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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 Κατά τη διάρκεια των τριών προηγούµενων δεκαετιών, πολλά βήµατα στην 

ανάπτυξη της αθηροσκλήρυνσης έχουν αναγνωριστεί και καταννοηθεί, σε κυτταρικό και 

µοριακό επίπεδο. Η αθηροσκλήρυνση είναι µια σύνθετη οντότητα, όπου το ενδοθήλιο 

και τα λεία µυϊκά κύτταρα των αγγείων, τα µακροφάγα, τα Τ-λεµφοκύτταρα και τα 

αιµοπετάλια αλληλεπιδρούν µεταξύ τους και παράγουν σε συνδυασµό µια απάντηση 

αγγειακής βλάβης. Χηµειοτακτικοί παράγοντες που επηρεάζουν τη συσσώρευση των 

λευκοκυττάρων, µιτογόνοι και αυξητικοί παράγοντες που προκαλούν πολλαπλασιασµό 

του συνδετικού ιστού, των µακροφάγων, των ενδοθηλιακών και λείων µυϊκών κυττάρων, 

προκαλούν σχηµατισµό αθηροσκληρυντικών αλλοιώσεων. Η παραγωγή και η πρόσληψη 

οξειδωµένων χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεϊνών (ox-LDL), από το ενδοθήλιο και τα 

µακροφάγα προκαλεί επιπρόσθετη βλάβη στα αγγειακά τοιχώµατα, ενώ ο σχηµατισµός 

µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ), ρυθµίζει τον αγγειοκινητικό τόνο. 

Ο σκοπός της παρούσας διατριβής αρχικά ήταν η διερεύνηση βλαβών στο 

επίπεδο του µικροδορυφορικού (microsatellite) DNA που εντοπίζονται κοντά ή εντός 

των χρωµοσωµικών περιοχών, στις οποίες χαρτογραφούνται γονίδια του MMR 

συστήµατος του ανθρώπου, σε αθηρωµατικούς ιστούς. Σε δεύτερη φάση, 

πραγµατοποιήθηκε ευρύτερος έλεγχος δεικτών µικροδορυφορικού DNA προκειµένου να 

αναδυθούν γονίδια που σχετίζονται µε την αθηροσκλήρυνση.  

Σε ό,τι αφορά το πρώτο σκέλος της µελέτης, διαπιστώθηκε ότι: α) οι γενετικοί 

τόποι hMSH2, hPMS1 και hMLH1 εµπλέκονται σε ποσοστό 28% µε τη δηµιουργία 

αθηρωµατικών πλακών, β) το φαινόµενο της απώλειας της ετεροζυγωτίας ή 

ανισορροπίας αλληλοµόρφου (loss of heterozygosity, LOH, or allelic imbalance, AI) 

ανιχνεύεται αρκετά συχνά στις αθηρωµατικές πλάκες και γ) το κλάσµα της τοπικής 

απώλειας γενετικού υλικού (fractional regional loss, FRL) βρέθηκε να είναι 0,021, 0,021 

και 0,026 αντίστοιχα στους προαναφερθέντες γενετικούς τόπους. 

Αυτές οι παρατηρήσεις φαίνεται να είναι το αποτέλεσµα εστιακού µονοκλονικού 

πολλαπλασιασµού γενετικά διακριτών λείων µυϊκών κυττάρων. Για να ξεκαθαρίσουµε τη 

σηµασία των αλλαγών του DNA στην παθογένεια της αθηροσκλήρυνσης, προχωρήσαµε 

στο δεύτερο σκέλος της µελέτης και εξετάσαµε DNA από αθηρώµατα αορτής για 

µικροδορυφορικές αλλαγές µε δείκτες που σχετίζονται µε τη νόσο. Συγκεκριµένα 
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αναλύθηκαν 78 νεκροτοµικά αορτικά αθηρώµατα για αλλαγές του µικροδορυφορικού 

DNA, έναντι αντίστοιχου φλεβικού αίµατος. Για να εκτιµήσουµε τη σηµασία αυτών των 

παρατηρήσεων, 33 επιπλέον φυσιολογικά ιστολογικά αορτικά δείγµατα αντίστοιχης 

ηλικίας και φύλου εξετάστηκαν. Απώλεια της ετεροζυγωτίας (Loss of heterozygosity-

LOH), βρέθηκε στο 47.4% των περιπτώσεων και στο 18.2% των µαρτύρων σε 

τουλάχιστον ένα γενετικό τόπο. Η εµφάνιση της απώλειας της ετεροζυγωτίας στον 

αορτικό ιστό σχετίζεται µε τον κίνδυνο της αρτηριοσκλήρυνσης (OR 4,06, 95% CI 1,50 

έως 10,93). Σηµαντικές γενοµικές αλλαγές βρέθηκαν στις περιοχές 1p32-p31, 1q22-q25, 

2q35 και 6p21.3 όπου τα αντίστοιχα γονίδια VCAM1, SELE, APEG1 και AIF1 έχουν 

χαρτογραφηθεί. 

Συµπερασµατικά, σε ό,τι αφορά το πρώτο σκέλος της µελέτης, η εµπλοκή 

γενετικών βλαβών στα γονίδια του MMR συστήµατος στις αθηρωµατικές αλλοιώσεις, 

φαίνεται πως είναι περιορισµένη. Ως προς το δεύτερο σκέλος, η εκτενής ανάλυση 

πολλαπλών γενετικών δεικτών, διάσπαρτων στο ανθρώπινο γονιδίωµα, σε αθηρωµατικά 

και φυσιολογικά αγγεία, υποδεικνύει πως οι βλάβες στο γενετικό υλικό πράγµατι 

αποτελούν παράγοντα κινδύνου για την αθηρογένεση. Ανεξαρτήτως της αιτιολογίας της 

δηµιουργίας τους, είναι δυνατό να πλήξουν τη λειτουργία γονιδίων που ενέχονται στη 

φλεγµονώδη απόκριση, και στο µηχανισµό επούλωσης αγγειακού τραύµατος. Με τον 

αποκλεισµό των σποραδικών γενετικών αλλοιώσεων που εντοπίζονται τυχαία σε 

φυσιολογικά αγγεία, αποµονώνονται περιπτώσεις σε γονίδια που εµπλέκονται στην 

πρόσδεση των λευκοκυττάρων, την ανάπτυξη των αγγειακών λείων µυϊκών κυττάρων, τη 

διαφοροποίηση και µετανάστευσή τους. Τέτοιες γενετικές αλλοιώσεις ευννοούν τα λεία 

µυϊκά κύτταρα που τις φέρουν και βοηθούν στην κλωνική τους επέκταση και 

µετανάστευση.  
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ABSTRACT 
 
 Over the past three decades many cellular and molecular steps of atherosclerosis 

development have been well recognized and understood. Atherosclerosis is a complex 

systemic condition where endothelium and vascular smooth muscle cells (VSMCs), 

macrophages, T-lymphocytes, and platelets interact with each other and produce in 

combination a vascular injury-like response. Chemotactic factors that affect leukocyte 

chemotaxis, mitogens and growth factors that cause proliferation of connective tissue, 

macrophages, VSMCs and endothelial cells, promote atherosclerotic lesion formation. 

Production and uptake of oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL) by the endothelium 

and macrophages causes further injury to the vessel walls, while the formation of nitric 

oxide (NO) modulates vasomotor tone. 

 The aim of this study, was initially to find out lesions at the level of microsatellite 

DNA located in the regions where the genes of the human mismatch repair system 

(MMR), are located. As a second step, we tested more microsatellite DNA markers, in 

order to find genes associated with atherosclerosis development. 

 According to our first results, we found that: a) the genetic loci hMSH2, hPMS1 

and hMLH1 are involved in atherosclerotic plaque formation at a 28%. b) loss of 

heterozygosity, LOH, or allelic imbalance,AI, is detected in atherosclerotic plaques and 

c) fractional regional loss, FRL, was 0,021, 0,021 and 0,026 in the forementioned genetic 

loci respectively.  

 These observations seem to be the result of the focal monoclonal proliferation of 

genetically distinct VSMCs. To elucidate the potential importance of DNA alterations in 

the pathology of atherosclerosis we screened DNA from aortic atheromas for 

microsatellite alterations in markers previously associated with the disease. We assayed 

seventy eight aortic atheromas compared to correspondent venous blood DNA. Thirty-

three histologically normal aortic tissues in comparison to their correspondent blood 

samples were also examined as a control group. LOH was found in 47,4% of 

atherosclerotic cases and in 18,2% of controls in at least one locus. The LOH incidence 

was found to be associated to atherosclerosis risk with an odds ratio value of 4,06, 95% 

CI 1,50 to 10,93. Comparison of the profiles of microsatellite DNA alterations between 

cases and controls revealed that 1p32-p31, 1q22-q25, 2q35 and 6p21.3 were significantly 
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affected in atherosclerotic cases (p<0,05). In these genomic regions VCAM1, SELE, 

APEG1 and AIF1 genes have been mapped respectively. 

 In conclusion, as far as the first part of the study is concerned, the genetic lesions 

in MMR genes in atherosclerotic plaques, seem to be of not important interest.  

At the second part of the study, the detailed assay of multiple genetic loci of the human 

genome, shows that these genetic lesions form an atherosclerotic risk factor for 

atherosclerosis. Our data suggest that genomic rearrangements in atherosclerosis may be 

directly linked with disease development as an inflammatory vascular wound healing 

response. Genes involved in leukocyte adhesion, vascular smooth muscle cells growth, 

differentiation and migration, were found affected by somatic genomic alterations in 

atheromas and could provide the trigger to disease development. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1ο

ΑΝΑΤΟΜΙΑ ΤΩΝ ΑΡΤΗΡΙΩΝ  
 

Η αθηροσκλήρυνση, η κύρια αιτία θανάτων στις δυτικές χώρες, είναι µια 

προοδευτική παθολογική διεργασία που γενικά αρχίζει στην παιδική ηλικία και 

εκδηλώνεται κλινικά στο µέσο της ενήλικης ζωής και αργότερα. Πριν από 25 χρόνια, η 

αθηροσκλήρυνση εθεωρείτο εκφυλιστική νόσος λόγω της συσσωρεύσεως λιπιδίων και 

νεκρωτικών υπολειµµάτων στις προχωρηµένες βλάβες. Σήµερα γνωρίζουµε ότι είναι µια 

πολυπαραγοντική διεργασία, η οποία για να έχει κλινικά επακόλουθα, απαιτεί την 

εκτεταµένη συσσώρευση λείων µυϊκών κυττάρων στον έσω χιτώνα της πάσχουσας 

αρτηρίας. 

Η µορφή και το περιεχόµενο των προχωρηµένων βλαβών της αθηροσκληρύνσεως 

αντικατοπτρίζουν τα αποτελέσµατα τριών θεµελιωδών βιολογικών διεργασιών. Αυτές 

είναι: α) συσσώρευση λείων µυϊκών κυττάρων στον έσω χιτώνα, σε συνδυασµό µε 

ποικίλο αριθµό συσσωρευόµενων µακροφάγων και Τ-λεµφοκυττάρων β) σχηµατισµός 

από τα υπερπλασσόµενα λεία µυϊκά κύτταρα µεγάλων ποσοτήτων θεµέλιας ουσίας 

συνδετικού ιστού, συµπεριλαµβανοµένου του κολλαγόνου, των ελαστικών ινών και των 

πρωτεαγλυκανών, και γ) συσσώρευση λιπιδίων, κυρίως µε τη µορφή των εστέρων 

χοληστερόλης και ελεύθερης  χοληστερόλης, εντός των κυττάρων και στους γύρω 

συνδετικούς ιστούς (1-6). 

Παρά το γεγονός ότι ο όρος «αθηροσκλήρυνση» προέρχεται από τις ελληνικές 

λέξεις «αθήρη» που σηµαίνει πυκνός πολτός και «σκλήρυνση», είναι σηµαντικό να 

υπογραµµίσουµε ότι υπάρχει µεγάλη διακύµανση στις σχετικές αναλογίες των ιστών που 

παράγονται από τις διεργασίες αυτές στις αθηροσκληρυντικές βλάβες. Συνεπώς, πολλές 

βλάβες της αθηροσκληρύνσεως είναι πυκνές και ινώδεις, ενώ άλλες περιέχουν µεγάλες 

ποσότητες λιπιδίων και νεκρωτικών καταλοίπων και οι περισσότερες εµφανίζουν 

συνδυασµούς και διάφορες αναλογίες  των χαρακτηριστικών αυτών. Η κατανοµή των 

λιπιδίων και του συνδετικού ιστού στις βλάβες καθορίζει αν αυτές είναι σταθερές ή 

έχουν τον κίνδυνο ρήξεως, θροµβώσεως και κλινικών επακολούθων.  
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Η φυσιολογική αρτηρία (Εικ. 1) αποτελείται από έσω χιτώνα, ο οποίος 

επικαλύπτεται µε ενδοθήλιο στην εσωτερική του (προς τον αυλό επιφάνεια), ενώ προς τα 

έξω αφορίζεται από το έσω ελαστικό πέταλο. Ο µέσος χιτώνας προς τα έσω αφορίζεται 

από το έσω ελαστικό πέταλο και προς έξω, στις καλά αναπτυγµένες µυϊκές και ελαστικές 

αρτηρίες, από το έξω ελαστικό πέταλο. Ο έξω χιτώνας αφορίζεται εσωτερικά από το έξω 

ελαστικό πέταλο, ενώ προς τα έξω αποτελεί το εξωτερικό του ίδιου του αγγείου.  

 

 1.1 Ο ΕΣΩ ΧΙΤΩΝΑΣ 

Κατά τη γέννηση, ο έσω χιτώνας συνίσταται από σχετικά λεπτό στρώµα 

συνδετικού ιστού, ο οποίος περιέχει αραιά µονήρη λεία µυϊκά κύτταρα. Το µεγαλύτερο 

µέρος του συνδετικού ιστού κατά τη γέννηση αποτελεί τη βασική µεµβράνη. Με την 

αύξηση της ηλικίας, η ποσότητα του συνδετικού ιστού αυξάνει, κυρίως ως αποτέλεσµα 

παχύνσεως της βασικής µεµβράνης και σχηµατισµού κολλαγόνων ινιδίων και νέων 

ελαστικών ινών. Με την αύξηση της ηλικίας, φαίνεται ότι συµβαίνει συγκεντρική 

αύξηση του αριθµού των λείων µυϊκών κυττάρων του έσω χιτώνα.  

Ο έσω χιτώνας είναι ο τόπος αναπτύξεως των αθηροσκληρυντικών βλαβών. Οι 

βλάβες της αθηροσκληρύνσεως φαίνεται ότι σχηµατίζονται µε δύο τρόπους στα διάφορα 

άτοµα. Στα άτοµα µε κλινικά επακόλουθα, οι βλάβες σχηµατίζονται από µια γενικά 

ασύµµετρη πάχυνση του έσω χιτώνα η οποία στενεύει συνεχώς τον αυλό µε αποτέλεσµα 

την ελάττωση της ροής του αίµατος. Η δεύτερη µορφή παχύνσεως του έσω χιτώνα είναι 

εκείνη κατά την οποία η αύξηση  του έσω χιτώνα συνδυάζεται µε συνεχή διεύρυνση της 

αρτηρίας, έτσι ώστε ο πραγµατικός αυλός ελάχιστη ή καµµιά µεταβολή της διαµέτρου 

παρουσιάζει. Στη δεύτερη περίπτωση, αν και ενδέχεται να σχηµατιστούν 

αθηροσκληρυντικές βλάβες, αυτές γενικά είναι πιο συµµετρικές και συγκεντρικές, η 

µορφή δε αυτής της νόσου δηµιουργεί ελάχιστα επακόλουθα ή κανένα.  

 

 1.2 Ο ΜΕΣΟΣ ΧΙΤΩΝΑΣ 
Ο µέσος χιτώνας είναι το µυϊκό τοίχωµα της αρτηρίας και αφορίζεται από το έσω 

και έξω ελαστικό πέταλο. Τα πέταλα αυτά αποτελούνται από θυριδωτά φύλλα ελαστικών 

ινών µε πολυάριθµα, αρκετά µεγάλα ανοίγµατα που επιτρέπουν ουσίες και κύτταρα να 

διέρχονται και προς τις δύο κατευθύνσεις. Ο µέσος χιτώνας των µυϊκών αρτηριών 

αποτελείται από σπειροειδή στρώµατα λείων µυϊκών κυττάρων, που συνδέονται µεταξύ 
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τους, κάθε δε κύτταρο περιβάλλεται από διακοπτόµενη βασική µεµβράνη µε διάσπαρτα 

κολλαγόνα ινίδια και πρωτεογλυκάνες.  

Οι ελαστικές αρτηρίες περιέχουν πολλαπλά στρώµατα, ή πετάλια (lamellae) 

λείων µυϊκών κυττάρων, καθένα από τα οποία είναι ισοδύναµο µε το µονόστοιβο µέσο 

χιτώνα των µικρών αρτηριών ή αρτηριδίων. Κάθε στρώµα ή πετάλιο αφορίζεται από ένα 

ελαστικό πέταλο στην έσω και έξω επιφάνεια αυτού. Ο αριθµός των πεταλιακών 

µονάδων (lamellar units) που υπάρχουν στις ελαστικές αρτηρίες έχει αποδειχθεί ότι 

εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από το µέγεθος του οργανισµού και άλλους παράγοντες 

όπως η ανατοµική θέση της αρτηρίας. Έχει υποστηριχθεί ότι οι 29 πεταλιακές µονάδες 

είναι το µέγιστο πάχος του αρτηριακού τοιχώµατος που µπορεί να µεταφέρει 

οξυγωνοµένους µεταβολίτες από τον αυλό της αορτής µέχρι το εξώτερο πέταλο. Όταν 

υπάρχουν περισσότερες των 29 πεταλιακών µονάδων φαίνεται ότι είναι απαραίτητη η 

ύπαρξη τροφοφόρων αγγείων (vasa vasorum), τα οποία προέρχονται από τον έξω χιτώνα. 

Τα αγγεία αυτά τροφοδοτούν τις υπόλοιπες προς τα έξω πεταλιακές µονάδες (6,7).  

 

 1.3 Ο ΕΞΩ ΧΙΤΩΝΑΣ  

Ο έξω χιτώνας έχει πυκνή κολλαγόνο υφή και περιέχει πολυάριθµες δέσµες 

κολλαγόνων ινιδίων, ελαστικών ινών και πολλούς ινοβλάστες µε µερικά λεία µυϊκά 

κύτταρα. Είναι πλούσιος σε αγγεία ιστός, περιέχει δε και πολλές νευρικές ίνες. Όπως 

αναφέρθηκε πιο πάνω, ο έξω χιτώνας προµηθεύει τις εξωτερικές στοιβάδες του µέσου 

χιτώνα των µεγάλων ελαστικών αρτηριών µε τα αγγεία αγγείων, καθώς και µε 

λεµφοφόρα αγγεία και νεύρα. Έχει παρατηρηθεί ότι η κοιλιακή αορτή του ανθρώπου 

στερείται αγγείων αγγείων στις εξωτερικές στοιβάδες της και αυτό ίσως αποτελεί έναν 

από τους λόγους που η κοιλιακή αορτή είναι ιδιαίτερα επιρρεπής σε αθηρογένεση (7).  
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Εικόνα 1: ∆οµή φυσιολογικής αρτηρίας ελαστικού τύπου. Intimal layer: έσω χιτώνας, medial layer: µέσος 

χιτώνας, adventitial layer: έξω χιτώνας, elastic lamina (fenestrated): ελαστικό πέταλο (θυριδωτό), basal 

lamina: βασική µεµβράνη, subendothelial connective tissue: υποενδοθηλιακός συνδετικός ιστός, mast cell: 

µαστοκύτταρο, vasa vasorum: αγγεία αγγείων, fibroblast: ινοβλάστης.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2ο

ΚΥΤΤΑΡΑ ΤΗΣ ΑΡΤΗΡΙΑΣ ΚΑΙ ΤΟΥ ΑΙΜΑΤΟΣ ΠΟΥ ΕΜΠΛΕΚΟΝΤΑΙ 

ΣΤΗΝ ΑΘΗΡΟΓΕΝΕΣΗ 

 

 2.1 ΕΝ∆ΟΘΗΛΙΑΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ 

Τα ενδοθηλιακά κύτταρα πιθανώς αποτελούν το µεγαλύτερο και πιο εκτεταµένο 

ιστό του σώµατος, επειδή επαλείφουν εσωτερικά ολόκληρο το αγγειακό δένδρο. Στο 

αρτηριακό σύστηµα, τα ενδοθηλιακά κύτταρα σχηµατίζουν συνεχή, λεία, µη 

διακοπτόµενη επιφάνεια και αποτελούν τον κύριο φραγµό µεταξύ στοιχείων του αίµατος 

και του αρτηριακού τοιχώµατος. Το ενδοθήλιο αποτελεί ένα φραγµό µε πολύ εκλεκτική 

διαπερατότητα (8,9), πιστεύεται ότι αποτελεί µη θροµβογόνο επιφάνεια (10), και είναι 

έντονα ενεργός µεταβολικά ιστός (11), που συνθέτει αγγειοενεργές ουσίες και 

µακροµόρια συνδετικού ιστού (12). Τα ενδοθηλιακά κύτταρα που εξετάζονται σε 

καλλιέργειες παρουσιάζουν επίσης προπηκτικές (procoagulant) ιδιότητες (13), ωστόσο 

είναι πιθανό ότι οι προπηκτικές αυτές ιδιότητες εκδηλώνονται σε περιπτώσεις βλάβης 

του ενδοθηλίου και πιθανώς δεν υπάρχουν in situ στη φυσιολογική αρτηρία (Εικ. 2.1.1 

και 2.1.2). 

Αν και τα ενδοθηλιακά κύτταρα, καθώς βλέπονται en face στο κοινό µικροσκόπιο 

και στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο σάρωσης (scanning electron microscopy) και σε 

εγκάρσιες τοµές µε το κοινό µικροσκόπιο και το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο διερχόµενης 

δέσµης (transmission electron microscopy), φαίνεται ότι µορφολογικά είναι απόλυτα 

όµοια στα διάφορα τµήµατα του αρτηριακού δέντρου, ενδέχεται να έχουν λειτουργικές 

διαφορές στις διάφορες ανατοµικές θέσεις. Για παράδειγµα, τα ενδοθηλιακά κύτταρα των 

τριχοειδών έχουν επί της επιφάνειάς υποδοχείς για ένα ισχυρό ρυθµιστικό της αυξήσεως 

πεπτίδιο, τον αιµοπεταλιακό αυξητικό παράγοντα (platelet-derived growth factor, 

PDGF), ενώ τέτοιοι υποδοχείς δεν υπάρχουν στο ενδοθήλιο των αρτηριών (14). Πιθανώς, 

υπάρχουν και άλλες διαφορές, όχι µόνο µεταξύ ενδοθηλίου τριχοειδών και αρτηριών, 

αλλά και µεταξύ ενδοθηλιακών κυττάρων σε διάφορα τµήµατα του ίδιου του αρτηριακού 

δένδρου. 
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Με τις διαφορές αυτές θα περιµένει κανείς ότι υπάρχει διαφορετικός τρόπος 

απαντήσεως των ενδοθηλιακών κυττάρων σε βλάβες από έκθεση σε διάφορους 

βλαπτικούς παράγοντες στα διάφορα µέρη του αρτηριακού τοιχώµατος. Τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα φυσιολογικά συνδέονται µεταξύ τους µε σφικτές (tight junctions) και 

χασµατικές συνδέσεις (gap junctions). Μεταφέρουν ουσίες και προς τις δύο 

κατευθύνσεις µε τη διαδικασία της ενδοκυττώσεως που ενίοτε καλείται διακύττωση 

(transcytosis). Έχουν παρατηρηθεί διενδοθηλιακοί πόροι (transendothelial channels) στο 

ενδοθήλιο των τριχοειδών, ωστόσο, δεν είναι σαφές εάν οι πόροι αυτοί παίζουν ρόλο στη 

µεταφορά µακροµορίων από το αίµα στους αρτηριακούς ιστούς. Έχει επίσης 

υποστηριχθεί ότι οι συνδέσεις µεταξύ των ενδοθηλιακών κυττάρων αποτελούν δυνητικές 

θέσεις αυξήσεως της µεταφορικής ικανότητας του ενδοθηλίου, ιδίως όταν υπάρχει βλάβη 

αυτού.  

Τα ενδοθηλιακά κύτταρα κείτονται επί µιας βασικής µεµβράνης, η οποία 

αποτελείται από µια ιδιαίτερη µορφή κολλαγόνου (κολλαγόνο τύπου ΙV) αναµειγµένου 

µε ιδιαίτερους τύπους  µορίων πρωτεογλυκάνης. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα αναµφίβολα 

ευθύνονται για τη σύνθεση των µορίων αυτών του συνδετικού ιστού (15). Η βασική 

µεµβράνη πιθανώς χρησιµεύει και ως ένα είδος αδρού ηθµού.  

Τα ενδοθηλιακά κύτταρα διαθέτουν επί της επιφανείας τους υποδοχείς για πολλά 

και διάφορα µόρια, όπως για τις λιποπρωτεΐνες χαµηλής πυκνότητας (LDL) (16), για 

αυξητικούς παράγοντες και πιθανώς για µια σειρά φαρµακευτικούς παράγοντες. Μια 

ειδική ικανότητα του ενδοθηλίου ίσως είναι ιδιαίτερα σηµαντική στην αθηρογένεση. 

Πρόκειται για την ικανότητα να τροποποιεί τις λιποπρωτεΐνες. Οι LDL φαίνεται ότι 

«τροποποιούνται» από µια διεργασία οξειδώσεως χαµηλού βαθµού (low-level oxidation), 

όταν συνδέονται µε τους υποδοχείς LDL, εσωτερικοποιούνται (internalized) και 

µεταφέρονται διαµέσου του ενδοθηλίου.  

Οι τροποποιηµένες αυτές LDL συνδέονται µε ειδικό τύπο υποδοχέα, που έχει 

αποκληθεί υποδοχέας-καθαριστής (scavenger receptor), επί της επιφανείας των 

µακροφάγων, από τα οποία προσλαµβάνονται και συµβάλλουν στο σχηµατισµό των 

αφροκυττάρων (foam cells). Η δραστηριότητα αυτή πιθανώς είναι σηµαντική στην 

αθηρογένεση. Το ενδοθήλιο φυσιολογικά αποτελεί µια µη θροµβογόνο επιφάνεια, λόγω 

της ικανότητάς του να σχηµατίζει προσταγλανδινικά παράγωγα, ιδίως προστακυκλίνη 

(PGI2) έναν ισχυρό αγγειοδιαστολέα που αναστέλλει αποτελεσµατικά τη συσσώρευση 
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των αιµοπεταλίων, και λόγω της επαλείψεώς  του µε στρώµα θειϊκής ηπαράνης (heparan 

sulfate).  

Τα ενδοθηλιακά κύτταρα παράγουν επίσης τον ισχυρότερο µέχρι σήµερα 

ανακαλυφθέντα αγγειοδιαστολέα, τον ενδοθηλιακό χαλαρωτικό παράγοντα (endothelial-

derived relaxing factor, EDRF), µια θειολική µορφή του νιτρικού οξειδίου ή υποξειδίου 

του αζώτου (ΝΟ). Η παραγωγή EDRF από το ενδοθήλιο είναι κρίσιµης σηµασίας για τη 

διατήρηση της ισορροπίας µεταξύ αγγειοσυσπάσεως κσι αγγειοδιαστολής στη διαδικασία 

της αρτηριακής οµοιοστάσεως (17). Τα ενδοθηλιακά κύτταρα εκκρίνουν επίσης 

παράγοντες που διαλύουν τους θρόµβους ινώδους, όπως πλασµινογόνο, καθώς και 

ουσίες που προάγουν την πήξη (procoagulant materials), όπως ο παράγοντας von 

Villebrand (13). Επίσης εκκρίνουν µια σειρά αγγειοενεργών παραγόντων, όπως 

ενδοθηλίνη (17), µετατρεπτικό ένζυµο της αγγειοτασίνης και τον αιµοπεταλιακό 

αυξητικό παράγοντα, που ενδέχεται να έχουν µεγάλη σηµασία για την αγγειοσύσπαση.  

Ένα ιδιαίτερο χαρακτηριστικό του ενδοθηλίου, πιθανώς µεγάλης σηµασίας, είναι 

το γεγονός ότι τα ενδοθηλιακά κύτταρα αναπτύσσονται υποχρεωτικά σε µονόστοιβο ιστό 

(obligate monolayer). Τέτοια ανάπτυξη είναι αντιπροσωπευτική κυττάρων που 

επαλείφουν τις περισσότερες επιφάνειες του σώµατος, συµπεριλαµβανοµένων και των 

επιθηλιακών επιφανειών, και χαρακτηρίζεται από το γεγονός ότι τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα δε στοιβάζονται το ένα επάνω στο άλλο σε θέσεις βλάβης, προς διευκόλυνση 

της αποκαταστάσεως της επιφάνειας που απενδοθηλιώθηκε. Με άλλα λόγια, µόνο 

κύτταρα στα όρια της βλάβης συµµετέχουν στην αναγεννητική απάντηση. Έτσι, αν µια 

συγκεκριµένη ανατοµική θέση βλάπτεται κατ’επανάληψη επί µακρό χρονικό διάστηµα 

και αν τα πέριξ ενδοθηλιακά κύτταρα χάσουν την αναγεννητική τους ικανότητα, τα 

κύτταρα µακριά από το σηµείο της βλάβης, που διατηρούν την ικανότητα 

πολλαπλασιασµού, δεν µπορούν να µετάσχουν, επειδή δεν µπορούν να φθάσουν στο 

σηµείο της βλάβης. 

Τα ενδοθηλιακά κύτταρα των αρτηριών συνθέτουν και εκκρίνουν διάφορα 

µιτογόνα, ένα από τα οποία είναι µια µορφή PDGF (18-20). Ο PDGF είναι αυξητικός 

παράγοντας για µεσεγχυµατικής προελεύσεως κύτταρα που παράγουν συνδετικό ιστό, 

όπως οι ινοβλάστες και τα λεία µυϊκά κύτταρα, όχι όµως και για τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

των αρτηριών. Η ικανότητα του ενδοθηλίου όταν «ενεργοποιηθεί» κατάλληλα ώστε να 

σχηµατίσει τέτοιους αυξητικούς παράγοντες, είναι σηµαντική για την αθηρογένεση.  
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Εποµένως, το ενδοθήλιο σχηµατίζει ένα υποχρεωτικά µονόστοιβο που επαλείφει 

ολόκληρο το αρτηριακό δένδρο, είναι µεταβολικά ενεργό, παράγει αγγειοενεργές ουσίες, 

διαθέτει µη θροµβογόνο επιφάνεια και παράγει ουσίες που προάγουν την πήξη (21-22). 

Επίσης, ενεργεί ως ένας διαπερατός φραγµός που ελέγχει τη δίοδο µορίων προς το 

αρτηριακό τοίχωµα. Οξειδώνει τις LDL και παράγει νιτρικό οξείδιο (ΝΟ), τον κύριο 

παράγοντα µε τον οποίο διατηρείται η αγγειοδιαστολή (23). Όλα αυτά αποδεικνύουν τη 

δυναµική φύση του ενδοθηλίου και τη µεγάλη σηµασία του κυτταρικού αυτού 

στρώµατος στη διατήρηση της κυτταρικής οµοιοστάσεως. Όταν το ενδοθήλιο σχηµατίζει 

οξειδωµένες LDL (oxLDL), βλάπτονται το ίδιο το ενδοθήλιο και υποκείµενα κύτταρα 

του αρτηριακού τοιχώµατος.  

Οι οξειδωµένες LDL παίζουν σηµαντικό πυροδοτικό ρόλο στην αύξηση της 

προσκολλήσεως και µεταναστεύσεως µονοκυττάρων και λεµφοκυττάρων-Τ από το αίµα 

στο αρτηριακό τοίχωµα. Οι oxLDL επάγουν το σχηµατισµό τουλάχιστον δύο 

προσφυτικών µορίων (adhesive molecules) επί της επιφανείας του ενδοθηλίου: το µόριο 

προσφύσεως των αγγειακών κυττάρων-1 (vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) 

και το διακυττάριο µόριο προσφύσεως-1 (intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1). 

Τα δύο αυτά µόρια µετέχουν στην αύξηση της προσφύσεως µονοκυττάρων και κυττάρων 

Τ στο ενδοθήλιο µέσω αλληλεπιδράσεων τύπου οµοιοπολικού δεσµού (ligand type) των 

υποδοχέων µε κατάλληλα µόρια επί της επιφάνειας των λευκοκυττάρων. 
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Εικόνα 2.1.1: Τα ενδοθηλιακά κύτταρα φυσιολογικά αποτελούν φραγµό προς το αρτηριακό τοίχωµα, 
έχουν αντιθροµβωτικές ιδιότητες και µεταβολίζουν πολυάριθµες αγγειοενεργές ουσίες, όπως 
προστακυκλίνη (PGI2) και νιτρικό οξείδιο (ΝΟ). Παράγουν αυξητικούς παράγοντες και θεµέλια ουσία 
συνδετικού ιστού. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα αλληλεπιδρούν επίσης µε αιµοπετάλια, µονοκύτταρα, Τ-
λεµφοκύτταρα και λεία µυϊκά κύτταρα. Τα κύρια προϊόντα των αιµοπεταλίων, των µακροφάγων και των 
λείων µυϊκών κυττάρων, τα οποία επηρεάζουν το ενδοθήλιο, δείχνονται στην εικόνα αυτή. Τα ενδοθηλιακά 
µιτογόνα, τα οποία παράγονται από τα µακροφάγα είναι ο αγγειακός ενδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας 
(VEGF), ο αυξητικός παράγοντας των ινοβλαστών (FGF), και ο µεταµορφωτικός αυξητικός παράγοντας α 
(TGFα). Ο µεταµορφωτικός αυξητικός παράγοντας β (TGFβ) καθώς και η ιντερλευκίνη-1 (IL-1) και ο 
παράγοντας νεκρώσεως όγκου α (TNFα) αναστέλλουν τον πολλαπλασιασµό των ενδοθηλιακών κυττάρων 
και µπορεί να προκαλέσουν δευτερογενή έκφραση των γονιδίων άλλων αυξητικών-ρυθµιστικών µορίων 
από το ενδοθήλιο. Ο TGFβ είναι ισχυρός επαγωγέας συνθέσεως θεµέλιας ουσίας συνδετικού ιστού.  
Οι οξειδωµένες LDL (oxLDL), που παράγονται από το ενδοθήλιο, τα µακροφάγα ή τα λεία µυϊκά κύτταρα, 
µπορούν να βλάψουν σοβαρά τα γειτονικά ενδοθηλιακά και λεία µυϊκά κύτταρα. Τα αιµοπετάλια µπορούν 
να δώσουν σωρεία αγγειοενεργών ουσιών, παραγόντων πήξεως και µιτογόνων. Η θροµβίνη και ο 
παράγοντας Χα από το πλάσµα µπορούν να διεγείρουν και να φέρουν το ενδοθήλιο σε προπηκτική 
κατάσταση (procoagulant state). Τα ενδοθηλιακά κύτταρα συνθέτουν επίσης µια σειρά αυξητικών-
ρυθµιστικών µορίων, όπως σηµειώνεται στα δεξιά του ενδοθηλιακού κυττάρου της εικόνας, τα οποία 
προκαλούν πολλαπλασιασµό των γειτονικών κυττάρων και σχηµατισµό από αυτά συνδετικού ιστού. 
Επειδή οι oxLDL ίσως είναι η κύρια αιτία της αθηρογενέσεως, είναι σηµαντικό να σηµειωθεί ότι τα 
ενδοθηλιακά κύτταρα είναι η πρώτη δυνητική θέση οξειδώσεως των LDL, καθώς αυτές µεταφέρονται 
εντός του αρτηριακού τοιχώµατος. (Από το Ross, R.: The pathogenesis of atherosclerosis: A perspective 
for the 1990s. Nature 362:801, 1993).  
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Εικόνα 2.1.2: Η ενδοθηλιακή ισορροπία θρόµβωσης. Το διάγραµµα απεικονίζει τις αντιπηκτικές 

προϊνωδολυτικές λειτουργίες του ενδοθηλιακού κυττάρου (αριστερά) και προπηκτικές µε αντιινωδολυτικές 

λειτουργίες (δεξιά). Heparan sulfate: θειϊκή ηπαράνη. 

 

 

 2.2 ΛΕΙΑ ΜΥΪΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ  

Το κύτταρο που υπερπλάσσεται στον έσω χιτώνα των αρτηριών για να 

σχηµατίσει τις ενδιάµεσες και προχωρηµένες βλάβες της αθηροσκληρύνσεως, το λείο 

µυϊκό κύτταρο, προέρχεται αρχικά από το µέσο χιτώνα (24). Παλαιότερα, η µόνη 

λειτουργία που απέδιδαν στα λεία µυϊκά κύτταρα ήταν η ικανότητά τους να συσπώνται. 

Κατόπιν έγινε δυνατή η συντήρηση και αναπαραγωγή αµιγών πληθυσµών λείων µυϊκών 

κυττάρων σε καλλιέργειες και η απόδειξη ότι τα κύτταρα αυτά, όπως και οι ινοβλάστες, 

είναι από τα κύρια κύτταρα που παράγουν συνδετικό ιστό (25). Τα λεία µυϊκά κύτταρα 
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συνθέτουν και εκκρίνουν διάφορες µορφές κολλαγόνου, πρωτεΐνες ελαστικών ινών και 

διάφορους τύπους πρωτεογλυκανών (26).  

Ο κύριος ρόλος των λείων µυϊκών κυττάρων στην πλήρως σχηµατισµένη αρτηρία 

των ενηλίκων είναι πιθανώς η διατήρηση του τόνου του αρτηριακού τοιχώµατος µε την 

ικανότητα αυτών να διατηρούν χαµηλού βαθµού συσπάσεις, χαρακτηριστικές των λείων 

µυών. Τα λεία µυϊκά κύτταρα απαντούν σε πολυάριθµους αγγειοενεργούς παράγοντες, 

όπως η αδρεναλίνη και η αγγειοτασίνη, που προκαλούν σύσπαση και αγγειοσύσπαση 

καθώς και προστακυκλίνη και ΝΟ που προκαλούν χάλαση και αγγειοδιαστολή. Τα λεία 

µυϊκά κύτταρα, όπως και οι ινοβλάστες, περιέχουν ειδικούς υποδοχείς υψηλής 

συγγένειας για µια σειρά χηµικών ουσιών, µε τις οποίες συνδέονται οµοιοπολικά. 

Τέτοιες ουσίες είναι η LDL (27) (η οποία είναι η κύρια χοληστερολούχος λιποπρωτεΐνη 

του πλάσµατος που µετέχει στη ρύθµιση του µεταβολισµού της χολητερόλης), η 

ινσουλίνη (η οποία εµπλέκεται στο µεταβολισµό της γλυκόζης), παράγοντες που 

διεγείρουν την αύξηση, όπως ο µεταµορφωτικός αυξητικός παράγοντας β (transforming 

growth factor β, TGF β) (που βοηθάει στη ρύθµιση του πολλαπλασιασµού των 

κυττάρων).  

Τα λεία µυϊκά κύτταρα φαίνεται ότι σε καλλιέργειες παρουσιάζουν δύο 

διαφορετικούς φαινοτύπους (28,29). Ο πρώτος από αυτούς, ο συσταλτικός φαινότυπος 

(contractile phenotype), πιστεύεται γενικά ότι συνδέεται µε τη συσπαστικότητα του 

κυττάρου, επειδή περιέχει άφθονα µυοϊνίδια σε ολόκληρο το κυτταρόπλασµα που 

αποτελούνται από νηµάτια ακτίνης και µυοσίνης. Τα συσταλτά αυτά νηµάτια συνδέονται 

µεταξύ τους και µε την εσωτερική επιφάνεια της µεµβράνης του κυττάρου µε πυκνά 

σωµάτια (dense bodies). Τα κύτταρα αυτά δε φαίνονται ικανά να απαντούν σε µιτογόνα, 

όπως ο PDGF.  

Μετά κατάλληλο ερεθισµό, το λείο µυϊκό κύτταρο χάνει το συσταλτό φαινότυπο 

και µεταβάλλεται σε κύτταρο µε µειωµένο περιεχόµενο µυονηµατίων και πλούσια 

ανάπτυξη αδρού ενδοπλασµατικού δικτύου και συµπλέγµατος Golgi. Το κύτταρο αυτό 

έχει περιγραφεί ως συνθετικός φαινότυπος (synthetic phenotype). Κύτταρα του 

συνθετικού φαινοτύπου φαίνεται ότι µετέχουν στο σχηµατισµό πολυάριθµων 

εκκρινόµενων πρωτεϊνών, όπως µακροµορίων θεµέλιας ουσίας συνδετικού ιστού.  

Τα πλούσια σε συσταλτά στοιχεία λεία µυϊκά κύτταρα απαντούν σε παράγοντες 

που προκαλούν αγγειοσύσπαση, όπως η ενδοθηλίνη (ΕΤ), οι κατεχολαµίνες και η 
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αγγειοτασίνη ΙΙ (ΑΙΙ). Παράγοντες που προκαλούν αγγειοδιαστολή, όπως η 

προσταγλανδίνη Ε, η προστακυκλίνη (PGI2), τα νευροπεπτίδια (neuropeptides), οι 

λευκοτριένες και το ΝΟ, ασκούν επίσης έντονες επιδράσεις επί των κυττάρων αυτών. 

Όταν τα κύτταρα είναι πλούσια σε αδρό ενδοπλασµατικό δίκτυο και σύµπλεγµα Golgi 

(συνθετική κατάσταση), εκφράζουν γονίδια για µια σειρά αυξητικών-ρυθµιστικών 

µορίων και κυτοκινών. Σε επαρκή βλάβη των λείων µυϊκών κυττάρων ελευθερώνονται 

αυξητικοί παράγοντες, όπως ο αυξητικός παράγοντας των ινοβλαστών (fibroblast growth 

factor, FGF). Με τον τρόπο αυτό διεγείρονται γειτονικά λεία µυϊκά κύτταρα και το 

προσκείµενο ενδοθήλιο. Τα λεία µυϊκά κύτταρα συµβάλλουν κατά κύριο λόγο στην 

επανορθωτική ινοϋπερπλαστική διαδικασία της αναπτύξεως των βλαβών της 

αθηροσκληρύνσεως.  

Έχει υποστηριχθεί ότι η φαινοτυπική διαφοροποίηση του λείου µυϊκού κυττάρου 

είναι σηµαντική από άποψη ικανότητας απαντήσεως σε µιτογόνα, όπως στον PDGF, και 

έτσι στο σχηµατισµό των υπερπλαστικών βλαβών της αθηροσκληρύνσεως. Τα λεία 

µυϊκά κύτταρα του συσταλτικού φαινοτύπου έχουν περιγραφεί ως µη αντιδρώντα 

(nonresponsive) στα µιτογόνα, ενώ εκείνα του συνθετικού φαινοτύπου έχουν περιγραφεί 

ως αντιδρώντα (responsive) (28,29). Για να σχηµατιστούν οι αθηροσκληρυντικές βλάβες, 

λεία µυϊκά κύτταρα πρέπει- και στις περισσότερες περιπτώσεις αυτό συµβαίνει- να 

µεταναστεύουν από το µέσο στον έσω χιτώνα, όπου αντιδρούν στα µιτογόνα. Συνεπώς, ο 

έλεγχος της φαινοτυπικής καταστάσεως των λείων µυϊκών κυττάρων έχει µεγάλη 

σηµασία στην κατανόηση της αθηρογένεσης.  

Τα λεία µυϊκά κύτταρα προέρχονται τοπικά από το παρέγχυµα των επί µέρους 

οργάνων κατά την εµβρυογένεση, σε αντίθεση µε το ενδοθήλιο, το οποίο φαίνεται ότι 

προέρχεται από τα πρωτοεµβρυϊκά αγγεία (embryonic vasculature) που εισχωρούν στο 

όργανο (30). Ως αποτέλεσµα αυτού, τα λεία µυϊκά κύτταρα σε διάφορες αρτηρίες 

αντιδρούν διαφορετικά στους διάφορους αγωνιστές µε τους οποίους έρχονται σε επαφή, 

γεγονός που ίσως εν µέρει εξηγεί τη διαφορετική απάντηση των διάφορων αρτηριακών 

δικτύων στα τοπικά ερεθίσµατα που είναι συνυφασµένα µε τη διεργασία της 

αθηρογενέσεως (31). 
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Εικόνα 2.2: Στο συνθετικό φαινότυπο υποτίθεται ότι τα λεία µυϊκά κύτταρα µπορεί να σχηµατίσουν µόρια 

συνδετικού ιστού, καθώς και αυξητικούς παράγοντες, όπως PDGF-AA και ερεθίζουν τόσο ευατά, όσο και 

τα γειτονικά τους κύτταρα. Στις αλληλεπιδράσεις τους µε το υπερκείµενο ενδοθήλιο και τα γειτονικά Τ-

λεµφοκύτταρα, αιµοπετάλια και µακροφάγα, τα λεία µυϊκά κύτταρα απαντούν σε διάφορες κυτοκίνες, 

αυξητικά-ρυθµιστικά µόρια και αγγειοδιασταλτικές και αγγειοσυσπαστικές ουσίες που παράγονται από τα 

κύτταρα αυτά, καθώς και από ουσίες του πλάσµατος, όπως την αγγειοτασίνη. Έτσι, τα γονίδια που 

εκφράζονται σε διάφορες φαινοτυπικές καταστάσεις από τα λεία µυϊκά κύτταρα (αναφέρονται στα δεξιά 

του κυττάρου στην εικόνα), καθώς και τα γονίδια που εκφράζονται από τα γειτονικά κύτταρα 

(αναφέρονται κοντά σε κάθε κύτταρο) στο τοίχωµα της αρτηρίας, που προέρχονται από τις κυτταρικές 

αυτές αλληλεπιδράσεις, προσδιορίζουν αν η βλάβη θα προχωρήσει ή θα υποστρέψει. (Από το Ross, R.: 

The pathogenesis of atherosclerosis: A perspective for the 1990s. Nature 362:801, 1993).  
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2.3 ΜΑΚΡΟΦΑΓΑ 

Τα µακροφάγα σε όλους τους ιστούς, ανεξάρτητα αν αυτά είναι µόνιµα 

µακροφάγα των ιστών ή είναι κύτταρα που έφθασαν εκεί κατά τη διάρκεια 

φλεγµονώδους απαντήσεως, προέρχονται σε κάποια φάση της ζωής τους από τα 

µονοκύτταρα του κυκλοφορούντος αίµατος (32). Όταν το µονοκύτταρο εισέρχεται σε 

έναν ιστό φαίνεται ότι αποκτά χαρακτηριστικά ιδιάζοντα στο φιλοξενούντα ιστό. Στις 

περισσότερες θέσεις φλεγµονής το µακροφάγο δρα ως καθαριστής (scavenger cell) προς 

αποµάκρυνση ξένων ουσιών µε τη διαδικασία της φαγοκυτταρώσεως και της 

ενδοκυττάριας υδρολύσεως, και επίσης δρα ως δεύτερη γραµµή άµυνας µετά τα 

ουδετερόφιλα λευκοκύτταρα εναντίον µικροβίων (33).  

Ως κύτταρο καθαριστής, το µακροφάγο προσπαθεί να αφαιρέσει βλαβερές 

ουσίες, όπως oxLDL, µέσω υποδοχέων καθαριστών (scavenger receptors) και µπορεί να 

οξειδώσει τις LDL µε τα ένζυµα λιποξυγονάσες (π.χ. τη 15-λιποξυγονάση) (34). Οι 

παραγόµενες oxLDL προσλαµβάνονται από τα ίδια ή από γειτονικά µακροφάγα. Έχει 

αναγνωριστεί ότι στις βλάβες της αθηροσκληρύνσεως πολλαπλασιάζονται όχι µόνο τα 

λεία µυϊκά κύτταρα αλλά και τα µακροφάγα. Ο πολλαπλασιασµός των µακροφάγων είναι 

πηγή συσσωρεύσεως κυττάρων εντός των βλαβών το ίδιο µεγάλη µε-αν όχι µεγαλύτερη 

από- τα λεία µυϊκά κύτταρα. Έτσι, οι παράγοντες που είναι συνυφασµένοι µε την 

εναλλαγή (turnover), τον πολλαπλασιασµό και τον προγραµµατισµένο θάνατό τους 

(απόπτωση), είναι όλοι σηµαντικοί για τον καθορισµό της συσσωρεύσεως των 

µακροφάγων. 

Τα µακροφάγα εκκρίνουν µεγάλο αριθµό βιολογικά σηµαντικών ουσιών, όπως 

χηµειοτακτικούς παράγοντες σαν τη λευκοτριένη Β4 (35) και την ιντερλευκίνη 1 (36), 

και µεταβολίτες του οξυγόνου, όπως ανιόν υπεροξειδίου (37), που είναι τοξικό για άλλα 

κύτταρα. Πρόσφατα αποδείχθηκε ότι τα µακροφάγα συνθέτουν και εκκρίνουν 

τουλάχιστον 6 διαφορετικούς αυξητικούς παράγοντες (38). Αυτοί είναι: α) ο PDGF (39), 

αυξητικός παράγοντας για τα µεσεγχυµατικά κύτταρα, όπως τα λεία µυϊκά κύτταρα και 

τους ινοβλάστες, β) η ιντερλευκίνη 1, µια κυτοκίνη που προκαλεί έκφραση του γονιδίου 

PDGF στους ινοβλάστες (40) γ) τον αυξητικό παράγοντα των ινοβλαστών (fibroblast 

growth factor, FGF) (41), ένα µιτογόνο για τα ενδοθηλιακά κύτταρα και έτσι δυνητικά 

σηµαντικό αγγειογόνο παράγοντα, δ) τον επιδερµικό αυξητικό παράγοντα (epidermal 

growth factor, EGF) και όµοια προς τον EGF µόρια (π.χ. µεταµορφωτικός αυξητικός 
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παράγοντας α [TGF α]), που και οι δύο συνδέονται µε τον ίδιο υποδοχέα και διεγείρουν 

την αύξηση των επιθηλιακών κυττάρων, ε) τον PDGF β, µια ουσία που συµµετέχει, κατά 

συνεργικό τρόπο µε ορισµένους από τους αναφερθέντες αυξητικούς παράγοντες, στην 

προαγωγή του πολλαπλασιασµού πολλών κυττάρων σε διαφορετικούς ιστούς και σε 

πολλές περιπτώσεις στην αναστολή του πολλαπλασιασµού των κυττάρων και τέλος, στ) 

τον M-CSF, έναν αυξητικό παράγοντα για τα µονοκυτταρικά µακροφάγα (42).  

Ως αποτέλεσµα της καθαριστικής του ικανότητας (scavenging capacity) και της 

ικανότητάς του να σχηµατίζει και να εκκρίνει αυξητικούς παράγοντες, το µακροφάγο 

πιθανώς είναι το κύτταρο-κλειδί που ευθύνεται για την προαγωγή της υπερπλασίας του 

ινώδους ιστού που είναι τόσο συχνά συνυφασµένη µε χρόνιες φλεγµονώδεις απαντήσεις. 

Τα µακροφάγα, όπως και τα λεία µυϊκά κύτταρα, αποτελούν µείζονα πηγή 

αφροκυττάρων στις βλάβες της αθηροσκληρύνσεως. Στην πραγµατικότητα, είναι τα 

κύρια κύτταρα της λιπώδους ραβδώσεως (fatty streak) που είναι η πρώτη βλάβη της 

αθηροσκληρύνσεως. Συσσωρεύουν µεγάλες ποσότητες λιπιδίων µε µορφή σταγονιδίων 

που περιέχουν µεγάλες ποσότητες εστέρων χοληστερόλης.  
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Εικόνα 2.3: Τα αµφίδροµα βέλη µεταξύ Τ-λεµφοκυττάρου και µακροφάγου υπαινίσσονται ότι κάποια 

µορφή άνοσης απαντήσεως ενδέχεται να συµβαίνει κατά τη διάρκεια της αθηρογενέσεως. Οι 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ κυττάρων Τ και µακροφάγων µπορεί να προκαλέσουν πολλαπλασιασµό των 

κυτταρικών αυτών τύπων µέσω IL-2 και CSF, αντίστοιχα. Όλα τα κύτταρα αυτά µε τα οποία τα 

µακροφάγα αλληλεπιδρούν, συγκεκριµένα τα Τ-λεµφοκύτταρα, τα λεία µυϊκά κύτταρα και το ενδοθήλιο, 

µπορεί να παρουσιάσουν CSF στα µακροφάγα προς διατήρηση της βιωσιµότητας του κυττάρου και 

πρόληψη της αποπτώσεως και του κυτταρικού θανάτου και συµµετέχουν στην παραπέρα ενεργοποίηση και 

πολλαπλασιασµό των µακροφάγων. Επιπλέον, τα λεία µυϊκά κύτταρα και τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

παρουσιάζουν αντιγόνα (Ag) στην επιφάνειά τους και εκκρίνουν χηµειοτακτικές ουσίες για τα µακροφάγα, 

περιλαµβανοµένων MCP-1 και oxLDL, καθώς και παράγοντες που τροποποιούν το µεταβολισµό των 

µακροφάγων, όπως IL-1 ή TNFα.  

Όταν τα µακροφάγα ενεργοποιηθούν, παράγουν εξαιρετικά µεγάλο αριθµό βιολογικά ενεργών µορίων, 

µερικά από τα οποία αναφέρονται στον ένθετο πίνακα, σε σχέση µε την ικανότητά τους να προκαλούν ή να 

αναστέλλουν τον πολλαπλασιασµό του ενδοθηλίου, των λείων µυϊκών κυττάρων ή των ίδιων των 

µακροφάγων, καθώς και σε σχέση µε την ικανότητά τους να παράγουν χηµειοτακτικές ουσίες για καθένα 

από τους κυτταρικούς αυτούς τύπους. (Από το Ross, R.: The pathogenesis of atherosclerosis: A perspective 

for the 1990s. Nature 362:801, 1993). 

 

 

 17



2.4 ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΑ  

Αν και ενδέχεται να µην εµπλέκονται στη γένεση όλων των βλαβών, τα 

αιµοπετάλια σαφώς ενοχοποιούνται στη γένεση ορισµένων βλαβών της 

αθηροσκληρύνσεως. Ωστόσο, τα αιµοπετάλια είναι επίσης σηµαντικά επειδή 

εµπλέκονται σταθερά σε ένα από τα κύρια επακόλουθα της αθηροσκληρύνσεως, τη 

θρόµβωση. Συνήθως πρόκειται για τοιχωµατικό ή αποφρακτικό θρόµβο ή και τα δύο που 

οδηγεί σε έµφραγµα. Τα αιµοπετάλια, παρόλο που δεν συνθέτουν σχεδόν καµµία 

πρωτεΐνη, περιέχουν αποθηκευµένα στα κοκκία τους πολυάριθµα προκατασκευασµένα 

εξαιρετικά δραστικά µόρια. 

Μεταξύ αυτών είναι µια σειρά παράγοντες που παίρνουν µέρος στον καταρράκτη 

της πήξεως και, επιπλέον, τουλάχιστον τέσσερις ισχυροί αυξητικοί παράγοντες ή 

µιτογόνα. Είναι οι ίδιοι αυξητικοί παράγοντες που παράγονται και από τα 

ενεργοποιηµένα µακροφάγα, συγκεκριµένα ο PDGF (43), ο FGF, ο EFG (44), και οι  

TGFα και TGFβ (45). Όταν το αιµοπετάλιο εκτίθεται σε υποστρώµατα που προκαλούν 

συγκόλληση, συσσώρευση και αποκοκκίωση των αιµοπεταλίων, οι παραπάνω αυξητικοί 

παράγοντες δυνητικά ελευθερώνονται και έτσι προκαλούν υπερπλαστική απάντηση 

πρακτικά όλων των κυττάρων ενός δεδοµένου ιστού. Με άλλα λόγια, τα αιµοπετάλια 

περιέχουν αυξητικούς παράγοντες δυνητικά ερεθιστικούς για όλους τους τύπους 

κυττάρων ενός ιστού, στον οποίο συµβαίνει η συσσώρευση των αιµοπεταλίων και 

αντίδραση απελευθερώσεως. Έτσι, σε θέσεις βλάβης, στις οποίες συµβαίνουν έκθεση στο 

κολλαγόνο, σχηµατισµός θροµβίνης και ινώδους ή ελευθέρωση διφωσφορικής 

αδενοσίνης, µπορεί να συµβεί συσσώρευση αιµοπεταλίων και θρόµβωση, η οποία οδηγεί 

στην ελευθέρωση πολυάριθµων αγγειοενεργών ερεθιστικών και υπερπλαστικών 

παραγόντων που εµπεριέχονται στα αιµοπετάλια. Καθένας από τους παράγοντες αυτούς 

παίζει σηµαντικό ρόλο στη διέγερση µιας πρώιµης αγγειοσυσπάσεως και υπερπλαστικής 

απαντήσεως (46). Η πρώιµη αυτή επανορθωτική απάντηση στη βλάβη ενδέχεται να είναι 

σηµαντική και για την έναρξη των βλαβών της αθηροσκληρύνσεως.  

Πολυάριθµοι παράγοντες αυξάνουν in vitro την ενεργοποίηση των αιµοπεταλίων, 

η οποία ενδέχεται να έχει βαθιά επίδραση στο σχηµατισµό και στην πρόοδο των βλαβών. 

Η αύξηση των επιπέδων των κατεχολαµινών του αίµατος, όπως της νοραδρεναλίνης, 

ενδέχεται να συνδέεται µε αύξηση της δραστηριότητας των αιµοπεταλίων και της 

ικανότητας προς συσσώρευση (47). Εκτός αυτού, το χρόνιο συγκινησιακό stress, το 
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ιστορικό καπνίσµατος και το έντονο οικογενειακό ιστορικό αυξηµένης τάσεως των 

αιµοπεταλίων προς συσσώρευση έχει αποδειχθεί ότι ενεργοποιούν τα αιµοπετάλια σε 

ασθενείς µε νόσο των στεφανιαίων αρτηριών και έτσι ελαττώνουν την επιβίωση των 

αιµοπεταλίων (48, 49).  

Ένα λιπιδικό σωµατίδιο, η α-λιποπρωτεΐνη (Lp[a]), ίσως παίζει σηµαντικό ρόλο 

στην αθηρογένεση και στην πρόοδο της αθηροσκληρύνσεως. Η  Lp(a) συνίσταται από 

σωµατίδιο LDL µε πρωτεΐνη εξαιρετικά όµοια προς το πλασµινογόνο συνδεδεµένη µε 

οµοιοπολικό δεσµό µε την LDL. Έχει υποστηριχθεί ότι τα υψηλά επίπεδα Lp(a) 

παρεµβαίνουν ανταγωνιζόµενα το πλασµινογόνο δηµιουργώντας έτσι υπερθροµβωτική 

κατάσταση. Η δυνητική θροµβογονικότητα των αυξηµένων επιπέδων της Lp(a) δεν έχει 

για την ώρα αποδειχθεί αιτία αυξηµένης συχνότητας εµφράγµατος του µυοκαρδίου. 

Παρ’όλα αυτά, σε αναδροµικές µελέτες βρέθηκε ότι παιδιά µε αυξηµένα επίπεδα Lp(a) 

παρουσίασαν αυξηµένη συχνότητα εµφράγµατος του µυοκαρδίου σε νεαρή ηλικία (50-

51). Έτσι, τα αιµοπετάλια παίζουν σηµαντικό ρόλο στην αθηρογένεση και δυνητικά 

κρίσιµης σηµασίας ρόλο στην πρόοδο και στα κλινικά επακόλουθα των προχωρηµένων 

βλαβών που είναι επιρρεπείς σε ρήξη και θρόµβωση.  

 

 2.5 Τ-ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΑ 

Τα λεµφοκύτταρα-Τ, τόσο τα CD-8+ όσο και τα CD-4+, έχουν παρατηρηθεί σε 

όλες τις φάσεις της αθηρογενέσεως σε ανθρώπους και σε πιθήκους (52). Η συµµετοχή 

τους στις βλάβες της αθηροσκληρύνσεως στηρίζει την άποψη ότι οι βλάβες αυτές 

ενδέχεται, τουλάχιστον εν µέρει, να είναι αποτέλεσµα άνοσης ή πιθανώς αυτοάνοσης 

απαντήσεως. Η πειραµατικά προκαλούµενη αυτοανοσία αποδείχθηκε ότι προκαλεί 

βαριές υπερπλαστικές βλάβες αθηροσκληρύνσεως σε κονίκλους (53). Στον άνθρωπο, τα 

απορριφθέντα καρδιακά µοσχεύµατα έχουν χαρακτηριστικά εκτεταµένες αποφρακτικές 

βλάβες αθηροσκληρύνσεως στις στεφανιαίες αρτηρίες. Ωστόσο, αντίθετα προς τις 

βλάβες της κοινής αθηροσκληρύνσεως, η πλειονότητα των οποίων είναι έκκεντρες, οι 

παρατηρούµενες στα απορριφθέντα καρδιακά µοσχεύµατα είναι συγκεντρικές. Η φύση 

του ή των αντιγόνων που παίζουν ρόλο στην κοινή αθηροσκλήρυνση είναι άγνωστη. 

Ωστόσο, οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ λεµφοκυττάρων-Τ και ενεργοποιηµένων 

µακροφάγων, που αµφότερα αφθονούν στις βλάβες, υπαινίσσονται ότι η παρουσίαση 

αντιγόνων και η ελευθέρωση κυτοκινών και αυξητικών παραγόντων µεταξύ 
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ενεργοποιηµένων µακροφάγων και λεµφοκυττάρων-Τ παίζουν σηµαντικό ρόλο στη 

διαδικασία αυτή (54). 

Έχει αποδειχθεί ότι οι oxLDL ενεργούν ως ένα από τα δυνητικά µείζονα αντιγόνα 

που διεγείρουν τις αλληλεπιδράσεις µακροφάγων-λεµφοκυττάρων-Τ. Πολλά κύτταρα Τ 

και βλάβες αποδεικνύεται ότι είναι ενεργοποιηµένα µε βάση την έκφραση από αυτά του 

αντιγόνου ιστοσυµβατότητας HLA-DR. Παρ’όλα αυτά, κλωνική έκπτυξη (clonal 

expansion) των λεµφοκυττάρων αυτών δε φαίνεται να λαµβάνει χώρα (55). Αν οι oxLDL 

αποδειχθεί ότι είναι το αντιγόνο που κυρίως ευθύνεται για την ενεργοποίηση των 

κυττάρων Τ, αυτό θα δώσει µια νέα προσέγγιση της θεραπείας και της άνοσης 

απαντήσεως στη διεργασία της αθηρογενέσεως.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3ο 

ΠΑΘΟΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ ΤΗΣ ΑΘΗΡΩΜΑΤΩΣΗΣ 

 
 3.1 ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΚΑΙ ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΕΙΣ 

Παθολογικές µελέτες έδειξαν µία σειρά καθοριστικών αλλαγών που συµβαίνουν 

στα αγγεία κατά τη διάρκεια της αθηρογένεσης. Σηµαντικό ρόλο στις παθολογικές αυτές 

αλλαγές παίζουν τα προερχόµενα από το αίµα φλεγµονώδη κύτταρα όπως 

µονοκύτταρα/µακροφάγα. Κυτταρολογικές µελέτες µε αγγειακά κύτταρα και 

µονοκύτταρα/µακροφάγα υποδηλώνουν τα πιθανά κυτταρικά και βιοχηµικά µονοπάτια 

για την έναρξη και εξέλιξη της νόσου. Οι µελέτες αυτές έδειξαν ότι το ενδοθήλιο είναι ο 

βασικός µεσολαβητής της φλεγµονής και ότι η εναπόθεση της οξειδωµένης LDL 

(oxLDL) στον υπενδοθηλιακό χώρο συµβάλλει σηµαντικά στη µετανάστευση των 

µονοκυττάρων και στη διαφοροποίησή τους σε αφρώδη κύτταρα (foam cells). Για τη 

διαλεύκανση και κατανόηση των µοριακών µηχανισµών της αθηρογένεσης, πολλοί 

ερευνητές τις δύο τελευταίες δεκαετίες ανέπτυξαν τεχνικές και µεθοδολογίες σε 

διαγονιδιακά ποντίκια (56).  

Αυτό επέτρεψε την in vivo επιβεβαίωση της υπόθεσης παρόλο που όπως πρέπει 

να τονιστεί, µελέτες σε ποντίκια περιορίζονται από τις σηµαντικές διαφορές του είδους 

από τον άνθρωπο και το γεγονός ότι δεν έχουν ακόµα κατασκευαστεί αξιόπιστα ζωικά 

µοντέλα θρόµβωσης και ρήξης πλάκας.  

 

 

 3.2 ΈΝΑΡΞΗ ΤΗΣ ΒΛΑΒΗΣ 

Το ενδοθήλιο, µε τις ισχυρές διακυτταρικές συνδέσεις του, λειτουργεί σαν ένας 

ηµιδιαπερατός φραγµός ανάµεσα στο αίµα και τους ιστούς. Αυτό έχει αισθητήριες και 

εκτελεστικές λειτουργίες και µπορεί να παράγει µόρια τα οποία ρυθµίζουν τη θρόµβωση, 

τη φλεγµονή, τον αγγειακό τόνο και την αγγειακή αναδιοργάνωση. Για παράδειγµα, 

αφαίρεση του ενδοθηλίου έχει ως αποτέλεσµα την αποκόλληση, µετανάστευση και 

πολλαπλασιασµό των αγγειακών λείων µυϊκών κυττάρων (VSMCs), φαινόµενο το οποίο 

υποχωρεί µε την ενδοθηλιακή αναµόρφωση (57). Μεταξύ των σπουδαιότερων φυσικών 

δυνάµεων, ασκούµενων στο ενδοθήλιο είναι η διατµητική τάση των αγγείων (shear 
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stress), η οποία επιδρά στη µορφολογία των ενδοθηλιακών κυττάρων (ECs). Τα κύτταρα 

που βρίσκονται στα σωληνώδη σηµεία του αγγείου (tubular regions), όπου η αιµατική 

ροή είναι οµοιόµορφη, είναι ελλειψοειδή στο σχήµα και παρατάσσονται ανάλογα µε την 

κατεύθυνση της ροής. Από την άλλη πλευρά τα κύτταρα που βρίσκονται στους 

αγγειακούς διχασµούς, όπου η αιµατική ροή παρενοχλείται, έχουν πολυγονικό σχήµα και 

όχι συγκεκριµένο προσανατολισµό. Οι περιοχές αυτές παρουσιάζουν αυξηµένη 

διαπερατότητα στα µακροµόρια όπως είναι η LDL και είναι προνοµιακά σηµεία για τη 

δηµιουργία της βλάβης (57). 

Όπως υποδεικνύεται και στην εικόνα 3.2, το αρχικό συµβάν στην 

αθηροσκλήρυνση είναι η εναπόθεση της LDL στον υπενδοθηλιακό χιτώνα. Το 

φαινόµενο της συσσωρεύσεως της LDL στα συγκεκριµένα σηµεία είναι πιο έντονο όταν 

τα επίπεδα της LDL στο περιφερικό αίµα είναι υψηλά. Η LDL διαχέεται παθητικά 

διαµέσου των διακυτταρικών συνδέσµων των ECs, και η συγκράτησή της µέσα στο 

αγγειακό τοίχωµα φαίνεται να ενισχύεται µε την περαιτέρω αλληλεπίδραση της apoB και 

των πρωτεογλυκανών (proteoglycans) (58). Επίσης, άλλες λιποπρωτεΐνες που περιέχουν 

apoB, που ονοµάζονται α-λιποπρωτεΐνες (lipoprotein-a) και λιποπρωτεϊνικά θραύσµατα, 

µπορούν να συσσωρεύονται στον έσω χιτώνα (intima) και να επάγουν την 

αθηροσκλήρυνση. Η lipoprotein-a, ένα ειδικό σύµπλεγµα της LDL το οποίο περιέχει 

ακόµα ένα πολυπεπτίδιο, την α-απολιποπρωτεΐνη (apolipoprotein-a) και που προσδένεται 

µε έναν δισουλφιδικό δεσµό, φαίνεται να είναι αθηρογενετική, εξ αιτίας των περαιτέρω 

ιδιοτήτων της όπως η ινοδόλυση (fibrinolysis) και η ενεργοποίηση των λείων µυϊκών 

κυττάρων (SMCs) (59).  

Η γηγενής LDL δεν ενδοκυτταρώνεται αµέσως από τα µακροφάγα ώστε να 

διαφοροποιηθούν σε αφρώδη κύτταρα (60). Έχει δειχθεί ότι η LDL µέσα στο αγγειακό 

τοίχωµα µπορεί να υποστεί χηµικές διαφοροποιήσεις όπως οξείδωση, λιποδιάλυση, 

πρωτεόλυση και συσσωµάτωση, και ότι αυτού του είδους οι χηµικές µεταβολές 

συµβάλλουν στη δηµιουργία φλεγµονής και στη διαφοροποίηση των µακροφάγων σε 

αφρώδη κύτταρα. Η σηµαντικότερη τροποποίηση της LDL είναι η οξείδωσή της, ως 

αποτέλεσµα της έκθεσής της στα οξειδωτικά µεταβολικά παράγωγα των αγγειακών 

κυττάρων. Αυτές οι τροποποιήσεις δηµιουργούν τις µερικά οξειδωµένες ρίζες LDL 

(minimally oxidized LDL species) που έχουν προ-φλεγµονώδεις ιδιότητες αλλά δεν είναι 
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αρκετά αλλοιωµένες ώστε να αναγνωρίζονται από τους υποδοχείς των µακροφάγων 

(scavenger receptors).  

Ποντίκια που στερούνται της 12/15-λιποξυγονάσης παρουσιάζουν αξιοσηµείωτη 

µείωση του κινδύνου για αθηροσκλήρυνση, υποδεικνύοντας ότι αυτό το ένζυµο παίζει 

σηµαντικό ρόλο στην οξείδωση της LDL (61). Οι λιποξυγονάσες ενσωµατώνουν µόρια 

οξυγόνου στα πολυενοϊκά λιπαρά οξέα (polyenoic fatty acids), δηµιουργώντας µόρια 

όπως το υδροξυπεροξυεικοσατετραεινοϊκό οξύ (hydroperoxyeicosatetraenoic acid: 

HPETE), τα οποία φαίνονται να διαπερνούν την κυτταρική µεµβράνη.  

Σε αντίθεση µε την LDL, η HDL είναι ένας ισχυρός προστατευτικός παράγοντας 

κατά της αθηροσκλήρυνσης. Η HDL συµβάλλει στην αποµάκρυνση  της περίσσειας 

χοληστερόλης από τους ιστούς. Επιπροσθέτως, η HDL εµποδίζει την οξείδωση της LDL 

µε την αντιοξειδωτική της δράση και εποµένως τη δηµιουργία της νόσου. Οι 

αντιοξειδωτικές ικανότητες της HDL βρίσκονται εν µέρει σε ένα προσθετικό µόριό της, 

την serum paraoxonase (µία εστεράση) η οποία µπορεί και αποικοδοµεί ορισµένα ενεργά 

φωσφολιπίδια (62, 63).  
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Εικόνα 3.2: Έναρξη της βλάβης. Τα αγγειακά κύτταρα που συνήθως αναπτύσσεται η βλάβη είναι τα 
σηµεία όπου στα ενδοθηλιακά τους κύτταρα εξασκούνται αιµοδυναµικές πιέσεις. Αυτό επηρεάζει τη 
διαπερατότητα του ενδοθηλιακού φραγµού καθώς και τη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης στα 
ενδοθηλιακά κύτταρα (ECs), όπως αυτής της ενδοθηλιακής συνθετάσης του µονοξειδίου του αζώτου 
(nitric oxide synthase, NOS). Ένα σηµαντικό συµβάν έναρξης της βλάβης, είναι η κατακράτηση της LDL 
στην intima καθώς επίσης και της απολιποπρωτεΐνης-Β (apolipoprotein-B, apoB), ως αποτέλεσµα της 
αλληλεπίδρασής τους µε µόρια της εξωκυττάριας ουσίας. Η LDL υφίσταται οξείδωση από ενεργά 
οξειδωτικά µόρια (reactive oxygen species: ROS), όπως το HPETE, προϊόν της 12/15 λιποξυγενάσης 
(12/15 lipoxygenase, 12-LO). Η οξείδωση της LDL καταστέλλεται από την HDL, η οποία περιέχει στο 
µόριό της την αντιοξειδωτική πρωτεΐνη παραοξονάση (paraoxonase: PON1).  

 24



 3.3 ΦΛΕΓΜΟΝΗ 

Η αθηροσκλήρυνση χαρακτηρίζεται από τη µετανάστευση των µονοκυττάρων και 

λεµφοκυττάρων µέσα στο αγγειακό τοίχωµα, αλλά όχι των ουδετερόφιλων (Εικ. 3.3). Το 

συµβάν έναρξης αυτής της διαδικασίας είναι η συσσώρευση µορίων oxLDL, το οποίο 

επάγει τα ECs για την παραγωγή ενός µεγάλου αριθµού προ-φλεγµονωδών µορίων, 

συµπεριλαµβανοµένων των µορίων πρόσδεσης και των αυξητικών παραγόντων όπως 

macrophage colony-stimulating factor (M-CSF). Η βιολογική ενεργότητα της oxLDL 

περιέχεται στο φωσφολιπιδικό κλάσµα της, ενώ έχουν αναγνωριστεί τρία ενεργά 

προϊόντα οξείδωσης προερχόµενα από τη διάσχιση ακόρεστων λιπαρών οξέων (64). Η 

oxLDL επίσης αναστέλλει την παραγωγή του nitric oxide (NO), ενός χηµικού 

µεσολαβητή µε πολλές αντι-αθηρογενετικές ιδιότητες, συµπεριλαµβανοµένης και της 

αγγειακής χάλασης (vasorelaxation). Πειράµατα σε ποντίκια µε έλλειψη στην 

ενδοθηλιακή ΝΟ συνθετάση, έδειξαν αύξηση σε αυτά αθηροσκλήρυνσης, εξαρτώµενη εν 

µέρει από υψηλή αιµατική πίεση (65). Εκτός της oxLDL, µία πλειάδα άλλων 

παραγόντων όπως η αιµατική πίεση, τα επίπεδα οµοκυστεΐνης, σεξουαλικές ορµόνες και 

οι µολύνσεις, φαίνεται να ρυθµίζουν τη φλεγµονή. Ο σακχαρώδης διαβήτης είναι ένας 

από αυτούς τους παράγοντες, όπου εµµέσως, µε την παραγωγή των προϊόντων της 

γλυκόλυσης τα οποία αλληλεπιδρούν µε τους ενδοθηλιακούς υποδοχείς ενεργοποιεί και 

επιταχύνει τους µηχανισµούς για τη δηµιουργία της αθηρωµατικής νόσου (66).  

Η είσοδος ειδικών τύπων λευκοκυττάρων στο αγγειακό τοίχωµα γίνεται διαµέσου 

µορίων πρόσδεσης και χηµειοτακτικών παραγόντων. Μετά από την έκθεση και την 

ενεργοποίηση των ECs µε oxLDL σε κυτταροκαλλιέργειες, µπορούν να προσδεθούν σε 

αυτά µονοκύτταρα αλλά όχι ουδετερόφιλα. Το πρώτο βήµα πρόσδεσης, η κύλιση 

(rolling) των λευκοκυττάρων πάνω στην ενδοθηλιακή επιφάνεια, γίνεται διαµέσου των 

σελεκτινών οι οποίες προσδένονται µε τους υδατανθρακικούς συνδέτες των 

λευκοκυττάρων. Μελέτες σε ποντίκια ελλιπή σε Ρ- και Ε-σελεκτίνες ή στο µόριο 

κυτταρικής πρόσδεσης ICAM, αποκάλυψε τον ρόλο αυτών των µορίων πρόσδεσης στην 

αθηροσκλήρυνση (67,68). Η σταθερή πρόσδεση των µονοκυττάρων και των Τ-

λεµφοκυττάρων στο ενδοθήλιο καθίσταται δυνατή δυνατή διαµέσου της ιντεγκρίνης 

(integrin) VLA-4 αυτών των κυττάρων, η οποία αλληλεπιδρά µε την VCAM-1 του 

ενδοθηλίου. In vitro και in vivo πειράµατα υποδηλώνουν ότι οι αλληλεπιδράσεις αυτές 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στην αθηροσκλήρυνση (69). Τελευταία, µελέτες σε ποντίκια 
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ελλιπή στη χηµειοτακτική πρωτεΐνη των µονοκυττάρων (monocyte chemotactic protein-

1: MCP-1) ή στον υποδοχέα της, CCR2, παρουσίασαν σηµαντική µείωση σε 

αθηροσκληρυντικές βλάβες, στοιχείο το οποίο ενοχοποιεί το πρωτεϊνικό ζευγάρι MCP-

1/CCR2 για την ανάπτυξη της νόσου διαµέσου της µετανάστευσης των 

µονοκυττάρων/µακροφάγων του περιφερικού αίµατος στην intima του αγγειακού 

τοιχώµατος (70, 71).  

Η κυτταροκίνη M-CSF, από την άλλη πλευρά, επάγει τον πολλαπλασιασµό και τη 

διαφοροποίηση των µακροφάγων και επηρεάζει την έκφραση των scavenger receptors. 

Ποντίκια µε αυτόµατες µεταλλάξεις στην M-CSF κυτταροκίνη, παρουσίασαν δραµατική 

µείωση των αθηρωµατικών βλαβών, υποδεικνύοντας έτσι τον δεσµευτικό ρόλο που 

έχουν τα µακροφάγα στη δηµιουργία της αθηροσκλήρυνσης (72).  
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Εικόνα 3.3: Φλενµονή. Μία µικρή ποσότητα οξειδωµένης LDL επάγει την παραγωγή από τα ενδοθηλιακά 
κύτταρα µορίων πρόσδεσης, χηµειοτακτικών παραγόντων όπως την χηµειοτακτική πρωτεΐνη τύπου 1 των 
µονοκυττάρων (monocyte chemotactic protein-1, MCP-1) και αυξητικών παραγόντων όπως τον παράγοντα 
ενεργοποίησης των µακροφάγων (macrophage colony-stimulating factor, M-CSF), µε τελικό αποτέλεσµα 
την µετανάστευση των µονοκυττάρων εντός του αγγειακού τοιχώµατος. Η οξειδωµένη LDL έχει και άλλες 
ιδιότητες, όπως την παρεµπόδιση της σύνθεσης του µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ), ενός σηµαντικού 
µεσολαβητή για την αγγειακή χάλαση (vasodilation) και την επαγωγή της έκφρασης των ενδοθηλιακών 
µορίων πρόσδεσης των λευκοκυττάρων (endothelial leukocyte adhesion molecules, ELAMs). Μεταξύ των 
βασικών µορίων πρόσδεσης, παραγόµενων από τα ενδοθηλιακά κύτταρα, για τη συνάθροιση των 
λευκοκυττάρων είναι ο ICAM-1, η Ρ- και Ε- σελεκτίνη (P-, E-selectin), o PCAM-1, και ο VCAM-1. Τα 
σπουδαιότερα µόρια πρόσδεσης παραγόµενα από τα µονοκύτταρα είναι, η β2-ιντεγκρίνη (b2 integrin), ο 
VLA-4 και ο PCAM-1. Προϊόντα γλυκοσυλίωσης (advanced glycosylation endproducts, AGEs) 
παράγονται στους ασθενείς µε σακχαρώδη διαβήτη, όπου προάγουν τη φλεγµονή διαµέσου ειδικών 
υποδοχέων στα ενδοθηλιακά κύτταρα.    
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 3.4 ∆ΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ΑΦΡΩ∆ΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ  
Η LDL για να ενδοκυτταρωθεί γρήγορα από τα µακροφάγα και σε µεγάλη 

ποσότητα, ώστε να διαφοροποιηθούν σε αφρώδη κύτταρα, πρέπει να είναι 

τροποποιηµένη σε µεγάλο βαθµό (εξαιρετικά οξειδωµένη: “highly oxidized”) (Εικ. 3.4). 

Σε αυτές τις τροποποιήσεις πιθανώς να εµπλέκονται ενεργά οξυγονούχα µόρια, 

παραγόµενα από τα ECs και τα µακροφάγα, αλλά και αρκετά ένζυµα όπως η 

µυελοπεροξειδάση (myeloperoxidase), η σφιγγοµυελινάση (sphingomyelinase) αλλά και 

εκκρινόµενες φωσφολιπάσες. Η myeloperoxidase παράγει µόρια ισχυρής 

ενεργητικότητας όπως υποχλωρικό οξύ (hypochlorous acid) και ελεύθερες ρίζες tyrosyl 

(tyrosyl radicals), καθώς επίσης και τον τροποποιηµένο από την myeloperoxidase 

scavenger υποδοχέα που προσδένεται µε την oxLDL (73). Η sphingomyelinase µε τη 

σειρά της, επάγει τη συσσωµάτωση των λιποπρωτεϊνών, και βοηθάει στην 

ενδοκυττάρωσή τους από τα µακροφάγα (74). Τέλος, µία εκκρινόµενη φωσφολιπάση 

(group II sPLA2) µπορεί και επάγει την οξείδωση της LDL, και διαγονιδιακά ποντίκια 

που υπερεκφράζουν το ένζυµο αυτό ήταν επιρρεπή στην αθηροσκλήρυνση (75).  

Η γρήγορη ενσωµάτωση της υψηλά οξειδωµένης LDL από τα µακροφάγα, όπου 

οδηγεί στη διαφοροποίησή τους σε αφρώδη κύτταρα, γίνεται διαµέσου µίας οµάδας 

υποδοχέων καθαριστών (scavenger receptors) αναγνωριζόµενων από έναν αρκετά 

µεγάλο αριθµό συνδετών (ligands). ∆ύο από αυτούς, ο SR-1 και ο CD36, φαίνεται να 

είναι άµεσα εµπλεκόµενοι σε αυτόν το µηχανισµό, και ποντίκια ελλιπή σε αυτούς τους 

δύο υποδοχείς έδειξαν µείωση στις αθηροσκληρυντικές βλάβες (76, 77). Η έκφραση των 

scavenger receptors ρυθµίζεται: α) από τον υποδοχέα πολλαπλασιασµού και 

ενεργοποίησης των υπεροξυσωµάτων-g (peroxisome proliferators activated receptor–g), 

ενός ρυθµιστικού παράγοντα έκφρασης, του οποίου οι συνδέτες είναι τα οξειδωµένα 

λιπαρά οξέα και β) από τις κυτταροκίνες όπως ο καρκινικός παράγοντας νέκρωσης 

(tumor necrosis factor-a: TNF-a) και η ιντερφερόνη-γ (IFN-γ) (78).  

Τα ενεργοποιηµένα µακροφάγα εκκρίνουν apoE και αυτό µπορεί να προάγει την 

πρόσδεση  της χοληστερόλης στην HDL, µε απώτερο σκοπό την παρεµπόδιση 

διαφοροποίησης των κυττάρων αυτών σε αφρώδη κύτταρα. Οι µαρτυρίες για αυτόν τον 

ρόλο της apoE ξεκίνησαν από µελέτες µεταµόσχευσης µυελού των οστών που έδειξαν 

ότι ποντίκια που δέχτηκαν µόσχευµα από ποντίκια ελλιπή σε apoE ανέπτυξαν ευρείας 

κλίµακας αθηρωµατικές βλάβες σε αντίθεση µε ποντίκια που δέχτηκαν µόσχευµα από 

 28



µάρτυρες (79). Τέλος, ενδιαφέρον παρουσιάζουν και οι µελέτες που έγιναν σε ποντίκια 

ελλιπή στην ACAT-1, ένα ένζυµο υπεύθυνο για την εστεροποίηση της χοληστερόλης στα 

µακροφάγα, όπου και αυτά παρουσίασαν σηµαντικές βλάβες (80).   

 

 

 
Εικόνα 3.4: ∆ηµιουργία αφρωδών κυττάρων (foam cells). Συσσωµατώµατα υψηλά οξειδωµένης LDL 
δηµιουργούνται στο αγγειακό τοίχωµα µετά από τη δράση ενεργών οξυγονούχων µορίων (reactive oxygen 
species, ROS) και των ενζύµων σφιγγοµυελινάσης (sphingomyelinase, SMase), εκκριτικής φωσφολιπάσης-
2 (secretory phospholipase 2, sPLA2), άλλων λιπασών και της µυελοπεροξειδάσης (myeloperoxidase, 
MPO). Τα οξειδωµένα συσσωµατώµατα της LDL αναγνωρίζονται από τους scavenger υποδοχείς των 
µακροφάγων, όπως ο SR-1, ο CD36 και ο CD68T υποδοχέας. Η σύνθεση των scavenger receptors επάγεται 
από κυτταροκίνες όπως ο TNF-a και η ιντερφερόνη-γ (IFN-γ). Τα αφρώδη κύτταρα εκκρίνουν 
απολιποπρωτεΐνη Ε (apolipoprotein E, apoE), µε την οποία διευκολύνεται η αποµάκρυνση της περίσσειας 
χοληστερόλης από το κύτταρο. Ο θάνατος των αφρωδών κυττάρων έχει ως αποτέλεσµα την απελευθέρωση 
λιπιδίων αλλά και άλλων κυτταρικών υπολειµµάτων στον εξωκυττάριο χώρο.  
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 3.5 ΙΝΩ∆ΗΣ ΠΛΑΚΑ 
Η ινώδης πλάκα χαρακτηρίζεται από µία αναπτυσσόµενη µάζα αποτελούµενη 

από εξωκυττάρια λιπίδια, χοληστερόλη και εστέρες αυτής, καθώς και από τη 

συσσώρευση αγγειακών λείων µυϊκών κυττάρων και την προερχόµενη από αυτά 

εξωκυττάρια θεµέλια ουσία (εικόνα 3.5). Εκκρινόµενες κυτταροκίνες και αυξητικοί 

παράγοντες, προερχόµενοι από τα µακροφάγα και τα Τ-λεµφοκύτταρα είναι σηµαντικά 

για τη µετανάστευση και τον πολλαπλασιασµό των VSMCs καθώς επίσης και για την 

παραγωγή από αυτά της εξωκυττάριας θεµέλιας ουσίας.  

Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι η αλληλεπίδραση του CD40 µε τον συνδέτη του, 

CD40L (CD154) συνεισφέρει σηµαντικά στην ανάπτυξη προχωρηµένων βλαβών (81). 

Αυτή η ανοσολογική αντίδραση αναγνωρίστηκε για πρώτη φορά στα Τ και Β 

λεµφοκύτταρα, αλλά τώρα είναι γνωστό ότι ο CD40 εκφράζεται επίσης από τα 

µακροφάγα, τα ECs και τα SMCs. Η πρόσδεση του  CD40 µε τον CD40L, καταλήγει 

στην παραγωγή φλεγµονωδών κυτταροκινών, µεταλλοπρωτεασών (matrix 

metaloproteinases, MMPs) και µορίων πρόσδεσης. Μελέτες στις οποίες 

χρησιµοποιήθηκαν ποντίκια ελλιπή για τον CD40L ή αντισώµατα απενεργοποίησης του 

CD40L έδειξαν ότι η διακοπή της αλληλεπίδρασης CD40/CD40L οδηγεί στη δηµιουργία 

µικρότερης εντάσεως φλεγµονή και επιπλέον ίνωση (81). Μολονότι πειράµατα που 

έγιναν σε ανοσοκατεσταλµένα ποντίκια έδειξαν ότι τα λεµφοκύτταρα έχουν ένα ρόλο 

µικρής σηµασίας στην αθηρογένεση (82), µελέτες µε CD40-CD40L (81), µε αντισώµατα 

των επίτοπων της oxLDL (83) και µε τα προϊόντα των Τ-λεµφοκυττάρων όπως η IFN-γ 

(84), υποδεικνύουν ότι αυτά τα κύτταρα είναι σηµαντικά για τη δηµιουργία και την 

εξέλιξη της νόσου.  

Αρκετοί παράγοντες, όπως τα αυξηµένα επίπεδα οµοκυστεΐνης, η υπέρταση και 

οι ορµόνες, φαίνεται να συµβάλλουν στην εξέλιξη της νόσου. Υψηλά επίπεδα 

οµοκυστεΐνης µπορούν να βλάψουν τα ECs και να επάγουν τον πολλαπλασιασµό των 

VSMCs (85). Μερικές από τις συνέπειες της αυξηµένης αιµατικής πίεσης στην 

αθηροσκλήρυνση φαίνεται να είναι τα συστατικά του βιοχηµικού µονοπατιού της 

αγγειοτασίνης-νεφρικής προέλευσης. Για παράδειγµα, η αγγειοτασίνη ΙΙ προάγει άµεσα 

την ανάπτυξη των VSMCs και την παραγωγή της εξωκυττάριας θεµέλιας ουσίας από 

αυτά. Μελέτες σε αυτογενείς υπερτασικούς αρουραίους, έδειξαν ότι η αύξηση της 

αιµατικής πίεσης διεγείρει την έκφραση του αυξητικού παράγοντα αιµοπεταλιακής 

 30



προέλευσης (platelet derived growth factor, PDGF), ένα ισχυρό µιτογόνο για τα VSMCs 

(86). Tα οιστρογόνα έχουν πολλαπλές αντιαθηρογενετικές ιδιότητες, 

συµπεριλαµβανοµένων των επιδράσεων που έχουν στα επίπεδα των λιποπρωτεϊνών στο 

πλάσµα και της επαγωγής για την παραγωγή της προστακυκλίνης (prostacyclin) και του 

µονοξειδίου του αζώτου (87). 

  Έχει δειχτεί ότι ο κυτταροµεγαλοϊός του ανθρώπου (human cytomegalovirus, 

CMV) συνδέεται µε την αθηροσκλήρυνση και µε την αγγειακή επαναστένωση (στένωση 

του αγγειακού αυλού που οφείλεται στην επαναδιάταξή του µετά από αγγειοπλαστική 

επέµβαση (84). Ένας πιθανός µηχανισµός ο οποίος µπορεί να συνδέσει την 

αθηροσκλήρυνση και την αγγειακή επαναστένωση µε τη µόλυνση από CMV είναι η 

µετανάστευση των SΜCs διαµέσου του US28 υποδοχέα, ενός υποδοχέα χηµειοκίνης 

ιικής κωδικοποίησης (88). Η µόλυνση από CMV επίσης συσχετίζεται µε την 

απενεργοποίηση της p53 πρωτεΐνης και µελέτες σε ποντίκια ελλιπή σε αυτήν την 

πρωτεΐνη έδειξαν ότι υπήρχε αύξηση στον πολλαπλασιασµό των SMCs και εποµένως 

επιτάχυνση στην εξέλιξη της νόσου (89).  

Η ανοµοιογένεια που υπάρχει στη δηµιουργία της αθηροσκληρωτικής βλάβης 

αρχικά υποδήλωνε ότι για την εξέλιξη της νόσου θα µπορούσαν να εµπλέκονται µη 

κακοήθη διαφοροποιηµένα VSMCs. Σήµερα είναι γνωστό ότι η ανοµοιογένεια αυτή 

προέρχεται από µία φυσιολογική διαδικασία ανάπτυξης των κυττάρων αυτών (90). 

Παρόλα αυτά, αρκετές µαρτυρίες συµφωνούν µε την ενεργοποίηση ογκογονιδίων 

(oncogene activation), την απώλεια ετεροζυγωτίας (loss of heterozygosity) και την 

µικροδορυφορική αστάθεια (microsatellite instability) στις ανθρώπινες αθηρωµατικές 

βλάβες (91,95,100). 
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Εικόνα 3.5: ∆ηµιουργία ινώδους πλάκας. Ένας αριθµός από παράγοντες επικινδυνότητας, όπως υψηλά 
επίπεδα οµοκυστεΐνης και αγγειοτασίνης ΙΙ, (προϊόν της δράσης του µετατρεπτικού ενζύµου της 
αγγειοτασίνης, angiotensin converting enzyme, ACE), υποκινούν τη µετανάστευση ή τον πολλαπλασιασµό 
των SMCs. Τα οιστρογόνα έχουν ευεργετική δράση στα επίπεδα των λιποπρωτεϊνών στο πλάσµα και 
επίσης επάγουν τη σύνθεση του ΝΟ και της προστακυκλίνης από τα ενδοθηλιακά κύτταρα. Η 
αλληλεπίδραση των CD40/CD40 ligand (CD40L) διεγείρει τα Τ-λεµφοκύτταρα (T cells) και τα µακροφάγα 
στο να συνθέσουν κυτταροκίνες όπως IFN-γ, η οποία µπορεί να επηρεάσει τη φλεγµονή, την ανάπτυξη των 
SMCs και την εναπόθεση εξωκυττάριας ουσίας. Τα SMCs της intima παράγουν και εκκρίνουν 
εξωκυττάρια ουσία µε τελικό αποτέλεσµα τη δηµιουργία ινώδους καλύµµατος (fibrous cap) γύρω από το 
αναπτυσσόµενο αθήρωµα.  
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 3.6 ΑΠΩΤΕΡΕΣ ΒΛΑΒΕΣ ΚΑΙ ΘΡΟΜΒΩΣΗ  

Παθολογικές µελέτες έδειξαν ότι η δηµιουργία θρόµβου, εξαρτάται αρχικά από 

τη σύσταση και την αστάθεια-τρωτότητα της αθηρωµατικής πλάκας και λιγότερο από τη 

σοβαρότητα της στένωσης (Εικόνα 3.6). Γενικώς οι ασταθείς πλάκες παρουσιάζουν 

λεπτά ινώδη καλύµµατα (fibrous caps) και αυξηµένο αριθµό φλεγµονωδών κυττάρων. Η 

διατήρηση και η υποστήριξη του ινώδους καλύµµατος, προϋποθέτει την παραγωγή και 

την αποικοδόµηση εξωκυττάριας θεµέλιας ουσίας, και τα παράγωγα των φλεγµονωδών 

κυττάρων πιθανόν να επηρεάζουν τη διεξαγωγή των δύο αυτών λειτουργιών.  

Για παράδειγµα, τα Τ-λεµφοκύτταρα παράγουν IFN-γ, η οποία παρεµποδίζει την 

παραγωγή εξωκυττάριας ουσίας από τα SMCs, ενώ τα µακροφάγα παράγουν διάφορες 

πρωτεάσες, όπως διάµεση κολλαγενάση (collagenase), γελατινάσες (gelatinases) και 

στρωµολυσίνη  (stromolysin), οι οποίες καταστρέφουν την εξωκυττάρια ουσία. Συχνά, η 

ρήξη εκδηλώνεται στις παρυφές των βλαβών όπου χαρακτηρίζονται από την πλούσια 

συνάθροιση αφρωδών κυττάρων, υποδεικνύοντας έτσι, ότι όλοι αυτοί οι αθηρογενετικοί 

παράγοντες εκτός του ότι στηρίζουν µε την παρουσία τους µέσα στην αθηρωµατική 

πλάκα τους µηχανισµούς φλεγµονής, συµβάλλουν και στη δηµιουργία του θρόµβου. Με 

βάση τις παραπάνω παρατηρήσεις, πρέπει να τονιστεί ότι η συχνότητα του εµφράγµατος 

του µυοκαρδίου και των αγγειακών εγκεφαλικών επεισοδίων αυξάνει κατά τη διάρκεια 

οξέων λοιµώξεων.  

Η σταθερότητα των αθηρωµατικών πλακών θα µπορούσε επίσης να επηρεάζεται 

από την ασβεστοποίηση και τη νεοαγγειογένεση, δύο χαρακτηριστικά των επιπλεγµένων 

βλαβών. Η υπενδοθηλιακή ασβεστοποίηση είναι µία ενεργός διαδικασία στην οποία τα 

περιτριχοειδικά κύτταρα εκκρίνουν παράγοντες, δηµιουργώντας έτσι ένα εξωκυττάριο 

ικρίωµα. Στη συνέχεια επέρχεται η ασβεστοποίησή του, ένα φαινόµενο που µοιάζει µε 

αυτό της οστεοποίησης. Η διαδικασία αυτή ελέγχεται από oxysterols και κυτταροκίνες 

(92). Τα αγγεία µικρού µεγέθους που αναπτύσσονται στην περιοχή του µέσου χιτώνα 

(media), συµβάλλουν στη διεύρυνση της βλάβης, εµπλουτίζοντάς την µε φλεγµονώδη 

κύτταρα από την περιφέρεια (93).  

Η θρόµβωση στις περιοχές της βλάβης φαίνεται να εξαρτάται από την παρουσία 

του tissue factor, µιας πρωτεΐνης-κλειδί για την έναρξη της αντίδρασης «καταρράκτη» 

της πήξης. Η αύξηση της παραγωγής του tissue factor από τα ECs και τα µακροφάγα 

εξαρτάται από την oxLDL, από λοιµώξεις, ή από την πρόσδεση του CD40 των ECs µε το 
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συνδέτη του CD40L στα φλεγµονώδη κύτταρα (94). Υπάρχει µία σειρά άλλων 

µεσολαβητικών µορίων που θα µπορούσαν να είναι σηµαντικά για τη δηµιουργία του 

θρόµβου, όπως ο ενεργοποιητής του πλασµινογόνου (plasminogen activator).  

 

 

 
Εικόνα 3.6: Προχωρηµένες βλάβες και θρόµβωση. Η ευαίσθητη πλάκα µε ένα λεπτό ινώδες κάλυµµα είναι 
το αποτέλεσµα της αποικοδόµησης του συνδετικού ιστού από πρωτεϊνάσες, όπως κολλαγενάσες 
(collagenases), γελατινάσες (gelatinases) και στρωµολυσίνη  (stromolysin) καθώς επίσης και της 
παρεµπόδισης της σύνθεσης και έκκρισης των δοµικών στοιχείων της εξωκυττάριας θεµέλιας ουσίας. 
Μεταξύ των παραγόντων που προκαλούν την αστάθεια της πλάκας και επάγουν τη θρόµβωση είναι η 
λοίµωξη, η οποία µπορεί να δρα συστηµατικά επάγοντας τη σύνθεση πρωτεϊνών οξείας φάσης ή δρώντας 
τοπικά επάγοντας την έκφραση του tissue factor και καταστέλλοντας την έκφραση του ενεργοποιητή του 
πλασµινογόνου (plasminogen activator, PA). Η ασβεστοποίηση της πλάκας είναι µία ενεργός διαδικασία 
στην οποία τα περιτριχοειδικά κύτταρα εκκρίνουν παράγοντες, δηµιουργώντας έτσι ένα εξωκυττάριο 
ικρίωµα. Στη συνέχεια επέρχεται η ασβεστοποίησή του, ένα φαινόµενο που µοιάζει µε αυτό της 
οστεοποίησης. Η δηµιουργία θρόµβου, είναι συνέπεια πρόσδεσης αιµοπεταλίων και ινώδους, η οποία είναι 
συνήθως το αποτέλεσµα της αποκόλλησης της πλάκας.  

 34



 3.7 ΒΛΑΒΕΣ ΣΤΟ DNA 

Πρόσφατες µελέτες έδειξαν την παρουσία γενετικών και επιγενετικών βλαβών στο DNA 

στις αθηρωµατικές πλάκες από διαφορετικά είδη αρτηριών (95-104). Οι αλλαγές αυτές 

φαίνεται ότι είναι αποτέλεσµα της τοπικής µονοκλωνικής αύξησης γενετικά 

διαφοροποιηµένων λείων µυϊκών κυττάρων (97,98,105,106). Οι βλάβες στο επίπεδο του 

DNA µπορεί να συµβάλλουν σηµαντικά στην ανάπτυξη της αθηρωµατικής νόσου καθώς 

αλλοιώνουν την οµαλή γονιδιακή έκφραση µέσω: α) µεταλλάξεων εντός των κωδικών 

περιοχών γονιδίων, β) απώλειας χρωµοσωµικού υλικού και γ) µεθυλίωσης του DNA στα 

νησίδια CpG στους υποκινητές (promoters) γονιδίων. Ειδικότερα, έχουν περιγραφεί σε 

αθηρωµατικούς ιστούς από διαφορετικές ανατοµικές περιοχές σηµαντικές βλάβες στα 

χρωµοσώµατα 2p, 2q, 3p, 7q, 8p, 8q, 9q, 17p και 17q.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4ο

ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΚΙΝ∆ΥΝΟΥ ΚΑΙ ΚΛΙΝΙΚΗ ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΗΣ 

ΑΘΗΡΟΣΚΛΗΡΥΝΣΗΣ 

 
 4.1 ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΚΙΝ∆ΥΝΟΥ 

Η καρδιαγγειακή νόσος είναι η συχνότερη αιτία θανάτου στον ανεπτυγµένο 

κόσµο και οι µισοί από αυτούς τους θανάτους αποδίδονται άµεσα στη νόσο των 

στεφανιαίων αγγείων, ενώ ένα είκοσι τοις εκατό σε αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο. Από 

επιδηµιολογικής πλευράς, ένας «παράγοντας κινδύνου» είναι ένα χαρακτηριστικό 

γνώρισµα ενός ατόµου ή ενός πληθυσµού που είναι παρών νωρίς στη ζωή και σχετίζεται 

µε αυξηµένο κίνδυνο ανάπτυξης µελλοντικής νόσου. Ο εξεταζόµενος παράγοντας 

κινδύνου µπορεί να είναι µια επίκτητη συµπεριφορά (όπως το κάπνισµα), ένα 

κληρονοµούµενο χαρακτηριστικό (όπως η οικογενής υπερλιπιδαιµία), ή µια 

εργαστηριακή µέτρηση (όπως η χοληστερόλη ή η C-αντιδρώσα πρωτεΐνη) (107).  

Καθιερωµένοι παράνοντες κινδύνου: Στους ήδη γνωστούς παράγοντες κινδύνου 

ανήκουν το κάπνισµα, η αρτηριακή υπέρταση, η υπερλιπιδαιµία, το µεταβολικό 

σύνδροµο, η αντίσταση στην ινσουλίνη, η παχυσαρκία, ορισµένοι διαιτητικοί 

παράγοντες, το ψυχικό stress και η κατάθλιψη. Ειδικά για το µεταβολικό σύνδροµο, 

αξίζει να γίνει αναφορά στο σύγχρονο ορισµό του, που απαιτεί τρία από τα παρακάτω 

πέντε κριτήρια: περίµετρος µέσης µεγαλύτερη από 102cm στους άνδρες και 88cm στις 

γυναίκες, επίπεδα τριγλυκεριδίων τουλάχιστον 150mg/dl, HDL χοληστερόλη λιγότερη 

από 40mg/dl στους άνδρες και 50mg/dl στις γυναίκες, αρτηριακή πίεση τουλάχιστον 

130/85mm Hg και τέλος γλυκόζη αίµατος τουλάχιστον 110mg/dl. Με βάση τις 

παραµέτρους αυτές, ο επιπολασµός του µεταβολικού συνδρόµου στις Ηνωµένες 

Πολιτείες Αµερικής είναι εικοσιπέντε τοις εκατό ή περίπου πενήντα εκατοµµύρια 

άνθρωποι.  

Πρόσφατα αποδεδειγµένοι παράγοντες κινδύνου: Εξαιτίας της ανάγκης να 

βελτιωθεί η ανίχνευση του αγγειακού κινδύνου, την τελευταία δεκαετία η έρευνα 

εστιάστηκε στην αναγνώριση νέων παραγόντων κινδύνου για ανάπτυξη 

αθηροσκλήρυνσης. Αυτοί περιλαµβάνουν την υψηλής ευαισθησίας CRP (high-sensitivity 

CRP, hsCRP) και άλλους δείκτες φλεγµονής, την α-λιποπρωτεΐνη, την οµοκυστεΐνη και 
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δείκτες του ινωδολυτικού και αιµοστατικού µηχανισµού, όπως ινωδογόνο, D-dimer, 

ιστικός ενεργοποιητής του πλασµινογόνου (t-PA) και τέλος αναστολέα του ενεργοποιητή 

του πλασµινογόνου 1 (PAI-1).  

 

 
 4.2 ΚΛΙΝΙΚΗ ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΗΣ ΑΘΗΡΟΣΚΛΗΡΥΝΣΗΣ 

Η αθηροσκλήρυνση εµφανίζει ετερογένεια στο χρόνο, µε το να είναι νόσος µε 

οξείες και χρόνιες εκδηλώσεις. Ελάχιστες νόσοι έχουν µεγαλύτερη περίοδο «επώασης» 

από την αθηροσκλήρυνση, η οποία προσβάλλει αρτηρίες πολλών νέων ανθρώπων στο 

δυτικό κόσµο κατά τη δεύτερη και τρίτη δεκαετία της ζωής τους. Αναφέρεται ότι ο ένας 

στους έξι Αµερικανούς εφήβους έχει ανώµαλη πάχυνση των στεφανιαίων αρτηριών 

(108), όµως η συµπτωµατολογία δεν εµφανίζεται παρά αρκετές δεκαετίες αργότερα, µε 

µεγαλύτερη καθυστέρηση στις γυναίκες. Παρόλα αυτά, οι σοβαρότερες επιπλοκές του 

αθηρώµατος όπως το έµφραγµα του µυοκαρδίου, η ασταθής στηθάγχη και το αγγειακό 

εγκεφαλικό επεισόδιο, τυπικά συµβαίνουν οξέως. Ένα λιγότερο κατανοητό φαινόµενο 

στην αθηρογένεση είναι ο ρόλος της να προκαλεί στένωση ορισµένων αγγείων και 

ανευρυσµατική διάταση άλλων. Τυπικά, υπάρχει στένωση στα στεφανιαία αγγεία και 

ανευρυσµατική διάταση σε κάποια άλλα, συµπεριλαµβανοµένου της αορτής.  

Η πρόγνωση των ασθενών µε αθηροσκλήρυνση στα στεφανιαία αγγεία, τις 

καρωτίδες ή τις αρτηρίες των κάτω άκρων είναι χειρότερη σε σχέση µε το γενικό 

πληθυσµό. Ασθενείς µε συµπτωµατικές βλάβες σε µία αγγειακή περιοχή, συχνά έχουν 

ασυµπτωµατικές αθηρωµατικές βλάβες και σε άλλες περιοχές. Έτσι, ασθενείς µε νόσο 

των στεφανιαίων αρτηριών και πρόσθετες βλάβες στην περιφέρεια (καρωτίδες, αρτηρίες 

κάτω άκρων) έχουν µεγαλύτερη επίπτωση καρδιαγγειακών συµβαµάτων απ’ότι οι 

αντίστοιχοί τους µε νόσο των στεφανιαίων αρτηριών µόνο. Σε ό,τι αφορά το αγγειακό 

εγκεφαλικό επεισόδιο, η συχνότερη αιτία είναι η αθηροσκλήρυνση των εγκεφαλικών 

αγγείων µε δεύτερη σε σειρά τα έµβολα καρδιακής προέλευσης. Τα δύο τρίτα των 

εγκεφαλικών εξηγούνται από αναγνωρίσιµους παράγοντες κινδύνου. Η ηλικία, η 

αρτηριακή υπέρταση και η κολπική µαρµαρυγή είναι τα συχνότερα αίτια. Μόλις το πέντε 

τοις εκατό των εγκεφαλικών προκαλούνται από καταστάσεις άλλες εκτός της 

αθηροσκλήρυνσης και της καρδιακής νόσου, (όπως διαχωρισµοί τραχηλικών αρτηριών, 
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µη αθηρωµατικές αγγειοπάθειες, αγγειΐτιδες και νόσοι του κολλαγόνου), ενώ στο τριάντα 

τοις εκατό των περιπτώσεων δεν ανευρίσκεται κλασσικός παράγοντας κινδύνου (109).  

 

  4.2.1 Στένωση αρτηριών και η κλινική τους σηµασία 

Σε προηγούµενες παραγράφους συζητήσαµε την έναρξη και εξέλιξη της 

αθηρωµατικής πλάκας. Αυτές οι φάσεις της αθηροσκληρωτικής διεργασίας γενικά 

διαρκούν πολλά χρόνια, κατά τη διάρκεια των οποίων το άτοµο δεν έχει 

συµπτωµατολογία. Μετά το σηµείο κατά το οποίο η πίεση της πλάκας υπερβαίνει την 

ικανότητα της αρτηρίας να αναδοµήσει τη µορφολογία της, ξεκινάει η µείωση του 

αρτηριακού αυλού. Κατά τη διάρκεια της χρόνιας ασυµπτωµατικής ή σταθερής φάσης 

της εξέλιξης της βλάβης, η ανάπτυξη πιθανόν συµβαίνει διακοπτόµενα, µε περιόδους 

σχετικής αδράνειας, που εναλλάσσονται µε επεισόδια γρήγορης εξέλιξης. 

Αγγειογραφικές µελέτες σε ανθρώπους, υποστηρίζουν τη διακοπτόµενη ανάπτυξη των 

στενώσεων των στεφανιαίων αρτηριών (110). Τελικά, οι στενώσεις οδηγούν σε ένα 

σηµείο όπου εµποδίζεται η αιµατική ροή διαµέσου της αρτηρίας. Βλάβες που προκαλούν 

στενώσεις µεγαλύτερες από εξήντα τοις εκατό, µπορούν να προκαλέσουν περιορισµό στη 

ροή σε συνθήκες αυξηµένης απαίτησης. Αυτός ο τύπος αθηροαποφρακτικής νόσου 

συχνά προκαλεί χρόνια σταθερή στηθάγχη, ή διαλείπουσα χωλότητα σε συνθήκες 

αυξηµένου έργου. Έτσι, η συµπτωµατική φάση της αθηροσκλήρυνσης, συνήθως 

συµβαίνει αρκετές δεκαετίες µετά την έναρξη της βλάβης.  

Σε πολλές περιπτώσεις εµφράγµατος του µυοκαρδίου, παρόλα αυτά, δεν 

προηγείται ιστορικό σταθερούς στηθάγχης του οξέος γεγονότος. Ορισµένες κλινικές 

παρατηρήσεις δείχνουν ότι πολλά εµφράγµατα µυοκαρδίου δεν προέρχονται από υψηλού 

βαθµού στενώσεις, αλλά από βλάβες που δεν περιορίζουν τη ροή (111,112). Για 

παράδειγµα, σε άτοµα που έχουν υποβληθεί σε στεφανιογραφικό έλεγχο µήνες πριν το 

έµφραγµα του µυοκαρδίου, η κύρια βλάβη δείχνει λιγότερο από πενήντα τοις εκατό 

στένωση. Σε πρόσφατες µελέτες φαίνεται ότι µόνο δεκαπέντε τοις εκατό των οξέων 

µυοκαρδιακών εµφραγµάτων προέρχονται από βλάβες που είχαν βαθµό στενώσεως 

µεγαλύτερο από εξήντα τοις εκατό σε προηγηθείσες στεφανιογραφίες.  

Σήµερα αναγνωρίζουµε ότι αντί για την ύπαρξη προοδευτικής εξέλιξης της 

βλάβης στον έσω χιτώνα έως την κρίσιµη στένωση, η θρόµβωση είναι αυτή που 

επιπλέκει µια όχι αναγκαστικά αποφρακτική πλάκα και συχνότερα προκαλεί επεισόδια 
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ασταθούς στηθάγχης ή οξέος εµφράγµατος του µυοκαρδίου. Αυτή η άποψη 

υποστηρίζεται και από αγγειογραφικές µελέτες σε ασθενείς που έχουν υποβληθεί σε 

θροµβόλυση. Σε µια τέτοια µελέτη, σχεδόν οι µισοί ασθενείς που υπεβλήθησαν σε 

θροµβόλυση για πρώτο έµφραγµα µυοκαρδίου, είχαν µια υποκείµενη στένωση λιγότερο 

από πενήντα τοις εκατό µετά που ο πρόσφατος θρόµβος είχε λυθεί.  

Τα ευρήµατα αυτά δε σηµαίνουν ότι τα µικρά αθηρώµατα προκαλούν τα 

περισσότερα εµφράγµατα µυοκαρδίου. Οι υπεύθυνες αλλοιώσεις του οξέος εµφράγµατος 

µπορεί να είναι µετρήσιµες (113). Εντούτοις, ίσως να µην παράγουν κρίσιµη ενδοαυλική 

στένωση εξαιτίας του φαινοµένου της αντισταθµιστικής διεύρυνσης (114). Φυσικά, 

κρίσιµες στενώσεις πράγµατι προκαλούν έµφραγµα του µυοκαρδίου. Οι µεγάλου βαθµού 

στενώσεις είναι πιθανότερο να προκαλέσουν έµφραγµα του µυοκαρδίου, απ’ότι οι µη 

αποφρακτικές βλάβες. Παρόλα αυτά, επειδή οι µη κρίσιµες στενώσεις είναι πολύ 

περισσότερες σε αριθµό από τις εντοπισµένες βλάβες σε ένα δεδοµένο στεφανιαίο 

δίκτυο, οι µικρότερες στενώσεις προκαλούν περισσότερα εµφράγµατα, παρά το γεγονός 

ότι οι υψηλού βαθµού στενώσεις έχουν µεγαλύτερη πιθανότητα ανά άτοµο να του 

επιφέρουν έµφραγµα µυοκαρδίου.  

 

  4.2.2 Θρόµβωση και επιπλοκές αθηροµάτωσης 

Η εξέλιξη των απόψεων για την παθογένεση των οξέων στεφανιαίων συνδρόµων, 

δίνει έµφαση στη θρόµβωση ως τον κρίσιµο µηχανισµό για τη µετάπτωση από τη χρόνια 

στην οξεία φάση της αθηροσκλήρυνσης. Σήµερα εκτιµούµε ότι η φυσική διάσπαση της 

αθηροσκληρωτικής πλάκας, προκαλεί οξεία θρόµβωση. Ορισµένοι βασικοί τρόποι της 

διάσπασης της πλάκας προκαλούν τους περισσότερους στεφανιαίους θρόµβους. Ο 

πρώτος µηχανισµός, ο οποίος ευθύνεται για τα δύο τρίτα των οξέων εµφραγµάτων του 

µυοκαρδίου, εµπεριέχει ρήξη του ινώδους καλύµµατος της πλάκας. Ένας άλλος 

µηχανισµός περιλαµβάνει την επιπολής διάβρωση του έσω χιτώνα και ευθύνεται για το 

ένα τέταρτο των οξέων εµφραγµάτων του µυοκαρδίου σε ασθενείς που είχαν αιφνίδιο 

καρδιακό θάνατο. Η επιπολής διάβρωση εµφανίζεται συχνότερα στις γυναίκες ως ένας 

µηχανισµός στεφανιαίου αιφνιδίου θανάτου (115).  
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  4.2.3 Ρήξη πλάκας και θρόµβωση 

Η ρήξη του ινώδους καλύµµατος της πλάκας πιθανόν αντανακλά µια ανισορροπία 

µεταξύ των δυνάµεων που προσκρούουν στο κάλυµµα της πλάκας και της µηχανικής 

τάσης του ινώδους καλύµµατος (116). Οι διάµεσες µορφές του κολλαγόνου παρέχουν 

την κύρια εµβιοµηχανική αντίσταση στη διάσπαση του ινώδους καλύµµατος. Ως εκ 

τούτου, ο µεταβολισµός του κολλαγόνου πιθανόν συµµετέχει στη ρύθµιση της τάσης για 

τη ρήξη της πλάκας. Οι παράγοντες που ελαττώνουν τη σύνθεση του κολλαγόνου από τα 

λεία µυϊκά κύτταρα, µπορούν να διαταράξουν την ικανότητά τους να επισκευάσουν και 

να διατηρήσουν το ινώδες κάλλυµα της πλάκας. Για παράδειγµα, η κυτοκίνη 

ιντερφερόνη-γ, η προερχόµενη από τα Τ-λεµφοκύτταρα, αναστέλλει τη σύνθεση 

κολλαγόνου από τα λεία µυϊκά κύτταρα. Από την άλλη πλευρά, συγκεκριµένοι 

µεσολαβητές που απελευθερώνονται από τα κοκκία των αιµοπεταλίων, κατά την 

ενεργοποίησή τους µπορούν να αυξήσουν τη σύνθεση κολλαγόνου από τα λεία µυϊκά 

κύτταρα, ενδυναµώνοντας έτσι την ινώδη δοµή της πλάκας. Τέτοιοι µεσολαβητές 

περιλαµβάνουν τον TGF-β και PDGF.  

Επιπλέον της µειωµένης de novo σύνθεσης του κολλαγόνου από τα λεία µυϊκά 

κύτταρα, ο αυξηµένος καταβολισµός των µακροµορίων της εξωκυττάριας ουσίας που 

περιλαµβάνουν το ινώδες κάλυµµα, µπορεί επίσης να συνεισφέρει στην εξασθένηση 

αυτής της δοµής και να την καθιστά ευαίσθητη σε ρήξη και ως εκ τούτου θρόµβωση. Τα 

ίδια ένζυµα αποδόµησης της θεµέλιας ουσίας που θεωρείται ότι συνεισφέρουν στη 

µετανάστευση των λείων µυϊκών κυττάρων και την αρτηριακή αναδόµηση, µπορούν 

επίσης να συνεισφέρουν και στην εξασθένηση του ινώδους καλύµµατος. Τα µακροφάγα 

σε περιπτώσεις προχωρηµένων ανθρώπινων αθηρωµάτων, υπερεκκρίνουν µεσοκυττάριες 

µεταλλοπρωτεϊνάσες και ελαστολυτικές καθεψίνες που µπορούν να αποδοµήσουν το 

κολλαγόνο και την ελαστίνη της αρτηριακής εξωκυττάριας θεµέλιας ουσίας. Έτσι, η 

τάση του ινώδους καλύµµατος της πλάκας υπόκειται σε δυναµική ρύθµιση, 

συσχετίζοντας τη φλεγµονώδη απόκριση στον έσω χιτώνα, µε τους µοριακούς 

καθοριστικούς παράγοντες για τη σταθερότητα της πλάκας και ως εκ τούτου, µε τις 

θροµβωτικές επιπλοκές του αθηρώµατος. Η λέπτυνση του ινώδους καλύµµατος, ένα 

αποτέλεσµα ελαττωµένης σύνθεσης κολλαγόνου και αυξηµένης αποικοδόµησης, πιθανά 

εξηγεί γιατί οι παθολογοανατοµικές µελέτες έχουν δείξει ότι το λεπτό ινώδες κάλυµµα 
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χαρακτηρίζει τις αθηροσκληρωτικές πλάκες που έχουν ραγεί και έχουν προκαλέσει 

θανατηφόρο έµφραγµα του µυοκαρδίου (117).  

Ένα άλλο γνώρισµα της αποκαλούµενης «ευάλωτης» αθηροσκληρωτικής πλάκας 

από παθολογοανατοµικές αναλύσεις, είναι µια σχετική ένδεια λείων µυϊκών κυττάρων. 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οι µεσολαβητές της φλεγµονής, τόσο οι διαλυτοί, όσο και 

οι σχετιζόµενοι µε την επιφάνεια των Τ-λεµφοκυττάρων µπορούν να προκαλέσουν 

προγραµµατισµένο θάνατο των λείων µυϊκών κυττάρων. Η «εκτόπιση» των λείων 

µυϊκών κυττάρων από τις περιοχές της τοπικής φλεγµονής εντός των πλακών, πιθανά 

οδηγεί σε µια σχετική ένδεια λείων µυϊκών κυττάρων στις περιοχές όπου οι πλάκες 

ρηγνύονται. Εφόσον αυτά τα κύτταρα είναι η πηγή του νεοσυντιθέµενου κολλαγόνου το 

οποίο είναι απαραίτητο για την επιδιόρθωση και διατήρηση της θεµέλιας ουσίας στο 

ινώδες κάλυµµα, η έλλειψη των λείων µυϊκών κυττάρων ίσως συνεισφέρει στην 

εξασθένηση του ινώδους καλύµµατος και ως εκ τούτου στην τάση της συγκεκριµένης 

πλάκας να ραγεί (113).  

Μια χαρακτηριστική συσσώρευση µακροφάγων και λιπιδίων είναι το τρίτο 

µικροανατοµικό γνώρισµα της αποκαλούµενης «ευάλωτης» αθηροσκληρωτικής πλάκας. 

Με µια αυστηρά εµβιοµηχανική άποψη, µια µεγάλη συσσώρευση λιπιδίων µπορεί να 

βοηθήσει στην εστίαση εµβιοµηχανικών δυνάµεων στις περιοχές των ήβων των πλακών, 

όπου είναι κοινές θέσεις µε αυτές των ρήξεων των ινωδών καλυµµάτων. Από µια 

µεταβολική σκοπιά, το ενεργοποιηµένο µακροφάγο, χαρακτηριστικό του πυρήνα της 

πλάκας, παράγει τις κυτοκίνες και τα ένζυµα αποικοδόµησης της θεµέλιας ουσίας που 

φαίνονται να ρυθµίζουν τον καταβολισµό της και την απόπτωση των λείων µυϊκών 

κυττάρων. 

Τα αποπτωτικά µακροφάγα, όπως και τα λεία µυϊκά κύτταρα, µπορούν να 

παράγουν ειδικευµένο ιστικό παράγοντα, έναν δυνητικό υποκινητή µικροαγγειακής 

θρόµβωσης µετά από αυτόµατη ή ιατρογενή διάσπαση της πλάκας. Η επιτυχία της 

υπολιπιδαιµικής θεραπείας στην ελάττωση της επίπτωσης του οξέος εµφράγµατος του 

µυοκαρδίου ή της ασταθούς στηθάγχης σε ασθενείς σε κίνδυνο µπορεί να προέρχεται 

από µειωµένη συσσώρευση λιπιδίων και ελάττωση στη φλεγµονή και τη θροµβογόνο 

ιδιότητα της πλάκας. Την ιδέα αυτή υποστηρίζουν µελέτες σε ζώα και µελέτη 

περιφερικών δεικτών φλεγµονής (118).  
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  4.2.4 Θρόµβωση εξαιτίας επιπολής διάβρωσης των πλακών 

Η προηγούµενη ενότητα αναφέρθηκε στην παθοφυσιολογία της ρήξης του 

ινώδους καλύµµατος της πλάκας. Η παθοβιολογία της επιπολής διάβρωσης είναι πολύ 

λιγότερο κατανοητή. Σε πειραµατική αθηροσκλήρυνση σε πρωτεύοντα θηλαστικά, 

περιοχές ενδοθηλιακής απώλειας και εναπόθεσης αιµοπεταλίων συµβαίνουν σε πιο 

προχωρηµένες πλάκες. Στον άνθρωπο, η επιπολής διάβρωση είναι ικανή να προκαλέσει 

θανατηφόρο οξύ έµφραγµα του µυοκαρδίου στις γυναίκες και σε άτοµα µε 

υπερτριγλυκεριδαιµία και σακχαρώδη διαβήτη (119). Παρόλα αυτά, οι υποκείµενοι 

µοριακοί µηχανισµοί παραµένουν ασαφείς. 

 Η απόπτωση των ενδοθηλιακών κυττάρων θα µπορούσε να οδηγήσει σε απώλεια 

του πλακώδους σχήµατός τους, κάτι που υποβοηθείται µε τη δράση ορισµένων 

µεταλλοπρωτεϊνασών της θεµέλιας ουσίας. Οι περισσότερες περιπτώσεις των 

διασπάσεων των αθηροσκληρυντικών πλακών δεν οδηγούν σε κλινικά εµφανείς 

στεφανιαίες επιπλοκές. Οι επαναληπτικοί κύκλοι της διάσπασης της πλάκας, της 

θρόµβωσης in situ και της επούλωσης, πιθανά συνεισφέρουν στην εξέλιξη της βλάβης 

και την ανάπτυξη της πλάκας. Αυτό µπορεί να οδηγήσει σε επιτάχυνση του 

πολλαπλασιασµού των λείων µυϊκών κυττάρων, στη µετανάστευσή τους και στη 

σύνθεση της θεµέλιας ουσίας. Οι TGF-β και PDGF που απελευθερώνονται από τα 

κοκκία των αιµοπεταλίων διεγείρουν τη σύνθεση του κολλαγόνου από τα λεία µυϊκά 

κύτταρα. Η θροµβίνη, η οποία παράγεται από τα σηµεία τοιχωµατικής θρόµβωσης, 

διεγείρει τον πολλαπλασιασµό των λείων µυϊκών κυττάρων. Το τελευταίο στάδιο του 

ινώδους και ασβεστοποιηµένου αθηρώµατος ίσως αντιπροσωπεύει ένα στάδιο κατά το 

οποίο η προηγούµενα πλούσια σε λιπίδια και ευάλωτη πλάκα, τώρα καθίσταται ινώδης 

και υποκυτταρική εξαιτίας της απάντησης στη βλάβη που µεσολαβείται από τα προϊόντα 

της θρόµβωσης.  
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 4.2.5 ∆ιάχυτες και συστηµατικές εκδηλώσεις στην ευάλωτη πλάκα 

Οι πλάκες υψηλού κινδύνου για ρήξη είναι στην πραγµατικότητα πολυάριθµες 

για ένα συγκεκριµένο στεφανιαίο δίκτυο. Αγγειογραφίες ασθενών µε οξέα στεφανιαία 

σύνδροµα, έδειξαν εξέλκωση πλάκας ή θρόµβωση σε περισσότερες από µία θέσεις, κάτι 

που οδηγούσε σε χειρότερη έκβαση κατά το follow-up (120). Μελέτες µε ενδοαγγειακή 

υπερηχοτοµογραφία σε ασθενείς µε οξέα στεφανιαία σύνδροµα έδειξαν ότι περισσότεροι 

από ογδόντα τοις εκατό των ασθενών αυτών είχαν περισσότερες από µία διασπασµένες 

αθηρωµατικές πλάκες.  

Ορισµένοι συστηµατικοί δείκτες φλεγµονής, όπως η C-αντιδρώσα πρωτεΐνη 

αυξάνουν σε ασθενείς σε κίνδυνο για οξέα στεφανιαία σύνδροµα. Έτσι ο συνδυασµός 

απεικονιστικών µελετών και αντίστοιχων µε χρήση δεικτών φλεγµονής, ενισχύει την 

υπόθεση των διάχυτων και συστηµατικών εκδηλώσεων στα ασταθή αθηρώµατα σε 

ασθενείς µε κίνδυνο οξέων στεφανιαίων συνδρόµων, κάτι που θα µπορούσε να έχει 

σηµαντικές θεραπευτικές συνέπειες.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5ο

ΣΥΣΤΗΜΑ ΕΠΙ∆ΙΟΡΘΩΣΗΣ ΛΑNΘΑΣΜΕΝΑ ΖΕΥΓΑΡΩΜΕΝΩΝ 

ΒΑΣΕΩΝ ΤΟΥ DNA (DNA MISMATCH REPAIR, MMR) 
 

Το ανθρώπινο γονιδίωµα, όπως όλα τα γονιδιώµατα, κωδικοποιεί πληροφορία για 

να προστατεύσει τη δική του ακεραιότητα. Τα ένζυµα επιδιόρθωσης του DNA διαρκώς 

ελέγχουν τα χρωµοσώµατα για να διορθώσουν βλάβες στα νουκλεοτίδια που 

προκαλούνται από έκθεση σε καρκινογόνα και σε κυτταροτοξικές ουσίες. Οι βλάβες 

κατά ένα µέρος είναι απόρροια περιβαλλοντικών παραγόντων, όπως υπεριώδες (UV) 

φως από τον ήλιο, εισπνεόµενος καπνός τσιγάρων, ή διατροφικοί παράγοντες. Επιπλέον, 

ένα σηµαντικό ποσοστό των αλλαγών στο DNA προκαλούνται αναπόφευκτα από 

ενδογενή ασθενή µεταλλαξιογόνα όπως το νερό, δραστικές ρίζες οξυγόνου, και 

µεταβολίτες που µπορούν να δράσουν ως αλκυλοποιητικοί παράγοντες. Σε πρόσφατη 

µελέτη (121), έχουν περιγραφεί περισσότερα από 130 γονίδια επιδιόρθωσης του DNA. 

Από αυτά, υπάρχουν τρεις ξεχωριστές κατηγορίες επιδιόρθωσης µε εκτοµή. Αυτές είναι 

η εκτοµή βάσης (base excision repair, BER), η εκτοµή νουκλεοτιδίου (nucleotide 

excision repair, NER) και το σύστηµα επιδιόρθωσης των λανθασµένα ζευγαρωµένων 

βάσεων του  DNA (mismatch repair, MMR).  

 

 5.1 ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΤΟΥ ΣΥΣΤΗΜΑΤΟΣ MMR 

H πιστή αντιγραφή του γενετικού υλικού είναι ένα από τα βασικά 

χαρακτηριστικά της ζωής, αλλά πολύ συχνά συµβαίνουν λάθη κατά τη σύνθεση του 

DNA. Πολλά από τα λάθη αυτά διαφεύγουν από τον ενδογενή διορθωτικό µηχανισµό της 

αντιγραφής του DNA, και απειλούν τη σταθερότητα του γονιδιώµατος (122,123). Το 

σύστηµα MMR της µετα-αντιγραφικής επιδιόρθωσης του DNA, περιορίζει αυτά τα λάθη 

κατά 100 έως 1000 φορές (124). Στον άνθρωπο, ελλείµµατα στο MMR, οδηγούν σε 

αυξηµένη συχνότητα καρκίνου και ιδιαίτερα στον κληρονοµικό µη πολυποσικό καρκίνο 

του παχέως εντέρου (hereditary nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC) (125,126). Με 

βάση αυτή τη λογική, η έρευνα στο σύστηµα MMR έχει µεγάλη βιοϊατρική χρησιµότητα. 

Το καλύτερα µελετηµένο τέτοιο σύστηµα έως σήµερα, είναι αυτό του βακτηρίου 
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Escherichia coli, που περιλαµβάνει τις ειδικές πρωτεΐνες MutS, MutL και MutH 

(127,128).   

Εκτεταµένες έρευνες στο ευκαρυωτικό MMR σύστηµα, έδειξαν ότι τα 

ευκαρυωτικά MMR πρωτεϊνικά οµόλογα, δεν περιορίζονται στη µετα-αντιγραφική 

επιδιόρθωση των λανθασµένα ζευγαρωµένων βάσεων, αλλά εµπλέκονται στο µειωτικό 

και µιτωτικό ανασυνδυασµό, στη διόρθωση κατά τη µεταγραφή και στην απόπτωση που 

προκαλείται από τη βλάβη του DNA (129). Παρότι το ευκαρυωτικό σύστηµα MMR είναι 

περισσότερο διαφοροποιηµένο από το προκαρυωτικό, οι βασικές αρχές της επιδιόρθωσης 

παραµένουν οι ίδιες (130,131).  

Γενικά, το MMR απαιτεί δύο βασικά αναγνωριστικά βήµατα: την αναγνώριση 

της βλάβης και την αναγνώριση της DNA αλυσίδας-στόχου (Εικόνα 5.1). Η αναγνώριση 

της βλάβης πραγµατοποιείται από τα οµόλογα MutS, που προσδένονται σε λανθασµένα 

ζευγαρωµένες ή µη ζευγαρωµένες βάσεις, και προσελκύουν άλλους επιδιορθωτικούς 

παράγοντες στο σηµείο της βλάβης. Το δεύτερο αναγνωριστικό βήµα, η διάκριση της 

αλυσίδας, διαβεβαιώνει ότι η λανθασµένα ζευγαρωµένη βάση επιδιορθώνεται στη 

νεοσυντιθεµένη «θυγατρική» αλυσίδα που περιέχει το αντιγραφικό λάθος, και όχι στην 

«πατρική» αλυσίδα.  

Στην Ε.coli, η MutL συνδέεται µε το σύµπλεγµα MutS/λανθασµένο ζευγάρωµα 

και ενεργοποιεί τη MutH να συνδεθεί στην ηµιµεθυλιωµένη d(GATC) και να κόψει τη 

µη µεθυλιωµένη θυγατρική αλυσίδα. Αυτή η κοπή που µπορεί να συµβεί σε οποιαδήποτε 

πλευρά και σε µεγάλη απόσταση από το λανθασµένο ζευγάρωµα, κάνει έναρξη στην 

εκτοµή και επανασύνθεση της θυγατρικής αλυσίδας µεταξύ του σηµείου της κοπής  και 

του λανθασµένου ζευγαρώµατος.  

Οµόλογα ΜutS, MutL βρίσκονται σε όλα τα βασίλεια της ζωής υποδηλώνοντας 

διατήρηση της MMR έναρξης κατά την εξέλιξη. MutH δεν έχουν βρεθεί έξω από gram-

αρνητικά βακτήρια, ενώ ο µηχανισµός της διάκρισης της αλυσίδας έχει βρεθεί στην 

Ε.coli.  To σύστηµα MMR ενεργοποιείται όταν η ΜutS αναγνωρίζει και δένεται στην 

περιοχή του λανθασµένου ζευγαρώµατος του DNA. Το προκαρυωτικό MutS σχηµατίζει 

οµοδιµερή που µπορούν να αναγνωρίσουν µια ποικιλία υποστρωµάτων DNA, όπως 

λάθος ζευγαρώµατα και µικρούς βρόχους προσθήκης/απαλλειφής.  

Τα ευκαρυωτικά οµόλογα MutS (MSHs) σχηµατίζουν διαφορετικά ετεροδιµερή 

που µπορούν να αναγνωρίσουν διαφορετικά υποστρώµατα DNA, περιλαµβάνοντας όχι 
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µόνο υποστρώµατα και βρόχους, αλλά επίσης ελεύθερες µονές αλυσίδες, χάσµατα του 

Holliday και διάφορες χηµικές αλλοιώσεις (132). Τα MSHs περιέχουν σχηµατισµούς 

πρόσδεσης νουκλεοτιδίων Walker A και Β ενώ εκτεταµένη έρευνα έχει γίνει για να 

καθοριστεί ο ρόλος του ΑΤΡ στη λειτουργία του MutS και του MMR.  

Μια σηµαντική παρατήρηση ήταν ότι το MSH2/6 προσδένεται στην περιοχή 

βλάβης του DNA σε µία ADP-δεσµευµένη κατάσταση και ότι η πρόσδεση στην περιοχή 

του λανθασµένου ζευγαρώµατος, διεγείρει την πρόσδεση και υδρόλυση του ΑΤΡ. 

Επιπλέον, η πρόσδεση του ΑΤΡ επάγει µία χωροταξική αλλαγή στο MSH2/6 το οποίο 

µπορεί να κινείται κατά µήκος του DNA και έχει προταθεί ότι σχηµατίζει έναν 

ολισθένοντα σφιγκτήρα και προάγει ένα σχηµατισµό α-βρόχου. Ο ρόλος της υδρόλυσης 

του ΑΤΡ είναι λιγότερο ξεκάθαρος, µε δύο µοντέλα να έχουν προταθεί (133). Στο 

µοντέλο «µετάθεσης», η υδρόλυση του ΑΤΡ προάγει έλεγχο του DNA και προς τις δύο 

κατευθύνσεις για ένα σήµα διάκρισης αλυσίδας µε το σχηµατισµό ενός α-βρόχου DNA 

(134-137). Στο «µοριακό» µοντέλο, η πρόσδεση του ΑΤΡ οδηγεί στο σχηµατισµό ενός 

ολισθένοντα σφιγκτήρα που έχει τη δυνατότητα της αµφίδροµης κίνησης κατά µήκος του 

DNA µε ένα τρόπο ανεξάρτητο της ΑΤΡ υδρόλυσης (134,138). Ο ρόλος της ΑΤΡ 

υδρόλυσης, είναι ακόµα πιο περίπλοκος, στο ότι τα MutL οµόλογα µπορούν να 

τροποποιήσουν την ΑΤΡάση και τις διαδικασίες πρόσδεσης στο DNA των MSHs µε ένα 

τρόπο εξαρτώµενο από ΑΤΡ.  
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Εικόνα 5.1:Επιδιόρθωση του λανθασµένου ζευγαρώµατος στο DNA της E.coli. Η επιδιόρθωση είναι µια 
διαδικασία πολλών βηµάτων. Οι λανθασµένα ζευγαρωµένες ή µη ζευγαρωµένες βάσεις, αναγνωρίζονται 
από το MutS διµερές. Μετά τη σύζευξη, η MutS σχηµατίζει ένα σύµπλεγµα µε το διµερές MutL κατά ένα 
ΑΤΡ-εξαρτώµενο τρόπο. Το MutS-MutL ενεργοποιεί την MutH ενδονουκλεάση να συνδεθεί στην 
ηµιµεθυλιωµένη dGATC αλληλουχία (αστερίσκος). Η MutH κόβει τη µη µεθυλιωµένη θυγατρική αλυσίδα, 
η οποία εκτέµνεται µεταξύ της κοπής και του λανθασµένου ζευγαρώµατος. Η θυγατρική αλυσίδα τότε 
επανασυντίθεται (πράσινο) µε µια διαδικασία που απαιτεί επιπλέον παράγοντες (UvrD, SSB, Exol, ExoVII, 
RecJ, PolIII και λιγκάση).  
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 5.2 ∆ΟΜΗ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ MutS  

Για τη δοµή της MutS, υπάρχουν πρόσφατες µελέτες (139-144) στο Thermus 

aquaticus και στην E.coli. Η MutS αποτελείται από πέντε περιοχές: (Ι) την περιοχή 

πρόσδεσης στο λάθος ζευγάρωµα, (ΙΙ) το συνδέτη, (ΙΙΙ) τον πυρήνα, (ΙV) το σφιγκτήρα 

του DNA και (V) την ΑΤΡάση µε αποτέλεσµα να έχουµε µία θ-δοµή. Το διµερές MutS 

περιέχει δύο κανάλια. Ένα κανάλι σχηµατίζεται από τις υποµονάδες πρόσδεσης στο 

DNA Ι και IV και περιβάλλει το DNA στην περιοχή του λανθασµένου ζευγαρώµατος. Το 

δεύτερο κανάλι, που έχει άγνωστη λειτουργία, σχηµατίζεται µεταξύ των περιοχών Ι, ΙΙ, 

ΙΙΙ και V. Ένα χαρακτηριστικό γνώρισµα της αρχιτεκτονικής του διµερούς MutS είναι ότι 

οι περιοχές πρόσδεσης στο DNA και στο ΑΤΡ είναι σε αντικρυστές θέσεις του µορίου. 

Στην περιοχή αυτή χαρτογραφούνται πολλές µεταλλάξεις HNPCC πράγµα που δείχνει 

την ιδιαίτερη σηµασία της για τη λειτουργία του MutS. Κάποιες µεταλλάξεις 

ανευρίσκονται στις λειτουργικές υποµονάδες πρόσδεσης στο DNA και στις υποµονάδες 

της ΑΤΡάσης, δείχνοντας ότι αυτό το τµήµα του µορίου πραγµατοποιεί κρίσιµες 

χωροταξικές αλλαγές µεταξύ του DNA και των θέσεων πρόσδεσης ΑΤΡ.  

Τα ευκαρυωτικά ΜSH ετεροδιµερή έχουν διαφορετικές ειδικότητες για 

διαφορετικούς τύπους βλαβών του DNA. Για παράδειγµα, το MSH2/6 προσδένεται 

κυρίως σε λανθασµένα ζευγαρώµατα και µικρούς βρόχους προσθήκης, ενώ το MSH2/3 

κυρίως σε µεγάλους βρόχους προσθήκης. Παρότι οι δοµές του προκαρυωτικού MutS 

δείχνουν ότι η πρωτεΐνη δένεται στο DNA ως ένα οµοδιµερές, οι δοµές δείχνουν 

ασυµµετρία στην πρόσδεση του DNA, µε µία µόνο υποµονάδα να αναγνωρίζει το 

λανθασµένο ζευγάρωµα, και η άλλη να συνεισφέρει στη µη ειδική πρόσδεση του DNA.  

Έτσι, το βακτηριακό MutS οµοδιµερές, είναι στην πραγµατικότητα ένα δοµικό 

ετεροδιµερές, και πιθανόν ανάλογο προς τα ευκαρυωτικά ετεροδιµερή. Επιπλέον, αυτή η 

ασυµµετρία στηρίζει την υπόθεση ότι η υποµονάδα πρόσδεσης MutS αντιπροσωπεύει τη 

µεταβλητή υποµονάδα στα συµπλέγµατα MSH (όπως το MSH3 ή το MSH6), τα οποία 

είναι υπεύθυνα για την αναγνώριση της βλάβης, ενώ η άλλη MutS υποµονάδα 

αντιπροσωπεύει το σταθερό τµήµα (όπως το MSH2), που στα ευκαρυωτικά κύτταρα έχει 

άλλους λειτουργικούς ρόλους. Επίσης, τα ευκαρυωτικά MSH4 και MSH5 εµπλέκονται 

στον ανασυνδυασµό, και µε σύγκριση αλληλουχίας έχουν έλλειψη του µεγαλύτερου 

τµήµατος της περιοχής Ι. 
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Εικόνα 5.2: ∆οµές MutS κατά την πρόσδεση σε υπόστρωµα DNA µε σηµειωµένες µεταλλάξεις HNPCC. 
(a) To διµερές MutS κατά την πρόσδεση σε ένα ολιγοµερές διπλής έλικας (ds) DNA της E. coli που 
περιέχει ένα λανθασµένο ζευγάρωµα G:T (καφέ απεικόνιση). (b) T. aquaticus. To διµερές MutS κατά την 
πρόσδεση σε ένα ολιγοµερές διπλής έλικας (ds) DNA που περιέχει µια µη ζευγαρωµένη βάση θυµίνης 
(καφέ απεικόνιση). Τα στοιχεία της δευτεροταγούς δοµής της κάθε υποµονάδας του κάθε διµερούς είναι 
χρωµατισµένα, ενώ η άλλη υποµονάδα είναι χρωµατισµένη µε γκρι. Τόσο το ένα, όσο και το άλλο MutS 
διµερές, κατέχουν όµοιες τοπολογίες και είναι διπλωµένα σε πέντε περιοχές (I-V) που περιβάλλουν το 
DNA όπως ένα ζευγάρι χέρια σε αντικρυστή θέση. Οι περιοχές Ι (µπλε) και IV (µωβ) δεσµεύουν το DNA. 
Οι περιοχές ΙΙ (κίτρινο) και ΙΙΙ (γαλάζιο) σχηµατίζουν τον πυρήνα του ενζύµου, ενώνοντας τις περιοχές 
πρόσδεσης του DNA µε την ΑΤΡάση περιοχή V (κόκκινο). Οι µεταλλάξεις στο HNPCC (πράσινες 
σφαίρες) και άλλες κυρίαρχες αρνητικές µεταλλάξεις (πορτοκαλί σφαίρες), βρίσκονται σε όλη την 
πρωτεΐνη δείχνοντας σφαιρικό διαρθρωτικό έλεγχο.  
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5.3 ΑΝΑΓΝΩΡΙΣΗ ΛΑΝΘΑΣΜΕΝΑ ΚΑΙ ΜΗ ΖΕΥΓΑΡΩΜΕΝΩΝ 

ΒΑΣΕΩΝ 

Το MutS αναγνωρίζει µεγάλη ποικιλία βλαβών DNA σε επίπεδο λανθασµένου 

ζευγαρώµατος τόσο σε βάσεις, όσο και σε βρόχους προσθήκης/απαλειφής µέχρι 

τεσσάρων βάσεων. Έτσι γενιέται το ερώτηµα πώς µπορεί το MutS να είναι εξειδικευµένο 

για βλάβες στο DNA και ταυτόχρονα να αναγνωρίζει τόσο ευρύ φάσµα βλαβών. Οι 

Obmolova et al.. καθόρισαν τη δοµή MutS στο T. aquaticus κατά την προσθήκη θυµίνης, 

ενώ οι Lamers et al..βρήκαν τη δοµή MutS στην E.coli κατά την σύνδεσή του σε ένα 

λανθασµένο ζευγάρωµα G:T. Η αναγνώριση των βλαβών είναι πρακτικά όµοια για 

λανθασµένα ζευγαρωµένες και µη ζευγαρωµένες βάσεις. Το DNA είναι ελικωµένο κατά 

τον ίδιο τρόπο τόσο για την περίπτωση της προσθήκης θυµίνης, όσο και για αυτήν του 

λανθασµένου ζευγαρώµατος G:T. Κάποιες παρατηρήσεις συνηγορούν υπέρ τόσο της 

στενής και ειδικής όσο και υπέρ της ευρείας και γενικής αναγνώρισης (Εικόνα 5.3). 

Αρχικά, οι λανθασµένα ζευγαρωµένες βάσεις παραµένουν µέσα στην έλικα, αλλά 

το DNA τυλίγεται στο λανθασµένο ζευγάρωµα, διακόπτοντας το συνεχές πλήθος 

βάσεων. ∆εύτερον, η περιοχή Ι του MutS προσδένεται στη βλάβη, από την ελάσσονα 

αύλακα, και αναγνωρίζει το λανθασµένο ζευγάρωµα. Η αναγνώριση αυτή 

πραγµατοποιείται από µια σειρά αµινοξικών καταλοίπων Phe-X-Glu στην περιοχή Ι του 

MutS. Τρίτον, µε εξαίρεση την αλληλεπίδραση του τµήµατος Phe-X-Glu µε το DNA, 

σχεδόν όλες οι υπόλοιπες αλληλεπιδράσεις της πρωτεΐνης MutS και DNA γίνονται µε τη 

ραχοκοκκαλιά (backbone) του DNA και έτσι είναι ανεξάρτητες της αλληλουχίας του 

(145-147).  

Η αναγνώριση της βλάβης του DNA µέσα στην έλικα, σχετίζεται µε το γεγονός 

ότι οι λανθασµένα ζευγαρωµένες βάσεις είναι χηµικά µη διακριτές από τις φυσιολογικά 

ζευγαρωµένες, και µε αυτή τη λογική δεν µπορούν να αναγνωριστούν από την ειδική 

θέση στο ενεργό κέντρο του ενζύµου. Τόσο οι λανθασµένα ζευγαρωµένες όσο και οι µη 

ζευγαρωµένες βάσεις, αποσταθεροποιούν το δίκλωνο DNA και µία βασική παρατήρηση 

στις δοµές των MutS-DNA είναι το χαρακτηριστικό τύλιγµα του DNA στην περιοχή του 

mismatch. Το MutS θα µπορούσε να χρησιµοποιεί αυτή την αποσταθεροποίηση του 

δίκλωνου DNA για να αναγνωρίσει διαφορετικούς τύπους λανθασµένου ζευγαρώµατος 

µε τη διευκόλυνση της ικανότητας των ενζύµων να τυλίγουν το DNA και να διασπούν τη 

 50



συσσώρευση των βάσεων. Ένας τέτοιος µηχανισµός θα µπορούσε να είναι ταυτόχρονα 

ειδικός για το mismatch και σχετικά ανεξάρτητος αλληλουχίας.  

Το µόριο της φαινυλαλανίνης στο µοντέλο Phe-X-Glu, ενσφηνώνεται στο 

διασπασµένο σωρό βάσεων από την ελάσσονα αύλακα και το τµήµα της φαινυλαλανίνης 

εγκλωβίζεται από τη λάνθασµένα ή µη ζευγαρωµένη βάση. Αυτή η «παγίδευση» της Phe 

στην αύλακα του DNA είναι ενεργητικά σταθερή στα λανθασµένα ζευγαρώµατα, 

ανεξάρτητα της αλληλουχίας. Η λανθασµένα ή µη ζευγαρωµένη θυµίνη, αναγνωρίζεται 

από ένα δεσµό υδρογόνου στο γλουταµινικό οξύ της καρβοξυλικής οµάδας. Το 

γλουταµινικό οξύ έχει µερικές ευνοϊκές διαµορφώσεις πλαγίας αλυσίδας, και θα 

µπορούσε επίσης µε τροποποιήσεις, να αναγνωρίζει και άλλες λανθασµένα ή µη 

ζευγαρωµένες βάσεις. Με τον τρόπο αυτό φαίνεται ότι το µοτίβο Phe-X-Glu είναι 

ιδανικό για αναγνώριση ανεξάρτητα αλληλουχίας µίας σωρείας λαθών στη δοµή του 

DNA.  

 

 
Εικόνα 5.3: Αναγνώριση λανθασµένου ζευγαρώµατος (mismatch recognision) από το MutS. Εικόνα της 
περιοχής του DNA που φέρει το λανθασµένο ζευγάρωµα σε (a) MutS της E.coli και (b) MutS του 
T.aquaticus. Η περιοχή Ι (µπλε κορδέλα) περιέχει ένα καλά διατηρηµένο µοντέλο Phe-X-Glu (πράσινοι 
σωληνίσκοι) που µπορεί να αναγνωρίζει τόσο (a) λανθασµένα ζευγαρωµένες (κόκκινο) όσο και (b) µη 
ζευγαρωµένες (κόκκινο) βάσεις στο dsDNA (καφέ) από την µικρή αύλακα µε το να τυλίγει το DNA στην 
περιοχή του mismatch και να διακόπτει τη σωρεία βάσεων. Ο βενζολικός δακτύλιος της φαινυλαλανίνης 
δεσµεύεται µε τη λανθασµένα ζευγαρωµένη ή µη ζευγαρωµένη βάση που επιπρόσθετα αναγνωρίζεται από 
ένα δεσµό υδρογόνου στο γλουταµινικό οξύ της καρβοξυλικής οµάδας. 
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 5.4 O ∆ΙΑΚΟΠΤΗΣ ΑBC-ΑΤΡΑΣΗΣ 

Η αποδέσµευση του MutS από το λανθασµένα ζευγαρωµένο DNA προάγεται από 

το ΑΤΡ που προσδένεται στην ΑΤΡάση στην περιοχή V. Η πρόσδεση του ΑΤΡ πιθανά 

επιφέρει µια χωροταξική αλλαγή στην περιοχή της ΑΤΡάσης που µεταδίδεται στη θέση 

πρόσδεσης του DNA. Σε απουσία ΑΤΡ- συνδεδεµένης δοµής του MutS, µπορούµε να 

δούµε χωροταξικές αλλαγές προκαλούµενες από το ΑΤΡ, από τις κρυσταλλικές δοµές 

συγγενών µορίων που συνδέονται µε ΑΤΡ. Οι περιοχές της ΑΤΡάσης του MutS ανήκουν 

στον τύπο ΑΤΡασών που ονοµάζεται υποδοχή πρόσδεσης ΑΤΡ (ATP binding cassette-

ABC), oι οποίες πρώτα αναγνωρίστηκαν ως ο µηχανικός µεταφορέας των ABC, αλλά 

που βρίσκονται επίσης και στο MutS κατά την επιδιόρθωση του DNA, στο Rad50 (DNA 

double-strand break repair, DSBR) και στο UvrA (NER).  

Στην πραγµατικότητα, οι κρυσταλλικές δοµές των συµπλεγµάτων MutS-DNA 

έδειξαν διµερείς ABC-ATPάσες αρκετά όµοιες µε το διµερές ABC-ATPάση κατά την 

πρόσδεση ΑΤΡ στο Rad50, δείχνοντας ότι ένας ίδιος χωροταξικός διακόπτης 

προκαλούµενος από ΑΤΡ συµµετέχει και στα δύο διµερή. O ΑΤΡ-προκαλούµενος 

χωροταξικός διακόπτης στο Rad50 προάγεται από την ~300 στροφή στις έλικες 

(ενδοπεριοχική περιστροφή) για την πρόσδεση των φωσφορικών του ΑΤΡ. Μια έλικα 

που προσδένεται πιθανά σε γ-φωσφορικό βρίσκεται επίσης στο MutS και η λειτουργική 

του σηµασία επεξηγείται από τις Ν-τελικές µεταλλάξεις στον κληρονοµικό µη 

πολυποσικό καρκίνο του παχέος εντέρου (HNPCC). Σύγκριση του ADP-MutS µε ATP-

Rad50 δείχνει ότι µια συγκρίσιµη µετάθεση της έλικας που προσδένεται πιθανά σε γ-

φωσφορικό θα µπορούσε να λαµβάνει χώρα στο MutS κατά την πρόσδεση ΑΤΡ. Αυτή η 

χωροταξική αλλαγή θα µπορούσε να µεταφέρεται και να ενισχύεται στις περιοχές 

πρόσδεσης του DNA I και IV, διαµέσου των συνδετικών περιοχών ΙΙ και ΙΙΙ, που 

σχηµατίζουν µια σταθερή άκαµπτη µονάδα µε τις περιοχές της ΑΤΡάσης. Τέτοιου είδους 

µεγάλης κλίµακας χωροταξικές αλλαγές κατά την πρόσδεση ΑΤΡ έχουν παρατηρηθεί σε 

µικροφωτογραφίες του MSH2/6 σε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο. Οι περιοχές του 

σφιγκτήρα πρόσδεσης θα µπορούσαν να περιβάλλουν το DNA ακόµα και στη µορφή του 

MutS προσδεδεµένου µε ΑΤΡ, υποδεικνύοντας έτσι ένα δοκιµασµένο µοντέλο για το 

σχηµατισµό ενός MutS ολισθένοντα σφιγκτήρα (148).  
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5.5 ∆ΥΟ ΧΩΡΟΤΑΞΙΚΟΙ ∆ΙΑΚΟΠΤΕΣ ΕΛΕΓΧΟΝΤΑΙ ΑΠΟ ΑΤΡ 

Με βάση τα προαναφερθέντα, τίθεται το ερώτηµα, πώς µπορεί το MutS να 

σηµατοδοτήσει την παρουσία ενός λανθασµένου ζευγαρώµατος ώστε να προκληθεί η 

ταχύτατη επιδιόρθωση. Η σύγκριση της δοµής του DNA συνδεδεµένου µε MutS, µε αυτή 

του ελεύθερου ενζύµου, δείχνει ότι το λανθασµένα ζευγαρωµένο DNA όχι µόνο ρυθµίζει 

τις περιοχές του MutS για την πρόσδεση του DNA, αλλά επιπλέον προκαλεί µια 

χωροταξική αλλαγή στις συνδετικές περιοχές και στην ΑΤΡάση. Έχει γίνει γνωστό ότι οι 

δύο θέσεις για την πρόσδεση του ΑΤΡ στο ABC-ATPάση οµοδιµερές είναι διαφορετικές, 

µε κύριο χαρακτηριστικό ότι το ADP είναι συνδεδεµένο σε µία θέση πρόσδεσης 

νουκλεοτιδίου. Αυτό µπορεί να αντανακλά τη χωροταξική ασυµµετρία στην περιοχή 

σύνδεσης του DNA, όπου µόνο µία περιοχή δένεται µε το mismatch, και δείχνει ότι οι 

χωροταξικές καταστάσεις της θέσης πρόσδεσης του DNA µεταφέρονται στις θέσεις 

πρόσδεσης νουκλεοτιδίου.  

Μπορεί τέτοια χωροταξική διάταξη προκαλούµενη από λανθασµένο ζευγάρωµα 

(mismatch), να αποτελέσει το σήµα έναρξης για την επιδιόρθωση του λανθασµένου 

ζευγαρώµατος (MMR); 

Καθώς το MutS συνδέεται µε το DNA που φέρει τη βλάβη µε 20 φορές 

µεγαλύτερη συγγένεια απ’ότι το DNA χωρίς βλάβη, µια ενεργός σηµατοδοτούσα 

διαµόρφωση του MutS-DNA θα µπορούσε να απαιτεί τη διπλή αλλαγή σε DNA και 

πρωτεΐνη, κάτι που θα συνέβαινε µόνο σε παρουσία του λανθασµένου ζευγαρώµατος 

(mismatch). Έχει υποστηριχθεί ότι το περίεργο τύλιγµα του DNA στην περιοχή της 

πρόσδεσης και η µεγάλη επιφάνεια πρόσδεσης του DNA, διευκολύνουν ένα µοντέλο 

κατά το οποίο το MutS παραµένει συνδεδεµένο στο mismatch, κατά τη διάρκεια της 

περισσότερης από την MMR διαδικασία 

Το επόµενο ερώτηµα που προκύπτει είναι αν το MutL είναι υπεύθυνο για την 

αποδέσµευση του MutS από το mismatch. Το σύµπλεγµα MutSL δένεται στο DNA πιο 

αποτελεσµατικά κατά την παρουσία παρά στην απουσία του ΑΤΡ, αλλά αυτή η 

παρατήρηση είναι σε προφανή αντιπαράθεση µε αποτελέσµατα που δείχνουν ότι το MutS 

µόνο του δένεται στο DNA πιο σφικτά στην απουσία παρά στην παρουσία του ΑΤΡ. 

Αυτός ο γρίφος θα µπορούσε να εξηγηθεί αν το ATP-MutL προσδένεται και 

σταθεροποιεί το ADP-MutS-DNA. Καθώς το ATP-MutL ενεργοποιεί το MutH και 

πιθανόν και άλλους MMR παράγοντες, το ADP-MutS-ATP-MutL θα µπορούσε άµεσα  
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Εικόνα 5.4: Προτεινόµενη µοριακή βάση για το χωροταξικό διακόπτη του MutS στην επιδιόρθωση 
λανθασµένου ζευγαρώµατος (conformational switching in mismatch repair). Σύγκριση της (a) MutS 
διµερούς ATPάσης συνδεδεµένης µε ADP (µε το µονό ADP µόριο) µε (b) τη δοµικά συγγενή διµερή 
ΑΤΡάση συνδεδεµένη µε ΑΤΡ στο Rad50 (µε δύο ΑΤΡ µόρια). Και τα δύο διµερή απεικονίζονται από την 
πλευρά του DNA. Οι δοµικοί πυρήνες (κίτρινες β αλυσίδες και πράσινες α έλικες) και η συναρµολόγηση 
του διµερούς είναι πολύ όµοια και στα δύο οµοδιµερή. Στο Rad50, η πρόσδεση του ΑΤΡ επιφέρει µια ~300 

µετάθεση στις έλικες για την πρόσδεση των φωσφορικών του ΑΤΡ (κόκκινο: β-φωσφορικό, βυσσινί: γ-
φωσφορικό). Μια όµοια µετάθεση των προτεινόµενων ελίκων για την πρόσδεση των φωσφορικών στο 
MutS θα µπορούσε να επαναπροσανατολίσει το συνδέτη και τις περιοχές πρόσδεσης του DNA και 
εποµένως να ταιριάσει την πρόσδεση του ΑΤΡ µε το σχηµατισµό ενός DNA ολισθένοντα σφιγκτήρα. (c) 
∆οµικές και λειτουργικές εξηγήσεις για ένα πιθανό µοριακό διακόπτη MutS-MutL. Ο χωροταξικός 
διακόπτης οδηγούµενος από το ΑΤΡ των συµπλεγµάτων MutS και MutL παρέχουν µια πρωτότυπη βάση 
για έλεγχο της πολυσταδιακής διαδικασίας του MMR, µε το να ανταποκρίνονται σε διαφορετικά DNA 
υποστρώµατα και να συναθροίζουν διαφορετικούς MMR παράγοντες να συντονίσουν την εκτοµή και 
επανασύνθεση αλυσίδας. Είτε το MutS-ADP (όπως παρουσιάζεται εδώ), είτε το MutS-AΤP, θα µπορούσαν 
να προσδένουν MutL-AΤP και να συναθροίζουν άλλους MMR παράγοντες. (πράσινο: περιοχές ΑΤΡάσης 
συνδεδεµένες µε ADP, κόκκινο: περιοχές ΑΤΡάσης συνδεδεµένες µε AΤP, κίτρινο: συνδετικές περιοχές, 
µπλε: περιοχές πρόσδεσης DNA, καφέ: DNA).  
 

.   
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να συσχετίσει την αναγνώριση του mismatch µε τη διάκριση της αλυσίδας του DNA.  

Επιπροσθέτως, αν η υδρόλυση του ΑΤΡ στο MutL όµοια διεγείρει την ADP--

>ΑΤΡ ανταλλαγή στο MutS, ο σχηµατισµός ενός συµπλέγµατος ATP-MutS-ADP-MutL 

θα µπορούσε να προωθήσει την απελευθέρωση του MutS από το mismatch και να 

συναθροίσει τους παράγοντες σύνθεσης του DNA. Η MutL είναι µία ασθενής ΑΤΡάση 

από µόνη της, αλλά διεγείρεται από µονόκλωνο DNA (single-stranded, ssDNA) 

(149,150). Η παρουσία του ssDNA κατά τη διάρκεια νουκλεολυτικής αποδόµησης της 

θυγατρικής αλυσίδας µετά τη διάκρισή της, θα µπορούσε εν µέρει να διεγείρει την 

ΑΤΡάση δραστηριότητα του MutL και θα µπορούσε να συσχετίσει την αποδόµηση της 

αλυσίδας µε την απελευθέρωση του MutSL από το mismatch.  

 55



 5.6 ΕΙ∆ΙΚΟΙ ΣΚΟΠΟΙ ΤΗΣ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ 

Αρχικά, σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η διερεύνηση βλαβών στο επίπεδο 

του µικροδορυφορικού (microsatellite) DNA που εντοπίζονται κοντά ή εντός των 

χρωµοσωµικών περιοχών, στις οποίες χαρτογραφούνται γονίδια του MMR συστήµατος 

του ανθρώπου, σε αθηρωµατικούς ιστούς. Σε δεύτερη φάση, πραγµατοποιήθηκε 

ευρύτερος έλεγχος δεικτών µικροδορυφορικού DNA προκειµένου να αναδυθούν γονίδια 

που σχετίζονται µε την αθηροσκλήρυνση.  

 56



 

 

 

 

 

 

 

 

Β. ΕΙ∆ΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6ο  

ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΚΑΙ ΥΛΙΚΑ 

 
 6.1 ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

Τα περισσότερα από τα παρακάτω πρωτόκολλα είναι τροποποιήσεις αυτών που 

περιγράφονται από τους Sambrook & Russell 2001 (151).  

 

6.1.1 Εκχύλιση DNA 

Αρχικά τα ιστικά δείγµατα επωάζονται σε θερµοκρασία 65οC µε διάλυµα 

πρωτεϊνάσης Κ (20mg/ml). Μετά γίνεται προσθήκη φαινόλης–χλωροφορµίου (συνήθως 

200+200 ml) και νέα φυγοκέντρηση (5min, 1300 στροφές/min, RT). Το υπερκείµενο 

(υδατική φάση) µεταφέρεται σε νέα σωληνάρια, όπου µετά την προσθήκη 

χλωροφόρµιου (400λ), ακολουθουθεί νέα φυγοκέντρηση (5min, 1300 στροφές/min, RT). 

Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέα σωληνάρια, όπου γίνεται προσθήκη αιθανόλης 

100% (-20οC) και NaCl 5M. Με ανάδευση και παραµονή σε θερµοκρασία –20οC (24h) 

πραγµατοποιείται η κατακρήµνιση του DNA. Ακολουθεί νέα φυγοκέντρηση (5min, 1300 

στροφές/min, 4οC). Μετά την απόρριψη της αιθανόλης 70% γίνεται προσθήκη 50µl H2O 

και τα δείγµατα αποθηκεύονται σε 4οC (24h) και ακολούθως σε –20οC. 

 

6.1.2 Αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση  

Το 1985 ο Mullis και οι συνεργάτες του ανέπτυξαν µια τεχνική 

πολλαπλασιασµού του DNA βασιζόµενοι σε in vitro διαδικασίες, γνωστή ως αλυσιδωτή 

αντίδραση µε πολυµεράση (PCR) (152). H τεχνική περιγράφηκε για πρώτη φορά από τον 

Khorana και συν. το 1971, αλλά ολοκληρώθηκε σε τεχνικό επίπεδο από τον Mullis και 

συν. το 1987 και έφερε πραγµατική επανάσταση στη µοριακή βιολογία µε εφαρµογές 

από τη βασική έρευνα στην κλινική πράξη (153). Για τη σηµαντική συµβολή της στην 

έρευνα, αλλά και τις πολλές δυνατότητες εφαρµογής της στην διάγνωση, τους 

απονεµήθηκε το 1993 το βραβείο Nobel Χηµείας. Η µέθοδος αυτή επιτυγχάνει σε 

ελάχιστο χρόνο, που δεν υπερβαίνει τις 1-3 ώρες, ανάλογα µε το µέγεθος της 

ανιχνευόµενης περιοχής, την εκλεκτική παραγωγή µεγάλων ποσοτήτων ενός 

συγκεκριµένου τµήµατος του DNA, που υπάρχει σε ένα σύνθετο µείγµα νουκλεϊκών 
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οξέων, κατά τη διάρκεια µιας απλής ενζυµικής αντίδρασης. Στην ουσία η τεχνική αυτή 

εκµεταλλεύεται τον ηµισυντηρητικό τρόπο διπλασιασµού του DNA, σε συνδυασµό µε 

τη χρήση θερµοανθεκτικών DNA πολυµερασών. Η αντίδραση χαρακτηρίζεται από 

ευαισθησία, ειδικότητα και ταχύτητα (154). 

Τα βασικά συστατικά µιας κλασσικής αντίδρασης PCR είναι: το DNA που θα 

χρησιµοποιηθεί ως υπόστρωµα, η θερµοανθεκτική DNA πολυµεράση, τα dNTPs, οι 

εκκινητές, καθώς και το κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα. Αυτά αναµιγνύονται, 

επικαλύπτονται µε παραφινέλαιο για να αποφευχθεί εξάτµιση του ύδατος, τοποθετούνται 

στο θερµικό κυκλοποιητή και θερµαίνονται, ώστε να αποδιαταχθεί το DNA και 

ακολουθούν οι κύκλοι της αντίδρασης, Μετά από 30-35 κύκλους τα PCR προϊόντα 

αναλύονται σε πήκτωµα αγαρόζης ή ακρυλαµιδίου ώστε να πιστοποιηθεί το προϊόν της 

αντίδρασης. 

Ως υπόστρωµα της αντίδρασης µπορεί να χρησιµοποιηθεί το γενοµικό DNA (από 

ένα µόνο κύτταρο ή ακόµη και τµήµατα χρωµοσωµάτων), RNA (από λίγα µόνο 

κύτταρα), κλωνοποιηµένο DNA ή ακόµη και προϊόντα της προηγούµενης αντίδρασης. Η 

τεχνική απαιτεί ελάχιστη ποσότητα αρχικού υλικού. Θεωρητικά υπάρχει η δυνατότητα 

της ενζυµικής ενίσχυσης ενός και µόνο µορίου DNA µε εκθετικό τρόπο. Για να 

πραγµατοποιηθεί η αντίδραση, απαιτούνται, εκτός από το υπόστρωµα, θερµοανθεκτική 

πολυµεράση, εκκινητές (primers), δηλαδή αλληλουχίες DNA µέσω των οποίων το 

ένζυµο κατευθύνεται σε συγκεκριµένη θέση στο µητρικό DNA, και ξεκινά τον 

πολυµερισµό από το ελεύθερο 3΄ΟΗ του εκκινητή, δεοξυριβονουκλεοτίδια και διάλυµα 

αντίδρασης που περιέχει µαγνήσιο. Τα δεοξυριβονουκλεοτίδια και οι εκκινητές πρέπει 

να βρίσκονται σε µεγάλη περίσσεια, ώστε να είναι δυνατή η επανάληψη των τριών 

σταδίων της αντίδρασης (αποδιάταξης, πρόσδεσης και πολυµερισµού) για αρκετούς 

κύκλους (155,156,157). 

Οι DNA πολυµεράσες είναι ένζυµα που καταλύουν την αντίδραση σύνθεσης 

πολυνουκλεοτιδικών αλυσίδων από µονοµερή τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια 

(dNTPs), χρησιµοποιώντας ως µήτρα την µία από τις δύο αρχικές αλυσίδες DNA (DNA 

depending). Η σύνθεση του DNA γίνεται πάντα µε κατεύθυνση 5΄ → 3΄, από το 5΄ α-

φώσφορο του τριφωσφορικού δεοξυνουκλεοτιδίου προς την 3΄ τελική υδροξυλική οµάδα 

της νεοσυντιθέµενης αλυσίδας (153). Αρχικά γίνεται θερµική αποδιάταξη του DNA 

στους 95οC για 5 min και ακολουθούν 30-35 κύκλοι 95οC (αποδιάταξη), 55-60οC 
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(υβριδισµός των εκκινητών) και 72οC (πολυµερισµός), διάρκειας περίπου 30 sec το κάθε 

βήµα. Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται η εκθετική αύξηση του αριθµού των 

αντιγράφων του DNA σύµφωνα µε την εξίσωση: Ν= n(1+e)c, όπου Ν= η τελική ποσότητα 

του προϊόντος, n= η αρχική ποσότητα του υποστρώµατος, e= η απόδοση της αντίδρασης 

και c=ο αριθµός των κύκλων του PCR. Η χρονική διάρκεια όλων των σταδίων θα πρέπει 

να διατηρείται όσο το δυνατόν µικρότερη προς αποφυγή παραγωγής µη ειδικών 

προϊόντων.  

Από την αντίδραση παράγονται αρχικά, µεγάλες σχετικά αλληλουχίες µε 

αφετηρία κάθε εκκινητή. Όταν όµως τα προϊόντα του πρώτου κύκλου χρησιµεύουν ως 

υπόστρωµα για τους επόµενους, το µήκος του νέου προϊόντος περιορίζεται στην 

απόσταση µεταξύ των δύο εκκινητών (153). Η τεράστια απόδοση της αντίδρασης κάνει 

δυνατή την ενίσχυση αλληλουχιών, ακόµα και όταν αυτές βρίσκονται σε ελάχιστο 

αριθµό αντιγράφων ή το DNA έχει υποστεί µια σχετική αποδιάταξη. Η ειδικότητα της 

PCR αντίδρασης ως προς την αλληλουχία, που πρόκειται να ενισχυθεί, εξαρτάται από 

τους εκκινητές. Στατιστικά, έχει βρεθεί ότι όταν µια αλληλουχία DNA έχει µήκος 

τουλάχιστον 20 bp, τότε είναι µοναδική στο γονιδίωµα του ανθρώπου. Κατά συνέπεια, 

για να επιτευχθεί ειδική ενίσχυση αλληλουχιών πρέπει οι εκκινητές να είναι τουλάχιστον 

20-µερή. Πράγµατι, αυτό είναι και το µέσο µήκος των εκκινητών στη συντριπτική 

πλειοψηφία των εφαρµογών, που τους δίνει µια τέτοια θερµοδυναµική σταθερότητα, 

ώστε σε θερµοκρασία περίπου 55οC να αναδιατάσσονται. Η επίτευξη ικανοποιητικής 

αντίδρασης πολυµερισµού, τόσο ως προς την απόδοση, όσο και ως προς την ειδικότητα, 

εξαρτάται κατά κύριο λόγο από τους παρακάτω παράγοντες: α) Την επιλογή κατάλληλων 

εκκινητών, β) την συγκέντρωση ιόντων Mg που είναι απαραίτητος συµπαράγοντας για 

την δράση της πολυµεράσης (ενσωµάτωση των dNTPs) και γ) τον προσδιορισµό της 

ακριβούς θερµοκρασίας αναδιάταξης των εκκινητών (158). 

Η χρήση της PCR στην βασική της µορφή, παρέχει µια καθαρά ποιοτική εικόνα 

των εξεταζόµενων δειγµάτων. Χρήση της ποσοτικής PCR µπορεί να γίνει σε επίπεδο 

DNA, αλλά και σε επίπεδο RNA µετά από αντίστροφη µεταγραφή. Κατ΄ αυτόν τον 

τρόπο είναι δυνατή η ανίχνευση γονιδιακών επεκτάσεων, καθώς και αλλοιώσεων στα 

επίπεδα έκφρασης, όπως συµβαίνει σε ορισµένες περιπτώσεις νεοπλασιών. Επίσης, η 

ταυτόχρονη εφαρµογή της ποσοτικής PCR και της RT-PCR, παρέχει τη δυνατότητα 

διάκρισης των περιπτώσεων στις οποίες η υπερέκφραση κάποιου γονιδίου προέρχεται 
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από γονιδιακή επέκταση ή µεταγραφική ενεργοποίηση. Ανάµεσα στις εφαρµογές της 

PCR περιλαµβάνονται η διαγνωστική προσπέλαση σε γενετικά νοσήµατα και καρκίνο, ο 

έλεγχος της αποτελεσµατικότητας της θεραπείας νεοπλασµατικών νοσηµάτων, η ταχεία 

ανίχνευση µικροβίων και ιών και η τυποποίηση αντιγόνων ιστοσυµβατότητας. 

Παράλληλα γίνεται ευρεία χρήση της τεχνικής στην Ιατροδικαστική για την ταυτοποίηση 

του DNA σε διάφορα βιολογικά δείγµατα (159).  

Αναλυτικά, οι εφαρµογές της PCR στη διαγνωστική Ιατρική αφορούν: την 

ανίχνευση παθογόνων οργανισµών τον προσδιορισµό µεταλλάξεων που είναι υπεύθυνες 

για διάφορες ασθένειες (κληρονοµικές ή µη) την ανάλυση του DNA µέσω 

αποτυπώµατος (DNA fingerprinting) µε εφαρµογή στον προγεννητικό και 

ιατροδικαστικό έλεγχο Με την τεχνική της PCR είναι δυνατή η ανίχνευση πολλών 

παθογόνων οργανισµών (ιών, βακτηρίων, παρασίτων, µυκήτων). Η ανίχνευση µπορεί να 

γίνει σε ασθενείς ή φορείς ακόµη και όταν ο τίτλος τους είναι πολύ χαµηλός και µη 

ανιχνεύσιµος µε τις συνηθισµένες µεθόδους.  

Η ανίχνευση των παθογόνων οργανισµών µε τις κλασσικές µεθόδους, οι οποίες 

απαιτούν πολλές φορές την καλλιέργεια του παθογόνου, είναι αρκετά χρονοβόρος. 

Συγχρόνως, ορισµένοι µικροοργανισµοί δεν µπορούν να αναπτυχθούν in vitro, ενώ άλλοι 

αναπτύσσονται µε πολύ αργούς ρυθµούς. Για το λόγο αυτό η τεχνική της PCR άνοιξε 

ένα καινούριο δρόµο στην ανίχνευση ορισµένων µικροοργανισµών, των οποίων η 

αναγνώριση ήταν ιδιαίτερα δύσκολη µε τις συµβατικές µεθόδους. Η ανίχνευση και 

εκτίµηση ιϊκών φορτίων αποτελεί έναν επίσης χώρο, όπου η ποσοτική PCR µπορεί να 

εφαρµοσθεί µε επιτυχία. Είναι έτσι δυνατός ο προσδιορισµός του τίτλου του ιού σε 

φορείς ή ασθενείς, καθώς και ο έλεγχος της πορείας της νόσου σε ασθενείς, που 

υπόκεινται σε θεραπεία.  

Η διάγνωση γενετικών ανωµαλιών µε PCR βασίζεται στην ανίχνευση γνωστών 

αλλοιώσεων, όπως γονιδιακών ελλείψεων, ανακατατάξεων, σηµειακών µεταλλάξεων και 

αλλαγών στο πλαίσιο ανάγνωσης, οι οποίες αντιστοιχούν σε συγκεκριµένο κλινικό 

φαινότυπο, όπως στην περίπτωση της κυστικής ίνωσης (µε συγκεκριµένες αµινοξικές 

ελλείψεις, όπως η ∆F508 στο χρωµόσωµα 7q, όπου εντοπίζεται το γονίδιο CTFR), της 

µυϊκής δυστροφίας του Duchene (µε ελλείψεις στο χρωµόσωµα Χ, όπου βρίσκεται το 

γονίδιο της δυστροφίνης), καθώς και άλλες ασθένειες (160).  
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Όσον αφορά την καρκινογένεση, τα µοντέλα που αναπτύχθηκαν µέχρι σήµερα 

προτείνουν πολυσταδιακή εξέλιξη κατά τη διάρκεια της οποίας προσδιορίζονται 

γενετικές αλλοιώσεις σε µια σειρά ογκογονιδίων και ογκοκατασταλτικών γονιδίων. 

Αυτές οι γενετικές αλλοιώσεις (σηµειακές µεταλλάξεις, γονιδιακή επέκταση, 

χρωµοσωµικές ανακατατάξεις) µπορούν να ανιχνευθούν µε τη χρήση της PCR και τον 

συνδυασµό της µε άλλες τεχνικές.  

Μια ιδιαίτερα χρήσιµη εφαρµογή της PCR είναι η ανίχνευση χρωµοσωµικών 

ανακατατάξεων που σχετίζονται µε αιµατολογικές νεοπλασίες. Αρκετές λευχαιµίες και 

λεµφώµατα, όπως η χρόνια µυελογενής λευχαιµία (CML) σχετίζονται µε χρωµοσωµικές 

µετατοπίσεις. Το χρωµόσωµα Φιλαδέλφεια ανιχνεύεται σε ποσοστό µεγαλύτερο από 

95% σε ασθενείς µε χρόνια µυελογενή λευχαιµία και σε 13% σε ασθενείς µε οξεία 

λευχαιµία. Το χρωµόσωµα χαρακτηρίζεται από την µετατόπιση (t 9:22), η οποία έχει ως 

αποτέλεσµα την σύντηξη των γονιδίων BCR και ABL και την παραγωγή ενός χιµαιρικού 

BCRABL mRNA, το οποίο µπορεί να ανιχνευθεί µε RT-PCR σε λευχαιµικές 

καταστάσεις, ακόµη και στις περιπτώσεις, στις οποίες η αναγνώριση του χρωµοσώµατος 

Φιλαδέλφεια είναι δυσχερής, ή σε ασθενείς που βρίσκονται σε ύφεση, οπότε µπορεί να 

εντοπισθεί ο κίνδυνος υποτροπής.  

∆υνατή είναι επίσης και η ανίχνευση ενεργοποιηµένων ογκογονιδίων. 

Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί η οικογένεια των γονιδίων ras, τα οποία είναι 

γνωστό ότι εµφανίζουν ποιοτικές αλλοιώσεις κατά τα πρώτα στάδια της καρκινογένεσης, 

µε συχνή εµφάνιση µεταλλάξεων στα κωδικόνια 12, 13 και 61. Με την PCR καθίσταται 

δυνατή η επιλογή και ενίσχυση τµηµάτων των γονιδίων ras που περιλαµβάνουν τα 

κωδικόνια αυτά, καθώς και η εντόπιση αυτών των µεταλλάξεων τόσο σε επίπεδο DNA, 

όσο και σε µεταγραφικό επίπεδο mRNA. Αντίστοιχα, σηµειακές µεταλλάξεις έχουν 

εντοπισθεί και στα ογκοκατασταλτικά γονίδια p53 και rb. Όσον αφορά τον προγεννητικό 

έλεγχο µε PCR, αυτός είναι δυνατός λόγω της µεγάλης ευαισθησίας της µεθόδου.  

Η ικανότητα ενίσχυσης γονιδιακών αλληλουχιών που προέρχονται ακόµη και από 

ένα µόνο κύτταρο κατέστησε δυνατή τη διάγνωση γενετικών ασθενειών σε έµβρυα, 

ακόµη και σε περιπτώσεις τεχνητής γονιµοποίησης, πριν την εµφύτευση στη µήτρα της 

γυναίκας. Ο προγεννητικός έλεγχος στις κανονικές κυήσεις µπορεί να γίνει είτε µε λήψη 

αµνιακού υγρού στο οποίο υπάρχουν κύτταρα του εµβρύου, είτε από δείγµα χοριακής 

λάχνης. Στην περίπτωση της τεχνητής γονιµοποίησης, µπορεί να αφαιρεθεί από το 
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έµβρυο ένα βλαστοµερίδιο στο στάδιο των 6 έως 8 κυττάρων και να ανιχνευθούν οι 

υψηλά επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες του Υ χρωµοσώµατος. Το έµβρυο µπορεί στη 

συνέχεια να µεταφερθεί στην µήτρα της γυναίκας και αναπτυχθεί χωρίς επιπτώσεις. Η 

εύρεση του φύλου κατ΄ αυτό τον τρόπο είναι ιδιαίτερα χρήσιµη στη διάγνωση των 

κληρονοµικών φυλοσύνδετων ασθενειών (161).  

Επίσης, µε την χρήση της PCR είναι δυνατή η ανίχνευση γενετικού 

πολυµορφισµού ορισµένων γονιδίων, όπως των αντιγόνων ιστοσυµβατότητας του 

ανθρώπου HLA τάξης ΙΙ (π.χ. η περιοχή DRB1 έχει περισσότερα από 40 αλληλόµορφα 

που αφορούν κυρίως το δεύτερο εξόνιο του γονιδίου) (162). Η εύρεση πολυµορφισµού 

των HLA είναι ιδιαίτερα σηµαντική στις ακόλουθες περιπτώσεις: Ι. Στην περίπτωση 

µεταµόσχευσης για την εύρεση συµβατότητας µεταξύ του δότη και του δέκτη, ώστε να 

αποφευχθεί η απόρριψη. ΙΙ. Στην αναγνώριση προσώπων για την Ιατροδικαστική. ΙΙΙ. 

Στον έλεγχο πατρότητας, ως σύστηµα εύρεσης δεικτών. Στην εύρεση προδιάθεσης σε 

διάφορες αυτοάνοσες νόσους, οπότε παρέχει τη δυνατότητα έγκαιρης θεραπείας Στον 

έλεγχο εξελικτικών σχέσεων µεταξύ των οργανισµών Η ταχύτητα, η ευαισθησία και η 

εξειδίκευση της αντίδρασης PCR σε συνδυασµό µε την ευκολία, τον αυτοµατισµό και 

την παραλλακτικότητα στην εφαρµογή της µεθόδου έχουν ως αποτέλεσµα την ευρεία 

χρήση της, τόσο στον τοµέα της βασικής έρευνας όσο και στον χώρο της διαγνωστικής 

ιατρικής. 

 

6.1.3 Ηλεκτροφορήσεις  

Τα PCR προϊόντα ηλεκτροφορούνται σε 10% πήκτωµα πολυακριλαµιδίου, ενώ 

το πήκτωµα εµφανίζεται µε χρώση silver stain. Σαν LOH σηµειώνονται όποια ετερόζυγα 

δείγµατα δείχνουν σηµαντική ελάττωση στην ένταση ενός αλληλοµόρφου στο DNA του 

αθηροσκληρωτικού ιστού. Η ανάλυση για τις θετικές LOH περιπτώσεις 

επαναλαµβάνεται τρεις φορές ώστε τα αποτελέσµατα να είναι επαναλήψιµα. Το DNA 

ηλεκτροφορείται σε πήκτωµα αγαρόζης ή ακρυλαµιδίου. Η επιλογή του συγκεκριµένου 

πηκτώµατος εξαρτάται αφενός από το µέγεθος του DNA που πρόκειται να 

ηλεκτροφορηθεί και αφετέρου από τη διακριτική ικανότητα που προσδοκάται να 

επιτευχθεί. Συνήθως, όσο µεγαλύτερα είναι τα DNA τµήµατα, καθώς και όσο 

µεγαλύτερες είναι οι διαφορές µεγέθους των τµηµάτων που πρόκειται να διαχωριστούν, 

τόσο καταλληλότερο είναι το πήκτωµα αγαρόζης. Αντίθετα, για µικρότερα τµήµατα 
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DNA και για µικρές διαφορές µεγέθους ανάµεσά τους, επιλέγεται το πήκτωµα 

ακρυλαµιδίου (19:1 µίγµα ακρυλαµιδίου/bis-ακρυλαµιδίου). Και οι δύο τύποι 

σχηµατίζονται σε υδατικό µέσο που περιέχει 1Χ ΤΒΕ ρυθµιστικό διάλυµα (10.8 g/l Tris 

pH 8.0, 0.002 EDTA). Η πήξη των πηκτωµάτων επιτυγχάνεται για την µεν αγαρόζη µε 

στερεοποίησή της µε την πτώση θερµοκρασίας (προηγείται τήξη της µε βρασµό) ενώ για 

το ακρυλαµίδιο µε την προσθήκη 50µl TEMED και 160 µl υπερθεϊκού αµµωνίου 25% 

για 65 ml διαλύµατος ακρυλαµιδίου. Το δείγµα DNA που πρόκειται να ηλεκτροφορηθεί, 

επαναιωρείται σε διάλυµα φόρτωσης που περιέχει 0.25% µπλε της βρωµοφαινόλης, 

0.25% κυανό του ξυλενίου και 25% φυκόλη. 

Η µέθοδος αυτή εφαρµόζεται όταν το DNA έχει ηλεκτροφορηθεί σε πήκτωµα 

ακρυλαµιδίου και χαρακτηρίζεται για την πολύ µεγάλη ευαισθησία της, η οποία την 

κάνει να επιλέγεται, αντικαθιστώντας τη ραδιενέργεια. Στα µειονεκτήµατά της 

ταξινοµείται η µη ειδική χρώση του δίκλωνου DNA, δεδοµένου ότι χρωµατίζεται και το 

µονόκλωνο DNA, το RΝΑ καθώς και πρωτεΐνες, θέτοντας σαν προϋπόθεση για την 

εφαρµογή της την ύπαρξη ιδιαίτερα καθαρού και ειδικού DNA. Συνήθως εφαρµόζεται 

κατά την ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR. 

Στην παρούσα µελέτη, αρχικά το πήκτωµα ακρυλαµιδίου τοποθετήθηκε υπό 

ανάδευση σε µονιµοποιητικό διάλυµα για 10 min που περιείχε 10% αιθανόλη και 0.5% 

οξικό οξύ. Ακολούθησε η προσθήκη διαλύµατος νιτρικού αργύρου 0.1% (w/v) για 20 

min σε ηµίφως, πλύσιµο µε νερό και η προσθήκη κατόπιν του διαλύµατος εµφάνισης 

που περιέχει 0.4 Ν NaOH και 0.15% (v/v) φορµαλδεϋδη. Η αντίδραση τερµατίστηκε µε 

την προσθήκη διαλύµατος ανθρακικού νατρίου 0.75% (w/v). 

Τα πηκτώµατα πολυακρυλαµιδίου αφού βάφτηκαν µε άργυρο αναλύθηκαν σε 

ψηφιακό σαρωτή Agfa SnapScan 1212u (Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgium). Από 

την ανάλυση αυτή υπολογίστηκε η οπτική πυκνότητα των ζωνών του DNA (Integrated 

density- ID), µε τη βοήθεια του λογισµικού ImageJ 1.32j (Wayne Rasband, National 

Institutes of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/). Οι µετρήσεις αυτές 

χρησιµοποιήθηκαν σαν ποσοτική παράµετρος στις περαιτέρω επεξεργασίες για τον 

υπολογισµό της απώλειας της ετεροζυγωτίας (loss of heterozygosity-LOH) για δεδοµένο 

µικροδορυφορικό DNA δείκτη σε ετερόζυγο περιστατικό. Όταν ο λόγος απώλειας της 

ετεροζυγωτίας βρισκόταν να είναι >1,49 ή <0,58, µε διάστηµα εµπιστοσύνης 99,5% τότε 

η περίπτωση χαρακτηριζόταν LOH. Τα επίπεδα σηµαντικότητας της µεθόδου 
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προσδιορίστηκαν µε ανεξάρτητα πειράµατα επαναληψιµότητας. Η ανάλυση για τις 

θετικές LOH περιπτώσεις ήταν επαναλήψιµη στις τρεις τουλάχιστον φορές που 

ελέγχθηκε. Ο λόγος απώλειας αλληλοµόρφου (fractional allele loss FAL) υπολογίσθηκε 

για κάθε δείγµα σαν (γενετικοί τόποι µε LOH) / (σύνολο πληροφοριακών γενετικών 

τόπων). 

 

6.1.4 Ανάλυση µικροδορυφορικού DNA 

H εφαρµογή της PCR σε γενετικούς δείκτες µικροδορυφορικού DNA δεν έχει 

ουσιαστικές διαφορές από τις άλλες τυποποιηµένες εφαρµογές PCR. Υπάρχουν ωστόσο 

ορισµένες ιδιαιτερότητες, που πρέπει να ληφθούν υπόψη (163): 

Α. Στην περίπτωση που το DNA που ενισχύεται είναι εν µέρει αποδοµηµένο, 

όπως π.χ. το DNA από ιστούς που έχουν διατηρηθεί σε block παραφίνης, υπάρχει 

περιορισµός στο µέγεθος των αλληλουχιών, που µπορούν να ενισχυθούν (< 300 ζεύγη 

βάσεων προϊόντος για block παραφίνης) (164).  

Β. Απαιτείται προσοχή στη σχεδίαση των εκκινητών (primers) για να µην 

υπάρξει συµπληρωµατικότητα ή οµοιότητα δευτεροταγούς δοµής προς αλληλουχίες Alu 

που συχνά εντοπίζονται δίπλα στις αλληλουχίες µικροδορυφορικού DNA που 

ενισχύονται. Βιβλιογραφικά, προτείνεται η χρήση αλληλουχιών 20 περίπου βάσεων µε 

περιεκτικότητα σε GC 35-55% (153).  

Γ. Η πρόσδεση των εκκινητών σε άλλες, πλην των επιθυµητών, αλληλουχίες 

µπορεί να οδηγήσει σε ενίσχυση στις αντίστοιχες θέσεις. Αυτό απεικονίζεται µε 

πολλαπλές ηλεκτροφορητικές ζώνες, που δυσχεραίνουν τη διαγνωστική των 

αλληλοµόρφων που αποτελούν τον καθαυτό στόχο της PCR. Έτσι, είναι σηµαντικό οι 

θερµοκρασίες πρόσδεσης (annealing), να είναι όσο το δυνατό υψηλότερες και αντίστοιχα 

το χρονικό διάστηµα πολυµερισµού (extension) να είναι όσο το δυνατό µικρότερο, 

λαµβάνοντας υπόψη το ρυθµό πολυµερισµού της Taq DNA polymerase (35-100 

νουκλεοτίδια/sec) και το µέγεθος της αλληλουχίας που θα ενισχυθεί (165). Για την 

αύξηση της ειδικότητας της αντίδρασης µπορεί να χρησιµοποιηθούν ειδικές τεχνικές, 

όπως η "hot-start" PCR, η "heat-soaked " PCR και η "touchdown " PCR. 

 ∆. Ένα άλλο συχνό χαρακτηριστικό στην ανάγνωση γέλης ηλεκτροφόρησης, 

είναι η παρουσία πρόσθετων ζωνών (stutter bands), εκτός από την καθαυτό ζώνη, που 

αντιστοιχεί στη µικροδορυφορική αλληλουχία που ενισχύεται, οι οποίες διαφέρουν από 
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την αλληλουχία αυτή κατά 1 ή 2 επαναλήψεις βάσεων του πρότυπου µικροδορυφορικού 

DNA. Ο κύριος µηχανισµός παραγωγής τέτοιων ζωνών είναι η "ολίσθηση της αλυσίδας" 

(slipped strand mispairing). Άλλοι µηχανισµοί είναι η αποτυχία ανάγνωσης όλης της 

επαναλαµβανόµενης αλληλουχίας από την πολυµεράση και η προσθήκη νουκλεοτιδίων 

στο 3΄ άκρο της δηµιουργούµενης αλληλουχίας από την Taq (Thermus aquaticus) 

πολυµεράση. Πιο επιρρεπείς στην "ολίσθηση αλυσίδας" είναι οι δινουκλεοτιδικές από τις 

τρι-τετρα- πεντα- και εξανουκλεοτιδικές αλληλουχίες. Ε. Με τη χρήση µικρού όγκου 

αντίδρασης (10µl) διευκολύνεται η διάχυσηθερµότητας και µειώνεται η θερµοκρασιακή 

υστέρηση (thermal lag) µεταξύ των διαφόρων φάσεων της αντίδρασης. 

 ΣT. Η χρήση πολλαπλών δεικτών µικροδορυφορικού DNA απαιτεί (multiplex 

PCR): ΣΤ1 Το προϊόν ανίχνευσης να είναι διαφορετικού µεγέθους, ΣΤ2 Για να υπάρχει 

οµοιόµορφη ενίσχυση όλων των µικροδορυφορικών αλληλουχιών, απαιτείται η 

χρησιµοποίηση διαφορετικής συγκέντρωσης εκκινητών, ανάλογη του ενισχυόµενου 

προϊόντος. Έτσι, αίρεται το πλεονέκτηµα των µικρού µεγέθους προϊόντων έναντι των 

µεγάλου µεγέθους. ΣΤ3 Απαιτείται υψηλότερη συγκέντρωση µαγνησίου (Mg ~ 0.25 

mM) από τη συνήθη (~0.1 mM), καθώς και dNTPs (0,4mM έναντι 0.2 mM) ΣΤ4 Η 

ανάλυση των αποτελεσµάτων απαιτεί τη χρήση µοριακού δείκτη κάθε 6 πηγάδια ώστε να 

επαληθεύονται µε ακρίβεια τα µεγέθη των PCR προϊόντων. 

 

6.1.4.1 Απώλεια της ετεροζυγωτίας 

Γενετικές αναλύσεις στη συνέχεια µε πολυµορφισµό µήκους περιοριστικών 

θραυσµάτων και υβριδισµό κατά Southern, καθώς και µε PCR σε δείκτες 

µικροδορυφορικού DNA, έδειξαν ότι η απώλεια της ετεροζυγωτίας (LOH), αποτελεί 

σταθερό και χαρακτηριστικό γνώρισµα συχνό στον καρκίνο και άλλες γενετικές 

ασθένειες (Botstein D et al 1980). Όσον αφορά το µοριακό µηχανισµό της απώλειας της 

ετεροζυγωτίας, έχουν διατυπωθεί διάφορα µοντέλα, τα οποία ερµηνεύουν το φαινόµενο 

αυτό. Τα σηµαντικότερα είναι τα παρακάτω: 

α. Η έλλειψη ανιχνεύεται σαν απώλεια του ενός αλληλοµόρφου χωρίς αύξηση της 

έντασης του εναποµένοντος αλληλοµόρφου. Στην περίπτωση αυτή η απώλεια της 

ετεροζυγωτίας ταυτίζεται µε την κυτταρογενετική ανάλυση, µε την οποία γίνεται 

ανίχνευση της έλλειψης, µε πλεονέκτηµα ότι γίνεται λεπτή χαρτογράφηση της περιοχής 

και η τεχνική χαρακτηρίζεται από υψηλότερη διακριτική ικανότητα. 

 66



β. Απώλεια που ακολουθείται από διπλασιασµό του χρωµοσώµατος στην περιοχή 

αυτή στο εναποµένον αλληλόµορφο. Εδώ, αντίθετα µε την προηγούµενη περίπτωση, η 

πυκνοµετρική ανάλυση της ηλεκτροφορητικής ζώνης δεν δείχνει απώλεια, αν 

χρησιµοποιηθεί σαν µάρτυρας αντίστοιχη γενετική περιοχή που δεν βρίσκεται σε 

γενετική σύνδεση µε την περιοχή που εµφανίζει την έλλειψη. 

γ. Μιτωτικός ανασυνδυασµός όταν γενετικοί δείκτες εκατέρωθεν της υπό µελέτη 

περιοχής δεν υφίστανται απώλεια. Το φαινόµενο αυτό µπορεί να θεωρηθεί και ως 

γονιδιακή µετατροπή.Αποτελέσµατα από αρκετές µελέτες συνδυαζόµενα µεταξύ τους, 

οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι τα γονίδια που συµµετέχουν σε γενετική νόσο µπορεί να 

αδρανοποιούνται µ’ αυτό τον τρόπο (Dunn JH et al 1989). 

Επίσης, οι µελέτες απώλειας της ετεροζυγωτίας, αφενός υποδεικνύουν τη θέση 

νέων υποψήφιων γονιδίων και αφετέρου, αν αυτά είναι ήδη χαρακτηρισµένα τότε 

δείχνουν το βαθµό συµµετοχής των γονιδίων αυτών στη συγκεκριµένη νόσο. Ακόµη 

όµως και αν δεν είναι χαρακτηρισµένα, είναι δυνατόν να αποκαλυφθούν µε αυτή την 

τεχνική. 

 

6.1.4.2 Μικροδορυφορική αστάθεια 

Το µικροδορυφορικό DNA, αποτέλεσε το ιδανικό πειραµατικό εργαλείο για τον 

προσδιορισµό της πιστότητας στην αντιγραφή του DNA στα καρκινικά κύτταρα. Θα 

αναφέρουµε στη συνέχεια κάποια χαρακτηριστικά του µικροδορυφορικού DNA που το 

κατέστησαν πολύ χρήσιµο σε ανάλογες µελέτες.  

Το µικροδορυφορικό DNA ανήκει στο υψηλά επαναλαµβανόµενο DNA και 

αποτελείται συνήθως από δινουκλεοτίδια ή τρινουκλεοτίδια (έως και εξανουκλεοτίδια 

θεωρείται ότι ανήκουν στην κατηγορία αυτή), που επαναλαµβάνονται αρκετές φορές στο 

γονιδίωµα του ανθρώπου. Υπάρχει σε περίπου 100.000 διαφορετικές θέσεις σε όλα τα 

χρωµοσώµατα του ανθρώπου και τις περισσότερες φορές είναι GA/GT διπλέτες που 

επαναλαµβάνονται. Όσον αφορά τη λειτουργία των αλληλουχιών αυτών, στην 

συντριπτική πλειοψηφία των περιπτώσεων, αυτή δε συσχετίζεται µε την ρύθµιση της 

έκφρασης κάποιων γονιδίων. Έχει όµως προταθεί ότι οι αλληλουχίες αυτές συµµετέχουν 

στην αποφυγή λαθών κατά τη διάρκεια φαινοµένων γενετικού ανασυνδυασµού 

(recombination events), καθώς οριοθετούν τις περιοχές που γίνεται η ανταλλαγή των 

αδελφών χρωµατίδων, χωρίς να επιβάλλεται αυτό να γίνει µε απόλυτη οµολογία. Κατά 
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συνέπεια, µικρά λάθη κατά τον ανασυνδυασµό, δεν αλλοιώνουν το πλαίσιο ανάγνωσης 

σε παρακείµενα γονίδια (166). Η έλλειψη συγκεκριµένης λειτουργικότητας στις 

αλληλουχίες αυτές, σε συνδυασµό µε την επαναλαµβανόµενη δοµή τους, είχε σαν 

συνέπεια οι αλληλουχίες αυτές να χαρακτηρίζονται από υψηλό βαθµό πολυµορφισµού 

ως εξής: Η δηµιουργία λαθών λόγω άνισου επιχιασµού κατά το ζευγάρωµα των αδελφών 

χρωµατίδων ή κατά την αντιγραφή του DNA ευνοούνταν, ενώ η απουσία επιλεκτικής 

πίεσης στα νεοσχηµατισθέντα–µεταλλαγµένα–αλληλόµορφα, τα σταθεροποιούσε στον 

πληθυσµό, προκαλώντας ένα υψηλότατο βαθµό πολυµορφισµού (167). Ενδεικτικά 

αναφέρουµε ότι η ετεροζυγωτία των αλληλόµορφων του µικροδορυφορικού DNA, όσον 

αφορά τον αριθµό επανάληψης των αλληλουχιών αυτών υπερβαίνει το 90% στον 

φυσιολογικό πληθυσµό. Τελευταία βρέθηκε ότι τα καρκινικά κύτταρα χαρακτηρίζονται 

επίσης από την δηµιουργία τέτοιων νέων µεταλλαγµένων αλληλόµορφων, που 

απουσιάζουν από τον παρακείµενο φυσιολογικό ιστό. Ο σχηµατισµός των νέων αυτών 

αλληλοµόρφων είναι πάλι προϊόν των φαινοµένων που προαναφέρθηκαν και 

χαρακτηρίζεται σαν αστάθεια του µικροδορυφορικού DNA (microsatellite instability), 

στο εξής ΜΑ (µικροδορυφορική αστάθεια). 

Ειδικότερα, για τον καρκίνο, το φαινόµενο της ΜΑ συσχετίστηκε µε λάθη κατά 

την αντιγραφή του DNA και αρχικά χαρακτηρίστηκε στον κληρονοµικό µη πολυπωσικό 

καρκίνο του παχέως εντέρου (hereditary non-polyposis colorectal cancer) όπου και 

βρέθηκε ότι οφείλεται σε κληρονοµικές µεταλλάξεις σε γονίδια που συµµετέχουν στην 

επιδιόρθωση των λαθών κατά την αντιγραφή του DNA (168). Μεταγενέστερα όµως 

πειράµατα έδειξαν ότι το φαινόµενο της ΜΑ επίσης χαρακτηρίζει σχεδόν όλους τους 

τύπους καρκίνου όπως σποραδικό καρκίνο του παχέως και του λεπτού εντέρου, του 

στοµάχου, του µαστού, του ενδοµητρίου, των ωοθηκών, του πνεύµονα κ.λπ. Αν και στις 

προαναφερθείσες περιπτώσεις δεν υπάρχει ακόµα σαφής συσχέτιση µε µεταλλάξεις σε 

DNA-επιδιορθωτικά γονίδια, ωστόσο η αύξηση του ρυθµού µεταλλαξογένεσης είναι 

προφανής επιβεβαιώνοντας τη θεωρία για τον καρκίνο ως µεταλλακτικό φαινότυπο. 

ΜΑ, εκτός από τον καρκίνο έχουν αναφερθεί και σε άλλα γενετικά νοσήµατα 

νευρολογικής φύσης. Τέτοιες είναι η χορεία του Huntington (169), το σύνδροµο του 

εύθραυστου Χ χρωµοσώµατος και η µυοτονική δυστροφία (170). Στις προαναφερθείσες 

νόσους αυτό το οποίο συνήθως παρατηρείται είναι αύξηση (expansion) του αριθµού 

τρινουκλεοτιδίων σε περιοχές επαναλαµβανόµενου DNA, παρακείµενες σε 
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συγκεκριµένα γονίδια των οποίων επηρεάζεται η έκφραση. Η θεµελιώδης διαφορά της 

περίπτωσης αυτής από την αστάθεια που παρατηρείται στον καρκίνο, είναι ότι οι 

αλληλουχίες-στόχοι είναι συγκεκριµένες και κατά συνέπεια η αστάθειά τους δεν 

έκφράζει µία γενικότερη αύξηση στον ρυθµό µεταλλαγογένεσης (169). Άλλες καλοήθεις 

διαταραχές στις οποίες έχει βρεθεί ΜΑ είναι η αθηροσκλήρυνση και το πτερύγιο του 

οφθαλµού. Τέλος, έχει βρεθεί ΜΑ σε εµβρυϊκούς ιστούς από αυτόµατες αποβολές (170). 

Πιθανόν οι ασθένειες αυτές έχουν παρόµοιο µηχανισµό µε τις νεοπλασίες και ίσως θα 

µπορούσαν να θεωρηθούν ως καλοήθεις νεοπλασµατικές καταστάσεις. 

 

6.1.5 Στατιστική  

Η ανάλυση των δεδοµένων έγινε µε το στατιστικό πακέτο SigmaStat 3.00 (SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA). Τα αποτελέσµατα εκφράστηκαν ως µέση τιµή ± µία σταθερή 

απόκλιση (SD). Οι διαφορές στις µέσες τιµές των ποσοτικών αποτελεσµάτων 

ελέγχθηκαν µε το t-test (Student's t) ή το Mann- Whitney U test. Προκειµένου να 

ελέγξουµε τις κατανοµές αν ακολουθούν την κανονική κατανοµή, χρησιµοποιήσαµε το 

Kolmogorov-Smirnov goodness of fit test. Ο σχετικός κίνδυνος (odds ratio, OR) των 

µικροδορυφορικών αλλαγών για την case-control µελέτη, υπολογίστηκε µε logistic 

regression. Τα odds ratios (ORs) υπολογίστηκαν µε διάστηµα εµπιστοσύνης (confidence 

interval, CI) 95%. Το χ2 τεστ χρησιµοποιήθηκε για τη σύγκριση των αναλογιών. Μια 

τιµή p <0,05 θεωρήθηκε στατιστικά σηµαντική. 
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 6.2  ΥΛΙΚΑ 

 

6.2.1 ∆είγµατα 

Εβδοµήντα οκτώ αορτικά αθηρώµατα από νεκροτοµικά περιστατικά (σαράντα 

δύο άνδρες και τριάντα έξι γυναίκες), µε ηλικίες που κυµαίνονταν από 58 έως 85 ετών, 

(µέση τιµή ± SD, 72,1±8,3) και τριάντα τρία ιστολογικά φυσιολογικά αορτικά δείγµατα 

από νεκροτοµικά περιστατικά που χρησίµευσαν ως µάρτυρες, (δεκαοκτώ άνδρες και 

δεκαπέντε γυναίκες) ηλικίας µεταξύ 60 έως 88 (73,5±10,0) παραλήφθησαν µαζί µε 

αντίστοιχο φλεβικό αίµα από όλες τις περιπτώσεις και τους µάρτυρες, από το 

Εργαστήριο Ιατροδικαστικής της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστηµίου Αθηνών. Τα 

δείγµατα εξετάσθηκαν ιστολογικά και επιλέχθηκαν έτσι ώστε να µην είναι 

ασβεστοποιηµένα ή να περιέχουν σηµαντικά ινώδη στοιχεία. Οι ιστοί καταψύχθηκαν σε 

υγρό άζωτο αµέσως µετά την εκτοµή τους και αποθηκεύτηκαν στους -80°C µέχρι την 

ιστολογική τους εξέταση και την αποµόνωση του DNA. Το DNA αποµονώθηκε από το 

αίµα και τους ιστούς, όπως περιγράφηκε προηγουµένως. Η Επιτροπή Βιοηθικής της 

Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστηµίου Κρήτης ενέκρινε αυτή τη µελέτη.  

 

6.2.2 Εκκινητές 

Ογδόντα δύο µικροδορυφορικοί DNA δείκτες ενισχύθηκαν σε οµάδες των 

τριπλών και τετραπλών αντιδράσεων (Research Genetics, Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, 

USA), όπως παρουσιάζονται στους πίνακες 6.2.1 και 6.2.2. Σε κάθε PCR αντίδραση 

εισήχθησαν 100ng γενοµικού DNA σε µείγµα αντιδράσεων PCR που περιείχε 1X PCR 

buffer, 400 µM dNTPs, 2,66 mM MgCl2 και 0,35U Taq DNA πολυµεράση (Invitrogen 

Corp, Carlsbad, CA, USA). Οι παράµετροι ενίσχυσης ήταν οι ακόλουθοι: αρχική 

αποδιάταξη για 3 min στους 94°C, 30 κύκλοι αποτελούµενοι από 94°C για 30 sec, 55°C 

για 30 sec και 72°C  30 sec, τελική επιµήκυνση προϊόντων στους 72°C  για 10 min. Οι 

PCR µελέτες έγιναν σε ένα µηχάνηµα PTC-100 programmable thermal controller (MJ 

Research Inc., Waltham, MA, USA). 
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Σχήµα 6.1: Χάρτης των χρωµοσωµικών περιοχών όπου τα γονίδια hMSH2, hPMS1, 

hMLH1, και οι DNA µικροδορυφορικοί δείκτες εδράζονται. 
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Πίνακας 6.2.1: Μικροδορυφορικοί DNA δείκτες που χρησιµοποιήθηκαν στο πρώτο 

σκέλος της µελέτης 

 
Microsatellite DNA markers studied 

Locus 
 

Cytogenetic 
location 

 

Het1

 
ASR2

(bp) 
FRL3 

 
Proximal 

genes 
 

Primer 
concentration in 
reaction (nM) 

Panel4 

 

D2S119 2p22.3-p16.1 0.80 214-232 0.023 hMSH2 135 A 
D2S123 “ 0.76 196 0.024 “ 120 A 

D2S177 “ 0.85 276-302 0 “ 147 A 

D2S147 “ 0.73 126-144 0.047 “ 100 A 

D2S2182 “ 0.78 234 0.024 “ 136 B 

D2S288 “ 0.62 276-284 0.028 “ 145 B 

D2S2291 “ 0.76 245 0 “ 120 C 

D2S138 2q24.1-q32.1 0.67 111-125 0.029 hPMS1 100 C 
D2S103 “ 0.82 109-125 0.023 “ 100 -5

D2S105 “ 0.69 107-125 0.054 “ 105 D 

D2S115 “ 0.71 106-126 0 “ 100 -5

D2S164 “ 0.83 265-303 0.045 “ 147 C 

D2S311 “ 0.81 185-207 0 “ 120 D 

D3S1611 3p21.32-p21.1 0.66 252-268 0.057 hMLH1 138 C 
D3S1260 “ 0.66 268 0 “ 140 D 

D3S1561 “ 0.65 226 0.059 “ 132 D 

D3S1612 “ 0.69 100 0.026 “ 80 B 

D3S647 “ 0.73 100 0 “ 80 -5

D3S1478 “ 0.98 109-152 0.020 “ 120 B 

 
1Het, observed heterozygosity 
2ASR, allele size range 
3FRL, fractional regional loss 
4Panel of 4-plex reaction  
5Single PCR assay 
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Πίνακας 6.2.2: Μικροδορυφορικοί DNA δείκτες που χρησιµοποιήθηκαν στο δεύτερο 
σκέλος της µελέτης (source: http://mp.invitrogen.com/resources/apps/mappairs/) 

Marker Genetic locus PCR product size Het 
D1S186 1p31 82-106 0.84 
D1S116 1p31.2 89-101 0.65 
D1S159 1p32 147 0.67 
CLN1 1p32 140-209 0.87 
CRTM 1p35 102-110 0.67 
D1S165 1p36 156-177 0.71 
FGR 1p36.2-p36.1 135-143 0.69 
D1S305 1q12 156-176 0.83 
D1S104 1q21-q23 152-168 0.76 
APOA2 1q21-q23 131-145 0.74 
ATP1A2 1q21-q23 397-405 0.72 
CRP 1q21-q23 127-145 0.60 
D1S416 1q24 146-162 0.82 
ACTN2 1q42-q43 91-107 0.50 
D2S160 2p13-q15 204-218 0.78 
D2S337 2p15-p13 233-255 0.88 
D2S171 2p24-p21 253-281 0.86 
D2S122 2q21 126-140 0.78 
D2S141 2q21-q33 152-178 0.87 
D2S111 2q21-q33 126-140 0.81 
D2S105 2q23-q35 107-125 0.69 
D2S164 2q33-q37 265-303 0.83 
D2S311 2q35-qter 185-207 0.81 
D3S1611 3p242-p22 252-268 0.66 
D3S1270 3pter-p25 164-186 0.75 
D5S207 5q31.3-q33.3 135-143 0.68 
D5S376 5q32-q33.1 117-129 0.72 
D6S2225 6p21.3 152 0.38 
D6S1002 6p21.3-p22.1 240-244 0.32 
D6S429 6p23-p25 222-238 0.74 
D6S259 6p23-p25 267-285 0.73 
D6S263 6p23-p25 90-114 0.82 
D7S478 7p15-q22 118-130 0.69 
D7S519 7p15-q22 256-268 0.81 
PLAT 8p12-q11.2 105-149 0.77 
ANK1 8p21.1-p11.2 107-113 0.55 
D8S137 8p21.3-q11.1 150-162 0.67 
D9S166 9p12-q21 233-261 0.83 
D9S51 9p21-qter 135-159 0.84 
D9S157 9p23-p22 133-149 0.84 
D9S132 9pter-p22 156 0.75 
D9S265 9q21.0 84-94 0.61 
D9S287 9q22.3-q31 168-180 0.67 
D9S109 9q31 219-229 0.70 
D9S127 9q31 149-159 0.72 
D9S103 9q33-qter 89-97 0.58 
D9S157 9q34.2-2qter 133-149 0.84 
D11S569 11p15.3 139-158 0.84 
D11S576 11p15.5 137 0.89 
D11S922 11p15.5 88-138 0.93 
D13S289 13q12.1 260-276 0.74 
D13S219 13q12.3-q13 117-127 0.64 
D13S171 13q12.3-q13 227-241 0.73 
D13S220 13q12.3-q13 191-203 0.66 
D14S72 14q11.1-q11.2 257-271 0.83 
D14S258 14q23-q24.3 170-182 0.80 
D14S251 14q21- 298-318 0.83 
D14S292 14q32.1-q32.3 110-118 0.74 
TP53 17p13.1 103-135 0.90 
D17S379 17p13.3 342-362 0.74 
D17S855 17q 145 0.82 
D17S250 17q11.2-q12 151-169 0.91 
D17S113 17q12-q24 146-160 0.64 
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6.2.3 Εταιρείες προέλευσης υλικών 

1.2 - διυδροξυ-αιθενο-δισ-ακρυλαµίδιο- BDH 

Αγαρ - Difco 

Αγαρόζη – Cibeo BRL 

Αιθανόλη- BDH 

Αιθυλενο-διαµινο-τετραοξικό οξύ – BDH 

Ακρυλαµίδιο – BDH 

Ανθρακικό νάτριο – Sigma 

Βορικό οξύ – BDH 

Βρωµιούχο αιθίδιο – Sigma 

Γλυκερόλη – Cibeo BRL 

∆ιαιθυλ-πυροκαρβονικό οξύ – BDH 

∆ιθειοθρεϊτόλη – Sigma 

∆ιµεθυλσουλφοξείδιο – BDH 

∆εσοξυριβονουκλεοτίδια – Boehringern Manheim 

Ενζυµα περιορισµού – New England Biolabs 

Θειϊκό αµµώνιο – BDH 

Ισοπροπανόλη – BDH 

Κιτρικό νάτριο – BDH 

Κυανό της βρωµοφαινόλης – Sigma 

Λυσοζύµη – Sigma 

Μεθανόλη– Fluka 

Μεµβράνες διαπίδυσης πόρων διαµέτρου 10 mm – Sigma 

ΜΟPS – Sigma 

Νιτρικός άργυρος – Sigma 

Οξεικό αµµώνιο – Sigma 

Οξεικό κάλιο – Sigma 

Οξεικό νάτριο - Sigma 

Οξεικό οξύ – BDH 

Πρωτεϊνάση Κ – Sigma 

Πρωτεϊνάση Α – Sigma 

Ριβουνουκλεάση Α – Sigma 
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RNAzol B- China Biotex 

SDS – Sigma 

SuperScript II RT – Life Technologies 

Taq πολυµεράση – Cibeo BRL 

TEMED – Sigma 

Tris base – BDH 

Υπερθειϊκό αµµώνιο – Cibeo BRL 

Υπεροξείδιο του υδρογόνου – BDH 

Φαινόλη – BDH 

Φορµαλδεϋδη – BDH 

Φορµαµίδιο – BDH 

Χλωριούχο καίσιο – Sigma 

Χλωριούχο κάλιο – Sigma 

Χλωριούχο λίθιο – Sigma 

Χλωριούχο µαγγάνιο – Sigma 

Χλωριούχο µαγνήσιο – Sigma 

Χλωριούχο νάτριο – Sigma 

Χλωροφόρµιο – Fluka 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7ο

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 
 7.1 ΑΠΩΛΕΙΑ ΤΗΣ ΕΤΕΡΟΖΥΓΩΤΙΑΣ ΣΕ ΓΟΝΙ∆ΙΑ ΤΟΥ MMR 

ΣΤΗΝ ΑΘΗΡΩΜΑΤΩΣΗ 

Μελετήσαµε 50 ζεύγη αθηρωµατικού/φυσιολογικό DNA από την αορτή µε ένα 

σύνολο 19 µικροδορυφορικών δεικτών. Η συχνότητα του φαινοµένου LOH για κάθε 

δείκτη κυµαίνονταν από 0% έως 5.9%, ενώ ο βαθµός της ετεροζυγωτίας κυµαίνονταν 

από 0.62 έως 0.98 (πίνακας 6.2.1). Χαρακτηριστικά παραδείγµατα της αστάθειας 

αλληλοµόρφου παρουσιάζονται στην εικόνα 7.1. ∆εκατέσσερα δείγµατα (28%) 

εµφάνισαν LOH σε τουλάχιστον ένα γενετικό τόπο και τέσσερα από αυτά (8%) σε δύο 

από τους εξετασθέντες γενετικούς τόπους. Η αστάθεια αλληλοµόρφου ήταν συχνότερα 

παρατηρούµενη στους D3S1561 (5.9%) και D2S2291 (5.7%) γενετικούς τόπους. Ο 

οµόζυγος γονότυπος σε ένα δείγµα µικροδορυφορικού DNA δείκτη, θεωρήθηκε ως µη 

πληροφοριακός για την ανάλυση LOH.  

Οι υψηλότερες συχνότητες του LOH ήταν 12.5% σε µια 69χρονη γυναίκα, 12.5% 

σε έναν 72χρονο άνδρα, 11.8% σε µια 70χρονη γυναίκα και 11.1% σε έναν 55χρονο 

άνδρα. Αυτά τα δείγµατα είχαν επηρεαστεί σε δύο διαφορετικούς γενετικούς τόπους και 

δύο από αυτά έδειξαν LOH σε δύο διαφορετικές χρωµοσωµικές περιοχές (hMSH2 και 

hPMS1, hMSH2 και hMLH1). Η τιµή του λόγου της απώλειας γενετικού τόπου 

(fractional regional loss, FRL) υπολογίστηκε ξεχωριστά για κάθε τόπο ως: [γενετικοί 

τόποι µε απώλεια της ετεροζυγωτίας πάνω στο βραχίονα]/[σύνολο πληροφοριακών 

τόπων πάνω στο βραχίονα] και ήταν 0.021, 0.021 και 0.026, για τους 2p22.3–p16.1 

(hMSH2), 2q24.1–q32.1 (hPMS1) και 3p21.32–p21.1 (hMLH1) γενετικούς τόπους, 

αντίστοιχα. 

Μικροδορυφορικές αλλαγές (microsatellite alterations, MA) δεν παρατηρήθηκαν 

σε κάποιο γενετικό τόπο από τη στιγµή που δεν βρέθηκαν νέα αλληλόµορφα 

µικροδορυφορικού DNA στην αθηρωµατική πλάκα, σε σύγκριση µε το αντίστοιχο 

φυσιολογικό δείγµα που εξετάσθηκε.   
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Εικόνα 7.1: Αντιπροσωπευτικά παραδείγµατα δειγµάτων που εκφράζουν LOH. P, 

αθηροσκληρωτική πλάκα. N, φυσιολογικός ιστός. Τα βέλη δείχνουν τη θέση ενός αλληλοµόρφου 

που έχει απαλειφθεί. Οι εξασθενηµένες ζώνες στη θέση των απαλειφθέντων αλληλοµόρφων, 

εξηγούνται ως µόλυνση από τον παρακείµενο φυσιολογικό ιστό. Οι αριθµοί πάνω από κάθε 

γενετικό τόπο, αντιπροσωπεύουν την αρίθµηση των ασθενών. 
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 7.2 ΓΕΝΟΜΙΚΕΣ ΑΛΛΑΓΕΣ ΣΤΟΥΣ ΓΕΝΕΤΙΚΟΥΣ ΤΟΠΟΥΣ 

VCAM1, SELE, APEG1 ΚΑΙ AIF1 ΣΤΗΝ ΑΘΗΡΩΜΑΤΩΣΗ  

Μελετήσαµε 78 αορτικά αθηρώµατα έναντι αντίστοιχων DNA από φλεβικό αίµα 

σε ένα σύνολο 63 µικροδορυφορικών δεικτών DNA (Πίνακας 6.2.2). Το φαινόµενο LOH 

βρέθηκε σε 37 από 78 αθηρωµατικές περιπτώσεις (47.4%), µε µεγαλύτερη συχνότητα 

στη χρωµοσωµική περιοχή 6p21.3 (16.67%). Χαρακτηριστικά παραδείγµατα της 

αστάθειας αλληλοµόρφου παρουσιάζονται στην εικόνα 7.2.1.  Η αλληλοµορφική 

απώλεια ήταν πιο συχνή στους µικροδορυφορικούς DNA δείκτες D6S2225 (28.1%) και 

D6S1002 (24.2%). Η µέση τιµή της αλληλοµορφικής απώλειας ήταν 0.027±0.032 µε 

99.5% διάστηµα εµπιστοσύνης (confidence interval, CI) και η υψηλότερη τιµή ήταν 0.11 

σε δύο άνδρες ηλικίας 58 και 76 ετών, αντίστοιχα. Οι γενοµικές αλλαγές παρατηρήθηκαν 

στις χρωµοσωµικές περιοχές 1p, 1q, 2q, 6p, 8p, 9p, 11p, 13q και 17q.  

Τριάντα τρεις ιστολογικά φυσιολογικοί αορτικοί ιστοί σε σύγκριση µε τα 

αντίστοιχα δείγµατα αίµατος εξετάστηκαν ως οµάδα µαρτύρων. Η απώλεια της 

ετεροζυγωτίας (LOH), βρέθηκε σε 6 από τα 33 δείγµατα (18.2%) και ήταν στις 

χρωµοσωµικές περιοχές 1p, 5q, 8p, 9p, 11p, 13q και 17q. Η µέση τιµή FAL ήταν 

0.007±0.016 µε 99,5% διάστηµα εµπιστοσύνης (confidence interval, CI)  ενώ η 

υψηλότερη τιµή ήταν 0.07 και παρατηρήθηκε σε µια γυναίκα 81 ετών. Οι 

µικροδορυφορικοί DNA δείκτες FGR (4.5%) και D13S220 (4.5%) ήταν οι πιο συχνά 

προσβεβληµένοι.  

Τα ιστογράµµατα των συχνοτήτων του λόγου της αλληλοµορφικής απώλειας 

FAL και της απώλειας της ετεροζυγωτίας LOH  ανά γενετικό τόπο παρουσιάζονται στην 

εικόνα 7.2.2. Η LOH επίπτωση βρέθηκε να σχετίζεται µε τον αθηροσκληρωτικό κίνδυνο 

µε µια τιµή odds ratio 4.06 (95% CI 1,50 έως 10,93). Η σύγκριση των µικροδορυφορικών 

DNA αλλαγών µεταξύ των εξετασθέντων περιπτώσεων και των µαρτύρων, έδειξε ότι οι 

γενετικοί τόποι 1p32-p31, 1q22-q25, 2q35 και 6p21.3 είχαν επηρεαστεί σηµαντικά στις 

αθηρωµατικές περιπτώσεις (p<0,05). Σε αυτές τις γενοµικές περιοχές, τα VCAM1, 

SELE, APEG1 και AIF1 γονίδια έχουν χαρτογραφηθεί αντίστοιχα. 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/). 
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Εικόνα 7.2.1: Αντιπροσωπευτικά παραδείγµατα δειγµάτων που εκφράζουν LOH σε αορτικά 

αθηρώµατα. Α: αορτικά αθηρώµατα, Ν: αντίστοιχο φλεβικό αίµα. Η κυµατοειδής γραµµή κάτω 

από κάθε περίπτωση αντιπροσωπεύει την οπτική πυκνότητα που έχει υπολογιστεί µε το ImageJ 

1.32j software.  
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Εικόνα 7.2.2: Παρουσίαση επιπτώσεων LOH (%) ανά γενετικό τόπο για τις περιπτώσεις 

των αορτικών αθηρωµάτων και των φυσιολογικών αορτικών ιστών των µαρτύρων.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 8ο

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 
 8.1 ΑΠΩΛΕΙΑ ΤΗΣ ΕΤΕΡΟΖΥΓΩΤΙΑΣ ΣΕ ΓΟΝΙ∆ΙΑ ΤΟΥ MMR 

ΣΤΗΝ ΑΘΗΡΩΜΑΤΩΣΗ 

Ένα κοινό χαρακτηριστικό της αθηροσκλήρυνσης είναι ο πολλαπλασιασµός 

λείων µυϊκών κυττάρων (171). Ορισµένες ενδείξεις προτείνουν ότι αλλαγές στο επίπεδο 

του DNA συµβαίνουν και µπορεί να συνεισφέρουν σηµαντικά στην εξέλιξη της νόσου. 

Αυτές οι αλλαγές περιλαµβάνουν την παρουσία των ενεργοποιηµένων ρυθµιστικών 

γονιδίων (172-174), µικροδορυφορική αστάθεια (ΜΙ) (95,104,175) και απώλεια της 

ετεροζυγωτίας (LOH) (104).  

Σύµφωνα µε τα χαρακτηριστικά της αθηροσκλήρυνσης, θα µπορούσαµε να 

υποθέσουµε ότι υπάρχει αδυναµία στην επιδιόρθωση των βλαβών του DNA. Μια 

πλειάδα επιδιορθωτικών συστηµάτων λειτουργούν στο κύτταρο, ώστε να αποφευχθούν 

οι επιδράσεις της συσσώρευσης των DNA αλλαγών. Ένα από αυτά, το σύστηµα 

επιδιόρθωσης των λανθασµένα ζευγαρωµένων βάσεων (mismatch repair, MMR), παίζει 

ένα κρίσιµο ρόλο σε αυτή τη διαδικασία µε την αλληλεπίδραση µε γεγονότα που 

προκαλούνται από βλάβη στο DNA, γενετικό ανασυνδυασµό ή αντιγραφικά λάθη. Στον 

άνθρωπο, δύο διαφορετικά ετεροδιµερή συµπλέγµατα MutS-συγγενών πρωτεϊνών 

(hMSH2–hMSH3 και hMSH2–hMSH6) και δύο διαφορετικά ετεροδιµερή συµπλέγµατα 

MutL-συγγενών πρωτεϊνών (hMLH1–hPMS2 και hMLH1–hPMS1) έχουν χαρακτηριστεί 

ως βασικά για τη σωστή λειτουργία του MMR, σε λανθασµένο ζευγάρωµα, τόσο 

βάσεων, όσο και αυτό της προσθήκης/απαλειφής (176,177). 

Με αυτό το σκεπτικό, χρησιµοποιήσαµε ανάλυση µικροδορυφορικού DNA 

βασισµένη σε PCR, για να ερευνήσουµε την πιθανότητα απώλειας της ετεροζυγωτίας (το 

φαινόµενο LOH έχει επίσης χαρακτηρισθεί ως αστάθεια αλληλοµόρφου) στα γονίδια 

MMR, τα hMSH2, hPMS1, και hMLH1 στις αθηρωµατικές πλάκες. Παρόλο που η 

ανεύρεση της αστάθειας αλληλοµόρφου δε θα µπορούσε από µόνη της να υποστηρίξει 

µια υπόθεση πλήρους απενεργοποίησης γονιδίου, είναι µια άµεση ένδειξη γενοµικής 

αστάθειας. Η συχνότητα του συµβάµατος αυτού σε ένα συγκεκριµένο γενετικό τόπο σε 
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συνδυασµό µε ένα συγκεκριµένο φαινότυπο, µπορεί να έχει λειτουργική σηµασία 

(178,179).  

Η αθηροσκλήρυνση είναι µία διαδικασία υπεύθυνη στην παθογένεση της 

στεφανιαίας νόσου και/ή της εγκεφαλικής και περιφερικής αγγειακής νόσου. Είναι µια 

πολυπαραγοντική νόσος, όπου η σηµασία της φλεγµονής, ο πολλαπλασιασµός των λείων 

µυϊκών κυττάρων και µονοκυττάρων, ο σχηµατισµός του συνδετικού ιστού και η 

συσσώρευση των λιπιδίων έχουν καλά µελετηθεί. Η αιτιολογία και η παθογένεση της 

νόσου είναι στενά συνδεδεµένες µε τους καθολικούς προστατευτικούς µηχανισµούς που 

σχετίζονται µε τη φλεγµονή και την επιδιόρθωση. Οι υποκυτταρικές µεταβολές 

περιλαµβάνουν αλλαγές στα επίπεδα των µορίων που εµπλέκονται στη µίτωση και στην 

προστασία από γενετικές βλάβες (180,181). Το τελευταίο οδηγεί στην υπόθεση ότι τα 

γονίδια επιδιόρθωσης του DNA θα µπορούσαν να έχουν προσβληθεί κατά τη διάρκεια 

αυτής της διαδικασίας.  

Τρία µονοπάτια έχουν προταθεί για την πλήρη απενεργοποίηση ενός γονιδιακού 

αλληλοµόρφου: ενδογονιδιακές µεταλλάξεις, απώλεια χρωµοσωµικού υλικού (αστάθεια 

αλληλοµόρφου ή οµόζυγη απάλλειψη) και µεθυλίωση του DNA στα CpG νησίδια που 

εδράζονται στον εκκινητή του γονιδίου (178). Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήσαµε 

αστάθεια αλληλοµόρφου µε σκοπό να εξετάσουµε την ακεραιότητα των τριών βασικών 

γονιδίων για τη σωστή λειτουργία του συστήµατος MMR.  

Το MMR, το οποίο εµπλέκεται στην αύξηση της πιστότητας της αντιγραφής µε 

ειδική επιδιόρθωση των σφαλµάτων της DNA πολυµεράσης, πρώτα ανακαλύφθηκε 

στους πρoκαρυωτικούς οργανισµούς και έχει αποδειχθεί ότι εµπλέκεται στον καρκίνο 

µόνο την τελευταία 10ετία. Οι µεταλλάξεις στα γονίδια επιδιόρθωσης των λανθασµένων 

ζευγαρωµάτων (mismatch repair) οδηγεί σε νεοπλασµατική προδιάθεση (182). Η 

απώλεια της λειτουργίας των MMR γονιδίων δηµιουργεί ένα χαρακτηριστικό 

µεταλλακτικό φαινότυπο, γνωστό ως µικροδορυφορική αστάθεια (microsatellite 

instability, MIN) (183,184). Οι όγκοι που παρουσιάζουν ΜΙΝ στερούνται ανιχνεύσιµης 

MMR δραστηριότητας σε βιοχηµικές έρευνες (185,186).  

Χρησιµοποιήσαµε µεθόδους µικροδορυφορικού DNA για να ανιχνεύσουµε 

γενετικές µεταβολές στα κύρια γονίδια του MMR συστήµατος, τα hMSH2, hPMS1 και 

hMLH1. Τα αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι η συχνότητα του φαινοµένου LOH στους 

2p22.3-p16.1, 2q24.1-q32.1 και 3p21.32-p21.1 γενετικούς τόπους, ήταν 10%, 10% και 
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12% αντίστοιχα. Αυτά τα ευρήµατα δηλώνουν τη συµµετοχή αυτών των γενετικών 

τόπων στην αθηροσκλήρυνση. Παρότι δεν είναι δυνατόν να καθορίσουµε αν αυτά τα 

γονιδιακά ελλείµµατα εµπλέκονται στα παθοφυσιολογικά γεγονότα της 

αθηροσκληρωτικής διαδικασίας, η παρουσία τους δείχνει ότι θα πρέπει να θεωρούνται 

ως παράγοντες που συµµετέχουν στην αθηροσκλήρυνση. 

Παρόλο που η συχνότητα του LOH σε αυτές τις χρωµοσωµικές περιοχές που 

αναφέρονται στη µελέτη µας, δεν είναι πολύ υψηλή, η ολική ή µερική απάλλειψη ενός 

αλληλοµόρφου αυτών των γονιδίων, θα µπορούσε να οδηγήσει σε ελάττωση της 

ικανότητας επιδιόρθωσης του DNA. Η µελέτη µας δίνει νέα πληροφορία για υποψήφιους 

ευπαθείς γενετικούς τόπους που εµπλέκονται στην αθηροσκλήρυνση. 
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8.2 ΓΕΝΟΜΙΚΕΣ ΑΛΛΑΓΕΣ ΣΤΟΥΣ ΓΕΝΕΤΙΚΟΥΣ ΤΟΠΟΥΣ 

VCAM1, SELE, APEG1 ΚΑΙ AIF1 ΣΤΗΝ ΑΘΗΡΩΜΑΤΩΣΗ 

Οι µικροδορυφορικές αλλαγές αντιπροσωπεύουν χρήσιµους δείκτες για 

κυτταρικούς πληθυσµούς κλωνικά επεκτεινόµενους. Φαίνεται ότι ο σχηµατισµός τόσο 

του φυσιολογικού, όσο και του αθηροσκληρυντικού αρτηριακού τοιχώµατος γίνεται µε 

τον κλωνικό πολλαπλασιασµό των αγγειακών λείων µυϊκών κυττάρων, µε συνέπεια ο 

έλεγχος για το µικροδορυφορικό DNA θα µπορούσε να δώσει σηµαντικές πληροφορίες 

(105). Η παρουσία αστάθειας αλληλοµόρφων σε κοντινές σε γονίδια µικρών 

επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών αποτελεί ένδειξη εκτεταµένων βλαβών που 

συµπεριλαµβάνουν και αυτά τα ίδια τα γονίδια. 

Το φαινόµενο LOH της απώλειας της ετεροζυγωτίας έχει προηγούµενα 

περιγραφεί σε αθηροσκληρυντικό ιστό από διαφορετικές ανατοµικές περιοχές και το 

LOH στους χρωµοσωµικούς βραχίονες 2p13-p22.3, 2q24.1-q32.1, 3p21.32-p21.1, 7q36, 

8p12-q11.2, 9q31-34, 17p13 και 17q21 έχει ενοχοποιηθεί για την ανάπτυξη νόσου 

(95,97,100,104,187,188). Στην παρούσα µελέτη, εφαρµόσαµε ανάλυση 

µικροδορυφορικού DNA για να προσδιορίσουµε γενετικούς τόπους που εκδηλώνουν το 

φαινόµενο της αστάθειας αλληλοµόρφου σε ανθρώπινα αορτικά αθηρώµατα µε 

συγκεκριµένο και ειδικό για τη νόσο τρόπο.  

Για το λόγο αυτό, εξετάσαµε 63 δείκτες µικροδορυφορικού DNA, που εδράζονται 

στις 1p, 1q, 2p, 2q, 3p, 5q, 6p, 7p, 8p, 9p, 9q, 11p, 13q, 14q 17p και 17q χρωµοσωµικές 

περιοχές, τόσο σε αθηροσκληρυντικούς, όσο και σε φυσιολογικούς αορτικούς ιστούς σε 

σύγκριση µε αντίστοιχο φλεβικό αίµα. Αυτό το ερευνητικό πρωτόκολλο ενισχύει τη 

δυναµική της µελέτης µας, από τη στιγµή που µικροδορυφορικές αλλαγές έχουν 

αναφερθεί σε άλλες µη κακοήθεις νόσους όπως και σε φαινοτυπικά φυσιολογικούς 

ανθρώπινους ιστούς (189-195).  

Γενοµικές αλλαγές βρέθηκαν στο 47.4% των αθηροσκληρυντικών περιπτώσεων 

έναντι 18.2% των µαρτύρων σε τουλάχιστον ένα γενετικό τόπο. Αυτό το εύρηµα 

υποδηλώνει ότι η αστάθεια αλληλοµόρφου σχετίζεται µε αορτική αθηροσκλήρυνση µε 

κίνδυνο (odds ratio) 4,06 [95% διάστηµα εµπιστοσύνης (confidence interval, CI) 1,50 

έως 10,93]. Η σύγκριση της µέσης τιµής FAL (0,027± 0,032) που παρατηρήθηκε σε αυτή 

τη µελέτη µε προηγούµενες δηµοσιευµένες µελέτες για τον καρκίνο του πνεύµονα 

 84



(0,243±0,021) και του τραχήλου της µήτρας (0,15±0,09) από την  οµάδα µας, έδειξε ότι 

η συχνότητα απώλειας της ετεροζυγωτίας ανά άτοµο είναι σηµαντικά µικρότερη στην 

αθηροσκλήρυνση (195,196).  

Η σύγκριση των LOH προφίλ µεταξύ περιπτώσεων της νόσου και µαρτύρων, 

έδειξε ότι οι γενοµικές µεταβολές στους 1p32-p31, 1q22-q25, 2q35 και 6p21.3 

γενετικούς τόπους, που σχετίζονται µε τα VCAM1, SELE, APEG1 και AIF1 γονίδια, 

ήταν σηµαντικά σχετιζόµενες µε την αθηροσκλήρυνση.  

Το µόριο προσφύσεως των αγγειακών κυττάρων-1 (VCAM-1), είναι µια 

πρωτεΐνη κυτταρικής επιφάνειας που εκφράζεται από το ενεργοποιηµένο από την 

κυτοκίνη αγγειακό ενδοθήλιο, η οποία διευκολύνει την πρόσδεση των λευκοκυττάρων 

στα ενδοθηλιακά κύτταρα (197). Αυτή η τύπου Ι µεµβρανική σιαλογλυκοπρωτεΐνη, ένα 

µέλος της Ιg υπεροικογένειας, βρέθηκε να είναι υπερεκφρασµένη στην αθηροσκλήρυνση 

και έχει συσχετισθεί µε πρώιµη έναρξη της νόσου (198,199).  

Το µόριο προσφύσεως των λευκών αιµοσφαιρίων Ε-σελεκτίνη (SELE), 

εκφράζεται επίσης από ενδοθηλιακά κύτταρα τα διεγερµένα από την κυτοκίνη. Το SELE 

θεωρείται ότι είναι υπεύθυνο για τη συσσώρευση των λευκών αιµοσφαιρίων σε τόπους 

φλεγµονής µε τη µεσολάβηση της πρόσφυσης των κυττάρων στο αγγειακό επένδυµα 

(200). Επιπλέον, η έκφραση και οι πολυµορφισµοί του, έχουν θεωρηθεί ως σηµαντικοί 

παράγοντες στην ανάπτυξη της αθηροσκλήρυνσης (201,202).  

Η πρωτεΐνη 1 η ειδικά εκφραζόµενη στην αορτή (APEG1), εκφράζεται σε 

διαφοροποιηµένα και λιγότερο σε µη διαφοροποιηµένα λεία µυϊκά κύτταρα. Η έκφραση 

αυτού του γονιδίου θεωρείται ότι συµβάλλει ως δείκτης για διαφοροποιηµένα λεία µυϊκά 

αγγειακά κύτταρα, κάτι το οποίο ίσως έχει ένα ρόλο στη ρύθµιση της ανάπτυξης και 

διαφοροποίησης αυτού του κυτταρικού τύπου (203,204).  

Ο παράγοντας 1 φλεγµονής στην οµόλογη µεταµόσχευση (AIF1), επιφέρεται από 

τις κυτοκίνες και την ιντερφερόνη και έχει θεωρηθεί ως ένας αντιφλεγµονώδης 

παράγοντας στο αγγειακό τοιχωµατικό τραύµα. Είναι αρνητικός ρυθµιστής της 

ανάπτυξης των VSMCs αλλά προωθεί τη µετανάστευσή τους διαµέσου της 

αλληλεπίδρασης και του πολυµερισµού της F ακτίνης και της ρύθµισης της Rac1 

δραστηριότητας (205).  
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Οι γενοµικές ανακατατάξεις που περιγράφονται στην αθηροσκλήρυνση, είναι 

λιγότερο εκτεταµένες απ’ότι η γενοµική αστάθεια στον καρκίνο. Εντούτοις, οι σωµατικές 

γενοµικές αστάθειες είτε στη µορφή της ενίσχυσης ή της απώλειας των αλληλοµόρφων, 

µπορεί να ευθύνονται για σοβαρές κυτταρικές φαινοτυπικές αλλαγές. Οι γενοµικές 

ανακατατάξεις που αναγνωρίστηκαν κυρίως στα αορτικά αθηρώµατα ίσως προσδίδουν 

σήµατα έναρξης για εστιακή φλεγµονώδη απάντηση η οποία θα µπορούσε να οδηγήσει 

στην αθηροσκλήρυνση, διαµέσου τροποποιήσεων της προσκόλλησης λευκοκυττάρων, 

της ανάπτυξης των VSMCs, της διαφοροποίησης και µετανάστευσής τους. Τα ευρήµατά 

µας υποδεικνύουν ένα σηµαντικό σύνδεσµο µεταξύ των σωµατικών DNA µεταλλάξεων 

και της φλεγµονώδους φύσεως της αθηροσκλήρυνσης και παρέχουν µία ενοποιηµένη 

προοπτική της εξέλιξης της νόσου.  
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 8.3 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Σε ό,τι αφορά το πρώτο σκέλος της παρούσας µελέτης, η εµπλοκή γενετικών 

βλαβών στα γονίδια του MMR συστήµατος στις αθηρωµατικές αλλοιώσεις, φαίνεται πως 

είναι περιορισµένη. Ωστόσο, για τις περιπτώσεις εκείνες που παρατηρήθηκαν γενοµικές 

αλλοιώσεις κοντά στα γονίδια αυτά, είναι πιθανό αυτές να συνδράµουν σε ένα 

γενικότερο προφίλ γενετικής αστάθειας στους συγκεκριµένους ασθενείς. Παρόλο που η 

κλινική σηµασία αυτής της παρατήρησης παραµένει άγνωστη, τέτοιες γενετικές αλλαγές 

µπορεί να αντικατοπτρίζουν έναν πρόσθετο παράγοντα που εµπλέκεται στην παθογένεση 

της νόσου. 

Ως προς το δεύτερο σκέλος, η εκτενής ανάλυση πολλαπλών γενετικών δεικτών, 

διάσπαρτων στο ανθρώπινο γονιδίωµα, σε αθηρωµατικά και φυσιολογικά αγγεία, 

υποδεικνύει πως οι βλάβες στο γενετικό υλικό πράγµατι αποτελούν παράγοντα κινδύνου 

για την αθηρογένεση. Ανεξαρτήτως της αιτιολογίας της δηµιουργίας τους, είναι δυνατό 

να πλήξουν τη λειτουργία γονιδίων που ενέχονται στη φλεγµονώδη απόκριση, και στο 

µηχανισµό επούλωσης αγγειακού τραύµατος. Με τον αποκλεισµό των σποραδικών 

γενετικών αλλοιώσεων που εντοπίζονται τυχαία σε φυσιολογικά αγγεία, αποµονώνονται 

περιπτώσεις σε γονίδια που εµπλέκονται στην πρόσδεση των λευκοκυττάρων, την 

ανάπτυξη των αγγειακών λείων µυϊκών κυττάρων, τη διαφοροποίηση και µετανάστευσή 

τους. Τέτοιες γενετικές αλλοιώσεις ευννοούν τα λεία µυϊκά κύτταρα που τις φέρουν και 

βοηθούν στην κλωνική τους επέκταση και µετανάστευση. Συνεπώς, ο περιορισµός των 

γενετικών αυτών βλαβών αποτελεί ένα σηµαντικό στόχο για την πρόληψη της 

αθηρωµάτωσης και χρήζει περαιτέρω µελέτης.  
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To detect the incidence of loss of heterozygosity
(LOH) in DNA mismatch repair genes (MMR) occur-
ring in atherosclerosis, fifty human autopsy cases of
atherosclerosis were examined for LOH using 19 mi-
crosatellite markers, in three single and four tetraplex
microsatellite assays. The markers used are located on
or close to MMR genes. Fourteen specimens (28%)
showed allelic imbalance in at least one locus. Loci
hMSH2 (2p22.3–p16.1), hPMS1 (2q24.1–q32.1), and
hMLH1 (3p21.32–p21.1) exhibited LOH (10, 10, and 12%
respectively). We found that loss of heterozygosity on
hMSH2, hPMS1, and hMLH1, occurs in atherosclero-
sis. The occurrence of such genomic alterations may
represent important events in the development of
atherosclerosis. © 2000 Academic Press

Key Words: atherosclerosis; coronary disease; enzyme
kinetics); genetic code; sequence (DNA/RNA/prot).

Atherosclerosis seems to be a complex trait, in which
multiple genetic susceptibility loci interact with each
other and the environment to produce the disease phe-
notype (1). The heterogeneity of the disorder and the
diversity of its causes, natural histories, and clinical
manifestations are difficult to explain. However, con-
temporary research provides some fundamental patho-
biologic principles that provide a basis for understand-
ing this multifaceted process.

A common feature of atherosclerosis is the prolifer-
ation of smooth muscle cells (2). Several lines of evi-
dence suggest that alterations at the DNA level occur
and may contribute significantly to the development of
the disease. These alterations include the presence of
activated transforming genes (3–5), microsatellite in-
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stability (MI) (6–8) and loss of heterozygosity (LOH)
(8).

According to the features of atherosclerosis, DNA
repair gene failure could be assumed. An array of DNA
repair systems function in the cell, in order to avoid the
effects of accumulation of DNA alterations. One of
them, the DNA mismatch repair system (MMR), plays
a crucial role in this process by counteracting effects
caused by DNA damage, genetic recombination or rep-
lication errors. In human, two different heterodimeric
complexes of MutS-related proteins (hMSH2–hMSH3
and hMSH2–hMSH6) and two different heterodimeric
complexes of MutL-related proteins (hMLH1–hPMS2
and hMLH1–hPMS1) have been characterized as fun-
damentals for the proper function of MMR, in both
base and insertion/deletion mispairing (9, 10).

In this context, we have used PCR-based microsat-
ellite DNA analysis to investigate the probability of
loss of heterozygosity (LOH, has also been termed as
allelic imbalance) in MMR genes, hMSH2, hPMS1, and
hMLH1, in atherosclerotic plaques. Although the de-
tection of allelic imbalance could not alone support a
full gene inactivation hypothesis, it is a direct indica-
tion of genomic instability. The frequency of its occur-
rence in a specific locus in concordance with a specific
phenotype may have a functional significance (11, 12).

METHODS

Specimens. Fifty specimens from autopsy cases
(thirty-two males and eighteen females) ranging from
55 to 77 (65.9 6 6.3) years of age, were obtained from
the Laboratory of Forensic Medicine, Medical School,
University of Athens, Greece. Tissue samples from ath-
erosclerotic plaques from aorta and normal aorta were
collected during autopsies. The specimens were exam-
ined histologically and were selected so as not to be
calcified or containing significant fibrous components.
The tissues were frozen in liquid nitrogen immediately
after excision and stored until histological examination



Vol. 4, No. 1, 2000 MOLECULAR CELL BIOLOGY RESEARCH COMMUNICATIONS
and DNA extraction. The University of Crete ethics
committee approved this study.

DNA extraction. One 0.5 cm section of each frozen
sample was lysed in 400 mM Tris–HCl pH 8.0, 150 mM
NaCl, 60 mM EDTA, 1% SDS, 100 mg/ml Proteinase K
and incubated at 42°C for 16 h in an orbital shaker.
Deproteinization included extraction with phenol/
chloroform and chloroform. DNA was precipitated by
the addition of an equal volume of isopropanol. DNA
was washed with 70% ethanol and resuspended in 50
ml TE (10 mM Tris–HCl pH 8.0, 1 mM EDTA). Working
stocks were prepared by tenfold dilution in double dis-
tilled H2O.

Primers and PCR amplification of microsatellite loci.
Nineteen microsatellite DNA markers (Research Ge-
netics, USA) were selected, located in chromosomal
regions: 2p22.3–p16.1, 2q24.1–q32.1 and 3p21.32–
p21.1. These regions were chosen because hMSH2,
hPMS1, and hMLH1 genes are located in these re-
gions, respectively (Fig. 1, data from GenomeDatabase,
http://gdbwww.gdb.org). Microsatellite DNA markers
were amplified in four panels of 4-plex reactions and
three single PCR assays (Table 1). We introduced 100
ng of genomic DNA in a PCR reaction mixture contain-
ing 13 GIBCO BRL PCR Buffer, 350 mM dNTPs, 2.66

FIG. 1. Maps of the chromosomal regions where hMSH2,
hPMS1, hMLH1, and DNA microsatellite markers are located.
63
mM MgCl2 and 0.35 U GIBCO BRL Taq DNA polymer-
ase (GIBCO BRL, Life Technologies). To optimize
4-plex reactions, different concentrations of each
marker primer set were used (Table 1). Amplification
parameters were the following: initial denaturation for
3 min; 30 cycles consisted of 94°C for 30 s, 55°C for 30 s,
and 72°C for 30 s; final extension step at 72°C for 10
min. PCR products were electrophoresed in a 10% poly-
acrylamide gel and silver stained. LOH were scored
when a significant reduction in the intensity of one
allele in the heterozygous specimen was observed in
the DNA of the atherosclerotic specimen. The analysis
in the LOH positive cases was repeated thrice and the
results were reproducible.

RESULTS

We assayed 50 atherosclerotic/normal DNA pairs
from aorta with a total of 19 microsatellite markers.
The incidence of LOH for each marker ranged from 0 to
5.9%, while the degree of heterozygosity ranged from
0.62 to 0.98 (Table 1). Characteristic examples of allelic
imbalance are shown in Fig. 2. Fourteen (28%) showed
LOH in at least one, and four of them (8%) at two of the
examined loci. Allelic imbalance was most frequently
observed in D3S1561 (5.9%) and D2S2291 (5.7%) loci.
Homozygote genotype of a sample in a microsatellite
DNA marker was considered to be noninformative in
LOH analysis.

The highest incidences of LOH were 12.5% in a 69-
year-old woman, 12.5% in a 72-year-old male, 11.8% in
a 70-year-old woman, and 11.1% in a 55-year-old male.
These samples were affected in two different genetic
loci and two of them showed LOH in two different
chromosomal regions (hMSH2 and PMS1, hMSH2 and
hMLH1). The fractional regional loss (FRL) values
were calculated for each locus as [loci on the arm with
allelic imbalance]/[total informative loci on the arm]
(13) and were 0.021, 0.021, and 0.026, for 2p22.3–p16.1
(hMSH2), 2q24.1–q32.1 (hPMS1), and 3p21.32–p21.1
(hMLH1) locus, respectively.

Microsatellite alterations (MA) were not observed in
any locus since no novel generated microsatellite allele
was observed in atherosclerotic DNA, compared to the
normal sample examined.

DISCUSSION

Atherosclerosis is not merely a disease in its own
right, but a process that is the principal contributor to
the pathogenesis of coronary heart disease and/or ce-
rebral and peripheral vascular disease (2). This spec-
trum implies a complex trait, where the importance of
inflammation, smooth muscle and monocyte replica-
tion, connective tissue formation, and lipid accumula-
tion is well established. The aetiology and pathogene-
sis of the disease are tightly linked with the ubiquitous
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protective mechanisms associated with inflammation
and repair. Subcellular alterations include changes in
the levels of molecules involved in mitogenic signalling
and genetic aberrations (14, 15). The latter leading to
the assumption that DNA repair genes could also be
affected during this process.

Three pathways have been proposed for the full in-
activation of a gene allele: intragenic mutations, loss of
chromosomal material (allelic imbalance or homozy-
gous deletion) and DNA methylation of CpG islands
located in the promoter of the gene (11). In this study
we used allelic imbalance in order to examine the in-
tegrity of three basic genes for the proper function of
the MMR system.

The MMR, which is involved in increasing the fidel-
ity of replication by specific repair of DNA polymerase
incorporation errors, was discovered earlier in pro-
karyotes, but has been shown to be involved in cancer
only within past five years. Mutations in mismatch
repair genes leads to cancer predisposition (16). Loss of
function of MMR genes creates a characteristic muta-
tor phenotype known as microsatellite instability
(MIN) (17, 18). Tumors exhibiting MIN lacked detect-
able MMR activity in biochemical assays (19, 20).

We used microsatellite DNA assays, to identify ge-
netic alterations in MMR fundamental genes, hMSH2,
hPMS1 and hMLH1. Our results demonstrated the

Microsatellite DN

Locus
Cytogenetic

location Heta
ASRb

(bp)

D2S119 2p22.3–p16.1 0.80 214–232
D2S123 2p22.3–p16.1 0.76 196
D2S177 2p22.3–p16.1 0.85 276–302
D2S147 2p22.3–p16.1 0.73 126–144
D2S2182 2p22.3–p16.1 0.78 234
D2S288 2p22.3–p16.1 0.62 276–284
D2S2291 2p22.3–p16.1 0.76 245
D2S138 2q24.1–q32.1 0.67 111–125
D2S103 2q24.1–q32.1 0.82 109–125
D2S105 2q24.1–q32.1 0.69 107–125
D2S115 2q24.1–q32.1 0.71 106–126
D2S164 2q24.1–q32.1 0.83 265–303
D2S311 2q24.1–q32.1 0.81 185–207
D3S1611 3p21.32–p21.1 0.66 252–268
D3S1260 3p21.32–p21.1 0.66 268
D3S1561 3p21.32–p21.1 0.65 226
D3S1612 3p21.32–p21.1 0.69 100
D3S647 3p21.32–p21.1 0.73 100
D3S1478 3p21.32–p21.1 0.98 109–152

a Het, observed heterozygosity.
b ASR, allele size range.
c FRL, fraction regional loss.
d Panel of 4-plex reaction.
e Single PCR assay.
A Markers Studied

FRLc
Proximal

genes

Primer concentration
in reaction

(nM) Paneld

0.023 hMSH2 135 A
0.024 hMSH2 120 A
0 hMSH2 147 A
0.047 hMSH2 100 A
0.024 hMSH2 136 B
0.028 hMSH2 145 B
0 hMSH2 120 C
0.029 hPMS1 100 C
0.023 hPMS1 100 —e

0.054 hPMS1 105 D
0 hPMS1 100 —e

0.045 hPMS1 147 C
0 hPMS1 120 D
0.057 hMLH1 138 C
0 hMLH1 140 D
0.059 hMLH1 132 D
0.026 hMLH1 80 B
0 hMLH1 80 —e

0.020 hMLH1 120 B
64
FIG. 2. Representative examples of specimens exhibiting LOH.
P, atherosclerotic plaque. N, normal tissue. Arrows indicate the
position of a deleted allele. The faint bands in the position of the
deleted alleles are interpreted as contamination by the adjacent
normal tissue. The numbers above the locus name represent the
patient numbers.
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incidence of LOH on 2p22.3–p16.1, 2q24.1–q32.1, and
3p21.32–p21.1, as 10, 10, and 12%, respectively. These
findings suggest the implication of these loci in athero-
sclerosis. Although it is not possible to determine
whether these genomic aberrations are involved in the
pathophysiologic events of the atherosclerotic process,
their presence reveals that they should be consider as
factors implicated in atherosclerosis.

Although the incidence of LOH in these chromo-
somal regions, reported in the present investigation is
not very high, the total or partial deletion of one allele
of these genes might lead to reduction of DNA repair
capacity. This study gives new information on candi-
date susceptibility loci involved in atherosclerosis.

In conclusion, we have detected a considerable inci-
dence of LOH in MMR genes in aortic atherosclerotic
lesions indicating the presence of a decreased fidelity
in DNA repair in atherosclerotic tissues. Although the
clinical significance of this observation remains un-
known, such genetic alterations reflect an extensive
genomic instability of atherosclerotic plaques and may
represent an additional factor involved in pathogenesis
of atherosclerosis.
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Over the past three decades many cellular and
molecular steps of atherosclerosis development
have been well recognized and understood.
Atherosclerosis is a complex systemic condition
where endothelium and vascular smooth muscle
cells (VSMCs), macrophages, T-lymphocytes, and

platelets interact with each other and produce in
combination a vascular injury-like response [1,2].
Chemotactic factors that affect leukocyte chemo-
taxis, mitogens and growth factors that cause prolif-
eration of connective tissue, macrophages, VSMCs
and endothelial cells, promote atherosclerotic
lesion formation [3]. Production and uptake of oxi-
dized low-density lipoprotein (ox-LDL) by the
endothelium and macrophages causes further injury
to the vessel walls, while the formation of nitric
oxide (NO) modulates vasomotor tone [4-6].
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Abstract

The inflammatory nature of atherosclerosis has been well established. However, the initial steps that trigger this
response in the arterial intima remain obscure. Previous studies reported a significant rate of genomic alterations in
human atheromas. The accumulation of genomic rearrangements in vascular endothelium and smooth muscle cells
may be important for disease development. To address this issue, 78 post-mortem obtained aortic atheromas were
screened for microsatellite DNA alterations versus correspondent venous blood. To evaluate the significance of these
observations, 33 additional histologically normal aortic specimens from age and sex-matched cases were examined.
Loss of heterozygosity (LOH) was found in 47,4% of the cases and in 18,2% of controls in at least one locus. The
LOH occurrence in aortic tissue is associated to atherosclerosis risk (OR 4,06, 95% CI 1,50 to 10,93). Significant
genomic alterations were found on 1p32-p31, 1q22-q25, 2q35 and 6p21.3 where VCAM1, SELE, APEG1 and AIF1
genes have been mapped respectively. Our data implicate somatic DNA rearrangements, on loci associated to leuko-
cyte adhesion, vascular smooth muscle cells growth, differentiation and migration, to atherosclerosis development as
an inflammatory condition.
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The development and progression of atheroscle-
rotic lesions is closely correlated to the intensity of
this inflammatory response which may be modu-
lated by both environmental stimuli and individu-
al genetic determinants [7]. Infectious agents of
both viral and bacterial nature as well as mechan-
ical arterial stresses have been implicated in the
initiation of vascular inflammation that could lead
to atherosclerosis [8-11]. However, the triggering
signals of this discontinuous anatomic distribution
of inflammation remain to be elucidated.

Several previous studies identified genomic
and epigenetic DNA alterations in atherosclerotic
plaques from different arteries in man [12-21].
These observations seems to be the result of the
focal monoclonal proliferation of genetically dis-
tinct VSMCs [14,15,22,23]. To elucidate the
potential importance of DNA alterations in the
pathology of atherosclerosis we screened DNA
from aortic atheromas for microsatellite alter-
ations in markers previously associated with the
disease [12, 14, 17, 21]. Furthermore, we tested
age and sex-matched histologically normal aortic
specimens to clarify the specificity of the alter-
ations observed.

Materials and methods

Specimens

Seventy-eight aortic atheroma specimens from
autopsy cases (forty-two males and thirty-six
females) ranging from 58 to 85 (mean ± SD,
72,1±8,3) years of age, and thirty-three histologi-
cally normal aortic specimens from autopsies as
controls (eighteen males and fifteen females) aged
between 60 to 88 (73,5±10,0) years were obtained
along with correspondent venous blood from all
cases and controls, at the Laboratory of Forensic
Medicine, Medical School, University of Athens,
Greece. All tissue samples were examined histo-
logically and were selected not to contain calcified
or significant fibrous components. The tissues
were snap frozen after excision and stored at -
80°C until DNA extraction. DNA was isolated
from blood and tissues as previously described
[14,24]. This study was approved by the Medical
School, University of Crete Ethics Committee.

Microsatellite DNA markers and PCR
amplification parameters

Sixty-three microsatellite DNA markers were
amplified in panels of 3- and 4-plex reactions
(Table 1). PCR reactions were performed by intro-
ducing 100ng of genomic DNA in a PCR reaction
mixture containing 1X PCR buffer, 400 µM
dNTPs, 2,66 mM MgCl2 and 0,35U Taq DNA
polymerase (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA,
USA).  Amplification cycling parameters were: ini-
tial denaturation for 3 min; 30 cycles at 94°C for 30
sec, 55°C for 30 sec and 72°C for 30 sec; final
extension step at 72°C for 10 min. The PCR assays
were done in a PTC-100 programmable thermal
controller (MJ Research Inc., Waltham, MA,
USA).

Digital imaging

The PCR products were analyzed by using 10%
polyacrylamide gel electrophoresis (29:1 ratio of
acrylamide to bisacrylamide) and silver staining.
Gels were sealed in a plastic transparent bag and
scanned on an Agfa SnapScan 1212u (Agfa-
Gevaert N.V., Mortsel, Belgium). Integrated densi-
ty (ID) was calculated using the ImageJ 1.32j soft-
ware (Wayne Rasband, National Institutes of
Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/). These
measurements were used as quantitative parameter
to score loss of heterozygosity (LOH) for a given
DNA microsatellite marker in a heterozygous case
when the ratio was calculated >1,49 or <0,58, with
a 99,5% confidence interval, as determined from
independent reproducibility experiments. The anal-
ysis in LOH positive cases was repeated three
times and the results were reproducible.
Representative examples of LOH are shown in Fig.
1. The fractional allele loss (FAL) value was calcu-
lated for each sample as (loci scored with LOH) /
(total informative loci).

Statistical analysis

Data analysis was done with SigmaStat 3.00 statis-
tical software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Results are expressed as mean ± SD. Differences in
the mean values of quantitative measurements
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were tested with the Student's t or the Mann-
Whitney U test. Kolmogorov-Smirnov goodness of
fit test was performed for the examination of nor-
mal distribution of data sets. The statistical model-
ing using logistic regression was used to calculate
the relative risk (odds ratio, OR) of microsatellite
alterations for case-control study. ORs were
expressed together with the 95% confidence inter-
val (CI). The chi-square test was used for compar-
ison of percentages. A p value of <0,05 was consid-
ered statistically significant.

Results

We assayed 78 aortic atheromas compare to cor-
respondent venous blood DNA with a total of 63
microsatellite DNA markers. LOH was found in
37 out of 78 atherosclerotic cases (47,4%), most
frequently on chromosomal region 6p21.3
(16,67%).  Microsatellite DNA marker D6S2225
(28,1%) and D6S1002 (24,2%) were most fre-
quently affected.  The mean FAL value was
0,027±0,032 with a 99,5% confidence interval
(CI) and the highest was 0,11 observed in two
males aged 58 and 76 years respectively.
Genomic alterations were observed in chromoso-
mal regions 1p, 1q, 2q, 6p, 8p, 9p, 11p, 13q and
17q.

Thirty-three histologically normal aortic tis-
sues in comparison to their correspondent blood
samples were also examined as a control group.
LOH was detected in 6 out of 33 specimens
(18,2%). LOH was found in chromosomal regions
1p, 5q, 8p, 9p, 11p, 13q and 17q. The mean FAL
value was 0,007±0,016 with a 99,5% confidence
interval (CI) while the highest was 0,07 observed
in a female aged 81 years. Microsatellite DNA
marker FGR (4,5%) and D13S220 (4,5%) were
most frequently affected.

Histograms of FAL and LOH frequencies per
locus are presented in Fig. 2. The LOH incidence
was found to be associated to atherosclerosis risk
with an odds ratio value of 4,06, 95% CI 1,50 to
10,93. Comparison of the profiles of microsatel-
lite DNA alterations between cases and controls
revealed that 1p32-p31, 1q22-q25, 2q35 and
6p21.3 were significantly affected in atheroscle-
rotic cases (p<0,05). In these genomic regions
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VCAM1, SELE, APEG1 and AIF1 
genes have been mapped respectively
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/).

Discussion

Microsatellite alterations represent useful
markers for clonally expanded cellular
populations. It seems that the formation of both
normal and atherosclerotic arterial wall occurs by
clonal proliferation of VSMCs, so microsatellite
DNA screening could provide important
information [22]. The generation of allelic
imbalance in close proximal short tandem repeats
provides evidence of affected genes with extensive
rearrangements.

LOH have been previously described in
atherosclerotic tissue from different anatomic
locations and LOH on chromosomal arms 2p13-
p22.3, 2q24.1-q32.1, 3p21.32-p21.1, 7q36, 8p12-
q11.2, 9q31-34, 17p13 and 17q21 have been

implicated with disease development [12,14,17,21,
25,26]. Here, we employed microsatellite DNA
analysis, to identify genetic loci exhibited allelic
imbalance in human aortic atheromas in a specific
non-random manner.

Therefore, we examined 63 microsatellite DNA
markers, located on 1p, 1q, 2p, 2q, 3p, 5q, 6p, 7p,
8p, 9p, 9q, 11p, 13q, 14q 17p and 17q
chromosomal regions, in both atherosclerotic and
normal aortic tissues compared to correspondent
venous blood. This setting improves the strength of
our study since microsatellite alterations have been
reported in other non-malignant diseases as well as
in phenotypically normal human tissues [27-33].

Genomic alterations were found in 47,4% of
atherosclerotic cases versus 18,2% of controls in at
least one locus. This finding suggests that allelic
imbalance is associated to aortic atherosclerosis
with an odds ratio value of 4,06 (95% CI 1,50 to
10,93). Comparison of mean FAL value (0,027±
0,032) observed in this study with previously
reported for lung (0,243±0,021) and cervical
(0,15±0,09) cancer from our group showed that
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Fig. 1 Representative exam-
ples of LOH in aortic athero-
mas. A: aortic atheromas, N:
correspondent venous blood,
wave lines underneath each
case represent the integrated
density calculated by ImageJ
1.32j software.



LOH incidence per individual is substantially
lower in atherosclerosis [33,34]. Comparison of
LOH profiles between cases and controls revealed
that genomic alterations on 1p32-p31, 1q22-q25,
2q35 and 6p21.3, which affect VCAM1, SELE,
APEG1 and AIF1 genes, were significantly
correlated with atherosclerosis.

Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)
is a cell surface protein expressed by cytokine
activated vascular endothelium which mediates
leukocyte adhesion to endothelial cells [35]. This
type I membrane sialoglycoprotein, a member of
the Ig superfamily, was found to be upregulated in
atherosclerosis and has been implicated with early
development of the disease [36,37].

The white blood cell adhesion molecule E-
selectin (SELE) is also expressed by cytokine-
stimulated endothelial cells. SELE has been
proposed to be responsible for the accumulation of
blood leukocytes at sites of inflammation by
mediating the adhesion of cells to the vascular
lining [38]. Also, its expression and
polymorphisms has been suggested as important
players of atherosclerosis development [39,40].

Aortic preferentially expressed protein 1
(APEG1) is expressed in differentiated and is
markedly down-regulated in de-differentiated
VSMCs. Expression of this gene is thought to serve

as a marker for differentiated vascular smooth
muscle cells which may have a role in regulating
growth and differentiation of this cell type [41,42].
Allograft inflammatory factor 1 (AIF1) is induced
by cytokines and interferon and it has been
suggested as an anti-inflammatory factor to
vascular vessel wall trauma. It is a negative
regulator of VSMCs growth but it promotes their
migration through interaction and polymerization
of F actin and regulation of Rac1 activity [43]. 

The genomic rearrangements described in
atherosclerosis are less extensive than genomic
instability in cancer. However the somatic genomic
imbalances either in the form of amplification or
loss of alleles may account for severe cellular
phenotype alterations. The genomic rearran-
gements identified here predominantly in aortic
atheromas may provide triggering signals of focal
inflammatory response which could lead to
atherosclerosis, through modifications of leukocyte
adhesion, VSMCs growth, differentiation and
migration. Our findings suggest an important link
between somatic DNA mutations and inflam-
matory nature of atherosclerosis and provide a
unified perspective of disease development.
In conclusion, our data suggest that genomic
rearrangements in atherosclerosis may be directly
linked with disease development as an
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Fig. 2 Diagram presenting LOH incidence (%) per locus tested for aortic atheroma cases and normal aortic tissue
controls.



inflammatory vascular wound healing response.
Genes involved in leukocyte adhesion, vascular
smooth muscle cells growth, differentiation and
migration, were found affected by somatic
genomic alterations in atheromas and could
provide the trigger to disease development.
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