκδ εεναπεοηζηή ακηζιεηχπζζδ ηδξ μζηεμπυνςζδξ αθμφ ιπμνεί κα ειπθέηεηαζ ζε 

ιδπακζζιμφξ ηανηζκμβέκεζδξ. Αοηυ μθείθεηαζ ζημ βεβμκυξ υηζ πανειπμδίγεζ ηδκ δνάζδ ημο 
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TRAIL πμο απμηεθεί ζδιακηζηή ηοηηανμηίκδ βζα ηδκ επαβςβή απυπηςζδξ ζε ηανηζκζηά 

ηφηηανα (Wiley et al. 1995; Emery et al. 1998). 

 

1.5.8 Κυτταρικϐ μονοπϊτι ςηματοδϐτηςησ του RANKL 
 

Γκςνίγμκηαξ πςξ δ δέζιεοζδ ηδξ πνςηεΐκδξ RANKL ζημκ οπμδμπέα RANK είκαζ 

απαναίηδηδ βζα ημκ ζπδιαηζζιυ μζηεμηθαζηχκ, έπεζ βίκεζ ιεβάθδ πνμζπάεεζα χζηε κα 

ακαβκςνζζεμφκ ηα ιμκμπάηζα ζδιαημδυηδζδξ πμο εκενβμπμζμφκηαζ (Δζη. 1.18). Σμ ανπζηυ 

αήια ηδξ ζδιαημδυηδζδξ είκαζ δ δέζιεοζδ πνςηεσκχκ ηδξ μζημβέκεζαξ TRAF (TNF receptor 

associated factor) ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή πενζμπή ημο RANK. Οζ πνςηεΐκεξ TRAF2, 

TRAF5 ηαζ TRAF6 έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα δεζιεφμκηαζ ζηδκ RANK πνςηεΐκδ, υιςξ ιυκμ δ 

TRAF6 θαίκεηαζ κα ιεηέπεζ ζηδ δζαδζηαζία ηδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ, ηαεχξ ιυκμ ηα TRAF6 

knockout πμκηίηζα ειθακίγμοκ μζηεμπέηνςζδ. Σμοθάπζζημκ εθηά ιμκμπάηζα ζδιαημδυηδζδξ 

εκενβμπμζμφκηαζ απυ ηδκ πνςηεΐκδ RANKL, ηα ηέζζενα εκενβμπμζμφκ άιεζα ηδκ δδιζμονβία 

μζηεμηθαζηχκ (NF-ηB, c-Jun αιζκμηεθζηή ηζκάζδ, c-Myc ηαζ NFATc1) ηαζ ηα άθθα ηνία ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηαζ επζαίςζδ αοηχκ ( src ηζκάζδ, MAPKs ηζκάζεξ ηαζ ηζκάζεξ πμο ζπεηίγμκηαζ 

ιε ελςηοηηανζηή ζδιαημδυηδζδ). Δηηυξ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ TRAF μζ μπμίεξ έπμοκ ιεθεηδεεί 

δζελμδζηά βζα ηδκ δνάζδ ημοξ ζηδκ μζηεμηθαζημβέκεζδ, πνυζθαηεξ ένεοκεξ οπμδεζηκφμοκ 

πςξ μ ηφνζμξ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ πμο ειπθέηεηαζ ζηδ δζαδζηαζία ζπδιαηζζιμφ 

μζηεμηθαζηχκ είκαζ μ NFATc1 (Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1), (Δζηυκα 

1.18). Ο ζδζαίηενμξ νυθμξ ημο NFATc1 ζηδκ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ βζα ηδκ δδιζμονβία ηςκ 

μζηεμηθαζηχκ, παναηδνήεδηε βζα πνχηδ θμνά ζε πμκηίηζα ζηα μπμία είπακ δζαβναθεί 

βεκεηζηά μζ οπμιμκάδεξ p50 ηαζ p52 ηδξ πνςηεΐκδξ NF-ηΒ ηαζ ημ μβημβμκίδζμ c-Fos 

(Karsenty & Wagner 2002). Πνμζπάεεζεξ βζα δζάζςζδ ημο θαζκμηφπμο απέδεζλακ πςξ 

ελςβεκήξ πμνήβδζδ NFATc1 αζιμπμζδηζηχκ αθαζηζηχκ ηοηηάνςκ ζηα γχα αοηά, μδήβδζε 

ζηδκ δδιζμονβία μζηεμηθαζηχκ (Takayanagi et al. 2002). Δπζπθέμκ, οπενέηθναζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ ζηα ζοβηεηνζιέκα γχα απυ ιία ζοκεπχξ εκενβή ιμνθή ηδξ NFATc1 επάβεζ ηδκ 

δδιζμονβία μζηεμηθαζηχκ απυ ηδκ πνςηεΐκδ M-CSF, αηυια ηαζ απμοζία ηδξ πνςηεΐκδξ 

RANKL (Yao Z, Matsuo K, Nishimura R, Xing L 2005), οπμδδθχκμκηαξ πςξ ανίζηεηαζ 

παναηάης απυ ηζξ πνςηεΐκεξ NF-ηΒ ηαζ ημ μβημβμκίδζμ c-Fos ζημ ιμκμπάηζ ζδιαημδυηδζδξ. 

Ζ πνςηεΐκδ NFATc1 εκενβμπμζείηαζ απυ ηδκ απμθςζθμνοθίςζδ ηδξ αζαεζηζμ-ελανηχιεκδξ 

πνςηεΐκδξ ηαθζζκεονίκδ. Ζ ηοηθμζπμνίκδ Α, έκαξ ακαζημθέαξ ηδξ ηαθζζκεονίκδξ, ειπμδίγεζ 

ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ NFATc1 πνδζζιμπμζήεδηε ςξ ακμζμηαηαζηαθηζηυ ζε αζεεκείξ υιςξ 

παναηδνήεδηε απχθεζα μζηζηήξ ιάγαξ (Thiébaud et al. 1996). Μία πζεακή ελήβδζδ βζα ημ 

απμηέθεζια αοηυ είκαζ δ NFATc1 κα νοειίγεζ εεηζηά ηδκ έηθναζδ ηδξ μζηενίλδξ (osterix), 
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ιίαξ πνςηεΐκδξ πμο νοειίγεζ ηδκ θεζημονβία ηςκ μζηεμαθαζηχκ (Nakashima et al. 2002), ηαζ 

ημ ζοκδοαζιέκμ απμηέθεζια ηςκ δφμ θεζημονβζχκ είκαζ ιεζςιέκμξ ζπδιαηζζιυξ μζημφ ηαζ 

μζηεμπυνςζδ (Koga et al. 2005). 

 

 

 

Δηθόλα 1.18. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνπ RANKL/RANK πνπ εκπιέθεηαη ζηελ 

δηαθνξνπνίεζε ησλ νζηενθιαζηώλ (Nakashima & Takayanagi 2011). 

1.6 RANKL θαη Παζήζεηο ησλ Οζηώλ 

 

Ζ νεοιαημεζδήξ ανενίηζδα είκαζ ιζα πνυκζα ζοζηδιαηζηή θθεβιμκχδδξ κυζμξ πμο 

παναηηδνίγεηαζ απυ οπενπθαζία ημο ανενζημφ οιέκα μδδβχκηαξ ζε πνμμδεοηζηή ηαηαζηνμθή 

ηδξ άνενςζδξ (Okamoto & Takayanagi 2011; Schett 2007). Οζ ζκμαθάζηεξ ημο ανενζημφ 

οιέκα ζε αζεεκείξ ιε νεοιαημεζδή ανενίηζδα πανάβμοκ πθήεμξ πνμθθεβιμκςδχκ 

ηοηηανμηζκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ ηαηαζηνμθή ημο ανενζημφ πυκδνμο ηαζ ημο μζημφ υπςξ 

είκαζ δ IL-1, IL-6, IL-11, IL-17 ηαζ μ TNF (Firestein 2003). Σα εκενβμπμζδιέκα Σ 

θειθμηφηηανα υπςξ ηαζ μζ ζκμαθάζηεξ ημο ανενζημφ οιέκα απμηεθμφκ ηζξ ηφνζεξ πδβέξ 

παναβςβήξ ημο RANKL πμο είκαζ οπεφεοκμξ βζα ηδκ αολδιέκδ μζηζηή απμννυθδζδ ζηζξ 

ανενχζεζξ αζεεκχκ ιε νεοιαημεζδή ανενίηζδα. Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ δ μζηζηή 

ηαηαζηνμθή πμο παναηδνείηαζ ζηζξ ανενχζεζξ αοηχκ ηςκ αζεεκχκ  μθείθεηαζ ηαηά ηφνζμ 

θυβμ ζηδκ πανμοζία εκυξ οπμπθδεοζιμφ ηςκ Σ θειθμηοηηάνςκ ημκ θεβυιεκμ Σh17, πμο 
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ειπθέηεηαζ ζηδκ παεμβέκεζδ πμθθχκ θθεβιμκςδχκ αζεεκεζχκ (Sato et al. 2006). Σα Th17 

θειθμηφηηανα είκαζ οπεφεοκα βζα ηδκ αολδιέκδ μζηεμηθαζηζηή δναζηδνζυηδηα ζηζξ 

ανενχζεζξ αζεεκχκ ιε νεοιαημεζδή ανενίηζδα ηαεχξ ανέεδηε υηζ έπμοκ ιεβαθφηενδ 

έηθναζδ ημο RANKL ζε ζφβηνζζδ ιε ηζξ οπμμιάδεξ Σh1 ηαζ Th2 ηςκ Σ θειθμηοηηάνςκ 

(Nakashima & Takayanagi 2008; Takayanagi 2007). Γζα ημ θυβμ αοηυ ηα Th17 ηφηηανα 

εεςνμφκηαζ ζδιακηζηυξ εεναπεοηζηυξ ζηυπμξ βζα ηδκ πανειπυδζζδ ηδξ μζηζηήξ ηαηαζηνμθήξ 

ζημοξ αζεεκείξ ιε νεοιαημεζδή ανενίηζδα.  

Ζ μζηζηή κυζμξ ημο Paget ή παναιμνθςηζηή μζηεΐηζδα, πνμζαάθθεζ έκα ή πενζζζυηενα μζηά 

ηαζ παναηηδνίγεηαζ απυ ηδκ ακελέθεβηηδ αφλδζδ ηδξ δναζηδνζυηδηαξ ηςκ μζηεμηθαζηχκ ηαζ 

ηςκ μζηεμαθαζηχκ ιε επαηυθμοεμ ηδκ απμδζμνβάκςζδ ηδξ ανπζηεηημκζηήξ ημο μζημφ. Ζ 

κυζμξ ιεηααζαάγεηαζ ιε αοημζςιζηυ επζηναηέξ ηνυπμ ηθδνμκμιζηυηδηαξ. Οζ αζεεκείξ θένμοκ 

ιεηαθθάλεζξ ζηα βμκίδζα πμο ηςδζημπμζμφκ ηζξ πνςηεΐκεξ RANK, OPG ηαζ SQSTM1, ιία 

πνςηεΐκδ πμο ειπθέηεηαζ ζηδκ εκενβμπμίδζδ ημο RANKL-RANK ιμκμπαηζμφ (Whyte 2006; 

Roodman 2010). Δπίζδξ, αολδιέκα επίπεδα RANKL ζοκακηχκηαζ ζηδκ μζηεμπυνςζδ εκχ 

θεζημονβζηέξ ιεηαθθάλεζξ ζημ RANKL βμκίδζμ έπμοκ εκημπζζηεί ζε αζεεκείξ ιε 

μζηεμπέηνςζδ.  

 

1.7 Οζηενπέηξσζε  
 

Ο υνμξ μζηεμπέηνςζδ ακαθένεηαζ ζε ιία ιεβάθδ πμζηζθία ηθδνμκμιζηχκ κμζδιάηςκ ηςκ 

μζηχκ πμο παναηηδνίγμκηαζ απυ αδοκαιία απμννυθδζδξ ημο μζηίηδ ζζημφ απυ ημοξ 

μζηεμηθάζηεξ, δ μπμία μδδβεί ζε ελαζεέκζζδ ηδξ μζηζηήξ δυιδζδξ ηαζ ακαηαηαζηεοήξ. Ζ 

αολδιέκδ μζηζηή ιάγα πμο παναηδνείηαζ ζε αοηέξ ηζξ αζεέκεζεξ παναηηδνίγεηαζ απυ δζάθμνα 

θαζκμηοπζηά ζημζπεία υπςξ ιαηνμηεθαθία, ηνμπμπμζήζεζξ ζηδκ ηνακζμπνμζςπζηή 

ιμνθμθμβία αθθά έπεζ επζδνάζεζξ ηαζ ζε άθθα υνβακα ηαζ ζζημφξ υπςξ ημ ιοεθυ ηςκ μζηχκ 

ηαζ ημ κεονζηυ ζφζηδια. Άθθα ηθζκζηά ζοιπηχιαηα είκαζ υπςξ απχθεζα υναζδξ ηαζ αημήξ, 

αδοκαιία έηθοζδξ ηςκ δμκηζχκ ηαζ πζεακυηδηα ακάπηολδξ οπαζαεζηζαζιίαξ. Ζ 

μζηεμπέηνςζδ παναηηδνίγεηαζ απυ πενζμνζζιέκδ ή ηαεμθζηή απχθεζα ηδξ εκενβυηδηαξ ηςκ 

μζηεμηθαζηχκ εκχ ιέπνζ ηχνα βεκεηζηά έπμοκ εκημπζζηεί ιεηαθθάλεζξ δζάθμνςκ βμκζδίςκ 

(TCIRG1,  CLCN7, OSTM1, PLEKHM1, CAII, IKBKG, Kindlin-3, CalDAG-GEF1, CTSK, 

LEMD3,  RANKL, RANK) πμο ζοζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ μζηεμπέηνςζδ ζημοξ ακενχπμοξ. 

(Stark & Savarirayan 2009). 
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1.7.1 RANKL-εμαξηώκελε Οζηενπέηξσζε ζε αζζελείο (ARO) 
 

Λυβς ηδξ ζοιιεημπήξ ηςκ μζηεμηθαζηχκ ζηδκ εηδήθςζδ ηςκ αζεεκεζχκ αοηχκ, ζε ιία 

πνυζθαηδ ένεοκα ζε παζδζά πμο πάζπμοκ απυ αοημζςιζηή οπμθεζπυιεκδ μζηεμπέηνςζδ, 

ιεθεηήεδηε δ θεζημονβία ηδξ πνςηεΐκδξ RANKL. Σα απμηεθέζιαηα θακενχκμοκ ηδκ φπανλδ 

ιίαξ ιεβάθδξ πμζηζθίαξ ιεηαθθάλεςκ ζηδκ ελςηοηηανζηή πενζμπή ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ, 

πμο μδδβμφκ ζε απχθεζα ηδξ θεζημονβίαξ ηδξ (Lo Iacono et al. 2013). Ζ Sobacchi ηαζ μζ 

ζοκενβάηεξ ηδξ βζα πνχηδ θμνά ακαβκχνζζακ ιεηαθθάλεζξ ζημ βμκίδμ RANKL ηαζ πζμ 

ζοβηεηνζιέκα εκηυπζζακ 3 δζαθμνεηζηέξ ιεηαθθάλεζξ ζημ βμκίδζμ RANKL ζε παζδζά ιε 

αοημζςιζηή οπμθεζπυιεκδ μζηεμπέηνςζδ (ARO): M199K (αιζκμλζηή οπμηαηάζηαζδ ζε ιζα 

ορδθά ζοκηδνδιέκδ πενζμπή), del145-177AA (πνμηαθεί απμιάηνοκζδ ηδξ Α α-αθοζίδαξ ηαζ 

ηδξ ιζζήξ ΑΑ‟ θμφπαξ ιε απμηέθεζια ηδκ ιδ πνυζδεζδ ζημκ οπμδμπέα RANK)  ηαζ 

V277WfX5 (απχθεζα ηδξ F αθοζίδαξ, δ μπμία είκαζ ζδιακηζηή βζα ημκ ηνζιενζζιυ ηδξ 

RANKL) (Sobacchi et al. 2007). Χζηυζμ, δεκ έπεζ πναβιαημπμζδεεί μ αζμπδιζηυξ ηαζ 

θεζημονβζηυξ παναηηδνζζιυξ ηςκ ιεηαθθάλεςκ ημο RANKL ζε αζεεκείξ ιε ARO. Πμθφ 

πζεακυκ μζ ιεηαθθάλεζξ αοηέξ μδδβμφκ ζηδκ παναβςβή ιδ θεζημονβζηήξ RANKL πνςηεΐκδξ 

ιε αδοκαιία πνυζδεζδξ ζημκ οπμδμπέα RANK ηαζ ηεθζηχξ ζηδκ ιδ δζαθμνμπμίδζδ 

πνυδνμιςκ ηοηηάνςκ ζε χνζιμοξ μζηεμηθάζηεξ. 

 

1.7.2 Πεηξακαηηθά Μνληέια RANKL-εμαξηώκελεο Οζηενπέηξσζεο  
 

ημ πεδίμ ηδξ ένεοκαξ  ιέπνζ ζήιενα 3 είκαζ ηα πεζναιαηζηά ιμκηέθα RANKL-ελανηχιεκδξ 

μζηεμπέηνςζδξ. Σμ δφμ πνχηα ιμκηέθα πνυηεζηαζ βζα knockout πμκηίηζα ζηα μπμία 

αδνακμπμζήεδηε ημ Rankl βμκίδζμ (RANKL
-/-

) ιε βμκζδζαηή ζηυπεοζδ (Kong et al. 1999; Kim 

et al. 2000a). Σα RANKL
-/-

 πμκηίηζα δεκ πανάβμοκ ηδκ πνςηεΐκδ RANKL, πανμοζζάγμοκ 

έκημκδ ιμνθή μζηεμπέηνςζδξ ιε πθήνδ απμοζία μζηεμηθαζηχκ, αολδιέκδ μζηζηή ιάγα ηαζ 

ποηκυηδηα ηαζ αδοκαιία έηθοζδξ ηςκ δμκηζχκ (Δζη.1.19). Δπζπθέμκ ηα RANKL
-/-

 πμκηίηζα 

ειθακίγμοκ πθήνδ αδοκαιία ζπδιαηζζιμφ θειθαδέκςκ ηαζ επζπθμηέξ ζηδκ δζαθμνμπμίδζδ 

ηςκ Σ ηαζ Β θειθμηοηηάνςκ (D. Kim et al. 2000). 
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Δηθόλα 1.19. Απεηθόληζε νζηενπεηξσηηθώλ RANKL
-/- 

πνληηθώλ. (A) Ηζημθμβζηή ακάθοζδ ηςκ ιαηνχκ 

μζηχκ υπμο εκημπίγεηαζ αολδιέκδ μζηζηή ιάγα ζηδκ ημζθυηδηα ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ ζηα RANKL
-/-

 πμκηίηζα. 

(Β) Αδοκαιία έηθοζδξ ηςκ δμκηζχκ ζηα RANKL
-/-

 πμκηίηζα (δελί πμκηίηζ)  (Kong et al. 1999). 

 

Σμ ηνίημ ιμκηέθμ μζηεμπέηνςζδξ, πμο δδιζμονβήεδηε απυ ηδκ ενεοκδηζηή ιαξ μιάδα ιε 

ηοπαία πδιζηή ιεηαθθαλμβέκεζδ ιε αζεοθκζηνμγμονία (ENU), μθείθεηαζ ζε ιία ζδιεζαηή 

ιεηάθθαλδ ζημ βμκίδζμ Rankl πμο μδδβεί ζε οπμηαηάζηαζδ ημο αιζκμλέμξ ηδξ βθοηίκδξ ζηδκ 

εέζδ 278 απυ ανβζκίκδ (G278R). Σα RANKL
tles/tles

 πμκηίηζα ειθακίγμοκ έκημκδ ιμνθή 

μζηεμπέηνςζδξ υιμζα ιε ηα RANKL
-/-

 πμκηίηζα, ιε απμοζία ζπδιαηζζιμφ μζηεμηθαζηχκ, 

αολδιέκδ μζηζηή ιάγα ζηδκ ημζθυηδηα ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ ηαζ απχθεζα έηθοζδξ ηςκ 

δμκηζχκ (Douni et al. 2012) (Δζη. 1.20). Δπζπθέμκ, ηα RANKL
tles/tles

 πμκηίηζα παναηηδνίγμκηαζ 

απυ πνυςνδ εκδζζιυηδηα, οπμπθαζία ημο εφιμο, εοιεβέεδ ζπθήκα ηαζ απμοζία θειθαδέκςκ. 

Όθα ηα παναπάκς θαζκμηοπζηά εονήιαηα ένπμκηαζ ζε πθήνδ ζοιθςκία ιε εηείκα πμο 

ακαθένεδηακ ζηα RANKL
-/-

 πμκηίηζα ηαηά ημ πανεθευκ ηαζ RANKL
tles/tles

 πμκηίηζα 

απμηεθμφκ ηα ιμκαδζηά ιμκηέθα RANKL-ελανηχιεκδξ μζηεμπέηνςζδξ πμο μθείθεηαζ ζε 

ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ. 
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Δηθόλα 1.20. Σα RANKL
tles/tles

 πνληίθηα εκθαλίδνπλ έληνλε νζηενπέηξσζε. (Α) Δζηυκεξ απυ ηδκ πενζμπή ηδξ 

ηκήιδξ πμο θαίκεηαζ παναηηδνζζηζηά δ μζηεμπμίδζδ ζηδκ πενζμπή ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ (πνχζδ von Kossa). 

(Β) Απμοζία μζηεμηθαζηχκ ζηδκ πενζμπή ημο ζζπίμο ζηα RANKL
tles/tles

 πμκηίηζα (πνχζδ TRAP). (C) 

Σνζζδζάζηαηεξ εζηυκεξ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ ημο ιδνζαίμο ιεηαλφ WT, RANKL
-

/-
 ηαζ RANKL

tles/tles
 ιε ιζηνμημιμβναθία ορδθήξ ακάθοζδξ (Douni et al. 2012). 

 

 

1.7.3 Θεξαπεπηηθή πξνζέγγηζε θαηα ηεο RANKL-εμαξηώκελεο 

Οζηενπέηξσζεο (ARO) 
 

Απυ ηδκ ζηζβιή πμο ηαηακμήεδηε δ ζδιαζία ημο RANKL ςξ ηεκηνζημφ νοειζζηή ηδξ 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ, πμθθέξ πεζναιαηζηέξ πνμζεββίζεζξ αημθμφεδζακ ιεθεηχκηαξ ηζξ 

επζδνάζεζξ πμο έπεζ δ ελςβεκήξ πμνήβδζδ ηδξ εηηνζηζηήξ ιμνθήξ ημο RANKL  ζηδκ δμιή 

ηαζ ημκ ιεηααμθζζιυ ηςκ μζηχκ ζε πεζναιαηζηά ιμκηέθα πμκηζηχκ ηαζ ανμοναίςκ (Lacey et 

al. 1998; Lloyd et al. 2008; Tomimori et al. 2009; Yuan et al. 2008). Ζ εηηνζηζηή ιμνθή ημο 

RANKL πνμηαθεί ζδιακηζηή ιείςζδ ηδξ μζηζηήξ ιάγαξ ηαζ ηδξ μζηζηήξ ποηκυηδηαξ ζε 

πμκηίηζα ηαζ ανμοναίμοξ άβνζμο ηφπμο υηακ πμνδβείηαζ οπμδυνζα ή εκδμθθέαζα βζα δζάζηδια 

7 διενχκ πνμηαθχκηαξ ηαοηυπνμκα αφλδζδ ημο ανζειμφ ηςκ μζηεμηθαζηχκ. Με αάζδ ηα in 

vivo δεδμιέκα ηαζ παναηδνήζεζξ βίκεηαζ ηαηακμδηυ υηζ ιία θανιαηεοηζηή πνμζέββζζδ βζα 

ηδκ εεναπεία αζεεκχκ ιε RANKL-ελανηχιεκδ μζηεμπέηνςζδ εα ιπμνμφζε κα είκαζ δ 

πμνήβδζδ ακαζοκδοαζιέκδξ RANKL πνςηεΐκδξ. ε πνμηθζκζηυ επίπεδμ, έβζκε πμνήβδζδ 

ακαζοκδοαζιέκμο RANKL ζε RANKL
-/-

 πμκηίηζα ηάεε 2 διένεξ βζα ζοκμθζηυ δζάζηδια 
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εκυξ ιήκα. Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ πθήνδ δζάζςζδ ημο θαζκμηφπμο ηςκ μζηχκ, αφλδζδ 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ ηαζ ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ. Σαοηυπνμκα παναηδνείηαζ επακαθμνά 

ηαζ ηδξ αζιμπμζδηζηήξ θεζημονβίαξ ζημ ιοεθυ ηςκ μζηχκ ηαζ αεθηίςζδ ηδξ δμιήξ ημο  ζπθήκα 

ηαζ ημο εφιμο (Lo Iacono et al. 2013). Δπζπθέμκ, ζηα μζηεμπεηνςηζηά RANKL
tles/tles

 

πμκηίηζα, δ οπμδυνζα πμνήβδζδ ακαζοκδοαζιέκδξ GST-RANKL πνςηεΐκδξ βζα 2 εαδμιάδεξ, 

πνμηαθεί ζπδιαηζζιυ TRAP
+
 μζηεμηθαζηχκ ζημ ζπμββχδεξ ηαζ θθμζχδεξ μζηυ (Δζη. 1.21) 

(Douni et al. 2012).  

Οζ πνμηθζκζηέξ ιεθέηεξ ζε RANKL
-/-

 ηαζ RANKL
tles/tles

 πμκηίηζα ηαηέδεζλακ ηδκ ζδιαζία ηαζ 

ηδκ ζπμοδαζυηδηα ιζαξ εεναπεοηζηήξ πνμζέββζζδξ πνδζζιμπμζχκηαξ ακαζοκδοαζιέκδ 

RANKL πνςηεΐκδ βζα ηδκ εεναπεία ηδξ RANKL ελανηχιεκδξ-μζηεμπέηνςζδξ ζε ΑRΟ 

αζεεκείξ. Χζηυζμ, ιέπνζ ηχνα δεκ έπμοκ πναβιαημπμζδεεί ηθζκζηέξ δμηζιέξ ζε αζεεκείξ ιε 

RANKL ελανηχιεκδ-μζηεμπέηνςζδ εκχ απαζηείηαζ δζενεφκδζδ βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ 

πζεακχκ ημλζημθμβζηχκ επζδνάζεςκ ηδξ πμνήβδζδξ RANKL ζε μζηεμπεηνςηζημφξ αζεεκείξ.  

 

 

 

Δηθόλα 1.21. Υνξήγεζε αλαζπλδπαζκέλεο RANKL πξσηεΐλεο ζηα RANKL
tles/tles

 πνληίθηα νδήγεζε ζε 

ζρεκαηηζκό νζηενθιαζηώλ ζηελ πεξηνρή ηνπ ζπνγγώδνπο νζηνύ (ρξώζε TRAP) (Douni et al. 2012).  

 

1.8 Οζηενπόξσζε 
 

Ζ μζηεμπυνςζδ ςξ κυζμξ ηςκ μζηχκ πενζβνάθδηε ζηζξ ανπέξ ημο 19
μο

 αζχκα απυ έκακ 

δζαηεηνζιέκμ Άββθμ πεζνμονβυ ημκ Sir Astley Cooper, μ μπμίμξ επζζήιακε υηζ δ θέπηοκζδ ηαζ 

δ ιαθαηυηδηα πμο απμηημφκ ηα μζηά ιε ημ πέναξ ηδξ δθζηίαξ εοκμμφκ ηδκ πνυηθδζδ 

ηαηαβιάηςκ (Rosen 2005). Σμ 1940, μ Αιενζηακυξ εκδμηνζκμθυβμξ Fuller Albright 

πενζέβναρε ηδκ ιεηειιδκμπαοζζαηή μζηεμπυνςζδ ηαζ δζαηφπςζε ηδκ άπμρδ υηζ είκαζ ημ 

απμηέθεζια ελαζεέκδζδξ ηδξ μζηζηήξ παναβςβήξ θυβς ηδκ έθθεζρδξ μζζηνμβυκςκ (Riggs et 

al. 1982). Χξ ζοκέπεζα, πνμηάεδηε δ εεςνία υηζ οπάνπμοκ δφμ ηφπμζ  μζηεμπυνςζδξ, δ 

ζπεηζγυιεκδ ιε ηδκ έθθεζρδ μζζηνμβυκςκ ηαηά ηδκ ειιδκυπαοζδ (μζηεμπυνςζδ ηφπμο Η) ηαζ 
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δ ζπεηζγυιεκδ ιε ηδκ έθθεζρδ αζαεζηίμο ηαζ βήνακζδξ ημο ζηεθεημφ (μζηεμπυνςζδ ηφπμο 

ΗΗ). 

Ζ μζηεμπυνςζδ ζοπκά δεκ δζαβκχζηεηαζ ηαζ δεκ εεναπεφεηαζ, ηονίςξ θυβς ηδξ έθθεζρδξ 

ζοιπηςιάηςκ. Γζα ημκ θυβμ αοηυ παναηηδνίγεηαζ ςξ «ζζςπδθή επζδδιία» ηαεχξ απυ αοηή 

πάζπεζ υπζ ιυκμ δ πθεζμρδθία ηςκ βοκαζηχκ ιεηά ηδκ ειιδκυπαοζδ, αθθά ηαζ 1 ζημοξ 8 

άκδνεξ. Δίκαζ ιία αζεέκεζα πμο παναηηδνίγεηαζ απυ ζηαδζαηή ιείςζδ ηδξ ποηκυηδηαξ ηαζ ηδξ 

πμζυηδηαξ ηςκ μζηχκ δ μπμία έπεζ ςξ απμηέθεζια ηα μζηά κα βίκμκηαζ πζμ θεπηά ηαζ 

εφεναοζηα ιε αφλδζδ ημο ηίκδοκμο ηαηάβιαημξ (Albright et al. 1941). Πνυηεζηαζ βζα ιία 

δζαδεδμιέκδ αζεέκεζα αολδιέκδξ κμζδνυηδηαξ ηαζ εκδζζιυηδηαξ (Johnell et al. 2004). Σα πζμ 

ζοκδεζζιέκα ηαηάβιαηα πμο πνμηαθμφκηαζ απυ ηδκ μζηεμπυνςζδ είκαζ ζημοξ ζπυκδοθμοξ, 

ηα μπμία είκαζ ελαζνεηζηά επχδοκα ηαζ πζεακυ κα ελεθζπεμφκ ζε ηαηάβιαηα ηςκ βμθχκ ή ηδξ 

ζπμκδοθζηήξ ζηήθδξ. Άθθα πμθφ ζοκδεζζιέκα βκςνίζιαηα ηδξ κυζμο είκαζ δ απχθεζα φρμοξ, 

δ ηφθςζδ, μ πυκμξ ζηδκ πθάηδ ηαζ δ ιείςζδ ηδξ θοζζηήξ ηαζ ροπμθμβζηήξ θεζημονβίαξ ημο 

αζεεκμφξ (Silverman 1992).  

Ζ μζηεμπυνςζδ είκαζ ιζα ζοζηδιαηζηή πμθοπαναβμκηζηή κυζμξ πμο παναηηδνίγεηαζ απυ 

ιεζςιέκδ μζηζηή ποηκυηδηα ηαζ αθθμίςζδ ηδξ ιζηνμανπζηεηημκζηήξ δμιήξ ηςκ μζηχκ 

μδδβχκηαξ ζε αολδιέκδ εοεναοζηυηδηα ηαζ επζννέπεζα βζα ηαηάβιαηα. Δίκαζ δ πζμ ζοπκή 

ιεηααμθζηή πάεδζδ ηςκ μζηχκ ηαζ παναηηδνίγεηαζ απυ πανάθθδθδ εθάηηςζδ ηςκ αθάηςκ 

ηαζ ηδξ μνβακζηήξ εειέθζαξ μοζίαξ ημο μζηίηδ ζζημφ. Σμ απμηέθεζια είκαζ δ ιείςζδ ηδξ 

πμζυηδηαξ ημο μζηίηδ ζζημφ πςνίξ υιςξ κα επδνεάγεηαζ δ ηακμκζηή ημο ζφζηαζδ. Ζ 

μζηεμπυνςζδ είκαζ αζοιπηςιαηζηή κυζμξ, παναηηδνίγεηαζ ζοπκά ςξ δ «ζζςπδθή» κυζμξ ηςκ 

μζηχκ ηαζ πνμηαθεί ηαηάβιαηα (ζοκήεςξ ζοιπζεζηζηυ ηάηαβια ηςκ ζπμκδφθςκ ή ηάηαβια 

ημο ηανπμφ, ημο ζζπίμο, ηςκ πθεονχκ, ηδξ ποέθμο ή ημο αναπζυκζμο μζημφ) ηαζ 

παναιμνθχζεζξ. Σμ μζηεμπμνςηζηυ ηάηαβια ιπμνεί κα πνμηαθείηαζ απυ ηναφια (π.π. 

πηχζδ) ή ηαζ αοηυιαηα, δδθαδή πςνίξ ηδκ πανμοζία ηναφιαημξ. Μία ζηζξ δφμ βοκαίηεξ ηαζ 

έκαξ ζημοξ ηέζζενζξ άκηνεξ πάκς απυ ηδκ δθζηία ηςκ πεκήκηα εηχκ ιπμνεί κα ειθακίζεζ 

μζηεμπμνςηζηυ ηάηαβια (Gullberg et al. 1997). 

 

1.8.1 Φπζηνινγία Οζηενπόξσζεο  
 

Ζ μζηζηή ιάγα ζοζζςνεφεηαζ ζηζξ δφμ πνχηεξ δεηαεηίεξ ηδξ γςήξ εκυξ ακενχπμο. ηα οβζή 

άημια, δ ιέβζζηδ ποηκυηδηα ηδξ μζηζηήξ ιάγαξ επδνεάγεηαζ ηονίςξ απυ βεκεηζημφξ 

πανάβμκηεξ ηαζ ημ αάνμξ. Αζεέκεζα ή δζαηνμθζηή ακεπάνηεζα ηαηά ηδκ παζδζηή δθζηία ηαζ 

ιεζςιέκδ παναβςβή ζηενμεζδχκ ηαηά ηδκ εθδαεία, ζοπκά ειπμδίγμοκ ηδκ απυηηδζδ ηδξ 

ιέβζζηδξ μζηζηήξ ποηκυηδηαξ ηαζ πνμδζαεέημοκ ημ άημιμ κα ειθακίζεζ μζηεμπυνςζδ ζε 
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ιεβαθφηενδ δθζηία (Bonjour et al. 1994). ηα κεανά άημια, δ ζζμννμπία ιεηαλφ μζηζηήξ 

απμννυθδζδξ ηαζ μζηζημφ ζπδιαηζζιμφ θεζημονβεί ζςζηά ηαζ δ ακαδυιδζδ βίκεηαζ πςνίξ 

ηάπμζα ιεηααμθή ζηδ θοζζμθμβία ηςκ μζηχκ. Καεχξ αολάκεηαζ δ δθζηία ημο αηυιμο, υιςξ, δ 

έθθεζρδ μζζηνμβυκςκ ζηζξ βοκαίηεξ ιεηά ηδκ ειιδκυπαοζδ ηαζ ακδνμβυκςκ ζημοξ άκδνεξ 

μδδβεί ζηδκ δζαηαναπή ηδξ ζζμννμπίαξ ζηδκ μζηζηή ακαδυιδζδ, ιε αφλδζδ ηδξ απμννυθδζδξ 

ζε ζπέζδ ιε ημκ ζπδιαηζζιυ. Παναηδνείηαζ βνήβμνδ απμδυιδζδ ηςκ μζηχκ πμο ζοκδοάγεηαζ 

ιε ηαηαζηνμθή ηδξ ανπζηεηημκζηήξ ημοξ (Turner 2002). Τπεφεοκμζ πίζς απυ αοηή ηδκ 

δζαηαναπή θαίκεηαζ κα ανίζηεηαζ δ αολδιέκδ δνάζδ ηςκ μζηεμηθαζηχκ, δ μπμία μδδβεί ζε 

απχθεζα μζηζηήξ ιάγαξ ηαζ ζηδκ ειθάκζζδ μζηεμπυνςζδξ (Riggs et al. 1982). Πένα απυ ηδκ 

δθζηία, άθθμζ πανάβμκηεξ πμο επδνεάγμοκ ηδκ εηδήθςζδ ηδξ κυζμο είκαζ μνζζιέκεξ 

αζεέκεζεξ, κανηςηζηά ηαζ ιεηααμθζηέξ ακςιαθίεξ (Turner 2002). ημοξ ακενχπμοξ ηδξ 

ηνίηδξ δθζηίαξ, ειθακίγεηαζ πμθφ ζοπκά έθθεζρδ ηδξ αζηαιίκδξ D πμο ζοκδέεηαζ ιε ιεζςιέκδ 

απμννυθδζδ αζαεζηίμο, δ μπμία μδδβεί ζε απχθεζα μζηζηή ιάγαξ ηαζ αολδιέκμ ηίκδοκμ 

ηαηαβιάηςκ (Parfitt et al. 1982). 

φιθςκα ιε ημ Δεκζηυ Ίδνοια Οζηεμπυνςζδξ ηαζ Νμζδιάηςκ ηςκ Οζηχκ ηςκ Ζκςιέκςκ 

Πμθζηεζχκ (The National Osteoporosis Foundation of the United States) ιπμνεί κα ιδκ 

βκςνίγμοιε υηζ ηα μζηά ιαξ έπμοκ βίκεζ μζηεμπμνςηζηά ιέπνζ πμο ιζα λαθκζηή πηχζδ ιαξ 

μδδβήζεζ ζε ηάηαβια. Ζ μζηεμπυνςζδ ιπμνεί κα είκαζ ζδζμπαεήξ ή δεοηενμπαεήξ. Ζ 

ζδζμπαεήξ ειθακίγεηαζ ζε ζπεηζηά κεανέξ βοκαίηεξ ζηα πνχηα 15 πνυκζα ιεηά ηδκ 

ειιδκυπαοζδ. Πνμζαάθθεζ ημ ζπμββχδεξ μζηυ ηαζ ηονίςξ ηα ζπμκδοθζηά ζχιαηα ηαζ ημ 

πενζθενεζαηυ άηνμ ηδξ ηενηίδαξ. Απμηέθεζια είκαζ ηα ζπμκδοθζηά ηαηάβιαηα ηδξ ηενηίδαξ 

(ηαηάβιαηα Colles). Απυ ηα ζπμκδοθζηά ηαηάβιαηα πνμηαθείηαζ έκημκδ ναπζαθβία ηαζ 

πνμμδεοηζηή απχθεζα ακαζηήιαημξ πμο ζοκμδεφεηαζ απυ ηφθςζδ. Σα ζπμκδοθζηά 

ηαηάβιαηα πνμηαθμφκ ακαπδνζηέξ ηαηαζηάζεζξ ηαζ δοζθεζημονβία. Ζ δεοηενμπαεήξ 

μζηεμπυνςζδ πνμηαθείηαζ υηακ ηάπμζμξ απυ ημοξ πανάβμκηεξ ηζκδφκμο είκαζ ηονίανπμξ ηαζ 

απμηθεζζηζηυξ ζπεδυκ πανάβςκ πνυηθδζδξ ηδξ μζηεμπυνςζδξ. Μπμνεί, θμζπυκ, κα 

πνμηθδεεί δεοηενμβεκήξ μζηεπυνςζδ απυ ελςβεκή πμνήβδζδ ημνηζημζηενμεζδχκ, απυ 

οπενπαναεονεμεζδζζιυ ή ημλζηή δνάζδ ηδξ ελςβεκχξ πμνδβμφιεκδξ εονμλίκδξ, απυ 

ζοζηδιαηζηή αηζκδημπμίδζδ, απυ πνςημπαεή αιδκυννμζα, απυ ροπμβεκή ακμνελία, απυ 

δζααήηδ ηφπμο Η ηαζ απυ αθημμθζζιυ. ηδκ μζηεμπυνςζδ ηφπμο Η μ ιδπακζζιυξ πμο μδδβεί 

ζηδκ μζηζηή απχθεζα είκαζ δ έθθεζρδ μζζηνμβυκςκ. Ζ έθθεζρδ μζζηνμβυκςκ αολάκεζ ηδκ 

ημπζηή παναβςβή ηοηηανμηζκχκ υπςξ είκαζ δ IL-1, IL-6 ηαζ μ TNF πμο δζεβείνμοκ ηδκ 

έηθναζδ ημο RANKL,  ιεζχκεζ ηδκ έηθναζδ ηδξ OPG επάβμκηαξ ηδκ μζηζηή απμννυθδζδ.  
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1.8.2 Θεξαπεπηηθή Πξνζέγγηζε θαηά ηεο Οζηενπόξσζεο 

1.8.2.1 Οζηεν-θαηαβνιηθά Φάξκαθα  

 

Ο πνςηανπζηυξ ζηυπμξ ζηδκ εεναπεία ηςκ αζεεκχκ ιε μζηεμπυνςζδ είκαζ κα ιεζςεεί μ 

ηίκδοκμξ κέςκ ηαηαβιάηςκ. Ζ πνήζδ ζοιπθδνςιάηςκ αζαεζηίμο ηαζ αζηαιίκδξ D ζημοξ 

δθζηζςιέκμοξ ιεζχκεζ ημκ ηίκδοκμ ηαηαβιάηςκ (Bischoff-Ferrari et al. 2005). Απυ ηδκ άθθδ 

ιενζά, θάνιαηα πμο πενζέπμοκ μζζηνμβυκα ή άθθμοξ ακααμθζημφξ πανάβμκηεξ ηαζ έπμοκ 

ζηυπμ ηδκ εκδοκάιςζδ ηςκ μζηχκ θαίκεηαζ κα είκαζ πμθθά οπμζπυιεκα βζα ηδκ εεναπεία ηδξ 

μζηεμπυνςζδξ ζε βοκαίηεξ ηαζ άκδνεξ (Delmas 2002).  

Σα δζθςζθμκζηά είκαζ ιία ηαηδβμνία ιδ-μνιμκζηχκ θανιάηςκ πμο αμδεμφκ ζηδκ αφλδζδ 

ηδξ ποηκυηδηαξ ηςκ μζηχκ ηαζ πνδζζιμπμζμφκηαζ εονφηαηα βζα ηδκ εεναπεία ηδξ 

μζηεμπυνςζδξ ηαζ άθθςκ αζεεκεζχκ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ μζηεμηθαζηζηή δναζηδνζυηδηα 

(Watts et al. 1990; Liberman et al. 1995; Reginster et al. 2000). Σα δζθςζθμκζηά άθαηα 

πανμοζζάγμοκ ιεβάθδ πδιζηή μιμζυηδηα ιε ημοξ ηνοζηάθθμοξ αζαεζηίμο ηαζ έπμοκ ηδκ 

ζηακυηδηα κα ζοκδέμκηαζ ιε ημ ακυνβακμ ηιήια ηςκ μζηχκ. Δίκαζ βκςζηυ υηζ ηα 

δζθςζθμκζηά άθαηα επζδνμφκ ιε ημκ οδνμλοπαηίηδ, ηδκ δμιζηή ιμκάδα ηςκ μζηχκ, 

ειπμδίγμκηαξ ηδκ ηαείγδζδ θςζθμνζημφ αζαεζηίμο, ηαεοζηενμφκ ημκ ιεηαζπδιαηζζιυ ημο 

άιμνθμο οδνμλοπαηίηδ ζε ηνοζηαθθζηυ, ηαζ ειπμδίγμοκ ηδ ζοζζςιάηςζδ ηαζ ηδ δζάθοζδ 

ηςκ ηνοζηάθθςκ αζαεζηίμο (Russell et al. 1970). Λυβς ηδξ ιεβάθδξ μιμζυηδηάξ ημοξ ιε ημ 

αζαέζηζμ, ηα δζθςζθμκζηά θάνιαηα ιεηαθένμκηαζ ιε ηαπφηδηα ιέζς ηδξ ηοηθμθμνίαξ ημο 

αίιαημξ ηαζ ζοζζςνεφμκηαζ ζηζξ επζθάκεζεξ υπμο πναβιαημπμζείηαζ μζηζηή ακαδυιδζδ 

(Masarachia et al. 1996). 

Ζ πμνήβδζδ ηςκ δζθςζθμκζηχκ αθάηςκ βίκεηαζ εκδμθθέαζα ή ζημιαηζηχξ ηαζ δζαηνίκμκηαζ 

ζε δφμ μιάδεξ: ηα ιδ αγςημφπα ηαζ ηα αγςημφπα δζθςζθμκζηά. Όθα ηα δζζθςζθμκζηά άθαηα 

θένμοκ δφμ θςζθμκζηέξ μιάδεξ εκςιέκεξ ζε ηεκηνζηυ άκεναηα (P-C-P δμιή) πμο 

πνμζμιμζάγμοκ ηδ δμιή ημο πονμθςζθμνζημφ μλέςξ ηαζ 2 πθεονζηέξ αθοζίδεξ (R1 ηαζ R2). 

Σα ιδ αγςημφπα δζθςζθμκζηά έπμοκ ιία απθή πθεονζηή αθοζίδα υπμο ιεηααμθίγμκηαζ ζε ιδ 

οδνμθοηά ακάθμβα ηδξ ηνζθςζθμνζηήξ αδεκμζίκδξ (ATP) πνμηαθχκηαξ ηδκ απυπηςζδ ηςκ 

μζηεμηθαζηχκ (Frith et al. 2001). Έκα πμθφ επζηοπδιέκμ δζθςζθμκζηυ ηδξ ηαηδβμνίαξ αοηήξ 

απμηεθεί δ εηζδνμκάηδ πμο ηοηθμθμνεί ιε ημ ειπμνζηυ υκμια Didronel®  βζα ηδκ εεναπεία 

ηδξ μζηεμπυνςζδξ (Watts et al. 1990; Francis & Valent 2007). 

Σα αγςημφπα δζθςζθμκζηά θένμοκ ιία πθεονζηή αθοζίδα R1 ςξ οδνμλφθζμ ηαζ ιία δεφηενδ 

πθεονζηή αθοζίδα  R2 δ μπμία είκαζ είηε έκα αγςημφπμ ιυνζμ εκςιέκμ ιε ιία ακεναηζηή 

αθοζίδα  (alendronate, pamidronate) ή έκαξ εηενμηοηθζηυξ δαηηφθζμξ (risedronate ηαζ 

zoledronate). Σα αγςημφπα δζζθςζθμκζηά πανειπμδίγμοκ ηδκ δνάζδ ημο εκγφιμο ηδξ 
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ζοκεάζδξ ημο θςζθμνζημφ θανζεκφθζμο (FPPS) πμο ζοιιεηέπεζ ζηδκ πνεκοθίςζδ ηαζ ηδκ 

οπμηοηηανζηή πςνμεέηδζδ ηςκ πνςηεζκχκ (Luckman et al. 1998; Fisher et al. 1999), υπςξ ηζξ 

ιζηνέξ GTPases μζ μπμίεξ νοειίγμοκ ηνίζζιεξ δζενβαζίεξ βζα ηδκ θεζημονβζηυηδηα ηςκ 

μζηεμηθαζηχκ (Itzstein et al. 2011). Απμηέθεζια αοηήξ ηδξ πανειπμδζζηζηήξ δνάζδξ ηςκ 

αγςημφπςκ δζθςζθμκζηχκ ζοζπεηίγεηαζ ιε ηδκ ζηακυηδηα πανειπυδζζδξ ηδξ μζηζηήξ 

απμννυθδζδξ in vivo. Σα πζμ δναζηζηά δζθςζθμκζηά ηδξ ηαηδβμνίαξ αοηήξ είκαζ δ 

αθεκδνμκάηδ (Fosamax®) ηαζ δ γμθεκδνμκάηδ (Aclasta®) πμο αεθηζχκμοκ ζδιακηζηά ηδκ 

ηθζκζηή εζηυκα ημο αζεεκή (Black et al. 2000; Räkel et al. 2011; Black et al. 2012). Χζηυζμ, 

πανεηαιέκδ πνήζδ ηςκ δζθςζθμκζηχκ ιπμνεί κα πνμηαθέζεζ απμδοκάιςζδ ηςκ μζηχκ ιε 

ζμαανέξ πανεκένβεζεξ υπςξ ηανηίκμ ημο μζζμθάβμο ηαζ μζηεμκέηνςζδ ηδξ ηάης βκάεμο 

(Whitaker et al. 2012).   

Ζ ηαθζζημκίκδ (Calcitonin) είκαζ ιία θοζζηή μνιυκδ πμο πανάβεηαζ ηαζ εηηνίκεηαζ απυ ηα 

εονμεζδή C-ηφηηανα ηαζ νοειίγεζ ηα επίπεδα αζαεζηίμο ζε πενζυδμοξ θοζζμθμβζημφ ζηνεξ 

υπςξ ηαηά ηδκ εβηοιμζφκδ ηαζ ηδκ βαθμοπία (Kirk & Hepfinger 2005). Ζ ηαθζζημκίκδ δνα 

άιεζα επδνεάγμκηαξ ηδκ εκενβυηδηα ηςκ μζηεμηθαζηχκ (Chambers & Magnus 1982) ηαζ 

έπεζ εβηνζεεί δ ηοηθμθμνία ημο βζα ηδκ εεναπεία ηδξ μζηεμπυνςζδξ υιςξ δεκ είκαζ ηυζμ 

δναζηζηυ ζε ζφβηνζζδ ιε ηα δζθςζθμκζηά άθαηα (Downs et al. 2000). Χζηυζμ, κευηενα 

δεδμιέκα εέθμοκ κα ζοζπεηίγμοκ ηδκ πνήζδ ηδξ ηαθζζημκίκδξ ιε αολδιέκμ ηίκδοκμ 

ειθάκζζδξ ηανηίκμο, μπυηε έβζκακ ζοζηάζεζξ βζα ηδκ ιδ ζοκηαβμβνάθδζδ ημο θανιάημο 

έκακηζ ηδξ μζηεμπυνςζδξ.   

Γζα ημκ θυβμ αοηυ βίκεηαζ πνμζπάεεζα ακηζηαηάζηαζήξ ημοξ ιε δναζηζηά θάνιαηα πμο εα 

επζηνέπμοκ ηδκ ιαηνμπνυκζα πνήζδ. Tα ηεθεοηαία πνυκζα δ ένεοκα βζα ηδκ ακάπηολδ κέςκ 

θανιάηςκ ηαηά ηδξ μζηεμπυνςζδξ επζηεκηνχκεηαζ ζηδκ πανειπυδζζδ ηδξ πνςηεΐκδξ 

RANKL πμο εοεφκεηαζ βζα ηδκ οπεναμθζηή δνάζδ ηςκ μζηεμηθαζηχκ. Πμζηίθεξ ένεοκεξ ζε 

ιμκηέθα πμκηζηζχκ, ανμοναίςκ ηαζ πζεήηςκ, οπμδεζηκφμοκ πςξ δ πνήζδ ημο θοζζημφ 

ακαζημθέα OPG (Ominsky et al. 2007) ηαζ ακηζζςιάηςκ ηαηά ηδξ RANKL (Ominsky et al. 

2011), ιεζχκεζ ηα επίπεδα ηδξ πνςηεΐκδξ ηαζ αολάκεζ ηδκ μζηζηή ποηκυηδηα έςξ  ηαζ 300% 

ζοβηνζηζηά ιε ηα γχα πςνίξ εεναπεία. Γζα κα απμδεζπεεί δ εεςνία πςξ δ  πανειπυδζζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ RANKL ιπμνεί κα έπεζ ηθζκζηή πνδζζιυηδηα ζηδκ εεναπεία ηδξ μζηεμπυνςζδξ, 

πμνδβήεδηε μ θοζζηυξ ακαζημθέαξ OPG ζε βοκαίηεξ ιεηά ηδκ ειιδκυπαοζδ. ηζξ βοκαίηεξ 

αοηέξ, δυεδηε ιία δυζδ OPG ζε δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ (0, 0.1, 0.3, 1, 3mg/kg) ηαζ δ 

αλζμθυβδζδ ηδξ εεναπείαξ έβζκε ιε ημκ δείηηδ NTX πμο είκαζ εζδζηυξ βζα ηδκ μζηζηή 

απμννυθδζδ ηαζ ημκ BSAP βζα ηδκ μζηζηή ακαδυιδζδ. Μέζα ζε 12 χνεξ, παναηδνήεδηε 

ιείςζδ ημο δείηηδ NTX δ μπμία ηζξ επυιεκεξ 5 ιένεξ έθηαζε ζημ 70 έςξ 80%, εκχ δ ηζιή 

ημο δείηηδ επέζηνερε ζηδκ ανπζηή ιέζα ζε θίβεξ εαδμιάδεξ. Μείςζδ ημο δείηηδ BSAP 
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παναηδνήεδηε ιυκμ ζηδκ ορδθυηενδ δυζδ, δ μπμία επήθεε ιε πμθφ ανβυ νοειυ (60 ιένεξ 

ιεηά ηδκ πμνήβδζδ ημο ακαζημθέα). Αοηά ηα δεδμιέκα απμδεζηκφμοκ πςξ δ πανειπυδζζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ RANKL έπεζ ηθζκζηή αλία ζηδκ εεναπεία ηδξ μζηεμπυνςζδξ, υιςξ μ θοζζηυξ 

ακαζημθέαξ δεκ εα ιπμνμφζε κα πνδζζιμπμζδεεί θυβς πζεακήξ ακμζμβμκζηυηδηαξ (Bekker et 

al. 2001b) αθθά ηαζ ημο βεβμκυημξ υηζ μ OPG πνμζδέκεηαζ ηαζ ζε έκα άθθμ ιέθμξ ηδξ TNF 

οπενμζημβέκεζαξ, ημ TRAIL (Emery et al. 1998).  

Σμ Denosumab ή αθθζχξ AMG-162 είκαζ έκα ακενχπζκμ ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια (mAb) ημ 

μπμίμ δεζιεφεηαζ ιε ιεβάθδ ελεζδίηεοζδ ζηδκ πνςηεΐκδ RANKL. Σμ ακηίζςια ακαζηέθθεζ 

ημ RANKL/RANK ιμκμπάηζ ιεηαβςβήξ ζήιαημξ πμο είκαζ οπεφεοκμ βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ, 

θεζημονβία ηαζ επζαίςζδ ηςκ μζηεμηθαζηχκ (Bekker et al. 2004). Ζ δνάζδ ημο Denosumab 

θαίκεηαζ κα έπεζ ελαζνεηζηά απμηεθέζιαηα ζε βοκαίηεξ πμο ειθάκζζακ μζηεμπυνςζδ ιεηά 

ηδκ ειιδκυπαοζδ, ζε ηναφιαηα πμο πνμηαθμφκηαζ απυ ηδκ νεοιαημεζδή ανενίηζδα ή ηδ 

ιεηάζηαζδ ηανηίκμο (McClung et al. 2006). Σμ ακηίζςια ακαπηφπεδηε πνδζζιμπμζχκηαξ 

ηεπκμθμβία δζαβμκζδζαηχκ πμκηζηχκ XenoMouse. Γεζιεφμκηαξ ημκ πνμζδέηδ RANKL χζηε 

κα απμηφπεζ δ ζφκδεζδ ημο ιε ημκ οπμδμπέα RANK, ημ denosumab δνα ιε πμθφ ορδθή 

αηνίαεζα ζηδκ ακαζημθή ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ υπςξ απέδεζλακ ηαζ in vitro ηαζ in vivo 

πεζνάιαηα. Πνμηθζκζηέξ ιεθέηεξ πμο έβζκακ ζε πζεήημοξ έδεζλακ πςξ εκδμθθέαζα πμνήβδζδ 

0,1 ηαζ 10 mg/kg denosumab ιείςζακ ηζξ ηζιέξ ημο N-telopeptide (NTx), δείηηδ βζα ηδκ 

απμδυιδζδ ημο ημθθαβυκμο ζηα μζηά, ηαηά 81% ηαζ 94%, ακηίζημζπα. Τπμδυνζα πμνήβδζδ 

1mg/kg ιείςζε ημκ δείηηδ NTx ηαηά 93% (Bekker et al. 2004). Σμ 2004 μ Bekker ηαζ μζ 

ζοκενβάηεξ ημο δζελήβαβακ ιία ιεθέηδ βζα ηδκ εηηίιδζδ ηδξ αζθάθεζαξ ηαζ ηδξ 

ακεηηζηυηδηαξ οβεζχκ βοκαζηχκ ιεηά ηδκ ειιδκυπαοζδ ζημ Denosumab. οκμθζηά 49 

βοκαίηεξ έθααακ ιένμξ ζηδ ιεθέηδ, ζηζξ μπμίεξ δυεδηε ιία δυζδ απυ ημ ακηίζςια (0,01-

3.0mg/kg) ή εζημκζηυ θάνιαημ ιε οπμδυνζα έκεζδ ζηδκ ημζθζαηή πχνα. Γζα ημο επυιεκμοξ 6 

έςξ 9 ιήκεξ βζα ηζξ ορδθέξ δυζεζξ, εθέβπμκηακ μζ δείηηεξ ακαδυιδζδξ ηςκ μζηχκ ζηζξ 

βοκαίηεξ ηαεχξ ηαζ πζεακέξ πανεκένβεζεξ. Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ πςξ δ δνάζδ ημο 

denosumab ελανηάηαζ απυ ηδ δυζδ πμο πμνδβείηαζ, ιε ηδ ιέβζζηδ ιείςζδ ημο δείηηδ NTx κα 

παναηδνείηαζ ζηζξ δφμ αδμιάδεξ ζε δυζεζξ ≤0,1mg/kg, έκα ιήκα βζα 1mg/kg δυζδ ηαζ ηνεζξ 

ιήκεξ βζα 3mg/kg δυζδ. Ζ δνάζδ ημο ακηζζχιαημξ είκαζ ακηζζηνεπηή ιε ημκ δείηηδ κα 

επζζηνέθεζ ζηα πνμδβμφιεκα επίπεδα ζε δφμ ιε εκκέα ιήκεξ, ακάθμβα ιε ηδκ δυζδ. 

Δπζπθέμκ, ηαηαβνάθμκηαξ ηδκ ζοβηέκηνςζδ ημο denosumab ζημ αίια ηςκ ζοιιεηεπυκηςκ, 

ακαθφεδηε δ ηζκδηζηυηδηα ημο ακηζζχιαημξ δ μπμία δεκ πανμοζίαζε βναιιζηυηδηα ζε ζπέζδ 

ιε ηδ δυζδ (Bekker et al. 2004). 

Σα απμηεθέζιαηα αοηά επζαεααίςζακ πςξ ημ denosumab εα ιπμνμφζε κα πνδζζιμπμζδεεί ιε 

αζθάθεζα ζηδκ εεναπεία αζεεκεζχκ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ απχθεζα μζηζηήξ ιάγαξ. Σμκ 



43 

 

Ημφκζμ ημο 2010 δ Τπδνεζία Σνμθίιςκ ηαζ Φανιάηςκ ηςκ ΖΠΑ (United States Food and 

Drug Administration – FDA) ηαζ ηδξ Δονχπδξ (European Medicines Agency in Europe, 

ΔΜΑ) εκέηνζκε ηδκ πνήζδ ημο ακηζζχιαημξ denosumab βζα ηδκ εεναπεία ηδξ μζηεμπυνςζδξ 

ζε ειιδκμπαοζζαηέξ βοκαίηεξ ηαζ ζε πενζπηχζεζξ απχθεζαξ μζηζηήξ ιάγαξ θυβς αθαίνεζδξ 

μνιμκχκ ζε αζεεκείξ ιε ηανηίκμ ημο πνμζηάηδ. Σμ ακηίζςια ηοηθμθυνδζε ςξ ειπμνζηυ 

πνμσυκ ιε ηδκ μκμιαζία Prolia (Perrone Μ 2010) ηαζ ηοηθμθμνεί ζηδκ Δθθάδα απυ ημ 

ηαθμηαίνζ ημο 2010, εκχ πνυζθαηα εβηνίεδηε δ πνήζδ ημο ηαζ ζηδκ Ηαπςκία. 

 

1.8.2.2 Οςτεο-αναβολικϊ Υϊρμακα  

 

Ζ παναεονμεζδήξ μνιυκδ (Parathyroid hormone-1–84; PTH) παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ 

μιμζμζηαζία ημο αζαεζηίμο ζημκ μνβακζζιυ ηαζ δζαηδνεί ηα επίπεδα ημο ζηαεενά ζε έκα 

θοζζμθμβζηυ εφνμξ, αθμφ δζεβείνμκηαξ ημοξ μζηεμηθάζηεξ πνμηαθεί μζηζηή απμννυθδζδ ηαζ 

απεθεοεένςζδ αζαεζηίμο (Fitzpatrick & Bilezikian 2006). Μμθμκυηζ θαίκεηαζ υηζ δ PTH  

έπεζ ηαηααμθζηή δνάζδ εκημφημζξ θαίκεηαζ υηζ έπεζ ηαζ ακααμθζηή επίδναζδ ζηδκ μζηζηή 

παναβςβή υηακ πμνδβείηαζ εκδζάιεζα ζε παιδθέξ δυζεζξ (Reeve et al. 1980). Ζ ηενζπαναηίδδ 

(Teriparatide) είκαζ έκα ακάθμβμ ηδξ ακενχπζκδξ παναεονμεζδμφξ μνιυκδξ (1–34 amino acid 

peptide) πμο ειπμνζηά ηοηθμθμνεί ιε ημ υκμια Forteo® ηαζ πμνδβείηαζ βζα ηδκ εεναπεία ηδξ 

μζηεμπυνςζδξ ζε πενζπηχζεζξ ιε αολδιέκμ νίζημ ειθάκζζδξ ηαηάβιαημξ. Ζ ηενζπαηίδδ 

πμνδβείηαζ οπμδυνζα (20ιg/διένα) είκαζ ζδζαίηενα απμηεθεζιαηζηή υηακ ζοκδοάγεηαζ ιε 

ηάπμζμ άθθμ ακηζ-μζηεμπμνςηζηυ θάνιαημ υπςξ ηδκ αθεκδνμκάηδ αεθηζχκμκηαξ ηδκ μζηζηή 

ποηκυηδηα ηςκ ζπμκδφθςκ ηαζ ηςκ ηάης άηνςκ ζε πενζπηχζεζξ ιεηειιδκμπαοζζαηήξ 

μζηεμπυνςζδξ ηαζ βθοημημνηζημεζδμφξ επαβχιεκδξ μζηεμπυνςζδξ (Saag et al. 2007; 

Finkelstein et al. 2009; Yamamoto et al. 2013).  

Έκα αηυιδ μζηεμ-ακααμθζηυ θάνιαημ βζα ηδκ εεναπεία ηδξ μζηεμπυνςζδξ είκαζ ημ νακεθζηυ 

ζηνυκηζμ (Strontium ranelate). Σα ζυκηα ημο νακεθζημφ ζηνυκηζμο έπμοκ ηδκ ηάζδ κα 

οπμηαεζζημφκ ηα ζυκηα αζαεζηίμο απυ ημκ μζηίηδ ζζηυ πςνίξ κα επδνεάγεζ ηδκ δζαδζηαζία 

επζιεηάθθςζδξ ημο μζηίηδ ζζημφ (Boivin et al. 1996). Σμ νακεθζηυ ζηνυκηζμ ηοηθμθμνεί  ιε 

ημ ειπμνζηυ υκμια Protelos® ηαζ αεθηζχκεζ ηδκ μζηζηή ποηκυηδηα ηςκ ζπμκδφθςκ ηαζ ημο 

ζζπίμο ιεζχκμκηαξ ηδκ πζεακυηδηα πνυηθδζδξ ηαηαβιάηςκ (Meunier et al. 2002; Meunier et 

al. 2004; Reginster et al. 2005). Ζ πνμζηαηεοηζηή δνάζδ ημο θανιάημο είκαζ απμηέθεζια ηδξ 

αφλδζδξ ηδξ ακααμθζηήξ δνάζδξ ηςκ μζηεμαθαζηχκ ηαζ ηδξ ηαοηυπνμκδξ ιείςζδξ ηδξ 

εκενβυηδηαξ ηςκ μζηεμηθαζηχκ (Bonnelye et al. 2008). Ο ιμνζαηυξ ιδπακζζιυξ δνάζδξ ημο 

νακεθζημφ ζηνυκηζμο δεκ είκαζ απυθοηα λεηάεανμξ, ςζηυζμ θαίκεηαζ υηζ επδνεάγεζ ημκ 

οπμδμπέα CaSR πμο νοειίγεζ ηα επίπεδα ημο αζαεζηίμο ζημκ ελςηοηηάνζμ πχνμ (Hurtel-
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Lemaire et al. 2009; Fromigu et al. 2009). Ζ Τπδνεζία Σνμθίιςκ ηαζ Φανιάηςκ ηςκ ΖΠΑ 

(United States Food and Drug Administration – FDA)  ςζηυζμ δεκ εβηνίκεζ ηδκ ηοηθμθμνία 

ημο νακεθζημφ ζηνυκηζμο ιεηά απυ ακαθμνέξ βζα δζάθμνεξ πανεκένβεζεξ ημο θανιάημο υπςξ 

ελακεήιαηα ζημ δένια ηαζ θθεαζηή ενυιαςζδ (Rizzoli & Reginster 2011). Μυκμ δ 

Δονςπαζηή Τπδνεζία επζηνέπεζ ηδκ πενζμνζζιέκδ πνήζδ ημο θανιάημο ζε αζεεκείξ πμο έπεζ 

απμηφπεζ δ εεναπεία ιε δζθςζθμκζηά ιε ζημπυ ηδκ απμηνμπή μζηεμπμνςηζηχκ ηαηαβιάηςκ. 

Ζ εθανιμβή ηδξ εεναπείαξ μνιμκζηήξ ακηζηαηάζηαζδξ ιε μζζηνμβυκα βζα ιεβάθμ πνμκζηυ 

δζάζηδια έκακηζ ηδξ μζηεμπυνςζδξ είπε ζακ απμηέθεζια ηδκ πνυηθδζδ ζμαανχκ 

πανεκενβεζχκ υπςξ δοζθεζημονβίεξ ημο ηανδζαββεζαημφ ζοζηήιαημξ ηαζ ειθάκζζδ ηανηίκμο 

ημο ιαζημφ ηαζ ηδξ ιήηναξ. Έηζζ, πθέμκ έπεζ εβηαηαθδθεεί δ εεναπεία μνιμκζηήξ 

ακηζηαηάζηαζδξ ιε μζζηνμβυκα ηαζ έπεζ εζηζαζηεί δ ένεοκα ζηδκ ακάπηολδ ηαζ αλζμθυβδζδ  

Δηθεηηζηχκ Ροειζζηχκ ηςκ Οζζηνμβμκζηχκ Τπμδμπέςκ (SERM). Σμ raloxifene (Evista®) 

απμηεθεί έκα πεηοπδιέκμ πανάδεζβια εηθεηηζημφ νοειζζηή ηςκ μζζηνμβμκζηχκ οπμδμπέςκ 

πμο έπεζ εβηνζεεί δ ηοηθμθμνία ημο βζα ηδκ πνυθδρδ ηαηά ηδξ μζηεμπυνςζδξ ζηζξ βοκαίηεξ 

ημ 1997. Σμ raloxifene πμνδβείηαζ ζημιαηζηχξ (60 mg) ηαζ είκαζ ελίζμο απμηεθεζιαηζηυ υπςξ 

δ αθεκδνμκάηδ. Παναηάης δίκεηαζ ζπδιαηζηά (Δζη. 1.22) δ πνμκζηή πμνεία ακάπηολδξ ηαζ 

ηοηθμθμνίαξ ηςκ θανιαηεοηζηχκ μοζζχκ βζα ηδκ ακηζιεηχπζζδ ηδξ μζηεμπυνςζδξ απυ ημ 

1986 ιέπνζ ηαζ ζήιενα. 

 

 

 

Δηθόλα 1.22. ρεκαηηθή απεηθόληζε ησλ θύξησλ ζηαζκώλ ζηελ έγθξηζε θπθινθνξίαο λέσλ θαξκάθσλ 

θαηά ηεο νζηενπόξσζεο από ην 1986 κέρξη ζήκεξα  

 

 

 

1.8.3 Νένη Θεξαπεπηηθνί ηόρνη θαηά ηεο Οζηενπόξσζεο 
 

Ζ πνυμδμξ πμο έπεζ επζηεοπεεί ηα ηεθεοηαία πνυκζα ζηδκ ηαηακυδζδ ηςκ ιμνζαηχκ 

ιδπακζζιχκ πμο δζέπμοκ ηαζ νοειίγμοκ ηδκ μζηζηή ακαηαηαζηεοή, έπεζ δχζεζ κέα χεδζδ 

ζηδκ ακάπηολδ κέςκ θανιαηεοηζηχκ πνμζεββίζεςκ ιε ζημπυ  ηδκ πνυθδρδ ηαζ εεναπεία ηδξ 

μζηεμπυνςζδξ. Σα κέα θάνιαηα πμο ακαπηφζζμκηαζ δζαηνίκμκηαζ ζε δφμ ηαηδβμνίεξ 
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ακάθμβα ιε ηδκ ακααμθζηή ή ηαηααμθζηή ημοξ δνάζδ ζημκ μζηζηυ ιεηααμθζζιυ. Ζ πνχηδ 

ηαηδβμνία πενζθαιαάκεζ ακαζημθείξ πμο ηονίςξ πανειπμδίγμοκ ηδκ εκενβυηδηα ηςκ 

μζηεμηθαζηχκ. Μεηαλφ αοηχκ, δ ηαεερίκδ Κ εηθνάγεηαζ απμηθεζζηζηά ζημοξ μζηεμηθάζηεξ 

ηαζ είκαζ θοζμζςιζηή πνςηεάζδ πμο ζοιιεηέπεζ εκενβά ζηδκ απμδυιδζδ ημο ημθθαβυκμο 

ηφπμο Η ηαζ ΗΗ ηαηά ηδκ δζενβαζία ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ. Μεηαθθάλεζξ ηδξ ηαεερίκδξ Κ 

έπμοκ εκημπζζηεί ζε αζεεκείξ ιε ποηκμδοζυζηςζδ (pycnodysostosis), ιζα αζεέκεζα πμο 

παναηηδνίγεηαζ απυ ιδ θεζημονβζημφξ μζηεμηθάζηεξ εκχ ηαζ ζε πεζναιαηζηά ιμκηέθα πμο 

έπεζ αδνακμπμζδεεί ημ βμκίδζμ ηδξ ηαεερίκδξ Κ ειθακίγεηαζ έκημκμξ μζηεμπεηνςηζηυξ 

θαζκυηοπμξ. Έηζζ, δ ηαεερίκδ Κ απμηεθεί έκακ δοκδηζηά ζδιακηζηυ εεναπεοηζηυ ζηυπμ 

έκακηζ ηδξ μζηεμπυνςζδξ. Πμθοάνζεια ιζηνά ιυνζα ακαζημθείξ ηδξ ηαεερίκδξ Κ έπμοκ 

ακαπηοπεεί ιέπνζ ζήιενα, πμθθά απυ ηα μπμία υιςξ έπμοκ εβηαηαθδθεεί θυβς ιεζςιέκδξ 

εηθεηηζηυηδηαξ ηαζ ειθάκζζδξ πανεκενβεζχκ. Σμ Odanacatib (MK-0822, Merck) είκαζ έκα 

εζδζηυ ιζηνυ ιυνζμ ακαζημθέαξ ηδξ ηαεερίκδξ Κ ιε ανηεηά εεηζηά απμηεθέζιαηα. Σμ 

Odanacatib θένεηαζ ανηεηά απμηεθεζιαηζηυ πνμηαθχκηαξ αφλδζδ ηδξ ποηκυηδηαξ ηςκ 

μζηχκ ζε διενήζζεξ δυζεζξ ηςκ 50mg, εκχ πανμοζζάγεζ πνυκμ διζγςήξ πάκς απυ 93 χνεξ. 

Δπζπθέμκ ημ Odanacatib ιεζχκεζ ζδιακηζηά ημκ νοειυ μζηζηήξ απμννυθδζδξ εκχ 

ηαοηυπνμκα δζαηδνεί ζηαεενά ηδκ μζηζηή παναβςβή. ήιενα ημ Odanacatib ανίζηεηαζ ζηδκ 

ηνίηδ θάζδ ηςκ ηθζκζηχκ δμηζιχκ ζε βοκαίηεξ ιε μζηεμπυνςζδ (NCT00529373 ηαζ 

NCT00729183). ηδκ δζεεκή αζαθζμβνάθζα οπάνπμοκ ακαθμνέξ βζα ηνία αηυια ιυνζα 

ακαζημθείξ ηδξ ηαεερίκδξ Κ πμο είκαζ οπυ ακάπηολδ ηαζ αλζμθυβδζδ. Σμ ONO-5334 (Ono 

Pharmaceutical) ανίζηεηαζ ζηδκ δεφηενδ θάζδ ηςκ ηθζκζηχκ δμηζιχκ, ημ Relacatib (SB-

462795) πμο ακαπηφζζεηαζ απυ ηδκ εηαζνεία GlaxoSK, εκχ ημ MIV-711 πμο ακαπηφζζεηαζ 

απυ ηδκ θανιαηεοηζηή εηαζνεία Medivir AB (Switzerland) ανίζηεηαζ ζημ ζηάδζμ Η (Πίκ.1.ΗV). 

ηδκ ηαηδβμνία ηςκ μζηεμ-ηαηαζηαθηζηχκ ιεθθμκηζηχκ θανιάηςκ εηηυξ απυ ημοξ 

ακαζημθείξ ηδξ ηαεερίκδξ Κ οπάνπεζ ηαζ ιία ακαθμνά βζα έκακ κέμ ακαζημθέα ημο RANKL 

πμο πανμοζζάζηδηε βζα πνχηδ θμνά ημ 2011 απυ ηδκ εηαζνεία Ablynx. Ο κέμξ αοηυξ 

ακαζημθέαξ έπεζ ημ ηςδζηυ υκμια ALX-0141, είκαζ έκα κακμακηίζςια (nanobody) ημ μπμίμ 

ακαζηέθθεζ πμθφ απμηεθεζιαηζηά ημκ RANKL εκχ ανίζηεηαζ ζε θάζδ αλζμθυβδζδξ (Schoen 

et al. 2013). 
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a/a Category Target Type Name Manuf/rer 
Clinical 
Trials 

1 Antiresorptive 
Anti-RANKL 

Drug 
Anti-RANKL 
Nanobody ALX-0141 Ablynx Phase I 

2 Antiresorptive 
Cathepsin K 

Inhibitor 
Small 

Compound 
Odanacatib(MK-

0822) Merck Phase III 

3 Antiresorptive 
Cathepsin K 

Inhibitor 
Small 

Compound Balicatib(AAE581) Novartis Phase II 

4 Antiresorptive 
Cathepsin K 

Inhibitor 
Small 

Compound 
Relacatib(SB-

462795) GlaxoSK Phase I 

5 Antiresorptive 
Cathepsin K 

Inhibitor 
Small 

Compound ONO-5334 
Ono 

Pharrma/cals Phase II 

6 Osteoanabolic 
Anti-Sclerostin 

Drug 
Humanized 

Monoclonal Ab AMG785 Amgen Phase I 

7 Osteoanabolic 
Anti-Sclerostin 

Drug 
Humanized 

Monoclonal Ab AMG167 Amgen Phase I 

8 Osteoanabolic 
Anti-Dickkopf-1 

Drug 
Fully 

Humanized  Ab BMQ-880 Novartis Phase II 

9 Antiresorptive Src Inhibitor 
Small 

Compound 
Saracatinib 
(AZD0530) AstraZeneca Phase II 

10 Osteoanabolic CaSR antagonist  JTT-305/MK-5442 Merck Phase II 

 

Πίλαθαο 1.IV. πλνπηηθόο πίλαθαο πνπ πεξηιακβάλεη λένπο θαξκαθεπηηθνύο ζηόρνπο θαηά ηεο 

νζηενπόξσζεο πνπ βξίζθνληαη ζε ζηάδην αλάπηπμεο θαη θιηληθώλ δνθηκώλ. 

 

 

ηδκ ηαηδβμνία ηςκ μζηεμ-ακααμθζηχκ ηα πενζζζυηενα κέα θάνιαηα πμο ακαπηφζζμκηαζ 

ζημπεφμοκ ζηδκ εκενβμπμίδζδ ημο ζδιαημδμηζημφ ιμκμπαηζμφ Wnt. Ζ εκενβμπμίδζδ ημο 

Wnt ιμκμπαηζμφ επάβεζ ηδκ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ μζηεμαθαζηχκ ιέζς ηδξ α-ηαηεκίκδξ πμο 

ιεηαθένεηαζ ζημκ πονήκα εκενβμπμζχκηαξ ημοξ ηαηάθθδθμοξ ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ. 

Έηζζ, ημ ζδιαημδμηζηυ ιμκμπάηζ Wnt/α-catenin πνμζθένεηαζ βζα ημκ ζπεδζαζιυ κέςκ 

θανιαηεοηζηχκ ζηυπςκ υπμο εκενβμπμίδζή ημο έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδκ αολδζδ ημο 

ανζειμφ ηςκ μζηεμαθαζηχκ ηαζ ηδξ μζηζηήξ παναβςβήξ. Ζ ακαηάθορδ ηςκ εεναπεοηζηχκ 

ζηυπςκ ημο  DKK-1, GSK-3b ηαζ ηδξ ζηθδνμζηίκδξ (sclerostin) πναβιαημπμζήεδηε ιέζα απυ 

ηδκ ιεθέηδ  πεζναιαηζηχκ ιμκηέθςκ ζηα μπμία είπε βίκεζ απεκενβμπμίδζδ ηςκ παναπάκς 

βμκζδίςκ. Ζ ζηθδνμζηίκδ είκαζ ιία πνςηεΐκδ πμο πανάβεηαζ απμηθεζζηζηά απυ ηα 

μζηεμηφηηανα ηαζ ιεηαθένεηαζ ζημοξ μζηεμαθάζηεξ πανειπμδίγμκηαξ ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο 

ζδιαημδμηζημφ ιμκμπαηζμφ Wnt ιέζς ακηαβςκζζηζηήξ πνυζδεζδξ ζημοξ οπμδμπείξ LRP5 ηαζ 

LRP6 (Δζη.1.23).  

Πνμηθζκζηέξ ιεθέηεξ ζε ανμοναίμοξ ηαζ πζεήημοξ έδεζλακ υηζ  ακαζημθή ηδξ δνάζδξ ηδξ 

ζηθδνμζηίκδξ πνμηαθεί ζδιακηζηή αφλδζδ ηδξ μζηζηήξ παναβςβήξ πςνίξ ηαοηυπνμκδ 

αφλδζδ  ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ. ε θάζδ Η ηθζκζηήξ ιεθέηδξ ανίζηεηαζ έκα ιμκμηθςκζηυ 

ακηίζςια έκακηζ ηδξ ακενχπζκδξ ζηθδνμζηίκδξ (AMG 785, Amgen)  ημ μπμίμ δμηζιάγεηαζ 

ζε οβζείξ αζεεκείξ βζα δζάζηδια 85 διενχκ. Γεκ πανμοζζάγεζ ηάπμζεξ επζπθμηέξ ηαζ θαίκεηαζ 

υηζ πνμηαθεί αφλδζδ ηδξ μζηζηήξ ιάγαξ ηαζ ποηκυηδηαξ ηυζμ ζημοξ ζπμκδφθμοξ υζμ ηαζ ζηα 

ηάης άηνα ιε ηαοηυπνμκδ ιείςζδ ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ ιεηνχκηαξ ημκ δείηηδ CTx. 

Πανάθθδθα ακαπηφζζεηαζ έκα αηυια ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ ζηθδνμζηίκδξ ημ   
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AMG 167 ημ μπμίμ ανίζηεηαζ ζηδκ πνχηδ θάζδ ηθζκζηχκ δμηζιχκ βζα ηδκ εεναπεία ηδξ 

μζηεμπεκίαξ (NCT01101048).  

Σμ DKK-1 (dickkopf-1) είκαζ αηυια έκαξ πμθθά οπμζπυιεκμξ θανιαηεοηζηυξ ζηυπμξ. Σμ 

DKK-1 είκαζ έκα ιυνζμ πμο αθθδθεπζδνά ιε ημκ οπμδμπέα LRP5/6 ηαζ ημκ οπμδμπέα Kremen 

(οπμδμπέαξ ημο DKK-1) ζπδιαηίγμκηαξ έκα ηνζιενέξ ζφιπθμημ πμο ακαζηέθθεζ ημοξ 

οπμδμπείξ LRP5/6 ιε πανειπυδζζδ ημο ζδιαημδμηζημφ  Wnt ιμκμπαηζμφ. Έηζζ, δ ακάπηολδ 

κέςκ ακαζημθέςκ ημο DKK-1 απμηεθεί ζδζαίηενα ιεβάθδ πνυηθδζδ ηαεχξ εεςνδηζηά ιπμνεί 

κα πνμηαθέζεζ εκενβμπμίδζδ ημο ζδιαημδμηζημφ ιμκμπαηζμφ Wnt ηαζ εκενβμπμίδζδ ηςκ 

μζηεμαθαζηχκ. Θεναπεία πμκηζηχκ ιε πμθθαπθή ιοεθίηζδα πμνδβχκηαξ έκα ιμκμηθςκζηυ 

anti-DKK-1 ακηίζςια έδεζλε ζδιακηζηή αφλδζδ ημο ανζειμφ ηςκ μζηεμαθαζηχκ, ιε 

ιεζςιέκμ ανζειυ μζηεμηθαζηχκ ηαζ ιείςζδ ημο ιοεθχιαημξ. ε ζηάδζμ ακάπηολδξ ηαζ 

δμηζιχκ ανίζηεηαζ έκα κέμ ιμκμηθςκζηυ ακηζζχια έκακηζ ηδξ DKK-1 ημο ακενχπμο (BMQ-

880) ζε αζεεκείξ ιε πμθθαπθή ιοεθίηζδα. 

 Πανειπυδζζδ ημο GSK-3 (glycogen synthase kinase-3b) εα ιπμνμφζε κα απμηνέρεζ ηδκ 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ α-ηαηεκίκδξ, ζηαεενμπμίςκηαξ ημ ιυνζμ ακελάνηδηα απυ ηζξ 

αθθδθεπζδνάζεζξ πμο ιπμνεί κα έπεζ ιε ημοξ οπμδμπείξ LRP5/6. ε πμκηίηζα πμο πμνδβήεδηε 

πθςνζμφπμ θίεζμ, πμο είκαζ ακαζημθέαξ ημο GSK-3, είπε ζακ απμηέθεζια αφλδζδ ηδξ μζηζηήξ 

παναβςβήξ  ηαζ μζηζηήξ ιάγαξ. Δπζπθέμκ, εεναπεία ζε ανμοναίμοξ πμο είπακ πνμαεί ζε 

ςμεδηεηημιή έβζκε πμνήβδζδ εκυξ κέμο ακαζημθέα δζπθήξ δνάζδξ, ημκ GSK a/b (LY603281-

31-8), βζα δζάζηδια 2 ιδκχκ. Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ ζδιακηζηή αφλδζδ ημο ανζειμφ ηαζ 

ηδξ ποηκυηδηαξ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ πμο ζοζπεηζγυηακ ιε αολδιέκμ νοειυ μζηζηήξ 

παναβςβήξ. 

Σέθμξ, ηα αζαεζηζμθοηζηά (calcilytics), είκαζ  ιυνζα ακηαβςκζζηέξ ημο οπμδμπέα CaR υπςξ ημ  

JTT-305/ MK-5442 ηαζ SB-423557 πμο δζεβείνμοκ ηδκ παναβςβή ηδξ παναεονμνιυκδξ PTH 

ιε απμηέθεζια ηδκ αολδιέκδ μζηζηή παναβςβή ηαζ απμηνμπή ηδξ μζηζηήξ απχθεζαξ ζε 

ανμοναίμοξ ιε ςμεδηεηημιή. Χζηυζμ, μζ ηθζκζηέξ δμηζιέξ ημο MK-5442  ζε βοκαίηεξ ιε 

μζηεμπυνςζδ  ζηαιάηδζακ ημ 2011 βζα θυβμοξ πμο δεκ έπμοκ ακαημζκςεεί ιεπνζ ζήιενα. 

Λυβς ηδξ ζοκεπμφξ αφλδζδξ ημο πνμζδυηζιμο γςήξ δ μζηεμπυνςζδ απμηεθεί ιζα ιάζηζβα 

πμο πνμζαάθεζ υθμ ηαζ πενζζζυηενμοξ ακενχπμοξ. οκεπχξ, δ εφνεζδ ηαζ αλζμθυβδζδ κέςκ 

ακηζ-μζηεμπμνςηζηχκ θανιάηςκ ζε ηαηάθθδθα πεζναιαηζηά ιμκηέθα μζηεμπυνςζδξ ζε 

πνμηθζκζηυ επίπεδμ ηνίκεηαζ ακαβηαία.   
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Δηθόλα 1.23. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ Wnt/β-catenin κνλνπαηηνύ θαη ησλ θαξκαθεπηηθώλ 

παξεκπνδηζηώλ έλαληη ησλ DKK-1 θαη Sclerostin.  (Lippuner 2012). 

 

1.8.4  Πεηξακαηηθά Μνληέια Οζηενπόξσζεο 
 

Ζ ακάπηολδ πεζναιαηζηχκ ιμκηέθςκ μζηεμπυνςζδξ απμηεθεί έκα δοκαιζηυ ενεοκδηζηυ πεδίμ 

ηαζ ιέπνζ ζήιενα θίβα πεζναιαηζηά ιμκηέθα πνδζζιμπμζμφκηαζ ζηδκ πνάλδ. Σμ πζμ 

δζαδεδμιέκμ ιμκηέθμ μζηεμπυνςζδξ απμηεθεί δ πνήζδ πεζναιαημγχςκ ζηα μπμία επάβμοκ 

μζηζηή απχθεζα  ιε ηδκ ιέεμδμ ςμεδηεηημιήξ (ΟVX) (Kalu et al. 1989; Bouxsein et al. 

2005). Με ηδκ ςμεδηεηημιή πνμηαθείηαζ ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ ηςκ μζζηνμβυκςκ ζηα 

εδθοηά, ιε αφλδζδ ηδξ έηθναζδξ ημο RANKL πμο μδδβεί ζε ζδιακηζηή μζηζηή απχθεζα 

(Kalu et al. 1993). Ζ ςμεδηεηημιή εθανιυγεηαζ ζε εδθοηά δθζηίαξ 6-8 εαδμιάδςκ, ιε 

επαβςβή μζηζηήξ απχθεζαξ δ μπμία είκαζ ειθακήξ ζημ ζπμββχδεξ μζηυ ιεηά απυ 4 

εαδμιάδεξ. Χζηυζμ, δ πνήζδ ΟVX πμκηζηχκ πενζμνίγεηαζ ιυκμ ζηα εδθοηά, απαζηεί ιεβάθμ 

πνυκμ εθανιμβήξ εκυξ εεναπεοηζημφ πνςημηυθθμο ηαζ πνεζάγεηαζ ελεζδζηεοιέκμ πνμζςπζηυ 

πμο εα πναβιαημπμζήζεζ ηζξ πεζνμονβηέξ επειαάζεζξ.  

Πνυζθαηα, δδιζμονβήεδηακ κέα πεζναιαηζηά ιμκηέθα μζηεμπυνςζδξ ζηα μπμία 

επζηοβπάκεηαζ μζηζηή απχθεζα ζε πμθφ ζφκημιμ πνμκζηυ δζάζηδια. Υμνήβδζδ 

ακαζοκδοαζιέκδξ ή εηηνζηζημφ ηφπμο RANKL πνςηεΐκδξ ζε άβνζμο ηφπμο πμκηίηζα έπεζ ζακ 

απμηέθεζια ηδκ επαβςβή μζηζηήξ απχθεζαξ ιέζα ζε πμθφ ζφκημιμ πνμκζηυ δζάζηδια. 

Δθανιυγμκηαζ 3 δζαθμνεηζηέξ πνμζεββίζεζξ πμνήβδζδξ RANKL. ηδκ πνχηδ πενίπηςζδ  

βίκεηαζ εκδμπενζημκζαηή πμνήβδζδ 2mg/Kg GST-RANKL απυ 24 ιέπνζ 50 χνεξ ζε άβνζμο 

ηφπμο πμκηίηζα ή ανμοναίμοξ. Μέζα ζε αοηυ ημ πνμκζηυ δζάζηδια παναηδνείηαζ ζδιακηζηή 
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ιείςζδ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ηαζ ιείςζδ ηδξ μζηζηήξ ποηκυηδηαξ (Tomimori et al. 2009) 

(Δζη. 1.24). Σμ ιμκηέθμ GST-RANKL-ελανηχιεκδξ μζηζηήξ απχθεζαξ ειθακίγεζ  

πενζζζυηενα πθεμκεηηήιαηα ζοβηνζηζηά ιε ημ ιμκηέθμ ηδξ ςμεδηεηημιήξ (OVX)  υπςξ 

ζδιακηζηά ιζηνυηενμξ πνυκμξ επίηεολδξ μζηζηήξ απχθεζαξ, δεκ πενζμνίγεηαζ ιυκμ ζηα 

εδθοηά εκχ μ πνμηθζκζηυξ έθεβπμξ κέςκ θανιάηςκ πναβιαημπμζείηαζ ζε πμθφ ζφκημιμ 

πνμκζηυ δζάζηδια (Πίκ. 1.V). 

 

 

 

Δηθόλα 1.24. Μνληέιν GST-RANKL επαγώκελεο νζηηθήο απώιεηαο. Σνζζδζάζηαηεξ απεζημκίζεζξ ιε 

ιζηνμημιμβναθία ζηδκ πενζμπή ημο ιδνζαίμο υπμο δζαηνίκεηαζ δ απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζημ  GST-

RANKL επαβυιεκμ ιμκηέθμ (Yasuda 2013). 
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Πίλαθαο 1.V. Πίλαθαο πνπ παξνπζηάδνληαη ζπλνπηηθά ηα ζπγθξηηηθά πιενλεθηήκαηα ηνπ GST-RANKL 

model ζε ζρέζε κε ην OVX model (Yasuda 2013).  

 

 ηδ δεφηενδ πενίπηςζδ, πμνδβείηαζ οπμδυνζα εηηνζηζημφ ηφπμο RANKL πνςηεΐκδ (δφμ 

θμνέξ ακά διένα) βζα πενίμδμ 10 διενχκ. ημ ιμκηέθμ αοηυ απαζηχκηαζ ιεβαθφηενεξ 

πμζυηδηεξ πνςηεΐκδξ RANKL βζα κα επζηεοπεεί αολδιέκδ μζηεμηθαζημβέκεζδ. 

Παναηδνείηαζ ζε ηάπμζεξ πενζπηχζεζξ δ ειθάκζζδ οπεναζαεζηζαζιίαξ ζε γχα φζηενα απυ 

πμνήβδζδ RANKL βζα ιεβαθφηενμ πνμκζηυ δζάζηδια (Lloyd et al. 2008).  

Σέθμξ, ζηδ ηνίηδ πενίπηςζδ, πναβιαημπμζείηαζ εκδμπενζημκζαηή πμνήβδζδ εηηνζηζημφ ηφπμο 

RANKL πνςηεΐκδξ ζε θμνέα αδεκμζμφ (Ad-sRANKL) ζε ανζεκζηά πμκηίηζα άβνζμο ηφπμο. Ζ 

αολδιέκδ έηθναζδ ημο  RANKL πνμηαθεί έκημκδ μζηεμπυνςζδ ζηα γχα ιε ζδιακηζηή 

ιείςζδ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ δμηζιάγμκηαξ είηε παιδθή είηε ορδθή δμζμθμβία  (Δζη.1.25) 

(Enomoto et al. 2011). 
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Δηθόλα 1.25. Μνληέιν Ad-sRANKL επαγώκελεο νζηηθήο απώιεηαο. Σνζζδζάζηαηεξ απεζημκίζεζξ ιε 

ιζηνμημιμβναθία ζηδκ πενζμπή ημο ιδνζαίμο υπμο δζαηνίκεηαζ δ απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζημ Ad-

sRANKL επαβυιεκμ ιμκηέθμ (παιδθή-ορδθή δυζδ) (Yasuda 2013). 

 

Χζηυζμ δ πνήζδ ηςκ παναπάκς ιμκηέθςκ μζηεμπυνςζδξ βζα ηδκ αλζμθυβδζδ ακαζημθέςκ 

ημο ακενχπζκμο RANKL ηαείζηαηαζ πνμαθδιαηζηή θυβς ηδξ πεζναιαηζηήξ εηενμβέκεζαξ. 

Έηζζ βίκεηαζ επζηαηηζηή δ ακάβηδ δδιζμονβίαξ εκυξ ηαηάθθδθμο βεκεηζημφ ιμκηέθμο ημ μπμίμ 

εα δίκεζ ηδκ δοκαηυηδηα αλζμθυβδζδξ κέςκ ακαζημθέςκ ημο RANKL ζε πνμηθζκζηυ επίπεδμ.   
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1.9 τϐχοι τησ διδακτορικόσ διατριβόσ 

Οζ ζηυπμζ ηδξ πανμφζαξ δζδαηημνζηήξ δζαηνζαήξ είκαζ μζ ελήξ: 

1. Βζμπδιζηυξ ηαζ θεζημονβζηυξ παναηηδνζζιυξ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ RANKL
G278R

 

πνςηεΐκδξ (πμκηζημφ ηαζ ακενχπμο).  

2. Βζμπδιζηυξ ηαζ θεζημονβζηυξ παναηηδνζζιυξ ηδξ ακηίζημζπδξ ιεηάθθαλδξ ζε άθθα 

ιέθδ ηδξ οπενμζημβέκεζαξ ημο TNF (TNF, BAFF). 

3. Aλζμθυβδζδ ηδξ δνάζδξ ημο ιζηνμφ ιμνίμο SPD304, πμο απμηεθεί ακαζημθέα ημο 

ηνζιενζζιμφ ημο TNF, ζηδκ πζεακή αθθδθεπίδναζδ ηαζ πανειπυδζζδ ημο ηνζιενζζιμφ 

ημο RANKL. 

4. Αλζμθυβδζδ ηδξ δνάζδξ SPD-304 ακαθυβςκ ςξ ακαζημθέςκ ημο RANKL ζε 

θεζημονβζηέξ ηοηηανζηέξ δμηζιέξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ ηαζ ζε ηοηηανζηέξ δμηζιέξ 

ημλζηυηδηαξ. 

5. Γδιζμονβία ηαζ παναηηδνζζιυξ ημο μζηεμπμνςηζημφ δζαβμκζδζαημφ ιμκηέθμο 

οπενέηθναζδξ ημο RANKL ιε ζημπυ ηδκ αλζμθυβδζδ κέςκ πζεακχκ ακαζημθέςκ ημο 

RANKL ημο ακενχπμο ζε πνμηθζκζηυ επίπεδμ. 

6. Αλζμθυβδζδ βκςζηχκ ακαζημθέςκ ημο RANKL, υπςξ ημ ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια 

Denosumab έκακηζ ημο RANKL ημο ακενχπμο. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 20 

ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 2. ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

2.1 χεδιαςμϐσ γονιδιακών καταςκευών του RANKL του 

ποντικοϑ 

2.1.1 ρεδηαζκόο RANKL  γνληδηαθήο θαηαζθεπήο ζην pGEX-6P1 

 

Σμ βμκίδζμ RANKL ημο πμκηζημφ ηςδζημπμζεί ιζα δζαιειανακζηή πνςηείκδ 316 αιζκμλέςκ 

απυ ηδκ μπμία πανάβεηαζ δ εηηνζηζηή ηδξ ιμνθή ιεβέεμοξ 158 αιζκμλέςκ φζηενα απυ 

πνςηεμθοηζηή απμημπή (Δζη. 2.1).  

M S P I L G Y W K I K G L V Q P T R L L L E Y L E E K Y E E H L Y E R D E G D K W R N K K F E L G L E F P 

N L P Y Y I D G D V K L T Q S M A I I R Y I A D K H N M L G G C P K E R A E I S M L E G A V L D I R Y G V S 

R I A Y S K D F E T L K V D F L S K L P E M L K M F E D R L C H K T Y L N G D H V T H P D F M L Y D A L D 

V V L Y M D P M C L D A F P K L V C F K K R I E A I P Q I D K Y L K S S K Y I A W P L Q G W Q A T F G G G 

D H P P K S D L E V L F Q G P L G S P E F P G R L E M K P E A Q P F A H L T I N A A S I P S G S H K V T L S 

S W Y H D R G W A K I S N M T L S N G K L R V N Q D G F Y Y L Y A N I C F R H H E T S G S V P T D Y L Q 

L M V Y V V K T S I K I P S S H N LM K G G S T K N W S G N S E F H F Y S I N V G G F F K L R A G E E I S I 

Q V S N P S L L D P D Q D A T Y F G A F K V Q D I D 

 

Δηθόλα 2.1. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο ακηλνμηθήο αθνινπζίαο ηνπ GST mouse RANKL (399aa-45kDa). 

Mε  πνάζζκμ επζζδιαίκεηαζ δ αιζκμλζηή αημθμοεία ημο εηηνζηζημφ muRANKL (160aa). Με βηνζ επζζδιαίκεηαζ 

δ αιζκμλζηή αημθμοεία ηιήιαημξ ημο πθαζιζδίμο ιεηά ηδκ απμημπή ιε ηδκ πνςηεάζδ  Presscission ιήημοξ 

13aa μπυηε ζοκμθζηά 173aa (19,2kDa).  

 

Με PCR ηαζ ςξ ιήηνα cDNA απυ ηφηηανα μζηεμαθαζηχκ απμ πμκηίηζα άβνζμο ηφπμο έβζκε 

οπμηθςκμπμίδζδ ηδξ εηηνζηζηήξ RANKL ημο πμκηζημφ. Οζ εηηζκδηέξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ 

θένμοκ εέζεζξ ακαβκχνζζδξ ηςκ πενζμνζζηζηχκ εκγφιςκ XhoI ηαζ XbaI ακηίζημζπα. 

Αημθμφεςξ ζημ PCR πνμζυκ έβζκε ηαεανζζιυξ απυ ημ πήηηςια αβανυγδξ ηαζ ζηδκ ζοκέπεζα 

πέρδ ιε ηα έκγοια πενζμνζζιμφ XhoI ηαζ XbaI. . Σμ πθαζιίδζμ pGEX-6P1 ηυπδηε 

ακηίζημζπα ιε ηα έκγοια XhoI ηαζ NotI εκχ ημ άηνμ ηδξ NotI ιε ηδκ δνάζδ ηδξ Klenow 

ηνμπμπμζήεδηε ζε 'ηοθθυ'' άηνμ έηζζ χζηε κα οπάνλεζ ζοιααηυηδηα ιε ηα ακηίζημζπα άηνα 

ημο εκεέιαημξ πμο θένεζ ηδκ RANKL. Μεηά ηδκ θζβμπμίδζδ ημ ηεθζηυ πθαζιίδζμ πμο 

πνμηφπηεζ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 2.4. 

Δθθηλεηήο Αθνινπζία 

RANKLSOL.158.Xho-F 5'-TCACTCGAGATGAAGCCTGAGGCCCAGCC-3' 

RANKL3XbaTGA-R 5'-TCCTCTAGATCAGTCTATGTCCTGAAC-3' 

http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,1
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,69
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,81
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,94
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,129
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,132
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,154
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,165
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,168
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,240
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,281
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,321
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,338
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Δηθόλα 2.2. ρεκαηηθή απεηθόλεζε ηνπ ράξηε ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα pGEX-6P1 όπνπ θαίλνληαη νη 

πνιιαπιέο ζέζεηο ελζσκάησζεο, ε ζέζε θνπήο ηεο Prescission πξσηεάζεο θαη ε ζέζε ηεο GST πξσηείλεο 

 

Σμ ηεθζηυ πθαζιίδζμ πμο πνμηφπηεζ θαίκεηαζ ζηδκ (Δζη.2.3) 

 

 

Δηθόλα 2.3. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα pGEX-6P1 πνπ θέξεη ηελ εθθξηηηθή RANKL 

πξσηείλε ελώ ζην Ν άθξν ηεο ηελ GST πξσηείλε. 
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2.1.2 ρεδηαζκόο RANKL
G278R

 γνληδηαθήο θαηαζθεπήο ζην pGEX-6P1 

 

Σμ ιεηαθθαβιέκμ βμκίδζμ RANKL
G278R

 πμο θένεζ ηδκ ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ έπεζ ζακ 

απμηέθεζια ηδκ αθθαβή ημο αιζκμλέμξ βθοηίκδ ζηδκ εέζδ 278 ζε ανβζκίκδ ηαζ ειπενζέπεηαζ 

ζηδκ αημθμοεία ηδξ εηηνζηζηήξ πνςηείκδξ (Δζη.2.4). 

 

M S P I L G Y W K I K G L V Q P T R L L L E Y L E E K Y E E H L Y E R D E G D K W R N K K F E L G L E F P 

N L P Y Y I D G D V K L T Q S M A I I R Y I A D K H N M L G G C P K E R A E I S M L E G A V L D I R Y G V S 

R I A Y S K D F E T L K V D F L S K L P E M L K M F E D R L C H K T Y L N G D H V T H P D F M L Y D A L D 

V V L Y M D P M C L D A F P K L V C F K K R I E A I P Q I D K Y L K S S K Y I A W P L Q G W Q A T F G G G 

D H P P K S D L E V L F Q G P L G S P E F P G R L E M K P E A Q P F A H L T I N A A S I P S G S H K V T L S 

S W Y H D R G W A K I S N M T L S N G K L R V N Q D G F Y Y L Y A N I C F R H H E T S G S V P T D Y L Q 

L M V Y V V K T S I K I P S S H N LM K G G S T K N W S G N S E F H F Y S I N V G R F F K L R A G E E I S I 

Q V S N P S L L D P D Q D A T Y F G A F K V Q D I D 

 

Δηθόλα 2.4 . ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο ακηλνμηθήο αθνινπζίαο ηνπ GST mouse RANKL (399aa-45kDa). 

Mε  Πνάζζκμ επζζδιαίκεηαζ δ αιζκμλζηή αημθμοεία ημο εηηνζηζημφ muRANKL (160aa). Με Γηνζ επζζδιαίκεηαζ 

δ αιζκμλζηή αημθμοεία ηιήιαημξ ημο πθαζιζδίμο ιεηά ηδκ απμημπή ιε ηδκ πνςηεάζδ  Presscission ιήημοξ 13aa 

μπυηε ζοκμθζηά 173aa (19,2kDa). Με ηυηηζκμ δ εέζδ οπμηαηάζηαζδξ ζηδκ εέζδ 278 G278R ηδξ 

δζαιειανακζηήξ RANKL . 

  

Με PCR ηαζ ιήηνα cDNA απυ ηφηηανα μζηεμαθαζηχκ πμο απμιμκχεδηακ απυ tles πμκηίηζα 

έβζκε οπμηθςκμπμίδζδ ηδξ εηηνζηζηήξ RANKL
G278R

 ημο πμκηζημφ. Οζ ίδζμζ εηηζκδηέξ 

πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ RANKL
G278R

 υπςξ ζηδκ πενίπηςζδ ηδξ RANKL άβνζμο ηφπμο ιε 

εέζεζξ ακαβκχνζζδξ ηςκ πενζμνζζηζηχκ εκγφιςκ XhoI ηαζ XbaI ακηίζημζπα. Αημθμφεςξ ζημ 

πνμζυκ ηδξ ακηίδναζδξ ηδξ PCR έβζκε ηαεανζζιυξ απυ ημ πήηηςια αβανυγδξ ηαζ ζηδκ 

ζοκέπεζα πέρδ ιε ηα έκγοια πενζμνζζιμφ XhoI ηαζ XbaI. ημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pGEX-

6P1 έβζκε πέρδ ιε ηα έκγοια XhoI ηαζ NotI εκχ ημ άηνμ ηδξ NotI ιε ηδκ δνάζδ ηδξ Klenow 

ηνμπμπμζήεδηε ζε 'ηοθθυ'' άηνμ έηζζ χζηε κα οπάνλεζ ζοιααηυηδηα ιε ηα ακηίζημζπα άηνα 

ημο εκεέιαημξ πμο θένεζ ηδκ RANKL
G278R

. Μεηά ηδκ θζβμπμίδζδ ημ ηεθζηυ πθαζιίδζμ πμο 

πνμηφπηεζ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 2.5. 

 

Δθθηλεηήο Αθνινπζία 

RANKLSOL.158.Xho-F 5'-TCACTCGAGATGAAGCCTGAGGCCCAGCC-3' 

RANKL3XbaTGA-R 5'-TCCTCTAGATCAGTCTATGTCCTGAAC-3' 

 

http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,1
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,69
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,81
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,94
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,129
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,132
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,154
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,165
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,168
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,240
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,281
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,321
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,338
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Eηθόλα 2.5. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα pGEX-6P1 πνπ θέξεη ηελ εθθξηηηθή 

RANKL
G278R

 πξσηείλε ελώ ζην Ν άθξν ηεο ηελ GST πξσηείλε. 

 

 

2.2  χεδιαςμϐσ γονιδιακόσ καταςκευόσ τησ εκκριτικόσ 

RANKL του ανθρώπου 

2.2.1 χεδιαςμϐσ RANKL γονιδιακόσ καταςκευόσ ςτο pGEX-6P1 

Σμ βμκίδζμ RANKL ημο ακενχπμο ηςδζημπμζεί ιζα δζαιειανακζηή πνςηείκδ 317 αιζκμλέςκ 

απυ ηδκ μπμία πανάβεηαζ δ εηηνζηζηή ηδξ ιμνθή ιεβέεμοξ 158 αιζκμλέςκ φζηενα απυ 

πνςηεμθοηζηή απμημπή (Δζη.2.6). 

 

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIAD

KHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDF

MLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGP

LGSMEKAMVDGSWLDLAKRSKLEAQPFAHLTINATDIPSGSHKVSLSSWYHDRGWAKISNMTFSNGKLIVNQDGF

YYLYANICFRHHETSGDLATEYLQLMVYVTKTSIKIPSSHTLMKGGSTKYWSGNSEFHFYSINVGGFFKLRSGEEIS

IEVSNPSLLDPDQDATYFGAFKVRDID 
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Δηθόλα 2.6 ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο ακηλνμηθήο αθνινπζίαο ηνπ GST hum RANKL (407aa). Mε  

Πνάζζκμ επζζδιαίκεηαζ δ αιζκμλζηή αημθμοεία ηδξ εηηνζηζηήξ humRANKL (176aa). Με Γηνζ επζζδιαίκεηαζ δ 

αιζκμλζηή αημθμοεία ηιήιαημξ ημο πθαζιζδίμο ιεηά ηδκ απμημπή ιε ηδκ πνςηεάζδ  Presscission ιήημοξ 5aa 

μπυηε ζοκμθζηά 181aa (20kDa) 

 

Δθθηλεηήο Αθνινπζία 

hum.RANKLBam-F 5'- CAGGGATCCATGGAGAAAGCGATGGTGGATGGGATCC -3' 

hum.RANKLΝμt-R (internal) 5'- CAGGCGGCCGCCATCAGGGTATGAGAACTTGGG -3' 

 

Γζα ηδκ οπμηθςκμπμίδζδ ημο ακενχπζκμο RANKL πνδζζιμπμζήεδηε δ πθήνδξ ηςδζηή 

αθθδθμοπία (CDS) ημο cDNA (ζοθθμβή I.M.A.G.E., ηθχκμξ IRCMp5012B0913D ) πμο 

παναθήθεδηε ηθςκμπμζδιέκμ ζε ιμνθή ααηηδνζαηχκ stabs απυ ηδκ εηαζνεία 

SourceBioscience. Ζ οπμηθςκμπμίδζδ έβζκε ηιδιαηζηά βζα κα παναηάιρμοιε ημ πνυαθδια 

ιε ηδκ ΒamHI πμο ηυαεζ εςηενζηά ζηδκ ηςδζηή πενζμπή ημο RANKL. Σμ πνχημ ηιήια δεκ 

πενζέπεζ ηδκ εέζδ ακαβκχνζζδξ ΒamHI, έηζζ οπμηθςκμπμζήεδηε πνδζζιμπμζχκηαξ έκα 

εηηζκδηή πμο θένεζ ηδκ εέζδ ακαβκχνζζδξ ΒamHI ηαζ έκα εζςηενζηυ πμο θένεζ ηδκ εέζδ 

NotI.. Αημθμφεςξ ζημ PCR πνμζυκ έβζκε ηαεανζζιυξ απυ ημ πήηηςια αβανυγδξ ηαζ ζηδκ 

ζοκέπεζα πέρδ ιε ηα έκγοια πενζμνζζιμφ ΒamHI ηαζ NotI. Οιμίςξ ηαζ ζημ πθαζιζδζαηυ 

θμνέα pGEX-6P1 έβζκε πέρδ ιε ηα ίδζα έκγοια πενζμνζζιμφ χζηε κα έπμοκ ζοιααηά άηνα 

ηαζ θζβμπμίδζδ ηςκ ηιδιάηςκ αοηχκ. Σμ ηεθζηυ πθαζιίδζμ θαίκεηαζ ζηδκ παναηάης εζηυκα 

2.7. 
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Δηθόλα 2.7. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο ελδηάκεζεο πιαζκηδηαθήο θαηαζθεπήο πνπ θέξεη ηκήκα ηνπ 

εθθξηηηθνύ RANKL ηνπ αλζξώπνπ ζην πιαζκηδηαθό θνξέα pGEX-6P1.  

 

ηδκ ζοκέπεζα έβζκε πέρδ ημο εκδζάιεζμο πθαζιζδζαημφ θμνέα (Γέηηδξ) ιε ηα έκγοια 

πενζμνζζιμφ HindIII ηαζ NotI απμιαηνφκμκηαξ ιία εκδζάιεζδ πενζμπή ημο humRANKL ηαζ 

ακηίζημζπα πέρδ ιε ηα ίδζα έκγοια εκυξ άθθμο πθαζιζδζαημφ θμνέα πμο θένεζ ημ 

humRANKL ιε εέζδξ έκεεζδξ ζηα άηνα SalI-NotI (Δζη. 2.8) 
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Δηθόλα 2.8 ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ εθθξηηηθνύ RANKL ηνπ αλζξώπνπ ζην πιαζκηδηαθό θνξέα pGEX-

6P1 κε ζέζεο αλαγλώξηζεο-έλζεζεο SalI-NotI. 

 

 

ηδκ ζοκέπεζα έβζκε θζβμπμίδζδ ημο πθαζιζδζαημφ εκδζάιεζμο θμνέα ιε ημ ηιήια πμο 

πνμήθεε απυ ηδκ πθαζιζδζαηή ηαηαζηεοή (Δζη.2.8). Σμ ηεθζηυ πθαζιίδζμ θαίκεηαζ ζηδκ 

παναηάης εζηυκα 2.9. 
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humanRANKL IN pGEX BamHI-NotI

5492 bp
Amp(R)

lacI

hum RANKL BamHI-NotIGST

EcoRV (3697)

HindIII (58)

Kpn I (147)

NotI (539)

BamHI (1)

BamHI (480)

EcoRI (38 1)

EcoRI (38 8)

 

 

Δηθόλα 2.9 ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ εθθξηηηθνύ RANKL ηνπ αλζξώπνπ ζην πιαζκηδηαθό θνξέα pGEX-

6P1 κε ζέζεο αλαγλώξηζεο-έλζεζεο ΒamHI-NotI. 
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2.3  χεδιαςμϐσ γονιδιακών καταςκευών  του human TNF  

2.3.1 χεδιαςμϐσ TNF γονιδιακόσ καταςκευόσ ςτο pGEX-6P1 

Σμ βμκίδζμ TNF ημο ακενχπμο ηςδζημπμζεί ιζα εηηνζηζηή ιμνθή ηδξ πνςηείκδξ 233 

αιζκμλέςκ (Δζη.2.10). Με PCR ηαζ ςξ ιήηνα cDNA απυ ακενχπζκμ δείβια άβνζμο ηφπμο 

έβζκε οπμηθςκμπμίδζδ ηδξ εηηνζηζηήξ ιμνθήξ ημο TNF ημο ακενχπμο. Οζ εηηζκδηέξ πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ θένμοκ εέζεζξ ακαβκχνζζδξ ηςκ πενζμνζζηζηχκ εκγφιςκ BamHI ηαζ SalI 

ακηίζημζπα.  

 

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIAD

KHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKYLNGDHVTHPDF

MLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGP

LGSVRSSSRTPSDKPVAHVVANPQAEGQLQWLNRRANALLANGVELRDNQLVVPSEGLYLIYSQVLFKGQGCPS

THVLLTHTISRIAVSYQTKVNLLSAIKSPCQRETPEGAEAKPWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAEINRPDYLDFAESG

Q VYFGIIAL 

 

Δηθόλα 2.10 ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο ακηλνμηθήο αθνινπζίαο ηνπ GST hum TNF (388aa-44kDa). Mε  

Πνάζζκμ επζζδιαίκεηαζ δ αιζκμλζηή αημθμοεία ημο εηηνζηζημφ humTNF (157aa). Με Γηνζ επζζδιαίκεηαζ δ 

αιζκμλζηή αημθμοεία ηιήιαημξ ημο πθαζιζδίμο ιεηά ηδκ απμημπή ιε ηδκ πνςηεάζδ  Presscission ιήημοξ 5aa 

μπυηε ζοκμθζηά 162aa (17,7kDa).  

 

Δθθηλεηήο Αθνινπζία 

HumanTNF-F 5'-CTGGGATCCGTCAGATCATCTTCTCG-3' 

HumanTNF-R 5'-GGATCATTGCCCTGTGAGTCGACCTG-3' 

 

Αημθμφεςξ ζημ PCR πνμζυκ έβζκε ηαεανζζιυξ απυ ημ πήηηςια ηαζ ζηδκ ζοκέπεζα πέρδ ιε 

ηα έκγοια πενζμνζζιμφ BamHI ηαζ SalI. Οιμίςξ ημ πθαζιίδζμ pGEX-6P1 ηυπδηε ιε ηα 

έκγοια BamHI ηαζ SalI. Μεηά ηδκ θζβμπμίδζδ ημ ηεθζηυ πθαζιίδζμ πμο πνμηφπηεζ θαίκεηαζ 

ζηδκ παναηάης εζηυκα 2.11. 
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Δηθόλα 2.11. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ εθθξηηηθνύ TNF ηνπ αλζξώπνπ ζην πιαζκηδηαθό θνξέα pGEX-

6P1. 

 

2.3.2 χεδιαςμϐσ TNFG249R γονιδιακόσ καταςκευόσ ςτο pGEX-
6P1 
Γζα ηδκ οπμηθςκμπμίδζδ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ εηηνζηζηήξ πνςηείκδξ TNF

G122R
 ημο ακενχπμο 

(Δζη.2.12) ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pGEX-6P1 πναβιαημπμζήεδηε ζε πνχηδ θάζδ δ ιέεμδμ 

εζζαβςβήξ ιεηαθθάλεςκ ιέζς PCR. 

 

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIAD

KHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKYLNGDHVTHPDF

MLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGP

LGSVRSSSRTPSDKPVAHVVANPQAEGQLQWLNRRANALLANGVELRDNQLVVPSEGLYLIYSQVLFKGQGCPS

THVLLTHTISRIAVSYQTKVNLLSAIKSPCQRETPEGAEAKPWYEPIYLGRVFQLEKGDRLSAEINRPDYLDFAESG

Q VYFGIIAL 

 

Δηθόλα 2.12 ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο ακηλνμηθήο αθνινπζίαο ηνπ GST hum TNF (388aa-44kDa). Mε  

Πνάζζκμ επζζδιαίκεηαζ δ αιζκμλζηή αημθμοεία ημο εηηνζηζημφ humTNF (157aa). Με Γηνζ επζζδιαίκεηαζ δ 

αιζκμλζηή αημθμοεία ηιήιαημξ ημο πθαζιζδίμο ιεηά ηδκ απμημπή ιε ηδκ πνςηεάζδ  Presscission ιήημοξ 5aa 

μπυηε ζοκμθζηά 162aa (17,7kDa). Με ηυηηζκμ δ εέζδ οπμηαηάζηαζδξ ζηδκ εέζδ 122 G122R. 



64 

 

 

Δθθηλεηήο Αθνινπζία 

HumanTNF-F  5'-CTGGGATCCGTCAGATCATCTTCTCG-3' 

HumanTNF-R  5'-GGATCATTGCCCTGTGAGTCGACCTG-3' 

HuTNFargF 5'-CTA TCT GGG AAG GGT CTT CC-3' 

HuTNFargR  5'-GGA AGA CCC TTC CCA GAT AG-3' 

 

Ζ πνήζδ ''εζςηενζηχκ ιεηαθθαλζμβχκςκ εηηζκδηχκ'' πμο εζζάβμοκ ηδκ ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ 

(G->A) ζοκδοάγμκηαζ ακάθμβα ιε ημοξ ελςηενζημφξ εηηζκδηέξ πανάβμκηαξ δφμ ηιήιαηα 

DNA. (Δζη.2.13).  

 

 

 

Δηθόλα 2.13. ρεκαηηθή απεηθόληζε ησλ ηξηώλ αληηδξάζεσλ PCR πνπ απαηηνύληαη γηα ηελ 

ππνθισλνπνίεζε ηνπ TNF
G249R 

 

Σέθμξ ζε ιζα ακηίδναζδ PCR υπμο ζακ ιήηνα πνδζζιμπμζμφιε ηα 2 ηιήιαηα DNA υπμο 

αθθδθμεπζηαθφπημκηαζ-οανζδίγμοκ ηαζ ιε ημοξ ελςηενζημφξ εηηζκδηέξ εκζζπφμοιε ηεθζηχξ 

ηδκ πθήνδ αημθμοεία πμο ηςδζημπμζεί ηδκ εηηνζηζηή TNF
G249R 

πνςηείκδ. Έπεζηα ημ πνμζυκ 

ηδξ PCR ηαεανίγεηαζ απυ ημ πήηηςια αβανυγδξ ηαζ βίκεηαζ πέρδ ιε ηα έκγοια BamHI ηαζ 

SalI (πμο θένμοκ μζ ελςηενζημί εηηζκδηέξ) ηαεχξ ηαζ μ πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ pGEX-6P1 

χζηε κα είκαζ δοκαηυκ δ εζζαβςβή ημο ηιήιαημξ ηδξ TNF
G249R

. Σμ ηεθζηυ πθαζιίδζμ πμο 

θένεζ ημ TNF
G249R

 θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 2.14  
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pGEX-sol. mutated human TNF

5445 bp

MUTATED HUMAN TNF

GST DOMAIN

BamHI (4966)

EcoRV (3170)

NotI (12)

Sal I (1)

Xho I (6)

 

 

Δηθόλα 2.14. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ εθθξηηηθνύ TNF
G122R

 ηνπ αλζξώπνπ ζην πιαζκηδηαθό θνξέα 

pGEX-6P1. 

 

2.4  χεδιαςμϐσ γονιδιακών καταςκευών του human BAFF  

 

2.4.1 χεδιαςμϐσ BAFF γονιδιακόσ καταςκευόσ ςτο pGEX-6P1 

Σμ βμκίδζμ BAFF ημο ακενχπμο ηςδζημπμζεί ιζα εηηνζηζηή ιμνθή ηδξ πνςηείκδξ 152 

αιζκμλέςκ (Δζη.2.15). 

 

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIAD

KHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDF

MLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGP

LGSMAVQGPEETVTQDCLQLIADSETPTIQKGSYTFVPWLLSFKRGSALEEKENKILVKETGYFFIYGQVLYTDKTY

AMGHLIQRKKVHVFGDELSLVTLFRCIQNMPETLPNNSCYSAGIAKLEEGDELQLAIPRENAQISLDGDVTFFGALK

LL 

 

Δηθόλα 2.15. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο ακηλνμηθήο αθνινπζίαο ηνπ GST hum BAFF (384aa). Mε Πνάζζκμ 

επζζδιαίκεηαζ δ αιζκμλζηή αημθμοεία ηδξ εηηνζηζηήξ humBAFF (153aa). Με Γηνζ επζζδιαίκεηαζ δ αιζκμλζηή 

αημθμοεία ηιήιαημξ ημο πθαζιζδίμο ιεηά ηδκ απμημπή ιε ηδκ πνςηεάζδ  Presscission ιήημοξ 5aa μπυηε 

ζοκμθζηά 158aa (17.5kDa). 
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Δθθηλεηήο Αθνινπζία 

HumanBAFF-F 5'-CAGGGATCCATGGCCGTTCAGGGTCCAGAAG-3' 

HumanBAFF-R 5'-CAGGCGGCCGCTCACAGCAGTTTCAATGCA-3' 

 

 Γζα ηδκ οπμηθςκμπμίδζδ ημο ακενχπζκμο BAFF πνδζζιμπμζήεδηε δ πθήνδξ ηςδζηή 

αθθδθμοπία (CDS) ημο cDNA (ζοθθμβή I.M.A.G.E. , ηθχκμξ IRAUp969H0387D) πμο 

παναθήθεδηε ηθςκμπμζδιέκδ ζε ιμνθή ααηηδνζαηχκ stabs απυ ηδκ εηαζνεία 

SourceBioscience. Ζ οπμηθςκμπμίδζδ ημο ηιήιαημξ πμο ηςδζημπμζεί ηδκ εηηνζηζηή πενζμπή 

ηδξ BAFF πνςηείκδξ έβζκε πνδζζιμπμζχκηαξ εηηζκδηέξ υπμο εζζάβαιε εέζεζξ ακαβκχνζζδξ 

ηςκ πενζμνζζηζηχκ εκγφιςκ BamHI ηαζ NotI ακηίζημζπα. Αημθμφεςξ ζημ PCR πνμζυκ έβζκε 

ηαεανζζιυξ απυ πήηηςια αβανυγδξ ηαζ ζηδκ ζοκέπεζα πέρδ ιε ηα έκγοια πενζμνζζιμφ 

BamHI ηαζ NotI. Οιμίςξ ηαζ ζημ πθαζιζδζαηυ θμνέα pGEX-6P1 έβζκε πέρδ ιε ηα ίδζα 

έκγοια πενζμνζζιμφ χζηε κα έπμοκ ζοιααηά άηνα ηαζ θζβμπμίδζδ ηςκ ηιδιάηςκ αοηχκ. Σμ 

ηεθζηυ πθαζιίδζμ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 2.16. 

 

 

 

Δηθόλα 2.16. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ εθθξηηηθνύ BAFF ηνπ αλζξώπνπ ζην πιαζκηδηαθό θνξέα pGEX-

6P1. 
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2.4.2  χεδιαςμϐσ BAFFG249R γονιδιακόσ καταςκευόσ ςτο pGEX-6P1 

Γζα ηδκ οπμηθςκμπμίδζδ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ εηηνζηζηήξ πνςηείκδξ BAFF
G249R

 ημο ακενχπμο 

ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pGEX-6P1 πναβιαημπμζήεδηε ιε ηαηεοεοκυιεκδ PCR 

ιεηαθθαλμβέκεζδ. Ζ πνήζδ ''εζςηενζηχκ ιεηαθθαλζμβχκςκ εηηζκδηχκ'' πμο εζζάβμοκ ηδκ 

ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ (G->C) ζοκδοάγμκηαζ ακάθμβα ιε ημοξ ελςηενζημφξ εηηζκδηέξ 

πανάβμκηαξ δφμ ηιήιαηα DNA (Δζη. 2.17). 

 

 

  

Δηθόλα 2.17. ρεκαηηθή απεηθόληζε ησλ ηξηώλ αληηδξάζεσλ PCR πνπ απαηηνύληαη γηα ηελ 

ππνθισλνπνίεζε ηνπ BAFF
G249R

. 

 

Σέθμξ ζε ιζα ακηίδναζδ PCR υπμο ζακ ιήηνα πνδζζιμπμζμφιε ηα 2 ηιήιαηα DNA υπμο 

αθθδθμεπζηαθφπημκηαζ-οανζδίγμοκ ηαζ ιε ημοξ ελςηενζημφξ εηηζκδηέξ εκζζπφμοιε ηεθζηχξ 

ηδκ πθήνδ αημθμοεία πμο ηςδζημπμζεί ηδκ εηηνζηζηή BAFF
G249R 

πνςηείκδ (Δζη. 2.18). 

 

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIAD

KHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDF

MLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGP

LGSMAVQGPEETVTQDCLQLIADSETPTIQKGSYTFVPWLLSFKRGSALEEKENKILVKETGYFFIYGQVLYTDKTY

AMGHLIQRKKVHVFGDELSLVTLFRCIQNMPETLPNNSCYSARIAKLEEGDELQLAIPRENAQISLDGDVTFFGALK

LL 

 

Δηθόλα 2.18 ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο ακηλνμηθήο αθνινπζίαο ηνπ GST hum BAFF
G249R (384aa). Mε  

Πνάζζκμ επζζδιαίκεηαζ δ αιζκμλζηή αημθμοεία ηδξ εηηνζηζηήξ humBAFF (153aa). Με Γηνζ επζζδιαίκεηαζ δ 

αιζκμλζηή αημθμοεία ηιήιαημξ ημο πθαζιζδίμο ιεηά ηδκ απμημπή ιε ηδκ πνςηεάζδ  Presscission ιήημοξ 5aa 

μπυηε ζοκμθζηά 158aa (17.5kDa). Με ηυηηζκμ δ εέζδ οπμηαηάζηαζδξ ζηδκ εέζδ 249 G249R. 

 

 Έπεζηα ημ πνμζυκ ηδξ PCR απμιμκχκεηαζ απυ πήηηςια αβανυγδξ ηαζ βίκεηαζ πέρδ ιε ηα 

έκγοια BamHI ηαζ NotI (πμο θένμοκ μζ ελςηενζημί εηηζκδηέξ) ηαεχξ ηαζ μ πθαζιζδζαηυξ 
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θμνέαξ pGEX-6P1 χζηε κα είκαζ δοκαηυκ δ εζζαβςβή ημο ηιήιαημξ ηδξ BAFF
G249R

. Σμ 

ηεθζηυ πθαζιίδζμ πμο θένεζ ημ BAFF
G249R

 θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 2.19. 

 

Δθθηλεηήο Αθνινπζία 

HumanBAFF-F 5'CAGGGATCCATGGCCGTTCAGGGTCCAGAAG-3' 

HumanBAFF-R 5'-CAGGCGGCCGCTCACAGCAGTTTCAATGCA-3' 

Internal-HumanBAFF-F 5'-CCTGCTATTCAGCTCGCAT-3' 

Internal-HumanBAFF-R 5'-ATGCGAGCTGAATAGCAGG-3' 

 

 

 

Δηθόλα 2.19. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ εθθξηηηθνύ ΒΑFF
G249R

 ηνπ αλζξώπνπ ζην πιαζκηδηαθό θνξέα 

pGEX-6P1. 
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2.5 Προετοιμαςύα δεκτικών XL-1 blue βακτηριακών 

ςτελεχών για μεταςχηματιςμϐ με την μϋθοδο 

ηλεκτροπϐρωςησ 

Ζ πνμεημζιαζία δεηηζηχκ XL-1 blue ηοηηάνςκ βζα ιεηαζπδιαηζζιυ ιε ηδκ ιέεμδμ 

δθεηηνμπυνςζδξ απμηεθεί ιζα ηεπκζηή ιε ηδκ μπμία δδιζμονβμφκηαζ ααηηδνζαηά ζηεθέπδ 

πμο παναηηδνίγμκηαζ απυ ιεβάθδ απυδμζδ ιεηαζπδιαηζζιμφ ιε ηδκ πνυζθδρδ 

πθαζιζδζαημφ DNA ηαζ πενζθαιαάκεζ ηα παναηάης ζηάδζα: 

1. ηνχζζιμ ηοηηάνςκ XL-1 blue ζε ηνοαθίμ petri (πνήζδ glycerol stock απυ ημοξ -80
0
C) ιε 

ακεεηηζηυηδηα ζε ακηζαζμηζηυ ηεηναηοηθίκδξ (25ιg/ml) ηαζ επχαζδ ζημοξ 37
0
C. 

2. Σδκ επυιεκδ ιένα επζθμβή ιμκήξ απμζηίαξ απυ ημ ηνοαθίμ ηαζ ειαάπηζζια ζε 50ml LB 

άβαν (πνμηαθθζένβεζα) ηαζ επχαζδ ζημοξ 37
0
C Ο/Ν. 

3. Σδκ επυιεκδ διένα ιεηαθένμοιε 5ml απμ ηδκ πνμ-ηαθθζένβεζα ζε 500ml LB άβαν. 

4. Ακάπηολδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ιε επχαζδ ζημοξ 37
0
C ηαζ ακάδεοζδ 230rpm, εκχ εθέβπμοιε 

ηδκ ηοηηανζηή ποηκυηδηα ιεηνχκηαξ ηδκ μπηζηή ποηκυηδηα OD ζηα 600nm δ μπμία 

πνέπεζ κα θηάζεζ ιία ηζιή ιεηαλφ 0.5 ηαζ 0.7(εηεεηζηή θάζδ ακάπηολδξ ηαζ 

πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ ααηηδνζαηχκ ηοηηάνςκ). 

5. ηδκ εηεεηζηή θάζδ ακάπηολδξ ιεηαθένμοιε ηα ηφηηανα ζημκ πάβμ βζα 30min. 

6. Φοβμηέκηνζζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζηζξ 3.500rpm ζημοξ 4
0
C βζα 15min. 

7. Πεηάιε ημ οπενηείιεκμ ηαζ επακαδζαθφμοιε ηα ηφηηανα ζε 800ml ηνφμ ddH2O. 

8. Φοβμηέκηνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζηζξ 3.500rpm ζημοξ 4
0
C βζα 15min. 

9. Απμιαηνφκμοιε πνμζεηηζηά ημ H2O ηαζ επακαδζαθφμοιε ηα ηφηηανα ζε 400ml ηνφμ 

ddH2O. 

10. Φοβμηέκηνζζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζηζξ 3.500rpm ζημοξ 4
0
C βζα 15min. 

11. Απμιαηνφκμοιε πνμζεηηζηά ημ H2O ηαζ αθήκμοιε πίζς πενίπμο 10-15ml H2O ηαζ υπμο 

βίκεηαζ δ επακαδζάθοζδ ηςκ ηοηηάνςκ. 

12. Μεηαθένμοιε ηα ηφηηανα ζε έκα 50ml falcon  

13. Φοβμηέκηνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζηζξ 3.500rpm ζημοξ 4
0
C βζα 15min. 

14. Πεηάιε ημ οπενηείιεκμ ηαζ επακαδζαθφμοιε ηα ηφηηανα ζε 20ml 10% βθοηενυθδ. 

15. Φοβμηέκηνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζηζξ 3.500rpm ζημοξ 4
0
C βζα 15min. 

16. Πεηάιε ημ οπενηείιεκμ ηαζ επακαδζαθφμοιε ηα ηφηηανα ζε 1-2ml 10% βθοηενυθδ. 

17. Μμζνάγμοιε ζε aliquots ηςκ 120ιl ηαζ αιέζςξ ηα παβχκμοιε ζε οβνυ άγςημ ιε λδνυ 

πάβμ ηαζ απμεήηεοζδ ζημοξ -80
0
C. 
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2.6 Απομϐνωςη προώϐντων PCR ό πλαςμιδιακοϑ DNA απϐ 

πόκτωμα αγαρϐζησ με τη μϋθοδο του ιωδιοϑχου νατρύου 

(NaI) 

Ζ απμιυκςζδ πνμζυκηςκ PCR ή πθαζιζδζαημφ DNA απυ πήηηςια αβανυγδξ απμηεθεί 

ακαβηαία ζοκεήηδ χζηε κα πνμπςνήζμοιε ζηα επυιεκα ζηάδζα οπμηθςκμπμίδζδξ ηαζ 

θζβμπμίδζδξ ηςκ ηιδιάηςκ.Ζ ιέεμδμξ πενζθαιαάκεζ ηα παναηάης αήιαηα:  

1. Πναβιαημπμίδζδ έλζ ακηζδνάζεςκ PCR βζα ημ ηάεε ηιήια DNA ή 3-5ιg πθαζιζδζαημφ 

DNA πμο πνυηεζηαζ κα οπμηθςκμπμζδεεί.  

2. Ακάιζλδ ηςκ έλζ ακηζδνάζεςκ ή ημο πθαζιζδζαημφ DNA, πνμζεήηδ δζαθφιαημξ 

ηαηααφεζζδξ ηαζ ακάθοζδ ημο πνμσυκημξ ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ 1% 

ιε εζδζηά δζαιμνθςιέκα πδβάδζα ιεβάθμο ιεβέεμοξ.  

3. Απμιυκςζδ ημο ημιιαηζμφ ημο πδηηχιαημξ πμο πενζέπεζ ημ επζεοιδηυ πνμσυκ 

πνδζζιμπμζχκηαξ κοζηένζ.  

4. Γζαθοημπμίδζδ ημο πδηηχιαημξ ζε 2.5 υβημοξ 6Μ NaI ζημοξ 55oC, ~10 min. 

5. Πνμζεήηδ 20 ιl Glass Milk (vortex πνζκ ηδκ πνήζδ).  

6. ημκ πάβμ βζα 7min ηαζ ακάδεοζδ ημ tube ηάεε 2min βζα πνυζδεζδ ημο DNA ζηα 

ιζηνμζθαζνίδζα. 

7. Φοβμηέκηνδζδ 13000 rpm, 10 min, εενιμηναζία δςιαηίμο. 

8. Aπμιάηνοκζδ ημο οπενηείιεκμο ηαζ επακαδζάθοζδ ημο pellet ζε 1ml New Wash.  

9. Φοβμηέκηνδζδ 13000 rpm, 10sec, εενιμηναζία δςιαηίμο. 

10. Eπακάθδρδ ημο αήιαημξ 8 άθθεξ 2 θμνέξ. 

11. Απεθεοεένςζδ ημο DNA απυ ηα ιζηνμζθαζνίδζα ζε ιζηνυ υβημ ddH20 ζημοξ 55μC, 5 

min. 

12. Φοβμηέκηνδζδ 13000 rpm, 1min, εενιμηναζία δςιαηίμο. 

13. Μεηαθμνά ημο οπενηεζιέκμο πμο πενζέπεζ ημ DNA. 

14. Ακάθοζδ 1 ιl ιε δθεηηνμθυνδζδ βζα επζαεααίςζδ επζηοπμφξ ηαεανζζιμφ.  

Γηαιύκαηα 

Glass Milk: Γζα Παναζηεοή 10 ml πνμζεέημοιε 1g silica (Sigma, #5631) ζε 10ml PBS, 

ακαηαηεφμοιε ηαζ αθήκμοιε 2h, εενιμηναζία δςιαηίμο. Απμιαηνφκμοιε ημ οπενηείιεκμ 

ηαζ επακαθαιαάκμοιε. ηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζμφιε θοβμηέκηνδζδ 1000 rpm, 2 min ηαζ 

ηέθμξ επακαζςνμφιε ζε 6 Μ ΝaI (Fisher Scientific).  

New Wash: 0.1 M NaCl, 0.01 M Tris pH 7.5, 0.0025 M EDTA ζε δζάθοια 47.5 %  

EtOH.  
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2.7  ϑνδεςη τμημϊτων DNA με λιγϊςη 

Οζ ακηζδνάζεζξ PCR πναβιαημπμζήεδηακ ιε ημ έκγοιμ Pfu πμθοιενάζδ (Thermo Scientific, 

#EP0501) ηαζ ιεηά απυ ηάεε ηθςκμπμίδζδ ηα πθαζιίδζα ακαθφμκηακ ιε αθθδθμφπδζδ βζα 

επζαεααίςζδ ηδξ επαβςβήξ ηςκ εηάζημηε ιεηαθθάλεςκ ηαζ ηδξ έθθεζρδξ άθθςκ 

ιεηαθθάλεςκ. Οζ ακηζδνάζεζξ θζβμπμίδζδξ PCR πνμζυκηςκ ιε πθαζιζδζαημφξ θμνείξ 

(ligations) πναβιαημπμζήεδηακ ςξ θαίκεηαζ ζημκ παναηάης πίκαηα πνδζζιμπμζχκηαξ ημ 

έκγοιμ ηδξ θζβάζδξ (DL01a) απυ ηδκ εηαζνία HT Biotechnology. Ζ ακαθμβία θμνέα (vector) 

ηαζ εκεέιαημξ (insert) πνέπεζ κα είκαζ 1:3. Ζ πνήζδ 1 ιε 3 ιl είκαζ εκδεζηηζηή ηαζ 

δζαθμνμπμζείηαζ ηάεε θμνά ακάθμβα ιε ηδ ζοβηέκηνςζδ ημο ηάεε ακηζδνχκηςξ πμο 

εηηζιάηαζ ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ.  

 

 

Vector 1θ 

Insert 3θ 

5x Ligation Buffer  2θ  

Ligase (10units/θ) (HT Biotechnology)  1θ  

H2O 3θ  

Total 10θ 

22 
o
C, 16 h 

 

 

2.8 Μεταςχηματιςμϐσ XL-1 blue βακτηριακών ςτελεχών με 

ηλεκτροπϐρωςη 

Ο ιεηαζπδιαηζζιυξ δεηηζηχκ ηοηηάνςκ ιε δθεηηνμπυνςζδ απμηεθεί ιζα ανηεηα απμδμηζηή 

ιέεμδμ εκχ πνδζζιμπμζήεδηακ ηα ηεθζηά πνμζυκηα θζβμπμίδζδξ βζα ημκ ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ 

XL1-Blue ηοηηάνςκ. Γεηηζηά ηφηηανα XL1-Blue λεπαβχκμοκ απυ ημοξ -80 oC ζημκ πάβμ. 

ημκ πάβμ ιεηαθένμκηαζ ηαζ μζ ηοαέηεξ δθεηηνμπυνςζδξ. 40 ιl ηοηηάνςκ ιεηαθένμκηαζ ζε 

1.5 ml eppendorf ηαζ πνμζηίεεηαζ 2 ιl ακηίδναζδξ ζφκδεζδξ (ligation), ακαιζβκφμκηαζ ηαθά 

ηαζ επςάγμκηαζ ζημκ πάβμ, 5min. Ζ ζοζηεοή δθεηηνμπυνςζδξ νοειίγεηαζ ζηα 25 ιF, 200 Χ, 

1.8 V, ηα 42 ιl ακηίδναζδξ ιεηαθένμκηαζ ζηδκ ηοαέηα ηαζ επάβεηαζ παθιυξ. Μεηά ημκ παθιυ 
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πνμζηίεεηαζ 1 ml πνμεενιαζιέκμ SOC Medium ακαδεφμοιε ηαθά ηαζ ιεηαθένμοιε ζε κέμ 

1.5 ml eppendorf υπμο ηαζ επςάγμοιε 1h,37oC ηαζ ηέθμξ ζηνχκμοιε ηα ηφηηανα ζε ηνοαθία 

ιε LB άβαν ηαζ ακηζαζμηζηυ ηαηάθθδθδξ επζθμβήξ.  

 

Γηαιύκαηα 

SOC Medium: Γζα 200 ml ακαιζβκφμοιε: 4g Bacto-tryptone (Fluka), 1g Bacto-Yeast extract 

(Fluka), 2ml of 1M NaCl, 0,5ml of 1M KCl, 2ml of 1M MgCl2, 2ml of 1M MgSO4, 

απμζηεζνχκμοιε ζημ αοηυηαοζημ ηαζ πνμζεέημοιε 1ml 1M glycose (filtered). Απμεήηεοζδ 

4
o
C  

LB άβαν: Γζα 1 L ακαιζβκφμοιε: 10g NaCl, 10g Tryptone (Fluka), 5g Yeast Extract  

(Fluka), 15g agar (Fluka)  

πζθεπέο  

οζηεοή δθεηηνμπυνςζδξ Bio-Rad MicroPulserTM ηαζ ηοαέηεξ Bio-Rad.  

 

2.9 Απομϐνωςη πλαςμιδιακοϑ DNA απϐ βακτηριακϊ 

κϑτταρα ςε μικρό κλύμακα (mini prep-boiling method)  

Ζ ιέεμδμξ αοηή πεζθαιαάκεζ ηδκ απμιυκςζδ πθαζιζδζαημφ DNA ιζηνήξ ηθίιαηαξ ηαζ 

πνδζζιμπμείηαζ εονέςξ υηακ εέθμοιε κα ηαοημπμζήζμοιε ημκ ζςζηυ ααηηδνζαηυ ηθχκμ πμο 

θένεζ ηδκ πθαζιζδζαηή ηαηαζηεοή πμο ιαξ εκδζαθένεζ. 

Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε είκαζ δ ελήξ:  

1. Δπζθμβή ιμκήξ ααηηδνζαηήξ απμζηίαξ ηαζ ιεηαθμνά ζε 5ml LB ενεπηζημφ ιέζμο πμο 

πενζέπεζ ακηζαζμηζηυ επζθμβήξ. Δπχαζδ ιε ακάδεοζδ ζημοξ 37oC βζα 16 χνεξ.  

2. Μεηαθμνά 1.5ml ηαθθζένβεζαξ ζε eppendorf tube ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000rpm βζα 

2min. Φοθάιε ηδκ εκαπμιείκαζα ηαθθζένβεζα ζημοξ 4oC βζα ιεθθμκηζηή πνήζδ.  

3. Πεηάιε ημ οπενηείιεκμ ηαζ επακαδζαθφμοιε ημ ααηηδνζαηυ pellet ζε 350ιl Boiling Prep 

Buffer, πνμζεέημοιε 25ιl θοζμγφιδξ (10mg/ml) ηαζ ακαδεφμοιε ιε vortex.  

4. Μεηαθμνά ηςκ δεζβιάηςκ ζε αναζηυ κενυ βζα 1:30 min ηαζ ιεηαθένμοιε αιέζςξ ζημκ 

πάβμ.  

5. Φοβμηέκηνδζδ ζε 13.000rpm βζα 30min ζημοξ 4oC.  

6. Αθαίνεζδ θεοημφ pellet (ηοηηανζηά εναφζιαηα) ιε μδμκημβθοθίδα.  

7. Μεηαθμνά ημο οπενηείιεκμο ζε ηαζκμφνβζμ tube.  

8. Πνμζεήηδ 160ιl 5M NH4OAc (Panreac).  

9. Πνμζεήηδ 300ιl Phenol/CKCl3. Vortex.  
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10. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000rpm βζα 5min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  

11. Μεηαθμνά ημο οπενηείιεκμο ζε ηαζκμφνβζμ tube.  

12. Δπακάθδρδ ηςκ αδιάηςκ 12-14.  

13. Πνμζεήηδ 800ιl ηνφαξ 100% αζεακυθδξ ηαζ ηαθή ακάιζλδ.  

14. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000rpm βζα 20-30min ζημοξ 4oC.  

15. Πεηάιε ημ οπενηείιεκμ ηαζ λεπθέκμοιε ιε 800ιl 70% αζεακυθδ ημ DNA pellet.  

16. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000rpm βζα 5min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  

17. Πεηάιε ημ οπενηείιεκμ ηαζ αθήκμοιε κα ζηεβκχζεζ ημ DNA pellet. 

18. Δπακαδζάθοζδ ημ DNA pellet ζε 30ιl ddH2O.  

 

Γηαιύκαηα Boiling Prep Buffer: 8% Sucrose, 0.5% Triton X-100, 50mM EDTA (PH 8.0), 

1mM  Tris-Cl (PH 8.0)  

 

2.10 Απομϐνωςη πλαςμιδιακοϑ DNA απϐ βακτηριακϊ 

κϑτταρα ςε μεγϊλη κλύμακα (midi prep)  

Ζ ιέεμδμξ αοηή πενζθαιαάκεζ ηδκ απμιυκςζδ πθαζιζδζαημφ DNA ιεβάθδξ ηθίιαηαξ 

(πενίπμο 1-2ιg/θ DNA) ηαζ ιεβαθφηενδξ ηαεανυηδηαξ απυ ηαθθζένβεζα ααηηδνζαηχκ 

ηοηηάνςκ. οκήεςξ πναβιαημπμζείηαζ ιε ζημπυ ηδκ αθθδθμφπζζδ ημο πθαζιζδζαημφ DNA. 

ηδκ πανμφζα ιεθέηδ πνδζζιμπμζήεδηε έκα ειπμνζηά δζαεέζζιμ ηζη απμιυκςζδξ 

πθαζιζδζαημφ DNA (#12145) απυ ηδκ εηαζνεία QIAGEN ηαζ πναβιαημπμζήεδηε ζφιθςκα ιε 

ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή (αθέπε http://www.qiagen.com/products/catalog/sample-

technologies/dna-sample-technologies/plasmid-dna/qiagen-plasmid-midi-kit#productdetails). 

 

2.11 Αλληλοϑχηςη  

Πθαζιζδζαηυ DNA απμιμκςιέκμ απυ πήηηςια αβανυγδξ (αθέπε εκυηδηα 2.7) ζηάθεδηακ βζα 

αθθδθμφπδζδ ζηζξ εηαζνείεξ Eurofins MWG, Ocumum Biosolutions ηαζ VBC Biotech. Γζα 

ηδκ αθθδθμφπδζδ ημο cDNA ημο mouse RANKL, human RANKL, human TNF ηαζ human 

BAFF πνδζζιμπμζήεδηακ μζ ηάηςεζ εηηζκδηέξ:  
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Όλνκα Δθθηλεηή Αθνινπζία 

Mu.RANKLSOL.158.Xho 5‟-TCACTCGAGATGAAGCCTGAGGCCCAGCC-3‟ 

Mu.RANKL3XbaTGA 5‟-TCCTCTAGATCAGTCTATGTCCTGAAC-3‟ 

5solhuRANKL  5‟-CAGGTCGACTCAAGCTTGAAGCTCAGCCTT-3‟ 

3solhuRANKLnot  5'-CAGGCGGCCGCTCAATCTATATCTCGAACT-3' 

huTNFbamF  5'-CTG GGA TCC GTC AGA TCA TCT TCT CG-3' 

huTNFsalR  5'-CAG GTC GAC TCA CAG GGC  AAT GAT CC-3' 

humBAFFbamF 5'-CAG GGA TCC ATG GCC GTT CAG GGT CCA GAA G-3' 

humBAFFSalR 5'-CAG GTC GAC CGC TTG AAG TCC TCT TTC AGG-3' 

 

2.12  Προετοιμαςύα δεκτικών BL21 βακτηριακών ςτελεχών 

για μεταςχηματιμϐ με θερμικϐ ςϐκ 

Ζ πνμεημζιαζία δεηηζηχκ BL21 ηοηηάνςκ βζα ιεηαζπδιαηζζιυ ιε εενιζηυ ζυη απμηεθεί 

ακαβηαία ζοκεήηδ βζα ηδκ εηενυθμβδ έηθναζδ ηςκ ακαζοκδοαζιέκς πνςηεζκχκ ζηδκ 

πανμφζα ιεθέηδ ηαεχξ ηα BL21 ηφηηανα απμηεθμφκ ηαηάθθδθμοξ θμνείξ εηενυθμβδξ 

έηθναζδξ εοηανοςηζηχκ πνςηεζκχκ. 

Ζ πνμεημζιαζία δεηηζηχκ BL21 ααηηδνζαηχκ ηοηηάνςκ πενζθαιαάκεζ ηα παναηάης ζηάδζα: 

1. ηνχζζιμ ηοηηάνςκ BL21ζε ηνοαθίμ petri (πνήζδ glycerol stock απυ ημοξ -80
0
C) ιε 

ακεεηηζηυηδηα ζε ακηζαζμηζηυ πθςναιθεκζηυθδξ (35ιg/ml) ηαζ επχαζδ ζημοξ 37
0
C. 

2. Σδκ επυιεκδ ιένα επζθμβή ιμκήξ απμζηίαξ απυ ημ ηνοαθίμ ηαζ ειαάπηζζια ζε 5ml LB 

άβαν (πνμηαθθζένβεζα) ηαζ επχαζδ ζημοξ 37
0
C Ο/Ν. 

3. Σδκ επυιεκδ διένα ιεηαθένμοιε 200ιl απυ ηδκ πνμ-ηαθθζένβεζα ζε 30ml LB άβαν. 

4. Ακάπηολδ ηδξ ηαθθζένβζαξ ιε επχαζδ ζημοξ 37
0
C οπυ ακάδεοζδ ιέπνζ δ μπηζηή 

ποηκυηδηα ηδξ ηαθθζένβεζα; (OD) ζηα 550nm θηάζεζ ηδκ ηζιή 0.4. 

5. Μεηαθένμοιε ηα ηφηηανα ζε 50ml falcon ηαζ ηα αθήκμοιε ζημ πάβμ βζα 10min. 

6. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 3,500rpm ζημοξ 4
0
C βζα 15min. 

7. Απμιαηνφκμοιε ημ οπενηείιεκμ ηαζ επακαδζαθφμοιε ηα ηφηηανα ζε 10ml δ/ημξ RF1. 

8. Δπχαζδ ζημκ πάβμ βζα 45min. 

9. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 3,500rpm ζημοξ 4
0
C βζα 15min. 

10. Πεηάιε ημ οπενηείιεκμ ηαζ επακαδζαθφμοιε ηα ηφηηανα πνμζεηηζηά ζε 2.4ml δ/ημξ RF2. 

11. Δπχαζδ ζημκ πάβμ βζα 15min. 

12. Μμζνάγμοιε ζε aliquote 200ιl ηαζ πάβςια ζε οβνυ άγςημ. 

13. Απμεήηεοζδ ηςκ aliquote ζημοξ 80
0
C. 
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Γηαιύκαηα 

RF1:  

Γζα 100ml 

RbCl 100mM 

MnCl2 50mM 

CaCl2 10mM 

Glycerol 15% 

CH3 COOK 30mM 

Ρφειζζδ ημο ΡH ζημ 5,8 ιε μλζηυ μλφ 

Απμζηείνςζδ 

 

RF2:  

Γζα 100ml 

MOPS 100mM 

RbCl 10mM 

CaCl2 75mM 

Glycerol 15% 

Ρφειζζδ ημο ΡH ζημ 5,8 ιε μλζηυ μλφ 

Απμζηείνςζδ 

πζθεπέο: 

Φοβυηεκηνμξ Hettich ιμκηέθμ Micro 120 

 

2.13  Μεταςχηματιςμϐσ BL21 βακτηριακών ςτελεχών με 

θερμικϐ ςοκ 

Ο ιεηαζπδιαηζζιυξ ηςκ BL21 ααηηδνζαηχκ ηοηηάνςκ πναβιαημπμζείηαζ ιε εενιζηυ ζμη. 

Μία απυημιδ αφλδζδ ηδξ εενιμηναζίαξ επάβεζ ημκ ζπδιαηζζιυ ιζηνμπυνςκ ζηδκ 

ααηηδνζαηή ιειανάκδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε απμηέθεζια ηδκ απμδμηζηή πνυζθδρδ DNA. 

Ζ δζαδζηαζία ιεηαζπδιαηζζιμφ πενζθαιαάκεζ ηα παναηάης ζηάδζα: 

1. Μεηαθένμοιε έκα aliquote ηςκ δεηηζηχκ BL21 ηοηηάνςκ(stock -80
o
C) ζημ πάβμ ηαζ 

ηα αθήκμοιε κα λεπαβχζμοκ. 
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2. Ακαιζβκφμοιε 100ιl απυ ηα ααηηδνζαηά δεηηζηά ηφηηανα ιε 2ιl απυ ηδκ ακηίδναζδ 

θζβμπμίδζδξ (ligation) ηαζ αθήκμοιε ζημκ πάβμ βζα 30 θεπηά. 

3. Αημθμφεςξ,, ιεηαθένμοιε ημ ιείβια ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημ DNA ζημοξ 42
0
C βζα 

50sec.( εενιζηυ ζμη) ηαζ ιεηά ζημκ πάβμ βζα δφμ θεπηά. 

4. Πνμζεέημοιε 0,9ml SOC ή LB ενεπηζηυ ιέζμ ζηα ηφηηανα ηαζ αθήκμοιε βζα επχαζδ 

ζημοξ 37
0
C βζα ιία χνα. 

5. ηνχζζιμ ηςκ ηοηηάνςκ ζε ηνοαθία Petri ιε ηα ηαηάθθδθμ ακηζαζμηζηυ. 

Γηαιύκαηα 

SOC Medium 

πζθεπέο 

Τδαηυθμοηνμ ζημοξ ηαζ 42
0
C 

Σνοαθία Petri ιε αιπζηζθθίκδ (100ιg/θ) ηαζ πθςναιθαζκζηυθδ (35ιg/θ) 

 

2.14 Απομϐνωςη αναςυνδυαςμϋνησ εκκριτικόσ πρωτεώνησ  

Ζ ιέεμδμξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε απαζηεί ηα ελήξ οθζηά:  

 Σνοαθία Petri πμο πενζέπμοκ αιπζηζθθίκδ ηαζ πθςναιθαζκζηυθδ 

 LB agar 

 Ακαδεοηήνα ζημοξ 37
o
C 

 1L Erlenmeyer 

 IPTG ( 100ιΜ ) 

 Φοβυηεκηνμξ Juan CR422 

 50ml falcon 

 Πζπέηεξ ηαζ πμοάν 

 PMSF(100mM) 

 Protease inhibitor coctail 

 Bacteria Buffer (1xPBS, Tris-HCl 10mM PH7,2) 

 10% triton 

 Τδαηυθμοηνμ ζημοξ 37
o
C 

 Sarcosyl 10% 

 Sonicator 

 Φοπυιεκδ θοβυηεκηνμ Thermμ Scientific ιμκηέθμ Heraeus Fresco 21 Certifuge 

 Φίθηνα (0.45ιm) 

 Falcon ηςκ 15ml 



77 

 

 Immobilized Glutathione- beads (Thermμ Scientific) 

 Ρμγέηα 

 Precision Buffer 

 

Γηα 200ml Precision Buffer 

10ml Tris PH 7.0 

6ml 5M NaCl 

400ιl EDTA 

200ιl DTT 1M 

20θ Triton 

 

 

Γηα 200ml Lysis Buffer 

0,284g Na2HPO4 

1,2ml 5M NaCl 

4ml 0,5M EDTA 

500θ Triton 

Πνμζανιμβή ημο ΡΖ ζημ 7.0 ιε θςζθμνζηυ μλφ 

 Lysis Buffer 

 SnakeSkin Pleated Dialysis Tubing (Thermμ Scientific) 

 

Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε είκαζ δ ελήξ: 

ΜΔΡΑ 1 

ηνχζζιμ ηςκ BL21 ηοηηάνςκ πμο πενζέπμοκ ημ wild type h.BAFF ζε έκα ηνοαθίμ petri ηαζ 

ηα BL21 ηφηηανα πμο πενζέπμοκ ημ mutant h.BAFF ζε έκα άθθμ. Ακάπηολδ ζε εάθαιμ 

ζηαεενήξ εενιμηναζίαξ ζημοξ 37
o
C βζα 16 χνεξ. 

ΜΔΡΑ 2 

Δπζθμβή ιμκήξ απμζηίαξ απυ ηάεε ηνοαθίμ ηαζ επχαζδ ζε 5ml LB ενεπηζημφ ιέζμο 

(αιπζηζθθίκδ(100ιg/ml) ηαζ πθςναιθεκζηυθδ (35ιg/ml)).  

ΜΔΡΑ 3 

1. 5ml ηδξ πνμ-ηαθθζένβεζαξ ιεηαθένμκηαζ ζε 200ml LB οβνμφ ενεπηζημφ ιέζμο ιε 

πνμζεήηδ αιπζηζθθίκδξ ηαζ πθςναιθαζκζηυθδξ. Δπχαζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ (ιε 

ακάδεοζδ ζημοξ 37
o
C, ζηζξ 225 rpm βζα 2 χνεξ. 
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2. Οζ ηαθθζένβεζεξ ιεηαθένμκηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο (~25
o
C) βζα ιία χνα. Ζ 

ακάδεοζδ ζοκεπίγεηαζ. 

3. Πνμζεήηδ IPTG ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 100ιΜ. οκεπίγεηαζ δ ακάδεοζδ βζα 4-6 

χνεξ ημ ιέβζζημ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Ακάπηολδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ιε ημ IPTG 

βζα ιεβαθφηενμ πνμκζηυ δζάζηδια ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζε ζοζζςιαηχιαηα η ηδκ 

αδοκαιία απμιυκςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ. 

4. Φοβμηέκηνδζδ ηςκ ααηηδνίςκ ζηζξ 3.300 rpm ζημοξ 4
o
C ζε 50άνζα falcon βζα 20min. 

5. Απμιάηνοκζδ ημο οπενηείιεκμο. 

6. Δπακαδζάθοζδ ημο pellet ζε ηεθζηυ υβημ 11,25ml Bacteria Buffer, ημ μπμίμ πενζέπεζ 

12ιl protease inhibitor (1000x) ηαζ 120ιl PMSF 100mM (ηεθζηά 1mM). 

7. Πνμζεήηδ 1,25ml 10% triton (ηεθζηά 1%). 

8. Μεηαθμνά ζημοξ -80
μ
C βζα 16 χνεξ. 

 

ΜΔΡΑ 4 

1. Σα falcon ιεηαθένμκηαζ απυ ημοξ -80
μ
C ζημ οδαηυθμοηνμ ζημοξ 37

o
C. 

2. Μυθζξ λεπαβχζμοκ πνμζηίεεηαζ 1,25ml bacteria buffer + 10%Sarcosyl (ηεθζηά 1%). 

3. Μεηαθμνά ηαζ πάθζ ζημοξ -80
μ
C.  

4. Αθμφ παβχζμοκ ηα ηφηηανα, ζημ οδαηυθμοηνμ ζημοξ 37
μ
C.  

5. Δπακάθδρδ ηςκ αδιάηςκ 3 ηαζ 4.  

6. Sonicate 4 θμνέξ βζα 30sec (on the 6
th

 floor, setting:5, ). Σα falcon αθήκμκηαζ ζημκ 

πάβμ βζα 1min φζηενα απυ ηάεε sonication. 

7. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 11.200rpm ζημοξ 4
o
C βζα 15min. Σμ οπενηείιεκμ ιεηαθένεηαζ ζε 

universal ηαζ απυ ηεζ ιε θίθηνμ ζε 15άνζ falcon. 

8. ε 3 tubes πνμζηίεεκηαζ 100θ glutathione-sepharose beads ηαζ 1ml 

1xPBS+10%Triton. 

9. Καθή ακάιεζλδ. 

10. Φοβμηέκηνδζδ ζηα 500g ζημοξ 4
o
C βζα 3-4min. 

11. Απμιάηνοκζδ ημο οπενηείιεκμο. 

12. Δπακάθδρδ 2 θμνέξ ηα αήιαηα 9-12. 

13. Πνμζεήηδ ηςκ beads ζηα falcon. 

14. Μεηαθμνά ηςκ falcon ζηδ νμγέηα ζημοξ 4
o
C βζα 2 χνεξ. 

15. Φοβμηέκηνδζδ ζηα 500g ζημοξ 4
o
C βζα 4min. 

16. Απμιάηνοκζδ ημο οπενηείιεκμο.  

17. Πνμζεήηδ 10ml Lysis Buffer. 
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18. Απμιάηνοκζδ ημο οπενηείιεκμο. 

19. Δπακάθδρδ ηςκ αδιάηςκ 18 ηαζ 19 άθθεξ 3 θμνέξ. 

20. Πνμζεήηδ 10ml Precision Buffer. 

21. Απμιάηνοκζδ ημο οπενηείιεκμο. 

22. Δπακάθδρδ ηςκ αδιάηςκ 21 ηαζ 22 άθθεξ 3 θμνέξ. 

23. Σα beads ιεηαθένμκηαζ ζε tube. 

24. Φοβμηέκηνδζδ ζηα 500g ζημοξ 4
o
C βζα 10sec. 

25. Πνμζεήηδ 200θ Precision Buffer ηαζ 3θ Precision ζηα beads ηαζ ιεηαθμνά ημοξ ζηδ 

νμγέηα ζημοξ 4
o
C βζα 16 χνεξ. 

 

ΜΔΡΑ 5 

1. Φοβμηέκηνδζδ ζηα 12.000rpm ζημοξ 4
μ
C βζα 10min. 

2. Απμιάηνοκζδ ημο οπενηείιεκμο. 

3. Πνμζεήηδ 100θ Precision Buffer ηαζ ακάδεοζή ημο βζα 20min. 

4. Φοβμηέκηνδζδ ζηα 12.000rpm ζημοξ 4
μ
C βζα 10min. 

5. οθθμβή ημο οπενηείιεκμο ζε ηαζκμφνβζμ tube.Πνμζεήηδ 50θ Precision Buffer ηαζ 

ακάδεοζδ βζα 5min. 

6. Φοβμηέκηνδζδ ζηα 12.000rpm ζημοξ 4
o
C βζα 10min. οθθμβή ημο οπενηείιεκμο ζε 

ηαζκμφνβζμ tube. 

7. Σα δφμ ηθάζιαηα ημο elution ιεηαθένμκηαζ ζε dialysis bags ηαζ ζε 1L Erlenmeyer 

πμο πενζέπεζ 1L 1xPBS ζημοξ 4
o
C ιε ακάδεοζδ. 

ΜΔΡΑ 6 

1. Σμ πνςί αθθάγεηαζ ημ 1L 1xPBS. 

2. Σμ απυβεοια ζοθθέβεηαζ δ πνςηείκδ. Ύζηενα απυ ηδ θςημιέηνδζδ ηδξ πνςηεΐκδξ, 

πνμζηίεεηαζ 80% glycerol ζε ηεθζηυ υβημ 10%. 

3. Απμεήηεοζδ ζημοξ -80
o
C.  

 

 

2.14.1  Πξνζδηνξηζκόο ζπγθέληξσζεο πξσηεΐλεο κε ηελ κέζνδν Bradford  

 

Ζ ιέεμδμξ Bradford είκαζ ιζα πνςιαημιεηνζηή ιέεμδμξ πμο πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ βνήβμνδ 

πμζμηζημπμίδζδ πνςηεσκχκ. Βαζίγεηαζ ζηδκ αθθαβή ημο πνχιαημξ ημο ακηζδναζηδνίμο, υηακ 

δεζιεφεηαζ ιε πνςηεΐκεξ. Όηακ δεζιεοηεί, οπάνπεζ ιζα άιεζδ αθθαβή ηδξ ιέβζζηδξ 
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απμννυθδζδξ απυ 465 ζε 595nm ιε ιία ηαοηυπνμκδ αθθαβή ημο πνχιαημξ ζε ιπθε 

(Bradford 1976). 

Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε είκαζ δ ελήξ:  

1. Πνμεημζιαζία ημο δζαθφιαημξ Bradford(ακαθμβία 1:5 ζε Ζ2Ο). Πνμεημζιαζία ηςκ 

standards ιε πνςηεΐκδ BSA βκςζηήξ ζοβηέκηνςζδξ βζα ηδκ δδιζμονβία ηδξ πνυηοπδξ 

ηαιπφθδξ ηαζ ημκ οπμθμβζζιυ ηδξ ζοκμθζηήξ πνςηεΐκδξ ηςκ πνμξ ελέηαζδ 

δεζβιάηςκ. 

2. Δπχαζδ βζα 15min. 

3. Μέηνδζδ ηδξ μπηζηήξ απμννυθδζδξ ζηα 595nm. 

4. Γδιζμονβία ηδξ πνυηοπδξ ηαιπφθδξ y=α+αx, υπμο y=ιg ηαζ x=OD. 

5. Τπμθμβζζιυξ ηςκ ιg ζοκμθζηήξ πνςηεΐκδξ ζηα δείβιαηα. 

6. Σέθμξ, οπμθμβίγεηαζ ημ πδθίημ ηδξ πμζυηδηαξ ηδξ πνςηεΐκδξ TRAP πνμξ ηδκ 

ζοκμθζηή πμζυηδηα πνςηεΐκδξ ζηα δείβιαηα χζηε κα πνμζδζμνζζεεί δ δναζηζηυηδηα 

(πμζυηδηα πνςηεΐκδξ TRAP) ακά ιg δείβιαημξ (ζφκμθμ πνςηεσκχκ).  

Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε απαζηεί ηα ελήξ οθζηά: 

 Γζάθοια Bradforfd (Biorad) 

 1xPBS 

 BSA 0,5mg/ml 

 Πζάημ 96 αμενίςκ (Costar) 

 Φςηυιεηνμ Molecular devices opti-max tunable microplate reader (Biotech 

Equipment Sales) 

 

 

2.15 Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου 
(Polyacrylamide Gel Electrophoresis, PAGE) και ανοςο-
ςτϑπωμα Western (Western Immuno - Blot)  

 

2.15.1 Ζιεθηξνθόξεζε κε δσδέθπιν ζεητθό λάηξην (Sodium dodecyl sulfate, 

SDS) ζε πήθησκα πνιπαθξπιακηδίνπ (SDS-Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis, PAGE) 

Ζ SDS – PAGE (SDS – Polyacrylamide Gel Electrophoresis) είκαζ ιζα ιέεμδμξ δζαπςνζζιμφ 

πνςηεσκχκ ιε αάζδ ημ ιμνζαηυ ημοξ αάνμξ. Τπυ ηδκ επίδναζδ δθεηηνζημφ θμνηίμο μζ 

πνςηεΐκεξ ηζκμφκηαζ δζα ιέζμο ηςκ πυνςκ εκυξ πδηηχιαημξ πμθοαηνοθαιζδίμο ιε 
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δζαθμνεηζηή ηαπφηδηα δ ηάεε ιία, ακάθμβα ιε ηδκ δθεηηνμθμνδηζηή ηδξ ηζκδηζηυηδηα. H 

πνμζεήηδ SDS ηαζ άθθςκ απμδζαηαηηζηχκ παναβυκηςκ υπςξ δ α-ιενηαπημαζεακυθδ 

ελαζθαθίγεζ υηζ μζ δζαπςνζγυιεκεξ πνςηεΐκεξ ηζκμφκηαζ ζε απμδζαηαβιέκδ ιμνθή, δδθαδή ςξ 

ιμκήνδ εοεφβναιια πμθοπεπηίδζα. Δπζπθέμκ ημ SDS πνμζδίδεζ έκα ζηαεενυ ακά ιμκάδα 

ιάγαξ ημο πμθοπεπηζδίμο ανκδηζηυ θμνηίμ ιε απμηέθεζια ηα πμθοπεπηίδζα κα δζαπςνίγμκηαζ 

ιε αάζδ ημ ιμνζαηυ ημοξ αάνμξ ηαζ υπζ ηαζ ημ θμνηίμ ημοξ.  

Μεηά ημ δζαπςνζζιυ ημοξ, ηα πμθοπεπηίδζα ιεηαθένμκηαζ απυ ημ πήηηςια ζε ιειανάκδ 

κζηνμηοηηανίκδξ (Western blot) ζηδκ μπμία ζηδκ ζοκέπεζα εθανιυγμκηαζ δζαθφιαηα 

ακηζζςιάηςκ εζδζηχκ βζα ημ ηάεε πμθοπεπηίδζμ πνμξ ακίπκεοζδ. Ζ εέζδ ημο ηάεε 

πμθοπεπηζδίμο πνμξ ακίπκεοζδ μπηζημπμζείηαζ ιε ηδ πνήζδ ακηζζςιάηςκ ζογεοβιέκςκ ιε 

ηάπμζμ έκγοιμ ημ μπμίμ ηαηαθφεζ ιζα πδιζηή ακηίδναζδ πμο πανάβεζ θςξ ηαζ ημ παναβυιεκμ 

ζήια ακζπκεφεηαζ ιε ηδκ αθθμίςζδ θςημβναθζημφ θίθι. Σμ ιμνζαηυ αάνμξ ημο ηάεε 

ακζπκεουιεκμο πμθοπεπηζδίμο πνμζδζμνίγεηαζ ιε αάζδ ηδκ ακάθοζδ εκυξ δείβιαημξ δείηηδ 

(marker) ιε πμθοπεπηίδζα βκςζημφ ιμνζαημφ αάνμοξ (Fermentas).  

Ζ δζάηαλδ πμο πνδζζιμπμζήεδηε ήηακ εηείκδ ηδξ ηαηαηυνοθδξ αζοκεπμφξ SDS – PAGE 

δδθαδή ημ πήηηςια απμηεθείηαζ απυ δομ ιένδ· ημ πάκς ιένμξ, δδθαδή ημ πήηηςια 

ζοζζχνεοζδξ (stacking gel) ημ μπμίμ είκαζ παιδθήξ ζοβηέκηνςζδξ πμθοαηνοθαιζδίμο ηαζ 

επζηοβπάκεζ ηδ ζοζζχνεοζδ ημο δείβιαημξ βζα ηδκ μιμζυιμνθδ ακάθοζή ημο ηαεχξ πενκάεζ 

ζημ ηάης ιένμξ, δδθαδή ζημ πήηηςια δζαπςνζζιμφ (resolving gel). 

Ζ δζαδζηαζία έπεζ ςξ ελήξ:  

1. οκανιμθυβδζδ ηδξ ζοζηεοήξ  

2. Πνμεημζιαζία ημο δζαθφιαημξ πδηηχιαημξ δζαπςνζζιμφ ηαζ πνμζεήηδ ημο ζημ 

ηαθμφπζ ιεηαλφ ηςκ βοάθζκςκ ηγαιζχκ. Δοεοβνάιιζζδ ηδξ επζθάκεζαξ ιε πνμζεήηδ 

ιζηνή πμζυηδηαξ ζζμπνμπακυθδξ. Δπχαζδ 30 min, ζημκ πάβημ βζα πμθοιενζζιυ. 

3. Απμιάηνοκζδ ζζμπνμπακυθδξ ηαζ λέπθοια ιε dΖ2Ο. 

4. Πνμζεήηδ δζαθφιαημξ ζοζζχνεοζδξ ηαζ εζδζηήξ πηέκαξ βζα ημ ζπδιαηζζιυ 

πδβαδζχκ. Δπχαζδ 30 min, ζημκ πάβημ βζα πμθοιενζζιυ. 

5. Σμπμεέηδζδ πδηηχιαημξ ζηδ ζοζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ ηαζ βέιζζια ημο δμπείμο ιε 

δζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ.  

Καηά ηδ δζάνηεζα ημο πμθοιενζζιμφ βίκεηαζ δ πνμεημζιαζία ηςκ πνςηεσκζηχκ δεζβιάηςκ ςξ 

ελήξ: 100-200 ng πνςηεΐκδξ αναζχκμκηαζ ζε 5 x loading buffer ηαζ dΖ2Ο ιέπνζ ηεθζημφ 

υβημο 20 ιl. Σα δείβιαηα εενιαίκμκηαζ ζε πθάηα εένιακζδξ 100
o
C, 3 min, ηαζ ιεηαθένμκηαζ 

αιέζςξ ζημκ πάβμ. ηδ ζοκέπεζα θμνηχκμκηαζ ζημ πήηηςια ηαζ ακαθφμκηαζ ιε εθανιμβή 

ηάζδξ 90 V.  
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Resolving Gel (12 %) 

30% Acrylamide (Applichem, #A0951) 4ml 

1.5M Tris pH 8.8  2.5ml 

10% SDS  0.1ml 

dH2O 3.3ml 

10% APS  100ιl 

TEMED 5ιl 

φκμθμ 10ml 

 

Stacking Gel (4%)  

dH2O 30.25ml  

0.5M Tris pH 6.8  12.5ml 

10% SDS 0.5ml 

30% Acrylamide 6.7ml 

φκμθμ 50 ml 

Γζα ηάεε gel πνμζεέημοιε ζε 2 ml δζαθφιαημξ 20 ιl 10 %  

APS ηαζ 2 ιl TEMED  

 

2.15.2 Ζιεθηξνθόξεζε ζε κε απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο ζε πήθησκα 

πνιπαθξπιακηδίνπ (Native Gel Electrophoresis, Native-PAGE) 

Ζ δθεηηνμθυνδζδ πνςηεζκχκ ζε ιδ απμδζαηαηηζηέξ ζοκεήηεξ ζε πδηηχιαηα 

πμθοαηνοθαιζδίμο ελανηάηαζ απυ ηδκ θοζζηή δζαιυνθςζδ ηαζ ημ ιέβεεμξ ηδξ πνςηείκδξ ηαζ 

πνδζζιμπμζείηαζ ζηδκ εζδζηυηενα ζηδκ ιεθέηδ  

Ζ δζαδζηαζία έπεζ ςξ ελήξ:  

1. οκανιμθυβδζδ ηδξ ζοζηεοήξ  

2. Πνμεημζιαζία ημο δζαθφιαημξ πδηηχιαημξ δζαπςνζζιμφ ηαζ πνμζεήηδ ημο ζημ 

ηαθμφπζ ιεηαλφ ηςκ βοάθζκςκ ηγαιζχκ. Δοεοβνάιιζζδ ηδξ επζθάκεζαξ ιε πνμζεήηδ 

ιζηνή πμζυηδηαξ ζζμπνμπακυθδξ. Δπχαζδ 30 min, ζημκ πάβημ βζα πμθοιενζζιυ. 

3. Απμιάηνοκζδ ζζμπνμπακυθδξ ηαζ λέπθοια ιε dΖ2Ο. 

4. Πνμζεήηδ δζαθφιαημξ ζοζζχνεοζδξ ηαζ εζδζηήξ πηέκαξ βζα ημ ζπδιαηζζιυ 

πδβαδζχκ. Δπχαζδ 30 min, ζημκ πάβημ βζα πμθοιενζζιυ. 
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5. Σμπμεέηδζδ πδηηχιαημξ ζηδ ζοζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ ηαζ βέιζζια ημο δμπείμο ιε 

δζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ.  

Καηά ηδ δζάνηεζα ημο πμθοιενζζιμφ βίκεηαζ δ πνμεημζιαζία ηςκ πνςηεσκζηχκ δεζβιάηςκ ςξ 

ελήξ: 100-200 ng πνςηεΐκδξ αναζχκμκηαζ ζε 5 x loading buffer πςνίξ SDS ηαζ dΖ2Ο ιέπνζ 

ηεθζημφ υβημο 20 ιl.. ηδ ζοκέπεζα θμνηχκμκηαζ ζημ πήηηςια ηαζ ακαθφμκηαζ ιε εθανιμβή 

ηάζδξ 80 V.  

Resolving Gel (8 %) 

30% Acrylamide (Applichem, #A0951) 2.6ml 

1.5M Tris pH 8.8  2.5ml 

dH2O 4.75ml 

10% APS  100ιl 

TEMED 5ιl 

φκμθμ 10ml 

 

Stacking Gel (4%)  

dH2O 30.25ml  

0.5M Tris pH 6.8  12.5ml 

30% Acrylamide 6.7ml 

φκμθμ 50 ml 

Γζα ηάεε gel πνμζεέημοιε ζε 2 ml δζαθφιαημξ 20 ιl 10 %  

APS ηαζ 2 ιl TEMED  

 

2.15.3 Μεηαθνξά (transfer) θαη Αλνζν-ζηύπσκα Western  

 

1. Σμ πήηηςια δζαπςνζζιμφ ημπμεεηείηαζ ζηδ δζάηαλδ ιεηαθμνάξ ιεηαλφ ηεζζάνςκ 

δζδεδηζηχκ πανηζχκ Whatman ηαζ ηαηάθθδθςκ ζπυββςκ. Απυ ηδκ πθεονά ηδξ 

ηαευδμο ημπμεεηείηαζ θίθηνμ κζηνμηοηηανίκδξ πάκς ζημ πήηηςια, ζηζξ δζαζηάζεζξ 

ημο πδηηχιαημξ (5 x 8 cm).  

2. Ζ δζάηαλδ ημπμεεηείηαζ ζηδ ζοζηεοή ιεηαθμνάξ ειααπηζγυιεκδ ζε δζάθοια 

ιεηαθμνάξ ηαζ υθδ δ ζοζηεοή ημπμεεηείηαζ ζημκ πάβμ.  

3. Μεηαθμνά, 110 V, 1h.  
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4. Διαάπηζζδ ηδξ ιειανάκδξ ζε δζάθοια πανειπυδζζδξ (blocking) 1 x TBS (5% άπαπμ 

βάθα) είηε ζε 1 x PBS (5% BSA, 0.1 % Tween-20), 2 h, εενιμηναζία δςιαηίμο, οπυ 

ακάδεοζδ.  

5. Πνχημ ακηίζςια αναζςιέκμ ζε δζάθοια πανειπυδζζδξ, 4 oC, υθδ ηδ κφπηα, οπυ 

ακάδεοζδ.  

6. Ξέπθοια ιειανάκδξ είηε 1 x 5 min ζε TBS είηε 3 x 10min ζε PBS (0.1 % Tween-20) 

ακάθμβα ιε ημ δζάθοια πανειπυδζζδξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε.  

7. Γεφηενμ ακηίζςια αναζςιέκμ ζε δζάθοια πανειπυδζζδξ, 1 h, εενιμηναζία 

δςιαηίμο, οπυ ακάδεοζδ.  

8. Ξέπθοια ιειανάκδξ είηε 5 x 5 min ζε TBS είηε 3 x 10min ζε PBS (0.1 % Tween-20).  

9. Διθάκζζδ: Ζ ηάεε ιειανάκδ ειααπηίγεηαζ ζε δζάθοια ειθάκζζδξ ηαζ επςάγεηαζ ~1 

min πνμζηαηεουιεκδ απυ ημ θςξ. ηδ ζοκέπεζα ηαθφπηεηαζ ιε ιειανάκδ ζεθμθάκ 

ηαζ εηηίεεηαζ ζε θζθι (Fujifilm Super RX, #47410 19236).ηδ ζοκέπεζα ημ θζθι 

ειααπηίγεηαζ δζαδμπζηά ζε δζάθοια ειθάκζζδξ (developer) (Sigma, #P7042) ηαζ ζε 

δζάθοια ιμκζιμπμίδζδξ (fixer) (Sigma,#P7167), λεπθέκεηαζ ζε dΖ2Ο ηαζ 

ζηεβκχκεηαζ ζημκ αένα.  

Σα ακηζζχιαηα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ηαζ μζ ακηίζημζπεξ αναζχζεζξ ημοξ θαίκμκηαζ ζημκ 

πίκαηα.  

Αληίζσκα (anti-) Κισληθόηεηα Πξνκεζεπηήο Αξαίσζε Γηαιύηεο Γεύηεξν αληίζσκα (anti-) 

anti-GST Πμθοηθςκζηυ  1:1000 1 x PBS rabbit 

Biotin mu. RANKL Μμκμηθςκζηυ eBioscience) 1:1000 1 x PBS  rabbit 

mu. RANKL Πμθοηθςκζηυ R&D Systems 1:1000 1 x PBS rat 

Hum,RANKL Πμθοηθςκζηυ R&D Systems 1:1000 1 x PBS goat 

Hum,TNF Πμθοηθςκζηυ Prof.Wim 

Buurman 

1:1000 1 x PBS rabbit 

Hum,BAFF Πμθοηθςκζηυ Peprotech 1:1000 1 x PBS goat 

Actin Πμθοηθςκζηυ 
Santa Cruz 

Biotechnology 
1:1000 1 x PBS goat 

Rabbit IgG - HRP  Vector (U0215) 1:2000 1 x PBS  

Goat IgG - HRP  Vector (U0215) 1:2000 1 x PBS  

Rat IgG - HRP  

Southern 

Biotech (1030-

05) 

1:2000 1 x PBS  
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Γηαιύκαηα  

Οζ δζαθφηεξ ήηακ 1 x PBS (5% BSA, 0.1 % Tween-20) 

 

Γηάιπκα ειεθηξνθόξεζεο (Tris-glycine electrophoresis buffer)  

25mM Tris, 192mM Glycine, 0.1% SDS .  

Γηάιπκα ειεθηξνθόξεζεο γηα Νative-gel (Tris-glycine electrophoresis buffer)  

25mM Tris, 192mM Glycine,  

 

Γηάιπκα κεηαθνξάο (Transfer buffer)  

25mM Tris, 192mM Glycine ζε 1 L 20% ιεεακυθδ ζε dH2O. 

 

Γηάιπκα θόξησζεο 5 x (loading buffer)  

Γζα παναζηεοή 15 ml stock ακαιζβκφμκηαζ: SDS 1.5 g, 1 M Tris pH 6.8 3.75 ml, ιπθε ηδξ 

ανςιμθαζκυθδξ (Sigma, #114391) 0.015 g, Glyrecol 7.5 ml, ddH2O ιέπνζ ηα 15 ml. Πνζκ ηδ 

πνήζδ πνμζηίεεηαζ 50 ιl α-ιενηαπημαζεακυθδ (Sigma, #M7522) / ml buffer  

 

Γηάιπκα θόξησζεο 5 x (loading buffer)-Native gel  

Γζα παναζηεοή 15 ml stock ακαιζβκφμκηαζ:1M Tris pH 6.8 3.75 ml, ιπθε ηδξ ανςιμθαζκυθδξ 

(Sigma, #114391) 0.015 g, Glyrecol 7.5 ml, ddH2O ιέπνζ ηα 15 ml. Πνζκ ηδ πνήζδ 

πνμζηίεεηαζ 50 ιl α-ιενηαπημαζεακυθδ (Sigma, #M7522) / ml buffer  

 

Γηάιπκα εκθάληζεο (ECL solution)  

Stock solutions:  

Luminol (Sigma, #A8511) 250mM ζε DMSO (Sigma, #472301)  

Coumaric acid (Sigma, #C9008) 90mM ζε 100 % EtOH  

Hydrogen peroxide, 30%  

Tris – HCl, 2 M, pH 8.5  

Γζα ηάεε ειθάκζζδ παναζηεοάγμκηαζ θνέζηα ηα ηάηςεζ δζαθφιαηα 1 ηαζ 2, ακαιζβκφμκηαζ 

ηαζ ζημ ιίβια ειααπηίγεηαζ δ ιειανάκδ.  
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Γηάιπκα A Γηάιπκα B 

Γζάθοια Όβημξ Γζάθοια Όβημξ 

ddH2O 2.33 ml  ddH2O 2.375 ml  

2M Tris-HCl pH:8.5 125 ml  2M Tris-HCl pH:8.5 125 ml  

Coumaric 11 ιL Hydrogen Peroxide,30% 1.5 ιL  

Luminol 25 ιL  φκμθμ 2.5 ml 

ύλνιν 2.5 ml    

 

10 % APS: (Ammonium persulfate) (Applichem, #A2941, 0100) ζε ddH2O  

 

TEMED : N, N, N‟, N‟ tetramethylethylenediamine (Fluka, #87689)  

 

πζθεπέο Western blot equipment  

Σνμθμδμηζηυ ζοζηεοήξ δθεηηνμθυνδζδξ ηαζ ιεηαθμνάξ (Biorad, PowerPac Basic)  

οζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ (Biorad, Mini-Protean Tetra cell)  

Γοάθζκα ηγάιζα-ηαθμφπζα (Biorad, #1653308)  

 

 

2.15.4   Υξώζε πεθηώκαηνο (Coomassie staining) 

Ζ ιέεμδμξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε πενζθαιαάκεζ ηα παναηάης οθζηά: 

 Coumassie R-250 (SIGMA) 

 Destaining Solution 

 

 Γζα 1000ml 

Acetic acid 50ml 

Methanol 100ml 

dH2O 850ml 

 

Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε είκαζ δ ελήξ: 

1. Σα ηγάιζα πμο πενζέπμοκ ημ πήηηςια ιεηαθενμκηαζ ζε δμπείμ πμο πενζέπεζ    

electrophoresis buffer ηαζ ιε πνμζεηηζηυ ηνάαδβια λεημθθάκε. 

2. Απυ ημ πήηηςια αθαζνείηαζ ημ stacking gel,  
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3. Σμ πήηηςια ιεηαθένεηαζ ζε δμπείμ πμο πενζέπεζ ηδκ πνςζηζηή Coomassie ηαζ επςάγμοιε 

βζα 15min οπυ ακάδεοζδ. 

4. Απμιαηνφκεηαζ δ πνςζηζηή Coomassie ηαζ πνμζηίεεηαζ δ ακαβηαία πμζυηδηα Destaining 

Buffer χζηε κα ηαθφπηεζ ημ πήηηςια ηαηά ηδκ ακάδεοζή ημο. 

5. Όηακ ημ πήηηςια έπεζ ημκ επζεοιδηυ απμπνςιαηζζιυ ημπμεεηείηαζ πάκς ζε 3 πανηζά 

Whatman, ηαθφπηεηαζ ιε ιειανάκδ ηαζ ζηεβκχκεηαζ ζηδ ζοζηεοή Thermo Savant Speed Gel 

ιμκηέθμ SG210D. 

 

2.16  CROSS-LINKING 

2.16.1 Cross linking - Ζιεθηξνθόξεζε 

 Σμ DSS, (disuccinimidyl suberate), είκαζ έκαξ ιδ αζμδζαζπχιεκμξ  ηαζ δζαπεναηυξ ζηδκ 

ηοηηανζηή ιειανάκδ πανάβμκηαξ πμο ζπδιαηίγεζ αιζδζημφξ δεζιμφξ πάνδ ζε ιία εκενβή 

μιάδα αιίκδξ- Ν-οδνμλοδθεηηνζιίδζμ (NHS) εζηένα πμο πενζέπεζ ζε ηάεε άηνμ εκυξ 

αναπίμκα δζαπςνζζηή ιε 8 άημια άκεναηα.  Οζ NHS εζηένεξ ακηζδνμφκ ιε πνςημηαβείξ 

αιίκεξ ζε νΖ 7-9 ζπδιαηίγμκηαξ ζηαεενμφξ δεζιμφξ αιζδίμο, ιε ηαοηυπνμκδ απμδέζιεοζδ 

ιίαξ μιάδαξ Ν-οδνμλοδθεηηνζιζδίμο. Οζ πνςηεΐκεξ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ 

ακηζζςιάηςκ, έπμοκ βεκζηά ανηεηέξ πνςημηαβείξ αιίκεξ υπςξ ζηδκ πθεονζηή αθοζίδα ηδξ 

θοζίκδξ ηαζ ημ Ν- ηεθζηυ άηνμ ζε ηάεε πμθοπεπηζδίμ πμο είκαζ δζαεέζζιμζ ςξ ζηυπμζ βζα 

δζαζηαονμφιεκδ ακηίδναζδ ζφκδεζδξ (cross-linking). Σμ DSS δζαθφεηαζ ζε μνβακζηυ δζαθφηδ 

υπςξ DMF ή DMSO ηαζ  πνμζηίεεηαζ ζε ακηίδναζδ δζαζηαονμφιεκδξ ζφκδεζδξ (Partis et al. 

1983).  

Ζ ιέεμδμξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε πενζθαιαάκεζ ηα παναηάης οθζηά: 

1. Πδηηή Πμθοαηνοθαιίδδξ (resolving gel 12% - stacking gel 4%) 

2. οζηεοή ηάεεηδξ δθεηηνμθυνδζδξ 

3. Tris-glycine electrophoresis buffer 

4. DSS (50mM) 

5. DMSO 

6. Tris 500mM PH 7,5 (loading buffer) 

7. Heat block 

8. 1XPBS 
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Γηα 1L 10x PBS 

80g NaCl 

2g KCl 

11,5g Na2HPO4 

2g KH2PO4 

Ακάιεζλδ NaCl ηαζ KCl 

Ακάιεζλδ Na2HPO4 ηαζ KH2PO4 

Ακάιεζλδ υθςκ 

Σμ ΡΖ πνέπεζ κα είκαζ 6.8 

Απμζηείνςζδ 

Απμεήηεοζδ ζε ζοκεήηεξ δςιαηίμο 

 

1. Οζ αναζχζεζξ ζηα δείβιαηα ηςκ πνςηεσκχκ βίκμκηαζ ιε δζαθφηδ 1xPBS. 

2. ηα δείβιαηα πνμζηίεεηαζ DSS ηαζ ζημοξ ιάνηονεξ DMSΟ. Ύζηενα απυ ηαθή ακάδεοζδ 

αθήκμκηαζ βζα ιία χνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  

3. Παναζηεοάγεηαζ ημ tranfering buffer ημ μπμίμ απμεδηεφεηαζ ζημοξ 4
o
C ιέπνζ ηδκ χνα πμο 

εα πνδζζιμπμζδεεί. 

4. Αθμφ πενάζεζ δ ιία χνα πνμζηίεεκηαζ 2ιl Tris-HCl 0,5M PH 7,5 ζε ηάεε δείβια ηαζ 

επχαζδ βζα 30min. 

5. ηα δείβιαηα πνμζεέημοιε Loading buffer 10Υ ηαζ ιεηαθένμκηαζ ζε heat block ζημοξ 

100
o
C βζα 3min. 

6. ηδ ζοζηεοή πνμζηίεεηαζ δ απαναίηδηδ πμζυηδηα electrophoresis buffer. 

7. Σα δείβιαηα θμνηχκμκηαζ ζηα πδβάδζα. 

8. Κθείζζιμ ηαπαηζμφ ηδξ ζοζηεοήξ ηαζ εθανιμβή νεφιαημξ ζηαεενήξ ηάζδξ 120V. 

9. Παναημθμοεχκηαξ ημ ιέηςπμ ηδξ πνςζηζηήξ, δ εθανιμβή νεφιαημξ ζηαιαηά υηακ δ 

βναιιή αοηή πθδζζάζεζ ημ ηάης ιένμξ ηςκ ηγαιζχκ. 

 

 

2.17  ΑΝΟΟΠΡΟΡΟΥΗΣΙΚΗ ΑΝΑΛΤΗ ΣΕΡΕΑ ΥΑΕΩ 

ΜΕ ΤΝ∆ΕΗ ΕΝΖΤΜΟΤ (ELISA)  

Ζ ιέεμδμξ ακμζμπνμζνμθδηζηήξ ακάθοζδξ ζηενεάξ θάζδξ ιε ζφκδεζδ εκγφιμο επζθέπηδηε 

βζα ηα πεζνάιαηα πνμζδζμνζζιμφ ηδξ ζηακυηδηαξ πνυζδεζδξ ηςκ ακαζοκδοαζιέκςκ 

πνςηεζκχκ ζημοξ ακηίζημζπμοξ οπμδμπείξ ημοξ. 
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Ζ ιέεμδμξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε πενζθαιαάκεζ ηα παναηάης οθζηά: 

 Πθαζηζηή πθάηα ηςκ 96 αμενίςκ (nunc plates) 

 Coating Buffer 

Γηα 500ml Coating Buffer 

0,636g Na2CO3 

1,172g NaHCO3 

dH2O έςξ ηα 500ml 

To PH πνέπεζ κα είκαζ 9,6 

 

 Wash buffer 

1xPBS 

0,05%Tween20 

dH2O 

 

 Blocking Buffer 

3% Albumine from bovine 

serum (BSA) 

1xPBS 

0,05%Tween20 

dH2O 

 

 Ακηίζςια: Goat anti-Human IgG Fc-HRP (1mg/ml) 

 Phosphate-Citrate Buffer 0,05M 

 

 

 

 

 Developer Buffer 

 

 

6ιg OPD 

10ml 0,05M Phosphate-Citrate Buffer 

6ιl H2O2 

Γζα 500ml 

3,65g Na2HPO4 

2,56g Citric acid 

dH2O έςξ ηα 500ml 

To PH πνέπεζ κα είκαζ 5.0 
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  2Ν H2SO4 

 

Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε είκαζ δ ελήξ: 

1. Μία πθαζηζηή πθάηα ιε πμθθά αμενία ηαθφπηεηαζ ιε 100ιl/αμενίμ ηδξ πνςηεΐκδξ 

wild type BAFF ηαζ mutated BAFF ζε ζοβηέκηνςζδ 3ιg/ml. Γζαθφηδξ είκαζ ημ 

Coating Buffer. 

2. Ύζηενα απυ 16 χνεξ επχαζδ ζημοξ 4
o
C, βίκεηαζ πθφζδ ημο πζάημο ιε Wash Buffer. 

3. Πνμζεήηδ 150ιl blocking buffer ζηα αμενία ημο πζάημο ηαζ επχαζή ημο βζα 1 χνα ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. 

4. ηδκ χνα αοηή εημζιάγμκηαζ μζ αναζχζεζξ ημο οπμδμπέα πμο εα πνδζζιμπμζδεμφκ. Ο 

δζαθφηδξ πμο πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηζξ αναζχζεζξ είκαζ 1xPBS, 0,05%Tween-20.  

5. Μυθζξ πενάζεζ δ χνα ηδξ επχαζδξ, βίκεηαζ πθφζδ ημο πζάημο ιε Wash Buffer, 

πνμζεήηδ 100ιl απυ ηδκ ηαηάθθδθδ αναίςζδ ζε ηάεε αμενίμ ηαζ επχαζδ βζα 1,5 

χνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  

6. ηδ ζοκέπεζα, βίκεηαζ πθφζδ ημο πζάημο ιε Wash Buffer, πνμζεήηδ 100ιl ημο 

ακηζζχιαημξ Goat anti-Human IgG Fc-HRP ζε αναίςζδ 1:1000 ζηα αμενία ηαζ 

επχαζδ βζα 1 χνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

7. Ύζηενα, βίκεηαζ πθφζδ ημο πζάημο ιε Wash Buffer (x3). 

8. Παναζηεοή Developer Buffer (ημ H2O2 πνμζηίεεηαζ ηεθεοηαίμ, θίβμ πνζκ ηδκ 

ειθάκζζδ.) ηαζ πνμεήηδ 100ιl ζε ηάεε αμενίμ. 

9. Ζ ακηίδναζδ ζηαιαηά ιε πνμζεήηδ 50ιl H2SO4. 

10. Φςημιέηνδζδ ημο πζάημο ζηα 490nm. 

 

2.18 Δοκιμό RANKL επαγώμενησ οςτεοκλαςτογϋνεςησ απϐ 

πρϐδρομα κϑτταρα του μυελοϑ των οςτών 

Ζ δμηζιή επαβςβήξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ απμηέθεζε ιία ιέεμδμ αλζμθυβδζδξ ηδξ 

δναζηζηυηδηαξ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ RANKL ηαεχξ ηαζ κέςκ ακαζημθέςκ ηδξ RANKL ιέζς 

αλζμθυβδζδξ ηδξ πανειπμδζζηζηήξ ημοξ επίδναζδξ ζημκ ζπδιαηζζιυ μζηεμηθαζηχκ.   
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2.18.1 Απομϐνωςη και προςδιοριςμϐσ αριθμοϑ κυττϊρων του μυελοϑ 
των οςτών απο μακρϊ οςτϊ αρςενικών C57/Bl6 
 

Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε είκαζ δ ελήξ: 

1. Παναζηεοή ημο complete medium a-ΜΔΜ: 10% FBS, 2mM Glutamine, 5000U P/S. 

2. Δπζθμβή ανζεκζηχκ πμκηζηζχκ άβνζμο ηφπμο C57/Bl6 2-3 ιδκχκ. 

3. Θακάηςζδ πμκηζηχκ ιε CO2.  

4. Αθαίνεζδ ηςκ ιαηνχκ μζηχκ ημο πμκηζημφ. 

5. Καεανζζιυξ ηςκ ιαηνχκ μζηχκ απυ ημοξ ιφεξ. 

6. Με αεθυκα δζαιέηνμο 27
1/2

g δζακμίβμκηαζ μπέξ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ ηςκ 

ιαηνχκ μζηχκ. 

7. Με ιία ζφνζββα ηςκ 5ml βίκεηαζ ελχεδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ 

Καθή επακαδζάθοζδ ηςκ ηοηηανζηχκ ζοζζςιαηςιάηςκ (ζπδιαηζζιυ μιμζμβεκμφξ 

ηοηηανζημφ αζςνήιαημξ), αημθμφεςξ θζθηνάνμοιε ημ ηοηηανζηυ αζχνδια ηαζ 

ιεηαθένμοιε ζε falcon ηςκ 15ml. 

8. ε ηαζκμφνβζα ζεζνά falcon ηςκ 15ml πνμζεέημοιε 6ml ημο πανάβμκηα ηοηηανζηήξ 

ηθαζιάηςζδξ Ficoll-Paque. Αημθμφεςξ πνμζεέημοιε ηδκ πμζυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ 

ζηαβδδκ-ζηάβδδκ χζηε κα ιδκ ακαιεζπεμφκ μζ δφμ θάζεζξ ηαζ ζοιπθδνχκμοιε . a-

MEM ενεπηζηυ ιέζμ χζηε μ ηεθζηυ υβημξ κα θηάζεζ ηα 14ml. 

9. Φοβμηέκηνδζδ ζηζα 1000g βζα 21min ζημοξ 22
μ
C. Ηδζαίηενδ πνμζμπή πνέπεζ κα δμεεί 

ζηδκ επζηάποκζδ ηαζ ηδκ επζανάδοκζδ ηδξ θοβμηέκηνδζδξ,(νοειίγμκηαζ ζημ 

ιδπάκδια δίκμκηαξ ηζιή 1) δ μπμία πνέπεζ κα είκαζ πμθφ παιδθή χζηε μζ θάζεζξ κα 

ιδκ ακαιεζπεμφκ. 

10. ημ ηέθμξ ηδξ θοβμηέκηνδζδξ εα πνέπεζ κα είκαζ εοδζάηνζηδ ιία εμθή εκδζάιεζδ 

θάζδ ακάιεζα ζηδ θάζδ ηδξ θζηυθδξ ηαζ ημο ενεπηζημφ ιέζμο, ζημ μπμίμ 

πενζέπμκηαζ ηα πνυδνμια ιμκμηφηηανα. Ξέπθοια ηςκ ηοηηάνςκ ιε 1xPBS ηαζ 

θοβμηέκηνδζή ημοξ βζα 5min.  

11. Δπακαδζάθοζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε 4ml a-MEM, ηαζ πνμζεέημοιε 10ιl ζε ηάεε ιενζά 

ημο αζιαημηοηηυιεηνμο υπμο βίκεηαζ ιέηνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζημ ιζηνμζηυπζμ. 

12. Τπμθμβζζιυξ ημο ανζειμφ ηςκ ηοηηάνςκ ιέζς ημο ηφπμο (ιέζμξ υνμξ ανζειυξ 

ηοηηάνςκ ζε έκα ιεβάθμ ηεηνάβςκμ) x αναίςζδ x 10
4
.  
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Ζ ιέεμδμξ πμο εθανιυζηδηε απαζηεί ηα ελήξ οθζηά: 

 Θνεπηζηυ ιέζμ α-MEM (Gibco) 

 Ονυ ειανφμο ιυζπμο (FBS) (Gibco) 

 Γθμοηαιίκδ 200mM (Gibco) 

 Πεκζηζθίκδ / ηνεπημιοηίκδ 10000U/ml (P/S) Gibco) 

 Ficoll-Paque (GE Healthcare) 

 DPBS 10x (Gibco) 

 Αβςβυ ηάεεηδξ κδιαηζηδξ νμήξ Bioair instruments safeflow 2 

 Βεθυκα δζαιέηνμο 271/2g (BD Medical) 

 φνζββα ηςκ 5ml (BD Medical) 

 Φίθηνμ 70ιm Nylon (BD Falcon) 

 Falcon ηςκ 15ml (Sarstedt) 

 Φοβυηεκηνμξ eppendorf 5810R (Eppendorf) 

 Φοβυηεκηνμξ Heraeus Labofuge 400 ( Thermo Scientific) 

 Αζιαημηοηηυιεηνμ (Bright Line) 

 

2.18.2 Δοκιμό μϋςω RANKL επαγώμενησ οςτεοκλαςτογϋνεςησ και 
χρώςη-TRAP  
 

Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε είκαζ δ ελήξ: 

ΠΡΧΣΖ ΜΔΡΑ 

1. ε πζάημ ηςκ 96 αμενίςκ ζηνχκμοιε 6∙10
4
ηφηηανα ζε ηεθζηυ υβημ 100 ιl απυ ημ 

δζάθοια ηοηηάνςκ. 

2. Αθήκμοιε κα πνμζημθθήζμοκ ηα ηφηηανα ζηδκ επζθάκεζα ημο αμενίμο ιε επχαζδ 

ζημοξ 37
o
C - 5%CO2. 

3. Πνμεημζιαζία ημο a-MEM ενεπηζημφ ιέζμο δζαθμνμπμίδζδξ-πανειπυδζζδξ πμο 

πενζέπεζ 25ng/ml MCSF ηαζ 40ng/ml RANKL ιε ηδκ ακηίζημζπδ επζεοιδηή ηεθζηή 

ζοβηέκηνςζδ ακαζημθέα. 
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4. Πνμ-επχαζδ ημο ενεπηζημφ ιέζμο δζαθμνμπμίδζδξ-πανειπυδζζδξ ζημοξ 37
 o
C βζα 1 

χνα. 

5. Πνμζεέημοιε 100ιl απυ ημ ιέζμ δζαθμνμπμίδζδξ-πανειπυδζζδξ ζε ηάεε αμενίμ ιε 

ηφηηανα.  

6. Δπχαζδ ηςκ πνυδνμιςκ ηοηηάνςκ βζα δζαθμνμπμίδζδ ζημοξ 37
o
C - 5%CO2. 

 

ΣΡΗΣΖ ΜΔΡΑ 

1. Πνμεημζιαζίαημο θνέζημο a-MEM ενεπηζημφ ιέζμο δζαθμνμπμίδζδξ-πανειπυδζζδξ 

πμο πενζέπεζ 25ng/ml MCSF ηαζ 40ng/ml RANKL ιε ηδκ ακηίζημζπδ επζεοιδηή 

ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ ακαζημθέα. 

2. Πεηάιε ημ οπενηείιεκμ απυ ηάεε αμενίμ πνμζεηηζηά χζηε κα ιδ δζαηανάλμοιε ηα 

ηφηηανα ηαζ πνμζεέημοιε 200ιl ιε ημ θνέζημ ενεπηζηυ ιέζμ δζαθμνμπμίδζδξ-

πανειπυδζζδξ. 

3. Δπχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζημοξ 37
o
C - 5%CO2. 

ΠΔΜΠΣΖ ΜΔΡΑ 

1. Πνμεημζιαζίαημο θνέζημο a-MEM ενεπηζημφ ιέζμο δζαθμνμπμίδζδξ-πανειπυδζζδξ 

πμο πενζέπεζ 25ng/ml MCSF ηαζ 40ng/ml RANKL ιε ηδκ ακηίζημζπδ επζεοιδηή 

ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ ακαζημθέα. 

2. Πεηάιε ημ οπενηείιεκμ απυ ηάεε αμενίμ πνμζεηηζηά χζηε κα ιδ δζαηανάλμοιε ηα 

ηφηηανα ηαζ πνμζεέημοιε 200ιl ιε ημ θνέζημ ενεπηζηυ ιέζμ δζαθμνμπμίδζδξ-

πανειπυδζζδξ. 

3. Δπχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζημοξ 37
o
C – 5%CO2. 

ΔΚΣΖ ΜΔΡΑ 

1. Πεηάιε ημ ενεπηζηυ ιέζζ ηαζ πθέκμοιε ηα ηφηηανα ιε 1xPBS  

2. Πνμζεέημοιε 50ιl/αμενίμ fixative solution βζα ηδκ ιμκζιμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ 

Δπχαζδ βζα 1min. 

3. Ξέπθοια ιε 200ιl/well 1xPBS. 

4. Πνμζεέημοιε 100 ιl/αμενίμ TRAP δζαθφιαημξ ηαζ επχαζδ βζα 10-15min ζημοξ 

37
μ
C. 

5. Πεηάιε ημ δζάθοια TRAP ηαζ πνμζεέημοιε 200ιl δζαθφιαημξ 50% Glycerol ζε 

1xPBS βζα ηδ κ δζαηήνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ. 

6. Φςημβνάθζζδ ηςκ πζάηςκ ζε ιζηνμζηυπζμ ακάζηνμθδξ θάζδξ. 

Ζ ιέεμδμξ πμο αημθμοεήεδηε απαζηεί ηα ελήξ οθζηά: 

 Θνεπηζηυ ιέζμ α-MEM (Life technologies) 
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 Mouse M-CSF (R&D Systems) 

 Human RANKL (Peprotech) 

 DPBS 

 Fixative Solution: 6,75mM Citrate, 65%acetone, 2,96%formaldeyde (Acid 

Phosphatase, Leukocyte (TRAP) Kit 387A-1kT – Sigma) 

 TRAP Staining Solution: 1,25mg napthol, 75mM acetate, 0,1g tatrate, 0,7mg fast 

garnet, 1,38mg sodium nitrate (Acid Phosphatase, Leukocyte (TRAP) Kit 387A-1kT – 

Sigma) 

 50%Glycerol in 1xPBS 

 Δπςαζηζηυξ Θάθαιμξ Series II 3110 Water-Jacketed CO2 (Thermo Forma) 

 Πζάημ 96 αμενίςκ (Costar) 

 Αβςβυ ηάεεηδξ κδιαηζηήξ νμήξ Bioair instruments safeflow 2 

 Μζηνμζηυπζμ ακάζηνμθδξ θάζδξ Nikon eclipse TE300 (Nikon) 

 

2.18.3 Προετοιμαςύα αναςτολϋων του RANKL ςε δοκιμϋσ 
οςτεοκλαςτογϋνεςησ  
 

Ζ δζαθοημπμίδζδ ηςκ πδιζηχκ εκχζεςκ-ακαζημθέςκ ηδξ RANKL ζε πεζνάιαηα 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ έβζκε ζε 100% DMSO (D2650-SIGMA). Όθεξ μζ πδιζηέξ εκχζεζξ 

ακάθμβα ημο SPD-304 πμο δμηζιάζηδηακ έδεζλακ ζηακμπμζδηζηή δζαθοηυηδηα ζημ DMSO ηαζ 

ζηδκ ζοκέπεζα πνμεπςάζηδηακ βζα 1 χνα ιε ηδκ πνςηείκδ RANKL ζε πεζνάιαηα 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ. Δπζπθέμκ, οπμθμβίζηδηε δ ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ ημο DMSO ζε 

πεζνάιαηα μζηεμηθαζημβέκεζδξ κα ιδκ οπενααίκεζ ημ 0.1% (ζημ ιέζμ δζαθμνμπμίδζδξ ηςκ 

πνυδνμιςκ ηοηηάνςκ).  

 

2.19 Δοκιμό δραςτικϐτητασ οςτεοκλαςτών (TRAP activity 

assay) 

Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε είκαζ δ ελήξ: 

ΠΡΧΣΖ ΜΔΡΑ 

1. ε πζάημ ηςκ 96 αμενίςκ ζηνχκμοιε 6∙10
4
ηφηηανα ζε ηεθζηυ υβημ 100 ιl απυ ημ δζάθοια 

ηοηηάνςκ. 
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2. Αθήκμοιε κα πνμζημθθήζμοκ ηα ηφηηανα ζηδκ επζθάκεζα ημο αμενίμο ιε επχαζδ ζημοξ 

37
o
C - 5%CO2. 

3. Πνμεημζιαζία ημο a-MEM ενεπηζημφ ιέζμο δζαθμνμπμίδζδξ-πανειπυδζζδξ πμο πενζέπεζ 

25ng/ml MCSF ηαζ 40ng/ml RANKL ιε ηδκ ακηίζημζπδ επζεοιδηή ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 

ακαζημθέα. 

4. Πνμ-επχαζδ ημο ενεπηζημφ ιέζμο δζαθμνμπμίδζδξ-πανειπυδζζδξ ζημοξ 37
 o
C βζα 1 χνα. 

5. Πνμζεέημοιε 100ιl απυ ημ ιέζμ δζαθμνμπμίδζδξ-πανειπυδζζδξ ζε ηάεε αμενίμ ιε 

ηφηηανα.  

6. Δπχαζδ ηςκ πνυδνμιςκ ηοηηάνςκ βζα δζαθμνμπμίδζδ ζημοξ 37
o
C - 5%CO2. 

ΣΡΗΣΖ ΜΔΡΑ 

1. Πνμεημζιαζίαημο θνέζημο a-MEM ενεπηζημφ ιέζμο δζαθμνμπμίδζδξ-πανειπυδζζδξ 

πμο πενζέπεζ 25ng/ml MCSF ηαζ 40ng/ml RANKL ιε ηδκ ακηίζημζπδ επζεοιδηή ηεθζηή 

ζοβηέκηνςζδ ακαζημθέα. 

2. Πεηάιε ημ οπενηείιεκμ απυ ηάεε αμενίμ πνμζεηηζηά χζηε κα ιδ δζαηανάλμοιε ηα 

ηφηηανα ηαζ πνμζεέημοιε 200ιl ιε θνέζημ ενεπηζηυ ιέζμ δζαθμνμπμίδζδξ-πανειπυδζζδξ. 

3. Δπχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζημοξ 37
o
C - 5%CO2. 

ΠΔΜΠΣΖ ΜΔΡΑ 

1. Ξεπθέκμοιε δφμ θμνέξ ιε 1xPBS 

2. Λφζδ ηςκ ηοηηάνςκ πνμζεέημκηαξ 200ιl παβςιέκμ 0,2%Triton X-100/αμενίμ. 

Δπχαζδ βζα 10min ηαζ εθαθνζά ακάδεοζδ ζημ εκδζάιεζμ. 

3. Πνμζεέημοιε 180ιl TRAP δζαθφιαημξ ζε 20ιl ηοηηανζημφ εηποθίζιαημξ. Δπχαζδ 

βζα 30min ζημοξ 37
 o
C.  

4. Πνμζεήηδ 50ιl 0,5Ν ΝαΟΖ βζα ηενιαηζζιυ ηδξ ακηίδναζδξ. 

5. Μέηνδζδ ηδξ μπηζηήξ απμννυθδζδξ ζηα 405nm. 

Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε απαζηεί ηα ελήξ οθζηά: 

 Θνεπηζηυ ιέζμ α-MEM (Life technologies) 

 Mouse M-CSF (R&D Systems) 

 Human RANKL (Peprotech) 

 DPBS (Gibco) 

 Γζάθοια 0,2% Triton X-100 in PBS 

 Γζάθοια TRAP (100mM Sodium acetate, 9mM p-ntitrophenyl phosphate, 0,1M sodium 

tatrate) 

 0,5Ν NaOH 
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 Δπςαζηήναξ Series II 3110 Water-Jacketed CO2 (Thermo Forma) 

 Πζάημ 96 αμενίςκ (Costar) 

 Αβςβυ ηάεεηδξ κδιαηζηήξ νμήξ Bioair instruments safeflow 2 

 Φςηυιεηνμ (Molecular devices opti-max tunable microplate reader (Biotech Equipment 

Sales). 

 

2.20 Δοκιμό τοξικϐτητασ με αντιδραςτόριο ΜΣΣ (MTT 

toxicity assay) 

 

Ζ δμηζιή ΜΣΣ είκαζ ιζα ιέεμδμξ ιέηνδζδξ ηδξ αζςζζιυηδηαξ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ 

πνδζζιμπμζείηαζ είηε βζα έθεβπμ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ είηε βζα δμηζιαζίεξ ηοηηανμ- 

ημλζηυηδηαξ. Σμ ΜΣΣ είκαζ άθαξ ηεηναγμθίμο ηίηνζκμο πνχιαημξ. Ζ δμηζιαζία ζηδ- νίγεηαζ 

ζηδκ ακαβςβή ημο ηίηνζκμο άθαημξ ζηδκ έκςζδ formazan ιπθε πνχιαημξ. Ζ ακαβςβή βίκεηαζ 

ηονίςξ ζημ ηοηηανυπθαζια, εκχ ζε ιζηνυηενμ ααειυ ζηα ιζημπυκ- δνζα ηαζ ζηδκ ηοηηανζηή 

ιειανάκδ. Έκγοια ηαζ ζοζηαηζηά ημο ηοηηάνμο πμο ζοιιε- ηέπμοκ ζηδκ ακαβςβή είκαζ ηα 

NADH, NADPH, ιζημπμκδνζαηή ακαβςβάζδ ημο ζμο- ηζκζημφ ηαζ ημ ηοηυπνςια C. Σμ 

πνμσυκ ηδξ ακαβςβήξ είκαζ οδνυθμαμζ ηνφζηαθθμζ ζχδμοξ πνχιαημξ πμο δζαθοημπμζμφκηαζ ιε 

μνβακζημφξ δζαθφηεξ (π.π. ζζμπνμπακυθδ, DMSO, 10% SDS, Nonident P-40, Triton X-

100)(Ferrari et al. 1990). 

Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε είκαζ δ ελήξ: 

ΠΡΧΣΖ ΜΔΡΑ 

1. ε πζάημ ηςκ 96 αμενίςκ ζηνχκμοιε 10
5
ηφηηανα ζε ηεθζηυ υβημ 100 ιl απυ ημ δζάθοια 

ηοηηάνςκ. 

2. Αθήκμοιε κα πνμζημθθήζμοκ ηα ηφηηανα ζηδκ επζθάκεζα ημο αμενίμο ιε επχαζδ ζημοξ 

37
o
C - 5%CO2. 

3. Πνμεημζιαζία ημο a-MEM ενεπηζημφ ιέζμο δζαθμνμπμίδζδξ-πανειπυδζζδξ πμο πενζέπεζ 

25ng/ml MCSF ηαζ ηδκ ακηίζημζπδ επζεοιδηή ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ ακαζημθέα. 

4. Πνμζεέημοιε 100ιl απυ ημ ιέζμ δζαθμνμπμίδζδξ-πανειπυδζζδξ ζε ηάεε αμενίμ ιε 

ηφηηανα.  

5. Δπχαζδ ηςκ πνυδνμιςκ ηοηηάνςκ ζημοξ 37
o
C - 5%CO2. 

 

ΣΡΗΣΖ ΜΔΡΑ  
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1. Αναίςζδ ημο ποηκμφ ακηζδναζηδνίμο MTT ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 0,5mg/ml ιε a-

MEM. 

2. Απμιάηνοκζδ ημο ενεπηζημφ ιέζμο ηαζ πνμζεήηδ 200ιl ακηζδναζηήνζμ ΜΣΣ. 

3. Δπχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ βζα 2 χνεξ ζημοξ 37
o
C - 5%CO2. 

4. Απμιάηνοκζδ ημο δζαθφιαημξ ηαζ πνμζεήηδ 200ιl DMSO. 

5. Ακάδεοζδ βζα 2-3min. 

6. Μέηνδζδ ηδξ μπηζηήξ απμννυθδζδξ ζηα 550nm. 

Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε απαζηεί ηα ελήξ οθζηά: 

1. Θνεπηζηυ ιέζμ α-ΜΔΜ (Gibco) 

2. Mouse M-CSF (R&D Systems) 

3. Ακηζδναζηήνζμ MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)   

5mg/ml (Sigma) 

4. DMSO (Sigma) 

5. Δπςαζηήναξ Series II 3110 Water-Jacketed CO2 (Thermo Forma) 

6. Πζάημ 96 αμενίςκ (Costar) 

7. Φςηυιεηνμ Molecular devices opti-max tunable microplate reader (Biotech Equipment 

Sales) 

 

2.21 Διαχεύριςη ποντικών  

 

Όθεξ μζ δζαδζηαζίεξ πμο πενζεθάιαακακ πνήζδ πεζναιαηυγςςκ είπακ ηδκ έβηνζζδ ηαζ 

πναβιαημπμζήεδηακ ιε αοζηδνή ηήνδζδ ηςκ μδδβζχκ ηδξ Ηδνοιαηζηήξ Δπζηνμπήξ Φνμκηίδαξ 

ηαζ Υνήζδξ Πεζναιαηυγςςκ ημο Δ.ΚΔ.Β.Δ. «Αθέλακδνμξ Φθέιζβη»,(ανζειυξ έβηνζζδξ 

Νμ.466) ηαεχξ επίζδξ ηαζ ηδκ έβηνζζδ ηδξ Γεκζηήξ Γζεφεοκζδξ Αβνμηζηήξ Οζημκμιίαξ ηαζ 

Κηδκζαηνζηήξ ηδξ Πενζθένεζαξ Αηηζηήξ (ανζειυξ πνςημηυθθμο 1167/08-03-2012). 

Σα πμκηίηζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηεβάγμκηακ ζηδκ ιμκάδα πεζναιαημγχςκ ημο 

Δ.ΚΔ.Β.Δ. «Αθέλακδνμξ Φθέιζβη» ζε επίπεδμ SPF (Specific Pathogen Free). Ο ηφηθμξ 

θςηυξ ζημηαδζμφ ήηακ 12 h (07:00 – 19:00), δ οβναζία ιεηαλφ 50 - 60%, ηα επζηνεπηά υνζα 

εενιμηναζίαξ ιεηαλφ 21 – 24 oC ηαζ βζα ημκ ελαενζζιυ πναβιαημπμζμφκηακ 10-12 αθθαβέξ 

αένα ηάεε χνα .Σνμθή ηαζ κενυ ημοξ πανεπυηακ ad libitum. Ζ ηνμθή ήηακ ζε ιμνθή pellet 

ηδξ ηάηςεζ ζφζηαζδξ: 19 % πνςηεΐκδ, 5 % θίπμξ. Σμ κενυ ήηακ εηείκμ ημο δζηηφμο ηδξ 

ΔΤΓΑΠ ζηδκ πενζμπή ηδξ Βάνδξ. 
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2.22 Διαγονιδιακϊ ζώα  

Πνμιδεεοηήηαιε ημκ ακενχπζκμ βεκςιαηζηυ ηθχκμ BAC ιε ηςδζηυ RP11-86N24 απυ ηδκ 

εηαζνεία ImaGenes, ζε ιμνθή ααηηδνζαηχκ stabs. Ο θμνέαξ BAC ήηακ μ pBACe3.6. H 

δζαδζηαζία απμιυκςζδξ DNA απυ BAC ηθχκμοξ ααζίγεηαζ ζηδκ ιέεμδμ ηδξ αθηαθζηήξ 

θφζδξ (Poulsen 2004). Ζ δζαδζηαζία απμιυκςζδξ BAC DNA πενζθαιαάκεζ ηα παναηάης 

ζηάδζα: 

 

1
Ζ
 ΜΔΡΑ 

Σα ααηηήνζα E.coli πμο θένμοκ ημκ ακενχπζκμ βεκςιαηζηυ ηθχκμ BAC  ηαθθζενβήεδηακ ζε 

ζηενευ ενεπηζηυ ιε ακηζαζμηζηυ επζθμβήξ (35 ιg/ml πθςναιθαζκζηυθδ) ζημοξ 37
0
C. 

2
Ζ
 ΜΔΡΑ 

Σδκ επυιεκδ ιένα έβζκε επζθμβή  ιμκήξ απμζηίαξ  ηαζ ειαμθζάζηδηε ζε οβνή πνμηαθθζένβεζα 

ηςκ 10ml ζημοξ 37
0
C βζα 18 χνεξ. 

3
Ζ
 ΜΔΡΑ 

 Σδκ επυιεκδ ιένα έβζκε ειαμθζαζιυξ 500ιl ηδξ πνμηαθθζένβεζαξ ζε 200 ml οβνήξ 

ηαθθζένβεζαξ LB ηαζ επχαζδ ζημοξ 37
0
C βζα 14 χνεξ. 

4
Ζ
 ΜΔΡΑ 

1.  Σδκ επμιέκδ ιένα πνμπςνήζαιε ζε απμιυκςζδ ημο BAC DNA.Σα 200 ml ηδξ 

ηαθθζένβεζαξ ιμζνάζηδηακ ζε 4 falcon ηςκ 50ml ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 3.500rpm βζα 30 

θεπηά ζημοξ 4
0
C. 

2. Πεηάιε ημ οπενηείιεκμ ηαζ επακαδζαθφμοιε ημ ηάεε ααηηδνζαηυ pellet ζε 8 ml P1 

δζαθφιαημξ. 

3. Αημθμφεςξ πνμζεέημοιε ζε ηάεε falcon 8 ml P2 δζαθφιαημξ ηαζ ακαιεζβκφμοιε (ηδκ 

θάζδ αοηή εέθεζ πμθφ εθαθνζά ακάδεοζδ). Δπχαζδ βζα 5min. ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

4. Μεηά πνμζεέημοιε ιε πμθφ πνμζμπή 8 ml απυ ημ P3 δζάθοια ηαζ ηάκμοιε πμθφ εθαθνζά 

ακάδεοζδ πάκς ηάης ιέπνζ κα αθθάλεζ ζε άζπνμ πνχια ημ δζάθοια. Αθήκμοιε ζημκ πάβμ 

βζα 1 χνα. 

5. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 3.500rpm βζα 30 θεπηά ζημοξ 4
0
C. 

6. Μεηαθένμοιε ημ οπενηείιεκμ (πενίπμο 20 ml) ζε κέα ζεζνά falcon αθμφ πνμδβμοιέκςξ 

ημ δζδεήζμοιε ιέζα απυ απμζηεζνςιέκδ βάγα χζηε κα απμιαηνφκμοιε ηοηηανζηά 

αζςνήιαηα. 

7. Αημθμφεςξ ζε ηαεε θζαθίδζμ ηφπμο falcon πνμζεέμοιε 24 ml παβςιέκδ ζζμπνμπακυθδ 

ηαζ ακαιεζβκφμοιε εθαθνζά. 



99 

 

8. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 3.500rpm βζα 30 θεπηά ζημοξ 4
0
C. 

9. Πεηάιε ημ οπενηείιεκμ ηαζ επακαθοβμηεκηνμφιε βζα ζφκημιμ πνυκμ χζηε κα 

αθαζνέζμοιε ηδκ εκαπμιείκμοζα ζζμπνμπακυθδ. 

10. Ξεπθέκμοιε ημ DNA ιε 70% αζεακυθδ ηαζ επακαδζαθφμοιε ημ DNA  ζε 0.25 ml ΣΔ 

νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ βζα 10 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

Απυ αοηυ ημ ζηάδζμ ηαζ ιεηά πνδζζιμπμζμφιε ημιέκα tip χζηε κα ιδκ οπάνπεζ ηίκδοκμξ κα 

ζπάζμοιε ημ DNA 

11. Ακά 2 θζαθίδζα ηφπμο falcon ιεηαθένμοιε ημ  DNA (ζφκμθμ 500ιl) ζε θζαθίδζμ ηςκ 1.5 

ml. 

12. Πνμζεέημοιε ζε ηάεε θζαθίδζμ 500ιl θαζκυθδ/πθςνμθυνιζμ. Πμθφ πνμζεηηζηά 

ακηζζηνέθμοιε ημ θζαθίδζμ 8 θμνέξ βζα ηαθή ακάιεζλδ ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000rpm βζα 

5 θεπηά. 

13. Μεηαθένμοιε ημ οπενηείιεκμ ζε κέμ θζαθίδζμ ηαζ επακαθαιαάκμοιε ηδκ δζαδζηαζία ημο 

αήιαημξ 12 άθθεξ δφμ θμνέξ. 

14. Μεηαθένμοιε ημ οπενηείιεκμ ζε κέμ θζαθίδζμ ηαζ πνμζεέημοιε 500ιl δζαθφιαημξ 

πθςνμθυνιζμο/ζζμαιοθζημφ. Πμθφ πνμζεηηζηά ακηζζηνέθμοιε ημ θζαθίδζμ 8 θμνέξ βζα ηαθή 

ακάιεζλδ ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000rpm βζα 5 θεπηά. 

15. Μεηαθένμοιε ημ οπενηείιεκμ ζε κέμ θζαθίδζμ ηαζ πνμζεέημοιε παβςιέκδ 100% 

αζεακυθδ βζα ζοιπήηκςζδ ημο DNA . «Φανεφμοιε» ημ DNA ιε βοάθζκδ πζπέηηα ηαζ ημ 

λεπθέκμοιε ιε 70% αζεακυθδ. Αθήκμοιε κα ζηεβκχζεζ ημ DNA ηαζ ημ ιεηαθένμοιε κα 

επακαδζαθοεεί ζε ddH2O βζα 12 χνεξ ζημοξ 4
0
C. 

5
Ζ
 ΜΔΡΑ 

1. Σμ απμιμκςιέκμ BAC DNA (Δζη. 2.21Α) (190 ιl) οπέζηδ πέρδ ιε ημ έκγοιμ NotI 

ζφιθςκα ιε ηδκ ηάηςεζ ακηίδναζδ. 

BAC DNA 190 ιl 

10 x buffer 25 ιl 

NotI 15 ιl 

100x BSA 2.5 ιl 

ddH2O 17.5 ιl 

Σεθζηυξ υβημξ 250 ιl 

Δπχαζδ 37
0
C, 3-4 χνεξ 
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2. Ζ ακηίδναζδ αημθμφεςξ ακαθφεδηε ζε πήηηςια 1% αβανυγδξ (Biorad, #162-0137) ιε 

δθεηηνμθυνδζδ ζε παθθυιεκμ δθεηηνζηυ πεδίμ (Pulsed field electrophoresis, CHEF-DR II 

SYSTEM BIORAD-εζηυκα 2.20). 

 

Δηθόλα 2.20. πζθεπή ειεθηξνθόξεζεο παιιόκελνπ ειεθηξηθνύ πεδίνπ CHEF-DR II SYSTEM ηεο 

BIORAD 

3. Οζ ζοκεήηεξ ηνελίιαημξ ζε παθθυιεκμ δθεηηνζηυ πεδίμ πμο αημθμοεήζαιε θαίκμκηαζ 

παναηάης: 

 

οκεήηεξ παθθυιεκμο δθεηηνζημφ πεδίμο 

δθεηηνμθυνδζδξ 

Initial switch time 5 

Final switch time 10 

Σάζδ (voltage) 4V/cm 

Υνυκμξ Σνελίιαημξ (χνεξ) 18-20 

Ροειζζηζηυ δζαθοια δθεηηνμθυνδζδξ 0,5Υ ΣΒΔ 

Θενιμηναζία 14
0
C 

4. Έκα εκδεζηηζηυ ηνέλζιμ ιεηά ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ζε παθθυιεκμ δθεηηνζηυ πεδίμ θαίκεηαζ 

ζηδκ εζηυκα 2.21Β.  
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Δηθόλα 2.21. Ο θιώλνο BAC πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε θαη ηα πξντόληα πέςεο ηνπ κε ην έλδπκν πεξηνξηζκνύ 

NotI. (Α) πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ημο ηθχκμο. Οζ μνζγυκηζεξ ιαφνεξ βναιιέξ ηαζ μ ανζειυξ δδθχκεζ ημ 

ιήημξ ημο ηιήιαημξ ζε kb. (Β) Πέρδ ημο ηθχκμο BAC ηαζ ακάθοζδ ιε PFE. Γελζά ηα πνμσυκηα πέρδξ, 

ανζζηενά μ δείηηδξ DNA (New England Biolabs, Low Range PFG). Οζ ανζειμί δδθχκμοκ ιήημξ ζε kbp. Ζ γχκδ 

ηςκ ~9000 bp ακηζζημζπεί ζημκ θμνέα.  

 

 

6
Ζ
 ΜΔΡΑ 

1. ηδ ζοκέπεζα εκημπίγμοιε ηδκ εέζδ ημο BAC DNA ηαζ ηάκμοιε ελαβςβή ηςκ ηιδιάηςκ 

πδηηχιαημξ αβανυγδξ ηυζμ εηείκμο πμο πενζέπεζ ημ RANKL υζμ ηαζ εηείκμο πμο πενζέπεζ 

ιυκμ ημ DNA ημο   θμνέα (vector) (Δζη. 2.21A-B). 

2. Σμπμεεημφιε ηζξ δφμ θςνίδεξ ημο πδηηχιαημξ αβανυγδξ ιε ηαηάθθδθμ πνμζακαημθζζιυ  

ιέζα ζε ιία ιζηνή ζοζηεοή μνζγυκηζαξ δθεηηνμθυνδζδξ  υπςξ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 2.22. 
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Δηθόλα 2.22. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο δηάηαμεο ειεθηξνθόξεζεο ησλ δύν ισξίδσλ πεθηώκαηνο 

αγαξόδεο  κέζαζε 4% αγαξόδε ρακεινύ ζεκείνπ ηήμεο. Γζαηνίκμκηαζ μζ δφμ θςνίδεξ πδηηχιαημξ αβανυγδξ 

δ πνχηδ απυ δελζά πμο πενζέπεζ ημ βεκςιαηζηυ DNA ιε ημ huRANKL (I) ηαζ ημ δεφηενμ ημ DNA ημο θμνέα 

(V). 

 

3.  Δημζιάγμοιε 100ml 4% αβανυγδξ παιδθμφ ζδιείμο ηήλδξ ηαζ ημ ιεηαθένμοιε ιέζα 

ζηδκ ζοζηεοή μνζγυκηζαξ δθεηηνμθυνδζδξ χζηε κα ηαθφρμοιε ηζξ δφμ θςνίδεξ ημο 

πδηηχιαημξ αβανυγδξ. Αθήκμοιε κα πήλδ ημ πήηηςια. 

4. Ζ δθεηηνμθυνδζδ πναβιαημπμζείηαζ ζηα 50kV βζα 14 χνεξ ζημοξ 4
0
C. ημπυξ ηδξ 

δζαδζηαζίαξ δθεηηνμθυνδζδξ είκαζ κα «ιεηακαζηεφζεζ» ημ DNA απυ ημ 1% πήηηςια  ηαζ κα 

ζοβηεκηνςεεί (stacking) ζημ 4% πδηηχιαημξ παιδθμφ ζδιείμο ηήλδξ (ηάεε 3 χνεξ ημ DNA 

δζακφεζ 3cm). 

 

7
Ζ
 ΜΔΡΑ 

1.  Σδκ επυιεκδ διένα ελάβμοιε ιία πενζμπή απυ ημ 4% πδηηχιαημξ παιδθμφ ζδιείμο 

ηήλδξ (ζπήια ηφαμο) ζημ μπμίμ έπεζ ζοβηεκηνςεεί ημ DNA  ηαζ ημ ιεηαθένμοιε ζε θζαθίδζμ 

ηςκ 15ml βζα ελζζζμνυπδζδ ζε 12.5ml TENPA δζάθοια βζα ημοθάπζζημκ 1.5 χνα. 

2.  ηδκ ζοκέπεζα ιεηαθένμοιε ηα «ηοαάηζα» ημο 4% πδηηχιαημξ αβανυγδξ  ζημοξ 65
0
C 

βζα 3min. χζηε κα θζχζεζ ημ πήηηςια.  

3. Κάκμοιε έκα βνήβμνμ spin ηαζ επςάγμοιε λακά ηα «ηοαάηζα» ζημοξ 65
0
C επζπθέμκ 10 

min. 

4.   Μεηαθένμοιε ημ θζςιέκμ πήηηςια ζημοξ 42
0
C βζα 5min. ηαζ ζηδκ ζοκέπεζα 

πνμζεέημοιε (2units/100ιl θζςιέκμο πδηηχιαημξ) α-αβανάζδ (ΝΔΒ-stock 1unit/ιl). 

Δπχαζδ ζημοξ 42
0
C βζα 3 χνεξ. 

5. Μεηά ηδκ επχαζδ αθήκεηαζ ημ θζςιέκμ πήηηςια ιε ημ DNA ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

βζα 10min   ηαζ παναηδνμφιε υηζ δεκ πνέπεζ κα πήλεζ. 
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6. Φοβμηέκηνδζδ βζα 10sec. ηαζ ζοθθέβμοιε ημ οπενηείιεκμ απμθεφβμκηαξ κα ηνααήλμοιε 

οπμθθείιαηα αβανυγδξ. 

7. Μεηαθένμοιε ημ BAC DNA  πάκς ζε εζδζηέξ ιειανάκεξ «dialysis» (δζαιέηνμο 0.05ιm-

Millipore) βζα ακηαθθαβή ημο νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ  ζε δζάθοια ιζηνμέκβποζδξ. 

Αθήκμοιε κα βίκεζ ημ «dialysis» βζα ιία χνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

8. οθθέβμοιε ημ BAC DNA ιεηά ημ«dialysis» ηαζ ηνέπμοιε 2, 5 ηαζ 10 ιl ζε 

δθεηηνμθυνδζδ παθθυιεκμο πεδίμο βζα κα εθέβλμοιε ηδκ πμζυηδηα ηαζ ηδκ πμζυηδηα ημο 

BAC DNA.  

9. Σμ BAC DNA πμο απμιμκχεδηε πνδζζιμπμζήεδηε βζα ιζηνμεκέζεζξ ζε πνμπονήκεξ 

βμκζιμπμζδιέκςκ ςανίςκ. Οζ ιζηνμεκέζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ζηδ ιμκάδα δζαβέκεζδξ ημο 

Δ.ΚΔ.Β.Δ. «Αθέλακδνμξ Φθέιζβη».  

Γηαιύκαηα  

Γζα 12.5ml TENPA πνμζεέης 125ιl 100X δζάθοια  πμθοαιίκδξ (Polyamine).    

   

Γζα 5ml δζαθφιαημξ ιζηνμέκβποζδξ πνμζεέης 125ιl 100X δζάθοια  πμθοαιίκδξ (Polyamine).   

 

 

  (Σεθζηή οβηέκηνςζδ 30ιM πενιίκδ and 70ιM πενιζδίκδ) 

 

TENPA Buffer    Γηάιπκα Μηθξνέλγρπζεο,Απμζηείνςζδ 

 ιε θίθηνμ 0.22ιm 

       50ml       50ml 

1M Tris-HCl (pH 7.5 ) 500ιl  10mM  1M Tris-HCl (pH 7.5 ) 500ιl  10mM 

0.5M EDTA (pH 8.0)   100ιl  1  mM   0.5M EDTA (pH 8.0)   10ιl   0.1mM   

5M NaCl      1ml    100mM  5M NaCl    1ml    100mM 

H2O      to 50ml  H2O     to 50ml 

 

1000x Polyamine Stock: Απμζηείνςζδ ιε θίθηνμ 0.22ιm, 56.110ml 

Spermine tetrahydrochloride 0.586g  30mM    

Spermidine trihydrochloride 1g  70mM   
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P1 (filter sterilize, 4
0
C)    250ml     

1M Tris-HCl (pH 8.0 )    12.5ml  50mM  

 0.5M EDTA (pH 8.0)     5ml   10mM 

H2O        to 249.75ml 

 

Απμζηείνςζδ ιε θίθηνμ(0,25ιm)  

Πνζκ ηδκ πνήζδ ημο δζαθφιαημξ πνμζεέης: 

100mg/ml RNase A     0.25ml       100ug/ml 

 

P2 (υπζ απμζηείνςζδ, θνέζημ ηάεε θμνά) 

10N NaOH     1ml  0.2N 

H2O     to 47.5ml 

20% SDS    2.5ml  1% 

 

P3 (απμζηείνςζδ, 4
0
C)   250ml 

Potassiom acetate   73.6g 3M    

H2O     to 200ml 

Glacial Acetic Acid   27.5ml 

H2O     to 250ml 

 

Ο ανζειυξ ακηζβνάθςκ ημο δζαβμκζδίμο πνμζδζμνίζηδηε ιε πνήζδ qPCR (αθέπε εκυηδηα 

2.22.4) πνδζζιμπμζχκηαξ DNA μονάξ απυ πμκηίηζα TghuRANKL ηαζ WT αδένθζα. 

Υνδζζιμπμζήεδηε έκα γεοβάνζ εηηζκδηχκ πμο οανζδίγεζ ζημ βμκίδζμ RANKL ηυζμ ημο 

ακενχπμο υζμ ηαζ ημο πμκηζημφ. Χξ βμκίδζμ ακαθμνάξ θεζημφνβδζε ημ HuR, έκα πονδκζηυ 

βμκίδζμ. Οζ θμνέξ ιεηααμθήξ (fold change) ιεηαλφ ηςκ TghuRANKL ηαζ ηςκ WT δεζβιάηςκ 

πμθθαπθαζζάζηδηε επί 2 (εεςνείηαζ πςξ ημ εκδμβεκέξ RANKL οπάνπεζ ζε δφμ ακηίβναθα) 

ηαζ απυ ηδκ ηζιή αοηή αθαζνέεδηε δ ηζιή 2 βζα κα πνμηφρεζ μ απυθοημξ ανζειυξ ακηζβνάθςκ 

ημο RANKL.   

Δθθηλεηήο Αθνινπζία 

CommonRANKL-F 5'-ACCTGTACGCCAACATTTGC-3‟ 

CommonRANKL-R 5'-CTTGGGATTTTGATGCTGGT-3‟ 

HuR F 5‟-AGG ACA CAG CTT GGG CTA CG-3‟  

HuR R 5‟-CGT TCA GTG TGC TGA TTG CT-3‟ 

 



105 

 

2.23 Γονοτυπικό Ανϊλυςη  

2.23.1. Απνκόλσζε γελσκηθνύ DNA από νπξέο πνληηθώλ 

1.   Σμπμεέηδζδ ηδξ ημιιέκδξ μονάξ ημο γχμο πενίπμο 0,3cm ζε άδεζμ eppendorf 1.5ml.  

2.   Πνμζεήηδ 400ιl «δζάθοια βζα μονέξ» ηαζ 2 ιl δζαθφιαημξ πνςηεσκάζδξ Κ.  

3.   Δπχαζδ υθδ ηδ κφπηα ζε οδαηυθμοηνμ 55 oC.  

4.   Σδκ επυιεκδ ιένα: έκημκδ ακάιζλδ βζα 10 δεοηενυθεπηα βζα κα δζαθοεεί δ μονά.  

5.   Πνμζεήηδ ίζμο υβημο δζαθφιαημξ θαζκυθδξ:πθςνμθμνιίμο:ζζμαιοθζηήξ αθημυθδξ 

(25:24:1) ηαζ έκημκδ ακάιζλδ βζα 5 θεπηά.  

6.   Φοβμηέκηνδζδ ζε 12000rpm βζα 10 θεπηά.  

7.   Μεηαθμνά ηδξ οδάηζκδξ θάζδξ ζε ζζμπνμπακυθδ (290 ιl) βζα ηδκ  ηαηαηνήικζζδ ημο 

DNA.  

8.   Δθαθνζά ακάιζλδ ηαζ «ράνεια» ημο DNA ιε ηθεζζηή ζηδκ άηνδ βοάθζκδ πζπέηα Pasteur. 

9.   Διαάπηζζδ DNA δζαδμπζηά ζε 70% ηαζ 95% αζεακυθδ (4-8 θμνέξ).  

10.   Αθήκεηαζ δ πζπέηα κα ζηεβκχζεζ ζημκ αένα βζα 10 θεπηά.  

11.   Σμπμεέηδζδ ηδξ πζπέηαξ ιέζα ζε έκα eppendorf πμο πενζέπεζ απμζηεζνςιέκμ ddH2O 

(~100 ιl) βζα πενίπμο 30 θεπηά χζηε κα δζαθοεεί ημ DNA.  

12.   Απμεήηεοζδ ζημοξ 4 ή -20 oC. 

Γηαιύκαηα  

 «Γζάθοια βζα μονέξ»: 0.05M Tris, pH 8.0, 0.1M EDTA, 0.1M NaCl, 1% w/v SDS  

 Πνςηεσκάζδ Κ (Roche) : Γζάθοια stock 10 mg / ml ζε 50mM Tris pH 8.0  

 

2.23.2 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (Polymerase Chain Reaction, 

PCR)  

Γζα ηδ βμκμηφπδζδ (genotyping) ηςκ δφμ δζαβμκζδζαηχκ TghuRANKL ζεζνχκ  

πναβιαημπμζήεδηε δ παναηάης ακηίδναζδ: 

 

πζηαηηθά Αληίδξαζεο Όγθνο (κl) 

DNA εηιαβείμ 1.0 

10x Ροειζζηζηυ Γζάθοια PCR (Taq buffer) 2.0 

dNTPs mix 1.5 

MgCl2 (stock, 25 mM) 1.8 



106 

 

Δηηζκδηήξ Forward ηαζ Reverse (huRANKL),10pmol/θ 1.0/ακά εηηζκδηή 

Δηηζκδηήξ Forward ηαζ Reverse (mu.RANKL), 

0.5pmol/θ 
0.3/ακά εηηζκδηή 

Taq DNA πμθοιενάζδ 0,3 

ddH2O 10,8 

Σειηθόο όγθνο αληίδξαζεο 20 

 

Γηαιύκαηα  

Taq Buffer 10x: 500mM KCl, 100mM Tris-HCl pH 9, 1% Triton-X  

dNTPs mix: Invitrogen (#10297-018) (2.5 mM stock)  

Δθθηλεηέο  

Σμ γεοβάνζ εηηζκδηχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηε ήηακ ζπεδζαζιέκμ έηζζ χζηε κα οανζδίγεζ ιυκμ 

ζε αθθδθμοπία ημο huRANKL. Έκα δεφηενμ γεοβάνζ εηηζκδηχκ βζα ημ βμκίδζμ mu.RANKL 

ημο πμκηζημφ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ ζφκεεζδ δεφηενμο πνμσυκημξ πμο θεζημονβμφζε ςξ 

εεηζηυξ ιάνηοναξ βζα ηδκ επζηοπία ηδξ ακηίδναζδξ. 

 

Όλνκα Δθθηλεηή Αθνινπζία 

Human RANKLF 5'-TCTTCAACTAATGGTGTACG-3‟ 

Human RANKLR 5'-TCTACAAGGTCAAGAGCATG-3‟ 

Mu.RANKL F 5‟-AGGAGCTCCAGGTAACTATG-3‟ 

Mu.RANKL R 5‟-GGCAAGGTAGGGTTCAACTG-3‟ 

πζθεπέο  

Κοηθμεενιμπμζδηήξ (C1000 Thermal Cycler, Biorad)  

 

 

2.23.3 Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο  

Ζ δθεηηνμθυνδζδ κμοηθεσκζηχκ μλέςκ ζε πήηηςια αβανυγδξ είκαζ ιζα ιέεμδμξ 

δζαπςνζζιμφ αοηχκ ηςκ ιμνίςκ ηαζ ααζίγεηαζ ζηδκ δζαθμνεηζηή ηαπφηδηα ιε ηδκ μπμία ηα 

ιυνζα κμοηθεσκζηχκ μλέςκ δζαθμνεηζημφ ιεβέεμοξ ηζκμφκηαζ ιέζα απυ ημοξ πυνμοξ ημο 

πδηηχιαημξ αβανυγδξ, οπυ ηδκ επίδναζδ εθανιμγυιεκμο δθεηηνζημφ πεδίμο. Ζ ηαηεφεοκζδ 

ηίκδζδξ ηςκ κμοηθεσκζηχκ μλέςκ είκαζ πνμξ ηδκ ηάεμδμ ηαευηζ είκαζ ανκδηζηά θμνηζζιέκα 

ιυνζα ελαζηίαξ ηςκ θςζθμνζηχκ μιάδςκ πμο δζαεέημοκ. Ζ ζοβηέκηνςζδ ηδξ αβανυγδξ ζημ 

πήηηςια ηαεμνίγεζ ηαζ ηδ δζαπςνζζηζηή δοκαηυηδηα ημο πδηηχιαημξ.  
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Παξαζθεπή ηνπ πεθηώκαηνο αγαξόδεο 1-2% (w/v)  

Αναίςζδ 250ml δζαθφιαημξ 10 x TBE ζε ηεθζηυ υβημ 1500ml (1x TBE) ιε dH2O. 

Πνμζεήηδ 2.5-5g (ακάθμβα ιε ηδκ επζεοιδηή ζοβηέκηνςζδ) αβανυγδξ (βζα δθεηηνμθυνδζδ 

νμοηίκαξ: Agarose Basic, Applichem, #A8963). Όπμο ζε ηςκζηή θζάθδ πμο πενζέπεζ 250ml 

ημο δζαθφιαημξ 1x TBE ηαζ δζάθοζή ηδξ ιέπνζ κα βίκεζ δζαθακήξ (πενίπμο 5 θεπηά) ιε 

εένιακζδ ζημ θμφνκμ ιζηνμηοιάηςκ. φκημιδ ρφλδ ημο δζαθφιαημξ, πνμζεήηδ 20 ιl 

δζαθφιαημξ ανςιζμφπμο αζεζδίμο ηαζ εθαθνζά ακάιζλδ. Σμπμεέηδζδ ημο δζαθφιαημξ ζημ 

εηιαβείμ (tray) ιε ηζξ πηέκεξ (βζα ημ ζπδιαηζζιυ ηςκ πδβαδζχκ) ηαζ ρφλδ ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο ιέπνζ κα ζηενεμπμζδεεί πθήνςξ ημ πήηηςια. Σμπμεέηδζδ ημο πδηηχιαημξ ζηδ 

ζοζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ, ζηδκ μπμία είπε ήδδ ημπμεεηδεεί ημ δζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ (1x 

TBE). Πνμζεήηδ έβπνςιμο δζαθφιαημξ ηαηααφεζζδξ orange G ζημ δζάθοια ηςκ 

κμοηθεσκζηχκ μλέςκ ηαζ ηαθή ακάδεοζδ ιε πζπεηάνζζια. Φυνηςζδ 10 ιl ημο ιίβιαημξ ζηα 

πδβάδζα ημο πδηηχιαημξ. Δθανιμβή ηάζδξ 100 – 120V βζα πνμκζηή δζάνηεζα ακάθμβα ιε ημ 

είδμξ ηςκ δεζβιάηςκ πνμξ ακάθοζδ. Φςημβνάθδζδ ζε θάιπα UV ηαζ απμεήηεοζδ ζε 

δθεηηνμκζηυ οπμθμβζζηή.  

 

Γηαιύκαηα  

TBE 10x: 323.4g Tris, 165g Boric acid, 27.9g EDTA ζε ηεθζηυ υβημ 3L ιε ddH2O.  

Σμ δζάθοια αοηυ έπεζ αοηυιαηα pH = 8.0. 

Βξσκηνύρν αηζίδην: 1g / 100ml ddH2O  

Αγαξόδε (Applichem)  

OrangeG (Γζάθοια ηαηααφεζζδξ): 4015g Sucrose ζε 80ml ddH2O,αημθμφεςξ πνμζεήηδ 

200mg OrangeG. Σεθζηυξ υβημξ 100ml.  

 

πζθεπέο  

Σνμθμδμηζηυ BIO-RAD  

οζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ OWL  

φζηδια θςημβνάθδζδξ ιε UV (Alpha Innotech, Alpha Imager-Mini)  

 

 

 



108 

 

2.24 Ανϊλυςη ϋκφραςησ ςε επύπεδο mRNA 

 

2.24.1 Απνκόλσζε νιηθνύ RNA κε ηε κέζνδν νπξίαο / ρισξηνύρνπ ιηζίνπ  

Όθδ δ δζαδζηαζία πναβιαημπμζείηαζ ιε ζδζαίηενδ πνμζμπή βζα απμθοβή ιμθφκζεςκ ιε 

RNάζεξ, ζημκ πάβμ, ηαζ μζ θοβμηεκηνήζεζξ ζημοξ 4
o
C  

1. Θακάηςζδ πμκηζηχκ, θήρδ ~100 mg ζζημφ, βνήβμνμ λέπθοια ζε 1 x PBS, βνήβμνμ 

ζηέβκςια ζε απμννμθδηζηυ πανηί, ιεηαθμνά ζε ζςθήκα eppendorf 1.5 ml ηαζ αηανζαίμ 

πάβςια ζε οβνυ άγςημ ιέπνζ ηδ ζοθθμβή υθςκ ηςκ ζζηχκ. 

2. Ο ηαηεροβιέκμξ ζζηυξ ημπμεεηείηαζ ζε απμζηεζνςιέκμ ζςθδκάνζμ ιέζα ζε 3ml ηνφμο 

δζαθφιαημξ 6 Μ Urea / 3 Μ LiCl. 

3. Οιμβεκμπμίδζδ ιε ιδπακζηυ μιμβεκμπμζδηή (Ultra-Turrax T25 Basic) ζε ιέβζζηδ 

ηαπφηδηα ζε πάβμ. 

4. Υνήζδ οπενήπςκ βζα 30 δεοηενυθεπηα ιε ιέβζζηδ δφκαιδ ζημ πάβμ  

5. Δπχαζδ ζημοξ 4 oC υθδ ηδ κφπηα πάκς ζημκ ακαηζκδηή (shaker). 

6. Μεηαθμνά ημο μιμβεκμπμζδιέκμο οθζημφ ζε δομ ζςθήκεξ eppendorf, 1.5 ml. 

7. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 18300 g, 20 min ηαζ απμιάηνοκζδ οπενηεζιέκμο. 

8. Ξέπθοια pellet ιε 1ml δζαθφιαημξ 6 M Urea / 3 M LiCl. 

9. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 18300 g, 15 min ηαζ απμιάηνοκζδ ημο οπενηείιεκμο. 

10. Δπακαδζαθοημπμίδζδ ημο ζγήιαημξ ζε 200ιl δζαθφιαημξ RNA-TES ηαζ επακέκςζδ ημο 

δείβιαημξ ζε έκα eppendorf. 

11. Δηπφθζζδ ιε 400ιl δζαθφιαημξ θαζκυθδξ:πθςνμθμνιίμο:ζζμαιοθζηήξ αθημυθδξ (25:24:1) 

ηαζ έκημκδ ακάιεζλδ ημο δείβιαημξ βζα 5 θεπηά. 

12. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 18300 g, 10 min, ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

13. Μεηαθμνά 360ιl ημο οπενηεζιέκμο ζε κέμ ζςθήκα eppendorf, πςνίξ κα δζαηαναπεεί δ 

εκδζάιεζδ θάζδ. 

14. Πνμζεήηδ 40ιl δζαθφιαημξ 2M NaOAc ηαζ 1ml 100% αζεακυθδξ. Ακάιεζλδ ημο 

δείβιαημξ ηαζ επχαζδ, -20 oC, 2 h χνεξ ή υθδ ηδ κφπηα. 

15. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 16200 g, 10 min, πνμζεηηζηή απμιάηνοκζδ υθμο ημο οπενηείιεκμο 

ηαζ ημπμεέηδζδ ζημκ πάβμ. 

16. Ξέπθοια ημο ζγήιαημξ RNA ιε 400ιl δζαθφιαημξ 70% αζεακυθδ. 

17. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 16200 g ,10min  

18. Απμιάηνοκζδ υθμο ημο οπενηείιεκμο ηαζ ημπμεέηδζδ ζημκ πάβμ. 

19. Δλάηιζζδ δζαθφιαημξ αζεακυθδξ ηαζ δζαθοημπμίδζδ ζε ddH2O. 
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Μεηά ηδκ δζαθοημπμίδζδ αημθμοεεί πμζμηζημπμίδζδ ημο RNA ηαζ έθεβπμξ ηδξ πμζυηδηάξ ημο 

(αθέπε επυιεκδ εκυηδηα).  

 

Γηαιύκαηα  

ddH2O ιε DEPC βζα ηδκ ελμοδεηένςζδ RNαζχκ: Πνμζεήηδ 0.1%  

diethylpyrocarbonate (DEPC) (Applichem, #A0881, 0020) ζε ddH2O, ακάδεοζδ υθδ ηδ 

κφπηα, ηαζ απμζηείνςζδ 20min βζα ηδκ ηαηαζηνμθή ημο DEPC.  

RNA-TES  

10mM Tris, 1mM EDTA, 0.5%SDS, pH=7.6. Απμζηείνςζδ ζε αοηυηαοζημ ηαζ απμεήηεοζδ 

ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  

LiCl / Urea  

3M LiCl (Applichem, #A6286, 0250), 6M Urea (Sigma, #U5378) ζε ddH2O  

Απμζηείνςζδ ιε θζθηνάνζζια απυ θίθηνμ 0.22ιm ηαζ απμεήηεοζδ ζημοξ 4
o
C 

 

2.24.2 Πνζνηηθνπνίεζε RNA – Έιεγρνο θαζαξόηεηαο θαη αθεξαηόηεηαο 

Ζ πμζμηζημπμίδζδ ημο RNA πναβιαημπμζήεδηε θςημιεηνζηά ιε πνήζδ ηδξ ζοζηεοήξ Nano-

Drop ND-1000. Μεηά ηδκ ανπζημπμίδζδ (Initiation) ημο μνβάκμο ιε ddH2O 

πναβιαημπμζείηαζ ιδδεκζζιυξ ιε πνήζδ ddH2O ιε DEPC, δδθαδή ημ δζαθφηδ ημο δζαθφιαημξ 

RNA. ηδ ζοκέπεζα ηα δείβιαηα RNA θςημιεηνμφκηαζ δζαδμπζηά ηαζ αοηυιαηα ζε ηνία ιήηδ 

ηφιαημξ: 280, 260, ηαζ 230 nm. Ζ ζοβηέκηνςζδ ημο RNA πνμζδζμνίγεηαζ απυ ηδκ 

απμννυθδζδ ζηα 260 nm. Ο θυβμξ 260 / 280 πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ αλζμθυβδζδ ηδξ 

ηαεανυηδηα ημο RNA απυ DNA εκχ μ θυβμξ 260 / 230 πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ αλζμθυβδζδ 

ηδξ ηαεανυηδηαξ ζε ζπέζδ ιε οπμθείιιαηα πνςηεσκχκ, αθάηςκ, οδαηακενάηςκ ηαζ 

μνβακζηχκ δζαθοηχκ υπςξ δ θαζκυθδ. Σα δείβιαηα εηείκα ιε θυβμ 260 / 280 ηαζ 260 / 230 

πενίπμο ίζμ ή ιεβαθφηενμ απυ 2 πνδζζιμπμζήεδηακ βζα πεναζηένς αλζμθυβδζδ αηεναζυηδηα 

ζε πήηηςια αβανυγδξ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ 0.5 ιg μθζημφ RNA ακαθφμκηαζ ζε πήηηςια 

αβανυγδξ 2 % ημ μπμίμ είκαζ παναζηεοαζιέκμ ηαζκμφνβζμ βζα απμθοβή ιυθοκζδξ ιε 

RNάζεξ. ηα δείβιαηα πμο δεκ είκαζ απμζημδμιδιέκα δζαηνίκμκηαζ μζ δφμ γχκεξ ημο 

νζαμζςιζημφ RNA ηαζ έκαξ ανζειυξ άθθςκ θζβυηενμ άθεμκςκ γςκχκ (Δζηυκα 2.23).  
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Δηθόλα 2.23. Αλάιπζε νιηθνύ RNA Με ειεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 2 %. Γζαηνίκεηαζ ζηδκ 

πνχηδ βναιιή μ δείηηδξ ιεβέεμοξ ηαζ πέκηε δείβιαηα RNA ζηζξ οπυθμζπεξ. Οζ δφμ θςηεζκέξ γχκεξ πμο 

ακηζζημζπμφκ ζημ νζαμζςιζηυ RNA είκαζ δζαηνζηέξ εκχ δζαηνίκμκηαζ ηαζ πθήεμξ άθθςκ γςκχκ παιδθυηενδξ 

θςηεζκυηδηαξ. Οζ ανζειμί είκαζ ζε bp.  

2.24.3 ύλζεζε cDNA  

1. ε απμζηεζνςιέκμ ζςθήκα PCR 0.2 ml ιεηαθένεδηακ 2ιg μθζημφ RNA ηαζ πνμζηέεδηε 

DEPC-ddH2O βζα κα θηάζεζ μ ηεθζηυξ υβημξ ζηα 8ιl. 

2. Πνμζεήηδ 1ιl απυ ημ δζάθοια ακηίδναζδξ (reaction buffer) ηαζ 1ιl DNase (Sigma).  

3. Δπχαζδ βζα 15 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

4. Πνμζεήηδ 1ιl δζαθφιαημξ ηενιαηζζιμφ (stop solution). 

5. Θένιακζδ, 70 oC , 10 min. 

6. Άιεζδ ιεηαθμνά ζημκ πάβμ. 

7. Πνμζεήηδ 1ιl dNTPs ηαζ 1ιl (91 pmol) εηηζκδηή oligo d(T) 18 (New England Biolabs, 

#S1316S). 

8. Θένιακζδ, 70 oC, 10 min. 

9. Άιεζδ ιεηαθμνά ζημκ πάβμ. 

10. Πνμζεήηδ 2ιl δζαθφιαημξ ακηίδναζδξ, 1ιl Ακηίζηνμθδξ Μεηαβναθάζδξ M- MLV ηαζ 

4ιl ddH2O χζηε μ ηεθζηυξ υβημξ ηδξ ακηίδναζδξ κα είκαζ 20ιl. 

11. Θένιακζδ, 37
o
C, 50 min. 

12. Θένιακζδ, 80
o
C, 10 min βζα απεκενβμπμίδζδ εκγφιμο.  

 

Έλδπκα/δηαιύκαηα  

DNase, reaction buffer ηαζ stop solution: amplification grade kit (Sigma, #AMPD1) M-MLV 

Reverse Transcriptase ηαζ δζάθοια ακηίδναζδξ: (Sigma, kit #M1302)  

πζθεπέο  

BioRad C1000 thermal cycler 
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2.24.4 Πνζνηηθό PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (qPCR)  

Ζ PCR πναβιαηζημφ πνυκμο (qPCR) είκαζ ιζα ιέεμδμξ βζα ηδκ πμζμηζημπμίδζδ mRNA 

ζηυπςκ ηαηά ηδκ μπμία δ ζοζζχνεοζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ PCR ιεηνζέηαζ ζε πναβιαηζηυ 

πνυκμ, ηαε‟ υθδ ηδ δζάνηεζα ηδξ δζαδζηαζίαξ εκίζποζδξ. ηδκ πνάλδ έκαξ ακαθοηήξ (OCD 

αίκηεμ ηάιενα), ηαηαβνάθεζ ηδκ δεοηενμβεκή αηηζκμαμθία θεμνζζιμφ πμο εηπέιπεηαζ απυ 

ιία θεμνίγμοζα μιάδα δ μπμία εκζςιαηχκεηαζ ζημ κεμζπδιαηζγυιεκμ πνμσυκ ηδξ ακηίδναζδξ 

PCR. Ζ δζέβενζδ ηδξ θεμνίγμοζαξ μιάδαξ βίκεηαζ ιέζς αηηζκμαμθίαξ δζέβενζδξ (ζοκήεςξ 

ιμκμπνςιαηζηή αηηζκμαμθία laser) δ μπμία εηπέιπεηαζ πνμξ ημ δείβια απυ εζδζηή θοπκία, δ 

μπμία πενζθαιαάκεηαζ ζηδ ζοζηεοή. Ο ιεηνμφιεκμξ θεμνζζιυξ ιεηνζέηαζ ηαζ ηαηανηίγεηαζ 

έκα δζάβναιια ζπέζδξ θεμνζζιμφ ιε ηφηθμ ηδξ ακηίδναζδξ. Δπζθέβεηαζ αοεαίνεηα έκα 

ηαηχθθζ θεμνζζιμφ ηαζ έηζζ ηαεμνίγεηαζ μ ηφηθμξ ζημκ μπμίμ δ ηάεε ακηίδναζδ έθεαζε 

αοηυ ημ ηαηχθθζ. Αοηυξ μ ηφηθμξ μκμιάγεηαζ CT (Threshold Cycle). Ζ ζφβηνζζδ ιεηαλφ ηςκ 

CT ηςκ δζαθυνςκ δεζβιάηςκ επζηνέπεζ ηδ ζφβηνζζδ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ημο ηάεε 

βμκζδίμο-ζηυπμο ιεηαλφ δζαθμνεηζηχκ ηαηαζηάζεςκ (π.π. αβνίμο ηφπμο – ιεηαθθαβιέκμ) 

εθυζμκ παιδθυηενεξ ηζιέξ CT ζδιαίκμοκ ορδθυηενδ ανπζηή ιήηνα ηαζ άνα ορδθυηενδ 

έηθναζδ ηαζ ημ ακηίζηνμθμ. Ζ ηάεε ηζιή ηακμκζημπμζείηαζ βζα έκα βμκίδζμ ακαθμνάξ. Δπίζδξ 

δ πενζμπή πμο εα πναβιαημπμζδεεί δ ζφβηνζζδ ηςκ CT πνέπεζ κα είκαζ εηείκδ ηδξ εηεεηζηήξ 

θάζδξ αφλδζδξ ημο πνμσυκημξ. Υνδζζιμπμζήεδηε δ ζοβηνζηζηή ιέεμδμξ ηςκ CT ή αθθζχξ δ 

ιέεμδμξ 2-ΓΓCT (Schmittgen & Livak 2008).Σμ ηάεε γεοβάνζ εηηζκδηχκ εθέβπεηαζ πνχηα 

υηζ πανάβεζ έκα ιμκαδζηυ πνμσυκ ημ μπμίμ θαίκεηαζ ςξ ιζα ιμκαδζηή απυημιδ ημνοθή ζημ 

δζάβναιια dF/dT / εενιμηναζία ηαζ ςξ ιζα ιμκαδζηή γχκδ ζε δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια 

αβανυγδξ. ηδ ζοκέπεζα παναζηεοάγμκηαζ δζαδμπζηέξ αναζχζεζξ εκυξ δείβιαημξ cDNA 1:2.5, 

1:5, 1:10, 1:25, 1:50, 1:100 ηαζ πναβιαημπμζείηαζ qPCR βζα ημ βμκίδζμ ζηυπμ ηαζ βζα έκα 

βμκίδζμ ακαθμνάξ ηαζ οπμθμβίγεηαζ δ απυδμζδ ηδξ PCR βζα ημ ηάεε γεοβάνζ ηαζ δ αναίςζδ 

εηείκδ πμο ακηζζημζπεί ζε εηεεηζηή θάζδ αφλδζδξ. Ζ απυδμζδ ηδξ PCR πνέπεζ κα είκαζ 

ημκηά ζημ 1.00 ηαζ ζε ηάεε πενίπηςζδ δ δζαθμνά ιεηαλφ ηςκ δφμ γεοβανζχκ (ζηυπμο ηαζ 

ακαθμνάξ) δεκ πνέπεζ κα οπενααίκεζ δ ηάεε ιία ημ 10 % ηδξ άθθδξ. 

 

ηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζμφκηαζ δζπθέξ ακηζδνάζεζξ βζα ημ ηάεε δείβια cDNA ζηδκ 

επζθεβιέκδ αναίςζδ, βζα ημ βμκίδζμ ζηυπμ ηαζ βζα ημ βμκίδζμ ακαθμνάξ, οπμθμβίγμκηαζ μζ 

ηζιέξ CT βζα ημ ηάεε δείβια ηαζ ημ ηάεε γεοβάνζ εηηζκδηχκ ςξ μ ιέζμξ υνμξ ηςκ δζπθχκ 

ακηζδνάζεςκ. Σμ ηεθζηυ απμηέθεζια εηθνάγεηαζ ςξ θμνέξ ιεηααμθήξ έηθναζδξ (fold 

change) ηαζ οπμθμβίγεηαζ ιε αάζδ ημκ αηυθμοεμ ηφπμ:  
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Φμνέξ ιεηααμθήξ= 2
-[(Ct ζηυπμξ- Ct ακαθμνάξ) δείβια Α – (Ct ζηυπμξ- Ct ακαθμνάξ) δείβια B]

 

 

Όθμζ μζ οπμθμβζζιμί ηαζ ηα δζαβνάιιαηα πναβιαημπμζήεδηακ ιε πνήζδ ημο θμβζζιζημφ ημο 

ηαηαζηεοαζηή. Υνδζζιμπμζήεδηε δ ζοζηεοή Rotor-Gene 6000 (Corbett) ηαζ βζα ηδκ 

πναβιαημπμίδζδ ηςκ ακηζδνάζεςκ ημ δζάθοια SsoFast EvaGreen – Supermix (BIORAD) ημ 

μπμίμ πενζέπεζ υθα ηα απαναίηδηα ζοζηαηζηά βζα ηδκ ακηίδναζδ PCR πθδκ ηςκ εηηζκδηχκ. Ζ 

ακηίδναζδ έπεζ ςξ ελήξ:  

 

 

πζηαηηθά Αληίδξαζεο Όγθνο (κl) 

cDNA 1 

Primer Forward  1 

Primer Reverse  1 

EvaGreen mix  5 

ddH2O 2 

Σεθζηυξ υβημξ ακηίδναζδξ 10 

 

Σμ γεοβάνζ εηηζκδηχκ ακαβκςνίγεζ ηυζμ ημ ακενχπζκμ υζμ ηαζ ημ πμκηζηίζζμ ιεηάβναθμ ημο 

RANKL. Δπίζδξ, πνδζζιμπμίεδηακ αηυιδ 2 γεοβάνζα εηηζκδηχκ πμο ακαβκςνίγμοκ 

ζημπεοιέκα ιυκμ ημ πμκηζηίζζμ RANKL ηαζ OPG. Χξ βμκίδζμ ακαθμνάξ πνδζζιμπμζήεδηε 

εηείκμ ηδξ α2-ιζηνμζθαζνίκδξ.  

Όλνκα Δθθηλεηή Αθνινπζία 

RANKL H+M F 5'-ACCTGTACGCCAACATTTGC-3‟ 

RANKL H+M R 5'-CTTGGGATTTTGATGCTGGT-3‟ 

Hu.RANKL F 5'-ACGCGTATTTACAGCCAGTG-3‟ 

Hu.RANKL R 5'-CCCGTAATTGCTCCAATCTG-3‟ 

Mu.RANKL F 5'-TGTACTTTCGAGCGCAGATG-3‟ 

Mu.RANKL R 5'-AGGCTTGTTTCATCCTCCTG-3‟ 

Mu.OPG F 5'-CTTGCCTTGATGGAGAGCCT-3‟ 

Mu.OPG R 5'-TCGCTCGATTTGCAGGTCT-3‟ 

B2M F 5'-TTCTGGTGCTTGTCTCACTGA-3‟ 

B2M R 5'-CAGTATGTTCGGCTTCCCATTC-3‟ 



113 

 

 

2.25 Ιςτολογικό ανϊλυςη  

2.25.1 θίλσζε θαη ηκήζε  

Αιέζςξ ιεηά ηδ εακάηςζδ ημο πμκηζημφ, αθαζνείηαζ μ ζζηυξ ηαζ ημπμεεηείηαζ ζε θμνιαθίκδ 

(οδαηζηυ δζάθοια 4% w/v θμνιαθδεΰδδξ, VWR) ζε ζςθήκα ζζημθμβίαξ ηαζ αθήκεηαζ 4 oC, 

υθδ ηδ κφπηα βζα πθήνδ ιμκζιμπμίδζδ (fixation). Σδκ επμιέκδ μ ζζηυξ λεπθέκεηαζ ζε 1 x PBS 

ηαζ αθήκεηαζ ζημ ίδζμ δζάθοια ιέπνζ ηδκ διένα ζηίκςζδξ (αθοδάηςζδ ηαζ παναθζκμπμίδζδ). 

Γζα ηδ ζηίκςζδ μ ζζηυξ ειααπηίγεηαζ δζαδμπζηά ζηδκ αηυθμοεδ ζεζνά δζαθοιάηςκ ιε πνήζδ 

ζζημηζκέηαξ: 70% EtOH 2h, 85% EtOH 1.5 h, 96% EtOH 3 x 1h, 100% EtOH 2 x 1h, λοθέκζμ 

2 x 45 min, παναθίκδ 1 x 2h, ηαεανή παναθίκδ 2-3 h, ηαζ ηδκ επμιέκδ εβηθείεηαζ ζε ιπθμη 

παναθίκδξ. Με ηδ πνήζδ ιζηνμηυιμο θαιαάκμκηαζ ημιέξ πάπμοξ 4 ιm. Οζ ημιέξ απθχκμκηαζ 

ζηδκ επζθάκεζα dΖ2Ο, 45 oC βζα θίβα θεπηά ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ζοθθέβμκηαζ ζηδκ επζθάκεζα 

βοάθζκςκ ακηζηεζιεκμθυνςκ πθαηχκ (SB) υπμο αθήκμκηαζ κα ζηεβκχζμοκ ζηδκ ανπή ζε 

εενιή επζθάκεζα βζα ιενζηά θεπηά ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ζημκ πάβημ, υθδ ηδ κφπηα. Σδκ επμιέκδ 

μζ ημιέξ είκαζ έημζιεξ βζα πνχζδ.  

 

2.25.2 Υξώζε Αηκαηνμπιίλεο/Ζσζίλεο 

Απνπαξαθίλσζε: ειαάπηζζδ ηςκ ημιχκ 3 x 3 min ζε λοθέκζμ 100%. 

Δλπδάησζε: δζαδμπζηή ειαάπηζζδ ηςκ ημιχκ ζηα αηυθμοεα δζαθφιαηα ιεζμφιεκδξ 

ζοβηέκηνςζδξ EtOH: 1 x 2 min EtOH 100%, 2 x 2 min EtOH 96%, 1 x 2 min EtOH 70%, 1 x 

2 min EtOH 50%, 2 x 2 min dH2O.  

Υξώζε: ειαάπηζζδ ημιχκ ζε δζάθοια αζιαημλοθίκδξ 1.5 – 1.75 min ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ηαθυ 

λέπθοια ιε dH2O ιέπνζ πμο κα ιδκ παναηδνείηαζ απχθεζα πνςζηζηήξ. ηδ ζοκέπεζα μζ ημιέξ 

ειααπηίγμκηαζ ζηζβιζαία ζε υλζκδ EtOH, λεπθέκμκηαζ ζηζβιζαία ζε dH2O ηαζ ειααπηίγμκηαζ 3 

min ζε δζάθοια Scotch. Αημθμφεςξ, λεπθέκμκηαζ ζηζβιζαία ιε ειαάπηζζδ ζε dH2O ηαζ 

ειααπηίγμκηαζ ζηζβιζαία ηαζ δζαδμπζηά 5 x EtOH 50%, 5x EtOH 70% ηαζ αημθμφεςξ ζε 

δζάθοια δςζίκδξ 2.5- 3 min. Αημθμφεςξ μζ ημιέξ λεπθέκμκηαζ ζε άθεμκμ dH2O.  

Αθπδάησζε θαη θάιπςε: κε ζηζβιζαία ειαάπηζζδ ζηα αηυθμοεα δζαθφιαηα: 10 x EtOH 50 

%, 10 x EtOH 70 %, 2 x 15 EtOH 90%, 20 x EtOH 100%, λοθέκζμ, 1 x 3 min λοθέκζμ. ηδ 

ζοκέπεζα μζ ημιέξ ηαθφπημκηαζ ιε DPX mounting medium (VWR) ηαζ ηαθοπηνίδα ηαζ ιεηά 

απυ ιενζηά θεπηά πμο αθήκμκηαζ κα ζηεβκχζμοκ ζημκ αένα είκαζ έημζιεξ βζα παναηήνδζδ 

ζημ ιζηνμζηυπζμ.  
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Γηαιύκαηα  

υλζκδ EtOH: 70 % EtOH / 0.5 % HCl  

δζάθοια Scotch: 2g KHCO3, 20 g MgSO4 * 7 H2O ζε 1 L dH2O 

πζθεπέο  

Ηζημηζκέηα (Pathotec, Techno-TEC1)  

Γζα εβηθεζζιυ ζε ιπθμη παναθίκδξ (Medite, TBS88, Paraffin Embedding System)  

Μζηνμηυιμξ (Leica, RM2125RT)  

Τδαηυθμοηνμ (Leica, HI1210)  

Μζηνμζηυπζμ (Nikon Eclipse E800)  

 

2.26 Μικροτομογραφύα υψηλόσ Διακριτικόσ ανϊλυςησ (μCT 

analysis) 

Ζ ακάθοζδ ηαζ μ πμζμηζηυξ παναηηδνζζιυξ ηδξ ιζηνμ-ανπζηεηημκζηήξ ηςκ ιαηνχκ μζηχκ 

ηαεχξ ηαζ ημο 5μο ζπυκδοθμο ηδξ μζθοζηήξ ιμίναξ έβζκε ιε ηδκ πνήζδ ιζηνμημιμβνάθμο 

ορδθήξ ακάθοζδξ Skyscan1172 ιCT scanner ηδξ εηαζνίαξ Brucker-microCT (Βέθβζμ) 

(Δζη.2.24). Ζ ααζζηή ανπή ηδξ ιζηνμημιμβναθίαξ ζηδνίγεηαζ ζηδκ πνήζδ αηηίκςκ Υ ιε 

ζάνςζδ εκυξ ακηζηεζιέκμο υπμο ηαηαβνάθεηαζ μ ααειυξ απμννυθδζδξ ιζαξ δέζιδξ αηηίκςκ 

Υ ζε έκακ ηαηαβναθέα ιε απμηέθεζια κα είκαζ δοκαηή δ ηνζζδζάζηαηδ απεζηυκζζδ ηαζ 

ιέηνδζδ ηδξ δμιήξ. 

 

 Δηθόλα 2.24. Απεηθόληζε κηθξνηνκνγξάθνπ πςειήο δηαθξηηηθήο αλάιπζεο Skyscan1172 κCT scanner 

(Brucker). 
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Σα πθεμκεηηήιαηα εκυξ ιζηνμημιμβνάθμο εζηζάγμκηαζ ζηδκ ορδθή πςνζηή ακάθοζδ εκυξ 

ακηζηεζιέκμο πμο θεάκεζ ζηα 5ιm, εκχ δεκ πνεζάγεηαζ ηαιιία πνμεημζιαζία ημο δείβιαημξ 

πνζκ ηδκ ζάνςζδ. 

 

2.26.1 Προετοιμαςύα Δειγμϊτων για ϊρωςη  

Ζ πνμεημζιαζία ηςκ δεζβιάηςκ πενζθαιαάκεζ ηδκ απμιυκςζδ ηςκ ιαηνχκ μζηχκ ηαζ ηςκ 

ζπμκδφθςκ ηδξ μζθοοζηήξ ιμίναξ (L1-6). Δζδζηυηενα, έβζκε ελαβςβή ηςκ ιαηνχκ μζηχκ απυ 

πμκηίηζα ηαζ αθαίνεζδ ηςκ ιοχκ πμο επζθφμκηαζ πάκς ζηα μζηά. Αημθμφεςξ, ιεηαθένμοιε 

ηα μζηά ζε βάγα υπμο πνμδβμοιέκςξ έπεζ ειααπηζζηεί ζε δζάθοια 0.9% πθςνζμφπμο καηνίμο 

ηαζ θοθθάζμκηαζ ζημοξ -20
0
C. Σδκ ίδζα δζαδζηαζία αημθμοεμφιε επίζδξ βζα ηδκ απμιυκςζδ 

ηςκ ζπμκδφθςκ ηδξ μζθοοζηήξ ιμίναξ. 

 

2.26.2 ϊρωςη δειγμϊτων ςε μικροτομογρϊφο Skyscan1172 

Ζ ζάνςζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζημ Skyscan1172 πενζθαιαάκεζ ηα παναηάης ζηάδζα. 

1. Πνμεημζιαζία ιδνζαίμο μζημφ ή ζπυκδοθμο ηδξ μζθοζηήξ ιμίναξ ιε ειαάπηζζδ ζε 0.9% 

πθςνζμφπμο καηνίμο ηαζ ημπμεέηδζδ ζε εζδζημφξ πνμζανιμζηέξ-αάζεζξ (αθέπε εζη. 2.25). 

 

Δηθόλα 2.25. Δηδηθή βάζε ηνπνζέηεζεο δείγκαηνο κεξηαίνπ νζηνύ δηακέηξνπ 6mm, ελώ γηα ηνπνζέηεζε 

δείγκαηνο ζπνλδπιηθήο ζηήιεο ρξεζηκνπνηνύκε βάζεηο δηακέηξνπ 10mm. 

 

2. Ακμίβμοιε ημ πνυβναιια εθέβπμο ημο ιζηνμημιμβνάθμο ηαζ εέημοιε ζε θεζημονβία ηδκ 

πδβή αηηίκςκ Υ. 

3. Σμπμεεημφιε ηδκ εζδζηή αάζδ ιε ηα δείβιαηα-μζηά ζηδκ εέζδ ζάνςζδξ ημο 

ιζηνμημιμβνάθμο. 

4. Ονζμεεημφιε ηδκ πενζμπή ζάνςζδξ ημο μζημφ (αθέπε εζη. 2.26) 
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Δηθόλα 2.26. Απεηθόληζε ηνπ γξαθηθνύ πεξηβάιινληνο νξηνζέηεζεο ηεο πεξηνρήο ζάξσζεο ελόο δείγκαηνο. 

5. Ροειίγμοιε ηζξ παναιέηνμοξ ζάνςζδξ ιέζς ημο πνμβνάιιαημξ εθέβπμο υπςξ θαίκεηαζ 

ζημκ παναηάης πίκαηα: 

Πξνηεηλόκελεο ξπζκίζεηο ζάξσζεο 

X-ray voltage 50kV 

X-ray current 120uA 

Φίθηνμ 0.5mm Φίθηνμ Αθμοιζκίμο 

Image pixel size 6ιM 

Ακάθοζδ ηάιεναξ medium 

Πενζζηνμθή ημιμβνάθμο 180
0
 

Βήια πενζζηνμθήξ 0.4 

Μέζμ Πθαίζζμ άνςζδξ 2 

Γζάνηεζα άνςζδξ ~30-45min 

 

6. Παηάιε ημ ημοιπί έκανλδξ ζάνςζδξ. 
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2.26.3 Ανοικοδϐμηςη των δεδομϋνων ςϊρωςησ μϋςω του 

προγρϊμματοσ NRecon  

Μεηά ηδκ ζάνςζδ ηςκ δεζβιάηςκ ημ ζφζηδια απμεδηεφεζ ιζα δέζιδ εζηυκςκ πνμαμθήξ ζε 

ιμνθή tiff υπμο ιέζς ημο πνμβνάιιαημξ Nrecon πναβιαημπμζείηαζ δ ακμζημδυιδζδ ηςκ 

εζηυκςκ-πνμαμθχκ (αθέπε εζη. 2.27) 

 

 

Δηθόλα 2.27. Απεηθόληζε ηνπ γξαθηθνύ πεξηβάιινληνο ηνπ Nrecon πξνγξάκκαηνο όπνπ γίλεηαη ε 

αλνηθνδόκεζε ησλ εηθόλσλ ζάξσζεο. 

 

Πνζκ ηδκ ακμζημδυιδζδ ηδξ δέζιδξ εζηυκςκ ζάνςζδξ βίκεηαζ ιζα ζεζνά νοειίζεςκ ηαζ 

εθέβπςκ υπςξ δ μνζμεέηδζδ ηδξ άκς ηαζ ηάης πενζμπήξ ηδξ πνμαμθήξ ηδξ εζηυκαξ (αθέπε 

ηυηηζκδ βναιιή εζη.2.27 ), fine-tuning ηδξ εζηυκαξ-πνμαμθήξ εθέβπμκηαξ ηζξ παναιέηνμοξ 

post-alignment, beam hardening correction, ring artifacts reduction and smoothing. Ζ 

ακμζημδυιδζδ ηδξ δέζιδξ εζηυκςκ είκαζ ιία δζαδζηαζία πμο απαζηεί ανηεηά ιεβάθδ 

επελενβαζηζηή ζζπφ ηαζ δζανηεί ανηεηά.Σμ απμηέθεζια ηδξ ακμζημδυιδζδξ ηςκ εζηυκςκ είκαζ 

δ δδιζμονβία ιζαξ κέαξ δέζιδξ εζηυκςκ ζε ιμνθή bmp υπμο εα πνδζζιμπμζδεμφκ βζα ηδκ 

ηφνζα ακάθοζδ. 
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2.26.4 Κϑρια Ανϊλυςη Προςδιοριςμοϑ των οςτικών παραμϋτρων του 

ςπογγώδουσ και φλοιώδουσ οςτοϑν μϋςω του προγρϊμματοσ Ctan  

Ζ ηφνζα ακάθοζδ πενζθαιαάκεζ ημκ πνμζδζμνζζιυ δζάθμνςκ μζηζηχκ παναιέηνςκ ημο 

ζπμββχδμοξ ηαζ θθμζχδμοξ μζημφ, δ μπμία πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδκ πνήζδ ημο εζδζημφ 

πνμβνάιιαημξ CtAn ηδξ Brucker. ημκ παναηάης πίκαηα δίκμκηαζ μζ ηφνζμζ μζηζημί 

πανάιεηνμζ πμο οπμθμβίζηδηακ ηαζ ζοιπενζθαιαάκμκηαζ ζημκ πίκαηα ηαζ ιε αάζδ ηδκ 

μκμιαημθμβία απυ ηδκ ASBMR (American Society for Bone and Mineral Research). 

 

 

Πίλαθαο 2.1 Κύξηνη νζηηθνί παξακέηξνη πνπ πξνζδηνξίδνληαη γηα ην ζπνγγώδεο (Α) θαη θινηώδεο νζηό (Β) 

(νλνκαηνινγία ηεο ASBMR ). ζε κηθξνηνκνγξάθν πςειήο αλάιπζεο.  

 

2.27 Φρώςη λιποκυττϊρων του μυελοϑ των οςτών με 

τετροξεύδιο του οςμύου και ανϊλυςη ςε μικροτομογρϊφο 

υψηλόσ Ανϊλυςησ   

Ζ ιέεμδμξ ααζίγεηαζ ζηδκ ζδζυηδηα ημο ηεηνμλείδζμο ημο μζιίμο,ημ μπμίμ είκαζ  έκα αανφ 

ιέηαθθμ,κα ηαηαθφεζ ιζα ακαβςβζηή ακηίδναζδ   ιε ηα αηυνεζηα θζπανά μλέα ημο θζπχδδ 

ζζημφ ζπδιαηίγμκηαξ έηζζ έκα ιαφνμ πνμσυκ πμο απμηεθεί ηαηάθθδθμ ζηζαβναθζηυ 

πανάβμκηα ζηδκ ιζηνμημιμβναθία (Scheller et al. 2014). 

Parameter Parameter symbol, unit 

Cortical bone volume  BV (mm
3
) 

Tissue volume (mm
3
) (Total) TV (mm

3
) 

Bone marrow volume  BMV (mm
3
) 

Percent cortical bone volume BV/TV (%) 

Closed Porosity Po(cl) (%) 

Open Porosity Po(op) (%) 

A 

B 
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Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε έζπε ςξ ελήξ: 

1. Δπζθμβή Tg5519 πμκηζηχκ δθζηίαξ 6 ιδκχκ ηαζ εακάηςζδ ιε CO2. 

2. Δλχεδζδ ηςκ ιαηνχκ μζηχκ ηαζ απμιάηνοκζδ ηςκ ιαθαηςκ ιοχκ πμο επζθφμκηαζ ημο 

μζημφ. 

3. Μμκζιμπμίδζδ ηςκ μζηχκ ιε δζάθοια θμνιαθίκδξ 10% βζα 24 χνεξ. 

4. Ξέπθοια ηςκ μζηχκ ιε κενυ ανφζδξ  

5. Aπαζαεζημπμίδζδ ζε δζάθοια EDTA-απαζαεζημπμίδζδξ βζα ζοκμθζηυ δζάζηδια 2 

εαδμιάδςκ. 

6. Ξέπθοια ηςκ μζηχκ ιε κενυ ανφζδξ  

7. Δπχαζδ ηςκ απαζαεζημπμζδιέκςκ μζηχκ ζε δζάθοια ηεηνμλείδζμ ημο μζιίμο 1% βζα 48 

χνεξ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

8. Καθυ λέπθοια ηςκ μζηχκ ιε κενυ ανφζδξ βζα 2 χνεξ 

9. άνςζδ ημο ιδνζαίμο μζημφ ζε ιζηνμημιμβνάθμ ιε αάζδ ηζξ πνμηεζκυιεκεξ νοειίζεζξ 

υπςξ θαίκεηαζ ζημκ παναηάης πίκαηα. 

10. Ακάθοζδ ηςκ δεδμιέκςκ ζάνςζδξ πνδζζιμπμζχκηαξ ηα πνμβνάιιαηα Νrecon, Ctan ηαζ 

CTvox. 

 

 

Πξνηεηλόκελεο ξπζκίζεηο ζάξσζεο 

X-ray voltage 55kV 

X-ray current 120uA 

Φίθηνμ 0.5mm Φίθηνμ Αθμοιζκίμο 

Image pixel size 6ιM 

Ακάθοζδ ηάιεναξ medium 

Πενζζηνμθή ημιμβνάθμο 180
0
 

Βήια πενζζηνμθήξ 0.4 

Μέζμ Πθαίζζμ άνςζδξ 2 

Γζάνηεζα άνςζδξ ~30-45min 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 30 

ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ  ΜΕΡΟ 10 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 3. ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ Μϋροσ 10: Φαρακτηριςμϐσ 
μιασ λειτουργικόσ μετϊλλαξησ ςτην πρωτεϏνη RANKL που 
προκαλεύ οςτεοπϋτρωςη 

 3.1  Δημιουργύα και φαινοτυπικϐσ χαρακτηριςμϐσ των tles ποντικών 
 

ημ πανεθευκ πναβιαημπμζήεδηε απυ ηδκ Γν Δθέκδ Νημφκδ ηοπαία πδιζηή ιεηαθθαλμβέκεζδ 

ζημ πμκηίηζ πνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ ιεηαθθαλμβυκμ έκςζδ αζεοθκζηνμγμονία (N-ethyl-N-

nitrosourea, ENU) βζα ηδ δδιζμονβία ηαζ επζθμβή θαζκμηφπςκ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ημ 

ζηεθεηζηυ ηαζ κεονμιοïηυ ζφζηδια ιε ζημπυ ηδκ δδιζμονβία κέςκ γςζηχκ ιμκηέθςκ ηαζ ηδκ 

εφνεζδ ηςκ οπεφεοκςκ παεμβεκεηζηχκ ιεηαθθάλεςκ.  Ζ αζεοθκζηνμγμονία πμνδβήεδηε 

εκδμπενζημκασηά ζε ανζεκζηά πμκηίηζα G0 ηαζ ζηδ ζοκέπεζα αημθμοεχκηαξ έκα ζπήια 

δζαζηαονχζεςκ βζα ηδκ ακαβκχνζζδ οπμθεζπυιεκςκ ιεηαθθάλεςκ (Δζη. 3.1), ακαβκςνίζηδηε 

έκαξ κέμξ θαζκυηοπμξ ιε αδοκαιία έηθοζδξ δμκηζχκ (Δζη. 3.2Α) ζημοξ απμβυκμοξ ηδξ G3 

βεκζάξ (Douni et al. 2012) πμο μκμιάζηδηε toothless (tles). 

 
 

Δηθόλα 3.1. ENU κεηαιιαμνγέλεζε θαη ην πιάλν δηαζηαπξώζεσλ πνπ αθνινπζήζεθε γηα ηελ αλαγλώξηζε 

ππνιεηπόκελσλ κεηαιιάμεσλ. Οζ ιεηαθθάλεζξ επάβμκηαζ ζηα ανζεκζηά πμκηίηζα ηδξ G0 βεκζάξ. Ανζεκζηά G1 

ιε οπμθεζπυιεκεξ ιεηαθθάλεζξ (m/+) δζαζηαονχκμκηαζ ιε WT (+/+) εδθοηά βζα κα παναθδθεμφκ G2 εδθοημί 

απυβμκμζ, μνζζιέκμζ απυ ημοξ μπμίμοξ είκαζ εηενυγοβμζ (m/+) ηαζ WT (+/+) μζ μπμίμζ ζηδ ζοκέπεζα 

ακαδζαζηαονχκμκηαζ ιε ημοξ G1 εηενυγοβμοξ ανζεκζημφξ βμκείξ, πνμηεζιέκμο κα πνμηφρμοκ απυβμκμζ G3 (+/+, 

m/+, m/m) μζ μπμίμζ εθέβπμκηαζ βζα ηδκ ειθάκζζδ οπμθεζπυιεκςκ θαζκμηφπςκ (recessive screen). 
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Κθζκζηά, μ θαζκυηοπμξ αοηυξ παναηηδνίγεηαζ απυ ηαεοζηενδιέκδ ακάπηολδ, οπμπθαζία ημο 

εφιμο, ζπθδκμιεβαθία, απμοζία θειθαδέκςκ ηαζ πνυςνμ εάκαημ (Δζηυκα 3.2Β). Ο 

παναηηήναξ αοηυξ ηθδνμκμιείηαζ ιε αοημζςιζηυ οπμθεζπυιεκμ ηνυπμ, εκχ πανμοζζάγεζ 

πθήνδ δζεζζδοηζηυηδηα ηαζ ειθακίγεηαζ ελίζμο ηαζ ζηα δφμ θφθα. Σα εηενυγοβα πμκηίηζα 

(+/tles) δεκ δζαθένμοκ απυ ηα άβνζμο-ηφπμο (WT) αδένθζα ημοξ. 

 

 

 

Δηθόλα 3.2. Φαηλνηππηθόο ραξαθηεξηζκόο ησλ νζηενπεηξσηηθώλ tles/tles πνληηθώλ. (Α) Αδοκαιία  έηθοζδξ 

ηςκ δμκηζχκ ζηα tles/tles πμκηίηζα.  (Β) Καιπφθδ επζαίςζδξ ηαηά Kaplan–Meier ηςκ άβνζμο ηφπμο, εηενυγοβςκ 

+/tles ηαζ  tles/tles πμκηζηχκ. 

 

Δπεζδή δ αδοκαιία έηθοζδξ δμκηζχκ απμηεθεί παναηηδνζζηζηυ εφνδια ηδξ μζηεμπέηνςζδξ 

(Stark & Savarirayan 2009) πναβιαημπμζήεδηε ζζημθμβζηή ακάθοζδ ηςκ ιαηνχκ μζηχκ ηαζ 

εζδζηυηενα ημο ιδνζαίμο μζημφ ηαζ ηδξ ηκήιδξ βζα κα ελεηαζηεί δ ιμνθμθμβία ηςκ μζηχκ. Σα 

απμηεθέζιαηα ηαηέδεζλακ ζημζπεία έκημκδξ μζηεμπέηνςζδξ ηςκ ιαηνχκ μζηχκ θυβς ηδξ 

πθήνμοξ απμοζίαξ ηςκ μζηεμηθαζηχκ έπεζηα απυ πνχζδ ιε υλζκδ θςζθαηάζδ ακεεηηζηή ζημ 

ηνοβζηυ (Tartrate-resistant acid phosphatase, TRAP) πμο απμηεθεί δείηηδξ ηδξ εκενβυηδηαξ 

ηςκ μζηεμηθαζηχκ. Χξ εη ημφημο παναηδνήεδηε έκημκδ μζηεμπμίδζδ ηαζ απμοζία 
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ζπδιαηζζιμφ ηδξ ημζθυηδηαξ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ (Douni et al. 2012). Πανά ηαφηα, 

πεζνάιαηα επαβςβήξ ζπδιαηζζιμφ μζηεμηθαζηχκ απυ πνυδνμια  ηφηηανα ημο ιοεθμφ ηςκ 

μζηχκ ηυζμ απυ άβνζμο ηφπμο υζμ ηαζ tles πμκηίηζα έδεζλακ επαβςβή μζηεμηθαζημβέκεζδξ ex 

vivo. Αημθμφεςξ, πεζνάιαηα ζοκ-ηαθθζένβεζαξ μζηεμαθαζηχκ πνμενπυιεκςκ απυ άβνζμο 

ηφπμο πμκηίηζα ιε πνυδνμια ηφηηανα ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ πμο απμιμκχεδηακ απυ tles 

πμκηίηζα μδήβδζακ ζε πθήνδ ζπδιαηζζιυ μζηεμηθαζηχκ, εκχ ζοκ-ηαθθζένβεζεξ 

μζηεμαθαζηχκ πνμενπυιεκςκ απυ tles πμκηίηζα ιε πνυδνμιμοξ μζηεμηθάζηεξ απυ άβνζμο 

ηφπμο γχα  ηαηέδεζλακ αδοκαιία επαβςβήξ ζπδιαηζζιμφ μζηεμηθαζηχκ (Douni et al. 2012). 

Σα παναπάκς ex vivo πεζνάιαηα μδδβμφκ ζημ ζοιπέναζια υηζ δεκ οπάνπεζ ηάπμζα εββεκήξ 

αδοκαιία ζημκ ζπδιαηζζιυ μζηεμηθαζηχκ ζηα tles πμκηίηζα αθθά ηάπμζα έθθεζρδ ζηδκ 

δζαηοηηανζηή επζημζκςκία ιεηαλφ ηςκ μζηεμαθαζηχκ ηαζ ηςκ μζηεμηθαζηχκ, δεδμιέκμο υηζ 

μζ μζηεμαθάζηεξ είκαζ ηα ηφηηανα πμο πνμάβμοκ ημκ ζπδιαηζζιυ ηςκ μζηεμηθαζηχκ ζηα 

μζηά. 

 

3.2  Εϑρεςη και περιγραφό τησ μετϊλλαξησ  
 

Γζα ηδκ πανημβνάθδζδ ηδξ οπεφεοκδξ ιεηάθθαλδξ, πναβιαημπμζήεδηε ακάθοζδ βεκεηζηήξ 

ζφκδεζδξ ζε 124 F2 πμκηίηζα (62 ιε θαζκυηοπμ ηαζ 62 ιάνηονεξ) πνδζζιμπμζχκηαξ έκα ζεη 

απυ 71 ιμνζαημφξ πμθοιμνθζημφξ δείηηεξ πμο πενζεθάιαακακ πμθοιμνθζζιμφξ ιήημοξ 

απθήξ αθθδθμοπίαξ (Simple Sequence Length Polymorphisms, SSLPs)  ηαζ πμθοιμνθζζιμφξ 

εκυξ κμοηθεμηζδίμο (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) μζ μπμίμζ ηάθοπηακ μθυηθδνμ 

ημ βμκζδίςια πθδκ ηςκ θοθεηζηχκ πνςιμζςιάηςκ, θαιαάκμκηαξ οπυρδ υηζ μ παναηηήναξ 

ήηακ αοημζςιζηυξ ηαζ οπμθεζπυιεκμξ. Ζ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ έδςζε ηζιή LOD (Logarithm 

of Odds) 33,8 ακάιεζα ζημοξ πμθοιμνθζημφξ δείηηεξ (SNPs) rs13482262 ηαζ  rs30965774 

ζημ πνςιυζςια 14. Πεναζηένς ακάθοζδ ηδξ πενζμπήξ βζα οπμρήθζα βμκίδζα οπέδεζλε ηδκ 

πανμοζία ημο rankl βμκζδίμο πμο ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ επαβςβή μζηεμπέηνςζδξ. Με 

αθθδθμφπζζδ ηδξ ηςδζηήξ πενζμπήξ ημο ελςκίμο 5 ημο rankl βμκζδίμο εκημπίζηδηε ιία 

ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ ηαζ πζμ ζοβηεηνζιέκα ιία αθθαβή αάζδξ απυ βμοακίκδ ζε αδεκίκδ 

(GenBank NM_011613.3), δ μπμία μδδβεί ζε αιζκμλζηή αθθαβή ιζαξ βθοηίκδξ ζε ανβζκίκδ 

ζηδκ εέζδ 278 (G278R) ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ ημο πμκηζημφ (NP_035743).  

 

Ζ αιζκμλζηή αθθαβή G278R εκημπίγεηαζ ζηδκ έκημκα οδνυθμαδ F α-πηοπςηή  επζθάκεζα ημο 

ιμκμιενμφξ ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ, δ μπμία απμηεθεί ιένμξ ηδξ έζς A‟AHCF α-πηοπςηήξ 
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επζθάκεζαξ πμο ζπεηίγεηαζ  ιε ημκ ηνζιενζζιυ ηςκ ιμκμιενχκ.  Ζ G278R οπμηαηάζηαζδ εα 

ιπμνμφζε εεςνδηζηά κα επδνεάγεζ ημκ ηνζιενζζιυ ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ ηαεχξ δ εζζαβςβή 

ηδξ ανβζκίκδξ θαίκεηαζ κα μδδβεί ζε ζηενεμδμιζηή πανειπυδζζδ δζαηανάζζμκηαξ ηδκ 

οδνυθμαδ δζα-επζθάκεζα ηςκ ιμκμιενχκ αθμφ ακηζηαεζζηά ηδ βθοηίκδ, πμο είκαζ ημ 

απθμφζηενμ αιζκμλφ, εκχ πανάθθδθα εζζάβεζ εεηζηυ θμνηίμ ιε ιία πζμ ιεβάθδ πθεονζηή 

αθοζίδα (Δζη. 3.3Α-Β). Ζ RANKL πνςηεΐκδ είκαζ ιέθμξ ηδξ TNF οπενμζημβέκεζαξ ηαζ ηα 

πενζζζυηενα ιέθδ αοηήξ ζπδιαηίγμοκ μιμ-ηνζιενή. Πμθθαπθή ζημίπζζδ ηςκ αιζκμλζηχκ 

αημθμοεζχκ ηδξ RANKL ιε άθθα ιέθδ υπςξ ημκ TNF, BAFF, CD40L, TRAIL ηαηέδεζλε 

ορδθή ζοκηήνδζδ ηδξ βθοηίκδξ πμο ακηζζημζπεί ζηδ εέζδ 278 ζηδ RANKL πνςηεΐκδ ημο 

πμκηζημφ (Δζη. 3.3C) 

 

 

Δηθόλα 3.3. Μνληεινπνίεζε ηεο δνκήο ηεο κεηαιιαγκέλεο RANKL
G278R 

πξσηεΐλεο. (A) Γναθζηή 

απεζηυκζζδ ημο ηνζιενμφξ ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ ιε ιμκηεθμπμίδζδ ηφπμο „ημνδέθα‟ υπμο ζημκ άλμκα 

ζοιιεηνίαξ ημο ηνζιενμφξ ιε πμνημηαθί θαίκεηαζ δ βθοηίκδ 278 ημο αβνίμο ηφπμο ιμκμιενμφξ εκχ ιε ηίηνζκμ δ 

ανβζκίκδ ημο ιεηαθθαβιέκμο ιμκμιενμφξ. (Β) Μμκηεθμπμίδζδ ηφπμο space-filling ημο αβνίμο ηφπμο 
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ιμκμιενμφξ υπμο δ οπμηαηάζηαζδ G278R θαίκεηαζ πνςιαηζζιέκδ ιε ηίηνζκμ. Με ιςα απεζημκίγμκηαζ ηα 

οδνυθμαα αιζκμλέα, ιε πνάζζκμ ηα πμθζηά αιζκμλέα εκχ ηα θμνηζζιέκα αιζκμλέα εεηζηά ηαζ ανκδηζηά ιε ιπθε 

ηαζ ηυηηζκμ πνχια ακηίζημζπα. (C) Πμθθαπθή εοεοβνάιιζζδ ηδξ αιζκμλζηήξ αημθμοείαξ πμο ακηζζημζπεί ζηδκ 

ελςηοηηάνζα F α-πηοπςηή πενζμπή ηδξ RANKL ημο πμκηζημφ ιε άθθα ιέθδ ηδξ οπενμζημβέκεζαξ ημο TNF. Με 

αζηενίζημ επζζδιαίκεηαζ ημ αιζκμλφ ηδξ βθοηίκδξ 278 πμο ειθακίγεζ ορδθή ζοκηήνδζδ ακάιεζα ζηα ιέθδ ηδξ 

οπενμζημβέκεζαξ ημο TNF . 

 

3.3 Βιοχημικϐσ και λειτουργικϐσ χαρακτηριςμϐσ τησ  G278R  
υποκατϊςταςησ 
 

Γεδμιέκμο υηζ δ αιζκμλζηή αθθαβή G278R εκημπίγεηαζ ζηδκ πενζμπή αθθδθεπίδναζδξ ηςκ 

ιμκμιενχκ εεθήζαιε  κα δζενεοκήζμοιε ηαηά πυζμ επδνεάγεζ ηδκ δζαιυνθςζδ ηδξ RANKL 

πνςηεΐκδξ. Ανπζηά, έβζκε εηενυθμβδ έηθναζδ ακαζοκδοαζιέκδξ GST-RANKL πνςηεΐκδξ δ  

μπμία  ηςδζημπμζεί ηδκ ελςηοηηάνζα πενζμπή ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ ημο πμκηζημφ (αιζκμλέα: 

158-316), ηυζμ ηδξ άβνζμο ηφπμο (WT) υζμ ηαζ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ RANKL
G278R

 ζε 

ααηηδνζαηά ζηεθέπδ E.coli (αθέπε ηεθάθαζμ 2.1.1 ηαζ 2.1.2) πνδζζιμπμζχκηαξ ημ 

πθαζιζδζαηυ θμνέα έηθναζδξ pGEX-6P1 πμο επζηνέπεζ επαβςβή ηδξ έηθναζδξ έπεζηα απυ 

πμνήβδζδ IPTG ζηδκ ααηηδνζαηή ηαθθζένβεζα. Αημθμφεςξ, έβζκε εηθεηηζηή δέζιεοζδ ηςκ 

GST-RANKL ηαζ GST-RANKL
G278R

  πνςηεσκχκ ημο πμκηζημφ ζε ζθαζνίδζα αβανυγδξ-

βθμοηαεεζυκδξ ηα μπμία ειθακίγμοκ ορδθή ζοββέκεζα ιε ηδκ GST πνςηεΐκδ. Σεθζηχξ, ιε 

έηθμοζδ βθμοηαεεζυκδξ, απμδεζιεφεδηακ μζ GST-RANKL πνςηεΐκεξ απυ ηα ζθαζνίδζα ηαζ 

ζοθθέπεδηακ μζ πζιαζνζηέξ GST-RANKL ηαζ GST-RANKL
G278R

 πνςηεΐκεξ (Δζη. 3.4). 

  

 

 

Δηθόλα 3.4. Δηεξόινγε έθθξαζε ηεο άγξηνπ ηύπνπ GST-RANKL (A) θαη ηεο κεηαιιαγκέλεο GST-

RANKL
G278R

 (B) πξσηεΐλεο ηνπ πνληηθνύ. Ζθεηηνμθυνδζδ ηαζ πνχζδ Coomassie blue ηςκ πνςηεσκζηχκ 

εηποθζζιάηςκ ζηα δζάθμνα ζηάδζα απμιυκςζδξ ηςκ GST-RANKL πνςηεσκχκ. 1) Γείηηδξ ιε βκςζηά ιμνζαηά 
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αάνδ, 2) Σμ ζφκμθμ ηςκ πνςηεΐκχκ πμο πανάβμκηαζ απυ ημ ααηηήνζμ έπεζηα απυ θφζδ, 3) Οζ εκαπμιείκαζεξ 

πνςηεΐκεξ ιεηά ηδκ ζφκδεζδ ηδξ πζιανζηήξ GST-WT-muRANKL ζηα ζθαζνίδζα αβανυγδξ-βθμοηαεεζυκδξ, 4) Σα 

ζθαζνίδζα ιεηά ηα δζαδμπζηά ζηάδζα έηθμοζδξ ηδξ GST-WT-muRANKL, 5-7) Γζαδμπζηά ζηάδζα ζοθθμβήξ ηδξ 

πζιανζηήξ GST- RANKL ιεηά απυ πνμζεήηδ βθμοηαεεζυκδξ.  

 

Ζ GST πνςηεΐκδ έπεζ θακεί υηζ δεκ επδνεάγεζ ηδκ θεζημονβζηυηδηα ηδξ RANKL αθθά 

επζπθέμκ εκζζπφεζ ηδκ δμιζηή ζηαεενυηδηα ηςκ πνςηεσκχκ πνμςεχκηαξ ημκ δζιενζζιυ ημοξ 

(Gräslund et al. 2008). Οζ ακαζοκδοαζιέκεξ πνςηεΐκεξ ακαθφεδηακ ζε απμδζαηαηηζηά ηαζ ιδ 

απμδζαηαηηζηά πδηηχιαηα αηνοθαιίδδξ (native gels) ηαζ αημθμφεδζε western blot 

πνδζζιμπμζχκηαξ ακηζζχιαηα βζα ημκ εκημπζζιυ ηυζμ ηδξ RANKL υζμ ηαζ ηδξ GST. 

Παναηήεδηε υηζ δ WT GST-RANKL πνςηεΐκδ ζπδιαηίγεζ πμθοιενή (multimers) εκχ 

ακηίεεηα δ GST-RANKL
G278R

 δεκ ζπδιαηίγεζ ηα ακαιεκυιεκα πμθοιενή είηε ζημπεφμκηαξ 

ηδκ RANKL ιε ιμκμηθςκζηυ ηαζ πμθοηθςκζηυ ακηίζςια είηε ζημπεφμκηαξ ηδκ GST ιε 

πμθοηθςκζηυ ακηίζςια ζε western blot (Δζη. 3.5). Δζδζηυηενα, ζηδκ ιεηαθθαβιέκδ 

RANKL
G278R 

πνςηεΐκδ παναηδνήζαιε ιία γχκδ παιδθμφ ιμνζαημφ αάνμοξ υηακ 

πνδζζιμπμζήεδηακ πμθοηθςκζηά ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ RANKL ή ηδξ GST πμο πζεακυηαηα 

ακηζζημζπεί ζε ιμκμιενή ηδξ GST-RANKL
G278R

.  

Ακηίεεηα, υηακ επζπεζνήζαιε κα εκημπίζμοιε ηδκ GST-RANKL
G278R

 ιε ιμκμηθςκζηυ anti-

RANKL ακηίζςια δεκ ακζπκεφζαιε απμθφηςξ ηίπμηα, ημ μπμίμ ίζςξ κα μθείθεηαζ ζε πζεακή 

ιεηααμθή ηδξ ηνζημηαβμφξ δμιήξ ηδξ RANKL
G278R 

πνςηεΐκδξ ιε απμηέθεζια ηδκ 

ηαηαζηνμθή ή ηδκ ιδ πνυζααζδ (mask) ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ επίημπςκ πμο ακαβκςνίγμκηαζ 

απυ ημ ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια (Δζη. 3.5). Πανάθθδθα, εθέβπεδζακ μζ πμζυηδηεξ ηςκ 

ακαζοκδοαζιέκςκ GST-RANKL ηαζ GST-RANKL
G278R 

πνςηεσκχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ 

ζηδκ πνμδβμφιεκδ πεζναιαηζηή δζάηαλδ ηαζ ζε απμδζαηαηηζηυ πδηηχια αηνοθαιζδίμο ηαζ 

western blot ιε ηα ακηίζημζπα ακηζζχιαηα (Δζη. 3.5) χζηε κα δεζπεεί υηζ υκηςξ 

πνδζζιμπμζήεδηακ πανυιμζεξ πμζυηδηεξ. Δπίζδξ, ημ πείναια αοηυ δείπκεζ υηζ υθα ηα 

ακηζζχιαηα ακαβκςνίγμοκ ηαζ ηζξ δφμ πνςηεΐκεξ, GST-RANKL ηαζ GST-RANKL
G278R 

ζε 

απμδζαηαηηζηέξ ζοκεήηεξ, οπμδδθχκμκηαξ ηδκ εζδζηυηδηά ημοξ πνμξ αοηέξ.   
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Δηθόλα 3.5. Ζ κεηαιιαγκέλε GST-RANKL
G278R

 πξσηεΐλε δελ ζρεκαηίδεη πνιπκεξή (multimers) ζε κε 

απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο ζε ζρέζε κε ηελ άγξηνπ ηύπνπ RANKL. Ακαζοκδοαζιέκδ άβνζμο ηφπμο GST-

RANKL ηαζ ιεηαθθαβιέκδ GST-RANKL
G278R

 ακαθφεδηακ είηε ζε απμδζαηαηηζηά (SDS) είηε ζε ιδ 

απμδζαηαηηζηά πδηηχιαηα αηνοθαιζδίμο (native gel) ηαζ αημθμφεδζε western blot πνδζζιoπμζχκηαξ είηε 

ιμκμηθςκζηυ (mono) ή πμθοηθςκζηυ (poly) anti- RANKL ακηίζςια ή πμθοηθςκζηυ anti- GST ακηίζςια.  Με 

ημλάηζα επζζδιαίκμκηαζ ηα πμθοιενή  (multimers) ηαζ ιζα ιζηνυηενμο ιμνζαημφ αάνμοξ γχκδ (LB) πμο πζεακυκ 

ακηζζημζπεί ζηα ιμκμιενή. 

 

ε επυιεκμ ζηάδζμ, αθμφ είδαιε υηζ δ αιζκμλζηή οπμηαηάζηαζδ επζθένεζ πζεακυκ δμιζηέξ 

αθθαβέξ ζηδκ GST-RANKL
G278R 

πνςηεΐκδ, απμιαηνφκαιε ημ GST ηιήια ηαζ ιεθεηήζαιε 

ημκ ηνζιενζζιυ ηδξ εηηνζηζηήξ ελςηοηηάνζαξ RANKL
G278R

 πνςηεΐκδξ. Ζ πνςηεμθοηζηή 

απμιάηνοκζδ ηδξ GST πνςηεΐκδξ απυ ηδκ RANKL πνςηεΐκδ έβζκε οπυ ηδκ δνάζδ ηδξ 

Prescission πνςηεάζδξ ιζαξ ηαζ ζημκ ζπεδζαζιυ ηδξ πθαζιζδζαηήξ ηαηαζηεοήξ έηθναζδξ 

είπε πνμαθεθεεί δ ζπεηζηή αιζκμλζηή αημθμοεία ακαβκχνζζδξ απυ ημ ζοβηεηνζιέκμ έκγοιμ 

ζε εέζδ ιεηαλφ ηςκ GST ηαζ RANKL (Δζη. 3.6). Αθμφ έβζκε δέζιεοζδ ηδξ GST-RANKL
 

ζηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ έβζκε πνμζεήηδ 4units/ml ακαζοκδοαζιέκδξ Prescission 

πνςηεάζδξ υπμο ιεηά απυ 16 χνεξ επχαζδξ παναηδνήζαιε ηδκ πθήνδ απμημπή ηδξ 

εηηνζηζηήξ RANKL πνςηεΐκδξ απυ ηδκ GST πνςηεΐκδ. ηδκ ζοκέπεζα έβζκε ζοθθμβή ηδξ 

εηηνζηζηήξ RANKL πνςηεΐκδξ βζα πεναζηένς αζμπδιζηυ παναηηδνζζιυ.   
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Καηά ηδ δζαδζηαζία απμιυκςζδξ παναηήζαιε υηζ εκχ δ εηηνζηζηή ελςηοηηάνζα WT-RANKL 

πνςηεΐκδ πανάβεηαζ ζε ζηακμπμζδηζηέξ πμζυηδηεξ ηαζ απμδεζιεφεηαζ ηακμκζηά απυ ηα 

ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ, δ RANKL
G278R

 πανάβεηαζ ζε πμθφ ιζηνυηενεξ πμζυηδηεξ ηαζ 

ιεβάθμ ιένμξ ηδξ
 
 πανέιεκε εβηθςαζζιέκμ ζηα ζθαζνίδζα βεβμκυξ πμο ίζςξ απμδίδεηαζ ζημ 

ιεβάθμ ααειυ οδνμθμαζηυηδηαξ ηδξ RANKL
G278R 

ιε ημκ ζπδιαηζζιυ δζαπνςηεσκζηχκ 

αθθδθεπζδνάζεςκ (Δζη. 3.7).  

 

GST + εκκριτικού τύπου  mouse RANKL(399 AA)-->MW 45kDa 

M S P I L G Y W K I K G L V Q P T R L L L E Y L E E K Y E E H L Y E R D E G D K W R N K K F E L G L E F P N 
L P Y Y I D G D V K L T Q S M A I I R Y I A D K H N M L G G C P K E R A E I S M L E G A V L D I R Y G V S R I A 
Y S K D F E T L K V D F L S K L P E M L K M F E D R L C H K T Y L N G D H V T H P D F M L Y D A L D V V L 
Y M D P M C L D A F P K L V C F K K R I E A I P Q I D K Y L K S S K Y I A W P L Q G W Q A T F G G G D H P P 
K S D L E V L F Q G P L G S P E F P G R L E M K P E A Q P F A H L T I N A A S I P S G S H K V T L S S W Y H 
D R G W A K I S N M T L S N G K L R V N Q D G F Y Y L Y A N I C F R H H E T S G S V P T D Y L Q L M V Y V 
V K T S I K I P S S H N LM K G G S T K N W S G N S E F H F Y S I N V G G F F K L R A G E E I S I Q V S N P S 
L L D P D Q D A T Y F G A F K V Q D I D  

GST     PRESCISSION SITE         POLYLINKER          MOUSE RANKL 

   Cleavage site 
    

 εκκριτική άγριου τύπου RANKL μετά την πρωτεολυτική πέψη (173aa)->MW 19.25kD 

G P L G S P E F P G R L E M K P E A Q P F A H L T I N A A S I P S G S H K V T L S S W Y H D R G W A K I S 
N M T L S N G K L R V N Q D G F Y Y L Y A N I C F R H H E T S G S V P T D Y L Q L M V Y V V K T S I K I P S 
S H N LM K G G S T K N W S G N S E F H F Y S I N V G G F F K L R A G E E I S I Q V S N P S L L D P D Q D A 
T Y F G A F K V Q D I D  

εκκριτική τύπου mouse RANKL
G278

 μετά την πρωτεολυτική πέψη (173aa)->MW 19.25kD 

G P L G S P E F P G R L E M K P E A Q P F A H L T I N A A S I P S G S H K V T L S S W Y H D R G W A K I S 
N M T L S N G K L R V N Q D G F Y Y L Y A N I C F R H H E T S G S V P T D Y L Q L M V Y V V K T S I K I P S 
S H N LM K G G S T K N W S G N S E F H F Y S I N V G R F F K L R A G E E I S I Q V S N P S L L D P D Q D A 
T Y F G A F K V Q D I D  

Δηθόλα 3.6. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηόζν  ηεο ακηλνμηθήο αθνινπζίαο ηεο GST-muRANKL όζν θαη ηεο 

εθθξηηηθήο άγξηνπ ηύπνπ θαη κεηαιιαγκέλεο muRANKL πξσηεΐλεο. Απεθεοεένςζδ ηδξ εηηνζηζηήξ 

muRANKL ηαζ muRANKL
G278R

  πνςηεΐκδξ απυ ηδκ GST ιεηά απυ πέρδ ιε ηδκ πνςηεάζδ PreScission. Δπάκς 

θαίκεηαζ δ αιζκμλζηή αθθδθμοπία ηδξ πζιαζνζηήξ GST-RANKL πνςηεΐκδξ πμο πανάβεηαζ απυ ηα ααηηήνζα. Με 

πνάζζκμ πνχια ημκίγεηαζ δ αημθμοεία ακαβκχνζζδξ ηδξ πνςηεάζδξ εκχ ιε ημ αέθμξ δ εέζδ απμημπήξ. Με 

ηοακυ πνχια ημκίγεηαζ δ αημθμοείαξ ηδξ εηηνζηζηήξ muRANKL ηαζ muRANKL
G278R

 (ιε ηυηηζκμ δ εέζδ ηδξ 

οπμηαηάζηαζδξ G278R) ηαζ ιε ηίηνζκμ δ GST πνςηεΐκδ. Με ιπθε  ημκίγεηαζ ηα εκαπμιείκακηα αιζκμλζηά 

ηαηάθμζπα ημο πθαζιζδζαημφ θμνέα ιεηά ηδκ απμημπή ιε ηδκ πνςηεάζδ. 

 

http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,1
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,69
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,81
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,94
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,129
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,132
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,154
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,165
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,168
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,240
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,281
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,321
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,338
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,240
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,281
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,321
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,338
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,240
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,281
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,321
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21524,1,338
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Δηθόλα 3.7. Απνκόλσζε ηεο εθθξηηηθήο άγξηνπ ηύπνπ (Α) θαη κεηαιιαγκέλεο (Β) muRANKL πξσηεΐλεο 

έπεηηα από απνκάθξπλζε ηεο GST κε πέςε από ηελ πξσηεάζε PreScission.   (A-Β) Ζθεηηνμθυνδζδ ηςκ 

πνςηεσκζηχκ εηποθζζιάηςκ ζηα δζάθμνα ζηάδζα απμιυκςζδξ ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ. 1) Γείηηδξ ιε βκςζηά 

ιμνζαηά αάνδ, 2) Σμ ζφκμθμ ηςκ πνςηεΐκχκ πμο πανάβμκηαζ απυ ημ ααηηήνζμ, 3) Οζ εκαπμιείκαζεξ  πνςηεΐκεξ 

ιεηά ηδκ ζφκδεζδ ηδξ πζιανζηήξ GST-RANKL ζηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ, 4) ζθαζνίδζα πνζκ ηδκ πέρδ ιε ηδκ 

πνςηεάζδ PreScission, 5) Σα ζθαζνίδζα ιεηά ηδκ πέρδ  ιε ηδκ πνςηεάζδ PreScission, 6-8) ζηάδζα έηθμοζδξ ηδξ 

εηηνζηζηήξ muRANKL πνςηεΐκδξ (WT ή ιεηαθθαβιέκδξ), Με ηα αέθδ επζζδιαίκεηαζ δ muRANKL πνςηεΐκδ 

πμο παναιέκεζ ζηα ζθαζνίδζα αβανυγδξ ιε βθμοηαεεζυκδ ιεηά ηδκ πέρδ ιε PreScission. 

 

Γζα ημκ έθεβπμ ημο ηνζιενζζιμφ ηδξ RANKL
 

πνςηεΐκδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ ιέεμδμξ 

δζαζφκδεζδξ (cross-linking) ιέζς ηδξ έκςζδξ disuccinimidyl suberate (DSS).  Σμ DSS 

πενζέπεζ έκακ εζηένα οδνμλοδθεηηνζιίδζμο (amine-reactive N-hydroxysuccinimide (NHS) 

ester)  μ μπμίμξ ακηζδνά ιε ηζξ αιίκεξ ηςκ αιζκμλέςκ ζπδιαηίγμκηαξ  ζηαεενμφξ αιζδζημφξ 

δεζιμφξ ιε απμηέθεζια ηδκ ζηαεενμπμίδζδ ηδξ δμιήξ ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ απμηνμπή 

απμδζάηαλήξ ημοξ πανμοζία ημο απμννοπακηζημφ SDS ηαηά ηδκ δθεηηνμθυνδζή ημοξ ζε 

πήηηςια αηνοθαιίδδξ. Αημθμφεςξ, ακαθφεδηακ ίζεξ πμζυηδηεξ (3ιg) ηδξ εηηνζηζηήξ WT-

RANKL ηαζ ηδξ RANKL
G278R 

 πμο είπακ πνμεπςαζηεί ιε ημκ πανάβμκηα δζαζφκδεζδξ  DSS 

(αθέπε ηεθ.2.16) ζε απμδζαηαηηζηά πδηηχιαηα αηνοθαιζδίμο ηαζ western blot 

πνδζζιμπμζχκηαξ πμθοηθςκζηυ anti-RANKL ακηίζςια.  Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ υηζ δ  

WT-RANKL υπςξ ακαιέκεηαζ ζπδιαηίγεζ ηνζιενή, δζιενή ηαεχξ ηαζ ιμκμιενή (ζηα 

ακαιεκυιεκα ιμνζαηά αάνδ). Ακηίεεηα, δ RANKL
G278R

 πνςηεΐκδ δεκ ζπδιαηίγεζ ηνζιενή 

αθθά ιυκμ θίβα ιμκμιενή ηαζ ηονίςξ έκα πνςηεσκζηυ ζφιπθμημ ιεβάθμο ιμνζαημφ αάνμοξ 

(aggregates) πμο πνμθακχξ μθείθεηαζ ζηδκ ιδ εζδζηή ζοβηυθδζδ ηςκ RANKL
G278R

  

ιμκμιενχκ θυβς ηδξ έηεεζδξ οδνυθμαςκ πενζμπχκ ζηδκ επζθάκεζά ημοξ πμο θεζημονβμφκ ςξ 

«ηυθθα» ιεηαλφ ηςκ πνςηεσκχκ (Δζη. 3.8Α). Γζα ημκ πμζμηζηυ έθεβπμ ηςκ ακαζοκδοαζιέκςκ 
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RANKL πνςηεσκχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηα πεζνάιαηα αοηά ακαθφεδηακ επίζδξ πςνίξ 

ηδκ πανμοζία ημο πανάβμκηα cross-linker DSS μζ ίδζεξ πμζυηδηεξ RANKL 

ακαζοκδοαζιέκςκ πνςηεσκχκ ζε απμδζαηαηηζηά πδηηχιαηα υπμο παναηδνήεδηε δ πανμοζία 

ηςκ απμδζαηαβιέκςκ ιμκμιενχκ (πείναια ιάνηοναξ). Σα πεζνάιαηα cross-linking ιαξ 

μδδβμφκ ζημ ζοιπέναζια υηζ δ ιεηαθθαβιέκδ RANKL
G278R 

 πνςηεΐκδ δεκ ζπδιαηίγεζ 

ηνζιενή, πμο απμηεθμφκ ηδκ θεζημονβζηή ιμνθή ημο ιμνίμο,  αθθά ηονίςξ ιδ εζδζηά 

ζοζζςιαηχιαηα ζε ακηίεεζδ ιε ηδκ WT-RANKL. Ζ απχθεζα ηνζιενζζιμφ πζεακυκ έπεζ 

ακηίηηοπμ ζηδκ θεζημονβζηυηδηά ηδξ αθμφ απμηεθεί απαναίηδηδ πνμτπυεεζδ βζα ηδκ 

πνυζδεζή ηδξ ζημκ οπμδμπέα RANK (Liu et al. 2010). 

Έηζζ, εέθμκηαξ κα εθέβλμοιε ηαηά πυζμ είκαζ δοκαηή δ πνυζδεζδ ηδξ RANKL
G278R 

 

πνςηεΐκδξ ζημκ οπμδμπέα RANK πνμπςνήζαιε ζε δμηζιέξ ηδξ ακμζμεκγοιζηήξ ιεευδμο 

ELISA υπμο ζεζνζαηέξ αναζχζεζξ ημο οπμδμπέα RANK-Fc  ημο πμκηζημφ επςάζηδηακ ιε WT 

GST-RANKL, GST-RANKL
G278R

 ηαζ GST. Γζα ηζξ δμηζιέξ αοηέξ πνδζζιμπμζήεδηε ιζα 

οανζδζηή ιμνθή ημο οπμδμπέα RANK ημο πμκηζημφ πμο πενζέπεζ ηαζ ηιήια ηδξ ζηαεενήξ 

πενζμπήξ Fc ηςκ ακμζμζθαζνζκχκ δ μπμία επζηνέπεζ ημκ δζιενζζιυ ημο οπμδμπέα ηαζ 

επμιέκςξ ηδκ πνυζδεζδ ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ. Παναηδνήζαιε υηζ εκχ δ άβνζμο ηφπμο 

GST-RANKL πνςηεΐκδ πνμζδέκεηαζ ηακμκζηά ζημκ οπμδμπέα RANK-Fc ημο πμκηζημφ, 

ακηίεεηα δ GST-RANKL
G278R 

ειθακίγεζ πθήνδ αδοκαιία πνυζδεζδξ, απυννμζα υπςξ 

θαίκεηαζ ηδξ απχθεζαξ ηνζιενζζιμφ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ GST-RANKL
G278R

 πνςηεΐκδξ 

(Δζη.3.8Β). Σέθμξ, δείλαιε υηζ δ GST πνςηεΐκδ δεκ αθθδθεπζδνά ιε ημκ οπμδμπέα RANK-Fc, 

απμδεζηκφμκηαξ υηζ δ εζδζηυηδηα ηδξ πνυζδεζδξ ημο GST-RANKL ιμνίμο ζημκ οπμδμπέα 

RANKL-Fc μθείθεηαζ απμηθεζζηζηά ζηδκ πανμοζία ηδξ θεζημονβζηήξ RANKL πνςηεΐκδξ.  
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Δηθόλα 3.8. Ζ RANKL
G278R

 πξσηεΐλε δελ ζρεκαηίδεη νκν-ηξηκεξή θαη δελ πξνζδέλεηαη ζηνλ ππνδνρέα 

RANK-Fc. (A) Ίζεξ πμζυηδηεξ (3ιg) ηδξ άβνζμο ηφπμο RANKL πνςηεΐκδξ ηαζ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ 

RANKL
G278R

 ακαθφεδηακ, έπεζηα απυ cross-linking πανμοζία  (+) ή απμοζία (-) ημο πανάβμκηα DSS, ζε 

western blot. Ζ ακμζμακίπκεοζδ έβζκε ιε πμθοηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ ημο πμκηζημφ. 

ηδκ ανζζηενή πθεονά επζζδιαίκμκηαζ βκςζηά ιμνζαηά αάνδ, εκχ ζηδκ δελζά μζ δζάθμνεξ ιμνθέξ ημο RANKL 

υπςξ ηα ηνζιενή (trimer), δζιενή (dimer), ιμκμιενή (monomer) αθθά ηαζ ηα ζοζζςιαηχιαηα (aggregates).   (Β) 

Γζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο οπμδμπέα RANK-Fc ημο πμκηζημφ απυ 0,1 mg/ml έςξ 1000ng/ml επχαζηδηακ ζε 

πθάηεξ ELISA υπμο πνχηα είπακ επζζηνςεεί ιε 3ιg/ml ηυζμ άβνζμο ηφπμο GST-RANKL υζμ ηαζ 

ιεηαθθαβιέκδξ GST-RANKL
G278R

. Ζ πνυζδεζδ εθέβπεδηε ιε θεμνζζιυ πνδζζιμπμζχκηαξ δεφηενμ θεμνίγςκ 

ακηίζςια πμο ακαβκςνίγεζ ηδκ Fc πενζμπή (PE-goat anti-human IgG). Σα πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ ηνεζξ 

θμνέξ εκχ μζ ηζιέξ είκαζ μζ ιέζμζ υνμζ ± ηοπζηυ ζθάθια (SEM). 

 

 

 

3.4  Έλεγχοσ τησ λειτουργικϐτητασ τησ RANKLG278R  πρωτεϏνησ ςε 
πειρϊματα οςτεοκλαςτογϋνεςησ και παρεμποδιςτικό δρϊςη ςτην 
ενεργϐτητα τησ RANKL ϊγριου τϑπου 
 

Ζ επαβςβή ζπδιαηζζιμφ πμθοπφνδκςκ TRAP
+
 μζηεμηθαζηχκ απμηεθεί ιζα δζαδζηαζία πμο 

νοειίγεηαζ άιεζα απυ ηδκ δνάζδ ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ. Ζ πνυζδεζδ ημο RANKL ζημκ 

οπμδμπέα RANK ζδιαημδμηεί ιζα ζεζνά βεβμκυηςκ πμο μδδβμφκ ζημκ ζπδιαηζζιυ ηςκ 

μζηεμηθαζηχκ (Dougall et al. 1999). Καευηζ δ ιεηαθθαβιέκδ RANKL
G278R

  πνςηεΐκδ δεκ 

ζπδιαηίγεζ ηνζιενή ηαζ δεκ δφκαηαζ κα πνμζδεεεί ζημκ οπμδμπέα RANK, εθέβλαιε ηδκ 

θεζημονβζηυηδηά ηδξ ζε ηοηηανζηέξ δμηζιέξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ. Δπίζδξ, δζενεοκήεδηε εάκ 

δ RANKL
G278R

  πνςηεΐκδ πανειπμδίγεζ ηδκ δνάζδ ηδξ άβνζμο ηφπμο RANKL πνςηεΐκδξ. 
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ηδ δμηζιή μζηεμηθαζημβέκεζδξ πνυδνμιμζ μζηεμηθάζηεξ επςάγμκηαζ ιε RANKL ηαζ ιε 

ηδκ ηοηηανμηίκδ M-CSF, πμο επάβεζ ηδκ έηθναζδ ημο RANK οπμδμπέα, βζα 5 διένεξ υπμο 

βίκεηαζ πνχζδ ιε υλζκδ θςζθαηάζδ ακεεηηζηή ζημ ηνοβζηυ (TRAP). Οζ χνζιμζ μζηεμηθάζηεξ 

είκαζ εεηζημί βζα ηδ πνχζδ TRAP ηαζ έπμοκ ημοθάπζζημκ 3 πονήκεξ. Έηζζ πνυδνμια ηφηηανα 

ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ δζαθμνμπμζήεδηακ ζε μζηεμηθάζηεξ πνμζεέημκηαξ ζημ ενεπηζηυ ιέζμ  

25 ng/ml M-CSF ηαζ 50 ng/ml GST-RANKL βζα δζάζηδια 5 διενχκ πανμοζία ή απμοζία 

ζημ ιέζμ δζαθμνμπμίδζδξ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ GST-RANKL
G278R

 ζε δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ 

απυ 12.5 ιέπνζ 100 ng/ml. Παναηδνήζαιε υηζ πανμοζία ιυκμ ηδξ άβνζμο ηφπμο GST-

RANKL (1:0) ζημ ιέζμ δζαθμνμπμίδζδξ επάβεηαζ μ ζπδιαηζζιυξ εοιεβέεςκ πμθοπφνδκςκ 

μζηεμηθαζηχκ εκχ ακηίεεηα υηακ πνμζηέεδηε ιυκμ δ ιεηαθθαβιέκδ GST- RANKL
G278R

 

(0:1) ζημ ιέζμ δζαθμνμπμίδζδξ δεκ παναηδνήεδηε μζηεμηθαζημβέκεζδ (Δζη. 3.9Α). Όηακ 

έβζκε πνμεπχαζδ ηδξ άβνζμο ηφπμο GST-RANKL ιε ηδκ ιεηαθθαβιέκδ GST- RANKL
G278R

 

δζαπζζηχεδηε πανειπυδζζδ ζηδκ μζηεμηθαζημβέκεζδ. οβηεηνζιέκα, υηακ δ ακαθμβία GST-

RANKL: GST-RANKL
G278R

 είκαζ 1:1 ή 1:2 παναηδνήεδηε ζδιακηζηή πανειπυδζζδ ηδξ 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ ιε ζπδιαηζζιυ ιυκμ ιζηνχκ TRAP
+
 ηοηηάνςκ ηυζμ ζε απυθοημ ανζειυ 

ηοηηάνςκ υζμ ηαζ ανζειυ πονήκςκ ζε ζπέζδ ιε ημοξ μζηεμηθάζηεξ πμο πνμήθεακ πανμοζία 

ιυκμ ηδξ  άβνζμο ηφπμο GST-RANKL (Δζη. 3.9Α-C). ε πενίζζεζα WT GST-RANKL υπμο δ 

ακαθμβία είκαζ 4:1 ή ηαζ ορδθυηενα δεκ παναηδνείηαζ ηάπμζα ζδιακηζηή ακαζημθή ζηδκ 

δζαδζηαζία επαβςβήξ μζηεμηθαζηχκ (Δζη. 3.9Α-C). Σα παναπάκς απμηεθέζιαηα 

απμδεζηκφμοκ υηζ δ GST- RANKL
G278R  

έπεζ απςθέζεζ ηδκ αζμθμβζηή ηδξ δνάζδ ηαζ ηδκ 

ζηακυηδηα κα επάβεζ ημκ ζπδιαηζζιυ μζηεμηθαζηχκ ζε ex vivo δμηζιέξ ηαζ δ πανμοζία ηδξ 

ζημ ιέζμ δζαθμνμπμίδζδξ αζηεί έκημκδ πανειπμδζζηζηή επίδναζδ ζηδκ ζηακυηδηα ηδξ WT 

GST-RANKL κα επάβεζ ημκ ζπδιαηζζιυ μζηεμηθαζηχκ. 
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Δηθόλα 3.9. Παξεκπνδηζηηθή δξάζε ηεο GST-RANKL
G278R

 ζηελ επαγσγή ζρεκαηηζκνύ νζηενθιαζηώλ. 

(Α) Ακηζπνμζςπεοηζηέξ εζηυκεξ απυ ηαθθζένβεζεξ μζηεμηθαζηχκ έπεζηα απυ TRAP πνχζδ υπμο έβζκε 

δζαθμνμπμίδζδ ηοηηάνςκ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ πνμζεέημκηαξ M-CSF ηαζ GST-RANKL απμοζία (1:0) ή 

πανμοζία  GST-RANKL
G278R 

ζε δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ υπςξ 100 ng/ml (1:2), 50ng/ml (1:1), 25ng/ml (2:1) 

ηαζ 12.5ng/ml (4:1). (Β) Ανζειυξ εεηζηχκ ηαηά πνχζδ TRAP μζηεμηθαζηχκ ιε ημοθάπζζημκ 3 πονήκεξ. (C) 

Ανζειυξ πονήκςκ ζε ηφηηανα εεηζηά ηαηά πνχζδ TRAP. Οζ πεζναιαηζηέξ ηζιέξ είκαζ μζ ιέζμζ υνμζ ± ηοπζηυ 

ζθάθια ημοθάπζζημκ ηνζχκ ακελάνηδηςκ πεζναιάηςκ, (**P<0.001, ***P<0.0001). 

 

 

Θέθμκηαξ κα δχζμοιε ιζα ενιδκεία ζημ θαζκυιεκμ ηδξ πανειπμδζζηζηήξ επίδναζδξ πμο 

αζηεί δ ιεηαθθαβιέκδ RANKL
G278R 

ζηδκ μζηεμηθαζημβεκεηζηή δνάζδ ηδξ άβνζμο ηφπμο WT 

RANKL, πνμπςνήζαιε ιε αζμπδιζηή πνμζέββζζδ ζηδκ ακάθοζδ ιίαξ δοκδηζηά πζεακήξ 

αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ ηδξ WT RANKL ηαζ ηδξ RANKL
G278R 

πνςηεΐκδξ. Πζμ 

ζοβηεηνζιέκα, ζε πεζνάιαηα cross-linking ζζμιμνζαηέξ πμζυηδηεξ ηδξ εηηνζηζηήξ άβνζμο 
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ηφπμο RANKL ηαζ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ RANKL
G278R

 (100ng) πνμεπςάζηδηακ βζα 1 χνα ηαζ 

αημθμφεςξ πνμζεέζαιε ημκ πανάβμκηα cross-linking DSS υπμο ηαζ ακαθφεδηακ ζε 

απμδζαηαηηζηά πδηηχιαηα αηνοθαιζδίμο ηαζ αημθμφεςξ έβζκε εκημπζζιυξ ιε western blot. 

Παναηδνήζαιε υηζ ημ ζφιπθμημ RANKL-RANKL
G278R

 ειθακίγεζ ζδιακηζηή αφλδζδ ηδξ 

έκηαζδξ ζηζξ γχκεξ πμο ακηζζημζπεί ζηα ηνζιενή, δζιενή ηαζ ιμκμιενή ζε ζπέζδ ιε ηδκ WT 

RANKL (Δζη. 3.10Α), ζημζπείμ πμο ιαξ οπμδδθχκεζ πζεακή αθθδθεπίδναζδ ηδξ RANKL
G278R 

ιε ηδκ άβνζμο ηφπμο RANKL ηαζ ημκ ζπδιαηζζιυ εηενμηνζιενχκ (2WT:1 RANKL
G278R

).Σα 

αζμπδιζηά δεδμιέκα ένπμκηαζ ζε πθήνδ ζοιθςκία ιε πεζνάιαηα ακμζμηαείγδζδξ ιεηαλφ 

WT-RANKL ηαζ RANKL
G278R

 πνςηεΐκδξ έπεζηα απυ ηαοηυπνμκδ οπενέηθναζή ημοξ ζε 

εοηανοςηζηά ηφηηανα HEK 293FT πνδζζιμπμζχκηαξ πθαζιζδζαημφξ θμνείξ έηθναζδξ ηδξ 

WT-RANKL-FLAG ιε WT-RANKL-Myc ή RANKL
G278R

-Myc. Ακμζμζμηαείγδζδ ηδξ WT-

RANKL-Myc ή ηδξ RANKL
G278R

-Myc πνςηεΐκδξ ιε Myc ακηίζςια έδεζλε υηζ ζοκ-

ακμζμηαεζγάκεζ δ WT-RANKL-FLAG ηαζ ζηζξ δφμ πενζπηχζεζξ, ζημζπείμ πμο θακενχκεζ  

αθθδθεπίδναζδ ηδξ WT-RANKL ιε ηδκ RANKL
G278R

 πνςηεΐκδ (Douni et al. 2012) 

 

 

 

Δηθόλα 3.10. Ηζνκνξηαθέο πνζόηεηεο ηεο εθθξηηηθήο WT RANKL and RANKL
G278R 

αιιειεπηδξνύλ 

κεηαμύ ηνπο απμάλνληαο ηα ηξηκεξή, δηκεξή θαη κνλνκεξή. (Α) Ίζεξ πμζυηδηεξ WT RANKL ηαζ 

RANKL
G278R

 πνμεπςάζηδηακ βζα 1 χνα ζημοξ 37
0
C ηαζ ζηδ ζοκέπεζα έβζκε cross-linking ιε DSS υπμο 

ακαθφεδηακ ζε 12% SDS ηαζ εκημπζζιυξ ιε ακηί-RANKL πμθοηθςκζηυ ακηίζςια.  



135 

 

3.5 Παρϐμοια αμινοξικό αντικατϊςταςη ςε ϊλλα μϋλη τησ TNF 
υπεροικογϋνειασ οδηγεύ ςε απώλεια τριμεριςμοϑ και 
λειτουργικϐτητασ 

 
Ζ βθοηίκδ ζηδ εέζδ 278 (G278) ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ ημο πμκηζημφ, πμο έπεζ 

ακηζηαηαζηαεεί απυ ανβζκίκδ ζηα tles πμκηίηζα, ειθακίγεζ ορδθή ζοκηδνδηζηυηδηα ακάιεζα 

ζε δζάθμνα ιέθδ ηδξ οπενμζημβέκεζαξ ημο TNF (Δζη. 3.3C) υπςξ ημκ TNF, BAFF, CD40L, 

TRAIL ηαζ άθθα. Έηζζ, επζθέλαιε κα ιεθεηήζμοιε ημ απμηέθεζια ιζαξ ακηίζημζπδξ 

ακηζηαηάζηαζδξ ηδξ βθοηίκδξ απυ ανβζκίκδ ζε δφμ ζδιακηζηά ιέθδ ηδξ TNF 

οπενμζημβέκεζαξ, ηζξ πνςηεΐκεξ TNF ηαζ BAFF ημο ακενχπμο πμο παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ 

ζηδκ εκενβμπμίδζδ ημο ακμζμπμζδηζημφ ζοζηήιαημξ εκχ δ απμνφειζζή ημοξ ζπεηίγεηαζ ιε 

ηδκ παεμβέκεζδ αοημάκμζςκ κμζδιάηςκ (Douni et al. 2007; Davidson 2009; Nashi E, Wang 

Y 2010; Davidson 2011). Οζ δφμ αοηέξ πνςηεΐκεξ, υπςξ ηαζ μ RANKL, πανάβμκηαζ ςξ ιζα  

δζαιειανακζηή ιμνθή απυ ηδκ μπμία πνμηφπηεζ δ εηηνζηζηή ιμνθή ζοκήεςξ ιε 

πνςηεμθοηζηή απμημπή. Ζ εηηνζηζηή ιμνθή πενζθαιαάκεζ ηδκ ελςηοηηανζηή πενζμπή δ μπμία 

ηνζιενίγεηαζ ηαζ πνμζδέκεηαζ ζημκ οπμδμπέα βζ‟ αοηυ ηαζ επζθέβεηαζ βζα ημκ αζμπδιζηυ 

παναηηδνζζιυ ηςκ πνςηεσκχκ αοηχκ. 

οβηεηνζιέκα, ζηδκ πενίπηςζδ ημο TNF οπμηθςκμπμζήεδηε δ εηηνζηζηή ιμνθή πμο 

πενζθαιαάκεζ ηα αιζκμλέα 77-233 ηαζ έβζκε ακηζηαηάζηαζδ ηδξ βθοηίκδξ απυ ανβζκίκδ ζηδ 

εέζδ 122 (G122R) ηδξ εηηνζηζηήξ ιμνθήξ (ή G198R ζηδκ δζαιειανακζηή πνςηεΐκδ) ιε 

ηαηεοεοκυιεκδ ιεηαθθαλμβέκεζδ πνδζζιμπμζχκηαξ εζδζημφξ εηηζκδηέξ ζε ακηζδνάζεζξ PCR. 

Αημθμφεδζε οπμηθςκμπμίδζδ ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pGEX-6P1 πμο πενζέπεζ ηδκ GST 

πνςηεΐκδ υπμο έβζκε εηενυθμβδ έηθναζδ ηυζμ ημο άβνζμο ηφπμο GST-TNF υζμ ηαζ ημο 

ιεηαθθαβιέκμο GST-TNF
G122R

 ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ιε πνςηεάζδ PreScission, απμιμκχεδηε 

ιυκμ δ εηηνζηζηή TNF πνςηεΐκδ (Δζη. 3.11). Καζ ζε αοηή ηδκ πενίπηςζδ δ απεθεοεένςζδ ηδξ 

εηηνζηζηήξ TNF
G122R 

πνςηεΐκδξ απυ ηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ είκαζ πενζμνζζιέκδ αθμφ δ 

ιεβαθφηενδ πμζυηδηα παναιέκεζ εβθςαζζιέκδ ζηδ βθμοηαεεζυκδ πζεακυκ θυβς ηδξ 

αολδιέκδξ οδνμθμαζηυηδηαξ ηςκ ιμκμιενχκ (Δζη. 3.11). 
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Δηθόλα 3.11. Δηεξόινγε έθθξαζε ηεο ρηκαηξηθήο  άγξηνπ ηύπνπ  θαη κεηαιιαγκέλεο huTNF  πξσηεΐλεο 

θαη απόκάθξπλζε ηεο GST κεηά από πέςε κε ηελ πξσηεάζε PreScission.  (A) Ζθεηηνμθυνδζδ ηςκ 

πνςηεσκζηχκ εηποθζζιάηςκ ζηα δζάθμνα ζηάδζα απμιυκςζδξ ηδξ εηηνζηζηήξ άβνζμο ηφπμο TNF πνςηεΐκδξ. 1) 

Γείηηδξ ιε βκςζηά ιμνζαηά αάνδ, 2) WT GST-TNF πνμζημθθδιέκδ ζε ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ πνζκ ηδκ πέρδ 

ιε ηδκ πνςηεάζδ PreScission, 3) Σα ζθαζνίδζα ιεηά ηδκ πέρδ ιε ηδκ πνςηεάζδ PreScission, 4-6) ηάδζα 

έηθμοζδξ ηδξ εηηνζηζηήξ WT TNF πνςηεΐκδξ. (B) Ζθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ εηποθζζιάηςκ ζηα 

δζάθμνα ζηάδζα απμιυκςζδξ ηδξ εηηνζηζηήξ TNF
G122R 

πνςηεΐκδξ. 1) Γείηηδξ ιε βκςζηά ιμνζαηά αάνδ,  2) Σμ 

ζφκμθμ ηςκ πνςηεΐκχκ πμο πανάβμκηαζ απυ ημ ααηηήνζμ, 3) Οζ εκαπμιείκαζεξ πνςηεΐκεξ ιεηά ηδκ ζφκδεζδ ηδξ 

πζιανζηήξ GST-TNF
G122R 

ζηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ, 4) θαζνίδζα πνζκ ηδκ πέρδ ιε ηδκ πνςηεάζδ 

PreScission, 5-5a) Σα ζθαζνίδζα ιεηά ηδκ πέρδ  ιε ηδκ πνςηεάζδ PreScission, 6-8) ηάδζα έηθμοζδξ ηδξ 

εηηνζηζηήξ  TNF
G122R 

πνςηεΐκδξ. Με ηα αέθδ επζζδιαίκεηαζ δ TNF
G122R 

πνςηεΐκδ πμο παναιέκεζ ζηα ζθαζνίδζα  

βθμοηαεεζυκδξ ιεηά ηδκ πέρδ ιε PreScission. 

 

Γζα ημκ αζμπδιζηυ παναηηδνζζιυ ημοξ, ίζεξ πμζυηδηεξ (4ιg) ηςκ ακαζοκδοαζιέκςκ  

πνςηεσκχκ, άβνζμο ηφπμο GST-TNF ηαζ GST-TNF
G122R

, ακαθφεδηακ ζε ιδ απμδζαηαηηζηά 

πδηηχιαηα αηνοθαιζδίμο (native gel) ηαζ αημθμφεδζε western blot ιε πμθοηθςκζηυ ακηζ-

TNF ακηίζςια. Παναηδνήεδηε θμζπυκ υηζ δ GST-TNF
G122R

 πνςηεΐκδ δεκ ζπδιαηίγεζ 

πμθοιενή ζε ακηίεεζδ ιε ηδκ άβνζμο ηφπμο GST-TNF, ζημπεφμκηαξ ηυζμ ιε πμθοηθςκζηυ 

ακηί-TNF ακηίζςια υζμ ηαζ ακηί-GST ακηίζςια. Φαίκεηαζ ιάθθμκ υηζ δ GST-TNF
G122R

 

ζπδιαηίγεζ ηοπαία πνςηεσκζηά ζφιπθμηα ιεβάθμο ιμνζαημφ αάνμοξ θυβς ηδξ ορδθήξ 

οδνμθμαζηυηδηαξ πμο πνμηαθεί δ G122R οπμηαηάζηαζδ (Δζη. 3.12Α).  

Ζ δμιζηή αθθαβή πμο ειθακίγεζ δ GST-TNF
G122R

 επζαεααζχεδηε ιε πεζνάιαηα cross-linking 

πνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ εηηνζηζηή WT-TNF πνςηεΐκδ υζμ ηαζ ηδκ ιεηαθθαβιέκδ TNF
G122R

 πμο 

πνμέηορακ φζηενα απυ πνςηεμθοηζηή απμιάηνοκζδ ηδξ GST. Παναηδνήζαιε υηζ μ 

TNF
G122R

 δεκ ζπδιαηίγεζ ηνζιενή, δζιενή ή ιμκμιενή υπςξ μ WT TNF αθθά ηονίςξ 
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πανμοζζάγεζ ζοζζχνεοζδ ιεβάθμο ιμνζαημφ αάνμοξ πνςηεσκζηχκ ζοιπθυηςκ, απμηέθεζια 

ηδξ ορδθήξ οδνμθμαζηυηδηαξ ηςκ TNF
G122R 

ιμκμιενχκ (Δζη. 3.12.Β).  

Ο TNF
G122R

 αλζμθμβήεδηε πεναζηένς ζηδκ ζηακυηδηα πνυζδεζήξ ημο ζημκ οπμδμπέα ημο 

p75TNFR. Γζα ηζξ δμηζιέξ αοηέξ πνδζζιμπμζήεδηε επίζδξ ιζα οανζδζηή ιμνθή ημο οπμδμπέα 

p75TNFR πμο πενζέπεζ ηαζ ηιήια ηδξ ζηαεενήξ πενζμπήξ Fc ηςκ ακμζμζθαζνζκχκ δ μπμία 

επζηνέπεζ ημκ δζιενζζιυ ημο οπμδμπέα ηαζ επμιέκςξ ηδκ πνυζδεζδ ημο TNF. Γζαθμνεηζηέξ 

ζοβηεκηνχζεζξ ημο οπμδμπέα p75TNFR-Fc απυ 1ng/ml έςξ 160ng/ml επχαζηδηακ ζε πθάηεξ 

ELISA υπμο πνχηα είπακ επζζηνςεεί ιε άβνζμο ηφπμο TNF ή  TNF
G122R

 ζοβηέκηνςζδξ 

3ιg/ml. Γζαπζζηχεδηε θμζπυκ υηζ μ TNF
G122R

 δεκ ιπμνεί κα πνμζδεεεί ζημκ οπμδμπέα 

p75TNFR-Fc ζε ακηίεεζδ ιε ημκ WT-TNF μ μπμίμξ πνμζδέκεηαζ ζημκ p75TNFR-Fc 

ζοκανηήζεζ ηδξ πμζυηδηάξ ημο (Δζη. 3.12C). οιπεναζιαηζηά, παναηδνμφιε υηζ δ 

ακηζηαηάζηαζδ ηδξ βθοηίκδξ απυ ανβζκίκδ ζηδκ εέζδ 122 (G122R) ηδξ εηηνζηζηήξ TNF 

πνςηεΐκδξ μδδβεί επίζδξ ζε απμζηαεενμπμίδζδ ηδξ ηνζημηαβμφξ δμιήξ ηαζ απχθεζα 

ηνζιενζζιμφ  ιε απμηέθεζια ηδκ αδοκαιία πνυζδεζδξ ζημκ οπμδμπέα p75TNFR. 
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Δηθόλα 3.12. Ζ ππνθαηάζηαζε G122R  πξνθαιεί απώιεηα ηξηκεξηζκνύ ηνπ TNF θαη κε πξόζδεζή ηνπ 

ζηνλ ππνδνρέα ηνπ. (Α) Ίζεξ πμζυηδηεξ ακαζοκδοαζιέκςκ WT GST-TNF ηαζ GST-TNF
G122R 

πνςηεσκχκ 

ακαθφεδηακ ζε ιδ απμδζαηαηηζηά πδηηχιαηα αηνοθαιίδδξ (native gel), ηαζ αημθμφεδζε western blot ιε 

πμθοηθςκζηά ακηί-TNF ηαζ ακηί-GST ακηζζχιαηα. Με ημλάηζα επζζδιαίκμκηαζ ηα πμθοιενή (multimers) ηςκ 

WT GST-TNF πνςηεσκχκ. (Β) ε ίζεξ πμζυηδηεξ (1,5ιg) WT-TNF ηαζ TNF
G122R 

πναβιαημπμζήεδηε cross-

linking πανμοζία (+) ή απμοζία DSS (-) ηαζ western blot ιε πμθοηθςκζηυ ακηί-TNF ακηίζςια. ηδκ ανζζηενή 

πθεονά επζζδιαίκμκηαζ βκςζηά ιμνζαηά αάνδ, εκχ ζηδκ δελζά μζ δζάθμνεξ ιμνθέξ ημο TNF υπςξ ηα ηνζιενή 

(trimer), δζιενή (dimer), ιμκμιενή (monomer) αθθά ηαζ ηα ζοζζςιαηχιαηα (aggregates).  (C) Γζαθμνεηζηέξ 

ζοβηεκηνχζεζξ ημο οπμδμπέα p75TNFR-Fc απυ 1ng/ml έςξ 160ng/ml επχαζηδηακ ζε πθάηεξ ELISA υπμο 

πνχηα είπακ επζζηνςεεί ιε άβνζμο ηφπμο TNF ή TNF
G122R

 3ιg/ml. Ζ πνυζδεζδ εθέβπεδηε θςημιεηνζηά 

πνδζζιμπμζχκηαξ δεφηενμ ακηίζςια πμο ακαβκςνίγεζ ηδκ Fc πενζμπή (HRP-goat anti-human IgG). Σα 

πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ ηνεζξ θμνέξ εκχ μζ ηζιέξ είκαζ ιέζμζ υνμζ ± ηοπζηυ ζθάθια (SEM). 
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Πανυιμζα πεζναιαηζηή πνμζέββζζδ αημθμοεήεδηε βζα ηδκ ιεθέηδ εκυξ άθθμο ιέθμοξ ηδξ 

TNF οπενμζημβέκεζαξ, ηδκ πνςηεΐκδ BAFF. Ανπζηά, πνμπςνήζαιε ζηδκ οπμηθςκμπμίδζδ 

ηδξ εηηνζηζηήξ ιμνθήξ ημο BAFF πμο πενζθαιαάκεζ ηα αιζκμλέα 134-285 ηαζ ζηδ ζοκέπεζα 

πναβιαημπμζήεδηε ακηζηαηάζηαζδ ηδξ  βθοηίκδξ απυ ανβζκίκδ ζηδ εέζδ 249 (G249R) ηδξ 

ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο BAFF ιε ηαηεοεοκυιεκδ ιεηαθθαλμβέκεζδ πνδζζιμπμζχκηαξ 

εζδζημφξ εηηζκδηέξ ζε ακηζδνάζεζξ PCR. ηδ ζοκέπεζα έβζκε οπμηθςκμπμίδζδ ζημκ 

πθαζιζδζαηυ θμνέα pGEX-6P1 βζα εηενυθμβδ έηθναζδ ηδξ άβνζμο ηφπμο GST-BAFF ηαζ ηδξ 

GST-BAFF
G249R 

πνςηεΐκδξ. Αημθμφεςξ, πναβιαημπμζήεδηε πνςηεμθοηζηή πέρδ ηςκ 

ακαζοκδοαζιέκςκ πνςηεσκχκ ιε απμδέζιεοζδ ηςκ εηηνζηζηχκ πνςηεσκχκ WT BAFF ηαζ 

BAFF
G249R

 (Δζη.3.13).  

 

 

 

Δηθόλα 3.13. Δηεξόινγε έθθξαζε ηεο ρηκαηξηθήο  άγξηνπ ηύπνπ (Α) θαη κεηαιιαγκέλεο BAFF (Β) 

πξσηεΐλεο θαη απνκάθξπλζε ηεο GST κεηά από πέςε κε ηελ πξσηεάζε PreScission. Ζθεηηνμθυνδζδ ηςκ 

πνςηεσκζηχκ εηποθζζιάηςκ ζηα δζάθμνα ζηάδζα απμιυκςζδξ ηδξ εηηνζηζηήξ BAFF πνςηεΐκδξ 1) Γείηηδξ ιε 

βκςζηά ιμνζαηά αάνδ, 2) Σμ ζφκμθμ ηςκ πνςηεΐκχκ πμο πανάβμκηαζ απυ ημ ααηηήνζμ, 3) Οζ εκαπμιείκαζεξ 

πνςηεΐκεξ ιεηά ηδκ ζφκδεζδ ηδξ πζιανζηήξ GST-BAFF ζηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ, 4) ζθαζνίδζα πνζκ ηδκ 

πέρδ ιε ηδκ πνςηεάζδ PreScission, 5) Σα ζθαζνίδζα ιεηά ηδκ πέρδ ιε ηδκ πνςηεάζδ PreScission, 6-9) ζηάδζα 

έηθμοζδξ ηδξ εηηνζηζηήξ BAFF πνςηεΐκδξ (WT ή ιεηαθθαβιέκδξ). Με ηα αέθδ επζζδιαίκεηαζ δ BAFF 

πνςηεΐκδξ πμο παναιέκεζ ζηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ ιεηά ηδκ πέρδ ιε PreScission. 

 

ε πεζνάιαηα cross-linking, ακαθφεδηακ ίζεξ πμζυηδηεξ ηςκ εηηνζηζηχκ πνςηεσκχκ WT 

BAFF ηαζ BAFF
G249R

 ζε western blot υπμο παναηδνήεδηε υηζ εκχ δ WT BAFF πνςηεΐκδ 

ζπδιαηίγεζ ηνζιενή, δζιενή ή ιμκμιενή, ακηίεεηα ζηδ ιεηαθθαβιέκδ BAFF
G249R

 δεκ 

ζπδιαηίγμκηαζ ηνζιενή αθθά ακζπκεφμκηαζ ιυκμ ιεβάθμο ιμνζαημφ αάνμοξ πνςηεσκζηά 

ζφιπθμηα (aggregates). Δπζπθέμκ, ιε ηδκ ακμζμεκγοιζηή ιέεμδμ ELISA δζαπζζηχζαιε υηζ δ 

BAFF
G249R

 πνςηεΐκδ αδοκαηεί κα πνμζδεεεί ζημκ οπμδμπέα BAFFR-Fc. οιπεναζιαηζηά, δ 
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ιεηαθθαβιέκδ  BAFF
G249R

  αημθμοεεί ηαζ επαθδεεφεζ ημκ ίδζμ ιδπακζζιυ, πμο 

παναηδνήζαιε ιε ηζξ δφμ παναπάκς πνςηεΐκεξ RANKL ηαζ TNF. οκεπχξ, δ βθοηίκδ 278 

ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ ημο πμκηζημφ θαίκεηαζ κα απμηεθεί έκα ζδιακηζηυηαημ αιζκμλφ βζα 

ηδκ θεζημονβία ηδξ πνςηεΐκδξ ηαζ δ ακηζηαηάζηαζή ηδξ απυ ανβζκίκδ μδδβεί ζε απχθεζα ηδξ 

θεζημονβζηυηδηαξ υπζ ιυκμ ημο RANKL αθθά ηαζ άθθςκ ιεθχκ ηδξ TNF οπενμζημβέκεζαξ 

υπςξ ημο TNF ηαζ ημο BAFF.  Δπμιέκςξ, δ βθοηίκδ αοηή εα ιπμνμφζε κα πνδζζιμπμζδεεί 

βζα ημκ ζπεδζαζιυ κέςκ ακαζημθέςκ πμο ζημπεφμοκ ηδκ πενζμπή αθθδθεπίδναζδξ ηςκ 

ιμκμιενχκ ζε RANKL, TNF ηαζ BAFF. 

 

 

 

 

Δηθόλα  3.14 Ζ ππνθαηάζηαζε G249R  πξνθαιεί απώιεηα ηξηκεξηζκνύ θαη κε πξόζδεζε ηνπ BAFF ζηνλ 

ππνδνρέα ηνπ. (Α) Πμζυηδηεξ 1,15ιg, 0,75ιg ηαζ 0,28ιg ηδξ εηηνζηζηήξ WT-BAFF ηαζ BAFF
G249R 

ακηίζημζπα, 

ακαθφεδηακ ιε cross-linking πανμοζία DSS (+) ή πανμοζία ιάνηονα ιε PBS(-) ηαζ αημθμφεδζε 

ακμζμεκημπζζιυξ ιε πμθοηθςκζηυ ακηί-BAFF ακηίζςια. (B) Γζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο οπμδμπέα 

BAFFR-Fc απυ 3ng/ml εχξ 400ng/ml επχαζηδηακ ζε πθάηεξ ELISA υπμο πνχηα είπακ επζζηνςεεί ιε άβνζμο 

ηφπμο BAFF ηαζ ιεηαθθαβιέκδξ BAFF
G249R

 ζοβηέκηνςζδξ 3ιg/ml. Ζ πνυζδεζδ εθέβπεδηε θςημιεηνζηά 

πνδζζιμπμζχκηαξ δεφηενμ ακηίζςια πμο ακαβκςνίγεζ ηδκ Fc πενζμπή (HRP-goat anti-human IgG). Σα 

πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ ηνεζξ θμνέξ εκχ μζ ηζιέξ είκαζ  ιέζμζ υνμζ ± ηοπζηυ ζθάθια (SEM). 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 4. ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ ΜΕΡΟ 20: ΔΟΚΙΜΗ ΝΕΩΝ 
ΑΝΑΣΟΛΕΩΝ ΣΟΤ RANKL ΠΟΤ ΣΟΦΕΤΟΤΝ ΣΟΝ 
ΣΡΙΜΕΡΙΜΟ ΣΟΤ  

4.1 Σο μικρϐ μϐριο SPD-304 αναςτϋλλει την δρϊςη του RANKL 
 

 

Σμ SPD-304 είκαζ έκα ιζηνυ ιυνζμ ακαζημθέαξ ημο TNF πμο έπεζ ακαθενεεί υηζ αθθδθεπζδνά 

ιε ηδ δμιή ημο TNF πνμηαθχκηαξ απμδζάηαλδ ημο ηνζιενμφξ ηαζ ζπδιαηζζιυ ιδ 

θεζημονβζηχκ δζιενχκ (He et al. 2005). Σμ ζδιείμ αθθδθεπίδναζδξ ημο SPD-304 ιε ημ 

ηνζιενέξ ημο TNF πενζθαιαάκεζ ηδκ εέζδ 122, πμο ακηζζημζπεί ιε ηδκ εέζδ οπμηαηάζηαζδξ 

278 ηδξ RANKL ημο πμκηζημφ. Θέθμκηαξ κα δζενεοκήζμοιε ηδκ πζεακή εέζδ 

αθθδθεπίδναζδξ ημο SPD-304 ιε ηδκ δμιή ημο RANKL, πνμπςνήζαιε ζε in silico πνυαθερδ 

ζφιθςκα ιε ηδκ μπμία οπάνπεζ αθθδθεπίδναζδ ηαζ ιάθζζηα ζε πενζμπή πμθφ ημκηά ζηδκ 

εέζδ οπμηαηάζηαζδξ G278 (<4 Ǻ) (Douni et al. 2012) (Δζη. 4.1Α). Πεζναιαηζηή επζαεααίςζδ 

ιίαξ δοκδηζηά πζεακήξ αθθδθεπίδναζδξ ημο SPD-304 ιε ηδκ εηηνζηζηή RANKL πνςηεΐκδ 

πναβιαημπμζήεδηε ιεθεηχκηαξ ηδ δμιή ηδξ εηηνζηζηήξ WT RANKL πνςηεΐκδξ (πςνίξ GST) 

ζε ιδ απμδζαηαηηζηά πδηηχιαηα αηνοθαιζδίμο (native gel) πανμοζία ημο SPD-304 ζε 

δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ ηαζ western blot ακζπκεφμκηαξ ηδκ πνςηεΐκδ ιε πμθοηθςκζηυ ακηί-

RANKL ακηίζςια.  Ανπζηά, έβζκε πνμεπχαζδ ηδξ εηηνζηζηήξ WT RANKL πνςηεΐκδξ ιε ημ 

SPD-304 ιυνζμ ζε έκα εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ (6-200ιΜ) δζαηδνχκηαξ ζηαεενή ηδκ 

πμζυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ (60ng). Παναηδνήζαιε υηζ απμοζία ημο SPD-304 (ιάνηοναξ) 

ακζπκεφεηαζ ιία ηφνζα γχκδ πμο ακηζζημζπεί ζηδκ θοζζηή δζαιυνθςζδ ημο ηνζιενμφξ 

RANKL εκχ ιε πανμοζία ημο SPD-304 εκημπίγεηαζ επζπνυζεεηα ιία αηυιδ γχκδ 

ιζηνυηενμο ιμνζαημφ αάνμοξ, δ μπμία ιάθζζηα είκαζ αολακυιεκδξ έκηαζδξ υζμ αολάκεηαζ δ 

ζοβηέκηνςζδ ημο SPD-304 (Δζη. 4.1Β). Σμ πνυηοπμ αοηυ πμο αθέπμοιε ίζςξ είκαζ ιία 

έκδεζλδ υηζ δ πανμοζία ημο SPD-304 πνμηαθεί ηνμπμπμίδζδ ηδξ δμιήξ ημο ηνζιενμφξ 

RANKL ιε ηαοηυπνμκδ απμδέζιεοζδ  ιμκμιενχκ.  Βζμπδιζηή επζαεααίςζδ ηδξ παναπάκς 

ενιδκείαξ έβζκε ιε πεζνάιαηα cross-linking ηαζ πνμεπχαζδ ημο SPD-304 ιε ηδκ εηηνζηζηή 

WT RANKL δμηζιάγμκηαξ ζημ ίδζμ εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ (6-100ιΜ). Πανμιμίςξ, 

παναηδνήεδηε ζδιακηζηή αφλδζδ ηδξ έκηαζδξ ηςκ δζιενχκ ηαζ ιμκμιενχκ υζμ αολάκεηαζ δ 

ζοβηέκηνςζδ ημο SPD-304 ζε ζπέζδ ιε ημ ιάνηονα (απμοζία ημο SPD-304). Σμ βεβμκυξ υηζ 

υζμ αολάκεηαζ δ ζοβηέκηνςζδ ημο SPD-304 αολάκεηα ακάθμβα ηαζ δ έκηαζδ ημο ηνζιενμφξ, 

θαίκεηαζ μλφιςνμ ςζηυζμ ιία ενιδκεία αοημφ ημο θαζκμιέκμο εα ιπμνμφζε κα είκαζ υηζ μ 

ακαζημθέαξ SPD-304 πνμηαθεί ηέημζα ηνμπμπμίδζδ ζηδκ δζαιυνθςζδ ημο ηνζιενμφξ ιε 
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απμηέθεζια  κα είκαζ πζμ εφημθα πνμζαάζζιμ ηαζ ακζπκεφζζιμ απυ ημ πμθοηθςκζηυ ακηίζςια 

(πενζζζυηενμζ επζηυπμζ πνμζαάζζιμζ) (unmask) (Δζη. 4.1C). 

 

 

 

Δηθόλα 4.1 Δπίδξαζε ηνπ SPD-304 ζηελ δνκή ηεο RANKL πξσηεΐλεο ηνπ πνληηθνύ. (A) Μμνζαηή 

πνυαθερδ βζα ηδκ αθθδθεπίδναζδ ημο δζιενμφξ RANKL ιε ημ SPD-304 ζε πενζμπή πμο ανίζηεηαζ πμθφ ημκηά 

ζηδκ εέζδ G278 (<4Ǻ) υπςξ απεζημκίγεηαζ ιέζς ημο πνμβνάιιαημξ PYMOL v1.3. Οζ ιπθε ηαζ πνάζζκεξ 

ημνδέθεξ ακηζζημζπμφκ ζηα 2 ιμκμιενή ημο RANKL, εκχ δ βθοηίκδ 278 απεζημκίγεηαζ ιε ζθαζνίδζα ηαζ ημ 

SPD304 έπεζ ηδ δμιή εδθζάξ. (Β) Ακάθοζδ ηδξ δμιήξ ηδξ εηηνζηζηήξ RANKL πνςηεΐκδξ πανμοζία SPD-304 (6-

200ιΜ) ή απμοζία SPD-304 (-) ζε ιδ απμδζαηαηηζηέξ ζοκεήηεξ ιε πνμεπχαζδ ζημοξ 37
0
C βζα 1 χνα ηαζ 

ακίπκεοζδ ιε πμθοηθςκζηυ ακηί-RANKL ακηίζςια. (C) Πεζνάιαηα cross-linking ιε DSS υπμο έβζκε 

πνμεπχαζδ ηδξ εηηνζηζηήξ RANKL πνςηεΐκδξ ιε SPD-304 (6-100ιΜ) ή απμοζία SPD-304 (-), δθεηηνμθυνδζδ 

ζε 12% πδηηχια αηνοθαιίδζμο ηαζ ακμζμαπμηφπςζδ ιε πμθοηθςκζηυ ακηζ-RANKL ακηίζςια. Με ημλάηζα 

επζζδιαίκμκηαζ ηα ηνζιενή (trimers), δζιενή (dimers) ηαζ ιμκμιενή (monomers). Σα πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ 

ημοθάπζζημκ ηνεζξ θμνέξ. 

 

 

Ζ πζεακή αθθδθεπίδναζδ ημο SPD-304 ιε ηδκ εηηνζηζηή RANKL πνςηεΐκδ, ιαξ μδήβδζε ζημ 

κα ιεθεηήζμοιε ηδκ επίδναζδ πμο έπεζ ζηδκ αζμθμβζηή δναζηζηυηδηα ημο RANKL ζε 
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δμηζιέξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ. Δζδζηυηενα, πνμπςνήζαιε ζε ex vivo δμηζιέξ πνυδνμιςκ 

ηοηηάνςκ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ πανμοζία 25ng/ml M-CSF ηαζ 80ng/ml GST-RANKL 

(πμκηζημφ), πνμζεέημκηαξ ημ ιζηνυ ιυνζμ SPD-304 ζε ηεθζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ απυ 0,25ιΜ 

ιέπνζ 2ιΜ ζημ ενεπηζηυ ιέζμ δζαθμνμπμίδζδξ. Παναηδνήζαιε υηζ πανμοζία ημο SPD-304 

ζε ζοβηέκηνςζδ 1ιΜ ιεζχκεζ ηυζμ ημκ ανζειυ υζμ ηαζ ημ ιέβεεμξ ηςκ μζηεμηθαζηχκ  εκχ 

ζε ζοβηέκηνςζδ 2ιΜ πανειπμδίγεηαζ πθήνςξ μ ζπδιαηζζιυξ πμθοπήνδκςκ TRAP
+
 

μζηεμηθαζηχκ  (Δζη. 4.2).  Σα απμηεθέζιαηα αοηά δείπκμοκ υηζ ημ ιζηνυ ιυνζμ SPD-304 

ακαζηέθθεζ ηδ δνάζδ ημο RANKL πζεακχξ αημθμοεχκηαξ ημκ ιδπακζζιυ πανειπυδζζδξ ηδξ 

θεζημονβίαξ ημο TNF, ιέζς δζάζπαζδξ ηςκ θεζημονβζηχκ ηνζιενχκ.  

 

 
 

 

Δηθόλα 4.2 Σν κηθξό κόξην SPD-304 αλαζηέιιεη ηελ RANKL-επαγόκελε νζηενθιαζηνγέλεζε. (Α) 

Ακηζπνμζςπεοηζηέξ εζηυκεξ απυ ηαθθζένβεζα μζηεμηθαζηχκ (πνχζδ TRAP) πανμοζία M-CSF, GST-RANKL 

ηαζ SPD-304 ζε έκα εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ απυ (0-2ιΜ). Φαίκεηαζ δ επίδναζδ ημο SPD304 ζημ ζπδιαηζζιυ 

μζηεμηθαζηχκ ζε ζπέζδ ιε ηφηηανα ιάνηονεξ πμο δζαθμνμπμζήεδηακ ζε μζηεμηθάζηεξ απμοζία SPD-304. (Β) 

Μέηνδζδ ημο ανζειμφ ηςκ πμθοπφνδκςκ TRAP+ μζηεμηθαζηχκ ιε ημοθάπζζημκ 3 πονήκεξ ηαζ (C) ημο ανζειμφ 
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ηςκ πονήκςκ ακά μζηεμηθάζηδ. Σα πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ ημοθάπζζημκ ηνεζξ θμνέξ ηαζ μζ ηζιέξ είκαζ μζ 

ιέζμζ υνμζ ± ηοπζηυ ζθάθια ( *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001). 

 

4.2 χεδιαςμϐσ νϋων μικρών μορύων ανϊλογων του SPD-304 ωσ 
αναςτολεύσ του RANKL του ανθρώπου 

 
Ζ ακαηάθορδ ημο πνμζδέηδ RANKL ςξ ηεκηνζηυ νοειζζηζηυ πανάβμκηα ζηδ 

δζαθμνμπμίδζδ, εκενβμπμίδζδ ηαζ επζαίςζδ ηςκ μζηεμηθαζηχκ (Lacey et al. 1998) άκμζλε 

κέμοξ μνίγμκηεξ ζηδκ εεναπεία αζεεκεζχκ πμο παναηηδνίγμκηαζ απυ αολδιέκδ εκενβυηδηα 

ηςκ μζηεμηθαζηχκ υπςξ είκαζ δ μζηεμπυνςζδ. Απυδεζλδ απμηεθεί ημ βεβμκυξ υηζ ημ κέμ 

θάνιαημ ηαηά ηδξ μζηεμπυνςζδξ πμο πνυζθαηα εβηνίεδηε απυ ηδκ Αιενζηακζηή Τπδνεζία 

Σνμθίιςκ ηαζ Φανιάηςκ (FDA) ηαζ ηδκ ακηίζημζπδ Δονςπασηή (EMEA) είκαζ έκα 

ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια, ημ denosumab (Prolia), έκακηζ ημο RANKL ημο ακενχπμο (Raje 

2012). Χζηυζμ, δ  ακαηάθορδ κέςκ θανιαηεοηζηχκ μοζζχκ πμο ζημπεφμοκ ημκ RANKL δεκ 

πενζμνίγεηαζ απυ ηδκ ζηζβιή πμο πέναζε ζηδκ ηοηθμθμνία ημ denosumab. Ακηίεεηα, ημ 

εκδζαθένμκ παναιέκεζ ορδθυ ακ ακαθμβζζηεί ηακείξ ηάπμζα ιεζμκεηηήιαηα ηαζ ζηέρεζξ πμο 

πνμηφπημοκ ιε ηδκ πνήζδ ημο denosumab.  H παναηεηαιέκδ πνήζδ εκυξ ακηζζχιαημξ, υπςξ 

ημο denosumab, εα ιπμνμφζε κα πνμηαθέζεζ ακεπζεφιδηδ ακμζμθμβζηή απυηνζζδ ζημκ 

μνβακζζιυ (Miller et al., 2011).  Δπίζδξ, ημ ορδθυ ηυζημξ παναζηεοήξ ακηζζςιάηςκ αθθά 

ηαζ δ απμηθεζζηζηυηδηα ιίαξ παηέκηαξ δοζπεναίκμοκ ηδκ παναζηεοή ηαζ δζάεεζδ κέςκ 

ακηζζςιάηςκ πμο ζημπεφμοκ ημκ RANKL. Δπίζδξ, είκαζ βκςζηυ υηζ δ ηοηθμθμνία ηαζ δ 

δνάζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ πενζμνίγεηαζ απυ ημκ αζιαημεβηεθαθζηυ θναβιυ μπυηε δεκ πενκμφκ 

ζημκ εβηέθαθμ, έκα υνβακμ πμο έπεζ αολδιέκδ έηθναζδ ημο RANKL (Rinotas et al., 2014) μ 

μπμίμξ έπεζ δεζπεεί υηζ παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ εενιμνφειζζδ (Hanada et al. 2009). Γζα 

υθμοξ αοημφξ ημοξ θυβμοξ δ εφνεζδ κέςκ ιζηνχκ ιμνίςκ (small molecules) ακαζημθέςκ ημο 

RANKL απμηεθεί πνυηθδζδ ηαζ έκα εκαθθαηηζηυ  ηνυπμ εεναπεοηζηήξ πνμζέββζζδξ. 

 

Ακαθέναιε παναπάκς υηζ ημ SPD-304 ακαζηέθθεζ ηδκ RANKL-επαβχιεκδ δζαδζηαζία 

δζαθμνμπμίδζδξ, εκενβμπμίδζδξ ηαζ ςνίιακζδξ ηςκ μζηεμηθαζηχκ εκχ αθθδθεπζδνά 

ηνμπμπμζχκηαξ ηδκ θοζζηή δζαιυνθςζδ ηδξ δμιή ηδξ RANKL (Δζη. 4.2). Δηηυξ απυ ημκ 

RANKL ημο πμκηζημφ εθέβλαιε ηδκ δνάζδ ημο SPD-304 ηαζ ζημκ RANKL ημο ακενχπμο 

ιζαξ ηαζ ακαζημθή ηδξ δνάζδξ ημο έπεζ πζεακέξ εεναπεοηζηέξ εθανιμβέξ.  οβηεηνζιέκα, 

δζαπζζηχζαιε υηζ ακ ηαζ ημ SPD-304 ακαζηέθθεζ απμηεθεζιαηζηά ηδκ δνάζδ ημο RANKL 

ημο ακενχπμο ζε ανηεηά παιδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ (IC50=0.99ιΜ) (Δζη. 4.3) εκημφημζξ 
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πνμηαθεί ημλζηυηδηα ζε πνυδνμιμοξ μζηεμηθάζηεξ (LC50=3.2 ιΜ) (Δζη. 4.3D). Καζ άθθεξ 

ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ ςξ ααζζηυ ιεζμκέηηδια ημο SPD-304 ηδκ ορδθή ηοηηανμημλζηυηδηά ημο 

(Sun & Yost 2008). Οζ Sun ηαζ ζοκενβάηεξ έδεζλακ υηζ μ 3-ιεεοθ-ζκδμθζηυξ δαηηφθζμξ ημο 

SPD-304 ιπμνεί κα αθοδνμβμκςεεί απυ ηα έκγοια ημο P450 ηοημπνχιαημξ πανάβςκηαξ 

αηυνεζηα ζιίκζα (iminium), ηα μπμία είκαζ ζδζαίηενα ημλζηά. Αηυιδ, ζηδκ πδιζηή δμιή ημο  

SPD-304 εκημπίγμκηαζ 2 ιεεφθζα ζηδκ δζιεεοθμπνςιυκδ δ οδνμλοθίςζδ ηςκ μπμίςκ ίζςξ 

πνμηαθεί ημλζηυηδηα (Δζη.4.3.A). Ζ ορδθή ηοηηανμημλζηυηδηα ηαεζζηά ημ SPD-304 

αηαηάθθδθμ βζα πνμηθζκζηέξ δμηζιέξ. 

 

Δηθόλα 4.3. Ζ επίδξαζε ηνπ SPD-304 ζηελ RANKL-επαγόκελε δνθηκή νζηενθιαζηνγέλεζεο θαη ζηελ 

επηβίσζε ησλ θπηηάξσλ. (Α) Ζ πδιζηή δμιή ημο SPD-304. (B) Πανειπυδζζδ ηδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ 

επαβυιεκδξ απυ RANKL ημο ακενχπμο ζε έκα εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ SPD-304 απυ 0.1-5 ιΜ. (C) Πμζμηζηυξ 

πνμζδζμνζζιυξ ηδξ TRAP εκενβυηδηαξ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο SPD-304 απυ 0.1-5 ιΜ (IC50=0.99 ± 0.16 ιΜ). 

(D) Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ επζαίςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο SPD-304 απυ 1-10 ιΜ 

(LC50=3.2 ± 0.11 ιΜ). Σα πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ ημοθάπζζημκ ηνεζξ θμνέξ. 

 



147 

 

Υνδζζιμπμζχκηαξ ημ SPD-304 ςξ μδδβυ ιυνζμ (lead compound) ζπεδζάζηδηακ ηαζ 

ζοκεέεδηακ ακάθμβα ημο SPD-304 ιε ζημπυ ηδκ δδιζμονβία κέςκ θανιάηςκ πμο δζαηδνμφκ 

ή αηυια αεθηζχκμοκ ηδκ ακαζηαθηζηή δνάζδ έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ-ζηυπμο RANKL εκχ 

ηαοηυπνμκα είκαζ θζβυηενμ ημλζηά. Με ηδ θμβζηή αοηή έβζκε ζπεδζαζιυξ ηαζ ζφκεεζδ 72 

ακάθμβςκ ημο SPD-304 ζηα μπμία πναβιαημπμζήεδηακ ζημπεοιέκεξ ή ηοπαίεξ 

οπμηαηαζηάζεζξ πάκς ζηδκ πδιζηή δμιή ημο SPD-304. Ζ δζαδζηαζία ζπεδζαζιμφ, ζφκεεζδξ 

ηαζ αλζμθυβδζδξ ηςκ ακαθυβςκ αοηχκ ημο SPD-304 πναβιαημπμζήεδηε οπυ ηδκ 

ζοκημκζζιέκδ δνάζδ 4 ακελάνηδηςκ ενεοκδηζηχκ μιάδςκ ηάεε ιία ιε δζαθμνεηζηυ πεδίμ 

δνάζδξ ηαζ ελεζδίηεοζδξ (Δζη. 4.4). Ζ ενεοκδηζηή μιάδα ημο Καε. Ζθία Ζθζυπμοθμο 

ζοιιεηείπε ζημκ ζπεδζαζιυ ηαζ ηδκ ιμκηεθμπμίδζδ ηςκ κεςκ ιμνίςκ, δ ενεοκδηζηή μιάδα 

ημο Καε. Ζθία Κμοθαδμφνμο ζηδκ πδιζηή ζφκεεζδ, δ ενεοκδηζηή μιάδα ημο Ακ. Καε. 

Γζχνβμο Κμκημπίδδ ζημκ πνμζδζμνζζιυ ηδξ ζηακυηδηαξ δέζιεοζδξ ηςκ ιμνίςκ ζηδκ 

ακενχπζκδ RANKL ηαζ δ ενεοκδηζηή μιάδα ηδξ Δπζη. Καε. Δθέκδξ Νημφκδ ζηδκ αλζμθυβδζδ 

ηςκ κέςκ ιμνίςκ ζε RANKL-επαβυιεκεξ θεζημονβζηέξ δμηζιέξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ ηαζ ζε 

δμηζιέξ ηοηηανμημλζηυηδηαξ (Δζη. 4.4). Ο έθεβπμξ ηςκ SDP-304 ακαθυβςκ 

πναβιαημπμζήεδηε ζηδκ ακαζοκδοαζιέκδ RANKL πνςηεΐκδ ημο ακενχπμο θυβς ηδξ 

θανιαηεοηζηήξ ζδιαζίαξ ηδξ.    

Ο δζαθφηδξ πμο επζθέπεδηε βζα ηδκ δζαθοημπμίδζδ ηςκ πενζζζυηενςκ εκχζεςκ είκαζ ημ 

δζιεεοθμζμοθθμλείδζμ (Dimethylsulfoxide-DMSO) ηονίςξ θυβς ηδξ ελαζνεηζηήξ δζαθοηζηήξ 

ημο δνάζδξ. ε πνχηδ θάζδ έβζκε αλζμθυβδζδ ηςκ 72 ακάθμβςκ ημο SPD-304 ζε δμηζιέξ 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ ζε ζοβηέκηνςζδ 5ιΜ. Ζ ζοβηεηνζιέκδ ζοβηέκηνςζδ επζθέπεδηε ιε 

αάζδ ηδκ ζοιπενζθμνά ημο SPD-304, ημ μπμίμ εκχ ακέζηεζθε ηδκ δδιζμονβία ηςκ χνζιςκ 

μζηεμηθαζηχκ ζε ιζηνυηενεξ ζοβηεκηνχζεζξ (IC50=0.99 ± 0.16 ιΜ) (Δζη. 4.3C) ζηδκ 

ζοβηέκηνςζδ ηςκ 5ιΜ ήηακ ζδζαίηενα ημλζηυ πνμηαθχκηαξ ημκ εάκαημ ηςκ ηοηηάνςκ 

(LC50=3.2 ± 0.11 ιΜ) (Δζη. 4.3D). Δζδζηυηενα, απυ ηζξ 72 εκχζεζξ εκημπίζαιε 17 ακάθμβα 

ημο SPD-304 πμο ειθακίγμοκ πθήνδ πανειπμδζζηζηή δνάζδ ζημκ ζπδιαηζζιυ χνζιςκ 

μζηεμηθαζηχκ ηαζ 12 ιε ιενζηή πανειπυδζζδ δδθαδή καζ ιεκ ζπδιαηίγμκηαζ μζηεμηθάζηεξ 

ςζηυζμ είηε οπμθείπμκηαζ ζε ανζειυ TRAP+ ηοηηάνςκ ή ζε ιέβεεμξ ηαζ πμθοπονήκςζδ. Οζ 

εκχζεζξ πμο πανμοζίαζακ ιενζηή ή μθζηή ακαζημθή ηδξ δνάζδξ ημο RANKL, εθέπεδζακ 

επίζδξ βζα ηδκ επαβςβή ηοηηανμημλζηυηδηαξ ζε πνυδνμιμοξ μζηεμηθάζηεξ ιεηνχκηαξ ηδκ 

αζςζζιυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ ιε ηδκ ιέεμδμ ΜΣΣ. ημκ παναηάης πίκαηα δίκμκηαζ ζοκμπηζηά 

μζ 72 εκχζεζξ ηαζ ηα απμηεθέζιαηα αοηχκ ζε RANKL θεζημονβζηέξ δμηζιέξ 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ ηαζ ζε δμηζιέξ ηοηηανμημλζηυηδηαξ  (Πίκαηαξ 4.Η). 
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Δηθόλα 4.4. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο πνπ αθνινπζήζεθε γηα ηνλ ζρεδηαζκό, 

ζύλζεζε θαη αμηνιόγεζε ησλ SPD-304 αλαιόγσλ.  
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Πίλαθαο 4.Η. πλνπηηθόο πίλαθαο ησλ 72 ελώζεσλ αλάινγσλ ηνπ SPD-304. ηδκ πνχηδ ζηήθδ δίκμκηαζ ηα 

μκυιαηα ηςκ εκχζεςκ, ιε πνάζζκμ πνχια ζδιαίκμκηαζ μζ εκχζεζξ ιε πθήνδ πνειπυδζζδ εκχ  ιε ηίηνζκμ πνχια 

ιε ιενζηή πανειπυδζζδ. Γίκεηαζ, επίζδξ, μ πδιζηυξ ηφπμξ ηδξ έκςζδξ ηαζ ζοκμπηζηά ηα in vitro απμηεθέζιαηα 

ηςκ δμηζιχκ. 
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Aπυ ηα 17 ακάθμβα ημο SPD-304 πμο ειθάκζζακ πθήνδ πανειπυδζζδ ζε δμηζιέξ 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ ζε ζοβηέκηνςζδ 5ιΜ, επζηεκηνςεήηαιε ζε 7 εκχζεζξ πμο έδεζλακ 

παιδθή ηοηηανμημλζηυηδηα. Πεναζηένς αλζμθυβδζδ ηςκ εκχζςκ αοηχκ έβζκε ζε δμηζιέξ 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ βζα κα πνμζδζμνζζηεί δ ηνίζζιδ ζοβηέκηνςζδ πμο πνμηαθεί ακαζημθή 

ηδξ RANKL-επαβυιεκδξ δζαθμνμπμίδζδξ ζημ 50% ηςκ πνυδνμιςκ ηοηηάνςκ (IC50) ηαζ ζε 

δμηζιέξ MTT ημλζηυηδηαξ βζα κα ανεεεί δ ζοβηέκηνςζδ πμο πνμηαθεί ημκ εάκαημ ημο 50% 

ημο ζοκμθζημφ ηοηηανζημφ πθδεοζιμφ (LC50). Οζ 7 εκχζεζξ είκαζ μζ παναηάης: PRA2.2.1,  

PRA2.2.4, PRA5.2.8, PRA6.2.12, PRA6.3.12, PRA8.2.8, ηαζ PRA9.2.8. Δπίζδξ, 

αλζμθμβήεδηακ ηαζ μζ  εκχζεζξ  PRA2.2.2, PRA2.2.3 πανά ημ βεβμκυξ υηζ ήηακ ημλζηέξ βζα κα 

ζοβηνζεμφκ ιε ηζξ  PRA2.2.1,  PRA2.2.4 αθμφ ακήημοκ ζηδκ ίδζα ηαηδβμνία. οκεπχξ, 

αλζμθμβήεδηακ πθήνςξ  9 εκχζεζξ. 

Δζδζηυηενα ζηζξ εκχζεζξ ηδξ ζεζνάξ PRA2.2_έβζκε ακηζηαηάζηαζδ ημο 

ηνζθεμνμιεεοθμθαίκοθμ δαηηοθίμο (trifluoromethylphenyl moiety) ιε ανςιαηζηυ δαηηφθζμ 

ηαζ ιζα εεζσηή μιάδα (PhSO2) (PRA2.2.3). Αημθμφεςξ, ζηα ιυνζα αοηά έβζκε απμιάηνοκζδ 

ηςκ ιεεοθμιάδςκ υπςξ ημ 7‟ ιεεφθζμ (PRA2.2.2), ημ 6‟ ιεεφθζμ (PRA2.2.4) ή ηαζ ηα δφμ 

(PRA2.2.1) απυ ηδκ δζιεεοθμπνςιυκδ. ηδ ζεζνά ηςκ εκχζεςκ PRA6.2_ έβζκε 

ακηζηαηάζηαζδ ----(PRA6.2.12) ηαζ -------(PRA6.3.12). ηδκ έκςζδ PRA5.2.8 έπμοκ 

πναβιαημπμζδεεί οπμηαηαζηάζεζξ πμο πενζθαιαάκμκηαζ ηυζμ ζημ PRA2.2.1 υζμ ηαζ ζημ 

PRA6.2.12 δδθαδή αθθαβή ηδξ δζαιίκδξ ζε δζαιίδζμ, αθαίνεζδ ηαζ ηςκ δφμ ιεεοθίςκ ηαζ 

ακηζηαηάζηαζδ ημο ηνζθεμνμιεεοθμθαίκοθμ δαηηοθίμο ζε ανςιαηζηυ δαηηφθζμ ιε ιζα εεζσηή 

μιάδα (PhSO2). ημ ιζηνυ ιυνζμ PRA8.2.8 έπεζ ακηζηαηαζηαεεί ημ ηνζθεμνμιεεφθζμ ζε 

αγςημφπα μιάδα (ΝΟ2), έπεζ βίκεζ αθθαβή ηδξ δζαιίκδξ ζε δζαιίδζμ ηαζ απμιάηνοκζδ ηςκ 

δφμ ιεεοθίςκ απυ ηδ δζιεεοθμπνςιυκδ. Σέθμξ, δ έκςζδ PRA9.2.8 πενζθαιαάκεζ 

ακηζηαηάζηαζδ ηδξ δζαιίκδξ ζε δζαιίδζμ αθαίνεζδ ηςκ δφμ ιεεοθίςκ ηαζ πνμζεήηδ 

αιζκμμιάδαξ (ΝΟ2) ζημκ ζκδμθζηυ δαηηφθζμ (Δζη. 4.5).  
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Δηθόλα 4.5. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο πνξείαο ζύλζεζεο θαη ππνθαηάζηαζεο ησλ 9 ελώζεσλ αλαιόγσλ 

ηνπ SPD-304. 
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4.3. Αξιολϐγηςη των μικρών μορύων τησ ςειρϊσ PRA2.2 
ε υθα ηα ιυνζα ηδξ ζεζνάξ PRA2.2_έβζκε ακηζηαηάζηαζδ ημο ηνζθεμνμιεεοθμθαίκοθμ 

δαηηοθίμο ιε ανςιαηζηυ δαηηφθζμ ηαζ ιζα εεζσηή μιάδα (PhSO2). Σμ ιυνζμ PRA2.2.3 

ειθακίγεζ ανηεηά πανυιμζα παναηηδνζζηζηά ιε ημ SPD-304. Σμ PRA2.2.3 πνμηαθεί 

ακαζημθή ηδξ RANKL-επαβυιεκδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ ήδδ απυ ηδκ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 

0.5ιΜ (IC50=0.86 ± 0.18 ιΜ) ιε πανυιμζα ημλζηυηδηα ζε ζπέζδ ιε ημ SPD-304 (LC50=3.86 

± 1 ιΜ) (Δζη.4.6). 

 

 

 

Δηθόλα 4.6. Ζ επίδξαζε ηνπ PRA2.2.3 ζηελ RANKL-επαγόκελε δνθηκή νζηενθιαζηνγέλεζεο θαη ζηελ 

επηβίσζε ησλ θπηηάξσλ. φβηνζζδ ηδξ πδιζηήξ δμιήξ ημο SPD-304  (Α) ιε ηδκ ακηίζημζπδ ημο PRA2.2.3 (B) 

υπμο ιε ιπθε πνχια οπμδδθχκεηαζ δ μιάδα πμο ακηζηαηαζηάεδηε ζημ SPD-304. (C) Πανειπυδζζδ ηδξ 

RANKL-επαβυιεκδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ μζηεμηθαζηχκ ζε έκα εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ απυ 0.5-5 ιΜ. (D) 

Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ TRAP εκενβυηδηαξ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA2.2.3 απυ 0.1-5 ιΜ (IC50=3.86 ± 

1.00 ιΜ, n=3). (E) Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ επζαίςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA2.2.3 

απυ 1-10 ιΜ (LC50=3.86 ± 1 ιΜ, n=3). Σα πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ ημοθάπζζημκ ηνεζξ θμνέξ. 
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ημ ιζηνυ ιυνζμ PRA2.2.2 έβζκε επζπθέμκ απμιάηνοκζδ ημο 7‟ιεεοθίμο ηδξ 

δζιεεοθμπνςιυκδξ. Ώζηυζμ, ημ PRA2.2.2 ειθακίγεζ ίδζα ζοιπενζθμνά ακαζημθήξ ζε δμηζιέξ 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ ιε ημ PRA2.2.3 (IC50=0.84 ± 0.17 ιΜ) ηαζ ημλζηυηδηαξ (LC50=4.78 ± 

0.08 ιΜ) (Δζη. 4.7). 

 

 

 

Δηθόλα 4.7. Ζ επίδξαζε ηνπ PRA2.2.2 ζηελ RANKL-επαγόκελε δνθηκή νζηενθιαζηνγέλεζεο θαη ζηελ 

επηβίσζε ησλ θπηηάξσλ. (Α) φβηνζζδ ηδξ πδιζηήξ δμιήξ ημο SPD-304 ιε (B) αοηή ημο PRA2.2.2. (C) 

Πανειπυδζζδ ηδξ RANKL-επαβυιεκδξ δζαδζηαζίαξ ζπδιαηζζιμφ μζηεμηθαζηχκ ζε έκα εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ 

απυ 0.5-5 ιΜ. (D) Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ TRAP εκενβυηδηαξ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA2.2.2 απυ 0.5-5 

ιΜ (IC50=0.84 ± 0.17 ιΜ, n=3). (E) Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ επζαίςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε ζοβηεκηνχζεζξ 

ημο PRA2.2.2 απυ 2-10 ιΜ (LC50=4.78 ± 0.08 ιΜ, n=3). Σα πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ ημοθάπζζημκ ηνεζξ 

θμνέξ. 
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ημ ιυνζμ PRA2.2.4 έπεζ απμιαηνοκεεί ημ 6‟ ιεεφθζμ απυ ηδκ δζιεεοθμπνςιυκδ ιε 

απμηέθεζια κα πανμοζζάγεζ ιζηνυηενδ ακαζημθή ζε δμηζιέξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ 

(IC50=3.94 ± 0.32 ιΜ) αθθά ηαζ ιζηνυηενδ ημλζηυηδηα (LC50=12.6 ± 1.6 ιΜ) ζε ζπέζδ ιε 

ημ SPD-304 (Δζη. 4.8). 

 

 

 

Δηθόλα 4.8. Ζ επίδξαζε ηνπ PRA2.2.4 ζηελ RANKL-επαγόκελε δνθηκή νζηενθιαζηνγέλεζεο θαη ζηελ 

επηβίσζε ησλ θπηηάξσλ. (Α) Ζ πδιζηή δμιή ημο SPD304 ζοβηνίκεηαζ ιε (B) ηδκ ακηίημζπδ ημο PRA2.2.4. (C) 

Πανειπυδζζδ ηδξ RANKL-επαβυιεκδξ δζαδζηαζίαξ ζπδιαηζζιμφ μζηεμηθαζηχκ ζε έκα εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ 

απυ 0.5-10ιΜ. (D) Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ TRAP εκενβυηδηαξ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA2.2.4 απυ 0.5-

10ιΜ (IC50=3.94 ± 0.32 ιΜ, n=3). (E) Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ επζαίςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε 

ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA2.2.4 απυ 2-20 ιΜ (LC50=12.6 ± 1.6 ιΜ, n=3). Σα πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ 

ημοθάπζζημκ ηνεζξ θμνέξ. 
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Σέθμξ, ημ ιυνζμ PRA2.2.1 ειθακίγεζ ηδκ ηαθφηενδ ζοιπενζθμνά απυ υθα ηα ιυνζα ηδξ 

ζεζνάξ PRA2.2 ηαεχξ επζδεζηκφεζ ανηεηά ηαθή ακαζημθή ηδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ 

(IC50=2.5 ± 0.67 ιΜ) αθθά ζαθχξ ιζηνυηενδ ημλζηυηδηα (LC50=58.5 ± 5 ιΜ) ζε ζπέζδ ιε 

ημ SPD-304 (Δζη. 4.9). 

 

 

 

Δηθόλα 4.9. Ζ επίδξαζε ηνπ PRA2.2.1 ζηελ RANKL-επαγόκελε δνθηκή νζηενθιαζηνγέλεζεο θαη ζηελ 

επηβίσζε ησλ θπηηάξσλ. (Α) Ζ πδιζηή δμιή ημο SPD304 ηαζ (B) δ ακηίζημζπδ ημο PRA2.2.1. (C) 

Πανειπυδζζδ ηδξ RANKL-επαβυιεκδξ δζαδζηαζίαξ ζπδιαηζζιμφ μζηεμηθαζηχκ ζε έκα εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ 

απυ 2-20ιΜ. (D) Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ TRAP εκενβυηδηαξ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA2.2.1 απυ 0.5-

20ιΜ (IC50=2.5 ± 0.67 ιΜ, n=3). (E) Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ επζαίςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε 

ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA2.2.1 απυ 20-100 ιΜ (LC50=58.5 ± 5 ιΜ, n=4). Σα πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ 

ημοθάπζζημκ ηνεζξ θμνέξ. 
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4.4. Αξιολϐγηςη των αναςτολϋων PRA6.2.12 και PRA6.2.13 
ηδκ μιάδα ηςκ PRA6.2._ ιεθεηήζαιε 2 εκχζεζξ, ηζξ PRA6.2.12 ηαζ PRA6.3.12, ιε πμθφ 

εεηζηά απμηεθέζιαηα ζηδκ ακαζημθή ηδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ ζε ζοβηέκηνςζδ 5ιΜ. Σμ 

ιυνζμ PRA6.2.12 ζημ μπμίμ έπεζ βίκεζ -----, πανμοζζάγεζ ζδζαίηενδ δναζηζηυηδηα ζηδκ 

ακαζημθή ηδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ  (IC50=0.12 ± 0.06 ιΜ)  ηαζ ιζηνυηενδ ημλζηυηδηα 

(LC50=19.5 ± 1.51 ιΜ) ζε ζπέζδ ιε ημ SPD-304 (Δζη. 4.10). 

 

 

Δηθόλα 4.10. Ζ επίδξαζε ηνπ PRA6.2.12 ζηελ RANKL-επαγόκελε δνθηκή νζηενθιαζηνγέλεζεο θαη ζηελ 

επηβίσζε ησλ θπηηάξσλ. (Α) Ζ πδιζηή δμιή ημο SPD304 ζοβηνίκεηαζ ιε (B) ηδκ ακηίζημζπδ ημο PRA6.2.12 

υπμο ιε ιπθε πνχια οπμδδθχκμκηαζ ---. (C) Πανειπυδζζδ ηδξ RANKL-επαβυιεκδξ δζαδζηαζίαξ ζπδιαηζζιμφ 

μζηεμηθαζηχκ ζε έκα εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ απυ 0.1-2ιΜ. (D) Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ TRAP 

εκενβυηδηαξ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA6.2.12 απυ 0.05-2ιΜ (IC50=0.12 ± 0.06 ιΜ, n=4). (E) Πμζμηζηυξ 

πνμζδζμνζζιυξ ηδξ επζαίςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA6.2.12 απυ 10-50 ιΜ (LC50=19.5 ± 

1.51 ιΜ, n=3). Σα πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ ημοθάπζζημκ ηνεζξ θμνέξ. 
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Σμ άθθμ ιυνζμ ηδξ ζεζνάξ, ημ PRA6.3.1.2, ζημ μπμίμ έπεζ βίκεζ ------ ειθακίγεηαζ ηαζ αοηυ 

ανηεηά δναζηζηυ ζε δμηζιέξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ (IC50=0.13 ± 0.07 ιΜ) ηαζ πανμοζζάγεζ 

εθαθνχξ ιεζςιέκδ ημλζηυηδηα (LC50=8.44 ± 0.53 ιΜ) ζε ζπέζδ ιε ημ SPD-304 (Δζη. 4.11). 

 

 

Δηθόλα 4.11. Ζ επίδξαζε ηνπ PRA6.3.12 ζηελ RANKL-επαγόκελε δνθηκή νζηενθιαζηνγέλεζεο θαη ζηελ 

επηβίσζε ησλ θπηηάξσλ. φβηνζζδ ηδξ πδιζηήξ δμιήξ ημο (Α) SPD304 ιε ηδκ ακηίζημζπδ ημο (B) PRA6.3.12. 

(C) Πανειπυδζζδ ηδξ RANKL-επαβυιεκδξ δζαδζηαζίαξ ζπδιαηζζιμφ μζηεμηθαζηχκ ζε έκα εφνμξ 

ζοβηεκηνχζεςκ απυ 0.1-2ιΜ. (D) Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ TRAP εκενβυηδηαξ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο 

PRA6.3.12 απυ 0.05-2ιΜ (IC50=0.13 ± 0.07 ιΜ, n=3). (E) Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ επζαίςζδξ ηςκ 

ηοηηάνςκ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA6.3.12 απυ 1-50 ιΜ (LC50=8.44 ± 0.53 ιΜ, n=3). Σα πεζνάιαηα 

επακαθήθεδηακ ημοθάπζζημκ ηνεζξ θμνέξ. 
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4.5. Αξιολϐγηςη του αναςτολϋα PRA5.2.8 
Σμ ιζηνυ ιυνζμ PRA5.2.8 πενζέπεζ υθεξ ηζξ εοενβεηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ηςκ PRA2.2.1 ηαζ 

PRA6.2.12. Σμ ιυνζμ PRA5.2.8 ειθακίγεζ ιζηνυηενδ ακαζημθή ηδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ 

(IC50=8.55±1ιΜ) αθθά ζαθχξ ανηεηά ιζηνυηενδ ημλζηυηδηα (LC50=62.33 ± 2.59 ιΜ) ζε 

ζπέζδ ιε ημ SPD-304 (Δζη. 4.12). 

 

 

 

Δηθόλα 4.12. Ζ επίδξαζε ηνπ PRA5.2.8 ζηελ RANKL-επαγόκελε δνθηκή νζηενθιαζηνγέλεζεο θαη ζηελ 

επηβίσζε ησλ θπηηάξσλ. (Α) Ζ πδιζηή δμιή ημο SPD-304 ηαζ (B) δ ακηίζημζπδ ημο PRA5.2.8. (C) 

Πανειπυδζζδ ηδξ RANKL-επαβυιεκδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ ζε έκα εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ απυ 2-20ιΜ. (D) 

Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ TRAP εκενβυηδηαξ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA5.2.8 απυ 2-20ιΜ (IC50=8.55 ± 1 

ιΜ, n=3). (E) Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ επζαίςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA5.2.8 απυ 20-

100ιΜ (LC50=62.33 ± 2.59 ιΜ, n=3) Σα πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ ημοθάπζζημκ ηνεζξ θμνέξ. 
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4.6. Αξιολϐγηςη του μικροϑ αναςτολϋα PRA8.2.8 
Σμ ιυνζμ PRA8.2.8 πανμοζζάγεζ ζδζαίηενμ εκδζαθένμκ, ηαζ έπεζ πνμηφρεζ φζηενα απυ 

ακηζηαηάζηαζδ ηδξ δζαιίκδξ ζε δζαιίδζμ, απμιάηνοκζδ ηαζ ηςκ 2 ιεεοθίςκ ηδξ 

δζιεεοθμπνςιυκδξ ηαζ ακηζηαηάζηαζδ ημο ηνζθεμνμιεεφθζμο ιε ιζα αγςημφπα μιάδα 

(ΝΟ2). Πανμοζζάγεζ ζδιακηζηή ακαζημθή ηδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ (IC50=1.87 ± 0.23 ιΜ) 

ηαεχξ ηαζ ανηεηά ιζηνυηενδ ημλζηυηδηα (LC50=51.97 ± 2.64 ιΜ) ζε ζπέζδ ιε ημ SPD-304 

(Δζη. 4.13). 

 

 

 

Δηθόλα 4.13. Ζ επίδξαζε ηνπ PRA8.2.8 ζηελ RANKL-επαγόκελε δνθηκή νζηενθιαζηνγέλεζεο θαη ζηελ 

επηβίσζε ησλ θπηηάξσλ. (Α) Ζ πδιζηή δμιή ημο SPD304 ηαζ (B) ημο PRA8.2.8. (C) Πανειπυδζζδ ηδξ 

RANKL-επαβυιεκδξ δζαδζηαζίαξ ζπδιαηζζιμφ μζηεμηθαζηχκ ζε έκα εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ απυ 1-10ιΜ. (D) 

Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ TRAP εκενβυηδηαξ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA8.2.8 απυ 1-10ιΜ (IC50=1.87 ± 

0.23 ιΜ, n=4). (E) Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ επζαίςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA8.2.8 

απυ 10-100ιΜ (LC50=51.97 ± 2.64 ιΜ, n=4). Σα πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ ημοθάπζζημκ ηνεζξ θμνέξ. 
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4.7. Αξιολϐγηςη του αναςτολϋα PRA9.2.8 
Αηυιδ έκα ιυνζμ ημ PRA9.2.8 πμο πανμοζζάγεζ εκδζαθένμκ, ημ μπμίμ πνμηφπηεζ φζηενα απυ 

ακηζηαηάζηαζδ ηδξ δζαιίκδξ ζε δζαιίδζμ, απμιάηνοκζδ ηαζ ηςκ 2 ιεεοθίςκ ηδξ 

δζιεεοθμπνςιυκδξ ηαζ πνυζεεζδ ιζαξ αγςημφπα μιάδα (ΝΟ2) ζημκ ζκδμθζηυ δαηηφθζμ (Δζη. 

4.14Α-Β). Πανμοζζάγεζ ηαθή ακαζημθή ηδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ (IC50=2.92 ± 0.23ιΜ)  

ηαεχξ ηαζ ιζηνυηενδ ημλζηυηδηα (LC50=13.07 ± 0.94 ιΜ) ζε ζπέζδ ιε ημ SPD-304 (Δζη. 

4.14C-E). 

 

 

 

Δηθόλα 4.14. Ζ επίδξαζε ηνπ PRA9.2.8 ζηελ RANKL-επαγόκελε δνθηκή νζηενθιαζηνγέλεζεο θαη ζηελ 

επηβίσζε ησλ θπηηάξσλ. (Α) Ζ πδιζηή δμιή ημο SPD304 ηαζ (B) ημο PRA9.2.8. (C) Πανειπυδζζδ ηδξ 

RANKL-επαβυιεκδξ δζαδζηαζίαξ ζπδιαηζζιμφ μζηεμηθαζηχκ ζε έκα εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ απυ 1-10ιΜ. (D) 

Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ TRAP εκενβυηδηαξ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA9.2.8 απυ 1-10ιΜ (IC50=2.92 ± 

0.23 ιΜ, n=3). (E) Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ επζαίςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε ζοβηεκηνχζεζξ ημο PRA9.2.8 

απυ 2-50ιΜ (LC50=13.07 ± 0.94 ιΜ, n=3). Σα πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ ημοθάπζζημκ ηνεζξ θμνέξ. 
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4.8. Προςδιοριςμϐσ τησ ικανϐτητασ δϋςμευςησ των SPD-304 
αναλϐγων ςτην πρωτεώνη RANKL του ανθρώπου 
 

Σα ζοιπενάζιαηα πμο πνμηφπημοκ δμηζιάγμκηαξ ηα 7 ακάθμβα ημο SPD-304 ζε πεζνάιαηα 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ ηαζ ημλζηυηδηαξ δείπκμοκ υηζ ειθακίγμοκ ιεβαθφηενδ δναζηζηυηδηα ηαζ 

ιεζςιέκδ ημλζηυηδηα ζε ζπέζδ ιε ημ πνςηυηοπμ SPD-304. Σα πεζναιαηζηά αοηά δεδμιέκα 

ένπμκηαζ κα επζαεααζχζμοκ ηαζ ιζα ζεζνά πεζναιάηςκ πνμζδζμνζζιμφ ηδξ ζηακυηδηαξ 

δέζιεοζδξ ηςκ ιμνίςκ αοηχκ ιε ηδκ πνςηεΐκδ-ζηυπμ RANKL. H ενεοκδηζηή μιάδα ημο ηαε. 

Γζχνβμο Κμκημπίδδ (Πακεπζζηήιζμ Θεζζαθίαξ) εθάνιμζε in vitro πεζνάιαηα δέζιεοζδξ βζα 

ημκ οπμθμβζζιυ ηδξ ζηαεενάξ δζάζηαζδξ (Kd) ημο ζοιπθυημο ιζηνμφ ιμνίμο:πνςηεΐκδξ 

RANKL (Papaneophytou et al. 2013). ημκ παναηάης πίκαηα ζδιεζχκμκηαζ ηα 

απμηεθέζιαηα πνυζδεζδξ ηςκ εκκέα ακαζημθέςκ πμο ιεθεηήεδηακ υπμο παναηδνμφιε υηζ 

ημκ ιεβαθφηενμ ααειυ ζοββέκεζαξ ιε ημκ RANKL ειθακίγμοκ μζ εκχζεζξ PRA6.2.12,  

PRA8.2.8 ηαζ PRA9.2.8 ιε Kd ίζδ ιε 0.7, 2.18 ηαζ 2.82ιΜ ακηίζημζπα. Δπίζδξ, ορδθυ ααειυ 

δέζιεοζδξ ιε ημκ RANKL ειθακίγμοκ μζ PRA2.2.1, PRA2.2.4, PRA5.2.8 ηαζ PRA6.3.12 

(Πίκαηαξ 4.ΗΗ). Πμθφ ζδιακηζηυ είκαζ ημ βεβμκυξ υηζ ηαζ ηα εκκέα ακάθμβα ημο SPD-304 

ειθακίγμοκ ιεβαθφηενδ πνμζδεηζηή ζηακυηδηα ζε ζπέζδ ιε ημ SPD-304 (14.1ιΜ). 

 

a/a Compound ID Kd (μΜ) 

1 PRA_2_2_1 5.24 

2 PRA_2_2_2 6.62 

3 PRA_2_2_3 8.71 

4 PRA_2_2_4 4.9 

5 PRA_5_2_8 4.6 

6 PRA_6_2_12 0.7 

7 PRA_6_3_12 4.6 

8 PRA_8_2_8 2.18 

9 PRA_9_2_8 2.82 

10 SPD-304 14.1 

 

Πίλαθαο 4.ΗΗ. πλνπηηθόο πίλαθαο κε ηελ ζηαζεξά δηάζηαζεο (Kd) ησλ ελλέα αλαζηνιέσλ θαη ηνπ SPD-

304. 
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4.9. Ανύχνευςη του αναςταλτικοϑ μηχανιςμοϑ δρϊςησ των SPD-304 
αναλϐγων με την πρωτεϏνη-ςτϐχο RANKL του ανθρώπου 

 

Πνμδβμοιέκςξ, είδαιε υηζ ημ SPD-304 αθθδθεπζδνά ιε ηδ ελςηοηηανζηή RANKL πνςηεΐκδ 

ημο πμκηζημφ ηνμπμπμζχκηαξ ηδκ θοζζηή δζαιυνθςζδ αοηήξ. Δζδζηυηενα, είδαιε υηζ 

πνμηαθεί απμζηαεενμπμίδζδ ημο RANKL ηνζιενμφξ ιε ηαοηυπνμκδ απμδέζιεοζδ ηςκ 

ιμκμιενχκ ιε  πζεακυ επαηυθμοεμ ηδκ αδοκαιία πνυζδεζδξ ζημκ οπμδμπέα RANK πμο 

ζδιαημδμηεί ηδκ δζαθμνμπμίδζδ ηαζ ςνίιακζδ ηςκ μζηεμηθαζηχκ. Οιμίςξ, δ 

πανειπμδζζηζηή δνάζδ ηςκ SPD-304 ακαθυβςκ ζε πεζνάιαηα μζηεμηθαζημβέκεζδξ 

πνδζζιμπμζχκηαξ ακενχπζκμ RANKL ιαξ χεδζε κα δζενεοκήζμοιε ημκ πζεακυ ιδπακζζιυ 

ακαζημθήξ ημο ηνζιενζζιμφ ηδξ ελςηοηηανζηήξ RANKL πνςηεΐκδξ ημο ακενχπμο ζε 

πεζνάιαηα cross-linking ηαζ ακμζμαπμηφπςζδξ.  

Ανπζηά, έβζκε πνμεπχαζδ ημο RANKL ιε ηα ιζηνά ιυνζα ακαζημθείξ ζε δζάθμνεξ ιμνζαηέξ 

ακαθμβίεξ (1:1), (1:3) ηαζ (1:10) δζαηδνχκηαξ ζηαεενή ηδκ πμζυηδηα ημο RANKL. Ζ 

ιμνζαηή ακαθμβία ηςκ ιζηνχκ ιμνίςκ ζε ηάεε ακηίδναζδ πνμεπχαζδξ οπμθμβίζηδηε ιε 

αάζδ ημκ ανζειυ ιμνίςκ ημο RANKL  ακά ηνζιενέξ έηζζ χζηε π.π έκα ιυνζμ ακαζημθέα κα 

ακηζζημζπεί ιε έκα ιυνζμ ηνζιενμφξ ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ (1:1). ε πεζνάιαηα cross-linking 

δμηζιάζαιε ημ SPD-304 ηαζ ηνεζξ ακαζημθείξ: ημ PRA2.2.1, PRA2.2.4 ηαζ PRA8.2.8. 

Απμοζία ηάπμζμο ακαζημθέα δ RANKL πνςηεΐκδ ζπδιαηίγεζ ηακμκζηά  ηνζιενή, δζιενή ηαζ 

ιμκμιενή (1:0). Ακηίεεηα, παναηδνήζαιε υηζ πανμοζία ημο SPD-304 έπμοιε ζηαδζαηά 

αφλδζδ ηςκ δζιενχκ ηαζ ιμκμιενχκ, ζημζπείμ πμο οπμδδθχκεζ  ηδκ φπανλδ αθθδθεπίδναζδξ 

ιε ημ ηνζιενέξ ημο RANKL. Δπίζδξ, υηακ πνμζεέζαιε ημκ ακαζημθέα  PRA2.2.1 

παναηδνήζαιε ζηαδζαηή ιείςζδ ηδξ έκηαζδ ημο ηνζιενμφξ ιε ηαοηυπνμκδ αφλδζδ ηςκ 

ιμκμιενχκ, υζμ αολάκεηαζ δ ακαθμβία ημο ακαζημθέα ζηδκ ακηίδναζδ ιε ηδκ RANKL 

πνςηεΐκδ (Δζη. 4.15Β). Πανυιμζα εζηυκα παναηδνήζαιε υηακ πνμζεέζαιε ημκ ακαζημθέα 

PRA2.2.4 υπμο είκαζ ειθακήξ δ απμδέζιεοζδ ηςκ ιμκμιενχκ ζε ακαθμβία (1:3) ηαζ (1:10) 

(Δζη. 4.15C). Σέθμξ, μ ακαζημθέαξ PRA8.2.8 θαίκεηαζ κα απμζηαεενμπμζεί ζδιακηζηά ημ 

RANKL ηνζιενέξ ηαεχξ ζε ακαθμβία (1:3) ηαζ (1:10) παναηδνμφιε ζδιακηζηή ιείςζδ ηδξ 

έκηαζδξ ημο ηνζιενμφξ ηαζ αφλδζδ ηςκ ιμκμιενχκ (Δζη. 4.15D).  οιπεναζιαηζηά, 

παναηδνμφιε  υηζ μζ ηνεζξ ακαζημθείξ PRA2.2.1, PRA2.2.4 ηαζ PRA8.2.8 ειπθέημκηαζ 

δναζηζηά ζε έκακ πανυιμζμ ιδπακζζιυ απμζηαεενμπμίδζδξ ημο RANKL ηνζιενμφξ υπςξ ημ 

SPD-304 (Δζη. 4.15Α), εκχ πανάθθδθα δίκεζ ιία ενιδκεία ηδξ αδοκαιίαξ ζπδιαηζζιμφ 

μζημηθαζηχκ πανμοζία ηςκ ακαζημθέςκ. 
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Δηθόλα 4.15. Δπίδξαζε ηνπ SPD-304 θαη ησλ SPD-αλαιόγσλ PRA2.2.1, PRA2.2.4 θαη PRA8.2.8 ζηελ 

απειεπζέξσζε κνλνκεξώλ. Πεζνάιαηα cross-linking ηαζ ακμζμαπμηφπςζδ ιεηαλφ RANKL ηαζ (A) SPD-304,  

(B) PRA2.2.1,  (C) PRA2.2.4 ηαζ (D) PRA8.2.8 . Οζ ακαθμβίεξ ακαθένμκηαζ ζηα ιυνζα πνςηεΐκδξ ακά ηνζιενέξ  

πνμξ ηα ιυνζα ακαζημθέα. Ζ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά western έβζκε πνδζζιμπμζχκηαξ έκα πμθοηθςκζηυ 

ακηίζςια πμο ζημπεφεζ ημκ ακενχπζκμ RANKL..ηδκ ανζζηενή πθεονά ηάεε ακμζμαπμηφπςζδξ ζδιεζχκμκηαζ 

βκςζηά ιμνζαηά αάνδ ηαζ ζηδ δελζά μζ εέζεζξ ηςκ ηνζιενχκ (trimers), δζιενχκ (dimers) ηαζ ιμκμιενχκ 

(monomers). 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 5. ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ ΜΕΡΟ 30: Nϋα μοντϋλα 
οςτεοπϐρωςησ που υπερεκφρϊζουν το huRANKL 

 

5.1 Δημιουργύα διαγονιδιακών ποντικών για το γονύδιο RANKL του 
ανθρώπου  
 

Ζ δδιζμονβία δζαβμκζδζαηχκ πμκηζηχκ πμο οπενεηθνάγμοκ ημκ RANKL ημο ακενχπμο 

απμηέθεζε ζηυπμ ζηδκ ενεοκδηζηή μιάδα ηδξ Γν Δθέκδξ Νημφκδ ηαεχξ ήηακ έηδδθδ δ 

απμοζία εκυξ ακηίζημζπμο δζαβμκζδζαημφ ιμκηέθμο ζηδκ ααζζηή ηαζ εθανιμζιέκδ ένεοκα. Ζ 

δδιζμονβία εκυξ RANKL δζαβμκζδζαημφ ιμκηέθμο ζημπεφεζ κα αμδεήζεζ ζηδκ ηαηακυδζδ 

παεμθμβζηχκ ιδπακζζιχκ πμο δζέπεζ δ οπενέηθναζδ ημο RANKL  ηαζ  επζπθέμκ πζεακυκ κα 

απμηεθέζεζ έκα ηαηάθθδθμ πνυηοπμ πεζναιαηζηυ ιμκηέθμ βζα ηδκ αλζμθυβδζδ κέςκ 

ακαζημθέςκ ημο  RANKL. 

Γζα κα επζηφπμοιε θοζζμθμβζηυ πνυηοπμ έηθναζδξ ημο RANKL βμκζδίμο ημο ακενχπμο 

(huRANKL) ζε δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα (TghuRANKL), επζθέλαιε κα πνδζζιμπμζήζμοιε έκα 

βεκςιζηυ ηιήια 200kb πμο πενζεθάιαακε ημ huRANKL βμκίδζμ ημ μπμίμ απμιμκχεδηε απυ 

έκα ηθχκμ ααηηδνζαημφ ηεπκδημφ πνςιμζχιαημξ (Bacterial Artificial Chromosome, BAC). 

Σα δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα πμο θένμοκ ηυζμ ιεβάθεξ βμκζδζςιαηζηέξ ηαηαζηεοέξ, υπςξ μζ 

BAC ηθχκμζ, θαίκεηαζ υηζ αημθμοεμφκ έκα θοζζμθμβζηυ πνυηοπμ οπενέηθναζδξ ημο 

δζαβμκζδίμο ηαζ δ έηθναζδ είκαζ ακάθμβδ ημο ανζειμφ ηςκ ακηζβνάθςκ ημο δζαβμκζδίμο ηαζ 

ακελάνηδηδ απυ θαζκυιεκα επίδναζδ εέζδξ (van Keuren et al. 2009). Απυ έκακ  BAC ηθχκμ 

(RP11‐86N24, ImaGenes GmbH, Berlin, Germany) έβζκε απμιυκςζδ ιζαξ 200kb βεκςιζηήξ 

πενζμπήξ φζηενα απυ πέρδ ιε NotI, δ μπμία πενζέπεζ ηζξ ηςδζηέξ πενζμπέξ ημο huRANKL 

βμκζδίμο ηαεχξ ηαζ υθεξ ηζξ νοειζζηζηέξ πενζμπέξ ηυζμ ζηδκ 5‟ υζμ ηαζ ζηδκ 3‟ πενζμπή (Δζη. 

5.1Α). Αημθμφεςξ, έβζκακ ιζηνμεκέζεζξ ζε πνμπονήκεξ βμκζιμπμζδιέκςκ ςανίςκ (Douni et 

al., 2004), υπμο ηεθζηχξ παναθάααιε 4 δζαβμκζδζαημφξ ζδνοηέξ (founders): Tg5516, Tg5519, 

Tg5520 ηαζ  Tg5521 μζ μπμίμζ έθενακ ημ δζαβμκίδζμ. Ο δζαβμκζδζαηυξ ζδνοηήξ Tg5521 ήηακ 

ιςζασηυξ ηαζ δεκ ιεθεηήεδηε πεναζηένς, εκχ μ Σg5520 δεκ έδςζε πμηέ απμβυκμοξ. Έηζζ, 

επζηεκηνςεήηαιε ζηδκ ιεθέηδ ηςκ δφμ δζαβμκζδζαηχκ ζδνοηχκ Tg5516 ηαζ Tg5519 ηαεχξ  

ήηακ βυκζιμζ ηαζ έδζκακ απμβυκμοξ (Δζη. 5.1Β). 
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Δηθόλα 5.1. Γεκηνπξγία δηαγνληδηαθώλ πνληηθώλ πνπ θέξνπλ ην γνλίδην huRANKL. (A) Σμ βεκςιζηυ ηιήια 

πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηζξ ιζηνμεκέζεζξ ζε πνμπονήκεξ βμκζιμπμζδιέκςκ ςανίςκ. Με πμνημηαθί 

πανζζηάκεηαζ δ ηςδζηή πενζμπή, ηαζ ιε ηίηνζκμ μζ πενζμπέξ εηαηένςεεκ. Ακαβνάθμκηαζ επίζδξ ηα ιεβέεδ ηςκ 

ηιδιάηςκ ζε kb. (Β) Ακηίδναζδ PCR ακίπκεοζδξ ημο δζαβμκζδίμο ζημοξ δζαβμκζδζαημφξ ζδνοηέξ, ιε πνήζδ εκυξ 

γεφβμοξ εηηζκδηχκ πμο οανζδίγεζ ζημ 5‟ ημο huRANKL αθθά υπζ ζε εηείκμ ημο πμκηζημφ. DNA απυ ημ BAC 

ηθχκμ πνδζζιμπμζήεδηε ςξ εεηζηυξ ιάνηοναξ εκχ DNA απυ έκα άβνζμο ηφπμο C57BL/6 πμκηίηζ 

πνδζζιμπμζήεδηε ςξ ανκδηζηυξ ιάνηοναξ. 

 

ε δζαζηαονχζεζξ εδναίςζδξ ηςκ ζεζνχκ μζ δζαβμκζδζαημί ζδνοηέξ  Tg5516 ηαζ Tg5519 

ιεηααίααζακ ημ δζαβμκίδζμ ζε ακαθμβία 50% ηαζ ζηα δφμ θφθα ζφιθςκα ιε ηζξ ακαιεκυιεκεξ 

ιεκηεθζακέξ ακαθμβίεξ. Ο πνχημξ παναηηδνζζιυξ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ ζεζνχκ επζηεκηνχεδηε 

ζημκ πνμζδζμνζζιυ ημο ανζειμφ ηςκ ακηζβνάθςκ ημο δζαβμκζδίμο πμο θένμοκ. Με πμζμηζηή 

ακάθοζδ PCR πναβιαηζημφ πνυκμο (qPCR) πνδζζιμπμζχκηαξ έκα γεοβάνζ εηηζκδηχκ πμο 

οανζδίγεζ ηυζμ ζημ huRANKL υζμ ηαζ ζημ RANKL ημο πμκηζημφ (muRANKL), έβζκε 

πνμζδζμνζζιυξ ημο ανζειμφ ηςκ ακηζβνάθςκ βζα ηζξ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ Tg5516 ηαζ 

Tg5519. Καηανπήκ, ζε υθα ηα πμκηίηζα (WT, Tg5516, Tg5519) εκημπίγμκηαζ ηα 2 ακηίβναθα 

ημο εκδμβεκμφξ muRANKL βμκζδίμο. Ζ δζαβμκζδζαηή ζεζνά Tg5516 θένεζ επζπθέμκ έκα 

ακηίβναθμ ημο huRANKL εκχ δ Tg5519 δέηα επζπθέμκ ακηίβναθα (Δζη. 5.2). 
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οιπεναζιαηζηά, ηαηαηάζζμοιε ηζξ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ ζε δφμ ηαηδβμνίεξ ακάθμβα ιε ημκ 

ανζειυ ακηζβνάθςκ: δ δζαβμκζδζαηή ζεζνά ηδκ Tg5516  παναηηδνίγεηαζ ςξ παιδθμφ ανζειμφ 

ακηζβνάθςκ (low copy) εκχ δ Tg5519 ςξ ορδθμφ ανζειμφ ακηζβνάθςκ (high copy). 

 

 

 

 

Δηθόλα 5.2. Αξηζκόο αληηγξάθσλ ηνπ δηαγνλίδηνπ ζηηο δηαγνληδηαθέο ζεηξέο Tg5516 θαη Tg5519. Με πνήζδ 

qPCR, έβζκε πνμζδζμνζζιυξ ημο ζοκμθζημφ ανζειμφ ηςκ ακηζβνάθςκ (cn=copy number) ημο RANKL ηυζμ ημο 

δζαβμκζδίμο (huRANKL) ζηζξ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ Tg5516 ηαζ Tg5519 (n=8-9  ακά μιάδα) υζμ ηαζ ημο 

εκδμβεκμφξ muRANKL. 

 

5.2 Ποςοτικό ανϊλυςη των επιπϋδων ϋκφραςησ του γονιδύου RANKL 
του ανθρώπου και του ποντικοϑ ςτα Tg5516 και Tg5519 ποντύκια   
 

Με αάζδ ημκ ανζειυ ηςκ ακηζβνάθςκ πμο θένμοκ μζ δφμ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ Tg5516 ηαζ 

Tg5519 ακαιέκμοιε δζαθμνεηζηά επίπεδα έηθναζδξ ημο δζαβμκζδίμο huRANKL ζοβηνζηζηά 

ιεηαλφ ημοξ. Έηζζ, πναβιαημπμζήεδηε ακάθοζδ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ημο βμκζδίμο 

huRANKL ζε δζάθμνμοξ ζζημφξ υπςξ μζηά, εβηέθαθμ, εφιμ, ζπθήκα, ήπαν, κεθνυ, 

πκεφιμκα ηαζ ηανδζά ακάιεζα ζηζξ δφμ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ πνδζζιμπμζχκηαξ έκα γεοβάνζ 

εηηζκδηχκ πμο οανζδίγεζ ιυκμ ιε ημ βμκίδζμ huRANKL. Σα απμηεθέζιαηά ιαξ δείπκμοκ υηζ δ 

Tg5519 δζαβμκζδζαηή ζεζνά (high copy) ειθακίγεζ ηα ορδθυηενα  επίπεδα έηθναζδξ ημο 

ακενχπζκμο RANKL ζε υθμοξ ημοξ πνμξ ελέηαζδ ζζημφξ-υνβακα ζε ζπέζδ ιε ηδκ Tg5516 

δζαβμκζδζαηή ζεζνά (low copy). Δζδζηυηενα, παναηδνμφιε ηα ορδθυηενα επίπεδα έηθναζδξ 

ζε μζηά, εβηέθαθμ, ζπθήκα ηαζ κεθνά (Δζη. 5.3Α).  
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Δπζπθέμκ, πνμζδζμνίζαιε ημ πνυηοπμ έηθναζδξ ημο εκδμβεκμφξ βμκζδίμο muRANKL ζημοξ 

ίδζμοξ πνμξ ελέηαζδ ζζημφξ ζε άβνζμο ηφπμο πμκηίηζα δθζηίαξ 2 ιδκχκ πνδζζιμπμζχκηαξ έκα 

γεοβάνζ εηηζκδηχκ πμο οανζδίγεζ ηυζμ ζημ huRANKL υζμ ηαζ ζημ muRANKL. Σα 

απμηεθέζιαηα δείπκμοκ υηζ ημ βμκίδζμ muRANKL ειθακίγεζ ημ ίδζμ πνυηοπμ έηθναζδξ ιε ημ 

δζαβμκίδζμ ζε υθμοξ ημοξ ζζημφξ ιε ορδθυηενα επίπεδα έηθναζδξ ζε μζηά, εβηέθαθμ ηαζ 

ζπθήκα (Δζη. 5.3Β). οιπεναζιαηζηά, θμζπυκ αθέπμοιε υηζ ημ πνυηοπμ έηθναζδξ ημο 

δζαβμκζδίμο huRANKL ζε υθμοξ ημοξ ζζημφξ ζηζξ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ Tg5516 ηαζ Tg5519 

αημθμοεεί ημ ίδζμ θοζζμθμβζηυ πνυηοπμ έηθναζδξ ημο εκδμβεκμφξ muRANKL. 

 

 

 

Δηθόλα 5.3. πγθξηηηθή αλάιπζε ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ηνπ huRANKL ζε δηάθνξνπο ηζηνύο κεηαμύ ησλ  

Tg5516 θαη Tg5519 πνληηθώλ θαη πξόηππν έθθξαζεο ηνπ muRANKL. (Α) Πμζμηζηή ακάθοζδ ιε qPCR ηςκ 

επζπέδςκ έηθναζδξ ημο huRANKL βμκζδίμο ιεηαλφ πμκηζηχκ ηςκ Tg5516 ηαζ Tg5519 δζαβμκζδζαηχκ ζεζνχκ 

δθζηίαξ 2 ιδκχκ (n=3, ακά μιάδα) ζε δζάθμνμοξ ζζημφξ υπςξ μζηά, εβηέθαθμ, ζπθήκα, κεθνυ, πκεφιμκα, 

ηανδζά, ήπαν ηαζ εφιμ. (Β) Πμζμηζηή ακάθοζδ ιε qPCR ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ημο εκδμβεκμφξ muRANKL 
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βμκζδίμο ζε άβνζμο ηφπμο πμκηίηζα δθζηίαξ 2 ιδκχκ ζε δζάθμνμοξ ζζημφξ ζζημφξ υπςξ μζηά, εβηέθαθμ, ζπθήκα, 

κεθνυ, πκεφιμκα, ηανδζά, ήπαν ηαζ εφιμ (n=3, ακά μιάδα). Σα απμηεθέζιαηα ειθακίγμκηαζ ςξ ιέζμζ υνμζ ± 

ηοπζηυ ζθάθια (*p<0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001).   

 

Γζα κα επζηεοπεεί ιία ζοβηνζηζηή ακάθοζδ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ημο huRANKL 

δζαβμκζδίμο ηαζ ημο εκδμβεκμφξ muRANKL βμκζδίμο ζε δζάθμνμοξ ζζημφξ ηςκ Tg5516, 

Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ πνδζζιμπμζήζαιε έκα γεοβάνζ εηηζκδηχκ πμο οανζδίγεζ ηυζμ ιε ημ  

huRANKL υζμ ηαζ ημ muRANKL. Ζ ακάθοζδ πναβιαημπμζήεδηε ιεηαλφ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ 

ζεζνχκ Tg5516, Tg5519 ηαζ άβνζμο ηφπμο WT πμκηίηζα δθζηίαξ 2 ιδκχκ ζημοξ ζζημφξ πμο 

πνμακαθένεδηακ. Παναηδνήζαιε υηζ ηα Tg5516 πμκηίηζα ειθακίγμοκ ζδιακηζηά ορδθυηενα 

επίπεδα έηθναζδξ ημο RANKL ζε ζπέζδ ιε ηα άβνζμο ηφπμο πμκηίηζα ζε ανηεημφξ ζζημφξ 

υπςξ εβηέθαθμ, κεθνυ, πκεφιμκα, ηανδζά ηαζ ήπαν. Δπίζδξ, ηα Tg5519 πμκηίηζα 

οπενεηθνάγμοκ ημκ RANKL ζε υθμοξ ημοξ ζζημφξ ζοβηνζηζηά ιε ηα Tg5516 ηαζ ηα WT 

πμκηίηζα (Δζη. 5.4). 

 

 

 

Δηθόλα 5.4. πγθξηηηθή αλάιπζε ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ηνπ RANKL ζε δηάθνξνπο ηζηνύο κεηαμύ 

Tg5516, Tg5519 θαη WT πνληηθώλ. Πμζμηζηή ακάθοζδ ιε qPCR ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ημο RANKL 

βμκζδίμο( ακενχπμο ηαζ πμκηζημφ) ιεηαλφ ηςκ Tg5516, Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ δθζηίαξ 2 ιδκχκ (n=3, ακά 

μιάδα) ζε δζάθμνμοξ ζζημφξ υπςξ μζηά, εβηέθαθμ, ζπθήκα, κεθνυ, πκεφιμκα, ηανδζά, ήπαν ηαζ εφιμ. Σα 

απμηεθέζιαηα ειθακίγμκηαζ ςξ ιέζμζ υνμζ ± ηοπζηυ ζθάθια (*p<0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001).   
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Χζηυζμ, δ οπενέηθναζδ ημο huRANKL ζηζξ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ  δεκ βκςνίγμοιε ακ 

επδνεάγεζ ηα επίπεδα έηθναζδξ ημο εκδμβεκμφξ muRANKL. Έηζζ πνδζζιμπμζχκηαξ έκα 

γεοβάνζ εηηζκδηχκ πμο οανζδίγεζ ιυκμ ιε ηo muRANKL εεθήζαιε κα δζενεοκήζμοιε ακ 

δζαθμνμπμζμφκηαζ ηα επίπεδα έηθναζδξ ημο εκδμβεκμφξ RANKL ζηα δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα 

ζε ζπέζδ ιε ημο άβνζμο ηφπμο πμκηίηζα. Δζδζηυηενα ζημοξ ζζημφξ πμο παναηδνμφιε ηα 

ορδθυηενα επίπεδα έηθναζδξ ημο δζαβμκζδίμο υπςξ ηα μζηά ηαζ ημκ ζπθήκα, παναηδνμφιε 

υηζ δεκ ιεηααάθθμκηαζ ηα επίπεδα έηθναζδξ ημο εκδμβεκμφξ muRANKL βμκζδίμο ιεηαλφ 

δζαβμκζδζαηχκ πμκηζηχκ ηαζ άβνζμο ηφπμο πμκηζηχκ ηυζμ ζηα μζηά υζμ ηαζ ζηδκ ζπθήκα 

(Δζη. 5.5Α).  

Δπίζδξ, εεθήζαιε κα δζενεοκήζμοιε πζεακή αθθαβή ζηα επίπεδα έηθναζδξ ημο θοζζημφ 

ακαζημθέα ηδξ RANKL ημο OPG θυβς ηδξ οπενέηθναζδξ ημο δζαβμκζδίμο ιεηαλφ ηςκ 

Tg5516, Tg5519 ηαζ ηςκ άβνζμο ηφπμο πμκηζηχκ. Έηζζ, ιεθεηήζαιε ηα επίπεδα έηθναζδξ ημο 

OPG βμκζδίμο ημο πμκηζημφ ζηα μζηά ηαεχξ εηεί εκημπίγμοιε ηδκ ιεβαθφηενδ έηθναζδ ημο 

huRANKL δζαβμκζδίμο. Παναηδνήζαιε υηζ δεκ οπάνπεζ ηάπμζα δζαθμνά ζηα επίπεδα 

έηθναζδξ ημο OPG βμκζδίμο ιεηαλφ Tg5516 ηαζ WT πμκηζηχκ, εκχ εκημπίγεηαζ αφλδζδ ζηα 

επίπεδα έηθναζδξ ημο OPG ζηα Tg5519 πμκηίηζα πενίπμο 3 θμνέξ ζε ζπέζδ ιε ηα WT 

πμκηίηζα (Δζη. 5.5Β). Ζ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ημο OPG βμκζδίμο ίζςξ απμηεθεί 

έκακ ιδπακζζιυ ανκδηζηήξ νφειζζδξ έκακηζ ηδξ οπενέηθναζδξ ημο huRANKL δζαβμκζδίμο ιε 

ζημπυ ηδκ  ελζζμννυπδζδ ηδξ μζηζηήξ απχθεζαξ.  

 

 

 

Δηθόλα 5.5. πγθξηηηθή αλάιπζε ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ηνπ ελδνγελνύο RANKL θαη OPG γνληδίνπ. (Α) 

Πμζμηζηή ακάθοζδ ιε qPCR ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ημο βμκζδίμο muRANKL ζηα μζηά ηαζ ηoκ ζπθήκα ιεηαλφ 

Tg5516, Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ δθζηίαξ 2 ιδκχκ (n=3, ακά μιάδα). (Β) Πμζμηζηή ακάθοζδ ιε qPCR ηςκ 

επζπέδςκ έηθναζδξ ημο OPG βμκζδίμο ζηα μζηά ιεηαλφ Tg5516, Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ δθζηίαξ 2 ιδκχκ 

(n=3, ακά μιάδα). Σα απμηεθέζιαηα ειθακίγμκηαζ ςξ ιέζμζ υνμζ ± ηοπζηυ ζθάθια (*p<0.05).    
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Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ ακαθένμοκ υηζ ηα μζηεμηφηηανα, δδθαδή μζ χνζιμζ μζηεμαθάζηεξ πμο 

ανίζημκηαζ «παβζδεοιέκμζ» ιέζα ζηα μζηά, απμηεθμφκ ηδκ ηφνζα πδβή έηθναζδξ ημο 

RANKL (Nakashima et al. 2011), ηάηζ ημ μπμίμ εεθήζαιε κα εθέβλμοιε ζηα TgRANKL 

δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα. Ο πεζναιαηζηυξ ζπεδζαζιυξ πμο αημθμοεήζαιε πενζθαιαάκεζ ηδκ 

ζοβηνζηζηή ακάθοζδ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ημο δζαβμκζδίμο huRANKL ζηα ηφηηανα ημο 

ιοεθμφ ηςκ μζηχκ ηαζ ζηα μζηά υπμο έπεζ βίκεζ ελχεδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ημο ιοεθμφ ηςκ 

μζηχκ μπυηε μ ηφνζμξ ηοηηανζηυξ ηφπμξ είκαζ ηα μζηεμηφηηανα. Υνδζζιμπμζχκηαξ έκα 

γεοβάνζ εηηζκδηχκ πμο οανζδίγεζ ιυκμ ιε ημ εκδμβεκέξ muRANKL παναηδνήζαιε υηζ ηα 

επίπεδα έηθναζδξ ημο RANKL ζηα μζηά είκαζ ζδιακηζηά ορδθυηενα ζε ζπέζδ ιε ηα 

ηφηηανα ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ, εκχ ακαθφμκηαξ ζημοξ ίδζμοξ ζζημφξ ηα επίπεδα ημο RANKL 

ηυζμ ημο πμκηζημφ υζμ ηαζ ημο ακενχπμο ακάιεζα ζε άβνζμο ηφπμο πμκηίηζα, Tg5516 ηαζ 

Tg5519 δζαπζζηχζαιε υηζ ηα ορδθυηενα επίπεδα έηθναζδξ εκημπίγμκηαζ ζηδ ζεζνά Tg5519. 

 

                                                                                                                  

 

 

Δηθόλα  5.6. Ο RANKL εθθξάδεηαη θπξίσο ζηα νζηά ησλ καθξώλ νζηώλ ηόζν ζηα δηαγνληδηαθά Tg5516 

θαη Tg5519 πνληίθηα όζν θαη ζηα άγξηνπ ηύπνπ πνληίθηα. Πμζμηζηή ακάθοζδ ιε qPCR ηςκ επζπέδςκ 

έηθναζδξ ημο (Α) muRANKL ηαζ (Β) RANKL (ακενχπμο ηαζ πμκηζημφ) ζηα ηοηηάνα ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ 

ηαζ ηα ιαηνά μζηά ιεηαλφ ηςκ Tg5516, Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ δθζηίαξ 2 ιδκχκ (n=3, ακά μιάδα). Σα 

απμηεθέζιαηα ειθακίγμκηαζ ςξ ιέζμζ υνμζ ± ηοπζηυ ζθάθια (*p<0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001).   
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5.3  Υαινοτυπικϐσ χαρακτηριςμϐσ των Tg5516 ποντικών 
 

Σα Tg5516 πμκηίηζα δεκ πανμοζζάγμοκ ηάπμζα θαζκμηοπζηή ή ζςιαηζηή δζαθμνά ζε ζπέζδ 

ιε ηα άβνζμο ηφπμο αδένθζα ημοξ, είκαζ βυκζια ηαζ ιεηααζαάγμοκ ημ δζαβμκίδζμ ηακμκζηά 

ζηδκ επυιεκδ βεκεά ζε ακαθμβία 50% ηαζ ζηα δφμ θφθα. Σα Σg5516 πμκηίηζα ειθακίγμοκ 

ορδθά επίπεδα έηθναζδξ ημο δζαβμκίδζμο huRANKL ζηα μζηά, βεβμκυξ πμο ιαξ μδήβδζε 

ζηδκ ζζημθμβζηή ακάθοζδ ηςκ ιαηνχκ μζηχκ ηαζ εζδζηυηενα ημο άκς ιδνζαίμο. Ζ ζζημθμβζηή 

ιεθέηδ ζηα μζηά ηςκ Σg5516 πμκηζηχκ πενζεθάιαακε ηδκ απμιυκςζδ ηαζ πνμεημζιαζία 

θεπηχκ ημιχκ ημο ζζπίμο πάπμοξ 5ιm απυ ηνεζξ δζαθμνεηζηέξ δθζηίεξ ηςκ Σg5516 πμκηζηχκ, 

4 εαδμιάδςκ, 2 ιδκχκ ηαζ 3 ιδκχκ, ηαζ πνχζδ ιε αζιαημλοθίκδ/δςζίκδ βζα ζζημθμβζηή 

παναηήνδζδ ημο ζπμββχδμοξ ηαζ θθμζχδμοξ μζημφ. Ζ ζζημθμβζηή ακάθοζδ έδεζλε υηζ ηα 

Tg5516 πμκηίηζα, ανζεκζηά ηαζ εδθοηά, απυ ηδκ δθζηία ηςκ 2 ιδκχκ ειθακίγμοκ ζδιακηζηή 

ιείςζδ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ δ μπμία βίκεηαζ αηυιδ πζμ 

ειθακήξ ζε δθζηία 3 ιδκχκ (Δζη. 5.7). Ακηίεεηα, ηα Tg5516 πμκηίηζα δεκ ειθακίγμοκ ηάπμζα 

αθθμίςζδ ζηδκ δμιή ημο θθμζχδμοξ μζημφ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιέζμ-ιεηάθοζδξ ηαζ δζάθοζδξ 

ημο ιδνζαίμο ζε ζπέζδ ιε ηα WT αδένθζα ημοξ.  

οκμρίγμκηαξ ηα παναπάκς απμηεθέζιαηα ζοιπεναίκμοιε υηζ ηα Σg5516 δζαβμκζδζαηά 

πμκηίηζα πανμοζζάγμοκ ζημζπεία ήπζαξ μζηεμπυνςζδξ πμο παναηηδνίγεηαζ απυ αολδιέκδ 

μζηζηή απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ. 

 

Δηθόλα 5.7. Μείσζε ηνπ ζπνγγώδνπο νζηνύ ζηα Tg5516 πνληίθηα ειηθίαο 2 θαη 3 κελώλ. 

Ακηζπνμζςπεοηζηέξ θςημβναθίεξ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ ηδξ ηεθαθήξ ημο ιδνζαίμο υπμο δζαηνίκεηαζ δ 

απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζηα Tg5516 ζε ζπέζδ ιε ηα WT πμκηίηζα δθζηίαξ 4 εαδμιάδςκ, 2 ιδκχκ ηαζ 3 

ιδκχκ. Υνχζδ αζιαημλοθίκδ/δςζίκδ , ηθίιαηα ζηζξ θςημβναθίεξ 500ιm. 
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5.4  Ποςοτικό ανϊλυςη του ςπογγώδουσ οςτοϑ ςτα Tg5516 
ποντύκια με μικροτομογραφύα  
 

Σα παναπάκς ζζημθμβζηά εονήιαηα επζαεααζχεδηακ πεναζηένς ιε ιζηνμημιμβναθία ορδθήξ 

δζαηνζηζηήξ ακάθοζδξ πμο πναβιαημπμζήεδηε ζε ζοκενβαζία ιε ημκ ηαεδβδηή Pierre Jurdic 

απυ ημ Πακεπζζηήιζμ ηδξ Λοχκ, ακαθφμκηαξ δζάθμνεξ παναιέηνμοξ πμο πνμζδζμνίγμοκ 

πμζμηζηά ηαζ πμζμηζηά ηδ ζπμββχδδ ηαζ θθμζχδδ ιμίνα ηςκ μζηχκ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, 

ανπζηά ζε Tg5516 πμκηίηζα δθζηίαξ 4 εαδμιάδςκ ηαζ 3 ιδκχκ (ανζεκζηά ηαζ εδθοηά)  έβζκε 

ακάθοζδ ηςκ μζηζηχκ παναιέηνςκ ζηδκ πενζμπή ηδξ ηεθαθήξ ημο ιδνζαίμο υπμο 

πνμζδζμνίζηδηε δ πμζμζηζαία ακαθμβία ημο ζπμβββχδμοξ μζημφ (BV/TV %) δ μπμία 

ειθακίγεζ ιείςζδ πενίπμο 2.5 θμνέξ. Δπίζδξ, ζδιακηζηά ιεζςιέκμξ ειθακίγεηαζ μ ανζειυξ 

ηςκ ιζηνμδμηίδςκ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ (Trabecular number, Σb. N) πενίπμο 50% εκχ ημ 

δίηηομ ηςκ ιζηνμδμηίδςκ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ πανμοζζάγεζ πζμ εηηεκή δζαζπμνά 

(Trabecular separation, Σb. S) πενίπμο 150% ζε ζπέζδ ιε ηζξ ακηίζημζπεξ παναιέηνμοξ ηςκ  

WT πμκηζηχκ (Δζη. 5.8A). Ζ ιζηνμημιμβναθία απμηαθφπηεζ επίζδξ μζηζηή απχθεζα ημο 

ζπμββχδμοξ ζηα Tg5516 πμκηίηζα ζε δθζηία 2 ιδκχκ (Δζη. 5.9). 

Ακάθοζδ ημο θθμζχδμοξ μζημφ ζηδκ πενζμπή ηδξ δζάθοζδξ ημο ιδνζαίμο δεκ απμηάθορε 

ηάπμζα δζαθμνά ιεηαλφ ηςκ Tg5516 ηαζ WT πμκηζηχκ ακαθφμκηαξ ηυζμ ημ πάπμξ (Ct. th.) 

υζμ ηαζ ηδκ μζηζηή ιάγα ημο θθμζχδμοξ μζημφ (Ct. Bv) (Δζη. 5.8B-C). 
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Δηθόλα  5.8. Οζηηθή απώιεηα ζην ζπνγγώδεο νζηό ησλ Tg5516 πνληηθώλ. (Α) Πμζμηζηή ακάθοζδ ιε 

ιζηνμημιμβναθία ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ ημο ιδνζαίμο ιεηαλφ Tg5516 ηαζ WT 

πμκηζηχκ δθζηίαξ 3 ιδκχκ (n=7, ακά μιάδα ηαζ θφθμ). BV/TV (υβημξ ζπμββχδμοξ/ζοκμθζηυξ υβημξ ημο μζημφ, 

%), Tb.N (ανζειυξ ιζηνμδμηίδςκ ημο ζπμββχδμοξ ακά mm), Tb.S  (δζαζπμνά ημο ζπμββχδμοξ, mm).  (B) 

Πμζμηζηή ακάθοζδ ιε ιζηνμημιμβναθία ημο θθμζχδμοξ μζημφ ζηδκ πενζμπή ηδξ δζάθοζδξ ημο ιδνζαίμο ιεηαλφ 

Tg5516 ηαζ WT πμκηζηχκ δθζηίαξ 3 ιδκχκ (n=5, ακά θφθμ). Ct.BV (υβημξ ημο θθμζχδμοξ μζημφ, mm
3
), Ct.Σh 

(πάπμξ ημο θθμζχδμοξ, mm). (C) Ακηζπνμζςπεοηζηέξ εβηάνζζεξ ημιέξ  ημο θθμζχδμοξ μζημφ ζηδκ πενζμπή ηδξ 

δζάθοζδξ απυ Tg5516 ηαζ WT πμκηίηζα ιε ιζηνμημιμβνάθμ. Σα βναθήιαηα δείπκμοκ ημοξ ιέζμοξ υνμοξ ± 

ηοπζηυ ζθάθια; **p<0.01, *** p<0.001. 
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Δηθόλα 5.9. Δπηκήθεηο θαη εγθάξζηεο εηθόλεο ηεο πεξηνρήο ηνπ κεξηαίνπ από Tg5516 θαη WT πνληίθηα 

ειηθίαο 2 κελώλ κε κηθξνηνκνγξάθν πςειήο αλάιπζεο ηύπνπ Skyscan1172. άνςζδ ιε ακάθοζδ 6ιm ηαζ 

απεζηυκζζδ ηδξ πενζμπήξ ηδξ ηεθαθήξ ημο ιδνζαίμο απυ Tg5516 ηαζ WT πμκηίηζα δθζηίαξ 2 ιδκχκ υπμο 

δζαηνίκεηαζ ζδιακηζηή ιείςζδ ημο πθέβιαημξ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ  (επζιήηδξ 

ηαζ εβηάνζζα απεζηυκζζδ ηδξ  πενζμπήξ ηδξ ιεηάθοζδξ ημο ζζπίμο). Οζ εζηυκεξ επελενβάζηδηακ ιέζς ημο 

θμβζζιζημφ Dataviewer ηδξ Brucker.  

 

 

Πένα απυ ηα ιαηνά μζηά ημο ιδνζαίμο πναβιαημπμζήζαιε ακάθοζδ ηαζ ζημκ 5
μ
 ζπυκδοθμ 

ηδξ μζθοζηήξ ιμίναξ ιεηνχκηαξ ημ ζπμββχδεξ μζηυ πμο ηονίςξ εκημπίγεηαζ ζημ ζχια ημο 

ζπυκδοθμο (Δζη. 5.10) πνδζζιμπμζχκηαξ ημκ ιζηνμημιμβνάθμ ηφπμο Skyscan1172 πμο 

ανίζηεηαζ ζηζξ εβηαηαζηάζεζξ ημο Δ.ΚΔ.Β.Δ. Αθ.Φθέιζβη. Ζ ακάθοζδ έδεζλε υηζ ηα Tg5516 

πμκηίηζα δθζηίαξ 2 ιδκχκ ειθακίγμοκ ιείςζδ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζημ ζχια ημο 5
μο

 ηαζ 

6
μο

  ζπυκδοθμο ζε ζπέζδ ιε ηα WT ηαζ εζδζηυηενα παναηδνήεδηε ιείςζδ ηδξ ακαθμβίαξ 

BV/TV ημο ζπμββχδμοξ μζημφ πενίπμο 50%, ιείςζδ ημο ανζειμφ ηςκ ιζηνμδμηίδςκ ημο 

ζπμββχδμοξ πενίπμο 47% ηαζ αφλδζδ ηδξ δζαζπμνάξ ημο πθέβιαημξ ιζηνμδμηίδςκ ζημ 

ζπμββχδεξ μζηυ πενίπμο 60% (Δζη. 5.10Α-Β). 
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Δηθόλα 5.10. Πνζνηηθνπνίεζε κε κηθξνηνκνγξαθία ηεο νζηηθήο απώιεηαο ησλ ζπνλδύισλ ηεο νζθπηθήο 

κνίξαο ησλ Tg5516 πνληηθώλ. (A) Πμζμηζηή ακάθοζδ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζημ ηεκηνζηυ ζχια ημο 5
μο

 

ζπυκδοθμο ηδξ μζθοζηήξ ιμίναξ ιεηαλφ ανζεκζηχκ Tg5516 ηαζ WT πμκηζηχκ δθζηίαξ 2 ιδκχκ (n=5, ακά 

μιάδα). BV/TV (υβημξ ζπμββχδμοξ/ζοκμθζηυξ υβημξ, %), Tb.N (ανζειυξ ιζηνμδμηίδςκ ημο ζπμββχδμοξ ακά 

mm), Tb.S (δζαζπμνά ημο ζπμββχδμοξ, mm), Tb.Th. (πάπμξ ημο ζπμββχδμοξ, mm). (Β) Ακηζπνμζςπεοηζηέξ 

εζηυκεξ ημο 5
μο

 ηαζ 6
μο

  ζπυκδοθμο ηδξ μζθοζηήξ ιμίναξ ιε ιζηνμημιμβνάθμ ορδθήξ ακάθοζδξ Skyscan1172 

ηδξ Brucker. άνςζδ ιε ακάθοζδ 6ιm ηαζ απεζηυκζζδ ζηδ ζεζνά ημο 5
μο

 ηαζ 6
μο

 ζπυκδοθμο ηδξ μζθοζηήξ 

ιμίναξ υπμο δζαηνίκεηαζ δ ιείςζδ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζημ ζχια ηςκ ζπμκδφθςκ ιεηαλφ ηςκ Tg5516 ηαζ 

WT πμκηζηχκ δθζηίαξ 2 ιδκχκ (επζιήηδξ ηαζ εβηάνζζα απεζηυκζζδ ηςκ ζπμκδφθςκ ηδξ μζθοζηήξ ιμίναξ). Οζ 

εζηυκεξ επελενβάζηδηακ ιέζς ημο θμβζζιζημφ Dataviewer ηδξ Brucker. Σα βναθήιαηα δείπκμοκ ημοξ ιέζμοξ 

υνμοξ ± ηοπζηυ ζθάθια; **p<0.01, *** p<0.001. 
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5.5  Υαινοτυπικϐσ χαρακτηριςμϐσ των Tg5519 ποντικών 
 

Δκχ ηα Tg5519 πμκηίηζα δεκ ειθακίγμοκ ηάπμζμ μναηή θαζκμηοπζηή πανέηηθζζδ, ςζηυζμ  

πνμπςνήζαιε ζε ζζημθμβζηή παναηήνδζδ ηδξ ιζηνμδμιήξ ηαζ ζοκεηηζηυηδηαξ ημο 

ζπμββχδμοξ ηαζ θθμζχδμοξ μζημφ ημο ιδνζαίμο ηαεχξ δ ζοβηνζηζηή ακάθοζδ ηςκ επζπέδςκ 

έηθναζδξ ημο δζαβμκζδίμο huRANKL ζηα μζηά έδεζλε ζδιακηζηή αφλδζδ. Ηζημθμβζηή 

ακάθοζδ ηςκ ιαηνχκ μζηχκ ηαζ εζδζηυηενα ηδξ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ ημο ιδνζαίμο ζηα 

Σg5519 πμκηίηζα δθζηίαξ 4 εαδμιάδςκ ηαηέδεζλε ήδδ ζδιακηζηή απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ 

μζημφ. Ακηίεεηα, ηα WT πμκηίηζα δζαηνίκμκηαζ βζα ηδκ φπανλδ ζζπονήξ ζοκεηηζηυηδηαξ 

ιεηαλφ ηςκ μζηζηχκ δμηίδςκ ημο ζπμββχδμοξ, μζ μπμίεξ ζπδιαηίγμοκ έκα ηαθά μνβακςιέκμ 

ηαζ ζοιπαβέξ πθέβια. Δπίζδξ, ζηα Σg5519 πμκηίηζα δθζηίαξ 4 εαδμιάδςκ παναηδνήεδηακ 

δοζιμνθίεξ ημο πυκδνμο ζηδκ επζθοζζαηή πενζμπή ημο ζζπίμο υπμο εκημπίγμκηαζ 

οπμθθείιαηα ημο πυκδνμο, εκχ ζε δθζηία 3 ιδκχκ ζοκακηάηαζ εηημπζηή ζοζζχνεοζδ 

πυκδνμο ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ  (Δζη. 5.11A). Πανάθθδθα ιε ηζξ ιδ θοζζμθμβζηέξ 

εκαπμεέζεζξ ημο πυκδνμο δζαηνίκμοιε ηαζ  απμδζμνβάκςζδ ηδξ δμιήξ ηδξ ακαπηολζαηήξ 

πθάηαξ δ μπμία είκαζ ειθακήξ απυ ηδκ δθζηία ηςκ 3 ιδκχκ εκχ ζηαδζαηά παναηδνμφιε 

πθήνδ απμδζμνβάκςζδ ηαζ ηαηαζηνμθή ηδξ ακαπηολζαηήξ πθάηαξ ζε δθζηία 10 ιδκχκ (Δζη. 

5.11A).  

Ακ ηαζ ζηα Σg5519 πμκηίηζα δθζηίαξ 1 ιε 2 ιδκχκ δεκ ειθακίγεηαζ ηάπμζα αθθμίςζδ ζηδκ 

ηοηηανζηή δμιή ηαζ μνβάκςζδ ηδξ ακαπηολζαηήξ πθάηαξ, ςζηυζμ μ ανζειυξ ηςκ ηοηηάνςκ 

ζηζξ ηοηηανζηέξ ζημζαάδεξ δνειίαξ/πμθθαπθαζζαιμφ ζηδκ ακαπηολζαηή πθάηα είκαζ 

αολδιέκμξ οπμδδθχκμκηαξ ορδθυ νοειυ πμθθαπθαζζαιμφ ηςκ ηοηηάνςκ πμο δζηαζμθμβεί 

ηαζ ηζξ ιδ θοζζμθμβζηέξ εκαπμεέζεζξ πυκδνμο πμθφ ημκηά ζηδκ ακαπηολζαηή πθάηα.  

Παν‟υθα αοηά, ηα Σg5519 δεκ ειθακίγμοκ ηάπμζα ζδιακηζηή ακαπηολζαηή οζηένδζδ ςζηυζμ 

ημ ιήημξ ημο ιδνζαίμο μζημφ ηςκ Tg5519 πμκηζηχκ πανμοζζάγεζ ιία ιείςζδ ηδξ ηάλδξ ημο 

14% ζε ζπέζδ ιε ηα θοζζμθμβζημφ ηφπμο πμκηίηζα δθζηίαξ 3 ιδκχκ (Δζη. 5.12Α-Β).  
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Δηθόλα 5.11. Σα Tg5519 πνληίθηα εκθαλίδνπλ έληνλα νζηενπνξσηηθά ζηνηρεία όπσο απώιεηα ηνπ 

ζπνγγώδνπο νζηνύ, ζηαδηαθή θαηαζηξνθή ηεο απμεηηθήο πιάθαο θαη απμεκέλε ιηπνγέλλεζε ζην κπειό 

ησλ νζηώλ. Ακηζπνμζςπεοηζηέξ εζηυκεξ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ ημο ιδνζαίμο Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ 

δθζηίαξ 1, 3, 6 ηαζ 10 ιδκχκ (n=6, ακά μιάδα). Υνχζδ ηςκ μζηχκ ιε αζιαημλοθίκδ/δςζίκδ υπμο δζαηνίκεηαζ δ 

απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ. Με αζηενίζημ οπμδδθχκμκηαζ μζ έηημπεξ εέζεζξ 

εκαπυεεζδξ πυκδνμο εκχ απυ ηδκ δθζηία ηςκ 6 ιδκχκ δζαηνίκεηαζ πνμμδεοηζηή ηαηαζηνμθή ηδξ αολδηζηήξ 

πθάηαξ ηαζ ηάθορδ ηδξ ημζθυηδηαξ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ απυ ιεβάθα θζπμηφηηανα (θεοηέξ ηοηθζηέξ δμιέξ 

ηοηηάνςκ). Κθίιαηα ηςκ θςημβναθζχκ ηα 500ιm. 

 

 

 

Δηθ. 5.12. Σα Tg5519 πνληίθηα εκθαλίδνπλ κεησκέλν κήθνο ζην κεξηαίν νζηό.  (Α) Μαηνμζημπζηή άπμρδ 

ημο ιδνζαίμο μζημφ ζε WT ηαζ Tg5519 πμκηίηζα δθζηίαξ 3 ιδκχκ. (Β) Πνμζδζμνζζιυξ ημο ιήημοξ ημο ιδνζαίμο 

μζημφ ηςκ Tg5519 ηαζ WT δθζηίαξ 3 ιδκχκ (n=5 εδθοηά, n=4 ανζεκζηά , ακά βμκυηοπμ). Σμ βνάθδια δείπκεζ 

ημοξ ιέζμοξ υνμοξ ± ηοπζηυ ζθάθια; *p<0.05, ** p<0.01. 
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Έκα αηυιδ πμθφ ζδιακηζηυ παεμθμβζηυ εφνδια πμο μοζζαζηζηά παναηηδνίγεζ ηδκ 

δζαβμκζδζαηή ζεζνά Σg5519 είκαζ δ αολδιέκδ μζηζηή απχθεζα ημο θθμζχδμοξ μζημφ πμο 

παναηηδνίγεηαζ απυ αολδιέκδ πμνχδδ δμιή ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ ηαζ ηδξ ιέζμ-

δζάθοζδξ, ήδδ απυ ηδκ δθζηία ηςκ 4 εαδμιάδςκ. Ζ έκημκδ μζηζηή απχθεζα πμο παναηδνείηαζ  

ηυζμ ζημ ζπμββχδεξ υζμ ηαζ ζημ θθμζχδεξ μζηυ μθείθεηαζ ζηδκ αολδιέκδ εκενβυηδηα ηςκ 

μζηεμηθαζηχκ υπςξ θάκδηε ιε TRAP πνχζδ πμο απμηεθεί δείηηδ μζηεμηθαζηζηήξ δνάζδξ. 

TRAP  πνχζδ ζε θεπηέξ ημιέξ ημο ιδνζαίμο μζημφ ηςκ Σg5519 πμκηζηχκ δθζηίαξ 3 ιδκχκ 

απμηαθφπηεζ πμθοάνζειμοξ ιεβάθμο ιεβέεμοξ μζηεμηθάζηεξ ηυζμ ζηδκ πενζμπή ηδξ 

επίθοζδξ ηαζ ιεηάθοζδξ υζμ ηαζ ζημ θθμζχδεξ μζηυ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιέζμ-δζάθοζδξ. Δκχ 

ζηα WT πμκηίηζα μζ μζηεμηθάζηεξ εκημπίγμκηαζ ζηδκ επζθάκεζα ημο μζημφ, ζηα μζηά ηςκ 

Σg5519 δζαβμκζδζαηχκ πμκηζηχκ μζ μζηεμηθάζηεξ εκημπίγμκηαζ ζημ εζςηενζηυ ημο 

θθμζχδμοξ. Ζ αφλδζδ ηδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ ζημ εζςηενζηυ ημο θθμζχδμοξ μζημφ 

οπμδδθχκεζ έκημκμ νοειυ μζηζηήξ ακαηαηαζηεοήξ ιε ζοκέπεζα αολδιέκδ μζηζηή 

απμννυθδζδ ηαζ απχθεζα πμο μδδβεί ζηαδζαηά ζε θφζδ ηδξ μζηζηήξ ζοκέπεζαξ ημο 

θθμζχδμοξ ηαζ ειθάκζζδξ πμνχδμοξ δμιήξ ( cortical porosity) (Δζη. 5.13Α-Β). 

 

 

 

Δηθόλα 5.13. Σα Tg5519 πνληίθηα εκθαλίδνπλ έληνλα νζηενπνξσηηθά ζηνηρεία όπσο απμεκέλν πνξώδεο 

ζην θινηώδεο νζηό θαη απμεκέλε νζηενθιαζηνγέλεζε ζε ζπνγγώδεο θαη θινηώδεο. (Α) Ακηζπνμζςπεοηζηέξ 

ζεζνζαηέξ εζηυκεξ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ ηαζ (Β) δζάθοζδξ ημο ιδνζαίμο Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ 

δθζηίαξ 3 ιδκχκ (n=6, ακά μιάδα) ιε πνχζδ αζιαημλοθίκδξ/δςζίκδξ ηαζ TRAP. Παναηδνείηαζ αολδιέκδ 

πανμοζία μζηεμηθαζηχκ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ ηαζ δζάθοζδξ. Κθίιαηα ζηζξ θςημβναθίεξ (Α) 500ιm ηαζ 

(Β) 100 ιm ακηίζημζπα. Με αζηενίζημ οπμδδθχκμκηαζ μζ έηημπεξ εέζεζξ εκαπυεεζδξ πυκδνμο 
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Δπζπθέμκ, παναηδνμφιε υηζ ηα Σg5519 παναηηδνίγμκηαζ απυ έκημκδ θζπμβέκεζδ ζημ ιοεθυ 

ηςκ μζηχκ. Ζ δδιζμονβία θζπμηοηηάνςκ είκαζ ήδδ πνμθακήξ απυ ηδκ δθζηία ηςκ 3 ιδκχκ ηαζ  

ζηαδζαηά επεηηείκεηαζ ηαθφπημκηαξ ιεβάθμ ιένμξ ηδξ ημζθυηδηαξ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ 

(Δζη. 5.11, 5.14). Ζ πανμοζία θζπμηοηηάνςκ ζημ ιοεθυ ηςκ μζηχκ απμηεθεί παναηηδνζζηζηυ 

βκχνζζια ζε μζηεμπμνςηζηέξ ηαηαζηάζεζξ εκχ  οπάνπμοκ ακαθμνέξ βζα αολδιέκδ 

θζπμβέκκεζδ ζημ ιοεθυ ηςκ μζηχκ  ιεηειιδκμπαοζζαηχκ βοκαζηχκ ιε μζηεμπυνςζδ (Foo et 

al. 2007; Sharma et al. 2014). 

οκμρίγμκηαξ ηα παναπάκς απμηεθέζιαηα ζοιπεναίκμοιε υηζ ηα Σg5519 δζαβμκζδζαηά 

πμκηίηζα  πανμοζζάγμοκ ζημζπεία  έκημκδξ μζηεμπυνςζδξ πμο παναηηδνίγεηαζ απυ πθήνδ 

μζηζηή απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ ηαζ αολδιέκμ πμνχδεξ ζημ θθμζχδεξ μζηυ, ζηαδζαηή 

ηαηαζηνμθή ηδξ ακαπηολζαηήξ πθάηαξ, αολδιέκδ θζπμβέκεζδ ζημ ιοεθυ ηςκ μζηχκ ηαζ 

αολδιέκδ μζηεμηθαζημβέκεζδ. 

 

 

Δηθόλα 5.14. Πξννδεπηηθή αύμεζε ηνπ πνξώδνπο ζην θινηώδεο νζηό (πεξηνρή ηεο δηάθπζεο) θαη ηνπ 

αξηζκνύ ησλ ιηπνθπηηάξσλ ζηα Σg5519 πνληίθηα. Ακηζπνμζςπεοηζηέξ εζηυκεξ πνχζδξ 

αζιαημλοθίκδξ/δςζίκδξ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιέζμ-δζάθοζδξ ημο ιδνζαίμο μζημφ ιεηαλφ Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ 

δθζηίαξ 1, 3 ηαζ 6 ιδκχκ (n=6, ακά μιάδα). Κθίιαηα ζηζξ θςημβναθίεξ 250ιm. 
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5.6  Πνζνηηθή αλάιπζε ηνπ ζπνγγώδνπο θαη θινηώδνπο νζηνύ ζηα Tg5519 

πνληίθηα κε κηθξνηνκνγξαθία    
 

Ζ απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ηαζ δ ειθάκζζδ πμνχδμοξ δμιήξ ζημ θθμζχδεξ μζηυ ζηα 

Tg5519 πμκηίηζα εηηζιήεδηε ηαζ επαθδεεφηδηε επζπθέμκ ιε ιζηνμημιμβναθία ορδθήξ 

ακάθοζδξ. ηα Tg5519 πμκηίηζα απυ ηδκ δθζηία ηςκ 4 εαδμιάδςκ δ πμζμζηζαία ακαθμβία ημο 

ζπμββχδμοξ μζημφ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ (BV/TV %) είκαζ ζπεδυκ ιδδεκζηή, επίζδξ 

ιδδεκζηυξ είκαζ μ ανζειυξ ηςκ ιζηνμδμηίδςκ ημο ζπμββχδμοξ (Tb, N) εκχ δ δζαζπμνά ημο 

πθέβιαημξ (Tb, S) είκαζ πζμ εηηεκήξ πενίπμο 50% (Δζη. 5.15Α-5.15C). Ζ πμζμζηζαία 

ακαθμβία ημο θθμζχδμοξ μζημφ (BV/TV %) ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ (ημκηά ζηδκ 

ακαπηολζαηή πθάηα) είκαζ ιεζςιέκδ ηαηά 40% εκχ ζδιακηζηά αολδιέκδ ηαηά 350% είκαζ δ 

πμνχδδξ δμιή ακμζηημφ ηφπμο (open porosity), δδθαδή αοηή πμο ένπεηαζ ζε επαθή ιε ηδκ 

ημζθυηδηα ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ (Δζη. 5.15Β). Χζηυζμ, δ απχθεζα ημο θθμζχδμοξ μζημφ 

ζηδκ πενζμπή ηδξ δζάθοζδξ είκαζ ανηεηά ιζηνυηενδ ζε ζπέζδ ιε ηδκ  πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ 

υπμο πανμοζζάγεζ ιία ιείςζδ ημο (BV/TV %) ηδξ ηάλδξ ημο 12.5%, αθθά δζαηδνεί αολδιέκδ 

πμνχδδ δμιή ακμζηημφ ηφπμο πενίπμο 250% (Δζη. 5.15C). 

Δπζπθέμκ, ηα Tg5519 πμκηίηζα δθζηίαξ 3 ιδκχκ ειθακίγμοκ ζδιακηζηή απχθεζα ζημκ υβημ 

ημο θθμζχδμοξ μζημφ (Ct.BV,-26%), ζηδκ ακαθμβία ημο υβημο ημο θθμζχδμοξ μζημφ 

(BV/TV, -38%) ηαζ ημο πάπμοξ ημο θθμζχδμοξ (Ct.Th, -48%). Δκδζαθένμκ πανμοζζάγεζ ημ 

βεβμκυξ υηζ οπάνπεζ ζδιακηζηή αφλδζδ ημο υβημο ηδξ ημζθυηδηαξ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ  

(BMV, +57%) ηαζ ημο υβημο ημο θθμζχδμοξ (Ct. TV, +26%) πμο ιεηαθνάγεηαζ ζε αφλδζδ 

ηδξ δζαιέηνμο ημο μζημφ ηδξ δζάθοζδξ ζε ζπέζδ ιε ηα άβνζμο ηφπμο WT πμκηίηζα (Δζη.5.16). 
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Δηθόλα 5.15. Σα Tg5519 πνληίθηα εκθαλίδνπλ έληνλε νζηενπόξσζε ζηελ πεξηνρή ηνπ κεξηαίνπ κε 

ζεκαληηθά κεησκέλεο ηηο νζηηθέο παξακέηξνπο ηνπ ζπνγγώδνπο θαη θινηώδνπο. (Α) Πμζμηζηή ακάθοζδ ιε 

ιζηνμημιμβναθία ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιεηάθοζδξ ημο ιδνζαίμο ιεηαλφ Tg5519 ηαζ WT 

πμκηζηχκ δθζηίαξ 4 εαδμιάδςκ (n=6, ακά μιάδα ηαζ θφθμ). BV/TV % (υβημξ ζπμββχδμοξ/ζοκμθζηυξ υβημξ ημο 

ζζημφ, %), Tb.N (ανζειυξ ιζηνμδμηίδςκ ημο ζπμββχδεξ ακά mm), Tb.S  (δζαζπμνά ημο ζπμββχδμοξ, mm), Con. 

Dens (ποηκυηδηα ζφκδεζδξ, mm
3
). Πμζμηζηή ακάθοζδ ιε ιζηνμημιμβναθία ημο θθμζχδμοξ μζημφ ζηδκ πενζμπή 

ηδξ (Β) ιεηάθοζδξ ηαζ (C) δζάθοζδξ ημο ιδνζαίμο ιεηαλφ Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ δθζηίαξ 4 εαδμιάδςκ (n=6, 

ακά μιάδα ηαζ θφθμ). BV/TV % (υβημξ θθμζχδμοξ μζημφ/ζοκμθζηυ υβημξ ημο ζζημφ, %), BS/BV (μζηζηή 

επζθάκεζα ημο θθμζχδμοξ/ζοκμθζηυ υβημ), Closed Porosity  (πμνχδεξ ηθεζζημφ ηφπμο, mm), Open Porosity  

(πμνχδεξ ακμηημφ ηφπμο, mm). Σα βναθήιαηα δείπκμοκ ημοξ ιέζμοξ υνμοξ ± ηοπζηυ ζθάθια; *** p<0.001. 
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Δηθόλα 5.16. Σα Tg5519 πνληίθηα παξνπζηάδνπλ έληνλε πνξώδε δνκή ηνπ θινηώδνπο νζηνύ ζην κεξηαίν 

(corical porosity).  (Α) Ακηζπνμζςπεοηζηέξ εβηάνζζεξ εζηυκεξ ιζηνμημιμβνάθμο ημο θθμζχδμοξ μζημφ ζηδκ 

πενζμπή ηδξ δζάθοζδξ Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ δθζηίαξ 3 ιδκχκ. (Β) Πμζμηζηή ακάθοζδ ιε ιζηνμημιμβναθία 

ημο θθμζχδμοξ μζημφ ζηδκ πενζμπή ηδξ δζάθοζδξ ημο ιδνζαίμο ιεηαλφ Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ δθζηίαξ 3 

ιδκχκ (n=6, ακά θφθμ). Ct.BV (υβημξ ημο θθμζχδμοξ μζημφ, mm
3
), BV/TV % (υβημξ θθμζχδμοξ 

μζημφ/ζοκμθζηυ υβημξ ημο ζζημφ, Ct.Σh (πάπμξ ημο θθμζχδμοξ, mm), Ct.ΣV (ζοκμθζηυξ υβημξ ημο θθμζχδμοξ 

μζημφ ηαζ ηδξ ημζθυηδηαξ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ, mm
3
), BMV (υβημξ ηδξ ημζθυηδηαξ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ, 

mm
3
). (C) Ακηζπνμζςπεοηζηέξ επζιήηεζξ εζηυκεξ ιζηνμημιμβνάθμο ημο ιδνζαίμο Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ  

δθζηίαξ 3 ιδκχκ. Σα βναθήιαηα δείπκμοκ ημοξ ιέζμοξ υνμοξ ± ηοπζηυ ζθάθια; **p<0.01, *** p<0.001. 
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5.7  Πνζνηηθή αλάιπζε ηνπ ζπνγγώδνπο νζηνύ ζηνπο ζπνλδύινπο ηεο 

νζθπτθήο κνίξαο ησλ Tg5519 πνληηθώλ κε κηθξνηνκνγξαθία  

 

Ζ αολδιέκδ μζηζηή απμννυθδζδ πμο παναηδνείηαζ ζηα Tg5519  πμκηίηζα δεκ πενζμνίγεηαζ 

ιυκμ ζηα  ιαηνά μζηά, αθθά επεηηείκεηαζ ηαζ ζηδκ ζπμκδοθζηή ζηήθδ, ιε  ζδιακηζηή μζηζηή 

απχθεζα ζηδκ πενζμπή ηςκ ζπμκδφθςκ ηδξ μζθοσηήξ ιμίναξ. Ακαθφμκηαξ ημκ 5
μ 

ζπυκδοθμ 

ηδξ μζθοζηήξ ιμίναξ ιεηαλφ Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ δθζηίαξ 2 ιδκχκ παναηδνήεδηε  

πθήνδξ απμοζία ηαζ ζοκμπή ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζημ ηεκηνζηυ ζχια ημο ζπυκδοθμο εκχ 

εκημπίζηδηακ μζηζηά οπμθείιιαηα ζακ ζηδνζηηέξ δμηίδεξ πμο δζαζπίγμοκ ηαηά ιήημξ ημ 

ηεκηνζηυ ζχια ηςκ ζπμκδφθςκ. H πμζμζηζαία ακαθμβία ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζημ ηεκηνζηυ 

ζχια ημο 5
μο

 ζπμκδφθμο (BV/TV %) ηςκ εδθοηχκ είκαζ ιεζςιέκδ ηαηά 47%, εκχ ζηα 

ανζεκζηά Tg5519 πμκηίηζα ηαηά 18%. διακηζηά ιεζςιέκμξ είκαζ μ ανζειυξ ηςκ 

ιζηνμδμηίδςκ ημο ζπμββχδμοξ (Tb.N, -55%) εκχ δ δζαζπμνά ημο πθέβιαημξ (Tb, S) είκαζ πζμ 

εηηεκήξ ηαηά 150% (Δζη. 5.17Α-B).  

Δπζαανοιέκδ εζηυκα ειθακίγμοκ ηα ανζεκζηά Tg5519 ηαζ ζηδκ δθζηία ηςκ 6 ιδκχκ, ιε 

πθήνδ απμοζία ηαζ ζοκμπή ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζημ ηεκηνζηυ ζχια ημο 5
μο

  ζπμκδφθμο 

ηδξ μζθοσηήξ ιμίναξ εκχ εκημπίγμκηαζ ηαζ πάθζ μζηζηά οπμθείιιαηα ζακ ζηδνζηηέξ δμηίδεξ 

πμο δζαζπίγμοκ ηαηά ιήημξ ημ ηεκηνζηυ ζχια. Πζμ ζοβηεηνζιέκα δ πμζμζηζαία ακαθμβία ημο 

ζπμββχδμοξ μζημφ ζημ ηεκηνζηυ ζχια ημο 5
μο

 ζπμκδφθμο (BV/TV %) είκαζ ιεζςιέκδ ηαηά 

46%, μ ανζειυξ ηςκ ιζηνμδμηίδςκ ημο ζπμββχδμοξ (Tb, N) είκαζ ιεζςιέκμξ ηαηά 62,5%, εκχ 

δ δζαζπμνά ημο πθέβιαημξ (Tb, S) είκαζ πζμ εηηεκήξ ηαηά 190%  (Δζη.5.18A-B).  
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Δηθόλα 5.17.  Σα Tg5519 πνληίθηα ειηθίαο 2 κελώλ εκθαλίδνπλ έληνλε νζηενπόξσζε ζηνπο ζπνλδύινπο 

ηεο νζθπτθήο κνίξαο κε απώιεηα ηνπ ζπνγγώδνπο νζηνύ. (A) Πμζμηζηή ακάθοζδ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζημ 

ηεκηνζηυ ζχια ημο 5
μο

 ζπυκδοθμο ηδξ μζθοσηήξ ιμίναξ ιεηαλφ Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ δθζηίαξ 2 ιδκχκ 

(n=3, ακά μιάδα). BV/TV (υβημξ ζπμββχδμοξ/ζοκμθζηυξ υβημξ, %), Tb.N (ανζειυξ ιζηνμδμηίδςκ ημο 

ζπμββχδμοξ ακά mm), Tb.S (δζαζπμνά ημο ζπμββχδμοξ, mm), Tb.Th. (πάπμξ ημο ζπμββχδμοξ, mm). (Β) 

Ακηζπνμζςπεοηζηέξ εζηυκεξ ζπμκδφθςκ ηδξ μζθοσηήξ ιμίναξ ιε ιζηνμημιμβνάθμ ορδθήξ ακάθοζδξ 

Skyscan1172 ηδξ Brucker. άνςζδ ιε ακάθοζδ 6ιm ηαζ απεζηυκζζδ ημο 5
μο

 ζπυκδοθμο ηδξ μζθοσηήξ ιμίναξ 

υπμο δζαηνίκεηαζ δ απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ μζημφ, ιε ζπδιαηζζιυ ζηδνζηηζηχκ μζηζηχκ δμηίδςκ ζηα Tg5519 

δθζηίαξ 2 ιδκχκ (επζιήηδξ ηαζ εβηάνζζα απεζηυκζζδ ηςκ ζπμκδφθςκ ηδξ μζθοζηήξ ιμίναξ). Οζ εζηυκεξ 

επελενβάζηδηακ ιέζς ημο θμβζζιζημφ Dataviewer ηδξ Brucker. Σα βναθήιαηα δείπκμοκ ημοξ ιέζμοξ υνμοξ ± 

ηοπζηυ ζθάθια; **p<0.01, *** p<0.001. 
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Δηθόλα 5.18.  Σα Tg5519 πνληίθηα ειηθίαο 6 κελώλ εκθαλίδνπλ έληνλε νζηενπόξσζε ζηνπο ζπνλδύινπο 

ηεο νζθπτθήο κνίξαο κε απώιεηα ηνπ ζπνγγώδνπο νζηνύ. (A) Πμζμηζηή ακάθοζδ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζημ 

ηεκηνζηυ ζχια ημο 5
μο

 ζπυκδοθμο ηδξ μζθοσηήξ ιμίναξ ιεηαλφ ανζεκζηχκ Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ δθζηίαξ 6 

ιδκχκ (n=3, ακά μιάδα). BV/TV (υβημξ ζπμββχδμοξ/ζοκμθζηυ υβημ, %), Tb.N (ανζειυξ ιζηνμδμηίδςκ ημο 

ζπμββχδμοξ ακά mm), Tb.S (δζαζπμνά ημο ζπμββχδμοξ, mm), Tb.Th. (πάπμξ ημο ζπμββχδμοξ, mm). (Β) 

Ακηζπνμζςπεοηζηέξ ηνζζδζάζηαηεξ εζηυκεξ ζπμκδφθςκ ηδξ μζθοσηήξ ιμίναξ ιε ιζηνμημιμβνάθμ ορδθήξ 

ακάθοζδξ Skyscan1172 ηδξ Brucker. άνςζδ ιε ακάθοζδ 6ιm ηαζ απεζηυκζζδ ημο 5
μο

 ζπυκδοθμο ηδξ μζθοσηήξ 

ιμίναξ υπμο δζαηνίκεηαζ δ απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ μζημφ, ιε ζπδιαηζζιυ ζηδνζηηζηχκ μζηζηχκ δμηίδςκ 

Tg5519  δθζηίαξ 6 ιδκχκ (επζιήηδξ ηαζ εβηάνζζα απεζηυκζζδ ηςκ ζπμκδφθςκ ηδξ μζθοσηήξ ιμίναξ). Οζ εζηυκεξ 

επελενβάζηδηακ ιέζς ημο θμβζζιζημφ Dataviewer ηδξ Brucker. Σα βναθήιαηα δείπκμοκ ημοξ ιέζμοξ υνμοξ ± 

ηοπζηυ ζθάθια; *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001. 
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5.8  Πνζνηηθή αλάιπζε ηνπ ιηπώδνπο ηζηνύ ζην κεξηαίν νζηό  ησλ Tg5519 

πνληηθώλ κε κηθξνηνκνγξαθία     
 

Σα Tg5519 μζηεμπμνςηζηά πμκηίηζα πανμοζζάγμοκ επίζδξ αολδιέκδ θζπμβέκεζδ ζημ ιοεθυ 

ηςκ μζηχκ απυ ηδκ δθζηία ηςκ 3 ιδκχκ υπςξ θάκδηε απυ ηδκ ζζημθμβζηή ακάθοζδ (Δζη. 

5.11, 5.14). Δπζαεααζχζαιε ηα παναπάκς ζζημθμβζηά εονήιαηα πνδζζιμπμζχκηαξ ιζα 

ιεεμδμθμβία αάζδ ηδξ μπμίαξ ημ υζιζμ ακηζδνά απμηθεζζηζηά ιε ηα αηυνεζηα θζπανά μλέα 

ημο θζπχδμοξ ζζημφ επζηνέπμκηαξ έηζζ ηδκ ακίπκεοζδ ηαζ πμζμηζημπμίδζδ ημο θζπχδμοξ 

ζζημφ ιε ιζηνμημιμβναθία ορδθήξ ακάθοζδξ (Scheller et al. 2014). Σμ ηεηνμλείδζμ ημο 

μζιίμο ακηζδνά ιε ηα αηυνεζηα θζπανά μλέα ηςκ θζπμηοηηάνςκ πανάβμκηαξ έκα ιαφνμ 

πνμσυκ ημ μπμίμ απμηεθεί ζδακζηυ ζηζαβναθζηυ πανάβμκηα ζηδκ ιζηνμημιμβναθία. 

Απαναίηδηδ πνμτπυεεζδ βζα ηδκ ακάθοζδ ημο θζπχδμοξ ζζημφ ζηα μζηά είκαζ δ 

απαζαέζηςζδ πνχηα ηςκ μζηχκ χζηε κα  επζηεοπεεί εκημπζζιυξ ιυκμ ημο θζπχδμοξ ζζημφ 

ηαηά ηδκ δζαδζηαζία ηδξ ιζηνμημιμβναθίαξ.  

Πμζμηζηή ακάθοζδ ημο θζπχδμοξ ζζημφ ιε ιζηνμημιμβναθία πναβιαημπμζήεδηε ζε ηνεζξ 

πενζμπέξ ημο ιδνζαίμο: 1) ηδκ επίθοζδ (VOI1) θίβμ πάκς απυ ηδκ ακαπηολζαηή πθάηα, 2) 

ηδκ ιεηάθοζδ (VOI2) θίβμ ηάης απυ ηδκ ακαπηολζαηή πθάηα ηαζ 3) ηδκ πενζμπή ηδξ 

δζάθοζδξ (VOI3). Σα απμηεθέζιαηα ηδξ ιζηνμημιμβναθία έδεζλακ υηζ ηα Tg5519 πμκηίηζα 

δθζηίαξ 6 ιδκχκ ειθακίγμοκ ζδιακηζηή αφλδζδ ημο θζπχδμοξ ζζημφ ηαζ ζηζξ ηνεζξ πνμξ 

ελέηαζδ πενζμπέξ ημο ιδνζαίμο (Δζη. 5.19Α) ζε ζπέζδ ιε ηα άβνζμο ηφπμο πμκηίηζα. Ζ 

αφλδζδ αοηή ακηζζημζπεί ηαηά ιέζμ υνμ ζε πμζμζηυ  1400% ζηδκ πενζμπή ηδξ δζάθοζδξ 

(Δζη. 5.19Β).  

 

 

 



188 

 

 

 

Δηθόλα 5.19. Σα Tg5519 νζηενπνξσηηθά πνληίθηα παξνπζηάδνπλ ζεκαληηθή αύμεζε ηνπ ιηπώδνπο ηζηνύ 

ζηελ θνηιόηεηα ηνπ κπεινύ ησλ νζηώλ ηνπ κεξηαίνπ. (Α)  Σνζζδζάζηαηδ απεζηυκζζδ ηδξ ηαηακμιήξ ηςκ 

θζπμηοηηάνςκ ζηδκ πενζμπή ηδξ επίθοζδξ, ιεηάθοζδξ ηαζ δζάθοζδξ ιεηαλφ Tg5519 ηαζ WT πμκηζηχκ δθζηίαξ 6 

ιδκχκ. (Β) Πμζμζηζαία ακαθμβία ηαηακμιήξ ηςκ θζπμηοηηάνςκ ζηδκ πνμξ ελέηαζδ πενζμπή (AV/TV %) ηδξ 

επίθοζδξ, ιεηάθοζδξ ηαζ δζάθοζδξ ιεηαλφ Tg5519 ηαζ WT δθζηίαξ 6 ιδκχκ. H ηνζζδζάζηαηδ ιμκηεθμπμίδζδ 

έβζκε ιε πνήζδ ημο θμβζζιζημφ CtVol ηδξ Brucker ηαζ μζ εβηάνζζεξ ηνζζδζάζηαηεξ απεζημκίζεζξ ημο ζζπίμο ιε 

ηδκ πνήζδ ημο θμβζζιζημφ Dataviewer ηδξ Brucker. 

Α 

Β 
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5.9  Γηάζσζε ηνπ RANKL
tles/tles 

 νζηενπεηξσηηθνύ θαηλνηύπνπ κε 

ππεξέθθξαζε ηεο huRANKL πξσηεΐλεο 
 

ηδκ ζοκέπεζα ελεηάζηδηε εάκ δ πανμοζία ημο δζαβμκζδίμο  huRANKL δφκαηαζ κα δζαζχζεζ 

ημκ μζηεμπεηνςηζηυ θαζκυηοπμ ηςκ RANKL
tles/tles

 πμκηζηχκ έπεζηα απυ δζαζηαονχζεζξ ηςκ 

δζαβμκζδζαηχκ ζεζνχκ Tg5516 ηαζ Tg5519 ιε ηα RANKL
tles/tles

πμκηίηζα. Καηανπήκ, δ 

δζαζηαφνςζδ ηςκ δφμ δζαβμκζδζαηχκ ζεζνχκ Tg5516 ηαζ Tg5519 ιε ημ RANKL
tles/tles 

 

βεκεηζηυ οπυζηνςια δζέζςζε πθήνςξ ηδκ πνυςνδ εκδζζιυηδηα ηαζ ηδκ ηαεοζηενδιέκδ 

ακάπηολδ πμο πανμοζζάγμοκ ηα RANKL
tles/tles 

 πμκηίηζα. Γζαζηαφνςζδ ηδξ δζαβμκζδζαηήξ 

ζεζνάξ Tg5516 πμο θένεζ έκα ακηίβναθμ ημο δζαβμκίδζμο (low copy) ιε ηα μζηεμπεηνςηζηά 

RANKL
tles/tles 

 πμκηίηζα (Tg5516Rankl
tles/tles

) δζέζςζε ιενζηχξ ηδκ έηθοζδ ηςκ άκς δμκηζχκ 

(Δζη. 5.20Α), πθήνςξ ημκ μζηεμπεηνςηζηυ θαζκυηοπμ ιε ηακμκζηυ ζπδιαηζζιυ ηδξ 

ημζθυηδηαξ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ ζηα ιαηνά μζηά (Δζη. 5.20Β) αθθά μζ ιεζεκηένζμζ 

θειθαδέκεξ δεκ επακειθακίζηδηακ (Δζη. 5.20C). Σα παναπάκς εονήιαηα μδδβμφκ ζημ 

ζοιπέναζια υηζ δ δζαβμκζδζαηή ζεζνά Tg5516 πμο θένεζ έκα ακηίβναθμ ημο δζαβμκίδζμο 

δζέζςζε ιενζηχξ ημκ θαζκυηοπμ  ηςκ RANKL
tles/tles 

 πμκηζηχκ. 

Γζαζηαφνςζδ ηδξ δζαβμκζδζαηήξ ζεζνάξ Tg5519 πμο θένεζ 10 ακηίβναθα ημο δζαβμκίδζμο 

(high copy) ιε ηα μζηεμπεηνςηζηά RANKL
tles/tles 

 πμκηίηζα (Tg5519Rankl
tles/tles

) δζέζςζε 

πθήνςξ ημκ θαζκυηοπμ ηςκ RANKL
tles/tles 

 πμκηζηχκ ιε έηθοζδ υθςκ ηςκ δμκηζχκ (Δζη. 

5.20Α), πθήνδ δζάζςζδ ημο μζηεμπεηνςηζημφ θαζκυηοπμο ιε πθήνδ  ζπδιαηζζιυ ηδξ 

ημζθυηδηαξ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ ζηα ιαηνά μζηά (Δζη. 5.20Β) ηαζ  ζπδιαηζζιυ ηςκ 

ιεζεκηένζςκ θειθαδέκςκ (Δζη. 5.20C).  

Σα παναπάκς εονήιαηα μδδβμφκ ζημ ζοιπέναζια υηζ δ δζαβμκζδζαηή ζεζνά Tg5519 πμο 

θένεζ δέηα ακηίβναθα ημο δζαβμκίδζμο δζέζςζε πθήνςξ ημκ θαζκυηοπμ  ηςκ μζηεμπεηνςηζηχκ 

RANKL
tles/tles 

 πμκηζηχκ. Δπζπθέμκ, δζαθαίκεηαζ υηζ δ οπενέηθναζδ ημο δζαβμκίδζμο είκαζ 

ζηακή βζα ηδκ πθήνδ δζάζςζδ ημο μζηεμπεηνςηζημφ θαζκμηφπμο, ηάηζ πμο οπμδδθχκεζ υηζ 

οπάνπεζ πθήνδξ ζοιααηυηδηα ζηδκ πνυζδεζδ ημο RANKL ημο ακενχπμο ιε ημκ οπμδμπέα 

RANK ημο πμκηζημφ. 
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Δηθόλα 5.20. Γηάζσζε ηνπ θαηλνηύπνπ ησλ νζηενπεηξσηηθνύ RANKL
tles/tles 

 πνληηθώλ κε ηελ έθθξαζε ηνπ 

huRANKL. (A) Μενζηή ηαζ πθήνδξ έηθοζδ ηςκ δμκηζχκ ηςκ Rankl
tles/tles

, Tg5516Rankl
tles/tles

, 

Tg5519Rankl
tles/tles

, ηαζ WT πμκηζηχκ (n=8-12, ακά μιάδα). (Β) Ακηζπνμζςπεοηζηέξ εζηυκεξ ημο ιδνζαίμο ηαζ 

(C) ηςκ ιεζεκηενζηχκ θειθαδέκςκ απυ Rankl
tles/tles

, Tg5516Rankl
tles/tles

, Tg5519Rankl
tles/tles

, ηαζ WT πμκηζηχκ 

(n=6, ακά μιάδα). Κθίιαηα=500ιm.  
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5.10 Θεραπευτικό επύδραςη του Denosumab ςτο Tg5519 
οςτεοπορωτικϐ μοντϋλο 
 

Ζ πνήζδ ημο ακενχπζκμο ιμκμηθςκζημφ ακηζζχιαημξ denosumab ημ μπμίμ δεζιεφεηαζ ιε 

ιεβάθδ ελεζδίηεοζδ ζηδκ πνςηεΐκδ RANKL έπεζ εβηνζεεί βζα ηδκ εεναπεία ηδξ 

μζηεμπυνςζδξ ζε ειιδκμπαοζζαηέξ βοκαίηεξ  (Silva-Fernández et al. 2013). ηδκ πανμφζα 

πεζναιαηζηή δζαδζηαζία ελεηάζαιε, ιε ηδκ πμνήβδζδ denosumab ζηα Tg5519 πμκηίηζα, εάκ 

ηα TgRANKL δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα ιπμνμφκ κα πνδζζιμπμζδεμφκ ςξ ιμκηέθα ζηδκ 

αλζμθυβδζδ ακαζημθέςκ ημο RANKL ζε πνμηθζκζηυ επίπεδμ.  Ο πνμηθζκζηυξ ζπεδζαζιυξ 

πενζεθάιαακε 3 πεζναιαηζηέξ μιάδεξ: 1) Tg5519 πμκηίηζα ζηα μπμία έβζκε οπμδυνζα 

πμνήβδζδ 10mg/kg Denosumab, (10 ανζεκζηά-10 εδθοηά), 2) Tg5519 πμκηίηζα ζηα μπμία έβζκε 

οπμδυνζα πμνήβδζδ θοζζμθμβζημφ μνμφ, (10 ανζεκζηά-10 εδθοηά) ηαζ 3) WT πμκηίηζα ζηα 

μπμία έβζκε οπμδυνζα πμνήβδζδ θοζζμθμβζημφ μνμφ (7 ανζεκζηά-7 εδθοηά).  Ζ πμνήβδζδ ημο 

denosumab βζκυηακ δφμ θμνέξ ηδκ εαδμιάδα λεηζκχκηαξ απυ ηδκ δθζηία ηςκ 4 εαδμιάδςκ 

υπμο ηα Σg5519 πμκηίηζα ειθακίγμοκ ήδδ έκημκα ζημζπεία μζηεμπυνςζδξ, βζα ζοκμθζηυ 

δζάζηδια 6 εαδμιάδςκ. Σα γχα εοζζάζηδηακ ζε δθζηία 10 εαδμιάδςκ απυ ηα μπμία έβζκε 

ζζημθμβζηή ακάθοζδ ημο δελζμφ ιδνζαίμο μζημφ ιε πνχζδ αζιαημλοθίκδξ/δςζίκδξ ηαζ πνχζδ 

TRAP. Δπζπθέμκ, έβζκε μπζζεμαμθαζηή ζοθθμβή αίιαημξ απυ ηα πεζναιαηζηά πμκηίηζα βζα ημκ 

πνμζδζμνζζιυ ηςκ επζπέδςκ ημο δείηηδ μζηζηήξ απμννυθδζδξ TRACP-5b ζημκ μνυ ημο 

αίιαημξ.  

Σα απμηεθέζιαηά ιαξ έδεζλακ ζδιακηζηή απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζημ ιδνζαίμ ηαζ 

πμνχδδ δμιή ζημ θθμζχδεξ μζηυ ζηδκ μιάδα (ιάνηοναξ) ηςκ Tg5519 πμκηζηχκ πμο 

πμνδβήεδηε θοζζμθμβζηυξ μνυξ. Ακηίεεηα, ζηδκ μιάδα ηςκ Tg5519 πμκηζηχκ πμο έβζκε 

πμνήβδζδ denosumab παναηδνήεδηε επακειθάκζζδ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ ζηδκ πενζμπή ηδξ 

ιεηάθοζδξ ηαζ επζπθέμκ πθήνδξ ακαζηνμθή ηδξ πμνχδμοξ δμιήξ ζημ θθμζχδεξ μζηυ 

ζοκμδεουιεκδ απυ ελαθάκζζδ ηςκ TRAP+ μζηεμηθαζηχκ απυ ηδκ πενζμπή ημο θθμζχδμοξ 

(Δζη.5.21Α-Β). Σα επίπεδα ημο TRACP-5b (δείηηδξ εηηίιδζδξ ηδξ εκενβυηδηαξ ηςκ 

μζηεμηθαζηχκ ζημκ μνβακζζιυ ζοκμθζηά) ζημκ μνυ ημο αίιαημξ ζηδκ μιάδα ηςκ Tg5519 

πμκηζηχκ πμο έβζκε εεναπεία ιε ημ denosumab επακήθεακ ζηα θοζζμθμβζηά επίπεδα υπςξ 

ηςκ WT πμκηζηχκ, εκχ ζηα Tg5519 πμκηίηζα πμο δεκ έβζκε εεναπεία πανέιεζκακ ζε πμθφ 

ορδθά επίπεδα (Δζη. 5.21C). οιπεναζιαηζηά, δ εεναπεία ηςκ Tg5519 πμκηζηχκ ιε ημ 

Denosumab είπε ζακ απμηέθεζια ηδκ πθήνδ ακαζημθή ημο huRANKL ηαζ πθήνδ ακηζζηνμθή 

ημο μζηεμπμνςηζημφ θαζκμηφπμο. οκεπχξ, δ δζαβμκζδζαηή ζεζνά Tg5519 απμηεθεί έκα κέμ 
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ιμκηέθμ ζμαανήξ μζηεμπυνςζδξ ζδακζηυ βζα ηδκ αλζμθυβδζδ κέςκ θανιαηεοηζηχκ μοζζχκ 

ηαηά ηδξ μζηεμπυνςζδξ ζε πνμηθζκζηυ επίπεδμ.     

 

 

Δηθόλα  5.21. Θεξαπεπηηθή επίδξαζε ηνπ denosumab ζην TghuRANKL-Tg5519 δηαγνληδηαθό κνληέιν 

νζηενπόξσζεο. Ακηζπνμζςπεοηζηέξ ζεζνζαηέξ ημιέξ ιδνζαίμο ζηδκ πενζμπή ηδξ (A) ιεηάθοζδξ υπμο 

δζαηνίκεηαζ ημ ζπμββχδεξ μζηυ ηαζ (Β) ηδξ ιέζμ-δζάθοζδξ βζα ηδκ παναηήνδζδ ημο θθμζχδμοξ μζημφ ηςκ 

Tg5519 μζηεμπμνςηζηχκ πμκηζηχκ ζηα μπμία έβζκε πμνήβδζδ είηε denosumab είηε θοζζμθμβζημφ μνμφ ηαζ 

άβνζμο ηφπμο WT πμκηζηχκ ζηα μπμία πμνδβήεδηε θοζζμθμβζηυξ μνυξ (n=10-14, ακά μιάδα). Έβζκε πνχζδ ηςκ 

ημιχκ ηυζμ ιε αζιαημλοθίκδ/δςζίκδ ηαζ ιε TRAP. Κθίιαηα θςημβναθζχκ Α=500ιm, B=100 ιm. (C) Δπίπεδα 

ημο TRACP-5b ζημκ μνυ ημο αίιαημξ ζηα δζαβμκζδζαηά Tg5519 πμκηίηζα πμο έβζκε πμνήβδζδ είηε denosumab 

είηε θοζζμθμβζημφ μνμφ ηαζ ζηα WT πμκηίηζα πμο πμνδβήεδηε θοζζμθμβζηυξ μνυξ. Σμ βνάθδια δείπκεζ ημοξ 

ιέζμοξ υνμοξ ±ηοπζηυ ζθάθια; ***p<0.001                                                    .
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6.1 Βιοχημικϐσ και λειτουργικϐσ χαρακτηριςμϐσ τησ μετϊλλαξησ 
G278R που προκαλεύ αποτριμεριςμϐ τησ RANKL πρωτεϏνησ 
 

Ζ μζηεμπέηνςζδ ζημοξ ακενχπμοξ  απμηεθεί ιία εηενμβεκή μιάδα απυ δζαηαναπέξ ζηδκ 

μζηζηή ακαηαηαζηεοή πμο παναηηδνίγεηαζ απυ αολδιέκδ μζηζηή ιάγα ηαζ ποηκυηδηα 

απμηέθεζια ηδξ ιδ θοζζμθμβζηήξ θεζημονβίαξ ηςκ μζηεμηθαζηχκ ηαζ ηαη‟επέηηαζδ ηδξ 

μζηζηήξ απμννυθδζδξ. Πνυζθαηα ακαβκςνίζηδηε ιία κέα ιμνθή μζηεμπέηνςζδξ ζε 

αζεεκείξ, υπμο εκημπίζηδηακ ιεηαθθάλεζξ ζημ βμκίδζμ RANKL. Δζδζηυηενα, ακαβκςνίζηδηακ 

ηνεζξ δζαθμνεηζηέξ ιεηαθθάλεζξ:  α) ακηζηαηάζηαζδ ηδξ ιεεεζμκίκδξ απυ θοζίκδ ζηδ εέζδ 199 

(M199K) ζε ιζα ορδθά ζοκηδνδιέκδ εέζδ ηδξ πνςηεΐκδξ, α) απαθεζθή ζηδκ πενζμπή ιεηαλφ 

ηςκ αιζκμλέςκ 145-177 ιζαξ πενζμπήξ πμο ζοιιεηέπεζ ζηδκ πνυζδεζδ ζημκ οπμδμπέα RANK 

ηαζ β) απαθεζθή δφμ κμοηθεμηζδίςκ ζημ ηεθεοηαίμ ελχκζμ (828_829delCG) ιε απμηέθεζια 

ιεηαηυπζζδ ημο ακαβκςζηζημφ πθαζζίμο έκανλδξ ζηδκ εέζδ V277 ηαζ πνυςνμ ηςδζηυκζμ 

θήλδξ V277WfX5 υπμο είπε ζακ απμηέθεζια απχθεζα ηδξ αζμθμβζηήξ δνάζδξ ημο RANKL 

ζε αζεεκείξ ιε αοημζςιζηή οπμθθεζπυιεκδ μζηεμπέηνςζδ (ARO) (Sobacchi et al. 2007). Ζ 

M199K οπμηαηάζηαζδ εκημπίγεηαζ ζε ιία ορδθά ζοκηδνδιέκδ πενζμπή, δ απαθεζθή ηδξ 

αιζκμλζηήξ πενζμπήξ 145-177 πμο απμιαηνφκεζ ηδκ Α α-πηοπςηή επζθάκεζα ηαεχξ ηαζ ηδκ 

ιζζή πενζμπή ημο AA′ ανυβπμο πμο εεςνδηζηά ζοιιεηέπεζ ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ημκ 

οπμδμπέα RANK,  εκχ δ αθθαβή V277WfX5 πνμηαθεί ιεηαηυπζζδ ημο ακαβκςζηζημφ 

πθαζίμο ιε απμηέθεζια ηδκ απχθεζα ηδξ F α-πηοπςηήξ επζθάκεζαξ πμο ζοιιεηέπεζ ζημκ 

ηνζιενζζιυ ημο RANKL (Ta et al. 2010). Όθεξ μζ ιεηαθθάλεζξ ημο RANKL εκημπίγμκηαζ ζηδκ 

αζμδναζηζηή ελςηοηηανζηή πενζμπή (TNF-like core domain), δδθαδή ζηδκ πενζμπή πμο 

εοεφκεηαζ βζα ημκ ηνζιενζζιυ ηαζ ηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ημκ οπμδμπέα, ςζηυζμ μζ ιμνζαημί 

ιδπακζζιμί πμο ζοιαάθθμοκ ζηδκ παεμβέκεζδ ηδξ ARO παναιέκμοκ άβκςζημζ. οκεπχξ, μ 

θεζημονβζηυξ παναηηδνζζιυξ ιεηαθθάλεςκ ημο RANKL είηε ζε ακενχπμοξ είηε ζε γςζηά 

πεζναιαηζηά ιμκηέθα απμηεθεί ιία απαναίηδηδ πνμζέββζζδ βζα ηδκ απμζαθήκζζδ ηςκ 

ιμνζαηχκ ιδπακζζιχκ πμο δζέπμοκ ηδκ παεμβέκεζα ηδξ μζηεμπέηνςζδξ (ARO) ιε ζηυπμ ηδκ 

εεναπεοηζηή ηδξ ακηζιεηχπζζδ αθθά ηαζ ηδκ ακάπηολδ κέςκ πζεακχκ ακαζημθέςκ έκακηζ ημο 

RANKL.  

Πνυζθαηα, δ ενεοκδηζηή μιάδα ηδξ Δπζη. Καεδβήηνζαξ Δθέκδξ Νημφκδ δδιζμφνβδζε έκα κέμ 

γςζηυ ιμκηέθμ αοημζςιζηήξ οπμθθεζπυιεκδξ μζηεμπέηνςζδξ (ARO) ζημ πμκηίηζ 

αημθμοεχκηαξ ιία πνμζέββζζδ Πνυζεζαξ Γεκεηζηήξ πνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ ιέεμδμ ηδξ ηοπαίαξ 

πδιζηήξ ιεηαθθαλμβέκεζδξ ιε αζεοθκζηνμγμονία (ENU). Σμ κέμ ιμκηέθμ μζηεμπέηνςζδξ 

(tles) παναηηδνίγεηαζ απυ απχθεζα έηθοζδξ ηςκ δμκηζχκ, πθήνδ απμοζία ηςκ μζηεμηθαζηχκ, 
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αολδιέκδ μζηζηή ιάγα ηαζ αδοκαιία ζπδιαηζζιμφ θειθαδέκςκ. Γεκεηζηή ακάθοζδ ημο κέμο 

ιμκηέθμο μζηεμπέηνςζδξ απμηάθορε ηδκ πανμοζία ιίαξ ζδιεζαηήξ ιεηάθθαλδξ ζημ βμκίδζμ 

Rankl ιε απμηέθεζια ηδκ αιζκμλζηή ακηζηαηάζηαζδ απυ βθοηίκδ ζε ανβζκίκδ ζηδκ εέζδ 278 

(G278R) πμο εκημπίγεηαζ ζηδκ ελςηοηηανζηή πενζμπή (TNF-like core domain). Σμ βεβμκυξ 

υηζ ηα ιεηαθθαβιέκα RANKL
tles/tles

 πμκηίηζα ειθακίγμοκ ημκ ίδζμ μζηεμπεηνςηζηυ θαζκυηοπμ 

ιε ηα RANKL
 
knockout πμκηίηζα (Marks & Choi, 2000a; Kong et al., 1999) ιαξ μδδβεί ζημ 

ζοιπέναζια υηζ ιία αιζκμλζηή αθθαβή είκαζ ανηεηή βζα κα πνμηαθέζεζ απχθεζα ηδξ 

αζμθμβζηήξ δνάζδξ ημο RANKL. Χζηυζμ, ηα   RANKL
tles/tles

 πμκηίηζα δζαθένμοκ ζε ιμνζαηυ 

επίπεδμ απυ ηα RANKL
 
knockout πμκηίηζα. Δκχ ζηα RANKL

 
knockout πμκηίηζα δεκ οπάνπεζ  

έηθναζδ ημο RANKL είηε ζε ιεηαβναθζηυ (mRNA) ή ιεηαθναζηζηυ επίπεδμ, ακηίεεηα ηα 

RANKL
tles/tles

 πμκηίηζα πανάβμοκ ζε θοζζμθμβζηά επίπεδα ηδκ ιδ θεζημονβζηή RANKL 

πνςηεΐκδ (Douni et al. 2012). Σμ RANKL
tles/tles

 ιμκηέθμ μζηεμπέηνςζδξ είκαζ ημ πνχημ 

δζεεκχξ ιμκηέθμ ημ μπμίμ θένεζ ιία θεζημονβζηή ιεηάθθαλδ ζημ βμκίδζμ Rankl επδνεάγμκηαξ 

έηζζ ηδκ αζμθμβζηή ημο δνάζδ εκχ πνμζμιμζάγεζ ζε ιεβάθμ ααειυ ιε ηδκ αοημζςιζηή 

οπμθθεζπυιεκδ μζηεμπέηνςζδ ζε αζεεκείξ (ARO). Καζ ζηζξ δφμ πενζπηχζεζξ έπμοιε 

παναβςβή ιδ θεζημονβζηήξ RANKL πνςηεΐκδξ απυννμζα ηςκ ιεηαθθάλεςκ ζηδκ 

ελςηοηηανζηή πενζμπή υπςξ αηνζαχξ ζε αζεεκείξ ιε  ARO. Πανυθμ πμο δεκ οπάνπμοκ 

ακαθμνέξ βζα αιζκμλζηή οπμηαηάζηαζδ ζηδκ εέζδ 278 ζε αζεεκείξ ιε ARO, ςζηυζμ 

απαθεζθή ηδξ εέζδξ αοηήξ έπεζ ακαθενεεί ζηδκ πενίπηςζδ ηδξ αθθαβήξ V277WfX5 υπμο 

πνμαθέπεηαζ κα επδνεάγεζ ημκ ηνζιενζζιυ ηδξ RANKL. ηδκ πανμφζα δζδαηημνζηή ιεθέηδ 

πναβιαημπμζήεδηε αζμπδιζηυξ παναηηδνζζιυξ ηδξ αιζκμλζηήξ οπμηαηάζηαζδξ G278R ζηα 

RANKL
tles/tles

 πμκηίηζα. Θεθήζαιε κα δζενεοκήζμοιε ηαηά πυζμ δ G278R αιζκμλζηή 

οπμηαηάζηαζδ έπεζ ακηίηηοπμ ζηδκ δζαιυνθςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ηαζ ζηδκ ζηακυηδηα 

ηνζιενζζιμφ. 

Μμκηεθμπμίδζδ ηδξ δμιήξ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ RANKL
G278R

 πνςηεΐκδξ, ααζζγυιεκδ ζε 

δεδμιέκα ηνοζηαθθμβναθίαξ (Lam et al. 2001; Ito et al. 2002), πνμηείκεζ υηζ δ ιεηάθθαλδ δεκ 

επδνεάγεζ ηδκ θοζζηή δζαιυνθςζδ ηαζ ηδκ ακαδίπθςζδ ημο ιμκμιενμφξ αθθά ίζςξ 

επδνεάγεζ ημκ ηνζιενζζιυ ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ. Αηυιδ, ημ ηνίζζιμ αιζκμλφ G278 

εκημπίγεηαζ ζηδκ οδνυθμαδ F α-πηοπςηή επζθάκεζα δ μπμία είκαζ 100% ζοκηδνδιέκδ ιεηαλφ 

ακενχπμο ηαζ πμκηζημφ, ηαζ απμηεθεί ιένμξ ηδξ εςηενζηήξ A‟AHCF α-πηοπςηήξ επζθάκεζαξ 

πμο ειπθέηεηαζ εκενβά ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ηςκ ιμκμιενχκ. Ζ εζζαβςβή ηδξ ανβζκίκδξ ζηδκ 

εέζδ 278 πνμαθέπεηαζ κα εζζάβεζ έκα εεηζηυ θμνηίμ ηαζ ιία πθεονζηή αθοζίδα πνμηαθχκηαξ 

δζαηαναπή ηδξ οδνυθμαδξ επζθάκεζαξ ιε πςνμηαλζηυ ειπμδζζιυ. 
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 ε ιμνζαηυ επίπεδμ δείλαιε υηζ δ αιζκμλζηή οπμηαηάζηαζδ (G278R) πνμηαθεί πθήνδ 

απχθεζα ηδξ αζμθμβζηήξ δνάζδξ ημο RANKL ηαζ απχθεζα ηνζιενζζιμφ.  Υνδζζιμπμζχκηαξ 

ακαζοκδοαζιέκδ ελςηοηηανζηή RANKL πνςηεΐκδ ηυζμ άβνζμο ηφπμο υζμ ηαζ ιεηαθθαβιέκδ 

ηαζ αημθμοεχκηαξ αζμπδιζηέξ δμηζιέξ είδαιε υηζ δ RANKL
G278R

 δεκ ζπδιαηίγεζ ηνζιενή ή 

πμθοιενή επζαεααζχκμκηαξ ηδκ in silico πνυαθερδ. Ακηίεεηα, παναηδνήζαιε υηζ δ 

RANKL
G278R

 ζπδιαηίγεζ ιυκμ ιμκμιενή ηαζ πνςηεσκζηά ζοζζςιαηχιαηα ιεβάθμο ιμνζαημφ 

αάνμοξ (Δζη. 3.8Α). Αοηυ ελδβείηαζ ακ θάαμοιε οπυρζκ υηζ δ αιζκμλζηή οπμηαηάζηαζδ απυ 

βθοηίκδ ζε ανβζκίκδ εκημπίγεηαζ ζηδκ οδνυθμαδ F α-πηοπςηή επζθάκεζα. Ζ πανμοζία ηδξ 

εεηζηά θμνηζζιέκδξ ανβζκίκδξ ζε ιζα οδνυθμαδ πενζμπή πζεακυκ μδδβεί ζε έηεεζδ ηδξ 

οδνυθμαδξ δζεπζθάκεζαξ ηςκ ιμκμιενχκ πμο έπμοκ ηδκ ηάζδ κα «ημθθάκε» ημ έκα ιε ημ 

άθθμ ηαζ ηεθζηχξ ημκ ζπδιαηζζιυ πνςηεσκζηχκ ζοζζςιαηςιάηςκ ιεβάθμο ιμνζαημφ αάνμοξ 

(agreggates). Δπίζδξ, δείλαιε υηζ δ RANKL
G278R 

δεκ δφκαηαζ κα πνμζδεεεί ζημκ οπμδμπέα 

RANK (Δζη. 3.8Β), επζαεααζχκμκηαξ υηζ μ ηνζιενζζιυξ ημο RANKL απμηεθεί απαναίηδηδ 

πνμοπυεεζδ βζα ηδκ πνυζδεζή ημο ζημκ οπμδμπέα RANK.  οκεπχξ, δ απχθεζα ηνζιενζζιμφ 

έπεζ ακηίηηοπμ ζηδκ αζμθμβζηή δνάζδ ημο  RANKL ηάηζ πμο ιπμνεί κα ελδβήζεζ ηδκ 

αδοκαιία μζηεμηθαζημβέκεζδξ ηαζ ηδκ επαβςβή μζηεμπέηνςζδξ ζηα πμκηίηζα πμο πανάβμοκ 

ηδκ RANKL
G278R 

πνςηεΐκδ.   

Δπζπθέμκ, δ ακαζοκδοαζιέκδ εηηνζηζηή RANKL
G278R 

πνςηεΐκδ θαίκεηαζ υηζ έπεζ ηονίανπδ 

ανκδηζηή επίδναζδ ζηδκ WT RANKL ζε δμηζιέξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ, ηάηζ πμο ελανηάηαζ 

απυ ηδκ ακαθμβία ιεηαλφ WT ηαζ RANKL
G278R 

πνςηεσκχκ. Με αάζδ ηζξ θεζημονβζηέξ 

ηοηηανζηέξ δμηζιέξ παναηδνήζαιε υηζ δ επαβςβή ζπδιαηζζιμφ μζηεμηθαζηχκ 

πναβιαημπμζείηαζ απυ θεζημονβζηά ηνζιενή RANKL υηακ δ ακαθμβία WT ηαζ RANKL
G278R 

πνςηεΐκδξ είκαζ 3:0 (ιυκμ WT ιμκμιενή) ή 2:1 (2 WT: 1 RANKL
G278R

). Ακηίεεηα, 

παναηδνείηαζ ηονίανπδ ανκδηζηή επίδναζδ ζημκ ζπδιαηζζιυ μζηεμηθαζηχκ υηακ δ ακαθμβία 

είκαζ 0:3 (ιυκμ  RANKL
G278R

 ιμκμιενή) ή 1:2 (1 WT: 2 RANKL
G278R

). φιθςκα ιε ημ 

ιμνζαηυ ιμκηέθμ μ ζπδιαηζζιυξ εηενμηνζιενχκ πανμοζία εκυξ  RANKL
G278R

 ιμκμιενμφξ εα 

ιπμνμφζε κα είκαζ εθζηηυξ, δεδμιέκμο υηζ 2 οδνυθμαεξ δζεπζθάκεζεξ  απυ ηζξ ηνεζξ ηςκ 

ιμκμιενχκ εα ιπμνμφζακ κα ζοβηναημφκ ημ ηνζιενέξ ηαζ κα ηαείζηαηαζ αζμθμβζηά δναζηζηυ 

(Δζη. 6.1Α).  

Ακηίεεηα, πανμοζία 2 ή 3 RANKL
G278R

 ιμκμιενχκ ζημ ηνζιενέξ πνμηαθεί εζζαβςβή 

επζπθέμκ εεηζηχκ θμνηίςκ ηαζ πςνμηαλζηχκ ηνμπμπμζήζεςκ ζηδκ οδνυθμαδ πενζμπή ιε 

απμηέθεζια ηδκ αδοκαιία ζπδιαηζζιμφ θεζημονβζηχκ ηνζιενχκ. Χζηυζμ, ζηα εηενυγοβα 

RANKL
tles/+

 πμκηίηζα πμο εηθνάγμοκ ίζεξ πμζυηδηεξ ηςκ WT ηαζ RANKL
G278R 

πνςηεΐκχκ 

δεκ παναηδνείηαζ ημ θαζκυιεκμ ηδξ ηονίανπδξ ανκδηζηήξ επίδναζδξ. Φαίκεηαζ υηζ ζε ιζα 
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δοκαιζηή ηαηάζηαζδ ζηα εηενυγοβα πμκηίηζα, μ  RANKL ζπδιαηίγεζ θεζημονβζηά WT 

μιμηνζιενή ηαεχξ ηαζ εηενμηνζιενή (2 WT: 1 RANKL
G278R

). Ζ επζαεααίςζδ ημο παναπάκς 

ιμκηέθμο επαθδεεφεηαζ ηυζμ απυ ηζξ δμηζιέξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ υπμο ακαθμβία 2:1 (2 

WT: 1 RANKL
G278R

) επάβεζ ημκ ζπδιαηζζιυ μζηεμηθαζηχκ υζμ ηαζ ζε πεζνάιαηα 

ακμζμηαείγδζδξ υπμο εοηανοςηζηά ηφηηανα HEK 293FT επζιμθφκεδηακ ηαοηυπνμκα ιε 

πθαζιζδζαημφξ θμνείξ έηθναζδξ πζιαζνζηχκ πνςηεσκχκ WT-RANKL-FLAG, WT-RANKL-

Myc ή RANKL
G278R

-Myc. ηα πεζνάιαηα αοηά δείπεδηε υηζ δ WT-RANKL-FLAG ζοκ-

ακμζμηαεζγάκεζ ηυζμ ιε ηδκ WT-RANKL-Myc  υζμ ηαζ ιε ηδκ RANKL
G278R

-Myc πνςηεΐκδ  

(Douni et al. 2012) ζοκεπχξ δ WT RANKL αθθδθεπζδνα ιε ηδκ RANKL
G278R

 μπυηε δ 

ακαθμβία ημοξ ηαεμνίγεζ ημκ ζπδιαηζζιυ θεζημονβζηχκ ηνζιενχκ ή εηδήθςζδ ημο 

θαζκμιέκμο ηδξ ηονίανπδξ ανκδηζηήξ επίδναζδξ.  

Δπζπθέμκ, εέθμκηαξ κα δζενεοκήζμοιε ιε αζμπδιζηυ ηνυπμ ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηδξ WT-

RANKL ιε ηδκ RANKL
G278R

 πνςηεΐκδ πνμπςνήζαιε ζε πεζνάιαηα cross-linking. 

Δζδζηυηενα, πνμεπςάγμκηαξ ίζεξ πμζυηδηεξ WT ηαζ RANKL
G278R 

πνςηεσκχκ πανμοζία ημο 

πανάβμκηα δζαζφκδεζδξ DSS παναηδνήζαιε ζδιακηζηή αφλδζδ ηδξ έκηαζδξ ηςκ ηνζιενχκ, 

δζιενχκ ηαζ ιμκμιενχκ, ζημζπείμ πμο οπμδδθχκεζ ζαθή αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηςκ WT ηαζ 

RANKL
G278R 

πνςηεσκχκ. Ζ αφλδζδ ηςκ ηνζιενχκ πνέπεζ κα είκαζ απμηέθεζια ημο 

ζπδιαηζζιμφ ηυζμ WT μιμηνζιενχκ υζμ ηαζ εηενμηνζιενχκ (2 WT ιμκμιενή: 1 

RANKL
G278R

 ιμκμιενέξ). Έηζζ, μ πνμηεζκυιεκμξ ιδπακζζιυξ αθθδθεπίδναζδξ πενζθαιαάκεζ 

ιζα δοκαιζηή ηαηάζηαζδ ακηαθθαβήξ εκυξ WT ιμκμιενμφξ απυ ηα μιμηνζιενή ιε έκα 

RANKL
G278R 

ιμκμιενέξ πμο μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ επζπθέμκ εηενμ-ηνζιενχκ (ηα μπμία 

ιπμνεί κα είκαζ θεζημονβζηά ζφιθςκα ιε ηδκ in silico ακάθοζδ. Αημθμφεςξ, πενζζζυηενα 

εθεφεενα WT ιμκμιενή αθθδθεπζδνμφκ βζα ημ ζπδιαηζζιυ πενζζζυηενςκ δζιενχκ ή ηαζ 

ιμκμιενχκ ιέζα απυ ιζα δοκαιζηή δζαδζηαζία (Δζη. 6.1Β). 
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Δηθόλα 6.1.  Μνληεινπνίεζε ηεο δνκήο ηεο κεηαιιαγκέλεο RANKL
G278R 

πξσηεΐλεο. (A) Γναθζηή 

απεζηυκζζδ εκυξ εηενμηνζιενμφξ (2 WT: 1 RANKL
G278R

) ιε ιμκηεθμπμίδζδ ηφπμο „ημνδέθα‟ υπμο ζημκ άλμκα 

ζοιιεηνίαξ ημο ηνζιενμφξ ιε πμνημηαθί θαίκεηαζ δ βθοηίκδ 278 ημο αβνίμο ηφπμο ιμκμιενμφξ εκχ ιε ηίηνζκμ δ 

ανβζκίκδ ημο ιεηαθθαβιέκμο ιμκμιενμφξ. (B) πδιαηζηή απεζηυκζζδ ημο ιμκηέθμο αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ 

WT-RANKL (πνάζζκμ πνχια) ηαζ RANKL
G278R

 ιμκμιενχκ (ιςα πνχια) υζμκ αθμνά ημκ ζπδιαηζζιυ 

ηνζιενχκ.  

 
Σμ αιζκμλφ βθοηίκδ ζηδκ εέζδ 278 ηδξ πνςηεΐκδξ RANKL είκαζ ανηεηά ζοκηδνδιέκμ ιεηαλφ 

δζαθυνςκ ιεθχκ ηδξ οπενμζημβέκεζαξ ημο TNF υπςξ TNF, CD40L, TRAIL, BAFF ηαζ 

APRIL. ε αζεεκείξ ιε ζφκδνμιμ Υ-ελανηχιεκδξ οπενπαναβςβήξ ακμζμθαζνίκδξ ηφπμο Μ 

(X-linked hyper IgM syndrome), έπεζ εκημπζζηεί ιία οπμηαηάζηαζδ ηδξ ζοκηδνδιέκδξ 

βθοηίκδξ ζε ααθίκδ ζηδκ εέζδ 227 ζημκ CD40L (Seyama et al. 1998). Χζηυζμ δεκ έπεζ 

απμδεζπεεί πεζναιαηζηά υηζ δ οπμηαηάζηαζδ αοηή πνμηαθεί απμηνζιενζζιυ ηδξ CD40L 

πνςηεΐκδξ. Σμ βεβμκυξ αοηυ ιαξ μδήβδζε ζημ κα δζενεοκήζμοιε ακ δ οπμηαηάζηαζδ ηδξ 

βθοηίκδξ πνμηαθεί  απχθεζα ηνζιενζζιμφ ζηζξ πνςηεΐκεξ TNF ηαζ BAFF.  

Ο TNF έπεζ ηεκηνζηυ νυθμ ζηδκ παεμβέκεζα ζε πνυκζεξ θθεβιμκχδεζξ παεήζεζξ ηαζ 

αοημάκμζεξ αζεέκεζεξ (Douni et al., 2007). Ζ ακάπηολδ ηαζ δμηζιή κέςκ πανειπμδζζηχκ ημο 

TNF απμηέθεζε έκα δοκαιζηυ πεδίμ ιε ηδκ ηοηθμθμνία ηςκ πνχηςκ αζμθμβζηχκ θανιάηςκ 

βζα ηδκ εεναπεία ηδξ νεοιαημεζδμφξ ανενίηζδαξ ηαζ ηδξ θθεβιμκχδμοξ εκηενμπάεεζαξ ηφπμο 

Crohn. Ακηίζημζπδ οπμηαηάζηαζδ ηδξ βθοηίκδξ απυ ανβζκίκδ έβζκε ζηδκ εέζδ 122 (G122R) 

ημο εηηνζηζημφ ηφπμο ημο TNF ιε απμηέθεζια ηδκ αδοκαιία ηνζιενζζιμφ ηαεχξ ηαζ απχθεζα 
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ηδξ αζμθμβζηήξ ημο δνάζδξ, ιε αδοκαιία πνυζδεζδξ ζημκ οπμδμπέα p75TNF. Απυ ηδκ άθθδ, 

δ ΒΑFF πνςηεΐκδ απμηεθεί γςηζηήξ ζδιαζίαξ πανάβμκηα βζα ηδκ μιαθή ακάπηολδ, 

δζαθμνμπμίδζδ ηαζ θεζημονβία ηςκ Β-θειθμηοηηάνςκ ηαζ έκα πμθθά οπμζπυιεκμ 

εεναπεοηζηυ ζηυπμ βζα αοημάκμζα κμζήιαηα υπςξ μ οζηδιαηζηυξ Δνοεδιαηχδδξ Λφημξ 

(Davidson 2009; Nashi E, Wang Y 2010; Davidson 2011). Οιμίςξ, παναηδνήζαιε υηζ δ 

ακηίζημζπδ οπμηαηάζηαζδ ηδξ βθοηίκδξ απυ ανβζκίκδ ζηδκ εέζδ 249 (G249R)  ζηδκ ΒΑFF 

πνςηεΐκδ πνμηαθεί απμζηαεενμπμίδζδ ηδξ δμιήξ ηαζ απμηνζιενζζιυ ηαεχξ ηαζ απχθεζα 

πνυζδεζδξ ζημκ οπμδμπέα ΒΑFF-R. Σα παναπάκς εονήιαηα οπμδδθχκμοκ ηδκ 

ζδιακηζηυηδηα ημο ζοκηδνδιέκμο αιζκμλέμξ ηδξ βθοηίκδξ ακάιεζα ζηα ιέθδ ηδξ 

οπενμζημβέκεζαξ ημο TNF ηαζ ημκ ακηίηηοπμ πμο έπεζ βζα ημκ ηνζιενζζιυ ηαζ ηδκ αζμθμβζηή 

ημοξ δναζηζηυηδηα ιζα πζεακή θεζημονβζηή ιεηάθθαλδ ζηδ εέζδ αοηή. Ζ ακάπηολδ ηαζ μ 

ζπεδζαζιυξ κέςκ ακαζημθέςκ πμο ζημπεφμοκ ζηδκ ελςηοηηανζηή πενζμπή πμο πενζέπεζ ημ 

αιζκμλφ ηδξ βθοηίκδξ ιε ζημπυ ηδκ πανειπυδζζδ ημο ηνζιενζζιμφ εα ιπμνμφζε κα 

απμηεθέζεζ έκα κέμ δοκδηζηά εεναπεοηζηυ ζηυπμ βζα ηδκ εεναπεία παεήζεςκ πμο ζπεηίγμκηαζ 

ιε ηδκ δνάζδ ηςκ ιεθχκ ηδξ οπενμζημβέκεζαξ ημο TNF, υπςξ ημο TNF ηαζ ημο RANKL. 
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6.2 Έλεγχοσ νϋων αναςτολϋων του RANKL  που ςτοχεϑουν τον 
τριμεριςμϐ του 

 

Ο RANKL απμηεθεί έκα πμθθά οπμζπυιεκμ εεναπεοηζηυ ζηυπμ ζε παεήζεζξ ιε αολδιέκδ 

μζηζηή απχθεζα υπςξ μζηεμπυνςζδ, νεοιαημεζδήξ ανενίηζδα ηαζ μζηζηέξ ιεηαζηάζεζξ 

(Yasuda 2013). Ζ πνήζδ ακαζοκδοαζιέκςκ πνςηεσκχκ υπςξ RANK-Fc, OPG-Fc ηαζ ακηζ-

RANKL ακηζζςιάηςκ βζα ηδκ πανειπυδζζδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ RANKL- RANK 

έπεζ επζηοπχξ εθανιμζηεί βζα ηδκ εεναπεία μζηεμθοηζηχκ παεήζεςκ (Cummings et al. 2009; 

Feeley et al. 2006; Body et al. 2003). Χζηυζμ, δ εεναπεοηζηή εθανιμβή ηυζμ ιεβάθςκ 

ιαηνμιμνίςκ έπεζ ακαδείλεζ ιζα ζεζνά πενζμνζζιχκ ηαζ ιεζμκεηηδιάηςκ υπςξ 

ακηζβμκζηυηδηα, πενζμνζζιέκδ αζμδζαεεζζιυηδηα ηαζ ορδθυ ηυζημξ παναβςβήξ. Με ζημπυ κα 

οπενηεναζημφκ ηέημζα πνμαθήιαηα έπμοκ ακαπηοπεεί ιζα ζεζνά κέςκ εεναπεοηζηχκ 

παναβυκηςκ υπςξ ιζηνά πεπηίδζα ή πεπηίδζμ-ιζιδηζηά ιυνζα ιε αάζδ ηδκ δμιή ημο RANKL 

ηαζ ημο οπμδμπέα RANK πμο δνμοκ ακηαβςκζζηζηά (Ta et al. 2010; Liu et al. 2010; Aoki et 

al. 2006). Ζ ηαοημπμίδζδ ηαζ ακαβκχνζζδ ημο ηνίζζιμο αιζκμλέμξ G278 ημ μπμίμ ειπθέηεηαζ 

ζηδκ θεζημονβία ηαζ ημκ ηνζιενζζιυ ημο RANKL απμηεθεί δοκδηζηά έκα κέμ εεναπεοηζηυ 

ζηυπμ ζηδκ θμβζηή ζπεδζαζιμφ πεπηζδίςκ ή ιζηνχκ ιμνίςκ πμο ζημπεφμοκ ηαζ 

αθθδθεπζδνμφκ επζθεηηζηά ζηδκ εέζδ G278.  

Σμ 2005 ακαηαθφθεδηε έκα ιζηνυ ιυνζμ, ημ SPD-304, πμο είπε ηδκ ζηακυηδηα κα δζαζπά ηα 

ηνζιενή ηδξ πνςηεΐκδξ TNF, ακαζηέθθμκηαξ ηδκ δνάζδ ηδξ. Σμ SPD-304 δνα 

απμιαηνφκμκηαξ ιία απυ ηζξ οπμιμκάδεξ ημο ηνζιενμφξ, ζπδιαηίγμκηαξ έκα ζφιπθμημ ιε ημ 

“ακεκενβυ” δζιενέξ (He et al. 2005). Λυβς ηδξ ορδθήξ δμιζηήξ μιμζυηδηαξ ηςκ πνςηεσκχκ 

ηδξ TNF οπενμζημβέκεζαξ, εθέβπεδηε δ δνάζδ ημο SPD-304 ζηδκ ακαζημθή ημο RANKL. ε 

in vitro πεζνάιαηα δείπεδηε υηζ δ πανμοζία ημο SPD-304 ακαζηέθθεζ ηδκ RANKL-

ελανηχιεκδ μζηεμηθαζημβέκεζδ. Ο πανειπμδζζηζηυξ ιδπακζζιυξ δνάζδξ ημο SPD-304 ζε in 

vitro  δμηζιέξ ιπμνεί κα ενιδκεοηεί ζακ πανειαμθή ημο SPD-304 ακάιεζα ζηζξ οδνυθμαεξ 

επζθάκεζεξ ηςκ ιμκμιενχκ ημο RANKL πνμηαθχκηαξ απμδζάηαλδ ημο ηνζιενμφξ. Όκηςξ, in 

silico πνυαθερδ ηδξ πενζμπήξ αθθδθεπίδναζδξ ημο SPD-304 ιε ηδκ δμιή ημο RANKL 

πνμαθέπεζ αθθδθεπίδναζδ πμθφ ημκηά ζημ ζδιείμ G278 ηδξ ιεηάθθαλδξ (<4Ǻ) (Δζη. 4.1Α). 

Έηζζ, θαίκεηαζ υηζ ηυζμ δ εέζδ ηδξ οπμηαηάζηαζδξ G278R υζμ ηαζ ημ SPD-304 δνμοκ 

ακαζηαθηζηά ακάιεζα ζηζξ οδνυθμαεξ επζθάκεζεξ ηςκ ιμκμιενχκ δζαηανάζζμκηαξ έηζζ ημκ 

ηνζιενζζιυ ημο RANKL. Βζμπδιζηή επζαεααίςζδ ηςκ παναπάκς, ηαηέδεζλε υηζ δ πανμοζία 
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ημο SPD-304 πνμηαθεί απεθεοεένςζδ δζιενχκ ηαζ ιμκμιενχκ απυ ημ RANKL ηνζιενέξ, 

πζεακυκ ιέζα απυ έκακ πανυιμζμ ιδπακζζιυ υπςξ ιε ημκ TNF.  

Σμ ιζηνυ ιυνζμ SPD-304 έπεζ ηδκ ζηακυηδηα κα δεζιεφεηαζ  ζηδκ πνςηεΐκδ RANKL ημο 

ακενχπμο (Kd=14.1) ηαζ κα ακαζηέθθεζ ηδκ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ μζηεμηθαζηχκ (IC50= 

0.99±0.16M) πανμοζζάγμκηαξ υιςξ ορδθή ημλζηυηδηα (LC50=3.20±0.11ιM). Μεηααμθζηά 

πεζνάιαηα, οπμδεζηκφμοκ πςξ μ 3-ιεεοθ-ζκδμθζηυξ δαηηφθζμξ ημο SPD-304 ιπμνεί κα 

αθοδνμβμκςεεί απυ έκγοια ημο Ρ450 ηοημπνχιαημξ, πανάβςκηαξ αηυνεζηα ζιίκζα 

(iminium), πμο είκαζ ζδζαίηενα ημλζηέξ μοζίεξ (Sun et al. 2007). Πένα απυ αοηή ηδ δζαδζηαζία, 

δ οδνμλοθίςζδ ηςκ ιεεοθίςκ ηδξ δζιεεοθμπνςιυκδξ (dimethylochromone) ημο SPD-304 

εεςνείηαζ πςξ παίγεζ επίζδξ ηάπμζμ νυθμ ζηδκ ημλζηυηδηα ημο ιμνίμο (Skiles & Yost 1996). 

Γοζηοπχξ, ημ ιυνζμ αοηυ δεκ ιπυνεζε κα αλζμπμζδεεί πεναζηένς ζε πνμηθζκζηέξ δμηζιέξ 

πζεακυκ θυβς ηδξ ορδθήξ ημλζηυηδηάξ πμο ειθάκζγε ζε πεζνάιαηα ηοηηανμηαθθζένβεζαξ.  

ε ιία πνμζπάεεζα αλζμπμίδζδξ ηδξ ζδζυηδηαξ πμο έπεζ ημ ιυνζμ SPD-304 κα ακαζηέθθεζ ηδκ 

δνάζδ ηδξ πνςηεΐκδξ RANΚL, ζπεδζάζηδηακ 72 δμιζηά ακάθμβά ημο ηα μπμία 

αλζμθμβήεδηακ ςξ πνμξ ηδκ ζηακυηδηα δέζιεοζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ, ηδκ δναζηζηυηδηα ηαζ ηδκ 

ημλζηυηδηα ημοξ. Δζδζηυηενα, απυ ηζξ 72 εκχζεζξ εκημπίζαιε 17 ακάθμβα ημο SPD-304 πμο ζε 

ζοβηέκηνςζδ 5ιΜ ειθακίγμοκ πθήνδ πανειπμδζζηζηή δνάζδ ζηδκ μζηεμηθαζημβέκεζδ. ηα 

πθαίζζα ηδξ πανμφζαξ δζαηνζαήξ επζηεκηνςεήηαιε ζε 7 εκχζεζξ πμο έδεζλακ πθήνδ 

πανειπυδζζδ ηαζ παιδθή ηοηηανμημλζηυηδηα. 

Ανπζηά, έβζκε ηνμπμπμίδζδ ημο ηνζθεμνμιεεοθμθαίκοθμ δαηηοθίμο ημο ιμνίμο SPD-304 ζε 

ανςιαηζηυ δαηηφθζμ πμο πενζέπεζ ιία εεζσηή μιάδα ςξ οπμηαηαζηάηδ (PRA2.2.3) (Δζη. 4.6). 

Σμ ηαζκμφνβζμ ιυνζμ ειθάκζγε ελίζμο ορδθή ημλζηυηδηα ιε ημ ανπζηυ (LC50=3.86±1.00ιM)) 

εκχ δ αθθαβή δεκ θαίκεηαζ κα επδνέαζε ηδκ ακαζημθή ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ 

μζηεμηθαζημβέκεζδξ (IC50=0.86±0.18ιM). Γζαηδνχκηαξ ηδκ ηνμπμπμίδζδ ημο 

ηνζθεμνμιεεοθμθαίκοθμ δαηηοθίμο, απμιαηνφκεδηακ ηα ιεεφθζα ηδξ δζιεεοθμπνςιυκδξ. Ζ 

απμιάηνοκζδ ημο 7‟ιεεοθίμο (PRA2.2.2) (Δζη. 4.7) δεκ αεθηίςζε μφηε ηδκ ημλζηυηδηα ημο 

ιμνίμο (LC50=4.78±0.08ιM), μφηε ηδκ ακαζημθή ηδξ δζαθμνμπμίδζδξ ηςκ μζηεμηθαζηχκ 

(IC50=0.84±0.17ιM), εκχ δ απμιάηνοκζδ ημο 6‟ ιεεοθίμο (PRA2.2.4) (Δζη. 4.8) ιείςζε 

θίβμ ηδκ ημλζηυηδηα ημο ιμνίμο (LC50= 12.60±1.60ιM) ηαζ ηδκ ζηακυηδηα κα ακαζηέθθεζ 

ηδκ μζηεμηθαζημβέκεζδ (IC50=3.94±0.32ιM). Σέθμξ, δ απμιάηνοκζδ ηαζ ηςκ δφμ ιεεοθίςκ 

(PRA2.2.1) ηδξ δζιεεοθμπνςιυκδξ (Δζη. 4.9), είπε ςξ απμηέθεζια ημ ιυνζμ κα έπεζ πμθφ 

ιζηνυηενδ ημλζηυηδηα (LC50= 58.50±5.00ιM), ηαζ θίβμ παιδθυηενδ δναζηζηυηδηα ζηδκ 

ακαζημθή ηδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ (IC50=2.5±0.67ιM) ζοβηνζηζηά ιε ημ SPD-304. 

Δπμιέκςξ, δ απμιάηνοκζδ ηαζ ηςκ δφμ ιεεοθίςκ ηδξ πνςιυκδξ, είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ 
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ιείςζδ ηδξ ημλζηυηδηαξ ηςκ ακαθυβςκ, εκχ δ αθθαβή ημο ηνζθεμνμιεεοθμθαίκοθμ 

δαηηοθίμο ζημκ ανςιαηζηυ δαηηφθζμ ιε οπμηαηαζηάηδ ηδ εεζσηή μιάδα δεκ θαίκεηαζ κα 

παίγεζ ζδζαίηενα ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ αεθηίςζδ ηςκ ζδζμηήηςκ ηςκ ακαθυβςκ.  

ηδ ζοκέπεζα, ακηζηαηαζηάεδηε ----- (PRA6.2.12) (Δζη. 4.10) ηαζ ----- (PRA6.3.12) (Δζη. 

4.11).  Καζ ηα δφμ ιυνζα ακέζηεζθακ ηδκ δζαδζηαζία ηδξ μζηεμηθαζηεμβέκεζδξ ζε πμθφ 

παιδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ (6.2.12: IC50=0.12±0.06ιM, 6.3.12: IC50=0.13±0.07ιM), 

ζοβηνζηζηά ιε ημ ιυνζμ SPD-304 (IC50=0.99±0.16ιM). Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί πςξ ηα ιυνζα 

PRA6.2.12 ηαζ PRA6.3.12 είκαζ ηα πζμ δναζηζηά απυ υζα δμηζιάζηδηακ, οπμδεζηκφμκηαξ 

πςξ δ αθθαβή ηδξ  δζαιίκδξ ζε δζαιίδζμ πζεακχξ είκαζ εοενβεηζηή ςξ πνμξ ηδκ δναζηζηυηδηα 

ηςκ ακαθυβςκ. Σμ ιυνζμ 6.2.12 πανμοζζάγεζ πμθφ ιζηνυηενδ ημλζηυηδηα 

(LC50=19.50±1.51ιM), ζοβηνζηζηά ιε ημ ανπζηυ ιυνζμ SPD-304 (LC50=3.20±0.11ιM) εκχ 

δ ημλζηυηδηα ημο ιμνίμο 6.3.12 ιεζχεδηε ζπεηζηά (LC50=8.44±0.53ιM) ιε ημ SPD-304, 

πανέιεζκε υιςξ ζε ορδθά επίπεδα. οκεπχξ, δ αθθαβή ----- ζημ PRA6.3.12 ιυνζμ δεκ 

θαίκεηαζ κα ςθέθδζε ηζξ ζδζυηδηεξ ημο ιμνίμο ςξ πνμξ ηδκ ηοηηανμημλζηυηδηα. 

Έπμκηαξ οπυρδ ηζξ ηνμπμπμζήζεζξ ηςκ πνμδβμφιεκςκ ιμνίςκ μζ μπμίεξ είπακ έκα εεηζηυ 

απμηέθεζια ζηζξ ζδζυηδηεξ ηςκ ακαθυβςκ, ζπεδζάζηδηε έκα κέμ ιυνζμ (PRA5.2.8) (Δζη. 4.12), 

μ ηνζθεμνμιεεοθμθαίκοθμ δαηηφθζμξ ακηζηαηαζηάεδηε ιε ημκ ανςιαηζηυ δαηηφθζμ ηαζ 

απμιαηνφκεδηακ ηα ιεεφθζα απυ ηδκ δζιεεοθμπνςιυκδ. Σμ ιυνζμ αοηυ ειθάκζζε ελαζνεηζηά 

παιδθή ημλζηυηδηα (LC50=62.33±2.59ιM) ζοβηνζηζηά ιε ημ ανπζηυ ιυνζμ 

(LC50=3.20±0.11ιM). Ζ ζηακυηδηα πνυζδεζδξ ζηδκ πνςηεΐκδ αεθηζχεδηε ανηεηά (Kd=4.6) 

ζοβηνζηζηά ιε ημ ιυνζμ SPD-304 (Kd=14,1). Γοζηοπχξ, μζ αθθαβέξ ιείςζακ ηδκ 

δναζηζηυηδηα ημο ακαζημθέα, ιε ζοκέπεζα κα ιδκ ακαζηέθθεζ ηδκ ακάπηολδ χνζιςκ 

μζηεμηθαζηχκ (IC50=8.55±1.00ιM), ηυζμ απμηεθεζιαηζηά υπςξ ημ ανπζηυ ιυνζμ 

(IC50=0.99±0.16ιM). Δπυιεκμ αήια ήηακ μ ζπεδζαζιυξ εκυξ ιμνίμο ιε ηζξ ίδζεξ αθθαβέξ, 

υπςξ ημ ιυνζμ PRA5.2.8, ιε ηδκ δζαθμνά πςξ μ ανςιαηζηυξ δαηηφθζμξ πενζέπεζ 

οπμηαηαζηάηδ ιία αγςημφπα μιάδα (Δζη. 4.13). Σμ PRA8.2.8 ιυνζμ, ειθάκζζε παιδθή 

ημλζηυηδηα (LC50=51.97±2.64ιM), υπςξ ηαζ ημ PRA5.2.8, ζε ζπέζδ ιε ημ ανπζηυ ιυνζμ 

(LC50=3.20±0.11ιM). Σμ ιυνζμ PRA8.2.8 είκαζ εθάπζζηα ημλζηυηενμ απυ ημ PRA5.2.8, υιςξ 

έπεζ ημ πθεμκέηηδια πςξ ζοκδέεηαζ ζηδκ πνςηεΐκδ RANKL ιε πμθφ ιεβαθφηενδ ελεζδίηεοζδ 

(Kd=2.18), ζοβηνζηζηά ιε ημ SPD-304 (Kd=14.1). Χξ εη ημφημο, ημ ιυνζμ PRA8.2.8 είκαζ 

πμθφ δναζηζηυ (IC50=1.87±0.23ιM) ηαζ απμηεθεί έκα ιυνζμ πμο εα ιπμνμφζε κα εθεβεεί ζε 

πνμηθζκζηέξ δμηζιέξ ζημ ιέθθμκ. Σμ ηεθεοηαίμ ιυνζμ πμο ζπεδζάζηδηε (PRA9.2.8) είκαζ 

πανυιμζμ ηςκ δφμ πνμδβμφιεκςκ ιμνίςκ ιε ηδ δζαθμνά πςξ μ ηνζθεμνμιεεοθμθαζκοθμ 

δαηηφθζμξ έπεζ παναιείκεζ υπςξ ζημ ανπζηυ ιυνζμ SPD-304, εκχ έπεζ πνμζηεεεί ιία 
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αγςημφπα μιάδα ζημκ ζκδμθζηυ δαηηφθζμ ημο ιμνίμο (Δζηυκα 4.14). Οζ αθθαβέξ αοηέξ 

αεθηίςζακ ηδκ ζοββέκεζα ημο ιμνίμο ιε ηδκ πνςηεΐκδ (Kd=2.82) ζε ζπέζδ ιε ημ ανπζηυ 

ιυνζμ (Kd=14.1), ζημ ίδζμ επίπεδμ ιε ημ ιυνζμ PRA8.2.8 (Kd=2.18), υιςξ, δεκ είπακ ηυζμ 

εεηζηή επίδναζδ ζηδκ ημλζηυηδηα ημο ιμνίμο (LC50=13.07±0.94ιM), δ μπμία ακ ηαζ 

αεθηζχεδηε απυ ημ SPD-304 (LC50=3.20±0.11ιM) δεκ έθηαζε ηα επίπεδα ηςκ ιμνίςκ 

PRA8.2.8 (LC50=51.97±62.64ιM) ηαζ PRA5.2.8 (LC50=62.33±2.59). Ακηίεεηα, δ επίδναζδ 

ηςκ αθθαβχκ είπε εεηζηυ απμηέθεζια ζηδκ δναζηζηυηδηα ημο ιμνίμο (IC50=2.92±0.23ιM) 

ζε ζπέζδ ιε ημ PRA5.2.8 (IC50=8.55±1.00ιM), δεκ έθηαζε υιςξ ηδκ δναζηζηυηδηα ημο 

ανπζημφ ιμνίμο SPD-304 (IC50=0.99±0.16ιM). Γεκζηά, θάκδηε υηζ ηα απμηεθέζιαηα 

δναζηζηυηδηαξ (IC50) επδνεάγμκηαζ πμθφ απυ ηδκ ημλζηυηδηα ηςκ ιμνίςκ. Γζα ημκ θυβμ 

αοηυ, δ επίδναζδ πμο έπεζ έκα ιυνζμ υπςξ ημ SPD-304 ζηδκ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ 

μζηεμηθαζηχκ, δεκ ιπμνμφιε κα είιαζηε αέααζμζ ακ μθείθεηαζ εκ ιένδ ζηδκ ημλζηυηδηά ημο. 

Όζμ αέααζα ιεζχκεηαζ δ ηοηηανμημλζηυηδηα εκυξ ακαζημθέα υπςξ ζηζξ εκχζεζξ PRA2.2.1, 

PRA8.2.8, ηαζ PRA5.2.8 ηυζμ απμιαηνφκεηαζ δ πζεακυηδηα κα ζπεηίγεηαζ δ πανειπυδζζδ ηδξ 

RANKL-επαβυιεκδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ ιε ημ θαζκυιεκμ ηδξ ηοηηανμημλζηυηδηαξ. 

Γεδμιέκμο υηζ ημ SPD-304 πνμζδέκεηαζ ηαζ ζημκ TNF, ηα  72 SPD-304 ακάθμβα εθέπεδζακ 

απυ ηδκ ενεοκδηζηή μιάδα ημο Καε. Γ. Κυθθζα ςξ πνμξ ηδκ πανειπμδζζηζηή ημοξ δνάζδ ζε 

δμηζιέξ TNF-επαβυιεκδξ ηοηηανμημλζηυηδηαξ (ηδξ ηοηηανζηήξ ζεζνάξ L929) ηαεχξ ηαζ ζε 

δμηζιέξ πνυζδεζδξ ημο TNF ιε ηα ιυνζα ακαζημθείξ απυ ηδκ μιάδα ημο Καε. Γ. Κμκημπίδδ.  

Απυ ηα 7 ιζηνά ιυνζα ακαζημθείξ ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ, ιε ελαίνεζδ ημ PRA2.2.1,  

παναηδνήεδηε, υηζ δεκ ειθακίγμοκ ηάπμζα πανειπμδζζηζηή δνάζδ ζηδκ TNF–επαβυιεκδ 

ηοηηανμημλζηυηδηα (Πίκαηαξ 6.Η). οκεπχξ, ηα ιζηνά ιυνζα PRA2.2.1, PRA5.2.8, 

PRA6.2.12, PRA6.3.12, PRA8.2.8 ηαζ PRA9.2.8 ακαζηέθμοκ εηθεηηζηά ηδκ δνάζδ ημο 

RANKL ηαζ υπζ ημο TNF (Alexiou Polyxeni, 2014).  
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 In vitro TNF-a In vitro RANKL 

Compound 
ID 

Kd 
(μΜ) 

L929 assay (IC50 
[μM]) 

Kd 
(μΜ) 

Osteoclastogenesis, 
(IC50*μΜ+) 

toxicity (LC50 
*μM+) 

SPD304 8.38 toxic (<5) 14.1 0.99±0.16 3.2±0.11 

PRA_2_2_1 7.61 >80 5.24 2.5±0.67 58.5±5 

PRA_2_2_4 5.06 10 4.9 3.94±0.32 12.6±1.6 

PRA_5_2_8 7.02 not active 4.6 8.55±1 62.33±2.59 

PRA_6_2_12 2.5* >40 0.7 0.12±0.06 19.5±1.51 

PRA_6_3_12 >25** not active 4.6 0.13±0.07 8.44±0.53 

PRA_8_2_8 12.18 not active 2.18 1.87±0.23 51.97±2.64 

PRA_9_2_8 13 not done 2.82 2.92±0.23 13.07±0.94 

 

Πίλαθαο 6.Η. πλνπηηθόο πίλαθαο ηεο δξάζεο ησλ επηιεγκέλσλ SPD-304 αλαιόγσλ ζε TNF θαη RANKL 

σο πξνο ηελ ζηαζεξά δηάζηαζεο (Kd), ηηο ιεηηνπξγηθέο δνθηκέο θαη ηελ θπηηαξνηνμηθόηεηά ηνπο.   

 

 

Σέθμξ, πνμζδζμνίζηδηε μ ιδπακζζιυξ ιε ημκ μπμίμ επζδνμφκ ηα ιυνζα – ακάθμβα ημο SPD-

304 ιε ηδκ ιέεμδμ cross-linking (Δζη. 4.15). Ζ ιέεμδμξ οπμδεζηκφεζ πςξ πανμοζία ηςκ 

ακαθυβςκ δζαηανάζζεηαζ δ δοκαιζηή ζζμννμπία πμο θοζζμθμβζηά ηείκεζ ζημκ ζπδιαηζζιυ 

ηςκ RANKL ηνζιενχκ ιε απμηέθεζια ηδκ απεθεοεένςζδ ηαζ αφλδζδ ηςκ ιμκμιενχκ. Αοηυ 

οπμδδθχκεζ πςξ ηα ιυνζα-ακάθμβα δνμοκ ιε πανυιμζμ ηνυπμ ιε αοηυ ημο SPD-304, 

πνμηαθχκηαξ ηδκ απμδέζιεοζδ ιίαξ οπμιμκάδαξ απυ ηα ηνζιενή ηδξ πνςηεΐκδξ ηαεζζηχκηαξ 

ηδκ πνςηεΐκδ RANKL ακεκενβή. 

ηδκ πανμφζα ιεθέηδ ελεηάζηδηακ βζα πνχηδ θμνά ιζηνά ιυνζα πμο ζημπεφμοκ ηδκ 

πνςηεΐκδ RANKL ζηδ δζαδζηαζία ημο ηνζιενζζιμφ. Έπεζηα απυ ηδκ αλζμθυβδζδ ηςκ ιζηνχκ 

ιμνίςκ-ακαθυβςκ ημο SPD-304 πμο ζπεδζάζηδηακ, ηα ιυνζα πμο ειθάκζγακ ηδκ πζμ εεηζηή 

επίδναζδ ζηδκ ακαζημθή ηδξ μζηεμηθαζημβέκεζδξ, πςνίξ κα επδνεάγμοκ ζηδκ επζαίςζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ήηακ ηα  PRA2.2.1, PRA6.2.12 ηαζ PRA8.2.8. Ζ επυιεκδ ηνίζζιδ θάζδ ζηδκ 

ιεθέηδ ηςκ κέςκ RANKL ακαζημθέςκ είκαζ δ αλζμθυβδζή ημοξ ζε πνμηθζκζηέξ δμηζιέξ 

πνδζζιμπμζχκηαξ ηαηάθθδθα γςζηά ιμκηέθα οπενέηθναζδξ ημο RANKL. 
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6.3 Δημιουργύα και χαρακτηριςμϐσ διαγονιδιακών ποντικών που 
εκφρϊζουν τον huRANKL για την αξιολϐγηςη νϋων αναςτολϋων του 
RANKL 
 

Ζ αλζμθυβδζδ κέςκ ακαζημθέςκ ημο RANKL ζε πνμηθζκζηυ επίπεδμ απμηεθεί πνυηθδζδ 

ζηδκ ζδιενζκή επμπή ιζαξ ηαζ δ ακαζημθή ημο απυ ημ ιμκμηθςκζηυ ακηζζχια denosumab 

απμηεθεί ηδκ κέα ηαζ ζδζαίηενα επζηοπδιέκδ θανιαηεοηζηή ακηζιεηχπζζδ ηδξ 

ειιδκμπαοζζαηήξ μζηεμπυνςζδξ. Γεδμιέκμο υηζ μ RANKL έπεζ ακαδεζπεεί μ ηφνζμξ  

εεναπεοηζηυξ ζηυπμξ βζα ηδκ εεναπεία ηδξ μζηζηήξ απχθεζαξ ζε ιζα πμζηζθία μζηζηχκ 

κμζδιάηςκ πμο πθήηημοκ έκα ζδιακηζηυ πμζμζηυ ημο παβηυζιζμο πθδεοζιμφ, ηα επυιεκα 

πνυκζα ακαιέκεηαζ κα πονμδμηδεεί δ ένεοκα πμο ζημπεφεζ ζηδκ εφνεζδ κέςκ RANKL 

ακαζημθέςκ. οκεπχξ, δ ακάβηδ  δδιζμονβίαξ κέςκ γςζηχκ ιμκηέθςκ ηαηάθθδθςκ βζα ηδκ 

αλζμθυβδζδ κέςκ θανιάηςκ πμο ζημπεφμοκ ηδκ μζηζηή απχθεζα, απμηεθεί ιμκυδνμιμ ζημ 

πεδίμ ηδξ ζφβπνμκδξ ένεοκαξ αθμφ ηα οπάνπμκηα ιμκηέθα ακηαπμηνίκμκηαζ ιενζηχξ ζηδκ 

απμζημθή ημοξ. 

ηδκ πανμφζα δζδαηημνζηή ιεθέηδ πενζβνάθεηαζ δ δδιζμονβία εκυξ κέμο ιμκηέθμο 

μζηεμπυνςζδξ ζε δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα πμο οπενεηθνάγμοκ ημκ ακενχπζκμ RANKL 

(huRANKL). Σμ huRANKL βμκίδζμ πενζθαιαάκεζ 5 ελχκζα ιε ανηεηά ιεβάθδ ζοκηδνδηζηυηα 

ακάιεζα ζηα εδθαζηζηά ηαζ ιε μιυθμβα βμκίδζα ιυκμ ζε μνβακζζιμφξ πμο πενζέπμοκ 

μζηεμηθάζηεξ, υπςξ είκαζ ηα ζπμκδοθςηά. Ζ νφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ημο RANKL βμκζδίμο 

εθέβπεηαζ απυ δζάθμνμοξ ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ πμο ιπμνεί κα εκημπίγμκηαζ ζε 

απυζηαζδ αηυιδ ηαζ 70 kb απυ ημ ζδιείμ έκανλδξ ηδξ ιεηαβναθήξ (O‟Brien 2011). Με 

ζημπυ κα επζηφπμοιε έκα θοζζμθμβζηυ πνυηοπμ οπενέηθναζδξ ημο δζαβμκζδίμο 

απμιμκχζαιε ιζα βεκςιζηή πενζμπή 200kb απυ έκα BAC ηθχκμ, πμο πενζθαιαάκεζ ηδκ 

ηςδζηή πενζμπή ημο huRANKL ηαζ υθεξ ηζξ νοειζζηζηέξ πενζμπέξ ημο βμκζδίμο  ηαζ ημ ηιήια 

αοηυ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ιζηνμέκεζδ ζε πνμπονήκεξ βμκζιμπμζδιέκςκ ςανίςκ. Σα 

δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα πμο θένμοκ ηυζμ ιεβάθεξ βμκζδζςιαηζηέξ ηαηαζηεοέξ, υπςξ μζ BAC 

ηθχκμζ, θαίκεηαζ υηζ αημθμοεμφκ έκα θοζζμθμβζηυ πνυηοπμ οπενέηθναζδξ ημο δζαβμκζδίμο 

ηαζ δ έηθναζδ είκαζ ακάθμβδ ημο ανζειμφ ηςκ ακηζβνάθςκ ημο δζαβμκζδίμο ηαζ ακελάνηδηδ 

απυ ηδ εέζδ εκζςιάηςζδξ (van Keuren et al. 2009). Σα παναπάκς ζημζπεία, επαθδεεφεδηακ 

ηαζ ζηδκ πενίπηςζδ ηςκ TgRANKL δζαβμκζδζαηχκ πμκηζηχκ, υπμο δείλαιε υηζ α) ημ 

πνυηοπμ έηθναζδξ ημο huRANKL δζαβμκζδίμο ζε δζάθμνμοξ ζζημφξ αημθμοεεί ημ ακηίζημζπμ 

ημο εκδμβεκμφξ muRANKL βμκζδίμο ηαζ α) δ έηθναζδ ημο δζαβμκζδίμο ανίζηεηαζ ζε 

ακηζζημζπία ιε ημκ ανζειυ ακηζβνάθςκ ημο δζαβμκζδίμο.  
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ηδκ πανμφζα ιεθέηδ επζηεκηνςεήηαιε ζηδκ ιεθέηδ δφμ δζαβμκζδζαηχκ ζεζνχκ πμο 

εηθνάγμοκ ημκ huRANKL, ηζξ Tg5516 ηαζ Tg5519. Ζ δζαβμκζδζαηή ζεζνά Tg5516 θένεζ έκα 

επζπθέμκ ακηίβναθμ ημο huRANKL δζαβμκίδζμο ηαζ ειθακίγεζ ορδθυηενα επίπεδα έηθναζδξ 

ηδξ RANKL ζε ζπέζδ ιε ηα WT πμκηίηζα εκχ δ δζαβμκζδζαηή ζεζνά Tg5519 θένεζ 10 

ακηίβναθα ιε αηυιδ ορδθυηενα επίπεδα έηθναζδξ ημο huRANKL ζε ζπέζδ ιε ηδκ Tg5516 

ζεζνά. Ο RANKL εηθνάγεηαζ θοζζμθμβζηά ζε δζάθμνμοξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ ηυζμ ζημ 

ζηεθεηζηυ ζφζηδια υζμ ηαζ ζε ελςζηεθεηζημφξ ζζημφξ (Kartsogiannis et al. 1999). Απυ 

πεζνάιαηα ζοβηνζηζηήξ ακάθοζδξ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ημο huRANKL παναηδνήζαιε υηζ 

ηαζ ζηζξ δφμ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ ημ huRANKL βμκίδζμ οπενεηθνάγεηαζ ζημοξ ζζημφξ πμο 

εηθνάγεηαζ ημ εκδμβεκέξ muRANKL βμκίδζμ. Δζδζηυηενα, ηα ορδθυηενα επίπεδα έηθναζδξ 

ημο huRANKL ζηα δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα εκημπίγμκηαζ ζηα μζηά,  ηάηζ πμο ζοιθςκεί ιε 

κευηενεξ ιεθέηεξ πμο δείπκμοκ υηζ ηα μζηεμηφηηανα απμηεθμφκ ηδκ ζδιακηζηυηενδ πδβή 

έηθναζδξ ημο RANKL (O‟Brien et al. 2013). Αηυιδ, εκημπίγμκηαζ ζδιακηζηά αολδιέκα 

επίπεδα έηθναζδξ ηαζ ζε άθθμοξ ζζημφξ ηαζ υνβακα εηηυξ απυ ηα μζηά υπςξ ημκ εβηέθαθμ 

ηαζ ημκ ζπθήκα. Σα εονήιαηα αοηά εέημοκ ενςηήιαηα ζε ζπέζδ ιε ηδκ παεμθοζζμθμβία πμο 

πζεακχξ κα ζοζπεηίγεηαζ ιε ηδκ οπενέηθναζδ ημο huRANKL δζαβμκζδίμο ζε ελςζηεθεηζημφξ 

ζζημφξ αθθά ηαζ ημ ακμζμθμβζηυ πνμθίθ ζηα δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα ηαζ εζδζηυηενα ηα Tg5519 

πμκηίηζα. Πεναζηένς ιεθέηεξ πνυηεζηαζ κα δζαθεοηάκμοκ ηα εκδζαθένμκηα αοηά ζδιεία αθμφ 

δ ιεθέηδ ιαξ επζηεκηνχεδηε ζηδκ ακάθοζδ ημο ζηεθεηζημφ ζοζηήιαημξ. 

Οζ δφμ TgRANKL δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ ειθακίγμοκ ιία πνυςνδ ειθάκζζδ μζηεμπμνςηζημφ 

θαζκμηφπμο ηαζ ζηα δφμ θφθα. Σα Tg5516 πμκηίηζα πμο οπενεηθνάγμοκ ημ huRANKL 

δζαβμκίδζμ ζε ζπεηζηά ιζηνυηενα επίπεδα ειθακίγμοκ ζδιακηζηή απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ 

μζημφ ζηδκ ιεηάθοζδ ημο ιδνζαίμο ήδδ απυ ηδκ δθζηία ηςκ 2 ιδκχκ ιε ιεζςιέκεξ 

ειαζμιδπακζηέξ ζδζυηδηεξ ζε ζπέζδ ιε ηα WT αδένθζα ημοξ (Rinotas et al. 2014). Δπίζδξ, 

ζδιακηζηή μζηζηή απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ μζημφ παναηδνείηαζ ηαζ ζημοξ ζπυκδοθμοξ ηδξ 

μζθοσηήξ ιμίναξ. Ακηίεεηα, δεκ παναηδνείηαζ ηάπμζα αθθμίςζδ ζηδκ δμιή ημο θθμζχδμοξ 

μζημφ  ιεηαλφ ηςκ WT ηαζ Tg5516 πμκηζηχκ. οιπεναζιαηζηά, ηα Tg5516 (low copy) 

πμκηίηζα ειθακίγμοκ ήπζα ιμνθήξ μζηεμπυνςζδ.  

Απυ ηδκ άθθδ πθεονά, ηα Tg5519 πμκηίηζα ειθακίγμοκ έκημκα μζηεμπμνςηζηά ζημζπεία, ιε 

πθήνδ απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ μζημφ, αολδιέκδ μζηεμηθαζημβέκεζδ, πνμμδεοηζηή 

ηαηαζηνμθή ηδξ ακαπηολζαηήξ πθάηαξ ηαζ έκημκδ πμνχδδ δμιή ημο θθμζχδμοξ μζημφ ζηδκ 

πενζμπή ημο ιδνζαίμο.  Ζ έκημκδ μζηζηή απχθεζα δεκ πενζμνίγεηαζ ιυκμ ζηα ιαηνά μζηά 

αθθά εκημπίγεηαζ ηαζ ζημοξ ζπυκδοθμοξ ηδξ μζθοζηήξ ιμίναξ ιε πθήνδ απμδζμνβάκςζδ ηαζ 

απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ ζημ ηεκηνζηυ ζχια ηςκ ζπμκδφθςκ. Αλζμζδιείςημ είκαζ ημ 



207 

 

βεβμκυξ υηζ δ πθήνδξ απμδζμνβάκςζδ ηδξ ιζηνμανπζηεηημκζηήξ ημο ζπμββχδμοξ μζημφ 

ζοκμδεφεηαζ απυ ζπδιαηζζιυ μζηζηχκ ιζηνμδμηίδςκ πμο δζαζπίγμοκ ηαηά ιήημξ ημ ζχια 

ημο ζπυκδοθμο έπμκηαξ ςξ θαίκεηαζ ζηδνζηηζηυ νυθμ.  Σέθμξ, ηα θαζκμηοπζηά ζημζπεία πμο 

ζοιπθδνχκμοκ ηδκ ηθζκζηή εζηυκα είκαζ δ ζδιακηζηή ιείςζδ ηςκ ειαζμιδπακζηχκ ζδζμηήηςκ 

ηςκ μζηχκ ιε ζδιακηζηά ιεζςιέκδ μζηζηή ακημπή (Rinotas et al. 2014). Σα ηφηηανα ημο 

πυκδνμο θαίκεηαζ κα απμηεθμφκ ιία ζδιακηζηή πδβή οπενέηθναζδξ ημο RANKL πμο ίζςξ 

επάβμοκ απχθεζα ημο πυκδνμο ιε ζηαδζαηή απμδυιδζδ ηδξ ακαπηολζαηήξ πθάηαξ πμο 

επζθένεζ ακαπηολζαηή οζηένδζδ ημο ιδνζαίμο (Δζη. 5.11-12). Δπίζδξ, δ πανμοζία έκημκδξ 

μζηεμηθαζηζηήξ δνάζδξ ζηδκ πενζμπή ημο θθμζχδμοξ πνμηαθεί έκημκα πμνχδδ δμιή, 

ζημζπείμ πμο οπμδδθχκεζ αολδιέκδ μζηζηή απμννυθδζδ ζηα Tg5519 πμκηίηζα. ημοξ  

ακενχπμοξ έκημκδ πμνχδδ δμιή ημο θθμζχδμοξ μζημφ ειθακίγεηαζ ζε αζεεκείξ ιε 

μζηεμπυνςζδ, ηάηζ πμο ζοζπεηίγεηαζ ιε ιεζςιέκδ μζηζηή ακημπή ηαζ αολδιέκμ ηίκδοκμ 

πνυηθδζδξ ηαηαβιάηςκ (Cooper et al. 2007) (Δζη. 6.2). οκεπχξ, ηα δζαβμκζδζαηά Tg5519 

πμκηίηζα απμηεθμφκ έκα κέμ πεζναιαηζηυ ιμκηέθμ μζηεμπυνςζδξ πμο δίκεζ ηδ δοκαηυηδηα 

ιεθέηδξ ηςκ παεμβεκεηζηχκ ιδπακζζιχκ πμο δζέπμοκ ηδκ ειθάκζζδ μζηζηήξ απχθεζαξ αθθά 

ηαζ ηδκ αλζμθυβδζδ κέςκ εεναπεοηζηχκ πνμζεββίζεςκ ακαθφμκηαξ πανάθθδθα ημ ζπμββχδεξ 

ιε ημ θθμζχδεξ. 

 

 

 

Δηθόλα. 6.2.  Σξηζδηάζηαηε απεηθόληζε ηνπ θινηώδνπο νζηνύ όπνπ δηαθξίλεηαη ε ραξαθηεξηζηηθή 

ζηαδηαθή αύμεζε ηνπ πνξώδνπο θαηά ηελ γήξαλζε ησλ γπλαηθώλ ζε ειηθίεο (Α) 20 εηώλ (Β) 61 εηώλ θαη 

(C) 87 εηώλ (Cooper et al. 2007).  
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Δπζπνυζεεηα, ηα μζηεμπμνςηζηά Tg5519 πμκηίηζα ειθακίγμοκ ζηαδζαηά αολδιέκδ 

θζπμβέκεζδ ζηδκ ημζθυηδηα ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ, ηάηζ πμο ζοιααίκεζ επίζδξ ζημοξ  

ακενχπμοξ ηαηά ηδκ βήνακζδ ηαζ ηδκ μζηεμπυνςζδ (Rosen & Klibanski 2009; Hardouin et 

al. 2014). Πμθθέξ ιεθέηεξ ακαθένμοκ ακηίζηνμθδ ζοζπέηζζδ ιεηαλφ ημο θαζκμιέκμο ηδξ 

αολδιέκδξ θζπμβέκεζδξ ζημ ιοεθυ ηςκ μζηχκ ηαζ ηδξ μζηζηήξ ποηκυηδηαξ, ηαεχξ μζ 

μζηεμαθάζηεξ ηαζ ηα θζπμηφηηανα πνμένπμκηαζ απυ ημζκά πνυδνμια ιεζεβποιαηζηά ηφηηανα 

(Li et al. 2011). Ζ βήνακζδ ηαζ δ ιείςζδ ηςκ μζζηνμβυκςκ απμηεθμφκ πανάβμκηεξ πμο 

επάβμοκ ηδκ αολδιέκδ θζπμβέκεζδ ζημ ιοεθυ ηςκ μζηχκ ιε ηαοηυπνμκδ ιείςζδ ημο ανζειμφ 

ηςκ μζηεαθαζηχκ (Foo et al. 2007; Sharma et al. 2014). Χζηυζμ, μ αηνζαήξ ιμνζαηυξ 

ιδπακζζιυξ πμο νοειίγεζ ηδκ θζπμβέκεζδ ηαζ ηδκ ζδιαζία ηδξ ζημκ μζηζηυ ιεηααμθζζιυ 

παναιέκεζ άβκςζημξ. Σα Tg5519 πμκηίηζα ειθακίγμοκ αολδιέκμ ανζειυ θζπμηοηηάνςκ ήδδ 

απυ ηδκ δθζηία ηςκ 3 ιδκχκ, υπμο έπεζ ήδδ ζοκηεθεζηεί ζδιακηζηή μζηζηή απχθεζα, ιε 

πνμμδεοηζηή αφλδζδ υζμ πνμπςνά δ παεμθμβία. Σα δεδμιέκα αοηά ηαηαδεζηκφμοκ υηζ δ 

αολδιέκδ θζπμβέκεζδ δεκ πνμδβείηαζ ηδξ μζηζηήξ απμννυθδζδξ αθθά ιάθθμκ απμηεθεί έκα 

επζπνυζεεημ παεμθμβζηυ εφνδια ηαεχξ ελεθίζζεηαζ δ αζεέκεζα. οκεπχξ, ηα Tg5519 

πμκηίηζα εα ιπμνμφζακ κα απμηεθέζμοκ έκα ζδακζηυ ιμκηέθμ βζα ηδκ ηαηακυδζδ ηςκ 

ιμνζαηχκ ιδπακζζιχκ πμο δζέπμοκ ηδκ αολδιέκδ θζπμβέκεζδ ζημ ιοεθυ ηςκ μζηχκ ηαηά ηδκ  

μζηεμπυνςζδ. 

Σα Tg5519 πμκηίηζα ειθακίγμοκ ανηεηέξ θαζκμηοπζηέξ μιμζυηδηεξ ιε έκα βεκεηζηυ ιμκηέθμ 

ζημ μπμίμ έβζκε απαθμζθή ημο OPG βμκζδίμο (OPG
-/-

) πμο ηςδζημπμζεί ηδκ παναβςβή ημο 

θοζζημφ ακαζημθέα ημο RANKL, OPG. Σα OPG
-/-

 πμκηίηζα ειθακίγμοκ επίζδξ πθήνδ 

απχθεζα ημο ζπμββχδμοξ μζημφ, πνμμδεοηζηή ηαηαζηνμθή ηδξ ακαπηολζαηήξ πθάηαξ ηαζ 

έκημκδ πμνχδδ δμιή ημο θθμζχδμοξ μζημφ (Bucay et al. 1998). Δπζπθέμκ, ειθακίγμοκ 

εκαπμεέζεζξ αζαεζηίμο ζηδκ αμνηή ηαζ ηζξ κεθνζηέξ ανηδνίεξ, ζημζπείμ πμο δεκ 

πανμοζζάγμοκ ηα Tg5519 πμκηίηζα. Ζ ζοιαμθή ημο RANKL ζηδκ πνυηθδζδ αζαεζημπμίδζδξ 

ηςκ αββείςκ παναιέκεζ ζοβηεβποιέκδ θυβς ηςκ ακηζηνμουιεκςκ ακαθμνχκ απυ δζάθμνεξ 

ιεθέηεξ (Kaden et al. 2004; Tseng et al. 2010). Χζηυζμ, ζε γςζηά ιμκηέθα ιε αζαεζημπμίδζδ 

ηςκ αββείςκ  πμο έβζκε πμνήβδζδ ημο denosumab εκυξ ακαζημθέα ημο RANKL πνμηάθεζε 

ακαζημθή ζηδκ αζαεζημπμίδζδ ηςκ αββείςκ (Helas et al. 2009). Ζ ιεβάθδ μιμζυηδηα πμο 

ειθακίγμοκ ηα OPG
-/- 

ιε ηα TgRANKL πμκηίηζα μθείθεηαζ πνμθακχξ ζε έκα ημζκυ 

παεμβεκεηζηυ ιδπακζζιυ πμο αθμνά ζηδκ πανμοζία εθεφεενμο RANKL, είηε θυβς απμοζίαξ 

ημο ακαζημθέα OPG είηε θυβς οπενέηθναζδξ, πμο πνμηαθεί μζηεμηθαζημβέκεζδ ηαζ μζηζηή 

απχθεζα. 
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Πμθθέξ πεζναιαηζηέξ πνμζεββίζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ηαηά ημ πανεθευκ ιε ζημπυ ηδκ 

ακαζηνμθή ηδξ RANKL-επαβυιεκδξ μζηεμπέηνςζδξ πμνδβχκηαξ ακαζοκδοαζιέκδ RANKL 

πνςηεΐκδ. Αοηυ είπε ζακ απμηέθεζια ηδκ ιενζηή ή πθήνδ δζάζςζδ ημο θαζκμηφπμο (N. Kim 

et al. 2000b; Douni et al. 2012; Lo Iacono et al. 2012). Ακηίζημζπα, ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ 

επζηφπαιε ιενζηή δζάζςζδ ημο RANKL-ελανηχιεκμο  μζηεμπεηνςηζημφ θαζκμηφπμο ηςκ 

RANKL
tles/tles

 πμκηζηχκ δζαζηαονχκμκηάξ ηα ιε ηα TgRANKL μζηεμπμνςηζηά πμκηίηζα. 

Παναηδνήζαιε υηζ ζηα Tg5516/RANKL
tles/tles

 πμκηίηζα δ έηθναζδ ημο huRANKL 

δζαβμκζδίμο πνμηαθεί ιενζηή δζάζςζδ ημο μζηεμπεηνςηζημφ θαζκμηφπμο ηςκ RANKL
tles/tles 

πμκηζηχκ ιε πθήνδ ζπδιαηζζιυ ηδξ ημζθυηδηαξ ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ, απμηέθεζια ηδξ 

πανμοζίαξ μζηεμηθαζηχκ, ςζηυζμ πςνίξ κα ζπδιαηίγμκηαζ ιεζεκηένζμζ θειθαδέκεξ. 

Ακηίεεηα, δ οπενέηθναζδ ημο huRANKL δζαβμκζδίμο ζηα Tg5519 πμκηίηζα μδήβδζε ζε 

πθήνδ δζάζςζδ ημο RANKL-επαβυιεκμο μζηεμπεηνςηζημφ θαζκμηφπμο ηαζ ζπδιαηζζιυ 

θειθαδέκςκ. Σα απμηεθέζιαηα αοηά ηαηαδεζηκφμοκ υηζ ημ πνυηοπμ ηαζ ηα επίπεδα 

οπενέηθναζδξ ημο huRANKL δζαβμκζδίμο είκαζ επανηή ηαζ ζηακά βζα ηδκ πθήνδ δζάζςζδ 

ημο μζηεμπεηνςηζημφ θαζκμηφπμο, ηάηζ πμο εα ιπμνμφζε κα αλζμπμζδεεί ζε επυιεκμ ζηάδζμ 

βζα ηδκ ακάπηολδ κέςκ εεναπεοηζηχκ πνμζεββίζεςκ ζηδκ ARO ιε ηδκ πμνήβδζδ RANKL. 

Οζ TgRANKL δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ απμηεθμφκ ιμκαδζηά ιμκηέθα βζα ηδκ αλζμθυβδζδ κέςκ 

ακαζημθέςκ έκακηζ ημο huRANKL ζε πνμηθζκζηυ επίπεδμ, οπενηενχκηαξ ζε ζπέζδ ιε ηα 

οπάνπμκηα γςζηά ιμκηέθα έηθναζδξ ημο huRANKL. Λυβς ηδξ ορδθήξ εζδζηυηδηά ημοξ ηα 

ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα έκακηζ ημο huRANKL, υπςξ ημ denosumab, δεκ δέκμκηαζ ζημ 

RANKL ημο πμκηζημφ, ζοκεπχξ δεκ ιπμνμφκ κα αλζμθμβδεμφκ ζημ ηθαζζηυ ιμκηέθμ 

μζηεμπυνςζδξ ζημ πμκηίηζ πμο επάβεηαζ ιε ςμεδηεηημιή (Bouxsein et al. 2005). Όθεξ μζ 

πνμηθζκζηέξ ιεθέηεξ πμο πναβιαημπμζήεδηακ ηαηά ημ πανεθευκ βζα ηδκ εηηίιδζδ ηδξ 

δναζηζηυηδηαξ ηαζ αζθάθεζαξ ημο denosumab, ημο ιμκμηθςκζημφ ακηζζχιαημξ πμο 

πμνδβείηαζ ζηδκ ειιδκμπαοζζαηή μζηεμπυνςζδ,  πενζμνίζηδηε ζε δμηζιέξ ζε πζεήημοξ 

(Kostenuik et al. 2011; Ominsky et al. 2011) ηαζ ζε έκα πεζναιαηζηυ ιμκηέθμ πμο εηθνάγεζ 

ιία πζιαζνζηή ιμνθή ηδξ RANKL πνςηεΐκδξ (ακενχπζκμο/πμκηζημφ) (Kostenuik et al. 2009). 

Αοηυ ημ ιμκηέθμ υιςξ πανμοζίαγε ζδιακηζηά ιεζμκεηηήιαηα υπςξ παιδθυ νοειυ μζηζηήξ 

ακαηαηαζηεοήξ ιε απμηέθεζια κα πανμοζζάγεζ ορδθυηενδ μζηζηή ιάγα ζε ζπέζδ ιε ηα WT 

πμκηίηζα ηαεζζηχκηαξ ημ ιδ αλζυθμβμ ιμκηέθμ ζηδκ πνμηθζκζηή ένεοκα βζα ηδκ εεναπεία ηδξ 

μζηεμπυνςζδξ. Ακηίεεηα, ηα TgRANKL πμκηίηζα ακαπηφζζμοκ πνυςνδ μζηεμπυνςζδ 

απυννμζα ημο ορδθμφ νοειμφ μζηζηήξ ακαηαηαζηεοήξ. Έηζζ, βζα πνχηδ θμνά έβζκε εθζηηή 

ιία πνμηθζκζηή δμηζιή ημο denosumab ζε πεζναιαηζηυ ιμκηέθμ πμο οπενεηθνάγεζ ημ 

huRANKL, υπςξ είκαζ ηα Tg5519 πμκηίηζα. Σα απμηεθέζιαηά ιαξ έδεζλακ υηζ δ εεναπεοηζηή 
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πμνήβδζδ ημο denosumab  υπζ ιυκμ απέηνερε ηδκ μζηζηή απχθεζα αθθά δζέζςζε πθήνςξ ημκ 

μζηεμπμνςηζηυ θαζκυηοπμ ηςκ Tg5519 πμκηζηχκ ηαζ εζδζηυηενα επήθεε πθήνδξ ακαζηνμθή 

ηδξ δμιήξ ημο ζπμββχδμοξ ηαζ θθμζχδμοξ μζημφ. Πεναζηένς επζαεααίςζδ ηδξ εεναπεοηζηήξ 

δνάζδξ ημο denosumab ζημ Tg5519 ιμκηέθμ επζηεφπεδηε ιεηνχκηαξ ημκ δείηηδ μζηζηήξ 

απμννυθδζδξ TRACP-5b ζημκ μνυ, μ μπμίμξ επακήθεε ζε θοζζμθμβζηά επίπεδα. 

οιπεναζιαηζηά, μζ δφμ δζαβμκζδζαηέξ TghuRANKL ζεζνέξ πμο οπενεηθνάγμοκ ημκ 

ακενχπζκμ RANKL απμηεθμφκ ιμκαδζηά ιμκηέθα μζηεμπυνςζδξ βζα ηδκ ηαηακυδζδ ηςκ 

ιμνζαηχκ ιδπακζζιχκ πμο δζέπμοκ παεμβέκεζεξ ιε αολδιέκδ μζηζηή απχθεζα ηαεχξ ηαζ βζα 

ηδκ αλζμθυβδζδ κέςκ ακαζημθέςκ ημο RANKL, υπςξ ηςκ SPD-304 ακαθυβςκ, ζε 

πνμηθζκζηυ επίπεδμ. 

. 
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Receptor activator of nuclear factor-kB ligand (RANKL), a trimeric tumor necrosis factor (TNF) superfamily
member, is the central mediator of osteoclast formation and bone resorption. Functional mutations in
RANKL lead to human autosomal recessive osteopetrosis (ARO), whereas RANKL overexpression has
been implicated in the pathogenesis of bone degenerative diseases such as osteoporosis. Following a for-
ward genetics approach using N-ethyl-N-nitrosourea (ENU)-mediated random mutagenesis, we generated a
novel mouse model of ARO caused by a new loss-of-function allele of Rankl with a glycine-to-arginine
mutation at codon 278 (G278R) at the extracellular inner hydrophobic F b-strand of RANKL. Mutant
mice develop severe osteopetrosis similar to Rankl-deficient mice, whereas exogenous administration
of recombinant RANKL restores osteoclast formation in vivo. We show that RANKLG278R monomers fail
to assemble into homotrimers, are unable to bind and activate the RANK receptor and interact with
wild-type RANKL exerting a dominant-negative effect on its trimerization and function in vitro. Since
G278 is highly conserved within the TNF superfamily, we identified that a similar substitution in TNF,
G122R, also abrogated trimerization, binding to TNF receptor and consequently impaired TNF biological
activity. Notably, SPD304, a potent small-molecule inhibitor of TNF trimerization that interacts with
G122, also inhibited RANKL activity, suggesting analogous inhibitory mechanisms. Our results provide
a new disease model for ARO and identify a functional amino acid in the TNF-like core domain essential
for trimer formation both in RANKL and in TNF that could be considered a novel potential target for inhi-
biting their biological activities.

INTRODUCTION

Bone remodeling is a constant process that functions through
the synthesis of bone matrix by osteoblasts and the coordinate
bone resorption by osteoclasts (1,2). Normally, osteoblastic
and osteoclastic activities are balanced so that skeletal integ-
rity is preserved. Perturbations in bone remodeling can result
in skeletal abnormalities such as osteopetrosis and osteopor-
osis which are characterized by excessive or decreased bone

mass, due to impaired or enhanced osteoclast activity. Recep-
tor activator of nuclear factor-kB ligand (RANKL) is the
primary mediator of osteoclast-induced bone resorption (3)
and belongs to the tumor necrosis factor (TNF) superfamily
(4,5) that is characterized by homotrimerization. It is a type
II transmembrane protein that consists of a short N-terminal
cytoplasmic domain and a conserved extracellular TNF-like
core domain forming an antiparallel b-sheet that is predicted
to assemble into a trimer required for receptor activation

∗To whom correspondence should be addressed at: Biomedical Sciences Research Center ‘Alexander Fleming’, 34 Fleming str., 16672 Vari, Greece.
Tel: +30 2109656310; Fax: +30 2109656563; Email: douni@fleming.gr

# The Author 2011. Published by Oxford University Press. All rights reserved.
For Permissions, please email: journals.permissions@oup.com

Human Molecular Genetics, 2012, Vol. 21, No. 4 784–798
doi:10.1093/hmg/ddr510
Advance Access published on November 7, 2011

 by guest on M
arch 29, 2014

http://hm
g.oxfordjournals.org/

D
ow

nloaded from
 

http://hmg.oxfordjournals.org/
http://hmg.oxfordjournals.org/


(6,7). Soluble RANKL is generated either by proteolytic pro-
cessing of the transmembrane form or by alternative splicing
(8,9). RANKL is expressed on activated T lymphocytes (4,5)
as well as on stromal cells (10,11) and binds as a trimer
to its receptor RANK that is expressed on the surface of
osteoclast precursors and mature osteoclasts. RANKL and
RANK form a heterohexameric complex with a receptor
molecule bound along each of the three clefts formed by
neighboring monomers of the RANKL homotrimer. This inter-
action is necessary for osteoclast differentiation, activity and
survival (10,12), which subsequently lead to bone resorption.
Osteoprotegerin (OPG), a decoy receptor of RANKL, inhibits
the binding of RANKL to RANK and thereby limits osteoclas-
togenesis (11). Genetic ablations of either RANKL (13,14)
or RANK (15,16) result in severe osteopetrosis due to
complete lack of osteoclast formation, demonstrating that
RANKL and RANK are indispensable for osteoclastogenesis,
whereas absence of OPG causes increased osteoclasto-
genesis and osteopenia (17). Although RANKL is best
known for its role in bone resorption, it also plays multiple
roles in the immune system (4,5,13,18,19), in mammary
gland development during pregnancy (20), thermoregulation
(21), cancer metastasis (22) and hormone-derived breast
development (23).

As a result of its effects on bone metabolism, RANKL is
considered a major therapeutic target for the suppression of
bone resorption in bone metabolic diseases such as osteopor-
osis, rheumatoid arthritis and cancer metastasis (24). Conse-
quently, recombinant proteins that inhibit RANKL–RANK
interactions, such as RANK-Fc, Fc-OPG and anti-RANKL
antibodies, have been developed as agents against osteopor-
osis. Indeed, clinical trials with denosumab, a fully human
monoclonal antibody against RANKL, showed an increased
bone mass and reduced incidence of fractures in postmenopau-
sal women with osteoporosis (25) and in prostate cancer
patients receiving androgen-deprivation therapy (26). This
antibody has been recently approved in the USA and EU for
the treatment of patients with osteoporosis and in prostate
cancer patients undergoing hormonal ablation therapy.
However, inhibitors that target formation of functional
RANKL trimers have not been reported yet.

Additionally, a variety of loss-of-function mutations loca-
lized within the extracellular domain of RANKL have
been recently reported in children with autosomal recessive
osteopetrosis (ARO) (OMIM 602642), an incurable rare
genetic disease (27). However, the molecular mechanisms by
which the identified mutations cause RANKL inactivation
and osteopetrosis have not been fully resolved. Characteriza-
tion of functional RANKL mutations existing either in
humans or in animal models is a powerful approach for the
elucidation of the molecular basis of ARO as well as for the
potential design of novel RANKL inhibitors. The aim of this
study was to characterize a novel loss-of-function point muta-
tion in the Rankl gene that causes osteopetrosis in mice, in
order to define the underlying molecular mechanism
that results in ARO pathogenesis, investigate whether a
similar loss-of-function mechanism exists in other TNF
family members such as TNF and examine whether the iden-
tified amino acid could serve as a potential target for RANKL
inhibition.

RESULTS

Generation of a novel ENU-induced mouse model of severe
osteopetrosis

The toothless (tles) phenotype was identified as a recessive
trait in which complete failure of tooth eruption was detected
in N-ethyl-N-nitrosourea (ENU)-mutagenized G3 mice in both
sexes (Supplementary Material, Fig. S1A). Mutant mice dis-
played also growth retardation, and lymphoid aberrations char-
acterized by thymic hypoplasia, enlarged spleens and absence
of lymph nodes. Additionally, these mice displayed early
lethality, where 60% of the tles/tles mice died by the
seventh week of age (Supplementary Material, Fig. S1B).
Since failure of tooth eruption is a typical finding in osteope-
trosis, we performed extensive histological analysis of the
tibiae and femurs in 4–6-week-old tles/tles mice and wild-
type (WT) control littermates. Staining of long bones with
von Kossa (Fig. 1A), as well as with hematoxylin/eosin
(Fig. 1B), revealed severe osteopetrosis in mutant mice,
whereas staining with tartrate-resistant acid phosphatase
(TRAP), an enzyme that is highly expressed in osteoclasts,
showed that tles/tles mice completely lacked TRAP-positive
(TRAP+) multinucleated osteoclasts (Fig. 1B).

Failure of osteoclast formation can result either from an
intrinsic defect in osteoclast differentiation or from an
impaired crosstalk between osteoclasts and osteoblasts/
stromal cells (28,29). To discriminate these possibilities, we
performed ex vivo osteoclastogenesis assays using hematopoi-
etic progenitor cells isolated from bone marrow (BM) or
spleens that can differentiate into TRAP+ mature multinu-
cleated osteoclasts in the presence of macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF) and RANKL (13). Cul-
tures of BM cells and splenocytes from either WT or tles/
tles mice differentiated into TRAP+ multinucleated osteo-
clasts (Fig. 1C and Supplementary Material, Fig. S2A), indi-
cating that the intrinsic osteoclast differentiation process is
not defective in the tles/tles mice. To determine whether osteo-
blasts isolated from the tles/tles mice can support osteoclasto-
genesis, we established ex vivo co-culture assays between
primary osteoblast cultures and hematopoietic progenitors
from BM or spleens in the presence of 1,25(OH)2 vitamin
D3 and prostaglandin E2 (PGE2) (30). Osteoblasts from WT
mice supported osteoclast formation in progenitors isolated
either from WT or from tles/tles mice, whereas osteoblasts
derived from tles/tles mice were inadequate to crosstalk with
hematopoietic progenitors and direct their differentiation
towards osteoclasts (Fig. 1D and Supplementary Material,
Fig. S2B). These results demonstrate a defective crosstalk
between osteoclast precursors and osteoblasts that could be
possibly caused by a critical factor missing from the osteo-
blasts of tles/tles mice.

tles is a missense mutation in the Rankl gene

The entire genome of 124 F2 animals (62 affected and 62
normal control siblings) was scanned with a collection of 71
polymorphic markers. Initial screening of 20 animals (10
affected and 10 normal siblings) established linkage to distal
chromosome 14. Fine mapping of the locus based on 248
meioses confirmed linkage to 14qD3 at 44 cM, between
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single-nucleotide polymorphisms (SNPs) rs13482262 and
rs30965774, with a logarithm of odds score of 33.8 and a
P-value of 8.80912e242 (Fig. 2A).

Screening of the region for candidate genes indicated the
presence of the Rankl gene and sequencing of its coding
region identified within exon 5 a single base transition of
guanine to adenine (GenBank NM_011613.3), resulting in a
glycine (G) to arginine (R) substitution at position 278
(G278R) (NP_035743) (Fig. 2B). G278 is located at the hydro-
phobic F b-strand of the monomer that is part of the inner
A’AHCF b-sheet involved in intersubunit association and
trimer assembly (6,7). Thus, the G278R substitution is likely
to interrupt trimerization of the RANKL monomers due to
steric clashes and positive charge introduction (Fig. 2C and D).
G278 residue is highly conserved among various TNF super-
family members, including TNF, CD40L, TRAIL, BAFF
and APRIL (Fig. 2E).

Genetic confirmation of the RANKL G278R mutation

Toconfirmthat theRANKLG278Rsubstitutioncauses theosteo-
petrotic phenotype developed in the tles/tles (Rankltles/tles)
mice, we performed genetic complementation by generating
Rankl2/tles compound heterozygous mice through intercrosses
between heterozygous Rankl+/tles mice and heterozygous
Rankl null mice (Rankl+/2) (13). Rankl2/tles mice (n ¼ 6)
exhibited severe osteopetrosis characterized by failure of
tooth eruption, high bone mass and absence of osteoclasts
comparable with the phenotype developed in Rankltles/tles

and Rankl2/2 mice (Fig. 3A). These results verify that the

G-to-A transition is a loss-of-function mutation that results
in severe osteopetrosis in the Rankltles/tles mice.

Three-dimensional microstructural analyses using high-
resolution microcomputed tomography confirmed severe
osteopetrosis in Rankltles/tles mice (Fig. 3B), which was
further validated using bone histomorphometric analysis
(Fig. 3C). Rankltles/tles mice develop severe osteopetrosis
similar to Rankl2/2 mice, also indicating that the mutant
protein is inactive. Interestingly, Rankl+/tles mice are not
osteopetrotic and exhibit bone parameters similar to those of
WT control mice and Rankl+/2 mice (Fig. 3C).

To verify whether administration of recombinant RANKL
restores osteoclast formation in vivo, Rankltles/tles mice were
treated from day 13 of age for a period of 14 days with
daily subcutaneous injections of recombinant murine
RANKL at 150 mg/kg. A massive formation of TRAP+
cells was identified both in trabecular and in cortical bones
of RANKL-treated Rankltles/tles mice, indicating that exogen-
ous RANKL efficiently restores osteoclast formation in vivo
(Fig. 3D). These results confirm that administration of recom-
binant RANKL might be considered for the therapy of human
RANKL-mediated ARO (27).

G278R impairs RANKL trimerization and binding to
RANK

G278R substitution allows normal RANKL gene expression
and protein production (Supplementary Material, Fig. S3).
Since G278 resides at the subunit interfaces in the trimer, it
may alter trimer formation. To determine whether G278R
affects trimer assembly, recombinant soluble WT RANKL
and RANKLG278R fused at the N-terminus with glutathione
S-transferase (GST) were produced and characterized bio-
chemically. Previous studies have shown that the GST
moiety does not impact on RANKL function (31,32),
whereas it enhances the formation of multimers due to the
natural tendency of GST to dimerize. RANKL multimers
were detected in WT GST-RANKL, but not in
GST-RANKLG278R, using both monoclonal and polyclonal
antibodies against murine RANKL or polyclonal antibodies
against GST in native polyacrylamide gels (Fig. 4A). Instead, a
lower molecular weight band was detected exclusively in
GST-RANKLG278R using polyclonal antibodies against
RANKL or GST, which corresponds most probable to
GST-RANKLG278R monomers. In addition, both antibodies
immunoreacted with high molecular weight GST-RANKLG278R

complexes, indicating protein aggregation. The failure of
GST-RANKLG278R detection by the monoclonal antibody in
native conditions could be explained by the modification of
the RANKLG278R structure so that the specific epitopes were
either destroyed or masked. However, both GST-RANKL
and GST-RANKLG278R were identified by both monoclonal
and polyclonal antibodies against RANKL in SDS-reduced
conditions (Fig. 4A).

The inability of the soluble RANKLG278R protein to form
trimers was then verified using chemical crosslinking
(Fig. 4B). GST was removed from the RANKL protein, with
proteolytic cleavage of GST-RANKL bound on glutathione
beads. Even though, soluble WT RANKL was released effi-
ciently from the beads, the majority of the soluble

Figure 1. Severe osteopetrosis in tles/tles mice. (A) Representative von
Kossa-stained proximal tibia sections are shown for 4-week-old WT and
tles/tles mice (n ¼ 6). (B) Representative serial sections of distal femurs
stained with hematoxylin/eosin (H/E) and hematoxylin/TRAP (H/TRAP)
(n ¼ 6). (C) TRAP staining of osteoclast cultures derived from BM cells or
splenocytes (SP) treated with M-CSF and RANKL. (D) TRAP staining of
cocultures between BM cells and primary calvarial osteoblasts (OB) in the
presence of 1,25(OH)2 vitamin D3 and PGE2. Representative data of three
experiments performed in triplicate. Bars: (A) 200 mm; (B, C and D) 100 mm.
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RANKLG278R protein remained bound on the beads after di-
gestion (data not shown). This phenomenon indicates
increased hydrophobicity of the RANKLG278R protein due to
the formation of hydrophobic protein–protein interactions.
Chemical crosslinking of soluble WT RANKL showed a
trimer form in addition to a dimer and a monomer form,
whereas without crosslinker only monomers were detected
(Fig. 4B) (33). In contrast, crosslinking of the released
soluble RANKLG278R protein revealed only the monomer
form and a high molecular weight ‘aggregate’ form.

To verify that RANKLG278R cannot form trimers in eukary-
otic cells, HEK 293FT cells were transiently transfected with
expression vectors of the full-length WT or RANKLG278R

fused to FLAG or Myc tag at the C-terminus (Fig. 4C).
Similar to the analysis of recombinant RANKL proteins,
trimer formation was detected only in WT RANKL-Myc but
not in RANKLG278R-Myc. Co-transfection of WT RANKL-
FLAG with either WT RANKL-Myc or RANKLG278R-Myc
revealed the presence of trimer formation only in cells coex-
pressing both WT forms (Fig. 4C). These results indicate

Figure 2. Mapping, identification and representation of the tles mutation. (A) Based on genome-wide genetic analysis, the causal mutation was mapped to
chromosome 14. (B) DNA sequencing of the Rankl gene in WT (+/+) control, +/tles heterozygous and tles/tles homozygous mice revealed that the mutation
corresponds to a G-to-A transition (asterisk) causing a glycine-to-arginine substitution at residue 278. (C) Ribbon diagram of the RANKL trimer viewed down
the 3-fold symmetry axis represents a trimer consisting of two WT monomers containing G278 (orange) and one monomer containing the G278R mutated residue
(yellow). (D) Space-filling diagram of the RANKL monomer viewed towards the trimer interface, with the mutation G278R (yellow chickenwire) in place.
Hydrophobic amino acids are colored purple, polar in green and charged (+/2) in blue/red, respectively. (E) The sequence of the extracellular F b-strand
of the murine RANKL is aligned to those of human TNF family cytokines RANKL, TNF, CD40L, TRAIL, BAFF, APRIL and LTa. The degree of homology
correlates with gray scaling, 0–50% conservation (no color), 50–70% (gray), 70–90% (dark gray), .90% (black). The asterisk indicates G278.
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that RANKLG278R not only fails to form trimers but also inhi-
bits WT RANKL trimerization.

Soluble RANKL (8,9) was detected in supernatants of HEK
293FT cells transfected with WT RANKL-FLAG and WT
RANKL-Myc or co-transfected with both WT forms but not
in supernatants of cells transfected with RANKLG278R-Myc
or co-transfected with WT RANKL-FLAG (Fig. 4D). These
results support a failure of trimer assembly in cells expressing
RANKLG278R or coexpressing RANKLG278R and WT RANKL,

as the specific antibodies recognize epitopes on RANKL
trimers which are not formed in the latter cases.

To investigate whether RANKLG278R interacts with WT
RANKL, immunoprecipitation was performed. Lysates of
HEK 293FT cells transfected with WT RANKL-FLAG in
the presence of either WT RANKL-Myc or RANKLG278R-
Myc were immunoprecipitated with an anti-Myc antibody,
and the immunoprecipitates were assayed for the presence of
the FLAG epitope by immunoblot (Fig. 4E). WT RANKL-

Figure 3. Genetic confirmation of the RANKL G278R mutation. (A) Serial sections of tibiae from 3-week-old Rankl2/tles compound heterozygous mice were
stained with hematoxylin and TRAP (H/TRAP). Bar: 100 mm. (B) Representative femur trabecular areas from Rankl+/+, Rankl2/2 and Rankltles/tles mice
scanned with microCT (n ¼ 6 per group). (C) Histomorphometric analysis of structural bone parameters of femurs from Rankl+/+ (n ¼ 12), Rankl+/2 (n ¼
6), Rankl2/2 (n ¼ 6), Rankl+/tles (n ¼ 6) and Rankltles/tles (n ¼ 6) littermate mice at 4 weeks of age. BV/TV, bone volume/total volume; NOc/T.Ar, number
of osteoclasts/total area; NOc/B.Pm, number of osteoclasts/bone perimeter/mm; Tr.Th, trabecular thickness (mm); Tr.N, trabecular number/mm; Tr.S, trabecular
separation/mm3. ∗∗∗P , 0.0001 and ∗∗P , 0.001 when Rankl2/2 and Rankltles/tles mice were compared with the rest groups. (D) Osteoclast formation is restored
by recombinant RANKL administration. Daily subcutaneous injections of recombinant RANKL at 150 mg/kg in Rankltles/tles mice (n ¼ 4) induce formation of
TRAP+ cells in trabecular bones. Representative TRAP staining of distal femur sections are shown. Scale bar: 50 mm.
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FLAG coimmunoprecipitated with either WT RANKL-Myc or
RANKLG278R-Myc, indicating that WT RANKL interacts with
RANKLG278R.

To examine whether RANKLG278R binds to the RANK
receptor, serial dilutions of murine RANK-Fc were incubated
with immobilized WT GST-RANKL, GST- RANKLG278R or
GST (Fig. 4F). RANK-Fc interacted with GST-RANKL in a
dose-dependent manner, but not with GST-RANKLG278R or
GST. This result shows that the binding affinity of
GST-RANKLG278R for RANK-Fc was completely abolished,
as a result of its inability to form trimers. Collectively, these

results indicate that G278R substitution is critically involved in
the abrogation of RANKL trimer formation and subsequently
receptor binding.

RANKLG278R lacks biological activity and possesses a
dominant-negative effect

To confirm that RANKLG278R is inactive and to test whether it
interferes with the ability of WT RANKL to induce ex vivo
osteoclast formation, BM cells were treated with 25 ng/ml
M-CSF and 50 ng/ml GST-RANKL for 5 days in the presence

Figure 4. RANKLG278R fails to trimerize and bind to RANK but interacts with WT RANKL. (A) Recombinant WT GST-RANKL and GST-RANKLG278R were
resolved either on native or on SDS-reduced polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and detected by western blotting using monoclonal (mono) or poly-
clonal (poly) antibodies against RANKL or against GST. (B) Soluble WT RANKL and RANKLG278R proteins were crosslinked with DSS (+) or PBS (2),
run on 12% SDS–PAGE and detected by western blot using an anti-RANKL polyclonal antibody. (C) HEK 293FT cells were transfected with full-length
WT RANKL-FLAG, WT RANKL-Myc and/or RANKLG278R-Myc. Lysates were analyzed in native gels followed by western blot using an anti-Myc antibody.
The protein input was determined in SDS–PAGE and western blotting using antibodies against FLAG, Myc and actin. (D) The levels of soluble RANKL were
quantified in supernatants of transfected HEK 293FT cells displayed in (C). Data are shown as mean+SEM of three experiments in duplicate. ∗∗∗P , 0.0001
when compared with WT RANKL-expressing cells. (E) Lysates of transfected HEK 293FT cells were immunoprecipitated with a Myc-specific antibody, and
immunoblotted with an anti-FLAG antibody. The protein input was determined in western blots using antibodies against FLAG, Myc and actin. A representative
figure of three independent experiments is shown for western blots. (F) Different concentrations of RANK-Fc were added to plates coated with either WT
GST-RANKL, GST-RANKLG278R or GST, and the binding was monitored by fluorescence detection of PE-conjugated goat anti-human IgG. Data are
shown as mean+SEM of three experiments performed in duplicate.
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or absence of GST-RANKLG278R at different concentrations
from 12.5 to 100 ng/ml (Fig. 5A–C). It is shown that WT
GST-RANKL (ratio 1:0) induces formation of TRAP+ giant
osteoclasts. Instead, RANKLG278R lacks biological activity as
GST-RANKLG278R failed to induce formation of TRAP+ cells
(ratio 0:1). Complete inhibition in the formation of multinu-
cleated TRAP+ osteoclasts was noticed when the concentration
of WT GST-RANKL was half of that of GST-RANKLG278R

(ratio 1:2). Incubation of WT GST-RANKL with GST-
RANKLG278R at equal molar 1:1 concentrations impaired the
formation of TRAP+ giant multinucleated cells, whereas
small-sized TRAP+ cells with low numbers of nuclei were
still formed. However, TRAP+ giant multinucleated cells
were formed at a 2:1 ratio, which were morphologically
smaller and exhibited less multinucleation when compared
with osteoclasts formed in the presence of WT GST-RANKL
exclusively (ratio 1:0). Formation of giant osteoclast-like cells
was evident when WT GST-RANKL was mixed with
GST-RANKLG278R at a ratio of 4:1 or higher. Incubation of
WT GST-RANKL with GST at similar concentrations
(12.5–100 ng/ml) did not affect the formation of osteoclasts.
These results indicate that the RANKLG278R variant lacks bio-
logical activity and possesses a dominant-negative effect on
WT RANKL function.

However, a dominant-negative effect does not apply in het-
erozygous mutant mice. Since heterozygous mice are expected

to produce a 1(WT):1(RANKLG278R) protein ratio, we investi-
gated the interactions between WT RANKL and
RANKLG278R at equimolar amounts, after preincubation for
1 h, crosslinking with disuccinimidyl suberate (DSS) and ana-
lysis in SDS–PAGE (Supplementary Material, Fig. S4). Inter-
estingly, a dramatic increase in the intensity of RANKL
trimers, dimers and monomers was observed, which could be
explained by an interaction of RANKLG278R with WT
RANKL and the formation of trimeric heterocomplexes (2
WT:1 RANKLG278R). Exchange of one WT monomer in homo-
trimers with one RANKLG278R monomer is expected to increase
the amount of WT monomers which could further bind together
to form homodimers, as this constitutes a dynamic process. The
increase in RANKL trimers could be attributed to the presence
of both intact WT RANKL homotrimers and newly formed het-
erotrimers with RANKLG278R (2 WT:1 RANKLG278R), which
according to our in silico binding analyses are likely functional.
Therefore, we postulate that, in heterozygous mice, adequate
levels of functional RANKL trimers are formed enabling
proper osteoclastogenesis, which could explain the absence of
a dominant-negative effect in heterozygous animals.

G122R substitution abrogates TNF activity

Glycine at codon 278 of RANKL is highly conserved among
various members of the TNF superfamily (Fig. 2E). Thus,

Figure 5. Dose-dependent suppression of RANKL-induced osteoclast formation by RANKLG278R. (A) Representative TRAP stain of osteoclast cultures from
WT BM cells treated with M-CSF and GST-RANKL in the absence (1:0) or presence of GST-RANKLG278R at various concentrations including 100 ng/ml (1:2),
50 ng/ml (1:1), 25 ng/ml (2:1) or 12.5 ng/ml (4:1). Bar: 100 mm. (B) The number of TRAP+ multinucleated (three or more nuclei) cells was calculated per well
(24-well plate). (C) The nuclei number in TRAP+ multinucleated cells was also calculated. Data are shown as mean+SEM of three experiments in duplicate.
Each group was compared with that of GST-RANKL (1:0) (∗∗P , 0.001, ∗∗∗P , 0.0001).
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we investigated whether a similar substitution in human TNF,
which corresponds to a replacement of glycine with arginine at
position 122 (G122R) in the soluble form or at position 198 in
the transmembrane form, modifies TNF trimerization and
function. Biochemical analysis showed that TNF multimers
were detected in recombinant WT GST-TNF but not in
GST-TNFG122R, indicating failure of spontaneous trimer as-
sembly (Supplementary Material, Fig. S5). This result was
also confirmed by chemical crosslinking (Fig. 6A) of soluble
WT TNF or TNFG122R after the removal of GST. Similar to
the RANKLG278R variant, G122R substitution in TNF abro-
gated trimer formation, whereas monomers and, mainly,
aggregates were formed instead of trimers, dimers and mono-
mers detected in WT TNF (Fig. 6A) (34).

To examine whether TNFG122R binds to TNF receptor,
serial dilutions of human p75TNFR-Fc were incubated with
immobilized soluble TNF or TNFG122R (Fig. 6B).
p75TNFR-Fc interacted with TNF in a dose-dependent
manner, but not with TNFG122R, indicating that TNFG122R

cannot bind to its receptor. The biological activity of the
GST-TNFG122R variant was tested using in vitro cytotoxicity
assays. Although recombinant WT GST-TNF induced dose-
dependent cytotoxicity in L929 cells, GST-TNFG122R was in-
efficient to induce cytotoxicity not only at similar doses
(0.03–4 ng/ml) (Fig. 6C) but also at doses 60 times more con-
centrated (240 ng/ml). These results indicate that a similar
residue substitution in soluble human TNF, G122R, is critical-
ly involved in the abrogation of TNF trimer assembly, receptor
binding and biological activity.

Small-molecule SPD304 interferes with RANKL structure
and inhibits RANKL-induced osteoclastogenesis

A novel small-molecule inhibitor of TNF trimerization, named
SPD304, has been recently reported (35) to interact with
glycine 122 (G122), which corresponds to G278 in RANKL.
Experimental evidence on the TNF analogue (35) and in
silico binding studies on mouse RANKL confirm that the
optimal binding position of SPD304, causing trimer inhibition,
is located very close (,4 Å) to the G278 mutation position in
the structure (Supplementary Material, Fig. S6A). To experi-
mentally confirm the interference of the SPD304 with the
RANKL structure, soluble mouse RANKL was preincubated
with increasing concentrations of SPD304 (6–200 mM) and
analyzed in native gels showing the natural conformation of
RANKL protein (Supplementary Material, Fig. S6B). In the
absence of SPD304, soluble RANKL was detected as a
single main band, whereas a second band of lower molecular
weight was also evident in the presence of SPD304. This
change of the RANKL conformation appeared even in the
lower concentration of SPD304 tested (6 mM) and was more
noticeable at 200 mM, indicating a possible release of
RANKL dimers and monomers by SPD304. To confirm this,
chemical crosslinking experiments were performed in
soluble RANKL preincubated with SPD304 at similar concen-
trations. Indeed, in the presence of SPD304, a dramatic
increase of RANKL dimers and monomers was detected, indi-
cating disruption of the trimeric RANKL structure (Supple-
mentary Material, Fig. S6C). Intriguingly, a significant

Figure 6. G122R substitution abrogates TNF trimer formation, binding to TNFR and bioactivity. (A) Soluble WT TNF and TNFG122R proteins were crosslinked
with DSS (+) or PBS (2), run on 12% SDS–PAGE and detected by western blot using an anti-TNF polyclonal antibody. (B) Different concentrations of
p75TNFR-Fc (1–160 ng/ml) were added to plates coated with either soluble TNF or TNFG122R, and the binding was monitored by detection of HRP-conjugated
goat anti-human IgG. Data are shown as mean+SEM of a representative experiment performed in triplicate. (C) L929 cytotoxicity assay was performed in the
presence of WT GST-TNF or GST-TNFG122R at serial dilutions (0.03–4 ng/ml). Data are shown as mean+SEM of three experiments performed in triplicate.
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increase in the intensity of the band corresponding to RANKL
trimers was also noticed. This could reflect a possible con-
formational alteration in the structure of RANKL trimers com-
plexed with SPD304 that lowers the threshold required for the
detection of RANKL trimeric molecules by the polyclonal
anti-RANKL antibody, enabling the detection of more
RANKL molecules.

To investigate whether SPD304 can inhibit RANKL func-
tion in osteoclastogenesis assays, BM cells were treated with
25 ng/ml M-CSF and 80 ng/ml GST-RANKL in the presence
of SPD304 at different concentrations ranging from 0.25 to
2 mM. SPD304 at 1 mM attenuated both the number and the
size of TRAP+ multinucleated cells, whereas at 2 mM the for-
mation of multinuclear TRAP+ osteoclast was completely
inhibited (Fig. 7A–C). SPD304 did not display any cell tox-
icity at the indicated doses. Collectively, these results
provide supporting evidence that SPD304 modifies the con-
formation of the RANKL trimeric structure and inhibits
RANKL-mediated osteoclastogenesis.

DISCUSSION

Human osteopetroses are a heterogeneous group of bone re-
modeling disorders characterized by an increase in bone
density due to a defect in osteoclastic bone resorption. Func-
tional mutations in RANKL have been identified in a new
form of osteoclast-poor ARO that could not be cured by hem-
atopoietic stem cell transplantation. Three loss-of-function
RANKL mutations have been identified in ARO, M199K,
del145-177AA and V277WfX5 (27); the single amino acid

substitution, M199K, is located within a highly conserved
domain, the deletion 145–177 removes b-strand A and half
of the AA′ loop which could abolish the interaction with
RANK, whereas the frameshift deletion V277WfX5 and the
resultant loss of strand F, which is important for the trimeriza-
tion of RANKL, could abrogate the conformation and the
binding activity (36). Interestingly, these RANKL mutations
were localized within the extracellular bioactive TNF-like
core domain, whereas the underlying molecular mechanisms
leading to ARO pathogenesis remain unknown. Characteriza-
tion of functional RANKL mutations derived either in humans
or in animal models constitutes a powerful approach for the
elucidation of the molecular basis of ARO as well as for the
potential design of novel RANKL inhibitors.

Following a forward genetics approach using ENU-
mediated random mutagenesis, we identified a novel ARO
model (tles), characterized by defective tooth eruption, com-
plete lack in osteoclasts, increased bone mass and absence
of lymph nodes. In this study, we demonstrate that the tles
osteopetrotic phenotype is caused by a missense point muta-
tion in the Rankl gene that corresponds to a single amino
acid substitution from glycine to arginine (G278R) at the
extracellular TNF-like core domain of RANKL. Since the
skeletal phenotype of the Rankl mutant mice (Rankltles/tles) is
similar to the existing Rankl knockout models (13,14), our
results indicate that a single amino acid change is sufficient
to cause a loss-of function Rankl allele and subsequently
ARO in vivo. However, the Rankltles/tles mice differ from the
Rankl knockout mice at the molecular level. Even though
Rankltles/tles mice produce physiological levels of a non-
functional RANKL protein, in Rankl knockout mice there is
no production of either mRNA or RANKL protein. This is
due to the fact that the Rankl null alleles have been highly dis-
rupted by the incorporation of the neomycin selection cassette
as well as by the deletion of large protein regions. Instead, the
mutant allele contains a point mutation in a coding region that
causes a single amino acid substitution, mimicking natural
genetic variants. The Rankltles/tles osteopetrotic model is the
first reported animal model that carries a functional mutation
in the Rankl gene and closely resembles RANKL-mediated
human ARO, as in both cases the RANKL protein is produced
but is inactive due to disruptive mutations at the extracellular
bioactive TNF-like core domain, unlike the Rankl null alleles
(13,14). G278R substitution fully abrogates RANKL function
by impairing trimer assembly, providing a possible mechanis-
tic explanation for some forms of human RANKL-mediated
ARO. Even though, an equivalent substitution for G278 has
not been reported in ARO patients so far, such amino acid is
deleted at the frameshift deletion V277WfX5, which is pre-
dicted to cause loss of the bG, bH and bF strands of
RANKL, important for its trimerization (27). It is therefore
likely that the loss of trimerization we have described in this
study may represent a pathogenetic mechanism driving ARO
pathology. Thus, in addition to the use of Rankl knockout
models for preclinical studies, our newly described ARO
model may also be useful in the validation of new therapeutic
approaches in ARO due to the presence, as in humans, of a
mutated RANKL variant. Indeed, administration of recombin-
ant soluble RANKL completely rescues the osteoclast defect
in vivo, indicating that treatment with recombinant RANKL

Figure 7. SPD304 inhibits RANKL-induced osteoclastogenesis. (A) Repre-
sentative TRAP stain of osteoclast cultures from WT BM cells treated with
M-CSF and GST-RANKL in the presence of 0.25–2 mM SPD304. Bar:
100 mm. (B) The number of TRAP+ multinucleated (three or more nuclei)
cells was quantitated per well (48-well plate). (C) The nuclei number in
TRAP+ multinucleated cells was also calculated. Data are shown as
mean+SEM of three experiments performed in duplicate. The effect of
SPD304 on osteoclast formation was compared with that of untreated cells
(∗P , 0.05, ∗∗P , 0.001, ∗∗∗P , 0.0001).
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might overcome failure of osteoclast formation and osteope-
trosis in ARO. Future comparative studies could show
whether the effectiveness of novel therapeutic approaches is
similar in both ARO mouse models, Rankltles/tles and Rankl
knockout mice, which differ at the protein level.

At the molecular level, our data demonstrate that a single
amino acid substitution in the core of TNF-like trimeric struc-
ture, G278R, completely inactivates RANKL function by inhi-
biting its trimerization. Even though, it has been previously
proposed that RANKL trimerization involves intersubunit
interactions among 43 residues, scattered mainly within the
10 highly conserved b-strands of each monomer (6), it is
shown here for first time that a single amino acid substitution
is sufficient to completely disrupt trimer assembly. G278 is ori-
ginally shown here to constitute one of the critical amino acid
involved in RANKL function, providing new opportunities
for the rational design of novel RANKL inhibitors. So far, the
identification of functional RANKL residues has been based
on predictions made on the crystal structure of RANKL/
RANK (36,37). Such studies have been exclusively concen-
trated in amino acids interacting with the RANK receptor
such as the Glu225, Arg222 and Asp299 residues (37), where
their substitution leads to a dramatic decrease on binding to
RANK and subsequent inability to promote osteoclast forma-
tion. Our forward genetics approach identifies and characterizes
a critical amino acid substitution that results in protein inactiva-
tion and subsequently to osteopetrosis in vivo.

From our constructed model of the RANKLG278R protein
based on the known crystal structure (6,7), it is apparent that
RANKLG278R mutation may not affect the formation and
folding of the monomer but will most definitely affect the for-
mation of a trimer assembly. The RANKLG278R mutation is
located at the hydrophobic F b-strand (Fig. 2C), which is
100% conserved between human and mouse RANKL. The F
b-strand is part of the inner A’AHCF b-sheet that is involved
in intersubunit association. The introduction of a positive
charge as well as a long side chain is expected to disrupt the
hydrophobic interface and create steric hindrances causing
packing inefficiencies (Fig. 2D). Our biochemical analysis
on recombinant soluble RANKL has revealed that functional
trimers or multimers are not detected for the RANKLG278R

protein, confirming our structure-based prediction regarding
the trimerization inability of RANKLG278R. Instead, our
studies reveal the presence of monomers as well as the forma-
tion of RANKLG278R aggregates that could be explained by
the exposure of hydrophobic regions previously buried in
trimer interfaces. Such hydrophobic surfaces have a natural
tendency to stick together forming non-functional protein
aggregates. Since formation of a functional RANKL trimer
is prerequisite for receptor binding, RANKLG278R is unable
to bind and activate RANK that is required for the stimulation
of the downstream signaling cascades, leading to osteoclast
differentiation, activation and survival.

Interestingly, the G278 residue of RANKL is highly con-
served in various members of the TNF superfamily including
TNF, CD40L, TRAIL, BAFF and APRIL, suggesting a similar
involvement in homotrimer assembly. Notably, a similar sub-
stitution of this conserved glycine residue by valine at position
227 has also been detected in the CD40L gene in patients with
X-linked hyper IgM syndrome (38). However, it has not been

experimentally proven that glycine 227 is involved in ligand
trimerization. Therefore, we investigated whether a similar
substitution in another TNF family member results also in
an inability in the formation of trimers. TNF, the prototype
of the TNF superfamily, has a central role in the pathogenesis
of chronic inflammatory and autoimmune disorders (39), and
TNF inhibitors were the first biologic therapeutics approved
for the treatment of rheumatoid arthritis and inflammatory
bowel disease. Our present data confirm that a similar
residue substitution in soluble TNF, G122R, abrogates TNF
trimer formation, binding to the p75TNF receptor and bio-
activity. Therefore, the identified conserved glycine within
the TNF-like core domain seems to be critically involved in
trimer formation and could be exploited for the design of
novel specific inhibitors against TNF superfamily members.

Recombinant RANKLG278R protein has a dominant-
negative effect in ex vivo osteoclastogenesis assays which
depends on the ratio between WT and RANKLG278R proteins.
According to our in vitro experimental data and proposed
structural model, functional trimers can be formed when the
ratio of WT to RANKLG278R protein is 3:0 (WT homotrimers)
or 2:1 (no dominant negative), whereas there is no activity at
the ratio of 0:3 (only RANKLG278R) or 1:2 (dominant nega-
tive), as the latter are proposed to lack trimerization
potency. The formation of a heterotrimer with one mutant
monomer may still be possible without exerting a dominant-
negative effect, since two out of three hydrophobic interfaces
between the monomers are still intact and hold the trimer as-
sembly (Fig. 2C). However, the introduction of two or three
mutant monomers in the trimer is expected to introduce
extra charge repulsions as well as additional steric hindrances
leading to the failure of functional trimer assembly.
The absence of a dominant-negative effect in heterozygous
Rankltles/+ mice in vivo can be explained by the stoichiometry
between WT and RANKLG278R in RANKL trimers. As
RANKL spontaneously forms trimers, WT and
RANKLG278R proteins can interact and form either
2(WT):1(RANKLG278R) trimers or 1(WT):2(RANKLG278R)
trimers. Even though heterozygous mice are expected to
produce a 1 (WT):1(RANKLG278R) protein ratio, due to the
trimeric RANKL nature these RANKL variants can still
form functional WT homotrimers or 2(WT):1(RANKLG278R)
trimers, which are shown in vitro to lead to osteoclastogenesis
(Fig. 5). Indeed, our biochemical analyses show that at equi-
molar ratio, soluble WT RANKL and RANKLG278R interact,
increasing the levels of trimeric RANKL molecules (Supple-
mentary Material, Fig. S4). Such trimers could correspond to
both intact WT RANKL homotrimers and the newly formed
heterotrimers with RANKLG278R (2WT:1RANKLG278R),
which according to our in silico binding analyses are likely
functional. Therefore, we postulate that, in heterozygous
mice, adequate levels of functional RANKL trimers are
formed enabling proper osteoclastogenesis, which could
explain why a dominant-negative effect does not apply in
the heterozygous animals. Instead, complete blockade of
RANKL trimer formation in vivo would require at least two
times higher levels of the RANKLG278R protein so that the
stoichiometry favors the dominant-negative effect by
1(WT):2(RANKLG278R), which is not probable in heterozy-
gous mice, but may be achieved pharmacologically.
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RANKL is a key therapeutic target in bone-loss diseases
such as osteoporosis, rheumatoid arthritis and bone metastasis.
Recombinant proteins that inhibit RANKL–RANK interac-
tions, such as RANK-Fc, Fc-OPG and anti-RANKL anti-
bodies, have been effectively used for the treatment of
osteolytic bone diseases (25,40,41). However, the use of
large macromolecules as therapeutic agents can be hindered
by drawbacks, including antigenicity, poor bioavailability
and high cost. A variety of novel antiresorptive agents,
either small peptides or peptidomimetics based on the struc-
ture of RANKL and RANK, have been recently developed
that mainly antagonize either the RANKL–RANK interaction
(36,37,42) or the interaction of RANK with signaling adaptor
molecules (43). Such inhibitors have been developed as alter-
native agents to overcome the disadvantages of using macro-
molecules. The identification of G278 as a critical residue
functionally involved in RANKL trimer assembly points to
the potential use of novel RANKL inhibitors, such as peptides
or small molecules that are designed to interact with such
residue in order to inhibit trimerization. It has been previously
shown that trimer assembly within the TNF ligand family con-
stitutes a dynamic process where subunits can be exchanged
(44). This phenomenon could explain the dominant-negative
effect exerted by the RANKLG278R variant. Additionally, it
has been recently demonstrated that the disruption of tightly
preassociated homotrimeric proteins, such as TNF, is feasible
through inhibitors that accelerate subunit dissociation.
SPD304, the strongest small-molecule TNF antagonist
reported to date, promotes the dissociation of TNF trimers
(35) by displacing one of the three TNF subunits and
forming a complex with the remaining two that are unable
to bind to and stimulate TNF receptors. Among the 16 inter-
acting residues, 7 are localized in the F b-strand, including
G122, which corresponds to G278 in RANKL. Our results
demonstrate that SPD304 effectively inhibits RANKL-induced
ex vivo osteoclast formation, suggesting a commonality of
mechanism to that of TNF inhibition. This effect might be
explained by interference of SPD304 with the hydrophobic
interfaces of RANKL monomers, including the G278
residue. Indeed, in silico binding studies on mouse RANKL
confirm that the optimal binding position of SPD304,
causing trimer inhibition, is located very close (,4 Å) to the
G278 mutation position (35). Therefore, both the G278R mu-
tation and SPD304 acting on the same location of the trimer’s
monomer–monomer interface are likely to cause an equiva-
lent inhibition effect to the trimer formation. Our experimental
results provide supporting evidence that SPD304 interferes
with the trimeric RANKL structure promoting release of
dimers and monomers similar to the mechanism reported for
TNF (35). However, SPD304 contains a potentially toxic
3-substituted indole moiety that produces reactive intermedi-
ates which possibly cause toxicities by covalently binding to
nucleophilic residues of protein and/or DNA (45). Further
modifications of SPD304 will allow the development of
more potent chemical agents that abrogate trimerization with
higher specificity to TNF and/or RANKL and less toxicity
that can be applied for therapeutic purposes. Especially for
RANKL, the development of small-molecule inhibitors
could offer accessibility to tissues such as brain where
RANKL is highly expressed and is involved in important

biological processes like thermoregulation (21). In this
aspect, our results provide a molecular basis for the rational
design and evaluation of novel RANKL inhibitors, either pep-
tides and/or small molecules that target trimerization as a
novel strategic approach for impairing RANKL bioactivity.
Collectively, our results reveal a functional amino acid critical
for ligand trimerization and bioactivity within the TNF ligand
superfamily which could be used as a target for designing
novel inhibitors that specifically inhibit trimer assembly and
subsequently function of RANKL, TNF or other TNF super-
family members.

MATERIALS AND METHODS

Mouse husbandry

The Rankl2/2 mice have been previously reported (13). DBA/
2J mice were purchased from the Jackson Laboratories. Mice
were maintained and bred under specific pathogen-free condi-
tions in the animal facility of Biomedical Sciences Research
Center (BSRC) ‘Alexander Fleming’. All animal procedures
were approved and carried out in strict accordance with the
guidelines of the Institutional Animal Care and Use Commit-
tee of BSRC ‘Alexander Fleming’ and in accordance with the
Hellenic License for Animal Experimentation at the BSRC
‘Alexander Fleming’.

ENU mutagenesis

G0 males of a mixed C57BL/6Jx129S6 background were
treated with ENU (Sigma-Aldrich, Inc.) administered in
three weekly doses at 100 mg/kg of body weight (46,47).
Each G0 mouse was crossed to WT C57BL/6Jx129S6 females
to produce G1 males that were further mated with WT females
to produce G2 daughters that were subsequently backcrossed
with the G1 parent to generate G3 progeny (47–49). ENU muta-
genesis was performed at BSRC ‘Alexander Fleming’.

Mapping and sequencing

Heterozygous +/tles animals were outcrossed with DBA/2J
mice and the F1 offspring were intercrossed to generate the
F2 progeny harboring the recessive tles mutation. F2
progeny were screened for osteopetrosis and used for genetic
analysis. A total of 71 polymorphic markers, including
simple sequence-length polymorphisms (SSLPs) and SNPs,
were used for genome-wide linkage analysis. SSLPs were
resolved on 4% agarose gels, whereas SNPs were identified
by pyrosequencing using the Pyromark ID instrument
(Biotage AB). A standard genome scan was conducted using
R/qtl (The R Foundation for Statistical Computing, version
2.8.0) (50). Log-likelihood linkage for single-trait analysis
was established by non-parametric interval mapping of a
binary model (diseased versus healthy control siblings), on
124 F2 animals in total, computed at 1 cM increments over
the entire genome. Sequencing was carried out as a service
by MWG Biotech AG.
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Crystal structure and molecular modeling

The RANKL homotrimer structure was obtained from the
Protein Data Bank (PDB; code 1S55) (www.rcsb.org/pdb/).
Molecular models for the G278R mutant homo- and heterotri-
mers were built using Modeller v9.4 (51) and tested for
packing inconsistencies and atomic clashes using the
program QUANTA-CHARM (Molecular Simulations, Inc.,
San Diego, CA, USA) (52).

Histopathological analysis

Femurs and tibiae were fixed in 4% PFA for 6 h, decalcified in
13% EDTA and embedded in paraffin. Sections of 5 mm thick-
ness were stained with hematoxylin/eosin. Osteoclasts were
stained for TRAP activity using a leukocyte acid phosphatase
(TRAP) kit (Sigma-Aldrich).

Ex vivo osteoclast formation

BM cells were collected after flushing out of femurs and tibiae,
subjected to gradient purification using ficoll-paque (GE Health-
care), plated in 24-well plates at a density of 5 × 105 cells per
well and cultured in aMEM medium (GIBCO) containing
10% fetal bovine serum supplemented with 40 ng/ml
RANKL (R&D Systems) and 25 ng/ml M-CSF (R&D
Systems) for 5 days. Similarly, splenocytes were collected,
plated in 24-well plates at a density of 106 cells per well
and cultured in the presence of recombinant RANKL and
M-CSF for 6 days. GST-RANKLG278R was preincubated
with WT GST-RANKL at room temperature for 20 min,
prior to the stimulation of the BM cell cultures, in order to
enable exchange of the RANKL variants and heterotrimer
formation. Small-molecule SPD304 (Sigma-Aldrich) was pre-
incubated with 80 ng/ml GST-RANKL at various concentra-
tions from 0.25 to 2 mM in aMEM medium for 1 h at room
temperature and then added to culture. Osteoclasts were
stained for TRAP activity.

Osteoblasts were isolated from calvariae of 10-day-old
mice, using a sequential collagenase/dispase digestion proced-
ure, were plated in 24-well plates at a density of 4 × 104 cells
per well and cultured overnight in aMEM medium with 10%
FBS. BM cells or splenocytes were collected, cultured with
10 ng/ml M-CSF overnight, subjected to gradient centrifuga-
tion and co-cultured with osteoblasts at a density of 5 × 105

(BM cells) and 2 × 106 (splenocytes) in aMEM medium sup-
plemented with 1,25(OH)2 vitamin D3 (10 nM) and PGE2
(1 mM) for 6 days.

Bone histomorphometry

Left femurs were fixed in 4% formalin and embedded in
methylmethacrylate resin (Technovit; Heraeus Kulzer, Wehr-
heim, Germany) using standard procedures.
Four-micrometer-thick sections were prepared with a Jung
microtome (Jung, Heidelberg, Germany) and stained with
von Kossa stain and toluidine blue. Standard bone histomor-
phometric measures were analyzed using a Zeiss Axioskop 2
microscope (Zeiss, Marburg, Germany) equipped with an
Osteomeasure image analysis system.

MicroCT imaging

MicroCT images were acquired on a vivaCT40 (Scanco
Medical, Bassersdorf, Switzerland). The scanner generates a
cone beam at 5 mm spot size and operates at 50 keV.
Images of femurs from WT, Rankl2/2, Rank+/2, Rankltles/

tles and Rankl+/tles mice were acquired.

Quantification of soluble RANKL

The levels of soluble mouse RANKL were quantitated using a
commercial ELISA kit (R&D).

Expression and purification of GST-RANKL and
GST-TNF

The extracellular domains of RANKL, RANKLG278R, TNF
and TNFG122R were expressed in Escherichia coli as a
GST-fusion protein. Briefly, a cDNA encoding the core ecto-
domain of murine RANKL residues 158–316, with or without
the G278R substitution, was cloned into pGEX-6P-1 (GE
Healthcare Life Sciences) downstream of GST. For the gener-
ation of recombinant GST-TNF, a cDNA encoding the extra-
cellular domain of human TNF from valine 77 to leucine 233
was also cloned into pGEX-6P-1. The G122R substitution was
introduced by a two-step overlapping PCR approach. Follow-
ing IPTG-mediated (100 mM) induction of protein expression,
BL21cells were lysed by sonication, and incubated with
glutathione-sepharose beads. The GST-fused proteins were
released from the affinity matrix by competitive elution with
50 mM glutathione (Sigma-Aldrich).

Purification of soluble RANKL and TNF

After the capture of GST-RANKL or GST-TNF on glutathione
beads, soluble RANKL or TNF was eluted by cleavage of
beads with PreScission Protease (GE healthcare) for overnight
at 48C.

Protein crosslinking assay

The chemical crosslinking reagent DSS (Sigma) was used to
examine the trimeric property of RANKL and TNF (33).
50 mM of DSS was prepared as a stock solution in dimethyl
sulfoxide. RANKL or TNF proteins at a final concentration
of 0.1 mM in PBS buffer (pH 7.5) were mixed with 1 mM

DSS (the molar ratio of DSS is 10:1). The crosslinking reac-
tions were carried out for 1 h at room temperature and termi-
nated with 50 mM Tris (pH 7.5) for 30 min. Proteins from
reaction mixtures were separated on 12% SDS–PAGE, fol-
lowed by staining with Coomassie blue R-250 or proceeded
in western blot.

Generation of C-terminus-tagged full-length WT and
RANKLG278R

The full-length mouse WT or RANKLG278R cDNA constructs
encoded residues 1–316 without a stop codon. A Myc-tagged
RANKL expression vector was constructed by inserting full-
length RANKL into the pcDNA3.1/myc-His A MCS vector
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(Invitrogen). FLAG-tagged RANKL was created by subclon-
ing full-length RANKL into the p3XFLAG-CMV-14 expres-
sion vector (Sigma-Aldrich).

Transient 293 transfection assays

HEK 293FT cells were transfected with 1 mg of plasmid DNA
using TransIt-293 transfection reagent (Mirus, Madison,
WI, USA). After 48 h, transfected cells were harvested in
PBS and the half quantity was diluted in equal volume of
2× Laemmli sample buffer, and analyzed in 12% acrylamide
denatured gels. The remaining cells were lysed by sonication,
centrifuged and analyzed in 8% native acrylamide gels.

Western blot

Recombinant proteins or lysates were resolved either on 8%
native acrylamide gels or on 12% SDS denatured acrylamide
gels. RANKL was detected by western blotting using either
a monoclonal (clone IK22/5, eBioscience) or a polyclonal
(R&D Systems) anti-RANKL antibody, whereas for GST
detection a rabbit polyclonal anti-GST antibody was used.
Human TNF was detected using a rabbit polyclonal
anti-TNF antibody provided by Professor Wim Buurman
(Maastricht University). Moreover, antibodies against Myc
(rabbit polyclonal, Santa Cruz Biotechnology), FLAG (M2,
Sigma) and actin (goat polyclonal, Santa Cruz Biotechnology)
were also used.

Immunoprecipitation

HEK 293FT cells were harvested 48 h after transient transfec-
tion, lysed and incubated with an anti-Myc antibody.
Anti-Myc immunocomplexes were precipitated with protein
A/G Sepharose (Santa Cruz Biotechnology). Protein com-
plexes were resolved by SDS–PAGE and immunoblotted
with an anti-FLAG antibody.

Binding assay of GST-RANKLG278R to RANK

Nunc plates were coated with recombinant WT GST-RANKL,
GST-RANKLG278R or GST at 3 mg/ml and after blocking with
1% BSA were incubated with increasing amount of
recombinant mouse RANK-Fc (R&D Systems). RANK
binding was detected with a phycoerythrin (PE)-conjugated
goat anti-human IgG (Fc) (SouthernBiotech, Birmingham,
AL, USA) that was measured (539–573 nm) with the fluores-
cent plate reader TECAN infinite M200.

Binding assay of TNFG122R to TNFR

Nunc plates were coated with recombinant soluble TNF or
TNFG122R at 3 mg/ml and incubated with increasing amount
of recombinant human p75TNFR-Fc (Wyeth). TNFR binding
was detected with a horseradish peroxidase (HRP)-conjugated
goat anti-human IgG (Fc) (SouthernBiotech) using
o-phenylenediamine substrate (Thermo Scientific Pierce),
which was measured at 490 nm.

In vivo administration of soluble RANKL

Recombinant soluble RANKL was produced after the diges-
tion of the GST-RANKL protein with prescission protease
(GE Healthcare) for the removal of GST. Mice were treated
from day 13 of age for a period of 14 days with subcutaneous
injections of 150 mg/kg soluble RANKL.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed on the Prism software, using
one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison test. All
values are reported as the mean+ standard error of the mean
(SEM). All P-values ,0.05 were considered significant.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Material is available at HMG online.
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ABSTRACT
Receptor activator of NF‐kB ligand (RANKL) plays a key role in osteoclast‐induced bone resorption across a range of degenerative
bone diseases, and its specific inhibition has been recently approved as a treatment for womenwith postmenopausal osteoporosis at
high or increased risk of fracture in the United States and globally. In the present study, we generated transgenic mice (TghuRANKL)
carrying the human RANKL (huRANKL) genomic region and achieved a physiologically relevant pattern of RANKL overexpression in
order to establish novel genetic models for assessing skeletal and extraskeletal pathologies associated with excessive RANKL and for
testing clinical therapeutic candidates that inhibit human RANKL. TghuRANKL mice of both sexes developed early‐onset bone loss,
and the levels of huRANKL expression were correlated with bone resorption and disease severity. Low copy Tg5516 mice expressing
huRANKL at low levels displayed a mild osteoporotic phenotype as shown by trabecular bone loss and reduced biomechanical
properties. Notably, overexpression of huRANKL, in the medium copy Tg5519 line, resulted in severe early‐onset osteoporosis
characterized by lack of trabecular bone, destruction of the growth plate, increased osteoclastogenesis, bone marrow adiposity,
increased bone remodeling, and severe cortical bone porosity accompanied by decreased bone strength. An even more severe
skeletal phenotype developed in the high copy Tg5520 founder with extensive soft tissue calcification. Model validation was further
established by evidence that denosumab, an antibody that inhibits human but not murine RANKL, fully corrected the hyper‐
resorptive and osteoporotic phenotypes of Tg5519 mice. Furthermore, overexpression of huRANKL rescued osteopetrotic
phenotypes of RANKL‐defective mice. These novel huRANKL transgenic models of osteoporosis represent an important advance for
understanding the pathogenesis and treatment of high‐turnover bone diseases and other disease states caused by excessive RANKL.
© 2014 American Society for Bone and Mineral Research.
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Introduction

Bone remodeling is a constant physiological process of bone
resorption and formation. Osteoclasts initiate the remodeling

cascade by removing bone matrix and subsequently osteoblasts
refill these resorption cavities with organic bone matrix, which
gradually attains its biomechanical strength and stiffness via
mineralization.(1) In the healthy young adult skeleton, osteoblastic
and osteoclastic activities are typically balanced so that skeletal
integrity is preserved. Osteoporosis is a metabolic disease that is
associated with unequilibrated bone remodeling resulting from
decreased bone formation and/or accelerated bone resorption. As
a result, refilling of resorption cavities can be incomplete, leading to
progressive bone loss, increased bone fragility, and fracture risk.(2)

The cause of the increased bone remodeling is multifactorial,
but a recently discovered cytokine, receptor activator of NF‐kB
ligand (RANKL), constitutes the master regulator of bone
resorption.(3) RANKL, a type II transmembrane protein from the
tumor necrosis factor (TNF) superfamily, binds and activates its
cognate receptor RANK as a trimer, and it also exists in a soluble
form.(4) Binding of RANKL to RANK initiates a signaling cascade
essential for the differentiation, activity, and survival of
osteoclasts(5,6) and subsequently for osteoclast‐induced bone
resorption.(3) The effects of RANKL are physiologically counter-
balanced by the soluble decoy receptor osteoprotegerin (OPG),
which inhibits the binding of RANKL to RANK on osteoclast
progenitors by sequestering RANKL(7) and thereby limiting
osteoclastogenesis.(4) RANKL is broadly expressed not only in
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bone cells including osteoblasts, osteocytes, and hyperplastic
chondrocytes but also in a wide variety of tissues and specific
cells such as spleen, heart, lung, brain, thymus, T and B
lymphocytes, or mammary epithelia cells.(8,9) This expression
pattern is consistent with the pleiotropic effects of RANKL in
diverse tissues including lymphoid tissue organization, mammary
gland development during pregnancy, hormone‐driven mam-
mary cancer, cancer metastasis, and thermoregulation.(10)

Genetic defects impairing the function of RANKL or RANK both
in mice and humans result in severe autosomal recessive
osteopetrosis (ARO)(11) owing to impaired osteoclast formation,
demonstrating that RANKL and RANK are indispensable for
osteoclastogenesis. On the other hand, when RANKL overwhelms
the effects of OPG, as occurs in OPG‐deficient mice(12) and in
postmenopausal osteoporosis,(13) the imbalance in the bone
remodeling process results in bone loss and early‐onset
osteoporosis. In addition, estrogen or androgen deficiency in
humans and rodents leads to increased RANKL expression that is
possibly associated with increased bone loss and risk of
fractures,(13,14) providing a rationale for the development of
RANKL‐targeted therapies. Indeed, clinical trials with denosumab,
a fully human IgG2 monoclonal antibody that specifically binds
human RANKL (huRANKL) with high affinity, showed an increased
bonemass and reduced incidence of fractures in postmenopausal
women with osteoporosis(15) and in prostate cancer patients
receiving androgen‐deprivation therapy.(16) This antibody was
recently approved for the treatment of postmenopausal women
with osteoporosis and patients developing cancer‐related bone
loss. However, preclinical studies assessing the efficacy and safety
of novel huRANKL inhibitors have been restricted so far to limited
animalmodels expressing either nonhuman primate RANKL(17) or
chimeric murine/human RANKL.(18) Importantly, the ability of
human RANKL to potently activate murine RANK suggested to us
that the creation of human RANKL transgenic mice could provide
a useful model for studying high‐turnover bone disease and
other RANKL‐induced pathologies without the need for
frequent injections of recombinant human RANKL.(18) In addition,
controlled expression of huRANKL in transgenic mice is necessary
because constitutive overexpression of soluble RANKL from early
development is lethal at the late fetal stage.(19)

This initial report provides an extensive characterization of
several transgenic mouse lines (TghuRANKL) that overexpress to
varying degrees human RANKL in tissues that normally express
this cytokine. TghuRANKL mice of both sexes developed early‐
onset osteoporosis and the severity of the osteoporotic
phenotypewas directly related to the levels of RANKL expression.
Skeletal phenotypes of thesemicemimickedmoderate to severe
human osteoporosis including trabecular bone loss, cortical
porosity, and increased bone fragility, which was successfully
reversed upon denosumab treatment. These mice represent the
first genetic rodent models of osteoporosis involving over-
expression of huRANKL, which can be used to facilitate the
understanding of RANKL‐induced pathologies such as osteopo-
rosis, while also permitting the preclinical evaluation of
denosumab and potentially other novel huRANKL inhibitors.

Materials and Methods

Mouse husbandry

Osteopetrotic Rankltles/tles mice, which bear a loss‐of‐function
Rankl mutation, were previously described.(20) These and other
mice were maintained and bred under specific pathogen‐free

conditions in the animal facility of BSRC “Alexander Fleming”. All
animal procedures were approved and carried out in strict
accordance with the guidelines of the Institutional Animal Care
and Use Committee and the Region of Attica Veterinarian Office.

Generation and genotyping of RANKL transgenic mice

For the generation of huRANKL transgenic mice, a Not I fragment
of 200 kb containing the huRANKL gene was isolated from a
human genomic BAC clone (RP11‐86N24, ImaGenes GmbH,
Berlin, Germany) with pulse field gel electrophoresis. The excised
band was subsequently run in 4% low melting agarose gel and
isolated with b‐agarase (New England Biolabs, Hitchin, UK)
digestion. After dialysis in microinjection buffer, the transgene
was microinjected into the pronuclei of fertilized (C57BL/6J�
CBA/J)F2 oocytes, as described elsewhere.(21) To identify
transgenic founder mice by Southern blot, DNA was isolated
from tail biopsies, digested with BamHI, and hybridized with the
microinjected fragment. Founder transgenic mice were bred with
C57BL/6J mice to establish the various transgenic lines. TgRANKL
progeny were genotyped by PCR (5’TCTTCAACTAATGGTGTACG;
5’TCTACAAGGTCAAGAGCATG).

Transgenic copy number

Copy number of the transgene was determined by quantitative
real‐time PCR (qPCR) using tail DNA from the TghuRANKL mice
and wild‐type (WT) littermates (n¼ 8–9). qPCR was performed
using SsoFast EVAGreen Supermix (Bio‐Rad, Hercules, CA, USA) on
a Rotor‐Gene 6000 RT‐PCRmachine (Corbett Life Science, Sydney,
Australia). A common pair of primers complementary to both
human and mouse RANKL gene sequences was used to amplify
both genes (5’ACCTGTACGCCAACATTTGC; 5’CTTGGGATTTTGA-
TGCTGGT). For each sample, the Ct value of RANKL was
normalized against the mouse HuR gene (5’AGGACACAGCTT-
GGGCTACG; 5’CGTTCAGTGTGCTGATTGCT) and the values of both
RANKL and HuR genes were extrapolated from their respective
standard curves.

Quantitative expression analysis

Total RNAwas extracted from various tissues using amonophasic
solution of guanidine isothiocyanate and phenol according to
the manufacturer’s instructions (TRI Reagent, MRC, Cincinnati,
OH, USA). After removal of DNA remnants with DNase I treatment
(Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA), first‐strand cDNA was
synthesized using 2mg of total RNA and M‐MLV (Sigma‐Aldrich),
whereas qPCR was performed at 55°C for 35 cycles. Specific
primer pairs were used for the quantitative expression analysis
of human RANKL (5’ACGCGTATTTACAGCCAGTG; 5’CCCGTAAT-
TGCTCCAATCTG), mouse RANKL (5’TGTACTTTCGAGCGCAGATG;
5’AGGCTTGTTTCATCCTCCTG), and mouse OPG (5’CTTGCCTTG-
ATGGAGAGCCT; 5’TCGCTCGATTTGCAGGTCT). The same primer
pair used for RANKL copy number detection was also used for
detecting both mouse and human RANKL expression. The
samples were normalized to b2‐microglobulin expression
(5’TTCTGGTGCTTGTCTCACTGA; 5’CAGTATGTTCGGCTTCCCATTC).
Relative expression was calculated as the fold difference
compared with control values using Bio‐Rad RelQuant. For each
experiment, two technical and three biological replicas were used.

Histopathological analysis

Femurs and tibias were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for 6
hours, decalcified in 13% EDTA, and embedded in paraffin.
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Sections of 5‐mm thickness were stainedwith hematoxylin/eosin.
Osteoclasts were stained for TRAP activity using a leukocyte acid
phosphatase (TRAP) kit (Sigma‐Aldrich). Nondecalcified bones
were embedded in methyl methacrylate, and stained for Von
Kossa to visualize mineralized bone. For assessment of bone
formation, mice were injected with 100mL calcein (5mg/mL), 6
and 2 days before euthanization, and undecalcified bones were
embedded in methyl methacrylate according to standard
double‐labeling protocols.(22) Ectopic calcification in soft tissues
was detected after staining with 2% Alizarin Red S (Applichem,
Gatersleben, Germany).

Serum bone markers

Serum levels of mouse tartrate‐resistant acid phosphatase form
5b (TRACP‐5b), an osteoclast activity marker, was measured by
enzyme‐linked immunosorbent assay (ELISA) according to
manufacturer’s instructions (Immunodiagnostic Systems, Bol-
don, UK). The levels of soluble human RANKL were quantified
using a human RANKL Single‐Plex assay kit (Millipore/Linco, St.
Charles, MO, USA) with detection limit of the assay at 4.88 pg/mL.

Biochemical markers and blood analysis

Serum clinical chemistry tests (performed by Microanalysi SA,
Athens, Greece), including glucose, urea, total cholesterol,
creatinine, alanine aminotransferase (ALT), aspartate amino-
transferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), phosphorus,
calcium, and ionized calcium were measured using a multichan-
nel auto analyzer (Architect c8000, Abbott Diagnostics, Abbott
Park, IL, USA). Blood samples, obtained by heart puncture, were
collected in EDTA‐coated tubes and blood analysis was
performed (by Microanalysi SA) using full automatic blood cell
counter Model PCE 210N (ERMA INC., Tokyo, Japan).

Micro‐CT

Bones (femur and tibia) were fixed in PBS plus 4% paraformal-
dehyde (PFA) overnight at 4°C and then washed and stored in
70% ethanol. Three‐dimensional microarchitecture of the distal
femur from 4‐week‐old or 3‐month‐old WT and transgenic mice
was evaluated using a high‐resolution SkyScan1076 microtomo-
graphic imaging system (SkyScan, Kontich, Belgium). Images
were acquired at 48 KeV, 200mA with a 0.5‐mm aluminum filter.
Three‐dimensional reconstructions (8.8mm cubic resolution)
were generated using NRecon software (SkyScan) as previously
described.(23) For the trabecular bone regions, we assessed
the bone volume fraction (BV/TV, %), trabecular number
(Tb.N, mm�1), trabecular separation (Tb.S, mm), and the
connectivity density (Con. Dens., mm�3). Femoral cortical
geometry was assessed in micro‐computed tomography (mi-
cro‐CT UCT40, ScancoMedical AG, Basserdorf, Switzerland) using
50 continuous CT slides (600mm) located at the femoral midshaft
as previously described.(24) For cortical bone, we measured the
bone volume fraction (BV/TV), cortical tissue volume (Ct.TV,
mm3), bone volume (Ct.BV, mm3), marrow volume (BMV, mm3),
and the average cortical width (Ct.Th, mm).

Biomechanical test

The femur was placed in the material‐testing machine on two
supports separated by the distance of 9.9mm and load was
applied to the middle of the shaft, thus creating a three‐point
bending test. The mechanical resistance to failure was tested
using a servo‐controlled electromechanical system (Instron 1114,

Instron Corp., High Wycombe, UK) with actuator displaced at
2mm/min. Both displacement and load were recorded. Ultimate
force (maximal load, measured in Newtons), stiffness (slope of
the linear part of the curve, representing the elastic deformation,
N/mm), and elastic and plastic energy (area under the curve, up
to and beyond the yield point, respectively; N/mm) were
calculated from the load‐displacement curves.

Denosumab treatment

Denosumab at the dose of 10mg/kg was administered sub-
cutaneously in the medium‐copy Tg5519 mice (n¼ 14, 7 females
and 7males) twice per week from the 4thweek of age for a period
of 6 weeks. Saline was administered in control experimental
groups consisting of Tg5519 andWT littermates (n¼ 14, 7 females
and 7 males per group). Body weight was recorded weekly for
eachmouse. At 10 weeks of age, all mice were euthanized and the
long bones were collected for blinded histopathological analysis.
In addition, blood was collected to assess serum TRACP‐5b levels
(murine ELISA, Immunodiagnostic Systems).

Statistical analysis

All results are expressed as mean� standard error (SE). Student’s
t test was performed to compare means between two groups,
and one‐way analysis of variance (ANOVA) was performed to
compare means of multiple groups. Values of p< 0.05 were
considered significant; �p< 0.05, ��p � 0.01, ���p � 0.001 when
not otherwise specified.

Results

Generation, identification, and expression analysis in
TghuRANKL mice

To achieve a correct spatial pattern of huRANKL expression in
mice, a 200‐kb genomic fragment containing the whole human
RANKL gene isolated from a BAC clone was used for transgenesis
(Supplemental Fig. S1A). No gene other than RANKL is encoded
within the microinjected fragment. Four transgenic founders,
Tg5516, Tg5519, Tg5520, and Tg5521, carrying the huRANKL
gene (TghuRANKL) were generated with pronuclear injections as
shown by Southern blot analysis after genomic digest with
BamHI and hybridization with the microinjected fragment
(Fig. 1A). The Tg5521 line was not further studied because the
founder was mosaic for the transgene and produced a limited
number of transgenic mice. The transgene copy number was
calculated in the remaining three transgenic lines using a
common primer pair amplifying both mouse and human
genomic sequences in qPCR (Fig. 1B). The low copy Tg5516
line (1 extra copy), the medium copy Tg5519 line (10 extra
copies), and the high copy Tg5520 line (27 extra copies) were
further characterized. From these lines, Tg5516 and Tg5519
transmitted the transgene to offspring, whereas the Tg5520male
founder did not produce any progeny. Therefore, more extensive
expression and phenotypic analysis was performed in transgenic
lines Tg5516 and Tg5519.

Comparative analysis of the levels of huRANKL expression in
various tissues including bone, brain, spleen, thymus, kidney,
lung, heart, and liver revealed that the medium copy Tg5519 line
expressed huRANKL at significantly higher levels relative to the
low copy Tg5516 line (Fig. 1C). More specifically, Tg5519 mice
overexpressed huRANKL in all tissues studied, with higher levels
in bone, brain, spleen, and kidney. Notably, in both TghuRANKL
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lines the levels of huRANKL were dramatically increased in bone
tissue, isolated from femurs and tibias after removal of bone
marrow cells, in accordance with recent studies showing that
osteocytes, former osteoblasts trapped in the bone matrix, are
the major source of RANKL production.(25) Importantly from a
pathophysiology perspective, the pattern of huRANKL expres-
sion in various tissues from both transgenic lines closely followed
the pattern of endogenous RANKL expression seen in WT mice
(Supplemental Fig. S1B). To enable comparison of the levels of

the huRANKL transgene in various tissues of TghuRANKL mice
with those of the endogenous mouse RANKL in WT mice, a
common primer pair recognizing bothmouse and human RANKL
cDNA was used in qPCR. Such relative expression analysis
showed that the low copy Tg5516 line expressed RANKL at
significantly higher levels compared with WT mice but much
lower in comparison to the medium copy Tg5519 line (Fig. 1D),
confirming our previous results based on huRANKL expression
(Fig. 1C).

Fig. 1. Generation of huRANKL transgenic mice and comparative expression analysis. (A) Southern blot analysis on genomic DNA isolated from
TghuRANKL founder and WT control mice. BAC digest was used as a positive control, whereas known molecular weights are indicated in kilobases (kb).
(B) Copy number (cn) of the integrated transgenes and the endogenous mouse RANKL in WT, Tg5516, and Tg5519 mice (n¼ 8–9 per group) as well as in
the Tg5520 founder. Comparative analysis of the expression levels of huRANKL (C) as well as of both human and mouse RANKL (D) in various tissues from
Tg5516, Tg5519, and WT mice by qPCR (n¼ 3 per group). The expression levels of RANKL in transgenic tissues were statistically compared with
endogenous RANKL levels in WT mice (D). Relative fold change of RANKL mRNA expression was normalized against b2‐microglobulin mRNA. Mean� SE;
�p< 0.05, ��p� 0.01, ���p� 0.001.
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To investigate whether the increased levels of huRANKL
expression in transgenic mice influenced expression at the levels
of endogenous mouse RANKL, we performed a similar analysis in
tissues overexpressing huRANKL such as bone and spleen
(Supplemental Fig. S1C) using a primer pair that specifically
amplifies mouse RANKL cDNA. Our results showed that the levels
of mouse RANKL expression in such tissues were comparable
between TghuRANKL and WT control mice, indicating that the
overexpression of huRANKL and the subsequent pathology had
no effect in enhancing or suppressing endogenous mouse
RANKL mRNA expression. Moreover, increased levels of endoge-
nous OPG expression were detected in bone tissues from Tg5519
mice compared with Tg5516 and WT control mice, probably as a
result of a negative feedback mechanism in response to
huRANKL overexpression (Supplemental Fig. S1D). The high
copy Tg5520 founder also overexpressed huRANKL at all tissues
studied (data not shown). At the protein level, the serum levels of
soluble huRANKL protein were dramatically increased in the
Tg5519 line (1065 pg/mL� 151, n¼ 11) and the Tg5520 founder
(1003 pg/mL) compared with Tg5516 mice (6.27 pg/mL� 0.84,
n¼ 7) and WT control mice (undetectable, n¼ 11).

Low huRANKL‐expressing Tg5516 mice develop
trabecular bone loss

The low copy number Tg5516 mice were indistinguishable in
appearance and average weight from WT littermates. Similarly,
no hematological or biochemical abnormalities were observed in
Tg5516mice (Supplemental Tables S1 and S2). Histopathological
and quantitative micro‐CT analysis of the metaphyseal region of
distal femurs in Tg5516 mice showed trabecular bone loss that
was subtle at 4 weeks of age (Supplemental Fig. S2A, B) and
pronounced at 2 (Supplemental Fig. S2A) and 3 months of age
(Supplemental Fig. S2A, Fig. 2A) in both males and females.
Trabecular bone volume fraction (BV/TV) was reduced nearly
2.5‐fold, and trabecular number (Tb.N) was reduced more than
50% in 3‐month‐old Tg5516 mice compared with WT controls
(Fig. 2A). Furthermore, Tg5516 mice had significantly wider
trabecular separation (245%) than WT mice, whereas the
connectivity density was decreased by sixfold. In contrast, the
mid‐diaphysis cortical bone volume (Ct.BV) and thickness (Ct.Th)
were similar in Tg5516 mice and WT controls as assessed by
micro‐CT analysis (Fig. 2B, C). Notably, mid‐diaphysis femurs
from 3‐month‐old Tg5516 mice had reduced biomechanical

Fig. 2. Low‐expressing Tg5516 mice developed trabecular bone loss and increased bone fragility. (A) Quantitative analysis of the trabecular bone in the
metaphyseal region of the distal femurs in 3‐month‐old (n¼ 5–6 per sex) Tg5516 andWT female andmale littermates withmicro‐CT. BV/TV (bone volume/
total volume, %), Tb.N (trabecular number per mm), Tb.S (trabecular separation, mm), Con.Dens. (connectivity density, mm�3). (B) Quantitative analysis of
midshaft cortical bone in femurs from 3‐month‐old Tg5516 and WT control females and males with micro‐CT (n¼ 5 per sex). Ct.BV (cortical bone
volume, mm3), Ct.Th (cortical thickness, mm). (C) Representative micro‐CT 3D cortical reconstructions of mid‐diaphysis cortical bone in femurs from
Tg5516 andWTmice. (D) Changes in the biomechanical parameters of the femurs from 3‐month‐old Tg5516 andWT control mice (n¼ 5 per sex). Ultimate
force (N); stiffness (N/mm); plastic energy (N‐mm). Mean� SE; �p< 0.05, ��p� 0.01, ���p� 0.001.
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properties such as ultimate force (–22%), stiffness (–34%), and
plastic energy (–23%) as assessed by three‐point bending tests
(Fig. 2D). Biochemical markers of bone turnover such as TRACP‐
5b were normal as well as serum alkaline phosphatase levels
(Supplemental Table S2). These results demonstrate that the low
huRANKL‐expressing Tg5516 mice develop a mild osteoporotic
phenotype characterized by trabecular bone loss and decreased
bone strength in both males and females by the third month
of age.

Tg5519 mice overexpressing huRANKL develop severe
osteoporosis

Overexpression of huRANKL in Tg5519 mice led to severe bone
loss that was already established from the first month of age in
both males and females. Histologically, the metaphyseal regions
of the distal femur and the proximal tibia were profoundly
osteoporotic in the Tg5519 mice, exhibiting an almost complete
absence of trabeculae by 3 months of age (Fig. 3A), which
precluded quantitative bone measurements through micro‐CT
analysis. Cartilage abnormalities were also observed through
the accumulation of cartilaginous remnants (shown as asterisks)
mainly in the epiphysis of 4‐week‐old (Fig. 3A) and the
metaphysis of 3‐month‐old Tg5519 mice (Fig. 3B), which
gradually disappeared. No obvious disorganization of the growth
plate of 1‐ or 2‐month‐old Tg5519 mice was observed and the
thickness of the various zones appeared similar toWT littermates.
However, cellular density in the resting/proliferation zones
appeared increased along with proliferation of the cartilaginous
remnants in the epiphysis subjacent to the growth plate.
Interestingly, Tg5519 mice displayed a progressive growth plate
loss, already evident at 3 months of age, which almost
disappeared by the age of 10 months (Fig. 3A). Growth
retardation was not noticed in Tg5519 mice, even though the
femoral length was modestly decreased in 3‐month‐old Tg5519
mice comparedwithWT controls (Supplemental Fig. S3). Staining
of femurs with tartrate‐resistant acid phosphatase (TRAP), an
enzyme that is highly expressed in osteoclasts, revealed
increased number of giant osteoclasts in 3‐month‐old Tg5519
mice both at epiphysis (Fig. 3B) as well as the mid‐diaphysis
cortical region (Fig. 3C).
The skeletal phenotype of the Tg5519 line was also

pronounced in cortical bone. Histopathological analysis of
cortical bone at the mid‐diaphysis showed that Tg5519 mice
had severe intracortical porosity when compared with WT
littermates at 3 months of age (Fig. 3C). Von Kossa staining of
undecalcified femur sections confirmed the presence of intra-
cortical pores (Fig. 3D). Moreover, abundant fluorochrome
incorporation, an index of intracortical (endosteal) bone
formation, was identified in cortical bone of Tg5519 femoral
diaphysis using the calcein double‐labeling technique (Fig. 3E),
suggesting the presence of woven bone. In addition, abundant
osteoclasts were present within the cortical bone area of Tg5519
mice as opposed to WT cortical bones (Fig. 3C), indicating
increased cortical bone remodeling. To confirm the presence of
increased bone turnover in Tg5519 mice, we further evaluated
the levels of serum biomarkers. The levels of serum alkaline
phosphatase (ALP), a marker of bone formation activity, was
2.5‐fold increased in 4‐week‐old Tg5519 mice and nearly 10‐fold
in 3‐month‐old Tg5519 mice in comparison to WT control mice
(Supplemental Fig. S4A), reflecting disease severity. As expected,
the serum levels of TRACP‐5b were also dramatically increased in
3‐month‐old Tg5519 mice compared with WT control mice

(31.34� 1.2 versus 8.74� 0.6), indicating active bone resorption
(Supplemental Fig. S4B).

Cortical bone loss and cortical porosity increased progressively
throughout life (Supplemental Fig. S5A). Micro‐CT analysis of
cortical bone at the mid‐diaphysis confirmed the presence of
intracortical porosity in 3‐month‐old Tg5519 mice (Fig. 4A).
Tg5519 mice (n¼ 11) exhibited a significant decrease in cortical
bone volume (Ct.BV, –26%), cortical bone volume fraction (BV/TV,
–38%), and cortical thickness (–48%) compared with WT control
mice (Fig. 4B). Interestingly, femurs of Tg5519 mice (Fig. 4A, B)
display a significant increase in the bone marrow volume (BMV,
þ67%) and the cortical total volume (Ct.TV,þ26%) relative to WT
littermates, indicating an increase in the bone width compared
with WTmice. As expected, mid‐diaphysis femurs from 3‐month‐
old Tg5519 mice (n¼ 10) displayed significant reduced bio-
mechanical properties such as ultimate force (–58%), stiffness
(–70%), and plastic energy (–45%) relative to WT littermates as
assessed by three‐point bending tests (Fig. 4C).

To investigate the disease status at an earlier time point, we
assessed both themetaphyseal trabecular region of distal femurs
and the cortical bone parameters in 4‐week‐old Tg5519 mice
through micro‐CT. Our results showed that by the 4th week of
age there was already substantial trabecular bone loss
(Supplemental Fig. S5B). Moreover, the extent of cortical porosity
was quantified in two different cortical regions, near growth
plate (Supplemental Fig. S5C) and at mid‐diaphysis (Supplemen-
tal Fig. S5D), showing more increased cortical porosity near
growth plate. Because mid‐diaphysis is already severely affected
at the age of 3 months (Fig. 4B), it appears that during disease
progression the cortical porosity was extended from metaphysis
toward diaphysis. Moreover, the cortical bone was mainly
characterized by open porosity (Supplemental Fig. S5C, D)
implying a direct interaction with the bone marrow cells that
probably contributed to the recruitment and maturation of
osteoclast precursors. Collectively, these results indicate that
huRANKL overexpression resulted in increased bone remodeling
and “trabecularization” of the cortical bone.

Apart from the severe bone phenotype, histological analysis
also revealed progressively increased adipocyte numbers in
bone marrow of Tg5519 mice apparent from the third month of
age (Fig. 3A, Supplemental Fig. S5A). Increased marrow adiposity
was inversely correlated with bone marrow cellularity in Tg5519
mice from the 6th month of age (data not shown). Despite the
severe bone phenotype, the Tg5519 mice appeared normal and
no clinical chemistry abnormalities (Supplemental Table S2)
other than elevated alkaline phosphatase levels were observed.
Similarly to Tg5516 mice, no hematological abnormalities
(Supplemental Table S1) were observed in Tg5519 mice. In
addition, no gross histopathological lesions were detected in
Tg5519 mice with the exception of few scattered peribronchial
inflammatory foci observed in the lungs of 3‐month‐old Tg5519
mice (Supplemental Fig. S6). Soft tissue calcification was not
observed in Tg5519 mice (data not shown).

Severe osteoporosis and soft tissue calcification in the
high copy Tg5520 founder

The high copy Tg5520 founder (Fig. 1B) overexpressing huRANKL
exhibited progressive kyphosis indicating severe osteoporosis
and never gave progenies probably because of the severe
skeletal phenotype. At 8 months of age, the Tg5520 founder was
euthanized and the tissues were assessed histologically.
Histological examination of the metaphyseal distal femurs
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revealed absence of trabecular bone, growth plate loss, and bone
fractures (Fig. 5A). Tg5520 founder also developed intracortical
porosity, giant osteoclasts inside the cortical area (Fig. 5B), and
increased marrow adiposity (Fig. 5A, B) similarly to Tg5519 mice.
Interestingly, ectopic calcification was observed in soft tissues

like kidney (Fig. 5C), heart (Fig. 5D), lung (Fig. 5E), and tongue
(Fig. 5F) of the Tg5520 founder compared with WT control
(Supplemental Fig. S7), as revealed by stainingwith hematoxylin/
eosin and Alizarin red, which specifically stains calcium
phosphate deposits.

Fig. 3. Tg5519 mice overexpressing huRANKL developed trabecular bone loss, growth plate loss, marrow adiposity, increased osteoclastogenesis,
intracortical porosity, and increased cortical bone remodeling. (A) Representative sections ofmetaphyseal distal femurs from4‐week‐, 3‐month‐, 6‐month‐,
and 10‐month‐old Tg5519mice andWT littermates, stained with hematoxylin/eosin (H/E) (n¼ 6). Scale bar¼ 500mm. (B) Representative serial sections of
distal femurs from 3‐month‐old Tg5519 and WT controls stained with H/E and TRAP (n¼ 6). Scale bar¼ 500mm. (C) Cortical bone porosity with increased
osteoclastogenesis in 3‐month‐old Tg5519 mice. Representative serial sections of mid‐diaphysis cortical bone stained with H/E and TRAP (n¼ 6). Scale
bar¼ 100mm. (D) Von Kossa staining of cortical bone and (E) double calcein labeling in 3‐month‐old Tg5519 and WT mice. Asterisks indicate cartilage
remnants in Tg5519 mice (A, B). Scale bar¼ 100mm.
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Transgenic rescue of RANKL‐mediated osteopetrosis

Subsequently, we investigated whether the huRANKL transgene
was sufficient to rescue RANKL‐mediated osteopetrosis. In the
past, we identified a recessive loss‐of‐function Rankl allele in
Rankltles/tles mice, causing severe osteopetrosis, failure of tooth
eruption, defective lymph node organogenesis, and premature
lethality similarly to Rankl‐deficientmice.(20) Introduction of a low
copy huRANKL transgene into the Rankltles/tles genome through
crossings with the Tg5516 line fully restored survival (not shown),
body weight gain, and eruption of the lower incisors, although
eruption of upper incisors was partial (Supplemental Fig. S8A, B).
Moreover, the osteopetrotic phenotype was rescued as
shown by the presence of fully expanded bone marrow cavities
in the long bones of Tg5516/Rankltles/tles mice (Supplemental
Fig. S8C). However, the partial rescue of the tooth eruption
(Supplemental Fig. S8B) as well as failure of lymph node
organogenesis (Supplemental Fig. S8D) noticed in Tg5516/
Rankltles/tles mice indicate that the low copy huRANKL transgene
did not completely rescue the phenotype caused by a loss‐of‐
function mouse Rankl allele. In contrast, a medium copy
huRANKL transgene in Tg5519/Rankltles/tles mice rescued the
clinical signs (Supplemental Fig. S8A) and the osteopetrotic
phenotype (Supplemental Fig. S8C) of the Rankltles/tles mice,
including restoration of tooth eruption (Supplemental Fig. S8B)
and mesenteric lymph nodes organogenesis (Supplemental
Fig. S8D). Collectively, these results indicate that the levels and
pattern of huRANKL expression in transgenic lines are adequate
for the restoration of the osteopetrotic phenotype. Moreover, our

data show that the huRANKL transgene is fully active in mice,
implying full activation of the mouse RANK receptor.

Denosumab treatment inhibits bone resorption in
Tg5519 mice

We further investigated whether the severe osteoporotic
phenotype developed in Tg5519 mice could be suppressed
and restored by denosumab, a human monoclonal antibody
against human RANKL. Denosumab, at 10mg/kg, was adminis-
tered subcutaneously in Tg5519 mice (n¼ 14) for a period of
6 weeks starting from the 4th week of age where bone
resorptionwas already established both at the trabecular and the
cortical areas. Saline‐treated WT and Tg5519 littermates were
included to assess physiological bone structure and disease
progression during the treatment period, respectively. Histologi-
cal analysis of distal femurs from saline‐treated Tg5519 mice
showed remarkable trabecular bone loss at 10 weeks of age,
whereas treatment with denosumab resulted in preservation of
trabecular bone in the metaphyses of Tg5519 mice (Fig. 6A).
Moreover, the cortical porosity and the increased intracortical
osteoclastogenesis developed in Tg5519 littermates were
completely suppressed upon denosumab treatment (Fig. 6B).
Denosumab treatment also fully reversed the increased serum
levels of TRACP‐5b in Tg5519 mice back to the levels of WT
littermates (Fig. 6C). Overall, these results demonstrate that the
specific inhibition of human RANKL by denosumab treatment
substantially reversed the severe osteoporotic phenotype of
Tg5519 mice.

Fig. 4. Tg5519mice developed cortical porosity and increased bone fragility. (A) Representative micro‐CT 3D cortical reconstructions and (B) quantitative
analysis of mid‐diaphysis cortical bone in femurs from 3‐month‐old Tg5519 and WT mice with micro‐CT (n¼ 6 for females and n¼ 5 for males). Ct.BV
(cortical bone volume, mm3), BV/TV (bone volume/total volume), Ct.Th (cortical thickness, mm), Ct.TV (cortical total volume/mm3), BMV (bone marrow
volume/mm3). (C) Altered biomechanical parameters of the femurs from 3‐month‐old Tg5519 and WT mice. Ultimate force (N); stiffness (N/mm); plastic
energy (N‐mm) (n¼ 6 for females and n¼ 4 for males). Mean� SE; �p< 0.05, ��p� 0.01, ���p� 0.001.
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Discussion

In the current study, we report the generation and characteriza-
tion of novel osteoporosismodels by overexpression of huRANKL
in transgenic mice carrying the human RANKL genomic locus.
The gene structure of RANKL is highly conserved in mammals,
consisting of 5 exons that span 33.9 kb in humans and 30.5 kb in
mice, whereas RANKL homologues have been identified so far
only in organisms that contain osteoclasts, ie, vertebrates. In
mammals, the transcription of RANKL is controlled by multiple
transcriptional enhancers, some of which reside in long distance,
more than 70 kb, upstream from the transcription start site.(9) To
achieve a physiologically relevant expression pattern of RANKL
overexpression, a 200‐kb genomic region, isolated from a BAC
library, spanning the coding region as well as the regulatory sites
of the huRANKL gene was used for microinjections into the

pronucleus of fertilized eggs. Large genomic transgenes derived
from BAC clones are more likely to provide physiologically
relevant expression patterns and copy dependent expression
levels, regardless of position effects.(26) These effects were also
verified in the TghuRANKL lines as the levels of huRANKL
expression in various tissues were analogous to the transgene
copy number and followed the expression pattern of endoge-
nous mouse RANKL gene. Mice from the low copy Tg5516 line
expressed huRANKL in higher levels compared with WT
littermates but much lower levels relative to the medium copy
Tg5519 line. Previous studies have shown that RANKL is widely
expressed in a variety of cell types both in skeletal and
extraskeletal tissues.(8) Our studies showed that mice from
both TghuRANKL lines, Tg5516 and Tg5519, overexpressed
huRANKL in all tissues shown to express endogenous RANKL in
the WT controls. Notably, huRANKL was more highly expressed

Fig. 5. High copy number Tg5520 founder developed trabecular and growth plate loss, cortical porosity, and soft tissue calcification. (A) Serial sections of
metaphyseal distal femurs and (B) mid‐diaphysis cortical bone from 8‐month‐old Tg5520 founder and WT control, stained with hematoxylin/eosin (H/E)
and TRAP showed loss of trabecular bone and growth plate, fractures, cortical porosity, and giant osteoclasts. (C) Serial sections of kidney, (D) heart,
(E) lung, and (F) tongue from the Tg5520 founder stained with hematoxylin/eosin (H/E) and alizarin red showed ectopic calcification. Scale bars:
A, F¼ 500mm; B¼ 50mm;C, D¼ 100mm.
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in the bone tissue, in accordance with recent genetic studies in
mice revealing that osteocytes are the major source of RANKL
production,(25) stimulating osteoclast formation and remodeling.
Further studies assessing the effect of huRANKL overexpression
in extraskeletal tissues such as the brain and the immune system
in Tg5519 mice could reveal novel pathological implications.
TghuRANKL mice overexpressing human RANKL exhibited an

early‐onset osteoporotic phenotype in both sexes. Tg5516 mice
expressing human RANKL at low levels displayed significant
trabecular bone loss already established at the second month of
age and reduced biomechanical properties compared with
WT controls. In contrast, the cortical bone parameters as well as
the serum bone remodeling markers measured were similar

between Tg5516mice andWTmice, indicating the development
of a mild osteoporotic phenotype. On the other hand, greater
overexpression of human RANKL in the Tg5519 line resulted in
severe osteoporosis characterized by lack of trabecular bones,
destruction of the growth plate, and severe cortical bone
porosity in the femur accompanied by decreased bone strength
compared with WT littermates. Chondrocytes are presumably
overexpressing RANKL, and either this source, or other sources, is
promoting chondroclasis and growth plate loss that ultimately
diminishes longitudinal bone growth. Osteoclast formation at
the intracortical surfaces as well as serum markers of bone
turnover such as TRACP‐5b were progressively increased in
Tg5519 mice, indicating active bone resorption. Tg5519 mice

Fig. 6. Therapeutic effects of denosumab in Tg5519 mice. Representative serial sections of metaphyseal distal femur (A) and mid‐diaphysis cortical bone
(B) stained with hematoxylin/eosin (H/E) and TRAP from Tg5519 mice treated either with saline or denosumab and WT littermates treated with saline
(n¼ 14 mice per group). Scale bars: A¼ 500mm; B¼ 100mm. (C) Serum TRACP‐5b levels in Tg5519 mice treated with denosumab compared with those in
saline‐treated WT and Tg5519 littermates (n¼ 14 per group). Mean� SE; ���p� 0.001.
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also displayed active bone formation and significantly increased
serum alkaline phosphatase levels, which is consistent with
increased remodeling activation that leads to osteoblast‐
mediated refilling of a great number or volume of resorption
spaces. Cortical porosity, the result of intracortical bone
resorption, was particularly pronounced in the Tg5519 line. In
humans, cortical porosity increases during aging and osteopo-
rosis progression(27) and is associated with decreased bone
strength andmay contribute to the increased fracture risk in such
patients. Thus, the Tg5519 mice represent a unique animal
model for the investigation of the pathogenetic mechanisms in
cortical porosity as well as the evaluation of novel therapies
through parallel analyses of both trabecular and cortical bone
sites.

In addition, Tg5519 mice developed a progressive increase in
bone marrow adipocytes. In humans, accelerated marrow
adiposity has been associated with aging and osteoporosis.(28)

Previous studies have shown an inverse association between
bone marrow adiposity and bone mineral density,(29) since
osteoblasts and adipocytes are thought to differentiate from the
same mesenchymal stem cells. Adipocyte infiltration into the
bone marrow occurs during aging and estrogen deficiency as a
result of increased adipogenesis within the bone marrow at the
expense of osteoblastogenesis.(30,31) However, the causal role of
increased bone marrow fat in regulating bone density remains
ambiguous. The progressive marrow adiposity observed in
3‐month‐old Tg5519 mice accompanied the increased bone
remodeling established already from the 4th week of age. Thus,
our study indicates that the increase in marrow adiposity does
not precede bone resorption but rather emerges after disease
occurrence. The hematopoietic‐to‐adipogenic transition is
certainly another interesting phenotype of the Tg5519 mice,
which could be used to gain mechanistic insights into the role of
RANKL in this phenomenon.

Tg5519 mice displayed phenotypic similarities with the OPG‐
deficient mice including early onset of trabecular bone loss,
progressive growth plate destruction, cortical porosity, and
increased bone remodeling.(12) In both cases, elevated serum
alkaline phosphatase levels and greater quantity of fluorescent
label in the cortical bone probably reflect the coupling of bone
formation to bone resorption within the basic multicellular
remodeling unit. However, compared with the high‐expressing
Tg5519mice, OPG‐deficient mice exhibited an evenmore severe
skeletal phenotype. OPG‐deficient mice also displayed medial
calcification of the aorta and renal arteries(12) that was not
apparent in Tg5519 mice. The effect of RANKL in vascular
calcification remains somewhat ambiguous because of the
opposing results derived from different studies,(32,33) but RANKL
inhibitors including denosumab have been shown to inhibit
vascular calcification in several animal models.(34) The high copy
Tg5520 founder did exhibit extensive calcification in soft tissues
like kidney, lung, heart, and tongue, which might be the first
evidence that systemic RANKL overexpression can cause soft
tissue calcification.

Previous studies attempting to restore RANKL‐mediated
osteopetrosis through administration of soluble mouse
RANKL(35) or transgenic expression of mouse RANKL in T and B
lymphocytes resulted in partial rescuing.(36) Similarly, our results
showed partial restoration of the RANKL‐mediated osteopetrotic
phenotype in the presence of a low copy huRANKL transgene but
complete rescue of the skeletal and lymph node organogenesis
phenotype upon huRANKL overexpression in Tg5519/Rankltles/tles

mice. These results indicate that the levels and pattern of

huRANKL expression in transgenic lines are adequate for the
restoration of the osteopetrotic phenotype, and could be further
exploited for the development of novel therapeutic approaches
that target cell‐based local delivery of RANKL in ARO.

Previous preclinical studies assessing the efficacy and safety of
denosumab in animal models have been restricted so far to
cynomolgus monkeys(17,37) as well as to knock‐in mice express-
ing a chimeric murine/human RANKL.(18) A significant limitation
of those chimeric knock‐in mice is that their remodeling rate is
lower and their bone mass higher than WT controls, which limits
their utility for osteoporosis research. In contrast, the TghuRANKL
mice exhibit early‐onset osteoporosis secondary to greatly
increased remodeling rate. Our results confirmed that inhibition
of huRANKL by denosumab in Tg5519‐treated mice not only
prevented bone loss progression but also fully restored the
“osteoporotic” trabecular and cortical bone structure. Further
validating the TghuRANKL model, denosumab decreased serum
TRACP‐5b to the level of WT controls, indicating normal activity
of their endogenous RANKL.

Collectively, our TghuRANKL mice constitute the first trans-
genic models of early‐onset osteoporosis attributable to human
RANKL overexpression and thus offer a unique system for
understanding the pathogenesis of high‐turnover bone diseases
and for the preclinical evaluation of novel huRANKL inhibitors. In
addition, further studies on TghuRANKL mice might reveal novel
extraskeletal pathologies associated with RANKL overexpression.

Disclosures

PK, MS, and C‐YH are employed by and may own stock or stock
options in Amgen, Inc. All other authors state that they have no
conflicts of interest.

Acknowledgments

We thank Nikos Karoulias (Amgen Hellas Pharmaceutical E.P.E)
for critical discussions and support. We also thank the AniRA
facility from SFR Biosciences (UMS3444/US8) for their support
and expertise and Dr Rogely Boyce (Amgen, Inc.) for histopatho-
logical evaluation of the growth plate structure. This work was
funded by the project TheRAlead (09SYN‐21‐784, to ED), which is
cofinanced by the European Union (European Regional Devel-
opment Fund [ERDF]) and Greek national funds through the
Operational Program “Competitiveness & Entrepreneurship,”
NSFR 2007–2013 in the context of GSRT‐National action
“Cooperation.” This work was also supported by the Public
Benefit Foundation John S. Latsis (grant number 2010–16 to ED),
the Initial Training Network (ITN) Osteoimmune (grant 289150 to
ED) funded by the EC 7th Framework Program and SNF grant
310030‐146294 (to SF). This research has been cofinanced by the
European Union (European Social Fund [ESF]) and Greek national
funds through the Operational Program “Education and Lifelong
Learning” of the National Strategic Reference Framework (NSRF)
Research Funding Program: Heracleitus II. Investing in knowl-
edge society through the European Social Fund.

Authors’ roles: VR, AN, and ED performed the research. RD and
NB performed the micro‐CT analysis. NB also performed the
biomechanical tests. MS and CYH performed the TRACP‐5b in
Tg5519‐treated mice. PK, PJ, and SF reviewed the intermediate
draft. ED designed the study, performed the literature review,
prepared the initial and final versions of the paper, and
submitted the document.

1168 RINOTAS ET AL. Journal of Bone and Mineral Research



References

1. Karsenty G, Wagner EF. Reaching a genetic and molecular under-
standing of skeletal development. Dev Cell. 2002;2(4):389–406.

2. Darby AJ. Bone formation and resorption in postmenopausal
osteoporosis. Lancet. 1981;2(8245):536.

3. Fuller K, Wong B, Fox S, Choi Y, Chambers TJ. TRANCE is necessary
and sufficient for osteoblast‐mediated activation of bone resorption
in osteoclasts. J Exp Med. 1998;188(5):997–1001.

4. Leibbrandt A, Penninger JM. RANK/RANKL: regulators of immune
responses and bone physiology. Ann NY Acad Sci. 2008;1143:
123–50.

5. Lacey DL, Timms E, Tan HL, et al. Osteoprotegerin ligand is a
cytokine that regulates osteoclast differentiation and activation.
Cell. 1998;93(2):165–76.

6. Lacey DL, Tan HL, Lu J, et al. Osteoprotegerin ligand modulates
murine osteoclast survival in vitro and in vivo. Am J Pathol.
2000;157(2):435–48.

7. Luan X, Lu Q, Jiang Y, et al. Crystal structure of human RANKL
complexed with its decoy receptor osteoprotegerin. J Immunol.
2012;189(1):245–52.

8. Kartsogiannis V, Zhou H, Horwood NJ, et al. Localization of RANKL
(receptor activator of NF kappa B ligand) mRNA and protein in
skeletal and extraskeletal tissues. Bone. 1999;25(5):525–34.

9. O ’Brien CA. Control of RANKL gene expression. Bone.
2010;46(4):911–9.

10. Hanada R, Hanada T, Sigl V, Schramek D, Penninger JM. RANKL/
RANK‐beyond bones. J Mol Med (Berl). 2011;89(7):647–56.

11. Lo Iacono N, Pangrazio A, Abinun M, et al. RANKL cytokine: from
pioneer of the osteoimmunology era to cure for a rare disease. Clin
Dev Immunol. 2013;2013:412768.

12. Bucay N, Sarosi I, Dunstan CR, et al. Osteoprotegerin‐deficient mice
develop early onset osteoporosis and arterial calcification. Genes
Dev. 1998;12(9):1260–8.

13. Eghbali‐Fatourechi G, Khosla S, Sanyal A, et al. Role of RANK ligand
in mediating increased bone resorption in early postmenopausal
women. J Clin Invest. 2003;111(8):1221–30.

14. Li X, Ominsky MS, Stolina M, et al. Increased RANK ligand in bone
marrow of orchiectomized rats and prevention of their bone loss by
the RANK ligand inhibitor osteoprotegerin. Bone. 2009;45(4):
669–76.

15. Cummings SR, San Martin J, McClung MR, et al. Denosumab for
prevention of fractures in postmenopausal women with osteo-
porosis. N Engl J Med. 2009;361(8):756–65.

16. Smith MR, Egerdie B, Hernandez Toriz N, et al. Denosumab in men
receiving androgen‐deprivation therapy for prostate cancer. N Engl
J Med. 2009;361(8):745–55.

17. Kostenuik PJ, Smith SY, Jolette J, Schroeder J, Pyrah I, Ominsky MS.
Decreased bone remodeling and porosity are associated with
improved bone strength in ovariectomized cynomolgus monkeys
treated with denosumab, a fully human RANKL antibody. Bone.
2011;49(2):151–61.

18. Kostenuik PJ, Nguyen HQ, McCabe J, et al. Denosumab, a fully
human monoclonal antibody to RANKL, inhibits bone resorption
and increases BMD in knock‐in mice that express chimeric (murine/
human) RANKL. J Bone Miner Res. 2009;24(2):182–95.

19. Mizuno A, Kanno T, Hoshi M, et al. Transgenic mice overexpressing
soluble osteoclast differentiation factor (sODF) exhibit severe
osteoporosis. J Bone Miner Metab. 2002;20(6):337–44.

20. Douni E, Rinotas V, Makrinou E, et al. A RANKL G278R mutation
causing osteopetrosis identifies a functional amino acid essential for
trimer assembly in RANKL and TNF. Hum Mol Genet.
2012;21(4):784–98.

21. Douni E, Alexiou M, Kollias G. Genetic engineering in the mouse:
tuning TNF/TNFR expression. Methods Mol Med. 2004;98:137–70.

22. Dacquin R, Davey RA, Laplace C, et al. Amylin inhibits bone
resorption while the calcitonin receptor controls bone formation in
vivo. J Cell Biol. 2004;164(4):509–14.

23. Mugniery E, Dacquin R, Marty C, et al. An activating Fgfr3 mutation
affects trabecular bone formation via a paracrine mechanism during
growth. Hum Mol Genet. 2012;21(11):2503–13.

24. Bouxsein ML, Myers KS, Shultz KL, Donahue LR, Rosen CJ, Beamer
WG. Ovariectomy‐induced bone loss varies among inbred strains of
mice. J Bone Miner Res. 2005;20(7):1085–92.

25. O’Brien CA, Nakashima T, Takayanagi H. Osteocyte control of
osteoclastogenesis. Bone. 2013;54(2):258–63.

26. Van Keuren ML, Gavrilina GB, Filipiak WE, Zeidler MG, Saunders TL.
Generating transgenic mice from bacterial artificial chromosomes:
transgenesis efficiency, integration and expression outcomes.
Transgenic Res. 2009;18(5):769–85.

27. Cooper DM, Thomas CD, Clement JG, Turinsky AL, Sensen CW,
Hallgrimsson B. Age‐dependent change in the 3D structure of
cortical porosity at the human femoral midshaft. Bone.
2007;40(4):957–65.

28. Rosen CJ, Klibanski A. Bone, fat, and body composition: evolving
concepts in the pathogenesis of osteoporosis. Am J Med. 2009;
122(5):409–14.

29. Li X, Kuo D, Schafer AL, et al. Quantification of vertebral bone
marrow fat content using 3 Tesla MR spectroscopy: reproducibility,
vertebral variation, and applications in osteoporosis. J Magn Reson
Imaging. 2011;33(4):974–9.

30. Rosen CJ, Bouxsein ML. Mechanisms of disease: is osteoporosis the
obesity of bone? Nat Clin Pract Rheumatol. 2006;2(1):35–43.

31. Foo C, Frey S, Yang HH, Zellweger R, Filgueira L. Downregulation of
beta‐catenin and transdifferentiation of human osteoblasts to
adipocytes under estrogen deficiency. Gynecol Endocrinol. 2007;
23(9):535–40.

32. Kaden JJ, Bickelhaupt S, Grobholz R, et al. Receptor activator of
nuclear factor kappaB ligand and osteoprotegerin regulate aortic
valve calcification. J Mol Cell Cardiol. 2004;36(1):57–66.

33. Tseng W, Graham LS, Geng Y, et al. PKA‐induced receptor activator
of NF‐kappaB ligand (RANKL) expression in vascular cells mediates
osteoclastogenesis but not matrix calcification. J Biol Chem. 2010;
285(39):29925–31.

34. Helas S, Goettsch C, Schoppet M, et al. Inhibition of receptor
activator of NF‐kappaB ligand by denosumab attenuates vascular
calcium deposition in mice. Am J Pathol. 2009;175(2):473–8.

35. Lo Iacono N, Blair HC, Poliani PL, et al. Osteopetrosis rescue upon
RANKL administration to Rankl(‐/‐) mice: a new therapy for human
RANKL‐dependent ARO. J Bone Miner Res. 2012;27(12):2501–10.

36. Kim N, Odgren PR, Kim DK, Marks SC Jr, Choi Y. Diverse roles of the
tumor necrosis factor family member TRANCE in skeletal physiology
revealed by TRANCE deficiency and partial rescue by a lymphocyte‐
expressed TRANCE transgene. Proc Natl Acad Sci USA. 2000;
97(20):10905–10.

37. Ominsky MS, Stouch B, Schroeder J, et al. Denosumab, a fully
human RANKL antibody, reduced bone turnover markers and
increased trabecular and cortical bone mass, density, and strength
in ovariectomized cynomolgus monkeys. Bone. 2011;49(2):162–73.

Journal of Bone and Mineral Research NOVEL RANKL TRANSGENIC MODELS OF OSTEOPOROSIS 1169


