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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η αζιθρομυκίνη, είναι αντιβιοτικό που ανήκει στις μακρολίδες και χορηγείται μακροχρόνια σε  

χρόνιες φλεγµονώδεις παθήσεις του αναπνευστικού και του καρδαγγειακού. Οι χρόνιες νόσοι 

των δύο αυτών συστημάτων συχνά χαρακτηρίζονται από αναδιαµόρφωση των λείων μυϊκών 

κυττάρων. Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι εκτός της αντιβιοτικής της δράσης η 

αζιθρομυκίνη έχει αντιφλεγμονώδη δράση και επηρεάζει τον τόνο και τη μορφολογία λείων 

μυϊκών ινών του αναπνευστικού. Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν να διερευνηθεί η 

επίδραση της αζιθρομυκίνης στα αγγεία, και ο μηχανισμός που εμπλέκεται στην δράση της. 

 Στην παρούσα µελέτη χρησιμοποιήθηκαν πρωτογενείς καλλιέργειες λείων μυϊκών 

κυττάρων (ΛΜΚ) και τομές από αορτή κουνελιού. Τα ΛΜΚ καλλιεργήθηκαν για 72 ώρες 

παρουσία και απουσία αζιθρομυκίνης (10-5Μ) ενώ δακτύλιοι αορτής καλλιεργήθηκαν χωρίς 

ορό και απουσία αζιθρομυκίνης, με ορό και απουσία αζιθρομυκίνης, με ορό και αζιθρομυκίνη 

σε συγκεντρώσεις 10-7 Μ και 10-5 Μ για 24 ώρες. Η παρατήρηση των ΛΜΚ έγινε σε 

μικροσκόπιο ανάστροφης φάσης. Η μορφολογία των τομών παρατηρήθηκε μετά από χρώση 

τους με Cresyl Violet και Toluidine Blue καθώς και με έμμεσο ανοσοφθορισμό με αντίσωμα 

για την α-ακτίνη, Beclin και LC3. Η επαγωγή της κινάσης, η οποία καταστέλλει τον TOR, 

AMPK έγινε  με ανοσοαποτύπωση με μέθοδο Dot Blot. 

 Τα αποτελέσματα των πειραμάτων αυτών έδειξαν ότι στις καλλιέργειες των ΛΜΚ, 

η αζιθρομυκίνη προκαλεί την εμφάνιση κυστιδίων στα κύτταρα, όμοιων με αυτά που 

παρατηρούνται στην αυτοφαγία. Σε επίπεδο τομών, στις χρώσεις Cresyl Violet και Toluidine 

Blue, παρατηρήθηκε ότι παρουσία αζιθρομυκίνης οι λείες μυϊκές ίνες εμφάνισαν μια 

κυματοειδή μορφή, κάτι που δεν παρατηρήθηκε τόσο έντονα στον ανοσοφθορισμό με την α-

ακτίνη. Η έκφραση της Beclin και LC3 αυξήθηκε στις τομές που επωάστηκαν παρουσία 

αζιθρομυκίνης και μάλιστα ήταν πιο έντονη στη μεγαλύτερη συγκέντρωση της (10-5 Μ). 

Επίσης η έκφραση της Beclin και LC3 αυξήθηκε στις τομές που επωάστηκαν απουσία ορού 

και αζιθρομυκίνης. 

 Η AMPK εκφράζεται στο ομογενοποίημα των κυττάρων που επωάστηκαν χωρίς 

αζιθρομυκίνη ενώ απουσιάζει σε αυτά των κυττάρων που επωάστηκαν για 24 ώρες παρουσία 

αζιθρομυκίνης, με ή χωρίς ορό.  

 Συμπερασματικά, η αζιθρομυκίνη στα αγγεία επάγει την αυτοφαγία σε ΛΜΚ τόσο 

σε επίπεδο κυττάρου όσο και σε επίπεδο ιστού και αλλάζει την μορφολογία των λείων μυϊκών 

ινών. Η πρόκληση της αυτοφαγίας δεν μεσολαβείται μέσω του σηματοδοτικού μονοπατιού της 

AMPK. 
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ABSTRACT 

Azithromycin is a macrolide antibiotic that is used long-term in chronic inflammatory diseases 

of the respiratory and cardiovascular systems. Chronic diseases of these two systems are often 

characterized by remodeling of smooth muscle cells. Previous studies have shown that in 

addition to its antibiotic activity azithromycin has anti-inflammatory action and affects the tone 

and morphology of smooth muscle fibers of the respiratory tract. The purpose of the present 

study was to investigate the effect of azithromycin on blood vessels, and the mechanism 

involved in its action. 

 In this study, we used primary smooth muscle cell (SMC) cultures and rabbit aortic 

incisions. SMCs were cultured for 72 hours in the presence and absence of azithromycin (10-

5M) while aortic rings were cultured without serum and in the absence of azithromycin, with 

serum and in the absence of azithromycin, with serum and azithromycin at concentrations of 

10-7 M and 10-5 M. SMCs were observed under a reverse phase microscope. The morphology 

of the sections was observed after staining with Cresyl Violet and Toluidine Blue as well as 

with indirect immunofluorescence with antibody to α-actin, Beclin and LC3. The induction of 

the kinase that suppresses TOR, AMPK was done by Dot Blot immunoblotting. 

 The results of these experiments showed that in the cultures of SMCs, azithromycin 

causes the appearance of vesicles in the cells, similar to those observed in autophagy. At the 

intersection level, in Cresyl Violet and Toluidine Blue stains, it was observed that in the 

presence of azithromycin the smooth muscle fibers showed a wavy pattern, which was not so 

strongly observed in α-actin immunofluorescence. The expression of Beclin and LC3 increased 

in the incubations incubated in the presence of azithromycin and was even more intense at its 

highest concentration (10-5 M). Also, the expression of Beclin and LC3 increased in the 

incubations incubated in the absence of serum and azithromycin. 

 AMPK is expressed in homogenates of cells incubated without azithromycin, while 

absent in those cells incubated for 24 hours in the presence of azithromycin, with or without 

serum. 

 In conclusion, azithromycin induces autophagy in vascular SMCs at both cellular 

and tissue level and changes the morphology of smooth muscle fibers. The induction of 

autophagy is not mediated through the AMPK signaling pathway. 
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Συντομογραφίες 

ΑΝΣ: αυτόνομο νευρικό σύστημα  

ΛΜΚ: Λεία Μυικά κύτταρα 

3MA: 3 methyladenine, 3 µεθυλοαδενίνη 

Ambra1: Autophagy And Beclin 1 Regulator 1, μόριο ενεργοποίησης σε αυτοφαγία 

ρυθμιζόμενη από Beclin 1 

AMPK: AMP activated protein kinase, πρωτεΐνης που ενεργοποιείται από το ΑΜΡ  

Atg: autophagy-related genes, γονίδια που σχετίζονται με την αυτοφαγία  

Bcl-2: B-cell lymphoma 2, πρωτεινη που σχετίζεται με το λέμφωμα Β-κυττάρων 2  

BSA: bovine serum albumine, αλβουµίνη ορού βοός 

DMEM-F12: Dulbecco’s modified Eagle’s /Ham’s F12, θρεπτικό υλικό για ΛΜΚ  

DMSO: dimethylsulfoxide, διµεθυλοσουλφοξείδιο 

ECM: extracellular matrix, εξωκυττάρια ουσία 

EDTA: ethylenodiamine, αιθυλενοδιαµίνη 

FBS: fetal bovine serum, ορός εµβρύου βοός 

GPCR: G protein coupled receptors, υποδοχείς που συνδέονται µε G πρωτεΐνες 

IL-1: interleukin-1, ιντερλευκίνη-1 

LC3: light chain 3, ελαφριά αλυσίδα 3 

ΜΑΡΚ: mitogen activated protein kinases, κινάσες που ενεργοποιούνται από 

µιτογόνα ερεθίσµατα 

MLCK: myosin light chain kinase, κινάση της ελαφράς αλύσου της µυοσίνης 

MMP: Matrix metalloproteinase, μεταλλοπρωτεϊνάση της εξωκυττάριας ουσία  

mTOR: mammalian target of rapamycin, στόχος της ραπαµυκίνης σε θηλαστικά 

NF-κΒ: nuclear factor κΒ, πυρηνικός παράγοντας κΒ 

PBS: phosphate buffered saline, φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα 

PDGF: platelet derived growth factor, αυξητικός παράγοντας που αποµονώνεται από 

αιµοπετάλια 

ΡΕ: Phosphate ethylamide, φωσφατιδυλαιθανολαμίνης   

PFA: Paraformaldehyde, παραφορμαλδεΰδης  

ΡΙ3Κ: phosphatidiloinositol -3 kinase, κινάση της 3- φωσφατιδυλοινοσιτόλης 

PMSF: phenylmethylsulfoxide, φαινυλµεθυλσουλφοξείδιο 

PS: penicillin/streptomycin, πενικιλλίνη/στρεπτοµυκίνη 

PTEN: phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10, φωσφατάση  

RLC: Regulatory light chain, ρυθμιστική ελαφρά αλυσίδα 

ROS: reactive oxygen species, δραστικές μορφές οξυγόνου 

SMC: smooth muscle cell, λεία μυϊκά κύτταρα 
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TBS: tris-buffered saline, αλατούχο διάλυμα με tris ρυθμιστικό διάλυμα 

TIMP: tissue inhibitors of metalloproteinases, αναστολείς των μεταλλοπρωτεϊνασών του 

ιστού 

TNFα: tumor necrosis factor α, παράγοντας νέκρωσης όγκων α 

TF: tissue factor, παράγοντα ιστού 

UVRAG: UV radiation resistance-associated gene protein, πρωτεΐνη που σχετίζεται με την 

αντίσταση στην υπεριώδη ακτινοβολία 

Vps34: vacuolar protein sorting 34, πρωτεΐνη που βοηθά στην ταξινόμηση και βρίσκεται στα 

κενοτόπια 34 
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

Οι λείες μυϊκές ίνες διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της λειτουργίας μιας 

ποικιλίας κοίλων οργάνων, όπως αγγείων, αεραγωγών και πολλών άλλων, αλλάζοντας το 

σχήμα ενός οργάνου μέσω χάλασης και συστολής. Σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις 

γίνεται αναδιαµόρφωση του τοιχώµατος των αγγείων (remodeling) που χαρακτηρίζεται από 

µεταβολή στην δοµή των αγγείων και αλλαγή στη μορφολογία των λείων μυϊκών ινών.  

  Η αζιθρομυκίνη έχει αντιφλεγμονώδη δράση και χρησιμοποιείται σε χρόνιες  

παθήσεις του αναπνευστικού και του καρδιαγγειακού. Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν να 

παρατηρηθεί η δράση της αζιθρομυκίνης σε επίπεδο ιστού πέρα από κυττάρου και να μελετηθεί 

με ποιον τρόπο η αζιθρομυκίνη ενεργοποιεί το σηματοδοτικό μονοπάτι της αυτοφαγίας. Η 

διερεύνηση της επίδρασης της αζιθρομυκίνης στο μονοπάτι της αυτοφαγίας µπορεί να 

συµβάλλει στην κατανόηση της παθογένειας των νόσων του καρδιαγγειακού και στην 

περαιτέρω αποτελεσματική θεραπευτική αντιμετώπιση. 
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1. Εισαγωγή 

1.1 Λείες μυϊκές ίνες  

Οι λείες μυϊκές ίνες διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της λειτουργίας μιας 

ποικιλίας κοίλων οργάνων, όπως αγγείων, αεραγωγών, γαστρεντερικού σωλήνα, μήτρας και 

αναπαραγωγικής οδού, ουροδόχου κύστης και ουρήθρας και πολλών άλλων. Οι λείες μυϊκές 

ίνες έχουν δύο θεμελιώδεις ρόλους: 1) να αλλάζουν το σχήμα ενός οργάνου και 2) να αντέχουν 

τη δύναμη ενός εσωτερικού φορτίου που αναπτύσσεται σε αυτό το όργανο. Προκειμένου να 

επιτευχθούν αυτοί οι θεμελιώδεις στόχοι, οι λείες μυϊκές ίνες  έχουν αναπτύξει μηχανισμούς 

σύζευξης διέγερσης-συστολής, οι οποίοι επιτρέπουν την ανάπτυξη ισχυρών και συντονισμένων 

συσπάσεων με σχετικά χαμηλό ενεργειακό κόστος. Για παράδειγμα, οι λείες μυϊκές ίνες στη 

γαστρεντερική οδό πρέπει να υποστούν διαλείπουσες αλλά συντονισμένες φασικές συσπάσεις 

για να προωθήσουν τον όγκο της τροφής μέσω του πεπτικού σωλήνα, ενώ στους αεραγωγούς 

και στα αγγεία οι λείες μυϊκές ίνες βρίσκεται πιο συχνά σε τονική σύσπαση και ρυθμίζονται 

δυναμικά ώστε να χαλαρώνουν ή να συσπώνται ως απόκριση σε συγκεκριμένα νευρικά ή/και 

ορμονικά σήματα. (1)  

1.1.1 Λείες μυϊκές ίνες των αγγείων 

Το λείο μυϊκό κύτταρο (ΛΜΚ) των αγγείων, σε ώριμα ζώα, είναι ένα εξαιρετικά εξειδικευμένο 

κύτταρο με κύρια λειτουργία τη συστολή και ρύθμιση της διαμέτρου των αγγείων. Κατά 

συνέπεια τα ΛΜΚ ρυθμίζουν τον τόνο των αιμοφόρων αγγείων, την αρτηριακή  πίεση και την 

κατανομή της ροής του αίματος. Στους ενήλικες, τα ΛΜΚ των αγγείων πολλαπλασιάζονται με 

εξαιρετικά χαμηλό ρυθμό, παρουσιάζουν πολύ χαμηλή συνθετική δραστηριότητα και 

εκφράζουν πρωτεΐνες που εμπλέκονται στη συστολή, διαύλους ιόντων και μόρια 

σηματοδότησης για τη συσταλτική λειτουργία του κυττάρου που είναι μοναδική σε σύγκριση 

με οποιονδήποτε άλλο κυτταρικό τύπο. (2) 

Οι λείοι μύες αποτελούνται από ΛΜΚ τα οποία συνδέονται μεταξύ τους μηχανικά µε 

ισχυρούς δεσμούς και χασµατικές συνδέσεις µε μειωμένη αντίσταση. Το κυτταρόπλασμα των 

λείων μυών περιέχει μεγάλες ποσότητες ακτίνης και μυοσίνης, που αποτελούν και τις  κύριες 

πρωτεΐνες της μυϊκής συστολής. Τα νήματα ακτίνης προσκολλώνται στα πυκνά σώματα που 

βρίσκονται σε όλο το κύτταρο. Τα πυκνά σώματα μπορούν να παρατηρηθούν με ηλεκτρονικό 

μικροσκόπιο και φαίνονται σκοτεινά. (3)  
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1.1.2 Μορφολογία ΛΜΚ 

      Τα αγγειακά ΛΜΚ είναι ατρακτοειδή, με διαστάσεις περίπου 200 × 5 μm, με ένα μεγάλο 

κεντρικό πυρήνα που περιβάλλεται από άφθονο ενδοπλασματικό δίκτυο και συσκευή golgi, με 

το κυτταρόπλασμα και τη πλασματική μεμβράνη να λεπταίνουν προς τους πόλους. Υπάρχουν 

σαφείς ενδείξεις ότι οι συνδέσεις μεταξύ των ΛΜΚ είναι πολύπλοκες και περιέχουν σημαντικό 

αριθμό μεμβρανικών εγκολπώσεων για να παρέχουν αυξημένη επιφάνεια τόσο για μηχανικές 

σφιχτές συνδέσεις όσο και για ηλεκτρική σύζευξη μέσω χασμοσυνδέσμων (Εικόνα 1.1).  

 

Εικόνα 1.1: Σύνδεση ΛΜΚ μεταξύ τους. Πηγή: Wilson DP, 2011. 

Τα αγγειακά ΛΜΚ δεν περιέχουν το σύνθετο σύστημα t-σωληναρίου/ 

σαρκοπλασματικού δικτύου που είναι κοινό για τους γραμμωτούς μύες, αλλά έναν σημαντικό 

αριθμό εγκολπώσεων (caveolae) κατά μήκος της πλασματικής μεμβράνης, οι οποίες 

εξυπηρετούν έναν παρόμοιο, αν και λιγότερο ανεπτυγμένο, ρόλο για την αύξηση της αναλογίας 

της επιφάνειας προς τον όγκο του κυττάρου. Αυτά τα εξειδικευμένα caveolae παρέχουν 

περαιτέρω ένα μοναδικό περιβάλλον κυτταρικής μεμβράνης, το οποίο επιτρέπει τη 

ομαδοποίηση συγκεκριμένων ομάδων ιοντικών διαύλων και υποδοχέων σημαντικών για τη 

μεταγωγή του κυτταρικού σήματος. (1) 

1.1.3 Συστολή ΛΜΚ 

   Το αρτηριακό τοίχωμα αποτελείται από το ενδοθήλιο (ένα ενιαίο στρώμα ενδοθηλιακών 

κυττάρων) και τρεις χιτώνες, τον έσω, μέσω και έξω χιτώνα. Ο μέσος χιτώνας περιλαμβάνει 

πολλαπλές στοιβάδες αγγειακών ΛΜΚ. Εκτός των ΛΜΚ, το αγγειακό τοίχωμα  περιέχει 

ινοβλάστες, λιποκύτταρα, συνδετικό ιστό και εξωκυτταρική μήτρα. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

εκκρίνουν αγγειοδραστικούς παράγοντες και ROS, που ρυθμίζουν τη διάμετρο και κατά 

συνέπεια τον τόνο του αγγείου. (4) 
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  Τα αγγεία νευρώνονται από το αυτόνομο νευρικό σύστημα (ΑΝΣ) και ο τόνος τους 

ρυθμίζεται, εκτός των νευροδιαβιβαστών του ΑΝΣ, από ορμόνες, αγγειοδραστικά πεπτίδια και 

ROS. Τα αγγειακά ΛΜΚ διαθέτουν σύνθετο κυτταροσκελετό, δομικές και λειτουργικές 

συσταλτές πρωτεΐνες και συναφή ρυθμιστικά μόρια. Μεμονωμένα ΛΜΚ συνδέονται με 

γειτονικά κύτταρα μέσω χασματοσυνδέσεων (gap junctions), οι οποίες ελέγχουν το 

συγχρονισμό στη συγκέντρωση ιόντων και το δυναμικό της μεμβράνης μεταξύ γειτονικών 

κυττάρων. (5,6) 

Η συστολή των λείων μυών των αγγείων πυροδοτείται από την αύξηση της 

συγκέντρωσης του ενδοκυτταρικού ελεύθερου ασβεστίου, προάγοντας τον σχηματισμό 

γέφυρας ακτίνης-μυοσίνης. Η συστολή ρυθμίζεται επίσης από μηχανισμούς ανεξάρτητους από 

το ασβέστιο που περιλαμβάνουν την κινάση RhoA-Rho, την πρωτεΐνική κινάση C και τη 

σηματοδότηση της πρωτεϊνικής κινάσης ενεργοποιημένη από μιτογόνο (Mitogen-Αctivated 

Ρrotein Κinase, MAPK), τις ελεύθερες ρίζες οξυγόνου και την αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης. (7) 

Η αύξηση του ενδοκυττάριου Ca2+ μπορεί να γίνει από μηχανικά ερεθίσματα ή από 

διέγερση υποδοχέων συζευγμένων με πρωτεΐνη G (G Ρrotein-Coupled Receptors – GPCRs), 

όπως για παράδειγμα των α1-αδρενεργικών υποδοχέων των ΛΜΚ. Η αύξηση της 

συγκέντρωσης του ενδοκυτταρικού Ca2+ από οποιοδήποτε ερέθισμα, στοχεύει την κινάση της 

ελαφράς αλυσίδας της μυοσίνης (Myosin light-chain kinase – MLCK). Σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις ασβεστίου, η MLCK είναι ανενεργή.  Όταν η συγκέντρωση του Ca2+ αυξάνεται, 

τα ιόντα ασβεστίου συνδέονται με την καλμοδουλίνη η οποία ενεργοποιεί την MLCK, με 

αποτέλεσμα τη φωσφορυλίωση της ρυθμιστικής ελαφράς αλυσίδας (Regulatory light chain-

RLC) (Εικόνα 1.2) και την αλληλεπίδραση της μυοσίνης με την ακτίνη.  

 

Εικόνα 1.2: Δομή της ελαφριάς αλυσίδας (Regulatory light chain- RLC). Πηγή: Granzier HL et. 

al, 2015. 
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Αν και υπάρχουν πολλές ισομορφές της MLCK σε όλους τους τύπους κυττάρων, το 

μόνο γνωστό της υπόστρωμα της είναι η RLC. Η φωσφατάση της ελαφράς αλύσου της 

μυοσίνης αποφωσφορυλιώνει την RLC, απενεργοποιώντας τον κύκλο της ΑΤΡάσης της 

μυοσίνης και τερματίζοντας έτσι τη μυϊκή συστολή. Η συντονισμένη συστολή ή χάλαση των 

λείων μυών μπορεί να συμβεί μέσω της ρύθμισης της φωσφορυλίωσης ή αποφωσφορυλίωσης 

της RLC από αυτά τα δύο ένζυμα. (8) 

1.1.4 Φαινότυπος ΛΜΚ- ο ρόλος των ΛΜΚ στην αναδιαμόρφωση του 

τοιχώματος (remodeling) των αγγείων 

Αρχικά, η ανελαστικότητα (δυσκαμψία) των αρτηριών είχε αποδοθεί κυρίως στην εξωκυττάρια 

ουσία (extracellular matrix - ECM), η πρόσφατη όμως έρευνα ανέδειξε εκτός από τα κλασικά 

συστατικά της ECM (κυρίως ελαστίνη και κολλαγόνο) και άλλους παράγοντες να εμπλέκονται 

στην δυσκαμψία των αγγείων, όπως πρωτεΐνες που ρυθμίζουν τον τόνο των ΛΜΚ, τις 

αλληλεπιδράσεις κυττάρου-ECM και την ανώμαλη κυκλοφορία του αίματος, που παρατηρείται 

για παράδειγμα στο διχασμό των μεγάλων και μικρών αρτηριών. (10) 

Στους ενήλικες φυσιολογικά ο τόνος των αγγείων ρυθμίζεται μέσω σύσπασης/χάλασης 

των ΛΜΚ. Ωστόσο, κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, μετά από τραυματισμό ή παρουσία 

αυξητικών παραγόντων και μιτογόνων, συμπεριλαμβανομένων των φλεγμονωδών 

κυτταροκινών και των οξειδωμένων λιπιδίων, οι λείοι μύες των αγγείων μπορούν να υποστούν 

φαινοτυπική τροποποίηση και να μεταβούν από τον συσταλτό στον συνθετικό φαινότυπο. Η 

ρύθμιση του φαινότυπου των αγγειακών λείων μυών περιλαμβάνει μια μερική, προς τα κάτω, 

ρύθμιση των πρωτεϊνών που συμμετέχουν στη σύσπαση των ΛΜΚ προς όφελος της ικανότητας 

τους να συνθέτουν ουσίες και να πολλαπλασιάζονται. Όταν το κύτταρο εκφράζει τον συνθετικό 

φαινότυπο, αυξάνεται το  ενδοπλασματικό δίκτυο και τα ριβοσώματα για τη σύνθεση 

πρωτεϊνών. Τα ΛΜΚ με συνθετικό φαινότυπο μπορούν επομένως να συνθέτουν ενεργά 

πρωτεΐνες και DNA, εμφανίζουν κυτταρική διαίρεση και σε παθολογικά περιβάλλοντα είναι 

ικανά να προσλαμβάνουν μεγάλες ποσότητες οξειδωμένων και μη οξειδωμένων λιπιδίων που 

μπορούν να συμβάλουν στο σχηματισμό των λεγόμενων αφρωδών κυττάρων στο αγγειακό 

τοίχωμα. Τα συνθετικά αγγειακά ΛΜΚ εκκρίνουν επίσης μεγάλη ποσότητα συστατικών της 

εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας, όπως των πρωτεϊνών κολλαγόνο Ι, III, IV, και 

πρωτεογλυκάνες, περλικάνη, υαλουρονάνη, λαμινίνη. Τα συνθετικά ΛΜΚ εκκρίνουν τις 

μεταλλοπρωτεϊνάσες (Matrix metalloproteinases- MMPs) της εξωκυττάριας ουσία και 

αναστολείς των MMPs του ιστού (tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs). Τα MMPs 

είναι μια οικογένεια ενδοπρωτεασών εξαρτώμενων από ψευδάργυρο με πολλαπλούς ρόλους 

στην αναδιαμόρφωση των ιστών και την αποικοδόμηση διαφόρων πρωτεϊνών στην ECM. Τα 

MMPs προάγουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, τη μετανάστευση και τη διαφοροποίηση 
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των κυττάρων και εμπλέκονται στην αγγειογένεση, την κυτταρική απόπτωση και την 

επιδιόρθωση των ιστών. (11) Στόχος της εκκριτικής αυτής λειτουργίας των συνθετικών 

κυττάρων είναι η  σωστή επισκευή και αναδιαμόρφωση των αναπτυσσόμενων ή 

κατεστραμμένων αγγείων. Μελέτες έχουν δείξει ότι η χρόνια αυξημένη παραγωγή 

φλεγμονωδών κυτταροκινών και αυξητικών παραγόντων μπορεί να προκαλέσει αύξηση τόσο 

των MMPs όσο και των TIMPs που μπορεί να οδηγήσουν σε  διαταραχή της αναδιαμόρφωσης 

των αγγείων. Η αναδιαμόρφωση των αγγείων παίζει σημαντικό ρόλο στην εξέλιξη της 

αγγειακής στένωσης, την επαναστένωση των αγγείων μετά από αγγειοπλαστική (τοποθέτηση 

stent), την εξέλιξη ασταθούς  αθηρωματικής πλάκας και την αντιμετώπισης ή/και ρήξη 

ανευρυσμάτων. (12,13) 

Τα συνθετικά ΛΜΚ, ενώ εμφανίζουν εκκριτικές λειτουργίες και αυξημένη ικανότητα 

πολλαπλασιασμού, έχουν μειωμένη απόκριση σε αγγειοσυσταλτικά και αγγειοδιασταλτικά 

ερεθίσματα, πιθανώς λόγω της ελαττωμένης έκφρασης των συσταλτών πρωτεϊνών και άλλων 

πρωτεϊνών που εμπλέκονται στην κυτταρική συστολή. (1) Παράγοντες που προκαλούν 

αγγειοσυστολή, για παράδειγμα η νοραδρεναλίνη, η αγγειοτενσίνη II ή η ενδοθηλίνη, 

προάγουν επίσης τον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ οδηγώντας σε υπερτροφία η/και υπερπλασία 

των ΛΜΚ. Ο αυξητικός παράγοντας που προέρχεται από αιμοπετάλια (Platelet-derived growth 

factor – PDGF), είναι ένα ισχυρό μιτογόνο και παράγοντας που προκαλεί συστολή των ΛΜΚ 

που φυσιολογικά συμβάλλει στη επισκευή των αγγείων. (14) Σε περιπτώσεις που υπάρχουν 

χρόνια αυξημένα επίπεδα PDGF, όπως για παράδειγμα σε ασταθή θρόμβο, συμβάλουν σε 

ανομοιογενή πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ και στένωση των αγγείων μέσω μονοπατιού που 

επηρεάζεται από τις MMPs. (15,16) Επιπλέον, ενδιαφέρον είναι ότι το μονοξείδιο του αζώτου 

που απελευθερώνεται από το ενδοθήλιο, προκαλεί αγγειοδιαστολή και περιορίζει την 

υπερπλασία και την υπερτροφία των λείων μυών, πιθανώς περιορίζοντας τον Ca2+ - 

εξαρτώμενο πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ. (1)  

Πλαστικότητα ονομάζεται η ικανότητα των ΛΜΚ να αλλάζουν από το συσταλτό στον 

συνθετικό φαινότυπο, που εμφανίζει ικανότητα μετανάστευσης και πολλαπλασιασμού, όπως 

και εκκριτικές λειτουργίες. Ο συνθετικός φαινότυπος, μαζί με την ECM, εμπλέκεται στην 

αναδιαμόρφωση του τοιχώματος των αγγείων και τη δυσκαμψία τους που παρουσιάζονται σε 

νόσους του καρδιαγγειακού συστήματος όπως και στο γήρας (Εικόνα 1.3). (17) 
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Εικόνα 1.3: Διαφορετικοί τύποι αρτηριακής αναδιαμόρφωσης στο γήρας, ανάλογα με τη θέση 

και το μέγεθος των μεγάλων αρτηριών. Μεγάλες εγγύς ελαστικές αρτηρίες, όπως η θωρακική 

αορτή, η καρωτίδα και η κοιλιακή αορτή, μεγεθύνονται (αναδιαμόρφωση προς τα έξω) και 

σκληραίνουν με τη γήρανση. Πηγή: Lacolley P. et. al, 2017. 

1.1.5 Προέλευση των ΛΜΚ των αγγείων και ασθένειες 

Τα ΛΜΚ των αγγείων έχουν πολλές προελεύσεις κατά την ανάπτυξη, και είναι πιθανόν η 

διαφορετική εμβρυολογική προέλευση τους να παίζει ρόλο στον εντοπισμό των αγγειακών 

παθήσεων σε συγκεκριμένα σημεία. Για παράδειγμα, η αθηροσκλήρωση και τα ανευρύσματα 

της αορτής εμφανίζονται με μεγαλύτερη συχνότητα σε συγκεκριμένες θέσεις των αγγείων. Στο 

παρελθόν, αυτό φαινόταν να σχετίζεται με την αιμοδυναμική και τη δομή του αγγείου. Ωστόσο, 

υπάρχουν αυξανόμενες ενδείξεις ότι η εμβρυϊκή προέλευση των ΛΜΚ μπορεί να παίζει ρόλο 

στην εντόπιση των ασθενειών, όπως αθηροσκλήρωση και αορτικά ανευρύσματα. (19) 

Σύμφωνα με μελέτες, ο σχηματισμός ενδοθηλιακού δικτύου καθορίζεται ουσιαστικά από την 

εμβρυϊκή προέλευση των λείων μυϊκών κυττάρων. (20)  

1.2. Αυτοφαγία  

Η αυτοφαγία είναι μια σημαντική  διαδικασία στην εξισορρόπηση των πηγών ενέργειας σε 

κρίσιμες περιόδους ανάπτυξης και σε θρεπτικό στρες. Παίζει ρόλο στην απομάκρυνση των 

αναδιπλωμένων ή συσσωματωμένων πρωτεϊνών, στον καθαρισμό των κατεστραμμένων 

οργανιδίων, όπως μιτοχόνδρια, ενδοπλασματικό δίκτυο και υπεροξυσώματα, καθώς και στην 

απομάκρυνση των ενδοκυττάριων παθογόνων. Θεωρείται ένας μηχανισμός επιβίωσης, αν και 

η απορρύθμισή της έχει συνδεθεί με μη αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο. Η αυτοφαγία μπορεί 
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να είναι εκλεκτική ή μη στην απομάκρυνση συγκεκριμένων οργανιδίων, όπως ριβοσωμάτων 

και πρωτεϊνικών συσσωματωμάτων. Οι μηχανισμοί που ρυθμίζουν την εκλεκτική αυτοφαγία 

δεν έχουν ακόμη πλήρως διευκρινιστεί. Εκτός από την απομάκρυνση των ενδοκυτταρικών 

συσσωματωμάτων και των κατεστραμμένων οργανιδίων, η αυτοφαγία έχει κι άλλες 

λειτουργίες όπως, να προάγει τη γήρανση των κυττάρων, να συμμετέχει στην παρουσίαση του 

αντιγόνου στην κυτταρική επιφάνεια, να παρέχει προστασία από την αστάθεια του 

γονιδιώματος και να αποτρέπει τη νέκρωση. Η αυτοφαγία φαίνεται πως παίζει βασικό ρόλο 

στην παθογένεση ασθενειών όπως ο καρκίνος, νευροεκφυλιστικές παθήσεις, μυοκαρδιοπάθεια, 

διαβήτη, ηπατική νόσος, διάφορες αυτοάνοσες παθήσεις και λοιμώξεις. (21) 

Ο όρος «αυτοφαγία», προέρχεται από το ελληνικό όρο που σημαίνει «τρώω τον εαυτό 

μου», επινοήθηκε για πρώτη φορά από τον Christian de Duve πριν από 40 χρόνια περίπου και 

βασίστηκε σε μεγάλο βαθμό στην παρατηρούμενη αποικοδόμηση των μιτοχονδρίων και άλλων 

ενδοκυτταρικών δομών στα λυσοσώματα του ήπατος αρουραίου, στα οποία έγινε έγχυση με 

την παγκρεατική ορμόνη γλυκαγόνη. (22) Ο μηχανισμός με τον οποίο η γλυκαγόνη προκαλεί 

αυτοφαγία  στο ήπαρ δεν είναι ακόμη πλήρως κατανοητός σε μοριακό επίπεδο, εκτός από το 

ότι απαιτεί, εξαρτώμενη από το κυκλικό ΑΜΡ, ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης Α και 

είναι εξαιρετικά ειδική για το ήπαρ. (23)  

Παρόλο που η σημασία της αυτοφαγίας είναι καλά αναγνωρισμένη στα συστήματα 

των θηλαστικών, πολλές από τις ανακαλύψεις στους μηχανισμούς της και στον προσδιορισμό 

του τρόπου με τον οποίο ρυθμίζεται  σε μοριακό επίπεδο έχουν γίνει στη ζύμη (Saccharomyces 

cerevisiae). Επί του παρόντος, 32 διαφορετικά γονίδια που σχετίζονται με την αυτοφαγία 

(autophagy-related genes - Atg) έχουν ταυτοποιηθεί με γενετικό έλεγχο σε ζύμες και πολλά 

από τα γονίδια αυτά διατηρούνται σε μούχλα λάσπης, φυτά, σκουλήκια, μύγες και θηλαστικά, 

τονίζοντας τη σημασία της αυτοφαγίας σε καταστάσεις έλλειψης θρεπτικών συστατικών και 

στρες. (24)  

1.2.1. Μηχανισμός της αυτοφαγίας 

H αυτοφαγία διαμεσολαβείται από αρνητικούς ρυθμιστές (άμεσους/έμμεσους) της πρωτεΐνης-

στόχο της ραπαμυκίνης (target of rapamycin -TOR) όπως τη φωσφατάση PTEN (phosphatase 

and tensin homolog deleted on chromosome 10), τη 5′-AMP πρωτεϊνική κινάση, που 

ενεργοποιείται σε καταστάσεις χαμηλής ενέργειας και θρεπτικών συστατικών, και τον 

ευκαρυωτικό παράγοντα έναρξης 2α (Εικόνα 1.4). Ο μηχανισμός σηματοδότησης της p53 έχει 

επίσης αποδειχθεί ότι αποτελεί μέρος της διαδικασίας ρύθμισης της αυτοφαγίας, μέσω της 

ενεργοποίησης της πρωτεΐνης που ενεργοποιείται από το ΑΜΡ (AMP activated protein kinase 

– AMPK). Για να προαχθεί η αυτοφαγία στα κύτταρα πρέπει να ανασταλεί ο ΤΟR (Εικόνα 

1.4). (25) 
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Εικόνα 1.4: Πρώτο στάδιο της αυτοφαγίας. Εικόνα προσαρμοσμένη από Kohli L & Roth KA, 

2010.  

Η εγκόλπωση των οργανιδίων είναι το επόμενο βήμα στην διαδικασία της αυτοφαγίας 

(Εικόνα 1.5). Προκειµένου να δηµιουργηθούν τα αυτοφαγοσώµατα πρέπει να δημιουργηθούν 

πλασµατικές µεµβράνες και η διαδικασία αυτή απαιτεί την ενεργοποίηση των κλάσης ΙΙΙ 

κινασών του µονοπατιού της 3-κινάσης της φωσφοϊνοσιτίνης κατηγορίας Ι 

(Phosphatidylinositol 3-kinase - ΡΙ3Κ), µε σημαντικότερη από αυτές την πρωτεΐνη beclin-1 (ή 

Atg 6). Η beclin 1 στρατολογεί βασικές πρωτεΐνες της αυτοφαγίας σε μια προ-αυτοφαγοσωμική 

δομή, σχηματίζοντας έτσι το βασικό σύμπλεγμα που αποτελείται από την beclin 1, την vacuolar 

protein sorting 34 (Vps34) και την Vps15 (Εικόνα 1.5). Επιπλέον, η beclin 1 είναι ένας βασικός 

καθοριστικός παράγοντας για το αν τα κύτταρα θα οδηγηθούν σε αυτοφαγία ή σε απόπτωση. 

Η beclin 1 έχει αποδειχθεί ότι αλληλοεπιδρά μέσω μιας περιοχής του BH3 με τα αντι-

αποπτωτικά μέλη της οικογένειας Bcl-2 επιτρέποντας έτσι στο κύτταρο να συμβεί αυτοφαγία 

και όχι απόπτωση. Η διαδικασία αυτή περιλαμβάνει την ενεργοποίηση του Vps34 (ανήκει στην 

κατηγορία III PI3K), η οποία επιτυγχάνεται με τον σχηματισμό του συμπλέγματος Beclin 1, 

UVRAG (UV radiation resistance-associated gene protein), Ambra1 (μόριο ενεργοποίησης σε 

αυτοφαγία ρυθμιζόμενη από Beclin 1- Autophagy And Beclin 1 Regulator 1) και Vps15.  

(25,26) 
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Εικόνα 1.5: Δεύτερο στάδιο του μηχανισμού της αυτοφαγίας, εγκόλπωση των κυστιδίων. 

Εικόνα προσαρμοσμένη από Kohli  L & Roth KA, 2010.  

Το βήμα της επιμήκυνσης της μεμβράνης των κυστιδίων (Εικόνα 1.6) περιλαμβάνει 

δύο συστήματα σύζευξης που μοιάζουν με ουβικιτίνη. Το πρώτο περιλαμβάνει το σχηματισμό 

του συμπλέγματος Atg5 − Atg12 από τις δράσεις του ενζύμου Atg7, που μοιάζει με Ε1, και 

του ενζύμου Atg10, που μοιάζει με Ε2. Το ένζυμο Atg10 μετατρέπει τη διαλυτή μορφή του 

LC3/Atg8, επίσης γνωστού ως LC3-I, σε LC3-II που σχετίζεται με την μεμβράνη του 

αυτοφαγοσώματος μετά τη σύζευξη της φωσφατιδυλαιθανολαμίνης (Phosphate ethylamide - 

ΡΕ) μέσω των ενεργειών της πρωτεάσης Atg4, του Atg7, και Atg3. (25) 

 

Εικόνα 1.6: Τρίτο στάδιο του μηχανισμού της αυτοφαγίας, επιμήκυνση των κυστιδίων. Εικόνα 

προσαρμοσμένη από Kohli L & Roth KA, 2010. 

Τέλος, τα αυτοφαγοσώματα συγχωνεύονται με λυσοσώματα και το περιεχόμενό τους 

αποικοδομείται από την πρωτεολυτική δραστηριότητα των λυσοσωμικών ενζύμων. Ο 
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μοριακός μηχανισμός της αυτοφαγίας δεν έχει ακόμη πλήρως διευκρινιστεί και παραμένει το 

επίκεντρο ερευνών. (25) 

 

Εικόνα 1.7: Αποικοδόμηση των μορίων μέσα στα αυτοφαγοσώματα. Εικόνα προσαρμοσμένη 

από Kohli L & Roth K A, 2010.  

1.2.2 Τύποι της αυτοφαγίας 

Σύμφωνα με τον τρόπο παράδοσης των οργανιδίων/πρωτεϊνών στο λυσόσωμα, η αυτοφαγία 

έχει κατηγοριοποιηθεί σε τρεις διαφορετικούς τύπους: μακροαυτοφαγία, μικροαυτοφαγία και 

αυτοφαγία που διαμεσολαβείται από πρωτεΐνες συνοδούς (Εικόνα 1.8). 

 

Εικόνα 1.8: Τύποι της αυτοφαγίας. Πηγή: Wirawan E, 2012. 
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Στη μακροαυτοφαγία, ο σχηματισμός του αυτοφαγοσώματος, είναι το πρώτο βήμα. Το 

αυτοφαγόσωμα ταξιδεύει κατά μήκος των μικροσωληνίσκων και εγκολπώνει κατεστραμμένα 

οργανίδια και μη σωστά αναδιπλωμένες πρωτεΐνες. Στη συνέχεια γίνεται σύντηξη με το 

λυσόσωμα για να σχηματιστεί το αυτολυσόσωμα (ή αυτοφαγολυσόσωμα). Στα 

αυτολυσοσώματα, οι λυσοσωμικές υδρολάσες μετατρέπουν το περιεχόμενο των 

αυτοφαγολυσοσσωμάτων σε ανακυκλώσιμο ΑΤΡ, αμινοξέα και λιπαρά οξέα. Αυτή η 

διαδικασία μεσολαβείται από πρωτεΐνες που σχετίζονται με την αυτοφαγία (Atg), οι οποίες 

ρυθμίζουν τη βιογένεση του αυτοφαγοσώματος και την επακόλουθη σύντηξή του με το 

λυσόσωμα. Σε αντίθεση με τη μακροαυτοφαγία, η μικροαυτοφαγία περιλαμβάνει μη επιλεκτική 

εγκόλπωση κυτταροπλασματικού περιεχομένου στα λυσοσώματα. Η αυτοφαγία με τη 

μεσολάβηση πρωτεϊνών-συνοδών είναι μοναδική στα κύτταρα των θηλαστικών και απαιτεί οι 

πρωτεΐνες που είναι να αυτοφαγωθούν να έχουν το μοτίβο που αναγνωρίζουν οι πρωτεΐνες 

συνοδοί. Το μοτίβο αναγνωρίζεται από την πρωτεΐνη θερμικού σοκ 70 kDa 8 (HSPA8/HSC70), 

η οποία προσκολλάται στο μοτίβο της πρωτεΐνης που είναι να αποδιαταχθεί και στη συνέχεια 

το σύμπλοκο μεταφέρεται και συνδέεται με τη λυσοσωμική πρωτεΐνη μεμβράνης τύπου 2Α, 

εισέρχεται στο λυσόσωμα  και αποικοδομείται. (27)  

1.2.3 Αυτοφαγία και απόπτωση 

Παρόμοιοι στρεσσογόνοι παράγοντες μπορούν να προκαλέσουν είτε απόπτωση είτε 

αυτοφαγία, με τρόπο που εξαρτάται από το στρες που δέχεται το κύτταρο, από το είδος και τη 

διάρκεια του (Εικόνα 1.9). Είναι δυνατό τα διαφορετικά κατώφλια ευαισθησίας, η ακριβής 

φύση των οποίων μένει να προσδιοριστεί, να υπαγορεύουν εάν θα γίνει αυτοφαγία ή απόπτωση 

στο κύτταρο. Η επιλογή μεταξύ  απόπτωσης και αυτοφαγίας επηρεάζεται από το γεγονός ότι 

οι δύο αυτές διεργασίες παρουσιάζουν κάποιο βαθμό αμοιβαίας αναστολής. Σε ορισμένες 

περιπτώσεις η σύγχρονη ύπαρξη απόπτωσης και αυτοφαγίας μπορεί να ανιχνευθεί στο ίδιο 

κύτταρο. Αν και η αυτοφαγία ως επί το πλείστο επιτρέπει στα κύτταρα να προσαρμοστούν στο 

στρες, η μαζική αυτοφαγία μπορεί επίσης να σκοτώσει τα κύτταρα.  

Η αυτοφαγία εμφανίζει διακριτές διαφορές από την απόπτωση. Κατά την απόπτωση 

εμφανίζεται διάσπαση του κυττάρου σε αποπτωτικά σωµατίδια, κατακερµατισµός του πυρήνα, 

συμπύκνωση της χρωµατίνης και καταστροφή του χρωµοσωµικού DNA. Υπάρχουν µελέτες 

που δείχνουν ότι η αυτοφαγία μπορεί να οδηγήσει σε αποπτωτικό θάνατο, αν το ερέθισα που 

δέχεται το κύτταρο θα το οδηγήσει σε αυτοφαγία, µέσω της οποίας θα επιβιώσει, ή σε 

απόπτωση και θάνατο εξαρτάται από τη φύση, την ένταση και τη διάρκεια του ερεθίσματος, 

καθώς και από την ενεργειακή κατάσταση στην οποία βρισκόταν το κύτταρο όταν δέχτηκε το 

ερέθισμα. (29) 
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Εικόνα 1.9: Το στρες καθορίζει την πορεία του κυττάρου προς αυτοφαγία ή απόπτωση. 

Εικόνα προσαρμοσμένη από Maiuri M. et al., 2007. 

1.3. Αζιθρομυκίνη  

Η αζιθρομυκίνη ανήκει στην κατηγορία των αντιβιοτικών μακρολίδες. Οι μακρολίδες, στα 

βακτήρια αναστέλλουν την πρωτεϊνοσύνθεση μέσω σύνδεσης (αντιστρεπτά) στην θέση P  της 

υπομονάδας 50S του ριβοσώματος. Η ερυθρομυκίνη ήταν η πρώτη μακρολίδη που 

ανακαλύφθηκε. Η δράση τους είναι κυρίως βακτηριοστατική, αλλά σε υψηλές συγκεντρώσεις 

μπορεί να είναι και βακτηριοκτόνα. Η αζιθρομυκίνη είναι παράγωγο της ερυθρομυκίνης με 

πολύ ενισχυμένη δράση κατά των gram-αρνητικών βακτηρίων (συμπεριλαμβανομένων των 

Enterobacteriaceae) και παρέχει κάλυψη έναντι πολλών θετικών κατά gram οργανισμών. 

Λειτουργεί ως αναστολέας της σύνθεσης βακτηριακής πρωτεΐνης (και όχι ως αναστολέας 

κυτταρικού τοιχώματος πεπτιδογλυκάνης όπως οι παράγοντες βήτα-λακτάμης), έτσι η 

αζιθρομυκίνη είναι αποτελεσματική ενάντια σε πολλά «άτυπα» βακτήρια όπως τα χλαμύδια 

(π.χ., Chlamydia trachomatis και Chlamydophila psittaci), την Legionella pneumophila, το 

μυκόπλασμα (Mycoplasma pneumoniae) και μυκοβακτήρια (π.χ. Mycobacterium avium). (30) 

1.3.1 Η αντιφλεγμονώδης δράση της αζιθρομυκίνης 

Οι αντιβιοτικές δράσεις της αζιθρομυκίνης διευκολύνονται από τις 

ανοσοτροποποιητικές της δράσεις στις εγγενείς  ανοσολογικές αποκρίσεις. Το φάρμακο 

φαίνεται να ασκεί μια διφασική δράση που μπορεί να χρησιμεύσει για την αρχική άμυνα του 

ξενιστή και αργότερα για τη μείωση του τραυματισμού του ιστού και την λύση της φλεγμονής. 

Ευεργετικές επιδράσεις που προκαλούνται από την ανοσορύθμιση παρατηρούνται επίσης σε 

μια ποικιλία χρόνιων φλεγμονωδών διαταραχών, όπως βρογχιολίτιδα, μετά από μεταμόσχευση 

(ιδιαίτερα σοβαρές φλεγμονώδεις μορφές) και τη ροδόχρου ακμής. (31) 

Η ρύθμιση της άμυνας του ξενιστή από την αζιθρομυκίνη και άλλες μακρολίδες 

λαμβάνει χώρα μέσω αλληλεπίδρασης με επιθηλιακά ή ενδοθηλιακά κύτταρα, λεία μυϊκά 

κύτταρα ή ινοβλάστες, καθώς και με λευκοκύτταρα (μακροφάγα, πολυμορφοπύρηνα 
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λευκοκύτταρα ή ουδετερόφιλα, μονοπύρηνα ή μονοπύρηνα λευκοκύτταρα, Τ και δενδριτικά 

κύτταρα. (31) Αρχικές μελέτες έδειξαν ανασταλτικές επιδράσεις των μακρολιδών στα 

ουδετερόφιλα in vitro, σε φλεγμονή σε πειραματικά μοντέλα (32) και ιδιαίτερα την επίδραση 

τους στην απελευθέρωση κυτταροκινών. (33) Στα τέλη της δεκαετίας του 1980, πειράματα σε  

αρουραίους με αρθρίτιδα έδειξαν ότι η αζιθρομυκίνη αναστέλλει τη φλεγμονή και την 

απελευθέρωση λυσοσωμικών ενζύμων, (34) ενώ μετέπειτα πειράματα με ερυθρομυκίνη, 

κλαριθρομυκίνη και ροξιθρομυκίνη, έδειξαν πως η αζιθρομυκίνη ήταν λιγότερο 

αποτελεσματική σε σύγκριση με την κλαριθρομυκίνη και τη ροξιθρομυκίνη. (35,36,37) Η 

αζιθρομυκίνη επίσης έχει δειχθεί, λόγω της αντιφλεγμονώδους δράσης της, ότι ελαχιστοποιεί 

την χορήγηση  κορτικοστεροειδών για τη θεραπεία της  φλεγμονής του αναπνευστικού. (38,39) 

1.3.2 Ο ρόλος της αζιθρομυκίνης σε χρόνιες παθήσεις 

 Παθήσεις του αναπνευστικού συστήματος 

Η αζιθρομυκίνη επηρεάζει τον πολλαπλασιασμό και τη βιωσιμότητα των ΛΜΚ των 

αεραγωγών. Συγκεκριμένα, η αζιθρομυκίνη μειώνει, με δοσοεξαρτώμενο τρόπο, τον 

πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ της τραχείας κουνελιού που καλλιεργούνται σε μέσο που περιέχει 

10% FBS. Η αζιθρομυκίνη έχει αντιπολλαπλασιαστική δράση μόνο σε ενεργά 

πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα. Η θεραπεία με αζιθρομυκίνη προκαλεί επίσης το σχηματισμό 

κυτταροπλασματικών κενοτοπίων και τη συρρίκνωση των πυρήνων ΛΜΚ. (40) 

Οι ανοσοτροποποιητικές ιδιότητες της αζιθρομυκίνης, το ευρύ αντιβακτηριακό της 

φάσμα, η εξαιρετική της φαρμακοκινητική και η εκτεταμένη και παρατεταμένη διείσδυση της 

στους ιστούς, ευθύνονται για την επιτυχή αντιμετώπιση μολυσματικών ή μη λοιμωδών 

φλεγμονωδών νόσων του αναπνευστικού. Η αζιθρομυκίνη αλληλοεπιδρά με τις κεφαλές των 

φωσφολιπιδίων, μειώνοντας την κινητικότητά τους και τη ρευστότητα, ελαστικότητα της 

πλασματικής μεμβράνης με αποτέλεσμα να επιδρά στις κυτταρικές λειτουργίες. (41,42) Αυτές 

περιλαμβάνουν την λανθασμένη εισαγωγή μορίων σε μεμβράνες μακροφάγων και 

επιβράδυνση της διακίνησης τους στα λυσοσώματα, αναστολή της ενδοκυττάρωσης της υγρής 

φάσης, αλλά όχι της φαγοκυττάρωσης, των μακρομορίων, μείωση της ρύθμισης και 

καθυστερημένη ανακύκλωση υποδοχέων τρανσφερίνης επιφανείας, αλλά όχι υποδοχέων Fcγ. 

(36) Επομένως, οι αντιφλεγμονώδεις επιδράσεις των μακρολιδών στα μακροφάγα σχετίζονται 

με τις ιδιότητες δέσμευσης των φωσφολιπιδίων. (43) 

Το ενδιαφέρον για τις μη αντιβιοτικές χρήσεις των μακρολιδίων ξεκίνησε με τη 

θεραπεία της διάχυτης πανβρογχιολίτιδας τη δεκαετία του 1980 και έκτοτε έχει αυξηθεί ώστε 

να περιλαμβάνει αρκετές χρόνιες αναπνευστικές παθήσεις. Η αρχική παρατήρηση ήταν ότι η 

χρήση ερυθρομυκίνης στη διάχυτη πανβρογχιολίτιδα σχετίζεται με μειωμένες εκκρίσεις των 

αεραγωγών. (44)  
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Η P. aeruginosa είναι ένα κοινό παθογόνο που σε μεταγενέστερα στάδια της κυστικής 

ίνωσης ασκεί τη λοιμογόνο δράση του αλλάζοντας τη διαπερατότητα των κυττάρων και 

οδηγώντας σε έκκριση βλέννας  και προφλεγμονωδών κυτταροκινών. (45) Η P. aeruginosa 

προσαρμόζεται στο σκληρό περιβάλλον της κυστικής ίνωσης μέσω ανάπτυξης μιας μορφής 

βιοφίλμ που είναι πολύ δύσκολο να εξαλειφθεί με αντιβιοτικά. (46) Οι ανοσοτροποποιητικές 

ιδιότητες της αζιθρομυκίνης την καθιστούν ως κύρια θεραπεία για την κυστική ίνωση. Στην 

περίπτωση της μόλυνσης από P. aeruginosa, η αζιθρομυκίνη μειώνει την έκκριση βλέννας και 

το σχηματισμό βιοφίλμ, και αυξάνει την ευαισθησία της P. aeruginosa σε άλλα αντιβιοτικά. 

(47,48) Σε ορισμένες περιπτώσεις επίσης διάχυτης πανβρογχιολίτιδας, που υπάρχει λοίμωξη 

από P. aeruginosa, οι μακρολίδες έχει αποδειχθεί ότι βελτιώνουν τη λειτουργία των πνευμόνων 

πιθανώς λόγω των ανοσοτροποποιητικών λειτουργιών τους (49).  

Η βρογχεκτασία, είναι μια χρόνια φλεγμονώδης πνευμονική πάθηση που 

χαρακτηρίζεται από μη αναστρέψιμη διάταση των βρόγχων και των βρογχιολίων λόγω 

επαναλαμβανόμενων ή παλαιών λοιμώξεων, ανοσοανεπάρκειας, αυτοάνοσων καταστάσεων, 

νόσου του συνδετικού ιστού και ιδιοπαθούς νόσου. (50) Οι μακρολίδες, έχουν δείξει ότι 

παρέχουν όφελος στην αντιμετώπιση βρογχεκτασιών, τόσο παρουσία όσο και απουσία  

κυστικής ίνωσης. (51,52)   

Παθήσεις του καρδιαγγειακού συστήματος 

Τα προηγούμενα χρόνια, η αζιθρομυκίνη θεωρήθηκε σχετικά απαλλαγμένη από καρδιακές 

τοξικές επιδράσεις, (53)   έκτοτε όμως έχει συσχετιστεί με θάνατο από καρδιαγγειακά 

προβλήματα. (54) Μετά από αυτές τις αναφορές, ο Αμερικανικός Οργανισμός Τροφίμων και 

Φαρμάκων (FDA) εξέδωσε ανακοίνωση για την ασφάλεια σχετικά με τον κίνδυνο χορήγησης 

αζιθρομυκίνης για δυνητικά θανατηφόρες αρρυθμίες. (55) Η χρήση μακρολιδίων συσχετίστηκε 

με μια μικρή, αλλά στατιστικά σημαντική αύξηση, κατά 15% στον κίνδυνο για έμφραγμα 

μυοκαρδίου. Σε μία μετα-ανάλυση, η ερυθρομυκίνη και η κλαριθρομυκίνη κατατάχθηκαν στα 

αντιβιοτικά με τον υψηλότερο κίνδυνο για έμφραγμα μυοκαρδίου σε σύγκριση με την 

αζιθρομυκίνη και μη μακρολίδια. (56) Ο μηχανισμός πίσω από τη σύνδεση μεταξύ 

μακρολιδίων και έμφραγμα μυοκαρδίου είναι ασαφής. Μελέτες που αναφέρουν αυτή τη 

συσχέτιση έχουν προτείνει ότι τα μακρολίδια μπορεί να προκαλέσουν έμφραγμα μυοκαρδίου 

μέσω της ενεργοποίησης μακροφάγων. (57)  

 

1.3.3 Ο ρόλος του C. pneumoniae στην αθηροσκλήρωση και στη στεφανιαία 

νόσο 
 

Ο ρόλος του C. pneumoniae στην παθογένεση της στεφανιαίας νόσου ενισχύθηκε περαιτέρω 

από μελέτη σε ζώα στην οποία η ενδορινική μόλυνση κουνελιών με C. pneumoniae φάνηκε ότι 
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προκαλεί ή επιταχύνει την αθηροσκλήρωση. (58) Επόμενη μελέτη έδειξε ότι   η αζιθρομυκίνη 

απέτρεψε την επιτάχυνση της αθηροσκλήρωσης που προκαλείται από το C. pneumoniae σε 

κουνέλια. (59) 

Ένας αριθμός μολυσματικών παραγόντων έχει εμπλακεί στην αθηροσκλήρωση, όπως 

το ελικοβακτηρίδιο του πυλωρού και ο κυτταρομεγαλοϊός, αλλά το C. pneumoniae είναι το 

μόνο παθογόνο που ανιχνεύεται στις  αθηρωματικές πλάκες. (60)   Το C. pneumoniae, μια 

κοινή αιτία λοιμώξεων του αναπνευστικού, θεωρείται ότι παίζει ρόλο στην παθογένεση της 

αθηροσκλήρωσης, μέσω μακροφάγων, μονοκυττάρων και λεμφοκυττάρων που μεταναστεύουν 

στα τοιχώματα των αγγείων ή σε αγγεία προϋπαρχουσών αθηρωματικών βλαβών. (61,62) Οι 

κυτταρικοί παράγοντες που είναι γνωστοί για την αστάθεια της πλάκας είναι ενεργοποιημένα 

Τ-λεμφοκύτταρα, μακροφάγα και ΛΜΚ με αυξημένο ρυθμό απόπτωσης. (63,64) 

Μολυσματικοί παράγοντες όπως το C. pneumoniae συσχετίζεται συχνά με ασταθή 

αθηρωματώδη πλάκα, προκαλώντας εντοπισμένη ανοσολογική απόκριση από Τ-

λεμφοκύτταρα και  αυξάνοντας την απόπτωση. (65.66) Αυτά τα κυτταρικά στοιχεία επάγουν 

την έκκριση παραγόντων αποδόμησης της ECM όπως MMPs, ή  παράγοντα ιστού (tissue factor 

- TF). MMPs και TF παίζουν καθοριστικούς ρόλους στην ομοιόσταση, καθώς έχουν την 

ικανότητα αναδιαμόρφωσης του συνδετικού ιστού και σχετίζονται με την παθογένεση χρόνιων 

παθήσεων , όπως  οστεοαρθρίτιδα και αθηροσκλήρωση. (67)  

Η μόλυνση των ενδοθηλιακών κυττάρων με C. pneumoniae αυξάνει την έκφραση των 

μορίων προσκόλλησης, χημειοκινών και κυτταροκινών (IL-l, IL8, TNF-α) που οδηγεί σε προ-

αθηροσκληρωτική κατάσταση, που χαρακτηρίζεται από ενισχυμένη προσκόλληση και 

μετανάστευση λευκοκυττάρων. Η μόλυνση των ενδοθηλιακών κυττάρων με C. pneumoniae 

μπορεί επίσης να προκαλέσει τον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ μέσω επαγωγής ενδογενούς 

Hsp60 και του PDGF.  

Μελέτες in vitro και in vivo έδειξαν ότι το C. pneumoniae διαχέεται συστηματικά από 

τους πνεύμονες μέσω των μονοπύρηνων κυττάρων του περιφερικού αίματος και μολύνει τα 

κύτταρα του αγγειακού τοιχώματος που εμπλέκονται στην αθηρογένεση. Έχει επίσης 

αποδειχθεί ότι το C. pneumoniae είναι σε θέση να προκαλέσει φλεγμονή και να ξεκινήσει ή να 

προάγει την ανάπτυξη βλαβών σε ζωικά μοντέλα. (68) Ακόμα, η λοίμωξη από C. pneumoniae 

συσχετίστηκε με την έκφραση TF μέσα στις αθηρωματικές πλάκες. Συγκεκριμένα  υπήρχε 

αύξηση του TF στην περιοχή που εντοπίζονται οι αθηρωματικές αλλοιώσεις, αλλά δεν ήταν 

στατιστικώς σημαντικά αυξημένα στο εσωτερικό του C. pneumoniae.(69) Έχει αποδειχθεί ότι 

η απελευθέρωση πρωτεϊνών αποικοδόμησης μήτρας όπως οι MMPs (ειδικά MMP9) και TF 

μπορούν να προκληθούν από το C. Pneumoniae (70) και η έκφραση των MMP9 και TF να 

είναι υψηλότερη στις μολυσμένες με C. pneumoniae καρωτιδικές αρτηρίες παρά στις μη 

μολυσμένες καρωτίδες. (71,72,73)   
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Το ερώτημα εάν οι λοιμώξεις μπορούν να προκαλέσουν διάχυτες και χρόνιες 

αρτηριακές βλάβες έχει συζητηθεί εδώ και πολλά χρόνια. Μόνο πρόσφατα ωστόσο, έχουν 

προσδιοριστεί στοιχεία που να συσχετίζουν την αθηροσκλήρωση και βακτηριακούς 

παράγοντες, κυρίως το Chlamydia pneumoniae. Λόγω αυτής της συσχέτισης, αυτή έχει 

δημιουργηθεί το ερώτημα, εάν η αντιβιοτική θεραπεία μπορεί να είναι χρήσιμη στην πρόληψη 

ή τη βελτίωση της πορείας της αθηροσκλήρωσης. Μελέτες κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι η 

θεραπεία με αζιθρομυκίνη έχει ευνοϊκή επίδραση στη λειτουργία του ενδοθηλίου σε ασθενείς 

με τεκμηριωμένη στεφανιαία νόσο και ενδείξεις λοίμωξης από C. pneumoniae ανεξάρτητα από 

τα επίπεδα των αντισωμάτων κατά του ξενιστή. (74) Επίσης υπήρξε σημαντική θετική 

συσχέτιση μεταξύ της χορήγησης αζιθρομυκίνης και της πρόληψης της στεφανιαίας νόσου. 

(75) 

Καθώς η χρονιότητα είναι χαρακτηριστικό της λοίμωξης από C. pneumoniae που είναι 

ευαίσθητο στις μακρολίδες, η βέλτιστη δόση χορήγησης τους εξακολουθεί να αποτελεί 

αντικείμενο ερευνών, ειδικά όταν λαμβάνεται υπόψη η σημασία της στεφανιαίας νόσου για τη 

δημόσια υγεία. Έτσι, επιλέχθηκε η χορήγηση από του στόματος αζιθρομυκίνης, λόγω της 

αντιχλαμυδιακής της αποτελεσματικότητα, σε ένα εκτεταμένο δοσολογικό σχήμα. (76,77,78) 
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2. Μεθοδολογία 

2.1 Xειρισμός πειραματόζωων  

Χρησιμοποιήθηκαν ενήλικα κουνέλια (New Zealand White rabbits), βάρους ~3Kg. Ο χειρισμός 

των ζώων έγινε σύμφωνα με τις ηθικές, συνταγματικές και ευρωπαϊκές οδηγίες (Directive 

2010/63/EU). Τα ζώα θανατώθηκαν με ενδοφλέβια χορήγηση πεντοθάλης (Abbott, Illinois, 

USA).  

2.2 Απομόνωση ΛΜΚ αορτής κουνελιού  

Η θανάτωση των ζώων έγινε σε ασηπτικές συνθήκες και ακολούθησε η αφαίρεση της αορτής 

και η αποµάκρυνση των ιστών που βρίσκονται στην περιοχή της. Στη συνέχεια, η αορτή  

τοποθετήθηκε σε αποστειρωµένο διάλυµα Krebs χαµηλής περιεκτικότητας ασβεστίου 

(Πίνακας 2.1), σε θερµοκρασία 4οC. Ακολούθησαν διαδοχικές πλύσεις του ιστού με διάλυμα 

Krebs χαµηλής περιεκτικότητας ασβεστίου, ώστε να αποµακρυνθεί κατά το δυνατόν 

περισσότερο αίµα. Σε αποστειρωµένο θάλαµο νηµατικής ροής, αφαιρέθηκαν τα υπολείµµατα 

ιστών που περιέβαλαν την αορτή. Αμέσως μετά, η αορτή κόπηκε σε δακτύλιους πλάτους ~3 

mm.   

Πίνακας 2.1: Σύσταση διαλύματος Krebs χαµηλής περιεκτικότητας ασβεστίου 

Χημικές ουσίες Συγκέντρωση (mM) 

NaCl 139 

KCl 5.4 

MgSO4 1.47 

Γλυκόζη 11 

KH2PO4 1.47 

Na2HPO4 2.8 

NaHCO3 1.4 

CaCl2 0.2 

Ακολούθησαν πλύσεις των δακτυλίων της αορτής µε αποστειρωµένο διάλυµα Krebs 

χαµηλής περιεκτικότητας ασβεστίου (Πίνακας 2.1), µεταφέρθηκαν σε 2ml του πρώτου 

διαλύµατος ενζυµικού διαχωρισµού (Πίνακας 2.2) και επωάστηκαν για 30 λεπτά σε 

υδατόλουτρο στους 37oC µε συνεχή ανάδευση. Μετά το τέλος της επώασης το εναιώρηµα των 

κυττάρων φυγοκεντρήθηκε 2 φορές στις 1200 στροφές ανά λεπτό, για 10 λεπτά στους 4oC 

(φυγόκεντρος Centurion Scientific Ltd). Ανάµεσα στις δύο φυγοκεντρήσεις το υπερκείµενο 

αποµακρύνθηκε και το ίζηµα επαναιωρήθηκε σε νέο διάλυµα Krebs χαµηλής περιεκτικότητας 

ασβεστίου. 
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Πίνακας 2.2: Σύσταση πρώτου και δεύτερου διαλύματος ενζυμικού διαχωρισμού  

 Διάλυµα 

Krebs 

χαµηλού 

ασβεστίου 

Αλβουµίνη 

ορού βοός 

(BSA) 

Κολλαγενάση Ι 

(mg/ml) 

Ελαστάση IV 

(U/ml) 

Πρώτο  2ml 0.25% 2 10  

∆εύτερο  2ml 0.25% 1 20  

Μετά την δεύτερη φυγοκέντρηση, το εναιώρηµα µεταφέρθηκε στο δεύτερο διάλυµα 

ενζυµικού διαχωρισµού (Πίνακας 2.2) και επωάστηκε για 60 λεπτά σε υδατόλουτρο στους 

37oC µε συνεχή ανάδευση. Έπειτα, το εναιώρηµα των λείων µυικών ινών φυγοκεντρήθηκε εκ 

νέου 2 φορές στις 1200 στροφές ανά λεπτό, για 10 λεπτά στους 4oC. Μεταξύ των 

φυγοκεντρήσεων, το υπερκείµενο αποµακρύνθηκε και το ίζηµα επαναιωρήθηκε σε θρεπτικό 

διάλυµα Dulbecco’s modified Eagle’s /Ham’s F12 (DMEM- 64 F12, GIBCO), το οποίο 

περιείχε L-γλουταµίνη, 10% ορό εµβρύου βοός (Fetal Bovine Serum-FBS), 100 U/ml 

πενικιλίνη και 100 g/ml στρεπτοµυκίνη (διάλυµα πενικιλίνης – στρεπτοµυκίνης, PS). Στο 

τέλος της δεύτερης φυγοκέντρησης, το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρήθηκε µε ελαφριά 

ανάδευση προκειµένου να αποκολληθούν τα χαλαρά συνδεδεµένα κύτταρα των λείων µυϊκών 

ινών.  

2.3 Προσδιορισμός του αριθμού των κυττάρων με τη χρωστική Trypan blue  

Μετά την απομόνωση, τα ζωντανά κύτταρα του εναιωρήματος καταμετρήθηκαν σε οπτικό 

μικροσκόπιο Nikon YS2T, (Nikon Inc., Melville New York, USA), με τη χρήση 

αιμοκυτταρόμετρου (πλάκα Neubauer) έπειτα από χρώση με Trypan blue. Η χρωστική Trypan 

blue (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) χρωματίζει τα νεκρά κύτταρα, καθώς 

εισέρχεται από τις κατεστραμμένες κυτταρικές μεμβράνες στο εσωτερικό του κυττάρου και 

χρωµατίζει τα νεκρά κύτταρα κυανά. Με αυτή την τεχνική µετρήθηκαν τα ζωντανά και νεκρά 

κύτταρα και έγινε αναγωγή σε αριθµό κυττάρων ανά ml κυτταρικού αιωρήµατος, 

χρησιµοποιώντας τον τύπο:  

𝛼

8
𝑥5𝑥104 

όπου α ο αριθµός των κυττάρων που µετρήθηκαν στα 8 τετράγωνα του αιµοκυτταρόµετρου. 

2.4 Καλλιέργεια Λείων Μυϊκών Κυττάρων 

Το κυτταρικό εναιώρημα τοποθετήθηκε σε φλάσκα των 75cm2 (περίπου 5x104 κύτταρα ανά 2 

ml θρεπτικού υλικού), μαζί με θρεπτικό υλικό DMEM-F12, το οποίο περιείχε L-γλουταμίνη, 

10% FBS, 100 U/ml πενικιλίνη και 100 g/ml στρεπτομυκίνη και τα κύτταρα επωάστηκαν σε 
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κλίβανο στους 37oC παρουσία 5% διοξειδίου του άνθρακα (Carbondioxide, CO2). Μετά την 

απομόνωση, εφόσον είχαν περάσει 24 με 48 ώρες, το μεγαλύτερο ποσοστό των κυττάρων είχε 

προσκολληθεί στην επιφάνεια της φλάσκας το θρεπτικό υλικό απομακρύνθηκε και 

αντικαταστάθηκε με νέο. Στη συνέχεια η επώαση των κυττάρων συνεχίστηκε στις ίδιες 

συνθήκες με περιοδική αλλαγή του θρεπτικού υλικού ανά 2 ή 3 ημέρες. 

  Όταν τα κύτταρα δημιούργησαν μονοστιβάδα και κάλυψαν το μεγαλύτερο μέρος της 

επιφάνειας της φλάσκας χρησιμοποιήθηκε 0.2% θρυψίνη και 0.53 mM EDTA για να γίνει η 

αποκόλληση τους. Αρχικά αφαιρέθηκε το καλλιεργητικό μέσο με ορολογική πιπέτα και έγινε 

έκπλυση των κυττάρων 2 φορές με αποστειρωμένο ισότονο διάλυμα phosphate buffer saline 

(PBS) 1x (Πίνακας 2.3).  

Πίνακας 2.3: Σύσταση Διαλύματος PBS 

Χημικές ουσίες Συγκέντρωση (mM) 

NaCl 137  

KCl 2.7  

Na2HPO4 8  

KH2PO4 1.46  

Η έκπλυση με PBS απομάκρυνε εναπομείναντα ίχνη ορού που αναστέλλουν τη δράση 

της θρυψίνης. Ακολούθησε η προσθήκη διαλύματος 0.2% θρυψίνης-0.53 mM EDTA και 

επώαση στο κλίβανο για 5 λεπτά. Με την ενζυμική δράση της θρυψίνης τα κύτταρα 

αποκολλώνται από την επιφάνεια της φλάσκας. Κατόπιν, έγινε προσθήκη θρεπτικού μέσου (10 

ml σε κάθε φλάσκα επιφάνειας 75 cm2), που περιείχε ορό εμβρύου βοός (fetal bovine serum-

FBS), προκειμένου να απενεργοποιηθεί η θρυψίνη. Έγινε επαναιώρηση των κυττάρων και τα 

κύτταρα μοιράστηκαν σε φλάσκες ή τρυβλία και προστέθηκε θρεπτικό μέσο. Όλοι οι χειρισμοί 

έγιναν σε θάλαμο κάθετης νηματικής ροής, κάτω  από άσηπτες συνθήκες. Τα πειράματα 

διεξήχθησαν όταν τα κύτταρα βρίσκονταν στην 3η  με 6η ανακαλλιέργεια. 

Τα κύτταρα προς αποθήκευση, ήταν προσκολλημένα ως μονοστιβάδα στην επιφάνεια 

της φλάσκας, ξεπλύθηκαν 2 φορές με διάλυμα 1xPBS και αποκολλήθηκαν με θρυψίνη. Στη 

συνέχεια, έγινε μεταφορά σε ειδικούς μικροσωλήνες ψύξης (cryotubes, Greiner) και σταδιακή 

ψύξη τους στους -80oC. 

Για την ανάπτυξη καλλιέργειας από τα αποθηκεμένα κύτταρα, οι μικροσωληνίσκοι 

μεταφέρθηκαν από τους -80οC σε υδατόλουτρο στους 37οC, ώστε να ξεπαγώσουν. Στη 

συνέχεια, τα κύτταρα μεταφέρθηκαν σε σωλήνες φυγοκέντρησης, τύπου falcon και έγινε 

προσθήκη με αργό ρυθμό προ-θερμασμένου θρεπτικού μέσου DMEM-F12 που περιείχε 10% 

FBS. Ακολούθησε φυγοκέντρηση (1000 rpm για 3 min, Centurion, Scientific Ltd.), ώστε να 

απομακρυνθεί το διμεθυλοσουλφοξίδιο (Dimethylsulfoxide, DMSO) από τα κύτταρα. Το ίζημα 

των κυττάρων επαναιωρήθηκε σε 10 ml θρεπτικού υλικού και μεταφέρθηκε σε φλάσκα. 
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Εικόνα 2.1: Καλλιέργεια ΛΜΚ αορτής κουνελιού, για 72 ώρες απουσία ορού. Η φωτογραφία 

ελήφθη σε μικροσκόπιο ανάστροφης φάσης (Nikon Diaphot 300) σε μεγέθυνση Χ40.  

2.5 Καλλιέργεια δακτυλίων αορτής- Δημιουργία τομών αορτής 

Δακτύλιοι αορτής, πλάτους ~3mm, ξεπλύθηκαν με αποστειρωμένο ισότονο διάλυμα PBS 3 

φορές, διάρκειας 5 λεπτών η καθεμία, και αφαιρέθηκε το ενδοθήλιο με αποστειρωμένο 

βαμβακοφόρο στυλεό.  Οι δακτύλιοι της αορτής χωρίστηκαν σε τέσσερα διαφορετικά τρυβλία.  

 Στο πρώτο οι δακτύλιοι της αορτής επωάστηκαν χωρίς ορό και χωρίς αζιθρομυκίνη για 24 

ώρες 

 Στο δεύτερο οι δακτύλιοι της αορτής επωάστηκαν με ορό και χωρίς αζιθρομυκίνη για 24 

ώρες 

 Στο τρίτο οι δακτύλιοι της αορτής επωάστηκαν με ορό και με αζιθρομυκίνη σε 

συγκέντρωση 10-7 Μ για 24 ώρες και  

 Στο τέταρτο οι δακτύλιοι της αορτής επωάστηκαν με ορό και με αζιθρομυκίνη σε 

συγκέντρωση 10-5 Μ για 24 ώρες. 

Μετά από 24 ώρες, οι δακτύλιοι της αορτής τοποθετήθηκαν για 90 λεπτά με διάλυμα 

4% w/v παραφορμαλδεΰδης (Paraformaldehyde – PFA ) σε Phosphate Buffer σύστασης 0.2Μ 

NaH2PO4 και 0.2M K2PO4 και στη συνέχεια για όλο το βράδυ  σε διάλυμα σακχαρόζης 30% 

w/v σε PBS στους 4οC.  Την επόμενη ημέρα πραγματοποιήθηκε ταχεία ψύξη του ιστού με 

διάλυμα ισοπεντανίου θερμοκρασίας -45oC για 1 λεπτό και αποθήκευση στους -80oC μέχρι τη 

λήψη των τομών.  

Οι τομές αορτής ελήφθησαν σε κρυοτόμο (Leica CM1850) στους -20oC. Η κρυοτόμος 

βρισκόταν ήδη σε λειτουργία για 30 με 60 λεπτά πιο πριν, ώστε να έχει θερμοκρασία -20oC 
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πριν τοποθετήσουμε τον ιστό όπως και κατά τη διάρκεια της λήψης των τομών. Ο ιστός 

τοποθετήθηκε στην τράπεζα της μικροτόμου με κατάλληλο προσανατολισμό, ώστε να 

κόβονται δακτύλιοι, καλύφθηκε με κρυοπροστατευτικό μέσο (Cryostat Matrix) και στη 

συνέχεια ελήφθησαν τομές πάχους 10 μm σε ζελατινοποιημένες αντικειμενοφόρους πλάκες. 

Οι τομές φυλάχθηκαν στους -20oC μέχρι την διεξαγωγή του πειράματος. 

2.6 Χρώση τομών με Cresyl violet 
Για την ιστοχημική χρώση με Cresyl violet εφαρμόσθηκε το ακόλουθο πρωτόκολλο. Οι τομές 

της  αορτής εμβυθίστηκαν για: 

 10 λεπτά σε  διάλυμα αιθανόλης-χλωροφορμίου-οξικού οξέος σε αναλογία 3:2:1 

 3 λεπτά σε απεσταγμένο νερό και στη συνέχεια ακολούθησε επώαση των τομών  

 5 λεπτά σε διάλυμα Cresyl violet (πίνακας 2.4)    

 2 λεπτά έκπλυση με απεσταγμένο νερό.  

 Έπειτα, αφυδατώθηκαν για μερικά δευτερόλεπτα σε διαδοχικά αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις αιθανόλης (50%, 75%, 95% και 100%) και τέλος εμβαπτίστηκαν σε 

ξυλόλη.  

Πριν την τοποθέτηση της καλυπτρίδας προστέθηκαν 20 μl καστορέλαιο, αρκετά για να 

καλυφτούν οι τομές που είχαμε σε κάθε αντικειμενοφόρο πλάκα. Όλα τα παραπάνω βήματα 

πραγματοποιήθηκαν σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε σφράγισμα των καλυπτρίδων με 

διάφανο βερνίκι και τα παρασκευάσματα παρατηρήθηκαν σε οπτικό μικροσκόπιο (Zeiss 

Axioskop 40, Carl Zeiss Light Microscopy, Germany).  

Πίνακας 2.4: Διάλυμα Cresyl violet pH 4.5 

Διαλύματα Συγκέντρωση 

Οξικό νάτριο (NaCH2COOH) 0.2 Μ 

Cresyl violet (Sigma C1791) 0.5% w/v 

 

2.7 Χρώση με Toluidine Blue 
Οι τομές των ιστών μονιμοποιήθηκαν για 30 δευτερόλεπτα σε 75% αιθανόλη και στη συνέχεια 

εμβυθίστηκαν σε απεσταγμένο νερό για άλλα 30 δευτερόλεπτα. Έπειτα, έγινε χρώση με 

διάλυμα 0.1% τολουιδίνης (Πίνακας 2.5) και ξεπλύθηκαν με απεσταγμένο νερό. Έγινε 

αφυδάτωση των τομών για 30 δευτερόλεπτα σε κάθε διάλυμα αιθανόλης με αυξανόμενη 

συγκεντρώση 70%, 95%, 100%. Οι αντικειμενοφόρες πλάκες εμβυθίστηκαν σε ξυλόλη για 5 

λεπτά και παρέμειναν στον αέρα για 20 λεπτά ώστε να στεγνώσουν. Ακολούθησε σφράγισμα 

των καλυπτρίδων με διάφανο βερνίκι και τα παρασκευάσματα παρατηρήθηκαν σε οπτικό 

μικροσκόπιο (Zeiss Axioskop 40, Carl Zeiss Light Microscopy, Germany).  
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Πίνακας 2.5 Διάλυμα Toluidine Blue pH 5.5 

Διαλύματα Συγκέντρωση 

Δισόξινο φωσφορικό νάτριο (NaH2PO4) 0.2 Μ 

Όξινο φωσφορικό νάτριο (Na2HPO4) 0.2 Μ 

Τολουιδίνη 0.1%  w/v 

2.8 Έμμεσος ανοσοφθορισμός 

Αρχικά, οι τομές (αντικειμενοφόροι) ξεπλύθηκαν με διάλυμα 1xPBS και οι ιστοί 

μονιμοποιηθήκαν με διάλυμα 1xPBS-3% φορμαλδεΰδη για 15 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου. Στη συνέχεια, ακολούθησαν τρεις πλύσεις των 5 λεπτών με διάλυμα 1xPBS και 

επώαση των ιστών με διάλυμα 5% BSA-1xPBS-0.3% Τriton X-100 για 60 λεπτά, σε 

θερμοκρασία δωματίου, έτσι ώστε οι μεμβράνες των κυττάρων να γίνουν διαπερατές και οι μη 

ειδικές θέσεις στις οποίες θα μπορούσε να συνδεθεί το αντίσωμα να δεσμευτούν.  

Οι ιστοί στη συνέχεια  επωάστηκαν με το πρώτο αντίσωμα σε διάλυμα 1xPBS-0.3% 

Triton X-100 5%BSA, για 24 ώρες, σε 4oC. Η περίσσεια του αντισώματος απομακρύνθηκε με 

3 διαδοχικές πλύσεις των 5 λεπτών με διάλυμα 1xPBS. Ακολούθησε επώαση με το δεύτερο 

αντίσωμα που ήταν συζευγμένο με την φθορίζουσα ουσία σε διάλυμα 1xPBS Triton X-100, 

για 60 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Το αντίσωμα απομακρύνθηκε πάλι με 3 διαδοχικές 

πλύσεις με διάλυμα 1xPBS. Στη συνέχεια τοποθετήθηκε πάνω στην επιφάνειά των  

αντικειμενοφόρων πλακών  2μl Vectashield (Vector laboratories) που περιείχε χρωστική DAPI 

για χρώση των πυρήνων των κυττάρων. Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν για τον 

εντοπισμό πρωτεϊνών με έμμεσο ανοσοφθορισμό φαίνονται στον Πίνακα 2.7.  

Πίνακας 2.7: Αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν στον  έμμεσο ανοσοφθορισμό 

1ο αντίσωμα   Αραίωση 2ο αντίσωμα Αραίωση 

anti-LC3  

rabbit polyclonal antibody 

Cell Signaling Technology Inc. 

1:1000 

anti-rabbit IgG 

Cell Signaling 

Technology Inc. 

1:3000 

anti-beclin 1  

rabbit polyclonal antibody 

Cell Signaling Technology Inc. 

1:1000 

anti-rabbit IgG 

Cell Signaling 

Technology Inc. 

1:3000 

anti-smooth muscle α-actin  

mouse monoclonal antibody 

Sigma-Aldrich Chemie 

1:1000 

anti-mouse IgG 

Cell Signaling 

Technology Inc. 

1:3000 

Ακολούθησε σφράγισμα των καλυπτρίδων με διάφανο βερνίκι και τα 

παρασκευάσματα παρατηρήθηκαν σε μικροσκόπιο φθορισμού (Zeiss Axioskop 40, Carl Zeiss 

Inc, New York, USA) και φωτογράφηση του παρασκευάσματος με ψηφιακή κάμερα (Leica 

DFC 480, Leica Cameras, Solms, Germany). 
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Εικόνα 2.2: Εντοπισµός πρωτεϊνών επιφανείας µε έµµεσο ανοσοφθορισµό. Πηγή: 

www.ibidi.com. 

2.9 Λύση κυττάρων 

Τα ΛΜΚ καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία διαµέτρου 10 cm για 24 ώρες με ορό, χωρίς ορό και 

παρουσία ή απουσία αζιθρομυκίνης. Στη συνέχεια έγινε πλύση του τρυβλίου µε διάλυµα 

1xPBS, που περιείχε 100 µg/ml PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride), το οποίο είναι 

αναστολέας των πρωτεασών. Ακολούθησε αποκόλληση των κυττάρων από την επιφάνεια του 

τρυβλίου µε πίεση µε ειδική σπάτουλα, µε τη χρήση 50µl διαλύµατος λύσης (Πίνακας 2.8).  

Πίνακας 2.8: ∆ιάλυµα λύσης κυττάρων και εκχύλισης κυτταρικών πρωτεϊνών 

Ουσία Τελική συγκέντρωση 

Tris-Cl pH 8.0  20 mM 

NaCl 150 mM 

Triton X-100 1% 

PMSF 100 µg/ml 

DTT(Dithiothreitol) 1 mM 

Na3VO4 1 mM 

β-glycerolphosphate 10 mM 

Το κυτταρικό εκχύλισµα µεταφέρθηκε σε σωλήνες τύπου eppendorf, και αφού 

επωάστηκε για 10 λεπτά στους 4oC (σε πάγο), φυγοκεντρήθηκε στα 10000g για 30 λεπτά στους 

4οC. Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης, 5µl από το υπερκείµενο χρησιµοποιήθηκαν για 

µέτρηση ολικής πρωτεΐνης στα δείγµατα, με τη μέθοδο Bradford, ενώ το υπόλοιπο 

χρησιµοποιήθηκε στη μέθοδο Dot Blot. 

http://www.ibidi.com/


36 
 

2.10 Μέθοδος Bradford 

Η µέτρηση της ποσότητας της ολικής πρωτεΐνης ενός δείγµατος έγινε χρησιµοποιώντας τη 

µέθοδο Bradford (τροποποιηµένη από τον Bearden). Το αντιδραστήριο που χρησιµοποιήθηκε 

στη µέθοδο αυτή περιέχει τη χρωστική Coomasie Brilliant Blue G250 σε διαλύµατος 

φωσφορικού οξέος και µεθανόλης (BioRad). Η χρωστική Coomasie Brilliant Blue G250 

δηµιουργεί σύµπλοκα µε πρωτεΐνες σε όξινο περιβάλλον.  

Τα 5 µl από το υπερκείµενο της φυγοκέντρησης του πρωτεϊνικού λύµατος 

αναµίχθηκαν µε 795 µl απεσταγμένο νερό και 200µl από το αντιδραστήριο και η απορρόφηση 

του σχηµατιζόµενου συµπλόκου µετρήθηκε σε φωτόµετρο στα 595 nm. Οι τιµές της 

απορρόφησης από το φωτόµετρο µετατράπηκαν σε συγκέντρωση πρωτεΐνης του δείγµατος, µε 

τη βοήθεια πρότυπης καµπύλης µε αλβουµίνη (Bovine serum albumin - BSA) (Εικόνα 2.3).  

 

Εικόνα 2.3: Πρότυπη καμπύλη αλβουμίνης 

2.11 Μέθοδος Dot Blot 

Η συσκευή του dot blot (Bio Dot, Microfiltration Apparatus, Biorad) (Εικόνα 2.4) και ιδίως το 

ελαστικό τμήμα αυτής διαποτίστηκε με απεσταγμένο νερό. Μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, στο 

αντίστοιχο μέγεθος της συσκευής (11.5x8 εκατοστά), τοποθετήθηκε για 20-30 λεπτά σε TBS 

και στη συνέχεια μεταφέρθηκε στη συσκευή του dot blot όπως φαίνεται στην εικόνα 2.4. 

y = 0.0397x + 0.148
R² = 0.9977
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Εικόνα 2.4: Συσκευή για τη μέθοδο Dot Blot 

Ακολούθως, σε κάθε πηγαδάκι της συσκευής τοποθετήθηκε 100μl TBS, για 

ενυδάτωση με τη βοήθεια αντλίας κενού αέρος.  Στη συνέχεια, με τη βοήθεια της αντλίας  

κενού αέρος τοποθετήθηκαν 50μl πρωτεΐνης από το δείγμα μας και 100μl TBS σε κάθε 

πηγαδάκι και αφήσαμε να προσροφηθούν οι πρωτεΐνες στη μεμβράνη. Στη συνέχεια η 

μεμβράνη αφαιρέθηε από τη συσκευή και ακολούθησε η χρώση των πρωτεϊνών με 3-hydroxy 

– 4 - ( 2 – sulfo - 4 - [ 4-sulfophenylazo]phenylazo) -2,7- naphthalenedisulfonic acid sodium 

salt (Ponceau S) για 5 λεπτά και φωτογράφηση.  

Ακολούθησαν πλύσεις υπό ανάδευση με TBS για να φύγει εντελώς η χρωστική και οι 

μεμβράνες επωάστηκαν για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου με διάλυμα blocking solution 

(Πίνακας 2.8). Μετά την επώαση ακολούθησαν 2 πλύσεις με TBS-Tween 20 των 10 λεπτών 

υπό ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου και επώαση με το πρώτο αντίσωμα (Πίνακας 2.10) 

στους 4oC όλο το βράδυ.  

Την επόμενη ημέρα, κάναμε 3 πλύσεις των 5 λεπτών με TBS-T (Πίνακας 2.8) υπό 

ανάδευση. Προσθέσαμε ακολούθως το διάλυμα του 2ου αντισώματος (Πίνακας 2.10) και  

ακολούθησε επώαση για 1ώρα σε θερμοκρασία δωματίου υπό ανάδευση. Κάναμε 3 πλύσεις ως 

ακολούθως: 1η των 15 λεπτών με TBS-Tween, 2η των 5 λεπτών με TBS- Tween και η 3η των 5 

λεπτών με TBS. Με την έναρξη των πλύσεων βγάλαμε από το ψυγείο τη λουμινόλη και το 

κουμαρικό. Τη λουμινόλη την τοποθετήσαμε σε ποτήρι ζέσεως με νερό για να ξεπαγώσει πιο 

γρήγορα, ενώ το κουμαρικό ξεπαγώνει εύκολα σε θερμοκρασία δωματίου. Εμφανίσαμε τη 

μεμβράνη σε μηχάνημα imager (UVITEC, Cambridge), προσθέτοντας διάλυμα λουμινόλης 
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(10ml λουμινόλη + 100μl κουμαρικό+ 50μl H2O2) στο  δοχείο. Αφήσαμε 2-5 λεπτά το δοχείο 

με το διάλυμα λουμινόλης στο σκοτάδι και μετά εμφανίσαμε στο μηχάνημα. 

Πίνακας 2.8: Διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν στη μέθοδο Dot Blot 

ΤBS 0.1 M, pH 7.4 

Tris-HCl 20 mM 

NaCl   500 mM 

TBS-T 

Tris-HCl 20 mM 

NaCl   500 mM 

Tween 20 0.05% 

Blocking Solution 

BSA σε TBS-T 5% 

BSA/TBS-T (Ab-I solution) 

BSA  σε TBS-T 0.1% 

Για την επαναχρησιμοποίηση της μεμβράνης, η μεμβράνη τοποθετήθηκε σε Stripping 

Buffer (Πίνακας 2.9) για 20 λεπτά ως εξής: α) προσθήκη του stripping buffer για 10 λεπτά β) 

αφαίρεση γ) προσθήκη stripping buffer, εκ νέου, για άλλα 10 λεπτά. Ακολούθησαν 2 

διαδοχικές πλύσεις των 10 λεπτών με TBS υπό ανάδευση και 2 διαδοχικές πλύσεις των 5 

λεπτών με TBS-Τween 20 υπό ανάδευση. Στη συνέχεια η μεμβράνη εμβαπτίστηκε σε Blocking 

Solution ως εξής: α) 30 λεπτά με BSA/TBS-Tween 20 υπό ανάδευση σε θερμοκρασία 

δωματίου και β) 30 λεπτά με γάλα/ TBS-Tween 20 υπό ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου. 

Ακολούθησαν 2 διαδοχικές πλύσεις των 10 λεπτών με TBS-Τ υπό ανάδευση και προσθήκη 

αντισώματος σε διάλυμα Ab-I solution (Πίνακας 2.8) και επώαση για 24 ώρες υπό ανάδευση 

στην τραμπάλα στους 4ᵒC. 

Πίνακας 2.9: Stripping Buffer, pH 2.2 

Χημικές Ουσίες Συγκέντρωση 

Γλυκίνη 1.5% (w/v) 

SDS      0.1-1% (w/v) 

Tween 20 σε απεσταγμένο νερό 1% (w/v) 

Πίνακας 2.10: Αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν στη μέθοδο Dot Blot 

1ο αντίσωμα   Αραίωση 2ο αντίσωμα Αραίωση 

anti-AMPK 

rabbit polyclonal antibody 

Cell Signaling Technology 

Inc. 

1:1000 anti-rabbit IgG 

Cell Signaling 

Technology Inc. 

1:3000 

anti-smooth muscle b-

actin  

mouse monoclonal antibody 

Sigma-Aldrich Chemie 

1:3000 anti-mouse IgG 

Cell Signaling 

Technology Inc. 

1:2000 
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2.12 Στατιστική ανάλυση  

Η ανάλυση των εικόνων του ανοσοφθορισμού και του Dot Blot έγινε με το σύστημα ανάλυσης 

εικόνας ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/index.html) και η στατιστική επεξεργασία των 

αποτελεσμάτων έγινε με το πρόγραμμα GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, 

CA, USA). Τα αποτελέσματα εκφράζονται μέσος όρος±SEM και το Ν αναφέρεται στον αριθμό 

των μετρήσεων. Οι διαφορές μεταξύ των μέσων όρων αναλύθηκαν με one-way ANOVA που 

ακολουθείται από τη δοκιμασία  Bonferonni ή με Unpaired t test. Οι διαφορές μεταξύ των 

ομάδων θεωρήθηκαν στατιστικά σημαντικές όταν το P < 0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://imagej.nih.gov/ij/index.html
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3. Αποτελέσματα 

3.1 Η επίδραση της αζιθρομυκίνης στην μορφολογία των ΛΜΚ σε 

κυτταροκαλιέργειες 

Η επώαση των ΛΜΚ με αζιθρομυκίνη 10-5 Μ για 72 ώρες παρουσία ή απουσία 10% FBS είχε 

ως αποτέλεσμα τον σχηματισμό, κυτταροπλασματικών κυστιδίων που θυμίζουν αυτοφαγία 

(Εικόνα 3.1). Τα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν απουσία ορού και επωάστηκαν παρουσία 

αζιθρομυκίνης  εμφανίζουν περισσότερα και πιο εμφανή κυστίδια (Εικόνα 3.1Β) σε σύγκριση 

με τα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν παρουσία 10% FBS και αζιθρομυκίνης (Εικόνα 3.1Δ). 

 

Εικόνα 3.1: Επίδραση της αζιθρομυκίνης σε συγκέντρωση 10-5 Μ για 72 ώρες στη μορφολογία 

των αγγειακών λείων μυϊκών κυττάρων. Κύτταρα που στερούνται ορού επωάστηκαν απουσία 

(Α) ή παρουσία αζιθρομυκίνης (Β) ή κύτταρα που επωάστηκαν σε 10% FBS μόνο (Γ) και 10% 

FBS με αζιθρομυκίνη (Δ). Οι φωτογραφίες λήφθηκαν με ανεστραμμένο μικροσκόπιο σε 

μεγέθυνση 40x, ράβδος κλίμακας=100μm. 
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3.2 Η επίδραση της αζιθρομυκίνης στη μορφολογία του ιστού σε καλλιέργειες 

αορτικών δακτυλίων 

Για να διαπιστωθεί αν η αζιθρομυκίνη επηρεάζει τη μορφολογία των ΛΜΚ σε επίπεδο ιστού, 

δακτύλιοι αορτής κουνελιού επωάστηκαν για 24 ώρες με αζιθρομυκίνη και στη συνέχεια έγινε 

χρώση τομών των ιστών αυτών με χρώση Cresyl Violet, τολουδίνη και ανοσοφθορισμό έναντι 

της α ακτίνης των ΛΜΚ (Εικόνες 3.2, 3.3, 3.4).   

Η χρώση Cresyl Violet χρησιμοποιεί βασική βαφή ανιλίνης για να χρωματίσει μπλε το 

RNA και DNA των κυττάρων και χρησιμοποιείται κυρίως σε ιστολογικές μελέτες του νευρικού 

ιστού. H μορφολογία των λείων μυϊκών ινών που επωάστηκαν παρουσία 10% FBS και 

αζιθρομυκίνης και στις δύο συγκεντρώσεις (10-7Μ ή 10-5 Μ) ήταν κυματοειδής  σε σύγκριση 

με την ιστολογική εικόνα των λείων μυϊκών ινών στις τομές που επωάστηκαν απουσία του 

φαρμάκου (Εικόνα 3.2). Δεν παρατηρήθηκαν εμφανή κυστίδια στα ΛΜΚ. 
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Εικόνα 3.2:  Ιστοχημική χρώση τομών αγγείων κουνελιού με cresyl violet. Οι τομές 

επωάστηκαν για 24 ώρες απουσία ορού ή σε 10% FBS απουσία ή παρουσία αζιθρομυκίνης σε 

συγκεντρώσεις 10-7Μ ή 10-5 Μ. Οι φωτογραφίες λήφθηκαν σε οπτικό μικροσκόπιο σε 

μεγέθυνση 10x (αριστερά, ράβδος κλίμακας = 100μm) και 40x (δεξιά, ράβδος κλίμακας = 

20μm).  
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Το μπλε της τολουιδίνης είναι μια χρωστική θειαζίνης με υψηλή συγγένεια για όξινα 

συστατικά των ιστών, χρωματίζοντας έτσι ιστούς πλούσιους σε DNA και RNA. Παρόμοια με 

τη χρώση Cressyl violet, η μορφολογία των λείων μυϊκών ινών που επωάστηκαν παρουσία 

10% FBS και αζιθρομυκίνη σε συγκέντρωση 10-7Μ ήταν κυματοειδής  σε σύγκριση με την 

ιστολογική εικόνα των λείων μυϊκών ινών στις τομές που επωάστηκαν απουσία του φαρμάκου 

(Εικόνα 3.3). Δεν παρατηρήθηκαν εμφανή κυστίδια στα ΛΜΚ. 

 

Εικόνα 3.3:  Χρώση τομών αορτής που επωάστηκαν για 24 ώρες σε 10% FBS παρουσία ή 

απουσία αζιθρομυκίνης (10-7Μ) με toluidine blue Οι φωτογραφίες λήφθηκαν σε οπτικό 

μικροσκόπιο σε μεγέθυνση 10x (αριστερά, ράβδος κλίμακας = 100μm) και 40x (δεξιά, ράβδος 

κλίμακας = 20μm). 

Στη συνέχεια με έμμεσο ανοσοφθορισμό μελετήθηκε η έκφραση της α-ακτίνης του 

κυτταροσκελετού. Στα κύτταρα εντοπίστηκε α-ακτίνη λείου µυός, µε την χαρακτηριστική για 

ΛΜΚ κατανοµή της στον κυτταροσκελετό των κυττάρων. Οι πυρήνες των κυττάρων 

χρωµατίστηκαν µε χρωστική DAPI ειδική για πυρηνική χρώση (Εικόνα 3.4). Δεν 

παρατηρήθηκε η κυματοειδής μορφή όπως στις χρώσεις Cresyl Violet και Tolouidine Blue, 

ούτε κυστίδια. 
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Εικόνα 3.4:  Έκφραση της α-ακτίνης σε τομές αορτής που επωάστηκαν για 24 ώρες απουσία 

ορού ή σε 10% FBS απουσία ή παρουσία αζιθρομυκίνης σε συγκεντρώσεις 10-7Μ ή 10-5 Μ. Οι 

φωτογραφίες λήφθηκαν σε οπτικό μικροσκόπιο σε μεγέθυνση 10x (αριστερά, ράβδος 

κλίμακας = 100μm) και 40x (δεξιά, ράβδος κλίμακας = 100μm).  
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3.3  Έκφραση πρωτεϊνών που εμπλέκονται στην αυτοφαγία  

Διερευνήθηκε, με έμμεσο ανοσοφθορισμό, η επίδραση της αζιθρομυκίνης στην έκφραση των 

πρωτεϊνών Beclin και LC3, που εμπλέκονται στην αυτοφαγία, σε τομές από δακτύλιους αορτής  

Τα αποτελέσματα των πειραμάτων αυτών έδειξαν ότι η παρουσία της αζιθρομυκίνης και στις 

δύο συγκεντρώσεις (10-7Μ και 10-5Μ) αυξάνει την έκφραση τόσο της Beclin (Εικόνα  3.7), όσο 

και της LC3 (Εικόνα 3.8).  

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει ότι η ένταση του σήματος αυξήθηκε και για τις δύο 

πρωτεΐνες (Beclin και LC3) στις τομές που επωάστηκαν απουσία ορού και αζιθρομυκίνης για 

24 ώρες (αρνητικό control, εικόνα 3.5 και εικόνα  3.6)   

 

Εικόνα 3.5:  Ανοσοφθορισμός τομών αγγείων κουνελιού με αντίσωμα για την Beclin. Οι τομές 

επωάστηκαν για 24 ώρες απουσία ορού και αζιθρομυκίνης. Οι φωτογραφίες λήφθηκαν σε 

οπτικό μικροσκόπιο σε μεγέθυνση 10x (αριστερά, ράβδος κλίμακας = 100μm) και 40x (δεξιά, 

ράβδος κλίμακας = 100μm).    

 

Εικόνα 3.6:  Ανοσοφθορισμός τομών αγγείων κουνελιού με αντίσωμα για την LC3. Οι τομές 

επωάστηκαν για 24 ώρες απουσία ορού και αζιθρομυκίνης. Οι φωτογραφίες λήφθηκαν σε 

οπτικό μικροσκόπιο σε μεγέθυνση 10x (αριστερά, ράβδος κλίμακας = 100μm) και 40x (δεξιά, 

ράβδος κλίμακας = 100μm).  
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Εικόνα 3.7:  Ανοσοφθορισμός τομών αγγείων κουνελιού με αντίσωμα για την Beclin. Οι τομές 

επωάστηκαν για 24 ώρες σε 10% FBS απουσία ή παρουσία αζιθρομυκίνης σε συγκεντρώσεις 

10-7Μ ή 10-5 Μ. Οι φωτογραφίες λήφθηκαν σε οπτικό μικροσκόπιο σε μεγέθυνση 10x 

(αριστερά, ράβδος κλίμακας = 100μm) και 40x (δεξιά, ράβδος κλίμακας = 100μm).  
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Η ποσοτικοποίηση των παραπάνω αποτελεσμάτων με τη χρήση του προγράμματος 

ImageJ Graphpad Prism έδειξε ότι υπάρχει στατιστικά σημαντική αύξηση (P<0.05) στην 

έκφραση της Beclin (Διάγραμμα 1) και της LC3 (Διάγραμμα 2) στις τομές που επωάστηκαν με 

αζιθρομυκίνη 10-7 Μ ή 10-5 Μ για 24 ώρες σε σύγκριση με τις τομές που επωάστηκαν παρουσία 

ορού και απουσία αζιθρομυκίνης. Η ένταση του σήματος ήταν:  

 18.5±4 μονάδες για τα ΛΜΚ που επωάστηκαν απουσία ορού 

 2.8±0.89 μονάδες για τα ΛΜΚ που επωάστηκαν μόνο με ορό  

 10±1.1 για τα ΛΜΚ που επωάστηκαν με ορό και αζιθρομυκίνη σε συγκέντρωση 10-7Μ   

 8.9±1.7για τα ΛΜΚ που επωάστηκαν με ορό και αζιθρομυκίνη σε συγκέντρωση 10-5Μ  

 

Διάγραμμα 1: Ένταση σήματος της Beclin σε τομές που επωάστηκαν παρουσία ορού (FBS+) 

απουσία ή παρουσία αζιθρομυκίνης σε συγκέντρωση 10-7 Μ (FBS+ΑΖΜ 10-7 Μ)  και 10-5 Μ 

(FBS+ΑΖΜ 10-5 Μ). Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως ΜΟ ±SEM από ένα πείραμα και 

μετρήσεις σε 3-4 τομές. * p<0.05 και **p<0.01 σε σύγκριση με FBS(+).  
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Εικόνα 3.8:  Ανοσοφθορισμός τομών αγγείων κουνελιού με αντίσωμα για την LC3. Οι τομές 

επωάστηκαν για 24 ώρες σε 10% FBS απουσία ή παρουσία αζιθρομυκίνης σε συγκεντρώσεις 

10-7Μ ή 10-5 Μ. Οι φωτογραφίες λήφθηκαν σε οπτικό μικροσκόπιο σε μεγέθυνση 10x 

(αριστερά, ράβδος κλίμακας = 100μm) και 40x (δεξιά, ράβδος κλίμακας = 100μm).  

Η ένταση του σήματος ήταν: 

 17.6±1.1 μονάδες για τα ΛΜΚ που επωάστηκαν απουσία ορού 

 3.8±0.9 μονάδες για τα ΛΜΚ που επωάστηκαν μόνο με ορό   

 10.8±2.1 για τα ΛΜΚ που επωάστηκαν με ορό και αζιθρομυκίνη σε συγκέντρωση 10-7Μ   

 11.6±1.2 για τα ΛΜΚ που επωάστηκαν με ορό και αζιθρομυκίνη σε συγκέντρωση 10-5Μ  
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Διάγραμμα 2: Ένταση σήματος της LC3 σε τομές που επωάστηκαν παρουσία ορού (FBS+) 

απουσία ή παρουσία αζιθρομυκίνης σε συγκέντρωση 10-7 Μ (FBS+ΑΖΜ 10-7 Μ)  και 10-5 Μ 

(FBS+ΑΖΜ 10-5 Μ). Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως ΜΟ ±SEM από ένα πείραμα και 

μετρήσεις σε 3-4 τομές. * p<0.05 και **p<0.01 σε σύγκριση με FBS(+).  

3.4 Μελέτη της έκφρασης της AMPK  

Σε ομογενοποιήματα κυττάρων που επωάστηκαν χωρίς ορό ή παρουσία 10% FBS και με ή 

χωρίς αζιθρομυκίνη διερευνήθηκε με ανοσοαποτύπωση η έκφραση της ΑΜΡΚ. Όπως φαίνεται 

στην Εικόνα 3.9, η ΑΜΡΚ επάγεται απουσία αζιθρομυκίνης (Εικόνα 3.9Α και Γ) και η 

έκφραση της είναι πιο έντονη απουσία ορού (Εικόνα 3.9Α και Β). Η παρουσία της 

αζιθρομυκίνης στο υλικό καλλιέργειας του ιστού ελάττωσε την έκφραση του ΑΜΡΚ, τόσο 

απουσία (Εικόνα 3.9Β) όσο και παρουσία ορού (Εικόνα 3.9Δ) .  
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Εικόνα 3.9 : Επαγωγή της σηματοδότησης AMPK. Ανοσοαποτύπωση της ποσότητας της 

πρωτεϊνης με αντίσωμα για την ακτίνη και με αντίσωμα για την AMPK σε ΛΜΚ  αορτής 

κουνελιού. Ανοσοαποτύπωση με Dot Blot σε (Α) ΛΜΚ χωρίς ορό και χωρίς αζιθρομυκίνη, (Β) 

χωρίς ορό παρουσία αζιθρομυκίνης (Γ)  με ορό απουσία αζιθρομυκίνης και (Δ) με ορό 

παρουσία αζιθρομυκίνης  
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4. Συζήτηση 

Η αζιθρομυκίνη, μία από τις σημαντικότερες μακρολίδες, είναι σημαντική για 

μακροχρόνια χορήγηση σε χρόνιες παθήσεις τόσο του αναπνευστικού (πανβρογχιολίτιδας, 

βρογχοεκτασία ) (49,51,52), όσο και του καρδιαγγειακού (αθηροσκλήρωση, στεφανιαία νόσος) 

συστήματος(74,74). Πέραν της αντιμικροβιακής της δράσης η αζιθρομυκίνη έχει βρεθεί ότι 

έχει αντιφλεγμονώδη δράση (31), επηρεάζει τον τόνο των ΛΜΚ και προκαλεί αυτοφαγία και 

αναστολή του πολλαπλασιασμού των ΛΜΚ του αναπνευστικού . (40)  

Στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε κατά πόσον η αζιθρομυκίνη επηρεάζει την 

μορφολογία των ΛΜΚ των αγγείων τόσο σε επίπεδο καλλιέργειας όσο και σε επίπεδο ιστού.  

Στις καλλιέργειες των ΛΜΚ, η αζιθρομυκίνη προκάλεσε τον σχηματισμό 

κυτταροπλασματικών κυστιδίων, χαρακτηριστκό της αυτοφαγίας. Τα ευρήματα αυτά 

συμφωνούν με παρόμοια ευρήματα σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού (40,79) και ανθρώπου (80), 

όπως και σε ΛΜΚ αγγείων κουνελιού [Σταματίου μη δημοσιευμένα αποτελέσματα].  

Παρόμοια σε επίπεδο ιστού, η αζιθρομυκίνη επάγει τις πρωτεΐνες Beclin και LC3 που 

εμπλέκονται στην αυτοφαγία. Οι πρωτεΐνες LC3 και Beclin συμμετέχουν στο σχηματισμό 

κυστιδίων που παρατηρούνται κατά την αυτοφαγία.    

Σε επίπεδο ιστού επίσης, στις χρώσεις  Cresyl Violet και Toluidine Blue διαπιστώσαμε 

ότι η αζιθρομυκίνη άλλαξε τη μορφολογία των λείων μυϊκών ινών καθώς απέκτησαν μια 

κυμματοειδής μορφή. Η κυματοειδής αυτή μορφή των λείων μυϊκών ινών μπορεί να αποδοθεί 

ή στη μεταβολή του τόνου των ΛΜΚ (79) ή σε μεταβολές της εξωκυττάριας ουσίας (81). 

Μελέτες σύσπασης σε παρασκευάσματα ιστών από κουνέλια έδειξαν ότι η αζιθρομυκίνη 

επηρεάζει τον τόνο των ΛΜΚ. Ειδικότερα προκαλεί χάλαση των ΛΜΚ της τραχείας (79)  και 

σύσπαση σε ΛΜΚ δωδεκαδακτύλου (82) Φαίνεται να υπάρχει μια αλληλοεπίδραση μεταξύ 

ECM και αυτοφαγίας καθώς μελέτες έχουν δείξει ότι η αυτοφαγία ρυθμίζεται από  

πρωτεογλυκάνες, κολλαγόνα και τα πρωτεολυτικά επεξεργασμένα θραύσματά τους (81,83). 

Άλλος ένας λόγος που η μορφολογία των λείων μυϊκών ινών μεταβάλλεται σε αλλαγές της 

ECM είναι πως τα ΛΜΚ δείχνουν υψηλότερο επίπεδο αυτοφαγίας σε άκαμπτο υπόστρωμα 

(83), το οποίο προκαλεί τη μετάβαση των κυττάρων από τον συσταλτό στον συνθετικό 

φαινότυπο. Κατά τη διάρκεια παθολογικών καταστάσεων, τα αγγεία γίνονται δύσκαμπτα, ενώ 

τα υγιή αιμοφόρα αγγεία είναι μαλακά και τα αγγειακά ΛΜΚ εκτελούν ανεξέλεγκτο 

πολλαπλασιασμό και μετανάστευση, μετατοπίζοντας τα στον φλεγμονώδη/συνθετικό 

φαινότυπο και αυξάνοντας αντίστοιχα τη σύνθεση της ECM (83). Στον ανοσοφθορισμό δε 

φάνηκε τόσο έντονα αυτή η κυμματοειδής μορφή των ΛΜΚ. Ο αρχικός χαρακτηρισµός των 

κυττάρων έγινε με έμμεσο ανοσοφθορισμό και χρησιµοποιήθηκαν µε αντισώµατα κατά της α-

ακτίνης, επιβεβαιώνοντας τον κυτταρικό τύπο τους. Τα ΛΜΚ εκφράζουν την πρωτεΐνη αυτή 
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στον κυτταροσκελετό τους σε συγκεκριμένους σχηματισμούς, που δημιουργούν ένα πρότυπο 

αποκλειστικά για τα ΛΜΚ. 

Τέλος διερευνήσαμε κατά πόσο το μονοπάτι της ΑΜΡΚ εμπλέκεται στην επαγόμενη 

από την αζιθρομυκίνη αυτοφαγία. Η ανοσοαποτύπωση Dot Blot έδειξε ότι η έκφραση της 

AMPK απουσιάζει παρουσία της αζιθρομυκίνης, γεγονός που υποδηλώνει ότι το σηματοδοτικό 

μονοπάτι της ΑΜΡΚ/mTOR δεν εμπλέκεται στη δράση της αζιθρομυκίνης. Ένα άλλο πιθανό 

μονοπάτι το οποίο μπορεί να εμπλέκεται είναι το μονοπάτι του ΝF-κΒ. Ο ΝF-κΒ είναι ένας 

μεταγραφικός παράγοντας που συμμετέχει και αυτός  στο μονοπάτι της αυτοφαγίας. (84)  

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι στην παρούσα μελέτη φάνηκε επαγωγή της 

αυτοφαγίας σε ΛΜΚ που επωάστηκαν χωρίς ορό και χωρίς αζιθρομυκίνη, καθώς αυξήθηκαν 

οι πρωτεΐνες  LC3 και Beclin. Επίσης η AMPK εκφράζεται σε ιστούς απουσία αζιθρομυκίνης 

και μάλιστα η έκφραση της ήταν αυξημένη σε ιστούς που επωάστηκαν απουσία ορού. Τα 

αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν ότι απουσία ορού στα ΛΜΚ επάγεται αυτοφαγία μέσω του 

σηματοδοτικού μονοπατιού ΑΜΡΚ/mTOR. (85) 

Συμπερασματικά, η αζιθρομυκίνη στα αγγεία επάγει την αυτοφαγία σε ΛΜΚ τόσο σε 

επίπεδο κυττάρου όσο και σε επίπεδο ιστού και αλλάζει την μορφολογία των λείων μυϊκών 

ινών. Η πρόκληση της αυτοφαγίας δεν μεσολαβείται μέσω του σηματοδοτικού μονοπατιού της 

AMPK. Αντίθετα το μονοπάτι αυτό φαίνεται πως εμπλέκεται στην αυτοφαγία που προκαλείται 

σε ΛΜΚ απουσία αζιθρομυκίνης και ορού.  
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