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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

Τα πειράματα της παρούσας διδακτορικής διατριβής πραγματοποιήθηκαν στο 

Κέντρο Πειραματικής Χειρουργικής του Ιδρύματος Ιατροβιολογικών Ερευνών της 

Ακαδημίας Αθηνών μετά από την ανάθεση του θέματος από τον Αναπληρωτή 

Καθηγητή Αγγειοχειρουργικής κ. Ανδρέα Λάζαρη. Οι εργαστηριακές αναλύσεις 

πραγματοποιήθηκαν στο εργαστήριο Ιστολογίας του Ιδρύματος Ιατροβιολογικών 

Ερευνών και στο Βιοχημικό εργαστήριο του Κέντρου Πειραματικής Χειρουργικής 

του Ιδρύματος Ιατροβιολογικών Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών.  

Θα ήθελα καταρχάς να ευχαριστήσω θερμά εκ βάθους καρδιάς τον Αναπληρωτή 

Καθηγητή Αγγειοχειρουργικής της Ιατρικής Σχολής του ΕΚΠΑ κ. Ανδρέα Λάζαρη 

για την ανάθεση του θέματος της διδακτορικής αυτής διατριβής, την εμπιστοσύνη 

προς το πρόσωπό μου, καθώς και για τον πολύτιμο χρόνο που μου αφιέρωσε 

ιδιαίτερα στις δύσκολες στιγμές που η ερευνητική προσπάθεια έδειχνε να  οδηγείται 

σε αδιέξοδο. Τον ευχαριστώ επίσης για την πλήρη συμπαράσταση σε όλους τους 

τομείς μέχρι την επιτυχή ολοκλήρωση της προσπάθειάς μου.  

Θερμά ευχαριστώ επίσης τον Καθηγητή Αγγειοχειρουργικής της Ιατρικής Σχολής 

του ΕΚΠΑ κ. Ιωάννη Κακίση για την αμέριστη υποστήριξη και παρότρυνση καθ’ 

όλη τη διάρκεια της διατριβής καθώς και σε άλλα ερευνητικά έργα.  

Θέλω να εκφράσω την ευγνωμοσύνη μου στο Διευθυντή της Αγγειοχειρουργικής 

Κλινικής και Καθηγητή Αγγειοχειρουργικής της Ιατρικής Σχολής του ΕΚΠΑ κ. 

Γερουλάκο Γεώργιο. Τον ευχαριστώ για τον πολύτιμο χρόνο που μου αφιέρωσε και 

την αμέριστη στήριξή του στα πρώτα μου επιστημονικά βήματα.  

Ένα μεγάλο ευχαριστώ πρέπει να πω και στον  Καθηγητή Αγγειοχειρουργικής της 

Ιατρικής Σχολής του ΕΚΠΑ κ. Σπυρίδωνα Βασδέκη για τον πολύτιμο χρόνο του. 

Θερμές ευχαριστίες πρέπει να εκφράσω και στο Ακαδημαϊκό Ερευνητή Α΄ στο 

ΙΙΒΕΑΑ κ. Δημήτριο Θανο για την πολύτιμη υποστήριξη που μου παρείχε καθώς 

και για τη θέρμη με την οποία αγκάλιασε το δύσκολο αυτό εγχείρημα. 

Δεν θα υπήρχε η παρούσα εργασία χωρίς τη βοήθεια και καθοδήγηση της 

Καθηγήτριας του Τομέα Φυσιολογίας Ζώων & Ανθρώπου, κ. Ουρανίας Τσιτσιλώνη 



  - iv - 

καθώς και χωρίς την πολύτιμη συμβολή της Ερευνήτριας του Εργαστηρίου 

Ραδιοχημικών Μελετών, ΕΚΕΦΕ ΔΗΜΟΚΡΙΤΟΣ Πηνελόπης Μπουζιώτη,  

Επίσης θερμά θα ήθελα να ευχαριστήσω το σεβαστό μου Καθηγητή Χειρουργικής κ. 

Παναγιώτη Καραγιαννάκο ο οποίος, ως διευθυντής του Κέντρου Πειραματικής 

Χειρουργικής του Ιδρύματος Ιατροβιολογικών Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών, με 

δίδαξε πώς να λειτουργώ μέσα στο ερευνητικό περιβάλλον και μου ενέπνευσε το 

όραμα της αέναης εξέλιξης που ο ίδιος κατέχει στον υπερθετικό βαθμό. Μετά από 

τόσα χρόνια, οι συμβουλές του αποτελούν πλέον οδηγό όχι μόνο για την 

επιστημονική, αλλά και την προσωπική εξέλιξη της πορείας μου.  

Επιθυμώ να ευχαριστήσω ιδιαίτερα τον Δρ. Νικόλαο Κωστομητσόπουλο, Υπεύθυνο 

της Μονάδας Ζωικών Προτύπων του Ιδρύματος Ιατροβιολογικών Ερευνών της 

Ακαδημίας Αθηνών, ο οποίος περιέβαλε με αγάπη και ενδιαφέρον τον ερευνητικό 

στόχο μου και συνέβαλλε αποφασιστικά στην επίτευξή του. Οι συμβουλές του κατά 

τη διάρκεια των πρώτων αποτυχημένων πειραμάτων αποτέλεσαν για μένα έμπνευση 

και μου έδωσαν κουράγιο να συνεχίσω.  Τον ευχαριστώ όμως περισσότερο για την 

εμπιστοσύνη με την οποία με περιέβαλλε, δίνοντάς μου παραδείγματα ήθους και 

επαγγελματισμού. 

Ιδιαίτερες ευχαριστίες θέλω να εκφράσω στον Δρ. Μιχάλη Κατσιμπούλα για την 

ανάπτυξη του πειραματικού χειρουργικού μοντέλου και τον Δρ. Νικόλαο Καδόγλου 

για τη βοήθειά του στη συγγραφή του παρόντος και την αμέριστη επιστημονική και 

ηθική συμπαράστασή του στις δύσκολες στιγμές αυτής της διατριβής.  

Δεν θα μπορούσα να παραλείψω να ευχαριστήσω ολόψυχα τους φίλους και 

συνεργάτες μου κ.κ. Ευάγγελο Μπαλάφα, Παύλο Αλεξάκο, Άννα Αγαπάκη, Δρ. 

Αθανάσιο Σταυρόπουλο και ιδιαιτέρως τη Δρ. Μαριάννα Στασινοπούλου. Η 

συμβολή τους στην υλοποίηση των πειραμάτων και των εργαστηριακών αναλύσεων 

ήταν καθοριστική και χωρίς αυτούς δεν θα μπορούσε να ολοκληρωθεί το δύσκολο 

τεχνικό κομμάτι της διδακτορικής μου διατριβής. Τους ευχαριστώ για τον ελεύθερο 

χρόνο που θυσίασαν και την προσπάθεια που κατέβαλλαν ανιδιοτελώς για να έρθει 

εις πέρας η παρούσα ερευνητική εργασία.  

Τέλος, θα ήθελα να τον πατέρα μου Χρήστο για τις θυσίες που έκανε όλα αυτά τα 

χρόνια για μένα και κυρίως για τις αρχές που μου εμφύσησε. Ένα μεγάλο ευχαριστώ 
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επίσης οφείλω στη σύζυγό μου Μάρθα για την υπομονή της όλα αυτά τα χρόνια 

εκπόνησης της διατριβής μου.  
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ΓΕΝΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 

Α) Ημερομηνία αιτήσεως υποψηφίου: 19/7/13 

 

Β) Ημερομηνία ορισμού 3μελούς Συμβουλευτικής Επιτροπής: 09/04/2014 

 

 

Γ) Μέλη 3μελούς Συμβουλευτικής Επιτροπής:  

1) Ανδρέας Λάζαρης, Αναπληρωτής Καθηγητής Αγγειοχειρουργικής (Επιβλέπων) 

2) Ιωάννης Κακίσης, Καθηγητής Αγγειοχειρουργικής  

3) Γερουλάκος Γεώργιος Καθηγητής Αγγειοχειρουργικής  

 

 

Δ) Ημερομηνία ορισμού του θέματος: 15/6/16 

Ε) Ημερομηνία καταθέσεως διδακτορικής διατριβής:  

 

ΣΤ) Πρόεδρος  Ιατρικής Σχολής:, Σφηκάκης Πέτρος, Καθηγητής 

 

Ζ) Μέλη 7μελους εξεταστικής επιτροπής: 

1) Ανδρέας Λάζαρης, Αναπληρωτής Καθηγητής 

2) Ιωάννης Κακίσης, Καθηγητής 

3) Γεώργιος Γερουλάκος  Καθηγητής  

4) Πηνελόπη Μπουζιώτη Ερευνήτρια Α 

5) Ουρανία Τσιτσιλώνη Καθηγήτρια 

6) Δημήτριος Θάνος Ερευνητής Α 

7) Σπυρίδων Βασδέκης  Καθηγητής 

 

Η) ΒΑΘΜΟΣ:  
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ενικά στοιχεία διδακτορική διατριβής 
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ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΗΜΕΙΩΜΑ 

Π Α Ρ Ω Ν Η Σ  Ε Υ Θ Υ Μ Ι Ο Σ  

ΠΡΟΣΩΠΙΚΕΣ ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕΣ 

1) Οικογενειακή κατάσταση: Έγγαμος 

2) Εθνικότητα: Ελληνική 

3) Χρονολογία Γέννησης: 04 / 08 / 1974   

4) Τόπος μόνιμης κατοικίας: Φιλικής Εταιρείας 8
Α
 15122 Μαρούσι Αττική 

5) Τόπος γέννησης: Αθήνα 

6) E-mail: eparonis@yahoo.com, eparonis@bioacademy.gr 

7) Τηλέφωνο: 2106597425, [κιν] 6936742743 

 

ΣΠΟΥΔΕΣ 

● 21/04/2014- : Υποψήφιος διδάκτωρ Ιατρικής Σχολής Εθνικού και 

Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών 

● 2009-2012: Απόφοιτος Διατμηματικού Προγράμματος Μεταπτυχιακών 

Σπουδών με έδρα το Τμήμα Βιολογίας σε συνεργασία με την Ιατρική Σχολή 

του Εθνικού και Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών με τίτλο 

«Εφαρμογές της Βιολογίας στην Ιατρική». 

● 2001-2004: Απόφοιτος του Μεταπτυχιακού Προγράμματος (στα πλαίσια της 

εξ αποστάσεως εκπαίδευσης) με τίτλο  «Διοίκηση Βιομηχανικών 

Επιχειρήσεων»  και φορέα υλοποίησης το ΕΠΕΑΕΚ. 

● 1994-1997: Πτυχίο Τεχνολόγου Γεωπόνου Τμήματος Ζωικής Παραγωγής της 

Σχολής Τεχνολογίας Γεωπονίας Κοζάνης (Παράρτημα Φλώρινας).  

 

ΓΝΩΣΕΙΣ ΞΕΝΩΝ ΓΛΩΣΣΩΝ 

 

Αγγλικά, άριστα, κάτοχος Proficiency 

Γαλλικά, καλά, κάτοχος Certificate 

 

mailto:eparonis@yahoo.com
mailto:eparonis@bioacademy.gr
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ΕΠΑΓΓΕΛΜΑΤΙΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ 

 

 2002 – σήμερα: Ειδικός Τεχνικός Επιστήμονας με αντικείμενο την 

Διαχείριση Μονάδων Ζωικών Προτύπων στο Ίδρυμα Ιατροβιολογικών 

Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών. 

 

ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ ΣΕ ΔΙΕΘΝΗ ΕΠΙΣΤΗΜΟΝΙΚΑ ΠΕΡΙΟΔΙΚΑ 

  

1. Paronis E, Katsimpoulas M, Kadoglou NPE, Provost C, Stasinopoulou M,  

Spyropoulos C, Poulakis E, Prignon A, Kakisis I, Kostomitsopoulos GN, 

Bouziotis P, Kostopoulos VI, Tsitsilonis O, Lazaris A. (2020) Cilostazol 

mediates immune responses and affects angiogenesis during the acute phase 

of hind limb ischemia in a mouse model. Journal of Cardiovascular 

Pharmacology and Therapeutics (JCPT) /2020. 

2. Stasinopoulou M, Kadoglou NPE, Christodoulou E, Paronis E, 

Kostomitsopoulos NG, Valsami G, Liapis CD, Kakisis J. (2019) Statins' 

Withdrawal Induces Atherosclerotic Plaque Destabilization in Animal 

Model- A "Rebound" Stimulation of Inflammation. Journal of 

Cardiovascular Pharmacology and Therapeutics (JCPT) 03/2019. 

3. Paronis E, Kapogiannatou A., Paschidis K, Stasinopoulou M, Alexakos P, 

Skaliora I, Kostomitsopoulos N.G. (2018) Lighting environment: What 

colour of light do male C57BL/6J prefer? Applied Animal Behaviour Science, 

Vol 209 08/2018.   

4. Balafas E, Stasinopoulou M, Alexakos P, Paronis E, Paschidis K, 

Kostomitsopoulos N.G. (2018) Synchronisation of oestrous cycle on 

C57BL/6J mice after the introduction of a hanging perforated container with 

bedding soaked by the excretions of male mice. Animal Technology and 

Welfare, 06/2018, 17(1):9-11. 

5. Samara P, Christoforidou N, Lemus C, Argyropoulou A, Ioannou K, 

Vougogiannopoulou K, Aligiannis N, Paronis E, Gaboriaud-Kolar N, 

Tsitsilonis O, Skaltsounis A-L. (2017) New semi-synthetic analogs of 

oleuropein show improved anticancer activity in vitro and in vivo. European 

Journal of Medicinal Chemistry 05/2017. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30905179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30905179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30905179


 - xi - 

6. Kapogiannatou A, Paronis E, Paschidis Κ, Polissidis Α, Kostomitsopoulos 

Ν. (2016) Effect of light colour temperature and intensity on the behaviour of 

male C57BL/6J mice. Applied Animal Behaviour Science 08/2016. 

7. Konstantakou E, Voutsinas G, Velentzas A, Basogianni A, Paronis E, 

Balafas E, Kostomitsopoulos N, Syrigos K, Anastasiadou E, Stravopodis D. 

(2015)  3-BrPA eliminates human bladder cancer cells with highly oncogenic 

signatures via engagement of specific death programs and perturbation of 

multiple signaling and metabolic determinants. Mol Cancer 7/2015 

22;14:135.  

8. Paronis E, Samara A, Polyzos A, Spyropoulos C, Kostomitsopoulos NG. 

(2014) Maternal weight as an alternative determinant of the gestational day 

of the Wistar rat housed in IVC cages. Laboratory Animals 12/2014. 

9. Stasinopoulou M, Mantziaras G, Paronis E, Balafas E, Lelovas P, Samara A, 

Kostomitsopoulos N. (2013) Use of Real-Time Ultrasonography as an 

Alternative Method for Early Detection, Confirmation and Evaluation of Rat 

Pregnancy.  Ultrasound in medicine & biology 01/2014. 

10. Kostomitsopoulos N. Dontas I, Alexakos P, Lelovas P, Galanos A, Paronis 

E, Balafas E, Paschidis K, Kostakis A. (2011) Growing male rats in 

individually ventilated and open-top cages.  Journal of the American 

Association for Laboratory Animal Science: JAALAS 01/2011; 50(6):879-83.   

11. Samara A, Vougas K, Papadopoulou A, Anastasiadou E, Baloyanni N, 

Paronis E, Chrousos GP, Tsangaris GT. (2009) Proteomics reveal rat 

hippocampal lateral asymmetry. Hippocampus. 2009 Dec 17.  

12. Kostomitsopoulos NG, Paronis E, Alexakos P, Balafas E, van Loo P, 

Baumans V. (2007) The influence of the location of a nest box in an 

individually ventilated cage on the preference of mice to use it.  J Appl Anim 

Welf Sci 10(2):111-21.  

13. Kostomitsopoulos N, Donnelly H, Kostavasili I, Paronis E, Alexakos P, 

Karayannacos P. (2007) Eradication of Helicobacter bilis and H. hepaticus 

from infected mice by using a medicated diet. Lab Anim (NY) 36(5):37-40.  
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ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ ΣΕ ΕΛΛΗΝΙΚΑ ΕΠΙΣΤΗΜΟΝΙΚΑ ΠΕΡΙΟΔΙΚΑ 

 

 Katsimpoulas M, Foteinou M, Paronis E, Alexakos P, Karayannacos PE. 

(2018) Pituitary adenoma in aged rats. A case report. Journal of the Hellenic 

Veterinary Medical Society 59 (1): 58-63.  

 Kostomitsopoulos NG, Balafas E, Mantziaras G, Paronis E, Alexakos, P, 

Karayannacos PE. (2006) Porcine malignant hyperthermia during sevoflurane 

anaesthesia. Journal of the Hellenic Veterinary Medical Society 57 (2):122-

126. 

ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ ΣΕ ΠΡΑΚΤΙΚΑ ΔΙΕΘΝΩΝ ΣΥΝΕΔΡΙΩΝ 

 

 E Paronis, O Tsitsilonis, P Bouziotis, M Katsimboulas, A Prignon, C 

Provost, N Kadoglou, N Kostomitsopoulos, G Geloulakos, A Lazaris. 

Cilostazol administration negatively affects neoangiogenesis in 

immunodeficient mouse model of hind limb ischemia. 66th International 

Congress of ESCVS May 11th - 14th, 2017, Thessaloniki, Greece. 

ΑΝΑΚΟΙΝΩΣΕΙΣ ΣΕ ΔΙΕΘΝΗ ΣΥΝΕΔΡΙΑ 

 

 E Paronis, O Tsitsilonis, P Bouziotis, M Katsimboulas, A Prignon, C 

Provost, N Kadoglou, N Kostomitsopoulos, G Geloulakos, A Lazaris. 

Cilostazol administration negatively affects neoangiogenesis in 

immunodeficient mouse model of hind limb ischemia. 66th International 

Congress of ESCVS May 11th - 14th, 2017, Thessaloniki, Greece. Oral 

Presentation 

 A Kapogiannatou, E Paronis,  K Paschidis, N Kostomitsopoulos. Effect of 

light colour temperature and intensity on the anxiety-like behaviour of 

C57BL/6J mice, 45th Annual Meeting of Scand-LAS, 9-12 June 2015 Turku, 

Finland. Oral Presentation  

 E Balafas, M Stasinopoulou, P Lelovas, E Symeone, P Alexakos, E Paronis, 

N. Kostomitsopoulos. An easy and “enriched” method for oestrous 
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synchronisation in mice. Scand-LAS Frontline research through refinement 

24-27 April 2014. 

 E Kutroli, E Balafas, E Symeon, C Dimitriou, E Paronis, P Alexakos, M 

Stasinopoulou, N Kostomitsopoulos. Assessment of Body Temperature in 

Rats Using Infrared and Rectal Temperature Probe 12th FELASA SECAL 

Congress Animal Research: Better Science from Fewer Animals Barcelona, 

10–13 June 2013, Spain.  

 

 M Stasinopoulou, G Mantziaras, E Paronis, E Balafas, K Paschidis, N 

Kostomitsopoulos. Using Real Time Ultrasonography for the Early Detection 

and Evaluation of Rat Pregnancy. 12th FELASA SECAL Congress Animal 

Research: Better Science from Fewer Animals Barcelona, 10–13 June 2013, 

Spain. 

 E Paronis, M Stasinopoulou, A Polyzos, A Samara, N Kostomitsopoulos. 

Maternal weight as an alternative determinant of the gestational day of the 

Wistar rat housed in IVC cages. 12th FELASA SECAL Congress Animal 

Research: Better Science from Fewer Animals Barcelona, 10–13 June 2013, 

Spain. 

ΑΝΑΚΟΙΝΩΣΕΙΣ ΣΕ ΕΛΛΗΝΙΚΑ ΣΥΝΕΔΡΙΑ 

 

 18ο Πανελλήνιο Συνέδριο Αγγειακής και Ενδαγγειακής Χειρουργικής – 

Αγγειολογίας, (Θεσ/νίκη, 14-16 Μαρτίου 2019. Σύγκριση απεικονιστικών 

μεθόδων αγγειογένεσης κατά τη διάρκεια της οξείας φάσης περιφερικής 

ισχαιμίας σε μοντέλο ανοσοανεπαρκούς μυός. 

 17ο Πανελλήνιο Συνέδριο Αγγειακής και Ενδαγγειακής Χειρουργικής – 

Αγγειολογίας, (Θεσ/νίκη, 15-18 Μαρτίου 2018). Η σιλοσταζόλη επιδρά στο 

μηχανισμό έκκρισης κυτταροκινών κατά την οξεία φάση φλεγμονής, σε 

μοντέλα περιφερικής ισχαιμίας ανοσοανεπαρκούς και αγρίου τύπου μυός, 

διαφοροποιώντας την επαγόμενη αγγειογένεση.  

 16o Πανελλήνιο Συνέδριο Αγγειακής και Ενδαγγειακής Χειρουργικής – 

Αγγειολογίας, Μάρτιος 2017, Επίδραση της σιλοσταζόλης στη φλεγμονώδη 
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απόκριση και την επαγωγή νεογγείωσης σε μοντέλο περιφερικής ισχαιμίας 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Εισαγωγή: Η αγγειογένεση είναι μια φυσιολογική διεργασία που αφορά την 

ανάπτυξη νέων αιμοφόρων αγγείων από προϋπάρχοντα αγγεία. Τα μακροφάγα και 

τα Τ κύτταρα παίζουν σημαντικό ρόλο στην εξέλιξη αυτού του φαινομένου. Αυτά τα 

κύτταρα συχνά επηρεάζονται από ποικίλα φάρμακα που χορηγούνται για τη 

θεραπεία ασθενειών που σχετίζονται με την παθολογική απόφραξη των αιμοφόρων 

αγγείων και που στοχεύουν συγκεκριμένα μόρια, όπως της οικογένειας αναστολέων 

της φωσφοδιεστεράσης. 

Η σιλοσταζόλη είναι ένας εκλεκτικός αναστολέας της φωσφοδιεστεράσης 3Α (PDE-

3Α), με αποδεδειγμένη αποτελεσματικότητα στη θεραπεία της διαλείπουσας 

χωλότητας (IC), αυξάνοντας σημαντικά την παράταση του χρόνου βάδισης ασθενών 

με IC. Το φάρμακο δρα στα αιμοπετάλια, τα αγγειακά λεία μυϊκά κύτταρα και τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα, αυξάνοντας τα επίπεδα της κυκλικής μονοφωσφορικής 

αδενοσίνης (cAMP) μέσω της παράλληλης ενδοκυτταρικής αναστολής του PDE-3Α 

και της εξωκυτταρικής πρόσληψης αδενοσίνης. 

Χρησιμοποιώντας ένα μοντέλο περιφερικής αρτηριακής νόσου (PAD) σε ποντικούς, 

σκοπός της μελέτης ήταν η διερεύνηση της αγγειογένεσης στους ισχαιμούντες 

γαστροκνήμιους μύες μετά την επαγωγή χειρουργικής ισχαιμίας των οπίσθιων 

άκρων, καθώς και των αλληλεπιδράσεων μεταξύ της σιλοσταζόλης και των 

κυττάρων της φυσικής ανοσίας, και των επιδράσεων του φαρμάκου στο προφίλ των 

παραγόμενων κυτταροκινών. 

Μέθοδοι: Χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 108 NOD.CB17-Prkdcscid/J και 108 CB17 

αρσενικοί ποντικοί. Όλα τα ζώα υποβλήθηκαν σε χειρουργική ισχαιμία των πίσω 

άκρων. Την ημέρα της χειρουργικής επέμβασης (D0) χορηγήθηκαν 60 mg/kg 

σιλοσταζόλης σε όλα τα ζώα και τα ποντίκια συνέχισαν να λαμβάνουν ημερήσια 

δόση 30 mg/kg για τις επόμενες 7 μετεγχειρητικές ημέρες. Στις ομάδες ελέγχου 

χορηγήθηκε καθημερινά φυσιολογικός ορός. Τις μετεγχειρητικές ημέρες D1, D3, 

D5, και D7, μετρήθηκαν οι συγκεντρώσεις των IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, 

TNF και ΙFΝ-γ στον ορό με κυτταρομετρία ροής. Την D7 μετά από ευθανασία των 

ζώων, πραγματοποιήθηκε ανάλυση με χορήγηση 
68

Ga-RGD. Ο γαστροκνήμιος μυς 

απομονώθηκε για ιστολογική αξιολόγηση. 
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Βασικά ευρήματα: Παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση (p <0,05) στις 

συγκεντρώσεις των IL-4, IL-10, IL-6 και IFN-γ στα ζώα άγριου τύπου που 

υποβλήθηκαν σε αγωγή με σιλοσταζόλη, ενώ η IL-2 φάνηκε να καταστέλλεται σε 

σημαντικό βαθμό. Στα ανοσοανεπαρκή ζώα που έλαβαν αγωγή, τα επίπεδα TNF, IL-

6 και IFN-γ παρουσίασαν σημαντική αύξηση ενώ η πρόσληψη 
68

Ga-NODAGA-

RGDfK και η έκφραση του υποδοχέα CD31 βρέθηκαν σημαντικά χαμηλότερες στο 

ισχαιμικό άκρο σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου. Παρατηρήθηκε σημαντική 

αύξηση στην έκφραση του υποδοχέα CD31 στα αγρίου τύπου ζώα που έλαβαν 

αγωγή, όχι όμως και στην πρόσληψη 
68

Ga-NODAGA-RGDfK σε σύγκριση με τα 

ζώα της ομάδας ελέγχου. 

Σημασία: Η σιλοσταζόλη φαίνεται να επηρεάζει σημαντικά τα ανοσοκύτταρα ως 

προς τις κυτταροκίνες που παράγουν μέσω μεταβολής του τύπου της ανοσολογικής 

απόκρισης, προάγοντας την παραγωγή αντιφλεγμονωδών κυτταροκινών στα άγριου 

τύπου ζώα και βοηθώντας τη βελτίωση της ανοσολογικής απόκρισης στα ζώα με 

ανοσοανεπάρκεια.  

Συμπεράσματα: Η σιλοσταζόλη φαίνεται να επηρεάζει σημαντικά τα 

ανοσοκύτταρα επιδρώντας κυρίως στην παραγωγή κυτταροκινών, τροποποιώντας 

έτσι τον τύπο της ανοσολογικής απόκρισης. Επιπλέον, η σιλοσταζόλη φαίνεται να 

προάγει την παραγωγή αντιφλεγμονωδών κυτταροκινών και να αναστέλλει την 

παραγωγή IL-2 στα άγριου τύπου ζώα, ενώ βοηθά στη βελτίωση των ανοσολογικών 

αποκρίσεων στα ανοσοανεπαρκή ζώα επάγοντας την έκκριση προφλεγμονωδών 

κυτταροκινών και IFN-γ, μια διαπίστωση που πρέπει να διερευνηθεί περαιτέρω. 

Όσον αφορά την επίδραση της σιλοσταζόλης στην αγγειογένεση, τα αποτελέσματά 

μας δείχνουν μειωμένη έκφραση του υποδοχέα της ιντεγκρίνης αvβ3 και του 

υποδοχέα CD31 στους ανοσοανεπαρκείς ποντικούς, ενώ παρατηρήθηκε σημαντική 

αύξηση στην έκφραση του υποδοχέα CD31 στα αγρίου τύπου ζώα που έλαβαν 

αγωγή, όχι όμως και στην πρόσληψη 
68

Ga-NODAGA-RGDfK σε σύγκριση με τα 

ζώα της ομάδας ελέγχου. 
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SUMMARY 

 

Introduction: Angiogenesis is a physiological process involving the growth of new 

blood vessels from pre-existing vessels, with macrophages, and T cells playing an 

important role in the development of this phenomenon. These cells are also affected 

by various drugs administered for the treatment of diseases related to the 

pathological obstruction of blood vessels which, initially target molecules, like the 

phosphodiesterase inhibitor family. 

Cilostazol is a selective inhibitor of phosphodiesterase 3A (PDE-3Α), with proven 

effectiveness in the treatment of intermittent claudication (IC), increasing the 

distance walked by patients with IC. The drug acts on platelets, vascular smooth 

muscle cells and endothelial cells by increasing the levels cyclic adenosine 

monophosphate (cAMP) via the concomitant intracellular PDE-3A inhibition and 

extracellular adenosine uptake. 

 Using a Peripheral Arterial Disease (PAD) mouse model, the purpose of this study 

was to investigate the revascularization of ischemic muscles after the induction of 

surgical hind limb ischemia, as well as the interactions between cilostazol and innate 

immunity cells, and the effects of the drug on the profile of cytokines produced. 

Methods: A total of 108 NOD.CB17-Prkdcscid/J and 108 CB17 male mice were 

used. All animals underwent hind limb ischemia. At the day of surgery (D0), 60 

mg/kg of cilostazol were administered to all animals which continued receiving a 

daily dosage of 30 mg/kg for the next 7 postoperative days. Vehicle was 

administered daily in the control groups. Serum concentrations of IL-2, IL-4, IL-6, 

IL-10, IL-17A, TNF and IFN-gamma were measured by flow cytometry on post-

surgery days D1, D3, D5, and D7. On D7 Post-mortem Analysis was performed after 

the administration of 68Ga-RGD. The gastrocnemius muscle was obtained for 

histological evaluation. 

Key findings: There was a statistically significant augmentation (p < 0.05) in the 

concentrations of IL-4, IL-10, IL-6 and IFN-g in cilostazol treated wild type animals 

while IL-2 was significantly suppressed. In treated immunodeficient animals, TNF, 

IL-6 and IFN-g presented significant augmentation while the uptake of 68Ga-

NODAGA-RGDfK was found significantly lower for both legs in comparison with 
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the control group. No significant difference in the uptake of 68Ga-NODAGA-

RGDfK was found in wild type animals. 

Significance: Cilostazol seems to significantly influence immunity cells in cytokine 

production altering the type of immunity response by promoting the production of 

anti-inflammatory cytokines in wild type animals while it helps toward the 

improvement of immunity response in immunodeficient animals.  

 

Conclusions: In conclusion, cilostazol seems to significantly impact on immune 

cells, mainly affecting cytokine production, thus altering the type of immune 

response; cilostazol seems to promote the production of anti-inflammatory cytokines 

and the suppression of IL-2 in wild-type animals, while it helps towards the 

improvement of immune responses in immunodeficient animals by increasing the 

secretion of proinflammatory cytokines and IFN-γ, an indication that needs to be 

further investigated. Regarding the effects of cilostazol on angiogenesis, our results 

indicate reduced expression of αvβ3 integrin and CD31 receptor in immunodeficient 

mice, while cilostazol seems to significantly increase angiogenesis in wild type 

animals during the first post operational week. 
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ΜΕΡΟΣ ΠΡΩΤΟ: ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

1. Εισαγωγή 

 

H περιφερική αποφρακτική αρτηριοπάθεια των κάτω άκρων (Peripheral Arterial 

Disease, PAD) ορίζεται ως ο περιορισμός ή η διακοπή της αιμάτωσης του 

αρτηριακού δένδρου που τροφοδοτεί τα κάτω άκρα λόγω απόφραξης του αυλού των 

αγγείων 
1,2,3

 . Η αθηρωμάτωση των περιφερικών αρτηριών αναγνωρίζεται ως κύριο 

αίτιο της νόσου. Η πλειοψηφία των ασθενών υφίσταται σημαντικές αλλαγές στον 

τρόπο ζωής τους, που οδηγούν έως και στην απώλεια της εργασίας τους ή χειρότερα 

στην αναπηρία. Η PAD εκτιμάται ότι προσβάλλει 7,4 εκατομμύρια άτομα ηλικίας 

άνω των 60 στις Ηνωμένες Πολιτείες 
4
. Η επίπτωση της PAD αυξάνει με την ηλικία 

και κυμαίνεται από 1% σε ηλικία <50 ετών έως και >10% σε ηλικία >70 ετών
 1,2,3

. 

Η ηλικία, το φύλο, το κάπνισμα, η υπερλιπιδαιμία, η υπέρταση και ο διαβήτης είναι 

οι κύριοι παράγοντες κινδύνου για την εμφάνιση PAD, η οποία είναι συνήθως 

κλινικά «σιωπηρή» στα αρχικά στάδια εξέλιξής της. Στη συνέχεια, όταν ο βαθμός 

αρτηριακής στένωσης είναι >50% 
3
, εκδηλώνεται με IC, δηλ. διαλείπον άλγος κυρίως 

στους γαστροκνήμιους μύες που εντείνεται με την κόπωση και υφίεται με τη 

χαλάρωση των μυών. Η φυσική πορεία της νόσου είναι σταδιακή επιδείνωση της 

ισχαιμίας με μετάπτωση σε κρίσιμη ισχαιμία του άκρου (άλγος ηρεμίας ή/και 

γάγγραινα) και τελικά ακρωτηριασμό του απειλούμενου σκέλους. Παρά το γεγονός 

ότι το 50% των ασθενών με PAD είναι ασυμπτωματικό, έως και το ένα τρίτο περίπου 

θα εκδηλώσει συμπτώματα IC
 1,2,3

. 

Ένα ποσοστό 5-10% των ασθενών με PAD θα μεταπέσει σε κρίσιμη ισχαιμία (άλγος 

ηρεμίας ή/και γάγγραινα) με τελικό ακρωτηριασμό του άκρου έως και στο 40% των 

περιπτώσεων και θνησιμότητα έως και 25% ετησίως 
1,3

. Η χρόνια κρίσιμη ισχαιμία 

των κάτω άκρων (Critical Limb ischemia; CLI) ορίζεται ως το άλγος ηρεμίας που 

απαιτεί τακτική αναλγησία ή μη ιάσιμο έλκος ή γάγγραινα των κάτω άκρων που 

οφείλεται σε αποδεδειγμένη αρτηριακή αποφρακτική νόσο 
2
. Η CLI έχει ετήσια 

επίπτωση 400-1000/1,000,000 πληθυσμού και συνοδεύεται από ~45% θνησιμότητα 

από καρδιαγγειακά αίτια εντός 5 ετών
 2, 5, 6, 7

. 
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Οι ασθενείς με CLI είναι κατά κανόνα υψηλού εγχειρητικού κινδύνου (με 

συννοσηρότητες όπως διαβήτη, ισχαιμική καρδιοπάθεια, κ.α.), ενώ συχνά δεν 

διαθέτουν αυτόλογο φλεβικό μόσχευμα ή το κατάλληλο αγγείο απορροής ώστε να 

υποβληθούν σε επιτυχή επαναγγείωση με χειρουργική παράκαμψη (bypass).  

Χωρίς άμεση επαναγγείωση, η CLI συνοδεύεται από πολύ υψηλό κίνδυνο 

ακρωτηριασμού. Ο Wolfe και συνεργάτες περιέγραψαν τη φυσική πορεία της νόσου 

και τη φτωχή πρόγνωση που την χαρακτηρίζει σε περισσότερους από 6000 ασθενείς 

(Εικ. 1). Χωρίς καμία θεραπευτική αγωγή, μείζων ακρωτηριασμός απαιτήθηκε στο 

73% των ασθενών με άλγος ηρεμίας και στο 95% των ασθενών με τροφικά έλκη και 

απώλεια δέρματος ή του υποκείμενου ιστού εντός τους 1
ου

 έτους. 

Περισσότεροι από 100 γνωστοί φυσιολογικοί παράγοντες εμπλέκονται στις βλάβες 

του μηχανισμού επούλωσης των ισχαιμικών ελκών των άκρων που εκδηλώνονται σε 

διαβητικούς ασθενείς. Σε αυτούς περιλαμβάνονται η μειωμένη παραγωγή αυξητικών 

παραγόντων, η μειωμένη αγγειογενετική απόκριση, η δυσλειτουργία των 

μακροφάγων, η μειωμένη συγκέντρωση κολλαγόνου και κερατινοκυττάρων, ο 

περιορισμένος πολλαπλασιασμός και μετανάστευση των ινοβλαστών, και η μειωμένη 

επούλωση των ιστών. 

Η χορήγηση αγγειογενετικών αυξητικών παραγόντων για ενίσχυση του σχηματισμού 

παράπλευρου δικτύου αρτηριδίων θεωρείται πλέον η βέλτιστη οδός αντιμετώπισης 

της ισχαιμικής νόσου, αν και δεν υπάρχει ακόμα αποτελεσματική φαρμακευτική 

αγωγή για ασθενείς με κρίσιμη ισχαιμία του κάτω άκρου. 

 



 - 3 - 

 

 

1.1 Αγγειογένεση 

 

Ο ακριβής ορισμός της αγγειογένεσης είναι η δημιουργία αιμοφόρων αγγείων από 

ήδη υπάρχοντα 
8
. Η αγγειογένεση είναι μια πολύ βασική διαδικασία τόσο για την 

ανάπτυξη, όσο και για τη σωστά δομημένη φυσιολογία του ενήλικου οργανισμού 

μέσω της δημιουργίας ενός κλειστού κυκλοφορικού συστήματος για την παροχή 

οξυγόνου και θρεπτικών συστατικών στους διαφόρους ιστούς 
9
. Το αγγειακό 

σύστημα αναπτύσσεται αμέσως μετά τη διαδικασία της γαστριδίωσης. Ο 

σχηματισμός του εμβρυϊκού αγγειακού συστήματος ξεκινά από προγονικά κύτταρα, 

τους αιμαγγειοβλάστες οι οποίοι διαφοροποιούνται είτε σε αιμοποιητικά είτε σε 

ενδοθηλιακά κύτταρα και με αυτή τη διαφοροποίηση δημιουργούνται τα πρώτα 

αγγεία, μια διαδικασία που ονομάζεται νεοαγγειογένεση
9
 (Εικ. 2). Στη συνέχεια, 

παράγονται νέα αγγεία με εκβλάστηση ή μη από τα ήδη υπάρχοντα και μετά από 

κατάλληλες διαδικασίες αναδιαμόρφωσης, συνδέονται, ώστε τελικά να 

δημιουργήσουν ένα λειτουργικό αγγειακό δίκτυο στους ενήλικες.  Τα αγγεία φαίνεται 

να διαδραματίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη των οργάνων στο έμβρυο 

και στην επούλωση των τραυματισμένων ιστών στον ενήλικα 
9
. Τα αιμοφόρα αγγεία 

μεταφέρουν οξυγόνο, θρεπτικά συστατικά και όλα εκείνα τα σήματα που είναι 

υπεύθυνα για τη διατήρηση των φυσιολογικών λειτουργιών των ιστών αλλά και των 
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οργάνων. Τα μεγάλα αγγεία εκτός των ενδοθηλιακών κυττάρων που φέρουν, 

σταθεροποιούνται και πλαισιώνονται από περικύτταρα και λεία μυικά κύτταρα 

(υποστηρικτικά κύτταρα), ενώ τα μικρά αγγεία αποτελούνται μόνο από ενδοθηλιακά 

κύτταρα. Οι τρεις παραπάνω τύποι κυττάρων εκφράζουν όλες τις απαραίτητες 

πρωτεΐνες και μόρια που στοχεύουν στη σωστή δημιουργία αυλών και διακλαδώσεων 

του αγγειακού δικτύου. Κατά τη διάρκεια της αγγειογένεσης απαιτείται συντονισμός 

στην αποικοδόμηση της εξωκυττάριας ύλης, στον πολλαπλασιασμό και στη 

μετανάστευση των ενδοθηλιακών κυττάρων. Ουσιαστικά λαμβάνουν χώρα οι εξής 

διαδικασίες: η δημιουργία των αγγείων, η σταθεροποίησή τους, η επακόλουθη 

διακλάδωσή τους, η ανάπλαση αυτών, το «κλάδεμα» τους και η εξειδίκευση τους, 

διαδικασίες που επιτρέπουν ώστε η δημιουργία των αγγείων να εξελίσσεται 

συγχρόνως με την ωρίμανση τους 
9
. 
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Την ωρίμανση των αγγείων επηρεάζουν διάφορες αλλαγές στο μικροπεριβάλλον 

τους, όπως η παρουσία υποξίας, οι χαμηλές τιμές pH, καθώς και το μηχανικό στρες, 

ερεθίσματα στα οποία ανταποκρίνονται τα ενδοθηλιακά κύτταρα με το να 

πολλαπλασιάζονται άμεσα. Στις καταστάσεις όπου διαταράσσεται η φυσιολογική 

ισορροπία ανάμεσα στους παράγοντες που σχετίζονται με την επαγωγή 

(αγγειογενετικοί) ή μη (αντιαγγειογενετικοί) της αγγειογένεσης, παρατηρείται είτε 

ανεπαρκής ανάπτυξη αγγείων είτε παθολογικά αυξημένη αγγειογένεση που 

σχετίζονται με πληθώρα ασθενειών, όπως ο καρκίνος, η ψωρίαση, η αρθρίτιδα και η 

τύφλωση 
9
.  

Τις τελευταίες δύο δεκαετίες γίνονται εντατικές προσπάθειες μελέτης της 

αγγειογένεσης σε κυτταρικό και μοριακό επίπεδο. Μελέτες σε οπτικό και 

ηλεκτρονικό μικροσκόπιο έχουν δείξει ότι η διαδικασία του σχηματισμού νέων 

αγγείων συμβαίνει ακολουθώντας μία συγκεκριμένη αλληλουχία σταδίων. Τα στάδια 

αυτά είναι πάντα τα ίδια και είναι ανεξάρτητα από την προέλευση των ερεθισμάτων 

που τα προκαλούν 
10,11

. Μπορούν να συνοψισθούν ως εξής: (1) τα ενδοθηλιακά 
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κύτταρα προϋπαρχόντων μικροαγγείων, που κάτω από φυσιολογικές συνθήκες 

βρίσκονται σε κατάσταση ηρεμίας, διεγείρονται από κάποιο αγγειογενετικό ερέθισμα 

και αποδομούν τη βασική τους μεμβράνη 
12,13,14,15

, (2) δημιουργείται αύξηση του 

αριθμού των οργανιδίων των κυττάρων, δημιουργούνται ψευδοπόδια, και τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα αρχίζουν να μεταναστεύουν στο υποκείμενο εξωκυττάριο 

στρώμα προς το αγγειογενετικό ερέθισμα 
16

, (3) τα κύτταρα διαφοροποιούνται πάλι 

σε φυσιολογικά ενδοθηλιακά κύτταρα και συντάσσονται ανάλογα, ώστε να 

σχηματίσουν τους αυλούς των νέων αγγείων, (4) περικύτταρα μεταναστεύουν κατά 

μήκος του νεοσχηματισθέντος αγγείου και δημιουργούν την εξωτερική επιφάνεια του 

αγγείου, και (5) σχηματίζεται η βασική μεμβράνη από τα ενδοθηλιακά κύτταρα με τη 

συμμετοχή και των περικυττάρων 
17,18,19,20,21

. Αυτά τα νέα τριχοειδή αγγεία είναι 

δυνατόν να προκαλέσουν το σχηματισμό νέων εκβλαστήσεων (sprouts), και να 

δημιουργήσουν τελικά ένα ολόκληρο τριχοειδικό πλέγμα. Τα νεοσχηματιζόμενα 

τριχοειδή αγγεία επιμηκύνονται με τη μετανάστευση των ενδοθηλιακών κυττάρων 

στα άκρα τους, καθώς επίσης και με τον πολλαπλασιασμό των ενδοθηλιακών 

κυττάρων στο μέσο της τριχοειδικής διακλάδωσης. Έτσι σχηματίζεται πρώτα ο 

σκελετός του νέου τριχοειδούς και στη συνέχεια ο νέος αυλός.  

Οι νέες διακλαδώσεις αναστομώνονται μεταξύ τους και δημιουργούνται νέα 

τριχοειδή μέσα από τα οποία αρχίζει η ροή του αίματος 
22,23,24,25

. Τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα είναι πεπλατυσμένα πολυγωνικά κύταρα μήκους 25-50 μm και πλάτους 10-

15 μm. Είναι κύτταρα πολύ λεπτά στα άκρα, αλλά το πάχος τους φθάνει τα 3 μm στην 

περιοχή του πυρήνα. Σχηματίζουν ένα μονοκυτταρικό στρώμα στο εσωτερικό των 

αιμοφόρων αγγείων και έχουν τον κατά μήκος άξονά τους προσανατολισμένο κατά 

τη φορά της ροής του αίματος (Εικ. 3). 
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Στην καθημερινή κλινική πράξη, ορισμένοι ασθενείς με περιφερική αποφρακτική 

αρτηριοπάθεια, όπως προαναφέρθηκε παρουσιάζουν ήπια συμπτώματα ή παραμένουν 

πλήρως ασυμπτωματικοί, αν και υπάρχει σημαντική στένωση ή ακόμα και πλήρης 

απόφραξη ενός κεντρικού τροφοφόρου αγγείου, π.χ. της λαγονίου ή/και της μηριαίας 

αρτηρίας. Αυτό παρατηρείται κυρίως σε ασθενείς με αποφράξεις αρτηριών που 
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εξελίσσονται αργά, οπότε υπάρχει αρκετός χρόνος για την ανάπτυξη ενδογενούς 

παράπλευρης κυκλοφορίας, η οποία παρακάμπτει το σημείο της στένωσης ή της 

απόφραξης. Ωστόσο, στις περιπτώσεις που η αποφρακτική αγγειακή βλάβη 

εξελίσσεται πολύ γρήγορα, η παράπλευρη κυκλοφορία αναπτύσσεται πολύ αργά και 

εξακολουθεί να είναι ανεπαρκής για να αντισταθμίσει την αιματική άρδευση των άπω 

ιστών και να τους προστατεύσει από ισχαιμική βλάβη. Σε πολλούς ασθενείς με 

προχωρημένη αθηρωμάτωση και πολυεπίπεδη αποφρακτική αγγειοπάθεια δεν είναι 

εφικτή ούτε η διαδερμική ενδαγγειακή αντιμετώπιση με αγγειοπλαστική και 

μεταλλικές ενδοπροσθέσεις (stents), ούτε η χειρουργική επαναγγείωση του 

ισχαιμούντος ιστού μέσω αρτηριακής παράκαμψης (bypass)
 26,27,28

. Σε αυτές τις 

περιπτώσεις, η εξωγενής θεραπευτική διέγερση και επιτάχυνση αυτού του 

φυσιολογικού προστατευτικού μηχανισμού ανάπτυξης παράπλευρων αρτηριών 
29

 – η 

οποία ονομάζεται «αρτηριογένεση» - μπορεί να αποτελέσει μια εναλλακτική 

θεραπευτική προσέγγιση για τη βελτίωση και αποκατάσταση της παροχής αίματος σε 

ισχαιμούντες ιστούς. 

Πράγματι, πολλές φαρμακολογικές προσεγγίσεις που χρησιμοποιούνται για την 

τόνωση της ανάπτυξης των παράπλευρων αρτηριών βασίζονται κυρίως στις γνώσεις 

που αποκτήθηκαν από τη μελέτη της παθολογικής αγγειογένεσης 
30

. Έτσι η σύγχρονη 

έρευνα για τα καρδιαγγειακά νοσήματα έχει εστιάσει την προσοχή της σε νέους 

ελάχιστα επεμβατικούς τρόπους επαναιμάτωσης, όπως είναι η θεραπευτική 

αγγειογένεση 
31

 με ενδοαρτηριακή, ενδομυϊκή ή περιαγγειακή έγχυση διαφόρων 

αγγειογενετικών παραγόντων οι οποίοι διεγείρουν τα ενδογενή αγγειογενετικά 

βιοχημικά μονοπάτια και προάγουν την ανάπτυξη παράπλευρου δικτύου ικανού να 

αναστρέψει την ιστική ισχαιμία και υποξία 
32,33,34

. 

Οι δοκιμαζόμενοι παράγοντες για την επαγωγή θεραπευτικής αγγειογένεσης 

διακρίνονται σε 3 κατηγορίες:  

1) Πρωτεϊνικά μόρια (protein-based therapy)
 35

.  

2) Γονιδιακή θεραπεία (gene-based therapy). 

3) Χορήγηση/έγχυση κυττάρων (cell-based therapy).  

Συγκεκριμένα, τα ανασυνδυασμένα πρωτεϊνικά μόρια χορηγούνται εξωγενώς σε 

συγκεκριμένη δοσολογία και χαρακτηρίζονται από συγκεκριμένες ιδιότητες. Σε 

περίπτωση παρενεργειών, το δοσολογικό σχήμα αναπροσαρμόζεται ανάλογα με το 

χρόνο ημίσειας ζωής του μορίου.  
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Αντιθέτως, η γονιδιακή προσέγγιση, που έχει δοκιμαστεί ευρέως σε πειραματικά 

μοντέλα στεφανιαίας νόσου και περιφερικής αγγειοπάθειας, βασίζεται είτε στην 

ενσωμάτωση του γονιδίου του αυξητικού παράγοντα σε ένα ιικό γονιδίωμα, είτε στην 

απευθείας χορήγηση του γονιδιακού DNA υπό μορφή πλασμιδίου 
36

. Η 

χρησιμοποίηση ιικών φορέων επιτυγχάνει υψηλότερα ποσοστά διαμόλυνσης 

(transfection) των ιστών-στόχων από το γυμνό (naked) DNA, αλλά μπορεί να 

προκαλέσει κάποιας μορφής ανοσολογική απόκριση στο δέκτη και το ποσοστό ιικής 

διαμόλυνσης των σκελετικών μυών παραμένει σχετικά χαμηλό 
37,38,39

. Η γονιδιακή 

θεραπεία μπορεί να επιτύχει συνεχόμενη υπερέκφραση και παραγωγή αυξητικών 

ουσιών στα κύτταρα δέκτες.  

Οι κυτταρικές θεραπείες με τη χορήγηση πρόδρομων ενδοθηλιακών κυττάρων 

(EPCs) ή άλλων προγονικών κυττάρων [εμβρυικών (embryonic) ή άλλων βλαστικών 

κυττάρων [stem cells]), αποτελούν νεότερες στρατηγικές για την επαγωγή 

θεραπευτικής αγγειογένεσης 
40,41

.  

Ως προς την οδό χορήγησης των αγγειογενετικών ουσιών, αυτή μπορεί να είναι 

ενδοαρτηριακή, περιαγγειακή ή ενδομυϊκή. Η ενδοαρτηριακή οδός χορήγησης είναι η 

πλέον επεμβατική και μπορεί να συνοδεύεται και από συστηματική διασπορά του 

χορηγούμενου παράγοντα. Η περιαγγειακή χορήγηση με ειδικούς καθετήρες 

επιτρέπει την τοπική έγχυση της εκάστοτε ουσίας κοντά στο αποφραγμένο αγγείο, 

επιτυγχάνοντας έως και 40 φορές υψηλότερη συγκέντρωση τοπικά σε σύγκριση με 

την ενδοφλέβιο χορήγηση 
42

. Η ενδομυϊκή χορήγηση με πολλαπλές ενέσεις παραμένει 

η πιο διαδεδομένη μέθοδος θεραπευτικής αγγειογένεσης 
43

. 

Όλες αυτές οι στρατηγικές έχουν δοκιμαστεί στην προκλινική έρευνα για επαγωγή 

θεραπευτικής αγγειογένεσης και ενίσχυση του παράπλευρου αρτηριδιακού δικτύου 

στο μυοκάρδιο και σε σκελετικούς γραμμωτούς μύες 
44,45

, αλλά τα αποτελέσματα 

αντίστοιχων κλινικών μελετών σε ασθενείς με στεφανιαία νόσο ή περιφερική 

αγγειοπάθεια παραμένουν αντικρουόμενα 
46

.  

 

1.2 Οικογένεια των ιντεγκρινών και υποδοχέας της αvβ3  

 

Οι ιντεγκρίνες αποτελούν μία μεγάλη οικογένεια ετεροδιμερών διαμεμβρανικών 

υποδοχέων που εντοπίζονται σε πολλά είδη ζώων, από τα σφουγγάρια μέχρι και τα 

θηλαστικά. Αποτελούνται από μία α και μία β υπομονάδα και σκοπός της λειτουργίας 

τους είναι να ρυθμίζουν την πρόσδεση του κυττάρου σε μόρια της εξωκυττάριας ύλης 
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και παράλληλα να αλληλεπιδρούν με διαλυτούς προσδέτες ή προσδέτες της 

κυτταρικής μεμβράνης. Η σύνδεση των δύο αλυσίδων γίνεται στο ενδοπλασματικό 

δίκτυο όπου τελικά επιτυγχάνεται η δημιουργία ενός λειτουργικού ετεροδιμερούς, το 

οποίο στη συνέχεια μεταφέρεται στην κυτταρική μεμβράνη 
47

.  

Υπάρχουν τουλάχιστον 18 διαφορετικές α και 8 β αλυσίδες, και από αυτές 

προκύπτουν 24 διαφορετικοί α/β συνδυασμοί, με το κάθε ετεροδιμερές α/β να έχει 

τους δικούς του προσδέτες και τη δική του εξειδίκευση. Οι περισσότερες ιντεγκρίνες 

αναγνωρίζουν διάφορες πρωτεΐνες της εξωκυττάριας ύλης και αντιστρόφως, 

μεμονωμένες πρωτεΐνες της εξωκυττάριας μήτρας, όπως η ινονεκτίνη, η λαμινίνη και 

το κολλαγόνο, δεσμεύονται σε διάφορες ιντεγκρίνες. Οι ιντεγκρίνες παίζουν 

σημαντικό ρόλο στη σηματοδότηση, και ο συνολικός αριθμός ιντεγκρινών που 

εντοπίζονται σε ένα κύτταρο είναι αυτός που καθορίζει τη βιολογική απόκριση του 

κυττάρου σε ερεθίσματα από την εξωκυττάρια ύλη και το μικροπεριβάλλον 
48

.   

Τα εξωκυτταρικά τμήματα των δύο υπομονάδων είναι σχετικά μεγάλα και 

αποτελούνται περίπου από 700-1000 αμινοξέα, σε σχέση με τις μικρές 

κυτταροπλασματικές περιοχές που αποτελούνται από 20-50 αμινοξέα. Οι ιντεγκρίνες 

εξαιτίας του γεγονότος ότι δεν έχουν οι ίδιες δραστικότητες κινάσης, συμβάλλουν 

στην κυτταρική σηματοδότηση με τη στρατολόγηση, μέσω των κυτταροπλασματικών 

τους περιοχών, σηματοδοτικών μορίων όπως η FAK 
49

, η c-Src 
50

, η PI3K 
51

, καθώς 

και πλήθος πρωτεϊνών του κυτταροσκελετού.  

Στα ενδοθηλιακά κύτταρα έχουν βρεθεί ότι εκφράζονται 10 διαφορετικές ιντεγκρίνες 

από τις οποίες οι πιο σημαντικές στα μη αγγειογενετικά ενδοθηλιακά κύτταρα είναι οι 

α1β1, α2β1, α3β1, α5β1, α6β4, α6β1 και αvβ5. Είναι πολύ πιθανό να εκφράζεται και 

η αvβ1, εφόσον και οι δύο αλυσίδες αv και β1 εκφράζονται επαρκώς. Οι ιντεγκρίνες 

αυτές αποτελούν υποδοχείς για βασικά συστατικά της εξωκυττάριας ύλης όπως είναι 

το κολλαγόνο και η λαμινίνη, με εξαίρεση τις ιντεγκρίνες αvβ5 και α5β1, οι οποίες 

δεσμεύουν προσωρινά προσδέτες, όπως η βιτρονεκτίνη και η ινονεκτίνη. Κατά την 

αγγειογένεση, πραγματοποιείται αναδιάταξη της προσωρινής εξωκυττάριας ύλης με 

επιπλέον προσδέτες για τις ιντεγκρίνες αvβ5 και α5β1, όπως και νέες ιντεγκρίνες (π.χ. 

αvβ3), που εκφράζονται στην επιφάνεια των ενδοθηλιακών κυττάρων 
52

.  

Το μοτίβο δράσης των ιντεγκρινών ως προς τους προσδέτες τους ρυθμίζεται αυστηρά 

από τη δομή τους και από τη μεταγωγή σήματος κυτταροπλασματικά στο ίδιο το 

κύτταρο, μια διαδικασία που χαρακτηρίζεται ως «μέσα προς τα έξω» σηματοδότηση. 

Έχει βρεθεί πως κάποιοι υποδοχείς μπορούν και ενεργοποιούν τις ιντεγκρίνες 
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ενδοκυτταρικά, φωσφορυλιώνοντας την κυτταροπλασματική περιοχή των β 

υπομονάδων τους. Απαραίτητη είναι η αλληλεπίδραση των κυτταροπλασματικών 

περιοχών ανάμεσα στην υπομονάδα α και β προκειμένου η ιντεγκρίνη να βρίσκεται 

σε ανενεργό κατάσταση. Προφανώς λαμβάνει χώρα και η αντίθετη διαδικασία, η 

οποία χαρακτηρίζεται ως «έξω προς τα μέσα» σηματοδότηση, όπου οι ιντεγκρίνες με 

τη δέσμευση διαφόρων εξωκυτταρικών προσδετών συσσωματώνονται στην 

κυτταρική μεμβράνη και σηματοδοτούν προς το εσωτερικό του κυττάρου. Στο 

κυτταροπλασματικό τμήμα των ιντεγκρινών, προσδένονται και άλλες πρωτεΐνες, 

όπως η ταλίνη, η βινκουλίνη, η εζρίνη, η ραντιξίνη και η μοεζίνη, οι οποίες 

προσδένονται επίσης και στην ακτίνη και ενώνουν τις ιντεγκρίνες με τον 

κυτταροσκελετό, δημιουργώντας έτσι μεγάλα πρωτεϊνικά συμπλέγματα 
53

. 

Η μετανάστευση των ενδοθηλιακών κυττάρων ελέγχεται και τροποποιείται από τις 

ιντεγκρίνες, οι οποίες ρυθμίζουν και την προσκόλλησή τους στην εξωκυττάρια ύλη. 

Η ενεργοποίηση των ιντεγκρινών θεωρείται απαραίτητη για την έναρξη και τη 

ρύθμιση της σηματοδότησης κατά την αγγειογένεση 
54

, ενώ επιτρέπει τη λειτουργική 

σύνδεση των εστιών προσκόλλησης με τον κυτταροσκελετό της ακτίνης 
55

, ένα βήμα 

αρκετά σημαντικό για τον απτοτακτισμό των ενδοθηλιακών κυττάρων 
56

.  

Η αvβ3 είναι μία από τις πιο καλά μελετημένες ιντεγκρίνες που έχει βρεθεί να 

υπερεκφράζεται κατά την αγγειογένεση και να διαδραματίζει βασικό ρόλο στη 

ρύθμισή της. Κατά την εμβρυογένεση εκφράζεται σε διαφορετικά είδη κυττάρων, 

ωστόσο στον ενήλικα, η έκφρασή της περιορίζεται σε αγγειογενετικά ενδοθηλιακά, 

λεία μυικά και μερικούς πληθυσμούς αιματοποιητικών κυττάρων. Οι μεταγραφικοί 

παράγοντες που είναι υπεύθυνοι για τη ρύθμισή της είναι οι Hox D3 
57

 και Snail 
58

.  

Η δράση της αvβ3 σε in vivo πειραματικά μοντέλα έχει δώσει αντιφατικά 

αποτελέσματα. Αναστολή της δράσης της με μικρά μόρια ή αντισώματα οδήγησε σε 

αναστολή της νεοαγγειογένεσης 
59

, ενώ αποσιώπηση μόνο του γονιδίου της β3 

οδήγησε σε αυξημένη καρκινογένεση και αγγειογένεση 
60

, αυξημένη επούλωση 

πληγών 
61

 και αυξημένη φλεγμονή και αθηροσκλήρωση 
62

, κάτι που σίγουρα 

υποδεικνύει τη σημασία της αvβ3 στο μηχανισμό αυτών των διαδικασιών. Η 

αυξημένη έκφραση της αvβ3 σε αγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα που 

πολλαπλασιάζονται, οδήγησε αρχικά στην υπόθεση ότι εμπλέκεται στην παθολογική 

αγγειογένεση 
63,64

. Η αναστολή της έκφρασης της υπομονάδας αv, δεν φαίνεται να 

επηρεάζει την αγγειογένεση κατά την ανάπτυξη 
65

. Παρόμοιο μοτίβο παρατηρείται 

και σε επίμυες που δεν εκφράζουν την υπομονάδα β3, οι οποίοι εμφανίζουν 
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φυσιολογικό αγγειακό δίκτυο, χωρίς να επηρεάζεται η αγγειογένεση κατά την 

ανάπτυξη 
66

. Υπάρχουν ωστόσο και δεδομένα που δείχνουν ότι σε επίμυες που δεν 

εκφράζουν την υπομονάδα β3 επάγεται παθολογική αγγειογένεση 
67

. Και τα δύο αυτά 

αντιφατικά αποτελέσματα καταδεικνύουν την αναγκαιότητα ρύθμισης της 

αγγειογένεσης από τη β3 υπομονάδα. Για να διερευνηθεί σε μεγαλύτερη λεπτομέρεια 

η σημασία και ο ρόλος της υπομονάδας β3, χρησιμοποιήθηκαν επίμυες οι οποίοι 

εξέφραζαν τη μεταλλαγμένη β3, καθώς οι τυροσίνες στις θέσεις 747 και 759 

(αντίστοιχες των 773 και 785 στον άνθρωπο) είχαν αντικατασταθεί από 

φαινυλαλανίνες, και οι ερευνητές παρατήρησαν ότι αν και οι επίμυες ήταν βιώσιμοι 

και γόνιμοι, παρουσίαζαν μειωμένη ανάπτυξη όγκων και παθολογική αγγειογένεση, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι οι τυροσίνες στις θέσεις 747 και 759 της ιντεγκρίνης β3 

είναι καθοριστικές για την επαγωγή της παθολογικής αγγειογένεσης μέσω της 

φωσφορυλίωσής τους 
68

. Η ιντεγκρίνη αvβ3 μπορεί να έχει είτε θετικό είτε αρνητικό 

ρόλο κατά την αγγειογένεση, με τη δράση της να καθορίζεται κάθε φορά από τους 

προσδέτες της και το μικροπεριβάλλον 
69

. Ο σημαντικός ρόλος της ιντεγκρίνης αvβ3 

στην αγγειογένεση φαίνεται και από το γεγονός ότι δεσμεύεται σε αρκετούς 

αγγειογενετικούς παράγοντες, όπως στον VEGFR-2, στη βιτρονεκτίνη, στην 

ινονεκτίνη, στη θρομβίνη και στην PTN, καθώς και σε αρκετούς αντι-

αγγειογενετικούς παράγοντες, όπως στη θρομβοσπονδίνη, στην αγγειοστατίνη και 

στην τουμστατίνη 
70,71

. Ο αντιφατικός ρόλος της αvβ3 στην αγγειογένεση μπορεί να 

εξηγηθεί λαμβάνοντας υπόψη ότι η έκφραση και η λειτουργικότητα μιας ιντεγκρίνης 

μπορεί να επηρεάσει άλλες ιντεγκρίνες 
72

. Η ενεργοποίηση της υπομονάδας β1 των 

ιντεγκρινών α3β1 και α6β1, αναστέλλει τη λειτουργικότητα της αvβ3 στην 

προσκόλληση των κυττάρων 
73

, παρόλο που αυτό δεν επιβεβαιώθηκε στην περίπτωση 

ενδοθηλιακών κυττάρων όπου είχε ανασταλεί η έκφραση της β3. Ωστόσο, η 

αυξημένη παθολογική αγγειογένεση σε επίμυες που δεν εκφράζουν τη β3, μπορεί να 

εξηγηθεί λόγω αυξημένης έκφρασης και λειτουργίας του VEGFR-2 
74,75

. 

Επίσης, η ιντεγκρίνη αvβ3 φαίνεται να εμπλέκεται στη δημιουργία των υπερτροφικών 

ουλών, μια κατάσταση που σχετίζεται με την υπερβολική εναπόθεση κολλαγόνου, 

επάγοντας την εκτεταμένη διαφοροποίηση των ινοβλαστών και τη σύνθεση του 

κολλαγόνου, καθώς έχει δειχθεί πως η έκφρασή της σε ιστούς από τέτοιου τύπου 

ουλές είναι αυξημένη σε σχέση με τους φυσιολογικούς, γεγονός που υποδηλώνει πως 

η στόχευσή της ίσως μπορέσει να αποτελέσει αποτελεσματική θεραπεία για την 

αντιμετώπιση αυτών των υπερτροφικών ουλών 
76

. Έχει βρεθεί ακόμα πως η αvβ3 
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σχετίζεται με την αυξημένη παραγωγή βοηθητικών Τ κυττάρων και την επαγόμενη 

παραγωγή των κυτταροκινών IL-2 και IL-10 κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης σε 

ποντικούς, κάτι που αντιστρέφεται παρουσία ενός αναστολέα της 
77

.   

Υπάρχοντα δεδομένα δείχνουν την αvβ3 να αλληλεπιδρά με τον PDGF και με τον 

VEGFR-2, ρυθμίζοντας τη δραστικότητά τους 
78,79

. Αν και η ενδοκυτταρική 

σηματοδότηση από τις ιντεγκρίνες είναι αρκετά περίπλοκη και δεν υπάρχουν πολλά 

δεδομένα που να την αποσαφηνίζουν, ένα μόριο που θεωρείται ότι παίζει σημαντικό 

ρόλο σε αυτή την μεταγωγή σήματος είναι η κινάση FAK, η οποία μεσολαβεί 

οποιαδήποτε σηματοδότηση προέρχεται από τις ιντεγκρίνες, τους υποδοχείς του 

επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (epidermal growth factor, EGF) και του PDGF
80

. 

Η ίδια κινάση πιστεύεται πως χρησιμεύει ως σημείο σύγκλισης για τους VEGFR-2 

και αvβ3, ρυθμίζοντας φυσιολογικά τη συγκρότηση των εστιών προσκόλλησης, 

απαραίτητο βήμα για τον πολυμερισμό της ακτίνης και τη μετανάστευση των 

ενδοθηλιακών κυττάρων. Άλλωστε όπως αποδείχθηκε σε μελέτες, η ενεργοποίηση 

του VEGFR-2 οδηγεί σε φωσφορυλίωση της FAK στη Ser732 και αλλαγή της 

στερεοδιαμόρφωσής της, καθιστώντας έτσι εύκολη τη φωσφορυλίωση της Tyr407 

από την Pyk2, που με τη σειρά της ενεργοποιείται από τη β3 υπομονάδα 
81

. 

 

1.3 Φωσφωδιεστεράσες και Αναστολείς Φωσφωδιεστερασών  

 

Οι φωσφοδιεστεράσες (PDEs) αποτελούν ομάδα ενζύμων που δρουν 

απενεργοποιώντας το κυκλικό νουκλεοτίδιο cAMP με υδρόλυση του 3’-

φωσφοδιεστερικού δεσμού που περιέχει, μετατρέποντάς το στο μη ενεργό 5’-

μονοφωσφορικό νουκλεοτίδιο. Μέχρι στιγμής έχουν απομονωθεί περισσότερες από 

14 οικογένειες PDEs, οι οποίες χαρακτηρίζονται από τους αραβικούς αριθμούς 1 έως 

14 (PDE1-14), κωδικοποιούνται από 25 γονίδια στα θηλαστικά, αποτελούνται από 

περισσότερα από 50 ισομερή και διαφέρουν μεταξύ τους ως προς την αλληλουχία, 

την ειδικότητα του υποστρώματος, τον απαιτούμενο συμπαράγοντα δράσης και την 

αναστολή από ποικίλους παράγοντες 
82,83

. 

Η σιλοσταζόλη (cilostazol) είναι ένας εκλεκτικός αναστολέας της φωσφοδιεστεράσης 

τύπου 3 (PDE3), με θεραπευτική δραστικότητα στην αύξηση του cAMP. Η συνολική 

δράση της γενικά συνίσταται στην αύξηση  της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης του 

cΑΜΡ, γεγονός που επιδρά στις λειτουργίες ποικίλων κυττάρων που συμμετέχουν 
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στην ανοσιακή απόκριση, όπως τα επιθηλιακά, δενδριτικά, ηωσινόφιλα, μακροφάγα, 

μαστοκύτταρα, μονοκύτταρα, βασεόφιλα, ουδετερόφιλα, Τ και Β λεμφοκύτταρα. 

Η αύξηση του cAMP οδηγεί σε αύξηση της ενεργούς μορφής της πρωτεϊνικής 

κινάσης Α, η οποία συνδέεται άμεσα με αναστολή της συσσωμάτωσης των 

αιμοπεταλίων. Η πρωτεϊνική κινάση Α εμποδίζει επίσης την ενεργοποίηση ενός 

ενζύμου (της κινάσης της ελαφριάς αλυσίδας της μυοσίνης), που είναι σημαντική για 

τη σύσπαση των λείων μυϊκών κυττάρων, ασκώντας έτσι την αγγειοδιασταλτική 

δράση της. 

Η σιλοσταζόλη βελτιώνει τα συμπτώματα της IC έχοντας αντιαιμοπεταλιακή και 

αγγειοδιασταλτική δράση, και αυξάνει τα επίπεδα της HDL χοληστερόλης στον ορό 

μειώνοντας ταυτόχρονα τα επίπεδα των τριγλυκεριδίων στο αίμα 
84

. Η σιλοσταζόλη 

ενδείκνυται για τη βελτίωση των μέγιστων και ελεύθερων πόνου αποστάσεων 

βάδισης σε ασθενείς με IC, οι οποίοι δεν  εμφανίζουν πόνο ανάπαυσης/ηρεμίας και 

δεν έχουν ένδειξη περιφερικής ιστικής νέκρωσης (περιφερική αρτηριακή νόσος 

Fontaine σταδίου II).  

Σε συγκριτική  μελέτη  δύο  ομάδων ασθενών  που  ελάμβαναν  σιλοσταζόλη  και 

πεντοξυφιλλίνη, ο Dawson και οι συνεργάτες του απέδειξαν ότι η ομάδα ασθενών 

υπό θεραπεία με σιλοσταζόλη είχαν βελτιωμένη ικανότητα βάδισης τόσο στην 

συνολική απόσταση βάδισης όσο και στη βάδιση  χωρίς  συμπτώματα  πόνου 
85

. Στα  

ίδια συμπεράσματα  κατέληξε  και  μία μετα-ανάλυση οκτώ  διπλά τυφλών μελετών 

που σύγκριναν την σιλοσταζόλη με εικονικό φάρμακο (placebo) 
84

. 

 

1.3.1 Η επίδραση του cAMP στο ανοσοποιητικό σύστημα 

 

Το κυκλικό νουκλεοτίδιο AMP (cAMP, 3'-5'-κυκλική μονοφωσφορική αδενοσίνη, 

Εικ. 4) όπως περιληπτικά προαναφέρθηκε, αποτελεί τον πρώτο δευτερογενή 

αγγελιοφόρο που ανακαλύφτηκε το 1957, από τον Νομπελίστα για τις ανακαλύψεις 

του στον τομέα των ορμονών (1971), Δρ. Earl W. Sutherland 
86,87

.  
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Πρόκειται για έναν σημαντικό δευτερογενή αγγελιοφόρο, ο οποίος μέσω αύξησης ή 

μείωσης της ενδοκυττάριας συγκέντρωσής του, διαμεσολαβεί πλήθος ενδοκυττάριων 

οδών μεταγωγής σήματος, ρυθμίζοντας έτσι σημαντικές κυτταρικές λειτουργίες σε 

σειρά κυττάρων και ιστών. Το cAMP εμπλέκεται στον έλεγχο γεγονότων 

εξωκυττάρωσης στα επιθηλιακά κύτταρα, στη β αδρενεργική σηματοδότηση στο 

καρδιαγγειακό σύστημα και στο λιπώδη ιστό, στη ρύθμιση της αναπαραγωγικής 

λειτουργίας, στο συντονισμό των ανοσολογικών αποκρίσεων, ενώ είναι κυρίως 

γνωστό για τη σημαντική συμβολή του στη διάσπαση της γλυκόζης 
86

. 

Η ενδοκυττάρια συγκέντρωση του cAMP ρυθμίζεται ως αποτέλεσμα της ισορροπίας 

παραγωγής του, μέσω του ενζύμου αδενυλική κυκλάση (Adenylate Cyclase, AC), και 

της αποδόμησής του μέσω των φωσφοδιεστερασών του cAMP 
88

. Στις περισσότερες 

περιπτώσεις όμως οι δράσεις της αυξημένης συγκέντρωσης cAMP διαμεσολαβούνται 

από την ΡΚΑ, η οποία φωσφορυλιώνει κατάλληλα υποστρώματά του, ρυθμίζοντας 

έτσι σημαντικές κυτταρικές λειτουργίες, όπως ο μεταβολισμός, ο κυτταρικός κύκλος 

και η μεταγραφή γονιδίων 
89

. 

Η μεταβολή της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης του cAMP φαίνεται να επηρεάζεται 

και από άλλους δευτερογενείς αγγελιοφόρους. Για παράδειγμα, στην περίπτωση του 

εξαρτώμενου από το ασβέστιο (Ca
2+

) μονοπατιού μεταγωγής σήματος, το Ca
2+

 

μπορεί να αυξήσει την ενδοκυττάρια συγκέντρωση του cAMP μετά από διέγερση της 

AC από την καλμοδουλίνη ή να αναστείλει τη δράση του ίδιου ενζύμου μέσω του 

Ca
2+

 και της ενεργοποίησης των μελών της οικογένειας της φωσφοδιεστεράσης1, που 
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αποδομούν το cAMP του κυττάρου. Ωστόσο, οι ακριβείς μηχανισμοί και η σημασία 

της αλληλεπίδρασης των δύο μονοπατιών παραμένουν αδιευκρίνιστοι 
90

. Ποικιλία 

εξωκυττάριων σημάτων π.χ. ορμόνες, παράγοντες ανάπτυξης & νευροδιαβιβαστές, 

αυξάνουν τη φυσιολογική ενδοκυττάρια συγκέντρωσή του cAMP στο 

κυτταρόπλασμα, επί το πλείστον μετά από ενεργοποίηση της AC και λιγότερο συχνά 

μετά από απενεργοποίηση των φωσφοδιεστερασών. 

Μετά τη σύνθεση του και την επακόλουθη ενεργοποίηση των αποδεκτών του, το 

cAMP αποικοδομείται πολύ γρήγορα σε 5’-AMP από μια ή περισσότερες 

φωσφοδιεστεράσες των cAMP (Εικ. 5). Η ενεργότητα των φωσφοδιεστερασών 

ενισχύεται περαιτέρω μέσω φωσφορυλίωσης από την PKA, έτσι ώστε να ενισχύεται η 

διαδικασία τερματισμού του σήματος 
91

.  

 

Εικόνα 5. Αποικοδόμηση του cAMP σε 5’-AMP μέσω φωσφοδιεστεράσων των 

cAMP. 

 

1.4 Κυτταροκίνες  

 

Οι κυτταροκίνες (cytokines) είναι μικρού μοριακού βάρους (<30 kDa) διαλυτές 

πρωτεΐνες ή γλυκοπρωτεΐνες που παράγονται από ποικιλία κυττάρων. Ο όρος 

κυτταροκίνες έχει πλέον καθιερωθεί συνολικά για τις λεμφοκίνες (lymphokines), οι 

οποίες εκκρίνονται από τα λεμφοκύτταρα και τις μονοκίνες (monokines), οι οποίες 

εκκρίνονται από τα μονοκύτταρα 
92,93

. 
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Πολλές κυτταροκίνες είναι γνωστές ως ιντερλευκίνες (interleukins) καθώς 

εκκρίνονται από λευκοκύτταρα και δρουν σε άλλα λευκοκύτταρα. Η οικογένεια των 

ιντερλευκινών πληθαίνει συνεχώς, με αποτέλεσμα έως σήμερα να έχουν ανακαλυφθεί 

39 (ιντερλευκίνες 1-39, IL-1 - IL-39). Άλλες κυτταροκίνες διατηρούν τα αρχικά 

ονόματα τους όπως οι ιντερφερόνες (interferones) και ο παράγοντας νέκρωσης των 

όγκων (tumor necrosis factor). Μια άλλη γνωστή ομάδα κυτταροκινών είναι οι 

χημειοκίνες, που συμπεριλαμβάνουν κυτταροκίνες που επηρεάζουν τη χημειοταξία 

και άλλες λειτουργίες των λευκοκυττάρων και παίζουν σημαντικό ρόλο στην 

φλεγμονώδη απόκριση 
92, 93

. 

Ανάλογα με τη χημική τους δομή και τη δράση τους, οι κυτταροκίνες διακρίνονται 

στις παρακάτω κατηγορίες : 

1. Ιντερφερόνες (IFNs) στις οποίες περιλαμβάνονται οι IFNs α, β, γ και ω. 

2. Λεμφοκυτταρικής και μακροφαγικής προέλευσης μεταβιβαστές, στις οποίες 

περιλαμβάνονται οι ιντερλευκίνες (ILs) 2, 5, 12 και 15. 

3. Αντιφλεγμονώδεις κυτταροκίνες στις οποίες περιλαμβάνονται οι IL-4, -10, -13 και 

ο ανταγωνιστής του υποδοχέα της ιντερλευκίνης 1 (IL-1Ra). 

4. Χημειοκίνες οι οποίες διακρίνονται στις χημειοκίνες a με κύριο εκπρόσωπο την IL-

8, τις χημειοκίνες b με κύριους εκπροσώπους τις πρωτεΐνες χημειοταξίας των 

μονοκυττάρων MCP-1, 2, 3, 4 και τις χημειοκίνες c που εκπροσωπούνται από την 

λεμφοτακτίνη. 

5. Αιμοποιητικοί αυξητικοί παράγοντες με κύριους εκπροσώπους τις IL-7, -11 και -

13, την ερυθροποιητίνη και τους παράγοντες ενεργοποίησης σχηματισμού αποικοών 

των κοκκιοκυττάρων και των μακροφάγων (GM-CSF, M-CSF και G-CSF). 

6. Φλεγμονώδεις κυτταροκίνες που περιλαμβάνουν τον παράγοντα αναστολής της 

μετανάστευσης (MIF), τους παράγοντες νέκρωσης των όγκων-α και -β και τις IL-1 

και -6. 

7. Διάφορες άλλες κυτταροκίνες οι οποίες εμπλέκονται στο μηχανισμό της 

ανοσοαπάντησης, αλλά δεν μπορούν να ενταχθούν στις προηγούμενες κατηγορίες, με 

κύριο εκπρόσωπο κατά την κύηση τον αυξητικό παράγοντα μετασχηματισμού β 
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(TGF-β). 

Ανάλογα με την ανοσολογική τους δράση, διακρίνονται: 

IL-2, IFN-γ και παράγοντας νέκρωσης των όγκων) 

που επάγουν σοβαρές κυτταροτοξικές και φλεγμονώδεις αντιδράσεις ελέγχοντας την 

κυτταρική ανοσία, και 

IL-4, IL-5, IL-6, IL-10) που είναι συνδεδεμένες με 

τη βοηθητική δράση στην χυμική ανοσία. 

 

 

Ένας συγκεκριμένος τύπος κυττάρου μπορεί να αποτελεί την κυριότερη πηγή μιας 

συγκεκριμένης κυτταροκίνης, ωστόσο μερικές κυτταροκίνες παράγονται από διάφορα 

κύτταρα. Τα μονοκύτταρα/μακροφάγα και τα Τ λεμφοκύτταρα, ειδικότερα τα 

βοηθητικά Τ λεμφοκύτταρα, αποτελούν τις κύριες κατηγορίες κυττάρων που 

παράγουν κυτταροκίνες κατά τη διάρκεια μιας ανοσολογικής απόκρισης. Οι 
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κυτταροκίνες παράγονται μετά από τη διέγερση των συγκεκριμένων κυττάρων, η 

έκκριση τους είναι συνήθως γρήγορη αλλά η δράση τους σύντομη σε διάρκεια, 

διαρκώντας από λίγες ώρες έως λίγες ημέρες, χρόνος ο οποίος είναι επαρκής για την 

ενεργοποίηση ενός ολόκληρου δικτύου κυττάρων. Οι κυτταροκίνες επίσης 

προκαλούν τη συνάθροιση και ενεργοποίηση των λευκοκυττάρων που συμμετέχουν 

στη διεργασία της φλεγμονής (Εικ. 6).  

Ο τρόπος δράσης των κυτταροκινών διακρίνεται σε αυτοκρινή (autocrine), όταν η 

κυτταροκίνη προσδένεται σε υποδοχείς του ίδιου του κυττάρου που την εκκρίνει, σε 

παρακρινή (paracrine) όταν η κυτταροκίνη προσδένεται σε υποδοχείς κυττάρων-

στόχων που βρίσκονται κοντά στο κύτταρο που την εκκρίνει, καθώς και σε ενδοκρινή 

(endocrine) όταν η κυτταροκίνη προσδένεται σε υποδοχείς κυττάρων-στόχων που 

βρίσκονται σε απομακρυσμένα, από το κύτταρο έκκρισης της, σημεία του σώματος. 

Σε κάθε περίπτωση, οι δράσεις τους είναι δυνατόν να παρέμβουν στην συμπεριφορά 

των κυττάρων και με τον τρόπο αυτό π.χ. να συντονίσουν μια ανοσιακή απόκριση 

μέσω ρύθμισης της λειτουργίας των διαφορετικών κυττάρων που συμμετέχουν σε 

αυτήν 
92,93

. 

Οι κυτταροκίνες λειτουργούν επίσης ως μηνυματοφόρα μόρια και επάγουν την 

έναρξη των βιολογικών τους δράσεων μετά από την πρόσδεσή τους σε ειδικούς 

υποδοχείς μεγάλης συγγένειας που βρίσκονται στη μεμβράνη των κυττάρων-στόχων 

τους, οδηγώντας βαθμιαία στην αλλαγή της γονιδιακής έκφρασης των κυττάρων 

αυτών. Με τον τρόπο αυτό, οι κυτταροκίνες ελέγχουν την ένταση και τη διάρκεια της 

ανοσοαπόκρισης με τη διέγερση ή την αναστολή της ενεργοποίησης, του 

πολλαπλασιασμού ή και της διαφοροποίησης διαφόρων κυττάρων, καθώς επίσης και 

με το να ρυθμίζουν την έκκριση αντισωμάτων ή άλλων κυτταροκινών (Εικ. 7). 
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 Οι κυτταροκίνες που εκκρίνονται από ένα λεμφοκύτταρο όταν αυτό ενεργοποιηθεί, 

μπορούν να επηρεάσουν και να ενεργοποιήσουν ένα ολόκληρο δίκτυο 

αλληλεπιδρώντων κυττάρων 
92,93

. 

 

1.4.1. Ιντερλευκίνη-10 (IL-10) 

 

Η IL-10 αποτελεί μια ζωτικής σημασίας πλειοτρόπο κυτταροκίνη με 

ανοσορυθμιστικές ιδιότητες. Πρόκειται για κυτταροκίνη με ισχυρή αντιφλεγμονώδη 

και ανοσοκατασταλτική δράση. Ο κύριος ρόλος της έγκειται στην αναστολή της 

δράσης των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων και την παραγωγή κυτταροκινών από 

τα μακροφάγα και τα δενδριτικά κύτταρα, οδηγώντας σε αναστολή της Th1-

διαμεσολαβούμενης απόκρισης. Η παραγωγή της IL-10 ρυθμίζεται τόσο σε 

μεταφραστικό όσο και σε μεταγραφικό επίπεδο 
94

. Στην πόλωση της ανοσολογικής 

απόκρισης προς Th1 ή Th2 κατεύθυνση, η IL-10 θεωρείται σημαντική αν και 
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προσφάτως έχει εμπλακεί στη διαφοροποίηση και άλλων υποπληθυσμών Τ 

λεμφοκυττάρων όπως τα Τ ρυθμιστικά (Tregs) λεμφοκύτταρα 
95, 96, 97, 98

. 

Η ανθρώπινη IL-10 είναι μια πρωτεΐνη 160 αμινοξέων, μοριακού βάρους 18,5 kDa 

που δρα σαν ένα 37 kDa ομοδιμερές.  Η IL-10 ανήκει στην οικογένεια κυτταροκινών 

τάξης ΙΙ, η οποία εκτός από την IL-10 συμπεριλαμβάνει επίσης τις IGNs τύπου Ι και 

την IFN-γ 
99,100

. Η οικογένεια των IL-10 κυτταροκινών πληθαίνει συνεχώς και 

συμπεριλαμβάνει υποομάδες κυτταρικών και ιικών μορφών της IL-10. Η υποομάδα 

που περιέχει τις κυτταρικές IL-10 συμπεριλαμβάνει εκτός από την IL-10 και πέντε 

παραλλαγές της, τις IL-19, IL-20, IL-22, IL-24 και IL-26. Η κυτταρική μορφή της IL-

10 παράγεται από ποικιλία κυττάρων, συμπεριλαμβανομένων των Β λεμφοκυττάρων, 

των δενδριτικών και των ηωσινόφιλων. Σημαντικότερες πηγές παραγωγής της 

κυτταρικής μορφής της IL-10 ωστόσο θεωρούνται τα Τ λεμφοκύτταρα, ειδικότερα τα 

Τ ρυθμιστικά λεμφοκύτταρα και τα μακροφάγα 
 101,102,103

. 

Επίσης, η παρουσία βακτηρίων, ιών, παρασίτων ή προϊόντων τους είναι ικανή να 

επάγει την παραγωγή της IL-10 από τα κύτταρα-ξενιστές. Οι ιικές μορφές της IL-10 

θεωρείται ότι χρησιμεύουν σαν μοριακό δέλεαρ για την καθοδήγηση της 

ανοσολογικής απόκρισης. Η υποομάδα των ιικών μελών της IL-10 συμπεριλαμβάνει 

την IL-10 του ιού Epstein-Barr και επτά μέλη που εμπεριέχονται σε μεγάλους DNA 

ιούς 
104

 (π.χ. ιό του έρπητα). 

Οι βιολογικές δράσεις της IL-10 λαμβάνουν χώρα μετά την ενεργοποίηση ενός 

σηματοδοτικού μονοπατιού το οποίο ενεργοποιείται μετά από την πρόσδεση της IL-

10 στον υποδοχέα της που εκφράζεται στην επιφάνεια των κυττάρων-στόχων της, π.χ. 

στα μονοκύτταρα, μακροφάγα, δενδριτικά κύτταρα κ.α.. Ο υποδοχέας της IL-10, 

ανήκει στην ομάδα υποδοχέων γνωστών ως υποδοχείς τύπου IFN-γ 
105

.  

Η πρόσδεση της IL-10 στον υποδοχέα της ενεργοποιεί ένα μηχανισμό μεταγωγής 

σήματος που καταλήγει στο εσωτερικό του κυττάρου-στόχου της, ο οποίος είναι 

κοινός για την κατηγορία υποδοχέων αυτού του τύπου. Συγκεκριμένα στην 

περίπτωση της IL-10, η αλληλεπίδρασή της με τον υποδοχέα της έχει σαν 

αποτέλεσμα το διμερισμό του υποδοχέα και την ενεργοποίηση της JAK κινάσης. 

Ανάμεσα στα γονίδια που ενεργοποιούνται από την IL-10 συμπεριλαμβάνονται οι 

SOCS-1 και SOCS-3. Η SOCS-1 αποτελεί τον κύριο φυσιολογικό αναστολέα των 
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επαγομένων μηχανισμών μεταγωγής σήματος των κυτταροκινών IFN-γ, IL-10 και IL-

4. 

Οι βιολογικές δράσεις της IL-10 συμπεριλαμβάνουν: 

● Αναστολή της παραγωγής κυτταροκινών (π.χ. IL-12, IL-18) καθώς και την 

παρεμπόδιση της έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων CD80, CD86 και 

MHC II από τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. 

● Αναστολή της έκφρασης της IL-2, του TNF, και της IL-5, επηρεάζοντας τη 

λειτουργία των CD4+ Τ λεμφοκυττάρων. 

● Αναστολή της δράσης άλλων κυτταροκινών, όπως της IL-2, TNF-α, IFN-γ και 

IL-4. 

● Ενίσχυση της δράσης των Β λεμφοκυττάρων, αυξάνοντας την επιβίωσή τους. 

● Άσκηση ισχυρής αντιφλεγμονώδους δράσης μέσω αναστολής της παραγωγής 

TNF και IL-1 σε καταστάσεις οξείας ανοσιακής διέγερσης και φλεγμονής. 

● Προστασία από σηπτικό σοκ προκαλούμενο από τοξίνες Gram(+) όσο και τον 

λιποπλυσακχαρίτη (LPS) Gram(-) βακτηρίων, τόσο σε in vivo όσο και όσο και 

σε in vitro πειραματικά μοντέλα. 

● Ρύθμιση της παραγωγής μεταγραφικών παραγόντων. Π.χ. ενεργοποιεί τους 

NF-κB και AP-1 σε CD8+ Τ λεμφοκύτταρα αλλά τους αναστέλλει σε 

μονοκύτταρα και σε  CD4+ Τ λεμφοκύτταρα. 

Το γεγονός πως όλες οι διαφορετικές υποομάδες των Τ λεμφοκυττάρων μπορούν να 

παράγουν διαφορετικές ποσότητες IL-10 ανάλογα με το σήμα που δέχονται από το 

εξωκυττάριο περιβάλλον τους, προσδίδει στην κυτταροκίνη αυτή έναν ιδιαιτέρα 

σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της ανοσοαπόκρισης 
106,107

.  

 

1.4.2. Ιντερλευκίνη-2 (IL-2) 

 

Η IL-2 παράγεται κυρίως από τα ενεργοποιημένα Τ λεμφοκύτταρα, και σε μικρότερες 

ποσότητες από τα ενεργοποιημένα Β λεμφοκύτταρα. Πρόκειται για κυτταροκίνη που 
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λειτουργεί ως αυτοκρινής ή παρακρινής διεγέρτης του πολλαπλασιασμού των Τ και Β 

λεμφοκυττάρων 
108

. 

Η ενεργοποίηση των Τ κυττάρων έχει σαν αποτέλεσμα τη σύνθεση της IL-2 και του 

υποδοχέα της (IL-2 receptor, IL-2R) που εκφράζεται στην επιφάνεια της κυτταρικής 

μεμβράνης των ενεργοποιημένων Τ λεμφοκυττάρων και κατά συνέπεια την 

αυτοκρινή διέγερση των Τ λεμφοκυττάρων για διαφοροποίηση και πολλαπλασιασμό. 

Με τον τρόπο αυτό η IL-2 ευθύνεται για τη προώθηση των Τ λεμφοκυττάρων από τη 

G1 στην S φάση του κυτταρικού κύκλου. 

 Ο IL-2R βρίσκεται κυρίως στα Τ και στα φυσικά φονικά (ΝΚ) κύτταρα. Η ύπαρξη 3 

υπομονάδων του IL-2R, προσδίδουν διαφορετική συγγένεια των κυττάρων στην IL-2 

σαν αποτέλεσμα του συνδυασμού των τριών υποομάδων, μονομερών (α), 

ετεροδιμερών (α/β και β/γ) και ετεροτριμερών (α/β/γ). Η α-αλυσίδα του IL-2R (55 

kD, Tac-antigen, CD25) εκφράζεται στα Τ κύτταρα. Η IL-2 αποτελεί τον τελικό 

αποδέκτη της μεταγωγής σήματος μέσω του Τ κυτταρικού υποδοχέα. Εκτός από τα Τ 

κύτταρα, και άλλα κύτταρα π.χ. τα Β λεμφοκύτταρα που εκφράζουν τον υποδοχέα της 

IL-2, διεγείρονται με αποτέλεσμα την διαφοροποίησή τους και τον πολλαπλασιασμό 

τους 
109

. 

Τα δεδομένα υποδεικνύουν ότι όλοι οι υποπληθυσμοί των περιφερικών 

λευκοκυττάρων, ειδικά των μονοπύρηνων (PBMC) που συμμετέχουν στην κυτταρική 

ανταπόκριση, δεν είναι ευαίσθητοι στην IL-2, και ότι η απόκρισή τους στην IL-2 

ενεργοποιείται μετά από αντιγονική πρόκληση. Πάντως, τα κύτταρα που παίρνουν 

μέρος σε φλεγμονές και αντιδράσεις κατά των όγκων είναι ευαίσθητα στην 

ενεργοποίηση από την IL-2.  

Άλλες λειτουργίες της IL-2 συμπεριλαμβάνουν την ενίσχυση της κυτταροτοξικής 

δράσης των ΝΚ κυττάρων, καθώς και τη διέγερση των Β λεμφοκύτταρων προς 

σύνθεση και έκκριση αντισωμάτων 
109

. 
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1.4.3. Ιντερλευκίνη-4 (IL-4) 

 

Κύρια κυτταρική πηγή της IL-4 είναι ο υποπληθυσμός Th2 των CD4+ Τ 

λεμφοκυττάρων, επί των οποίων, καθώς και επί των βασεόφιλων κυττάρων των 

ιστών, ασκεί αυτοκρινή δράση αυξητικού παράγοντα. Στην πραγματικότητα, η 

παραγωγή της IL-4 αποτελεί κριτήριο κατάταξης των CD4+ Τ λεμφοκυττάρων στον 

υποπληθυσμό των Th2 κυττάρων (το αντίστοιχο κριτήριο κατάταξης στον 

υποπληθυσμό Th1 είναι η παραγωγή της IFN-γ).  

Βασική της λειτουργία είναι η ρύθμιση των αλλεργικών αντιδράσεων. Η IL-4 είναι 

μια πλειοτροπική κυτταροκίνη που παράγεται κυρίως από μερικά Τh κύτταρα, από 

ιστιοκύτταρα και βασεόφιλα. Οι δράσεις της IL-4 περιλαμβάνουν: 

 Τη διέγερση, ενεργοποίηση, τον πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση των 

Β λεμφοκυττάρων. 

 Την αύξηση της έκφρασης των MHC-μορίων τάξης ΙΙ στα Β λεμφοκύτταρα 

και τα μακροφάγα, γεγονός που έχει σαν αποτέλεσμα την αύξηση της 

αντιγονοπαρουσιαστικής ικανότητας αυτών των κυττάρων. 

 Την αύξηση της έκφρασης των μορίων προσκόλλησης στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα, γεγονός που διευκολύνει την έξοδο των λευκοκυττάρων στον 

εξωαγγειακό χώρο. 

 Την ελάττωση του ρυθμού σύνθεσης διαφόρων κυτταροκινών από μερικά Τ 

λεμφοκύτταρα και μακροφάγα. 

Σε αντίθεση με την IL-1, την IL-6 και την IL-10 που παράγονται από ένα μεγάλο 

αριθμό κυττάρων, η IL-4 όπως και η IL-2 και η IFN-γ παράγονται από μικρό αριθμό 

κυττάρων. Η παραγωγή της IL-4 περιορίζεται στην υποομάδα Th2 των 

ενεργοποιημένων Τ κυττάρων, αλλά έχει περιγράφει και από τα CD8+ T 

λεμφοκύτταρα και σε μερικές κυτταρικές σειρές μυελού των οστών που εξαρτώνται 

από την IL-3.  

Τα Th2 κύτταρα ελέγχουν τη χυμική ανοσολογική ανταπόκριση (humoral immunity) 

και την παραγωγή IgE. Σημαντικό χαρακτηριστικό σ’ αυτές τις διαφορετικές 
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υποομάδες είναι η ικανότητα της καθεμιάς να ελέγχει τις λειτουργίες της άλλης. Η 

INF-γ αναστέλλει τον πολλαπλασιασμό των Th2 κυττάρων, ενώ η IL-4 και η IL-10 

αναστέλλουν την παραγωγή κυτταροκινών από τα κύτταρα Th1. Η IL-4 αντλεί τη 

βιολογική της δράση από ένα ειδικό υποδοχέα υψηλής συγγένειας που εκφράζεται 

από τα αιμοποιητικά κύτταρα, όπως τα αθώα T και B κύτταρα, και μία σειρά 

κυττάρων αντιπροσωπευτικών των μακροφάγων (π.χ. P388DI) και των 

μαστοκυττάρων (π.χ. ABFTL-2). 

Τόσο η ανθρώπινη IL-4 όσο και αυτή του ποντικού παράγεται από βασεόφιλα και 

μαστοκύτταρα ενεργοποιημένα από τη σύνδεση της IgE στους υποδοχείς Fc. 

 

1.4.4. Ιντερλευκίνη-6 (IL-6) 

 

Η IL-6 είναι μια κυτταροκίνη που ρυθμίζει ποικιλία γεγονότων, όπως την κυτταρική 

διαίρεση και τη διαφοροποίηση, την επιβίωση αλλά και την απόπτωση των κυττάρων. 

Διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη λειτουργία του ανοσοποιητικού συστήματος, 

στην αιμοποίηση και στη φλεγμονή. Επί πλέον, δρα σε μια πληθώρα συστημάτων 

όπως το νευρικό, το ενδοκρινικό, στον οστικό μεταβολισμό, στους σκελετικούς μυς, 

καθώς και σε πολλά άλλα συστήματα και όργανα 
110

. 

Περιγράφηκε για πρώτη φορά το 1980 από τον Weissenbach 
111

 ως «IFN-β2» και το 

1986-1987 διαπιστώθηκε ταύτιση με τον διεγερτικό παράγοντα των Β 

λεμφοκυττάρων, τον αυξητικό παράγοντα πλασματοκυτταρικού υβριδώματος και της 

26 kDa πρωτεΐνης 
112

. Η IL-6 είναι μια πολυλειτουργική κυτταροκίνη, με μοριακό 

βάρος 21 kDa, η οποία αποτελείται από 184 αμινοξέα 
113

. Ερευνητές παρασκεύασαν 

βιολογικά δραστική IL-6, με βάση την αλληλουχία του ανθρώπινου cDNA 
114

. 

Παράγεται τόσο από λεμφοειδή όσο και από μη λεμφοειδή κύτταρα και ρυθμίζει την 

ανοσολογική απάντηση οξείας φάσης και την αιμοποίηση 
115

. Παίζει σημαντικό ρόλο 

στην ενεργοποίηση τοπικών και συστηματικών μηχανισμών, που αποσκοπούν στην 

προστασία του ξενιστή με τελικό σκοπό τον περιορισμό της ιστικής βλάβης. Η IL-6 

προκαλεί μεγάλες μεταβολές στη βιοχημική, φυσιολογική και ανοσολογική 

κατάσταση του ξενιστή προάγοντας: 
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  και Τ λεμφοκυττάρων, και των ΝΚ κυττάρων 

 λεμφοκυττάρων και των μυελοκυττάρων 

 τη διέγερση των πρόδρομων αιμοποιητικών κυττάρων για πολλαπλασιασμό και 

διαφοροποίηση 

διέγερσης σχηματιμού αποικιών κοκκιοκυττάρων 

και μακροφάγων (GM-CSF) 

 

Τ κυττάρων 

ποίηση των νευρικών κυττάρων 

IL-2 
116

. 

Στα υγιή άτομα τα επίπεδα της IL-6, είναι κάτω από 5 pg/mL 
117

. Αυξημένα επίπεδά 

της παρατηρούνται στα ανθρώπινα υγρά κατά τη διάρκεια οξέων και χρόνιων 

λοιμώξεων, νεοπλασιών, αυτοάνοσων νόσων, κ.α. Ωστόσο, αυξημένες 

συγκεντρώσεις της διαπιστώθηκαν και στον ορό φυσιολογικών ατόμων μετά από 

στρες, γεγονός που δείχνει ότι η κυτταροκίνη αυτή πρέπει να ασκεί σημαντικές 

φυσιολογικές και παθολογικές δραστηριότητες.  

Κατά τη διάρκεια συστηματικής φλεγμονής τα ενδοθηλιακά κύτταρα, οι ινοβλάστες 

και τα μονοκύτταρα/μακροφάγα, αποτελούν την κύρια πηγή παραγωγής της 
118

. 

Ενδείξεις για αυτή την υπόθεση αποτελεί το γεγονός ότι τα κύτταρα αυτά: 

1) είναι άφθονα και βρίσκονται κατανεμημένα σε όλο τον οργανισμό 

2) έχουν μεγάλη ικανότητα να συνθέτουν και να εκκρίνουν IL-6 

3) η διέγερση παραγωγής της IL-6 απ’ αυτά μπορεί να επαχθεί υπό την επίδραση 

αρκετών παραγόντων. 

Οι υποδοχείς της έχουν μοριακό βάρος 80 kDa, αποτελούνται από 468 αμινοξέα και 

υπάρχουν σε λεμφοειδή (διεγερμένα Β λεμφοκύτταρα, Τ λεμφοκύτταρα) και μη 

λεμφοειδή κύτταρα. Τα φυσιολογικά και μη διεγερμένα Β λεμφοκύτταρα δεν 
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εκφράζουν υποδοχείς της IL-6, ενώ ενεργοποιημένοι Β λεμφοβλάστες εκφράζουν 

τέτοιους υποδοχείς 
119

. Σύμφωνα με αυτά, η IL-6 διεγείρει την παραγωγή 

ανοσοσφαιρινών από ενεργοποιημένα Β λεμφοκύτταρα. Επίσης, διέγερση 

μονοκυττάρων με LPS ή IL-1 αναστέλλει την παραγωγή του mRNA των υποδοχέων 

της IL-6 και ταυτόχρονα αυξάνει την έκφραση του mRNA της IL-6 
120

. 

Διαλυτοί υποδοχείς της IL-6 (όπως και της IL-2) έχουν βρεθεί στα ούρα 
121

, γεγονός 

που δείχνει ότι η απελευθέρωση διαλυτών υποδοχέων των κυτταροκινών σε 

σημαντικά βιολογικά υγρά αποτελεί ένα γενικό φαινόμενο που συμβαίνει και σε 

φυσιολογικές καταστάσεις
122

. 

Οι παράγοντες που αυξάνουν την έκφραση/παραγωγή της IL-6 από τους ινοβλάστες 

είναι : 

, όπως ο TNF, οι IL-1, -2, -3 και η IFN-γ
 123,124,125

. 

οντας διέγερσης σχηματισμού αποικιών (CSF)
 126

. 

 127
. 

LPS 
128

. 

ήρια 
129

 

, όπως ο HIV κ.α.
 130,131

. 

Ο TNF, η IL-1 και ο LPS διεγείρουν επίσης την έκφραση του γονιδίου της IL-6 στα 

μονοκύτταρα/μακροφάγα και στα ενδοθηλιακά κύτταρα 
132,133

. 

Αρνητική ρύθμιση της σύνθεσής της προκαλείται από τα γλυκοκορτικοειδή. Η 

δεξαμεθαζόνη δηλαδή αναστέλλει τη σύνθεση της IL-6 από τα ανθρώπινα 

μονοκύτταρα, σε διάφορους ιστούς και τύπους κυττάρων 
134

. 

Η κατανομή της και ο μεταβολισμός της μελετήθηκαν μετά από ενδοφλέβια 

χορήγηση της ανθρώπινης ραδιοσεσημασμένης IL-6 (
125

Ι-rhIL-6). Είκοσι λεπτά (20΄) 

μετά την έγχυσή της παρατηρήθηκε πρόσληψή της από το ήπαρ (σε ποσοστό 80% 

εντοπίστηκε στην επιφάνεια των ηπατοκυττάρων), τους νεφρούς, το σπλήνα, την 

καρδιά, το θύμο αδένα, τους πνεύμονες, τους μύες και το λεπτό έντερο. Η εντόπιση 
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της IL-6 κυρίως στο ήπαρ υποδηλώνει την ύπαρξη υποδοχέων της στα συγκεκριμένα 

κύτταρα. Το εύρημα αυτό δείχνει πως η IL-6 είναι ισχυρός διεγέρτης των 

ηπατοκυττάρων για την παραγωγή πρωτεϊνών απάντησης οξείας φάσης 
135

. 

Η IL-1 και ο TNF προάγουν τη σύνθεση της IL-6 και από κοινού οι τρεις 

κυτταροκίνες συνεργάζονται για τη διέγερση παραγωγής πρωτεϊνών απάντησης 

οξείας φάσης. Τόσο η IL-1 όσο και η IL-6 διεγείρουν και τη σύνθεση της ACTH 
134

. 

H ρύθμιση αυτή διεγείρει την παραγωγή κορτιζόλης που βοηθά στη συνέχεια την 

προώθηση της απάντησης οξείας φάσης. Η κορτιζόλη όμως δρα ταυτοχρόνως και 

ανασταλτικά στην παραγωγή τvn IL-1, IL-6 και του ΤNF, τερματίζοντας έτσι τη 

φλεγμονή και την απάντηση οξείας φάσης.  

Η IL-6 αποτελεί αρνητικό ρυθμιστή της παραγωγής του TNF, αναστέλλοντας την 

επίδραση του LPS πάνω στα μονοκύτταρα σε ότι αφορά τη σύνθεση αυτού του 

παράγοντα. Ωστόσο η IL-6 καταστέλλει και την παραγωγή της IL-1, που οφείλεται 

στη δράση της ενδοτοξίνης και του TNF 
136

. Η IL-6 επιδρά σε περισσότερα από ένα 

επίπεδα, πάνω στον άξονα υποθάλαμος-υπόφυση-επινεφρίδια 
137

. Πρόσφατα 

διαπιστώθηκε ότι η IL-6 παράγεται και από την υπόφυση και διεγείρει την 

απελευθέρωση ACTH (δράση που αναστέλλεται από τα κορτικοειδή)
 138

, 

προλακτίνης, αυξητικής ορμόνης και άλλων ορμονών του πρόσθιου λοβού της 

υπόφυσης 
139

. 

Η IL-6 έχει αρκετά όργανα και κύτταρα-στόχους και η υπόθεση ότι η παραγωγή και η 

διέγερσή της μπορεί να γίνει από μεγάλη ποικιλία κυττάρων και διεγερτών, εξηγεί το 

γεγονός της εμπλοκής της σε μεγάλη ποικιλία λοιμωδών και αυτοάνοσων 

διαταραχών
140

. 

Έτσι αυξημένα επίπεδά της βρέθηκαν σε: 

Καρδιαγγειακές παθήσεις (έμφραγμα μυοκαρδίου, καρδιακό μύξωμα)
 141

. 

Ρευματοειδή αρθρίτιδα 
142

. 

Μεσαγγειακή υπερπλαστική σπειραματονεφρίτιδα 
143

. 

Σύνδρομο επίκτητης ανοσοανεπάρκειας (AIDS)
 144

. 
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Ηπατοπάθειες 
145

. 

Σακχαρώδη διαβήτη τύπου Ι 
146

. 

Κακοήθεις νόσους (λέμφωμα, λευχαιμία, καρκίνο νεφρού, μαστού, και ωοθηκών)
 

147,148 ,149,150,151.
 

Αυξημένα επίπεδα IL-6 βρέθηκαν και σε ασθενείς που υποβάλλονται σε 

προγραμματισμένες χειρουργικές επεμβάσεις. Απελευθερώνονται όσο διαρκεί η 

επέμβαση και παραμένουν υψηλά για 4-48 ώρες, ενώ μειώνονται μετά από 48-72 

ώρες 
152

. Επίσης, η IL-6 μαζί με τον TNF-α και την IL-1 αποτελούν πυρετογόνες 

ουσίες. Ενδοφλέβια χορήγηση rhIL-6 σε κουνέλια προκαλεί γρήγορη αύξηση της 

θερμοκρασίας που φθάνει στο μέγιστο 60΄ μετά την έκχυσή της 
153

. Σε καταστάσεις 

στρες, τα αυξημένα επίπεδα αδρεναλίνης διεγείρουν την απελευθέρωση IL-6 με 

μηχανισμό που αναστέλλεται από την προπρανολόλη 
154

. 

Ωστόσο, φαίνεται πως η επίδρασή της είναι λιγότερο τοξική σε σχέση με αυτή των 

άλλων κυτταροκινών, όπως π.χ. σε περιπτώσεις φλεγμονών, όπου έχουμε την 

παρουσία τόσο της IL-6 όσο και της IL-1 και του TNF. Η ικανότητά της να 

αναστέλλει την παραγωγή του TNF, υποδηλώνει ότι η αυξημένη παραγωγή της από 

τη δράση του τελευταίου, μπορεί να οδηγήσει σε μείωση των τοξικών επιδράσεων 

του 
155

. 

 

1.4.5. Παράγων νέκρωσης των όγκων (tumor necrosis factor, TNF-α) 

 

Πρόκειται για ένα μη-γλυκοζυλιωμένο πολυπεπτίδιο 157 αμινοξέων, με μοριακό 

βάρος 17 kDa
156

, το οποίο περιγράφηκε για πρώτη φορά το 1975 από τον Carswell
157

. 

Το μόριο του πολυμερίζεται in vitro και σχηματίζει ποικίλου μεγέθους πρωτεΐνες 

(διμερή ως πολυμερή), οι γενετικοί τόποι των οποίων εδράζονται στενά συνδεδεμένοι 

εντός του γενετικού τόπου του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (MHC). Η 

ολιγομερής μορφή του πιστεύεται ότι είναι η βιολογικά δραστική 
158

. Το γονίδιο του 

ανθρώπινου TNF βρίσκεται στο βραχύ σκέλος του χρωμοσώματος 6 
159

. 

Κύρια κυτταρική πηγή του TNF-α είναι τα ενεργοποιημένα μακροφάγα και τα 

μονοκύτταρα 
160

. Επίσης παράγεται από τα περιφερειακά λεμφοκύτταρα 
161

,  από τα 
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ΝΚ κύτταρα
 162

 και από τα πολυμορφοπύρηνα 
163

. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι 

παρά τη στενή σύνδεση των γονιδίων τους, η παραγωγή αυτών των πρωτεϊνών 

υπόκειται σε διαφορετική και ανεξάρτητη ρύθμιση. Αν και οι TNF παράγονται ως 

εκκριτικές πρωτεΐνες, μεμβρανικές μορφές τους έχουν επίσης απομονωθεί και 

χαρακτηρισθεί, οι οποίες φαίνεται ότι διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στις 

διακυτταρικές κυτταροτοξικές αλληλεπιδράσεις 
164

. 

Η βιολογική δράση του TNF είναι συνάρτηση της ποσότητας στην οποία παράγεται. 

Σε μικρές συγκεντρώσεις λειτουργεί ως παρακρινής ή αυτοκρινής ρυθμιστής της 

λειτουργίας των λευκοκυττάρων και των ενδοθηλιακών κυττάρων. Αυξάνει την 

έκφραση των μορίων προσκόλλησης στο ενδοθήλιο, ενεργοποιεί τα 

πολυμορφοπύρηνα προς καταστροφή των μικροβίων, και διεγείρει την παραγωγή 

κυτταροκινών συμπεριλαμβανομένων των IL-1, IL-6, χημειοκινών αλλά και του 

TNF-α από τα μονοπύρηνα. Αν το ερέθισμα που προκαλεί την παραγωγή του TNF-α 

είναι ισχυρότερο, παρατηρείται παραγωγή μεγαλύτερων ποσοτήτων και δίοδος της 

κυτταροκίνης αυτής στο αίμα, με αποτέλεσμα την πρόκληση συστηματικών 

εκδηλώσεων με κυριότερες μεταξύ αυτών τον πυρετό και την αύξηση της 

συγκέντρωσης των πρωτεϊνών οξείας φάσης, την οποία μεσολαβεί η δράση του TNF 

στα ηπατοκύτταρα.  

Περαιτέρω αύξηση της παραγωγής του έχει ως αποτέλεσμα τοξικά φαινόμενα όπως 

μείωση της συσταλτικότητας του μυοκαρδίου και μείωση της αιματικής άρδευσης 

των ιστών, χάλαση του τόνου των λείων μυών των αγγείων και ελάττωση της 

αρτηριακής πίεσης, ενδαγγειακή θρόμβωση καθώς και σοβαρές μεταβολικές 

διαταραχές. Οι επίδρασή του και οι πολλαπλές δραστηριότητές του επιτελούνται 

διαμέσου ειδικών κυτταρικών υποδοχέων 
165

. Υποδοχείς του TNF υπάρχουν σ’ όλα 

τα κύτταρα –πλην των ερυθροκυττάρων– σε διαφορετικό όμως αριθμό. Η ευρεία 

αυτή κατανομή των TNF υποδοχέων αντανακλά και την πλειοτροπική και εκτεταμένη 

επίδραση του TNF 
166

.  

Έτσι ο TNF-α: 

 ήπατος 

(ρυθμιστής της ανοσίας και της φλεγμονής)
 167

. 

ωγή της 
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προσταγλανδίνης Ε2 στον εγκέφαλο, ενώ η ενδοφλέβια χορήγησή του προκαλεί 

πυρετό μετά από περίπου 50 λεπτά 
168

. 

 καρκίνο 

(υπερασβεσταιμία, λευκοκυττάρωση, καχεξία)
 169

. 

ική δράση (κυτταροτοξική-κυτταροστατική) προκαλώντας 

εκτεταμένες αιμορραγίες και νέκρωση του όγκου, ενώ δεν δρα στα φυσιολογικά 

κύτταρα in vivo και in vitro 
170

. 

-στόχους 
171

. Τοπική και παροδική 

παραγωγή του είναι ωφέλιμη για τον ξενιστή, αλλά η παρατεταμένη και συστηματική 

είναι επιβλαβής. Η είσοδός του στη συστηματική κυκλοφορία προκαλεί υπόταση, 

μεταβολική οξέωση (λόγω μείωσης της ιστικής αιμάτωσης), παροδική υπεργλυκαιμία 

που ακολουθείται από υπογλυκαιμία, υπερκαλιαιμία, ισχαιμικές και αιμορραγικές 

βλάβες στο γαστρεντερικό σύστημα, αιμορραγία στα επινεφρίδια και το πάγκρεας, 

οξεία σωληναριακή νέκρωση στους νεφρούς και σοβαρή διάμεση πνευμονίτιδα 
172

. 

Σχέση με άλλες κυτταροκίνες:  

Ο TNF-α διεγείρει την παραγωγή και άλλων κυτταροκινών που συμβάλλουν στην 

ενεργοποίηση των λεμφοκυττάρων και στην ενίσχυση της ανοσολογικής απάντησης, 

όπως της IL-1, της IL-6, της IFN-γ και του GM-CSF. Η IL-1 αυξάνει την παραγωγή 

του από τα μονοκύτταρα, ενώ η IFN-γ, ο GM-CSF και ο ίδιος ο TNF διεγείρουν τη 

σύνθεση και απελευθέρωσή του από τα ενεργοποιημένα μακροφάγα 
173

. 

Οι κυριότεροι διεγέρτες παραγωγής του TNF-α είναι: 

Ο LPS o οποίος αποτελεί τον ισχυρότερο διεγέρτη παραγωγής του 
174

. 

175,176
. 

ταροκίνες, όπως η IL-1 και IL-2, η IFN-α και IFN-γ, καθώς και οι 

παράγοντες διέγερσης σχηματιμσού αποικιών όπως ο GM-CSF 
177

. 

 Οι κυριότεροι αναστολείς της παραγωγής του TNF-α είναι: 

 178
. 
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 (PGE2)
 179

. 

πεντοξυφιλλίνη 
180

. 

 181
. 

Τα αντισώματα έναντι του TNF-α (anti-TNF-α) 
182

. 

Nόσοι που σχετίζονται με την παραγωγή TNF-α: 

 183
. 

επίκτητης ανοσοανεπάρκειας (AIDS)
 184

. 

185
. 

 
186

. 

 187
. 

 
188

. 

189
. 

πχ. απόρριψη μοσχεύματος νεφρού)
 190

, κ.α. 

 

1.4.6. Ιντερφερόνη - γ (IFN-γ) 

 

Οι ιντερφερόνες (IFNs) ανακαλύφθηκαν το 1957 από τους Isaacs και Lindenmann, οι 

οποίοι μελετώντας καλλιέργειες κυττάρων μολυσμένες με ιό διαπίστωσαν την 

παραγωγή βιολογικών παραγόντων που παρεμβαίνουν και παρεμποδίζουν τον 

πολλαπλασιασμό άλλων ιών στην ίδια κυτταροκαλλιέργεια 
191

. 

Το 1980 εδόθη ο ορισμός της IFN ως μιας πρωτεΐνης που ασκεί αντιϊκή δράση χωρίς 

όμως ιική εξειδίκευση, σε αυτόλογα κύτταρα μέσω μεταβολικών διεργασιών του 

κυττάρου που συμπεριλαμβάνουν την σύνθεση αντι-ιικών RNA και πρωτεϊνών 
192

. 

Τα πειράματα που ακολούθησαν αποκάλυψαν ότι η IFN παράγεται σε διάφορες 

ιογενείς λοιμώξεις και ασκεί πολύ ισχυρή ανοσολογική δράση, αφού λίγα μόνο μόριά 
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της είναι ικανά να προκαλέσουν κυτταρική απάντηση. Η δυνατότητα παρασκευής 

καθαρών IFNs με μεθόδους γενετικής μηχανικής σε μεγάλες ποσότητες, άνοιξε νέους 

δρόμους στη μελέτη τους και στο μηχανισμό δράσης τους και έφερε επανάσταση 

στην κλινική πράξη κυρίως στην αντιμετώπιση του καρκίνου αλλά και των ιογενών 

λοιμώξεων. 

Αρχικά το 1980 προτάθηκε η ταξινόμηση των IFNs ανάλογα με τα κύτταρα που τις 

παράγουν. Ως IFN-α ορίστηκαν οι IFNs που επάγονται σε καλλιέργειες φυσιολογικών 

λευκοκυττάρων τα οποία έχουν μολυνθεί με κάποιο ιό. Ως IFN-β ορίστηκαν οι IFNs 

που επάγονται σε διπλοειδείς και ανευπλοειδείς ινοβλάστες οι οποίοι έχουν μολυνθεί 

με κάποιο ιό. Ως IFN-γ ή ανοσοϊντερφερόνη ορίστηκαν οι IFNs που παράγονται από 

Τ λεμφοκύτταρα, τα οποία προηγουμένως έχουν διεγερθεί από αντιγονικά ή μιτογόνα 

ερεθίσματα. Έκτοτε και έως και τις αρχές της δεκαετίας του 1990, οι IFN-α και IFN-β 

ομαδοποιήθηκαν ως IFNs τύπου 1 λόγω της εκτεταμένης ομολογίας στην αλληλουχία 

των αμινοξέων των πεπτιδικών των αλυσίδων (μήκους 165-172 αμινοξέων), καθώς 

και από την παρατήρηση ότι συνδέονται με τον ίδιο υποδοχέα στην κυτταρική 

μεμβράνη 
193

. Η ειδικότερη ταξινόμηση των υποτύπων της IFN-α (14 περίπου) 

ποικίλλει από εργαστήριο σε εργαστήριο και φέρουν τις ονομασίες άλφα-1, άλφα-2 

κ.λπ.. Η πλέον πρόσφατη ονοματολογία χαρακτηρίζει τις λευκοκυτταρικές IFNs ως 

IFN-α και IFN-ω αντί για άλφα-1 και άλφα-2 αντίστοιχα 
194

. Η IFN-γ είναι το 

μοναδικό μέλος της οικογένειας των IFNs τύπου 2. 

Η IFN-γ είναι διμερής γλυκοπρωτεΐνη μοριακού βάρους 20-25 kDa, με υπομονάδες 

μήκους 166 αμινοξέων εκ των οποίων τα 143 αποτελούν το λειτουργικό τμήμα της 

πρωτεΐνης. Η δράση της IFN-γ είναι ειδική για το κάθε είδος οργανισμού και αυτό 

οφείλεται στη μικρή ομολογία της πεπτιδικής αλυσίδας μεταξύ των διαφορετικών 

ειδών. Η ώριμη μορφή της πρωτεΐνης είναι αρκετά αλκαλική με ισοηλεκτρικό σημείο 

pΙ 8,3-8,5. Το μόριό της περιέχει δύο κυστεΐνες μεταξύ των οποίων υπάρχει ένα 

αμινοξύ, αλλά δεν είναι γνωστό αν σχηματίζεται δισουλφιδικός δεσμός.  

 

 

1.5 Τύποι ανοσολογικής απόκρισης 

 

Τα T λεμφοκύτταρα είναι απαραίτητα συστατικά του ανοσοποιητικού συστήματος. 

Έχουν συγκεκριμένους μεμβρανικούς υποδοχείς αναγνώρισης αντιγόνου, τους TCRs 
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(T cell Receptors), παράγονται στο μυελό των οστών και διαφοροποιούνται στο θύμο 

αδένα 
195

. Τα T λεμφοκύτταρα που αναγνωρίζουν τους αντιγονικούς επιτόπους του 

εαυτού καταστρέφονται εντός του θύμου αδένα, μέσω της διαδικασίας της αρνητικής 

θυμικής επιλογής, αλλά είναι γνωστό ότι πολλά από αυτά διαφεύγουν αυτής της 

διαδικασίας και εξέρχονται στην κυκλοφορία του αίματος 
196

. 

Τα T λεμφοκύτταρα χωρίζονται σε 3 υποπληθυσμούς με βάση την έκφραση των 

μορίων CD4, CD8 και CD16 στην επιφάνειά τους. Τα CD4+ T λεμφοκύτταρα μέσω 

της έκκρισης κυτταροκινών έχουν ρυθμιστικές ιδιότητες και σε αυτά 

περιλαμβάνονται τα βοηθητικά Τ λεμφοκύτταρα (helper T cells, Th), ενώ τα CD8+ T 

λεμφοκύτταρα είναι κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα (cytotoxic T cells, Tc), καθώς 

ενεργοποιούνται έναντι συγκεκριμένου αντιγόνου και οδηγούν στη θανάτωση των 

κυττάρων που το εκφράζουν 
197

. Τα CD16+ λεμφοκύτταρα, είναι τα NK κύτταρα τα 

οποία λύουν συγκεκριμένες ομάδες κυττάρων, που δεν εκφράζουν ή εκφράζουν 

τροποποιημένα MHC μόρια τάξης Ι 
198

. Επιπλέον, υπάρχει μία ομάδα T 

λεμφοκυττάρων, τα ρυθμιστικά Τ λεμφοκύτταρα (Regulatory T cells, Tregs), τα 

οποία ανήκουν στα CD4+ T κύτταρα και ρυθμίζουν ή περιορίζουν τον 

πολλαπλασιασμό των Τ λεμφοκυττάρων, συμμετέχοντας στην αυτοανοχή και 

ομοιόσταση του οργανισμού 
199

.  

Σύμφωνα με έρευνες που έγιναν στο ζωικό μοντέλο της πειραματικής αυτοάνοσης 

εγκεφαλομυελίτιδας (ΠΑΕ), τα Th1 CD4+ T κύτταρα διαφοροποιούνται παρουσία 

IL-12 και εκκρίνουν προ-φλεγμονώδεις κυτταροκίνες όπως IFN-γ, IL-2 και TNF. 

Δρουν ενισχυτικά στην καταστροφή των ξένων παθογόνων, αλλά οδηγούν και σε 

ιστική καταστροφή, προκαλώντας φλεγμονώδεις ασθένειες και αυτοανοσία. 

Τα Th2 T κύτταρα σχετίζονται με τη χυμική ανοσία. Σε αντίθεση με τα Th1 T 

κύτταρα που εκκρίνουν προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες, τα Th2 κύτταρα οδηγούν 

στη έκφραση νευροτροφικών παραγόντων. Η έκκριση κυτταροκινών από τα Th2 

κύτταρα (πχ. IL-4, IL-13) περιορίζει τη δράση των Τh1 και Th17 κυττάρων. Έχει 

ανακαλυφθεί μία νέα ομάδα κυττάρων, τα Th17 CD4+ T κύτταρα, τα οποία 

διαφοροποιούνται παρουσία IL-6, IL-1 και IL-23 και παράγουν τις προφλεγμονώδεις 

κυτταροκίνες IL17A και IL17E, οι οποίες φαίνεται να συμμετέχουν σε ένα ευρύ 

φάσμα φλεγμονών και αυτοάνοσων νοσημάτων. 

Τα Th Τ κύτταρα ταξινομούνται κυρίως με βάση την παραγωγή κυτταροκινών 
200

. Ο 

υποπληθυσμός Τh1 εκκρίνει IL-2, IFN-γ και TNF-α και οδηγεί σε παραγωγή 

αντισωμάτων που οψωνίζουν και καθηλώνουν το συμπλήρωμα, ενεργοποιούν τα 
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μακροφάγα, ασκούν κυτταρομεσολαβητική κυτταροτοξικότητα και επιβραδυνόμενου 

τύπου υπερευαισθησία, ενώ ο υποπληθυσμός των Τh2 λεμφοκυττάρων παράγει IL-4, 

IL-5, και συχνά IL-6, IL-9, IL-10 και IL-13, μεσολαβώντας τη χυμική ανοσία και τις 

αλλεργικές αποκρίσεις 
201

. Εάν δεν υπάρχουν πολωτικά σήματα, τα CD4+ 

λεμφοκύτταρα χαρακτηρίζονται ως Th0 λεμφοκύτταρα, τα οποία δεν έχουν ένα 

σαφώς διαφοροποιημένο προφίλ κυτταροκινών, και αντιπροσωπεύουν έναν 

ετερογενή πληθυσμό με συγκεκριμένους κλώνους που μπορούν να διαφοροποιηθούν 

είτε στην Τh1 είτε στην Τh2 οδό ως απάντηση σε εξωτερική διέγερση 
202,203,204

.  

Οι Τh1 κυτταροκίνες επάγουν την Τh1 απόκριση και αναστέλλουν την Τh2 απόκριση 

και αντίστροφα
 205

. Σε κάθε απόκριση οι διαφορετικές λειτουργίες εξαρτώνται από τις 

διαφορές στις κυτταροκίνες που εκκρίνονται από τα Τh1 και Τh2 λεμφοκύτταρα: τα 

Τh1 λεμφοκύτταρα παράγοντας IFΝ-γ ενεργοποιούν τα CD8+ Τ λεμφοκύτταρα και 

μακροφάγα και προάγουν την κυτταρική ανοσία 
206

, ενώ τα Τh2  λεμφοκύτταρα 

διεγείρουν τη σύνθεση IgM, IgG1 και IgE από τα Β λεμφοκύτταρα και ενεργοποιούν 

τα ηωσινόφιλα προάγοντας τις αντιδράσεις υπερευαισθησίας μέσω παραγωγής IL-4  

και IL-5.  

Πολλά CD8+ κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα εκκρίνουν ένα φάσμα κυτταροκινών 

παρόμοιο με αυτό των Τh1 κυττάρων και ονομάζονται Τc1 λεμφοκύτταρα, είτε 

συνθέτουν κυτταροκίνες τύπου Τh2 και ονομάζονται Τc2 λεμφοκύτταρα. Η 

διαφοροποίηση των CD8+ μπορεί να επηρεασθεί από το συνδυασμό των 

κυτταροκινών των CD4+ λεμφοκυττάρων (η IFN-γ και η IL-12 προάγουν τη 

δημιουργία Tc1 κυττάρων, ενώ η IL-4 τη δημιουργία Tc2), ενώ τα κυτταροτοξικά Τ 

λεμφοκύτταρα συσχετίζονται συνήθως με Τh1 αποκρίσεις και δρουν σπανιότερα 

παρουσία Τh2 λεμφοκυττάρων. Ωστόσο, τόσο τα Tc1 όσο και τα Tc2 λεμφοκύτταρα 

μπορούν να είναι κυτταροτοξικά και να λύουν τα κύτταρα-στόχους μέσω μηχανισμού 

που εξαρτάται από ασβέστιο και την περφορίνη 
207

.  

 

1.6 Το ζωικό πρότυπο των μυών (ποντικών) 

 

Οι ποντικοί ως πειραματικό ζωικό πρότυπο συγκεντρώνουν μια σειρά από 

πλεονεκτήματα, παρουσιάζουν όμως και ορισμένα μειονεκτήματα και σημαντικές 

διαφορές με τον ανθρώπινο οργανισμό, που θα πρέπει να λαμβάνονται υπόψη στην 

εξαγωγή συμπερασμάτων σχετικά με την παθοφυσιολογική ερμηνεία νοσημάτων και 
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φαινομένων. Ένα σημαντικό γεγονός είναι ότι ο προσδοκώμενος χρόνος επιβίωσης 

των ποντικών είναι κατά μέσο όρο 2 έτη, ενώ του ανθρώπου 75 έτη περίπου. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γενετικό υπόβαθρο των ζωικών μοντέλων 

ποντικών με ανοσοανεπάρκεια, Non-Obese Diabetic Severe Combined 

Immunodeficient (NOD/SCID). Πρόκειται για διασταύρωση των scid CB-17 

αιμομικτικών ποντικιών με σημειακή μετάλλαξη στο χρωμόσωμα 16 με τα non-obese 

diabetic (NOD) ποντίκια 
208

. Εμφανίζεται υπολειπόμενη κληρονομικότητα που δεν 

επιτρέπει την παραγωγή λειτουργικής Prkdc κινάσης. Το δυσλειτουργικό ένζυμο δεν 

επιτρέπει τον παραγωγικό ανασυνδυασμό V(D)J, με αποτέλεσμα τα Β και Τ 

λεμφοκύτταρα των ζώων να μην ωριμάζουν. Χαρακτηριστικά του ζώου είναι η 

ανεπάρκεια ανοσολογικών λειτουργιών που μεσολαβούνται από τα Β και Τ 

λεμφοκύτταρα, τα μακροφάγα, τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (APC) και τα 

φυσικά φονικά (ΝΚ) κύτταρα. Στα ποντίκια αυτά, οι λειτουργίες του στυστήματος 

του συμπληρώματος παραμένουν ανεπηρέαστες.  

Το βασικό μειονέκτημα των ενήλικων ποντικών είναι το μικρό τους μέγεθος και 

σωματικό βάρος, περίπου 30 γραμμάρια, το οποίο δημιουργεί προβλήματα στους 

χειρουργικούς χειρισμούς και στην in vivo απεικόνιση. Παρόλα αυτά με την 

ανάπτυξη νεότερων τεχνικών και συσκευών το πρόβλημα του μεγέθους των 

πειραματοζώων δείχνει προοδευτικά να ξεπερνιέται.  

Όσον αφορά τα πλεονεκτήματα της χρήσης των ποντικών σε πειραματικές εργασίες 

περιλαμβάνουν κυρίως τις απόλυτα ελεγχόμενες συνθήκες περιβάλλοντος (π.χ. 

δίαιτα), κάτι το όποιο είναι αδύνατο σε μακροχρόνιες κλινικές μελέτες. Επιπρόσθετα, 

στον ανθρώπινο πληθυσμό είναι αδύνατη η στοχευμένη μελέτη γενετικών αλλαγών 

και η παρατήρηση της επακόλουθης επίπτωσή τους σε συγκεκριμένες παθογόνες 

διαταραχές.  

Με τη χρήση όμως πειραματοζώων και τη βοήθεια της γενετικής μηχανικής, τέτοιου 

είδους μελέτες είναι εφικτές παρέχοντας σημαντικές πληροφορίες 
209

. Στο γεγονός 

αυτό συμβάλλει και η πληθώρα διαφορετικών φυλών ποντικών τα οποία προήλθαν 

από διασταυρώσεις γενετικά τροποποιημένων πειραματοζώων σε διάφορους 

συνδυασμούς. 

Ένα ακόμα πλεονέκτημα των πειραματικών μελετών με ποντίκια είναι ότι η 

http://www.discoverymedicine.com/tag/nod/
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δημιουργία μίας πειραματικής αποικίας είναι μια εύκολη διαδικασία χάρη στο μεγάλο 

αριθμό των απογόνων μετά από κάθε κυοφορία (4-6) και το σύντομο χρονικό 

διάστημα επανάληψης των κύκλων αναπαραγωγής. Κάθε κύκλος απαιτεί συνολικά 9 

εβδομάδες, δηλαδή 3 εβδομάδες γαλουχίας και 6 εβδομάδες για τη γενετήσια 

ωρίμανση, ενώ και η ανάπτυξη αθηρωμάτωσης γίνεται σε σύντομο χρονικό διάστημα. 

Τέλος, είναι σχετικά εύκολο να συντηρούνται μεγάλες πληθυσμιακές αποικίες 

ποντικών στο εργαστήριο, αφού δεν απαιτείται μεγάλος χώρος συγκριτικά με άλλα 

ζωικά πρότυπα.  
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ΜΕΡΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ: ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

2. Υλικά και Μέθοδοι 

 

2.1 Σκοπός της μελέτης 

 

Οι στόχοι της μελέτης διαμορφώθηκαν ως εξής: 

Α) Η μελέτη της έκφρασης και της δραστικότητας των κυτταροκινών κατά τη 

διάρκεια χειρουργικής φλεγμονής στο πίσω άκρο ανοσοανεπαρκών και αγρίου τύπου 

ποντικών. 

Β) Η μελέτη και απεικόνιση της επαγόμενης αγγειογένεση σε ανοσοανεπαρκή και 

αγρίου τύπου πειραματόζωα. 

Γ) Η μελέτη της έκφρασης και της δραστικότητας των κυτταροκινών υπό την 

επίδραση σιλοσταζόλης κατά τη διάρκεια χειρουργικής φλεγμονής στο πίσω άκρο 

ανοσοανεπαρκών και αγρίου τύπου ποντικών. 

Δ) Η μελέτη και απεικόνιση της επαγόμενης αγγειογένεσης υπό την επίδραση 

σιλοσταζόλης σε ανοσοανεπαρκή και αγρίου τύπου πειραματόζωα. 

 

2.2 Πειραματικός σχεδιασμός  

 

Συνολικά στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν 108 NOD.CB17-Prkdcscid/J και 

108 CB17 αρσενικοί ποντικοί. Την 8η εβδομάδα ζωής των πειραματοζώων ορίστηκε 

η έναρξη του πρωτοκόλλου μελέτης, οπότε και τα ποντίκια τυχαιοποιήθηκαν στις 

παρακάτω ομάδες:  

Για τα ανοσοκατεσταλμένα ποντίκια NOD.CB17-Prkdcscid/J: 

• Ομάδα Nisch (n=54): Πρόκληση ισχαιμίας 

• Ομάδα CiNisch (n=54): Πρόκληση ισχαιμίας και ακολούθως χορήγηση 

σιλοσταζόλης  

Για τα ποντίκια αγρίου τύπου CB17: 

• Ομάδα Bisch (n=54): Πρόκληση ισχαιμίας 

• Ομάδα CiBisch (n=54): Πρόκληση ισχαιμίας και ακολούθως χορήγηση 

σιλοσταζόλης. 

Ακολούθησε σήμανση και αρίθμηση των ποντικών κάθε κλωβού και ζύγιση του 

σωματικού βάρους με τη βοήθεια ηλεκτρονικού ζυγού.  



 - 39 - 

Όλα τα ζώα υποβλήθηκαν σε ισχαιμία οπίσθιου άκρου υπό γενική αναισθησία, η 

οποία επιτεύχθηκε με χορήγηση 2% ισοφλουρανίου (IsoFlo®, Abbott, USA). 

Πραγματοποιήθηκε μικρή τομή στο δέρμα στη δεξιά περιοχή της βουβωνικής χώρας 

(Εικ. 8) και η μηριαία αρτηρία αποκαλύφθηκε και παρασκευάστηκε. 

 

 

Στη συνέχεια η μηριαία αρτηρία διαχωρίστηκε από το νεύρο και τη φλέβα και 

επιλέχθηκε το σημείο τομής της αρτηρίας με χρήση διαθερμίας (Εικ. 9). Η χρήση 

διαθερμίας είχε ως αποτέλεσμα την τομή, μόνιμη απόφραξη και πλήρη  έμφραξη της 

δεξιάς μηριαίας αρτηρίας. Το εγγύς άκρο της αρτηρίας μτακινήθηκε εγγύτατα προς 

τον περιβάλλοντα ιστό και το απομακρυσμένο άκρο μετατοπίστηκε απομακρυσμένα, 

δημιουργώντας μια απόσταση 2,1 ± 0,8 mm μεταξύ των δύο άκρων του αγγείου.  

Στη συνέχεια ακολούθησε η συρραφή του τραύματος με ράμμα Vicryl W9443. Το 

τραύμα και η γύρω περιοχή καθαρίστηκαν εκ νέου με φυσιολογικό ορό, η γραμμή 

συρραφής εμποτίστηκε με ιωδιούχο ποβιδόνη και το τραύμα έκλεισε. Τα ζώα 

τοποθετήθηκαν σε ζεστό και καθαρό κλουβί, παρακολουθήθηκαν για 2 ώρες και στη 

συνέχεια επέστρεψαν στο θάλαμό τους. 
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2.2 Χορήγηση σιλοσταζόλης 

 

Στα ζώα των πειραματικών ομάδων έγινε καθημερινά και για χρονικό διάστημα 7 

ημερών χορήγηση εναιωρήματος σιλοσταζόλης σε HPMC με διοισοφάγειο καθετήρα 

και απευθείας έγχυση της φαρμακευτικής ουσίας στο στομάχι των πειραματόζωων. 

Την ημέρα της χειρουργικής επέμβασης (D0) χορηγήθηκαν 60 mg/kg σιλοσταζόλης 
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(Cilostazol ΗΥ-17464, MedChemtronica, Στοκχόλμη, Σουηδία) σε όλα τα ζώα των 

ομάδων CiNisch και CiBisch μέσω του διοισοφάγειου καθετήρα. 

Η ημερήσια δόση καθορίστηκε στα 30 mg/kg σωματικού βάρους, και χορηγείτο 

εφάπαξ. Το εναιώρημα δραστικής ουσίας παρασκευαζόταν καθημερινά και η 

χορήγηση πραγματοποιείτο εντός 5 λεπτών από την παρασκευή του. Η συγκέντρωση 

του εναιωρήματος που χρησιμοποιήθηκε ήταν 3 mg/mL, ούτως ώστε να υπάρχει για 

τη σωστή δοσολογία συσχέτιση 10 μl εναιωρήματος ανά γραμμάριο σωματικού 

βάρους του πειραματόζωου. Καθημερινά, τα πειραματόζωα ζυγίζονταν σε 

ηλεκτρονικό ζυγό, και τους χορηγείτο ο αντίστοιχος όγκος του φαρμακευτικού 

παρασκευάσματος χωρίς τα πειραματόζωα να υπόκεινται σε αναισθησία. Όπως 

προαναφέρθηκε στο κεφάλαιο του πειραματικού σχεδιασμού, στα πειραματόζωα των 

υπόλοιπων ομάδων έγινε διοισοφάγεια χορήγηση 0,3 mL φυσιολογικού ορού ανά 

συνεδρία. 

Τα ζώα συνέχισαν να λαμβάνουν ημερήσια δόση σιλοσταζόλης 30 mg/kg για τις 

επόμενες 7 μετεγχειρητικές ημέρες (D1 - D7) (Εικ. 10). 

Σε κάθε μετεγχειρητική ημέρα D1, D3, D5, και D7 δώδεκα (12) ποντικοί 

αξιολογήθηκαν μακροσκοπικά για τη λειτουργικότητα των άκρων τους και την 

σοβαρότητα της προκληθείσας ισχαιμίας. Για τους σκοπούς της λειτουργικότητας, 

πραγματοποιήθηκε η δοκιμασία κάθετης δοκού για να εξεταστεί η ικανότητα του 

ζώου ως προς την κάθετη κίνηση. Επιπλέον, την ημέρα D7, διεξήχθη μελέτη 

βιοκατανομής στην οποία συμμετείχαν οι υπόλοιποι έξι (6) ποντικοί της ομάδας, 

όπως περιγράφεται παρακάτω. Η ευθανασία των πειραματόζωων έγινε, μετά την 

ολοκλήρωση της αξιολόγησης, με τη λήψη ολικού αίματος υπό αναισθησία με τη 

βοήθεια εισπνεόμενου ισοφλουρανίου μέσα σε ειδική συσκευή. Πιο συγκεκριμένα, 

πραγματοποιήθηκε παρακέντηση της αριστεράς κοιλίας της καρδιάς για τη λήψη της 

μέγιστης δυνατής ποσότητας ολικού αίματος από αυτή (700-1000 μl). Ο 

γαστροκνήμιος μυς (Εικ. 8) αφαιρέθηκε χειρουργικά και εμβαπτίστηκε σε διάλυμα 

φορμαλδεΰδης 10% για μονιμοποίηση και περαιτέρω ιστολογική ανάλυση.  

Σε διάστημα μικρότερο των 30 min από τη λήψη του αίματος ακολούθησε 

φυγοκέντρηση του αίματος στις 8000 στροφές/min για διάστημα 15 min στους 6°C. 

Ο ορός του αίματος διαχωρίστηκε και τοποθετήθηκε σε πλαστικά φιαλίδια τα οποία 

έφεραν κωδική ονομασία, ξεχωριστά για κάθε ποντικό. Τα φιαλίδια αυτά 

αποθηκεύτηκαν άμεσα σε βαθειά κατάψυξη (-80
ο
C) και η απόψυξή τους έγινε μόνο 

μία φορά, την ημέρα των αναλύσεων. 
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Για ελαχιστοποίηση των μεταβλητών παραμέτρων μεταξύ των ομάδων λόγω των 

πειραματικών χειρισμών, έγιναν εικονικές παρεμβάσεις σε όλες τις πειραματικές 

ομάδες αντίστοιχες με αυτές των ομάδων στις οποίες έγινε κανονική παρέμβαση. 

Συγκεκριμένα, στα ζώα πειραματισμού των ομάδων στις οποίες δεν χορηγήθηκε 

σιλοσταζόλη (Nisch και Bisch) πραγματοποιήθηκε σε καθημερινή βάση διοισοφάγεια 

χορήγηση φυσιολογικού ορού ίσου όγκου με τον όγκο του χορηγούμενου 

εναιωρήματος σιλοσταζόλης στις άλλες ομάδες. Το βάρος των πειραματόζωων 

προσδιορίστηκε σε κάθε μία από τις 4 εξεταζόμενες μετεγχειρητικές ημέρες D1, D3, 

D5, και D7, με την τελευταία να συμπίπτει με το πέρας της μελέτης. 

Στην παρούσα μελέτη αιμοληψίες πραγματοποιήθηκαν σε κάθε μία από τις 4 

εξεταζόμενες μετεγχειρητικές ημέρες D1, D3, D5, και D7. Σε κάθε ομάδα 

πραγματοποιήθηκαν 2 αιμοληψίες η πρώτη κατά την έναρξη του πειραματισμού κατά 

τη διαρκεια του χειρουργείου και η δεύτερη, η καρδιοπαρακέντηση προκαλούσε και 

την ευθανασία του ποντικού. Η δεύτερη αιμοληψία της κάθε ομάδος  

πραγματοποιήθηκε μετά από 8/ωρη νηστεία των ποντικών και με τη χρήση ήπιας 

αναισθησίας με εισπνεόμενο ισοφλουράνιο μέσα σε ειδική συσκευή. Έγινε 

κατάλληλη παρακέντηση της αριστεράς κοιλίας της καρδιάς για τη λήψη της 

μέγιστης δυνατής ποσότητας ολικού αίματος από αυτή (700-1000 μl) και ακολούθησε 

ευθανασία των ποντικών με την παροχή υψηλής ποσότητας αναισθητικού 

ισοφλουρανίου.  

Στη συνέχεια αφαιρέθηκαν χειρουργικά ο γαστροκνήμιος μυς και από τα δύο πίσω 

άκρα από κάθε ζώο της ομάδας. Από τα ιστολογικά δείγματα απομακρύνθηκαν το 

λίπος και ο συνδετικός ιστός, στο βαθμό που αυτό ήταν εφικτό, και στη συνέχεια 

εμβαπτίστηκαν σε διάλυμα φορμαλδεΰδης 10%. Στην υγρή αυτή μορφή 

διατηρήθηκαν μέχρι την περαιτέρω επεξεργασία και ανάλυση. 

 

2.3  Εργαστηριακές συνθήκες 

 

Κατά τη διάρκεια διαμονής των ποντικών στη Μονάδα Πειραματόζωων του 

Ιδρύματος Ιατροβιολογικών Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών τα πειραματόζωα είχαν 

ελεύθερη πρόσβαση στη χορηγούμενη τροφή και νερό, και οι συνθήκες 

περιβάλλοντος ήταν απολύτως ελεγχόμενες και σταθερές. Συγκεκριμένα, οι κλωβοί 
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ήταν συνδεδεμένοι με κατάλληλο σύστημα παροχής φιλτραρισμένου αέρα, υπήρχε 

12/ωρος ημερήσιος φωτισμός ακολουθούμενος από 12/ωρο σκότος μέσω κατάλληλου 

χρονοδιακόπτη, με τη θερμοκρασία δωματίου σταθερά ρυθμισμένη στους 22 ± 2 °C 

και τη σχετική υγρασία στο 45 ± 5%. Οι κλωβοί στους οποίους φιλοξενήθηκαν τα 

ζώα (H-TempTM polysulfone type III open top cages, Tecniplast, Milan, Italy) ήταν 

χωρητικότητας 6 ζώων (τοποθετήθηκαν σε ομάδες των 5 ποντικών ανά κλωβό), και 

ήταν τοποθετημένοι σε σταθερό πάντα σημείο του εργαστηριακού δωματίου. Όλες οι 

πειραματικές διαδικασίες και οι συνθήκες φύλαξης και φροντίδας των 

πειραματόζωων ήταν σύμφωνες με αυτές που ορίζουν η εθνική νομοθεσία και οι 

ευρωπαϊκές οδηγίες.  

Η πειραματική μελέτη καθώς και όλες οι εργαστηριακές αναλύσεις 

πραγματοποιήθηκαν στο Κέντρο Πειραματικής Χειρουργικής του Ιδρύματος 

Ιατροβιολογικών Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών (Ι.ΙΒ.Ε.Α.Α). με υπεύθυνο της 

Μονάδας Ζωικών Προτύπων τον Δρ. Νικόλαο Κωστομητσόπουλο. Στο Κέντρο 

υπάρχει οργανωμένη μονάδα φύλαξης και διαμονής πειραματόζωων η οποία 

λειτουργεί σύμφωνα με το Ελληνικό Προεδρικό Διάταγμα 56/2013, το οποίο 

εναρμονίζει την εθνική νομοθεσία με την Οδηγία 63/2010 της Ευρωπαϊκής 

Κοινότητας για την προστασία των ζώων που χρησιμοποιούνται για επιστημονικούς 

σκοπούς. Η μονάδα διαθέτει σύγχρονα συστήματα παρακολούθησης, εξειδικευμένο 

προσωπικό, καθώς και συστήματα απόλυτα ελεγχόμενης χορήγησης τροφής, νερού 

και φιλτραρισμένου αέρα στα πειραματόζωα. Επίσης υπάρχει συνεχής κτηνιατρικός 

έλεγχος με περιοδική λήψη δειγμάτων από χώρους, προσωπικό και πειραματόζωα, 

και αποστολή τους σε εργαστήρια του εξωτερικού προκειμένου να πιστοποιείται 

υγειονομικά η καταλληλόλητα του κέντρου για τη διεξαγωγή πειραματικών 

εργασιών. Όσον αφορά τον εξοπλισμό, το Κέντρο διαθέτει όλο τον απαραίτητο 

μικροεξοπλισμό για την πραγματοποίηση επεμβάσεων σε μικρά ζωικά πρότυπα 

(χειρουργική αφαίρεση ιστών και οργάνων υπό αναισθησία, καθετήρας για 

διοισοφάγεια χορήγηση φαρμάκου). Το πειραματικό πρωτόκολλο που εφαρμόστηκε 

στην παρούσα διδακτορική διατριβή είχε την έγκριση της Κτηνιατρικής Υπηρεσίας 

της Νομαρχίας Αθηνών (υπ’ αριθμ. απόφαση 6653/17-12-2015). 
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2.4  Πειραματικό πρότυπο: Κλινική αξιολόγηση της ισχαιμίας 

 

Κατά τη διάρκεια των ημερών D1, D3, D5, και D7 το ισχαιμικό άκρο αξιολογήθηκε 

μακροσκοπικά χρησιμοποιώντας βαθμολογημένες κλίμακες μορφολογίας για τη 

νεκρωτική περιοχή και τροποποιημένη βαθμολογία ισχαιμίας ως εξής: 

α) Διαβάθμιση βαθμολογίας για τη νέκρωση:  

0 = απουσία νέκρωσης,  

I = νέκρωση που περιορίζεται στα δάκτυλα των ποδιών (απώλεια δακτύλων),  

II = νέκρωση που επεκτείνεται στην άνω επιφάνεια του ποδιού (dorsum pedis),  

III = νέκρωση που εκτείνεται στο μηρό (ολική απώλεια οπίσθιου άκρου). 

β) Διαβάθμιση βαθμολογίας για την ισχαιμία:  

0 = απουσία νέκρωσης.  

1 = αποχρωματισμός ενός νυχιού, 

2 = αποχρωματισμός δύο ή περισσότερων νυχιών,  

3 = αποχρωματισμός ενός δακτύλου,  

4 = αποχρωματισμός δύο ή περισσότερων δακτύλων,  

5 = νέκρωση του πέλματος, 

6 = νέκρωση του ποδιού, 

7 = αυτόματος ακρωτηριασμός του ποδιού. 

Η αξιολόγηση της λειτουργικότητας του άκρου πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του 

συστήματος βαθμολόγησης Tarlov 
210

 κατά τις ίδιες ημέρες σύμφωνα με το ακόλουθο 

σύστημα ταξινόμησης:  

0 = καμία κίνηση,  

1 = ελάχιστα αντιληπτή κίνηση, χωρίς υποστήριξη του βάρους,  

2 = συχνή και έντονη κίνηση , χωρίς υποστήριξη του βάρους,  

3 = υποστήριξη του βάρους, μπορεί να προχωρήσει 1 ή 2 βήματα,  

4 = περπάτημα με ήπιο έλλειμμα,  

5 = κανονικό αλλά αργό περπάτημα,  

6 = πλήρες και γρήγορο περπάτημα.  

Για την ανίχνευση κινητικών ελλειμμάτων λόγω πιθανής δυσλειτουργίας που 

προκλήθηκε από την ισχαιμία, η δοκιμασία της καθέτου δοκού διεξήχθη κατά τις 

προαναφερθείσες ημέρες 
211

.  

Η δοκιμασία της καθέτου δοκού είναι ένα συμπεριφορικό τεστ που χρησιμοποιείται 

για να προσδιορίσει το κινητικό έλλειμμα μετά από πρόκληση εγκεφαλικού. Οι 
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ποντικοί τοποθετήθηκαν με το κεφάλι προς τα άνω, στην κορυφή μιας κατακόρυφης 

δοκού τραχείας επιφάνειας (διάμετρος 8 mm, ύψος 55 cm) και ο λανθάνον χρόνος 

καθόδου (χρόνος κινητικής δραστηριότητας, TLA) βαθμολογήθηκε για τρεις δοκιμές 

212
. Για να αποφευχθεί το «γλίστρημα» των ζώων η επιφάνεια της δοκού δεν ήταν 

ολισθηρή. Η χρονομέτρηση ξεκινούσε όταν το ζώο σταθεροποιείτο στην κορυφή της 

δοκού και σταματούσε όταν και τα 4 πόδια του ακουμπούσαν το πάτωμα.  

 

2.5 Ανάλυση κυτταροκινών -  Κυτταρομετρία ροής συστοιχίας σφαιριδίων 

(CBA)  

 

Η ανάλυση κυτταροκινών έγινε χρησιμοποιώντας το κιτ BD™ Mouse Cytometric 

Bead Array (CBA) Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences, San Jose, California) το οποίο 

επέτρεψε την ταυτόχρονη ανίχνευση των IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, ΤΝF, IFN-γ και IL-

17Α. Τα δείγματα ορού αποψύχθηκαν και αραιώθηκαν με το διαλύτη της ανάλυσης 

(1:2 v/v) και η ανάλυση CBA διεξήχθη σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Το πρότυο διάλυμα κάθε κυτταροκίνης αραιώθηκε σειριακά για να διευκολυνθεί η 

κατασκευή καμπυλών βαθμονόμησης, απαραίτητες για τον προσδιορισμό της 

συγκέντρωσης των πρωτεϊνών των πειραματικών δειγμάτων. Τέλος, τα επικαλυμμένα 

σφαιρίδια με Abs ειδικά για τις προαναφερθείσες κυτταροκίνες, αναμείχθηκαν. 

Μετά την καθιέρωση πρότυπων καμπυλών, προστέθηκαν 50 μL του μίγματος των 

σφαιριδίων σύλληψης σε 50 μL δείγματος ορού. Προστέθηκαν 50 μL αντισώματος 

ανίχνευσης συζευγμένου με φυκοερυθρίνη στο μίγμα σφαιριδίων συλλογής δείγματος 

και το τελικό μίγμα επωάστηκε για 3 ώρες στο σκοτάδι, με περιστασιακή ανάδευση. 

Τα δείγματα εκπλύθηκαν με 1 mL ρυθμιστικού διαλύματος πλύσης (200 x g, 5 λεπτά) 

και το ίζημα επαναιωρήθηκε σε 300 μL ρυθμιστικού διαλύματος πλύσης. 200 μL από 

κάθε δείγμα τοποθετήθηκαν σε ειδικά πλαστικά σωληνάρια και αναλύθηκαν σε 

κυτταρόμετρο ροής τύπου FACS CANTO II. Τα αποτελέσματα αναλύθηκαν με το 

λογισμικό FCAP Array Software (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Οι 

πληθυσμοί των σφαιριδίων και η μέση ένταση φθορισμού (MFI) για κάθε 

κυτταροκίνη στο κάθε δείγμα υπολογίστηκαν αυτόματα. Κάθε σφαιρίδιο 

κυτταροκίνης μετρήθηκε 200 φορές πριν τον υπολογισμό της μέσης τιμής MFI. Οι 

MFI των πειραματικών δειγμάτων τοποθετήθηκαν στη συνέχεια στη λογιστική 

εξίσωση των καμπυλών αναφοράς 5-παραμέτρων για να υπολογιστεί η συγκέντρωση 

των κυτταροκινών στα πειραματικά δείγματα στα οποία τελικά ενσωματώθηκε και ο 

παράγοντας αραίωσης. Κάθε δείγμα αναλύθηκε σε τρία χωριστά πειράματα. 
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Προκειμένου να διασφαλιστεί η ακρίβεια/εγκυρότητα των δεδομένων, μετρήθηκαν 

επίσης τα επίπεδα κυτταροκινών μετά τη βαθμονόμηση του οργάνου με σωματίδια 

SPHERO 8-peak Rainbow Particles. Επιπλέον, πρότυπα δείγματα κυτταροκινών 

γνωστής συγκέντρωσης αναλύθηκαν παράλληλα με τα δείγματα, για να επιτραπεί η 

ποσοτική τους ανάλυση. 

 

2.6  Βιοχημικές Ραδιοσήμανση του  NODAGA-c(RGDfK) με γάλλιο-68  

 

Το γάλλιο-68 εκλούστηκε από τη γεννήτρια 
68

Ge/
68

Ga με 7 mL HCl 0,1 Ν και 

παγιδεύτηκε σε όξινη κατιοντοανταλλακτική ρητίνη. Τα μεταλλικά προϊόντα 

αποικοδόμησης (όπως Zn, Fe, Ti και Ge) απομακρύνθηκαν με πέρασμα 1 mL 

διαλύματος έκπλυσης που περιείχε ακετόνη (80% v/v) και 0,15 Μ HCl (20% v/v) 
213

. 

Η επακόλουθη εκρρόφηση καθαρού γαλλίου-68 από τον ανταλλάκτη κατιόντων 

αποδόθηκε με 400 μL ακετόνης (97,6% v/v) και 0,15 Μ HCl (2,4% v/v). Για ένα 

τυπικό παρασκεύασμα NODAGA-RGDfK σημασμένου με γάλλιο-68, αναμίχθηκαν 

50 μL (1 mg/mL αποθεματικό διάλυμα σε υπερκάθαρο Η2Ο, 50 μg/52 nmol) 

NODAGA-RGDfK με 350 μL ρυθμιστικού διαλύματος οξικού νατρίου (0,2 mol/L, 

pΗ 4) και 100 μL εκλούσματος γαλλίου-68 (~50 MBq). Το μίγμα στη συνέχεια 

επωάστηκε για 15 λεπτά στους 90°C. Για τον ποιοτικό έλεγχο της ραδιοσήμανσης 

δείγματα 10 μL του διαλύματος αντίδρασης αναλύθηκαν με RP-HPLC, εφαρμόζοντας 

σύστημα γραμμικής διαβάθμισης με ρυθμό ροής 1 mL/min από 0% Β έως 100% Β σε 

20 λεπτά, όπου ο διαλύτης Α = 0,1% TFA σε Η2Ο και ο διαλύτης Β = 0,1% TFA σε 

AcN. Το ραδιοσημασμένο σύμπλοκο χρησιμοποιήθηκε χωρίς περαιτέρω καθαρισμό. 

Το διάλυμα ραδιενεργού ιχνηθέτη για τις μελέτες βιοκατανομής παρασκευάστηκε με 

αραίωση με ενέσιμο ύδωρ σε τελικό όγκο 1,5 mL. 

Η ραδιοχημική καθαρότητα του 
68

Ga-NODAGA-RGDfK όπως προσδιορίστηκε με 

RP-HPLC ήταν πάνω από 98%. Η ειδική δραστικότητα του πεπτιδίου 
68

Ga ήταν 

περίπου 1 GBq/μmol. Διαπιστώθηκε ότι η αυξημένη θερμοκρασία ήταν απαραίτητη 

για την ποσοτική ραδιοσήμανση, λόγω της γεννήτριας 
68

Ge/
68

Ga χαμηλής 

δραστηριότητας που χρησιμοποιήθηκε. 

Το 
68

Ga-NODAGA-RGDfK χορηγήθηκε ενδοφλεβίως μέσω της φλέβας της ουράς. 

Κάθε ποντίκι έλαβε 2,0 ± 0,5 MBq/3,47 nmol/100 μL του μορίου αναφοράς 

απεικόνισης με σήμανση γαλλίου-68. Η μελέτη βιοκατανομής πραγματοποιήθηκε στα 

30 λεπτά (n = 6 ποντικοί). Μετά το πείραμα, οι ποντικοί ευθανατώθηκαν με καρδιακή 
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παρακέντηση και η καρδιά, οι πνεύμονες, το ήπαρ, οι νεφροί, το στομάχι, το έντερο, 

ο σπλήνας, η ουρά και το αριστερό (έλεγχος) και το δεξί (χειρουργηθέν) πίσω άκρο 

αφαιρέθηκαν χειρουργικά, ζυγίστηκαν και μετρήθηκαν σε μετρητή φρεατίων NaI 

(αυτόματος μετρητής γάμμα Packard COBRA II) (Εικ. 11).  

 

 

 

Όλες οι μετρήσεις διορθώθηκαν ως προς το υπόβαθρο και τη ραδιενεργό 

αποσύνθεση. Τα δεδομένα ιστικής κατανομής υπολογίστηκαν ως ποσοστό επί τοις 

εκατό της ενέσιμης δόσης ανά γραμμάριο (% ID/g)
 214

, χρησιμοποιώντας κατάλληλο 

πρότυπο. Το στομάχι και το έντερο δεν εκκενώθηκαν πριν από τις μετρήσεις. Το % 

ID στο ολικό αίμα εκτιμήθηκε υποθέτοντας έναν όγκο ολικού αίματος 6,5% του 

συνολικού σωματικού βάρους. 

 

2.7 Παθολογονατομική επεξεργασία – Μορφομετρική ανάλυση 

 

Τμήμα από τον ιστό του γαστροκνημίου μυ που αφαιρέθηκε από τα πειραματόζωα 

εγκλείστηκε μέσα σε ειδικά πλαστικά καψίδια ιστολογίας, τα οποία τοποθετήθηκαν 

άμεσα σε διάλυμα φορμαλίνης 10 % στους 4
ο
C για μονιμοποίηση. Παρέμειναν στο 

μονιμοποιητικό υγρό για χρονικό διάστημα 18 ωρών (overnight, o/n) κι έπειτα 

ακολουθήθηκε η μεθοδολογία έγκλεισής τους σε παραφίνη και την περαιτέρω 

έγκλειση των ιστών σε blocks μικροτόμου, που περιγράφεται παρακάτω: 

• Έντονη έκπλυση από τη φορμαλίνη με νερό βρύσης για 10 min. 

• Εμβάπτιση και παραμονή o/n σε διάλυμα αιθανόλης 70% στους 4
ο
C. 
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• Αφυδάτωση με εμβάπτιση σε διαδοχικά διαλύματα αυξανόμενης 

συγκέντρωσης αιθανόλης, 1 h/συγκέντρωση: 70 %, 80 %, 95 %, 100 %, 100 % σε 

θερμοκρασία δωματίου (RT). 

• Υδροφοβοποίηση με εμβάπτιση σε ξυλένιο 100 % για 1 h σε RT (x2 φορές) 

• Εμπότιση παραφίνης με εμβάπτιση σε υγρή παραφίνη για 1 h στους 60
ο
C (x2) 

• Έγκλειση σε blocks παραφίνης με χρήση καλουπιού και ψύξη στους -10
ο
C. 

• Αποθήκευση για τουλάχιστον 24 h στους -20
o
C (Πίνακας 1). 

Από τα blocks παραφίνης έγινε λήψη τομών μικροσκοπίας (πάχους 5 μm) σε 

μικροτόμο (Leica RM2255 – Fully Automated Rotary Microtome, Leica Biosystems 

GmbH Wetzlar, Germany), σε αριθμημένες αντικειμενοφόρους πλάκες μικροσκοπίας. 

Οι τομές τοποθετήθηκαν ακολουθώντας μοτίβο τέτοιο ώστε σε κάθε αντικειμενοφόρο 

να τοποθετούνται 3 τομές που απείχαν 50 μm η μία από την επόμενη, ενώ η πρώτη 

τομή κάθε αντικειμενοφόρου ήταν η επόμενη (5 μm απόσταση) από την πρώτη τομή 

της προηγούμενης αντικειμενοφόρου. Με τον τρόπο αυτό, εξασφαλίστηκε η σωστή 

κατανομή των υπό μελέτη τομών ώστε ο μέσος όρος των μετρήσεων για κάθε χρώση 

να ανταποκρίνεται όχι σε σημειακή αλλά σε ευρύτερη μέτρηση.  

Προκειμένου οι λεπτές τομές να παρατηρηθούν και να αξιολογηθούν είναι 

απαραίτητη η χρώση των στοιχείων τους με ειδικές χρωστικές. Οι αχρωμάτιστες 

τομές υπό το οπτικό μικροσκόπιο είναι σχεδόν διαφανείς και είναι αδύνατη η 

αναγνώριση των λεπτών δομών των ιστών, πέραν μιας αδρής εκτίμησης που μπορεί 

να γίνει με χρήση φίλτρων αντίθεσης φάσης φωτός (phase contrast microscopy). 

Έχουν περιγραφεί διάφορες μέθοδοι χρώσης των τομών οπτικής μικροσκοπίας που 

βάφουν διαφορετικά στοιχεία, και έτσι αναδεικνύουν διαφορετικές πληροφορίες από 

τους ιστούς. Δυστυχώς, η κάθε τομή μπορεί να βαφεί με περιορισμένο αριθμό 

χρωστικών πριν η επικάλυψη των χρωμάτων αρχίσει να «κρύβει» αντί να αναδεικνύει 

πληροφορίες. Προκειμένου να παρατηρήσουμε πλήθος μορίων, πραγματοποιήθηκαν 

διαφορετικές χρώσεις σε «γειτνιάζουσες» τομές, στοχεύοντας στον συνεντοπισμό των 

ανιχνευόμενων στοιχείων. Μέρος των τομών που ελήφθησαν από τον γαστροκνήμιο 

μυ των πειραματόζωων χρησιμοποιήθηκαν για την ιστοχημική χρώση των δειγμάτων 

και παρατήρηση των μορφομετρικών τους στοιχείων σε οπτικό μικροσκόπιο (χρώση 

αιματοξυλίνης/ηωσίνης).  



  - 50 - 

Πίνακας 1: Συσκευές και υλικά κατά την παθολογοανατομική επεξεργασία ιστών. 

Είδος - Συσκευή Κωδικός - Περιγραφή Παραγωγός 

Ιστοκινέτα TP1020 - Semi-enclosed Benchtop 

Tissue Processor 

Leica Biosystems 

GmbH 

Wetzlar, Germany Μικροτόμος RM2255 - Fully Automated Rotary 

Microtome 

Λεπίδες μικροτόμου 035843489 - Low Profile 

Microtome Blades  

Συσκευή έγκλεισης #5100 - Tissue-Tek TEC 5 Sakura Finetek 

Torrance, CA, USA 

Καψάκια 

Ιστοχημείας 

0395 - embedding cassettes KALTEK srl 

Padova, Italy 

Σπόγγοι Ιστοχημείας 0679 - protective biopsy pads 

Rings Ιστοχημείας 0526 - embedding rings 

Καλούπια έγκλεισης 2781 - base mould - 15x15x06 mm 

Αντικειμενοφόροι 

πλάκες 

slides poly-l-lysine Gerhard Menzel 

GmbH 

Braunschweig, 

Germany 

Φορμαλίνη 9713.5000 - Formalin 10% VWR 

Radnor, PA, USA Αιθανόλη Ehtanol Absolute 

Παραφίνη 720-0250 - Parammat extra 

pastillated Gurr 

 

Ξυλένιο X/0250/17 - Xylene Analytical 

reagent grade 

 

 

Η παρατήρηση όλων των τομών έγινε σε διόφθαλμο οπτικό μικροσκόπιο φωτός 

(Olympus CX31, Hertfordshire, Olympus UK Ltd) σε μεγέθυνση 100Χ – 400Χ, ενώ 

όλες οι εικόνες ελήφθησαν με τη βοήθεια κάμερας Olympus DP20 η οποία ήταν 

προσαρμοσμένη στο μικροσκόπιο. Μέσω ειδικού μετατροπέα που έφερε η κάμερα 

(U-TV0, 5xC-3, N1512100) και ο οποίος ήταν συνδεδεμένος στον ηλεκτρονικό 

υπολογιστή κάθε εικόνα αποθηκευόταν ψηφιακά απευθείας σε ηλεκτρονικό 

υπολογιστή. Για την αποθήκευση στον ηλεκτρονικό υπολογιστή και την ψηφιακή 

επεξεργασία των εικόνων χρησιμοποιήθηκε το ηλεκτρονικό πρόγραμμα Altras Soft 

Imaging System.  

Τα ιστικά παρασκευάσματα αρχικά εμβαπτίστηκαν σε διάλυμα φορμαλδεΰδης (10%) 

για 24-48 ώρες και στη συνέχεια μονιμοποιήθηκαν σε έγκλειστα παραφίνης 

κατάλληλα επεξεργασμένα, ώστε να μπορούν να ληφθούν τομές σε ιστοτόμο. Η 

καρδιά μαζί με το αορτικό τόξο, την ανιούσα αορτή και τις καρωτίδες από κάθε 
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ποντίκι τοποθετούνταν, χωρίς να διαχωριστούν μεταξύ τους, στο ίδιο έγκλειστο 

παραφίνης, ενώ η κοιλιακή αορτή μέχρι το διχασμό των λαγονίων αρτηριών 

τοποθετούνταν σε διαφορετικό έγκλειστο παραφίνης.  

 

2.7.1 Χρώση αιματοξυλίνης – ηωσίνης 

 

Η χρώση αιματοξυλίνης/ηωσίνης (Haematoxylin + Eosin, H&E) στηρίζεται στο μωβ 

χρώμα με το οποίο η αιματοξυλίνη χρωματίζει τους πυρήνες των κυττάρων, και στο 

ερυθρό με το οποίο η ηωσίνη χρωματίζει το κυτταρόπλασμα.  

Το πειραματικό πρωτόκολλο της H&E χρώσης περιγράφεται παρακάτω: 

• Τήξη της παραφίνης με θέρμανση των αντικειμενοφόρων στους 60
o
C για 5 

min. 

• Αποπαραφινοποίηση με εμβάπτιση των αντικειμενοφόρων σε 2 διαδοχικά 

διαλύματα ξυλενίου 100% για 10 min έκαστο. 

• Υδροφιλοποίηση, έκπλυση ξυλενίου με εμβάπτιση σε αιθανόλη 100% για 5 

min. 

• Σταδιακή ενυδάτωση με εμβάπτιση των αντικειμενοφόρων σε μειούμενης 

συγκέντρωσης υδατικά διαλύματα αιθανόλης για 2 min έκαστο: 95% ΕtΟΗ, 80% 

ΕtΟΗ, 50% EtOH. 

• Εμβάπτιση σε νερό βρύσης για 5 min. 

• Εμβάπτιση σε διάλυμα αιματοξυλίνης Harris (μετά από διήθησή της) για 60 

sec. 

• Καλό ξέπλυμα σε νερό βρύσης (x3) 

• Εμβάπτιση σε αλκοολικό διάλυμα ηωσίνης 1% για 45 sec. 

• Γρήγορο ξέπλυμα (dips) σε νερό βρύσης (x3) 

• Σταδιακή αφυδάτωση με εμβαπτίσεις σε διαλύματα αυξανόμενης 

συγκέντρωσης EtOH: 80% (30 sec), 95% (30 sec), 100% (1 min), 100% (2 min). 

• Εμβάπτιση σε ξυλένιο 100% για 5 min (x2) 

• Εφαρμογή μέσου επικάλυψης (DPX) με πουάρ κι επικάλυψη με καλυπτρίδα 

(με άσκηση πίεσης για απομάκρυνση φυσαλίδων και πλεονάζοντος DPX). 

• Στέγνωμα για 24 h. 

Νεκρωτικοί-λιπιδικοί πυρήνες εμφανίζονταν ως ακυτταρικές, κενοτοπιώδεις περιοχές 

που στερούνταν κυτταροπλάσματος και πυρήνων 
215

. 
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2.7.2 Ανοσοϊστοχημεία - Αντισώματα 

 

Η τεχνική αυτή της ανοσοϊστοχημείας βασίζεται στη δέσμευση ειδικών αντισωμάτων 

στα ιστικά αντιγόνα για την ποιοτική ταυτοποίηση αντιγόνων με οπτική μικροσκοπία. 

Στην παρούσα εργασία, για την ταυτοποίηση των πρωτεϊνών-στόχων, 

χρησιμοποιήθηκε έμμεση ανοσοϊστοχημεία (με χρήση δύο αντισωμάτων) με τη 

μέθοδο σχηματισμού συμπλόκου αβιδίνης-βιοτίνης. Η αρχή λειτουργίας της μεθόδου 

αυτής, που περιγράφηκε το 1981, εκμεταλλεύεται την ισχυρή τάση σύνδεσης της 

αβιδίνης (πρωτεΐνης που βρίσκεται στο λεύκωμα των αυγών κότας) με τη βιοτίνη, και 

σε γενικές γραμμές είναι η ακόλουθη: Το πρωτογενές αντίσωμα, ειδικό απέναντι στο 

προς ανίχνευση αντιγόνο, προσδένεται στα σημεία των τομών όπου βρίσκεται το 

αντιγόνο. Μετά από τη σήμανση του αντιγόνου από το πρωτογενές αντίσωμα, ένα 

δευτερογενές αντίσωμα, ειδικό έναντι της σταθερής περιοχής του πρωτογενούς 

αντισώματος, δεσμεύεται με τη σειρά του στις περιοχές όπου υπάρχει το πρωτογενές 

αντίσωμα. Το δευτερογενές αντίσωμα, φέρει επίσης το ένζυμο βιοτίνη. Σε ξεχωριστή 

αντίδραση, γίνεται συμπλοκοποίηση της αβιδίνης με ένα βιοτυλιωμένο ένζυμο (στην 

περίπτωσή μας υπεροξειδάση), σε τέτοια αναλογία ώστε να μένουν ορισμένα σημεία 

σύνδεσης της αβιδίνης ελεύθερα. Όταν τα σύμπλοκα αυτά αναμειχθούν με τον ιστό, 

τα ελεύθερα σημεία σύνδεσης της αβιδίνης συνδέονται με τη βιοτίνη του 

δευτερογενούς αντισώματος. Αποτέλεσμα αυτού είναι περισσότερο ένζυμο 

συνδεδεμένο στο στόχο από ότι θα ήταν δυνατό με ένα σύστημα πρωτογενούς 

αντισώματος – δευτερογενούς με ένζυμο, η αντίδραση του οποίου παρουσία 

υποστρώματος δημιουργεί χρώση. 

Σε οποιαδήποτε ανοσοϊστοχημική εξέταση, ένα αρνητικό αποτέλεσμα σημαίνει ότι το 

αντιγόνο δεν ανιχνεύθηκε και όχι ότι το αντιγόνο δεν υπήρχε στους ιστούς που 

εξετάστηκαν. Επίσης, ασθενή χρώση (background) μπορεί να προκαλέσει η μη ειδική 

σύνδεση του δευτερογενούς αντισώματος και η δράση της ενδογενούς 

υπεροξειδάσης. Για τους λόγους αυτούς, η ανοσοϊστοχημική χρώση ακολουθείται 

πάντα από negative control (συνήθως η πρώτη από τις τρεις τομές σε κάθε 

αντικειμενοφόρο πλάκα), στο οποίο ακολουθείται όλη η διαδικασία με εξαίρεση την 

εφαρμογή πρωτογενούς αντισώματος, και από ένα positive control, δηλ. μια 

αντικειμενοφόρο που περιέχει τομές από ιστό που γνωρίζουμε ότι περιέχει σε μεγάλη 

ποσότητα την υπό ανίχνευση ουσία. 
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Στις τομές που ελήφθησαν από τους μύες του πειράματος εξετάστηκαν με τη μέθοδο 

της ανοσοϊστοχημείας τα παρακάτω αντιγόνα: Mac-3 και CD31. Το μικρότερο πάχος 

τομών που χρησιμοποιήθηκαν σε χρώσεις ανοσοϊστοχημείας ήταν 7 μm. Η γενική 

μεθοδολογία για την ανοσοϊστοχημική χρώση περιγράφεται παρακάτω: 

• Τήξη της παραφίνης με θέρμανση των αντικειμενοφόρων στους 60
o
C για 5 

min. 

• Αποπαραφινοποίηση με εμβάπτιση των αντικειμενοφόρων σε 2 διαδοχικά 

διαλύματα ξυλενίου 100% για 10 min έκαστο. 

• Υδροφιλοποίηση, ξέπλυμα ξυλενίου με εμβάπτιση σε αιθανόλη 100% για 5 

min. 

• Σταδιακή ενυδάτωση με εμβάπτιση των αντικειμενοφόρων σε μειούμενης 

συγκέντρωσης υδατικά διαλύματα αιθανόλης για 2 min έκαστο: 95% ΕtΟΗ, 80% 

ΕtΟΗ, 50% EtOH. 

• Εμβάπτιση σε νερό βρύσης για 5 min. 

• Αποκάλυψη επιτόπιων με εμβάπτιση σε ρυθμιστικό δ/μα κιτρικού οξέος 10 

mM pH 6,0 Tween20 και βρασμό για 20 min. 

• Σταδιακή ψύξη σε θερμοκρασία δωματίου (περίπου 30 min). 

• Έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα PBS (Phosphate Buffer Saline) pH 6,0 για 5 

min (x3)  

• Εξουδετέρωση της ενδογενούς υπεροξειδάσης με εμβάπτιση σε διάλυμα H2O2 

3 % σε PBS (άλλα πρωτόκολλα χρησιμοποιούν μεθανόλη) για 15 min στο σκοτάδι. 

• Έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα PBS pH 6,0 για 5 min (x3)  

• Δέσμευση της ενδογενούς βιοτίνης με χρήση kit αβιδίνης-βιοτίνης σύμφωνα 

με τις οδηγίες του κατασκευαστή (15 min έκαστο διάλυμα) Συνήθως χρησιμοποιείται 

αραιωμένο bovine serum. 

• Επώαση με διάλυμα αποκλεισμού πρωτεΐνης (blocking solution) για 5 min για 

την αποφυγή της μη ειδικής χρώσης υποστρώματος που προκαλείται από μη ειδική 

πρόσδεση του πρωτογενούς ή δευτερογενούς αντισώματος  

• Αποστράγγιση του blocking solution χωρίς έκπλυση. 

• Εφαρμογή πρωτογενούς αντισώματος αραιωμένου κατάλληλα (εξαρτάται από 

το αντίσωμα) σε blocking serum ή antibody diluent. 

• Τοποθέτηση σε θάλαμο με υγρασία, στους 4
ο
C o/n. 

• Έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα PBS pH 6,0 για 5 min (x3) 
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• Εφαρμογή βιοτινυλιωμένου δευτερογενούς αντισώματος για 2 h σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

• Έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα PBS pH 6,0 για 5 min (x3) 

• Επώαση με το διάλυμα συμπλόκου στρεπταβιδίνης-υπεροξειδάσης 

(Streptavidin-HRP-conjugate), το οποίο δεσμεύεται από τη βιοτίνη του δεύτερου 

αντισώματος, για 15 min. 

• Έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα PBS pH 6,0 για 5 min (x3) 

• Προσθήκη του χρωμογόνου υποστρώματος (AEC) ώστε να ξεκινήσει η 

ενζυματική αντίδραση της υπεροξειδάσης που οδηγεί σε ίζημα στη θέση που έχει 

δεσμευτεί το πρωτογενές αντίσωμα (κόκκινο-καφέ χρώμα). Επώαση για ~ 2-4 min. 

• Έκπλυση με dH2O. 

• Χρώση πυρήνων (counterstain) με αιματοξυλίνη Mayer’s, 45 sec. 

• Σταδιακή αφυδάτωση με εμβαπτίσεις σε διαλύματα αυξανόμενης 

συγκέντρωσης EtOH: 80% (30 sec), 95% (30 sec), 100% (1 min), 100% (2 min). 

• Εμβάπτιση σε ξυλένιο 100% για 5 min (x2) 

• Εφαρμογή μέσου επικάλυψης (DPX) με πουάρ κι επικάλυψη με καλυπτρίδα 

(με άσκηση πίεσης για απομάκρυνση φυσαλίδων και πλεονάζοντος DPX). 

• Στέγνωμα για 24 h. 

 

 Αντίσωμα για το αντιγόνο των μακροφάγων (Mac-3). Ο ποιοτικός έλεγχος 

της παρουσίας μακροφάγων στον αγγειακό ιστό έγινε με τη χρήση του κεκαθαρμένου 

Mac-3 μονοκλωνικού αντισώματος ποντικού, κλώνος Μ3/84 (550292, BD 

Pharmigen, Franklin Lakes, NJ, USA) που είναι ειδικό για ανοσοϊστοχημική εξέταση 

ιστών. Πρόκειται για τον ισότυπο Rat [(Lewis x BN) F1] IgG1k και το αντίσωμα 

Μ3/84 αντιδρά με το αντιγόνο 110 kDa Mac-3 το οποίο εκφράζεται στην επιφάνεια 

μονοπύρηνων φαγοκυττάρων ποντικού 
216

. Η έκφραση του γλυκοπρωτεϊνικού αυτού 

αντιγόνου αυξάνει κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης των μονοκυττάρων σε 

ενεργοποιημένα μακροφάγα 
217

. Το Μ3/84 αντίσωμα μπορεί να ανιχνεύσει το Mac-3 

αντιγόνο σε ιστικά μακροφάγα, σε περιτοναϊκά μακροφάγα που απελευθερώνουν 

thioglycollate και σε μερικές σειρές μυελικών κυττάρων, όχι όμως σε λεμφοκύτταρα 

και μονοκύτταρα 
218

. Έχει επίσης αναφερθεί ότι το Μ3/84 αντίσωμα δίνει θετική 

χρώση σε δενδριτικά κύτταρα και στο ενδοθήλιο σε τομές θύμου αδένα, λεμφαδένων, 

σπληνός και λεμφοειδούς ιστού από τον εντερικό σωλήνα. Σύμφωνα με τις 
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κατευθυντήριες οδηγίες του παρόχου, το αντίσωμα Μ3/84 είναι κατάλληλο για τομές 

παραφίνης και η διαδικασία χρώσης που χρησιμοποιείται θα πρέπει να είναι τριών 

βημάτων συνδυάζοντας πολλαπλώς απορροφούμενο βιοτινυλιωμένο anti-rat IgG1/2, 

(550325), Streptavidin HRP, ως δευτερογενές αντίσωμα (550946) και σύστημα 

ανίχνευσης DAB (550880). Η συνιστώμενη αραίωση από τον κατασκευαστή είναι 

1:10 έως 1:50, αλλά στην παρούσα μελέτη διαπιστώθηκε έπειτα από ορισμένες 

δοκιμαστικές εργασίες ότι η καταλληλότερη αραίωση για την ανοσοϊστοχημική 

αξιολόγηση ήταν 1:500 (Πίνακας 2).  

 

Πίνακας 2: Υλικά κατά τις ανοσοϊστοχημικές χρώσεις  

 

Είδος - Συσκευή Κωδικός - Περιγραφή Παραγωγός 

Αντίσωμα Mac-3 550292 - Mac-3 BD Pharmigen 

Franklin Lakes, 

NJ, USA 

ZytoChem Plus HRP kit HRP008AEC,  Zytomed 

Systems GmbH, 

Berlin, Germany 
Permanent AEC kit ZUC054-200 

Κιτρικό Νάτριο 

HOC(COONa)(CH2COONa)2 

· 2H2O 

W302600 - Sodium citrate 

dehydrate ≥99%, FG 

Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, 

USA 

Πυκνό Υδροχλώριο 

HCl 

32033 - Hydrochloric acid 

ACS reagent, 37% 

Καυστικό νάτριο 

NaOH 

S5881 - Sodium hydroxide 

reagent grade, ≥98%, pellets 

(anhydrous) 

Χλωριούχο κάλιο 

KCl 

P9541 - Potassium chloride 

for molecular biology, 

≥99,0% 

Όξινο φωσφορικό νάτριο 

Na2HPO4 

S3264 - Sodium phosphate 

dibasic ≥98,5% (titration) 

Δισόξινο φωσφορικό κάλιο 

KH2PO4 

P9792 - Potassium 

phosphate monobasic 

≥98,0% 

Tween20 P9416 - TWEEN® 20 

viscous liquid 

Υπεροξείδιο του υδρογόνου 

H2O2 

H3410 - Hydrogen peroxide 

solution, 30% wt. in H2O 

Αιματοξυλίνη Mayer’s 350604T - Haemalum 

(Mayer’s) Gurr® 

VWR 

Radnor, PA, 

USA 
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Πίνακας 3: Διαλύματα κατά τις ανοσοϊστοχημικές χρώσεις.  

Διάλυμα Παρασκευή 

Citrate buffer Για 1 L: Διάλυση με ανάδευση σε 1000 mL ddH2O 2,94 g 

sodium citrate (dihydrate). Ρύθμιση του pH στο 6,0 με 

διαδοχικές ρίψεις σταγόνων HCl 1N. Προσθήκη 0,5 mL 

Tween20 κι ανάδευση. 

PBS Για 1 L 10x stock solution: Διάλυση με καλή ανάδευση σε 

800 mL ddH2O, 80 g NaOH, 2 g KCl, 4,4 g Na2HPO4 και 2,4 

g KH2PO4. Ρύθμιση του pH στο 7,4 με ρίψεις σταγόνων HCl 

1N ή ΝαΟΗ 1Ν, αν χρειαστεί. Συμπλήρωση του όγκου μέχρι 

το 1 L με ddH2O. 

Πριν τη χρήση, αραίωση 1/10 με ddH2O. 

Διάλυμα H2O2 σε 

PBS 

Για 250 mL: Διάλυση 12,5 mL H2O2 30% σε 237,5 mL PBS. 

HCl 1N Για 120 mL: Διάλυση 10 mL πυκνού HCl σε 110 mL ddH2O 

NaOH 1N Για 100 mL: Διάλυση 5,844g NaOH σε 100 mL ddH2O 

 

Αντίσωμα για τον CD31 υποδοχέα. 

1. Θέρμανση των αντικειμενοφόρων για  5-15 min στους  60
o
C 

2. Αποπαραφινοποίηση με εμβάπτιση των αντικειμενοφόρων σε 2 διαδοχικά 

διαλύματα ξυλενίου 100% για 10 min έκαστο. 

3. Υδροφιλοποίηση, ξέπλυμα ξυλενίου με εμβάπτιση σε αιθανόλη 100% για 2 min. 

4. Υδροφιλοποίηση, ξέπλυμα ξυλενίου με εμβάπτιση σε αιθανόλη 100% για 2 min. 

5. Υδροφιλοποίηση, ξέπλυμα ξυλενίου με εμβάπτιση σε αιθανόλη 90% για 2 min. 

6. Υδροφιλοποίηση, ξέπλυμα ξυλενίου με εμβάπτιση σε αιθανόλη 70% για 2 min. 

7. Εμβάπτιση σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS pH 6,0 για 2 min (x1) PBS. 

8. Ανάκτηση αντιγόνου με Protease K, 1:500 με pΗ 8,0 για 15 min σε 37
ο
C, και στη 

συνέχεια αφήνεται σε θερμοκρασία δωματίου για  10 min. 

9. Έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα PBS pH 6,0 για 5 min (x3). 

10. Επώαση σε 2% H2O2 (σε PBS) για 30 min (stock 30%) 

11. Έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα PBS pH 6,0 για 5 min (x3)  

12. Blocking με 2% κανονικό goat serum ( in PBS –Triton X 0,2%) για 30 min 

13. Επώαση με rat  anti-CD31 (BD 550274),  1:50 διάλυση σε 2% κανονικό goat 

serum -PBS –Triton X 0,2%) o/n στους 4
o
C, και μετά για 30 min στους 37

ο
C 

14. Έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα PBS 3X10 min. 
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15. Προσθήκη Δευτερογενούς αντισώματος, polyclonal rabbit anti-rat 

immunoglobulins/HRP (Dako, cat number P0450) σε διάλυση  1:200, για 60 min 

16. Έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα PBS 3X10 min. 

17. Προσθήκη του χρωμογόνου υποστρώματος DAB (DAKO K3468) σύμφωνα με 

τις υποδείξεις του κατασκευαστή και λήξη της αντίδρασης με τοποθέτηση των 

αντικειμενοφόρων σε PBS.  

18. Εμβάπτιση σε φιλταρισμένο διάλυμα αιματοξυλίνης Mayers για 30 sec 

19. Έκπλυση με dH2O δύο φορές 

20.  Αφυδάτωση σε 70% EtOH για 2 min, 90% EtOH για 2 min, 100% EtOH για 2 

min δύο φορές. 

21. Εμβάπτιση των αντικειμενοφόρων 2 φορές σε διάλυμα ξυλενίου 100% για 5min. 
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2.7.3 Μορφομετρική ανάλυση 

 

Όλες οι τομές που υπέστησαν χρώση (12 μύες ανά ομάδα), είτε ιστοχημική, είτε 

ανοσοϊστοχημική, παρατηρήθηκαν σε οπτικό μικροσκόπιο (Leica DM LS2, Wetzlar, 

Germany), και φωτογραφήθηκαν από ψηφιακή κάμερα μικροσκοπίου Leica DC 500 

(Heerbrugg, Ελβετία) με τη βοήθεια ειδικού λογισμικού υπολογιστή Altras Soft 

Imaging System σε μεγεθύνσεις 10x, 20x και 40x. Οι ψηφιακές φωτογραφίες έπειτα 

αναλύθηκαν από ειδικό λογισμικό ψηφιακής ανάλυσης εικόνας προς εξαγωγή 

δεδομένων. 

 

2.7.3.1 Μορφομετρική ανάλυση χρώσης Η&Ε 

 

Οι εικόνες από τη χρώση αιματοξυλίνης/ηωσίνης χρησιμοποιήθηκαν για τον 

προσδιορισμό της φλεγμονής στον χειρουργημένο γαστροκνήμιο μυ. Όλες οι τομές 

παρατηρήθηκαν με μεγέθυνση 10x, 20x, 40x σε οπτικό μικροσκόπιο (Leica DM LS2, 

Wetzlar, Germany) και ψηφιακές εικόνες αποκτήθηκαν και αποθηκεύτηκαν 

χρησιμοποιώντας κάμερα μικροσκοπίου Leica DC 500 (Heerbrugg, Switzerland) και 

το λογισμικό «Altras Soft Imaging System». Όλες οι παρατηρήσεις και η 

βαθμολόγηση του χειρουργημένου άκρου στις ημέρες D1, D3, D5 και D7 

πραγματοποιήθηκαν σε 3 τομές ανά μυ από έναν ερευνητή «τυφλό» ως προς το 

ερευνητικό πρωτόκολλο. Πέντε περιοχές, με φλεγμονώδη διήθηση, σε κάθε τομή 

φωτογραφήθηκαν με έναν 20× αντικειμενικό φακό (μεγέθυνση: 200×). Η 

ιστοπαθολογική αξιολόγηση βασίστηκε στην ερευνητική εργασία των Akdemir και 

συνεργατών 
219

 και η διήθηση των λευκοκυττάρων βαθμολογήθηκε ως εξής: 

0 = κανονική,  

1 = ελαφρά διήθηση,  

2 = έντονη διήθηση  

3 = μαζική διήθηση.  

Τα δεδομένα υποβλήθηκαν σε στατιστική ανάλυση. 

 

2.7.3.2 Μορφομετρική ανάλυση Ανοσοϊστοχημικών Χρώσεων 

 

Οι σχετικές συγκεντρώσεις των Mac-3 και CD31 μετρήθηκαν στις τομές του 

γαστροκνημίου μυός. Έχοντας σε κάθε αντικειμενοφόρο πλάκα την πρώτη τομή ως 
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negative control μετρήθηκε τόσο η θετική χρώση υποβάθρου όσο και το θετικό σήμα 

που έδωσαν οι αντιδράσεις των αντισωμάτων. Με απλή αφαίρεση του μέσου 

ποσοστού υποβάθρου-σήματος, υπολογίστηκε το θετικό σήμα κάθε δείγματος. 

 

Πίνακας 4: Συσκευές και υλικά κατά τη μορφομετρική ανάλυση των τομών  

Είδος - Συσκευή Περιγραφή Παραγωγός 

Μικροσκόπιο Olympus CX31 Olympus UK Ltd 

Hertfordshire, UK 

Προσαρμογέας 

ψηφιακής κάμερας 

N1512100 - U-TV0, 5xC-3  

Ψηφιακή κάμερα 

μικροσκοπίου 

ALTRA 20 - SIS 2 Megapixel 

CMOS color camera 

 

Λογισμικό 

εικονοληψίας 

Altras Soft Imaging System  

Λογισμικό ψηφιακής 

επεξεργασίας εικόνων 

Image Pro Plus 4.1 Media Cybernetics, Inc. 

Rockville, MD, USA 

 

 

2.8 Στατιστική ανάλυση 

 

Οι ποσοτικές μεταβλητές συνοψίστηκαν χρησιμοποιώντας μέσους όρους και τυπικές 

αποκλίσεις (standard deviation). Έγινε έλεγχος για την κανονικότητα των 

μεταβλητών χρησιμοποιώντας την δοκιμασία κατά Shapiro-Wilk. Ανάλογα με τα 

αποτελέσματα, χρησιμοποιήθηκε η δοκιμασία independent-samples t-test ή η 

δοκιμασία Mann-Whitney U για να συγκριθούν οι διαφορές μεταξύ των δύο ομάδων 

ανοσοανεπαρκών ποντικών (CiNisch και Nisch) και των δύο ομάδων αγρίου τύπου 

ποντικών (CiBisch και Bisch). Σε όλες τις στατιστικές αναλύσεις το επίπεδο 

σημαντικότητας ορίστηκε ως μικρότερο 0,05 και διπλής κατεύθυνσης. Οι στατιστικές 

αναλύσεις εφαρμόστηκαν με το στατιστικό πακέτο GraphPad Prism 6 (GraphPad 

Software, La Jolla, USA). 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1 Κατάσταση υγείας των ζώων μετά τη χειρουργική επέμβαση 

 

Θα πρέπει να τονιστεί ότι όλοι οι ποντικοί ολοκλήρωσαν τη μελέτη, ενώ κατά τη 

διάρκειά της δεν παρατηρήθηκαν ανεπιθύμητα αποτελέσματα, όπως θάνατος ή 

σοβαρές επιπλοκές του τραύματος. Τις ημέρες D1, D3, D5, και D7 μετά τη 

χειρουργική επέμβαση, όλα τα ζώα αξιολογήθηκαν μακροσκοπικά. Δεν 

παρατηρήθηκαν σημεία λοίμωξης σε καμία ομάδα, γεγονός που καταδεικνύει μη 

σημαντική συστηματική επίδραση της χειρουργικής επέμβασης στην υγεία των 

ποντικών. Η βαθμολογία σύμφωνα με την χρησιμοποιηθείσα κλίμακα βαθμονόμησης 

(παράγραφος 2.4) ήταν μηδέν (0) όσον αφορά στη νέκρωση, απεικονίζοντας έτσι την 

απουσία νέκρωσης για όλες τις πειραματικές ομάδες και μηδέν (0) όσον αφορά στην 

ισχαιμία, αφού τα ζώα δεν εμφάνισαν νέκρωση των ποδιών ή αποχρωματισμό των 

δακτύλων (Εικ. 12) 
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3.2 Βαθμολόγηση λειτουργικότητας 

 

Σε όλες τις πειραματικές ομάδες, η ενεργός χρήση του δεξιού ποδιού κάθε ποντικού 

φάνηκε να βελτιώθηκε από την ημέρα D1 έως την D7, όπως αποδείχθηκε από τον 

σταδιακά μειωμένο χρόνο που απαιτούνταν για να κατέβει από την κορυφή της 

κατακόρυφης δοκού στο πάτωμα. Επίσης χαρακτηριστική ήταν και η εικόνα των 

ζώων που συνηγορούσε υπέρ της βελτίωσής τους όπου παρατηρήσαμε 

διαφοροποίηση του τρόπου καθόδου της δοκού ανάλογα με τη μετεγχειρητική  ημέρα 

(Εικ. 13 a,b,c). 

 

 

 

Σε αμφότερες τις ομάδες ανοσοανεπαρκών και άγριου τύπου ζώων, η σύγκριση 

μεταξύ των ζώων που υποβλήθηκαν σε αγωγή με σιλοσταζόλη και των ζώων που δεν 

υποβλήθηκαν σε θεραπεία κατά τη διάρκεια του πειραματικού χρόνου δεν 

αποκάλυψε στατιστική σημαντικότητα για καμία από τις μετεγχειρητικές ημέρες από 

την D1 έως την D7 (p > 0,05) (Εικ. 14a). 

Παρομοίως, τα ποντίκια εμφάνισαν βελτιωμένη λειτουργικότητα με επιταχυνόμενη 

βελτίωση σύμφωνα με τη βαθμολόγηση κατά Tarlov κατά την περίοδο μετά τη 
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χειρουργική επέμβαση. Ωστόσο, η προσθήκη σιλοσταζόλης δεν προσέφερε κανένα 

όφελος (Εικ. 14 a, b). 

 

 

 

Εικόνα 14a. Αξιολόγηση της λειτουργικότητας του άκρου με τη χρήση της καθέτου 

δοκού οπου απεικονείζεται ο χρόνος καθόδου του ποντικού. b. Μακροσκοπική 

αξιολόγηση της λειτουργικότητας των πίσω άκρων. Οι αξιολογήσεις έγιναν για τις 

μετέγχειρητικές ημέρες D1 έως την D7. 

 

3.3. Προφίλ κυτταροκινών 

 

Στη συνέχεια ερευνήσαμε πιθανές επιδράσεις της σιλοσταζόλης στα επίπεδα των 

TNF, ΙFΝ-γ, IL-2, IL-4, IL-6 και IL-10 στον ορό των NOD-SCID και CB17 

ποντικών. Τα επίπεδα της IL-17A παρέμειναν σχεδόν σε μηδενική τιμή σε όλες τις 

πειραματικές ομάδες καθ' όλη τη διάρκεια της μελέτης και δεν αναλύθηκαν 

περαιτέρω. 

Αρχικά, στα ζώα με ανοσοανεπάρκεια, η ανάλυση των κυτταροκινών αποκάλυψε 

στατιστικά σημαντικές διαφορές στα επίπεδα των ΤΝF (Εικ. 15a), IL-6 (Εικ. 15b), 

και ΙFΝ-γ (Εικ. 17a) μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch ακολουθώντας ένα 

παρόμοιο πρότυπο. Συγκεκριμένα, οι συγκεντρώσεις των προαναφερθεισών 

κυτταροκινών αυξήθηκαν απότομα την D1 στην ομάδα CiNisch σε σύγκριση με την 

ομάδα Nisch (p < 0,001) και μειώθηκαν σταδιακά με την πάροδο του χρόνου μέχρι 

την D7, όταν τα επίπεδα αυτών των τριών κυτταροκινών βρέθηκαν να είναι χαμηλά 

και στις δύο ομάδες. Οι συγκεντρώσεις των IL-4 (Εικ. 16b), IL-2 (Εικ. 17b) και IL-10 

(Εικ. 16a) δεν διέφεραν (p > 0,05) μεταξύ των ομάδων κατά τη διάρκεια όλων των 

ημερών πειραματισμού. 
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Όσον αφορά τα άγριου τύπου CB17 ζώα, η IL-6 (Εικ. 15b), και η ΙFΝ-γ (Εικ. 17a)  

ήταν σημαντικά αυξημένες στους ποντικούς της ομάδας CiBisch συγκριτικά με την 

Bisch κατά την περίοδο πειραματισμού (p < 0,001). Ο TNF (Εικ. 15a),  έδειξε μια 

καθυστερημένη αύξηση τις ημέρες D5 και D7 στην ομάδα CiBisch (p < 0,001). Η  

IL-4 (Εικ. 16b), βρέθηκε σημαντικά υψηλότερη στην ομάδα των CB17 ποντικών που 

υποβλήθηκε σε αγωγή με σιλοσταζόλη αλλά μόνο την D1 (p < 0,001) μαζί με επίπεδα 

της IL-10 για την D1 έως την D5 (p < 0,001). Αντίθετα, η ομάδα Bisch εμφάνισε 

υψηλότερα επίπεδα IL-2 (Εικ. 17b)  από την ομάδα CiBisch τις ημέρες D1, D3 και 

D5. 

  

a     b 

Εικόνα 15 a,b. Τα επίπεδα των TNF-α και IL-6 στο πλάσμα μετρήθηκαν σε όλες τις 

πειραματικές ομάδες στις μετεγχειρητικές ημέρες 1, 3, 5 και 7.  

(a) Για τις συγκεντρώσεις TNF-α, παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές 

μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch στις D1 και D5 (ρ <0.001) καθώς επίσης 

μεταξύ των ομάδων CiBisch και Bisch επί των D5 και D7 (ρ <0.001).  

(b) Για τις συγκεντρώσεις IL-6, παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές 

μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch σε D1 και D5 (p <0,001) καθώς και μεταξύ 

των ομάδων CiBisch και Bisch σε όλες τις μετεγχειρητικές ημέρες (p <0,001). 

 

Ο προσδιορισμός των κυτταροκινών στον ορό ποντικού κατά τη διάρκεια της πρώτης 

μετεγχειρητικής εβδομάδας αποκάλυψε ένα διαφοροποιημένο και χαρακτηριστικό 

προφίλ ανάμεσα στις ομάδες ελέγχου και χορήγησης σιλοσταζόλης (Πίν. 5, 6, 7, 8). 

Λόγω του γεγονότος ότι οι κυτταροκίνες αποτελούν μέρος ενός ευρύτερου 

ανοσολογικού και κυτταρικού δικτύου, το προφίλ που λαμβάνεται είναι καλύτερα 

κατανοητό αν οι περισσότερες μεταβλητές που συμβάλλουν σε αυτό αναλύονται 

ταυτόχρονα 
220

. Αυτή η στρατηγική έχει χρησιμοποιηθεί από τον Williams και 

συνεργάτες (2013). Έτσι στη μελέτη μας, η χρήση της τεχνολογίας CBA για τη 

μέτρηση των κυτταροκινών στο ίδιο δείγμα από περιφερικό αίμα είχε ως αποτέλεσμα 

τη δημιουργία ενός προφίλ κυτταροκινών ανά μετεγχειρητική ημέρα που ήταν εύκολο 

να διακριθεί για τις δύο ομάδες. Η ανάλυση των μεταβολών στο προφίλ 
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κυτταροκινών Th1 / Th2 στον ορό του  αίματος των ισχαιμικών ποντικών κατά την 

πρώτη εβδομάδα της χειρουργικής επέμβασης παρουσιάζεται στους παρακάτω 

πίνακες, όπου αναγράφεται επίσης το προφίλ των εκκρινόμενων κυτταροκινών και ο 

τύπος ανοσολογικής απόκκρισης όπου αυτό μπορεί να ενταχθεί.  

  

a     b 

Εικόνα 16 a,b. Τα επίπεδα των IL-10 και IL-4 στο πλάσμα μετρήθηκαν σε όλες τις 

πειραματικές ομάδες στις μετεγχειρητικές ημέρες 1, 3, 5 και 7.  

(a) Για τις συγκεντρώσεις IL-10, δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές 

διαφορές μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch σε κάθε θέση (p> 0.05) ενώ μεταξύ 

των ομάδων CiBisch και Bisch υπήρχαν στατιστικά σημαντικές διαφορές στα D1, D3 

και D5 (p <0.001). (p> 0.05), ενώ μεταξύ των ομάδων CiBisch και Bisch 

παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές στο D1 (p <0.001), ενώ για τις 

συγκεντρώσεις  

(d) Για τις συγκεντρώσεις IL-4 δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές 

μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch σε κάθε μετεγχειρητική ημέρα. 

 

  

a     b 

Εικόνα 17 a,b. Τα επίπεδα των IFN-γ και IL-2 στο πλάσμα μετρήθηκαν σε όλες τις 

πειραματικές ομάδες στις μετεγχειρητικές ημέρες 1, 3, 5 και 7.  

(a) Για τις συγκεντρώσεις IFN-γ, παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές 

μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch στις D1 και D5 (ρ <0.001) καθώς επίσης 

μεταξύ των ομάδων CiBisch και Bisch επί των D5 και D7 (ρ <0.001).  

(b) Για τις συγκεντρώσεις IL-2 παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές 

μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch σε D1 και D5 (p <0,001) καθώς και μεταξύ 

των ομάδων CiBisch και Bisch σε όλες τις μετεγχειρητικές ημέρες (p <0,05). 



 - 65 - 

Πίνακας 5: Τα επίπεδα των συγκεντρώσεων κυτταροκινών στο ορό των ποντικών 

(όπως παρουσιάζονται με διαφορετικό χρώμα) αποκαλύπτουν διαφορές 

συσχετιζόμενες με τον τύπο ανοσολογικής απόκρισης στις πειραματικές ομάδες την 

μετεγχειρητική ημέρα 1. 

Ημέρα 1 

IL-2  TNF  IL-6  IL-4  IL-10  IFN-γ 

Τύπος 

απόκρισης 

Bisch  High  High  Medium  Low  Low  Medium  φλεγμονώδης 

Th1 τύπος 

CiBisch  Medium  High  High  Medium  High  High  Ενίσχυση τύπου 

Th2 και 

ρυθμιστικού Th1 

τύπου  

 

      

 

Nisch  Very 

Low  

Low  Low  Low  High  Very 

Low  

Η IL-10 προάγει 

τον ρυθμιστικό 

Τ τύπο  

CiNisch  Very 

Low  

Medium  Medium  Low  High  High  Η IL-10 προάγει 

τον ρυθμιστικό 

Τ τύπο. Οι TNF 

και IL-6 

ενεργοποιούν 

τον Th1 τύπο. 

 

Πίνακας 6: Τα επίπεδα των συγκεντρώσεων κυτταροκινών στο ορό των ποντικών 

(όπως παρουσιάζονται με διαφορετικό χρώμα) αποκαλύπτουν διαφορές 

συσχετιζόμενες με τον τύπο ανοσολογικής απόκρισης στις πειραματικές ομάδες την 

μετεγχειρητική ημέρα 3. 

Ημέρα 3 

IL-2  TNF  IL-6  IL-4  IL-10  IFN-γ 

Τύπος 

απόκρισης 

Bisch  High  High  Medium  Low  Low  Medium  φλεγμονώδης 

Th1 τύπος 

CiBisch  Medium  High  Medium Low High  High  Ενίσχυση τύπου 

Th2 και 

ρυθμιστικού Th1 

τύπου 

 

      

 

Nisch  Very 

Low  

Low  Low  Low  High  Very 

Low  

Η IL-10 προάγει 

τον ρυθμιστικό 

Τ τύπο 

CiNisch  Very 

Low  

Low  Medium  Low  High  Very 

Low 

Η IL-10 προάγει 

τον ρυθμιστικό 

Τ τύπο 
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Πίνακας 7: Τα επίπεδα των συγκεντρώσεων κυτταροκινών στο ορό των ποντικών 

(όπως παρουσιάζονται με διαφορετικό χρώμα) αποκαλύπτουν διαφορές 

συσχετιζόμενες με τον τύπο ανοσολογικής απόκρισης στις πειραματικές ομάδες την 

μετεγχειρητική ημέρα 5. 

Ημέρα 5 

IL-2  TNF  IL-6  IL-4  IL-10  IFN-γ 

Τύπος 

απόκρισης 

Bisch  High  Medium  Medium  Low  Low  Low  φλεγμονώδης 

Th1 τύπος 

CiBisch  Medium  Medium Medium Low High  Medium Ενίσχυση τύπου 

Th2  

 

      

 

Nisch  Very 

Low  

Low  Very Low Low  High  Very 

Low  

Η IL-10 προάγει 

τον ρυθμιστικό 

Τ τύπο 

CiNisch  Very 

Low  

Medium Medium  Low  High  Medium Η IL-10 προάγει 

τον ρυθμιστικό 

Τ τύπο 

 

Πίνακας 8: Τα επίπεδα των συγκεντρώσεων κυτταροκινών στο ορό των ποντικών 

(όπως παρουσιάζονται με διαφορετικό χρώμα) αποκαλύπτουν διαφορές 

συσχετιζόμενες με τον τύπο ανοσολογικής απόκρισης στις πειραματικές ομάδες την 

μετεγχειρητική ημέρα 7. 

 

Ημέρα 7 

IL-2  TNF  IL-6  IL-4  IL-10  IFN-γ 

Τύπος 

απόκρισης 

Bisch  Very 

Low  

Very 

Low 

Very 

Low  

Very 

Low  

Very 

Low  

Very 

Low  

Λύση της 

φλεγμονής 

CiBisch   Low Low Very 

Low  

Very 

Low  

Very 

Low  

Low Λύση της 

φλεγμονής 

 

      

 

Nisch  Very 

Low  

Low  Very 

Low  

Low  High  Low Η IL-10 προάγει 

τον ρυθμιστικό 

Τ τύπο 

CiNisch  Very 

Low  

Low Low  Low  High  Low Η IL-10 προάγει 

τον ρυθμιστικό 

Τ τύπο 
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3.4. Βιοκατανομή του 
68

Ga-NODAGA-RGDfK 

 

Τα αποτελέσματα της ex vivo βιοκατανομής του 
68

Ga-NODAGA-RGDfK 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 9. 

 

Πίνακας 9: Εx vivo βιοκατανομή του 
68

Ga-NODAGA-RGDfK με τη χρήση του 

Gamma Well Counting of tissue avtivity. 

 

 

CiNisch Nisch CiBisch Bisch 

Ιστός 

Mean ± SD 

(% ID/g) 

Mean ± SD  

(% ID/g) 

Mean ± SD 

 (% ID/g) 

Mean ± SD 

 (% ID/g) 

Αίμα 1.82 ± 1.01 1.97 ± 0.36 1.59 ± 0.46 1.94 ± 0.85 

Καρδιά  1.08 ± 0.44 1.04 ± 0.15 1.04 ± 0.24 1.21 ± 0.51 

Ήπαρ 1.23 ± 0.46 1.15 ± 0.34 1.37 ± 0.37 1.43 ± 0.49 

Σπλήνας 1.37 ± 0.57 1.12 ± 0.23 3.80 ± 1.26 1.75 ± 0.67 

Πνεύμονας 2.25 ± 0.90 1.60 ± 0.66 2.37 ± 0.65 2.08 ± 1.25 

Νεφροί 6.19 ± 2.21 5.17 ± 0.69 4.81 ± 0.84 5.31 ± 1.13 

Στομάχι 1.33 ± 0.44 1.07 ± 0.55 1.84 ± 0.46 1.59 ± 0.46 

Έντερο 1.10 ± 0.76 0.83 ± 0.24 1.11 ± 0.30 0.95 ± 0.76 

Αριστερό άκρο  1.43 ± 0.66 3.42 ± 1.24 2.51 ± 0.92 1.58 ± 0.65 

Δεξί άκρο  1.90 ± 0.85 3.82 ± 1.35 2.71 ± 1.47 2.15 ± 0.89 

 

Παρατηρούμε ότι η ομάδα Nisch εμφάνισε σημαντικά υψηλότερη πρόσληψη 
68

Ga-

NODAGA-RGDfK και για τα δύο πόδια από τα αντίστοιχα άκρα στα ζώα που είχαν 

λάβει σιλοσταζόλη (αριστερό οπίσθιο άκρο p < 0,001 και δεξί οπίσθιο άκρο p < 

0,001). Οι τιμές πρόσληψης για όλους τους άλλους ιστούς (καρδιά, ήπαρ, σπλήνας, 

πνεύμονας, στόμαχος και έντερο) ήταν ελαφρώς υψηλότερες στους CiNisch 

ποντικούς με εξαίρεση τους νεφρούς όπου οι διαφορές στις μέσες τιμές πρόσληψης 

παρουσίασαν στατιστικά σημαντικά αυξημένα επίπεδα (p < 0,05) . 

Αντίθετα με τους ανοσοανεπαρκείς μύες, η πρόσληψη του 
68

Ga-NODAGA-RGDfK 

ήταν υψηλότερη στα ζώα άγριου τύπου που έλαβαν θεραπεία με σιλοσταζόλη από ότι 

στα ζώα ελέγχου και για τα  δύο άκρα (αριστερό οπίσθιο άκρο p = 0,048 και δεξί 
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οπίσθιο άκρο p > 0,05). Εκτός αυτού, η πρόσληψη του πεπτιδίου στον σπλήνα 

αυξήθηκε σημαντικά στην ομάδα CiBisch σε σχέση με την ομάδα Bisch (p < 0,001). 

Δεν βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά για τους υπόλοιπους ιστούς που 

αξιολογήθηκαν μεταξύ των ομάδων CiBisch και Bisch (p > 0,05). 

 

3.5 Ιστολογική αξιολόγηση 

Αναφορικά με τα αποτελέσματα της χρώσης αιματοξυλίνης/ηωσίνης μετρήθηκε το 

ποσοστό θετικής χρώσης σε 20 πεδία ανά ιστολογικό δείγμα. Η χρώση 

αιματοξυλίνης/ηωσίνης του γαστροκνημίου μυ σε ζώα με ανοσοανεπάρκεια 

κατέδειξε σημαντική αύξηση της διήθησης των λευκοκυττάρων στην ομάδα Nisch τις 

ημέρες D3 και D7 σε σύγκριση με την ομάδα CiNisch (Εικ. 17).  

 

Εικόνα 17. Η διήθηση των λευκοκυττάρων μετρήθηκε σε όλες τις πειραματικές 

ομάδες στις μετεγχειρητικές ημέρες D1, D3, D5 και D7. Παρατηρήθηκε στατιστικά 

σημαντική διαφορά μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch στις D3 και D7 (p <0,05) 

ενώ σε καμμία μετεγχειρητική ημέρα δεν υπήρχε στατιστικά σημαντική διαφορά 

μεταξύ των ομάδων CiBisch και Bisch (p> 0,05). 

 

Ειδικότερα η διήθηση των λευκοκυττάρων στα ανοσοανεπαρκή ζώα ανεξαρτήτως της 

χορήγησης σιλοσταζόλης φαίνεται να έχει μία αύξουσα εξέλιξη στο χρόνο. Τα 

ιστολογικά παρασκευάσματα δεν έχουν εικόνα φλεγμονώδους διήθησης την πρώτη 

(D1) μετεγχειρητική ημέρα. Αντίθετα, ιδιαίτερα σημαντικές φαίνονται να είναι οι D3 

και D7 όπου και παρατηρείται στατιστικά σημαντική αύξηση των διηθούντων 

λευκοκυττάρων ανάμεσα στις ομάδες  CiNisch και Nisch. Τέλος, την D7 ο 

γαστροκνήμιος μυς των ανοσοανεπαρκών ποντικών φαίνεται να φλεγμαίνει 

περισσότερο από τις προηγούμενες ημέρες. 
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Αναφορικά με τα αποτελέσματα της χρώσης αιματοξυλίνης/ηωσίνης μετρήθηκε 

διήθηση των λευκοκυττάρων σε 20 πεδία ανά ιστολογικό δείγμα. Στα 

ανοσοανεπαρκή ζώα δεν φάνηκε περιορισμός της φλεγμονής μετά την επίδραση της 

σιλοσταζόλης από τη σύγκριση μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch (p > 0,05) την 

πρώτη (D1) μετεγχειρητική ημέρα. Αντιπροσωπευτικές εικόνες των ομάδων CiNisch 

(a) και Nisch (e) παρουσιάζονται στην Εικόνα 18.  

 a     

 

b     

Εικόνα 18. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ιστολογικής ανάλυσης του δεξιού 

γαστροκνημίου μυός για CiNisch (a) και Nisch (b) για τη μετεγχειρητική ημέρα D1       

(H & E χρώση, μεγέθυνση x20). 
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Παρατηρείται στατιστικά σημαντική αύξηση των λευκοκυττάρων στα 

ανοσοανεπαρκή ζώα κατά την τρίτη μετεγχειρητική ημέρα (D3) όπως αυτή προκύπτει 

από τη σύγκριση μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch (p < 0,05). Η σιλοσταζόλη 

φαίνεται να ασκεί σημαντική δράση στον περιορισμό της φλεγμονής όπως φαίνεται  

και από τις αντιπροσωπευτικές εικόνες των ομάδων CiNisch (a) και Nisch (b(Εικ. 

19). 

a      

 

  b    

Εικόνα 19. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ιστολογικής ανάλυσης του δεξιού 

γαστροκνημίου μυός για CiNisch (a) και Nisch (b) για τη μετεγχειρητική ημέρα D3.       

(H & E χρώση, μεγέθυνση x20). 
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Δεν φαίνεται επίσης να υπάρχει επίδραση της σιλοσταζόλης στον περιορισμό της 

φλεγμονής στα ανοσοανεπαρκή ζώα όπως αυτή προκύπτει από τη σύγκριση μεταξύ 

των ομάδων CiNisch και Nisch (p > 0,05) κατά την πέμπτη (D5) μετεγχειρητική 

ημέρα. Παρατίθενται αντιπροσωπευτικές εικόνες των ομάδων CiNisch (a) και Nisch 

(b)  (Εικ. 20). 

a     

 

 b    

Εικόνα 20. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ιστολογικής ανάλυσης του δεξιού 

γαστροκνημίου μυός για CiNisch (a) και Nisch (b) για τη μετεγχειρητική ημέρα D5.       

(H & E χρώση, μεγέθυνση x20). 
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Παρατηρείται στατιστικά σημαντική αύξηση των λευκοκυττάρων στα 

ανοσοανεπαρκή ζώα κατά την έβδομη (D7) μετεγχειρητική ημέρα όπως αυτή 

προκύπτει από τη σύγκριση μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch (p < 0,05). Η 

σιλοσταζόλη φαίνεται να ασκεί σημαντική δράση στον περιορισμό της φλεγμονής 

όπως φαίνεται  και από τις αντιπροσωπευτικές εικόνες των ομάδων CiNisch (a) και 

Nisch (b)  (Εικ. 21). 

a     

 

b     

Εικόνα 21. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ιστολογικής ανάλυσης του δεξιού 

γαστροκνημίου μυός για CiNisch (a) και Nisch (b) για τη μετεγχειρητική ημέρα D7       

(H & E χρώση, μεγέθυνση x20). 
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Παρουσιάζονται συγκεντρωτικά στην Εικ. 22 οι αντιπροσωπευτικότερες 

φωτογραφίες από τις ομάδες CiNisch  και Nisch όπου απεικονίζεται η εξέλιξη της 

φλεγμονώδους διήθησης στο δεξί γαστροκνήμιο μυ. 

 

Εικόνα 22
 
a, h. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ιστολογικής ανάλυσης του δεξιού 

γαστροκνήμιου μυός για CiNisch (ομάδες a-d) και Nisch (ομάδες e-h). Η διήθηση 

λευκοκυττάρων αξιολογήθηκε σε κάθε μετεγχειρητική ημέρα (D1: a & e · D3: b & f · 

D5: c & g · D7: d & h). H & E χρώση; x20 
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Αναφορικά με τα αποτελέσματα της χρώσης αιματοξυλίνης/ηωσίνης στα αγρίου 

τύπου ζώα, μετρήθηκε επίσης η διήθηση των λευκοκυττάρων σε 20 πεδία ανά 

ιστολογικό δείγμα. Και σε αυτά τα ζώα, η διήθηση των λευκοκυττάρων ανεξαρτήτως 

της χορήγησης σιλοσταζόλης φαίνεται να έχει μία αύξουσα εξέλιξη στο χρόνο. Από 

τις τομές προκύπτει ότι η φλεγμονώδης διήθηση ήταν χαμηλή στις μετεγχειρητικές 

μέρες D1 (Εικ. 23 a, c) και D3 (Εικ. 23 b, d) χωρίς στατιστικά σημαντικές διαφορές 

ανάμεσα στις ομάδες Bisch και CiBisch.  Οι φλεγμονώδεις περιοχές δεν ήταν 

εκτεταμένες για τις προαναφερθείσες ημέρες. 

D1 D3 

a  c  

b  d  

Εικόνα 23. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ιστολογικής ανάλυσης του δεξιού 

γαστροκνημίου μυός για τις ομάδες CiBisch (a, c) και Bisch (b, d) για τις 

μετεγχειρητικές ημέρες D1 και D3 (H & E χρώση, μεγέθυνση x20).  
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Στις μετεγχειρητικές μέρες D5, D7 η διήθηση των λευκοκυττάρων ήταν υψηλότερη 

χωρίς όμως στατιστικά σημαντικές διαφορές ανάμεσα στις ομάδες Bisch και CiBisch. 

Οι φλεγμονώδεις περιοχές φαίνονται πιο εκτεταμένες για τις προαναφερθείσες ημέρες 

(Εικ. 24 c, d, g, h). Στην περίπτωση των ζώων αγρίου τύπου όπως και στα 

ανοσοανεπαρκή, ο γαστροκνήμιος μυς φαίνεται να φλεγμαίνει περισσότερο την 

έβδομη μετεγχειρητική ημέρα (D7) από ότι τις προηγούμενες ημέρες.  

 

D5 D7 

a  c   

b  d  

Εικόνα 24. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ιστολογικής ανάλυσης του δεξιού 

γαστροκνημίου μυός για τις ομάδες CiBisch (a, c) και Bisch (b, d) για τις 

μετεγχειρητικές ημέρες D1 και D3 (H & E χρώση, μεγέθυνση x20). 
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Προς σύγκριση, παρουσιάζεται συγκεντρωτικό πάνελ εικόνων για τις ομάδες CiBisch  

και Bisch όπου απεικονίζεται η εξέλιξη της φλεγμονώδους διήθησης στο δεξί 

γαστροκνήμιο μυ. 

 

Εικόνα 25
 
a, h. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ιστολογικής ανάλυσης του δεξιού 

γαστροκνήμιου μυός για CiBisch (ομάδες a-d) και Bisch (ομάδες e-h). Η διήθηση 

λευκοκυττάρων αξιολογήθηκε σε κάθε μετεγχειρητική ημέρα (D1: a & e · D3: b & f · 

D5: c & g · D7: d & h). H & E χρώση; x20 
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Αναφορικά με τα αποτελέσματα της ανοσοϊστοχημικής χρώσης με τη χρήση του anti-

Mac-3 αντισώματος μετρήθηκε το ποσοστό θετικής χρώσης σε 20 πεδία ανά 

ιστολογικό δείγμα. Με καφέ χρώμα εμφανίζονται τα εντοπισθέντα μακροφάγα. Το 

ποσοστό θετικής χρώσης έναντι του anti-Mac-3 αντισώματος κατέδειξε σημαντικά 

στατιστική αύξηση στα ανοσοανεπαρκή ζώα της ομάδας Nisch έναντι της ομάδας 

CiNisch κατά την πρώτη (D1) (p < 0,05) και έβδομη (D7) μετεγχειρητικές ημέρες (p 

< 0,01) (Εικ. 19). 

Εικόνα 26. Οι αριθμοί μακροφάγων μετρήθηκαν σε όλες τις πειραματικές ομάδες τις 

μετεγχειρητικές ημέρες D1, D3, D5 και D7. Παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική 

διαφορά μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch στα D1 και D7 (p <0,05) ενώ μεταξύ 

των ομάδων CiBisch και Bisch στατιστικά σημαντική διαφορά στο D7 (ρ <0,05). 

 

Ειδικότερα η διήθηση των μακροφάγων στα ανοσοανεπαρκή ζώα φαίνεται να έχει 

μία αύξουσα εξέλιξη στο χρόνο. Ιδιαίτερα σημαντικές φαίνονται να είναι οι D1 και 

D7 όπου και παρατηρείται στατιστικά σημαντική αύξηση των παρατηρηθέντων 

μακροφάγων. Τις D1 και D3 δεν φαίνεται να υπάρχει σημαντική διαφοροποίηση των 

παρατηρηθέντων μακροφάγων, εικόνα που αλλάζει κατά την D5 και διαφοροποιείται 

πλήρως την μετεγχειρητική ημέρα D7. Την D7 ο γαστροκνήμιος μυς φαίνεται να 

φλεγμαίνει περισσότερο από τις προηγούμενες ημέρες.  
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Παρατηρείται στατιστικά σημαντική αύξηση των μακροφάγων στα ανοσοανεπαρκή 

ζώα κατά την πρώτη μετεγχειρητική ημέρα D1 όπως αυτή προκύπτει από τη 

σύγκριση μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch (p < 0,05). Στην Εικόνα 27 

παρατίθενται αντιπροσωπευτικές εικόνες των ομάδων CiNisch (a) και Nisch (b). 

 

a   

 b  

Εικόνα 27
 
(a, b). Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι 

του anti-Mac-3 αντισώματος του δεξιού γαστροκνημίου μυός για τις ομάδες CiNisch 

(a) και Nisch (e) για τη μετεγχειρητική ημέρα D1 (μεγέθυνση X40). 
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Δεν φαίνεται επίσης να υπάρχει επίδραση της σιλοσταζόλης στον περιορισμό του 

αριθμού τον ανιχνευθέντων μακροφάγων στα ανοσοανεπαρκή ζώα όπως αυτή 

προκύπτει από τη σύγκριση μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch (p > 0,05) κατά 

την τρίτη (D3) και πέμπτη (D5) μετεγχειρητικές ημέρες. Παρατίθενται 

αντιπροσωπευτικές εικόνες των ομάδων CiNisch (a, c) και Nisch (d, d)  (Εικ. 28). 

D3 D5 

a  c  

b  d  

Εικόνα 28
 

(a,b,c,d). Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ανοσοϊστοχημικής χρώσης 

έναντι του anti-Mac-3 αντισώματος του δεξιού γαστροκνημίου μυός για τις ομάδες 

CiNisch (b, c) και Nisch (f, g) για τις μετεγχειρητικές ημέρες D3 και D5 (μεγάθυνση 

X40). 
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Παρατηρείται στατιστικά σημαντική αύξηση των μακροφάγων στα ανοσοανεπαρκή 

ζώα κατά την έβδομη μετεγχειρητική ημέρα (D7) όπως αυτή προκύπτει από τη 

σύγκριση μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch (p < 0,05). Παρατίθενται 

αντιπροσωπευτικές εικόνες των ομάδων CiNisch (a) και Nisch (b)  (Εικ. 29). 

 

a   

 b  

Εικόνα 29
 
(a, b). Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι 

του anti-Mac-3 αντισώματος του δεξιού γαστροκνημίου μυός για τις ομάδες CiNisch 

(a) και Nisch (b) για τη μετεγχειρητική ημέρα D7 (μεγέθυνση X40). 



 - 81 - 

Προς σύγκριση, παρουσιάζεται συγκεντρωτικό πάνελ εικόνων για τις ομάδες CiNisch  

και Nisch όπου απεικονίζεται η διήθηση  των μικροφάγων που ανιχνεύθηκαν έναντι 

του anti-Mac-3 αντισώματος στο δεξί γαστροκνήμιο μυ (Εικ. 30). 

 

Εικόνα 30
 
a, h. Ανοσοϊστοχημική χρώση με αντίσωμα έναντι μακροφάγων (Mac-3) 

για CiNisch (ομάδες a-d) και Nisch (ομάδες e-h). Οι τομές αντισταθμίστηκαν με H & 

E (20x). Οι αριθμοί μακροφάγων αξιολογήθηκαν σε κάθε μετεγχειρητική ημέρα (D1: 

a & e · D3: b & f · D5: c & g · D7: d & h). 
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Αναφορικά με τα αποτελέσματα της ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι του anti-Mac-

3 αντισώματος, μετρήθηκε το ποσοστό θετικής χρώσης σε 20 πεδία ανά ιστολογικό 

δείγμα στα αγρίου τύπου ζώα. Το ποσοστό θετικής χρώσης έναντι του anti-Mac-3 

αντισώματος κατέδειξε σημαντικά στατιστική αύξηση στα αγρίου τύπου ζώα της 

ομάδας Bisch έναντι της ομάδας CiBisch μόνο κατά την έβδομη μετεγχειρητική 

ημέρα (D7) (p < 0,01).   

Ειδικότερα η διήθηση των μακροφάγων και στα αγρίου τύπου ζώα φαίνεται να έχει 

μία αύξουσα εξέλιξη στο χρόνο. Ιδιαίτερα σημαντικές φαίνονται να είναι η D5 όπου 

παρατηρείται αύξηση των παρατηρηθέντων μακροφάγων και η D7 όπου και 

παρατηρείται και στατιστικά σημαντική αύξηση των παρατηρηθέντων μακροφάγων 

(Εικ. 31). 

a   

e   

Εικόνα 31. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι του 

anti-Mac-3 αντισώματος του δεξιού γαστροκνημίου μυός για τις ομάδες CiBisch (a) 

και Bisch (e) για τη μετεγχειρητική ημέρα D1 (μεγέθυνση X40). 



 - 83 - 

 

Την D1 και D3 δεν φαίνεται να υπάρχει σημαντική διαφοροποίηση των 

παρατηρηθέντων μακροφάγων, εικόνα που αλλάζει κατά την D5 και διαφοροποιείται 

πλήρως την μετεγχειρητική ημέρα D7. Την D7 ο γαστροκνήμιος μυς φαίνεται να 

φλεγμαίνει περισσότερο από τις προηγούμενες ημέρες.  

Δεν φαίνεται επίσης να υπάρχει επίδραση της σιλοσταζόλης στο ποσοστό θετικής 

χρώσης έναντι του anti-Mac-3 αντισώματος στα αγρίου ζώα όπως αυτή προκύπτει 

από τη σύγκριση μεταξύ των ομάδων CiΒisch και Βisch (p > 0,05) κατά την τρίτη 

(D3) και πέμπτη (D5) μετεγχειρητικές ημέρες. Παρατίθενται αντιπροσωπευτικές 

εικόνες των ομάδων CiNisch (a, c) και Nisch (b, d)  (Εικ. 32). 

D3 D5 

a  c  

b  d  

Εικόνα 32. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι του 

anti-Mac-3 αντισώματος του δεξιού γαστροκνημίου μυός για τις ομάδες CiNisch (b, 

c) και Nisch (f, g) για τις μετεγχειρητικές ημέρες D3 και D5 (μεγέθυνση X40). 
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Παρατηρείται στατιστικά σημαντική αύξηση των μακροφάγων στα ανοσοανεπαρκή 

ζώα κατά την έβδομη μετεγχειρητική ημέρα (D7) όπως αυτή προκύπτει από τη 

σύγκριση μεταξύ των ομάδων CiBisch και Bisch (p < 0,05). Παρατίθενται 

αντιπροσωπευτικές εικόνες των ομάδων CiBisch (a) και Bisch (b)  (Εικ. 33). 

a   

b   

Εικόνα 33. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι του 

anti-Mac-3 αντισώματος του δεξιού γαστροκνημίου μυός για τις ομάδες CiBisch (a) 

και Bisch (b) για τη μετεγχειρητική ημέρα D7 (μεγέθυνση X40). 
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Προς σύγκριση, παρουσιάζεται συγκεντρωτικό πάνελ εικόνων για τις ομάδες CiBisch  

και Bisch όπου απεικονίζεται η διήθηση των μικροφάγων που ανιχνεύθηκαν έναντι 

του anti-Mac-3 αντισώματος στο δεξί γαστροκνήμιο μυ (Εικ. 34). 

 

Εικόνα 34
 
a, h. Ανοσοϊστοχημική χρώση με αντίσωμα έναντι μακροφάγων για 

CiBisch (ομάδες α-ά) και Bisch (ομάδες e-h). Οι τομές αντισταθμίστηκαν με H & E 

(20x). Οι αριθμοί μακροφάγων αξιολογήθηκαν σε κάθε μετεγχειρητική ημέρα (D1: a 

& e · D3: b & f · D5: c & g · D7: d & h). 
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Αναφορικά με τα αποτελέσματα της ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι του anti-CD31 

αντισώματος μετρήθηκε το ποσοστό θετικής χρώσης σε 20 πεδία ανά ιστολογικό 

δείγμα. Με καφέ χρώμα εμφανίζεται η θετική χρώση έναντι του anti-CD31 

αντισώματος. Ειδικότερα η παρουσία του CD31 υποδοχέα στα ανοσοανεπαρκή ζώα 

ανεξαρτήτως της χορήγησης σιλοσταζόλης φαίνεται να έχει μία αύξουσα εξέλιξη με 

το χρόνο. Το ποσοστό θετικής χρώσης έναντι του anti-CD31 αντισώματος κατέδειξε 

σημαντικά στατιστική αύξηση στα ανοσοανεπαρκή ζώα της ομάδας Nisch έναντι της 

ομάδας CiNisch κατά την πρώτη (D1) (p < 0,05), πέμπτη (D5) (p < 0,05) και έβδομη 

(D7) μετεγχειρητικές ημέρες (p < 0,01) (Εικ. 35). 
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Εικόνα 35. Το ποσοστό θετικής χρώσης έναντι του anti-CD31 αντισώματος 

μετρήθηκε σε όλες τις πειραματικές ομάδες τις μετεγχειρητικές ημέρες D1, D3, D5 

και D7. Παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση των θετικών ποσοστών 

χρώσης στην ομάδα Nisch έναντι της ομάδος CiNisch στις D1, D5 και D7 (p <0,05), 

ενώ στατιστικά σημαντική αύξηση του ποσοστού θετικής χρώσης παρατηρήθηκε 

στην ομάδα CiBisch συγκρινόμενη με την Bisch στις D1 και D7 (p <0,05). 

Ακολουθούν χαρακτηριστικές φωτογραφίες του ιστού για την ανοσοϊστοχημική 

χρώση έναντι του anti-CD31 αντισώματος για τα ανοσοανεπαρκή αλλά και τα αγρίου 

τύπου ζώα.  
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Παρατηρείται στατιστικά σημαντική αύξηση της έκφρασης του CD31 υποδοχέα στα 

ανοσοανεπαρκή ζώα κατά την πρώτη (D1) μετεγχειρητική ημέρα όπως αυτή 

προκύπτει από τη σύγκριση μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch (p < 0,05). 

Παρατίθενται αντιπροσωπευτικές εικόνες των ομάδων CiNisch (a) και Nisch (e)  

(Εικ. 36). 

a   

b   

Εικόνα 36. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι του 

anti-CD31 αντισώματος του δεξιού γαστροκνημίου μυός για τις ομάδες CiNisch (a) 

και Nisch (b) για τη μετεγχειρητική ημέρα D1 (μεγέθυνση X20). 
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Παρατηρείται μη στατιστικά σημαντική αύξηση της έκφρασης του CD31 υποδοχέα 

στα ανοσοανεπαρκή ζώα κατά την τρίτη (D3) μετεγχειρητική ημέρα όπως αυτή 

προκύπτει από τη σύγκριση μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch (p > 0,05). 

Παρατίθενται αντιπροσωπευτικές εικόνες των ομάδων CiNisch (a) και Nisch (b)  

(Εικ. 37). 

a   

b    

Εικόνα 37. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι του 

anti-CD31 αντισώματος του δεξιού γαστροκνημίου μυός για τις ομάδες CiNisch (a) 

και Nisch (b) για τη μετεγχειρητική ημέρα D3 (μεγέθυνση X20). 
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Παρατηρείται στατιστικά σημαντική αύξηση της έκφρασης του CD31 υποδοχέα  στα 

ανοσοανεπαρκή ζώα κατά την πέμπτη (D5) και έβδομη (D7) μετεγχειρητικές ημέρες 

όπως αυτή προκύπτει από τη σύγκριση μεταξύ των ομάδων CiNisch και Nisch (p < 

0,05) και  (p < 0,01) αντίστοιχα. Παρατίθενται αντιπροσωπευτικές εικόνες των 

ομάδων CiNisch (a, b) και Nisch (c, d)  (Εικ. 38). 

 

D5 D7 

a  c   

b  d  

 

Εικόνα 38. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι του 

anti-CD31 αντισώματος του δεξιού γαστροκνημίου μυός για τις ομάδες CiNisch (a, c) 

και Nisch (b, d) για τις μετεγχειρητικές ημέρες D5 και D7 (μεγέθυνση  X20). 
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Συγκεντρωτικό πάνελ εικόνων για τις ομάδες CiNisch  και Nisch όπου απεικονίζεται 

η εξέλιξη της  θετικής χρώσης έναντι του anti-CD31 αντισώματος που ανιχνεύθηκε 

στο δεξί γαστροκνήμιο μυ. 

 
 

Εικόνα 39. Ανοσοϊστοχημική χρώση με αντίσωμα έναντι anti-CD31 για CiNisch 

(ομάδες a-d) και Nisch (ομάδες e-h). Οι τομές αντισταθμίστηκαν με H & E (20x). Οι 

αριθμοί μακροφάγων αξιολογήθηκαν σε κάθε μετεγχειρητική ημέρα (D1: a & e · D3: 

b & f · D5: c & g · D7: d & h). 
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Αναφορικά με τα αποτελέσματα της ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι του anti-CD31 

αντισώματος μετρήθηκε το ποσοστό θετικής χρώσης σε 20 πεδία ανά ιστολογικό 

δείγμα. Με καφέ χρώμα εμφανίζεται η θετική χρώση έναντι του anti-CD31 

αντισώματος. Ειδικότερα η παρουσία του CD31 υποδοχέα στα αγρίου τύπου ζώα 

ανεξαρτήτως της χορήγησης σιλοσταζόλης φαίνεται να έχει μία αύξουσα εξέλιξη στο 

χρόνο. Το ποσοστό θετικής χρώσης έναντι του anti-CD31 αντισώματος κατέδειξε 

σημαντικά στατιστική αύξηση στα αγρίου τύπου ζώα της ομάδας CiBisch έναντι της 

ομάδας Bisch κατά την πρώτη (D1) (p < 0,05) και έβδομη (D7) μετεγχειρητικές 

ημέρες (p < 0,01) (Εικ. 40). 

a  

b  

Εικόνα 40. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι του 

anti-CD31 αντισώματος του δεξιού γαστροκνημίου μυός για τις ομάδες CiBisch (a) 

και Bisch (b) για τη μετεγχειρητική ημέρα D1 (μεγέθυνση X20). 
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Παρατηρείται μη στατιστικά σημαντική αύξηση της έκφρασης του CD31 υποδοχέα 

στα ανοσοανεπαρκή ζώα κατά την τρίτη (D3) και πέμπτη (D5) μετεγχειρητικές 

ημέρες όπως αυτή προκύπτει από τη σύγκριση μεταξύ των ομάδων CiBisch και Bisch 

(D3 p > 0,05, D5 p > 0,05). Παρατίθενται αντιπροσωπευτικές εικόνες των ομάδων 

CiNisch (a, c) και Nisch (b, d)  (Εικ. 41). 

 

D3 D5 

a  c  

 

b  d    

 

Εικόνα 41. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι του 

anti-CD31 αντισώματος του δεξιού γαστροκνημίου μυός για τις ομάδες CiBisch (a, c) 

και Bisch (b, d) για τις μετεγχειρητικές ημέρες D3 και D5 (μεγέθυνση X20). 
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Παρατηρείται στατιστικά σημαντική αύξηση της έκφρασης του CD31 υποδοχέα  στα 

αγρίου τύπου ζώα κατά την έβδομη (D7) μετεγχειρητική ημέρα όπως αυτή προκύπτει 

από τη σύγκριση μεταξύ των ομάδων CiBisch και Bisch (p < 0,05). Παρατίθενται 

αντιπροσωπευτικές εικόνες των ομάδων CiBisch (a) και Bisch (b)  (Εικ. 42). 

 

a    
 

b   
 

Εικόνα 42. Αντιπροσωπευτικές εικόνες της ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι του 

anti-CD31 αντισώματος του δεξιού γαστροκνημίου μυός για τις ομάδες CiBisch (a) 

και Bisch (b) για τη μετεγχειρητική ημέρα D1 (μεγέθυνση X20). 
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Συγκεντρωτικό πάνελ εικόνων για τις ομάδες CiNisch  και Nisch όπου απεικονίζεται 

η εξέλιξη της  θετικής χρώσης έναντι του anti-CD31 αντισώματος που ανιχνεύθηκε 

στο δεξί γαστροκνήμιο μυ (Εικ. 43). 
 

 
Εικόνα 24. Ανοσοϊστοχημική χρώση με αντίσωμα έναντι anti-CD31 για CiBisch 

(ομάδες a-d) και Bisch (ομάδες e-h). Οι τομές αντισταθμίστηκαν με H & E (20x). Οι 

αριθμοί μακροφάγων αξιολογήθηκαν σε κάθε μετεγχειρητική ημέρα (D1: a & e, D3: 

b & f, D5: c & g,  D7: d & h). 
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ΜΕΡΟΣ ΤΡΙΤΟ  

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Στόχος της παρούσας μελέτης ήταν αφενός να διερευνηθούν οι παθοφυσιολογικοί 

μηχανισμοί που εμπλέκονται στην εξέλιξη της αγγειογένεσης τόσο ως προς τα 

ποσοτικά όσο και τα ποιοτικά χαρακτηριστικά της. Η αγγειογένεση είναι μια 

φυσιολογική διεργασία που περιλαμβάνει την ανάπτυξη νέων αιμοφόρων αγγείων 

από προϋπάρχοντα αγγεία 
221

, με τα μακροφάγα 
222

 και τα Τ λεμφοκύτταρα 
223

 να 

παίζουν σημαντικό ρόλο στην περιφερική αρτηριακή ισχαιμία και την επαναγγείωση. 

Η σιλοσταζόλη είναι ένας επιλεκτικός αναστολέας της φωσφοδιεστεράσης 3Α (PDE-

3Α), με αποδεδειγμένη αποτελεσματικότητα στη θεραπεία της IC, καθώς αυξάνει την 

απόσταση βάδισης σε ασθενείς με
 
 IC 

224
. Η σιλοσταζόλη δρα στα αιμοπετάλια, στα 

αγγειακά κύτταρα των λείων μυών και στα ενδοθηλιακά κύτταρα αυξάνοντας τα 

επίπεδα της κυκλικής μονοφωσφορικής αδενοσίνης (cAMP)
 225

, που παίζει βασικό 

ρόλο στην ενεργοποίηση της αγγειογένεσης και ρυθμίζει πολλαπλούς μηχανισμούς 

της φλεγμονής 
226

. Ειδικότερα, υψηλά επίπεδα cAMP αναστέλλουν την προσκόλληση 

λευκοκυττάρων και αιμοπεταλίων in vitro 
227,228

, καταστέλλουν την παραγωγή IL-23 

229
, ενώ αυξάνουν την παραγωγή IL-6 και IL-10 

230
.   

Οι κυτταρικές πηγές αυτών των κυτταροκινών είναι τα Τ λεμφοκύτταρα και κυρίως 

τα CD4+ (βοηθητικά Τ κύτταρα), και αυτό το υποσύνολο μπορεί να υποδιαιρεθεί 

περαιτέρω στα Th1 και Th2 τύπου, ενώ οι κυτταροκίνες που παράγουν είναι γνωστές 

ως κυτταροκίνες τύπου Th1 (που τείνουν να προάγουν τις προφλεγμονώδεις 

αποκρίσεις) και κυτταροκίνες τύπου Th2 που εξουδετερώνουν τη μεσολαβούμενη 

από Th1 δράση. Ωστόσο, η ακριβής εκτίμηση της ανοσολογικής ενεργοποίησης είναι 

αρκετά πολύπλοκη, καθώς περιλαμβάνει έναν μακρύ κατάλογο κυτταροκινών όπως ο 

TNF, η IFN-γ, οι IL-1, IL-2, IL-6 και IL -10 
231

.   

Η μοριακή απεικόνιση αγγειογόνων βιοδεικτών μπορεί να προσφέρει πληροφορίες 

για την ανίχνευση της αγγειογένεσης τόσο στη φυσική επαναγγείωση όσο και στην 

απόκριση σε προ-αγγειογενετικές θεραπείες. Συγκεκριμένα, οι ιντεγκρίνες 

κυτταρικής προσκόλλησης έχουν χρησιμοποιηθεί ως βιοδείκτες νεοαγγειακού 

πολλαπλασιασμού αφού ελέγχουν τη μετανάστευση και την εισβολή των αγγειακών 

ενδοθηλιακών κυττάρων. Η ιντεγκρίνη αvβ3 είναι ιδανικά κατάλληλη για την 
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ανίχνευση της αγγειογένεσης επειδή η έκφραση του υποδοχέα της αvβ3 ιντεγκρίνης 

αυξάνει γρήγορα κατά την ισχαιμία στα ενεργοποιημένα ενδοθηλιακά κύτταρα. 

Αντιθέτως, ο υποδοχέας απουσιάζει από τα αδρανή ενδοθηλιακά κύτταρα και υπάρχει 

σε πολύ χαμηλά επίπεδα στα φυσιολογικά αγγεία 
232

.  

Έχουν χρησιμοποιηθεί πολλαπλοί ιχνηθέτες ιντεγκρίνης αvβ3 σε διαφορετικές 

μορφές απεικόνισης (όπως το PET-scan με Galium-Ga) για την παροχή οπτικών 

πληροφοριών για την αγγείωση, όχι μόνο στην ογκολογία 
233

, αλλά και σε άλλες 

κλινικές εφαρμογές όπου η αγγειογένεση μπορεί να επηρεάσει σημαντικά την πρόοδο 

ασθενειών, όπως η PAD και το ισχαιμικό αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο 
234

. 

Στόχος της παρούσας μελέτης ήταν να διερευνηθεί η επίδραση της σιλοσταζόλης 

στην αγγειογένεση αλλά και στο ανοσοποιητικό σύστημα. Για το λόγο αυτό 

χρησιμοποιήθηκαν ανοσοανεπαρκή (με γνωστές ανοσοανεπάρκειες) και αγρίου τύπου 

ζώα. Απ’ όσο γνωρίζουμε, αυτή είναι η πρώτη μελέτη που διερευνά μηχανιστικά την 

επίδραση της σιλοσταζόλης στη φλεγμονή και την αγγειογένεση κατά τη διάρκεια της 

οξείας φάσης της πειραματικής περιφερικής αρτηριακής ισχαιμίας. Σε 

ανοσοανεπαρκή ποντίκια με ισχαιμία στο πίσω άκρο, η θεραπεία με σιλοσταζόλη 

συσχετίστηκε με την καταστολή της φλεγμονής και της αγγειογένεσης, ενώ σε 

ποντίκια άγριου τύπου η θεραπεία με σιλοσταζόλη προκάλεσε αγγειογένεση και 

άμβλυνε τη φλεγμονώδη απόκριση. 

Πραγματοποιήσαμε μια παραλλαγή του πειραματικού πρωτοκόλλου του Goto 
235

, 

προκαλώντας τη μικρότερη δυνατή ισχαιμική βλάβη, προκειμένου να αποφευχθεί η 

θνησιμότητα των ζώων με ανοσοανεπάρκεια. Η σοβαρότητα της ισχαιμίας 

επιβεβαιώθηκε με την κλινική και λειτουργική αξιολόγηση του χειρουργημένου 

άκρου. Η κλινική αξιολόγηση του άκρου δεν αποκάλυψε καμία νέκρωση ή ισχαιμική 

βλάβη, ενώ η αξιολόγηση της λειτουργικότητας τόσο στον οριζόντιο άξονα 

(βαθμολόγηση Tarlov) όσο και στον κατακόρυφο άξονα (δοκιμή πόλου) αποκάλυψε 

δυσλειτουργία και στις 5 πρώτες μετεγχειρητικές ημέρες. 

Ο σταδιακά μειούμενος χρόνος, κατά τη διάρκεια των 7 μετεγχειρητικών ημερών, 

που απαιτούνταν για να κατέβουν τα ζώα από τη δοκό επικυρώνει το λειτουργικό 

έλλειμμα του άκρου. Το οπίσθιο άκρο του ποντικού έχει ένα καλά αναπτυγμένο 

παράπλευρο αγγειακό σύστημα και αποδεικνύεται ότι έχει εξαιρετικά υψηλή αντοχή 

στην ισχαιμία 
236

. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι το οπίσθιο άκρο τροφοδοτείται με 

παράπλευρη κυκλοφορία μέσω της εν τω βάθει μηριαίας αρτηρίας και άλλων 

κλάδων, επομένως, όπως αναμενόταν, η απόφραξη της μηριαίας αρτηρίας δεν 
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προκάλεσε σοβαρή ισχαιμία 
237

. Επιπλέον, χωρίς καμία θεραπεία, οι ποντικοί 

ανέκτησαν πλήρη λειτουργικότητα του ποδιού μετά την πρώτη μετεγχειρητική 

εβδομάδα. 

Τέλος, εξετάσαμε το γαστροκνήμιο μυ ως προς την in vivo αγγειογένεση σε πρώιμα 

στάδια με ανίχνευση του υποδοχέα της αvβ3 ιντεγκρίνης με 
68

Ga-NODAGA-RGDfK 

και με ανοσοϊστοχημική ανίχνευση του υποδοχέα CD31. Το PET-scan με 
68

Ga-

NODAGA-RGDfK είναι μια πολύ ευαίσθητη και ακριβής μέθοδος ποσοτικής 

αξιολόγησης της ανάπτυξης της αγγειογένεσης σε αντίθεση με την ημιποσοτική 

μέθοδο της ιστολογικής ανίχνευσης σχηματισμού νέων αγγείων με τη χρήση του  

anti-CD31 αντίσωματος. Σε αυτό το πλαίσιο, υποθέσαμε ότι ο απομακρυσμένος 

ισχαιμικός ιστός παρέχει πιο ακριβείς εκφράσεις αγγειογένεσης στην περιφερική 

αρτηριακή νόσο.  

Όσον αφορά τις αντιφλεγμονώδεις ιδιότητες του φαρμάκου, αποφασίστηκε να 

δοκιμαστούν σε δύο διαφορετικά ανοσολογικά περιβάλλοντα. Το προφίλ της 

έκκρισης των κυτταροκινών και της ιστολογικής εξέτασης ήταν οι δείκτες μας για την 

αξιολόγηση του φαρμάκου. Υπάρχουν διάσπαρτες αναφορές στη βιβλιογραφία 

σχετικά με την επίδραση των αναστολέων της PDE στην ενεργοποίηση των 

πλασματοκυτοειδών δενδριτικών κυττάρων, την αναστολή του πολλαπλασιασμού 

των Τ κυττάρων και την παραγωγή IFN-γ, IL-17 και TNF-α 
238

 και τη μείωση του 

διαλυτού υποδοχέα-1 του παράγοντα νέκρωσης όγκων (sTNFRI) μετά τη χορήγηση 

πεντοξυφυλλίνης σε ασθενείς με λοίμωξη HIV 
239

.  

Βάσει πειραματικού σχεδιασμού ελέγξαμε επίσης και τη συμβολή του 

ανοσοποιητικού συστήματος στις πιθανές επιδράσεις της σιλοσταζόλης στην 

αγγειογένεση. Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιήσαμε ένα ζωικό μοντέλο 

ανοσοανεπάρκειας (που στερείται λειτουργικών Β και Τ λεμφοκυττάρων). Σύμφωνα 

με τη βιβλιογραφία, η αγγειογένεση έχει βρεθεί να επιβραδύνεται σε αθυμικούς 

C57BL/6J-nu ποντικούς, όταν η μηριαία αρτηριακή εκτομή οδήγησε σε εκτεταμένη 

νέκρωση των άκρων μέσα σε 10 ημέρες. Η ανάκτηση της ροής του αίματος παρέμεινε 

σοβαρά μειωμένη, με αποτέλεσμα τη νέκρωση των άκρων σε μεταγενέστερο χρόνο. 

Η μελέτη αυτή επισήμανε τη συμβολή της διήθησης των Τ κυττάρων στην 

αγγειογένεση σε σοβαρό ισχαιμικό περιβάλλον των άκρων που οδηγεί σε νέκρωση.  

Παρομοίως, άλλα ανοσοανεπαρκή ζωικά μοντέλα αρτηριογένεσης, δηλαδή ποντικοί 

C57BL/6 CD4
-/-

 
240

 και CD8
-/-

 
241

,  εμφάνισαν μειωμένη παράπλευρη ροή σε 

σύγκριση με τις ομάδες άγριου τύπου, την έβδομη μετεγχειρητική ημέρα D7. Τα 
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αποτελέσματά μας συμπληρώνουν τις προαναφερθείσες αναφορές, δεδομένου ότι 

πρόκειται για την πρώτη μελέτη ισχαιμίας των οπίσθιων άκρων χωρίς νέκρωση 

ποδιού ή δακτύλων σε ανοσοανεπαρκές ζωικό μοντέλο.  

Τα ποντίκια μας με έλλειψη λειτουργικών ανοσοκυττάρων παρουσίασαν αυξημένη 

αγγειογενετική απόκριση στην ήπια ισχαιμία των οπίσθιων άκρων και αυτή η 

ανταπόκριση κατεστάλη απροσδόκητα με τη χορήγηση της σιλοσταζόλης. Όσον 

αφορά τις αγγειογενετικές επιδράσεις της σιλοσταζόλης μέσω του ανοσοποιητικού 

συστήματος, επικεντρωθήκαμε στις αλλαγές της έκκρισης κυτταροκινών και τη 

διήθηση από φλεγμονώδη κύτταρα που ρυθμίζουν την αγγειογένεση σε πολύ πρώιμο 

στάδιο.  

Προηγούμενες ενδείξεις έχουν ενοχοποιήσει την αντιφλεγμονώδη δράση της 

σιλοσταζόλης, η οποία έχει αναφερθεί να αναστέλλει την ενεργοποίηση των 

δενδριτικών κυττάρων, την παρουσίαση αντιγόνου από μονοπύρηνα κύτταρα στο 

περιφερειακό αίμα 
6
, τον πολλαπλασιασμό των Τ κυττάρων και την  παραγωγή IFN-γ, 

IL-17 και TNF-α 
27

. Σύμφωνα με αυτό, τα ανοσοανεπαρκή ζώα που υποβλήθηκαν σε 

αγωγή με σιλοσταζόλη παρουσίασαν αξιοσημείωτα μειωμένη διήθηση από 

φλεγμονώδη κύτταρα στο ισχαιμικό του άκρο. Ένα σημαντικό εύρημα της μελέτης 

μας ήταν η απότομη αύξηση των επιπέδων των TNF-α, IL-6 και IFN-γ στο αίμα λίγο 

μετά την έναρξη χορήγησης της σιλοσταζόλης, επίπεδα τα οποία σταδιακά 

μειώθηκαν μετεγχειρητικά. Αυτό μπορεί να σχετίζεται με τη δημιουργία οξείας 

φλεγμονής από την σιλοσταζόλη, η οποία δεν εμμένει, αλλά απαιτείται περαιτέρω 

διερεύνηση για την εξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων. 

Όσον αφορά την απουσία αντιφλεγμονώδους απόκρισης στα ζώα με 

ανοσοανεπάρκεια, αυτό οφείλεται προφανώς στην έλλειψη της ικανότητάς τους να 

ρυθμίζουν την παραγωγή αντιφλεγμονωδών κυτταροκινών (IL-4 και IL-10) και την 

θετική ενεργοποίηση μιας Τ ρυθμιστικής ανοσοαπόκρισης. 

Σε ποντίκια άγριου τύπου που υποβλήθηκαν σε αγωγή με σιλοσταζόλη, βρήκαμε μια 

εντελώς διαφορετική απόκριση σε σύγκριση με τους αντίστοιχους ανοσοανεπαρκείς 

ποντικούς. Με εξαίρεση την IL-2, οι υπόλοιπες κυτταροκίνες (IL-4, IL-10, IL-6 και 

IFN-γ) παρουσίασαν σημαντική αύξηση. Αυτό το αποτέλεσμα εμπλέκει την 

αναρροϊκή ρύθμιση μιας Th2 τύπου, αντί Th1 τύπου, ανοσοαπόκρισης. Έχει 

αναφερθεί ότι η από του στόματος χορήγηση σιλοσταζόλης αναστέλλει την πόλωση 

των Τ κυττάρων προς τον τύπο Th1 
242

. Σε πρόσφατη μελέτη, οι ρυθμιστικές Th2 και 

Th17 τύπου αποκρίσεις βελτίωσαν την αγγειογένεση και την αιμάτωση του ιστού σε 
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ισχαιμικούς τραυματισμούς, εν μέρει λόγω της ικανότητάς τους να διεγείρουν άμεσα 

την ενδοθηλιακή ανάπτυξη 
243

. Επομένως, η επικράτηση Th1 τύπου απόκρισης σε 

ανοσοανεπαρκείς ποντικούς μπορεί να εξηγήσει τη μετατόπιση του αγγειογενετικού 

αποτελέσματος της σιλοσταζόλης σε αυτό το στέλεχος ποντικών, ενώ στα ισχαιμικά 

άγριου τύπου ζώα, η σιλοσταζόλη προώθησε την πρόκληση αγγειογένεσης πιθανώς 

μέσω της πόλωσης προς ανοσοδραστικότητα τύπου Th2 και της καταστολής της Th1 

ανοσολογικής απόκρισης. 

Η σιλοσταζόλη είναι γνωστή για τις αντιφλεγμονώδεις δράσεις της και  αυτό 

επιβεβαιώθηκε στη μελέτη μας με την καταρροϊκή ρύθμιση της διήθησης 

φλεγμονωδών κυττάρων σε όλες τις ομάδες που υποβλήθηκαν σε θεραπεία. Φαίνεται 

ότι εκτός από τις αντιφλεγμονώδεις δράσεις της, η σιλοσταζόλη μπορεί να 

προκαλέσει Th2 τύπου απόκριση έναντι της Th1, όπως απεικονίζεται από τις 

συνεχόμενα υψηλές συγκεντρώσεις της IFN-γ και άλλων κυτταροκινών (π.χ., IL-6, 

TNF-α) που μεσολαβούν στην προαγωγή της αγγειογένεσης. Σε ανοσοανεπαρκείς 

ποντικούς όπου η απόκριση Th1/Th2 απουσιάζει, η σιλοσταζόλη μπορεί ακόμη να 

προκαλέσει αγγειακή παλινδρόμηση. Απουσία Th2 απόκρισης, η ενδοθηλιακή 

ανάπτυξη δε ρυθμίζεται κατάλληλα, οδηγώντας πιθανώς σε μη λειτουργική 

αγγειογένεση και χαμηλότερη ροή αίματος, όπως αναφέρεται σε διάφορες εργασίες.  

Η ασυμφωνία των ευρημάτων μεταξύ ζώων με ανοσοανεπάρκεια και άγριου τύπου 

στην παρούσα μελέτη μπορεί επίσης να σχετίζεται με τον διφορούμενο ρόλο της IFN-

γ. Σε μερικές μελέτες η IFN-γ επάγει την αγγειακή παλινδρόμηση μόνο στα 

ενεργοποιημένα ενδοθηλιακά κύτταρα στο αγγειακό σύστημα των όγκων και όχι σε 

προϋπάρχοντα φυσιολογικά αιμοφόρα αγγεία 
244

, ενώ ενισχύει την αγγειογένεση 

παρουσία προ-αγγειογενετικών Μ1 μακροφάγων 
245

. Σε άλλες μελέτες οι αποκρίσεις 

M1/Th1 θεωρούνται «αντι-αγγειογόνες» 
246

, ενώ άλλες έχουν δείξει ότι τα Μ1 

μακροφάγα είναι προ-αγγειογόνα 
247

. Δεν είναι σαφές εάν τα κατασταλμένα 

μακροφάγα στις ομάδες που υποβλήθηκαν σε αγωγή με σιλοσταζόλη ήταν προ- ή 

αντι-αγγειογόνα.  

Η ιστολογική ανάλυση παρουσίασε ένα κοινό πρότυπο σταδιακής ελάττωσης της 

διήθησης μακροφάγων που κορυφώθηκε την D7, ένα φαινόμενο που ήταν πιο έντονο 

στα ανοσοανεπαρκή ζώα απ’ ότι στα άγριου τύπου. Συγκεκριμένα, στους 

ανοσοανεπαρκείς ποντικούς, η σιλοσταζόλη είχε μεγαλύτερη επίδραση στη μείωση 

της παρατηρούμενης φλεγμονής, μειώνοντας σημαντικά την έκταση της διήθησης 

από μακροφάγα. 
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Παρόλο που προσπαθήσαμε να σχεδιάσουμε το βέλτιστο μοντέλο για τον έλεγχο της 

επίδρασης της σιλοσταζόλης στην περιφερική ισχαιμία, η μελέτη μας έχει 

σημαντικούς περιορισμούς. Πρώτον, σε σχέση με την ηλικία και την κατάσταση της 

υγείας των ζώων, η μελέτη μας διεξήχθη σε υγιή νεαρά ποντίκια, ενώ στις 

περισσότερες περιπτώσεις σοβαρής PAD, οι ασθενείς είναι ηλικιωμένοι και η PAD 

συνοδεύεται από υποκείμενες ασθένειες όπως ο διαβήτης, η υπερχοληστερολαιμία 

και η υπέρταση. Η αναγωγή των ευρημάτων μας στον άνθρωπο πρέπει να γίνει με 

προσοχή, καθώς δεν υπάρχει μεταβολή στην παράπλευρη κυκλοφορία στα ποντίκια, 

ενώ ποικίλλει σημαντικά μεταξύ των ανθρώπων 
248

. Δεύτερον, στο στέλεχος BALB/c, 

η διακύμανση μεταξύ των ζώων δεν εντοπίζεται πάντοτε λόγω της συγγενικής τους 

ανατομικής ομοιότητας. Τρίτον, δεν αξιολογήσαμε τη λειτουργική ικανότητα των 

διηθητικών φλεγμονωδών κυττάρων που θα μπορούσαν να αναδείξουν καλύτερα την 

επίδραση της σιλοσταζόλης στην πόλωση Th1 έναντι Th2 τύπου απόκρισης. 
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ΜΕΡΟΣ ΤΕΤΑΡΤΟ  

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Συμπερασματικά, η σιλοσταζόλη φαίνεται να καταστέλλει την παραγωγή της IL-2 

ενώ αντίθετα προάγει την παραγωγή αντιφλεγμονωδών κυτταροκινών σε άγριου 

τύπου ζώα. Η καταστολή της IL-2 οδηγεί σε αλλαγή του τύπου ανοσολογικής 

απόκκρισης γεγονός ιδιαίτερα σημαντικό για την αντιμετώπιση της φλεγμονής. 

Στα ανοσοανεπαρκή ζώα η σιλοσταζόλη φαίνεται να βοηθά στη βελτίωση της 

ανοσοαπόκρισης σε σχέση με την ομάδα ελέγχου. Η ελλείψη της ρύθμισης έκκρισης 

της IL-2 (η οποία  είναι απούσα)  αυξάνει την έκκριση προφλεγμονωδών 

κυτταροκινών και της IFN-γ, ενδείξεις όμως που πρέπει να διερευνηθούν περαιτέρω. 

Αναφορικά με την επίδραση της σιλοσταζόλης στην αγγειογένεση στα άγριου τύπου 

ζώα, φαίνεται ότι αυτή επιδρά θετικά στην έκφραση του CD-31 υποδοχέα άρα και 

στην αγγειογένεση την πρώτη και έβδομη μετεγχειρητική ημέρα επικυρώνοντας τη 

μη στατιστικά αύξηση της έκφρασης του υποδοχέα της ανβ3 ιντεργκρίνης. 

Στα ανοσοανεπαρκή ζώα η επιδράση της σιλοσταζόλης στην αγγειογένεση, φαίνεται 

να είναι αρνητική αφού φαίνεται να μειώνει την έκφραση τόσο του υποδοχέα της 

ιντεγκρίνης ανβ3 όσο και του CD-31 υποδοχέα, για όλες τις μετεγχειρητικές ημέρες 

πλην της τρίτης (D3). 

Τα συγκεκριμένα αποτελέσματα εμφανίζουν μια ενδιαφέρουσα πλειοτροπική δράση 

της σιλοσταζόλης και επαληθεύουν την αρχική ερευνητική υπόθεση περι επίδρασής 

της όχι μόνο στα ενδοθηλιακά αλλά και στα ανοσολογικά κύτταρα. Περαιτέρω  

διερεύνηση απαιτείται για μεγαλύτερα χρονικά διαστήματα χορήγησης του φαρμάκου 

αλλά και για άλλα φάρμακα της ίδιας οικογάνειας. 
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