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Περίληψη 

 

Η καρδιακή ανεπάρκεια είναι ένα μείζον πρόβλημα υγείας, το οποίο αγγίζει 

σχεδόν επιδημικές διαστάσεις στις ΗΠΑ, αφού επηρεάζει το 2% του πληθυσμού. Η 

ανάπτυξη καρδιακής ανεπάρκειας μπορεί να προκύψει εν μέρει από την ανεπαρκή 

επούλωση ενός αρχικού εμφράγματος του μυοκαρδίου. Ως εκ τούτου, ένας 

σημαντικός στόχος στην τρέχουσα καρδιολογία είναι ο καθορισμός βέλτιστων 

στρατηγικών για την ελαχιστοποίηση της νέκρωσης του μυοκαρδίου και η 

βελτιστοποίηση της καρδιακής ανάκαμψης μετά από οξύ έμφραγμα του μυοκαρδίου.  

Με άξονα προηγούμενα αποτελέσματα, μελετήσαμε το ρόλο του υποδοχέα του 

C5a (C5aR) σε πειραματόζωα μοντέλα με καρδιακή ανεπάρκεια (Des-/-). Για το 

σκοπό αυτό, έγινε συγκριτική μελέτη σε ποντίκια με διπλή έλλειψη των γονιδίων της 

δεσμίνης και του C5aR (C5aR-/-Des-/-) και σε Des-/-, διερευνώντας το ρόλο τόσο της 

φλεγμονής όσο και του οξειδωτικού στρες στην ανάπτυξη παθολογίας (φλεγμονώδης 

αντίδραση, αναδιαμόρφωση του καρδιακού ιστού). Εξετάσαμε, αν η βελτίωση της 

καρδιακής λειτουργίας (Fraction Shortening, FS) που έχει παρατηρηθεί στα C5aR-/-

Des-/- ποντίκια σε σύγκριση με τα Des-/-, μπορεί να αποδοθεί κατά ένα μέρος στη 

μείωση του οξειδωτικού στρες και της φλεγμονώδους αντίδρασης.  

Αρχικά, η ιστολογική ανάλυση με Η/Ε και Masson’s trichrome, έδειξε πράγματι 

ότι τα ποντίκια C5aR-/-Des-/- εμφανίζουν μείωση κατά 22% της ίνωσης και της 

δυσμενούς καρδιακής αναδιαμόρφωσης σε σχέση με τα Des-/-. Επίσης, ανέδειξε και 

τη συμβολή της ενεργοποίησης του συμπληρώματος στην απώλεια της 

σαρκολειματικής ακεραιότητας των ελλείψει δεσμίνης καρδιομυοκυττάρων, ύστερα 

από χρώση με EBD, όπου C5aR-/-Des-/- ποντίκια ηλικίας 20-25 ημερών σε σύγκριση 

με Des-/- εμφάνισαν μείωση κατά 75-80% των θετικών σε EBD καρδιομυοκυττάρων. 

Επομένως, η βελτίωση αυτή μπορεί να οφείλεται μερικώς στη μείωση της 

φλεγμονώδους αντίδρασης, είτε μέσω της εξ ορισμού απαλοιφής του C5aR είτε μέσω 

της μείωσης κατά 23% της συγκέντρωσης της φλεγμονώδους κυτοκίνης TNF-α που 

παρατηρήθηκε στα C5aR-/-Des-/- ποντίκια ηλικίας 20-30 ημερών σε σχέση με τα 

Des-/-, καθώς και στη μείωση του οξειδωτικού στρες κατά 56% στα C5aR-/-Des-/- 

ποντίκια ηλικίας 20-30 ημερών σε σχέση με τα Des-/-, όπως προέκυψε από τη μέθοδο 

MDA. 
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1.  Εισαγωγή 

 

Το έμφραγμα του μυοκαρδίου είναι το πιο συχνό καρδιαγγειακό συμβάν στο 

δυτικό κόσμο και είναι υπεύθυνο για ένα μεγάλο ποσοστό όλων των καρδιαγγειακών 

θανάτων που συμβαίνουν. Η βελτιωμένη κλινική διαχείριση του οξέος εμφράγματος 

του μυοκαρδίου έχει μειώσει σημαντικά τη θνησιμότητα τις τελευταίες δύο δεκαετίες 

(Lloyd-Jones, Adams et al. 2009), αλλά οι ασθενείς που επιβιώνουν εξακολουθούν να 

αντιμετωπίζουν μια άλλη σημαντική επιπλοκή: την ανάπτυξη καρδιακής 

ανεπάρκειας, η οποία προκύπτει εν μέρει από την ανεπαρκή επούλωση του αρχικού 

εμφράγματος. Η καρδιακή ανεπάρκεια είναι ένα μείζων πρόβλημα υγείας, το οποίο 

αγγίζει σχεδόν επιδημικές διαστάσεις στις ΗΠΑ, αφού επηρεάζει το 2% του 

πληθυσμού. Είναι, επίσης, ένα οικονομικό πρόβλημα, αφού το κόστος των νοσηλειών 

που σχετίζονται με καρδιακή ανεπάρκεια είναι σήμερα το διπλάσιο από όλες τις 

μορφές καρκίνου και εμφραγμάτων του μυοκαρδίου μαζί (O'Connell 2000). Ως εκ 

τούτου, ένας σημαντικός στόχος στην τρέχουσα καρδιολογία είναι ο καθορισμός 

βέλτιστων στρατηγικών για την ελαχιστοποίηση της νέκρωσης του μυοκαρδίου και η 

βελτιστοποίηση της καρδιακής ανάκαμψης μετά από οξύ έμφραγμα μυοκαρδίου.  

 

 

1.1 Έμφραγμα του μυοκαρδίου 

 

Το πιο σημαντικό δομικό συμβάν μετά το έμφραγμα είναι η προοδευτική 

αναδιαμόρφωση (remodeling) της αριστερής κοιλίας (White et al. 1987) που οδηγεί 

τελικά σε καρδιακή ανεπάρκεια. Ο υποκείμενος μηχανισμός της αναδιαμόρφωσης 

αυτής είναι πολυπαραγοντικός, εμπλέκονται πολλές βιολογικές αντιδράσεις (ένδο- 

και εξωκυτταρικές) κατά το χρονικό της αναδιαμόρφωσης, όπως α) τοπική ισχαιμία 

και καρδιομυοκυτταρικός θάνατος, β) φλεγμονώδεις αντιδράσεις στο τραυματισμένο 

μυοκάρδιο (Frangogiannis et al. 2002), γ) καρδιοκατασταλτικές αντιδράσεις λόγω της 

παραγωγής δραστικών ενώσεων οξυγόνου (ROS, reactive oxygen species) και 

φλεγμονωδών κυτοκινών (Ferdinandy et al. 2000, Suematsu et al. 2003), δ) αλλαγές 

στον εξωκυττάριο χώρο επακόλουθες ενεργοποιήσεων των εξωκυττάριων  

μεταλλοπρωτεϊνασών (MMPs, matrix metalloproteinases) (Siwik and Colucci 2004), 

καθώς και σύνθεση κολλαγόνου και εναπόθεση ινωτικού ιστού στο μυοκάρδιο και ε) 

δομικές αλλαγές στα καρδιομυοκύτταρα σε απάντηση του μηχανικού στρες (Peng et 

al. 2002). Αυτές οι δραστικές διαδικασίες σχετίζονται μεταξύ τους και προβαίνουν 

από οξείες αντιδράσεις σε χρόνιες αλλαγές. 

 

1.1.1 Έμφραγμα του μυοκαρδίου και ανοσοποιητικό σύστημα 

Τα νεκρά κύτταρα ενεργοποιούν τους εγγενείς ανοσοποιητικούς μηχανισμούς, 

ξεκινώντας μια φλεγμονώδη αντίδραση που έχει διττή επίδραση, αρχικά αποκαθιστά 

το τραύμα, αλλά ταυτόχρονα μπορεί να προξενήσει και μια δυσμενή αναδιαμόρφωση 

του καρδιακού ιστού με καταστροφικές συνέπειες εάν η ενεργοποίηση είναι 

αυξημένη ή ανεξέλεγκτη. Η εγγενής ή φυσική (innate) ανοσία είναι ένας αρχέγονος 
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μηχανισμός (συναντάται και στα ασπόνδυλα) και ο κύριος λόγος ενεργοποίησης 

αυτού του συστήματος αντίδρασης σε αυτούς τους κατώτερους οργανισμούς ήταν να 

αποφευχθεί η μόλυνση (infection), να απορριφθούν τα αποπτωτικά, νεκρωτικά και 

κατεστραμμένα κύτταρα και τελικά να διευκολυνθεί η επούλωση του τραύματος. Το 

μέγεθος της ενδεχόμενης ουλής δεν ήταν ιδιαίτερης σημασίας στα ασπόνδυλα. Από 

την άλλη, όμως, ο ουλώδης ιστός είναι σε μεγάλο βαθμό ακυτταρικός και στερείται 

των φυσιολογικών βιοχημικών ιδιοτήτων των κυττάρων και στον καρδιακό ιστό αυτή 

η κατάσταση οδηγεί σε ηλεκτρική αποσύνδεση, μηχανική δυσλειτουργία και απώλεια 

της δομικής ακεραιότητας. Σε μεταγενέστερο στάδιο, αναπτύσσεται μία 

αντισταθμιστική υπερτροφία της μη αποφραχθείσας περιοχής, συνοδευόμενη από 

διάταση της καρδιάς και αυξημένη έκφραση εμβρυϊκών γονιδίων, όπου τελικά αυτές 

οι αλλαγές οδηγούν στην ανάπτυξη καρδιακής ανεπάρκειας (Jennings, Steenbergen et 

al. 1995). Πιστεύεται ότι η παροδικά ρυθμιζόμενη ενεργοποίηση και καταστολή της 

εγγενούς ανοσίας είναι ουσιώδους σημασίας για την ελαχιστοποίηση του 

τραυματισμού του καρδιακού ιστού, επιτυγχάνοντας έτσι μια πιο αποτελεσματική 

καρδιακή επιδιόρθωση και ανάπλαση (Jiang and Liao 2010).  

Ο ουσιαστικός ρόλος που διαδραματίζει το σύστημα του συμπληρώματος στο 

φαινόμενο τραυματισμού ισχαιμίας/επαναιμάτωσης, περιγράφτηκε πρώτη φορά από 

τους Hill και Ward στις αρχές της δεκαετίας του 1970 (Hill and Ward 1971). Το 

σύστημα του συμπληρώματος είναι ένας σημαντικός βραχίονας της εγγενούς ανοσίας 

και συμβάλει ουσιαστικά στην ομοιόσταση του οργανισμού, εξαλείφοντας τα 

κυτταρικά υπολείμματα και τα μολυσματικά μικρόβια, διευθύνοντας τις 

ανοσολογικές αποκρίσεις και στέλνοντας «σήματα κινδύνου» (Ricklin, Hajishengallis 

et al. 2010). Ο καταρράκτης του συμπληρώματος ενεργοποιείται από τρία μονοπάτια: 

το κλασικό, το εναλλακτικό και των λεκτινών (Εικόνα 1.1). Το συμπλήρωμα μπορεί, 

επίσης, να ενεργοποιηθεί από εξωτερικές πρωτεάσες, όπως η θρομβίνη (από τον 

καταρράκτη της πήξεως), όπου συμβαίνει απευθείας διάσπαση των C3 και C5 

(Amara, Rittirsch et al. 2008).  

Η ενεργοποίηση του συμπληρώματος σε περιοχές τραυματισμού του ιστού 

διεγείρει τα ουδετερόφιλα, επάγοντας χημειοτακτικά την μετανάστευση, τη 

συσσωμάτωση (Crawford, Grover et al. 1988) και την απελευθέρωση 

κυτταροτοξικών προϊόντων, όπως πρωτεάσες, ελαστάσες και ROS, που μπορούν να 

θέσουν σε κίνδυνο την ακεραιότητα του ιστού (Hori and Nishida 2009). Τα 

ουδετερόφιλα ενεργοποιούνται είτε από το C5a είτε από το iC3b που εναποτίθενται 

στα τοιχώματα των αγγείων (Hirahashi, Mekala et al. 2006) και μπορούν να 

συμβάλλουν στη μικροαγγειακή απόφραξη, επάγοντας την ίνωση και τη θρόμβωση, 

έτσι ώστε το σύστημα του συμπληρώματος να συνεισφέρει σε έναν φαύλο κύκλο 

αγγειοσύσπασης, μικροαγγειακής υποαιμάτωσης και κυτταρικού θανάτου, 

διακινδυνεύοντας περαιτέρω την ακεραιότητα του ιστού (Rezkalla and Kloner 2002). 

Στην περίπτωση, λοιπόν, της ισχαιμίας περιορισμένης διάρκειας ακολουθούμενη από 

επαναιμάτωση, υπάρχουν σοβαρές ενδείξεις ότι οι ελεύθερες ρίζες, τα ουδετερόφιλα 

και τα ενεργοποιημένα συστατικά του συμπληρώματος είναι ουσιώδους σημασίας 

στην καταστροφή του καρδιακού ιστού (Diepenhorst, van Gulik et al. 2009). 
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Εικόνα 1.1 Το σύστημα του συμπληρώματος είναι ένα σύνολο διαλυτών και μεμβρανικών πρωτεϊνών που 
“αντιλαμβάνεται” τα σήματα κινδύνου και τα μετατρέπει σε αποκρίσεις της φυσικής και επαγόμενης ανοσίας 
(Από M. Markiewski and J. Lambris. 2007)   

 

Εκτεταμένα πειραματικά δεδομένα από πλήθος ζωικών προτύπων έχουν δείξει 

ότι η καταστολή της ενεργοποίησης του συμπληρώματος προσφέρει προστασία στον 

καρδιακό ιστό μετά την ισχαιμία/ επαναιμάτωση (Diepenhorst, van Gulik et al. 2009). 

Γενικότερα τα τελευταία 30 χρόνια έχει δειχθεί ότι η χρήση συγκεκριμένων 

στρατηγικών που ρυθμίζουν την ανοσολογική απόκριση οδηγεί σε δραματικές 

μειώσεις του μεγέθους του εμφράγματος και της δυσμενούς αναδιαμόρφωσης του 

μυοκαρδίου σε πολλά πειραματόζωα μοντέλα (Frangogiannis 2008). Ωστόσο, οι 

προσπάθειες εφαρμογής αυτής της γνώσης (περιορισμού της φλεγμονώδους 

αντίδρασης) σε ασθενείς μετά από έμφραγμα του μυοκαρδίου είχαν απογοητευτικά 

αποτελέσματα. Αν και το σύστημα του συμπληρώματος συχνά συντελεί στην 

καταστροφή του ιστού, όπως στην περίπτωση ισχαιμίας/ επαναιμάτωσης, δεν είναι 

εύκολο να διαχωρίσει κανείς αυτή τη διεργασία από τα ευεργετικά αποτελέσματα του 

συμπληρώματος όπως είναι ο ρόλος του στην αποκομιδή των κυτταρικών 

υπολειμμάτων (Walport 2001), στην προσέλκυση βλαστικών κυττάρων (Ratajczak, 

ΦΑΓΟΚΥΤΤΩΣΗ 

ΑΠΕΛΕΥΘΕΡΩΣΗ 

ΑΝΑΦΥΛΑΤΟΞΙΝΩΝ 

C5aR 

MAC 
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Reca et al. 2006), στην αναγέννηση (Markiewski, DeAngelis et al. 2009)  και την 

αγγειογένεση (Nozaki, Raisler et al. 2006), όπως έχουν αναγνωριστεί σε άλλα 

μοντέλα. Η ιδανικότερη προσέγγιση είναι πιθανόν η ρύθμιση παρά η απότομη 

άμβλυνση της ενεργοποίησης του συμπληρώματος.  

 

1.1.2 Έμφραγμα του μυοκαρδίου και οξειδωτικό στρες 

Το έμφραγμα του μυοκαρδίου συνήθως ξεκινά από μυοκαρδιακή ισχαιμία που 

οφείλεται σε απόφραξη κάποιας στεφανιαίας αρτηρίας. Στο ισχαιμικό μυοκάρδιο 

παράγονται ROS, ιδιαίτερα μετά την επαναιμάτωση (Kukielka et al. 1995). Τα 

ουδετερόφιλα είναι η κύρια πηγή ROS κατά την επαναιμάτωση (Duilio et al. 2001). 

Τα ενδοθηλιακά κύτταρα και τα καρδιομυοκύτταρα μπορούν, επίσης, να παράγουν 

ROS. Πιο συγκεκριμένα, οι ROS παράγονται από την οξειδάση της ξανθίνης στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα, από τις αλυσιδωτές αντιδράσεις μεταφοράς ηλεκτρονίων στα 

μιτοχόνδρια των καρδιομυοκυττάρων, από την οξειδάση του NADPH (φωσφορικού 

δινουκλεοτιδίου νικοτιναμιδίου-αδενίνης) στα φλεγμονώδη κύτταρα (Waypa et al. 

2002, Duilio et al. 2001, Scarabelli et al. 2001), καθώς και από την δυσλειτουργική 

συνθάση νιτρικού οξειδίου (ΝΟS) (Bauersachs et al, 1999). Οι ROS βλάπτουν άμεσα 

την κυτταρική μεμβράνη και προκαλούν κυτταρικό θάνατο. Οι καταστροφικές 

συνέπειες των ROS, αποδεικνύονται σαφώς από τα ευρήματα σε διαγονιδιακά 

ποντίκια στα οποία αν υπερεκφραστεί (σαν διαγονίδιο), η υπεροξειδική δισμουτάση 

(SOD) μια αντιοξειδωτική πρωτεΐνη που μετατρέπει το υπεροξείδιο του υδρογόνου 

(Η2Ο2) σε νερό, το μέγεθος του εμφράγματος μειώνεται σημαντικά (Chen et al. 

1998). Μια έξαρση των ROS από τα ενδοθηλιακά και τα καρδιομυοκύτταρα μπορεί 

να ενισχύσει την τοπική φλεγμονώδη αντίδραση και να επηρεάσει τα γειτονικά 

ουδετερόφιλα, οδηγώντας σε μια αλυσιδωτή αντίδραση παραγωγής ROS (Cooper et 

al. 2002).       

 

 

1.2 Δραστικές Ενώσεις Οξυγόνου (ROS - Reactive Oxygen Species) 

 

Το οξυγόνο είναι απαραίτητο για τη ζωή και ως διατομικό μόριο είναι ιδιαίτερα 

αδρανές. Οι Δραστικές Ενώσεις Οξυγόνου, όπως είναι το υπεροξείδιο του υδρογόνου 

(H2O2), η υδροξυλική ρίζα (OH) και το υπεροξειδικό ανιόν (O2
·−

), ορίζονται ως 

μόρια οξυγόνου σε διάφορες καταστάσεις οξείδωσης ή αναγωγής, καθώς και σύνθετα 

μόρια οξυγόνου με υδρογόνο. Έχει δειχθεί ότι έχουν επιβλαβή δράση σε διάφορα 

βιολογικά μόρια, όπως είναι οι πρωτεΐνες, τα λιπίδια και το DNA. Ως ελεύθερη ρίζα 

ορίζεται οποιοδήποτε μόριο ή ένωση που περιέχει αζευγάρωτα ηλεκτρόνια, όπως πχ η 

υδροξυλική ρίζα και το υπεροξειδικό ανιόν. Μια ελεύθερη ρίζα σχηματίζεται από την 

απώλεια ηλεκτρονίου από κάποια μη-ρίζα (Hool and Corry 2007). 

Το υπεροξειδικό ανιόν (Ο2
·−

), προέρχεται από την προσθήκη ενός ηλεκτρονίου 

στο μοριακό οξυγόνο. Το Ο2
·−

 είναι ασθενής βάση σε φυσιολογικό pH. Είναι 

ιδιαιτέρως διαλυτό στο νερό και δεν διασχίζει μεμβράνες, αν και μπορεί να 

μεταφέρεται μέσω ιοντικών καναλιών (Turrens 2003). 
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Το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2), προέρχεται από την προσθήκη δύο 

ηλεκτρονίων στο μοριακό οξυγόνο. Κάθε βιολογικό σύστημα που παράγει 

υπεροξειδικό ανιόν, παράγει και H2O2, μέσω της αντίδρασης της δυσμουτάσης, εκτός 

και αν το O2
·−

 απορροφηθεί από κάποιο άλλο συστατικό του κυττάρου, πχ από το 

κυτόχρωμα c (Halliwell and Gutteridge, 1989). Το Η2Ο2 είναι ασθενής οξειδωτικός 

παράγοντας, ο οποίος μπορεί άμεσα να απενεργοποιήσει ένζυμα μέσω οξείδωσης των 

θειολικών τους ομάδων. Επιπλέον, αντιδρώντας με ιόντα σιδήρου ή και χαλκού, κατά 

την αντίδραση Fenton, μπορεί να οδηγήσει στην παραγωγή της πολύ πιο δραστικής 

υδροξυλικής ρίζας, η οποία προκαλεί τοξικές βλάβες (Halliwell and Gutteridge, 

1989). Η επικινδυνότητα του H2O2 έγκειται στην ικανότητά του να διαχέεται σε 

μεγάλες αποστάσεις προτού μετατραπεί στην υδροξυλική ρίζα. Η ταχύτητα διάχυσης 

μάλιστα είναι παρόμοια με αυτή του νερού. Επιπλέον, λόγω αυτής της ικανότητας, 

δρα και ως σηματοδοτικό μόριο (Antunes and Cadenas, 2000). Το H2O2 ελέγχει την 

καταλυτική ενεργότητα ενζύμων μέσω της οξειδοαναγωγικής τροποποίησης 

κυστεϊνών.  

Μια άλλη ισχυρή οξειδωτική ουσία είναι το υποχλωριώδες οξύ (HOCl) που 

παράγεται από τη δράση της μυελοπεροξειδάσης (MPO). Η μυελοπεροξειδάση 

απελευθερώνεται ενδοφαγοσωμικά και εξωκυτταρικά από ενεργοποιημένα 

ουδετερόφιλα, μονοκύτταρα και μερικά μακροφάγα, όπου καταλύει την παραγωγή 

του ισχυρού οξειδωτικού HOCl από το H2O2 και ιόντα χλωρίου (Cl
−
) (Hampton et al. 

1998). Η ενδοφαγοσωμική παραγωγή HOCl φαίνεται να έχει ευεργετικό ρόλο στην 

ανοσολογική άμυνα, μεσολαβώντας στον θάνατο βακτηρίων. Ωστόσο, η καταστροφή 

του ιστού εξαιτίας της εξωκυττάριας παραγωγής HOCl, ενοχοποιείται ως κρίσιμο 

παθολογικό φαινόμενο σε αρκετές ανθρώπινες φλεγμονώδεις ασθένειες (Nicholls and 

Hazen 2005, Davies et al. 2008). Η MPO παράγει πλήθος δραστικών οξειδωτικών και 

διάχυτων ελευθέρων ριζών (Klebanoff 1980), που είναι ικανά να ξεκινήσουν τόσο 

την υπεροξείδωση λιπιδίων (Zhang, Brennan et al. 2002, Zhang, Shen et al. 2002) όσο 

και να προάγουν ένα εύρος από μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις σε πρωτεΐνες 

στόχους, όπως αλογόνωση, νιτροποίηση και οξειδωτική διασταύρωση, με κύριο 

στόχο αμινοξέα τυροσίνης (Podrez et al. 2000). 

 

1.2.1 Οι ROS συμμετέχουν στην προώθηση της καταστροφής του ιστού 

Οι ελεύθερες ρίζες εμπλέκονται στην προώθηση της καταστροφής του ιστού 

που σχετίζεται με τη φλεγμονώδη διαδικασία (Lucchesi 1994). Η υπεροξείδωση 

λιπιδίων αντιπροσωπεύει μια άμεση εκδήλωση των δηλητηριωδών αποτελεσμάτων 

των ελευθέρων ριζών στις κυτταρικές μεμβράνες και, επίσης, η έναρξη 

συγκεκριμένων ενδοκυτταρικών σηματοδοτικών μονοπατιών από ελεύθερες ρίζες 

μπορεί να διαδίδεται στον τραυματισμένο ιστό (Abe and Berk 1998). Επιπλέον, αυτές 

οι οξειδωτικές ουσίες βλάπτουν κυτταρικές πρωτεΐνες και νουκλεϊκά οξέα (Ashraf 

and Zhai 1995). Η επαναιμάτωση της ισχαιμικής καρδιάς δημιουργεί ελεύθερες ρίζες 

που θεωρείται ότι συμβάλλουν κατά ένα μέρος στη μη αναστρέψιμη βλάβη του ιστού 

μετά την ισχαιμία-επαναιμάτωση (Zweier 1988). Η επαναιμάτωση του ισχαιμικού 

μυοκαρδίου μεταφέρει ουδετερόφιλα στην περιοχή κινδύνου, όπου διεισδύουν στον 
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ιστό και απελευθερώνουν κυτταροτοξικές ενεργές ρίζες οξυγόνου, όπως το 

υπεροξειδικό ανιόν (Ο2
-
) (Miki et al. 1988). Οι ρίζες οξυγόνου έχει δειχθεί ότι 

διεγείρουν την μεταγραφή ποικίλων γονιδίων, όπως για παράδειγμα ενεργοποιούν τον 

μεταγραφικό παράγοντα NF-κB (πυρηνικός παράγοντας κ των ενεργοποιημένων Β 

κυττάρων). Επιπλέον, ενεργοποιούν αρκετά μονοπάτια φωσφορυλίωσης που 

επηρεάζουν με τη σειρά τους την έκφραση γονιδίων (Abe and Berk 1998). Αν και 

είναι γνωστό ότι οι ελεύθερες ρίζες ενεργοποιούν το σύστημα του συμπληρώματος, η 

δράση των ελευθέρων ριζών στη μεταγραφή του συμπληρώματος παραμένει άγνωστη 

(Tanhehco et al. 2000).  

Πράγματι, ο Tanhehco και οι συνεργάτες του κατέδειξαν πως σε απομονωμένο 

μυοκάρδιο, οι ελεύθερες ρίζες αυξάνουν την παραγωγή των C1q, C1r, C3, C8 και C9 

mRNA και του πολυπρωτεϊνικού συμπλόκου MAC (membrane attack complex). 

Προτείνουν, λοιπόν, πως η τοπική ενεργοποίηση του συμπληρώματος από ελεύθερες 

ρίζες μπορεί να συμβαίνει κατά τη διάρκεια του οξειδωτικού στρες και πιθανόν να 

συνεισφέρει στο τραυματισμό του ιστού. Τόσο το κλασικό όσο και το εναλλακτικό 

μονοπάτι ενεργοποίησης του συμπληρώματος φαίνεται να συμμετέχουν κατά τον 

τραυματισμό του ιστού στην επαναιμάτωση (Murohara et al. 1995). Οι ελεύθερες 

ρίζες φαίνεται να ενεργοποιούν το εναλλακτικό μονοπάτι (Collard et al. 1997). Αν και 

το κλασικό μονοπάτι άρχεται από αντισώματα, η υπερέκφραση των C1q και C1r σε 

απομονωμένες καρδιές, υποδεικνύει πως το οξειδωτικό στρες μπορεί επίσης να 

ενεργοποιήσει και την κλασική οδό (Tanhehco et al. 2000). Επιπροσθέτως, έχει 

προταθεί ότι ο NF-κΒ, ο οποίος ενεργοποιείται από τις ROS, μεσολαβεί στην 

έκφραση του C3 σε ανθρώπινα επιθηλιακά κύτταρα (Moon et al. 1999). Επιπλέον, 

επειδή, οι C3α και C5a είναι χημειοελκυτικά μόρια (αναφυλατοξίνες), αυξάνουν την 

τοπική παραγωγή συμπληρώματος, επιστρατεύουν κυτταρικούς τύπους στην περιοχή 

κινδύνου, διατηρώντας έτσι την ύπαρξη ελευθέρων ριζών από φλεγμονώδη κύτταρα 

καθ’ όλη τη διάρκεια της περιόδου επαναιμάτωσης. Τέλος, οι ελεύθερες ρίζες και η 

ενεργοποίηση του συμπληρώματος συμμετέχουν σε πληθώρα φλεγμονωδών 

διαδικασιών, όπου η μία κατάσταση μπορεί να επάγει την άλλη δημιουργώντας έναν 

φαύλο κύκλο, ο οποίος κατ’ επέκταση ενισχύει τον τραυματισμό του ιστού (Tanhehco 

et al. 2000).   

Παρόλο που οι κύριες συνέπειες των υψηλών επιπέδων ROS στην καρδιακή 

ανεπάρκεια μπορεί να σχετίζονται με την ενδοθηλιακή δυσλειτουργία, η υπερβολική 

ενεργοποίηση της φαγοκυτταρικής NAD(P)H οξειδάσης, σε απάντηση 

νευροορμονικής ενεργοποίησης, μπορεί να συμβάλλει επίσης στην απόπτωση και 

στην ενεργοποίηση ΜΜPs, οδηγώντας τελικά σε αναδιαμόρφωση της ανεπαρκούς 

αριστερής κοιλίας (Fischer et al. 2005). Βασικοί τελεστές της μετατροπής του 

εξωκυττάριου χώρου (extracellular matrix (ECM) turnover) είναι οι 

μεταλλοπρωτεϊνάσες, ένζυμα που έχουν έντονα συνδεθεί με την ίνωση και την 

αναδιαμόρφωση στην κολπική μαρμαρυγή (Chen et al. 2008). Πιο συγκεκριμένα, η 

δράση των MMPs ρυθμίζεται από αντιδράσεις οξειδοαναγωγής. Πρόσφατες μελέτες 

συνιστούν η προερχόμενη από λευκοκύτταρα μυελοπεροξειδάση (MPO), το οποίο 

παράγει το υποχλωριώδες οξύ (HOCl) είναι ουσιώδης ρυθμιστικός παράγοντας 

διαμόρφωσης της δράσης των MMPs (Fu et al. 2001, 2003). Η αυξημένη εναπόθεση 
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και μετατροπή των εξωκυττάριων πρωτεϊνών, επιταχύνεται στα κολπικά μυοκύτταρα 

μετά την διέγερση από κυτοκίνες, τη C-αντιδρώσα πρωτεΐνη και το συμπλήρωμα 

(Issac et al. 2007).  

 

1.2.2 ROS και φλεγμονώδεις κυτοκίνες 

Οι ROS, διεγείρουν τη μεταγωγή σήματος φλεγμονωδών κυτοκινών, πχ του 

παράγοντα νέκρωσης όγκων-α (TNF-α), των ιντερλευκινών IL-1b και IL-6, στην 

ισχαιμική περιοχή του μυοκαρδίου ως αντίδραση του ξενιστή (host reaction). Με τη 

σειρά τους, οι φλεγμονώδεις κυτοκίνες ρυθμίζουν την κυτταρική επιβίωση και τον 

κυτταρικό θάνατο στην αλυσιδωτή αντίδραση με τις ROS. Οι ROS διεγείρουν την 

παραγωγή φλεγμονωδών κυτοκινών και αντίστροφα, οι φλεγμονώδεις κυτοκίνες 

διεγείρουν το σχηματισμό ROS. Και οι δύο, είναι καρδιοκατασταλτικές ουσίες, 

κυρίως λόγω της διαταραχής που προκαλούν στην ενδοκυτταρρική ομοιόσταση του 

ασβεστίου (Hori and Nishida 2009).  

Το οξειδωτικό στρες και οι κυτοκίνες παίζουν σημαντικό ρόλο τόσο στον 

αποπτωτικό όσο και στο νεκρωτικό καρδιομυοκυτταρικό θάνατο. Στην απόπτωση, 

υπάρχουν δυο κύρια αποπτωτικά σηματοδοτικά μονοπάτια, το ενδοκυτταρικό 

μονοπάτι μέσω των μιτοχονδρίων και το εξωτερικό μέσω του Fas προσδέτη ή TNF-α 

(Youle and Strasser 2008).  Για παράδειγμα, το εξωγενές μονοπάτι ενεργοποιείται 

όταν προσδέτες θανάτου, πχ Fas προσδέτης ή TNF-α, προσδένονται σε συγγενικό 

υποδοχέα της κυτταροπλασματικής μεμβράνης (Ashkenazi and Dixit 1998). Αυτοί οι 

υποδοχείς περιλαμβάνουν ένα ενδοκυτταρικό τμήμα θανάτου, το οποίο επιστρατεύει 

και ενεργοποιεί την κασπάση 8 μέσω του προσαρμογέα FADD (Fas-συνδεόμενη 

πρωτεΐνη στην περιοχή θανάτου), επάγοντας τον κυτταρικό θάνατο (Chinnaiyan et al. 

1995, Hsu et al 1995).  

Τα μονοκύτταρα αντιπροσωπεύουν την κύρια κυτταρική πηγή και έναν από 

τους βασικούς κυτταρικούς στόχους των πρώιμων φλεγμονωδών κυτοκινών 

(Apostolakis et al, 2010). Άπαξ και ενεργοποιηθούν, τα μονοκύτταρα/ μακροφάγα 

παράγουν περισσότερες κυτοκίνες, χημειοκίνες και αυξητικούς παράγοντες, όπως IL-

1α και -β, IL-6, TNF-α (Swirski et al. 2009). Ακόμα και στα ηπιότερα και πιο αρχικά 

στάδια της καρδιακής ανεπάρκειας, παρατηρείται μεταβολή στη δραστηριότητα των 

κυτοκινών, ιδιαιτέρως αυξημένα επίπεδα των IL-6 και TNF-α, η οποία εκτιμάται ως 

πιθανός μάρτυρας επικινδυνότητας, έγκαιρης διάγνωσης και πρόγνωσης της 

καρδιακής ανεπάρκειας. Συγκεκριμένα, ο TNF-α εμπλέκεται στην πρόοδο της 

καρδιακής ανεπάρκειας ως μεσολαβητής στην δυσλειτουργία του μυοκαρδίου και της 

δυσμενούς αναδιαμόρφωσης (Armstrong et al. 2006). Θεωρείται ότι η παρατεταμένη 

αύξηση κυτοκινών, συμπεριλαμβανομένων του TNF-α και του υποδοχέα του, έχει ως 

αποτέλεσμα την φαινοτυπική μετάπτωση των μονοκυττάρων, καθώς και την 

απόπτωση καρδιομυοκυττάρων και την ενεργοποίηση εξωκυττάριων 

μεταλλοπρωτεϊνασών (MMPs), οδηγώντας τελικά σε καρδιακή υπερτροφία και 

δυσμενή αναδιαμόρφωση αριστερής κοιλίας (Mann et al. 2004). Ταυτόχρονα, η 

χρόνια απελευθέρωση ROS συνδέεται με την ανάπτυξη και την εξέλιξη της 

καρδιακής ανεπάρκειας (Bauersachs et al. 1999).  
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Tέλος, σε χρόνιο στάδιο, οι ROS και οι φλεγμονώδεις κυτοκίνες, ενεργοποιούν 

τις MMPs και την εναπόθεση κολλαγόνου, γεγονότα που συντελούν στις δομικές 

αλλαγές και στην αναδιαμόρφωση του τραυματισμένου μυοκαρδίου (Siwik et al. 

2000).  

 

1.3 Υπεροξείδωση λιπιδίων (παραγωγή MDA) και Συμπλήρωμα 

 

Η υπεροξείδωση λιπιδίων έχει χαρακτηριστεί ως ο κύριος μηχανισμός 

κυτταρικού τραυματισμού σε πολλά βιολογικά συστήματα φυτικής και ζωικής 

προέλευσης. Ο μηχανισμός περιλαμβάνει μια διαδικασία όπου ακόρεστα λιπίδια 

οξειδώνονται προς το σχηματισμό επιπρόσθετων ελευθέρων ριζών, καθώς και τοξικά 

παραπροϊόντα, τα οποία μπορεί να είναι επιβλαβή για τον οργανισμό. Τα 

πολυακόρεστα λιπίδια είναι ιδιαιτέρως ευαίσθητα σε αυτό το είδος βλάβης όταν 

βρίσκονται σε οξειδωτικό περιβάλλον και τότε αντιδρούν για να σχηματίσουν 

υπεροξείδια λιπιδίων. Τα υπεροξείδια λιπιδίων είναι από μόνα τους ασταθή και 

υφίστανται περαιτέρω αποδόμηση σχηματίζοντας μια σύνθετη σειρά ενώσεων, 

συμπεριλαμβανομένων ενεργών καρβονυλικών ενώσεων. Τα πολυακόρεστα λιπαρά 

οξέα, όταν υπεροξειδώνονται περαιτέρω σχηματίζουν, εκτός των άλλων, τη 

μαλονδιαλδεΰδη (MDA). Και τα φωσφολιπίδια μεμβρανών, όταν υπόκεινται σε 

υπεροξείδωση λιπιδίων σχηματίζουν MDA και άλλα ενεργά προϊόντα αποδόμησης. Η 

MDA είναι μία από τις βασικές αλδεΰδες που προέρχονται από την υπεροξείδωση 

λιπιδίων, είναι ιδιαίτερα δραστική και αντιδρά με αμινοξέα λυσίνης σε πρωτεΐνες. Η 

αντίδραση της MDA με τη λυσίνη οδηγεί στο σχηματισμό πλήθους προϊόντων 

προσθήκης, όπως το παράγωγο διϋδροπυριδινική λυσίνη (DHPlysine) (Esterbauer et 

al. 1991). 

 Η οξειδωτική καταστροφή στα λιπίδια (υπεροξείδωση λιπιδίων) έχει βρεθεί ότι 

παίζει σημαντικό ρόλο σε ποικίλες ασθένειες και διαδικασίες γήρανσης. Κατά τα 

πρώιμα στάδια της υπεροξείδωσης λιπιδίων, σχηματίζονται τα υδροϋπεροξείδια 

λιπιδίων (LOOH). Αυτά μπορούν να αντιδράσουν επιπλέον προς τον σχηματισμό 

όψιμου σταδίου τελικά προϊόντα, όπως μαλονδιαλδεΰδη ή μηλονική διαλδεΰδη 

(malondialdehyde, MDA) και υδροξυεννεανάλη (hydroxynonenal, HNE). Τα LOOH 

ενίοτε μετρώνται για την ποσοτικοποίηση του πρώιμου σταδίου ή της οξείας 

υπεροξείδωσης λιπιδίων, ενώ η MDA συνήθως μετράται για την ποσοτικοποίηση του 

όψιμου σταδίου ή της χρόνιας υπεροξείδωσης λιπιδίων (Esterbauer et al. 1991). 

Κατά την υπεροξείδωση λιπιδίων, λοιπόν, έχουμε την παραγωγή MDA και 

άλλων οξειδωτικών προϊόντων αποδόμησης. Αυτά μπορούν με τη σειρά τους να 

τροποποιήσουν ενδογενή μόρια, παράγοντας ειδικούς επιτόπους οξείδωσης 

(oxidation-specific epitopes, OSEs), οι οποίοι είναι επίσης παρόντες στην επιφάνεια 

αποπτωτικών κυττάρων (Chang et al. 1999). Πολλοί από αυτούς αναγνωρίζονται ως 

σήματα κινδύνου από εγγενείς ανοσολογικούς υποδοχείς (Miller et al. 2011). Η MDA 

και τα προϊόντα της είναι αξιόπιστοι δείκτες οξειδωτικού στρες και έχουν συσχετιστεί 

με πολλές ασθένειες, όπως η αθηροσκλήρωση (Chou et al. 2008, Miller et al. 2011). 

Οι MDA-τροποποιημένες πρωτεΐνες είναι γνωστό ότι επάγουν φλεγμονώδεις 

αποκρίσεις και αναγνωρίζονται από το ανοσοποιητικό (Thiele et al. 2004). Γενικά οι 
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OSEs είναι κύριος στόχος των εγγενών φυσικών αντισωμάτων τόσο στα ποντίκια όσο 

και στους ανθρώπους και το 15% του συνόλου των φυσικών αντισωμάτων 

ανοσοσφαιρίνης Μ (IgM) προσδένεται σε τύπου MDA-προϊόντων προσθήκης (πχ 

DHPlysine), υποδεικνύοντας την ανάγκη προστασίας έναντι αυτών των 

συγκεκριμένων τροποποιήσεων (Chou et al. 2008).      

Ο παράγοντας Η του συμπληρώματος (Complement factor H, CFH) είναι μία 

από τις αφθονότερες πρωτεΐνες του πλάσματος (100-700mg/ml) και κύριος ρυθμιστής 

της ενεργοποίησης του συμπληρώματος (Zipfel and Skerka 2009). Διαμεσολαβεί σε 

αντιφλεγμονώδεις λειτουργίες, προστατεύοντας τα ίδια τα κύτταρα από την 

ενεργοποίηση του συμπληρώματος (Zipfel and Skerka 2009), η οποία είναι ιδιαιτέρως 

σημαντική για κύτταρα που πεθαίνουν και τα οποία έχουν χάσει άλλους ρυθμιστές 

του συμπληρώματος στην επιφάνειά τους (Trouw et al. 2007). Γνωρίζουμε ότι η 

MDA είναι κύριος προσδέτης για τον CFH σε αποπτωτικά/ νεκρωτικά κύτταρα και 

φαίνεται ότι οι MDA-επίτοποι παρέχουν το έδαφος για τον CFH να επιτρέψει την 

τοπική παραγωγή αντιφλεγμονωδών iC3b παραγόντων (Weismann et al, 2011). Το 

γεγονός αυτό καθίσταται σχετικό σε καταστάσεις όπου δημιουργούνται μεγάλες 

ποσότητες κυτταρικών υπολειμμάτων. Αξίζει να σημειωθεί ότι, νεκρωτικά και, κάτω 

από συγκεκριμένες συνθήκες, αποπτωτικά κύτταρα είναι προ-φλεγμονώδη (Savill et 

al. 2002, Chang et al. 2004). Υπό αυτή την άποψη, η αλληλεπίδραση του CFH με 

MDA-τροποποιημένα κυτταρικά συστατικά είναι επίσης σημαντική, διότι ο CFH 

περιορίζει την επαγόμενη από MDA έκκριση της IL-8 (Weismann et al, 2011).     

 

1.4 TNF-α, ROS και Συμπλήρωμα 

 

Η διατατική καρδιομυοπάθεια είναι η βασική αιτία καρδιακής ανεπάρκειας 

στους ανθρώπους. Θεωρείται ότι η χρόνια φλεγμονώδης αντίδραση μυοκαρδίου 

πιθανόν συμβάλλει στην παθογένεια διατατικής καρδιομυοπάθειας (Kawai 1999). Ο 

TNF-α  είναι μια κυτοκίνη με πλειοτροπική δράση που συντελεί στην κυτταρική 

ανοσία και στις φλεγμονώδεις αντιδράσεις σε ένα εύρος φλεγμονωδών ασθενειών, 

ενώ παράλληλα φαίνεται να εμπλέκεται στενά στην εξέλιξη της καρδιακής νόσου 

(Ceconi et al. 1998). Ο TNF αρχικά συντίθεται ως μια 26kDa, τύπου ΙΙ 

διαμεμβρανική πρωτεΐνη, που στη συνέχεια διασπάται και απελευθερώνεται στο 

εξωτερικό του κυττάρου από ένα δεσμευμένο στη μεμβράνη ένζυμο ονόματι 

μετατρεπτικό ένζυμο του TNF-α (TACE ή ADAM17), το οποίο ανήκει στην 

οικογένεια των ADAM μεταλλοπρωτεϊνασών. Το μονομερές 17kDa TNF που 

προκύπτει από την επιφάνεια της κυτταρικής μεμβράνης, κατόπιν σχηματίζει ένα 

βιολογικά ενεργό ομοτριμερές, το οποίο είναι ικανό να ξεκινήσει την κυτταρική 

σηματοδότηση (Black et al. 1997).  

Σε υγιείς καρδιές, η συγκέντρωση του TNF-α είναι χαμηλή και εντοπίζεται 

κυρίως στο ενδοθήλιο και στα κάρδιο-εδρεύοντα σιτευτικά κύτταρα (Schulz 2008). 

Επίσης, στο ανθρώπινο μυοκάρδιο υπό καρδιακή ανεπάρκεια, αλλά όχι στις υγιείς 

καρδιές, εκφράζεται άφθονη ποσότητα TNF-α (Doyama 1996). Ο υποδοχέας 1 του 

TNF (TNFR1, p55) και ο υποδοχέας 2 (TNFR2, p75) εκφράζονται στα περισσότερα 

καρδιακά κύτταρα, συμπεριλαμβανομένων και των καρδιομυοκυττάρων (Kadokami 
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et al. 2000). Κατά την ισχαιμία μυοκαρδίου, η προμορφή του TNF-α ελευθερώνεται 

εντός ολίγων λεπτών από τα καρδιο-εδρεύοντα σιτευτικά κύτταρα και τα μακροφάγα 

(Gilles et al. 2003). Όταν η ισχαιμία επιμένει, ο TNF-α παράγεται επίσης και από τα 

καρδιομυοκύτταρα (Dorge et al. 2002). Έχει δειχθεί σε αρουραίους ότι μετά από 

έμφραγμα του μυοκαρδίου, η πυκνότητα του TNFR1 αυξάνεται για 10 μέρες, ενώ του 

TNFR2 παραμένει αμετάβλητη (Irwin et al. 1999). Αντίθετα, οι TNFR1 και TNFR2 

υποεκφράζονται στην καρδιακή ανεπάρκεια, ενώ οι διαλυτοί TNFRs αυξάνονται 

(Torre-Amione et al. 1996), εξαιτίας της πρωτεολυτικής διάσπασης του TNFR των 

καρδιομυοκυττάρων και της απελευθέρωσής του στην κυκλοφορία από κυστίδια 

τύπου εξωσωμάτων (Zhang et al. 2008). Η αυξημένη περιεκτικότητα διαλυτών 

TNFRs μειώνει τη βιοενεργότητα του TNF-α, ενώ ταυτόχρονα παρατείνει το χρόνο 

ημιζωής του (Sugano et al. 2004).  

Ο TNF-α συμβάλλει τόσο στον αντιστρεπτό (συστολική δυσλειτουργία) 

(Skyschally et al. 2007) όσο και στον μη αντιστρεπτό (έμφραγμα του μυοκαρδίου) 

τραυματισμό του ιστού (Schulz 2008). Για παράδειγμα, πριν την ισχαιμία, έγινε 

χορήγηση αντισωμάτων του TNF-α (Belosjorow et al. 2003) ή του διαλυτού TNFR1 

(Sugano et al. 2004), σε ζώα που δεν εξέφραζαν TNF-α (Maekawa et al. 2002) ή 

TNFR1 (Flaherty et al. 2008) και σε όλα μειώθηκε η αποφραχθείσα περιοχή. Τα 

τελευταία ευρήματα επισημαίνουν τη λειτουργική διαφορά και τις συνέπειες της 

ενεργοποίησης του TNFR1 ή TNFR2 στον τραυματισμό από ισχαιμία/ 

επαναιμάτωση, όπου μόνο η σηματοδότηση του TNFR1 είναι καταστροφική (Hamid 

et al. 2009). Ο TNF-α χειροτερεύει την αναδιαμόρφωση της αριστερής κοιλίας μέσω 

του TNFR1, ενώ τη βελτιώνει μέσω του TNFR2 (Monden et al. 2007). Ο TNF-α στην 

αποφραχθείσα περιοχή συντελεί στην απόπτωση των καρδιομυοκυττάρων, ενώ ο 

ίδιος στην περιοχή γύρω από αυτήν πιθανόν ενεργοποιεί τους ινοβλάστες (ίνωση) 

(Gurantz et al. 2005), σταθεροποιώντας έτσι την αποφραχθείσα περιοχή και 

προσελκύει βλαστικά κύτταρα (Chen et al. 2003) για την καρδιακή επιδιόρθωση και 

καταστολή της φλεγμονής (Bao et al. 2008). Εκτός της σηματοδότησης μέσω των 

υποδοχέων του, ο TNF-α μπορεί να έχει είτε ευεργετικές είτε καταστροφικές 

συνέπειες ανάλογα τη συγκέντρωσή του, τον τόπο και τη χρονική στιγμή. Ο ρόλος, 

λοιπόν, των TNF-α και TNFRs είναι διττός και αντιμαχόμενος (Schulz and Heusch 

2009). 

Ποντίκια τόσο ελλείψει TNFR1 όσο και TNFR2 εμφάνισαν λιγότερο 

σχηματισμό ROS (Hamid et al. 2009). Εκτός από αλλαγές στην ομοιόσταση του 

ασβεστίου, η αυξημένη συγκέντρωση του TNF-α, μειώνει τη συσταλτική λειτουργία, 

αυξάνοντας το σχηματισμό ROS μέσω αύξησης της ενεργότητας των ενζύμων ΝΟS 

(συνθάση του οξειδίου του αζώτου, NO) και της οξειδάσης της ξανθίνης (XO) 

(Ferdinandy et al. 2000). Αυτές οι μορφές ROS απουσιάζουν σε ελλείψει (knock out) 

TNFR1 ποντίκια, αλλά όχι σε ελλείψει TNFR2 ποντίκια, υποδηλώνοντας ότι η 

ενεργότητα και των δυο ενζύμων αυξάνεται μέσω της ενεργοποίησης του TNFR1. Ο 

αυξημένος σχηματισμός ROS προέρχεται, επίσης, από την TNF-α επαγόμενη 

αναστολή της μεταφοράς ηλεκτρονίων κατά την αναπνευστική αλυσίδα στα 

μιτοχόνδρια (Lancaster et al. 1989).  
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Η ενεργοποίηση του συμπληρώματος οδηγεί στην παραγωγή προφλεγμονωδών 

μορίων, για παράδειγμα των C3a και C5a αναφυλατοξινών, όπως και του τερματικού 

συμπλόκου του συμπληρώματος C5b-9 (Caroll 1998). To C5b-9 είναι μέρος του 

πολυπρωτεϊνικού συμπλόκου MAC. Το C5b-9 είναι υπεύθυνο για τη σύνθεση και 

έκκριση προφλεγμονωδών μορίων, όπως κυτοκίνες, χημειοκίνες ή αυξητικούς 

παράγοντες (Morgan 1992, Benzaquen et al. 1994, Niculescu et al. 1997). Οι 

περισσότερες από αυτές τις επιδράσεις φαίνεται να μεσολαβούν μέσω της C5b-9-

επαγόμενης εισροής Ca
+2

 στα κύτταρα, καθώς και μέσω σηματοδότησης μέσω 

ενεργοποίησης MAP κινασών και του NF-κΒ (Niculescu 1997, 1999). Ο C5b-9 έχει 

βρεθεί πως εναποτίθεται στο μυοκάρδιο στην διατατική καρδιομυοπάθεια. Επίσης, 

επάγει σηματοδοτικούς μηχανισμούς που εμπλέκονται στη σύνθεση του TNF-α, 

πιθανόν μέσω επαγωγής του μονοπατιού σύνθεσης του TNF-α μέσω ενεργοποίησης 

του NF-κΒ (Meldrum 1998). Η μελέτη των Zwaka και των συνεργατών του έδειξε ότι 

η εναπόθεση C5b-9 σε ιστό μυοκαρδίου ασθενών με διατατική καρδιομυοπάθεια 

σχετίζεται με την έκφραση TNF-α στα καρδιομυοκύτταρα και επειδή το C5b-9 επάγει 

τη σύνθεση του TNF-α και την απελευθέρωση του από καρδιομυοκύτταρα in vitro, 

προτείνουν ότι το C5b-9 που επιτίθεται στα καρδιομυοκύτταρα μπορεί να συμβάλλει 

στην αυτοκρινή σύνθεση του TNF-α  στο μυοκάρδιο υπό καρδιακή ανεπάρκεια in 

vivo (Zwaka et al. 2002).      

 

 

1.5 Το πειραματικό μας μοντέλο 

 

Ποντίκια στα οποία έχει απαλειφθεί το γονίδιο δεσμίνης (knock out), 

αναπτύσσουν παροδική υπερτροφία καρδιομυοκυττάρων, ακολούθως  αναπτύσσουν 

διατατική μυοκαρδιοπάθεια και τελικά καρδιακή ανεπάρκεια (Milner et al. 1996, 

1999, Li et al. 1996).  

Αυτό το ζωικό μοντέλο καρδιακής ανεπάρκειας (ελλείψει δεσμίνης ποντίκια, 

Desmin-null) παρουσιάζει ομοιότητες με μοντέλα οξέος εμφράγματος μυοκαρδίου, 

καθώς και με πρότυπα αρρυθμογενούς δυσπλασίας δεξιάς κοιλίας (ARVD). 

Πολλαπλές μεταλλάξεις στο ανθρώπινο γονίδιο της δεσμίνης οδηγούν σε μυοπάθειες 

αμφότερης σκελετικής και καρδιακής δυσλειτουργίας ποικίλης έντασης (van 

Spaendonck-Zwarts, van Hessem et al. 2010). Πάνω από το 50% των φορέων 

πάσχουν από μυοκαρδιοπάθεια και το 60% περίπου από ασθένειες καρδιακής 

αγωγιμότητας. Η διατατική μυοκαρδιοπάθεια, η κύρια αιτία καρδιακής ανεπάρκειας, 

είναι η πιο συχνή μυοκαρδιοπάθεια που σχετίζεται με τη δεσμίνη (Taylor, Slavov et 

al. 2007).  

Η δεσμίνη είναι μία πρωτεΐνη του κυτταροσκελετού και μία μυο-ειδική 

πρωτεΐνη των ενδιάμεσων ινιδίων. Η κυτταρική και ιστολογική παθολογία που 

συνδέεται με την καρδιακή δυσλειτουργία στα Desmin-null ποντίκια έχει εκτιμηθεί 

επαρκώς. Εν συντομία, τα ποντίκια που στερούνται δεσμίνης, επιδεικνύουν 

διατάραξη της μυϊκής αρχιτεκτονικής, σε συνδυασμό με μιτοχονδριακές ανωμαλίες, 

όπως απώλεια φυσιολογικής θέσης, εκτεταμένο πολλαπλασιασμό και συσσώρευση, 

καθώς και μειωμένη αναπνευστική λειτουργία (Milner et al. 1996, Milner et al. 2000). 
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Επίσης, παρουσιάζουν εκτεταμένο καρδιομυοκυτταρικό θάνατο από θρομβωτική 

νέκρωση και μια επακόλουθη οξεία φλεγμονώδη αντίδραση μετά τη δεύτερη 

εβδομάδα ζωής τους (Mavroidis and Capetanaki 2002, Psarras et al. 2011). Αυτές οι 

ανωμαλίες ακολουθούνται από εκφύλιση του μυοκαρδίου με εκτεταμένη ίνωση και 

δυστροφική εναπόθεση ασβεστίου. Οι μοριακοί μηχανισμοί που διέπουν την 

ανάπτυξη αυτών των ανωμαλιών είναι κυρίως άγνωστοι (Mavroidis and Capetanaki 

2002).  

Σύμφωνα με αδημοσίευτα δεδομένα του εργαστηρίου έχει προκύψει πως το 

σύστημα του συμπληρώματος παίζει πολύ σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της 

παθολογίας στο Des-/- πειραματόζωο. Πιο συγκεκριμένα σε C5-/-Des-/- ποντίκια 

(όπου C5 είναι το πέμπτο συστατικό του συμπληρώματος) έχει παρατηρηθεί 

σημαντική μείωση εναπόθεσης ασβεστίου και ίνωσης κατά 30% και βελτιωμένη 

καρδιακή λειτουργία (Fraction Shortening, FS) σε σχέση με Des-/- (Εικόνα 1.2). Η 

βελτιωμένη καρδιακή λειτουργία με τον ίδιο τρόπο έχει παρατηρηθεί και σε C5aR-/-

Des-/- ποντίκια (όπου C5aR είναι ο υποδοχέας της C5a αναφυλατοξίνης του 

συμπληρώματος) σε σύγκριση με Des-/- σε διάφορες ηλικίες (Εικόνα 1.2).  

Οι συνέπειες της ενεργοποίησης του συστατικού του συμπληρώματος C5a (74 

αμινοξέων γλυκοπρωτεΐνη) εξαρτώνται από τη θέση του υποδοχέα του C5a. Η 

έκφραση του C5aR υποδοχέα (CD88), είναι ευρέως διαδεδομένη και συνεπώς το C5a 

επάγει ένα ευρύ φάσμα βιολογικών λειτουργιών (Manthey et al. 2009). Ο CD88 

ανήκει στους υποδοχείς που συνδέονται με G πρωτεΐνες. (Monk et al. 2007). Κύτταρα 

της μυελώδους σειράς και ενεργοποιημένα σιτευτικά κύτταρα εκφράζουν τον CD88 

και ενεργοποιούνται από το C5a. Ανάλογα τον τύπο κυττάρου, η σύνδεση του C5a 

στον CD88 οδηγεί σε αύξηση των επιπέδων του ενδοκυτταρικού ασβεστίου και 

ενεργοποίηση ενδοκυτταρικών σηματοδοτικών μονοπατιών συνοδευόμενη με πλήθος 

λειτουργικών αποκρίσεων, όπως προσέλκυση και ενεργοποίηση φλεγμονωδών 

κυττάρων, απόπτωση, φαγοκύττωση, οξειδωτικό στρες, παραγωγή κυτοκινών και 

χημειοκινών, αγγειοδιαστολή, κα (Guo and Ward, 2005). Πλέον είναι γνωστό ότι ο 

CD88 εκφράζεται επίσης και από μη μυελοειδή κύτταρα, όπως από 

καρδιομυοκύτταρα, προκαλώντας μια ποικιλία αποκρίσεων (Monk et al. 2007).    
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Εικόνα 1.2 Αντιπροσωπευτικά υπερηχοκαρδιογραφήματα ζώων 4 μηνών,  

όπου φαίνεται η βελτιωμένη καρδιακή λειτουργία εκφρασμένη ως  
FS(%)= [(EDD-ESD)/EDD]x100, στα C5-/-Des-/- και C5aR-/-Des-/- ποντίκια  

σε σχέση με τα Des-/- (EDD, τελο-διαστολική διάσταση,  
ESD, τελο-συστολική διάσταση) 

 

 

Σκοπός της μελέτης 

 

Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι να διερευνήσουμε, το ρόλο του υποδοχέα 

του C5a (C5aR) σε πειραματόζωα μοντέλα με καρδιακή ανεπάρκεια (Des-/-). Για το 

σκοπό αυτό έγινε συγκριτική μελέτη σε ποντίκια με διπλή έλλειψη των γονιδίων της 

δεσμίνης και του C5aR (C5aR-/-Des-/-) και σε Des-/-, διερευνώντας το ρόλο τόσο της 

φλεγμονής όσο και του οξειδωτικού στρες στην ανάπτυξη παθολογίας (φλεγμονώδης 

αντίδραση, αναδιαμόρφωση καρδιακού ιστού). Θα εξετάσουμε, λοιπόν, την υπόθεση 

αν η βελτίωση της καρδιακής λειτουργίας (Fraction Shortening, FS) που έχει 

παρατηρηθεί στα C5aR-/-Des-/- ποντίκια σε σύγκριση με τα Des-/-, μπορεί να 

αποδοθεί εν μέρει στη μείωση του οξειδωτικού στρες και της φλεγμονώδους 

αντίδρασης.  

Ο ρόλος της υπεροξείδωσης λιπιδίων και πρωτεϊνών που σχετίζονται με την 

ακεραιότητα της κυτταρικής μεμβράνης των καρδιομυοκυττάρων και ο ρόλος της 

φλεγμονώδους αντίδρασης στην οξειδωτική επιβάρυνση και όχι μόνο, θα συγκριθεί 

στα αναφερθέντα ζωικά μοντέλα μέσω: 



21 
 

 Ιστολογικής εκτίμησης της ίνωσης και της δυσμενούς αναδιαμόρφωσης  του 

καρδιακού ιστού 

 Εκτίμησης της απώλειας της σαρκολειματικής ακεραιότητας με τη μέθοδο 

Evans Blue Dye    

 Προσδιορισμού της υπεροξείδωσης λιπιδίων ή/και πρωτεϊνών με τη μέθοδο 

μαλονδιαλδεΰδης (MDA)  

 Υπολογισμού της συγκέντρωσης του δείκτη φλεγμονής TNF-α. 
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2. Υλικά & Μέθοδοι 

 

 

2.1 Ζωικά πρότυπα 

 

Τα πειραματόζωα μοντέλα που χρησιμοποιήθηκαν στην εν λόγω μελέτη ήταν 

ποντίκια αρσενικά ή θηλυκά α) αγρίου τύπου (wt), β) ποντίκια που δεν εκφράζουν 

(knock out) δεσμίνη (Des-/-) τα οποία είχαν κατασκευασθεί από δύο ερευνητικές 

ομάδες (Milner et al., 1996, Li et al., 1996) και γ) ποντίκια που δεν εκφράζουν τον 

υποδοχέα CD88 της πρωτεΐνης του συμπληρώματος C5a (C5aR-/-). Τα ποντίκια αυτά 

είχαν κατασκευαστεί από την ερευνητική ομάδα του Gerard C (Hopken et al., 1996). 

Τέλος, χρησιμοποιήθηκαν και δ) ποντίκια με διπλή έλλειψη γονιδίων της δεσμίνης 

και του C5aR υποδοχέα (C5aR-/-Des-/-).  

Όλα τα πειραματόζωα μοντέλα φυλάσσονταν σε κλωβούς σε ειδικά 

διαμορφωμένο περιβάλλοντα χώρο, ελεύθερο παθογόνων (specific pathogen free, 

SPF), σύμφωνα με τα σύγχρονα διεθνή πρότυπα [Association for the Assessment and 

Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC) και Federation of European 

Laboratory Animal Science Association (FELASA), για περισσότερες πληροφορίες 

βλ. www.bioacademy.gr/lab/lab.php?lb=25). 

Για τη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν ποντίκια κυρίως δυο ηλικιών. Ποντίκια 

ηλικίας 16-30 ημερών όπου παρατηρείται η αρχική εκφύλιση του μυοκαρδίου και η 

έναρξη της φλεγμονώδους αντίδρασης και ποντίκια 4 μηνών όπου είναι έκδηλα τα 

συμπτώματα της καρδιακής ανεπάρκειας. Επίσης, χρησιμοποιήθηκαν και ποντίκια 

ηλικίας 11 μηνών όπου η καρδιακή ανεπάρκεια στα Des-/- ποντίκια είναι τελικού 

σταδίου (εικόνα 1.2) 

 

 

2.2 Απομόνωση γονιδιωματικού DNA 

 

Για την εύρεση του γενοτύπου των διαγονιδιακών ποντικών χρησιμοποιήθηκε 

γονιδιωματικό DNA, το οποίο απομονώθηκε από τμήμα ουράς. Αρχικά, ο ιστός 

επωάζεται στους 55
o
C σε διάλυμα πρωτεϊνάσης Κ (Sigma-Aldrich) (0,6mg/ml σε 

50mM Tris HCl pH 7.5, 100mM EDTA και 0.5% SDS) για τουλάχιστον 8 ώρες. Στη 

συνέχεια, πραγματοποιείται διπλός καθαρισμός σε ίσο όγκο φαινόλης (pH 8) και 

ομοίως σε ίσο όγκο διαλύματος χλωροφορμίου: ισοαμυλικής αλκοόλης (24:1). 

Ακολουθεί κατακρήμνιση με προσθήκη οξικού νατρίου pH 6.0 σε τελική 

συγκέντρωση 300mΜ και διπλάσιου όγκου αιθανόλης 100% (-20
o
C). Το ίζημα 

επαναδιαλυτοποιείται σε ρυθμιστικό διάλυμα ΤΕ (5mM Tris-HCl pH 7.5, 1mM 

EDTA) και φυλάσσεται στους 4
o
C. 

 

 

 

 

http://www.bioacademy.gr/lab/lab.php?lb=25
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2.3 Ανάλυση γονιδιωματικού DNA με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

(PCR) 

 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) χρησιμοποιείται συνήθως για την 

ενίσχυση μιας συγκεκριμένης αλληλουχίας DNA, η οποία βρίσκεται ανάμεσα σε δύο 

περιοχές γνωστής αλληλουχίας. Στην αντίδραση χρησιμοποιούνται δύο εναρκτήριες 

αλληλουχίες ως εναρκτήρια μόρια για μία σειρά από συνθετικές αντιδράσεις, οι 

οποίες καταλύονται από μία DNA πολυμεράση, την Taq πολυμεράση, η οποία είναι 

ανθεκτική σε υψηλές θερμοκρασίες. Η κάθε εναρκτήρια αλληλουχία είναι 

συμπληρωματική με τη μία, εκ των δύο, αλυσίδα της μήτρας DNA. Αρχικά, 

πραγματοποιείται αποδιάταξη της μήτρας DNA με θέρμανση. Το μίγμα της 

αντίδρασης, στη συνέχεια, ψύχεται σε θερμοκρασία επανασύνδεσης, η οποία 

επιτρέπει την υβριδοποίηση των εναρκτήριων μορίων με τις συμπληρωματικές 

αλυσίδες και τέλος, πραγματοποιείται επιμήκυνση των αναδιαταγμένων μορίων από 

την DNA πολυμεράση. Ο κύκλος της αποδιάταξης, επανασύνδεσης και επιμήκυνσης 

επαναλαμβάνεται πολλές φορές και τα προϊόντα κάθε κύκλου χρησιμοποιούνται ως 

μήτρα DNA στους επόμενους κύκλους.  

Στη συγκεκριμένη περίπτωση, η μέθοδος εφαρμόστηκε για τον έλεγχο του 

γενοτύπου των διαγονιδιακών ποντικιών. Ο έλεγχος γίνεται με απομόνωση 

γονιδιωματικού DNA από τα προς εξέταση ποντίκια, με τον τρόπο που περιγράφηκε 

στην προηγούμενη παράγραφο. 

Για τον έλεγχο της γονιδιακής απενεργοποίησης της δεσμίνης 

χρησιμοποιήθηκε η Taq πολυμεράση της QIAGEN, dNTPs και οι ακόλουθοι 

εκκινητές: 

DesnullF 5΄ TGATGTCAGGAGGGCTACA 3΄ 

DesnullR 5΄ CGTCTATCAGGTTGTCACG 3΄             null 

neo         5΄ TCCTCGTGCTTTACGGTATC 3΄ 

Οι τελικές συγκεντρώσεις των εκκινητών είναι 0,4μΜ, 0,2μΜ και 0,03μΜ 

αντίστοιχα. Οι συνθήκες της αντίδρασης περιλαμβάνουν: 10΄ στους 96
o
C, 35 

επαναλήψεις του κύκλου: 1΄ στους 94
o
C, 2΄ στους 60

o
C και 3΄ στους 72

o
C, τέλος 

5΄στους 72
o
C και 15΄στους 4

 o
C. Το αλληλόμορφο άγριου τύπου της δεσμίνης Des+/+ 

δημιουργεί ζώνη μεγέθους 700bp, ενώ το διαγονιδιακό αλληλόμορφο Des-/- 

δημιουργεί ζώνη μεγέθους 390bp.  

Για τον έλεγχο της γονιδιακής απενεργοποίησης του C5aR χρησιμοποιήθηκε η 

Taq πολυμεράση της QIAGEN, dNTPs και το ακόλουθο ζευγάρι εκκινητών: 

IMR 5232 5΄ GCCAGAGGCCACTTGTGTAG 3΄ 

IMR 7178 5΄ GGTCTCTCCCCAGCATCATA 3΄ 

IMR 7179 5΄ GGCAACGTAGCCAAGAAAAA 3΄ 

Η τελική συγκέντρωση όλων των εκκινητών είναι 1,92μΜ. Οι συνθήκες της 

αντίδρασης περιλαμβάνουν: 3΄ στους 94
o
C, 35 επαναλήψεις του κύκλου: 1΄ στους 

94
o
C, 1΄ στους 60

o
C και 1΄ στους 72

o
C, τέλος 2΄στους 72

o
C και 30΄στους 4

 o
C. Το 

wild type 
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αλληλόμορφο άγριου τύπου του C5aR+/+ δημιουργεί ζώνη μεγέθους 386bp, ενώ το 

διαγονιδιακό αλληλόμορφο C5aR-/- δημιουργεί ζώνη μεγέθους 244bp.  

Τα προϊόντα της αντίδρασης PCR αναλύονται με ηλεκτροφόρηση DNA σε 

πήκτωμα αγαρόζης. 

 

 

2.4 Hλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωμα αγαρόζης 

 

Η ηλεκτροφόρηση όλων των PCR προϊόντων πραγματοποιήθηκε σε πήκτωμα 

αγαρόζης. Μόρια DNA, μεγέθους 200b-50kb, μπορούν να διαχωριστούν σε 

πηκτώματα αγαρόζης διαφόρων συγκεντρώσεων. Όταν το πήκτωμα βρίσκεται σε 

ηλεκτρικό πεδίο, το DΝΑ, το οποίο σε ουδέτερο pH είναι αρνητικά φορτισμένο, 

κινείται προς την άνοδο με ρυθμό αντιστρόφως ανάλογο του λογαρίθμου (log10) του 

μοριακού βάρους του. Η ηλεκτροφορητική κινητικότητα του DNA σε πήκτωμα 

αγαρόζης εξαρτάται επίσης και από τη συγκέντρωση της αγαρόζης στο πήκτωμα. Ο 

πίνακας που ακολουθεί παρουσιάζει την αντιστοιχία μεταξύ της αναλογίας αγαρόζης 

στο πήκτωμα και του μεγέθους των τμημάτων του DNA που μπορούν να αναλυθούν. 

 

Ποσοστό % αγαρόζης  

(%) 

 

Μέγεθος DNA (kb) 

0.3 60-5 
0.6 20-1 

0.7 10-0.8 

0.9 7-0.5 

1.2 6-0.4 

1.5 4-0.2 

2.0 3-0.1 

 

Σε 100ml διαλύματος ηλεκτροφόρησης TΑE (0.04M Tris-acetate, 0,001M 

EDTA) διαλύεται με θέρμανση στους 100C η αντίστοιχη ποσότητα αγαρόζης. Στη 

συνέχεια, προστίθεται βρωμιούχο αιθίδιο σε τελική συγκέντρωση 1 μg/ml και το 

διάλυμα στερεοποιείται σε υποδοχέα-μήτρα διαστάσεων 15x22cm. Τα δείγματα του 

DNA αναλύονται σε οριζόντιες συσκευές ηλεκτροφόρησης, υπό σταθερή τάση 45-

70V.  

 

 

2.5 Ιστολογικές χρώσεις 

 

Οι καρδιακοί ιστοί που χρησιμοποιήθηκαν για τις ιστολογικές χρώσεις 

προέρχονται από πειραματόζωα που θυσιάστηκαν με αυχενική μετατόπιση, μετά από 

αναισθησία με αιθέρα. Μονιμοποιήθηκαν σε διάλυμα φορμαλίνης 10% ή 

παραφορμαλδεϋδης 4% για τουλάχιστον 8 ώρες και στη συνέχεια επωάστηκαν σε 

διάλυμα σουκρόζης 30% σε PBS για τρεις με τέσσερις ώρες. Για την αφυδάτωση των 

ιστών χρησιμοποιήθηκε σειρά διαλυμάτων με αυξανόμενη συγκέντρωση αιθανόλης 

(70%, 80%, 90%, 95% και 100%). Ο αφυδατωμένος ιστός επωάζεται στη συνέχεια 
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δύο φορές σε 100% ξυλόλη, σε απαγωγό, για 20΄. Ακολουθεί επώαση σε διάλυμα 

ξυλόλης/παραφίνης (1:1), στους 65
ο
C για 45΄. Τέλος, ο ιστός εμβαπτίζεται σε 100% 

παραφίνη στους 65
ο
C, εγκλείεται σε παραφίνη και φυλάσσεται στους 4

ο
C. Από τα 

μπλοκ παραφίνης κόβονται τομές πάχους 5μm με μικροτόμο, οι οποίες φυλάσσονται 

σε δροσερό μέρος. 

Αρχικά, οι τομές πριν εφαρμοστεί κάποιου είδους χρώση, υπόκεινται σε 

αποπαραφινοποίηση και ενυδάτωση, προκειμένου να μπορέσει η υδατοδιαλυτή 

χρωστική να βάψει τον ιστό. 

 

2.5.1 Χρώση τομών με αιματοξυλίνη/εωζίνη 

Η αιματοξυλίνη βάφει τους πυρήνες ιώδεις, ενώ η εωζίνη βάφει το 

κυτταρόπλασμα ροζ. Η πειραματική διαδικασία είναι η εξής: 

 Επώαση σε διάλυμα αιματοξυλίνης για 1΄ σε θερμοκρασία δωματίου (RT)  

 3 εκπλύσεις με απεσταγμένο νερό 

 Επώαση σε διάλυμα εωζίνης (eosin Y 0,5% w/v) για 1΄ σε RT 

 3 εκπλύσεις με απεσταγμένο νερό 

Έπειτα από τη χρώση οι τομές αφυδατώθηκαν, όπως περιγράφηκε, και 

εγκλείστηκαν με τη χρήση υλικού έγκλεισης Depex (mounting medium, Serva) και 

καλυπτρίδα. 

 

2.5.2 Χρώση τομών με Masson's trichrome 

Η τριχρωμία Masson's βάφει τους πυρήνες καφέ, το κυτταρόπλασμα ροζ και το 

κολλαγόνο ιώδες/μπλε. Η πειραματική διαδικασία περιγράφεται ως ακολούθως: 

 Επώαση σε διάλυμα αιματοξυλίνης για 1΄ σε RT 

 Επώαση σε διάλυμα "ερυθρό του Mallory" (Fuscin acid 0,5%, glacial acetic 

acid 0,5%) για 1΄ σε RT 

 Επώαση σε διάλυμα φωσφορομολυβδικού οξέος 1%, για 2΄ σε RT 

 Επώαση σε διάλυμα μεθυλικού μπλε (methyl blue), για 1΄ σε RT 

Έπειτα από τη χρώση οι τομές αφυδατώθηκαν, όπως περιγράφηκε, και 

εγκλείστηκαν με τη χρήση υλικού έγκλεισης Depex (mounting medium, Serva) και 

καλυπτρίδα. 

 

2.5.3 Αξιολόγηση του “replacement index” 

Το “replacement index” είναι ένας δείκτης βλάβης του καρδιακού ιστού και 

αντιπροσωπεύει την αντικατάσταση του καρδιακού ιστού με ινωτικό ιστό και/ή 

ασβέστωση και/ή διήθηση φλεγμονωδών κυττάρων. Είναι της κλίμακας 0 έως 4, όπου 

0 ορίζονται οι φυσιολογικές καρδιές, 1= καρδιές με μία ή δύο εστίες περιορισμένης 

αντικατάστασης, συνήθως στην δεξιά κοιλία, 2= καρδιές με δύο - τρεις εστίες σε δύο 

διαφορετικές περιοχές του καρδιακού ιστού, 3= καρδιές με πολλαπλές εστίες 

εκτεταμένης αντικατάστασης, συνήθως σε όλα τα κοιλιακά διαμερίσματα (δεξιά και 

αριστερά κοιλιακά ελεύθερα τοιχώματα και διάφραγμα), 4= καρδιές με πολλαπλές 

εστίες εκτεταμένης και διάχυτης ίνωσης που καταλαμβάνει περισσότερο από το 50% 

της επιφάνειας του μυοκαρδίου στη συγκεκριμένη τομή.  
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Για τη μέτρηση του “replacement index” οι καρδιές τμήθηκαν στα δυο, κατά το 

διαμήκη άξονα και εγκλείστηκαν σε παραφίνη. Αναλύθηκαν οχτώ τομές ανά καρδιά 

για κάθε ζώο (από δύο ανεξάρτητους παρατηρητές). Στις τομές παραφίνης υπήρχαν 

όλα τα τμήματα της καρδιάς (δεξιά και αριστερή κοιλία και κόλποι)  

 

2.5.4 Εκτίμηση της μεμβρανικής ακεραιότητας με έγχυση της χρωστικής 

Evans blue 

Η απώλεια της ακεραιότητας της κυτταρικής μεμβράνης υποδεικνύεται με την 

ενδοκυτταρική χρώση πρωτεϊνών του ορρού και Evans Blue Dye (EBD). Το κύριο 

χαρακτηριστικό της EBD είναι η ικανότητά της να σχηματίζει ένα ισχυρό σύμπλοκο 

με την αλβουμίνη του ορρού μέσα σε δευτερόλεπτα μετά την έγχυση της στην 

κυκλοφορία (Reeve, 1957) και να βάφει ενδοκυττάρια τα κύτταρα που έχουν 

πρόβλημα μεμβρανικής ακεραιότητας.  

Η πορεία έγινε όπως περιγράφεται από τον Straub και τους συνεργάτες του 

(Straub et al., 1997). Αρχικά, παρασκευάζουμε διάλυμα EBD σε ρυθμιστικό 

φωσφορικό αλατούχο διάλυμα (PBS) (0,15M NaCl, 10mM phosphate buffer, pH 7.4) 

με τελική συγκέντρωση 10mg EBD/ml PBS. Εγχύουμε το διάλυμα (50µl/10g βάρος 

σώματος του ζώου) στην περιτοναϊκή κοιλότητα χωρίς αναισθησία. Την επόμενη 

μέρα θυσιάζουμε το ζώο με τη χορήγηση διαλύματος χλωριούχου καλίου (10mg/ml) 

σε PBS. Ύστερα, ενσωματώνουμε την καρδιά σε OCT compound και την παγώνουμε 

στους -80
o
C, ώστε με τη βοήθεια κρυο-μικροτόμου να έχουμε τομές 10μm. 

Μονιμοποιούμε τις τομές με κρύα ακετόνη (-20
o
C) για 10΄. Ξεπλένουμε με PBS 3 

φορές για 15΄. Τέλος, προσθέτουμε τη χρωστική DAPI και εγκλείουμε τον ιστό με το 

μέσο έγκλεισης (Vectashield mounting medium, Vector Laboratories, Inc.) και 

καλυπτρίδα. Η χρώση με EBD παρουσιάζει μια έντονη ερυθρή εκπομπή (διεγείρεται 

στα 620nm και εκπέμπει στα 680nm).   

Οι καρδιές τμήθηκαν κατά μήκος του διαμήκη άξονα και αναλύθηκαν πέντε 

τομές ανά καρδιά ανά ζώο. Ο υπολογισμός των θετικών, ως προς τη χρώση EBD, 

καρδιομυοκυττάρων έγινε ανεξάρτητα από δύο ερευνητές σε μικροσκόπιο 

φθορισμού.  

 

2.5.5 Ανοσοφθορισμός  

Ο ανοσοφθορισμός είναι μια μέθοδος κατά την οποία χρησιμοποιούνται 

φθορίζοντα αντισώματα για την ανίχνευση και εντόπιση μιας συγκεκριμένης 

πρωτεΐνης σε ιστούς ή κύτταρα. Σε τομές καρδιακών ιστών από ποντίκια που τους 

χορηγήθηκε EBD, με τον τρόπο που περιγράφουμε στην προηγούμενη παράγραφο, 

πραγματοποιήθηκε ανοσοφθορισμός για την α-ακτινίνη, μία πρωτεΐνη του 

κυτταροσκελετού που βάφει ειδικά τα μυοκαρδιοκύτταρα. Αρχικά, η μονιμοποίηση 

του ιστού περιλαμβάνει 1΄ σε 2% φορμαλίνη/PBS, πλύσιμο με PBS και μετά 5΄με 

αιθανόλη 100% (-20
o
C) και ξέπλυμα του ιστού για 2΄με PBS. Στη συνέχεια, 

“μπλοκάρουμε” τις τομές για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου με 10% αλβουμίνη 

RIA (Aplichem) σε διάλυμα PBS. Έπειτα προσθέτουμε το πρώτο αντίσωμα (mouse 

anti-a-actinin), το οποίο είναι σε διάλυμα 10% αλβουμίνης RIA (Aplichem) σε PBS-
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Τween-20 0,1% με αναλογία 1:1000 και επωάζεται για όλο το βράδυ στους 4
o
C. Την 

επομένη πλένουμε τις τομές με PBS-Τween-20 0,01% 2 φορές για 5΄ και επωάζουμε 

τις τομές με το δεύτερο αντίσωμα (donkey anti-mouse-alexa-488) το οποίο φθορίζει 

σε πράσινο μήκος κύματος. Τέλος, πλένουμε τις τομές με PBS-Τween-20 0,1% 2 

φορές για 5΄ προσθέτουμε τη χρωστική DAPI η οποία δεσμεύεται στο DNA και 

φθορίζει στο μπλέ και εγκλείουμε τον ιστό με το μέσο έγκλεισης (DAKO Fluor, 

fluorescence mounting medium). 

 

2.5.6 Μικροσκοπία 

Οι ιστολογικές χρώσεις των τομών που βάφτηκαν με H/E και Masson’s 

trichrome, παρατηρήθηκαν και αναλύθηκαν σε οπτικό φωτονικό μικροσκόπιο της 

εταιρείας Zeiss, μοντέλο Axiophot (Zeiss-Axiophot οπτικό φωτομικροσκόπιο), ενώ η 

λήψη των εικόνων έγινε με τη βοήθεια ψηφιακής κάμερας της εταιρείας Leica, 

μοντέλο DC-500. Τέλος, η ανάλυση των εικόνων αυτών έγινε με τη βοήθεια του 

λογισμικού ανάλυσης εικόνας IM50 της εταιρείας Leica. 

Η παρατήρηση, καθώς και η ανάλυση των χρώσεων EBD, πραγματοποιήθηκε 

σε μικροσκόπιο φθορισμού της εταιρείας Leica, μοντέλο CTR το οποίο είχε κάμερα 

Leica DFC 350 FX και το πρόγραμμα Leica Application suite V3.6. 

 

 

2.6 Εκχύλιση πρωτεϊνών από καρδιακό ιστό. 

 

Προκειμένου να διερευνηθεί η παρουσία διαφόρων πρωτεϊνών σε ολικά 

εκχυλίσματα από καρδιές ποντικιών διαφόρων γενοτύπων, οι ιστοί αρχικά 

κονιορτοποιούνται ως ακολούθως. Μετά τη θυσία, η καρδιά βυθίζεται σε υγρό άζωτο 

για να πραγματοποιηθεί άμεση ψύξη. Κατόπιν ο ιστός μεταφέρεται σε ιγδίο όπου και 

λειοτριβείται με τη χρήση υγρού αζώτου. Οι κονιορτοποιημένοι ιστοί μπορούν να 

φυλαχτούν σε υπερ-καταψύκτη -80
ο
C, ή να προχωρήσουν απευθείας σε διαδικασία 

εκχύλισης. 

 

2.6.1 Εκχύλιση πρωτεϊνών για ELISA, και MDA ανάλυση 

Στον κονιορτοποιημένο καρδιακό ιστό προστίθεται κρύο ρυθμιστικό διάλυμα 

εκχύλισης [extraction buffer: PBS + 2mM αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ (EDTA), 

0,1% Tween-20, 1mM διθειοθρεϊτόλη (DTT), 0,2mM Na2VO3, 1mM NaF], καθώς 

και ξεχωριστά βενζαμιδίνη, βουτυλυδροξυτολουένιο (ΒΗΤ, αντιοξειδωτικό για 

αποτροπή περαιτέρω οξείδωσης κατά την ομογενοποίηση) με 2mM και 5mM τελική 

συγκέντρωση αντίστοιχα και αναστολείς πρωτεασών (protease inhibitors, Sigma).  

Το μίγμα ομογενοποιείται με τη βοήθεια ηλεκτρικού ομογενοποιητή τύπου 

polytron και τοποθετείται σε υδατόλουτρο υπερήχων για 1΄. Εν συνεχεία, επωάζουμε 

το ομογενοποίημα σε ανακινητή τύπου rocker για 15΄ στους 4
o
C. Ακολούθως 

φυγοκεντρούμε για 10΄ στα 13000g, στους 4
o
C. Κρατάμε το υπερκείμενο (ELISAsup) 

για TNFα και MDA ανάλυση (βλέπε επόμενες παραγράφους), καθώς και το ίζημα 
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(pellet), στους -80
o
C. Όλη η διαδικασία γίνεται στον πάγο. Επίσης, δημιουργούμε 

aliquots έτσι ώστε τα δείγματα να ξεπαγώνονται μία φορά. 

 

 

2.7 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford 

 

Με τη μέθοδο Bradford προσδιορίσθηκε η συγκέντρωση της πρωτεΐνης στα 

διάφορα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα. Η δέσμευση της χρωστικής Coomasie Briliant 

Blue στα βασικά κυρίως αμινοξέα των πρωτεϊνών αποτελεί τη βάση αυτής της 

μεθόδου. Η δέσμευση αυτή είναι ανάλογη  της ποσότητας της πρωτεΐνης και 

μετατοπίζει το μήκος κύματος της μέγιστης απορρόφησης της χρωστικής από τα 470 

nm στα 595 nm. Το χρώμα του συμπλόκου πρωτεΐνης-χρωστικής είναι σταθερό για 

μια ώρα περίπου και έχει υψηλό μοριακό συντελεστή απορρόφησης που συνεπάγεται 

υψηλή ευαισθησία στις ποσοτικές μετρήσεις πρωτεϊνικών δειγμάτων.  

Σε 10μl πρωτεϊνικού δείγματος προσθέτουμε 70μl Η2Ο. Στη συνέχεια, 

αναδεύουμε και προσθέτουμε 720μl Bradford Reagent (Sigma). Επαναλαμβάνουμε 

την ανάδευση και αφήνουμε το διάλυμα να επωαστεί στο σκοτάδι για 15΄. Η 

απορρόφηση 0,2ml του δείγματος μετράται στα 595nm χρησιμοποιώντας μετρητή 

ELISA plate SpectraMax 190, ο οποίος χρησιμοποιεί για ανάλυση το πρόγραμμα Soft 

Max Pro (Molecular Devices). Με τη βοήθεια διαλυμάτων αλβουμίνης ορού βοός 

(ΒSA) γνωστών συγκεντρώσεων 0,02-2mg/ml, κατασκευάζεται πρότυπη καμπύλη 

από την οποία υπολογίζονται οι συγκεντρώσεις των εκχυλισμάτων σε πρωτεΐνη. Όλες 

οι μετρήσεις γίνονται εις διπλούν. 

 

 

2.8 Μέτρηση υπεροξείδωσης λιπιδίων με τη μέθοδο MDA  

 

Η μαλονδιαλδεΰδη (MDA), που παράγεται όπως έχουμε αναφέρει από την 

υπεροξείδωση των λιπαρών οξέων (βλ. παράγραφο 1.4), μετράται συνήθως για την 

ποσοτικοποίηση του τελευταίου σταδίου ή της χρόνιας υπεροξείδωσης λιπιδίων. Η 

μέθοδος βασίζεται στην αντίδραση της MDA με το θειοβαρβιτουρικό οξύ (TBA) 

όπου σχηματίζεται ένα MDA-TBA2 σύμπλοκο (Εικόνα 2.1) που απορροφά στα 

532nm. Η μέθοδος υπολογίζει και την MDA που προσδένεται σε αμινοξέα, όπως τη 

λυσίνη, για το σχηματισμό MDA-πρωτεϊνικών προϊόντων (Botsoglou et al. 1994).  

 
Εικόνα 2.2 Αντίδραση μαλονδιαλδεΰδης - θειοβαρβιτουρικού οξέος για τη δημιουργία συμπλόκου. 
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Σε 50μl καρδιακών εκχυλισμάτων, που απομονώθηκαν όπως περιγράφεται στην 

παράγραφο 2.6.1 (ELISA sup), προσθέτουμε 375μl φωσφορικού οξέος 0,15Μ και 

125μl ΤΒΑ 50mM σε 0,5xPBS pH 7, αναδεύουμε για 1΄ και επωάζουμε για 60΄στους 

95
o
C. Αφήνουμε τα δείγματα για 2΄σε θερμοκρασία δωματίου να κρυώσουν και τα 

φυγοκεντρούμε για 15΄ στα 3000rpm. Κατόπιν 200μl από το υπερκείμενο 

φωτομετρούνται σε ELISA reader (SpectraMax 190) στα 532nm. Η πρότυπη 

καμπύλη κατασκευάζεται χρησιμοποιώντας διαδοχικές συγκεντρώσεις 1,95-125μΜ 

δις-μαλονδιαλδεΰδη (διαίθυλ ακετάλη, συνώνυμη ονομασία 1,1,3,3-

τετρααιθοξυπροπανίο, TEP). Όλες οι μετρήσεις γίνονται εις διπλούν. 

 

 

2.9 Εύρεση συγκέντρωσης TNF-α 

 

Η συγκέντρωση του παράγοντα νέκρωσης όγκου άλφα (TNF-α) σε καρδιακά 

εκχυλίσματα (τύπου ELISA sup, βλέπε παράγραφο 2.6.1) και ορρούς αίματος έγινε 

σύμφωνα με το πρωτόκολλο του Mouse TNFα ELISA Kit της Thermo Scientific. Η 

πορεία φαίνεται αναλυτικά στην Εικόνα 2.2. Όλες οι μετρήσεις έγιναν εις διπλούν.  

Η ευαισθησία της μεθόδου είναι <9 pg/ml TNF και το εύρος μετρήσεων είναι 

για συγκεντρώσεις 50-2.450 pg/ml. Αυτή η ELISA είναι ειδική για τη μέτρηση του 

φυσικού και ανασυνδυασμένου TNF-α από ποντίκια. Δεν αντιδρά με: IL-2, IL-3, IL-

4, IL-5, IL-6, GM-CSF, IFNγ από ποντίκια ή με τον TNF-α ανθρώπου.  

 

 
 

Εικόνα 3.2 Αναπαράσταση του συνόλου των διαδικασιών για την TNFα ELISA. 

 

 

2.10 Στατιστική ανάλυση 

 

Τα δεδομένα εκφράζονται ως μέσοι όροι ± τυπικό σφάλμα για συνεχείς 

μεταβλητές. Οι στατιστικές συγκρίσεις έγιναν χρησιμοποιώντας (unpaired) Student’s 

t-test. Μια τιμή θεωρείται στατιστικά σημαντική για p <0,05. 
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3. Αποτελέσματα 
 

 

3.1 Γενοτύπηση διαγονιδιακών ποντικιών με PCR. 

 

Όπως έχουμε αναφέρει στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν ποντίκια 

αγρίου τύπου (wt), ποντίκια με απαλοιφή του γονιδίου της δεσμίνης (Des-/-) και 

ποντίκια με ταυτόχρονη απαλοιφή των γονιδίων της δεσμίνης και του υποδοχέα του 

συμπληρώματος C5aR (C5aR-/-Des-/-). Για τον έλεγχο του γενοτύπου των 

διαγονιδιακών ποντικιών απομονώθηκε DNA από τμήμα της ουράς του ζώου και 

έγινε ανάλυση με PCR. Η ανάλυση των PCR προϊόντων έγινε με ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωμα αγαρόζης 1,5%. 

Στην Εικόνα 3.1 φαίνονται τα αποτελέσματα μιας ενδεικτικής PCR ανάλυσης 

για τη δεσμίνη. Το αλληλόμορφο αγρίου τύπου της δεσμίνης Des+/+ δημιουργεί ζώνη 

μεγέθους 700bp, ενώ το διαγονιδιακό αλληλόμορφο Des-/- δημιουργεί ζώνη μεγέθους 

390bp. Για παράδειγμα η στήλη νούμερο 1, αντιστοιχεί σε Des-/- γενότυπο, η στήλη 

3 σε Des+/+, και η στήλη 5 σε ετερόζυγα Des+/-. Οι δύο τελευταίες στήλες είναι το 

τυφλό και ο μάρτυρας DNA γνωστών μεγεθών (DNA ladder 1kb, GeneRuler). 

 

 
Εικόνα 4.1 Ηλεκτροφόρηση PCR προϊόντων για δεσμίνη. 

 

Στην Εικόνα 3.2 απεικονίζονται τα αποτελέσματα μιας ενδεικτικής PCR 

ανάλυσης για το C5aR. Το αλληλόμορφο άγριου τύπου του C5aR+/+ δημιουργεί 

ζώνη μεγέθους 386bp, ενώ το διαγονιδιακό αλληλόμορφο C5aR-/- δημιουργεί ζώνη 

μεγέθους 244bp. Παρατηρούμε, λοιπόν, πως όλα τα δείγματα είναι C5aR-/-, εκτός 

από δύο (στήλες 2 και 12) που είναι ετερόζυγα C5aR+/-. Οι δύο τελευταίες στήλες 

είναι το τυφλό και ο μάρτυρας DNA γνωστών μεγεθών (DNA ladder 1kb, 

GeneRuler). 

 

 

1    2    3    4     5    6    7    8    9   10 
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Εικόνα 3.2 Ηλεκτροφόρηση PCR προϊόντων για C5aR. 

 

 

3.2  Συγκριτική ιστολογική ανάλυση του καρδιακού ιστού σε Des-/- και 

C5aR-/-Des-/- ποντίκια.  

 

Για να βρεθεί αν η απαλοιφή του C5aR υποδοχέα του συμπληρώματος οδηγεί 

σε βελτίωση της παθολογίας που εμφανίζεται στο Des-/- καρδιακό ιστό, τομές 

καρδιακών ιστών που συλλέχθηκαν από ποντίκια αγρίου τύπου (wt), από ποντίκια 

που δεν εκφράζουν τη δεσμίνη (Des-/-) και από ποντίκια με διπλή έλλειψη των 

γονιδίων της δεσμίνης και του C5aR (C5aR-/-Des-/-), υποβλήθηκαν σε ιστολογικές 

χρώσεις, όπως Masson’s trichrome (Εικόνα 3.4) και Η/Ε (Εικόνα 3.5) (βλ. 

παράγραφο 2.5). Με τις χρώσεις αυτές αξιολογήθηκε το “replacement index” (όπως 

έχουμε αναλύσει στην παράγραφο 2.5.3), το οποίο αντιπροσωπεύει τις περιοχές του 

καρδιακού ιστού που έχουν αντικατασταθεί με ινωτικό ιστό και/ή εναπόθεση 

ασβεστίου και/ή διήθηση φλεγμονωδών κυττάρων. Στις Εικόνες 3.4 και 3.5, φαίνεται 

η μειωμένη ίνωση και καρδιακή αναδιαμόρφωση (remodeling) των ποντικιών C5aR-

/-Des-/- σε σύγκριση με τα Des-/- ποντίκια σε ηλικία 4 μηνών με χρώση Masson’s 

trichrome και σε ηλικία 11 μηνών με χρώση Η/Ε, αντίστοιχα. Στην Εικόνα 3.3 

απεικονίζονται αντιπροσωπευτικές εικόνες καρδιών ποντικιών C5aR-/-Des-/- και 

Des-/- ηλικίας 4 μηνών, όπου διακρίνεται και σε επίπεδο ιστού η φαινοτυπική αυτή 

καλυτέρευση. Δεν παρουσιάζονται εικόνες που αφορούν ποντίκια αγρίου τύπου διότι 

εξ ορισμού έχουν μηδέν replacement index. 

 

1   2     3    4     5    6    7    8    9   10  11  12 13 
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Εικόνα 3.3 Αντιπροσωπευτικές εικόνες καρδιών ποντικιών C5aR-/-Des-/- (αριστερά) και Des-/- (δεξιά) ηλικίας 

4 μηνών. Στα Des-/- ποντίκια διακρίνεται ξεκάθαρα η εναπόθεση ασβεστίου. 

 

 

 
Εικόνα 3.4 Χρώση τομών καρδιακών ιστών με Masson’s trichrome, όπου παρατηρείται μειωμένη 

αναδιαμόρφωση και ίνωση σε ποντίκια C5aR-/-Des-/- (αριστερά) ηλικίας 4 μηνών σε σύγκριση με ποντίκια 
Des-/- (δεξιά). Με μπλε βάφονται οι ινωτικές περιοχές.   

 

C5aR-/- Des-/- Des-/-  
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Εικόνα 3.5 Χρώση τομών καρδιακών ιστών με Η/Ε, όπου παρατηρείται εντυπωσιακή βελτίωση στην καρδιακή 

αναδιαμόρφωση και μειωμένη ίνωση σε ποντίκια C5aR-/-Des-/- ηλικίας 11 μηνών σε σύγκριση με ποντίκια 
Des-/-. Α) Παρατηρείται μυοκαρδιακή καταστροφή με δυστροφική εναπόθεση ασβεστίου και ίνωση και στις 
δύο κοιλίες της καρδιάς σε Des-/- ποντίκια. Η λέπτυνση του τοιχώματος και η ανευρισματική διάταση είναι 

πιο εμφανείς στη δεξιά κοιλία (RV). Επίσης, είναι προφανές και το μειωμένο πάχος του τοιχώματος στην 
αριστερή κοιλία (LV). C) Μια μεγεθυσμένη περιοχή της δεξιάς κοιλίας (από την εικόνα Α), δείχνει την ολική 

αντικατάσταση των καρδιομυοκυττάρων από ίνωση και εναπόθεση ασβεστίου. Οι αντίστοιχες εικόνες από τα 
ποντίκια C5aR-/-Des-/- (Β και D), υποδεικνύουν την σημαντική βελτίωση της ιστοπαθολογίας. 

 

Στον Πίνακα 3.1 και στην Εικόνα 3.6, περιγράφονται και απεικονίζονται τα 

αποτελέσματα της αξιολόγησης του replacement index σε ποντίκια wt, Des-/- και  

C5aR-/-Des-/- ηλικίας 4 μηνών. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, λοιπόν, 

διαπιστώνουμε μια στατιστικά σημαντική μείωση του replacement index (κατά 22%) 

στα C5aR-/-Des-/- ποντίκια σε σχέση με τα Des-/- στην ηλικία των 4 μηνών.  
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Πίνακας 3.1 Αξιολόγηση του replacement index σε ποντίκια 4 μηνών. 

 C5aR-/-Des-/- 

(n=14) 

Des-/-  

(n=19) 

Wildtype 

(n=11) 

Replacement 

index 

2,1 ± 0,14 2,7 ± 0,11 0  

  

 
Εικόνα 3.6 Ιστόγραμμα αξιολόγησης του replacement index.  Φαίνεται  

μειωμένος στα C5aR-/-Des-/- ποντίκια ηλικίας 4 μηνών σε σχέση με τα Des-/- (p<0,01 έναντι του Des-/-). 

 

 

3.2.2 Εκτίμηση της μεμβρανικής ακεραιότητας των καρδιομυοκυττάρων με 

EBD χρώση. 

Για την εκτίμηση της λύσης της μεμβρανικής συνέχειας των 

καρδιομυοκυττάρων χρησιμοποιήθηκε η ιστολογική χρώση EBD (Evans Blue Dye) 

όπως έχουμε περιγράψει στην παράγραφο 2.5.4. Η χρωστική αυτή εισέρχεται στα 

κύτταρα με ανωμαλίες στη μεμβρανική ακεραιότητα. Ταυτόχρονα έγινε και χρώση με 

ανοσοφθορισμό για την α-ακτινίνη (συστατικό των σαρκομεριδίων) η οποία «βάφει» 

ειδικά τα μυοκαρδιοκύτταρα. Η έλλειψη δεσμίνης επηρεάζει αρνητικά τη μεμβρανική 

ακεραιότητα των καρδιομυοκυττάρων με τις ανάλογες συνέπειες στην παθολογία της 

καρδιακής ανεπάρκειας, όπως φαίνεται και στην Εικόνα 3.7Α. Αναρωτηθήκαμε, 

λοιπόν, αν παίζει ρόλο και η ενεργοποίηση του συμπληρώματος. Πράγματι 

παρατηρήθηκε μείωση κατά 75-80% των θετικών σε EBD καρδιομυοκυττάρων από 

καρδιακούς ιστούς C5aR-/-Des-/- ποντικιών (8,25 ± 1,11, n=8) σε σύγκριση με Des-/- 

ποντίκια (58.75 ± 21.56, n=8, p<0.01) ηλικίας 20-25 ημερών (Εικόνα 3.7Β).  
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Εικόνα 3.7 Χρώση EBD και ανοσοφθορισμός για α-ακτινίνη. Α.) Χαρακτηριστική τομή καρδιακού ιστού από 

Des-/- ποντίκια ηλικίας 16 ημερών. Παρατηρείται σε Des-/- καρδιομυοκύτταρα απώλεια του προτύπου των Z 

δίσκων (α-ακτινίνη, πράσινο) με ταυτόχρονη αυξημένη διαπερατότητα  της κυτταρικής μεμβράνης (EBD, 

κόκκινο) που σημαίνει απώλεια της μυοκυτταρικής ακεραιότητας και βιωσιμότητας. Β.) Εμφανίζεται μείωση 

των θετικών σε EBD καρδιομυοκυττάρων σε καρδιακούς ιστούς C5aR-/-Des-/- ποντικιών (n=8), σε σχέση με 

Des-/- ποντίκια (n=8) ηλικίας 20-25 ημερών (p<0,01 έναντι του Des-/-).  

 

 

3.3 Συγκέντρωση TNF-α σε καρδιακά εκχυλίσματα και ορρούς αίματος  

 

Ο παράγοντας νέκρωσης όγκου άλφα (TNF-α) είναι μια φλεγμονώδης 

κυτοκίνη, που εκτός των άλλων η παραγωγή του επάγεται από τις ROS και το 

αντίστροφο, επιπλέον, φαίνεται πως συμβάλλει στην πρόοδο της καρδιακής 

Α. 

Β. 
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ανεπάρκειας (βλ. παράγραφο 1.4). Η συγκέντρωσή του, λοιπόν, μετρήθηκε σε 

καρδιακά εκχυλίσματα και ορρούς αίματος ποντικιών ηλικίας 20-30 ημερών (οξεία 

φλεγμονώδης αντίδραση) (Εικόνα 3.8) και 4 μηνών (έκδηλα συμπτώματα καρδιακής 

ανεπάρκειας) (Εικόνα 3.9), προκειμένου να παρατηρήσουμε τη συμμετοχή του στην 

επίπτωση του φαινοτύπου στους γενότυπους C5aR-/-Des-/- και Des-/- σε σχέση με τα 

wt, καθώς και τη συσχέτισή του με το σχηματισμό ROS. Ο υπολογισμός έγινε 

σύμφωνα με το πρωτόκολλο του Mouse TNFα ELISA Kit της Thermo Scientific. Η 

συγκέντρωση του TNF-α εκφράζεται σε pgr/ml ορού και σε pgr/mg πρωτεΐνης στα 

καρδιακά εκχυλίσματα. Ανάλυση ορρών από WT, Des-/- και C5aR-/-Des-/- ποντίκια 

έδειξαν ότι οι συγκεντρώσεις του TNF-α βρίσκονταν κάτω από την ουδό ανίχνευσης 

της μεθόδου (ευαισθησία: <9pg/ml). Άρα τα επίπεδα του TNFα στον ορό αυτών των 

πειραματόζωων ήταν πολύ χαμηλά. 

Κατόπιν μετρήσαμε τη συγκέντρωση του TNFα σε καρδιακά εκχυλίσματα από 

WT, Des-/- και C5aR-/-Des-/- ποντίκια. Σε αυτά τα δείγματα παρατηρήσαμε 

αυξημένη συγκέντρωση TNF-α από 200-500 pgr/mg πρωτεΐνης περίπου. Μεταξύ των 

διαφορετικών ζώων διακρίνεται μείωση της συγκέντρωσης TNF-α στα C5aR-/-Des-/- 

(207 ± 10,5) ποντίκια σε σχέση τόσο με τα wt (290 ± 41,7) όσο και με τα Des-/- (269 

± 28,2) στην ηλικία των 20-30 ημερών, κατά 28% και 23% αντιστοίχως. Το ίδιο 

παρατηρείται και στα C5aR-/-Des-/- (376 ± 43,5) ποντίκια σε σχέση με τα wt (476 ± 

12,1) στην ηλικία των 4 μηνών, δηλαδή μείωση της συγκέντρωσης TNF-α κατά 21%. 

Τέλος, πολύ σημαντική μείωση (38%) έχουμε στα Des-/- (291 ± 43,1) ποντίκια 4 

μηνών σε σύγκριση με τα wt (476 ± 12,1) της ίδιας ηλικίας. 

 

 
Εικόνα 3.8 Η συγκέντρωση του TNF-α (pgr/mg πρωτεΐνης) σε wt (1η στήλη), Des-/- (2η στήλη) και C5aR-/-Des-
/- (3

η
 στήλη) ποντίκια ηλικίας 20-30 ημερών.  

 

0,0065 

0,0104 0,1532 

n= 4                            n=4                            n=3 
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Εικόνα 3.9 Η συγκέντρωση του TNF-α (pgr/mg πρωτεΐνης) σε wt (1

η
 στήλη), Des-/- (2

η
 στήλη) και C5aR-/-Des-

/- (3η στήλη) ποντίκια ηλικίας 4 μηνών.  

 

 

3.4 Προσδιορισμός της υπεροξείδωσης λιπιδίων με τη μέθοδο MDA 

 

Για τη μελέτη του οξειδωτικού στρες χρησιμοποιήσαμε τη μέθοδο MDA (βλ. 

παράγραφο 2.8). Η μέθοδος εφαρμόστηκε σε καρδιακά εκχυλίσματα ποντικιών wt, 

C5aR-/-Des-/- και Des-/- ηλικίας 20-30 ημερών (οξεία φλεγμονώδης αντίδραση) 

(Εικόνα 3.10) και 4 μηνών (έκδηλα συμπτώματα καρδιακής ανεπάρκειας) (Εικόνα 

3.11), προκειμένου να συγκριθούν τα επίπεδα του οξειδωτικού στρες - τα οποία 

εκφράζονται ως μΜ MDA/mg πρωτεΐνης - στις τρεις περιπτώσεις και να 

διαπιστώσουμε αν πράγματι έχουμε μείωση του οξειδωτικού στρες στα C5aR-/-Des-/- 

ποντίκια. Όντως, παρατηρούμε μείωση της συγκέντρωσης MDA στα C5aR-/-Des-/- 

ποντίκια (2,3 ± 0,04) σε σχέση τόσο με τα Des-/- ποντίκια (5,3 ± 0,75) όσο και με τα 

wt ποντίκια (3,1 ± 0,21) ηλικίας 20-30 ημερών, κατά 56% και 25% αντιστοίχως. 

Επίσης, έχουμε μείωση της συγκέντρωσης MDA στα C5aR-/-Des-/- ποντίκια (2,7 ± 

0,27) σε σχέση με τα wt ποντίκια (4 ± 0,08) ηλικίας 4 μηνών κατά 32,5%. 

 

0,00027 

0,08736  4,710-5 

n= 3                            n=3                            n=3 
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Εικόνα 3.10 Η συγκέντρωση της MDA (μΜ/mg πρωτεΐνης) σε wt (1η στήλη), Des-/- (2η στήλη) και C5aR-/-Des-
/- (3η στήλη) ποντίκια ηλικίας 20-30 ημερών. 

 

 
Εικόνα 3.11 Η συγκέντρωση της MDA (μΜ/mg πρωτεΐνης) σε wt (1

η
 στήλη), Des-/- (2

η
 στήλη) και C5aR-/-Des-

/- (3η στήλη) ποντίκια ηλικίας 4 μηνών. 

 

  

0,025 

0,008 0,025 

0,002 

0,338 0,004 
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4. Συζήτηση-Συμπεράσματα 

 

Η καρδιακή ανεπάρκεια είναι ένα μείζων πρόβλημα υγείας με τις ανάλογες 

οικονομικές προεκτάσεις (O'Connell 2000). Επομένως, ένας σημαντικός στόχος στην 

τρέχουσα καρδιολογία είναι ο καθορισμός βέλτιστων στρατηγικών για την 

ελαχιστοποίηση της νέκρωσης του μυοκαρδίου και η βελτιστοποίηση της καρδιακής 

ανάκαμψης μετά από οξύ έμφραγμα του μυοκαρδίου. 

Εμείς επιχειρήσαμε να διαπιστώσουμε αν η καλυτέρευση που παρατηρείται στο 

φαινότυπο σε ένα πειραματόζωο καρδιακής ανεπάρκειας, ύστερα από αναστολή του 

συστήματος του συμπληρώματος, οφείλεται εν μέρει στη μείωση της φλεγμονώδους 

αντίδρασης και του οξειδωτικού στρες. Αυτό το επιτύχαμε χρησιμοποιώντας 

διαγονιδιακά ποντίκια με απαλοιφή του C5aR γονιδίου και ταυτόχρονη απαλοιφή της 

δεσμίνης, επεμβαίνοντας δηλαδή στο σύστημα του συμπληρώματος σε πειραματόζωο 

μοντέλο καρδιακής ανεπάρκειας.  

Αρχικά διαπιστώσαμε σε αυτό το ζωικό μοντέλο (C5aR-/- Des-/-) βελτίωση της 

καρδιακής παθολογίας σε ιστολογικό επίπεδο. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της 

συγκριτικής ιστολογικής ανάλυσης με Masson’s Trichrome και Η/Ε και υπολογισμού 

του replacement idex, σε τομές καρδιακών ιστών ποντικιών παρατηρείται μείωση του 

replacement index κατά 22% στα C5aR-/- Des-/- ποντίκια ηλικίας 4 μηνών σε σχέση 

με τα Des-/-, δηλαδή της ίνωσης και της δυσμενούς καρδιακής αναδιαμόρφωσης.  

Επίσης, από την εκτίμηση της μεμβρανικής ακεραιότητας των 

καρδιομυοκυττάρων με EBD χρώση, προέκυψε ότι σε καρδιακούς ιστούς C5aR-/-

Des-/- ποντικιών σε σύγκριση με Des-/- ποντίκια έχουμε μείωση κατά 75-80% των 

θετικών σε EBD καρδιομυοκυττάρων (λύση μεμβρανικής ακεραιότητας). Το 

φαινόμενο αυτό εντοπίστηκε στην περίοδο ηλικίας 20-25 ημερών, δηλαδή, της οξείας 

φλεγμονώδους αντίδρασης και εκφυλισμού των καρδιομυοκυττάρων, υποδεικνύοντας 

ξεκάθαρα τη σημαντικότητα της ενεργοποίησης του συμπληρώματος στην απώλεια 

της σαρκολειματικής ακεραιότητας των ελλείψει δεσμίνης καρδιομυοκυττάρων. 

Στη συνέχεια, από τον υπολογισμό της συγκέντρωσης του TNF-α σε καρδιακά 

εκχυλίσματα και ορρούς αίματος καταλήξαμε στο εξής παράδοξο όσον αφορά στα 

καρδιακά εκχυλίσματα: τα wt ποντίκια εμφανίζουν αυξημένες συγκεντρώσεις TNF-α 

τόσο στην ηλικία των 20-30 ημερών όσο και στην ηλικία των 4 μηνών, σε σύγκριση 

με άλλες μελέτες που έχουν υπολογίσει τη συγκέντρωση του TNFα σε καρδιακά 

εκχυλίσματα. Η ερμηνεία που μπορούμε να δώσουμε σε αυτά τα αποτελέσματα είναι 

ότι κατά τη διαδικασία εκχύλισης των πρωτεϊνών χρησιμοποιήσαμε απορρυπαντικό, 

το Tween-20, με αποτέλεσμα να καταφέρουμε να υπολογίσουμε και τη 

διαμεμβρανική μορφή του TNF-α, ενώ η διαλυτή μορφή ελευθερώνεται στον ορρό. 

Σε αντίθεση με άλλες μελέτες που χρησιμοποιούν μόνο φυσιολογικό ορό κατά την 

εκχύλιση (Bryant et al. 1998, Dibbs et al. 2003). Κατά τα άλλα η πολύ χαμηλή 

συγκέντρωση του TNF-α σε ορρό αίματος wt ποντικιών, δηλαδή της διαλυτής 

μορφής, συμφωνεί με τα μέχρι τώρα δεδομένα. Η μειωμένη συγκέντρωση του TNF-α 

στα καρδιακά εκχυλίσματα Des-/- ποντικιών ηλικίας 20-30 ημερών σε σχέση με τα 

wt, μπορεί να βασίζεται σε λιγότερη παραγωγή ή εντοπισμό του TNF-α στην 

κυτταρική μεμβράνη, πιθανόν και λόγω του φαινοτύπου όπου προκαλείται διαταραχή 
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της μεμβρανικής ακεραιότητας (Εικόνα 3.7Α). Το ίδιο μπορεί να συμβαίνει και στα 

C5aR-/-Des-/- ποντίκια ηλικίας 20-30 ημερών και να εμφανίζουν μειωμένη 

συγκέντρωση TNF-α σε σχέση με τα wt. Ενώ η μείωση στα C5aR-/-Des-/- σε σχέση 

με τα Des-/-, μπορεί να βασίζεται και στη μείωση της φλεγμονώδους αντίδρασης 

εξαιτίας της απαλοιφής του C5aR και συνεπώς παρατηρείται ακόμη λιγότερη 

παραγωγή TNF-α. Για τους ίδιους λόγους, μπορεί να έχουμε παρόμοια αποτελέσματα 

και στους 4 μήνες. Αξίζει δε να σημειώσουμε, ότι στους 4 μήνες τα επίπεδα 

φλεγμονής μειώνονται.  

Τέλος, από τον προσδιορισμό του οξειδωτικού στρες με τη μέθοδο MDA 

προκύπτει ότι τα C5aR-/-Des-/- ποντίκια στην ηλικία τόσο των 20-30 ημερών όσο και 

των 4 μηνών εμφανίζουν μειωμένο οξειδωτικό στρες σε σύγκριση με τα Des-/- (όχι 

όμως στους 4 μήνες αφού δεν είναι στατιστικά σημαντική η διαφορά) και τα wt 

ποντίκια, υποδεικνύοντας έτσι τη συμμετοχή του συστήματος του συμπληρώματος 

και συγκεκριμένα του C5a στην παραγωγή οξειδωτικού στρες, πιθανόν λόγω μείωσης 

της φλεγμονώδους αντίδρασης (ενεργοποίησης και προσέλκυσης φλεγμονωδών 

κυττάρων), καθώς και μείωσης της παραγωγής ή/και ενεργοποίησης κυτοκινών που 

προάγουν το σχηματισμό ROS. Όσον αφορά την υψηλή συγκέντρωση MDA στα wt 

ποντίκια 4 μηνών μπορεί να οφείλεται σε διαδικασίες γήρανσης, αλλά το πιο πιθανό 

είναι να οφείλεται σε σφάλμα της πειραματικής πορείας και να απαιτείται ανάλυση 

περισσότερων δειγμάτων.  

Συμπεραίνουμε, λοιπόν, ότι η απαλοιφή (knockout) του υποδοχέα του C5a, 

C5aR, σε πειραματόζωο μοντέλο με καρδιακή ανεπάρκεια (Des-/-) βελτιώνει γενικά 

το φαινότυπο της καρδιακής ανεπάρκειας (μειώνονται: η ίνωση, η εναπόθεση 

ασβεστίου και η δυσμενής αναδιαμόρφωση του καρδιακού ιστού), όπως προέκυψε 

από τις ιστολογικές μεθόδους. Η βελτίωση αυτή, ενδεχομένως, μπορεί να οφείλεται 

εν μέρει στη μείωση της φλεγμονώδους αντίδρασης, είτε μέσω της εξ ορισμού 

απαλοιφής του C5aR είτε μέσω της μείωσης της φλεγμονώδους κυτοκίνης TNF-α, 

καθώς και στη μείωση του οξειδωτικού στρες όπως προκύπτει από τη μέθοδο MDA. 

Παράγοντες που όπως έχουμε αναφέρει στην εισαγωγή φαίνεται να εμπλέκονται 

άμεσα με τη δράση τους στην επιβάρυνση της καρδιακής ανεπάρκειας.   
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