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1 ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

 

 Η αλματώδης εξέλιξη της βιοϊατρικής τεχνολογίας οδήγησε σε σημαντικές ερευνητικές ανακαλύψεις με 
μία εκ των κορυφαίων την πλήρη αλληλούχιση του ανθρώπινου γονιδιώματος. Μέσα από το πρίσμα τέτοιων 
ανακαλύψεων άρχισε να διαφαίνεται ξεκάθαρα η ανάγκη για την ύπαρξη ιατρών-επιστημόνων και προβλήθηκε 
η σημασία της «ακαδημαϊκής ιατρικής» ως εξέλιξη της κλασσικής ιατρικής που ενσωματώνει πια τη γνώση της 
βιολογίας των ασθενειών ως μέσο διάγνωσης αλλά κυρίως αντιμετώπισης και θεραπείας. 

 Η παρούσα μελέτη είναι το αποτέλεσμα γόνιμης επιστημονικής ζύμωσης και ερευνητικής εργασίας η 
οποία ξεκίνησε το 2004 κατά την έναρξη των μεταπτυχιακών σπουδών μου στη μοριακή ιατρική. Ήταν ένα 
πεδίο δύσκολο αλλά και ταυτόχρονα συναρπαστικό το οποίο οδήγησε τη σκέψη και την αντίληψη μου στην 
κατανόηση τη σημασίας που έχει η συνεργασία των επιστημών για την προαγωγή της έρευνας και την επίπονη 
προσπάθεια που καταβάλλεται σε επίπεδο εργαστηρίου για να πραγματοποιηθούν όλα αυτά που η ιατρική 
θεωρεί ως δεδομένα. 

 Πολύ νωρίς κατά την εκπαιδευτική αυτή διαδικασία κατέληξα ότι το ερευνητικό πεδίο με το οποίο θα 
ήθελα να ασχοληθώ ήταν η μοριακή γενετική των ανθρώπινων καρδιαγγειακών νοσημάτων. Καθώς η 
αθηροσκλήρωση αποτελεί την κύρια αιτία νοσηρότητας και θνησιμότητας στον δυτικό κόσμο, ήταν 
περισσότερο από ξεκάθαρο ότι η μοριακή γενετική και η βιολογία του ενδοθηλίου θα αποτελούσε το 
αντικείμενο της δουλειάς μου. Η προϋπάρχουσα ενασχόληση μου κατά τη διάρκεια της διπλωματικής εργασίας 
ειδίκευσης (Μaster) με τα αυτοάνοσα νοσήματα και ιδιαίτερα με το Συστηματικό Ερυθηματώδη Λύκο μου 
εμφύσησε την ιδέα της διερεύνησης της επιταχυνόμενης αγγειοπάθειας της νόσου αυτής ως μοντέλο χρόνιας 
φλεγμονής και αυτοανοσίας, δύο χαρακτηριστικά που από κοινού μοιράζονται και τα δύο νοσήματα. Για το 
λόγο αυτό οφείλω ένα πολύ μεγάλο ευχαριστώ σε όλους τους ασθενείς με Συστηματικό Ερυθηματώδη Λύκο 
που δέχτηκαν οικειοθελώς να συμμετάσχουν στη μελέτη συμβάλλοντας σημαντικά στην μικρή προσπάθεια μας 
για την ανεύρεση μηχανισμών που εμπλέκονται στην παθογένεια της. 

 Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε στο εργαστήριο Μοριακής Ιατρικής και Γενετικής του 
Ανθρώπου του τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου Κρήτης κατά το χρονικό διάστημα Φεβρουαρίου 2008-
Ιουλίου 2011. Ήταν για μένα μία σημαντική και εξαιρετικά επίπονη προσπάθεια που όμως ανταμείφτηκε 
παρέχοντας μου ικανοποίηση για την ολοκλήρωση της και θεμελίωση μελλοντικών στόχων. 

 Κλείνοντας θα ήθελα να αναφέρω τέσσερις σημαντικούς ανθρώπους που έμμεσα και πιθανά εν αγνοία 
τους συνέβαλλαν σημαντικά σε αυτήν την προσπάθεια: τη μητέρα μου που από την παιδική μου ηλικία υπήρξε 
αρωγός και ο κύριος καθοδηγητής μου προς την πορεία της μόρφωσης και εκπαίδευσης μου, την αδελφή μου 
που υπήρξε πάντα στήριγμα ουσιαστικό για μένα και τον μικρό Άγγελο, ο οποίος ήρθε στη ζωή λίγους μήνες 
μετά την έναρξη της παρούσας διατριβής και με γέμισε χαρά και ευτυχία. Θα ήθελα να αναφερθώ και στον 
πατέρα μου που με υποστήριξε ηθικά και υλικά σε όλα τα χρόνια της φοιτητικής και μελλοντικής μου πορείας, 
στηρίζοντας τις επιλογές μου.  

 

 

 

Τη διδακτορική αυτή διατριβή αφιερώνω: 

Στην οικογένεια μου 
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2 ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
Γενετική ανάλυση της αγγειογένεσης στο Συστηματικό Ερυθηματώδη Λύκο: Γονιδιακοί 
πολυμορφισμοί σε ειδικά μόρια του ενδοθηλίου και η συμβολή τους στη μελέτης της 
ενδοθηλιακής βιολογίας και της αγγειογένεσης. 

Το ανοσοποιητικό σύστημα εξελίχθηκε για να προστατεύει το σώμα από ξένα εισβάλλοντα παθογόνα. 
Κάτω όμως από συγκεκριμένες παθολογικές καταστάσεις η ανοσολογική ανοχή χάνεται και το ανοσοποιητικό 
σύστημα επιτίθεται στον «εαυτό» προκαλώντας βλάβη σε διάφορους ιστούς και όργανα, κατάσταση η οποία 
χαρακτηρίζει την αυτοανοσία. Ο Συστηματικός Ερυθηματώδης Λύκος (Σ.Ε.Λ.) αποτελεί το πρωτότυπο 
αυτοάνοσο νόσημα που χαρακτηρίζεται κυρίως από υπερενεργοποιημένα Β-λεμφοκύτταρα, παραγωγή 
αυτοαντισωμάτων και απρόσφορη ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού συστήματος οδηγώντας σε χρόνια 
φλεγμονή. 

Μεταξύ των διαφόρων συστημάτων που προσβάλλονται στο Σ.Ε.Λ. είναι το αγγειακό σύστημα και οι 
καρδιαγγειακές διαταραχές αποτελούν μείζονα αιτία νοσηρότητας και θνησιμότητας κατά τη διαδρομή της 
νόσου. Οι ασθενείς με Σ.Ε.Λ. χαρακτηρίζονται από πρώιμη και επιταχυνόμενη αθηροσκλήρωση που δεν 
ερμηνεύεται πλήρως από τους παραδοσιακούς παράγοντες κινδύνου κατά Framingham. Για το λόγο αυτό 
έχουν προταθεί διάφοροι, μη παραδοσιακοί, παράγοντες κινδύνου όπως η συστηματική φλεγμονή, η 
παραγωγή αντι-ενδοθηλιακών αυτοαντισωμάτων, επίθεση στο ενδοθήλιο από αυτοδραστικά Τ-λεμφοκύτταρα 
και ανισορροπία μεταξύ ενδοθηλιακής βλάβης και επιδιόρθωσης που οδηγούν τελικά σε ενδοθηλιακή 
δυσλειτουργία που μπορεί να αναγνωριστεί τόσο κλινικά όσο και βιολογικά με τη χρήση κυτταρικών δεικτών 
όπως ο αυξημένος αριθμός κυκλοφορούντων ενδοθηλιακών κυττάρων (CECs) και ο μειωμένος αριθμός 
ενδοθηλιακών προγονικών κυττάρων (EPCs) στο αίμα ασθενών με Σ.Ε.Λ. 

Η αθηροσκλήρωση σήμερα θεωρείται ως φλεγμονώδης και αυτοάνοση νόσος με συμμετοχή της 
φυσικής και της επίκτητης ανοσίας. Το εναρκτήριο γεγονός στην ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης είναι η 
ενδοθηλιακή δυσλειτουργία που ακολουθείται από κινητοποίηση φλεγμονωδών και ανοσολογικών μηχανισμών 
και περαιτέρω επέκταση οφειλόμενη σε φλεγμονώδη νεοαγγειογένεση. 

Αν και ποικίλοι μηχανισμοί έχουν προταθεί, η ακριβής αιτιολογία της εκτεταμμένης αγγειοπάθειας στο 
Σ.Ε.Λ. παραμένει αδιευκρίνιστη. Σηματοδοτικά μονοπάτια στα ενδοθηλιακά κύτταρα που ενεργοποιούνται ή 
επηρεάζονται από τη δράση του ανοσοποιητικού συστήματος αποτελούν εξαιρετικές υποψηφιότητες. 

Το συνδιεγερτικό μόριο CD40 εκφράζεται σε διάφορους κυτταρικούς πληθυσμούς όπως τα Β-
λεμφοκύτταρα, τα μονοκύτταρα/μακροφάγα και τα ενδοθηλιακά κύτταρα. Η σηματοδότηση του μορίου μετά 
την πρόσδεση του συνδέτη του, του CD154 (CD40L), στα ανοσοποιητικά κύτταρα απαιτείται για την ανάπτυξη 
αποτελεσματικής χυμικής αλλά και κυτταρικής ανοσίας ενώ στα ενδοθηλιακά κύτταρα και τα μονοκύτταρα 
επάγει προφλεγμονώδη φαινόμενα, επιταχύνει την ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης και κινητοποιεί 
απρόσφορες αγγειογενείς αποκρίσεις λόγω της υπερπαραγωγής αυξητικού παράγοντα του αγγειακού 
ενδοθηλίου (VEGF). Η συμμετοχή του γονιδίου CD40 στο Σ.Ε.Λ. δεν έχει επιβεβαιωθεί, ωστόσο η εμμένουσα 
έκφραση του CD40L από Τ-λεμφοκύτταρα και αιμοπετάλια και αυξημένα επίπεδα διαλυτού CD40L στο πλάσμα 
ασθενών με Σ.Ε.Λ, μπορεί να ενεργοποιήσει πολυάριθμα κύτταρα.  

Ο VEGFR2 εκφράζεται κυρίως στα ενδοθηλιακά κύτταρα, μεταβιβάζει τα βασικότερα 
προαγγειογενετικά σήματα και ρυθμίζει τις βασικές βιολογικές ιδιότητες των ενδοθηλιακών κυττάρων. Η δράση 
του επιτυγχάνεται μετά από πρόσδεση του συνδέτη του, του VEGF, ο οποίος παράγεται από ενδοθηλιακά 
κύτταρα, μονοκύτταρα, ινοβλάστες και λεία μυϊκά κύτταρα ως απόκριση στην υποξία που αποτελεί το κύριο 
φυσιολογικό σήμα για την έναρξη της αγγειογένεσης. Κάτω από παθολογικές καταστάσεις όπως για 
παράδειγμα η χρόνια φλεγμονή, ο VEGF παράγεται και από άλλους τύπους κυττάρων όπως τα νεοπλασματικά 
κύτταρα και τα ενεργοποιημένα Τ-λεμφοκύτταρα και επάγει φλεγμονώδη νεοαγγειογένεση ρυθμίζοντας τον 
υποδοχέα VEGFR-2 με ένα μηχανισμό θετικής επανατροφοδότησης οδηγώντας στην υπερέκφραση του. 
Νεοαγγειογένεση παρατηρείται στις εκτεταμένες αθηροσκληρωτικές πλάκες και θεωρείται υπεύθυνη για τις 
αιμορραγίες εντός της πλάκας, την αστάθεια και τελικά τη ρήξη τους. Ο VEGFR2 έχει συσχετισθεί με αγγειακές 
νόσους όπως η στεφανιαία νόσος και γενετικές μεταλλάξεις του έχουν βρεθεί σε αγγειακούς όγκους αλλά 
παραμένει άγνωστη η πιθανή συσχέτιση του με το Σ.Ε.Λ. 
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Λαμβάνοντας υπόψη την ενδοθηλιακή έκφραση του CD40 και του VEGFR2, τον περιγεγραμμένο ρόλο 
τους στις άνοσες αποκρίσεις και την ενδοθηλιακή βιολογία και την πιθανή διασταυρούμενη αλληλεπίδραση των 
μονοπατιών τους, διερευνήσαμε γενετικά μέσω πολυμορφισμών την πιθανή συμμετοχή των γονιδίων στην 
παθογένεια του Σ.Ε.Λ. 

Για τις μελέτες γενετικής συσχέτισης, το πρωτογενές δείγμα αποτελούνταν από 351 ασθενείς με Σ.Ε.Λ. 
και 670 υγιείς μάρτυρες, όλοι Ελληνικής καταγωγής. Χρησιμοποιήθηκαν 158 ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και 155 υγιείς 
μάρτυρες από την Τουρκία ως δείγμα επαλήθευσης. Η γονοτύπηση για τον rs4810485 μονονουκλεοτιδικό 
πολυμορφισμό (που έχει ήδη συσχετιστεί με ρευματοειδή αρθρίτιδα) πραγματοποιήθηκε με RFLPs και την 
τεχνολογία Sequenom MassArray. Η έκφραση του CD40 mRNA και πρωτεΐνης εκτιμήθηκε σε βασικές συνθήκες 
και μετά από αντιγονική διέγερση με LPS σε μονοπύρηνα κύτταρα περιφερικού αίματος με ποσοτική Real-Time 
PCR και κυτταρομετρία ροής. Τα CD45 αρνητικά κύτταρα απομονώθηκαν από το περιφερικό αίμα και ο 
συνολικός αριθμός της υποομάδας των CECs καθώς και η έκφραση του CD40 σε αυτά εκτιμήθηκε επίσης με 
κυτταρομετρία ροής. 

Οι V297I (rs2305948) και Q472H (rs1870377) μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί στο VEGFR2 
γονοτυπήθηκαν με τεχνολογία Taqman και RFLPs σε 150 ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και 96 υγιείς μάρτυρες. Τα CECs 
απομονώθηκαν από το περιφερικό αίμα με αντι-CD146 σημασμένα μαγνητικά σφαιρίδια και μετρήθηκαν μετά 
από χρώση τους με TRITC-σημασμένη Ulex Europaeus Aglutinin-1 σύμφωνα με το δημοσιευμένο πρωτόκολλο 
συμφωνίας. Η απεικόνιση του V297I βασίστηκε στο τρισδιάστατη δομή των D2 και D3 δομικών περιοχών του 
VEGFR-2 σε σύμπλοκο με τον VEGF-C. Η αντιστοίχιση της αλληλουχίας της D5 περιοχής του VEGFR2 
πραγματοποιήθηκε με την αλληλουχία του c-KIT (επίσης υποδοχέας κινάσης τυροσίνης) ακολουθούμενη από 
ανάλυση ομολογίας της εξωκυττάριας περιοχής του ΚΙΤ, προκειμένου να διερευνηθεί ο πολυμορφισμός 
Q472H. 

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι το έλασσον αλληλόμορφο Τ του rs4810485 μονονουκλεοτιδικού 
πολυμορφισμού στο CD40 υποαντιπροσωπεύεται σημαντικά στους Έλληνες ασθενείς με Σ.Ε.Λ. συγκριτικά με 
τους υγιείς μάρτυρες. Η συσχέτιση επαληθεύτηκε στην Τουρκική ομάδα μελέτης και παρέμεινε ισχυρή στη 
μεταανάλυση 509 ασθενών με Σ.Ε.Λ. και 825 υγιών μαρτύρων. Τόσο σε ασθενείς όσο και σε μάρτυρες, οι 
rs4810485 G/T και T/T γονότυποι σχετίζονταν με σημαντικά χαμηλότερη έκφραση του CD40 σε επίπεδο RNA 
και πρωτεΐνης στα B-λεμφοκύτταρα και μονοκύτταρα τόσο σε βασικές συνθήκες όσο και μετά από αντιγονική 
διέγερση σε σχέση με το G/G γονότυπο. Οι G/T και T/T γονότυποι σχετίζονταν επίσης με σημαντικά 
χαμηλότερο συνολικό αριθμό αλλά και CD40+ CECs αλλά και χαμηλότερη επιφανειακή έκφραση του CD40 
συγκριτικά με το G/G γονότυπο. 

Το έλασσον αλληλόμορφο Α του VEGFR2 rs18703077 πολυμορφισμού ήταν σημαντικά συχνότερο 
στους ασθενείς με Σ.Ε.Λ. σε σχέση με τους μάρτυρες ενώ και η παρουσία του ομόζυγου γονοτύπου A/A ήταν 
επίσης σημαντικά συχνότερη στους ασθενείς. Δεν ανιχνεύθηκε συσχέτιση με το Σ.Ε.Λ. για τον πολυμορφισμό 
rs2305948. Μεταξύ των ασθενών με τον A/A γονότυπο, ο αριθμός CECs ήταν σημαντικά υψηλότερος σε 
σχέση με τον Τ/Τ γονότυπο. Η απεικόνιση της μεταλλαγής έδειξε ότι η θέση 472 που βρίσκεται στην 5η Ig-like 
περιοχή του εξωκυττάριου τμήματος του VEGFR2 και επηρεάζει την αποτελεσματικότητα της trans-
αυτοφωσφορυλίωσης του υποδοχέα και πιθανά την ενεργοποίηση του. 

Τα αποτελέσματα καθιστούν το CD40 ως γενετικό παράγοντα κινδύνου για Σ.Ε.Λ. Το έλασσον 
αλληλόμορφο Τ του rs4810485 που υποαντιπροσωπεύεται στο Σ.Ε.Λ. συσχετιζόταν με χαμηλότερη έκφραση 
CD40 στα Β-λεμφοκύτταρα, μονοκύτταρα και ενδοθηλιακά κύτταρα. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι μία 
μεγάλη υποομάδα των ασθενών που φέρουν το αλληλόμορφο G, χαρακτηρίζεται από υψηλότερες εκφράσεις 
CD40 τόσο στα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος όσο και στα ενδοθηλιακά κύτταρα καθώς επίσης και 
από αυξημένο αριθμό CECs στο αίμα, ενδεικτικό ενδοθηλιακής βλάβης. Τα ευρήματα αυτά υποδηλώνουν ότι 
στους ασθενείς αυτούς η σηματοδότηση του CD40 μπορεί να είναι ενισχυμένη στα κύτταρα στόχους και 
μπορεί να έχει συνέπειες τόσο στην απρόσφορη ανοσορύθμιση αλλά και στην ενδοθηλιακή λειτουργία 
προκαλώντας βλάβη είτε άμεσα μέσω της σηματοδότησης στα ενδοθηλιακά κύτταρα είτε έμμεσα μέσω της 
ενίσχυσης των αντι-ενδοθηλιακών άνοσων αποκρίσεων. 

Ο πολυμορφισμός Q472H και η ισχυρή συσχέτιση του με το Σ.Ε.Λ. καθιστά το μόριο ως υποψήφιο για 
τη συμμετοχή του στην παθογένεια της νόσου. Η περαιτέρω ανάλυση του αριθμού των CECs υποδηλώνει ότι 
ο υπεραντιπροσωπευόμενος A/A γονότυπος μπορεί να σχετίζεται άμεσα με ενδοθηλιακή βλάβη ενώ τα δομικά 
δεδομένα υποδηλώνουν ότι, ανεξαρτήτως συσχέτισης με το νόσημα, και οι δύο πολυμορφισμοί που 
μελετήθηκαν μπορεί να προκαλούν ενδοθηλιακή βλάβη λόγω διαταραχών στη σηματοδότηση του μορίου. 

Συνολικά, τα αποτελέσματα μας εμπλέκουν το CD40 και το VEGFR2 στην παθογένεια του Σ.Ε.Λ. και 
παρέχουν περαιτέρω προεκτάσεις που μπορεί να αφορούν και την ενδοθηλιακή βιολογία και αγγειογένεση. Μία 
πολύ ελκυστική εικασία με βάση τα αποτελέσματα και τη βιβλιογραφικά βασιζόμενη ερμηνεία τους είναι ότι 
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επιπρόσθετα των διαταραχών στην ασοσοπαθογένεια του Σ.Ε.Λ., η σηματοδότηση του CD40 στα Β-
λεμφοκύτταρα και μονοκύτταρα μπορεί να προκαλέσει και εκτεταμένη ενδοθηλιακή βλάβη λόγω 
υπερπαραγωγής αντι-ενδοθηλιακών αντισωμάτων και υπερενεργοποίησης των μονοκυττάρων με αύξηση της 
προσκόλλησης στα ενδοθηλιακά κύτταρα και υπερπαραγωγή VEGF. O αυξημένος VEGF προσδενόμενος σε ένα 
υποδοχέα με πιθανά διαταραγμένη σηματοδότηση, μπορεί περαιτέρω να επηρεάσει την ενδοθηλιακή 
ακεραιότητα. Ο καθαρά υποθετικός αυτός μηχανισμός μπορεί να λειτουργήσει ως «υπόθεση εργασίας» που 
πρέπει να ελεγχθεί πειραματικά.  
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3 ABSTRACT 

 
Genetic analysis of angiogenesis in Systemic Lupus Erythematosus: Gene 
polymorphisms in endothelial cell specific molecules and their implications for the 
endothelial biology and angiogenesis. 

The immune system has evolved to protect the body from foreign invading pathogens. Unfortunately 
under certain conditions the immune tolerance is lost and the immune system attacks the host causing 
damage in several tissues and organs, situation that is observed in various autoimmune diseases. Systemic 
Lupus Erythematosus (SLE) is the prototype autoimmune disorder that is principally characterized by hyper 
activated B-cells, autoantibodies production and aberrant activation of the immune system leading to chronic 
inflammation. 

Among the various systems affected in SLE is the vascular system and cardiovascular disorders 
account for increased morbidity and mortality during the course of the disease. SLE patients are characterized 
by accelerated and premature atherosclerosis that can’t be fully explained by the traditional Framingham risk 
factors. Several non-traditional risk factors have been proposed such as systemic inflammation that impairs 
endothelial cell function and autoantibodies against endothelial cell constituents that cause damage and cell 
death. Further attack of the cellular immunity to endothelial cells and inappropriate endothelial repair leads 
ultimately in endothelial dysfunction that can be recognized both with clinical methods and biological-cellular 
markers such as the increased number of CECs and decreased EPCs numbers in the blood of SLE patients. 

Atherosclerosis is now considered as an inflammatory and autoimmune disease. Many constituents of 
both innate and adaptive immunity have been recognized in atherosclerotic plaques and may account for the 
pathogenesis of the disease. The initiating event is the endothelial dysfunction followed by endothelial layer 
denudation and further progression due to aberrant angiogenesis that takes place inside the evolving plaque. 

Although several mechanisms have been proposed, the exact nature of excessive vasculopathy in SLE 
remains elusive. Signaling pathways in endothelial cells that can be activated or influenced by the immune 
system may be excellent candidates for further studies.  

CD40 is expressed in several cell types including Β-lymphocytes, monocytes/macrophages and 
endothelial cells and is considered of outmost importance for efficient humoral immune responses. On the 
other hand CD40 signalling exerts proinflammatory functions in endothelial cells and monocytes, accelerates 
atherosclerosis and induces aberrant angiogenic responses due to inappropriate production of VEGF. Although 
CD40 has recently been identified in a genome-wide association study as a novel rheumatoid arthritis 
susceptibility gene such an association has not been documented for SLE. Nevertheless, sustained CD40L 
expression by T cells and platelets in SLE activates a variety of cells via its receptor CD40 contributing to 
disease pathogenesis and increased levels of CD40L have been documented in plasma of SLE patients. 

VEGF is considered to be the principal angiogenic growth factor that mediates signals for endothelial 
cell proliferation and viability and induces endothelial cell migration and sprouting, thus contributing to 
efficient angiogenesis. VEGF is produced by endothelial cells, monocytes, fibroblasts and SMCs in response to 
hypoxia which is the major physiological signal for angiogenesis. However, under certain pathological 
conditions, VEGF can be produced by other cell types such as tumor cells or activated T-lymphocytes inducing 
inflammatory angiogenesis, known as neo-angiogenesis. Neo-vessels are immature vessels, with no or little 
mural cells, fragile and leaky. Such vessels are abundant in atherosclerotic plaques and are considered as one 
of the major factors for intraplaque hemorrhage and instability leading to vulnerable atherosclerotic plaques. 

VEGFR2 is the principal receptor that mediates VEGF signals in endothelial cells and belongs to the 
receptor-tyrosine kinases superfamily. The extracellular region of the receptor is composed of 7 Ig-like 
domains with the ligand binding region located on the 2nd-3d Ig-like domains. The 4th-7th Ig-like extracellular 
domains are considered crucial for signal transduction. Upon ligand binding, the receptor dimerizes and 
autophosphorylated transmitting signals to other intracellular kinases. VEGFR2 has been associated with 
vascular diseases such as coronary artery disease and genetic alterations that influence its signaling have 
been found in certain vascular tumors but its implication in SLE has not been investigated. 

Taken together, the endothelial expression of both CD40 and VEGFR2, their ascribed role in immune 
regulation and endothelial function and the possible cross-talk between their signaling cascades sought us to 
explore possible associations of SNPs in these two molecules with SLE thus implicating them in disease 
pathogenesis.  
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For genetic association study, the primary sample set consisted of 351 SLE patients and 670 matched 
healthy controls of Greek origin. We used 158 SLE patients and 155 controls from Turkey as replication 
sample. Genotyping of rs4810485 (that has been associated with rheumatoid arthritis) was performed by 
RFLPs and the Sequenom MassArray technology. The expression of CD40 mRNA and protein was assessed in 
unstimulated and LPS-stimulated peripheral blood mononuclear cells by quantitative real time PCR and flow 
cytometry, respectively. CD45 negative cells were isolated from peripheral blood and the expression of CD40 
in CECs subfraction of these cells was also assessed by flow-cytometry. 

The V297I (rs2305948) and Q472H (rs1870377) single nucleotide polymorphisms (SNPs) in VEGFR2 
located in third and fifth extracellular IgM-like domains were genotyped with Taqman technology and RFLPs 
in 150 SLE patients and 96 healthy controls. CECs were isolated from whole blood from 54 SLE patients with 
CD146-coated magnetic beads and enumerated after staining with TRITC-labeled Ulex Europaeus Aglutinin-1 
according to standard protocols. Modeling of the mutation V297I was based on the 3D structure of domains 
D2 and D3 of VEGFR2 in complex with VEGF-C. Sequence alignment of the D5 domain of VEGFR2 was 
performed on the KIT sequence, followed by homology modeling on the KIT ectodomain structure to 
investigate mutation Q472H. 

The minor allele T of CD40 rs4810485 SNP was significantly under-represented in Greek SLE patients 
compared to healthy controls. The association was replicated in the Turkish cohort and remained statistically 
significant after the meta-analysis of 509 SLE patients and 825 healthy controls. In both cases and controls, 
the rs4810485 G/T and T/T genotypes were associated with significantly reduced CD40 mRNA and protein 
expression in peripheral blood CD14+ monocytes and CD19+ B cells compared to G/G genotype, both under 
basal conditions and following antigen stimulation. G/T and T/T genotypes were also associated with reduced 
numbers of total and CD40+ CECs and reduced fluorescence intensity of CD40 on CD40+ CECs. 

The risk allele A of the VEGFR2 rs1870377 SNP was more frequent in individuals with SLE than in 
healthy controls, while A/A genotype appeared to be a SLE risk factor. No association was detected between 
rs2305948 and SLE. Within the rs1870377 A/A genotype the number of CECs was significantly higher than 
that of T/T genotype. Modeling revealed that amino acid position #472 which is  located on the D3 D5 Ig-like 
domain of the extracellular region of VEGFR2 affects the efficiency of trans-autophosphorylation and possibly 
the receptor activation and cell signaling.  

In conclusion we have identified CD40 as a novel susceptibility locus in Greek and Turkish SLE 
patients. The rs4810485 minor allele T is under-represented in SLE and correlates with reduced CD40 
expression in peripheral blood monocytes, B cells and endothelial cells. This fact indicates that majority of SLE 
patients is characterized by higher CD40 expressions both in immune and endothelial cells and higher 
numbers of CECs indicative of increased vascular damage. These findings may account for increased CD40 
signaling in immune and endothelial cells and may have implications both in the regulation of aberrant 
immune responses and increased endothelial cell activation and damage due to increased CD40 signaling. 

The VEGFR2 Q472H polymorphism is associated with increased susceptibility to SLE, thus implicating 
VEGFR2 in pathogenesis of the disease. The risk genotype for rs1870377 SNP was associated with higher 
CECs numbers, indicating that this mutation may correlate with increased endothelial damage. Structural data 
suggest that this mutation may cause impairment in cell signaling, thus contributing to SLE pathogenesis. 

Our overall findings identified CD40 and VEGFR2 genes as candidates in SLE pathogenesis and 
provide evidence to support the hypothesis that their pathways may implicated in endothelial biology and 
angiogenesis in SLE. It’s intriguing to speculate that in addition to aberrant immune responses, CD40 
signaling in B-cells and monocytes mediates aberrant autoantibody production and endothelial cell damage 
along with the overproduction of VEGF. Increased VEGF binding to VEGFR2 that transmits impaired signals 
may further compromise endothelial integrity. This mechanism can serve as working hypothesis that of course 
needs prove experimental validation in order to be proved. 
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4 ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 

 
AECA Αντιενδοθηλιακά αντισώματα-Anti-Endothelial Cell Antibodies 
ΑΝΑ Αντιπυρηνικά αντισώματα-Αnti Nuclear Antibodies 
Ang-1 Αγγειοποιητίνη 1-Angiopoietin 1 
Ang-2 Αγγειοποιητίνη 2-Angiopoietin 2 
APC Αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα-Antigen-presenting cell 
BCR Υποδοχέας των Β-κυττάρων-Β-Cell Receptor 
bFGF βασικός Αυξητικός Παράγοντας των Ινοβλαστών-basic Fibroblat Growth Factor 
bp Ζεύγη βάσεων-base pairs 
BSA Αλβουμίνη ορού βοός-Bovine Serum Albumin 
CD40L Συνδέτης του CD40-CD40 Ligand (CD154) 
Cox-2 Κυκλοοξυγενάση-2-Cyclo-Oxygenase-2 
DCs Δενδριτικά κύτταρα-Dendritic cells 
DNA Δεσοξυ-ριβονουκλεϊκό Οξύ-Deoxyribo-Nucleic Acid 
dsDNA Διπλοελικωμένο DNA-double stranded DNA 
dNTP Τριφοφωρικό δεοξυριβονουκλεοτίδιο-deoxyribonucleotide triphosphate 
DRs Υποδοχείς Θανάτου-Death Receptors 
ECs Ενδοθηλιακά κύτταρα-Endothelial Cells 
ENA Εκχυλίσιμα πυρηνικά αντιγόνα-Extractable Nuclear Anigens 
EPCs Eνδοθηλιακά προγονικά κύτταρα-Endothelial Progenitor Cells 
EDTA Αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ - EthyleneDiamineTetraacetic Acid 
eNOS Ενδοθηλιακή Συνθετάση του Μονοξειδίου του Αζώτου endothelial Nitric Oxide Syntase 
FBS Ορός εμβρύου βοός-Fetal Bovine Serum 
aFGF όξινος Αυξητικός Παράγοντας Ινοβλαστών-acidic Fibroblast-Growth Factor 
bFGF βασικός Αυξητικός Παράγοντας Ινοβλαστών-basic Fibroblast-Growth Factor 
FMD Αγγειοδιαστολή επαγόμενη από τη ροή-Flow Mediated Dilatation 
GWAS Μελέτη συσχέτισης ολόκληρου του γονιδιώματος-Genome Wide Association Study 
HCQ Υδροξυχλωροκίνη-Hydroxy ChloroQuine 
HGF Αυξητικός παράγοντας των ηπαττοκυττάρων-Hepatocyte Growth Factor 
HIF Παράγοντας Επαγόμενος από την Υποξία-Hypoxia Inducible Factor 
ICAM-1 Διακυτταρικό μόριο προσκόλλησης 1-InterCellular Adhesion Molecule 1 
Ig Ανοσοσφαιρίνη-Immunoglobulin 
IMT Πάχος έσω-μέσου χιτώνα (αγγείων)-Intima-Media Thickness 
iNOS Επαγόμενη Συνθετάση Μονοξειδίου Αζώτου-inducible Nitric Oxide Synthase 
IL-1 Ιντερλευκίνη 1-Interleukine 1 
IL-1R1 Υποδοχέας της Ιντερλευκίνης 1-Interleukine 1 Receptor 
LPS Λιποπολυσακχαρίτης-Lipopolysacarite 
M-CSF Διεγερτικός παράγοντας σχηματισμού αποικιών μακροφάγων-Macrophage-Colony Stimulating Factor 
MFI Μέση πυκνότητα φθορισμού-Mean Fluorescence Intensity 
MHC Μείζον Σύμπλεγμα Ιστοσυμβατότητας-Major histocompatibility complex 
MMPs Μεταλλοπρωτεϊνάσες της θεμέλιας ουσίας-Matrix Metalloproteinsaes 
TGF-β Αυξητικός Παράγοντας Μετασχηματισμού β-Transforming Growth Factor β 
TIMPs Ιστικοί αναστολείς των μεταλλοπρωτεϊνασών-Tissue Inhibitors of Metalloproteinases 
ΝΟ Νιτρικό οξείδιο-Nitric Oxide 
NF-κΒ Πυρηνικός παράγοντας κB-Nuclear Factor-κB 
PA Ενεργοποιητές πλασμινογόνου-Plasminogen Activators 
PAI Αναστολείς των ενεργοποιητών του πλασμινογόνου-Plasminogen Activators Inhibitors 
PAF Παράγοντας Ενεργοποίησης των Αιμοπεταλίων-Platelet Activating Factor 
PBS Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών-Phosphate Buffered Saline 
PCR Polymerase chain reaction 
pDCs Πλασματοκυτταροειδή Δενδριτικά Κύτταρα-plasmacytoid Dendritic Cells 
PDGF-BB Αυξητικός παράγοντας προερχόμενος από αιμοπετάλια BB-Platelet Derived Growth Factor BB 
PDGFR-β Υποδοχέας του Αυξητικού παράγοντα προερχόμενου από αιμοπετάλια β-Platelet Derived Growth Factor 

Receptor β 
PI3K Κινάση της 3-Φωσφατιδυλ-Ινοσιτόλης Phosphatidyl-Inosito 3 Kinase 
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PlGF Αυξητικός παράγοντας του πλακούντα-Placental Growth Factor 
RNP Ριβονουκλεοπρωτεΐνη-RiboNucleoProtein 
ROS Ενεργές Ρίζες Οξυγόνου-Reactive Oxygen Species 
SAPK Πρωτεϊνική κινάση ενεργοποιούμενη από στρες-Stress-Activated Protein Kinase 
sCD40L Διαλυτός CD40L-soluble CD40L 
SDF-1 Παράγοντας 1 προερχόμενος από το στρώμα-Stromal Derived Factor 1 
Σ.Ε.Λ. Συστηματικός Ερυθηματώδης Λύκος-Systemic lupus erythematosus 
SMCs Λεία μυϊκά κύτταρα-Smooth Muscle Cells 
SLEDAI Σύστημα αξιολόγησης ενεργότητας του Σ.Ε.Λ.-SLE Disease Activity Index  
TCR Υποδοχέας Τ λεμφοκυττάρων-T cell receptor 
TF Ιστικός Παράγοντας-Tissue Factor 
TLRs Υποδοχείς ομοιάζοντες με τους Toll-Toll-Like Receptors 
TNF Παράγοντας Νέκρωσης των Όγκων-Tumor Necrosis Factor 
TNFR1 Υποδοχέας 1 του Παράγοντα Νέκρωσης των Όγκων- Tumor Necrosis Factor Receptor1 
VCAM-1 Μόριο Προσκόλλησης των Αγγειακών Κυττάρων 1-Vascular Cell Adhesion Molecule 1 
VE-Cadherin Καντχερίνη του Αγγειακού Ενδοθηλίου-Vascular Endothelial Cadherin 
VEGF Αυξητικός Παράγοντας του Αγγειακού Ενδοθηλίου Vascular Endothelial Growth Factor 
VEGFR2 Υποδοχέας 2 του Αυξητικού Παράγοντα του Αγγειακού Ενδοθηλίου-Vascular Endothelial Growth Factor 

Receptor 2 
WPB Σωμάτια Weibel-Palade-Weibel-Palade bodies 
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Εικόνα 5.1.1. Φυσιολογικές δράσεις των ECs. a) Όλα τα ECs αναστέλλουν την πήξη του αίματος μέσω 
πρόσδεσης, σύνθεσης και παρουσίασης στην επιφάνεια τους ποικίλων αναστολέων της πήξης και 
θρόμβωσης. b) Τα ECs των αρτηριολίων διαθέτουν πρωτεύοντα ρόλο στη ρύθμιση της αιματικής ροής 
ελέγχοντας τον αγγειακό τόνο μέσω παραγωγής NO από τη NOS3. c) Τα ECs των τριχοειδών αγγείων 
αποτελούν τους κύριους ρυθμιστές της διενδοθηλιακής εξαγγείωσης των πρωτεϊνών του πλάσματος, την οποία 
αποτρέπουν μέσω σχηματισμού των διακυτταρικών συνδέσεων. d) Τα ECs των φλεβιδίων αποτελούν τις 
κύριες θέσεις κυκλοφορίας των λευκοκυττάρων από το αίμα στους ιστούς. Αναστέλλουν τη διαδικασία αυτή 
μέσω καταστολής της έκφρασης μορίων προσκόλλησης, αποθήκευσης της υπάρχουσας P-σελεκτίνης στα 
WPBs. kαι σύνθεσης NO που καταστέλλει απευθείας την ενεργοποίηση των λευκοκυττάρων. 

Pober J.S. and Sessa W.C.  Nat Rev Immunol 2007;7:803-815

5 Εισαγωγή-Θεωρητικό υπόβαθρο 

 

5.1 Βιολογία του ενδοθηλίου. 
 

5.1.1 Φυσιολογία του ενδοθηλίου. 

Τα ενδοθηλιακά κύτταρα (ECs) είναι επίπεδα, πάχους 1-2μm και διαμέτρου 10-20μm, με κεντρικό 
επιμήκη πυρήνα. Χαρακτηριζόμενα ως κύτταρα σε φάλαγγα, διαθέτουν επιφάνεια με στρογγυλεμένες γωνίες 
και σχηματίζουν έτσι μία μονοστιβάδα η οποία διασυνδέεται με συνδετικά μόρια όπως η καντχερίνη του 
αγγειακού ενδοθηλίου (Vascular Endothelial Cadherin-VE-Cadherin) και οι κλωντίνες (claudins). Τα ECs 
επενδύονται με περικύτταρα και μαζί επικάθονται σε μία κοινή βασική μεμβράνη5.  

Θεωρούμενο αρχικά ως στιβάδα κυττάρων που απλά επενδύει τον αγγειακό αυλό, το ενδοθήλιο 
σήμερα θεωρείται ως ένας δυναμικός ιστός με ικανότητα προσαρμογής σε ποικίλα περιβαλλοντικά ερεθίσματα. 
Ως αποτέλεσμα ο επαναπρογραμματισμός του παράγει πλειάδα βιολογικών αποκρίσεων που επιτρέπουν τον 
έλεγχο της αγγειακής ομοιόστασης –αγγειοκινητικότητα, αιμόσταση, φλεγμονή ή αγγειογένεση6. Πέρα από τις 
κοινές φυσιολογικές δράσεις όλων των ενδοθηλιακών κυττάρων, κάποιες από αυτές διαφοροποιούνται 
ανάλογα με τον τύπο τους και το σημείο στο οποίο βρίσκονται (εικόνα 5.1.1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Βασική ιδιότητα των ενδοθηλιακών κυττάρων είναι να διατηρούν το αίμα σε ρευστή κατάσταση, 
αναστέλλοντας την πήξη του αίματος σε πολλαπλά στάδια. Οι διάφορες ενεργές πρωτεάσες του μηχανισμού 
της πήξης συγκροτούνται σε μεμβρανικές επιφάνειες με εκτεθειμένα κατάλοιπα φωσφατιδυλσερίνης. Τα 
ενδοθηλιακά κύτταρα όπως και όλα τα φυσιολογικά κύτταρα συγκεντρώνουν τη φωσφατιδυλσερίνη στην 
εσωτερική επιφάνεια της κυτταρικής τους μεμβράνης αποτρέποντας την πρόσβαση των παραγόντων της 
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πήξης πάνω σε κατάλληλες επιφάνειες φωσφολιπιδίων. Η ενεργοποίηση και αποκοκκίωση των αιμοπεταλίων 
αποτελεί ακόμα μία πηγή επιφανείας πλούσιας σε φωσφατιδυλσερίνη. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα αποτρέπουν 
την αποκοκκίωση των αιμοπεταλίων δρώντας πάνω σε τρία βασικά βήματα της ενεργοποίησης τους : 
εκφράζουν ένζυμα που αποδομούν τα νουκλεοτίδια ATP και ADP, αναστέλλουν τη θρομβίνη και αποτρέπουν 
την έκθεση του υπενδοθηλιακού κολλαγόνου. Ταυτόχρονα τα ενδοθηλιακά κύτταρα απελευθερώνουν 
μονοξείδιο του αζώτου (Nitric Oxide, NO) και προστακυκλίνη (επίσης γνωστή και ως προσταγλαδίνη Ι2 ή 
PGI2) τα οποία αναστέλλουν την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα επίσης 
προσδένουν και πιθανά συνθέτουν αναστολείς του μονοπατιού του ιστικού παράγοντα (Tissue Factor Pathway 
Inhibitors, TFPIs) που μπλοκάρουν τη δράση του συμπλέγματος VIIa/Ιστικός παράγων (Tissue Factor, TF) στο 
μηχανισμό της πήξης. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα επίσης εκφράζουν θρομβομοντουλίνη, μία μεμβρανική 
πρωτεΐνη που δεσμεύει τη θρομβίνη και τροποποιεί τις ενζυματικές τις ιδιότητες οδηγώντας στην 
ενεργοποίηση της πρωτεΐνης C. Η ενεργοποιημένη πρωτεΐνη C μαζί με την εκκρινόμενη από τα ενδοθηλιακά 
κύτταρα πρωτεΐνη S μπλοκάρουν τις δράσεις των ενεργοποιημένων παραγόντων της πήξης. Τα ενδοθηλιακά 
κύτταρα επίσης εκφράζουν πρωτεογλυκάνες θειικής ηπαράνης που όπως και η ηπαρίνη είναι ικανές να 
δεσμεύουν και να ενεργοποιούν την αντιπηκτική πρωτεΐνη του πλάσματος αντιθρομβίνη ΙΙΙ.  Τέλος τα 
ενδοθηλιακά κύτταρα εκκρίνουν ενεργοποιητή του ιστικού πλασμινογόνου το οποίο συμμετέχει με τη σειρά 
του στη λύση των σχηματισμένων θρόμβων ινώδους7, 8. 

Μία δεύτερη φυσιολογική λειτουργία των ενδοθηλιακών κυττάρων είναι ο έλεγχος της ανταλλαγής 
υγρών και μακρομορίων μεταξύ ιστών και αίματος κυρίως σε επίπεδο τριχοειδών. Τρία κύρια μονοπάτια 
συμμετέχουν στην παραπάνω διαδικασία: το διακυτταρικό πέρασμα μεταξύ γειτονικών κυττάρων, η διάβαση 
με κυστίδια και η διάβαση μέσω πόρων. Η δομή των ενδοθηλιακών κυττάρων ποικίλει ανάλογα με το 
ανατομικό διαμέρισμα στο οποίο βρίσκονται. Συγκεκριμένες μορφές διακυτταρικών συνδέσεων (χαλαρές 
συνδέσεις, ισχυρές συνδέσεις) στις οποίες συμμετέχουν συνδεσμικές πρωτεΐνες ανάλογες με αυτές των 
επιθηλιακών κυττάρων αλλά εξειδικευμένες στα ενδοθηλιακά κύτταρα όπως η καντχερίνη του αγγειακού 
ενδοθηλίου (Vascular Endothelial Cadherin, VE-Cadherin) αλλά και εξειδικευμένοι τύποι ενδοθηλίου, 
επιτρέπουν την ομαλή ροή υγρών και μακρομορίων στους ιστούς9, 10. 

Τρίτη φυσιολογική δράση των ενδοθηλιακών κυττάρων, ειδικά στο αρτηριακό και αρτηριδιακό σκέλος 
της κυκλοφορίας, είναι ο έλεγχος της αιματικής ροής και του αγγειακού τόνου. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα 
παράγουν και απελευθερώνουν ισχυρά αγγειοδιασταλτικά μόρια τα οποία επιδρούν στον τόνο των λείων 
μυϊκών κυττάρων των αγγείων ρυθμίζοντας έτσι τις αγγειακές αντιστάσεις και τη ροή του αίματος. Από τους 
ισχυρότερους αγγειοδιασταλτικούς παράγοντες που παράγονται από το ενδοθήλιο είναι το ΝΟ. Το ΝΟ 
παράγεται από ένα ενζυμικό σύμπλεγμα που ονομάζεται ενδοθηλιακή ισομορφή της συνθετάσης του ΝΟ 
(endothelial Nitric Oxide Synthase, eNOS ή NOS3) και η οποία μετατρέπει την αργινίνη σε κιτρουλίνη 
απελευθερώνοντας ΝΟ. Επιπρόσθετης της ανασταλτικής του δράσης στην ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων, το 
ΝΟ χαλαρώνει τα λεία μυϊκά κύτταρα των αγγείων ενεργοποιώντας τη διαλυτή μορφή της κυκλικής 
γουανυλικής κυκλάσης παράγοντας κυκλικό GMP και ενεργοποιεί την πρωτεϊνική κινάση G11. 

Τέταρτη φυσιολογική δράση των ενδοθηλιακών κυττάρων είναι η καταστολή της φλεγμονώδους 
απόκρισης12. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα στα μετατριχοειδικά φλεβίδια μπορούν να ενεργοποιηθούν για να 
εκφράζουν μόρια προσκόλλησης και να απελευθερώνουν χυμοκίνες που επάγουν την δέσμευση και 
μετανάστευση των λευκοκυττάρων του αίματος στους ιστούς. Φυσιολογικά τα ενδοθηλιακά κύτταρα 
λειτουργούν πρωτογενώς παθητικά με αναστολή της παροχής σημάτων για τη μετανάστευση των 
λευκοκυττάρων και την αλληλεπίδραση με αυτά. Η λειτουργία τους αυτή εξασφαλίζεται με τη συλλογή των 
πρωτεϊνών που είναι υπεύθυνες για την αλληλεπίδραση αυτή όπως η P-Σελεκτίνη και οι χυμοκίνες μέσα σε 
ειδικά εκκριτικά κοκκία που ονομάζονται σωμάτια Weibel-Palade (WPBs)13, 14. Τα ήρεμα ενδοθηλιακά κύτταρα 
επίσης κατασταλούν τη μεταγραφή άλλων μορίων προσκόλλησης όπως της Ε-Σελεκτίνης, του μορίου 
προσκόλλησης 1 του αγγειακού κυττάρου (VCAM-1) και σε μεγάλο βαθμό του διακυτταρικού μορίου 
προσκόλλησης 1(ICAM-1). Η βασική παραγωγή του ΝΟ από τα ενδοθηλιακά κύτταρα επίσης έχει προταθεί ότι 
συμβάλλει ενεργά στην καταστολή της μεταγραφής προφλεγμονωδών γονιδίων15 (αν και ποντίκια που 
εμφανίζουν ανεπάρκεια της eNOS δεν επιβεβαιώνουν το εύρημα16), αναστολή της συγχώνευσης των WPBs με 
τη μεμβράνη των ενδοθηλιακών κυττάρων17 και καταστολή της ενεργοποίησης των λευκοκυττάρων. Το 
βασικό σήμα για την βασική παραγωγή του ΝΟ είναι η αιματική ροή. 

Τέλος μία πέμπτη φυσιολογική δράση των ενδοθηλιακών κυττάρων είναι η συμμετοχή τους στην 
ενίσχυση της άνοσης απάντησης18. Σε αντίθεση με τα ποντίκια και τους αρουραίους, τα ανθρώπινα 
ενδοθηλιακά κύτταρα εκφράζουν υψηλά επίπεδα μορίων τάξης Ι (αλλά και ΙΙ) του μείζονος συμπλέγματος 
ιστοσυμβατότητας (MHC), ακόμα και σε συνθήκες ηρεμίας. Τα καλλιεργούμενα ανθρώπινα ενδοθηλιακά 
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Εικόνα 5.1.2. Το ενδοθήλιο διατηρεί την 
ήρεμη κατάσταση του μέσω της 
απελευθέρωσης NO. Η eNOS διατηρείται 
ανενεργός όσο εντοπίζεται στην κυτταρική 
μεμβράνη μέσω πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων που περιλαμβάνουν την 
πρωτεΐνη caveolin1. Μετά από έκθεση 
όμως σε αυξημένη αιματική ροή ή σε 
αγωνιστές υποδοχέων (π.χ VEGF), η 
eNOS φωσφωρυλιώνεται από την Akt, 
μετακινείται στο κυτταρόπλασμα και 
αλληλεπιδρά με την καλμοδουλίνη και την 
πρωτεΐνη HSP90. Το ΝΟ ακολούθως 
παράγεται μόνο όταν το υπόστρωμα του 
ενζύμου L-αργινίνη και ο συμπαράγοντας 
τετραυδροβιοπτερίνη (BH4) είναι 
διαθέσιμα και το παραγόμενο NO 
διαμεσολαβεί σημαντικές ομοιοστατικές 
δράσεις στο ενδοθηλιακό κύτταρο. 

κύτταρα σε αντίθεση με αυτά από ποντίκια, μπορούν νε ενεργοποιήσουν ήρεμα CD4+ T-κύτταρα μνήμης στο 
να πολλαπλασιάζονται και να παράγουν κυτταροκίνες. Η απόκριση αυτή εξαρτάται από την αλληλεπίδραση του 
συμπλέγματος MHC-πεπτιδίου με τους υποδοχείς των Τ-λεμφοκυττάρων και μετά από έκφραση και διαφόρων 
συνδιεγερτικών μορίων όπως το CD58 (γνωστό και ως LFA3)19. Τα ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα 
εκφράζουν επίσης συνδιεγερτικά μόρια, μόρια προσκόλλησης και χυμοκίνες, οι υποδοχείς των οποίων 
βρίσκονται κυρίως στα Τ εκτελεστικά και μνημονικά κύτταρα. Άρα τα ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα 
μπορούν να ενεργοποιήσουν και να προσελκύσουν εκτελεστικά Τ-κύτταρα μνήμης αλλά όχι «αθώα» κύτταρα 
και επομένως να κινητοποιήσουν αποκρίσεις μνήμης αλλά όχι να ενεργοποιήσουν αυτοάνοσα φαινόμενα. 

Στη φυσιολογία του ενδοθηλίου, σημαντικό ρόλο κατέχει η eNOS και το παραγόμενο από αυτήν ΝΟ. 
Τα ECs περιέχουν τη μοναδική αυτή ισομορφή της συνθετάσης του ΝΟ, η οποία εντοπίζεται και ρυθμίζεται 
εντός ειδικών σχηματισμών λιπιδίων στην κυτταρική μεμβράνη, τα caveoli20 (εικόνα 5.1.2). 

 

Το προϊόν της, το NO, αποτελεί σηματοδοτικό μόριο κλειδί στη διατήρηση του ήρεμου, μη 
θρομβογενούς και αντι-φλεγμονώδους ενδοθηλιακού φαινοτύπου. Το NO διαχέεται ταχέως από το 
ενδοθηλιακό κύτταρο και αντιδρά με θειικές ομάδες καταλοίπων κυςτεΐνης σε διάφορες πρωτεϊνες21. Το 
αποτέλεσμα είναι η αναστρέψιμη νιτροζυλίωση των πρωτεϊνών με το σχηματισμό δισουλφιδικών δεσμών 
μεταξύ καταλοίπων κυςτεΐνης και ακολούθως η νιτροζυλίωση μετάλλων. Αυτές οι μεταμεταφραστικές 
τροποποιήσεις από το NO επηρεάζουν διάφορες μεταβολικές διεργασίες όπως η οξειδωτική φωσφορυλίωση ή 
η προστασία έναντι της υποξίας με αύξηση της ικανότητας πρόσδεσης του HIF-1α. Η θειο-νιτροζυλίωση του 
NF-κΒ μπορεί να καταστείλει τη φλεγμονή22. Από τις δράσεις του, η σημαντικότερη θεωρείται η 
αγγειοδιασταλτική καθώς διατηρεί τον αγγειακό τόνο και επάγει μεταβολές στη διάμετρο του αγγείου ως 
απόκριση σε διάφορα ερεθίσματα κυρίως μέσω χάλασης των SMCs του αγγειακού τοιχώματος23. Στο αγγειακό 
ενδοθήλιο η eNOS και το παραγόμενο ΝΟ, εκφράζονται συνεχώς σε χαμηλά επίπεδα για να διατηρήσουν το 
βασικό αγγειακό τόνο αλλά ανταποκρίνονται και ταχέως σε ερεθίσματα από τη ροή του αίματος και διάφορους 
μεσολαβητές όπως η ακετυλοχολίνη τροποποιώντας την έκφραση και παραγωγή τους ώστε να διατηρηθεί η 
αγγειακή ομοιόσταση24. Η ρύθμιση του ενζύμου και άρα η βιοδιαθεσιμότητα του NO ρυθμίζονται σε πολλαπλά 
επίπεδα, τόσο μεταγραφικά όσο και μεταμεταγραφικά και μεταμεταφραστικά11, δίνοντας έτσι τη δυνατότητα 
να ανταποκρίνεται ταχέως και με ακρίβεια στα διάφορα ερεθίσματα. 

Ενώ το NO αναγνωρίστηκε ως ο «προερχόμενος από το ενδοθήλιο χαλαρωτικός παράγοντας» 
(EDRF)25, τα ECs παράγουν και μία σειρά ακόμα αγγειοδραστικών ουσιών όπως η προστακυκλίνη (PGI2) που 
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Εικόνα 5.1.3. Οι προερχόμενες από το 
ενδοθήλιο αγγειοδραστικές ουσίες. 
Εκτός από το NO, και άλλες 
αγγειοδραστικές ουσίες παράγονται από 
το ενδοθήλιο και ρυθμίζουν τη φυσιολογία 
του. 

επίσης διαθέτει, όπως προαναφέρθηκε, αγγειοδιασταλτικές ιδιότητες αλλά και ισχυρές αντιαιμοπεταλιακές 
δράσεις και γενικά ενισχύει τις δράσεις του NO στο αγγειακό τοίχωμα 26, 27. Άλλες αγγειοδραστικές ουσίες 
αφορούν τους προερχόμενους από το ενδοθήλιο υπερπολωτικούς παράγοντες (EDHF) και μπορεί να 
αποτελούν και αντισταθμιστικό μηχανισμό σε έλλειψη NO ή PGI2

28. Διάφορα μόρια έχουν αναγνωριστεί να 
επιτελούν αυτό το ρόλο σε διαφορετικούς ιστούς και είδη όπως το K+, οι μεταβολίτες από το κυτόχρωμα 
P450, παράγωγα της λιποξυγενάσης, ενεργές ρίζες οξυγόνου, το κυκλικό AMP, το C-τύπου νατριουρητικό 
πεπτίδιο και η ηλεκτρική σύζευξη μέσω μυοενδοθηλιακών χασματικών συνδέσεων 29. Ενώ οι παράγοντες αυτοί 
επάγουν τη χαλάρωση των αγγείων, λίγα χρόνια μετά την ανακάλυψη του NO ανακαλύφθηκε και το 
αγγειοσυσπαστικό πεπτίδιο ενδοθηλίνη (ET), που συντίθεται επίσης από τα ενδοθηλιακά κύτταρα και αποτελεί 
το φυσικό αντίβαρο του NO30. Υφίσταται σε τρεις ισομορφές (ET-1, ET-2 και ET-3) και η έκφραση του 
ρυθμίζεται από τη διατμητική τάση, την αγγειοτενσίνη II, τη θρομβίνη, την αδρεναλίνη, την oxLDL και 
φλεγμονώδεις κυτταροκίνες29. Στον άνθρωπο, αυξάνει την αρτηριακή πίεση, επάγει αγγειακή και μυοκαρδιακή 
υπερτροφία που αποτελούν παράγοντες κινδύνου για καρδιαγγειακή νοσηρότητα και θνησιμότητα (εικόνα 
5.1.3).  

 

 

5.1.2 Παθοφυσιολογία του ενδοθηλίου. 
 

5.1.2.1 Ενδοθηλιακή δυσλειτουργία, βλάβη και ενεργοποίηση. 
Η ύπαρξη των φυσιολογικών ομοιοστατικών μηχανισμών των ενδοθηλιακών κυττάρων οδηγεί και στη 

θεώρηση της ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας που ορίζεται ως η ανεπάρκεια του ενδοθηλίου να επιτελέσει τις 
φυσιολογικές του λειτουργίες. Συχνά η ενδοθηλιακή δυσλειτουργία περιγράφεται ως η αδυναμία των 
ενδοθηλιακών κυττάρων των αρτηριών να ανταποκριθούν στην αυξημένη αιματική ροή ή στην ακετυλοχολίνη 
παράγοντας ΝΟ και να επάγουν τοπική αγγειοδιαστολή31. Αυτή η μορφή της ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας 
προβλέπει κακή πρόγνωση σε ασθενείς με στεφανιαία αγγειακή νόσο. Αν και η ανεπαρκής παραγωγή ΝΟ είναι 
δυσδιάκριτη από την αυξημένη κατανάλωση του (π.χ. κατά την αντίδραση του με ενεργές ρίζες οξυγόνου-
ROS), τη μειωμένη διάχυση του στα λεία μυϊκά κύτταρα (λόγω υπερπλασίας του μέσου χιτώνα των αγγείων) ή 
τη μειωμένη απόκριση των λείων μυϊκών κυττάρων (λόγω δυσλειτουργίας τους), η διατήρηση της 
φυσιολογικής αγγειοδιασταλτικής απόκρισης σε εξωγενώς χορηγούμενο ΝΟ, καταδεικνύει την ανεπαρκή 
παραγωγή του από τα ενδοθηλιακά κύτταρα ως την κύρια αιτία. Η μορφή αυτή της ενδοθηλιακής 
δυσλειτουργίας συχνά συνδυάζεται με ανεπάρκεια του ενδοθηλίου να ελέγξει την πήξη του αίματος, την 
αγγειακή διαπερατότητα και να διατηρήσει τα λευκοκύτταρα σε κατάσταση ηρεμίας, στοιχεία που αποτελούν 
επίσης εκδηλώσεις ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας. Τοπικές μεταβολές στην αιματική ροή ελαττώνουν την 
ενδοθηλιακή παραγωγή NO συμβάλλοντας έτσι στην αγγειοσύσπαση και στην ενεργοποίηση λευκοκυττάρων 
και αιμοπεταλίων. Η ελαττωματική παραγωγή NO εξηγεί γιατί οι περιοχές με διαταραχές στη ροή του αίματος 
όπως είναι οι αρτηριακές διακλαδώσεις είναι ιδιαίτερα επιρρεπείς στην ανάπτυξη αθηροσκλήρωσης. Δεν είναι 
όμως απόλυτα σαφές εάν η ενδοθηλιακή δυσλειτουργία μπορεί να προκαλέσει ανεπαρκή καταστολή της 
φλεγμονής (αν και έχει προταθεί ως μηχανισμός στην ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης) ή ανεπαρκή έλεγχο της 
άνοσης απόκρισης32. 

Οι τρέχουσες μαρτυρίες υποδηλώνουν ότι η ενδοθηλιακή δυσλειτουργία συμβαίνει πρώιμα κατά την 
ανάπτυξη της αθηρογένεσης και συμβάλλει στο σχηματισμό, εξέλιξη και επιπλοκές της αθηροσκλήρωσης. Ένας 
μεγάλος αριθμός μελετών έχει δείξει ότι ασθενείς με καρδιαγγειακούς παράγοντες κινδύνου αλλά χωρίς ακόμα 
κανένα κλινικό σημείο αθηροσκλήρωσης εμφανίζουν ενδοθηλιακή δυσλειτουργία όπως φαίνεται από την 
ελαττωματική απόκριση σε ενδοθηλιακούς αγγειοδαστολείς όπως η ακετυλοχολίνη και η βραδυκινίνη33 ενώ 
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ταυτόχρονα παρέχεται και ο μηχανιστικός σύνδεσμος μεταξύ των διαφόρων παραγόντων κινδύνου και της 
αθηροσκλήρωσης (εικόνα 5.1.4).  

 

 
 
Κάτω από συνθήκες παρατεταμένης οξειδωτικής καταπόνησης που συμβαίνει στα πλαίσια της 

ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας, η ίδια η eNOS μετατρέπεται από ένα ένζυμο που παράγει ΝΟ σε ένα ένζυμο που 
παράγει τελικά ενεργές ρίζες οξυγόνου, κατάσταση που είναι γνωστή ως «αποσύζευξη» της eNOS (εικόνα 5.1.5). 
Η διαδικασία αυτή οφείλεται κυρίως σε έλλειψη του συμπαράγοντα της τετραϋδροβιοπτερίνης λόγω άμεσης 
οξείδωσης ή όταν το υπεροξείδιο του υδρογόνου καταστέλλει τα ένζυμα που το παράγουν και το αναγεννούν. 
Κάτω από αυτές τις συνθήκες ή όταν η διαθεσιμότητα του υποστρώματος L-αργινίνη είναι ελαττωμένη λόγω 
ανακατεύθυνσης σε διαφορετικά μεταβολικά μονοπάτια, η eNOS παράγει άμεσα ελεύθερες ρίζες οξυγόνου και 
υπεροξείδιο του υδρογόνου34-37. Αυτή η «ασύζευκτη» eNOS, επιταχύνει την οξειδοαναγωγική κατάσταση και 
παράγοντας μεγάλες ποσότητες ενεργών ριζών οξυγόνου, επάγει προφλεγμονώδη κατάσταση22. 

 
 
Η κύρια αιτία ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας είναι η ενδοθηλιακή βλάβη και η στενά σχετιζόμενη 

ενδοθηλιακή ενεργοποίηση. Ως ενδοθηλιακή ενεργοποίηση ορίζεται μία σειρά αλλαγών στα ενδοθηλιακά 
κύτταρα που τους επιτρέπουν να αποκτήσουν καινούριες λειτουργίες που σχετίζονται με τη φλεγμονή και την 
πήξη του αίματος ως μέρος του μηχανισμού άμυνας του ξενιστή έναντι παθογόνων38. Το πρωτότυπο 
παράδειγμα ενεργοποίησης αποτελεί η επίκτητη συνεισφορά των ενδοθηλιακών κυττάρων στη φλεγμονή, που 
αποτελεί κοινό εκτελεστικό μηχανισμό τόσο της φυσικής όσο και της επίκτητης ανοσίας. Τα ενδοθηλιακά 
κύτταρα ελέγχουν την ανάπτυξη της φλεγμονής σε διάφορα επίπεδα32. Η παραγωγή αγγειοδιασταλτικών 
ουσιών, ιδιαίτερα προστακυκλίνης, από τα ενδοθηλιακά κύτταρα των αρτηριολίων αυξάνει τοπικά την αιματική 

Εικόνα 5.1.4. Διαγραμματική απεικόνιση της 
σχέσης ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας και 
παραγόντων κινδύνου που οδηγούν σε 
αθηροσκλήρωση. 

Εικόνα 5.1.5. Διαγραμματική απεικόνιση της 
«αποσύζευξης» της eNOs κάτω από συνθήκες 
αυξημένης οξειδωτικής επιβάρυνσης. 
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ροή και επιτρέπει ευκολότερη μεταφορά των λευκοκυττάρων στο σημείο της φλεγμονής. Προφλεγμονώδεις 
κυτταροκίνες όπως ο TNF και η IL-1 επάγουν σημαντικά την έκφραση από τα ενδοθηλιακά κύτταρα του 
υψηλής απόδοσης ενζύμου κυκλοοξυγενάση 2 (Cox-2), ενισχύοντας την παραγωγή προστακυκλίνης από το 
αραχιδονικό οξύ που απελευθερώνεται από τη μεμβρανική φωσφατιδυλχολίνη  

Λοιπά παραδείγματα ενδοθηλιακής ενεργοποίησης αποτελούν η έκφραση μορίων προσκόλλησης στην 
επιφάνεια των κυττάρων ταυτόχρονα με την απελευθέρωση αγγειοδραστικών ουσιών όπως ο παράγοντας 
ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων-PAF (που ουσιαστικά αποτελεί φωσφολιπίδιο που ενεργοποιεί τα 
ουδετερόφιλα) και χυμοκινών που επάγουν την ισχυρή πρόσδεση των λευκοκυττάρων και τη διαπίδυση τους 
μέσα στο αγγειακό τοίχωμα των φλεβιδίων. Επιπροσθέτως, τα ενεργοποιημένα ECs των φλεβιδίων ανοίγουν 
τις διακυτταρικές συνδέσεις τους επιτρέποντας τη διαφυγή πρωτεϊνών του πλάσματος όπως το ινωδογόνο και 
η φιμπρονεκτίνη στον εξαγγειακό χώρο όπου σχηματίζουν ένα προσωρινό περίβλημα που υποστηρίζει την 
ισχυρή πρόσδεση των λευκοκυττάρων και τη χυμοταξία τους. 

Τα ενεργοποιημένα ECs συνθέτουν και παρουσιάζουν στην επιφάνεια τους ιστικό παράγοντα (TF) ο 
οποίος τοπικά ξεκινά τη διαδικασία της θρόμβωσης, μία αντίδραση αρχικά προστατευτική στη διασπορά 
μικροβίων, περιχαρακώνοντας τοπικά το σημείο της μικροβιακής εισβολής. 

Όταν οι παραπάνω μηχανισμοί παραταθούν ή ξεφύγουν από τον έλεγχο, τα ενεργοποιημένα ECs όχι 
μόνο αποτυγχάνουν να επιτελέσουν τους ομοιοστατικούς μηχανισμούς τους στον έλεγχο των λευκοκυττάρων 
και της αγγειακής διαπερατότητας (ενδοθηλιακή δυσλειτουργία) αλλά ενεργά προσελκύουν λευκοκύτταρα και 
επάγουν την αγγειακή διαπερατότητα (ενδοθηλιακή ενεργοποίηση)32.  

Η ενδοθηλιακή δυσλειτουργία έχει συνήθως ως κύρια αιτία της την ενδοθηλιακή βλάβη και τον 
κυτταρικό θάνατο. Σε ακραίες περιπτώσεις η ενδοθηλιακή βλάβη μπορεί να προκαλέσει την αποκόλληση των 
ενδοθηλιακών κυττάρων από το αγγειακό τοίχωμα, εκθέτοντας το υπενδοθηλιακό κολλαγόνο στα αιμοπετάλια 
οδηγώντας σε ενεργοποίηση της πήξης και θρόμβωση. 

 
5.1.2.2 Μονοπάτια ενδοθηλιακής βλάβης και κυτταρικού θανάτου. 

Τα περισσότερα φαινόμενα κυτταρικού θανάτου των ECs φαίνεται να είναι αποπτωτικά, όρος που 
αρχικά χρησιμοποιήθηκε για να περιγράψει ένα πρότυπο προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου στο 
αναπτυσσόμενο έμβρυο39, 40. Ο όρος αυτός πρέπει πάντα να διακρίνεται από τη νέκρωση, μία άλλη μορφή 
κυτταρικού θανάτου η οποία συνοδεύεται από εκτεταμένη φλεγμονή και οίδημα του κυττάρου και 
χρησιμοποιείται κυρίως για να περιγράψει βλάβες σε ιστούς, οι οποίοι μπορεί να περιλαμβάνουν τόσο 
νεκρωτικά όσο και αποπτωτικά κύτταρα. 

Ο αποπτωτικός θάνατος είναι ισοδύναμος με την ενεργοποίηση ενδοκυττάριων πρωτεασών, των 
κασπασών, που πρωτεολύουν βασικές κυτταρικές πρωτεΐνες οδηγώντας στη κυστιδοποίηση της κυτταρικής 
μεμβράνης, στη συμπύκνωση του πυρήνα και στη θραυσματοποίηση του DNA, ενώ άλλες μορφές κυτταρικού 
θανάτου μπορεί να περιγραφούν ως ανεξάρτητοι από τις κασπάσες. Η αποκόλληση των ECs από την 
κυτταρική μεμβράνη κινητοποιεί μία μορφή εξαρτώμενης από τις κασπάσες απόπτωσης που ονομάζεται 
anoikis41 χωρίς όμως να είναι εύκολο να προσδιοριστεί εάν τα κύτταρα αποκολλώνται επειδή έχουν καταστεί 
αποπτωτικά ή έχουν αποκολληθεί ως αποτέλεσμα υπενδοθηλιακής βλάβης και στη συνέχεια καθίστανται 
anoikis. Εναλλακτικές μορφές κυτταρικού θανάτου εξαρτώνται από ενδοκυττάρια μονοπάτια διαφορετικά των 
κασπασών που μοιράζονται όμως με την απόπτωση τα χαρακτηριστικό ότι είναι ελεγχόμενα, δηλαδή 
«προγραμματισμένα». 

Μία άλλη μορφή κυτταρικού θανάτου αποτελεί και η αυτοφαγία. Κύτταρα τα οποία παρουσιάζουν 
έλλειψη σε θρεπτικά συστατικά αποδομούν μόνα τους τα κυτταρικά οργανίδια περικλείοντας τα σε μεμβράνες 
και οδηγώντας τα για αποδόμηση στα λυσσοσώματα. Αν και ο μηχανισμός αυτός θεωρείται ως μηχανισμός 
επιβίωσης, μπορεί να οδηγήσει και σε ανεξάρτητο από τις κασπάσες κυτταρικό θάνατο42. 

Θάνατος των ενδοθηλιακών κυττάρων μπορεί να προκύψει με οποιονδήποτε από τους παραπάνω 
μηχανισμούς ως αποτέλεσμα διαφόρων ερεθισμάτων. Η περιβαλλοντική επιβάρυνση είναι μία από τις 
συχνότερες αιτίες ενδοθηλιακού θανάτου με το οξειδωτικό στρες να αποτελεί το πλέον καλά μελετημένο. Η 
βλάβη στα ECs προέρχεται κυρίως από τα παραγόμενα ROS κυρίως από μακροφάγα και ουδετερόφιλα στα 
πλαίσια φλεγμονής, καθώς κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, τα ενδογενώς παραγόμενα ROS από τα ECs 
λειτουργούν ως «δεύτερα σήματα» που ρυθμίζουν την ανάπτυξη, τον πολλαπλασιασμό, την αγγειακή χάλαση 
και αναδιαμόρφωση. Ωστόσο κάτω από παθολογικές καταστάσεις όπως υπέρταση, καρδιακή ανεπάρκεια και 
καρδιακή υπερτροφία, τα ενδογενώς παραγόμενα ROS προκαλούν κυτταρικό θάνατο43 ενώ οδηγούν και σε 
ενδοθηλιακή δυσλειτουργία που έχει εμπλακεί με την εξέλιξη της αθηροσκλήρωσης44. Επιπρόσθετες μορφές 
περιβαλλοντικού στρες αποτελούν το μεταβολικό στρες ως αποτέλεσμα διαταραχών στο μεταβολισμό των 
κυττάρων με χαρακτηριστικότερα παραδείγματα την υπεργλυκαιμία, την υπερλιπιδαιμία και την υποξία που 
συνολικά οδηγούν σε διαταραχές στο σηματοδοτικό μονοπάτι PI3K-Akt και μειωμένη σηματοδότηση από την 
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Εικόνα 5.1.6. Τύπου Ι ενεργοποίηση των ενδοθηλιακών κυττάρων όπου παρουσιάζονται 
οι μοριακοί μηχανισμοί που ενεργοποιούνται. 

ινσουλίνη και την eNOS καταλήγοντας σε δυσλειτουργία και απόπτωση45-47 καθώς και οι βλάβες στο γενετικό 
υλικό ως αποτέλεσμα κυτταροτοξικών δράσεων κυρίως από κυτταροστατικά φάρμακα48. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 
μάλιστα σε αυτήν την περίπτωση παρουσιάζει το γεγονός ότι αυξητικοί παράγοντες του ενδοθηλίου όπως ο 
bFGF και ο VEGF επάγουν την επιβίωση των κυττάρων και τη διαφυγή από τους μηχανισμούς απόπτωσης ως 
αποτέλεσμα βλάβης στο DNA49.  

 
5.1.2.3. Το ενδοθήλιο στη φλεγμονή. 

Ιστορικά το ενδιαφέρον στην έρευνα της φλεγμονής έχει εστιαστεί στις ιδιότητες και λειτουργίες των 
λευκοκυττάρων. Ωστόσο τα ECs συμμετέχουν σημαντικά σε αυτές τις διαδικασίες τροποποιώντας το 
φαινότυπο τους για να συμμετάσχουν σε διάφορες φάσεις της φλεγμονώδους διεργασίας. 

Η διεργασία της οξείας φλεγμονής περιλαμβάνει την ταχεία (μέσα σε χρονικό διάστημα ωρών) 
προσέλκυση ουδετεροφίλων και είναι αποτέλεσμα της «ενδοθηλιακής ενεργοποίησης» των ήρεμων ECs. Η 
ενδοθηλιακή ενεργοποίηση διακρίνεται σε ταχείες αποκρίσεις που είναι ανεξάρτητη από τη διαδικασία νέας 
γονιδιακής έκφρασης (τύπου Ι ενεργοποίηση ή διέγερση) και σε σχετικά βραδύτερες αποκρίσεις, εξαρτώμενες 
από νέα γονιδιακή έκφραση (τύπου ΙΙ ενεργοποίηση)38. Και στους δύο τύπους ενεργοποίησης υπάρχουν τρία 
κύρια στοιχεία που ευθύνονται για τα τέσσερα πρωτεύοντα σημεία της φλεγμονής: αύξηση στην τοπική 
αιματική ροή που είναι υπεύθυνη για την ερυθρότητα και τη θερμότητα των φλεγμονωδών ιστών, η τοπική 
διαφυγή πλάσματος και πρωτεϊνών (γνωστό ως εξίδρωμα), υπεύθυνη για το οίδημα της φλεγμονής και η 
τοπική προσέλκυση και ενεργοποίηση κυκλοφορούντων λευκοκυττάρων που επάγονται να εισέλθουν στο 
φλεγμαίνοντα ή κατεστραμμένο ιστό. Ο πόνος, το τέταρτο πρωτεύον στοιχείο της φλεγμονής, προκαλείται 
από μεσολαβητές που απελευθερώνονται από τα λευκοκύτταρα στις τύπου C αισθητικές νευρικές ίνες . Η 
αυξημένη αιματική ροή ενισχύει τη μεταφορά των λευκοκυττάρων στο σημείο της φλεγμονής, η αυξημένη 
διαφυγή πλάσματος και πρωτεϊνών δημιουργεί ένα προσωρινό υπόστρωμα για να υποστηρίξει την είσοδο των 
λευκοκυττάρων στον φλεγμαίνοντα ιστό και η αυξημένη προσκόλληση επάγει τη δέσμευση και εξαγγείωση 
των λευκοκυττάρων. 

Η τύπου Ι ενεργοποίηση τυπικά διαμεσολαβείται μετά από πρόσδεση συνδετών στην εξωκυττάρια 
περιοχή υποδοχέων συζευγμένων με G πρωτεΐνες (GPCRs-G Protein Coupled Receptors),όπως είναι οι 
υποδοχείς της ισταμίνης, οι οποίοι σηματοδοτούν μέσω ανταλλαγής του GDP με GTP και οδηγούν σε 
μεταβολές του ενδοκυττάριου ασβεστίου μέσω ενεργοποίησης της PLCβ και απελευθέρωσης τριφωσφορικής 
ινοσιτόλης αλλά και με την ενεργοποίηση της μικρής G πρωτεΐνης RHO. Τα δύο αυτά μονοπάτια συνδυαζόμενα 
διαμεσολαβούν την τύπου Ι ενεργοποίηση38 (εικόνα 5.1.6). 

 
 
 
 
Ωστόσο η σηματοδότηση από τους GPCRs διαρκεί για 10-20 λεπτά μετά από τα οποία οι υποδοχείς 

απευαισθητοποιούνται εμποδίζοντας την επανενεργοποίηση και την επέκταση της φλεγμονής που μπορεί να 
προκληθεί από την τύπου Ι ενεργοποίηση50. Μία περισσότερο εμμένουσα φλεγμονώδης απόκριση απαιτεί 
περισσότερο ενισχυμένη μορφή ενδοθηλιακής ενεργοποίησης που παρέχεται από την τύπου ΙΙ ενδοθηλιακή 
ενεργοποίηση. Οι πρωτότυποι μεσολαβητές αυτής της απόκρισης είναι ο TNFα και η IL-1 που παράγονται 
κυρίως από ενεργοποιημένα λευκοκύτταρα38. Η σηματοδότηση από τους δύο αυτούς μεσολαβητές οδηγεί 
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Εικόνα 5.1.7. Τύπου ΙΙ ενεργοποίηση των ενδοθηλιακών κυττάρων όπου 
παρουσιάζονται οι μοριακοί μηχανισμοί που ενεργοποιούνται και που καταλήγουν σε 
νέα γονιδιακή μεταγραφή και μετάφραση 

 

τελικά στην ενεργοποίηση δύο μεταγραφικών παραγόντων, του NF-κΒ και του AP1 (εικόνα 5.1.7) και οι οποίοι 
επάγουν προφλεγμονώδεις αποκρίσεις μέσω νέας μεταγραφής γονιδίων. 

 
 
 
 
 
 
Επειδή ακριβώς απαιτείται νέα μεταγραφή και μετάφραση γονιδίων, οι αποκρίσεις της τύπου ΙΙ 

ενεργοποίησης απαιτούν περισσότερο χρόνο για να ενεργοποιηθούν (ώρες σε σύγκριση με λεπτά) από την 
τύπου Ι ενεργοποίηση. Αν και τα τελικά αποτελέσματα των δύο τύπων ενεργοποίησης στην αγγειακή 
διαπερατότητα, διαφυγή πλάσματος και πρωτεϊνών και προσκόλληση λευκοκυττάρων είναι ίδια, διαφέρουν 
στην ένταση και την ποιότητα, με την τύπου ΙΙ ενεργοποίηση να επάγει ισχυρότερες και πιο αποτελεσματικές 
αποκρίσεις. Οι αποκρίσεις αυτές όμως είναι και προγραμματισμένες να εξελίσσονται περαιτέρω με την πάροδο 
του χρόνου μετακινούμενες στη φάση της επέκτασης της τύπου ΙΙ ενεργοποίησης. Στην επιφάνεια των 
ECs αρχίζει η έκφραση διαφορετικών μορίων προσκόλλησης όπως του VCAM-1 και του ICAM-1 τα οποία και σε 
συνδυασμό με τη σύνθεση άλλων χυμκινών όπως της CCL2 ευνοούν τη μετάβαση από διηθήσεις πλούσιες σε 
ουδετερόφιλα σε διηθήσεις πλούσιες σε μονοπύρηνα κύτταρα το οποίο τυπικά συμβαίνει 6-24 ώρες μετά την 
ενεργοποίηση από τις κυατταροκίνες51. Μέσα σε 24 ώρες επέρχεται ενδοθηλιακή βλάβη από τα λευκοκύτταρα 
η οποία ενισχύει περισσότερο τη φλεγμονή, ειδικά στα τριχοειδή52. Ο TNF και η IL-1 όταν συνδυαστούν και με 
άλλους μεσολαβητές όπως η IFN-γ, ενισχύουν περισσότερο την ενδοθηλιακή βλάβη κινητοποιώντας 
ενδοθηλιακό κυτταρικό θάνατο είτε μέσω ενεργοποίησης της κασπάσης 8 είτε με ενεργοποίηση 
μιτοχονδριακού μονοπατιού θανάτου, ανεξάρτητου από την κασπάση 853, 54. Η ενδοθηλιακή βλάβη και ο 
κυτταρικός θάνατος ευνοούν τη θρόμβωση με ποικίλους μηχανισμούς55, 56 αλλά και την ενδοθηλιακή 
δυσλειτουργία μέσω απενεργοποίησης της σύνθεσης eNOS και θρομβομοντουλίνης57, 58 με 
μεταμεταγραφικούς και μεταγραφικούς μηχανισμούς αντίστοιχα. Ενώ η τύπου Ι ενεργοποίηση λύεται 
αυτόματα λόγω απευαισθητοποίησης των υποδοχέων που την κινητοποιούν, η τύπου ΙΙ ενεργοποίηση στις 
εξελιγμένες μορφές της μπορεί να επιμείνει γι τόσο διάστημα όσο είναι παρούσες οι κυτταροκίνες που την 
κινητοποιούν. Μία αιτία λύσης της θα ήταν η εξάλειψη αυτών των κυτταροκινών λόγω εξάλειψης για 
παράδειγμα του φλεγμονώδους ερεθίσματος. Η έκφραση επίσης των πρωτεϊνών που σχετίζονται με την τύπου 
ΙΙ ενεργοποίηση μπορεί επίσης ενεργά να κατασταλεί με ποικίλους επανατροφοδοτικούς μηχανισμούς που 
καταστέλλουν την έκφραση των φλεγμονωδών γονιδίων όπως για παράδειγμα η διακοπή της ενεργοποίησης 
του NF-κΒ59. 
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Εάν η οξεία φλεγμονώδης αντίδραση αποτύχει να εξαλείψει το εναρκτήριο ερέθισμα και ειδικά αν 
κινητοποιηθεί μία ειδική ανοσολογική απόκριση από το εμμένων ερέθισμα, τότε η φλεγμονή του ενδοθηλίου 
εξελίσσεται στη χρόνια μορφή της στην οποία εμπλέκονται ειδικά εκτελεστικά κύτταρα. Τα ECs μπορεί να 
συμμετάσχουν σε αυτή τη διαδικασία παρουσιάζοντας αντιγόνα στα κυκλοφορούντα εκτελεστικά και 
μνημονικά Τ-κύτταρα (ανασκόπηση18) αν και η υπόθεση αυτή είναι ασαφής. Άλλες μεταβολές στα ECs ενός 
χρονίως φλεγμαίνοντα ιστού αφορούν και στην πόλωση της φλεγμονώδους απόκρισης που σχετίζεται με την 
ειδική ανοσία, όπως για παράδειγμα στην επικρατούσα Th1 απόκριση που επάγει την προσέλκυση IFN-γ 
παραγωγών Τ-κυττάρων, τα ECs συνθέτουν και εκφράζουν τη χυμοκίνη CXCL1060 που προσδένεται στον 
υποδοχέα CXCR3 που εκφράζεται στα εκτελεστικά και εκτελεστικά-μνημονικά Τ-κύτταρα και ενισχύει την 
έκφραση μορίων προσκόλλησης όπως η E-σελεκτίνη που ευνοεί την προσέλκυση Th1 κυττάρων. Οι αλλαγές 
αυτές στα ECs ενισχύονται από την IFN-γ η οποία δημιουργεί ένα θετικό μηχανισμό επανατροφοδότησης που 
παρατείνει τις Th1 αποκρίσεις. Σε αντίθεση, στις περιπτώσεις Th2 ανοσολογικών αποκρίσεων οι οποίες 
χαρακτηρίζονται από παραγωγή IL-4, IL-5 και/ή IL13, τα ECs ανταποκρίνονται με έκφραση της χυμοκίνης 
CCL26 και την έκφραση μορίων προσκόλλησης όπως το VCAM-1 που ευνοούν την τοπική προσέλκυση Th2 
κυττάρων καθώς και ηωσινοφίλων61. Αναλυτικότερα η συμμετοχή του ενδοθηλίου στους μηχανισμούς ανοσίας 
περιγράφεται στην επόμενη ενότητα. 
 Στενά σχετιζόμενα με την χρόνια φλεγμονή του ενδοθηλίου είναι και η κινητοποίηση δύο ακόμα 
γεγονότων, της αγγειογένεσης και του σχηματισμού τριτογενών λεμφικών σχηματισμών, που εμφανίζονται 
εάν τα εξειδικευμένα εκτελεστικά κύτταρα του συστήματος της ειδικής ανοσίας αποτύχουν να εξαλείψουν το 
αντιγόνο. Ο σχηματισμός νέων αγγείων θεωρείται απαραίτητος για τη διατήρηση της επιβίωσης των 
φλεγμονωδών κυττάρων μέσα στον ιστό και τη μετατροπή από μεσεγχυματικά κύτταρα του αρχικού χαλαρού 
υποστρώματος σε ένα πιο ισχυρό στρώμα συνδετικού ιστού. Η αγγειογένεση διαμεσολαβείται από την 
ενεργοποίηση αγγειογενών σηματοδοτικών μονοπατιών από αυξητικούς παράγοντες που πιθανά παράγονται 
από τα ενεργοποιημένα T-λεμφοκύτταρα και τα μονοπύρηνα φαγοκύτταρα μετά από πρόσδεση σε 
επιφανειακούς ενδοθηλιακούς υποδοχείς κινάσης-τυροσίνης62 (εικόνα 5.1.8 a). Τέτοιοι φλεγμονώδεις νέο-ιστοί 
αποτελούν προεξάρχοντα στοιχεία χρόνιων φλεγμονωδών νόσων όπως η ρευματοειδής αρθρίτιδα63 ή το 
επιπεπλεγμένο αθήρωμα σε εκτεταμένες αθηροσκληρωτικές βλάβες64. Η φλεγμονώδης αγγειογένεση θα 
περιγραφεί αναλυτικά στη ενότητα 4.2.2. Επιπρόσθετες αποκρίσεις από τα ECs στη χρόνια φλεγμονή είναι η 
πρόσκτηση χαρακτηριστικών λεμφικού οργάνου που ονομάζονται τριτογενή λεμφικά όργανα (TLOs)65. Ο 
σχηματισμός των TLOs αφορά την προσέλκυση λεμφοκυττάρων που φυσιολογικά δεν σχετίζονται με τα 
φλεγμονώδη διηθήματα όπως «ανοσολογικά αθώα» Τ-λεμφοκύτταρα, Τ-λεμφοκύτταρα της κεντρικής 
ανοσολογικής μνήμης και Β-λεμφοκύτταρα, τα οποία εκφράζουν L-σελεκτίνη και CCR7 που τους επιτρέπει να 
ανταποκρίνονται σε χυμοκίνες όπως η CCL21 και η CXCL19. Τα ECsτων φλεβιδίων στα TLOs υφίστανται 
δομική και λειτουργική μετατροπή από επίπεδα κύτταρα σε υψηλά ενδοθηλιακά κύτταρα όμοια με των 
ενδοθηλιακών κυττάρων των λεμφαδένων και ταυτόχρονα αρχίζουν να εκφράζουν συνδέτες για την L-
σελεκτίνη. Όλες οι διεργασίες αυτές διαμεσολαβούνται από την ενεργοποίηση του κανονικού αλλά και του μη-
κανονικού σηματοδοτικού μονοπατιού του NF-κB (εικόνα 5.1.8 b). Η έκφραση συνδετών της L-σελεκτίνης 
προσελκύει τα «ανοσολογικά αθώα» Τ-λεμφοκύτταρα, Τ-λεμφοκύτταρα της κεντρικής ανοσολογικής μνήμης 
και Β-λεμφοκύτταρα τα οποία οργανώνονται σε  διακριτές T και Β περιοχές με ταυτόχρονη προσέλκυση και 
βοηθητικών δενδριτικών κυττάρων66. Ταυτόχρονα αρχίζει και ο σχηματισμός νέων λεμφαγγείων με μία 
διαδικασία παρόμοια με αυτήν της φλεγμονώδους αγγειογένεσης67. Τελικά αυτή η μετατροπή ενός χρόνιου 
φλεγμονώδους διηθήματος σε ένα οργανωμένο λεμφικό ιστό μπορεί να διευκολύνει τη διαδικασία της 
«εξάπλωσης του επιτόπου-epitope spreading» που σχετίζεται με την αυτοανοσία και που σε οργανοειδικά 
αυτοάνοσα νοσήματα όπως η θυρεοειδίτιδα Hashimoto ή το σύνδρομο Sjögren μπορεί να διατηρήσει τη 
διαδικασία της αυτοάνοσης καταστροφής του οργάνου.  
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Εικόνα 5.1.8. Χρόνιες φλεγμονώδεις αποκρίσεις στα ενδοθηλιακά κύτταρα. a) 
Αγγειογένεση στα πλαίσια χρόνιας φλεγμονής. b) Σχηματισμός τριτογενών λεμφικών 
οργάνων. 

 

 
 
 
 
 
 
Η διάκριση μεταξύ οξείας και χρόνιας φλεγμονής είναι θεωρητικά χρήσιμη αλλά υπεραπλουστεύει την 

πραγματική διαδικασία της νόσου στην οποία και τα δύο στάδια της φλεγμονής μπορεί να συνυπάρχουν στον 
ίδιο ιστό και να εξελίσσονται ταυτόχρονα. Αυτό συνήθως προκύπτει από αλληλεπικαλύψεις των 
δραστηριοτήτων και επιδράσεων των μεσολαβητών των δύο αυτών διαδικασιών. Έτσι η σηματοδότηση του 
TNF που αποτελεί μέρος της τύπου ΙΙ ενεργοποίησης, μπορεί μερικά νε ενεργοποιήσει και τον VEGFR2 και έτσι 
να επάγει αγγειογένεση που αποτελεί χαρακτηριστικό της χρόνιας φλεγμονής. Ο VEGF A, ο πρωτότυπος 
μεσολαβητής της αγγειογένεσης, επίσης προκαλεί αύξηση στη αγγειακή διαπερατότητα και διευκολύνει έτσι το 
σχηματισμό του αρχικού υποστηρικτικού στρώματος για τη μετανάστευση των ουδετεροφίλων. Επίσης 
ενισχύει τις οξείες φλεγμονώδεις αποκρίσεις του TNF-α (για παράδειγμα συνεπαγωγή στην έκφραση ιστικού 
παράγοντα και μορίων προσκόλλησης)68 και της IFN-γ (για παράδειγμα συνεπαγωγή στην έκφραση 
CXCL10)69. Αυτές οι αποκρίσεις ενώ είναι περισσότερο χαρακτηριστικές της οξείας φλεγμονής, μπορούν να 
ενεργοποιήσουν το σηματοδοτικό μονοπάτι της PI3K που αποτελεί χαρακτηριστικό της χρόνιας φλεγμονής70. 
Επιπλέον, ο ρόλος των χυμοκινών (που αρχικά περιφράφησαν σαν μεσολαβητές της προσέλκυσης 
λευκοκυττάρων) ως ρυθμιστές της αγγειογένεσης αποτελεί ένα ακόμα παράδειγμα67. Το κύριο σημείο είναι ότι 
τα αλληλεπικαλυπτόμενα χαρακτηριστικά της οξείας και χρόνιας φλεγμονής, που περιγράφονται ως χρόνια 
ενεργός φλεγμονή προκύπτουν γιατί πολλοί από τους μεσολαβητές που σχετίζονται είτε με τις αποκρίσεις 
των ECs στην οξεία φλεγμονή (π.χ. ο TNF και η επαγωγή μορίων προσκόλλησης ή χυμοκινών) είτε με τις 
αποκρίσεις στη χρόνια φλεγμονή (π.χ. ο VEGF και η αγγειογένεση) εμφανίζουν δράσεις και στις δύο 
διαδικασίες. 

 
5.1.2.4 Το ενδοθήλιο ως στόχος της φυσικής και επίκτητης ανοσίας. 

Τα συστήματα φυσικής και επίκτητης ανοσίας αποτελούν μηχανισμούς άμυνας του ξενιστή έναντι των 
μικροβιακών παθογόνων αλλά και της κάθαρσης κατεστραμμένων ιστών. Ωστόσο παρά το αναμφισβήτητο 
συνολικό όφελος τους στην επιβίωση ενός οργανισμού, τα συστήματα αυτά μπορούν να προκαλέσουν ιστική 
και κυτταρική βλάβη στον ξενιστή. Καθώς τα ενδοθηλιακά κύτταρα αποτελούν το όριο του αγγειακού 
συστήματος μεταξύ αίματος και ιστών, εκτίθενται συνεχώς σε κυκλοφορούντα κύτταρα και εκτελεστικά μόρια 
της ανοσίας και αποτελούν μείζονες στόχους των ανεπιθύμητων δράσεων της. Τα μονοπάτια θανάτου που 
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ενεργοποιούνται στα ECs ως συνέπεια ανοσολογικών μηχανισμών αφορούν κυρίως τη σηματοδότηση από 
υποδοχείς θανάτου (death receptors-DRs) αλλά και άλλους εκτελεστικούς μηχανισμούς. 

Οι DRs αποτελούν μία υποοικογένεια επιφανειακών υποδοχέων που ανήκουν στην υπεροικογένεια των 
υποδοχέων του TNF και η σηματοδότηση τους οδηγεί σε μία ευρεία κλίμακα αλληλεπικαλυπτόμενων 
αποκρίσεων που περιλαμβάνουν την κυτταρική διαφοροποίηση, τον πολλαπλασιασμό, την ενεργοποίηση του 
συστήματος NF-κB και SAPK και φυσικά τον κυτταρικό θάνατο71. Χαρακτηριστικότερο παράδειγμα και πλέον 
καλά μελετημένο στα καλλιεργούμενα ECs αποτελεί το σύστημα TNF-TNFR1 (εικόνα 5.1.9)53. Ο TNFR1 είναι μία 
τύπου Ι διαμεμβρανική πρωτεΐνη που στα ήρεμα ECs βρίσκεται κυρίως αποθηκευμένη στο σύστημα Golgi72. Η 
κινητοποίηση του στη κυτταρική επιφάνεια αυξάνει την επιφανειακή πυκνότητα του και ευαισθητοποιεί τα ECs 
στον TNF. Μετά την πρόσδεση του συνδέτη, ο TNFR1 ενεργοποιεί σηματοδοτικά μονοπάτια μέσω 
κινητοποίησης βοηθητικών πρωτεϊνών που προσδένονται σε αυτόν73. Τα μονοπάτια αυτά μπορούν να 
οδηγήσουν είτε σε σήματα που ενεργοποιούν την κασπάση 8 και κυτταρικό θάνατο53 (εικόνα 5.1.9 Α) είτε σε 
προφλεγμονώδη σήματα και σήματα επιβίωσης μέσω ενεργοποίησης MAP κινασών54 (εικόνα 5.1.9 Β). 

Επιπρόσθετα, ένας αριθμός άλλων παραγόντων μπορεί να ενεργοποιήσει αποκρίσεις παρόμοιες με 
αυτές των DRs όπως οι TLRs. Τα ECs εκφράζουν TLRs οι οποίοι αναγνωρίζουν μοριακά μοτίβα που σχετίζονται 
με τα παθογόνα όπως ο LPS του κυτταρικού τοιχώματος των βακτηριδίων και μπορούν να οδηγήσουν σε 
απόπτωση. Επίσης η IL-1 μπορεί να σηματοδοτήσει προφλεγμονωδη φαινόμενα στα ECs δρώντας μέσω του 
υποδοχέα της, IL-1R174.  

Τα ECs μπορούν να αποτελέσουν στόχο και να υποστούν βλάβη ως αποτέλεσμα ποικίλων 
εκτελεστικών μηχανισμών του συστήματος επίκτητης ανοσίας που μπορούν να συμβούν είτε στα πλαίσια 
απόρριψης μοσχεύματος είτε στα πλαίσια της αυτοανοσίας και λοιμώξεων. Τα ECs μπορούν να λειτουργήσουν 
ως αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα καθώς εκφράζουν μόρια MHC τάξης Ι και ΙΙ75 καθώς και συνδιεγερτικά 
μόρια όπως CD2, ICOS και CD40 που εμπλέκονται στη δημιουργία και ενεργοποίηση T-κυττάρων μνήμης19. 
Όταν τα κύτταρα ενεργοποιηθούν με IFN-γ να εκφράσουν μόρια MHC 
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Εικόνα 5.1.9. Σχηματική απεικόνιση των πολλαπλών σηματοδοτικών μονοπατιών που 
ενεργοποιούνται στα ECs από υποδοχείς κυτταρικού θανάτου όπως ο TNFR1 και που μπορούν να 
οδηγήσουν τελικά είτε σε Α) απόπτωση μετά από ενεργοποίηση της κασπάσης 3 είτε σε Β) κυτταρική 
επιβίωση μέσω ενεργοποίησης MAP κινασών. 
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ενεργοποιούν αποτελεσματικά τόσο την παραγωγή κυτταροκινών όσο και τον πολλαπλασιασμό των CD4+ και 
CD8+ μνημονικών T-κυττάρων αλλά όχι και «ανοσολογικά αθώων» T-κυττάρων (τα ECs δεν εκφράζουν 
συνδιεγερτικά μόρια για το CD28 όπως το CD80 και CD86 και πιθανά αυτό αποτελεί και την αιτία για την 
αδυναμία ενεργοποίησης των «ανοσολογικά αθώων» T-κυττάρων). Επιπλέον τα ECs μπορούν να 
κινητοποιήσουν τη διαφοροποίηση των ήρεμων CD8+ T-κυττάρων σε κυτταροτοξικά κύτταρα τα οποία 
ακολούθως επιτίθενται στα ECs και προκαλούν το θάνατο τους είτε με ενεργοποίηση αποπτωτικών 
μηχανισμών είτε με απελευθέρωση πρωτεολυτικών ενζύμων από τα κυτταροτοξικά κύτταρα, όπως συμβαίνει 
σε αλλογενείς ή αυτοάνοσες νόσους76, 77. 

Τα κύτταρα φυσικοί φονείς (NK cells) είναι μεγάλα κοκκιώδη λεμφοκύτταρα που παράγουν 
φλεγμονώδεις κυτταροκίνες, σκοτώνουν τα κύτταρα-στόχους και διαδράμουν σημαντικό ρόλο στις αποκρίσεις 
της φυσικής ανοσίας. Τα κύτταρα αυτά μπορούν επίσης να στραφούν έναντι των ECs σε αντιδράσεις άλλο- ή 
αυτοανοσίας. Το ενεργοποιημένο ενδοθήλιο εκφράζει φρακταλκίνη, μία σιαλομυκίνη, η οποία προσδενόμενη 
στον υποδοχέα της CX3CR1 ο οποίος εκφράζεται στα ενεργοποιημένα ΝΚ κύτταρα, επάγει την προσκόλληση 
τους πάνω στο ενδοθήλιο και τη διαμεσολαβούμενη από αυτά κυτταρόλυση του78. 

Τα ECs αποτελούν και μείζονες στόχους της διαμεσολαβούμενης από αντισώματα βλάβης. Η 
διαδικασία αυτή επάγεται κυρίως από την ενεργοποίηση του συμπληρώματος σε αντιδράσεις απόρριψης 
μοσχευμάτων, στις οποίες τα μόρια MHC που εκφράζονται στα ECs να αποτελούν τους κύριους αντιγονικούς 
στόχους. Η βλάβη επέρχεται από άμεση λύση των κυττάρων, συνεπακόλουθη της προσέλκυσης 
ουδετεροφίλων και μονοκυττάρων από την ενεργοποίηση του συμπληρώματος79. Αντισώματα που 
αναγνωρίζουν αντιγονικούς στόχους στα ECs μπορούν να οδηγήσουν και σε ανεξάρτητη από το συμπλήρωμα 
ενεργοποίηση του ενδοθηλίου και σε σηματοδότηση μέσω του NF-κB και της PI3K/Akt επάγοντας την 
έκφραση πρωτεϊνών επιβίωσης. Η αλληλεπίδραση του αντισώματος με το αντιγόνο πάνω στην ενδοθηλιακή 
επιφάνεια κινητοποιεί την απελευθέρωση vWF και P-σελεκτίνης από τα WPBs, επάγοντας την συγκόλληση 
αιμοπεταλίων και την ολίσθηση των λευκοκυττάρων80. Στο Σ.Ε.Λ. αλλά και άλλα αυτοάνοσα νοσήματα, τα 
αντι-ενδοθηλιακά αντισώματα επάγουν επίσης απόπτωση, προφλεγμονώδεις και προθρομβωτικές αλλαγές στα 
ECs. 

 
5.1.2.5 Αντίσταση των ενδοθηλιακών κυττάρων στον κυτταρικό θάνατο. 

Τα ECs που εκτίθενται σε βλαπτικούς παράγοντες συχνά παρουσιάζουν αντίσταση στη βλάβη. Ο 
καλύτερα χαρακτηρισμένος μηχανισμός αφορά την αντίσταση στις κυτταροτοξικές επιδράσεις του TNF που 
περιγράφηκαν στην προηγούμενη ενότητα «Το ενδοθήλιο ως στόχος της φυσικής και επίκτητης ανοσίας». 
Ωστόσο και άλλες προστατευτικές πρωτεΐνες επάγονται όπως η Α20 που αναστέλλουν την ενεργοποίηση τόσο 
της JNK όσο και των κασπασών81, η Α1 που εμποδίζει τον εξαρτώμενο από τα μιτοχόνδρια κυτταρικό θάνατο 
αλλά και τις κασπάσες82. Η σημασία των επαγόμενων από τον NF-κB προστατευτικών πρωτεϊνών 
καταδεικνύεται από την ενίσχυση του διαμεσολαβούμενου από TNF κυτταρικού θανάτου όταν αυτός 
συνδυαστεί με ένα καθολικό αναστολέα της γονιδιακής μεταγραφής (όπως η ακτινομυκίνη D), της πρωτεϊνικής 
σύνθεσης (όπως η κυκλοεξιμίδη) ή έναν εκλεκτικό αναστολέα της ενεργοποίησης του NF-κB83. Τα μονοπάτια 
αυτά μπορούν να ενισχυθούν ακόμα περισσότερο μέσω επαγωγής της έκφρασης συγκεκριμένων γονιδίων84 
όπως αντιοξειδωτικών ενζύμων και πρωτεϊνών που τροποποιούν τη δραστικότητα της eNOS όπως η κινάση 
Akt. Η οποία ενεργοποιείται ως αποτέλεσμα της δράσης αυξητικών παραγόντων και παραγόντων επιβίωσης 
που για το ενδοθήλιο είναι οι VEGF, bFGF, η ινσουλίνη και ο σχετιζόμενος με αυτήν αυξητικός παράγοντας. 
Όπως προαναφέρθηκε και ο ίδιος ο TNF μπορεί να ενεργοποιήσει την Akt και να οδηγήσει σε αντίσταση στον 
κυτταρικό θάνατο. 

Συγκεκριμένες κυτταροκίνες που δεν είναι αυξητικοί παράγοντες μπορούν επίσης να προστατεύσουν 
το ενδοθήλιο από τη βλάβη όπως η IL-1185 και η οποία καθιστά τα ECs ανθεκτικά στη βλάβη από το 
οξειδωτικό στρες, τα κυτταροτοξικά κύτταρα και τα αντισώματα/συμπλήρωμα μέσω ενεργοποίησης του 
σηματοδοτικού μονοπατιού JAK/STAT. 

Ένας ακόμα μηχανισμός αντίστασης στη βλάβη αποτελεί και η αντικατάσταση των κατεστραμμένων 
ECs από υγιή κύτταρα είτε από παρακείμενα ενδοθηλιακά κύτταρα μέσω του μηχανισμού της αγγειογένεσης 
είτε από βλαστικά κύτταρα όπως τα EPCs μέσω της διαδικασίας της αγγειακής μορφογένεσης. Και οι δύο αυτές 
διαδικασίες θα περιγραφούν αναλυτικά στην ενότητα «Αγγειογένεση στον ενήλικο άνθρωπο και η ρύθμιση 
της». 
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Εικόνα 5.1.10. Αναθεωρημένη θεωρία 
«απόκρισης στη βλάβη». 
Η μηχανική βλάβη ή η χρόνια έκθεση σε CRF 
τροποποιεί τις ρυθμιστικές ιδιότητες του ενδοθηλίου 
που εξελίσσεται σε απόπτωση και δυσλειτουργία. Η 
διάσπαση της ενδοθηλιακής ακεραιότητας σχετίζεται 
με ένα ευρύ φάσμα αποκρίσεων 
συμπεριλαμβανομένων της αποκόλλησης ώριμων 
ενδοθηλιακών κυττάρων (CECs) και απελευθέρωση 
ενδοθηλιακών μικροτεμαχιδίων (EMPs). Σε 
απόκριση στη βλάβη, τα ενδοθηλιακά προγονικά 
κύτταρα (EPCs), που κινητοποιούνται από το μυελό 
των οστών, μπορούν να διαφοροποιηθούν σε ώριμα 
κύτταρα και να αποκαταστήσουν την ενδοθηλιακή 
ακεραιότητα. Αυτές οι ενδοθηλιακές αποκρίσεις 
μπορούν να ενσωματωθούν σε μία δυναμική τριάδα 
«ενεργοποίηση/βλάβη/αναγέννηση».  

CRF: Καρδιαγγειακοί παράγοντες κινδύνου, CEC: 
Κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κύτταρα, EMP: 
Ενδοθηλιακά μικροτεμαχίδια, EPC: Ενδοθηλιακά 
προγονικά κύτταρα.  

 

5.1.3 Η δυναμική ισορροπία μεταξύ ενδοθηλιακής βλάβης και επιδιόρθωσης. 

Σύμφωνα με τη θεωρία «απόκρισης στη βλάβη», η μηχανική επιβάρυνση ή η χρόνια έκθεση σε 
καρδιαγγειακούς παράγοντες κινδύνου τροποποιεί τις ρυθμιστικές ιδιότητες του ενδοθηλίου το οποίο οδηγείται 
σε προφλεγμονώδη ενεργοποίηση, απόπτωση ή κυτταρική σιγή86. Συνέπεια των παραπάνω διαταραχών 
αποτελούν όχι μόνο η μεταβολή των βιολογικών ιδιοτήτων του αλλά και η απώλεια της ακεραιότητας του 
(εικόνα 5.1.10). 

 

 

 

 

 

 

 

Βασικό εύρημα που χαρακτηρίζει τις καταστροφικές αυτές επιδράσεις στο ενδοθήλιο αποτελούν η 
απελευθέρωση στην κυκλοφορία μικροτεμαχιδίων (EMPs) που προέρχονται από αποπτωτικά ή ενεργοποιημένα 
ενδοθηλιακά κύτταρα87 καθώς και ενδοθηλιακών κυττάρων (CECs) που αποκολλώνται από το τοίχωμα του 
αγγείου σαν αποτέλεσμα της ενδοθηλιακής βλάβης88. 

Μέχρι πρόσφατα, ο μηχανισμός ο οποίος θεωρούνταν ότι ευθύνεται αποκλειστικά για το σχηματισμό 
νέων αγγείων στον ενήλικο άνθρωπο ήταν η αγγειογένεση (angiogenesis). Η διαδικασία αυτή χαρακτηρίζεται 
από τη δημιουργία νέων αγγείων από ανάπτυξη προϋπαρχόντων αγγείων και περιλαμβάνει τον 
πολλαπλασιασμό, την προεκβολή και μετανάστευση ώριμων ενδοθηλιακών κυττάρων ακολουθούμενη από 
αγγειακή μυογένεση και αναδιαμόρφωση στην περιοχή της νεοαγγείωσης89. 

Πρόσφατες μελέτες όμως έχουν καταδείξει ότι ο μυελός των οστών του ενήλικα, αποτελεί πηγή 
κυττάρων τα οποία μπορούν να δημιουργήσουν νέα αγγεία, ανεξάρτητα από προϋπάρχοντα αγγεία. Τα 
κύτταρα αυτά ονομάζονται ενδοθηλιακά προγονικά κύτταρα (EPCs) και συμπεριφέρονται ανάλογα με τον 
εμβρυϊκό αγγειοβλάστη. Μπορούν να κυκλοφορούν, να πολλαπλασιάζονται και να διαφοροποιούνται σε ώριμα 
ενδοθηλιακά κύτταρα, χωρίς τα ίδια να έχουν αποκτήσει ακόμα δείκτες ώριμων ενδοθηλιακών κυττάρων ή να 
έχουν σχηματίσει αγγειακές δομές90. Θεωρείται ότι τα κύτταρα αυτά συμβάλλουν στην επανενδοθηλιοποίηση 
απογυμνωμένων αγγείων (π.χ. μετά από επεμβάσεις αγγειοπλαστικής), στον πρωτογενή σχηματισμό νέων 
αγγείων σε περιοχές ισχαιμίας και στην αποκατάσταση της ομοιόστασης του δυσλειτουργικού ενδοθηλίου. Η 
διαδικασία αυτή αναλογικά με την αντίστοιχη που παρατηρείται στο έμβρυο ονομάζεται «αγγειακή 
μορφογένεση» ή με τον αγγλικό όρο vasculogenesis91.  

Η επαγόμενη από τα ΕPCs επιδιόρθωση των αγγείων θεωρείται πια ως το τρίτο στοιχείο της θεωρίας 
«απόκρισης στη βλάβη» η οποία περιλαμβάνει πλέον τη τριάδα ενεργοποίηση/βλάβη/επιδιόρθωση και η οποία 
έχει αλλάξει σημαντικά την θεώρηση της αγγειακής βιολογίας. 

Οι τρέχουσες μαρτυρίες υποδηλώνουν ότι οι αναγεννητικές έναντι των εκφυλιστικών ενδοθηλιακών 
αποκρίσεων μπορούν να ενσωματωθούν σε ένα κλινικό ενδοθηλιακό φαινότυπο που αντανακλά το καθαρό 
αποτέλεσμα μεταξύ βλάβης από τους παράγοντες κινδύνου και ενδογενούς επιδιορθωτικής ικανότητας. Αυτός 
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Εικόνα 5.1.11. Η ενδοθηλιακή ακεραιότητα απεικονίζεται  
σαν ισορροπία μεταξύ ενδοθηλιακής βλάβης που 
αντιπροσωπεύεται από CECs και EMPs και ενδογενή 
ικανότητα για επιδιόρθωση που επιτυγχάνεται με EPCs. 
Το συνολικό αποτέλεσμα αυτής της ισορροπίας μπορεί 
να ενσωματωθεί σε ένα κλινικό φαινότυπο που ορίζει 
και την αγγειακή ικανότητα. Η στρατηγικές χρήσης 
πολλαπλών βιοδεικτών συνδυάζοντας CECs, EMPs και 
EPCs για τον ορισμό του δείκτη αγγειακής ικανότητας 
αποτελούν υποσχόμενες μεθόδους για την αξιολόγηση 
σε ατομικό επίπεδο την επίδραση των παραγόντων 
κινδύνου στην εξέλιξη της νόσου. Τέτοιες 
πολυπαραμετρικές προσεγγίσεις παρέχουν επίσης 
σχετικά εργαλεία για το σχεδιασμό και παρακολούθηση 
των θεραπευτικών στρατηγικών ή υγεινοδιαιτητικών 
παρεμβάσεων που στοχεύουν στη βελτίωση της 
ενδοθηλιακής λειτουργίας περιορίζοντας τη βλάβη ή/και 
την επανενεργοποίηση των επιδιορθωτικών 
μηχανισμών.  

CEC: Κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κύτταρα, EMP: 
Ενδοθηλιακά μικροτεμαχίδια,  

PEC: Προγονικά ενδοθηλιακά κύτταρα, VCI: Δείκτης 
αγγειακής ικανότητας  

ο ενδοθηλιακός φαινότυπος χαρακτηρίζει την αγγειακή κατάσταση που θα μπορούσε να ορίσει την «αγγειακή 
αντιρρόπηση» του κάθε ατόμου. Καθώς τα CECs, EMPs και EPCs αποτελούν κλειδιά στην ενδοθηλιακή 
ομοιοστατική ισορροπία, η συνδυασμένη μέτρηση τους παρέχει ένα μη επεμβατικό και αυθεντικό τρόπο για 
την εκτίμηση της αγγειακής αντιρρόπησης (εικόνα 5.1.11). 

 

 

 

Αν τα βασικά επίπεδα των CECs, EMPs και EPCs αντιπροσωπεύουν τη φυσιολογική ισορροπία του 
ενδοθηλίου, κάθε απόκλιση από αυτήν την ισορροπία δείχνει την πιθανή παρουσία μίας βλαπτικής διαδικασίας 
που επηρεάζει την ενδοθηλιακή ακεραιότητα. Η αύξηση τόσο των CECs όσο και των EMPs μπορεί να 
συσχετίζεται με το βαθμό της αγγειακής βλάβης και η φαινοτυπική τους ανάλυση μπορεί να παράσχει 
πληροφορίες για το μηχανισμό ή την αιτιολογία της. Ως απόκριση σε οξεία ενδοθηλιακή βλάβη, όπως η 
προφλεγμονώδης ενεργοποίηση, η αύξηση των CECs και EMPs σχετίζεται με αυξημένους αριθμούς 
κυκλοφορούντων EPCs. Η κινητοποίηση λειτουργικά ικανών EPCs δείχνει την ύπαρξη ενός ενδογενούς 
αντισταθμιστικού μηχανισμού επιδιόρθωσης που μπορεί αποτελεσματικά να συμβάλλει στην επαναφορά της 
ενδοθηλιακής ακεραιότητας. Συνακόλουθα, μία στροφή προς φυσιολογικά επίπεδα των δεικτών αναμένεται 
μόλις πραγματοποιηθεί η ενδοθηλιακή επιδιόρθωση. Ένα τέτοιο προφίλ που χαρακτηρίζεται από προσωρινή 
αύξηση των EMPs και EPCs έχει περιγραφεί σε άτομα που εκτέθηκαν για λίγο σε παθητικό κάπνισμα92. Η 
ανεπάρκεια της επιδιορθωτικής απόκρισης είναι συμβατή με διαταραχή στην αγγειακή αντιρρόπηση και θα 
μπορούσε να υποδηλώνει την ανάπτυξη αγγειακών επιπλοκών. Η χρόνια έκθεση σε καρδιαγγειακούς 
παράγοντες κινδύνου, σχετίζεται τόσο με ενδοθηλιακή βλάβη όσο και με εξάντληση των κυττάρων 
επιδιόρθωσης93, 94. Αύξηση των δεικτών βλάβης (EMPs και CECs) με ελαττωμένα επίπεδα ή διαταραγμένα 
λειτουργικά EPCs ισοδυναμεί με αποτυχία της αντιρροπιστικής ικανότητας που μπορεί να συμβάλλει στην 
ανάπτυξη και εξέλιξη της αθηροσκλήρωσης95.  
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Εικόνα 5.1.12. Διαστολή επαγόμενη από τη ροή 
(FMD).  
Παράδειγμα μιας τυπικής εικόνας 
υπερηχογραφήματος της βραχιόνιας αρτηρίας. Η 
αρτηριακή διάμετρος απεικονίζεται σχηματικά σε 
βασικό επίπεδο και μετά από ενεργό υπεραιμία που 
επάγει FMD. Στο δεξί τμήμα απεικονίζεται η 
μετρούμενη FMD με την πάροδο του χρόνου. 

5.1.4 Μέθοδοι μελέτης του ενδοθηλίου. 

Η ικανότητα του ενδοθηλίου να επιδιορθωθεί είναι περιορισμένη και επομένως είναι απαραίτητοι οι 
τρόποι για μα αποτραπεί και να εκτιμηθεί η ενδοθηλιακή βλάβη και δυσλειτουργία. Αυτό το είδος της έρευνας 
απαιτεί τη χρήση αξιόπιστων μεθόδων για την διερεύνηση της λειτουργικής και ανατομικής ακεραιότητας του 
ενδοθηλίου. Ενώ αυτή η διερεύνηση μπορεί να γίνει εύκολα στα ζώα, στον άνθρωπο είναι εξαιρετικά δύσκολο 
να αποκτηθεί άμεση πληροφορία για την ενδοθηλιακή βιολογία. Επιπρόσθετα, από τη στιγμή που θα 
εγκατασταθεί η ενδοθηλιακή δυσλειτουργία, είναι δύσκολο να διερευνηθούν οι υποκείμενοι βιοχημικοί 
μηχανισμοί. Ως παρένθετο μοντέλο του ανθρώπινου ενδοθηλίου, αρκετοί ερευνητές χρησιμοποιούν 
κυτταροκαλλιέργειες ανθρώπινων ενδοθηλιακών σειρών που παρέχουν τη δυνατότητα για εκτεταμένες και 
αναλυτικές βιοχημικές αναλύσεις και χειρισμούς. Ωστόσο, διατηρούνται πάντοτε επιφυλάξεις σχετικά με τη 
μεταφορά των αποτελεσμάτων που αποκτήθηκαν in-vitro, στην in-vivo κλινική εικόνα96. Οι παρατηρήσεις 
αυτές υπογραμμίζουν την ανάγκη για πιο άμεσες ex-vivo μελέτες στο ανθρώπινο ενδοθήλιο σε μία κατάσταση, 
όσο το δυνατόν, πιο κοντά στο in-vivo φυσικό περιβάλλον. 

Οι πλέον ευρέως χρησιμοποιούμενες μέθοδοι για τη μελέτη του ενδοθηλίου περιλαμβάνουν κυρίως 
δύο κατηγορίες, τις λειτουργικές δοκιμασίες και τη χρήση βιολογικών δεικτών (βιοχημικές και κυτταρικές 
μέθοδοι). Στις λειτουργικές δοκιμασίες εντάσσονται η εξαρτώμενη από το ενδοθήλιο αγγειοδιαστολή, η 
αρτηριακή διατασιμότητα και η ταχύτητα μετάδοσης του σφυγμικού κύματος97. Η χρήση βιοχημικών δεικτών 
περιλαμβάνει την ποσοτική εκτίμηση στο πλάσμα διαλυτών μορίων που αντανακλούν μεταβολές στις κύριες 
ενδοθηλιακές λειτουργίες όπως τη φλεγμονή, την αιμόσταση και τη διαπερατότητα του τοιχώματος του 
αγγείου98. Η χρήση κυτταρικών δεικτών αποτελεί μία πολλά υποσχόμενη μέθοδο εκτίμησης της ενδοθηλιακής 
βιολογίας καθώς αντανακλά μεταβολές στην άμεση ενδοθηλιακή βλάβη και αναγεννητική ικανότητα καθώς η 
ενδοθηλιακή δυσλειτουργία θεωρείται απώλεια της ισορροπίας μεταξύ ενδοθηλιακής βλάβης και επιδιόρθωσης, 
όπως περιγράφηκε και παραπάνω99. Την τελευταία δεκαετία, μία επιπρόσθετη μέθοδος για την ex-vivo μελέτη 
των ενδοθηλιακών κυττάρων έγινε διαθέσιμη. Πρόκειται για την ενδοθηλιακή βιοψία με ενδαγγειακή 
προσπέλαση που στοχεύει στη συλλογή ζωντανών ενδοθηλιακών κυττάρων προκειμένου να μελετήσει την 
γονιδιακή έκφραση στα σημεία της βλάβης100. 

 

5.1.4.1 Λειτουργικές δοκιμασίες για τη μελέτη του ενδοθηλίου. 

Διαφορετικές τεχνικές έχουν αναπτυχθεί για τη μέτρηση της ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας. Η πρώτη 
επίδειξη της ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας στις αθηροσκληρωτικές στεφανιαίες αρτηρίες χρησιμοποιώντας 
ενδοστεφανιαία έγχυση ακετυλοχολίνης, δημοσιεύθηκε το 1986101. Αργότερα, νέες λιγότερο ή και καθόλου 
επεμβατικές τεχνικές αναπτύχθηκαν για να εκτιμηθεί η ενδοθηλιακή δυσλειτουργία κυρίως στην κυκλοφορία 
του πήχη102. Όλες οι διαφορετικές τεχνικές έχουν τα πλεονεκτήματα και τα μειονεκτήματα τους και, το 
σημαντικότερο, διαφέρουν ανάλογα με το αγγειακό σκέλος που εξετάζεται. Η βασική αρχή πάντως είναι απλή : 
οι μεγάλες αρτηρίες-αγωγοί όπως η βραχιόνια ή η κερκιδική διαστέλλονται ως απόκριση σε υπεραιμία 
(απαγόμενη από ροή αγγειοδιαστολή, FMD) ή σαν αποτέλεσμα ενδαρτηριακής έγχυσης ουσιών όπως η 
ακετυλοχολίνη, σεροτονίνη ή βραδυκινίνη μόνο παρουσία ενδοθηλίου λειτουργικά ανέπαφου και ικανού να 
απελευθερώνει NO ή άλλες αγγειοδιασταλτικές ουσίες.  

Η επαγόμενη από ροή αγγειοδιαστολή (FMD) εκτιμάται συνήθως με υπερήχους στις αρτηρίες 
του πήχη. Είναι μη επεμβατική και έχει γίνει η σημαντικότερη μορφή μέτρησης της ενδοθηλιακής 
δυσλειτουργίας, εκμεταλλευόμενη την απελευθέρωση NO σαν αποτέλεσμα της διατμητικής τάσης του αίματος 
που προκύπτει από την υπεραιμία που ακολουθεί την απόφραξη της βραχιόνιας αρτηρίας με ένα αεροθάλαμο 
πιεσομέτρου. Η απόκριση είναι όντως εξαρτώμενη από το NO103, 104 (εικόνα 5.1.12). Όμως απαιτεί μεγάλη 
εξοικείωση καθώς τεχνικά είναι δύσκολή και χρειάζεται καλή εκπαίδευση και τυποποίηση. 
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Εικόνα5.1.13. Μέτρηση της στεφανιαίας αγγειακής 
δραστικότητας 

Μικροί καθετήρες τοποθετούνται στο εγγύς τμήμα των 
στεφανιαίων αρτηριών και εγχύονται ακετυλοχολίνη ή 
νιτρογλυκερίνη για να μετρηθούν η εξαρτώμενη και 
ανεξάρτητη από το ενδοθήλιο αγγειοδιαστολή 
αντίστοιχα. Οι μεταβολές στην αγγειακή διάμετρο 
μετρώνται με ποσοτική στεφανιαία αγγειογραφία. 
Μετρήσεις της ταχύτητας ροής με Doppler 
χρησιμοποιούνται για να εκτιμηθεί η 
αγγειοδραστικότητα των μικρών αγγείων στην 
ακετυλοχολίνη και αδενοσίνη αντίστοιχα. 

Η πληθυσμογραφία μετά από απόφραξη φλέβας αν και περιορίζεται από τον ημιεπεμβατικό της 
χαρακτήρα καθώς απαιτεί καθετηριασμό της βραχιόνιας αρτηρίας, έχει το πλεονέκτημα ότι μόρια, ορμόνες ή 
φάρμακα όπως ακετυλοχολίνη ή νιτρογλυκερίνη μπορούν να εγχυθούν απευθείας στην αρτηρία και να 
εκτιμηθεί η εξαρτώμενη και ανεξάρτητη από το ενδοθήλιο αντίστοιχα, αγγειοδιαστολή105, 106. Είναι επίσης 
δυνατόν να χορηγηθούν και άλλοι αγωνιστές και ανταγωνιστές και ακόμα νέες ουσίες σε πολύ χαμηλή, 
συστηματικά μη δραστική, δόση στη βραχιόνια αρτηρία χρησιμοποιώντας το έτερο άκρο ως εσωτερικό σημείο 
ελέγχου. Οι μεταβολές στη ροή αίματος στον πήχη μετρώνται με πληθυσμογραφία και στα δύο χέρια και 
εκφράζονται σαν ο λόγος μεταβολής της ροής που μετρήθηκε στα δύο χέρια. Αν και η μικροκυκλοφορία στον 
πήχη (που μετράται με αυτόν τον τρόπο) δεν αποτελεί στόχο της αθηροσκλήρωσης, φαίνεται παρόλα αυτά ότι 
η απόκριση στην ακετυλοχολίνη έχει ανεξάρτητη προγνωστική αξία για μελλοντικά καρδιαγγειακά 
συμβάματα107.  

Οι μετρήσεις της λειτουργίας του στεφανιαίου ενδοθηλίου μπορούν να ληφθούν στο αιμοδυναμικό 
εργαστήριο, αλλά πάντοτε περιορίζονται από τον επεμβατικό τους χαρακτήρα. Παρόλα αυτά, αν εφαρμοστούν 
κατάλληλα, παρέχουν μία πολύτιμη πληροφορία για το στεφανιαίο αγγειακό δίκτυο. Τα περισσότερα 
πρωτόκολλα δουλεύουν με την ενδοστεφανιαία έγχυση ακετυλοχολίνης για να μετρηθεί η εξαρτώμενη από το 
ενδοθήλιο αγγειοδιαστολή και νιτρογλυκερίνη για να μετρηθεί η ανεξάρτητη από το ενδοθήλιο αγγειοδιαστολή 
(εικόνα 5.1.13). 

 

 

 

 

 

Καθώς όλες οι παρούσες αποδεκτές μέθοδοι για την εκτίμηση της ενδοθηλιακής λειτουργίας είναι είτε 
επεμβατικές είτε υποφέρουν από σημαντική διακύμανση μεταξύ μετρήσεων του ίδιου παρατηρητή ή μεταξύ 
παρατηρητών, άλλες μέθοδοι που χρησιμοποιούνται για την εκτίμηση της αποτελούν η πληθυσμογραφία 
του δακτύλου που αναπτύχθηκε πρόσφατα και βασίζεται στη μέτρηση των μεταβολών του παλμικού 
αρτηριακού όγκου108, 109. Η ελάττωση του αρτηριακού όγκου αίματος στην άκρη του δακτύλου, προκαλεί 
ελάττωση στις μεταβολές της παλμικής αρτηριακής στήλης ελαττώνοντας το μετρούμενο σήμα και 
αντίστροφα. Ομοίως με την FMD, ένας αεροθάλαμος πίεσης τοποθετείται στον άνω βραχίονα ενώ ο 
ετερόπλευρος βραχίονας χρησιμεύει για μετρήσεις ελέγχου. Μετά τη μέτρηση των μεταβολών όγκου αίματος 
σε βασικές συνθήκες, ο αεροθάλαμος φουσκώνει πάνω από την αρτηριακή πίεση και ξεφουσκώνει μετά από 5 
λεπτά για να επάγει ενεργό υπεραιμία στο βραχίονα. Ο υπολογιζόμενος δείκτης μεταξύ του άκρου με την 
υπεραιμία και του άκρου ελέγχου, αποτελεί τη μέτρηση της ενδοθηλιακής λειτουργίας. Μεταβολές του όγκου 
μπορούν να μετρηθούν και μετά την έγχυση νιτρογλυκερίνης. Ωστόσο η ενίσχυση του παλμικού 
πολλαπλασιασμού μετά την ενεργό υπεραιμία αποτελεί μία πολύπλοκη απόκριση στην ισχαιμία. Μπορεί να 
αντανακλά μεταβολές στη ροή καθώς και στη διαστολή των μικροαγγείων και είναι μερικά μόνο εξαρτώμενη 
από το NO110. Μελέτες έχουν δείξει ότι διαταραχές στην περιφερική ενδοθηλιακή λειτουργία του δακτύλου 
σχετίζονται με τη στεφανιαία μικροαγγειακή λειτουργία σε ασθενείς με πρώιμη αθηροσκλήρωση111. Σε μία 
μελέτη στην κοορτή Framingham, η ψηφιακή λειτουργία των μικροαγγείων σχετιζόταν με τους παραδοσιακούς 
και μεταβολικούς καρδιαγγειακούς παράγοντες112. 

Η ανάλυση του παλμικού κύματος αποτελεί μία μη επεμβατική τεχνική που στηρίζεται στη 
μέτρηση του παλμικού κύματος και την εικόνα ταχύτητας του διαδιδόμενου και ανακλώμενου κύματος. Το 
παλμικό κύμα της αορτής μπορεί να μετρηθεί ως ο δείκτης ενίσχυσης113. Αν και η ενδοθηλιακή λειτουργία δεν 
αποτελεί τη μοναδική συμβολή στη αρτηριακή ακαμψία, εντούτοις επηρεάζει τα αποτελέσματα αυτής της 
μεθοδολογίας και μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να ελεγχθούν οι δράσεις των ενδοθηλιακών μεσολαβητών 
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στην αγγειακή ακαμψία (ανασκόπηση114). Η αορτική ακαμψία όπως εκφράζεται με την ταχύτητα του παλμικού 
κύματος αποτελεί ισχυρό προγνωστικό δείκτη για μελλοντικά καρδιαγγειακά γεγονότα και θνησιμότητα, ειδικά 
σε ασθενείς με υψηλό βασικό κίνδυνο, όπως φάνηκε πρόσφατα από μία μετα-ανάλυση 15.000 ατόμων115.  

Το πάχος του έσω-μέσου χιτώνα στις καρωτίδες αρτηρίες (Intima-Media thickness, IMT) 
καθορίζεται χρησιμοποιώντας υψηλής ευκρίνειας υπέρηχο. Αναπαριστά ένα ακόμα δείκτη της 
αθηροσκληρωτικής δομικής αναδιαμόρφωσης του αγγειακού τοιχώματος που είναι ιδιαίτερα κατατοπιστικό 
όταν οι μετρήσεις γίνονται στην καρωτιδική διακλάδωση και στην έσω καρωτίδα116. Η τεχνολογική αυτή 
πλατφόρμα επιτρέπει στον ερευνητή να ανιχνεύσει και καρωτιδικές πλάκες, ένα εύρημα που συσχετίζεται με 
αυξημένη επίπτωση εμφράγματος μυοκαρδίου και αγγειακού εγκεφαλικού επεισοδίου116. 

Ο σφυρο-βραχιόνιος δείκτης (Ankle-Brachial Index, ABI), ο λόγος της συστολικής αρτηριακής 
πίεσης στα πόδια και στις βραχιόνιες αρτηρίες, μετράται χρησιμοποιώντας ένα ανιχνευτή Doppler και αποτελεί 
φθηνή, μη επεμβατική, μέθοδο για την εκτίμηση ασθενών για περιφερική αγγειακή νόσο116. Πρόσφατα 
βρέθηκε ότι ο ABI συσχετίζεται με δείκτες φλεγμονής στο ορό όπως η CRP ενώ σε μία προοπτική μελέτη οι 
διαταραχές και στις δύο αυτές παραμέτρους σχετιζόταν με τετραπλασιασμό του κινδύνου για έμφραγμα 
μυοκαρδίου, αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο ή θάνατο117.  

 

5.1.4.2 Χρήση βιοχημικών δεικτών στην εκτίμηση της βιολογίας του ενδοθηλίου. 
 

Μία ευρεία εκτίμηση των ποικίλων δράσεων του ενδοθηλίου μπορεί να ληφθεί με τη μελέτη των 
επιπέδων μορίων ενδοθηλιακής προέλευσης στο αίμα. Περιλαμβάνουν συνήθως άμεσα προϊόντα των 
ενδοθηλιακών κυττάρων που αλλάζουν όταν το ενδοθήλιο ενεργοποιείται όπως μέτρηση προϊόντων της 
βιολογίας του NO [νιτρικά και νιτροζυλιωμένες πρωτεΐνες, ασύμμετρη διμέθυλ-αργινίνη (ADMA)-ενός 
ενδογενούς συναγωνιστικού αναστολέα της eNOS και απευθείας μέτρηση του NO]. Δυστυχώς οι μετρήσεις 
είναι σχετικά δύσκολες και δεν αντανακλούν αποκλειστικά το παραγόμενο από το ενδοθήλιο NO118. Τα επίπεδα 
της ADMA αυξάνονται σε άτομα με καρδιαγγειακούς παράγοντες κινδύνου (δυσλιπιδαιμία, υπέρταση) καθώς 
επίσης και σε άτομα με νοσηρές καταστάσεις που σχετίζονται με αυξημένο κίνδυνο αθηροσκλήρωσης όπως 
σακχαρώδη διαβήτη, και νεφρική ανεπάρκεια. Τα αυξημένα επίπεδα της ADMA σχετίζονται με ελάττωση της 
βιοδιαθεσιμότητας του NO τόσο σε μελέτες ζώων όσο και σε κλινικές μελέτες119. Η αύξηση της ADMA 
οφείλεται, τουλάχιστον μερικά, σε μειωμένη δραστικότητα του ενζύμου αποδόμησης της το οποίο είναι 
εξαιρετικά ευαίσθητο σε τροποποιήσεις της οξειδοαναγωγικής κατάστασης του κυττάρου που συνοδεύει τους 
καρδιαγγειακούς παράγοντες κινδύνου και τη φλεγμονή120. Καθώς τα επίπεδα της ADMA έχουν συσχετισθεί με 
υψηλό φορτίο προκλινικής αθηροσκληρωτικής νόσου, μπορεί να αποτελέσουν ένα καλό δείκτη της 
ενδοθηλιακής κατάστασης και του κινδύνου στην κλινική πράξη121. Προς το παρόν όμως η μέθοδος παραμένει 
δύσκολή και δαπανηρή. 

Η ενδοθηλιακή ενεργοποίηση οδηγεί σε αυξημένη έκφραση φλεγμονωδών κυτταροκινών και μορίων 
προσκόλλησης που επιτρέπουν τη στρατολόγηση λευκοκυττάρων, την προσκόλληση και τη μετανάστευση στο 
υπενδοθηλιακό διάστημα, χαρακτηριστικά που αποτελούν κύρια σημεία της αθηροσκληρωτικής διαδικασίας. 
Καλά χαρακτηρισμένα μόρια που μπορούν να μετρηθούν στην κυκλοφορία με εμπορικά διαθέσιμες 
ανοσολογικές μεθόδους περιλαμβάνουν την E-σελεκτίνη, VCAM-1, ICAM-1 και P-σελεκτίνη122, 123. Πολλά από 
αυτά τα μόρια προέρχονται από πολλαπλές πηγές που δεν είναι όλες ξεκάθαρες αλλά η E-σελεκτίνη αποτελεί 
το πλέον ειδικό για την ενδοθηλιακή ενεργοποίηση. Τα επίπεδα αυξάνονται σε συνάρτηση με τους 
καρδιαγγειακούς παράγοντες κινδύνου και έχουν σχετιστεί με δομικές και λειτουργικές μετρήσεις της 
αθηροσκληρωτικής νόσου καθώς επίσης και με δυσμενή καρδιαγγειακή πρόγνωση124, 125.  

Ομοίως, οι προθρομβωτικές ιδιότητες του ενδοθηλίου μπορούν να μετρηθούν σαν μεταβολές στη 
ισορροπία του ενεργοποιητή του ιστικού πλασμινογόνου και του ενδογενούς αναστολέα του PAI-1126. Ομοίως 
ο παράγοντας vWF,μία γλυκοπρωτεΐνη που προέρχεται κυρίως από το ενδοθήλιο, απελευθερώνεται στην 
κυκλοφορία από τα ενεργοποιημένα ενδοθηλιακά κύτταρα και ενεργοποιεί περαιτέρω τα κύτταρα ενώ επίσης 
επάγει την πήξη και την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων. Η μέτρηση του είναι σχετικά εύκολη127, 128.  
 Ένας επιπρόσθετος βιοχημικός δείκτης που μπορεί να χρησιμοποιηθεί αποτελεί οι CRP και ειδικά η 
υψηλής ευαισθησίας (hs-CRP) που αποτελεί με διαφορά τον πλέον χρησιμοποιούμενο δείκτη φλεγμονής και 
καρδιαγγειακής νόσου. Η χρήση της προβλέπει τον κίνδυνο για στεφανιαία γεγονότα στη μελέτη 
Framingham129και τα αυξημένα επίπεδα της αυξάνουν τον καρδιαγγειακό κίνδυνο130 
 Τέλος, δείκτες για την εκτίμηση της ενδοθηλιακής βιολογίας μπορούν να αποτελέσουν και ορισμένα 
άλλα μόρια που αφορούν κυρίως αγγειογενείς αυξητικούς παράγοντες (π.χ. VEGF) κυρίως λόγω της 
συμμετοχής τους στην ενδοθηλιακή λειτουργία. 
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5.1.4.3 Χρήση κυτταρικών δεικτών στην εκτίμηση της βιολογίας του ενδοθηλίου. 
 

Η ικανότητα του προσκολλημένου στο τοίχωμα των αγγείων ενδοθηλίου να υφίσταται κυτταρικές 
μεταβολές επαναπροσδιόρισε τη λειτουργία του ως ενός δυναμικού ιστού που βρίσκεται σε συνεχή 
αλληλεπίδραση με ένα κυκλοφορούν κυτταρικό διαμέρισμα το οποίο αντανακλά τόσο τη βλάβη όσο και την 
αναγέννηση των αγγειακών δομών. 

Ο κυτταρικός αυτός πληθυσμός προέρχεται από το ενδοθήλιο και οδήγησε στο χαρακτηρισμό μιας 
τρίτης μεθόδου μελέτης του ενδοθηλίου. Πρόκειται για την ομάδα των κυτταρικών δεικτών που αφορά 
ουσιαστικά τα κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κύτταρα (CEC-Circulating Endothelial cells) και τα προερχόμενα 
από το ενδοθήλιο μικροτεμαχίδια (EMP-Endothelial MicroParticles) που απελευθερώνονται στην κυκλοφορία 
ως αποτέλεσμα βλάβης του ενδοθηλίου καθώς και τα ενδοθηλιακά προγονικά κύτταρα (EPC-Endothelial 
Progenitor Cells) που συμμετέχουν στην αναγέννηση και επιδιόρθωση του131-135. Τα συγκριτικά 
χαρακτηριστικά τους περιγράφονται στον πίνακα 5.1. 

 

Πίνακας 5.1. Συγκριτικά χαρακτηριστικά των CECs, EMPs και EPCs 
(Πηγή: Sabatier, F. et.a.l.  J. Cell. Mol. Med. 2009:13(3): 454-471 ) 

 
 CECs 

 

 
 

EMPs 
 

 
 

EPCs 
 

 
 

Προέλευση  Αγγειακό τοίχωμα Αγγειακό τοίχωμα Μυελός οστών, άλλες εστίες 

Μορφολογία Ώριμα κύτταρα διαμέτρου 15–50μm  Κυστίδια ενδοθηλιακής προέλευσης 
διαμέτρου 0.1–1 μm 

Ανώριμα κύτταρα διαμέτρου < 15 μm 

Φαινότυπος CD31+, CD34+ CD105+, CD146+ CD144+, CD146+, CD62E+, CD51+ CD133+, CD34+, KDR+, CD117+ 
 Ulex Europaeus lectin+, vWF+ CD31+/CD42- CD146 +/- 

 eNOS+ CD31+/CD51+ CD45 +/- 

 CD45–, CD133–   
Μέθοδοι 
ανίχνευσης 

Φυγοκέντρηση βαθμίδωσης πυκνότητας Κυτταρομετρία ροής Κυτταρομετρία ροής 

 CD146 ανοσομαγνητικός διαχωρισμός 
και μικροσκοπία φθορισμού 

ELISA Κλωνογονικές μέθοδοι : 
CFU-ECs: («Πρώιμα» EPCs) 
HPP-ECFC:(«όψιμα» EPCs) 

 CD146 ανοσομαγνητικός διαχωρισμός 
και κυτταρομετρία ροής 

Παγίδευση στερεάς φάσης  

 CD146 ανοσομαγνητικός διαχωρισμός 
και ανάλυση εικόνας 

  

 Κυτταρομετρία ροής   

Παθοφυσιολογία Ενδοθηλιακή βλάβη Ενδοθηλιακή ενεργοποίηση/απόπτωση Νεοαγγείωση, επιδιόρθωση 

CEC: Κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κύτταρα, EMP:Ενδοθηλιακά μικροτεμαχίδια, EPC:Ενδοθηλιακά προγονικά κύτταρα, CFU-ECs: Μονάδες σχηματισμού 
αποικιών ECs, HPP-ECFC:Υψηλού πολλαπλασιαστικού δυναμικού-κύτταρα σχηματίζοντα ενδοθηλιακές αποικίες 

 
 Κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κύτταρα (CECs) και ενδοθηλιακά μικροτεμαχίδια (EMPs). 

 

Πρόκειται για κυτταρικούς δείκτες αρκετά σπάνιους στο περιφερικό αίμα σε ποσοστό περίπου 0.01%-
0.001% των ολικών λευκοκυττάρων και επομένως μία σημαντική παράμετρος στη μελέτη τους αποτελεί η 
χρήση ευαίσθητων μεθόδων για την ανίχνευση και απομόνωση τους136. 

Η ακριβής προέλευση των CECs δεν είναι προς το παρόν απόλυτα καθορισμένη. Τα δεδομένα από τη 
βιβλιογραφία μέχρι στιγμής συμφωνούν στην άποψη ότι τα CECs είναι ώριμα κύτταρα τα οποία αποκολλώνται 
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από το τοίχωμα του αγγείου και εισέρχονται στην κυκλοφορία είτε στα πλαίσια της φυσιολογικής 
ανακύκλωσης τους είτε ως απόκριση σε βλάβη137, μηχανική (π.χ. υπέρταση) ή χημική (π.χ. υπεργλυκαιμία)138. 
Κάτω από φυσιολογικές, σταθερές, συνθήκες ο αριθμός τους είναι πολύ χαμηλός καθώς η ενδοθηλιακή 
ανακύκλωση είναι αρκετά αργή διαδικασία απουσία παθολογικού ερεθίσματος και τα μη βιώσιμα CECs 
καθαιρούνται ταχέως από το δικτυοενδοθηλιακό σύστημα. Ο αριθμός τους αναμένεται να αυξηθεί ως 
αποτέλεσμα οποιουδήποτε τύπου βλάβης του αγγειακού τοιχώματος131.  

Πρόσφατα, η κλινική και παθοφυσιολογική σημασία αυτών των κυττάρων ξανακέρδισε την προσοχή. 
Τα «διαμένοντα» στο αγγειακό τοίχωμα κύτταρα μπορούν να αποκολληθούν είτε ως ζωντανά και άθικτα 
κύτταρα ή ως κυτταρικά θραύσματα. Σαν αποτέλεσμα, τα κύτταρα αυτά συχνά φέρουν χαρακτηριστικά 
αποπτωτικών κυττάρων με εξωτερίκευση της φωσφατιδυλσερίνης και πρόσδεση του δείκτη πρώιμης 
απόπτωσης Annexin V ή εικόνα κυτταρικού θανάτου με απώλεια της ακεραιότητας της πλασματικής 
μεμβράνης και άρα πρόσληψη της χρωστικής του ιωδιούχου προπιδίου (PI)139. Δεν είναι επίσης ξεκάθαρο αν 
τα κύτταρα αυτά προέρχονται και από σημεία μη αντιρροπούμενης αγγειογένεσης στα οποία τα ECs 
πολλαπλασιάζονται και λόγω αποτυχίας οργάνωσης σχηματίζουν ανώριμες και με διαρροή σωληνωτές δομές 
που έρχονται σε επαφή με την κυκλοφορία140. Άθικτα κύτταρα είναι συνήθως μεγέθους 10-70μm αλλά 
μεγαλύτερα συσσωματώματα μπορούν επίσης να ανευρεθούν. Γιγαντιαία κύτταρα έχουν αναφερθεί στη 
λοίμωξη με κυτταρομεγαλοϊό141, συναθροίσματα από άθικτα ECs έχουν απομονωθεί από ασθενείς με οξύ 
στεφανιαίο σύνδρομο142 ενώ σοβαρά κατεστραμμένα κύτταρα απομονώθηκαν από ασθενείς με αγγειίτιδα 
ANCA143. Σε αντίθεση, τα δύο τρίτα των CECs σε φυσιολογικά άτομα, πιστεύεται ότι είναι αποπτωτικά144. Η 
βιωσιμότητα των CECs παραμένει εξαιρετικά διφορούμενο θέμα. Τα CECs στην αγγειίτιδα ANCA όπως 
προαναφέρθηκε είναι κυρίως νεκρωτικά και με πλήρη αδυναμία ex-vivo καλλιέργειας143. Βιώσιμα κύτταρα 
έχουν παρατηρηθεί περιστασιακά σε 6 από τους 15 ασθενείς με σηπτική καταπληξία145 ενώ φάνηκε ότι και τα 
CD146+ κύτταρα του αγγειακού τοιχώματος επίσης είναι ζωντανά αλλά με περιορισμένο δυναμικό 
πολλαπλασιασμού146. Τα CECs επίσης έχουν καλλιεργηθεί και επιτυχώς για 10 μέρες αλλά χωρίς να 
παρατηρηθεί σημαντική ικανότητα πολλαπλασιασμού147. Βιώσιμα CECs έχουν καταγραφεί και σε ασθενείς με 
καρκίνο αλλά αυτό μάλλον αντανακλά μία διαφορετική κατάσταση εμμένουσας αγγείωσης του όγκου148.  

Προφανώς, η απλή καταμέτρηση των CECs αν και έχει χρησιμοποιηθεί για να προβλέψει συνακόλουθα 
καρδιαγγειακά συμβάματα σε ασθενείς με οξύ στεφανιαίο σύνδρομο149, δεν μπορεί να διακρίνει το σημείο από 
όπου προέρχονται και άρα το σημείο της βλάβης. Παρόλα αυτά, ο φαινοτυπικός τους χαρακτηρισμός μπορεί 
να δώσει συμπεράσματα για τον πιθανό παθοφυσιολογικό μηχανισμό που προκάλεσε τη βλάβη, όπως η 
έκφραση μορίων προσκόλλησης στην επιφάνεια τους στα πλαίσια φλεγμονώδους παθολογίας που σχετίζεται 
με επαγόμενη από κυτταροκίνες αποκόλληση στη δρεπανοκυτταρική αναιμία150 ή η απόπτωση και νέκρωση 
του ενδοθηλίου σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. Επίσης διαφορετικοί φαινότυποι μπορούν να δείχνουν κύτταρα με 
προέλευση από διαφορετικά αγγειακά στρώματα. Η έκφραση του δείκτη CD36 θεωρείται ότι χαρακτηρίζει τα 
μικροαγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα όπως είναι τα μισά από τα CECs φυσιολογικών ατόμων151, το 78% των 
CECs στη δρεπανοκυτταρική αναιμία150 αλλά και στον καρκίνο152, 153 ενώ απουσιάζει από τα CECs ασθενών με 
οξύ στεφανιαίο σύνδρομο, ενδεικτικό μακροαγγειακής προέλευσης154 (πίνακας 5.2.). 
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Πίνακας 5.2. Μεταβολές του αριθμού των CECs και συσχετίσεις με κλινικούς και βιοχημικούς παράγοντες 
(Πηγή: Erdbruegger, U. et.al. Curr. Stem Cell Res. Ther. 2010;5:294-302 

 
Νόσος/Κατάσταση  Μεταβολές στα CEC s και φαινότυποι Μέθοδος Κύρια ευρήματα  Βιβλ. Αναφορά  

 
 
 

 Ανατομική 
περιοχή 

Ενεργοποίηση Απόπτωση 

Στεφανιαία 
Αγγειοπλαστική  

↑    IMS Αύξηση CEC ενδεικτική 
τραυματικής βλάβης του 
αγγείου 

88 

Οξύ Στεφανιαίο 
Σύνδρομο 

↑ CD36 ICAM-1, TF+ 10% IMS Αύξηση CEC ενδεικτική 
βλάβης του αγγείου 

154 

      Αύξηση CEC νωρίτερα και 
ανεξάρτητα από την 
τροπονίνη 

155 

      Τα επίπεδα CECs 
συσχετίζονταν με vWF, IL6 
και ήταν προγνωστικά για 
μείζον καρδιαγγειακό 
σύμβαμα 

156 

Καρδιακή 
Ανεπάρκεια  

↑    IMS Τα CECs συσχετίζονταν 
αντίστροφα με την FMD 
και θετικά με vWF και sTF 

157 

Σακχαρώδης 
Διαβήτης 

↑    IMS Τα επίπεδα CECs ήταν 
ανεξάρτητα από τη 
γλυκόζη πλάσματος και 
την HbA1c 

158 

Θρομβωτική 
Μικροαγγειοπάθεια  

↑ CD36   IMS Τα επίπεδα CECs 
σχετιζόταν με την 
πρόγνωση 

159 

Αγγειακό 
Εγκεφαλικό 
Επεισόδιο 

↑    IMS Τα επίπεδα CECs 
σχετιζόταν με την sE-
σελεκτίνη και vWF 

160 

Πνευμονική 
Υπέρταση  

↑ CD36 E sel  IMS Τα επίπεδα CECs 
σχετιζόταν με τη συστολική 
και διαστολική πίεση του 
αίματος 

144 

Δρεπανοκυτταρική 
αναιμία  

↑ CD36 ICAM-1, E sel, 
VCAM-1,TF+ 

80% IMS Αυξημένα επίπεδα CECs 
συσχετιζόταν με την κρίση 

150 

Αιμοδιύλιση ↑    IMS Τα CECs είναι 
προγνωστικά για 
καρδιαγγειακά γεγονότα  

161 

Μεταμόσχευση 
νεφρού  

↑↓    IMS Τα CECs είναι ενδεικτικά 
για αγγειακή απόρριψη 
μοσχεύματος  

162 

      Τα CECs ελαττώθηκαν 1 
χρόνο μετά τη 
μεταμόσχευση και 
σχετίζονταν με την 
ανοσοκατασταλτική 
θεραπεία 

163 

Μεταμόσχευση 
μυελού οστών  

↑    IMS Τα CECs συσχετίζονταν με 
την ένταση της θεραπείας 
εισαγωγής. 

164 

Συστηματική 
σκλήρυνση  

↑  ICAM-1, E sel  FCM Τα ολικά και 
ενεργοποιημένα  CECs 
συσχετίζονταν με την 
ενεργότητα της νόσου και 
τη σοβαρότητα της 
πνευμονικής υπέρτασης 

165 

Αγγειίτιδα ↑  TF+  IMS Τα CECs συσχετιζόταν με 
την ενεργότητα της νόσου 
και την ανοσοκατασταλτική 
θεραπεία 

143 

Σ.Ε.Λ.  ↑  Νιτροτυροσίνη 100% FCM Τα επίπεδα CECs 
συσχετίζονταν αντίστροφα 
με την  FMD θετικά με vWF 
και sTF 

166 

     FCM Τα επίπεδα CECs 
συσχετίζονταν με τη 
σοβαρότητα της νόσου και 
τα επίπεδα πλάσματος του 
C3a  

167 

Συντομογραφίες : IMS: CD146  ανοσομαγνητικός διαχωρισμός, FCM: Κυτταρομετρία ροής, E sel: E-σελεκτίνη, vWF: Παράγοντας von Willebrand, sTF: Διαλυτός ιστικός παράγοντας, FMD: 
Αγγειοδιαστολή διαμεσολαβούμενη από ροή, HbA1c: Γλυκοζυλιωμένη αιμοσφαιρίνη 

 

Υπάρχουν διάφοροι δυνητικοί μηχανισμοί για την αποκόλληση των ECs. Αυτή μπορεί να προκληθεί 
από ελαττωματική ικανότητα προσκόλλησης τους σαν αποτέλεσμα δράσης πρωτεασών ή/και κυτταροκινών ή 
από μηχανική βλάβη. Μόρια ενδοθηλιακής προσκόλλησης των οικογενειών των καντχερινών και των 
ιντεγκρινών όπως η VE-Cadherin, η βιτρονεκτίνη και η φιμπρονεκτίνη αντίστοιχα, επάγουν την προσκόλληση 
των ενδοθηλιακών κυττάρων στη θεμέλια ουσία168, 169. Η απώλεια αυτών των σημάτων επιβίωσης κινητοποιεί 
την αποκόλληση και απόπτωση των ECs170. Οι ιογενείς λοιμώξεις αναστέλλουν την αλληλεπίδραση των ECs με 
τις πρωτεΐνες της βασικής μεμβράνης171ενώ η απελευθέρωση πρωτεασών από τα ουδετερόφιλα επίσης 
προκαλεί αποκόλληση των ECs172-175. Μηχανικά ερεθίσματα επίσης μπορεί να προκαλέσουν αποκόλληση των 
ECs από τη βασική μεμβράνη όπως σε ασθενείς με διαδερμικές ενδαγγειακές παρεμβάσεις154. Προστατευτικοί 
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Εικόνα 5.1.14. Μηχανισμοί αποκόλλησης των ενδοθηλιακών κυττάρων από το αγγειακό 
τοίχωμα: επαγωγείς και αναστολείς.  

 

παράγοντες επίσης έχουν περιγραφεί: στη δρεπανοκυτταρική αναιμία, η απόπτωση αναστέλλεται από τον 
VEGF, εύρημα που έχει επιβεβαιωθεί και in-vitro όπου ο VEGF εμποδίζει την απόπτωση των αποκολλημένων 
καλλιεργούμενων κυττάρων176. Η εικόνα 5.1.14 συνοψίζει τους υποθετικούς μηχανισμούς αποκόλλησης των 
ECs.  

 

 

 

 

 

Φαινοτυπικά τα CECs χαρακτηρίζονται από την έκφραση ενδοθηλιακών δεικτών όπως ο παράγοντας 
vonWillebrand , ο δείκτης CD31(PECAM-1) ο δείκτης CD146 (S-Endo1, MCAM, MUC18, P1H12, Mel-CAM) και ο 
δείκτης CD144(VE-Cadherin). Ταυτόχρονα τα κύτταρα αυτά είναι αρνητικά για αιμοποιητικούς δείκτες (CD45) 
και δείκτες προγονικών κυττάρων όπως ο CD133, ενώ καλλιεργούμενα δεν σχηματίζουν κλωνικές αποικίες και 
παρουσιάζουν χαμηλό δυναμικό πολλαπλασιασμού. Από την πληθώρα φαινοτυπικών δεικτών που έχουν 
προταθεί για την αναγνώριση και μέτρηση των CECs, κανένας δεν εκφράζεται αποκλειστικά στα κύτταρα 
αυτά. Ο δείκτης CD146 ο οποίος θεωρούνταν μέχρι πρόσφατα ο πλέον ειδικός για το ενδοθήλιο177 βρέθηκε 
πρόσφατα να εκφράζεται σε ορισμένα μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα, λεία μυϊκά κύτταρα αλλά και σε ένα 
υποπληθυσμό ενεργοποιημένων Τ-λεμφοκυττάρων, κυττάρων τροφοβλάστης αλλά και κυττάρων 
μελανώματος178-180. Ο δείκτης CD144 εκφράζεται και σε αιμοποιητικά κύτταρα από ανθρώπινο εμβρυϊκό ήπαρ 
αλλά και σε ενδοθηλιακά προγονικά κύτταρα181. Μία πολυπαραμετρική ανάλυση χρησιμοποιώντας συνδυασμό 
αντισωμάτων για διαφορετικά αντιγόνα μπορεί να διακρίνει μεταξύ διαφόρων κατηγοριών κυττάρων που 
εκφράζουν το ίδιο αντιγόνο. 

Από άποψη μεθοδολογίας, τα CECs αρχικά απομονώθηκαν με ανοσομαγνητικό διαχωρισμό. Η μέθοδος 
αυτή στη συνέχεια τροποποιήθηκε και οδήγησε στην καθιέρωση ενός πρωτόκολλου συμφωνίας για την 
απομόνωση και καταμέτρηση των κυττάρων αυτών σε μία προσπάθεια να μειωθούν οι παραλλαγές στα 
αποτελέσματα μεταξύ εργαστηρίων182. Η μέθοδος βασίζεται στην επώαση ολικού αίματος με παραμαγνητικά 
σφαιρίδια συζευγμένα με αντι-ενδοθηλιακά αντισώματα όπως το αντι-CD146 που αποτελεί και τον πλέον 
χρησιμοποιούμενο δείκτη88. Μετά την απομόνωση των κυττάρων με τη χρήση μαγνήτη, η ταυτότητα τους 
πρέπει να επιβεβαιωθεί και τα κύτταρα που απομονώθηκαν υφίστανται δευτερογενή χρώση με τη φυτική 
λεκτίνη Ulex Europaeus Agglutinin-1 (UEA-1) που έχει χρησιμοποιηθεί από παλιά για να χαρακτηρίσει τα 
ενδοθηλιακά κύτταρα και αποτελεί σταθερό δείκτη σε πολλαπλές παθολογικές καταστάσεις183-185. Τα CECs 
αναγνωρίζονται ως κύτταρα ως εμπύρηνα κύτταρα ή απύρηνα κυτταρικά τεμάχια που το μήκος τους 
υπερβαίνει τα 10μm, έχουν τουλάχιστον 5 αντι-CD146 ανοσομαγνητικά σφαιρίδια προσκοκολλημένα πάνω 
τους και χρωματίζονται θετικά με την UEA-1 (εικόνα 5.1.15). 
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Εικόνα 5.1.15. CEC από ασθενή με ANCA-θετική 
αγγειίτιδα (ανοσομαγνητικός διαχωρισμός και 
συνακόλουθη χρώση με UEA-1).  

 

 

 

Η κυτταρομετρία ροής αποτελεί εναλλακτική μέθοδο για την απομόνωση και καταμέτρηση των 
CECs147, 152, 165, 186-188. Η μεθοδολογία αυτή είναι αρκετά ελπιδοφόρα καθώς επιτρέπει την ταυτόχρονη 
ανίχνευση πολλαπλών δεικτών και επιτρέπει τη διάκριση κυττάρων. Για παράδειγμα τα CECs μπορούν ναι 
διακριθούν από τα T- λεμφοκύτταρα που επίσης εκφράζουν το δείκτη CD146 με ταυτόχρονη χρήση του CD45 
που εκφράζεται μόνο από τα δεύτερα. Το CD133 βοηθά στη διάκριση με τα προγονικά κύτταρα καθώς δεν 
εκφράζεται από τα CECs ή οποιοδήποτε άλλα ώριμα ECs. Με τη μέθοδο αυτή μπορεί να ανιχνευθεί και η 
έκφραση άλλων μορίων πάνω στα CECs όπως τα ICAM-1, E-σελεκτίνη ή TF. Οι περισσότερες ομάδες ορίζουν 
κυτταρομετρικά τα CECs ως κύτταραCD146+/CD34+/CD45-189. Άλλοι έχουν ορίσει τα CECs ως 
CD31φωτεινά/CD34+/CD45-/CD133-190, 191. Ωστόσο τα CD31φωτεινά κύτταρα θα μπορούσαν να 
περιλαμβάνουν και αιμοπετάλια οδηγώντας σε ψευδώς υψηλούς αριθμούς CECs192.  

Δυστυχώς, οι αριθμοί των κυττάρων που λαμβάνονται με ανοσομαγνητικό διαχωρισμό διαφέρουν 
σημαντικά από αυτούς που λαμβάνονται με κυτταρομετρία ροής. Είναι αξιοσημείωτο ότι οι περισσότεροι, αν 
όχι όλοι, οι ερευνητές που χρησιμοποιούν ανοσομαγνητικό διαχωρισμό αναφέρουν περίπου 10 κύτταρα/ml 
ολικού αίματος σε υγιείς μάρτυρες ενώ με την κυτταρομετρία ροής αναφέρουν αριθμούς της τάξης των 
χιλιάδων ανά ml με ευρύτατο φάσμα διακύμανσης137. Πρόσφατα, προτάθηκε μία κυτταρομετρική προσέγγιση 
που μπορεί πλήρως να αυτοματοποιηθεί και βασίζεται στην ανάλυση μονοπύρηνων κυττάρων για μέγεθος, 
πολυπλοκότητα του πυρήνα και επιφανειακούς δείκτες190. Τα κύτταρα που απομονώθηκαν με αυτή τη 
μεθοδολογία χαρακτηρίστηκαν με ηλεκτρονική μικροσκοπία και αποδείχθηκε ότι είναι εμπύρηνα, με 
ενδοθηλιοειδικά σωμάτια Weibel-Pallade ενώ μοριακά εκφράζουν mRNA της VE-Cadherin.  

Στην αναγνώριση των CECs έχουν χρησιμοποιηθεί και υβριδικές μέθοδοι με Δημοσιευμένες  μελέτες 
έχουν χρησιμοποιήσει υβριδικές μεθόδους συνδυάζοντας ανοσομαγνητικό διαχωρισμό με παραμαγνητικά 
σωματίδια καλυμμένα με μονοκλωνικό αντίσωμα έναντι του CD146 και ακολούθως αναγνώριση των CECs με 
πολυπαραμετρική κυτταρομετρία ροής έναντι ταυτόχρονα συνεκφραζόμενων δεικτών193, 194.  

Η κυτταρομετρία ροής παρέχει πολλά πλεονεκτήματα έναντι του ανοσομαγνητικού διαχωρισμού 
καθώς απαιτεί λιγότερο χρόνο και είναι ευκολότερο να τυποποιηθεί, αλλά απαιτεί εξειδικευμένο προσωπικό και 
εξοπλισμό. Μέχρι στιγμής όλες αυτές οι μέθοδοι δεν έχουν οριστικοποιηθεί καθώς κανένας δείκτης από δεν 
μπορεί αναμφισβήτητα να αναγνωρίσει τα CECs. Οι μεθοδολογίες έχουν αναμφισβήτητα βελτιωθεί και 
αναμένεται να βελτιωθούν ακόμα περισσότερο στο μέλλον μόλις οι νέες μεθοδολογίες επικυρωθούν σε 
επίπεδο κλινικών ευρημάτων. 

Τα ενδοθηλιακά μικροτεμαχίδια (EMPs), περιγράφηκαν για πρώτη φορά σε ασθενείς με παρουσία 
αντιπηκτικού του λύκου που εμφάνισαν θρομβωτικές επιπλοκές87. Ορίστηκαν σαν μικρές κυστιδικές δομές με 
ετερογενή διάμετρο (0.1-1μm) που προέκυπταν από την αναδιαμόρφωση των μεμβρανικών φωσφολιπιδίων 
και διέθεταν φωσφατιδυλσερίνη και αντιγόνα αντιπροσωπευτικά των ενδοθηλιακών κυττάρων. Η παρουσία 
της φωσφατιδυλσερίνης, αν και συχνά χρησιμοποιήθηκε για να ορίσει τα μικροτεμαχίδια, δεν ανιχνεύεται σε 
ένα σημαντικό ποσοστό κυκλοφορούντων και ex-vivo παραγόμενων μικροτεμαχιδίων. Η έλλειψη αυτή της 
φωσφατιδυλσερίνης μπορεί είτε να οφείλεται στην μη διαθεσιμότητα της για πρόσδεση με την annexin V λόγω 
της δέσμευσης της σε άλλες μοριακές δομές με πρωτεΐνες του πλάσματος, είτε υποδηλώνει ότι η 
κυστιδοποίηση γίνεται ανεξάρτητα από την απώλεια της μεμβρανικής ασυμμετρίας195.  

Η παρούσα γνώση σχετικά με τη σύνθεση των μικροτεμαχιδίων προκύπτει από πειράματα σε 
καλλιέργειες ενδοθηλιακών κυττάρων. Για το λόγο αυτό απαιτείται προσοχή καθώς οι in vitro μελέτες μπορεί 
να μην είναι αντιπροσωπευτικές των ιδιαίτερων χαρακτηριστικών του ιστού που υπαγορεύονται από την 
εντόπιση των ενδοθηλιακών κυττάρων στο αγγειακό δέντρο. Εκτεταμένες μελέτες φαινοτυπικού 
χαρακτηρισμού καταδεικνύουν το γεγονός ότι τα μικροτεμαχίδια διαθέτουν τα ίδια μόρια με αυτά των 
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κυττάρων προέλευσης τους87, 196. Για παράδειγμα, υποδοχείς όπως ο TF, VCAM-1 ή η E-σελεκτίνη 
ανιχνεύθηκαν στα μικροτεμαχίδια που απελευθερώθηκαν από ενεργοποιημένα με TNF ενδοθηλιακά κύτταρα 
ανθρώπινης ομφαλικής φλέβας (HUVEC) υποδηλώνοντας ότι τα μικροτεμαχίδια αναπαριστούν την υπογραφή 
της προθρομβωτικής και προφλεγμονώδους απόκρισης των ενδοθηλιακών κυττάρων. Η έκφραση PS και TF 
από τα μικροτεμαχίδια, καταδεικνύει ότι αυτά θα μπορούσαν να παρέχουν προθρομβωτικές επιφάνειες για την 
ενεργοποίηση του καταρράκτη της πήξης και την παραγωγή θρομβίνης197. In-vivo, η συμβολή των 
ενδοθηλιακών κυττάρων στην παραγωγή TF+ MPs έχει αποδειχθεί για την ενδοτοξιναιμία198 και ασθενείς με 
ενδαγγειακο σχηματισμό θρόμβων199. Η παρουσία προθρομβωτικών MPs έχει βρεθεί επίσης στις 
αθηροσκληρωτικές πλάκες200 καθώς και στην κυκλοφορία ασθενών με οξύ στεφανιαίο σύνδρομο201 

Σε φυσιολογικά άτομα, τα EMPs αντιπροσωπεύουν τη μειοψηφία των συνολικών κυκλοφορούντων 
μικροτεμαχιδίων. Η κυτταρομετρία ροής είναι η πλέον ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδος για το 
χαρακτηρισμό τους αλλά η προ-θρομβωτική ικανότητα τους μπορεί να μετρηθεί και με λειτουργικές δοκιμασίες 
(ανασκοπήσεις 202, 203). Η μέτρηση τους ωστόσο παραμένει τεχνικά ακόμα μη τυποποιημένη. Ζητήματα όπως 
η συλλογή του αίματος, η επεξεργασία του, η μεταφορά και η φυγοκέντρηση του μπορεί να έχουν σημαντική 
επίδραση στα μικροτεμαχίδια. Αν και η κυτταρομετρία ροής παρέχει χρήσιμες πληροφορίες, υφίστανται 
ορισμένοι περιορισμοί όπως το μέγεθος των μικροτεμαχιδίων, οι ρυθμίσεις του κυτταρομετρητή και οι δείκτες 
επιφανείας που δεν θα πρέπει να εκφράζονται σε άλλους τύπους κυττάρων. 

Ο μηχανισμός δημιουργίας των μικροτεμαχιδίων είναι ακόμα σχετικά άγνωστος αν και έχει προταθεί 
ένα μονοπάτι ενδοθηλιακής κυστιδοποίησης από τη θρομβίνη που δεν περιλαμβάνει κυτταρικό θάνατο204. Η 
πιθανότητα επίσης να προέρχονται από αποπτωτικά CECs δεν μπορεί να αποκλειστεί καθώς έχει παρατηρηθεί 
η ταυτόχρονη αύξηση τους σε καρδιαγγειακούς ασθενείς ενώ κάποια από αυτά προέρχονται και από EPCs 
όπως αποδεικνύεται με την έκφραση δεικτών βλαστικότητας στην επιφάνεια τους205.  

Η ανασκόπηση της βιβλιογραφίας που συνοψίζεται στον πίνακα 5.3. δείχνει ότι αυξημένα επίπεδα EMPs 
έχουν ανευρεθεί στην καρδιαγγειακή νόσο και σε άλλες αγγειακές καταστάσεις με προδιάθεση για 
θρόμβωση134, 206. In-vivo μαρτυρίες ότι τα EMPs είναι αντιπροσωπευτικά της ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας 
προέκυψαν από συγκλίνοντα δεδομένα που έδειχναν ότι συσχετίζονταν με τη σοβαρότητα της ενδοθηλιακής 
δυσλειτουργίας που καθορίστηκε είτε κατά τη διάρκεια της αγγειογραφίας είτε με FMD σε ασθενείς με τελικού 
σταδίου νεφρική νόσο207 ή στεφανιαία νόσο208. Η βιολογική τους σημασία συνίσταται σε δράσεις όπως η 
επιδείνωση της ενδοθηλιακή δυσλειτουργία και καταστολή της παραγωγής NO από τα ECs209, 210, τα CD40L+ 
μικροτεμαχίδια από αθηροσκληρωτικές πλάκες διεγείρουν τον πολλαπλασιασμό των ECs και την αγγειογένεση 
και μπορούν να συμβάλλουν στην αγγειογένεση και ευπάθεια της αθηροσκληρωτικής πλάκας211 και 
κινητοποιούν εξαρτώμενες από τον TF προθρομβωτικές αποκρίσεις των μονοκυττάρων in-vitro212 και 
σχηματισμό θρόμβων in-vivo200, 213. Πρόσφατα δεδομένα όμως υποστηρίζουν την άποψη ότι τα EMPs 
μπορούν να έχουν και δράσεις στην πρωτεόλυση του πλασμινογόνου καθώς εκφράζουν uPA/uPAR (τύπου 
ουροκινάσης ενεργοποιητής του πλασμινογόνου και ο υποδοχέας του) , ένας μηχανισμός που τροποποιεί τις 
αγγειογενείς αποκρίσεις των EPCs in-vitro214 και εκθέτουν τις μεταλλοπρωτεϊνάσες 2 και 9 που επηρρεάζουν 
την αγγειακή αναδιαμόρφωση και την αγγειογένεση215. Τέτοια δεδομένα υποστηρίζουν την άποψη ότι τα 
EMPs μπορεί να είναι παράγοντες κλειδιά στα σταυροδρόμια μεταξύ φλεγμονής, πήξς, πρωτεόλυσης και 
αγγειακής επιδιόρθωσης. 
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Πίνακας 5.3. Μεταβολές του αριθμού των EMPs και συσχετίσεις με κλινικούς και βιοχημικούς παράγοντες 
(Πηγή: Erdbruegger, U. et.al. Curr. Stem Cell Res. Ther. 2010;5:294-302 

 
Νόσος/Κατάσταση  Αλλαγές στα EMP s και 

φαινότυποι 
Μέθοδος Κύριο εύρημα(τα) Βιβλ. Αναφορά 

Οξύ Στεφανιαίο Σύνρομο ↑ CD146+, CD31+ SPC Αυξημένα επίπεδα EMPs με προθρομβωτική 
δραστικότητα 

201 

 ↑ CD31+ FCM Τα επίπεδα EMPs σχετίζονταν με αλλοιώσεις 
υψηλού κινδύνου 

216 

Αγγειακό Εγκεφαλικό 
Επεισόδιο 

↑ CD105+, CD144+ FCM Σύνδεση μεταξύ EMPs, σοβαρών αλλοιώσεων 
και κλινικής έκβασης 

217 

Υπέρταση ↑ CD31+/CD42- FCM Τα επίπεδα EMPs σχετιζόταν με τη συστολική 
και διαστολική αρηριακή πίεση 

218 

Πνευμονική Υπέρταση ↑ CD31+/CD41-, CD144+ FCM Τα επίπεδα EMPs προέβλεπαν την 
αιμοδυναμική σοβαρότητα της πνευμονικής 
υπέρτασης 

219 

Σακχαρώδης Διαβήτης 
τύπου 2 

↑ CD144+ FCM Τα επίπεδα EMPs σχετίζονταν με στεφανιαία 
νόσο 

220 

Σακχαρώδης Διαβήτης 
τύπου 1 

↑ CD51+ FCM Τα επίπεδα EMPs  σχετίζονταν με HbA1c 221 

Νεφρική νόσος τελικού 
σταδίου 

↑ CD144+, CD31+/CD41- FCM Αυξημένα επίπεδα EMPs σχετίζονταν με 
διαταραχή στην αγγειακή λειτουργία 

207 

Αντιφωσφολιπιδικό 
σύνδρομο 

↑ CD51+ FCM Τα επίπεδα EMPs σχετίζονταν με την παρουσία 
αντιπηκτικού του λύκου 

222 

Παχυσαρκία ↑ CD31+/CD42- FCM Τα επίπεδα EMPs σχετίζονταν με 
τροποποιημένη FMD 

223 

Μεταγευματική 
υπεργλυκαιμία 

↑ CD31+/CD42- FCM Τα επίπεδα EMPs σχετίζονταν με γεύμα 
πλούσιο σε λιπαρα 

224 

Θρομβωτική 
Θρομβοπενική Πορφύρα 

↑ CD31+/CD51+ 

CD54+, CD62E+ 

CD105+, CD106+ 

FCM Αυξημένα επίπεδα EMPs σχετίζονταν με 
ενδοθηλιακή ενεργοποίηση 

225 

Παροξυσμική νυχτερική 
αιμοσφαιρινουρία 

↑ CD105+, CD144+ FCM Αυξημένα επίπεδα EMPs αντανακλούσαν τη 
φλεγμονώδη κατάσταση των ECs 

226 

Πνευμονική ή συστηματική 
φλεβική εμβολή  

↑ CD62E+, CD31+/CD42+ FCM  227 

Δρεπανοκυτταρική αναιμία ↑ CD144+ FCM Τα επίπεδα EMPs σχετίζονταν με την κρίση 195 

Συντομογραφίες : SCP: Παγίδευση στερεάς φάσης, FCM: Κυτταρομετρία ροής, ECs: Ενδοθηλιακά κύτταρα, FMD: Αγγειοδιαστολή διαμεσολαβούμενη από ροή, HbA1c: Γλυκοζυλιωμένη 
αιμοσφαιρίνη 

 

 Κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κύτταρα σε ανθρώπινες νόσους. 

Ποικίλες μελέτες έχουν δείξει αυξημένα επίπεδα κυκλοφορούντων ενδοθηλιακών κυττάρων σε 
καρδιαγγειακές νόσους131, 228 όπως τα οξέα στεφανιαία σύνδρομα (Acute Coronary syndromes, ACS), την 
καρδιακή ανεπάρκεια154-157, τα αγγειακά εγκεφαλικά επεισόδια156 καθώς και στους σχετιζόμενους με αυτά 
παράγοντες κινδύνου όπως ο σακχαρώδης διαβήτης158, η υπέρταση156 και η χρόνια νεφρική ανεπάρκεια161. 

Τα κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κύτταρα ήταν επίσης αυξημένα και σε άλλες παθολογικές 
καταστάσεις που σχετίζονταν με αθηροσκληρωτικές επιπλοκές ή μηχανική βλάβη του ενδοθηλίου όπως η 
στεφανιαία αγγειοπλαστική88, η θρομβωτική μικροαγγειοπάθεια159, η πνευμονική υπέρταση144 και η 
δρεπανοκυτταρική αναιμία150. Στις κύριες αυτές κλινικές μελέτες τα CECs είναι ενδεικτικά της δραστηριότητας 
της νόσου και γενικά συσχετίζονται με λειτουργικούς ή βιολογικούς δείκτες ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας. Για 
τη μέτρηση των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε είτε ανοσομαγνητικός διαχωρισμός είτε κυτταρομετρία ροής ενώ 
σε ελάχιστες από αυτές  έχουν προσδιοριστεί περαιτέρω μερικά στοιχεία του  φαινοτύπου των κυττάρων όπως 
η ενεργοποίηση και η βιωσιμότητα τους. 
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Από την αρχική περιγραφή τους, τα CECs έχουν χρησιμοποιηθεί ως δείκτης αγγειακής βλάβης σε ένα 
συνεχώς αυξανόμενο εύρος νόσων137. Η κλινική χρήση του δείκτη αυτού έχει επιβεβαιωθεί σε ένα ευρύ 
φάσμα αγγειακών διαταραχών και συζητείται ήδη η τεχνική συμφωνία που θα επιτρέψει την πιο εκτεταμένη 
χρήση του182. Ωστόσο η συσσώρευση των CECs στο αίμα αποτελεί όχι μόνο ένα εύκολα προσβάσιμο 
διαγνωστικό δείκτη αλλά αποτελεί παράγοντα υψηλού κινδύνου για την έναρξη φλεγμονής στο αγγειακό 
δίκτυο. Στον πίνακα 5.4. παρουσιάζονται οι αριθμοί των CECs σε διάφορες νόσους που χαρακτηρίζονται από 
αγγειακές διαταραχές.  

 

Πίνακας 5.4. CEC σε αγγειακές διαταραχές 
(Πηγή: Erdbruegger, U. et.al. Curr. Stem Cell Res. Ther. 2010;5:294-302 

 
Διαταραχή  Μέθοδος Αριθμός κυττάρων στη νόσο  Αριθμός κυττάρων στους υγιείς 

μάρτυρες  
Βιβλ. 

Αναφορά  
Καρδιαγγειακές νόσοι  

Οξύ έμφραγμα μυοκαρδίου  IB  7.5  0  154 
Αγγειοπλαστική  

(σταθερή στεφανιαία νόσος)  
IB  15,9 (μετά την επέμβαση)  Δ.Π..  229  

Περιφερική αγγειακή νόσος  IB  1.1 – 3.51  0.9  157 
Συμφορητική καρδιακή ανεπάρκεια  IB  14  4.5  230 

Χρόνια φλεβική ανεπάρκεια  C  1,001  514  231 
Κολπική μαρμαρυγή με ΑΕΕ/ ΑΑΚ / ΕΜ  IB  15 / 10 / 9  4.5  232 

ΑΕΕ  IB  15.5  2.7  160 
Παροδική αμαύρωση  C  52  Δ.Π.  233 
Πνευμονική υπέρταση  C + IB  30  3.5  144 

Τύπου II διαβήτης  IB  69 (μέση τιμή)  10 (μέση τιμή)  158 
Αγγειίτιδες και Σ.Ε.Λ.  

Νόσος Behcet  IB  0-25  <3  234  
Αορτοαρτηρίτιδα  C  58  162  235 

Σχετιζόμενη με ANCA-αγγειίτιδα μικρών αγγείων  IB  136  5  143 

Σ.Ε.Λ.  FC  89  10  166 
Σ.Ε.Λ.  C  32  5  236  

Νόσος Kawasaki  IB  15  6  237 
Λοιμώδεις και αιματολογικές νόσοι  

Δρεπανοκυτταρική αναιμία  IB  13.2 – 22.8  2.6  150 
Λοίμωξη από ρικέτσια  IB  5-1,600  <3  238 
Σηπτική καταπληξία  C  16.1  1.9  145 
Λοίμωξη από CMV  C  Δ.Π..  0-49  239 

Μικτές  
Καρκίνος μαστού και λέμφωμα  FC  6,800-39,100  1,200-7,900  187 

Μεταμόσχευση νεφρού  IB  24 – 72  6  162 
Θαλασσαιμία  C  45  43  153 

Μεταμόσχευση μυελού οστών  IB  16 – 44  8  164 
Συστηματική σκλήρυνση  FC  243-375  77  165 

Καρκίνος  IB  399 (μέση τιμή)  121 (μέση τιμή) 148 
Θρομβωτική θρομβοπενική πορφύρα  IB  6-220  <3  240 

Οι αριθμοί των κυττάρων αντιστοιχούν στη διάμεση τιμή εκτός και αν αναφέρεται διαφορετικά.  
Δ.Π.= Δεν Περιγράφηκε, IB= Ανοσομαγνητική μέθοδος, FC = Κυτταρομετρία  ροής. C= Φυγοκέντρηση και ανίχνευση σε επιχρίσματα , ΑΑΚ= Ανεπάρκεια αριστερής 
κοιλίας, ΑΕΕ= Αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο, ΕΜ= Έμφραγμα μυοκαρδίου 

 

 

 

 Κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κύτταρα και αυτοάνοσα νοσήματα. 

Αυξημένα επίπεδα CECs έχουν αναφερθεί και σε αυτοάνοσα νοσήματα.  

Στη ρευματοειδή αρθρίτιδα τα CECs απομονώθηκαν από ολικό περιφερικό αίμα με ανοσομαγνητικά 
σφαιρίδια με βάση το δείκτη CD146 και καταμετρήθηκαν με μικροσκοπία φθορισμού. Αυξημένος αριθμός 
κυττάρων κατεγράφη χωρίς να συσχετίζεται με ενδοθηλιακή δυσλειτουργία ή βιοχημικούς δείκτες φλεγμονής 
στο πλάσμα241. 
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Στη συστηματική σκλήρυνση η μέτρηση των CECs έγινε με πολυπαραμετρική κυτταρομετρία ροής 
από ολικό αίμα και τα κύτταρα χαρακτηρίστηκαν περαιτέρω ως ενεργοποιημένα ή ήρεμα. Ταυτόχρονα 
μετρήθηκαν και τα ενδοθηλιακά προγονικά κύτταρα (EPCs). Τα CECs σε ηρεμία όπως και τα ενεργοποιημένα 
βρέθηκαν αυξημένα και σχετίζονταν τόσο με τη δραστηριότητα της νόσου όσο και με το βαθμό πνευμονικής 
υπέρτασης που ανέπτυσσαν αυτοί οι ασθενείς. Τα αυξημένα επίπεδα EPCs θεωρήθηκαν ως προσπάθεια 
αποκατάστασης της αγγειακής βλάβης χωρίς να συσχετίζονται με κανένα άλλο παράγοντα165. 

Στη σχετιζόμενη με ANCA αγγειίτιδα τα CECs μετρήθηκαν με τη μέθοδο του ανοσομαγνητικού 
διαχωρισμού, χαρακτηρίστηκαν περαιτέρω ως ενεργοποιημένα ή ήρεμα και τα αυξημένα επίπεδα που 
βρέθηκαν σχετίζονταν με την ενεργότητα της νόσου και βοηθούσαν στη διάκριση μεταξύ εντοπισμένης και 
διάχυτης μορφής της143, 242, 243. Σε ασθενείς με νεφρική συμμετοχή τα αυξημένα επίπεδα CECs σχετίζονταν με 
τα αυξημένα επίπεδα αγγειοποιητίνης 2 (ανασταλτικού παράγοντα της αγγειογένεσης) στο πλάσμα244. 

Στο Σ.Ε.Λ. τα CECs μετρήθηκαν σε παρασκευάσματα απομονωμένων μονοκύτταρων περιφερικού 
αίματος με ανοσοφθορισμό ως κύτταρα θετικά για το αντιγόνο CD146. Βρέθηκαν αυξημένα σε σχέση με τους 
μάρτυρες και σχετίζονταν θετικά με τα επίπεδα C3a του συμπληρώματος ενώ περαιτέρω φαινοτυπική ανάλυση 
έδειξε ότι πρόκειται για ενεργοποιημένα κύτταρα θετικά για νιτροτυροσίνη, ένα παράγωγο του NO μετά την 
αντίδραση του με ελεύθερες ρίζες. Τα αυξημένα επίπεδα CECs και ο ενεργοποιημένος φαινότυπος τους 
οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι το ενδοθήλιο έχει υποστεί βλάβη και μπορεί να ενεργοποιήσει περαιτέρω τη 
φλεγμονώδη απόκριση με παραγωγή φλεγμονωδών και προθρομβωτικών μεσολαβητών167. Αυξημένα επίπεδα 
CECs σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. βρέθηκαν και με ανάλυση κυτταρομετρίας ροής με βάση το αντίσωμα CD146 σε 
διαχωρισμένα μονοπύρηνα κύτταρα. Τα κύτταρα χαρακτηρίστηκαν περαιτέρω ως θετικά για τους δείκτες 
VEFGR2 και  CD31(PECAM-1) αρνητικά για τους αιμοποιητικούς δείκτες CD45, CD3, CD21 και CD14 
επιβεβαιώνοντας τον ενδοθηλιακό φαινότυπο. Η χρώση με Annexin-V χαρακτήρισε τα κύτταρα ως αποπτωτικά 
τόσο με κυτταρομετρία ροής (CD146+/ Annexin-V+) όσο και με ανοσοφθορισμό. Αυξημένα επίπεδα 
αποπτωτικών ενδοθηλιακών κυττάρων σχετίζονταν θετικά με ενδοθηλιακή δυσλειτουργία (όπως εκτιμήθηκε με 
αγγειοδιαστολή επαγόμενη από τη ροή-Flow Mediated Dilatation, FMD) αλλά και με τα επίπεδα αυξημένου 
ιστικού παράγοντα στο πλάσμα, καταλήγοντας στο συμπέρασμα ότι η εκσεσημασμένη ενδοθηλιακή απόπτωση 
αποτελεί πιθανό μηχανισμό αθηροθρόμβωσης166. Ανάλογα είναι και τα ευρήματα που προέκυψαν με χρήση 
κυτταρομετρίας ροής βασιζόμενης στους δείκτες CD45, CD146 και μελέτη της απόπτωσης με 7-
άμινοακτινομυκίνη D (7-ΑAD). Τα CECs θεωρήθηκαν ως τα ζωντανά κύτταρα (7-ΑAD αρνητικά) που ήταν 
αρνητικά για το πανλευκοκυτταρικό αντιγόνο CD45 και θετικά για το δείκτη CD146. Ο αριθμός τους ήταν 
σημαντικά αυξημένος σε ασθενείς με ΣΕΛ σε σχέση με τους υγιείς, συσχετιζόταν θετικά με την ενεργότητα της 
νόσου αλλά και με εργαστηριακές παραμέτρους (Ταχύτητα Καθίζησης Ερυθρών, αντι-dsDNA αντισώματα). 
Στους ασθενείς με νεφρική, νευρική ή δερματική συμμετοχή, τα κύτταρα ήταν περισσότερο αυξημένα σε 
σχέση με ασθενείς χωρίς τις παραπάνω εκδηλώσεις, οδηγώντας στο συμπέρασμα ήταν ότι ο αριθμός των CECs 
μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως δείκτης εκτεταμένης ενδοθηλιακής βλάβης σε ασθενείς με ΣΕΛ244. Τα CECs 
χρησιμοποιήθηκαν για να εκτιμηθεί ο βαθμός της νεφρικής βλάβης μη επεμβατικά σε ασθενείς με νεφρίτιδα 
του ΣΕΛ. Από ασθενείς με νεφρικές αγγειακές βλάβες μετρήθηκαν με μικροσκοπία μετά από απομόνωση με 
ανοσομαγνητικό διαχωρισμό με βάση το αντιγόνο CD146. Βρέθηκαν αυξημένα στη νεφρίτιδα του λύκου με 
αγγειακές βλάβες (ιδιαίτερα θρομβωτική μικροαγγειοπάθεια) σε σχέση με τη νεφρίτιδα του λύκου χωρίς 
αγγειακές βλάβες και θεωρήθηκε αποτελεσματική η χρήση των CECs ως δείκτη αγγειακής βλάβης στη 
νεφρίτιδα του λύκου245. Πολύ πρόσφατα οι διάφοροι υποπληθυσμοί των ενδοθηλιακών κυττάρων στο 
περιφερικό αίμα ασθενών με ΣΕΛ (ενεργοποιημένα, ήρεμα και προγονικά ενδοθηλιακά κύτταρα) μετρήθηκαν 
με πολυπαραμετρική κυτταρομετρία ροής και συσχετίστηκαν με αγγειογενείς παράγοντες και παράγοντες 
φλεγμονής στο πλάσμα. Τα ολικά ενδοθηλιακά όπως και κάθε υποπληθυσμός τους ήταν αυξημένα σε ασθενείς 
σε σχέση με υγιείς χωρίς καμία συσχέτιση με την ενεργότητα της νόσου αλλά με ισχυρή συσχέτιση μόνο με 
τον αγγειακό αυξητικό παράγοντα του PlGF (Placental Growth Factor)246. 

 

Ενδοθηλιακά προγονικά κύτταρα. 

Τα ενδοθηλιακά προγονικά κύτταρα (EPCs) αναφέρθηκαν για πρώτη φορά βιβλιογραφικά το 1997247 
και σήμερα περιγράφονται ως κύτταρα που μεταναστεύουν από το μυελό των οστών στην περιφερική 
κυκλοφορία σαν αποτέλεσμα διαφόρων σημάτων κινητοποίησης και μπορούν να πολλαπλασιάζονται και να 
διαφοροποιούνται σε ώριμα ενδοθηλιακά κύτταρα τόσο in-vivo όσο και in-vitro248 (εικόνα 5.1.16 ), χωρίς ακόμα 
να έχουν τα ίδια αποκτήσει χαρακτήρες ώριμων κυττάρων. 
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Εικόνα 5.1.16. Χαρακτηριστικά των EPCs. 
Τα EPCs προέρχονται από το μυελό των οστών και 
πρόκειται για κύτταρα με ικανότητα 
πολλαπλασιασμού, κινητοποίησης και 
διαφοροποίησης σε ώριμα ECs ως απόκριση σε 
μία σειρά γεγονότων και μοριακών σημάτων.  

 

Εικόνα 5.1.17. Χαρακτηριστικά των EPCs. 
Μετεμβρυική νεοαγγειογένεση σε φυσιολογικές ή 
παθολογικές καταστάσεις είναι συμβατή με το 
σχηματισμό νεοαγγείων είτε με αγγειογένεση είτε με 
αγγειακή μορφογένεση σε διάφορες αναλογίες 
μεταξύ των δύο μηχανισμών. Η αγγειογένεση και η 
αγγειακή μορφογένεση οφείλονται σε ενεργοποίηση 
των ιστικών ECs και των ιστικών ή προερχόμενων 
από το μυελό των οστών EPCs, αντίστοιχα.  

 

 

 

Τα κύτταρα αυτά αρχικά αναγνωρίστηκαν από την έκφραση του επιφανειακού αντιγόνου των 
βλαστοκυττάρων CD34 ή του ενδοθηλιακού αντιγόνου VEGFR-2, ακολούθως όμως πολυάριθμες μελέτες 
χρησιμοποίησαν διάφορους φαινοτυπικούς δείκτες για να αναγνωρίσουν τα «υποθετικά» EPCs οδηγώντας σε 
πληθώρα σχετικών δημοσιεύσεων και αρκετή σύγχυση σχετικά με την πραγματική ταυτότητα των κυττάρων 
αυτών249. Πολλές συνακόλουθες μελέτες ωστόσο έδειξαν τη σημασία των κυττάρων αυτών στο καρδιαγγειακό 
σύστημα: την αναγέννηση της ενδοθηλιακής μονοστιβάδας και το σχηματισμό νέων αγγείων με το μηχανισμό 
της αγγειακής μορφογένεσης (Vasculogenesis) που θεωρείται πια ότι υφίσταται και στον ενήλικα και 
ενεργοποιείται τόσο σε φυσιολογικές όσο και σε παθολογικές καταστάσεις σχηματισμού αγγείων250, 251, 252 
(εικόνα 5.1.17).  

 

 

 

Τα τωρινά δεδομένα υποστηρίζουν την άποψη ότι τα χαρακτηριστικά αυτά αναγνωρίζουν ένα 
ετερογενή πληθυσμό κυκλοφορούντων κυττάρων σε σχέση με την προέλευση τους, τη διαφοροποίηση τους 
και τα λειτουργικά τους χαρακτηριστικά. Εντός του μυελού των οστών, διάφοροι πληθυσμοί βλαστικών 
κυττάρων μπορούν να διαφοροποιηθούν σε ενδοθηλιακά προγονικά όπως ο αιμαγγειοβλάστης (κοινή 
προβαθμίδα ενδοθηλιακών και αιμοποιητικών βλαστικών κυττάρων), το πολυδύναμο βλαστικό κύτταρο του 
ενήλικα (MAPC) και τα μεσεγχυματικά κύτταρα. Εναλλακτικές πηγές αποτελούν τα παρεγχυματικά όργανα 
αλλά και το ίδιο το αγγειακό τοίχωμα253 (εικόνα 5.1.18). 
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Εικόνα 5.1.18. Τα EPCs προέρχονται από 
διάφορα όργανα και εμπλέκονται στην 
επανενδοθηλιοποίηση απογυμνωμένων 
αγγείων και στο σχηματισμό νέων αγγείων 
σε ισχαιμικές περιοχές.  

 

 

 

Μεθοδολογικά, υπάρχουν δύο τρόποι για τη μελέτη των EPCs254. Καθαρά ποσοτικά δεδομένα 
μπορούν να ληφθούν με μέτρηση των EPCs με κυτταρομετρία ροής ενώ ποιοτικές μελέτες απαιτούν την 
απομόνωση των κυττάρων σε καλλιέργεια. Η ποσοτικοποίηση με κυτταρομετρία ροής βασίζεται στην ανάλυση 
της επιφανειακής έκφρασης δεικτών μέσα στον πληθυσμό των μονοκυττάρων. Τα EPCs εκφράζουν 
τουλάχιστον ένα αντιγόνο βλαστικότητας (π.χ CD34 ή CD133 ) και ένα επιπλέον δείκτη της ενδοθηλιακής 
σειράς (CD31 ή VEGFR-2). Ωστόσο, διάφοροι συνδυασμοί επιφανειακών δεικτών έχουν χρησιμοποιηθεί για να 
αναγνωριστούν τα «υποθετικά» EPCs (πίνακας 5.5) δημιουργώντας μία τεράστια λίστα ανοσοφαινοτύπων για τα 
κύτταρα αυτά.  

Πίνακας 5.5. Ανοσοφαινότυπος επιφανείας στα ανθρώπινα κυκλοφορούντα 
EPCs 

(Πηγή : Timmermans, F. Et.al. J. Cell. Mol. Med. 2009;13(1):87-102) 
Ανοσοφαινότυπος Βιβλιογραφική αναφορά 

CD34+ CD31+  255 
CD34+ CD62L+  255 
CD34+ CD133+  256 

CD34+ CD11b+  257 

CD34+ CD45+  258 
CD34+ CD133+ CD45+  259 

CD34+ FGFR1+  260 
CD34+ VEGFR-2+  261 
CD34+ CD133+ VEGFR-2+  262 
CD34+ CD133+VEGFR-2+  263 

CD34+ VE-Cadherin+ CD3- 264 

CD34+CD133+VEGFR-2+ CD45+  265 

CD34+ CD45+ CD146+  266 
CD34+ CD45- 267 

CD133+  268 
CD133+ CD45- 269 

CD133+ VEGFR-2+  270 
CD14+ VEGFR-2+  271 

CD14+ CD34+  272 
ALDHbright  273 

CD31+ 274 

 

Η χρήση όλων αυτών των συνδυασμών για την αναγνώριση μίας οντότητας κυττάρων, των EPCs, 
που έχουν απομονωθεί από διάφορες πηγές (μυελό οστών, περιφερικό αίμα και αίμα ομφαλίου λώρου) έχει 
σαν αποτέλεσμα τη δυσκολία αξιολόγησης των αποτελεσμάτων και εμπόδια στη σύγκριση των δεδομένων από 
διάφορα εργαστήρια και δημιουργεί ασάφειες στην ερμηνεία των αποτελεσμάτων για διάφορες νόσους. Φια το 
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λόγο αυτό απαιτείται προσεκτική αξιολόγηση με επικύρωση της μετεμβρυικής ικανότητας διαφοροποίησης σε 
ενδοθηλιακά κύτταρα από οποιοδήποτε αρχικό πληθυσμό, τόσο in-vivo όσο και in-vitro. 

Οι μέθοδοι καλλιέργειας που χρησιμοποιήθηκαν για την απομόνωση των EPCs δεν είναι 
τυποποιημένες (ανασκόπηση 275). Η ex-vivo καλλιέργεια των EPCs, απαιτεί την απομάκρυνση των κυττάρων 
από το φυσικό τους περιβάλλον για μεγάλες χρονικές περιόδους εξαρτώμενες από το πρωτόκολλο 
καλλιέργειας. Τα αποτελέσματα των μεθόδων αυτών επίσης παραμένουν διφορούμενα καθώς ανάλογα με τη 
μεθοδολογία, προκύπτουν και πληθυσμοί με διαφορετικά φαινοτυπικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά. 
Μερικές από τις βραχύχρονες καλλιέργειες που έχουν χρησιμοποιηθεί93, 247, δεν επιτρέπουν την επιλογή ενός 
ενδοθηλιακού πληθυσμού αλλά δημιουργούν ένα ετερογενή πληθυσμό από μονοκύτταρα και T-λεμφοκύτταρα 
με ένα τύπου-ενδοθηλιακό φαινότυπο276. Ακόμα και αν τα κύτταρα αυτά έχουν ενδοθηλιοτροπικές ιδιότητες 
και διεγείρουν την ενδοθηλιακή επιδιόρθωση και αγγειογένεση, η αναφορά τους ως EPCs υπήρξε 
προβληματική οδηγώντας μερικούς συγγραφείς να τα χαρακτηρίσουν ως «μονοκυτταροειδή» ή «πρώιμα» 
EPCs ή «κυκλοφορούντα αγγειογενή κύτταρα» (CACs).Σε αντίθεση, ένα παρατεταμένο πρωτόκολλο 
καλλιέργειας (>14 ημέρες) σε εμπλουτισμένο ενδοθηλιακό θρεπτικό υλικό διαφοροποίησης οδηγεί σε ένα 
καθαρότερο πληθυσμό με πλήρη ενδοθηλιακό φαινότυπο που συχνά αναφέρεται ως «όψιμα» EPCs ή 
«κύτταρα προερχόμενα από ενδοθηλιακά προγονικά» (EPDCs) ή αναπτυσσόμενα ενδοθηλιακά κύτταρα 
(OECs)254. Τα κύτταρα αυτά είναι αρνητικά για λευκοκυτταρικά αντιγόνα (CD45, CD14) και εμφανίζουν ισχυρό 
δυναμικό πολλαπλασιασμού και ικανότητα αναπαραγωγής για πολλά στάδια σε καλλιέργεια ενώ διαθέτουν 
κλωνογονικές ικανότητες συμβατές με τον προγονικό χαρακτήρα τους277, 278 (πίνακας 5.6., εικόνα 5.1.19).  

Πίνακας 5.6. Χαρακτηριστικά των ανθρώπινων EC-like cells, EOCs και CECs 
(Πηγή: Timmermans, F. et.al. J. Cell. Mol. Med. 2009; 13(1): 87-102)  

 

Κύτταρα ομοιάζοντα σε EC  
(EC-like cells) 

Κύτταρα που εξελίσσονται σε ενδοθηλιακά 
(EOCs) 

Κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κύτταρα 
(CECs) 

(EPCs, ECs, CFU-ECs, CACs, ATs, πρώιμα 
αναπτυσσόμενα CE-EPCs, CMMCs and 
πρώιμα EPCs)  

(EPCs, ECs, CFU-ECs, BOECs, ECFCs, 
EPDCs, EC-like, late EPCs, όψιμα 
αναπτυσσόμενα κύτταρα  

(Κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κύτταρα)  

1. Εμφανίζονται μετά από7 ημέρες στην 
καλλιέργεια 

1. Εμφανίζονται μετά από7-21 ημέρες στην 
καλλιέργεια 

1. Χαμηλά πολλαπλασιαζόμενα ECs, που 
απελευθερώνονται από το αγγειακό τοίχωμα 
στην κυκλοφορία 

2. Σφαιρικής έως ατρακτοειδούς εμφάνισης, δε 
σχηματίζουν την τυπική μονοστιβάδα. 

2. Τυπικά πολυγωνικά κύτταρα που 
σχηματίζουν μονοστιβάδα. 

2. Όμοια φαινοτυπική εικόνα με τα EOCs 

3. Εκφράζουν ενδοθηλιακούς και 
αιμοποιητικούς δείκτες (π.χ. CD45, CD14)  

3. Εκφράζουν CD31, CD34, CD105, CD146, 
VE-Cadherin, VEGFR-2, αλλά όχι τους 
αιμοποιητικούς δείκτες επιφανείας CD133, 
CD14 ή CD45  

3. Δεν εκφράζουν αιμοποιητικούς δείκτες και 
δεν έχουν εμφανή αιμοποιητικό δυναμικό ή 
λειτουργία. 

4. Προσδένουν UEA-1 λεκτίνη και 
προσλαμβάνουν acLDL  

4. Προσδένουν UEA-1 λεκτίνη και 
προσλαμβάνουν acLDL 

 

5. Διατηρούν αιμοποιητικό δυναμικό και 
λειτουργίες  

5. Δεν έχουν εμφανή αιμοποιητικό δυναμικό   

6. Έχουν χαμηλό δυναμικό πολλαπλασιασμού  6. Διαθέτουν υψηλό δυναμικό 
πολλαπλασιασμού  

 

7. Δε σχηματίζουν αγγειακούς σωλήνες in vitro 
σε Matrigel® 

7. Σχηματίζουν αγγειακούς σωλήνες in vitro σε 
Matrigel® 

 

8. Ενισχύουν τη νεοαγγείωση in vivo  8. Ενισχύουν τη νεοαγγείωση in vivo  
9. Προέρχονται από CD45+ κύτταρα της 
αιμοποιητικής σειράς (CD34+CD45+, 
CD133+CD45+ , CD34 _CD45+, CD14+CD45+)  

9. Προέρχονται από CD45 - CD133 -CD34+ 
κύτταρα, μυελός οστών (*) και πιθανά το 
αγγειακό τοίχωμα  

 

CFU-ECs (93, 279, 280): Μονάδες σχηματισμού αποικιών ECs, ATs (281): προσκολλώμενα κύτταρα, CACs (282): Κυκλοφορούντα αγγειογενή κύτταρα, CE-
EPCs (283): Ενδοθηλιακά προγονικά που εκπτύχθηκαν σε καλλιέργεια, CMMCs (284): Μονοπύρηνα κύτταρα που τροποποιήθηκαν σε καλλιέργεια, EOCs 
(285): κύτταρα που εξελίσσονται σε ενδοθηλιακά, BOECs (286): EOCsπου προέρχονται από το αίμα, ECFCs (277): κύτταρα που σχηματίζουν ενδοθηλιακές 
αποικίες; EPDCs (287): ενδοθηλιακά κύτταρα που προέρχονται από προγονικά; CECs (286): κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κύτταρα 
(*)288:πολυδύναμα κύτταρα του ενηλίκου μυελού οστών (MAPCs) έχουν προταθεί ως η πρωιμότερη προβαθμίδα των EOC  
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Εικόνα 5.1.19. Συχνές μέθοδοι για την καλλιέργεια 
EPCs  

 

 

 

 

Παρά τα αντικρουόμενα βιβλιογραφικά δεδομένα, τόσο οι μετρήσεις των EPCs όσο και τα 
καλλιεργούμενα κύτταρα έχουν χρησιμοποιηθεί για την εκτίμηση της επιδιορθωτικής ικανότητας του 
ενδοθηλίου σε διάφορες καταστάσεις. Η στεφανιαία νόσος έχει αναφερθεί ότι μειώνει σημαντικά τον αριθμό 
των κυκλοφορούντων στο αίμα ενδοθηλιακών προγονικών κυττάρων και μάλιστα ο αριθμός τους σχετίζεται 
αντίστροφα με τον αριθμό των παραγόντων κινδύνου για στεφανιαία νόσο όπως το κάπνισμα και η ηλικία 94. 
Ομοίως σε συμφωνία με τη μελέτη αυτή, άλλες μελέτες καταδεικνύουν ελάττωση του αριθμού και 
διαταραγμένη λειτουργικότητα των EPCs σε ασθενείς με σακχαρώδη διαβήτη τύπου ΙΙ289, τύπου Ι290, σε 
υπερχοληστερολαιμία291 και σε υπέρταση292. Αξίζει να αναφερθεί ότι φλεγμονώδεις καταστάσεις, επηρεάζουν 
αρνητικά τον αριθμό των κυκλοφορούντων EPCs κυρίως μέσω του TNF-α293 και της C-αντιδρώσας 
πρωτεΐνης294, 295. Σημαντικές συσχετίσεις και βιολογικά χαρακτηριστικά των EPCς έχουν αναφερθεί και σε 
αυτοάνοσα νοσήματα τα οποία χαρακτηρίζονται από διαταραχές του ενδοθηλίου. Έτσι στο Σ.Ε.Λ. έχει 
αναφερθεί μειωμένος αριθμός και διαταραχή στη λειτουργικότητα των κυττάρων αυτών296-301 302, στη 
ρευματοειδή αρθρίτιδα έχουν αναφερθεί τόσο μειωμένοι303 όσο και αυξημένοι αριθμοί αλλά και 
λειτουργικότητα των EPCs304, 305 ενώ διαταραχές έχουν καταγραφεί και στη συστηματική σκλήρυνση306, 307.  
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Συμπερασματικά, εξειδικευμένες μέθοδοι είναι διαθέσιμες πια για τη μελέτη των EPCς ως μηχανισμός 
αγγειακής επιδιόρθωσης και η μέτρηση τους με κυτταρομετρία ροής θεωρείται ως πιο άμεσος τρόπος για τη 
συσχέτιση τους με κλινικά ευρήματα σε σχέση με την καλλιέργεια τους που απαιτεί απομάκρυνση από το 
φυσικό τους περιβάλλον. 

 

Ενδοθηλιακή βιοψ ία. 

 

Η απομόνωση ενδοθηλιακών κυττάρων κατευθείαν από το αγγειακό δέντρο του ασθενούς αποτελεί 
την τελευταία κυτταρική μέθοδο μελέτης του ενδοθηλίου. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα απομονώνονται από το 
αγγείο με τη χρήση ενδαγγειακού καθετήρα και μετά την απελευθέρωση τους από αυτόν, μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν για περαιτέρω αναλύσεις. Η μέθοδος αυτή αποτελεί τη βάση για περισσότερο 
εμπεριστατωμένη μελέτη του ενδοθηλίου που έχει ληφθεί απευθείας κατά τη διάρκεια επεμβατικών αγγειακών 
πράξεων και προσφέρει ένα εύκολο και ηθικά σωστό τρόπο για την πρόσβαση στο αγγείο ασθενών με 
καρδιαγγειακές νόσους. Η μέθοδος βρίσκεται ακόμα στην αρχή της και φυσικά πάσχει από σημαντικά εμπόδια 
όπως ο μικρός αριθμός κυττάρων που λαμβάνονται, η επεμβατικότητα της και η μη τυποποίηση της ακόμα 
όσον αφορά τη διαδικασία λήψης του δείγματος και την επεξεργασία του99. Κάποιες μελέτες με τη χρήση 
αυτής της μεθόδου έχουν δώσει ενδιαφέροντα αποτελέσματα308-310 και η χρήση της αναμένεται να 
επιβεβαιωθεί μελλοντικά.  
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Εικόνα 5.2.1.Υπάρχουν διάφορες γνωστές μέθοδοι για το σχηματισμό αγγείων σε φυσιολογικούς 
ιστούς και σε όγκους. 
a–c: Σχηματισμός αγγείων μπορεί να συμβεί με αγγειογένεση μέσω προεκβολών (a), με τη στρατολόγηση 
ενδοθηλιακών προγονικών κυττάρων (EPCs) από το μυελό των οστών ή/και από τα εβρισκόμενα στο 
αγγειακό τοίχωμα που διαφοροποιούνται σε ενδοθηλιακά κύτταρα (ECs) (αγγειακή μορφογένεση) ( b), ή με 
μία διαδικασία διαχωρισμού του αγγείου γνωστή ως εγκολεασμός (c).  

d–f: Τα κύτταρα του όγκου μπορούν να συνεπιλεγούν από προϋπάρχοντα αγγεία (d), η τα αγγεία του όγκου 
να επενδυθούν με καρκινικά κύτταρα (αγγειακή μίμηση)( e) ή από ενδοθηλιακά κύτταρα με κυτταρογενετικές 
ανωμαλίες στα χρωμοσώματα τους, προερχόμενα από υποθετικά καρκινικά βλαστικά κύτταρα (f). Σε 
αντίθεση με τους φυσιολογικούς ιστούς που χρησιμοποιούν την αγγειογένεση μέσω προεκβολών, την 
αγγειακή μορφογένεση και  την αγγειογένεση με εγκολεασμό (a–c), οι όγκοι μπορούν να χρησιμοποιήσουν 
και τους έξι τρόπους σχηματισμών αγγείων(a–f).  

 

5.2 Αγγειογένεση στον ενήλικο άνθρωπο και ρύθμιση της. 
 

5.2.1 Η φυσιολογική αγγειογένεση. 

Ως αγγειογένεση ορίζεται η ανάπτυξη νέων αγγείων από προϋπάρχουσες αγγειακές δομές και είναι μία 
αυστηρά ελεγχόμενη, πολλαπλών σταδίων διαδικασία. Θεωρείται ότι η μετανάστευση, πολλαπλασιασμός, 
διαφοροποίηση και δομική αναδιαμόρφωση των ενδοθηλιακών κυττάρων σε βατά αγγεία αποτελούν 
ουσιαστικής σημασίας γεγονότα σε αυτή τη διαδικασία311-313. 

Τα αιμοφόρα αγγεία αναπτύσσονται για να επιτρέψουν στα αιμοποιητικά κύτταρα να περιπολούν στον 
οργανισμό και να επιτηρούν ανοσολογικά, να παρέχουν οξυγόνο και θρεπτικά συστατικά και να αποβάλλουν 
τα άχρηστα προϊόντα του μεταβολισμού. Όμως τα αγγεία παρέχουν και σήματα καθοδήγησης για την 
οργανογένεση με ένα μηχανισμό ανεξάρτητο από την αιμάτωση5.  

Ποικίλες μορφές σχηματισμού αγγείων έχουν αναγνωριστεί (εικόνα 5.2.1). Στο αναπτυσσόμενο έμβρυο  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

θηλαστικών, ο αγγειοβλάστης διαφοροποιείται σε ενδοθηλιακό κύτταρο που στη συνέχεια οργανώνεται σε ένα 
αγγειακό λαβύρινθο-μία διαδικασία γνωστή ως αγγειακή μορφογένεση (εικόνα 5.2.1b). Διακριτά σήματα 
καθορίζουν την αρτηριακή ή τη φλεβική διαφοροποίηση314. Ακολούθως, η προεκβολή βεβαιώνει την επέκταση 
του αγγειακού δικτύου, γνωστή ως αγγειογένεση (εικόνα 5.2.1a). Στη συνέχεια εμφανίζεται η αρτηριογένεση 
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στην οποία σχηματίζονται παράπλευρα αγγεία και τα ενδοθηλιακά κυτταρικά κανάλια καλύπτονται από 
περικύτταρα ή λεία μυικά κύτταρα που παρέχουν σταθερότητα και έλεγχο της αιμάτωσης. Οι ιστοί μπορούν να 
αγγειωθούν και με άλλους μηχανισμούς αλλά η σημασία αυτών των μηχανισμών δεν είναι απόλυτα κατανοητή. 
Για παράδειγμα, τα προϋπάρχοντα αγγεία μπορούν να διαχωριστούν με μία διαδικασία που λέγεται 
εγκολεασμός, δίνοντας γένεση σε θυγατρικά κύτταρα (εικόνα 5.2.1c). Σε άλλες περιπτώσεις συμβαίνει 
συνεπιλόγη του αγγείου στην οποία για παράδειγμα τα καρκινικά κύτταρα υποκλέπτουν το υπάρχον αγγείο 
(εικόνα 5.2.1d) ή επενδύουν το αγγείο, ένα φαινόμενο γνωστό ως αγγειακή μίμηση (εικόνα 5.2.1e). «Υποθετικά» 
βλαστικά καρκινικά κύτταρα μπορούν επίσης να δημιουργήσουν καρκινικό ενδοθήλιο315 (εικόνα 5.2.1f).  

Αν και αμέσως μετά τη γέννηση, η αγγειογένεση εξακολουθεί να συμβάλει στην ανάπτυξη των 
οργάνων, τα περισσότερα αιμοφόρα αγγεία κατά την ενηλικίωση παραμένουν σε κατάσταση ηρεμίας και η 
φυσιολογική αγγειογένεση λαμβάνει χώρα μόνο σε καταστάσεις όπως η αναγέννηση του ενδομητρίου στον 
καταμήνιο κύκλο και η εγκυμοσύνη. Ωστόσο, τα ECs διατηρούν την ικανότητα τους να διαιρούνται ταχέως ως 
απόκριση σε φυσιολογικά ερεθίσματα όπως η υποξία311 και η αγγειογένεση έτσι επανενεργοποιείται κατά την 
επούλωση πληγών και την επιδιόρθωση τραυμάτων. Στο φυσιολογικό ενήλικα, τα ήρεμα ενδοθηλιακά κύτταρα 
έχουν μακρούς χρόνους ημίσειας ζωής και προστατεύονται έναντι προσβολών από την αυτοκρινή δράση 
σημάτων διατήρησης όπως ο VEGF, NOTCH, ANG-1 και FGFs. Καθώς τα αγγεία παρέχουν οξυγόνο, τα ECs 
είναι εφοδιασμένα με αισθητήρες οξυγόνου και παράγοντες επαγόμενους από την υποξία-όπως η πρωτεΐνη με 
την περιοχή υδροξυλάσης της προλίνης 2 (PHD2) και ο επαγόμενος από την υποξία παράγοντας 2α (HIF-2α), 
αντίστοιχα-που επιτρέπουν στα αγγεία να επανατροποποιήσουν το σχήμα τους για να βελτιστοποιήσουν την 
αιματική ροή.  

Όταν τα ήρεμα ECs ανιχνεύσουν ένα αγγειογενές σήμα όπως ο VEGF, VEGF-C, ANG-2, FGFs ή 
χυμοκίνες που απελευθερώνονται από ένα υποξικό, φλεγμονώδες ή καρκινικό κύτταρο, τα περικύτταρα αρχικά 
αποκολλώνται από το αγγειακό τοίχωμα (σε απόκριση στην ANG-2) και ελευθερώνονται από τη βασική 
μεμβράνη με πρωτεολυτική διάσπαση που μεσολαβείται από τις μεταλλοπρωτεϊνάσες του στρώματος (MMPs) 
(εικόνα 5.2.2a). Τα ECs χαλαρώνουν τις συνδέσεις τους και το μητρικό αγγείο διατείνεται. Ο VEGF αυξάνει τη 
διαπερατότητα των ενδοθηλιακών κυττάρων και επιτρέπει την εξαγγείωση πλασματικών πρωτεϊνών και τη 
δημιουργία ενός προσωρινού εξωκυττάριου στρωματικού ικριώματος. Σε απόκριση στη σηματοδότηση των 
ιντεγκρινών, τα ECs μεταναστεύουν πάνω στην εξωκυττάρια αυτή επιφάνεια. Οι πρωτεάσες απελευθερώνουν 
αυξητικούς παράγοντες που βρίσκονται δεσμευμένοι στην εξωκυττάρια θεμέλια ουσία όπως ο VEGF και ο FGF 
και αναδιαμορφώνουν την εξωκυττάρια θεμέλια ουσία σε ένα αγγειο-ικανό περιβάλλον. Προκειμένου να 
διαμορφωθεί ένας σωλήνας με ροή και να αποτραπούν τα ECs να κινηθούν μαζικά προς το αγγειογενές σήμα, 
ένα EC γνωστό ως «ακραίο» κύτταρο (tip cell) επιλέγεται για να καθοδηγήσει την άκρη. Η διαδικασία αυτή 
προϋποθέτει την ύπαρξη σημάτων από τους VEGFRs, Notch, νευροπιλίνες (NRPs) και τους συνδέτες του 
Notch, Dll-4 και Jagged-1 (εικόνα 5.2.2a). Οι γείτονες του ακραίου κυττάρου αναλαμβάνουν θυγατρικές θέσεις 
ως κύτταρα κορμού (stalk cells) τα οποία διαιρούνται για να επιμηκύνουν τον κορμό (διεγειρόμενα από το 
Notch, την πρωτεΐνη με επαναλήψεις ανγκυρίνης που ρυθμίζεται από το Notch (NRARP), WNTs, PlGF και 
FGFs) προκειμένου να εγκαθιδρύσουν τον αυλό (που διαμεσολαβείται από τη VE-Cadherin, CD34, 
σιαλομυκίνες, VEGF και το hedgehog) (εικόνα 5.2.2b). Τα ακραία κύτταρα είναι εφοδιασμένα με φιλλοπόδια για 
να αντιλαμβάνονται τα περιβαλλοντικά σήματα κατεύθυνσης όπως τις εφρίνες και τις σεμαφορίνες ενώ τα 
κύτταρα κορμού απελευθερώνουν μόρια όπως EGFL7 στη εξωκυττάρια θεμέλια ουσία για να μεταφέρουν 
χωρικές πληροφορίες σχετικά με τη θέση γειτονικών κυττάρων έτσι ώστε να επιμηκυνθεί ο κορμός. Ένα 
πρόγραμμα που επάγεται από την υποξία και καθοδηγείται από τον HIF-1α, καθιστά τα ECs αποκρινόμενα σε 
αγγειογενή σήματα. Μυελοειδή κύτταρα-γέφυρες επιτρέπουν τη σύντηξη με άλλες αγγειακές προεκβολές 
επιτρέποντας την έναρξη της αιματικής ροής. Η ωρίμανση και λειτουργικότητα των αγγείων επέρχεται με τη 
σταθεροποίηση τους. Τα ECs ανακτούν την ήρεμη κατάσταση φάλαγγας (εικόνα 5.2.2c) και σήματα όπως ο 
PDGF-β, ANG-1, TGF-β, εφρίνη-β2 και NOTCH επάγουν την κάλυψη των ενδοθηλιακών κυττάρων με 
περικύτταρα. Αναστολείς των πρωτεασών, γνωστοί ως ιστικοί αναστολείς των μεταλλοπρωτεϊνασών (TIMPs) 
και ο αναστολέας 1 του ενεργοποιητή του πλασμινογόνου (PAI-1) προκαλούν την εναπόθεση της βασικής 
μεμβράνης και επανεγκαθίστανται οι κυτταρικές συνδέσεις για να επιτρέψουν την ιδανική κατανομή της ροής 
του αίματος. Τα αγγεία υποστρέφουν εάν δεν είναι ικανά να αιματωθούν (για δύο εξαιρετικές ανασκοπήσεις 
της αγγειογένεσης5, 316).  
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Εικόνα 5.2.2. Μοριακή βάση σχηματισμού αγγειακών διακλαδώσεων 
Απεικονίζονται τα διαδοχικά στάδια διακλαδώσεων των αγγείων με τα μόρια-κλειδιά που εμπλέκονται να 
παρουσιάζονται μέσα σε παρενθέσεις. 

a) Μετά από διέγερση με αγγειογενείς παράγοντες, τα ήρεμα αγγεία διατείνονται και επιλέγεται ένα ενδοθηλιακό 
κύτταρο ως άκρο [tip cell] (DLL4 και JAGGED1) για να εξασφαλιστεί ο σχηματισμός της διακλάδωσης. Ο σχηματισμός 
του ακραίου κυττάρου απαιτεί την αποδόμηση της βασικής μεμβράνης, την αποκόλληση των περικυττάρων και τη 
χαλάρωση των ενδοθηλιακών κυτταρικών συνδέσεων. Η αυξημένη διαπερατότητα επιτρέπει την εξαγγείωση 
πρωτεϊνών του πλάσματος (όπως ινωδογόνο και φιμπρονεκτίνη) για το σχηματισμό ενός υποστηρικτικού στρώματος 
και οι πρωτεάσες διασπούν το προϋπάρχον στρώμα, που όλα αυτά επιτρέπουν την κυτταρική μετανάστευση. Για 
λόγους απλοποίησης, απεικονίζεται μόνο η βασική μεμβράνη μεταξύ ενδοθηλιακών κυττάρων και περικυττάρων αλλά 
στην πραγματικότητα ενδοθηλιακά κύτταρα και περικύτταρα βρίσκονται πάνω στη βασική μεμβράνη. 

b)  Τα ακραία κύτταρα προσανατολίζονται ως απόκριση σε σήματα οδήγησης (όπως οι σεμαφορίνες και οι εφρίνες) και 
προσκολλώνται στην  εξωκυτταρια θεμέλια ουσία (που διαμεσολαβείται από τις ιντεγκρίνες) για να μεταναστεύσουν. 
Τα στηρικτικά (stalk) κύτταρα πίσω από τα ακραία πολλαπλασιάζονται, επιμηκύνονται και σχηματίζουν τον αυλό και 
οι προεκβολές συντήκονται για να σχηματίσουν ένα βατό νεοαγγείο.Τα πολλαπλασιαζόμενα στηρικτικά κύτταρα 
προσελκύουν περικύτταρα και επιτρέπουν στη βασική μεμβράνη να σταθεροποιηθεί. Τα προελκυόμενα μυελικά 
κύτταρα όπως τα μακροφάγα των όγκων (TAMs) και τα μονοκύτταρα που εκφράζουν TIE-2 (TEMs) μπορούν να 
παράγουν προαγγειογενείς παράγοντες ή πρωτεολυτικά απελευθερωμένους αγγειογενείς αυξητικούς παράγοντες από 
την εξωκυττάρια θεμέλια ουσία. c) Μετά τη σύντηξη γειτονικών διακλαδώσεων, ο σχηματισμός αυλού επιτρέπει τη 
βατότητα του νεοαγγείου που επιστρέφει στην ήρεμη κατάσταση επάγοντας ένα φαινότυπο φάλαγγας, 
επανεγκαθίδρυση των συνδέσεων, εναπόθεση της βασικής μεμβράνης, ωρίμανση των περικυττάρων και παραγωγή 
σημάτων συντήρησης . Άλλοι παράγοντες επάγουν διενδοθηλιακή μεταφορά λιπιδίων.  
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Η ιστική υποξία αποτελεί ένα σημαντικό ερέθισμα για την ανάπτυξη του αγγειακού δικτύου. Αρχικά τα 
κύτταρα οξυγονώνονται με απλή διάχυση του οξυγόνου αλλά όταν οι ιστοί αναπτύσσονται πέρα του ορίου 
διάχυσης, η υποξία κινητοποιεί την αγγειακή ανάπτυξη μέσω σηματοδότησης των HIFs317. Οι HIFs επάγουν 
πολλαπλά αγγειογενή γονίδια αλλά η επαγωγή του VEGF είναι ίσως η πλέον αξιοσημείωτη-έως και 30 φορές 
αύξηση εντός λεπτών. Ο VEGF διεγείρει ακολούθως την αγγειογένεση με ένα αυστηρά δοσοεξαρτώμενο τρόπο 
και για το λόγο αυτό αξιολογείται σήμερα ως υποψήφιο για προ- ή αντιαγγειογενετική θεραπεία318.  

Δοθείσης της πολυπλοκότητας μίας διαδικασίας όπως η αγγειογένεση, είναι εντυπωσιακό πως ένας 
μόνο αυξητικός παράγοντας, ο VEGF, ρυθμίζει τη διαδικασία αυτή τόσο κυρίαρχα. Ο VEGF (γνωστός και ως 
VEGF-A) διεγείρει την αγγειογένεση τόσο φυσιολογικά όσο και παθολογικά μέσω της σηματοδότησης του 
VEGFR-2319, 320. Οι νευροπιλίνες (NRP-1 και NRP-2) αποτελούν συνυποδοχείς του VEGF που ενισχύουν τη 
δραστηριότητα του VEGFR-2 αλλά σηματοδοτούν και ανεξάρτητα321. Σε απόκριση σε ένα πρανές του VEGF, 
που δημιουργείται από διαλυτές μορφές αλλά και από τον προσδεδεμένο στην ECM, τα ακραία κύτταρα 
αυξάνουν την έκφραση του Dll-4 και ενεργοποιούν το Notch στα γειτονικά κύτταρα κορμού. Η ενεργοποίηση 
αυτή καταστέλλει την έκφραση του VEGFR-2, καθιστώντας τα κύτταρα κορμού μη ανταποκρινόμενα στο 
VEGF, βεβαιώνοντας έτσι ότι το ακραίο κύτταρο θα ηγηθεί της διαδικασίας322. Οι διαλυτές μορφές του VEGF 
επάγουν τη μεγέθυνση του αγγείου ενώ οι προσδεδεμένες στη θεμέλια ουσία ισομορφές επάγουν τις αγγειακές 
διακλαδώσεις. Ο παρακρινής VEGF που απελευθερώνεται από τα καρκινικά, μυελοειδή ή άλλα στρωματικά 
κύτταρα αυξάνει τις αγγειακές διακλαδώσεις και καθιστά τα αγγεία παθολογικά323, ενώ ο αυτοκρινής VEGF που 
απελευθερώνεται από τα ενδοθηλιακά κύτταρα διατηρεί την αγγειακή ομοιόσταση324. Συρρέουσες μαρτυρίες 
δείχνουν ότι η βιολογική δράση της σηματοδότησης του VEGFR-2 εξαρτάται από την υποκυτταρική εντόπιση 
του- για παράδειγμα η σηματοδότηση πρέπει να γίνει από ενδοκυττάρια διαμερίσματα για να επαχθεί η 
αρτηριακή αναδιαμόρφωση325.  

Ο ακριβής ρόλος του VEGFR-1 στην αγγειογένεση είναι λιγότερο σαφής326, 327. Ο υποδοχέας 
υφίσταται τόσο σε μεμβρανοσύνδετη, σηματοδοτικά ικανή, μορφή όσο και σε διαλυτή, εκκρινόμενη μορφή 
(soluble VEGFR-1, sVEGFR-1). Μέσω παγίδευσης των συνδετών του, ο sVEGFR-1, μπορεί ταυτόχρονα να 
βοηθήσει στην καθοδήγηση της αναπτυσσόμενης διακλάδωσης ή να αναστείλει την προεκβολή . Λόγω της 
χαμηλής δραστικότητας κινάσης που διαθέτει, ο VEGFR-1 μπορεί να δρα ως «δόλωμα» για τον VEGF, 
μετριάζοντας τη διαθέσιμη ποσότητα του ελεύθερου VEGF για ενεργοποίηση του VEGFR-2 και εξηγώντας έτσι 
γιατί η απώλεια του οδηγεί σε υπερανάπτυξη των αγγείων326. Ωστόσο, η ενδοκυττάρια σηματοδότηση του 
VEGFR-1 στα ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων, στα στρωματικά κύτταρα και στα μυελοειδή κύτταρα 
διεγείρει την παθολογική αγγειογένεση327.  

Διάφορα σηματοδοτικά μονοπάτια εκτός του VEGFR-2  έχουν περιγραφεί στην αγγειογένεση και 
παρουσιάζονται συνοπτικά στην εικόνα 5.2.3. 
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Εικόνα 5.2.3. Σημαντικά σηματοδοτικά μονοπάτια που ελέγχουν την αγγειογένεση.  
a) Γενικά σηματοδοτικά μονοπάτια που ελέγχουν τη συμπεριφορά των ECs. Οι VEGFs των θηλαστικών προσδένονται 
σε ομοδιμερή και ετεροδιμερή συμπλέγματα τριών VEGFRs. Η σηματοδότηση μέσω του VEGFR2, VEGFR3 ή VEGFR2– 
VEGFR3 ετεροδιμερούς, είναι προαγγειογενετική. Η πρωτεολυτική επεξεργασία του VEGF-C και VEGF-D είναι 
προαπαιτούμενη για να επιτραπεί η αλληλεπίδραση με τον VEGFR2.  Η πρόσδεση του VEGFA στον VEGFR1 αλλά και στην 
εκκρινόμενη εξωκυττάρια περιοχή του VEGFR1 (διαλυτός VEGFR1 (sVEGFR1)) δρα σαν «παγίδα» για τον VEGFA  που 
περιορίζει τη διαθεσιμότητα του για την ενεργοποίηση του VEGFR2. Η αλληλεπίδραση του υποδοχέα  TIE2 με την 
προσδεδεμένη στο εξωκυττάριο στρώμα  αγγειοποιητίνη-1( ANG1) στις περιοχές σύνδεσης των EC–ECM επάγει τη 
μετανάστευση2. Σε αντίθεση, στις περιοχές σύνδεσης μεταξύ  EC–EC οι αλληλεπιδράσεις ANG1–TIE2 επάγουν την ηρεμία 
μετά και από αλληλεπιδράσεις μεταξύ ανάλογων συμπλεγμάτων γειτονικών κυττάρων. Τα συμπλέγματα αυτά περιλαμβάνουν 
την πρωτεϊνική φωσφατάση τυροσίνης των αγγειακών ενδοθηλιακών κυττάρων (vascular endothelial protein Tyr phosphatase 
(VE-PTP, επίσης γνωστή και ως PTPRB) και ενεργοποιούν διακριτά σηματοδοτικά μονοπάτια με κατεύθυνση τα σημεία 
αλληλεπίδρασης κυττάρων-στρώματος2. Η ANG2 ανταγωνίζεται τη δράση της ANG1 στον TIE2 στην αποσταθεροποίηση των 
αγγείων και βοηθά την αγγειακή αναδιαμόρφωση. Οι ομοφυλικές αλληλεπιδράσεις της VE-cadherin διατηρούν τις συνδέσεις 
μεταξύ ενδοθηλιακών κυττάρων. Η διαμεσολαβούμενη από το Delta-like 4 (DLL4) ενεργοποίηση των υποδοχέων Notch 
καταστέλλει την αγγειογενή συμπεριφορά των αγγειογενών κυττάρων και επάγει την αγγειακή σταθερότητα  μετά την 
πρωτεολυτική απελευθέρωση του ενδοκυττάριου τμήματος του (NICD). Σε συγκεκριμένες περιπτώσεις, η Jagged 1 
ανταγωνίζεται το DLL4 για πρόσδεση στο Notch προκειμένου να ελαττώσει τη σηματοδότηση DLL4–Notch.  

b) Γνωστοί υποδοχείς καθοδήγησης των νευραξόνων που εκφράζονται στα ECs.  Οι αλληλεπιδράσεις των Roundabout 
homologue 4 (ROBO4)–uncoordinated 5 homologue B (UNC5B) επάγουν την UNC5B-διαμεσολαβούμενη καταστολή της 
σηματοδότησης των VEGFR, εμποδίζουν την αγγειογένεση και διατηρούν την αγγειακή ακεραιότητα. Η ενεργοποίηση του  
ROBO4 από το Slit 2 μπορεί επίσης να μπλοκάρει τη σηματοδότηση  των VEGFR  αλλά αυτό είναι αμφισβητούμενο.  Η 
ενεργοποίηση του UNC5B  από τις νετρίνες μπορεί επίσης να διακόψει την αγγειογένεση. Οι εκκρινόμενες τάξης ΙII 
σεμαφορίνες (όπως η σεμαφορίνη 3E (SEMA3E)) επάγουν την υποστροφή των EC για να διαταράξουν την αγγειογένεση μετά 
την πρόσδεση στον υποδοχέα τους, την πλεξίνη D1.  Σε αντίθεση, η νευροπιλίνη 1 (NRP1) ή NRP2 ενισχύουν την αγγειογενή 
συμπεριφορά των EC μετά την πρόσδεση του VEGFA ή VEGFC  και/ή την αλληλεπίδραση με τους VEGFR2 ή VEGFR3. Η 
ενεργοποίηση του υποδοχέα B4 της εφρίνης  (EPHB4)  μετά από την αλληλεπίδραση με το μεμβρανοσύνδετο συνδέτη του, 
ephrin B2, μπορεί να επάγει την μεταξύ ECs αποστροφή  ή προσέλκυση κάτω από συγκεκριμένες κυτταρικές συνθήκες και 
είναι ουσιώδης για την αγγειογένεση. Η ανάστροφη σηματοδότηση EPHB4–ephrin B2 μπορεί να παίξει καθοριστικούς ρόλους 
στην αγγειακή ανάπτυξη. Η αλληλεπίδραση της ephrin B2 με τους VEGFR2 ή VEGFR3 επάγει την εσωτερίκευση στη 
μεμβράνη των VEGFR και ενισχύει την αγγειογενή σηματοδότηση.  

PLGF: Αυξητικός παράγοντας του πλακούντα.  
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Tα κύτταρα μέσα στο αγγειακό τοίχωμα μπορούν να επικοινωνήσουν μεταξύ τους αλλά και με άλλα 
κύτταρα μέσα και έξω από τον αγγειακό αυλό. Αντιλαμβάνονται μεταβολές στην αιματική ροή και την πίεση 
και αλληλεπιδρούν δυναμικά με τον κυτταροσκελετό και την εξωκυττάρια θεμέλια ουσία. Στα σιωπηλά αγγεία, 
η VE-Cadherin στις συνδέσεις προσκόλλησης αλλά και αντίστοιχα μόρια στις ισχυρές συνδέσεις παρέχουν 
μηχανική ισχύ και σταθερότητα εγκαθιστώντας έτσι ένα φραγμό διαπερατότητας. Τα μόρια αυτά δεν 
λειτουργούν μόνο ως μηχανικοί φραγμοί αλλά μεταβιβάζουν και ισχυρά σήματα για την επιβίωση των ECs και 
άλλες λειτουργίες 328 . Όταν τα ECs μεταναστεύουν κατά το σχηματισμό προεκβολών, οι συνδέσεις αυτές 
προσωρινά διακόπτονται αλλά επανεγκαθίστανται μόλις τα κύτταρα σχηματίσουν την προεκβολή. Η διακοπή 
αυτού του φυσιολογικού κύκλου αποδιοργανώνει τα αγγεία στους όγκους329. Ο VEGF χαλαρώνει ενώ η Ang-1 
ισχυροποιεί αυτές τις συνδέσεις και το θεραπευτικό δυναμικό της βρίσκεται υπό διερεύνηση για καταστάσεις 
όπως η σήψη, η φλεγμονή, το αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο και οι κακοήθεις νεοπλασίες330.  

Η εξωκυττάρια θεμέλια ουσία παρέχει σημαντικές συνδέσεις μεταξύ ECs και περιβάλλοντος ιστού και 
εμποδίζει την κατάρρευση των αγγείων ενώ ρυθμίζει και το σχηματισμό νέων αγγειακών προεκβολών. Όταν τα 
κύτταρα μεταναστεύουν, η θεμέλια ουσία διασπάται πρωτεολυτικά και αποκαλύπτει νέους κρυπτικούς 
επιτόπους που επάγουν τη μετανάστευση ECs και SMCs331. Οι ιντεγκρίνες είναι επιφανειακοί κυτταρικοί 
υποδοχείς στοιχείων της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας που μεταβιβάζουν αμφίπλευρα σήματα εντός και εκτός 
κυττάρου και βοηθούν τα αγγειακά κύτταρα να σχηματίσουν νέα αγγεία σε απόλυτη οργάνωση με τα 
παρακείμενα332, 333. Οι αvβ3 και αvβ5 ιντεγκρίνες έχουν θεωρηθεί από παλιά ως θετικοί ρυθμιστές της 
αγγειογένεσης καθώς φαρμακολογικοί ανταγωνιστές τους καταστέλλουν την παθολογική αγγειογένεση. 

Η αναδιαμόρφωση της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας προϋποθέτει την αποδόμηση της από 
πρωτεϊνάσες όπως οι ενεργοποιητές του πλασμινογόνου [PAs (π.χ ουροκινάση και οι αναστολείς τους, PAIs)], 
οι MMPs (και οι TIMPs), ηπαρινάσες, χυμάσες, τρυπτάσες και καθεπσίνες334-336. Οι πρωτεϊνάσες επίσης 
επάγουν τη μεταναστευτική ικανότητα των ECs απελευθερώνοντας τους δεσμευμένους στη θεμέλια ουσία 
αγγειακούς ενεργοποιητές (bFGF, VEGF, TGF-β). Η πρωτεολυτική αυτή αναδιαμόρφωση επιβάλλεται να γίνει 
με ισορροπημένο τρόπο καθώς είτε η ανεπαρκής είτε η εκσεσημασμένη πρωτεόλυση μπορούν να αναστείλουν 
την αγγειογένεση, ενώ θα πρέπει να αναφερθεί ότι και στη φυσιολογική δράση τους εντάσσεται η λύση της 
αγγειογενετικής διαδικασίας μέσω απελευθέρωσης αναστολέων δεσμευμένων στη θεμέλια ουσία (όπως π.χ. 
κανστατίνη, ενδοστατίνη, τουμστατίνη και παράγοντας 4 των αιμοπεταλίων) αλλά και αδρανοποίησης 
αγγειογενών κυτταροκινών (π.χ. SDF-1)336, 337. Αυτές οι πλειοτροπικές δράσεις μπορούν να εξηγήσουν γιατί οι 
πρωτεάσες, οι υποδοχείς και οι αναστολείς τους έχουν δράσεις που εξαρτώνται από το περιβάλλον και στη 
συγκέντρωση τους. Εξηγεί επίσης γιατί ένας αναστολέας όπως ο PAI-I αποτελεί φτωχό προγνωστικό δείκτη σε 
πολλές κακοήθειες336, 337.  

Η περαιτέρω εγκαθίδρυση ενός λειτουργικού αγγειακού δικτύου απαιτεί την ωρίμανση των νέο-
σχηματισμένων αγγείων σε σταθερά αγγεία. Η συμμετοχή περικυττάρων και SMCs με τα αγγεία ρυθμίζει τον 
πολλαπλασιασμό, την επιβίωση, τη μετανάστευση και τη διαφοροποίηση των ECs καθώς και το σχηματισμό 
αγγειακών διακλαδώσεων, την αιματική ροή και την αγγειακή διαπερατότητα338. Ο PDGF-BB και ο υποδοχέας 
του,PDGFR-β, έχουν βασικούς ρόλους στη σταθεροποίηση του ανώριμου αγγείου με την προσέλκυση PDGFR-
β+ μεσεγχυματικών προγονικών κυττάρων και η ανεπάρκεια του μηχανισμού αυτού οδηγεί σε υπερανάπτυξη 
των ECs, διαπερατότητα, ευθραυστότητα και μεγέθυνση των αγγείων, αιμορραγία, διαταραγμένη άρδευση και 
υποξία σε έμβρυα με έλλειψη PDGF-B 339, στους αμφιβληστροειδείς των διαβητικών, στους όγκους340 και στα 
αιμαγγειώματα341.  

Ένα επιπρόσθετο σηματοδοτικό μονοπάτι που εμπλέκεται στη διατήρηση, ανάπτυξη και 
σταθεροποίηση των αγγείων είναι ο υποδοχέας Tie-2 στον οποίο προσδένονται οι Ang-1 και Ang-2. Σε 
αντίθεση με την Ang-2 η οποία ενεργοποιεί τον Tie-2 σε ορισμένα κύτταρα αλλά τον αναστέλλει σε άλλα, η 
Ang-1 ενεργοποιεί τον Tie-2 συνεχώς. Αν και η δέσμευση των αγγειοποιητινών καταστέλλει την 
αγγειογένεση342 η δράση τους είναι πλειοτροπική και εξαρτώμενη από το περιβάλλον. Η Ang-1 διεγείρει υην 
αγγειακή ανάπτυξη στο δέρμα, στα ισχαιμικά σκέλη, στα γαστρικά έλκη και σε μερικούς όγκους343, 344, κυρίως 
γιατί αποτελεί παράγοντα επιβίωσης για τα ECs και κινητοποιεί EPCs και HPCs345. Αλλά η Ang-1 επίσης 
καταστέλλει την αγγειογένεση στους όγκους και την καρδιά346, 347. Αν και δεν είναι πλήρως κατανοητό, η 
αντιαγγειογενετική δράση της Ang-1 μπορεί να σχετίζεται με το γεγονός ότι τα αγγεία πρέπει να χαλαρώσουν 
πριν τη μετανάστευση των ECs. Εάν τα αγγεία είναι πολύ σφιχτά μπορεί να εμποδίσουν την αγγειακή 
προεκβολή. Η Ang-1 ισχυροποιεί τα αγγεία επηρεάζοντας συνδεσμικά μόρια330, επάγοντας την αλληλεπίδραση 
των ECs με τοιχωματικά κύτταρα σαν πρωτεΐνη προσκόλλησης και με προσέλκυση περικυττάρρων348. Η Ang-2 
με τη σειρά της επάγει την ανάπτυξη ανώριμων, φτωχών σε SMCs, αγγείων των όγκων χαλαρώνοντας τις 
ενδοθηλιακές και περιενδοθηλιακές αλληλεπιδράσεις και αποδομώντας την εξωκυττάρια θεμέλια ουσία, 
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ανταγωνιζόμενη έτσι τη δράση της Ang-1347, 349. Η αγγειογενής ικανότητα της Ang-2 φαίνεται επίσης να 
εξαρτάται από το περιβάλλον, ωστόσο η Ang-1 συνεργάζεται με το VEGF στην αγγειογένεση της καρδιάς346 
αλλά όταν τα αγγειογενή σήματα είναι ανεπαρκή, η Ang-2 προκαλεί θάνατο των ECs και υποστροφή των 
αγγείων350, 351. Επομένως είναι σημαντική μία ισοζυγισμένη σηματοδότηση από τον Tie-2 καθώς μία 
ενεργοποιητική μετάλλαξη του προκαλεί φλεβικές διαμαρτίες που χαρακτηρίζονται από διατεταμένα, έρποντα 
ενδοθηλιακά κανάλια με ποικίλο αριθμό SMCs352.  

Επιπρόσθετα σηματοδοτικά μόρια όπως μέλη της υπεροικογένειας του TGF-β συμβάλλουν 
πλειοτροπικά στα στάδια λύσης και ωρίμανσης της αγγειογένεσης. Τα μέλη της οικογένειας διεγείρουν τύπου 
ΙΙ υποδοχείς οι οποίοι με τη σειρά τους φωσφορυλιώνουν τύπου Ι υποδοχείς (όπως την κινάση του υποδοχέα 
ομοιάζοντα στην ακτιβίνη-Αctivin receptor-like kinase, ALK) και ενεργοποιούν τις κάτωθεν σηματοδοτύσες 
πρωτεΐνες Smads353. Η ενδογλίνη είναι τύπου ΙΙΙ υποδοχέας που διευκολύνει την πρόσδεση του TGF-β1 στους 
τύπου ΙΙ υποδοχείς. Τόσο προ-αγγειογενετικές όσο και αντι-αγγειογενετικές δράσεις έχουν αποδοθεί στον 
TGF-β1 μέσω δράσεων στα ECs και άλλους τύπους κυττάρων. Σε χαμηλές συγκεντρώσεις ο TGF-β1 επάγει την 
αγγειογένεση μέσω αύξησης αγγειογενών παραγόντων και πρωτεϊνασών ενώ σε υψηλές συγκεντρώσεις 
αναστέλλει την ανάπτυξη των ECs, επάγει τον επανασχηματισμό της βασικής μεμβράνης και διεγείρει τη 
διαφοροποίηση και προσέλκυση των SMCs. Η κληρονομική αιμορραγική τηλεαγγειεκτασία που χαρακτηρίζεται 
από τηλεαγγειεκτασίες και αρτηριοφλεβικές δυσμορφίες έχει σχετιστεί με μεταλλαγές απώλειας 
λειτουργικότητας στην ενδογλίνη και ALK-1353.  

Κλείνοντας το κεφάλαιο της αγγειογένεσης, είναι σημαντικό να αναφερθεί ο συντονισμός των 
σημάτων και η γονιδιακή ρύθμιση της αγγειογένεσης. Αν και πολλά μοριακά μονοπάτια κλειδιά ελέγχουν αυτή 
την πολύπλοκη διαδικασία, πρόσφατες μελέτες ξεκίνησαν να ορίζουν ενδιαφέροντες μεταμεταγραφικούς και 
μεταμεταφραστικούς μηχανισμούς που προσαρμόζουν αποκρίσεις που διαμεσολαβούνται από γνωστά 
αγγειογενετικά μονοπάτια. Ο μεταμεταγραφικός έλεγχος περιλαμβάνει τα microRNAs (miRNAs, miRs), μικρά 
(~22 ζεύγη βάσεων), μη κωδικά, μονόκλωνα μόρια RNA τα οποία προσδενόμενα στις συμπληρωματικές τους 
αλληλουχίες εντός του mRNA-στόχου, μπλοκάρουν τη μετάφραση του ή επάγουν την αποδόμηση του354. 
Πρόσφατα δεδομένα εμπλέκουν συγκεκριμένα miRNAs ως ουσιώδεις καθοριστές της συμπεριφοράς των ECs 
κατά τη διάρκεια της αγγειογένεσης (εικόνα 5.2.4a). Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί το ενδοθήλιο-
περιορισμένο miR-126, που τροποποιεί τη σηματοδότηση του VEGF και είναι ουσιώδες για τη φυσιολογική 
αγγειογένεση355-357. Το miR-126 εντοπίζεται στο ιντρόνιο 7 του ενδοθηλιοειδικού γονιδίου «ομοιάζον στον 
επιδερμιδικό αυξητικό παράγοντα 7»(EGFL7). Η έκφραση του miR-126 επηρεάζει θετικά τη σηματοδότηση του 
VEGF μέσω μεταμεταγραφικής καταστολής της Spred-1 και της PIK3R2 (p85β) ρυθμιστικής υπομονάδας της 
PI3K, μορίων που αποτελούν αρνητικούς ρυθμιστές της σηματοδότησης της MAPK και της PI3K αντίστοιχα. 
Πολλαπλά αγγειο-miRNAs έχουν εμπλακεί στην αγγειογένεση, ρυθμίζοντας την τόσο θετικά όσο και 
αρνητικά358.  

Η ρύθμιση της αγγειογένεσης μπορεί να πραγματοποιηθεί και σε μεταμεταφραστικό επίπεδο. Η 
εσωτερίκευση του δεσμευμένου από το συνδέτη VEGFR-2 σε ενδοσωμικά διαμερίσματα παρατείνει το μέγεθος 
και τη διάρκεια του κατάντης προαγγειογενετικού σηματοδοτικού μονοπατιού in-vitro359 ενώ ένας σημαντικός 
αριθμός μελετών επιβεβαιώνει ότι ο στενός χωρικός έλεγχος της κυκλοφορίας του VEGFR αποτελεί βασικό 
σημείο ελέγχου της αγγειογένεσης in-vivo360-362 (εικόνα 5.2.4b). Εκτός από την εσωτερίκευση του VEGFR-2, 
σημαντικό ρόλο στην in-vivo αγγειογένεση παίζει και η ενισχυμένη ανακύκλωση του ενδοκυττάριου 
υποδοχέα363, 364(εικόνα   b).  
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Εικόνα 5.2.4. Συντονισμός των σημάτων αγγειογένεσης.  
a. Μεταμεταγραφικές τροποποιήσεις των βασικών αγγειογενών σηματοδοτικών μονοπατιών από τα microRNAs 
(miRNAs) ρυθμίζουν την αγγειογένεση. Η έκφραση του miR-126 ρυθμίζει τις PI3K και/ή RAF1 σηματοδοτήσεις για να 
ενισχύσει την αγγειογένεση από τον VEGF. Η αιματική ροή επίσης ρυθμίζει τη σηματοδότηση του VEGF επάγοντας 
την έκφραση του μεταγραφικού παράγοντα KLF2κια τη ρύθμιση από αυτόν της έκφρασης του miR-126 κατά τη 
διάρκεια της αγγειακής προεκβολής. Επιπρόσθετα, τα ECs εκφράζουν miR-132 που ενισχύει την αγγειογενή 
σηματοδότηση που ελέγχεται από τις μικρές RAS GTPases καταστέλλοντας την έκφραση της πρωτεϊνης p120 
(p120RASGAP), ενός αρνητικού ρυθμιστή του RAS. Σε αντίθεση, το miR-92a εμποδίζει την αγγειογένεση με την 
καταστολή της έκφρασης της προαγγειογενούς ιντεγκρίνης α5. Το miR-92a μπορεί επίσης να ενεργοποιήσει τη 
σηματοδότηση του Notch για να εμποδίσει την επαγόμενη από τον VEGF-αγγειογένεση ελαττώνοντας την έκφραση 
της σιρτουίνης 1 (SIRT1), η οποία απακετυλιώνει την ενδοκυττάρια περιοχή του Notch και την αποσταθεροποιεί  

b. Μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις της μεμβρανικής μετακίνησης του VEGFR2 ή VEGFR3 καθορίζουν τη διάρκεια 
και το μέγεθος της σηματοδότησης των VEGFA και VEGFC. Η διαμεσολαβούμενη από τις συνεκτίνη και εφρίνη B2 
μεμβρανική εσωτερίκευση προστατεύει τον φωσφορυλιωμένο ενεργό VEGFR από απενεργοποίηση από τις 
φωσφατάσες τυροσίνης της κυτταρικής επιφάνειας. Επιπρόσθετα, η μεταφορά του VEGFR σε ενδοκυττάρια 
ενδοκυτταροπλασματικά διαμερίσματα ενισχύει την προαγγειογενή σηματοδότης. Ο εσωτερικευμένος VEGFR 
ακολούθως είτε αποδομείται είτε ανακυκλώνεται στην κυτταρική επιφάνεια για ένα ακόμα γύρο ενεργοποίησης. Ως εκ 
τούτου, η αvβ3 ιντεγκρίνη και RAB4A διαμεσολαβούμενη ανακύκλωση του VEGFR σταθεροποιεί την πρωτεϊνική 
έκφραση του υποδοχέα και ενισχύει τη σηματοδότηση του VEGF.  
PIK3R2: Ρυθμιστική υπομονάδα 2 της PI3K, SPRED1: Πρωτεΐνη Sprouty-σχετιζόμενη, περιέχουσα την EVH1 περιοχή 
1, ERK: Κινάση ρυθμιζόμενη από εξωκυττάρια σήματα.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.2 Η παθολογική αγγειογένεση. 

Η αγγειογένεση, αν και ωφέλιμη για την ανάπτυξη των ιστών και την αναγέννηση, δεν αποτελεί 
πάντοτε ευεργετικό γεγονός. Τα αγγεία μπορούν να τροφοδοτήσουν φλεγμονώδεις και κακοήθεις νόσους και 
να αξιοποιηθούν από τα κακοήθη κύτταρα για να μετασταθούν. Οι αποκλίσεις από τη φυσιολογική 
αγγειογένεση όταν είναι κατασταλτικές οδηγούν σε ανεπάρκεια της (π.χ. αγγειακά εγκεφαλικά επεισόδια, 
έμφραγμα μυοκαρδίου, ελκώδεις διαταραχές και νευροεκφυλιστικές νόσοι) ενώ η μη φυσιολογική ανάπτυξη 
και αναδιαμόρφωση των αγγείων παρατηρείται σε αρκετές παθολογικές καταστάσεις συμπεριλαμβανομένων 
οξέων και χρόνιων φλεγμονωδών διαδικασιών όπως η διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια, η ρευματοειδής 
αρθρίτιδα και οι κακοήθειες312, αλλά και σε πολλές επιπρόσθετες διαδικασίες όπως η παχυσαρκία, το άσθμα, ο 
σακχαρώδης διαβήτης, η ενδομητρίωση, οι βακτηριακές λοιμώξεις και τα αυτοάνοσα νοσήματα. 

Οι σχηματισμός αγγειακών προεκβολών είναι ο κύριος και περισσότερο καλά χαρακτηρισμένος τρόπος 
νεοαγγειογένεσης που περιλαμβάνει τον πολλαπλασιασμό και τη μετανάστευση των ECs σε ανάγγειες περιοχές 
αν και διάφοροι άλλοι αγγειογενείς μηχανισμοί έχουν προταθεί επίσης365. Ο συχνότερος παθοφυσιολογικός 
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Εικόνα 5.2.5. Σχηματικό διάγραμμα που απεικονίζει τη 
διασταυρούμενη αλληλεπίδραση μεταξύ χρόνιας φλεγμονής και 
αγγειογένεσης. Τα φλεγμονώδη κύτταρα εκκρίνουν αυξητικούς 
παράγοντες, πρωτεάσες και κυτταροκίνες που επάγουν την αποδόμηση 
της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας, την ανάπτυξη, μετανάστευση και 
διηθητική ικανότητα των ECs, δηλαδή την αγγειογένεση. Αντίστροφα, τα 
αγγειακά τοιχώματα ενισχύουν τη χρόνια φλεγμονή παρέχοντας 
κυτταροκίνες, οξυγόνο και θρεπτικά συστατικά και επιτρέποντας τη 
χυμοταξία των φλεγμονωδών κυττάρων. Η αγκύλη αυτή ενισχύει 
περαιτέρω τη φλεγμονή και την αγγειογένεση. 

Costa et.al. Angiogenesis 2007;10:149–166

μηχανισμός θεωρείται η έλλειψη ισορροπίας μεταξύ προ- και αντιαγγειογενών παραγόντων που παρατείνεται 
για μεγάλες περιόδους και συνήθως συνοδεύει τη φλεγμονή366. 

Ο συντονισμός της αγγειογένεσης επιτυγχάνεται με ένα ευρύ φάσμα ενεργοποιητών και αναστολέων 
που συγχρονίζουν διαδοχικά μία πολύπλοκη αλληλουχία γεγονότων. Η διαδικασία αυτή απαιτεί ενεργοποίηση 
πολλαπλών υποδοχέων από πολυάριθμους συνδέτες συμπεριλαμβανομένων των PlGF, των aFGF και bFGF, 
των Ang-1 και Ang-2, του PDGF και του HGF μεταξύ άλλων367-370. Από τους πολλούς αγγειογενείς παράγοντες 
που παράγονται κατά τη διάρκεια της φλεγμονής ο VEGF θεωρείται ως ο κυρίαρχος παράγοντας της 
επαγόμενης από την ανοσία αγγειογένεσης371, 372 και εκφράζεται σε συνδυασμό με πολλές φλεγμονώδεις 
νόσους όπως η αρθρίτιδα373, η απόρριψη μοσχεύματος374 και η αθηροσκλήρωση375. Ο VEGF δρα μέσω 
πρόσδεσης στους δύο υποδοχείς κινάσης τυροσίνης, VEGFR1 και VEGFR2 αν και οι περισσότερες από τις 
βιολογικές δράσεις του διαμεσολαβούνται από τη σηματοδότηση του VEGFR2376-378. Ο VEGF παράγεται τόσο 
από ECs όσο και από μονοκύτταρα και ενεργοποιημένα Τ-λεμφοκύτταρα371, 379 που μπορούν να διεγείρουν 
την αγγειογένεση στα πλαίσια φλεγμονωδών αποκρίσεων380-382. Η ρύθμιση του VEGF από την υποξία έχει 
αποδειχθεί σε πολλούς καρκίνους αλλά και επούλωση πληγών που είναι γενικά ισχαιμικές περιοχές. Ωστόσο η 
οξέωση, σταθερό σημείο φλεγμονωδών και ισχαιμικών περιοχών επίσης αυξάνει την έκφραση του VEGF-A και 
μάλιστα ανεξάρτητα από την υποξία383.  

Η χρόνια φλεγμονή και η αγγειογένεση 
αποτελούν δύο διαδικασίες που συγκλίνουν. Η 
υποξία αποτελεί το κύριο ερέθισμα και για τις 
δύο αυτές διαδικασίες οδηγώντας σε 
συσσώρευση μακροφάγων και άλλων 
κυττάρων του ανοσοποιητικού384 καθώς και σε 
υπερπαραγωγή αυξητικών παραγόντων366, 367, 

385, 386. Πολλά από τα κύτταρα που λαμβάνουν 
μέρος στις φλεγμονώδεις διαδικασίες, 
απελευθερώνουν διάφορους παράγοντες που 
δρουν άμεσα ή έμμεσα στα ECs. Εναλλακτικά, 
η αγγειογένεση συντηρεί τη φλεγμονή 
παρέχοντας οξυγόνο και θρεπτικά συστατικά 
για τις μεταβολικές ανάγκες των κυττάρων που 
βρίσκονται στις φλεγμονώδεις εστίες (Εικόνα 
5.2.5). Αρχικό γεγονός αποτελεί η παραγωγή 
NO, ενός καλά αναγνωρισμένου 
φλεγμονώδους μεσολαβητή, από την iNOS των 
φλεγμονωδών κυττάρων. To NO επάγει τη 
διατασιμότητα των αγγείων και αυξάνει τη 
διαπερατότητα τους, γεγονός που ευνοεί την 
εξαγγείωση των ανοσοποιητικών κυττάρων 
(ανασκόπηση387). Πολλές άλλες 
προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες και χυμοκίνες 
που απελευθερώνονται κατά τη διάρκεια της 
φλεγμονώδους απόκρισης, αποτελούν ισχυρούς 
ενεργοποιητές των γειτονικών ECs στην 
προσέλκυση φλεγμονωδών κυττάρων. Στην 
πραγματικότητα, το πλέον κριτικό στάδιο 
ολόκληρης της διαδικασίας αποτελεί η 
προσκόλληση των ανοσοποιητικών κυττάρων στο ενδοθήλιο, η οποία ενεργοποιεί την ολίσθηση τους και την 
είσοδο τους στον έσω χιτώνα του αγγείου. Οι φλεγμονώδεις μεσολαβητές που παράγονται από τα 
ανοσοποιητικά κύτταρα, στοχεύουν τους ινοβλάστες και τα ECs ώστε να παράγουν αγγειογενείς 
παράγοντες388, παρέχοντας έμμεση ενεργοποίηση της αγγειογένεσης. Τα προφλεγμονώδη κύτταρα μπορούν 
και άμεσα να διεγείρουν την αγγειογένεση καθώς τα ίδια παράγουν αγγειογενείς παράγοντες όπως VEGF, Ang, 
bFGF, HGF, PDGF, TGF-β, TNF-α μεταξύ άλλων, οι οποίοι μεταβιβάζουν μιτογόνα και μεταναστευτικά σήματα 
στο ενδοθήλιο389-391. 

Η υποξία που αποτελεί χαρακτηριστικό σημείο της φλεγμονής, επάγει την έκφραση του 
μεταγφραφικού παράγοντα HIF ο οποίος με τη σειρά του ρυθμίζει τη μεταγραφική ενεργοποίηση ποικίλων 
αγγειογενών γονιδίων388, ενώ σημαντικό ρόλο κατέχει και η ενεργοποίηση του μεταγφραφικού παράγοντα NF-
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κΒ από προφλεγμονώδεις παράγοντες και ο οποίος εμπλέκεται τόσο στη φλεγμονή όσο και στην 
αγγειογένεση392, 393. Πρόσφατα δεδομένα συνηγορούν ότι φλεγμονή και αγγειογένεση βασίζονται στη 
διασταυρούμενη αλληλεπίδραση μεταξύ NF-κΒ και Ang-Tie-2 σηματοδοτικού μονοπατιού392, 394.  

Η παθολογική αγγειογένεση συναντάται εκτός από τις χρόνιες φλεγμονές και στην αθηροσκλήρωση 
στην οποία η νεοαγγείωση της αθηρωματικής πλάκας θεωρείται ότι συμμετέχει στην εξέλιξη της395, 396. Στον 
αθηροσκληρωτικό έσω χιτώνα των αγγείων, τα νεοσχηματισθέντα αγγεία κατανέμονται ατάκτως αλλά σε πολύ 
πυκνή διάταξη στα σημεία διάσπασης του μέσου χιτώνα, ενώ ο έσω και ο μέσος χιτώνας σε επιπεπλεγμένες 
πλάκες διηθούνται από μάζες μικροαγγείων όμοια με αυτά των όγκων395, 396. Τα περισσότερα από τα αγγεία 
αυτά είναι ανώριμα και με διαρροή επιτρέποντας διηθήσεις από φλεγμονώδη κύτταρα και είσοδο συστατικών 
του αίματος395.  

Το ενδοθήλιο στα τριχοειδή του έσω χιτώνα εμφανίζει αυξημένη έκφραση μορίων προσκόλλησης 
όπως της E-σελεκτίνης, ICAM-1 και VCAM-1397 που υποδηλώνει ένα θετικό επανατροφοδοτικό μηχανισμό 
μεταξύ αθηροσκλήρωσης και χρόνιας φλεγμονής. Η αγγειογένεση και η φλεγμονή είναι δύο ανεξάρτητες 
βιολογικές διεργασίες που συνδέονται ως απόκριση σε βλάβη. Στην οξεία φλεγμονή τα τριχοειδή διατείνονται 
και αυξάνουν τη διαπερατότητα τους ενώ στη χρόνια φλεγμονή των μεγάλων αγγείων, η παρατηρούμενη 
αθηροσκλήρωση σχετίζεται με πολλαπλασιασμό των vasa vassorum (αγγεία του έξω χιτώνα των αγγείων που 
αιματώνουν το αγγειακό τοίχωμα)398. Σχηματισμός νέων vasa vassorum έχει εμπλακεί σε αναπτυσσόμενες 
αλλοιώσεις ως αποτέλεσμα υποξίας, ένα από τα πλέον ισχυρά ερεθίσματα για αγγειογένεση, που συμβαίνει 
όσο αυξάνεται το πάχος του έσω χιτώνα398. Επιπρόσθετα, το φλεγμονώδες διήθημα από 
μονοκύτταρα/μακροφάγα και Τ-λεμφοκύτταρα παράγει ένα αριθμό διαλυτών παραγόντων (κυτταροκίνες, 
χυμοκίνες και αυξητικούς παράγοντες) που επηρεάζουν την συμπεριφορά των ECs και υποστηρίζουν το 
επαγόμενο από φλεγμονώδεις κυτταροκίνες αγγειογενές πρόγραμμα. Η αγγειογένεση στην αθηροσκλήρωση θα 
περιγραφεί αναλυτικότερα στο σχετικό κεφάλαιο παρακάτω. 

Σε ορισμένες καταστάσεις όπως η ισχαιμική καρδιακή νόσος και η προεκλαμψία, η αγγειογένεση είναι 
ανεπαρκής και προκαλεί ενδοθηλιακή δυσλειτουργία, αγγειακές διαμαρτίες ή και υποστροφή των αγγείων, 
εμποδίζοντας την επαναγγείωση, την επούλωση και την αναγέννηση. 

 

5.2.3 Η αγγειακή μορφογένεση (Vasculogenesis). 

Η περιγραφή των ιδιοτήτων και χαρακτηριστικών των EPCs έχει ήδη περιγραφεί παραπάνω. Η σημασία τους 
όπως προαναφέρθηκε αφορά στο σχηματισμό νέων αγγείων στον ενήλικο άνθρωπο, με διαδικασίες ανάλογες 
με αυτές της ανάπτυξης του αγγειακού δικτύου στο έμβρυο, μια διαδικασία που ονομάζεται αγγειακή 
μορφογένεση (vasculogenesis) (εικόνα 5.2.6). Αν και υπό αντιπαράθεση, η επισκευή των αγγείων του ενήλικα ή 
η επέκταση παθολογικών αγγείων μπορεί να γίνει με προσέλκυση κυττάρων από το μυελό των οστών ή/και 
ενδοθηλιακών προγονικών κυττάρων στο αγγειακό τοίχωμα. Τα προγονικά κύτταρα μπορούν να 
ενσωματωθούν στο υπάρχον ενδοθήλιο ενώ παράπλευρα αγγεία που φέρουν τον κύριο όγκο αίματος στους 
ισχαιμικούς ιστούς μεγεθύνονται με διάφορους μηχανισμούς που περιλαμβάνουν την προσέλκυση και 
ενεργοποίηση μυελοειδών κυττάρων399.  
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Εικόνα 5.2.6. Ανάπτυξη ενός λειτουργικού αγγειακού δικτύου 
από ενδοθηλιακά προγονικά κύτταρα.  
Ενδοθηλιακά προγονικά (αγγειοβλάστες) διαφοροποιούνται από 
τα κύτταρα του μεσοδέρματος κατά την πρώιμη ανάπτυξη των 
σπονδυλωτών. Μόλις σχηματιστούν, οι αγγειοβλάστες μπορούν 
να αποκτήσουν αρτηριακή (κόκκινο) ή φλεβική (μπλε) κατεύθυνση 
και συναυξανόμενα σχηματίζουν τα πρώτα εμβρυικά αγγεία, τη 
ραχιαία αορτή και την κύρια φλέβα. Οι αγγειοβλάστες επίσης 
συναθροίζονται για να σχηματίσουν τα αιματικά νησίδια, τα 
οποία συντήκονται και αναδιαμορφώνονται ως απόκριση σε 
αιμοδυναμικά ερεθίσματα ή συμφυείς γενετικούς παράγοντες για 
να δημιουργήσουν το πρωταρχικό διαπλεκόμενο δίκτυο του 
αρτηριακού και φλεβικού πλέγματος. Ακολουθώντας τον αγγειακό 
μορφογενετικό σχηματισμό τους, η αγγειογενής αναδιαμόρφωση 
της ραχιαίας αορτής, της κύριας φλέβας και του αγγειακού 
πλέγματος δημιουργεί ένα σύνθετο ιεραρχικό δίκτυο αρτηριών, 
αρτηριολίων, τριχοειδικών αγγείων, φλεβιδίων και φλεβών. Η 
συνακόλουθη προσέλκυση τοιχωματικών κυττάρων 
(περικυττάρων, και αγγειακών SMCs, σταθεροποιεί το 
νεοσχηματισθέντα αγγεία και επάγει την αγγειακή ωρίμανση. 
Επιπρόσθετα, η προεκβολή των λεμφικών ενδοθηλιακών 
κυττάρων από τα φλεβικά αγγεία (λεμφαγγειογένεση) δημιουργεί 
το λεμφικό σύστημα (διακεκομμένα βέλη). Επιπρόσθετα, η 
εμφάνιση των αιμοποιητικών βλαστικών κυττάρων από το 
«αιμαγγιογενές» ενδοθήλιο δίνει γένεση σε όλα τα κύτταρα της 
μυελικής και λεμφικής αιμοποιητικής σειράς. Η αγγειακή 
ετερογένεια ενισχύεται περισσότερο με ιστοειδικές εξειδικεύσεις 
που τροποποιούν βασικές ιδιότητες όπως η διαπερατότητα ή 
τροποποιούν τα ενδοθηλιακά κύτταρα για να δημιουργήσουν 
αγγειακά δίκτυα με νέα μοριακά χαρακτηριστικά3, 4.  

 
 

 

 

 

Προκειμένου να ανταποκριθούν στο ρόλο τους στην ενδοθηλιακή επιδιόρθωση, τα EPCs 
κινητοποιούνται από το μυελό των οστών, εισέρχονται στην κυκλοφορία ως κυκλοφορούντα ΕPCs και 
μεταναστεύουν στις περιοχές της βλάβης. Ο ισχυρότερος παράγοντας που κινητοποιεί τα ΕPCs από το μυελό 
των οστών και τα κατευθύνει στις περιοχές βλάβης, είναι ο VEGF400, 401 (εικόνα 5.2.7). Άλλοι παράγοντες που 
διαδραματίζουν θετικό ρόλο στην κινητοποίηση των EPCs από το μυελό των οστών είναι κυτταροκίνες όπως ο 
G-CSF και ο GM-CSF402, τα οιστρογόνα403, 404, η ερυθροποιητίνη405, 406 και οι στατίνες κατά τρόπο ανεξάρτητο 
από την υπολιπιδαιμική τους δράση407-409. 

Η επικρατέστερη θεωρία αφορά την κινητοποίηση των ενδοθηλιακών προγονικών κυττάρων από το 
μυελό των οστών σε απόκριση σε σήματα ισχαιμίας ή υποξίας με ένα μηχανισμό που περιλαμβάνει την eNOS 
και το παραγόμενο NO που ενεργοποιεί την MMP-9 και απελευθερώνει τα κύτταρα από στρώμα του μυελού. 
Τα κύτταρα εισέρχονται στην κυκλοφορία και μεταναστεύουν στις περιοχές της βλάβης οδηγούμενα από ένα 
πρανές αυξητικών παραγόντων και χυμοτακτικών ουσιών που τα κατευθύνει στο σημείο στόχο410 (εικόνα 5.2.7).  
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Εικόνα 5.2.7. Κινητοποίηση, προσέλκυση και διαφοροποίηση των ανθρώπινων, προερχόμενων από το 
μυελό των οστών, ενδοθηλιακών προγονικών κυττάρων.  
Το αρχικό στάδιο στην προσέλκυση των αγγειογενών βλαστικών/προγονικών κυττάρων είναι η ενεργοποίηση 
της MMP-9 , η οποία μετατρέπει το μεμβρανοσύνδετο Kit-συνδέτη σε διαλυτό e Kit-συνδέτη. Η ενεργοποίηση 
αυτή ακολουθείται από αποκόλληση των πρώιμων cKit+ προγονικών κυττάρων από τη στρωματική «φωλιά» του 
μυελού των οστών και τη συνακόλουθη μετακίνηση τους στην αγγειακή ζώνη του μυελού. Ένας σημαντικός 
ρυθμιστής αυτής της κινητοποίησης είναι ο VEGF που προσδένεται στον υποδοχέα του VEGFR-2, 
μεσολαβώντας έτσι την περαιτέρω ωρίμανση του καταρράκτη αιμαγγειοβλάστης-αγγειοβλάστης-πρώιμο EPC-
όψιμο EPC. Τα προερχόμενα από το μυελό των οστών EPCs είναι αιμοποιητικής προέλευσης και πιθανά 
προέρχονται από τον αιμαγγειοβλάστη. Αυτά τα πρώιμα προγονικά (CD133+/CD34+/VEGFR-2+/CD14-) 
αναπαριστούν ένα μικρό πληθυσμό με δυναμικό πολλαπλασιασμού, ικανά να δώσουν γένεση σε όψιμα 
αναπτυσσόμενα ECs. Κύτταρα μυελοειδούς προέλευσης  (CD14+) μπορούν επίσης να επαναδιαφοροποιηθούν 
σε ECs και να εκκρίνουν αγγειογενείς παράγοντες, αλλά το πολλαπλασιαστικό δυναμικό τους είναι περιορισμένο 
και δε δημιουργούν σταθερά αναπτυσσόμενα. Μεσεγχυματικά, CD34- προγονικά, κύτταρα μπορούν επίσης να 
δημιουργήσουν ενδοθηλιακά κύτταρα. Ωστόσο τα κύτταρα αυτά έδειξαν in vivo ελαττωμένη λειτουργική 
δραστικότητα και ενσωμάτωση σε νεοαγγεία.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Πολυάριθμες μελέτες έχουν δείξει τον in-vivo ρόλο των κυττάρων αυτών στο σχηματισμό νέων 
αγγείων τόσο σε ζωικά μοντέλα σε διάφορες καταστάσεις νόσου όσο και σε αρχικές κλινικές μελέτες στον 
άνθρωπο (ανασκόπηση411) και έτσι υπογραμμίζουν τη σημασία της μετεμβρυικής αγγειογένεσης ως ένα 
επιπρόσθετου μηχανισμού σχηματισμού αγγείων στον ενήλικο οργανισμό αλλά η αναλυτική τους περιγραφή 
ξεφεύγει από τα όρια του παρόντος κειμένου. 
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Εικόνα 5.3.1. 
Αριστερά: Ο ρόλος του ενδοθηλίου στη διατήρηση της αγγειακής ομοιόστασης. Οι προερχόμενοι από το 
ενδοθήλιο αγγειοδραστικοί παράγοντες  δρουν σε συμφωνία για τη διατήρηση της αγγειοκινητικότητας, του 
πολλαπλασιασμού των SMCs, τη θρόμβωση, τη φλεγμονή, την πήξη, την ινωδόλυση και την οξείδωση. Η 
ενδοθηλιακή δυσλειτουργία ορίζεται ως η απώλεια μίας ή περισσότερων από αυτές τις λειτουργίες και οδηγεί σε 
απώλεια της αγγειακή ς αντιρρόπησης. 

Πάνω δεξιά: Παραδοσιακοί και μη παραδοσιακοί παράγοντες κινδύνου οδηγούν σε ενδοθηλιακή 
δυσλειτουργία. Η ενδοθηλιακή δυσλειτουργία παίζει ένα  αναπόσπαστο ρόλο στην έναρξη της αθηροσκλήρωσης.  

Κάτω δεξιά: Η ενδοθηλιακή δυσλειτουργία λαμβάνει επιπρόσθετο ρόλο στην εγκατεστημένη 
αθηροσκλήρωση. Οι αθηροσκληρωτικές στεφανιαίες αρτηρίες ανταποκρίνονται στα εξαρτώμενα από το 
ενδοθήλιο ερεθίσματα με παράδοξη αγγειοσύσπαση. Επιπρόσθετα η ενδοθηλιακή δυσλειτουργία επάγει την 
αποσταθεροποίηση και ρήξη της πλάκας, οδηγώντας στην ανάπτυξη των οξέων στεφανιαίων συνδρόμων.  

 

5.3 Η αθηροσκλήρωση. 
 

5.3.1 Γενικοί χαρακτήρες της αθηροσκλήρωσης. 
Η αθηροσκλήρωση αποτελεί μία πολυπαραγοντική, προοδευτική, χρόνια φλεγμονώδη νόσο που 

προσβάλλει κυρίως μεγάλου και μεσαίου μεγέθους αρτηρίες. Χαρακτηρίζεται από το σχηματισμό και εξέλιξη 
της αθηρωματικής πλάκας η οποία αποτελείται από μία καλώς περιγεγραμμένη δομή από λιπίδια, νεκρωτικούς 
πυρήνες, ασβεστοποιημένες περιοχές, φλεγμονώδη SMCs και ECs, κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος 
και αφρώδη κύτταρα. Συνεπώς η αθηροσκλήρωση σχετίζεται με τις καρδιαγγειακές νόσους412. Σήμερα, η 
αθηροσκλήρωση από μόνη της θεωρείται φλεγμονώδης νόσος που εμφανίζεται ως αποτέλεσμα της 
απρόσφορης και ασυντόνιστης ενεργοποίησης του ανοσοποιητικού συστήματος. Επιπλέον πληρεί τα κριτήρια 
Witebsky και Rose για το χαρακτηρισμό της ως αυτοάνοσο νόσημα τα οποία είναι (α) η παρουσία 
συγκεκριμένων αυτοαντιγόνων που στην περίπτωση της αθηροσκλήρωσης είναι η ομάδα των πρωτεϊνών 
θερμικού στρες HSP60/65, η οξειδωμένη, χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη (oxLDL) και η B2-
γλυκοπρωτεϊνη-1 (B2GP-1), (β) η ενεργός ανοσοποίηση σε πειραματικά ζωικά μοντέλα επάγει τη νόσο-η 
ανοσοποίηση με HSP60, oxLDL, και B2GP1 επάγει την παραγωγή ειδικών αντισωμάτων, (γ) η μαρτυρία για τον 
παθογενετικό ρόλο των αυτοαντισωμάτων-αυτοαντισώματα κατά της HSP60 και B2GP-1 ενισχύουν την εξέλιξη 
της αθηροσκλήρωσης, ενώ αυτοαντισώματα έναντι της oxLDL εμφανίζουν προστατευτική λειτουργία, (δ) 
παθητική εμφάνιση της νόσου με μεταφορά ειδικών T-λεμφοκυττάρων-έχει δειχθεί ότι η χορήγηση σε ποντίκια 
ειδικών αντι-HSP60 και αντι-B2GP1 T λεμφοκυττάρων επάγει την έναρξη και εξέλιξη της αθηροσκλήρωσης και 
(ε) η ανοσοτροποποιητική θεραπεία ελαττώνει την εμφάνιση και την ένταση της πειραματικής 
αθηροσκλήρωσης σε ποντίκια413. Ωστόσο είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι ορίζοντας την αθηροσκλήρωση 
απλά ως αυτοάνοση νόσο, θα ήταν υπεραπλούστευση καθώς και άλλα ερεθίσματα όπως μεταβολικοί και 
αιμοδυναμικοί παράγοντες είναι γνωστό ότι έχουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της αθηρωματικής 
πλάκας414. 

Εναρκτήριο γεγονός στην έναρξη της αθηροσκλήρωσης θεωρείται η ενδοθηλιακή δυσλειτουργία, με 
προοδευτική μετάβαση από τη φυσιολογική δράση του ενδοθηλίου στην παθοφυσιολογική και τελικά την 
παθολογική. Εκτός από τον καθοριστικό της ρόλο στην έναρξη της αθηροσκλήρωσης, η ενδοθηλιακή 
δυσλειτουργία αποτελεί και γεγονός που ενισχύει την ήδη εγκατεστημένη αθηροσκλήρωση και πιθανά 
σχετίζεται και με τις επιπλοκές της415, γεγονός που επιβεβαιώνει ότι η ενδοθηλιακή δυσλειτουργία αποτελεί 
σταθερό παράγοντα σε όλη τη διαδικασία της αγγειακής βλάβης (εικόνα 5.3.1). 
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5.3.2 Η αθηροσκλήρωση ως πολυπαραγοντική νόσος. 
 

Επιδημιολογικές μελέτες τα τελευταία 60 χρόνια έχουν αναδείξει πολλαπλούς παράγοντες κινδύνου για 
αθηροσκλήρωση416 που συνοψίζονται στον πίνακα 5.3.1. 

 
Πίνακας 5.3.1. Γενετικοί και περιβαλλοντικοί παράγοντες που σχετίζονται με αθηροσκλήρωση και στεφανιαία νόσο (CHD). 

 
Παράγοντες με ισχυρό γενετικό στοιχείο 
 
Αυξημένα επίπεδα LDL/VLDL Συσχετίσεις αναδείχθηκαν σε επιδημιολογικές μελέτες και υποστηρίχθηκαν από 

μελέτες  γενετικών διαταραχών και ζωικών μοντέλων. Κλινικές μελέτες έδειξαν 
οφέλη από θεραπείες ελάττωσης της χοληστερόλης417. 
 

Ελαττωμένα επίπεδα HDL Συσχετίσεις αναδείχθηκαν σε επιδημιολογικές μελέτες και υποστηρίχθηκαν από 
μελέτες  γενετικών διαταραχών και ζωικών μοντέλων418. 
 

Αυξημένα επίπεδα της λιποπρωτεΐνης(a) Συσχετίσεις αναδείχτηκαν σε πολλές, αλλά όχι όλες, τις επιδημιολογικές μελέτες. 
Οι μελέτες σε  ζώα είναι αντικρουόμενες419. 
 

Αυξημένη αρτηριακή πίεση Συσχετίσεις αναδείχθηκαν σε επιδημιολογικές μελέτες. Κλινικές μελέτες έδειξαν 
οφέλη από θεραπείες ελάττωσης της αρτηριακής πίεσης, με ιδιαίτερα ισχυρά 
οφέλη στο αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο417, 420. 
 

Αυξημένα επίπεδα ομοκυστεΐνης Συσχετίσεις αναδείχθηκαν σε επιδημιολογικές μελέτες και η ομοκυστεϊνουρία 
οδηγεί σε σοβαρή αποφρακτική αγγειακή νόσο421. 

Οικογενειακό ιστορικό Αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα422. 
 

Σακχαρώδης διαβήτης και παχυσαρκία Συσχετίσεις αναδείχθηκαν σε επιδημιολογικές μελέτες και μελέτες σε ζωικά 
μοντέλα417. 
 

Αυξημένα επίπεδα παραγόντων πήξης Σημαντικές ανεξάρτητες συσχετίσεις έχουν παρατηρηθεί με αυξημένα επίπεδα 
ινωδογόνου, αναστολέα του ιστικού πλασμινογόνου τύπου 1 και δραστικότητας 
των αιμοπεταλίων417. 
 

Κατάθλιψη και άλλες διαταραχές συμπεριφοράς. Συσχετίσεις αναδείχθηκαν σε πληθυσμιακές μελέτες423. 
 

Φύλο (άρρεν) Κάτω από την ηλικία των 60, οι άνδρες αναπτύσσουν CHD τουλάχιστον σε 
διπλάσιο αριθμό από τις γυναίκες424. 
 

Συστηματική φλεγμονή Αυξημένα επίπεδα φλεγμονωδών μορίων όπως η C-αντιδρώσα πρωτεΐνη 
σχετίζονται με CHD, καθώς και με άλλες φλεγμονώδεις νόσους όπως ο Σ.Ε.Λ.425. 
 

Μεταβολικό σύνδρομο Αυτό το άθροισμα μεταβολικών διαταραχών, με την αντίσταση στην ινσουλίνη σαν 
κεντρικό χαρακτηριστικό, σχετίζεται ισχυρά με CHD426. 
 

Περιβαλλοντικοί παράγοντες 
 
Δίαιτα υψηλή σε λιπαρά Πληθυσμιακές, επιδημιολογικές και μελέτες μετανάστευσης καταδεικνύουν ισχυρές 

συσχετίσεις με τον τρόπο ζωής με τις διατροφικές συνήθειες να αποτελούν τον 
ισχυρότερο παράγοντα. Δίαιτες υψηλές σε λίπος και χοληστερόλη συνήθως 
απαιτούνται για την ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης σε ζωικά πειραματικά 
μοντέλα 417. 
 

Κάπνισμα Ισχυρές συσχετίσεις παρατηρήθηκαν σε πολυάριθμες επιδημιολογικές μελέτες. 
Κλινικές μελέτες έχουν αποδείξει τα οφέλη από τη διακοπή του417.. 
 

Χαμηλά επίπεδα αντιοξειδωτικών Αποτελέσματα κλινικών μελετών με αντιοξειδωτικά, δεν κατέληξαν σε 
συμπεράσματα. Λιποδιαλυτά αντιοξειδωτικά προστατεύουν ωστόσο έναντι της 
αθηροσκλήρωσης σε ζωικά πειραματικά μοντέλα427. 
 

Έλλειψη φυσικής άσκησης Σημαντική ανεξάρτητη συσχέτιση με CHD417. 
 

Λοιμογόνοι παράγοντες Επιδημιολογικές μελέτες  πιθανολογούν για συσχετίσεις με λοιμογόνους 
παράγοντες, όπως τα Chlamydia pneumoniae. 
Προκαταρκτικές μελέτες σε ζώα υποστηρίζουν τη σχέση428. 
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5.3.3 Η βιολογία της αθηροσκλήρωσης. 

 
5.3.3.1 Η δομή μιας φυσιολογικής αρτηρίας. 

Η κατανόηση της παθογένειας της αθηροσκλήρωσης απαιτεί αρχικά τη γνώση  της δομής και της 
βιολογίας της φυσιολογικής αρτηρίας καθώς και των φυσιολογικών κυτταρικών τύπων της. Η φυσιολογικές 
αρτηρίες εμφανίζουν μία τρίστιβη δομή (εικόνα 5.3.2). 

 

 
 
 
 
 
 
Ο έσω χιτώνας (tunica intima) αποτελείται από μία μονοστιβάδα ενδοθηλιακών κυττάρων (αν και 

η δομή του στον ενήλικο άνθρωπο είναι πιο πολύπλοκη και ετερογενής), τα οποία επενδύουν τον αυλό των 
αγγείων και έρχονται σε άμεση επαφή με το αίμα. Η μονοστιβάδα αυτή βρίσκεται πάνω σε μία βασική 
μεμβράνη που αποτελείται κυρίως από κολλαγόνο τύπου IV, λαμινίνη, φιμπρονεκτίνη και άλλα στοιχεία της 
εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας. Κάτω από τη βασική μεμβράνη διακρίνονται ελάχιστα λεία μυϊκά κύτταρα μέσα 
σε ένα στρώμα πρωτεογλυκανών και ακολούθως διακρίνεται η έσω ελαστική μεμβράνη που χωρίζει ουσιαστικά 
τον έσω χιτώνα από τον μέσο χιτώνα. Φυσιολογικά ο έσω χιτώνας είναι μία εξαιρετικά λεπτή περιοχή η οποία 
όμως με την πάροδο της ηλικίας αυξάνει σε πάχος, κατάσταση που χαρακτηρίζεται ως διάχυτη πάχυνση του 
έσω χιτώνα και χαρακτηρίζει τις περισσότερες αρτηρίες στους ενήλικες χωρίς απαραίτητα να συνοδεύεται από 
αυξημένο λιπιδικό ή αθηρωματικό φορτίο. Σε έναν υγιή ενήλικα, τα ενδοθηλιακά κύτταρα έχουν υψηλούς 
χρόνους ημίσειας ζωής, διαθέτουν αυτοκρινείς μηχανισμούς προστασίας από διάφορα βλαπτικά ερεθίσματα, 
τροποποιούν το σχήμα τους για να ανταποκριθούν στις ανάγκες της αιματικής ροής μέσω αισθητήρων 
οξυγόνου αλλά και υποξίας. Τα ήρεμα ενδοθηλιακά κύτταρα διασυνδέονται μεταξύ τους με συνδεσμικά μόρια 
όπως η VE-Cadherin και περιβάλλονται από περικύτταρα τα οποία αναστέλλουν τον πολ/μό των ECs και τους 
παρέχουν σήματα επιβίωσης. 

Ο μέσος χιτώνας (tunica media) βρίσκεται κάτω από την έσω ελαστική μεμβράνη . Στις ελαστικές 
αρτηρίες (εικόνα 5.3.2Α) όπως η αορτή, διαθέτει καλά ανεπτυγμένες ομόκεντρες στιβάδες λείων μυϊκών 
κυττάρων που χωρίζονται μεταξύ τους με στιβάδες εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας πλούσιας σε ελαστίνη. Η 
δομή αυτή εξυπηρετεί την αποθήκευση της κινητικής ενέργειας που προέρχεται από τη συστολή της 
αριστερής καρδιακής κοιλίας αλλά ταυτόχρονα διατηρεί τη δομική ακεραιότητα των αρτηριών. Στις μικρότερες 
μυϊκές αρτηρίες (εικόνα 5.3.2Β) τα λεία μυϊκά κύτταρα έχουν συνεχή παρά ομόκεντρη ελασματοειδή διάταξη, 
περιβάλλονται από θεμέλια ουσία και γενικά ο μέσος χιτώνας εμφανίζει λιγότερο στερεότυπη δομή. 
Φυσιολογικά τα λεία μυικά κύτταρα σπάνια διαιρούνται και οι ρυθμοί κυτταρικής διαίρεσης και θανάτου είναι 
εξαιρετικά χαμηλοί. Το ίδιο ισχύει και για την εξωκυττάρια θεμέλια ουσία, η οποία βρίσκεται σε κατάσταση 
ισορροπίας σύνθεσης και αποδόμησης. Ο μέσος χιτώνας επενδύεται εξωτερικά από την έξω ελαστική 
μεμβράνη που τον διαχωρίζει από τον έξω χιτώνα του αγγείου. 

Ο εξωτερικός χιτώνας (adnentitia) έχει τύχει ιδιαίτερης προσοχής μόνο τα τελευταία χρόνια λόγω 
των δράσεων του στην αγγειακή ομοιόσταση αλλά και παθολογία. Αποτελείται κυρίως από ίνες κολλαγόνου σε 
χαλαρότερη διάταξη από αυτή του έσω χιτώνα ενώ σε αυτόν εντοπίζονται νευρικές απολήξεις αλλά και τα 

Εικόνα 5.3.2. Η δομή μιας φυσιολογικής Α) ελαστικής και Β) μυϊκής αρτηρίας.  
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«αγγεία των αγγείων» (vasa vassorum), των οποίων ο ρόλος είναι σημαντικός κατά την παθολογική 
αγγειογένεση που χαρακτηρίζει τις προχωρημένες αθηρωματικές πλάκες. Οι κυτταρικοί πληθυσμοί 
αποτελούνται κυρίως από ινοβλάστες και σιτευτικά κύτταρα. 

 
5.3.3.2 Στάδια ανάπτυξης της αθηροσκλήρωσης. 

Έναρξη της αθηροσκλήρωσης. 

Εξωκυττάρια συγκέντρωση λιπιδίων. 

Οι πληροφορίες μας για τα εναρκτήρια στάδια της αθηροσκλήρωσης στον άνθρωπο παραμένουν, σε 
μεγάλο βαθμό, θεωρητικά. Οι περισσότερες παρατηρήσεις προέρχονται από ιστούς που λαμβάνονται από 
νεαρά άτομα καθώς και από ζωικά μοντέλα αθηροσκλήρωσης με αντιπροσωπευτικότερα τα ποντίκια ανεπαρκή 
σε απολιποπρωτεΐνη E (ApoE-/-) (που είναι ρυθμιστικό στοιχείο στο μεταβολισμό της χοληστερόλης) που 
αναπτύσσουν αυτόματα υπερχοληστερολαιμία και αθηροσκλήρωση (που ενισχύεται με αθηρογόνο δίαιτα)429, 

430 ή ποντίκια ανεπαρκή στον υποδοχέα της λιποπρωτεΐνης LDL (LDLR-/-) τα οποία αναπτύσσουν 
εκσεσημασμένες αλλοιώσεις ως απόκριση σε δίαιτα πλούσια σε λιπαρά431, 432. Το πρώιμο και εναρκτήριο 
γεγονός της αθηροσκλήρωσης είναι η συσσώρευση μικρών λιποπρωτεϊνικών σωματιδίων (κυρίως LDL) στον 
έσω χιτώνα του αγγείου μέσω παθητικής διάχυσης διαμέσου των συνδέσεων των ECs433, γεγονός που 
επιτείνεται από την αλλαγή της σύνθεσης της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας κάτω από το ενδοθήλιο και την 
αλλαγή στην ενδοθηλιακή διαπερατότητα ως αποτελέσματα της ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας. Τα σωματίδια 
της LDL περιέχουν εστεροποιημένη χοληστερόλη και τριγλυκερίδια και περικλείονται από ένα κέλυφος από 
φωσφολιπίδια, ελεύθερη χοληστερόλη και την απόλιποπρωτεΐνη-Β100 (Apo-B100). Η συσσώρευση τους είναι 
μεγαλύτερη όσο μεγαλύτερη είναι και η συγκέντρωση της στο πλάσμα. Αυτά τα λιποπρωτεϊνικά σωματίδια 
φαίνεται να συνδέονται με τις πρωτεογλυκάνες του αρτηριακού έσω χιτώνα μέσω ιοντικών αλληλεπιδράσεων 
με την ApoB434 και τείνουν να δημιουργούν συσσωματώματα435, 436. Εκτός από την LDL και άλλες ApoB 
λιποπρωτεΐνες όπως η λιποπρωτεΐνη(a) [Lp(a)] και κατάλοιπα χυλομικρών εισέρχονται στον έσω χιτώνα. Η 
Lp(a) ένα σωματίδιο που προσμοιάζει στην LDL αλλά που περιέχει ένα επιπρόσθετο πολυπεπτίδιο που 
ονομάζεται απολιποπρωτεΐνη(a) που συνδέεται με την ApoB με δισουλφιδικό δεσμό, φαίνεται να είναι 
ιδιαίτερα αθηρογόνο οφειλόμενο στις επιπρόσθετες δράσεις του στην ινωδόλυση και στον πολλαπλασιασμό 
των SMCs437 Λεπτομερείς μελέτες της κινητικής σεσημασμένων λιποπρωτεϊνικών σωματιδίων σε κουνέλια, 
δείχνουν ότι οι περιοχές πρώιμου σχηματισμού αλλοιώσεων χαρακτηρίζονται από ένα παρατεταμένο χρόνο 
παραμονής. Υπεύθυνη για αυτό είναι η πρόσδεση των λιποπρωτεϊνών στις πρωτεογλυκάνες του έσω χιτώνα 
όπου αιχμαλωτίζονται και κατακρατούνται435, 438. Τα λιποπρωτεϊνικά σωματίδια που είναι προσδεδεμένα στις 
πρωτεογλυκάνες έχουν αυξημένη ευαισθησία στις οξειδωτικές ή άλλες χημικές τροποποιήσεις, οι οποίες 
θεωρούνται ένα σημαντικό συστατικό της παθογένεσης των αρχικών σταδίων της αθηροσκλήρωσης435, 439-441 
Η βασικότερη τροποποίηση αφορά την οξείδωση των λιπαρών οξέων ως αποτέλεσμα έκθεσης στα οξειδωτικά 
απόβλητα των αγγειακών κυττάρων και κυρίως στις δράσεις οξειδωτικών ενζύμων όπως η 12/15 λιποξυγενάση 
και η μυελοπεροξειδάση που παράγονται στα ECs ως αποτέλεσμα της φλεγμονώδους ενεργοποίησης τους. 
Αυτές οι τροποποιήσεις αρχικά δίνουν γένεση στην «ελάχιστα οξειδωμένη» (minimally oxidized) LDL η οποία 
διαθέτει προφλεγμονώδεις δράσεις καθώς ενεργοποιεί την έκφραση μορίων προσκόλλησης από τα ECs και 
επιτείνει περαιτέρω την οξείδωση των υπολοίπων σωματιδίων LDL αλλά και να κινητοποιήσει ανοσολογικούς 
μηχανισμούς436, 442 (εικόνα 5.3.3). 
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Μετανάστευση λευκοκυττάρων και φλεγμονή. 

Στα αρχικά στάδια της γένεσης της αλλοίωσης συμβαίνει επίσης και ένα άλλο χαρακτηριστικό της 
αθηρογένεσης, η μετανάστευση και συγκέντρωση των λευκοκυττάρων. Γενικά τα φυσιολογικά ECs 
αντιστέκονται στις αλληλεπιδράσεις προσκόλλησης με τα λευκοκύτταρα. Ακόμα και σε φλεγμονώδεις ιστούς η 
μετανάστευση και κυκλοφορία των λευκοκυττάρων γίνεται στα μετατριχοειδικά φλεβίδια και όχι στις αρτηρίες. 
Ωστόσο αρκετά νωρίς μετά την έναρξη της υπερχοληστερολαιμίας, τα λευκοκύτταρα προσκολλώνται στο 
ενδοθήλιο και διαπηδούν μεταξύ των πλευρικών τοιχωμάτων σύνδεσης των ενδοθηλιακών κυττάρων για να 
εισέλθουν στον έσω χιτώνα. Η αθηροσκλήρωση χαρακτηρίζεται κυρίως από την προσέλκυση μονοκυττάρων 
και λεμφοκυττάρων, αλλά όχι και ουδετεροφίλων, στο αγγειακό τοίχωμα. Το γεγονός που κινητοποιεί αυτή τη 
διαδικασία είναι τόσο η συγκέντρωση της ελάχιστα οξειδωμένης LDL η οποία διεγείρει τα υπερκείμενα 
ενδοθηλιακά κύτταρα να παράγουν ένα μεγάλο αριθμό προφλεγμονωδών μορίων συμπεριλαμβανομένων των 
μορίων προσκόλλησης και αυξητικών παραγόντων όπως ο Μ-CSF (παράγοντας διέγερσης αποικιών των 
μακροφάγων) όσο και η έκφραση που επάγεται από τους βλαπτικούς παράγοντες που οδηγούν σε 
δυσλειτουργικό ενδοθήλιο. Η βιολογική δραστικότητα της ελάχιστα οξειδωμένης LDL περιέχεται κυρίως στο 
φωσφολιπιδικό τμήμα της και έχουν αναγνωριστεί τρία ενεργά προϊόντα οξείδωσης που προκύπτουν από τη 
διάσπαση και ανακατανομή των ακόρεστων λιπαρών οξέων443. Η οξειδωμένη LDL μπορεί να αναστείλει και την 
παραγωγή NO αναιρώντας ταυτόχρονα όλες τις αντιαθηρογόνες δράσεις του  συμπεριλαμβανομένης της 
αγγειακής χάλασης. Ποντίκια ανεπαρκή σε eNOS εμφανίζουν εκσεσημασμένη αθηροσκλήρωση οφειλόμενη 
κυρίως σε αύξηση της αρτηριακής πίεσης444.  

Η είσοδος συγκεκριμένων τύπων λευκοκυττάρων μέσα στο αρτηριακό τοίχωμα διαμεσολαβείται από 
μόρια προσκόλλησης και χυμοτακτικούς παράγοντες. Το πρώτο βήμα στην προσκόλληση, η «ολίσθηση» των 
λευκοκυττάρων κατά μήκος της ενδοθηλιακής επιφάνειας διαμεσολαβείται από τις σελεκτίνες που 
προσδένονται σε υδρογονανθρακικούς συνδέτες στα λευκοκύτταρα. Στον πίνακα 5.3.2 παρουσιάζονται 
συνοπτικά οι διάφορες σελεκτίνες και οι λειτουργίες τους. 

 
 
 

Εικόνα 5.3.3. Έναρξη της αλλοίωσης. Τα σημεία σχηματισμού καθορίζονται εν μέρει από 
αιμοδυναμικόυς παράγοντες που δρουν στα ECs. Έτσι επηρεάζεται η διαπερατότητα του ενδοθηλιακού 
φραγμού και η έκφραση των ενδοθηλιοειδικών γονιδίων όπως της eNOS. Ένα σημαντικό εναρκτήριο 
γεγονός είναι η κατακράτηση της LDL και άλλων λιποπρωτεϊνών που περιέχουν την απόλιποπρωτεΐνη-
Β (ApoB) ως αποτέλεσμα της αλληλεπίδρασης με συστατικά της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας. Η LDL 
υφίσταται οξειδωτική τροποποίηση ως αποτέλεσμα αλληλεπίδρασης με ενεργές ρίζες οξυγόνου (ROS) 
συμπεριλαμβανομένων των προϊόντων της 12/15 λιποξυγενάσης (12-LO). Η οξείδωση της LDL 
αναστέλλεται από την HDL που περιέχει την αντιοξειδωτική πρωτεΐνη παραοξανάση 1 του ορού 
(PON1). 
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Μελέτες σε ποντίκια ανεπαρκή σε Ε- και P-σελεκτίνες έχουν αποδείξει το ρόλο των μορίων αυτών στην 

ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης445, 446. Εκτός από τις σελεκτίνες και σχεδόν παράλληλα με αυτές στην 
επιφάνεια των ECs επάγεται η έκφραση και άλλων μορίων προσκόλλησης που ανήκουν στην υπεροικογένεια 
των ανοσοσφαιρινών και συνοψίζονται στον πίνακα 5.3.3. Από τα μόρια αυτά, το σημαντικότερο στην ανάπτυξη 
της αθηροσκλήρωσης είναι το VCAM-1 που σε ζωικά πειραματικά μοντέλα εκφράζεται από τα ECs ως μέρος 
της αρχικής αγγειακής απόκρισης στη συσσώρευση χοληστερόλης στον έσω χιτώνα. Το στικτό πρότυπο 
έκφρασης των μορίων προσκόλλησης ανταποκρίνεται στις συνακόλουθες θέσεις σχηματισμού των λιπωδών 
ραβδώσεων447 και αντανακλά αιμοδυναμικούς παράγοντες οι οποίοι διαφέρουν στα διάφορα σημεία του 
αρτηριακού τοιχώματος κατά τρόπο όμοιο με τα προβλεπόμενα σημεία ανάπτυξης της αθηροσκλήρωσης. Το 
εύρημα έχει επιβεβαιωθεί και σε κυτταρικές καλλιέργειες ενδοθηλιακών κυττάρων που όταν εκτέθηκαν σε 
παλμικό στρες που μιμείται την αρτηριακή αιματική ροή, αύξησαν την έκφραση μορίων προσκόλλησης448. 

 
 
 
 

 
Τα μόρια προσκόλλησης της υπεροικογένειας των ανοσοσφαιρινών διαμεσολαβούν το δεύτερο βήμα 

προσκόλλησης των λευκοκυττάρων στο αγγειακό τοίχωμα, τη «σταθερή προσκόλληση» μονοκυττάρων και T-
λεμφοκυττάρων και τόσο οι in-vivo όσο και in-vitro μελέτες επιβεβαιώνουν τις αλληλεπιδράσεις αυτές ως 
σημαντικές για την ανάπτυξη αθηροσκλήρωσης449. Μετά την προσκόλληση στο ενδοθήλιο, τα λευκοκύτταρα 
θα πρέπει να λάβουν σήμα για να διεισδύσουν μέσω του ενδοθηλίου και να μεταναστεύσουν μέσα στον έσω 
χιτώνα του αγγείου. Η τρέχουσα αντίληψη της κατευθυνόμενης μετανάστευσης των λευκοκυττάρων 
περιλαμβάνει τη δράση πρωτεϊνικών μορίων γνωστών ως χυμοτακτικοί παράγοντες ή χυμοκίνες450. Δύο 
ομάδες χυμοτακτικών παραγόντων εμφανίζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Η χυμοτακτική πρωτεΐνη των 
μονοκυττάρων-1 (MCP-1) παράγεται από το ενδοθήλιο ως απόκριση στις οξειδωμένες λιποπρωτεΐνες και άλλα 
ερεθίσματα. Η MCP-1 προωθεί επιλεκτικά την κατευθυνόμενη μετανάστευση ή χυμοταξία των μονοκυττάρων 
και μελέτες σε ποντίκια επιρρεπή σε αθηροσκλήρωση και ανεπαρκή σε MCP-1 ή στον υποδοχέα της CCR-2 
έδειξαν καθυστερημένο και μειωμένο σχηματισμό αθηρώματος451, 452. Στις ανθρώπινες αθηροσκληρωτικές 
αλλοιώσεις εκφράζονται υψηλά επίπεδα MCP-1 ενώ και άλλες κυτταροκίνες συμβάλλουν αιτιολογικά στη 
μετανάστευση μονοκυττάρων κατά τη διάρκεια της αθηροσκλήρωσης in-vivo όπως η IL-8 που προσδένεται 

Σελεκτίνη Έκφραση Λειτουργία Συνδέτες

L-Σελεκτίνη

P-Σελεκτίνη

E-Σελεκτίνη

Λευκοκύτταρα

Αιμοπετάλια, Ενδοθήλιο

Ενδοθήλιο

Κίνηση λευκοκυττάρων,
Ολίσθηση, Προσκόλληση

Ολίσθηση, Προσκόλληση

Ολίσθηση, Προσκόλληση
που επάγεται από φλεγμονή

PSGL-1, GlyCAM-1,
MAdCAM-1, CD34

PSGL-1

PSGL-1

PSGL-1: Γλυκοπρωτεϊνικός συνδέτης 1 της P-Σελεκτίνης, MAdCAM-1: Κυτταρικό μόριο προσκόλλησης-1 σχετιζόμενο με βλεννογόνους, GlyCAM-1: Κυτταρικό 
μόριο προσκόλλησης-1 εξαρτώμενο από γλυκοζυλίωση.

Μόριο Προσκόλλησης Ονοματολογία CD Συνδέτης Κατανομή /Ρόλος

ICAM-1

ICAM-2

ICAM-3

LFA-2

LFA-3

NCAM

PECAM-1

VCAM-1

CD54

CD102

CD50

CD2

CD58

CD56

CD31

CD106

LFA-1, Mac-1,
Ινωδογόνο

LFA-1, Mac-1

LFA-1

LFA-3

LFA-2

NCAM, κολλαγόνο, ηπαρίνη

PECAM-1

α4β1 and α4β7 ιντεγκρίνες

Λεμφοκύτταρα, Ενδοθηλιακά κύτταρα παρουσία 
φλεγμονής

Λευκοκύτταρα

Λεμφοκύτταρα

Ευρεία κατανομή

Νευρικός ιστός

Αιμοπετάλια, Λευκοκύτταρα

Λεμφοκύτταρα, Ενδοθηλιακά κύτταρα παρουσία 
φλεγμονής

Λεμφοκύτταρα, Ενδοθηλιακά κύτταρα παρουσία 
φλεγμονής

ICAM: Διακυτταρικό μόριο προσκόλλησης, LFA: Αντιγόνο σχετιζόμενο με τη λειτουργία των λεμφοκυττάρων,  NCAM: Μόριο προσκόλλησης νευρικών κυττάρων, 
PECAM-1 : Μόριο προσκόλλησης αιμοπεταλίων και ενδοθηλιακών κυττάρων , VCAM: Μόριο προσκόλλησης αγγειακών κυττάρων , CD: Συσσωμάτωμα 
διαφοροποίησης

Πίνακας 5.3.2. Σελεκτίνες, κύτταρα και δομές που τις εκφράζουν, η λειτουργία τους και οι 
συνδέτες τους.  

Πίνακας 5.3.3. Μέλη της οικογένειας των κυτταρικών μορίων προσκόλλησης που ανήκουν στην 
υπεροικογένεια των ανοσοσφαιρινών .  
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Εικόνα 5.3.4. Φλεγμονώδη μονοπάτια και η έναρξη της αθηροσκλήρωσης. 
Τα μονοκύτταρα προσελκύονται στο φλεγμαίνων ενδοθήλιο μέσω χυμοκινών και 
κυτταροκινών. Η αρχική επαφή και ολίσθηση των μονοκυττάρων στο ενδοθήλιο κινητοποιείται 
από τις σελεκτίνες όπως η P-σελεκτίνη και ακολουθείται από την ισχυρή προσκόλληση μέσω 
μορίων που ανήκουν στην υπεροικογένεια των ανοσοσφαιρινών. Η διαπίδυση και 
μετανάστευση εντός του μέσου χιτώνα διαμεσολαβείται τελικά από την παραγωγή χυμοκινών 
και χυμοτακτικών παραγόντων. 

στον υποδοχέα CXCR2 των λευκοκυττάρων453. Άλλες κυτταροκίνες που έχουν εμπλακεί αφορούν την 
φρακταλκίνη454 ενώ για τη χυμοταξία των T-λεμφοκυττάρων έχουν εμπλακεί μία τριάδα χυμοτακτικών 
κυτταροκινών λεμφοκυττάρων, οι IP-10, I-TAC και MIG455 των οποίων η έκφραση επάγεται από τη γ-
ιντερφερόνη η οποία παράγεται σε υψηλά επίπεδα στο φλεγμαίνων ενδοθήλιο. 

Η μετανάστευση των λευκοκυττάρων και η φλεγμονή του ενδοθηλίου αποτελούν καθοριστικής 
σημασίας βήμα στην ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης και αποτελούν διαδικασίες που εμπλέκουν πολλαπλούς 
τύπους κυττάρων και μεσολαβητικών μορίων που συνοψίζονται στην εικόνα 5.3.4. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εστιακός χαρακτήρας δημιουργίας της αλλοίωσης. 

Τα αθηρώματα συνήθως δημιουργούνται εστιακά όπως αποκαλύπτεται από μελέτες μορφολογίας, από 
τη συγκέντρωση των λιπιδίων και από την έκφραση των μορίων προσκόλλησης. Μία πολυκεντρικής 
προέλευσης θεώρηση υποστηρίζει ότι τα αθηρώματα ξεκινούν ως καλοήθη λειομυώματα του αρτηριακού 
τοιχώματος και η μονοτυπία ορισμένων μοριακών δεικτών στα λεία μυϊκά κύτταρα μεμονωμένων αθηρωμάτων 
υποστηρίζει την υπόθεση της «μονοκλωνικότητας» της αθηρογένεσης456. Ωστόσο η θέση αυτών των 
περιοχών προδιάθεσης στα εγγύς τμήματα των αρτηριών, μετά από σημεία διακλάδωσης ή διχοτόμησης που 
διαχωρίζεται η αιματική ροή, υποστηρίζει μία υδροδυναμική βάση για τα αρχικά στάδια ανάπτυξης της 
αθηροσκλήρωσης. Οι αρτηρίες χωρίς πλάγιους κλάδους (π.χ η έσω μαστική αρτηρία ή η κερκιδική αρτηρία) 
τείνουν να παραμένουν ελεύθερες αθηροσκλήρωσης. Η τοπικά διαταραγμένη ροή μπορεί να επάγει μεταβολές 
που προωθούν τα αρχικά στάδια της αθηρογένεσης. Εναλλακτικά, η ροή κατά στιβάδες που υπερτερεί σε 
περιοχές χωρίς ανάπτυξη αλλοιώσεων μπορεί να επάγει αθηροπροστατευτικές λειτουργίες457. Τα ECs 
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υφίστανται την κατά στιβάδες διατμηματική τάση της φυσιολογικής ροής αλλά και τη μειωμένη διατμηματική 
τάση της διαταραγμένης ροής στις περιοχές προδιάθεσης. Οι in-vitro μελέτες υποστηρίζουν ότι οι κατά 
στιβάδες διατμηματική τάση μπορεί να αυξήσει την έκφραση γονιδίων που μπορούν να δράσουν 
προστατευτικά έναντι της αθηροσκλήρωσης συμπεριλαμβανομένων των ενζύμων eNOS και υπεροξειδική 
δισμουτάση που σε μοριακό επίπεδο καταστέλλουν τον προφλεγμονώδη παράγοντα NF-κΒ458 και 
απενεργοποιούν το υπεροξείδιο του υδρογόνου αντίστοιχα, επάγοντας αντιαθηρογενετικές και αντιοξειδωτικές 
δράσεις. Τα παραδείγματα αυτά δείχνουν πως η βασική αγγειακή βιολογία έχει δώσει πληροφορίες για 
προηγούμενες ασαφείς αλλά σημαντικές πλευρές της αθηρογένεσης. Παρόμοια, η μελέτη της αναπτυξιακής 
βιολογίας των αγγείων δίνει ανάλογες πληροφορίες αποσαφηνίζοντας ότι τόσο τα ECs όσο και τα SMCs 
διαφέρουν ως προς τα βιολογικά χαρακτηριστικά τους αλλα και την εμβρυολογική τους προέλευση αντίστοιχα 
ανάλογα με τον ιστό ‘η το όργανο στο οποίο βρίσκονται459-462. 

 
Ενδοκυττάρια συγκέντρωση λιπιδίων και δημιουργία αφρωδών κυττάρων. 

Τα μονοκύτταρα εντός του έσω χιτώνα διεγείρονται από την κυτταροκίνη M-CSF που παράγεται από 
τα ενεργοποιημένα ECs463, 464 και διαφοροποιούνται σε μακροφάγα, μία διαδικασία που είναι απαραίτητη για 
την ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης465. Η «ελάχιστα οξειδωμένη» LDL που έχει συσσωρευτεί στον έσω 
χιτώνα, τροποποιείται εκτεταμένα (highly oxidized) μέσω παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου που 
παράγονται από τα ενδοθηλιακά κύτταρα και τα διαφοροποιημένα μακροφάγα αλλά και τη δράση ποικίλων 
άλλων ενζύμων όπως η μυελοπεροξειδάση, η σφιγγομυελινάση και η εκκριτική φωσφολιπάση που όλα έχουν 
βρεθεί σε ανθρώπινες αθηροσκληρωτικές αλλοιώσεις466-468. Οι εκτεταμένα τροποποιημένες μορφές της LDL 
προσλαμβάνονται ταχέως από τα μακροφάγα, οδηγώντας στο σχηματισμό «αφρωδών κυττάρων», φαινόμενο 
που διαμεσολαβείται από μία ομάδα υποδχέων που εκφράζονται στα μακροφάγα και αναγνωρίζουν ένα ευρύ 
φάσμα συνδετών. Πρόκειται για τους υποδοχείς-καθαριστές (scavenger receptors)469, μία οικογένεια 
πρωτεϊνών που περιλαμβάνει τους CD36, CD68, CXCL16, τον υποδοχέα τύπου λεκτίνης για την οξειδωμένη 
LDL (LOX1) και τους υποδοχείς-καθαριστές A και B1 (SR-A και SR-B1). Οι υποδοχείς αυτοί είναι υποδοχείς που 
αναγνωρίζουν μοριακά πρότυπα (PRRs-Pattern-Recognition Receptors) και διαμεσολαβούν την πρόσληψη και 
λυσοσσωματική αποδόμηση των τροποποιημένων λιποπρωτεϊνών, λιποπολυσακχαριτών και αποπτωτικών 
σωματιδίων470. Η σηματοδότηση από τους υποδοχείς αυτούς δεν οδηγεί άμεσα σε φλεγμονή αλλά οδηγεί σε 
MHC-II εξαρτώμενη αντιγονοπαρουσίαση συνδέοντας έτσι τη φυσική και επίκτητη ανοσία που χαρακτηρίζει 
την περαιτέρω εξέλιξη της αθηροσκλήρωσης471.  

Λαμβάνοντας υπόψη το ρόλο των υποδοχέων αυτών στο σχηματισμό αφρωδών κυττάρων, θα ήταν 
αναμενόμενο να έχουν καθοριστικό ρόλο στην αθηρογένεση. Οι μελέτες όμως πάνω στη λειτουργία τους αυτή 
είναι αντικρουόμενες. Ενώ οι αρχικές μελέτες έδειξαν ότι σε ποντίκια με έλλειψη των SSR-A ή CD36 η 
αθηροσκλήρωση ήταν μετρίως ελαττωμένη472, 473, σχετικά πιο πρόσφατες αναφορές δείχνουν αυξημένη και 
όχι ελαττωμένη αθηροσκλήρωση σε ποντίκια με έλλειψη CD36, CXCL16 ή SR-A474. Τα φαινόμενα αυτά πιθανά 
οφείλονται στο ότι η επαγόμενη από τους υποδοχείς αυτούς πρόσληψη των τροποποιημένων λιποπρωτεϊνών 
από τα μακροφάγα, μπορεί να διευκολύνει την απομάκρυνση αυτών των σωματιδίων από την πλάκες μέσω 
HDL εξαρτώμενων μηχανισμών475 καθώς τα αφρώδη κύτταρα εκκρίνουν ApoE476. Αν η κάθαρση αυτή 
απουσιάζει λόγω έλλειψης των υποδοχέων-καθαριστών, η συσσώρευση εξωκυττάριας χοληστερόλης μπορεί να 
είναι περισσότερο επιβλαβής από ότι η παρουσία των ίδιων των αφρωδών κυττάρων. 

Η έκφραση των υποδοχέων ρυθμίζεται από το μεταγραφικό παράγοντα PPAR-γ του οποίου η έκφραση 
επάγεται από κυτταροκίνες όπως η IFN-γ και ο TNF-α αλλά και οξειδωμένα λιπαρά οξέα477. Κάτω από την 
επίδραση του M-CSF αλλά και των GM-CSF και της IL-3, τα μακροφάγα πολλαπλασιάζονται και παράγουν 
προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες όπως ο TNF-α και η IL-1β που επιτείνουν περαιτέρω τη φλεγμονώδη 
αντίδραση.  

Μέχρι του σημείου αυτού, η αναπτυσσόμενη αθηροσκληρωτική αλλοίωση αποτελείται κυρίως από 
μακροφάγα διογκωμένα με λιπίδια και Τ-λεμφοκύτταρα τα οποία προσελκύονται ταυτόχρονα με τα 
μονοκύτταρα με ίδιους μηχανισμούς που περιλαμβάνουν μόρια προσκόλλησης και χυμοκίνες. Δεν είναι τόσο 
πολυάριθμα όσο τα μακροφάγα με ένα λόγο μακροφάγων/Τ-λεμφοκύτταρα περίπου 4:1 έως 10:1 στις 
ανθρώπινες αλλοιώσεις. Όμως στις αλλοιώσεις αυτές τα Τ-λεμφοκύτταρα ενεργοποιούνται και παράγουν 
προαθηρογόνους μεσολαβητές και συμβάλλουν στην εξέλιξη της βλάβης και την επιδείνωση της νόσου 478. Οι 
αρχικές αυτές αλλοιώσεις που ονομάζονται λιπώδεις ραβδώσεις δεν είναι κλινικά σημαντικές αλλά αποτελούν 
πρόδρομες μορφές πιο εκτεταμένων αλλοιώσεων. Ανευρίσκονται ακόμα και σε νεογνά και νεαρά παιδιά και 
ανευρίσκονται στην αορτή την πρώτη δεκαετία της ζωής, στις στεφανιαίες αρτηρίες τη δεύτερη δεκαετία και 
στις εγκεφαλικές αρτηρίες τις τρίτη και τέταρτη δεκαετίες και κάποιες φορές μπορούν και να υποστρέψουν. 
Συνοπτικά η διαδικασία αυτή περιγράφεται στην εικόνα 5.3.5. 
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Εικόνα 5.3.5. Σχηματισμός αφρωδών κυττάρων. 
Η υψηλά οξειδωμένη LDLσχηματίζεται σαν αποτέλεσμα της δράσης ενεργών ριζών οξυγόνου 
(ROS) και των ενζύμων σφιγγομυελινάση (SMase), εκκριτική φωσφολιπάση 2 (sPLA2), 
άλλων λιπασών και της μυελοπεροξειδάσης (MPO), Η τροποποιημένη αυτή LDL 
αναγνωρίζεται από τους υποδοχείς-καθαριστές όπως SR-A, CD36 και CD68. Ή έκφραση 
αυτών των υποδοχέων διαμεσολαβείται από κυτταροκίνες όπως ο TNF-α και η IFN-γ. Τα 
αφρώδη κύτταρα εκκρίνουν ApoE που μπορεί να διευκολύνει την απομάκρυνση της 
ενδοκυττάριας χοληστερόλης. Ο θάνατος των κυττάρων αυτών αφήνει μία αυξανόμενη μάζα 
εξωκυττάριων λιπιδίων και άλλων κυτταρικών ρακών. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Εξέλιξη του αθηρώματος. 

Φυσική και επίκτητη ανοσία: μηχανισμοί φλεγμονής στην αθηροσκλήρωση. 

Όπως προαναφέρθηκε, ζωικά μοντέλα κυρίως ποντικών έχουν παράσχει σημαντικές πληροφορίες για 
τα αρχικά στάδια της αθηροσκλήρωσης. Τα μοντέλα αυτά έχουν χρησιμοποιηθεί επιτυχώς και για τη 
διερεύνηση των ανοσολογικών μηχανισμών που εμπλέκονται στην εξέλιξη της αθηρωματικής πλάκας. Έτσι η 
διασταύρωση των ApoE-/- ή των LDLR-/- με ποντίκια που έχουν απαλοιφές γονιδίων που κωδικοποιούν για 
βασικά συστατικά του ανοσοποιητικού συστήματος παρέχουν σημαντικές πληροφορίες για τη συμμετοχή 
συγκεκριμένων ανοσολογικών μηχανισμών. Επιπρόσθετα η μεταμόσχευση μυελού των οστών και η μεταφορά 
σπληνοκυττάρων στα ApoE-/- ή LDLR-/-  ή η εκλεκτική απαλοιφή κυττάρων, έχει βοηθήσει στην αποσαφήνιση 
του ρόλου συγκεκριμένων πληθυσμών κυττάρων του μυελού στην ανάπτυξη της νόσου. 

Η άμυνα της φυσιολογικής αρτηρίας εξαρτάται από τις αποκρίσεις της φυσικής ανοσίας που 
κινητοποιούνται από τα ECs και μετά από φλεγμονώδες ερέθισμα και από τα μονοκύτταρα/μακροφάγα και 
άλλα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος που προσελκύονται. Τέτοιες αποκρίσεις φυσικής ανοσίας 
έχουν κύριο ρόλο κατά την έναρξη της αθηροσκλήρωσης479 και περιλαμβάνουν κυρίως υποδοχείς που 
αναγνωρίζουν πρότυπα (εικόνα 5.3.6). Το ενδοθήλιο τόσο των αθηροσκληρωτικών όσο και των φυσιολογικών 
αρτηριών εκφράζει ένα ευρύ φάσμα υποδοχέων που αναγνωρίζουν πρότυπα, τους TLRs. Στο φυσιολογικό 
αρτηριακό τοίχωμα εκφράζονται μόνο οι TLR2 και TLR4 από τα ECs ενώ τα SMCs δεν εκφράζουν φυσιολογικά 
TLRs. Αντίθετα στην αθηροσκληρωτική αλλοίωση εκφράζονται ποικίλοι υποδοχείς συμπεριλαμβανομένων των 
TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR7 και TLR9480, 481 τόσο από τα ECs όσο και από τα SMCs. Οι υποδοχείς 
αυτοί εκφράζονται επιπρόσθετα και από τα κύτταρα που συμμετέχουν στα αρχικά στάδια της 
αθηροσκλήρωσης όπως τα μακροφάγα. Ένα ευρύ φάσμα  
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Εικόνα 5.3.6. Ενεργοποίηση των μηχανισμών φυσικής ανοσίας στο αθήρωμα. 
Τα μακροφάγα, τα DCs και τα ECs εκφράζουν ένα μεγάλο ρεπερτόριο υποδοχέων PRRs. Η 
πρόσληψη της οξειδωμένης LDL από τους υποδοχείς καθαριστές που οδηγεί στην 
ενδοκυττάριο συγκέντρωση χοληστερόλης και το σχηματισμό αφρωδών κυττάρων, 
ενεργοποιεί το φλεγμονόσωμα που οδηγεί στην παραγωγή IL-1β. Συστατικά της 
τροποποιημένης LDL μπορεί να προσληφθούν από τους TLRs, κινητοποιώντας ένα 
ενδοκυττάριο σηματοδοτικό μονοπάτι που οδηγεί στην έκφραση μιας σειράς γονιδίων που 
κωδικοποιούν προφλεγμονώδη μόρια , συμπεριλαμβανομένων κυτταροκινών, χυμοκινών, 
εικοσανοϊδών, πρωτεϊνασών, οξειδασών και συν-διεγερτικών μορίων. Σημαντικός είναι ο 
ρόλος των μεταγραφικών παραγόντων NF-κB, IRF και AP-1 σε όλη αυτή τη διαδικασία. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

παθογόνων μοριακών προτύπων μπορούν να συνδεθούν στους TLRs συμπεριλαμβανομένων των μικροβιακών 
πρωτεϊνών θερμικού σοκ (HSPs) και μη μεθυλιωμένο CpG DNA καθώς ποκίλοι μικροοργανισμοί έχουν σχετιστεί 
με αθηροσκλήρωση. Μελέτες εξάλειψης γονιδίου σε υπερχοληστερολαιμικά ποντίκια έχουν δείξει το σημαντικό 
ρόλο της πρωτεϊνης MyD88, μίας βασικής προσαρμοστικής πρωτεϊνης στο σηματοδοτικό μονοπάτι των 
περισσοτέρων TLRs482, 483 (εικόνα 5.3.7). Στοχευμένη απαλοιφή του γονιδίου που κωδικοποιεί τον TLR4 επίσης 
οδηγεί σε περιορισμό της αθηροσκλήρωσης, μικρότερης όμως έκτασης. 
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Η οξειδωμένη LDL ή συστατικά της μπορούν να προσδεθούν σε συγκεκριμένους TLRs. Έτσι η 
οξειδωμένη LDL αλλά και κατάλοιπα φωσφολιπιδίων που δημιουργούνται κατά την οξείδωση μπορούν να 
προσδεθούν στον TLR2 και να επάγουν αγγειακές αποκρίσεις 484, 485, ενώ η ελάχιστα οξειδωμένη LDL 
προσδένεται στον TLR4486. Μάλιστα η έκφραση του TLR2 από τα αγγειακά κύτταρα σε σχέση με τα 
αιμοποιητικά κύτταρα μπορεί να είναι ιδιαίτερα προαθηροσκληρωτική487. 

Επιπόσθετα στους επιφανειακά εκφραζόμενους TLRs, σηματοδοτικοί υποδοχείς προτύπων βρίσκονται 
και ενδοκυττάρια. Μερικοί από αυτούς συγκροτούνται σε φλεγμονοσώματα, που είναι μοριακές πλατφόρμες 
που κινητοποιούν την έκφραση IL-18 και IL-1β488. Το NLP3 (επίσης γνωστό και ως NALP3) φλεγμονόσωμα 
έχει αναφερθεί ότι ενεργοποιείται από τους κρυστάλλους χοληστερόλης που βρίσκονται μέσα στα 
μακροφάγα489, 490. Ποντίκια ανεπαρκή σε NLRP3 ή σε έκφραση IL-1β στα μακροφάγα αναπτύσσουν όχι μόνο 
λιγότερη φλεγμονή αλλα και μικρότερες αθηροσκληρωτικές αλλοιώσεις κάτω από συνθήκες 
υπερχοληστερολαιμίας. 

Οι εκτελεστικοί βραχίονες της φυσικής ανοσίας περιλαμβάνουν αντιμικροβιακά πεπτίδια, NO, 
ειοσανοειδή και διάφορα άλλα μοριακά είδη που απελευθερώνονται ως αποτέλεσμα ενεργοποίησης των PRRs. 
Τα αντιμικροβιακά πεπτίδια παράγονται στις αθηροσκληρωτικές αλλοιώσεις και επάγουν φλεγμονή491 αλλά το 
κατά πόσο συμβάλλουν στην αθηροσκλήρωση παραμένει ασαφές. Οι προσταγλαδίνες επηρεάζουν την 
αγγειακή λειτουργία ρυθμίζοντας την συσσώρευση των αιμοπεταλίων και λειτουργώντας προφλεγμονωδώς492, 

493. Το λευκοτριένιο Β4 είναι επίσης προφλεγμονώδες και αυξάνει την αθηροσκλήρωση σε μοντέλα 
ποντικών494, 495. Το σηματοδοτικό μονοπάτι των λευκοτριενίων εκφράζεται σε ανθρώπινες αθηροσκληρωτικές 
πλάκες και πολυμορφισμοί σε γονίδια που εμπλέκονται στη σύνθεση των λευκοτριενίων σχετίζονται με 
αθηροσκλήρωση και μεγαλύτερο κίνδυνο για έμφραγμα μυοκαρδίου496-499.  

Εκτός από τη φυσική ανοσία, αυξανόμενες ενδείξεις υποστηρίζουν ένα ιδιαίτερο ρόλο για την ειδική 
στο αντιγόνο ή επίκτητη ανοσία στην εξέλιξη της πλάκας500, 501. Οι ανθρώπινες αθηροσκληρωτικές πλάκες 
περιλαμβάνουν αρκετά T-λεμφοκύτταρα. Σε μία πλάκα το 40% των κυττάρων εκφράζουν δείκτες 
μακροφάγων, 10% είναι CD3+ T-κύτταρα ενώ τα υπόλοιπα έχουν χαρακτηριστικά SMCs502. Μικροί πληθυσμοί 
μαστοκυττάρων, B-κυττάρων και DCs υπάρχουν επίσης στις πλάκες και μαζί με τα μακροφάγα και τα T-
κύτταρα μπορούν να κυκλοφορούν μεταξύ αίματος στον αρτηριακό αυλό, στο αλλοιωμένο αρτηριακό 
τοίχωμα, στα vasa vasorum και στους επιχώριους λεμφαδένες. 

Εικόνα 5.3.7. Τα σηματοδοτικά 
μονοπάτια TLRs/IL-1β που 
απεικονίζουν τη σημασία της 
πρωτεϊνης MyD88 στη λειτουργία 
τους και στην έκφραση 
μεταγραφικών παραγόντων που 
επάγουν τη μεταγραφή 
προφλεγμονωδών γονιδίων στην 
αθηροσκλήρωση 
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Οι αποκρίσεις των Τ-κυττάρων όταν ειδικοί μοριακοί επίτοποι στα αντιγόνα, συμπεριλαμβανομένων 
της oxLDL503, 504 αλλά και των HSPs505, 506, παρουσιάζονται από APCs και αναγνωρίζονται από τους TCRs. Αν 
και τα μακροφάγα μπορούν επίσης να παρουσιάσουν αντιγόνα στα T-κύτταρα, τα DCs είναι ο κύριος 
υπεύθυνος κυτταρικός τύπος για την ενεργοποίηση των «ανοσολογικά αθώων» T-κυττάρων και επομένως 
παίζουν σημαντικό ρόλο στην κινητοποίηση της ειδικής ανοσίας. Τα DCs παρουσιάζουν αντιγόνα μέσω MHC 
μορίων στην επιφάνεια τους. Στις αθηροσκληρωτικές πλάκες, τα DCs κύτταρα συνεντοπίζονται με τα T-
κύτταρα υποδηλώνοντας ότι εμπλέκονται στην T-κυτταρική ενεργοποίηση εντός της πλάκας 507, 508. Ωστόσο η 
ευαισθητοποίηση των «ανοσολογικά αθώων» T-κυττάρων πιο πιθανά συμβαίνει στους επιχώριους λεμφαδένες. 

Μελέτες σε ζώα υποδηλώνουν ότι οι T-κυτταρικές αποκρίσεις είναι προαθηρογόνες509-511. Η 
διαφοροποίηση των T-κυττάρων επάγεται από τρία συγκεκριμένα και διαδοχικά σήματα, την ενεργοποίηση 
του TCR, που ακολουθείται από την παραγωγή κυτταροκινών από τα DCs και τέλος την αύξηση ή 
ενεργοποίηση συνδιεγερτικών μορίων στα DCs. Κατά τη διαδικασία της «πόλωσης», τα «ανοσολογικά αθώα» 
CD4+ T-βοηθητικά κύτταρα (TH0) κύτταρα διαφοροποιούνται σε διάφορους TH κυτταρικούς υποπληθυσμούς οι 
οποίοι απελευθερώνουν διαφορετικού τύπου κυτταροκίνες και επάγουν διαφορετικές άνοσες αποκρίσεις (εικόνα 
5.3.8). 

 

 

 

Οι αρχικές μελέτες στο ρόλο των T-κυττάρων στην ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης, έχουν εστιαστεί 
στο ρόλο των TH1 κυττάρων που παράγουν IFN-γ και των TH2 κυττάρων που παράγουν IL-4478. Ο ρόλος των 

Εικόνα 5.3.8. Διαφοροποίηση, ενεργοποίηση και αλληλεπίδραση μεταξύ των υποτύπων των T-
κυττάρων. 
Τα ώριμα DCs πολώνουν τα «αθώα» TH0 κύτταρα σε διαφορετικούς πληθυσμούς TH δραστικών κυττάρων 
διαμέσου ποικίλων σημάτων που περιλαμβάνουν ην αντιγονοπαρουσίαση στον TCR, την έκκριση 
κυτταροκινών και τη συνδιέγερση. Τα TH1, TH2, TH17 κύτταρα κατηγοριοποιούνται με βάση τους 
μεταγραφικούς παράγοντες που εκφράζουν και τις κυτταροκίνες που εκκρίνουν. Η αρχετυπική κυτταροκίνη 
κάθε υποτύπου παρουσιάζεται με έντονη γραφή. Τα ανώριμα DCs ευαισθητοποιούν τα TH0 για 
διαφοροποίηση προς TREG κύτταρα. Οι πολύπλοκες αλληλεπιδράσεις μεταξύ των διαφόρων τύπων CD4+ 
T-κυττάρων που εμπλέκονται στην αθηροσκλήρωση παρουσιάζεται σχηματικά. 
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υπολοίπων υποτύπων οπώς των TH17 και των TREG έχει διερευνηθεί σε πρόσφατες μελέτες512, 513. Ο 
προαθηροσκληρωτικός ρόλος των TH1 κυττάρων και ο οι αθηροπροστατευτικές δράσεις των TREG είναι πλέον 
καλά εγκαθιδρυμένοι. Ωστόσο το εάν τα TH2 και τα TH17 κύτταρα επηρεάζουν τις αθηροσκληρωτικές αλλαγές 
στο αγγείο, παραμένει σημείο διαφωνίας514.  

Η αθηροσκλήρωση σχετίζεται επίσης με την ενεργοποίηση των B-κυττάρων. Η κύρια λειτουργία των 
B-κυττάρων είναι η έκκριση αντισωμάτων διαφόρων ισοτύπων. Η παραγωγή IgG αντισωμάτων από τα Β-2 
κύτταρα, τον πιο συχνό τύπο Β-κυττάρων, απαιτεί τη συνδιέγερση και βοήθεια των T-κυττάρων ενώ η φυσική 
παραγωγή των φυσικών IgM αντισωμάτων από τα Β-1 κύτταρα δεν απαιτεί αυτή τη βοήθεια. Τόσο IgG όσο 
και IgM αντισώματα έναντι της oxLDL έχουν περιγραφεί515, 516. Σε μοντέλα ποντικών, μία αξιοσημείωτη πτώση 
στον αριθμό των Β-κυττάρων ως αποτέλεσμα σπληνεκτομής ή παρεμβολής στην έκκριση IgM από τα B-1 
κύτταρα, επιτάχυνε την ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης υποδηλώνοντας ένα προστατευτικό ρόλο των B-
κυττάρων στη νόσο515, 517, 518. Ωστόσο, πολύ πρόσφατες μελέτες καταδεικνύουν ένα προαθηρογόνο ρόλο για 
τα B-2 λεμφοκύτταρα519, 520. Τα B-κύτταρα ανευρίσκονται στις αθηροσκληρωτικές αλλοιώσεις ανθρώπων και 
ποντικών521, 522 και φαίνεται ότι εντοπίζονται κυρίως στον έξω χιτώνα της αορτής523. Εκεί τα Β-κύτταρα 
σχηματίζουν μικρά λεμφικά θυλάκια που μπορεί να συμβάλλουν στην αθηρογένεση524, 525. Η απαλοιφή των 
ώριμων B-κυττάρων με αντι-CD20 μονοκλωνικό αντίσωμα, ελάττωσε τα επίπεδα των IgG αντισωμάτων έναντι 
της oxLDL, ελάττωσε την ενεργοποίηση και τον πολλαπλασιασμό DCs και CD4+ Τ-κυττάρων και έστρεψε το 
προφίλ κυτταροκινών προς ελάττωση της IFN-γ και αύξηση της IL-17519, ελαττώνοντας σημαντικά την 
αθηροσκλήρωση. Όπως γενικά συμβαίνει και σε όλα τα σύνθετα συστήματα, έτσι και ο ρόλος των B-
λεμφοκυττάρων στη αθηροσκλήρωση (εικόνα 5.3.9) περιπλέκεται από τις πολύπλοκες αλληλεπιδράσεις με 
άλλους τύπους λεμφοκυττάρων που φαίνεται ότι είναι απαραίτητες για να μεγιστοποιηθεί το προαθηρογόνο 
δυναμικό των B-κυττάρων520.  

 

 

 

 

 

 

Ποικίλα αντιγόνα έχουν αναγνωριστεί στην αθηροσκλήρωση έναντι των οποίων κατευθύνεται το 
ανοσοποιητικό σύστημα στην αθηροσκλήρωση. Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ κυττάρων, μεταξύ φυσικής και 
επίκτητης ανοσίας και η απρόσφορη ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού στα αυτοάνοσα νοσήματα, περιπλέκει 
την αποσαφήνιση όπλων των μηχανισμών που εμπλέκονται στην αθηροσκλήρωση. Έχουν πολύ πρόσφατα 
δημοσιευθεί εξαιρετικές ανασκοπήσεις για το ρόλο του ανοσοποιητικού συστήματος στην αθηροσκλήρωση και 
που περιγράφουν αναλυτικά μηχανισμούς και ειδικές δράσεις κυτταρικών υπολπηθυσμών442, 526-529 αλλά και 
τη μετάφραση των ευρημάτων αυτών σε κλινικό πλαίσιο527 

Εικόνα 5.3.9. Δυνητικός ρόλος των υποπληθυσμών B-λεμφοκυττάρων στην αθηροσκλήρωση. 
Τα δραστικά T-κύτταρα επάγουν την παραγωγή αντι-oxLDL IgG αντισωμάτων από τα προαθηρογόνα B-2 
κύτταρα. Τα B-2 κύτταρα παρέχουν συνδιέγερση στα δραστικά T-κύτταρα και επάγουν απόκλιση από το 
TH17 στο TH1 προφίλ. Τα B-2 κύτταρα μπορεί επίσης πιθανόν να ενεργοποιούν τα DCs. Τα TH2 κύτταρα τα 
οποία εκκρίνουν IL-5 και IL-33 μπορούν να επάγουν την παραγωγή προστατευτικών αντι-oxLDL IgM 
αντισωμάτων από τα B-1 κύτταρα. 
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Μετανάστευση και πολλαπλασιασμός των λείων μυϊκών κυττάρων. 

Ενώ τα αρχικά στάδια του αθηρώματος περιλαμβάνουν κυρίως μεταβολές στη λειτουργία των 
ενδοθηλιακών κυττάρων καθώς και τη μετανάστευση και συσσώρευση λευκοκυττάρων, η μετέπειτα εξέλιξη 
του αθηρώματος σε πιο σύνθετες πλάκες (advanced lesions) περιλαμβάνει και τα SMCs (εικόνα 5.3.10). 

 

 

Τα SMCs στο φυσιολογικό αρτηριακό μέσο χιτώνα διαφέρουν από εκείνα του έσω χιτώνα ενός εξελισσόμενου 
αθηρώματος530, 531. Ενώ κάποια SMCs φτάνουν στον έσω χιτώνα κατά τα πρώτα στάδια της ζωής, αυτά που 
συγκεντρώνονται στο εξελισσόμενο αθήρωμα προέρχονται από κύτταρα που έχουν μεταναστεύσει από τον 
υποκείμενο μέσο χιτώνα. Οι χυμοτακτικοί παράγοντες για τα SMCs περιλαμβάνουν μόρια όπως ο PDGF, ένας 
ισχυρός χυμοτακτικός παράγοντας που εκκρίνεται από τα ενεργοποιημένα μακροφάγα και υπερεκφράζεται σε 
ανθρώπινες αθηροσκληρωτικές αλλοιώσεις. Αυτά τα SMCs στον έσω χιτώνα αρχίζουν και πολλαπλασιάζονται 
με κυτταρική διαίρεση, με το υπολογιζόμενο ποσοστό των διαιρούμενων SMCs στις ανθρώπινες 
αθηροσκληρωτικές αλλοιώσεις να μην υπερβαίνει το 1%. Ωστόσο και αυτή η ανώδυνη διαίρεση μπορεί να έχει 
νως αποτέλεσμα τη συσσώρευση τεράστιου αριθμού SMCs στη διάρκεια δεκαετιών εξέλιξης μιας αλλοίωσης. 

Τα SMCs στον έσω χιτώνα αθηροσκληρωτικών αρτηριών εμφανίζουν ένα λιγότερο ώριμο φαινότυπο 
από τα αδρανή κύτταρα στον φυσιολογικό μέσο χιτώνα. Εκφράζουν υψηλά επίπεδα εμβρυϊκής ισομορφής της 
μυοσίνης των λείων μυών531 και φαίνεται να επανεκφράζουν το εμβρυικό πρόγραμμα ανάπτυξης και 
ταυτόχρονα εμφανίζουν και μορφολογικές αλλοιώσεις με περισσότερο  αδρό ενδοπλασματικό δίκτυο και 
λιγότερες συσταλτές ίνες από ότι τα φυσιολογικά λεία μυϊκά κύτταρα.  

Παρόλο που ο πολλαπλασιασμός των SMCs είναι σπάνιος στο ώριμο ανθρώπινο αθήρωμα, εκρήξεις 
διπλασιασμού μπορεί να συμβούν κατά τη διάρκεια ζωής μιας δεδομένης αλλοίωσης. Έτσι σε περιστατικά 
ρήξης της πλάκας με θρόμβωση εκθέτουν τα λεία μυϊκά κύτταρα σε ισχυρά μιτογόνα μεταξύ των οποίων και η 
θρομβίνη. Κατά συνέπεια η συσσώρευση SMCs κατά την αθηροσκλήρωση και η αύξηση του έσω χιτώνα ή 

Εικόνα 5.3.10. Η εξέλιξη της αθηροσκλήρωσης  

Περιλαμβάνει τη μετανάστευση των SMCs από το μέσο στον έσω χιτώνα, τον πολλαπλασιασμό των 
γηγενών SMCs του έσω χιτώνα αλλά και των προερχόμενων από το μέσο χιτώνα και τη σύνθεση 
συστατικών της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας όπως κολλαγόνο, ελαστίνη και πρωτεογλυκάνες. Τα 
μακροφάγα που εντοπίζονται στην πλάκα όπως και τα SMCs μπορεί να πεθάνουν στις προχωρημένες 
αλλοιώσεις, μερικά από αυτά με απόπτωση. Τα εξωκυττάρια λιπίδια από τα νεκρά και νεκρούμενα 
κύτταρα συσσωρεύονται στην κεντρική περιοχή της πλάκας σχηματίζοντας τον λιπιδικό ή αλλιώς 
νεκρωτικό πυρήνα της πλάκας. Οι εκτεταμένες αλλοιώσεις περιλαμβάνουν επίσης κρυστάλλους 
χοληστερόλης και μικροαγγεία. 
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αλλιώς «νέο-έσω» χιτώνας (neointima) μπορεί να μη συμβεί από ένα συνεχή και γραμμικό τρόπο αλλά από 
διαλείπουσα αύξηση χαρακτηριζόμενη από εκρήξεις διπλασιασμού και μετανάστευσης 

Επιπρόσθετα του διπλασιασμού, ο θάνατος των λείων μυϊκών κυττάρων μπορεί να συμμετέχει στις 
επιπλοκές της αθηρωματικής πλάκας. Σε όψιμα στάδια του αθηρώματος, κάποια SMCs εμφανίζουν 
απόπτωση532, 533 η οποία μπορεί να προκληθεί είτε ως απόκριση σε κυτταροκίνες στο εξελισσόμενο αθήρωμα, 
είτε ως συνέπεια ενεργοποίησης υποδοχέων θανάτου από τα T-κύτταρα που υπάρχουν στη βλάβη όπως το 
σύστημα Fas-FasL532, 534.  

 

Εκτεταμένες αθηροσκληρωτικές αλλοιώσεις και η «ευάλωτη πλάκα». 

Στην εξέλιξη μίας αθηροσκληρωτικής πλάκας σημαντικό ρόλο διαδραματίζει και η εξωκυττάρια θεμέλια 
ουσία. Τα κύρια στοιχεία της που υπάρχουν στο αθήρωμα περιλαμβάνουν ενδιάμεσα ινίδια κολλαγόνου (τύπου 
I και ΙΙΙ) και πρωτεογλυκάνες535, 536 καθώς και ινίδια ελαστίνης. Τα στοιχεία αυτά παράγονται από τα SMCs με 
ερεθίσματα κυρίως από τους PDGF και TGF-β και σχηματίζουν μία ινώδη κάψα που καλύπτει την πλάκα. Η 
κάψα αυτή τυπικά καλύπτει συλλογή μακροφάγων, αφρωδών κυττάρων καθώς και κυτταρικά ράκη και 
εξωκυττάρια λιπίδια που προκύπτουν από το θάνατο των αφρωδών κυττάρων (εικόνα 5.3.11a). Η 
αναποτελεσματική κάθαρση των νεκρών κυττάρων-διαδικασία που ονομάζεται efferocytosis- και η αδυναμία 
λύσης της φλεγμονής και «εξόδου» (egress) των φλεγμονωδών κυττάρων, οδηγεί στο σχηματισμό μιας 
δεξαμενής πλούσιας σε λιπίδια που ονομάζεται «νεκρωτικός πυρήνας» της πλάκας537 (εικόνα 5.3.11b, c). Η 
παραγωγή της θεμέλιας ουσίας βρίσκεται σε ισορροπία με την αποδόμηση της από τις MMPs. Η αποδόμηση 
αυτή παίζει ρόλο στην αναδιαμόρφωση του αγγείου που συνοδεύει την ανάπτυξη της αλλοίωσης. Κατά τα 
αρχικά στάδια ανάπτυξης, η αθηρωματική πλάκα αναπτύσσεται προς τον έξω χιτώνα, αντίθετα προς τον αυλό. 
Η αλλοίωση συνεχίζει να αναπτύσσεται με μετανάστευση καινούριων μονοπύρηνων κυττάρων από το αίμα 
που εισέρχονται στην αλλοίωση από τη βάση της (shoulder). Η πάχυνση του τοιχώματος του αγγείου οδηγεί 
σε διάταση του ώστε ο αυλός να παραμένει ανέπαφος, φαινόμενο που ονομάζεται «αναδιαμόρφωση» του 
αγγείου (remodeling). Η στένωση του αυλού εμφανίζεται όταν πια το αθήρωμα έχει καταλάβει το 40% της 
διαμέτρου του αγγείου538. 
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Εικόνα 5.3.11. a) Η εκτεταμένη αθηροσκληρωτική πλάκα.  
Τα φλεγμονώδη κύτταρα συνεχίζουν να συσσωρεύονται στην πλάκα λόγω κυρίως εισόδου νέων κυττάρων 
και αδυναμίας εξόδου (egress) των ήδη υπαρχόντων. Τα αποπτωτικά μακροφάγα καθαιρούνται 
ανεπαρκώς (efferocytosis) και οδηγούνται σε δευτερογενή νέκρωση. Η διαδικασία αυτή οδηγεί στο 
σχηματισμό του «νεκρωτικού» πυρήνα, ο οποίος επάγει τη ρήξη της πλάκας, ιδιαίτερα μέσω λέπτυνσης 
της ινώδους κάψας. 

b και c) «Έξοδος» των μακροφάγων και λύση της φλεγμονής σε πρώιμες και εκτεταμένες 
αλλοιώσεις. 
 Στις πρώιμες βλάβες, η φαγοκυττάρωση (efferocytosis) είναι αποτελεσματική και τα αποπτωτικά κύτταρα 
καθαιρούνται ταχέως. Η διαδικασία αυτή αποτρέπει τη δευτερογενή νέκρωση, επάγει την έκκριση αντι-
φλεγμονωδών κυτταροκινών και απομακρύνει τα μακροφάγα από τις αλλοιώσεις. Το αποτέλεσμα λύσης 
της φλεγμονής ελαττώνει την εξέλιξη της πλάκας. 

 Σε προχωρημένες αλλοιώσεις, η φαγοκυττάρωση δε λειτουργεί σωστά και τα αποπτωτικά μακροφάγα που 
προκύπτουν κυρίως από την επαγόμενη από το ενδοπλασματικό δίκτυο απόπτωση, υφίστανται 
δευτερογενή νέκρωση. Το νεκρωτικό υλικό αποτελεί ερέθισμα για φλεγμονή και κατάργηση του 
αντιφλεγμονώδους ερεθίσματος της φαγοκυττάρωσης. Επιπλέον η απαλλαγή της αλλοίωσης από τα 
φλεγμονώδη μακροφάγα χάνεται. Η λύση της φλεγμονής αποτυγχάνει και τα νεκρωτικά μακροφάγα 
αυξάνονται. Τα χαρακτηριστικά αυτά ορίζουν πλάκες που είναι επιρρεπείς σε ρήξη (ευάλωτες) που οδηγεί 
σε οξεία θρόμβωση και απόφραξη του αγγείου. 
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Η ρήξη της ινώδους κάψας της πλάκας συμβαίνει σε αλλοιώσεις που είναι επιρρεπείς στη διαδικασία 
αυτή και ονομάζονται «ευάλωτες» πλάκες που χαρακτηρίζονται από μεγάλες περιοχές νέκρωσης, λεπτή ινώδη 
κάψα και υψηλού βαθμού φλεγμονή539. Η λέπτυνση και η ρήξη της ινώδους κάψας πιθανά αντανακλά μία 
έλλειψη στην ισορροπία σύνθεσης και αποδόμησης της θεμέλιας ουσίας αλλά και των δυνάμεων που 
ασκούνται στην κάψα από το αίμα αφενός και από την εξελισσόμενη αλλοίωση αφετέρου. Σημαντικό ρόλο σε 
αυτή τη διαδικασία διαδράμει το κολλαγόνο και ως εκ τούτου ο μεταβολισμός του συμμετέχει στη ρύθμιση της 
ροπής μιας πλάκας προς ρήξη (εικόνα 5.3.12). 

 

 

 

 

Γενικά, προφλεγμονώδεις παράγοντες όπως η IFN-γ που παράγονται από τα T-λεμφοκύτταρα αναστέλλουν 
την παραγωγή του κολλαγόνου από τα SMCs. Ενώ η αυξημένη αποδόμηση προκύπτει από πρωτεολυτικά 
ένζυμα και κυρίως τις μεταλλοπρωτεϊνάσες του στρώματος. Πάντως οι ευάλωτες πλάκες χαρακτηρίζονται 
επίσης και από σχετική έλλειψη SMCs τα οποία σε απόκριση στις προαναφερθείσες προφλεγμονώδεις 
κυτταροκίνες υφίστανται αποπτωτικό θάνατο. Η σχετική μείωση του αριθμού τους οδηγεί τελικά και σε 
μειωμένη σύνθεση κολλαγόνου με αποτέλεσμα τη λέπτυνση της ινώδους κάψας540. 

 

Νεογγειογένεση των αθηροσκληρωτικών πλακών. 

Ένα πολύ βασικό στοιχείο που χαρακτηρίζει τις εκτεταμένες και ευάλωτες πλάκες και που εμφανίζει 
ιδιαίτερη σημασία στην παθοφυσιολογία τους είναι και η νεοαγγειογένεση τους που αποτελεί μία ακόμα μορφή 
παθολογικής αγγειογένεσης. Η νεοαγγείωση στις πλάκες που περιγράφηκε τουλάχιστον 100 χρόνια πριν541 
θεωρείται ότι συμμετέχει καθοριστικά στην ανάπτυξη και εξέλιξη της ανθρώπινης αθηροσκλήρωσης395, 396. 
Ωστόσο η παθοφυσιολογική της σημασία παραμένει σημείο διαφωνιών542. Σήμερα πιστεύεται ότι η 
αγγειογένεση της πλάκας συμμετέχει όχι μόνο στην εξέλιξη της αλλά και στην αποσταθεροποίηση της542. 

Φυσιολογικά τα μικροαγγεία που προέρχονται από τα vasa vassorum δεν επεκτείνονται πέρα από τον 
έξω χιτώνα και το εξωτερικό τμήμα του μέσου χιτώνα. Η διάχυση του οξυγόνου και άλλων θρεπτικών 

Εικόνα 5.3.12. Μεταβολισμός της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας στη φλεγμονή του έσω χιτώνα στην 
αθηρογένεση. 
Το λεμφοκύτταρο παράγει IFN-γ η οποία αναστέλλει την παραγωγή του κολλαγόνου από τα SMCs καθώς 
και διαλυτούς μεσολαβητές ενώ εκφράζει και συνδιεγερτικά μόρια όπως το CD40L το οποίο προσδενόμενο 
στο CD40 των μακροφάγων, επάγει περαιτέρω φλεγμονώδη σήματα. Το ενεργοποιημένο μακροφάγο 
απελευθερώνει μεταλλοπρωτεϊνάσες της θεμέλιας ουσίας και άλλα πρωτεολυτικά ένζυμα που διασπούν το 
κολλαγόνο της ινώδους κάψας. Έτσι η ινώδης κάψα μίας έντονα φλεγμαίνουσας αλλοίωσης βρίσκεται 
κάτω από διπλή πίεση μειωμένης σύνθεσης και αυξημένης αποδόμησης 
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Εικόνα 5.3.13. Μηχανισμοί νεοαγγειογένεσης του αγγειακού τοιχώματος στην 
αθηροσκλήρωση. 
Αυξημένη προαγγειογενετική δραστηριότητα συνοδευόμενη από ελαττωμένη ενδογενή αναστολή 
της αγγειογένεσης, οδηγεί στον πολλαπλασιασμό των vasa vassorum και στη νεοαγγείωση του 
έσω χιτώνα. 

 

συστατικών περιορίζεται στα 100μm από τον αυλό του αγγείου που στις φυσιολογικές αρτηρίες επαρκεί για τη 
θρέψη του έσω χιτώνα και του εσωτερικού τμήματος του μέσου χιτώνα. Η εμφάνιση της νεοαγγείωσης 
χαρακτηρίζει την πάχυνση του αγγείου και προέρχεται από τον πολλαπλασιασμό των vasa vassorum. 
Ιστοπαθολογικά ευρήματα συσχετίζουν την αγγειογένεση στις πλάκες με ταχέως εξελισσόμενη και ασταθή 
νόσο με τη νεοαγγείωση του έσω χιτώνα να αποτελεί καθολικό εύρημα της αθηροσκληρωτικής νόσου 
συσχετιζόμενο τόσο με τον ιστολογικό βαθμό της543 και τη συμπτωματολογία544. Τα περισσότερα νεοαγγεία 
προέρχονται από τα vasa vassorum και σπάνια από τον αυλική περιοχή της μητρικής αρτηρίας. Η πυκνότητα 
τους είναι μεγαλύτερη σε αλλοιώσεις με εκσεσημασμένη διήθηση από μακροφάγα, σε περιοχές πλούσιες σε 
λιπίδια και σε αλλοιώσεις με λεπτή ινώδη κάψα, όλα δηλαδή τα χαρακτηριστικά μίας ευάλωτης πλάκας544-546. 

Οι μοριακοί μηχανισμοί που ευθύνονται για την αγγειογένεση του αρτηριακού τοιχώματος στην 
αθηροσκληρωτική νόσο, έχουν αρχίσει να αποσαφηνίζονται (εικόνα 5.3.13) 

 

 

 

 

 

 

 



 75 

Η υποξία αποτελεί ένα από τα πιο ισχυρά ερεθίσματα για αγγειογένεση και είναι παρούσα σε ζώνες εντός της 
πεπαχυσμένης αθηροσκληρωτικής πλάκας547. Η επαγόμενη από την υποξία αγγειογένεση, ρυθμίζεται από τον 
HIF-1, ένα ετεροδιμερή μεταγραφικό παράγοντα αποτελούμενο από τις υπομονάδες HIF-1α και HIF-1β. 
Προκειμένου να ανταποκριθούν ταχέως στην υποξία, τα κύτταρα συνεχώς συνθέτουν και αποδομούν την 
πρωτεΐνη HIF-1α κάτω από νορμοξικές καταστάσεις. Κάτω από καταστάσεις υποξίας, η αποδόμηση 
αναστέλλεται οδηγώντας σε συσσώρευση της πρωτεϊνης, διμερισμό με τον HIF-1β, πρόσδεση σε στοιχεία 
αποκρινόμενα στην υποξία εντός των γονιδίων-στόχων και ενεργοποίηση της μεταγραφής μέσω προσέλκυσης 
των συνδιεγερτικών μορίων p300 και CBP548. Η έκφραση περισσότερων από 40 γονιδίων ενεργοποιείται σε 
μεταγραφικό επίπεδο από τον HIF-1 και σε αυτά συμπεριλαμβάνονται τόσο η eNOs όσο και ο VEGF548.Έτσι 
φαίνεται ότι η υποξία εντός του πυρήνα της πλάκας κινητοποιεί προαγγειογενετικές αποκρίσεις στις 
εγκαθιδρυμένες αγγειακές αλλοιώσεις με σημαντική πάχυνση του νέο-έσω χιτώνα (εικόνα 5.3.14) 
 

 
 

 

Εικόνα 5.3.14. Σηματοδοτικό μονοπάτι του HIF-1α. 
Η υδροξυλίωση και ακετυλίωση του HIF-1α αποτελούν σημαντικά σημεία ρύθμισης του μεταγραφικού 
παράγοντα από την υποξία. Η υδροξυλίωση αναστέλλεται από την υποξία και «διασώζει» τον HIF-1α 
από την αποδόμηση, επιτρέποντας του το σχηματισμό ετεροδιμερούς συμπλόκου με τον HIF-1β και τη 
μεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων στόχων. Η μεταγραφή του ίδιου του HIF-1α ρυθμίζεται από 
αυξητικούς παράγοντες και προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες. 
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Σε πρώιμες αθηροσκληρωτικές βλάβες, η υποξία του αγγειακού τοιχώματος και η αγγειογένεση της 
πλάκας έχει μελετηθεί αλλά δεν έχει θεμελιωθεί σταθερά. Η αύξηση αγγειογενών παραγόντων όπως του VEGF 
εντός του αγγειακού τοιχώματος μπορεί να προηγείται της πάχυνσης του έσω χιτώνα549 και πράγματι η 
νεοαγγείωση των στεφανιαίων αγγείων σε υπερχοληστερολαιμικούς χοίρους, προηγείται της ανάπτυξης της 
ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας550 και η απόφραξη των vasa vassorum του έξω χιτώνα, οδηγεί σε ανάπτυξη 
αλλοιώσεων ανάλογων με την αθηροσκλήρωση551. Όλα αυτά τα δεδομένα υποδηλώνουν ότι η διαταραχή 
στην αιμάτωση του αγγειακού τοιχώματος ως αποτέλεσμα ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας, μπορεί να αποτελεί 
ένα εναλλακτικό μηχανισμό που να οδηγεί σε υποξία του αγγειακού τοιχώματος ακόμα και απουσία πάχυνσης 
του και να σχετίζεται με την έναρξη ανάπτυξης της αθηροσκληρωτικής πλάκας. 

Στους πολύπλοκους μηχανισμούς έρχονται να προστεθούν και μονοπάτια αγγειογένεσης που 
περιλαμβάνουν τον HIF-1 αλλά ανεξάρτητα από την υποξία. Πολυάριθμα νορμοξικά ερεθίσματα που 
υφίστανται στις πλάκες όπως η φλεγμονή, τα ROS, αγγειοδραστικοί και προθρομβωτικοί παράγοντες μπορούν 
να κινητοποιήσουν HIF-1 εξαρτώμενα σηματοδοτικά μονοπάτια552-555. Ωστόσο η φλεγμονή και ανεξάρτητα 
από τον HIF-1 μπορεί να ρυθμίσει την αγγειογένεση μέσω IL-6, IL-1β και TNF-α επαγόμενη έκφραση VEGF 
κινητοποιώντας τα σηματοδοτικά μονοπάτια ERK-MAPK, JAK-STAT3 και/’η NF-κΒ556-558. Αγγειογένεση 
ανεξάρτητη από την υποξία μπορεί επίσης να ρυθμίζεται μέσω απελευθέρωσης δεσμευμένων προ- και αντι-
αγγειογενετικών αυξητικών στη θεμέλια ουσία μετά από αποδόμηση της από πρωτεάσες, από την 
αγγειοτενσίνη ΙΙ και από την έλλειψη ινσουλίνης 557-559. Επιπλέον η αγγειογένεση στις πλάκες μπορεί να 
ρυθμίζεται και από συνδιεγερτικά μόρια καθώς μικροτεμαχίδια από ανθρώπινες αθηροσκληρωτικές πλάκες που 
απελευθερώνονται από ενεργοποιημένα ή αποπτωτικά κύτταρα επάγουν αγγειογένεση in-vitro και in-vivo μέσω 
αλληλεπίδρασης CD40-CD40L και έκφρασης VEGF211 (εικόνα 5.3.15) αν και το σύστημα CD40-CD40L έχει 
εμπλακεί σε όλα τα στάδια της αθηροσκλήρωσης και ο αναλυτικότερος ρόλος του θα συζητηθεί παρακάτω. 

 

Αν και τα προαναφερθέντα μόρια και μονοπάτια σίγουρα διαδραματίζουν κάποιο ρόλο, η ανεξάρτητη 
από την υποξία αγγειογένεση, τουλάχιστον in-vitro, φαίνεται να διαμεσολαβείται κυρίως από τα ROS μέσω 
σηματοδότησης των μονοπατιών PI3K-AKT-mTOR και NF-κB. Κυτταρικές πηγές οξειδωτικής καταπόνησης 
στην αθηροσκλήρωση αποτελούν τα δυσλειτουργικά ενδοθηλιακά κύτταρα και τα ενεργοποιημένα μακροφάγα 
και SMCs560, 561 ενώ η αντιοξειδωτική θεραπεία φάνηκε να αναστρέφει την αθηροσκλήρωση και τη 
σχετιζόμενη αγγείωση του έξω χιτώνα ως τελικό παρένθετο δείκτη της αγγειογένεσης στην πλάκα562. 
Συνοπτικά οι μηχανισμοί που εμπλέκονται στην αγγειογένεση της αθηροσκληρωτικής πλάκας απεικονίζονται 
στην εικόνα 5.3.16. 

 

 

Εικόνα 5.3.15. Σχηματική παρουσίαση των 
αλληλεπιδράσεων CD40/CD40L στην εξέλιξη της 
αθηροσκλήρωσης συμπεριλαμβανομένης της 
αγγειογένεσης στην αθηροσκληρωτική πλάκα. 
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Η ανάπτυξη της νεοαγγείωσης στην αθηροσκληρωτική πλάκα αποτελεί ένα γεγονός που όμως ακόμα 
δεν έχει αποσαφηνιστεί εάν συμμετέχει στην παθοφυσιολογία της έναρξης της αθηροσκληρωτικής αλλοίωσης 
ή εμφανίζεται δευτερογενώς σαν αποτέλεσμα επέκτασης της αλλοίωσης. Διάφοροι πάντως υποθετικοί ρόλοι 
έχουν αποδοθεί στην αγγειογένεση στα πλαίσια της αθηροσκλήρωσης. Τα αγγεία αυτά έχουν θεωρηθεί ως 
αγωγοί μεταφοράς κυτταρικών και διαλυτών στοιχείων στην αθηροσκληρωτική πλάκα που επιτείνουν την 
εξέλιξη της αλλά και ταυτόχρονα θρεπτικών συστατικών απαραίτητων για την επιβίωση και πολλαπλασιασμό 
των κυτταρικών στοιχείων που περιέχονται εντός αυτής563 (εικόνα 5.3.17) 

 

Εικόνα 5.3.16. Δυνητικοί μηχανισμοί αγγειογένεσης του αρτηριακού τοιχώματος στην 
αθηροσκλήρωση. 
Η φλεγμονή, η υποξία και η οξειδωτική καταπόνηση αποτελούν τους κυριότερους μηχανισμούς 
αγγειογένεσης στο αρτηριακό τοίχωμα και οδηγούν στην παραγωγή προαγγειογενετικών αυξητικών 
παραγόντων όπως ο VEGF και μεταλλοπρωτεϊνασών του στρώματος που επάγουν αγγειογένεση είτε 
με αποδόμηση της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας και διευκόλυνση της μετανάστευσης των ECs είτε 
μέσω απελευθέρωσης των δεσμευμένων στο στρώμα αυξητικών παραγόντων. 

 

Εικόνα 5.3.17. Ο ρόλος της νεοαγγείωσης 
στην ανάπτυξη της πλάκας. 
Οι πιθανή συμβολή των νεοαγγείων στην 
πρόοδο της νόσου περιλαμβάνει την παροχή 
κυτταρικών και διαλυτών στοιχείων, την 
ενισχυμένη ανταλλαγή αερίων εντός της πλάκας 
και τη μεταφορά μεταβολικών υποστρωμάτων 
στην πλάκα. 



 78 

Τα νεοαγγεία εντός της πλάκας έχουν επίσης ενοχοποιηθεί και για την εμφάνιση αιμορραγίας εντός 
αυτής. Η αιμορραγία έχει αναγνωριστεί ως ένας κύριος μηχανισμός ταχείας εξέλιξης ή ρήξης της πλακας564 
(εικόνα 5.3.18).  

 

 

 

 

Τα νεοαγγεία της πλάκας έχουν λεπτό τοίχωμα και συνήθως χωρίς επένδυση από SMCs ή περικύτταρα, 
διαθέτουν δε πολύ μεγαλύτερη διάμετρο σε σχέση με τα φυσιολογικά τριχοειδή. Αυτή η εύθραυστη δομή 
μπορεί να θεωρηθεί λογικά ως επαρκής για να καταστήσει αυτά τα αγγεία επιρρεπή σε αιμορραγία και 
πράγματι η παρουσία αιματώματος εντός της πλάκας έχει συν-εντοπιστεί με αυτά τα αγγεία και όχι με ρήξεις 
του έσω χιτώνα εμπλέκοντας τα αγγεία αυτά (και όχι τον αγγειακό αυλό) ως την πηγή της αιμορραγίας564. Η 
επιπρόσθετη παρουσία πρωτεολυτικών ενζύμων του στρώματος σε στενή γειτνίαση με τα εύθραυστα 
νεοαγγεία, ενισχύει περαιτέρω την προδιάθεση τους για ρήξη564 Οι μηχανισμοί που πιθανά ευθύνονται για τη 
διαταραχή στην ακεραιότητα των μικροαγγείων περιλαμβάνουν πιθανά τον VEGF, τον PlGF και/ή την ANG2. Ο 
VEGF διασπά τις ενδοθηλιακές συνδέσεις565 και η έκφραση του είναι παρούσα σε όλη τη διάρκεια της 
αθηρογένεσης566. Ο PlGF επίσης διεγείρει την αγγειακή διαπερατότητα και η έκφραση τοτ στην 
αθηροσκλήρωση σχετίζεται με την ευπάθεια της πλάκας, ενώ ο υψηλός λόγος ANG1:ANG2 που επάγει την 
διαπερατότητα έχει παρατηρηθεί σε ευάλωτες, πλούσιες σε μικροαγγεία πλάκες 567, 568.  

 

Ασβεστοποίηση στις πλάκες. 

Οι πλάκες συχνά αναπτύσσουν περιοχές ασβεστοποίησης καθώς εξελίσσονται. Ο μηχανισμός αφορά 
κυρίως την παραγωγή από τα SMCs κυτταροκινών που επάγουν την ασβεστοποίηση όπως οι μορφογενετικές 
πρωτεΐνες των οστών569. Αν και έχει θεωρηθεί ως κλινικός δείκτης εκτεταμμένης αθηροσκλήρωσης και 
σχετίζεται συχνά με δυσμενή πρόγνωση, η σημασία του παραμένει αδιευκρίνιστη. 

 

5.3.3.3 Επιπλοκές της αθηροσκλήρωσης. 

Η έναρξη και η εξέλιξη της αθηροσκλήρωσης διαρκούν πολλά χρόνια και συνήθως διαδράμουν 
ασυμπτωματικές. Η αθηροσκλήρωση όμως χαρακτηρίζεται κλινικά κυρίως από τις επιπλοκές της. Μία από 
αυτές αφορά τη στένωση του αρτηριακού τοιχώματος που εμφανίζεται όταν πια η ικανότητα του αγγείου για 

Εικόνα 5.3.18. Αιμορραγία εντός της πλάκας. 
Τα νεοαγγεία της πλάκας είναι σχετικά μεγάλου διαμετρήματος και φτωχά επενδυμένα με 
SMCs, μία δομική αδυναμία που μπορεί περαιτέρω να επιδεινωθεί από ένζυμα που 
αποδομούν τη θεμέλια ουσία και που παράγονται από τα φλεγμονώδη κύτταρα. Η 
αιμορραγία εντός της πλάκας από τα αγγεία αυτά μπορεί να συμβάλλει στην 
αποσταθεροποίηση ή/και την εξέλιξη της πλάκας. 
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αναδιαμόρφωση υπερβεί το κριτικό όριο. Κυριότερη όμως επιπλοκή αποτελεί η οξεία θρόμβωση που αποτελεί 
και τον κρίσιμο μηχανισμό μετάβασης από τη χρόνια στην οξεία αθηροσκλήρωση και τον παθοφυσιολογικό 
μηχανισμό των οξέων στεφανιαίων συνδρόμων. Κύριοι μηχανισμοί που ευθύνονται για αυτό αποτελούν η 
διάσπαση της πλάκας είτε λόγω ρήξης της ινώδους κάψας είτε λόγω επιφανειακής διάβρωσης του έσω χιτώνα. 
Η αναλυτική περιγραφή των επιπλοκών ξεφεύγουν από τα πλαίσια περιγραφής του συγκεκριμένου 
συγγράματος, υπάρχουν όμως εξαιρετικά συγγράμματα για την περαιτέρω μελέτη τους570 (εικόνα 5.3.19). 

 

 

 

 

 

Ως σύνολο, σήμερα η αθηροσκλήρωση θεωρείται φλεγμονώδης και αυτοάνοση νόσος με σημαντική 
συμμετοχή του ανοσοποιητικού συστήματος, της φλεγμονής αλλά και οξειδωτικών μηχανισμών σε μία διαρκή 
αλληλεπίδραση που καθορίζει τελικά την εξέλιξη της νόσου (εικόνα 5.3.20). 

 

Εικόνα 5.3.19. Συνολικά, τα στάδια εξέλιξης της αθηροσκλήρωσης.. 
Η αθηροσκλήρωση θεωρείται ως αποτέλεσμα «απόκρισης στη βλάβη» με τις διαταραχές 
στη βιολογία του ενδοθηλίου να αποτελούν το εναρκτήριο γεγονός που ξεκινά ακόμα και 
από την παιδική ηλικία. Αρχικά διαδράμει ασυμπτωματικά, εξελισσόμενη σε διάφορα 
στάδια για να καταλήξει σε προχωρημένη αλλοίωση, οι επιπλοκές της οποίας δίνουν την 
κλινική εικόνα της αγγειακής νόσου, με το κάθε σύνδρομο να εκδηλώνεται ανάλογα με το 
είδος της επιπλοκής. 
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Αρκετές επίσης συγκλίνουσες ενδείξεις υποστηρίζουν τη συστηματική και διάχυτη φύση της φλεγμονής στην 
αθηροσκλήρωση. Διάφοροι συστηματικοί δείκτες φλεγμονής όπως η CRP αυξάνουν σε ασθενείς υψηλού 
κινδύνου και πιθανά αναγνωρίζει και τα άτομα που μπορούν να προκαλέσουν δευτερογενή οξεία φάση 
απόκρισης571. Οι παραγόμενες κυτταροκίνες κατά τη διάρκεια άνοσων αποκρίσεων, προκαλούν την παραγωγή 
μεγάλων ποσοτήτων μορίων κάτωθεν του καταρράκτη των κυτταροκινών (εικόνα 5.3.21). Ως αποτέλεσμα, 
αυξημένα ποσά IL-6 και CRP ανιχνεύονται στην περιφερική κυκλοφορία. Με αυτόν τον τρόπο, η ενεργοποίηση 
ενός περιορισμένου αριθμού ανοσοποιητικών κυττάρων μπορεί να ενεργοποιήσει ένα ισχυρό φλεγμονώδη 
καταρράκτη τόσο στη σχηματιζόμενη αλλοίωση όσο και συστηματικά με ταυτόχρονη συμμετοχή και 
μεταβολικών παραμέτρων όπως ο λιπώδης ιστός, ειδικά σε άτομα με μεταβολικό σύνδρομο572.  
 

 
  

Εικόνα 5.3.20. Συνολικά η παθογένεση 
της αθηροσκλήρωσης 
Ο ρόλος της φλεγμονής, της οξείδωσης 
και του ανοσοποιητικού συστήματος. 

Εικόνα 5.3.21. Η συστηματική φύση της 
αθηροσκλήρωσης. 
Τα ενεργοποιημένα κύτταρα του ανοσοποιητικού 
συστήματος στην πλάκα παράγουν φλεγμονώδεις 
κυτταροκίνες (IFN- γ, IL-1 και TNF, που επάγουν την 
παραγωγή σημαντικών ποσοτήτων IL-6. Οι κυτταροκίνες 
αυτές παράγονται επίσης σε διάφορους ιστούς ως 
απόκριση στη και στο λιπώδη ιστό ασθενών με 
μεταβολικό σύνδρομο. Η IL-6,με τη σειρά της διεγείρει 
την παραγωγή μεγάλων ποσοτήτων πρωτεϊνών οξείας 
φάσεως όπως η CRP, το αμυλοειδές A του ορού και 
ινωδογόνο, ειδικά στο ήπαρ. Αν και οι κυτταροκίνες κάθε 
σταδίου έχουν σημαντικά βιολογικά αποτελέσματα, ο 
πολλαπλασιασμός τους σε κάθε στάδιο καθιστά εφικτή 
τη μέτρηση τους ιδιαίτερα χρήσιμη κλινικά. 
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5.4 Ο Συστηματικός Ερυθηματώδης Λύκος: το πρωτότυπο αυτοάνοσο νόσημα. 
 

5.4.1 Επιδημιολογία και κλινικά χαρακτηριστικά. 

Ο ΣΕΛ αποτελεί το πρότυπο συστηματικό αυτοάνοσο νόσημα του συνδετικού ιστού που περιλαμβάνει 
πολλαπλές γενετικές και περιβαλλοντικές παραμέτρους και εμφανίζεται με ένα ευρύτατο φάσμα κλινικών 
εκδηλώσεων. Ο επιπολασμός του στο γενικό πληθυσμό είναι περίπου 1 ασθενής ανά 2500 άτομα (περίπου 
0.05% στο Δυτικό πληθυσμό) αν και η συχνότητα αυτή διαφοροποιείται με βάση το φύλο και τη φυλή 
(αυξημένος επιπολασμός σε Αφροαμερικανούς, περίπου 1 ανά 500 άτομα). Θεωρείται νόσος των νεαρών 
γυναικών (λόγος θηλέων προς άρρενα προσβεβλημένα άτομα = 6-10:1) ενώ η ηλικία κατά την οποία 
παρατηρείται η μέγιστη επίπτωση είναι τα 15 με 40 έτη. Η δεκαετής επιβίωση από τη νόσο είναι περίπου 80-
90%. Η επίπτωση της νόσου ποικίλει επίσης με βάση την εθνικότητα αλλά τυπικά κυμαίνεται σε 3-5 
περιπτώσεις ανά 100.000 άτομα ετησίως573. 

 

Όπως ήδη αναφέρθηκε ο λύκος μπορεί να προσβάλει ταυτόχρονα πολλά συστήματα (Εικόνα 5.4.1). Η 
ευρέως αναγνωρισμένη παρουσίαση μίας νεαρής γυναίκας με φλεγμονώδη αρθρίτιδα και το τυπικό «εξάνθημα 
χρυσαλίδας» δεν είναι αρκετά συχνή. Συνήθως, μη ειδική συμπτωματολογία όπως κόπωση, κακουχία, 
στοματικά έλκη, αρθραλγία, φωτοευαισθησία, λεμφαδενοπάθεια, ξηρότητα βλεννογόνων (μάτια και στόμα) 
κεφαλαλγία, φαινόμενο Raynaud και ήπια αλωπεκία αποτελούν τις πιο πιθανές εκδηλώσεις της νόσου. Για το 
λόγο αυτό καταγράφεται και σημαντική καθυστέρηση στη διάγνωση ασθενών με χαμηλής ενεργότητας νόσο. 
Παρόλα αυτά η εμφάνιση της νόσου παρουσιάζει μεγάλη ετερογένεια και μπορεί να κυμαίνεται σε ολόκληρο το 
φάσμα από μία «εν είδη γριππώδους» συνδρομής όπως περιγράφηκε μέχρι βαριά προσβολή μείζονων οργάνων 
(πχ νεφρών, πνευμόνων) που οδηγεί στην ανεπάρκειά τους και στο θάνατο. Τα πιο συχνά προσβαλλόμενα 
όργανα είναι το δέρμα και οι βλεννογόνοι (80-90%), οι αρθρώσεις (75-100%), οι νεφροί (50%), το 
καρδιαγγειακό σύστημα (25%) και το κεντρικό νευρικό σύστημα (25%). Η νεφρική προσβολή εμφανίζεται 
ύπουλα και οδηγεί ταχύτατα σε νεφρική ανεπάρκεια εάν δεν ανιχνευθεί και αντιμετωπιστεί έγκαιρα. Οι 
νευροψυχιατρικές εκδηλώσεις είναι συχνές, μπορεί να εμφανιστούν είτε στα πλαίσια ενεργού νόσου είτε ως 
μεμονωμένη εκδήλωση και μπορούν να ομαδοποιηθούν σε νευρολογικές (κεντρικό νευρικό σύστημα, κρανιακά 
και περιφερικά νεύρα) και ψυχιατρικές (ψύχωση και κατάθλιψη). Ο λύκος μπορεί να προκαλέσει επίσης 
ορογονίτιδα (πλευρίτιδα, περικαρδίτιδα ή περιτονίτιδα), γαστρεντερικές εκδηλώσεις (κοιλιακό άλγος, ανορεξία, 
ναυτία, εμετό, μεσεντέρια αγγειίτιδα, ηπατίτιδα του λύκου), πνευμονική συμμετοχή (πνευμονίτιδα, πνευμονική 
αιμορραγία, πνευμονική εμβολή) και καρδιακές εκδηλώσεις (μυοκαρδίτιδα, ενδοκαρδίτιδα, βαλβιδοπάθειες και 
στεφανιαία νόσο). 

Η διάγνωση του ΣΕΛ βασίζεται στην προσεκτική και ολοκληρωμένη συναξιολόγηση κλινικών 
παραμέτρων και της πολυσυστηματικής συμμετοχής που επιβεβαιώνονται από διαταραχές στις βασικές 
εργαστηριακές παραμέτρους όπως στη γενική εξέταση αίματος (συχνά με εικόνα αναιμίας, θρομβοπενίας ή 
λεμφοπενίας), στις εξετάσεις του ηπατικού κύκλου και της νεφρικής λειτουργίας καθώς και σε πρωτεΐνες 
οξείας φάσεως (συχνά με υψηλή ταχύτητα καθίζησης ερυθροκυττάρων με φυσιολογική C-αντιδρώσα 
πρωτεΐνη). Τα επίπεδα συμπληρώματος του ορού (C3, C4) βρίσκονται χαμηλά σε ασθενείς με ενεργό νόσο και 
συχνά χρησιμεύουν ως δείκτης για την παρακολούθηση της ενεργότητας της νόσου. Μερικά αυτοαντισώματα 
είναι επίσης χρήσιμα στη διάγνωση του Σ.Ε.Λ. Αυτά περιλαμβάνουν αντισώματα έναντι πυρηνικών αντιγόνων 
(ANA, anti-dsDNa) και αντισώματα έναντι εκχυλίσιμων πυρηνικών αντιγόνων (ENA) όπως τα Ro (SS-A), La 
(SS-B), RNP και Sm. Για μία τέτοια νόσο με τόσο ευμετάβλητα στοιχεία και ποικίλουσα πορεία, το Αμερικανικό 
Κολλέγιο Ρευματολογίας (ACR) έχει θεσπίσει κριτήρια διάγνωσης και ταξινόμησης (πίνακας 5.4.1) ήδη από το 

Εικόνα 5.4.1. Ο ΣΕΛ χαρακτηρίζεται από 
προσβολή πολλαπλών οργάνων. Η 
φωτοευαισθησία με το εξάνθημα «δίκην 
χρυσαλίδας», η προσβολή των αρθρώσεων, η 
σπειραματονεφρίτιδα από εναπόθεση 
ανοσοσυμπλεγμάτων και ο σχηματισμός 
θρόμβων αποτελούν εκδηλώσεις του ΣΕΛ 
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1982574. Σύμφωνα με αυτή την ταξινόμηση, προκειμένου να τεθεί η διάγνωση του νοσήματος θα πρέπει να 
πληρούνται τουλάχιστον 4 από τα 11 συνολικά κριτήρια  

 

 

Επιπλέον, με βάση το γεγονός ότι πρόκειται για ένα χρόνιο νόσημα που χαρακτηρίζεται από εξάρσεις 
και υφέσεις, έχουν καθιερωθεί συστήματα αξιολόγησης της ενεργότητας της νόσου, που χρησιμεύουν κυρίως 
για την παρακολούθηση των ασθενών και τη λήψη θεραπευτικών αποφάσεων. Ένα από τα πιο διαδεδομένα 
συστήματα αξιολόγησης της ενεργότητας του ΣΕΛ είναι ο δείκτης SLEDAI (SLE disease activity index). 
Πρόκειται για μία κλίμακα βαθμονόμησης μιας σειράς από κλινικές και εργαστηριακές παραμέτρους, το 
άθροισμα των οποίων ορίζει έναν αριθμητικό δείκτη που αντιπροσωπεύει το βαθμό ενεργότητας του ΣΕΛ και 
τιμές ίσες ή μεγαλύτερες του 8 να χαρακτηρίζουν την ενεργό νόσο575.  

Η θεραπευτική αγωγή στο ΣΕΛ αποβλέπει στην αναχαίτιση της φλεγμονής και στην πρόληψη μη 
αναστρέψιμης ιστικής βλάβης. Το κατάλληλο θεραπευτικό σχήμα προσδιορίζεται με βάση την ενεργότητα της 
νόσου αλλά και τα προσβεβλημένα συστήματα. Η παρουσία νεφρίτιδας ή προσβολής άλλου μείζονος οργάνου 
επιτάσσει την έγκαιρη έναρξη ισχυρής ανοσοκασταλτικής αγωγής προκειμένου να προληφθεί η δημιουργία 
μόνιμης βλάβης. 

Κριτήριο Ορισμός 

1. Ερύθημα χρυσαλίδος Εξάνθημα στις παρειές, επίπεδο ή επηρμένο που φείδεται τις ρινοχειλικές αύλακες. 

2. Δισκοειδές εξάνθημα 
 

Ερυθηματώδεις δισκοειδείς πλάκες με προσκολλημένο υλικό κερατινοποίησης και ενδεχομένως ατροφία σε αρχαιότερες βλάβες. 

3. Φωτοευαισθησία 
 

Δερματικό εξάνθημα λόγω ασυνήθιστης αντίδρασης στην υπεριώδη ακτινοβολία που παρατηρείται ή αναφέρεται στο ιστορικό του 
ασθενούς. 

4. Έλκη βλεννογόνων Στοματοφαρυγγικά έλκη, ή έλκη στο βλεννογόνο της ρινός, ανώδυνα συνήθως. 

5. Αρθρίτιδα Μη διαβρωτική αρθρίτιδα 2, ή περισσοτέρων περιφερικών αρθρώσεων με ευαισθησία, οίδημα, ή συλλογή υγρού. 

6. Ορογονίτιδα 

 

Α) Πλευρίτιδα 

• Ιστορικό πλευριτικού άλγους, ή 
• Παρουσία ήχου πλευριτικής  τριβής, ή 
• Άλλη τεκμηρίωση πλευριτικής συλλογής 

Β) Περικαρδίτια 

• Τυπική ΗΚΓ εικόνα, ή 
• Παρουσία ήχου περικαρδιακής τριβής, ή 
• Άλλη τεκμηρίωση περικαρδιακής συλλογής 

 

7. Νεφρική προσβολή Α) Εμμένουσα πρωτεϊνουρία (>5gr/24h, ή >+++ σε stick ούρων), ή 

Β) Κυτταρικοί  κύλινδροι ( ερυθροκυτταρικοί, ή κύλινδροι αιμοσφαιρίνης, ή κοκκιώδεις, ή μικτοί). 

8. Νευρολογική 
προσβολή 

Α) Επιληπτικοί σπασμοί, απουσία φαρμάκων ή μεταβολικών διαταραχών που ενοχοποιούνται για την πρόκλησή τους, ή 

Β) Ψύχωση, απουσία φαρμάκων ή μεταβολικών διαταραχών που ενοχοποιούνται για την πρόκλησή της. 

9. Αιματολογική 
προσβολή 

 

Α) Αιμολυτική αναιμία με παρουσία δικτυοερυθροκυττάρωσης, ή 

Β) Λευκοπενία (<4000/μl) σε  δύο τουλάχιστον ελέγχους, ή 

Γ) Λεμφοπενία (<1500/μl) σε  δύο τουλάχιστον ελέγχους, ή 

Δ) Θρομβοπενία (<100.000/ μl) σε  δύο τουλάχιστον ελέγχους. 

 

10. Ανοσολογικές 
διαταραχές 

 

Παρουσία  

Α) anti-dsDNA (αυτοαντισώματα έναντι της διπλής έλικας DNA), ή 

Β) anti-Sm ( αυτοαντισώματα έναντι του πυρηνικού αντιγόνου Smith), ή 

Γ) αντιφωσφολιπιδικών αντισωμάτων με βάση 

• Αυξημένο τίτλο IgM ή IgG αντισωμάτων έναντι της καρδιολιπίνης 
• Θετική δοκιμασία για την παρουσία αντιπηκτικού του λύκου 
• Ψευδώς θετική ορολογική δοκιμασία για σύφιλη, για τουλάχιστον 6 μήνες που δεν έχει διασταυρωθεί με 

ανοσοφθορισμό για την παρουσία Treponema pallidum. 
11. Αντιπυρηνικά 

αντισώματα 
 

Παθολογικός τίτλος αντιπυρηνικών αντισωμάτων με ανοσοφθορισμό, ή άλλη ισότιμη δοκιμασία και απουσία φαρμάκων που 
προκαλούν φαρμακευτικό λύκο. 

 

Πίνακας 5.4.1. Τα κριτήρια διάγνωσης του ΣΕΛ, σύμφωνα με το Αμερικανικό Κολλέγιο 
Ρευματολογίας (Αναθεώρηση το 1997). 
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Τα ανοσοκατασταλτικά φάρμακα (κυκλοφωσφαμίδη, αζαθειοπρίνη, κυκλοσπορίνη, μυκοφαινολικό 
οξύ) σε συνδυασμό με τα κορτικοστεροειδή αποτελούν σήμερα τη βάση της θεραπείας του σοβαρού ΣΕΛ και 
χορηγούνται ενδοφλέβια υπό τη μορφή ώσεων ανά τακτά χρονικά διαστήματα. Η υδροξυχλωροκίνη (ΗCQ), 
ένα φάρμακο κατά της ελονοσίας, επίσης χρησιμοποιείται ευρέως για τη θεραπεία του ΣΕΛ. Άλλοι παράγοντες 
όπως είναι η μεθοτρεξάτη και τα μη στεροειδή αντιφλεγμονώδη (ΜΣΑΦ) χορηγούνται σπανιότερα στους 
ασθενείς με ΣΕΛ. 

Η πρόγνωση των ασθενών με Σ.Ε.Λ. έχει βελτιωθεί σημαντικά από περίπου 50% 4ετής επιβίωση το 
1950 σε 80% 15-ετή επιβίωση σήμερα. Παρόλα αυτά, ακόμα και σε ένα ασθενή που η διάγνωση τίθεται σε 
ηλικία 20 ετών, η πιθανότητα να καταλήξει σε ηλικία 35 ετών είναι 1 στις 6, κυρίως λόγω της ίδιας της νόσου 
ή λοιμώξεων ενώ αργότερα στη διαδρομή της νόσου σημαντική αιτία θανάτου αποτελούν τα καρδιαγγειακά 
συμβάματα. Γενικά η συμμετοχή μείζονων οργάνων (νεφρίτιδα, νευροψυχιατρικές εκδηλώσεις ή 
καρδιοαναπνευστική συμμετοχή) ή η πολυοργανική συμμετοχή σχετίζονται με δυσμενέστερη πρόγνωση. 

 

5.4.2 Παθογενετικοί μηχανισμοί στο Σ.Ε.Λ. 

Όπως ήδη αναφέρθηκε, το κεντρικό παθογενετικό γεγονός στο ΣΕΛ είναι η παραγωγή 
αυτοαντισωμάτων έναντι συστατικών του πυρήνα. Αν και η ακριβής αιτιοπαθογένεια της νόσου δεν είναι 
επαρκώς διευκρινισμένη, οι ερευνητές συμφωνούν ότι η αιτιολογία είναι πολυπαραγοντική και περιλαμβάνει 
την επίδραση περιβαλλοντικών (υπεριώδης ακτινοβολία, λοιμώξεις, φάρμακα κ.α.) και ορμονικών παραγόντων 
σε ένα κατάλληλο γενετικό υπόστρωμα. Με άλλα λόγια, επικρατεί η θεωρία ότι εξωγενείς περιβαλλοντικοί 
παράγοντες, επιδρώντας σε ένα επιρρεπές γενετικό υπόβαθρο, παρέχουν στο ανοσολογικό σύστημα τα 
κατάλληλα εκλυτικά ερεθίσματα που καταργούν τους μηχανισμούς της ανοσολογικής ομοιόστασης, οδηγούν 
στην κατάρρευση της περιφερικής ή/και κεντρικής ανοσολογικής ανοχής και έχουν ως τελικό αποτέλεσμα την 
εκδήλωση της νόσου. 

Σήμερα γνωρίζουμε ότι ο παθοφυσιολογικός μηχανισμός που οδηγεί στη νόσο στοιχειοθετείται από 
την αναγνώριση των αυτοαντιγόνων από αυτοδραστικά λεμφοκύτταρα, την ενεργοποίηση και διαφοροποίησή 
τους προς δραστικά κύτταρα (Β κύτταρα που παράγουν αυτοαντισώματα, αυτοδραστικά T λεμφοκύτταρα που 
παρέχουν σήματα διέγερσης στα Β κύτταρα και κυτταροτοξικά T λεμφοκύτταρα) και τέλος την εναπόθεση 
στους ιστούς ανοσοσυμπλεγμάτων με κινητοποίηση μηχανισμών φλεγμονής που τελικά επιφέρουν ιστική 
βλάβη ή καταστροφή. Από τα παραπάνω φαίνεται ότι στο ΣΕΛ πάσχουν τόσο το κυτταρικό όσο και το χυμικό 
σκέλος της ειδικής ανοσίας. Όμως προκειμένου να εκδηλωθεί το νόσημα πρέπει να συντρέχουν και αρκετοί 
ακόμα αιτιοπαθογενετικοί λόγοι. 

Ένα από τα σημαντικότερα και πιο καλά τεκμηριωμένα παθοφυσιολογικά γεγονότα στο ΣΕΛ είναι η 
παρουσία ελαττωματικών μηχανισμών κάθαρσης των νεκρωτικών και αποπτωτικών κυττάρων με αποτέλεσμα, 
αυτά να διατίθενται για παρατεταμένα χρονικά διαστήματα ως πηγές αυτοαντιγόνων στα αυτοδραστικά B και T 
κύτταρα576. Στο πλαίσιο αυτό, συγγενή ελλείμματα παραγόντων του συστήματος του συμπληρώματος 
οδηγούν σε ΣΕΛ, ενώ το 10% των ασθενών που πάσχουν από ΣΕΛ παρουσιάζουν ελλείμματα στις πρωτεΐνες 
C2 ή C4 του συμπληρώματος. Εκτός από το συμπλήρωμα, ελλείμματα και σε άλλες ακόμα πρωτεΐνες της μη 
ειδικής ανοσίας, όπως η MBL, η DNAse και η C-αντιδρώσα πρωτεΐνη (C-reactive protein, CRP) που επίσης 
συμμετέχουν στην κάθαρση των αποπτωτικών σωματίων, συσχετίζεται με το ΣΕΛ577, 578. Από την άλλη μεριά, 
παράγοντες που αυξάνουν την απόπτωση, όπως είναι η υπεριώδης ακτινοβολία, μπορούν να πυροδοτήσουν 
την έξαρση της νόσου. 

Τα Β λεμφοκύτταρα 

Η υπερδραστικότητα των Β λεμφοκυττάρων αλλά και η Β-λεμφοπενία αποτελούν τις πιο καλά 
μελετημένες εκδηλώσεις της ανοσολογικής απορύθμισης στο ΣΕΛ. Στο περιφερικό αίμα ασθενών με ΣΕΛ 
υπάρχει αυξημένος αριθμός αυτόματα ενεργοποιημένων Β κυττάρων τα οποία εκκρίνουν ανοσοσφαιρίνες όλων 
των υποτύπων. Τα κύτταρα αυτά παράγουν αυτοαντισώματα έναντι πληθώρας διαλυτών και κυτταρικών 
αυτοαντιγόνων. Τα πιο χαρακτηριστικά αλλά και πιο κοινά αυτοαντισώματα κατευθύνονται έναντι 
μακρομοριακών στοιχείων του κυτταρικού πυρήνα και είναι τα αντιπυρηνικά αντισώματα (antinuclear 
antibodies, ANA). Και ενώ το φάσμα των αυτοαντισωμάτων στο ΣΕΛ φαίνεται να είναι ανεξάντλητο, μόνο ένα 
μικρό ποσοστό αυτών συνεισφέρει αποδεδειγμένα στην πρόκληση ιστικής βλάβης. Ανάμεσα σε αυτά, τα 
αντισώματα έναντι του dsDNA ενοχοποιούνται για την πρόκληση νεφρίτιδας ενώ τα αντισώματα έναντι των 
ερυθροκυττάρων ευθύνονται για τις κυτταροπενίες που ενίοτε εκδηλώνουν οι ασθενείς ανάλυση των 
υποπληθυσμών των Β-κυττάρων σε ασθενείς με νεανικής έναρξης Σ.Ε.Λ. κατέδειξε ότι τα αυτοδραστικά Β-
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κύτταρα εμφανίζονται νωρίς κατά την οντογένεση της Β-σειράς και ότι τα συνήθη σημεία ελέγχου της 
ανοσολογικής ανοχής παραβιάζονται579. Παρά την υπερενεργοποιημένη αυτή κατάσταση, η ανοσοποίηση των 
ασθενών με Σ.Ε.Λ. με τοξίνη του τετάνου οδηγεί σε χαμηλότερα ποσά παραγωγής των ειδικών 
αντισωμάτων580.  

Σήμερα θεωρείται ότι στο ΣΕΛ το Β κύτταρο πάσχει εγγενώς. Η νόσος παραδοσιακά έχει θεωρηθεί ως 
μία T εξαρτώμενη και επαγόμενη από τα αυτοαντισώματα ανοσολογική διαδικασία. Τα Β κύτταρα που έρχονται 
σε επαφή με τα αυτοαντιγόνα μπορούν να παράγουν αυτοαντισώματα, με ή και χωρίς τη βοήθεια των T 
κυττάρων. Έτσι, σε πειραματικά πρότυπα λύκου που υπέστησαν γενετική τροποποίηση ώστε να μην παράγουν 
βοηθητικά T κύτταρα, παρήχθησαν αυτοαντισώματα και η νόσος εκδηλώθηκε πλήρως581. Με βάση αυτή την 
παρατήρηση και με δεδομένο ότι ένας από τους κύριους μηχανισμούς ανοχής στον εαυτό για τα Β κύτταρα 
θεωρείται η έλλειψη βοήθειας από τα T κύτταρα, μία πιθανή εξήγηση για την ενεργοποίηση των 
αυτοδραστικών Β κυττάρων είναι η εγγενής τους ικανότητα να λειτουργούν ανεξάρτητα και ανεμπόδιστα 
προάγοντας την αυτοανοσία. Σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. καταγράφεται σημαντική ελάττωση στους αριθμούς των 
«ανοσολογικά αθώων» (CD19+CD27-) Β-λεμφοκυττάρων αλλά ταυτόχρονα υψηλοί αριθμοί των 
CD27highCD38+CD19dimsIglowCD20-CD38+ πλασματοκυττάρων στην περιφέρεια582. Επιπρόσθετα, αυξημένοι 
αριθμοί CD27high πλασματοκυττάρων συσχετίζονται με υψηλή ενεργότητα της νόσου583.  

Η υπερδραστικότητα των B κυττάρων στο ΣΕΛ καταδεικνύεται και από την ενισχυμένη έκφραση 
δεικτών ενεργοποίησης στην επιφάνειά τους. Έτσι, τα Β κύτταρα στους ασθενείς με έξαρση ΣΕΛ εμφανίζουν 
κατά 8 φορές αυξημένη έκφραση του συνδέτη του CD40 (CD40 ligand, CD40L), ενός συνδιεγερτικού μορίου 
μέσω του οποίου επιτυγχάνεται η αλληλεπίδραση των Β κυττάρων με τα βοηθητικά T κύτταρα. Η 
απενεργοποίηση του CD40L με τη χρήση μονοκλωνικού αντισώματος οδηγεί σε ελάττωση των anti-dsDNA 
αντισωμάτων σε ασθενείς με ΣΕΛ584. Εκτός του CD40L, τα Β κύτταρα των ασθενών με ΣΕΛ παρουσιάζουν 
αυξημένη έκφραση των μορίων CD80/86 και CD21. Η διέγερση των κυκλοφορούντων Β-κυττάρων μέσω του 
IgM ή IgD αντιγονικού υποδοχέα τους (BCR) παράγει σημαντικά υψηλότερες ώσεις κυτταροπλασματικού Ca2+ 
και φωσφορυλίωσης ενδοκυττάριων πρωτεϊνικών καταλοίπων τυροσίνης585.  

Εκτός όμως του ρόλου των Β κυττάρων ως παραγωγώνν αυτοαντισωμάτων, τα ίδια κύτταρα στο ΣΕΛ 
επιτελούν και άλλες, ίσως εξίσου σημαντικές λειτουργίες. Μία από αυτές προκύπτει από την ιδιότητά τους να 
δρουν ως αντιγονοπαρουσιαστές. Η σημασία αυτής της δράσης των Β κυττάρων φάνηκε για πρώτη φορά όταν 
στο πειραματικό πρότυπο MRL-lpr εισήχθη η μεταλλαγή JhD που απενεργοποιεί τα Β κύτταρα, οπότε τα ζώα 
δεν εμφάνισαν αυτοαντισώματα ή εναπόθεση ανοσοσυμπλεγμάτων ούτε εκδήλωσαν νόσο. Παράλληλα, τα 
ζώα αυτά είχαν λιγότερα ενεργοποιημένα T βοηθητικά κύτταρα και T κύτταρα μνήμης από τα αντίστοιχα MRL-
lpr. Σύμφωνα με τα παραπάνω, τα Β κύτταρα μπορούν να ενεργοποιούν τα βοηθητικά, αλλά όπως φάνηκε 
αργότερα και τα κυτταροτοξικά T κύτταρα δρώντας ως αντιγονοπαρουσιαστές586. Αυτό το πράττουν μέσω 
κυτταρικής επαφής, δια του συστήματος CD40-CD40L αλλά και με την επιστράτευση των μορίων του μείζονος 
συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (MHC-II ή HLA-DR). Tέλος, τα Β κύτταρα παράγουν μία σειρά κυτταροκινών 
και χυμοκινών (IL-2, IL-6, IL-10, IFNγ, TNFα, and LTβ) και έχει βρεθεί ότι μπορεί να συμμετέχουν στην 
πόλωση της ανοσολογικής απόκρισης (Th1/Th2), η οποία όπως θα φανεί στην επόμενη ενότητα, είναι 
ιδιαίτερα σημαντική στο ΣΕΛ. H IL-6 και η IL-10, εκτός των άλλων δράσεών τους, επαυξάνουν την Β 
κυτταρική ενεργοποίηση. 

Τα T λεμφοκύτταρα 

Τα T κύτταρα συμμετέχουν τόσο στην έναρξη, όσο και στην επίταση του ΣΕΛ μέσω πολλαπλών 
μηχανισμών. Και οι τρεις υποκατηγορίες των T κυττάρων, δηλαδή τα βοηθητικά (CD4+ κύτταρα), τα 
κυτταροτοξικά (CD8+ κύτταρα) και τα ρυθμιστικά (CD4+CD8+CD25++ κύτταρα) εμφανίζουν μη φυσιολογική 
λειουργία στους ασθενείς που πάσχουν από τη νόσο. 

Τα βοηθητικά T κύτταρα προάγουν την ενεργοποίηση των B κυττάρων προς παραγωγή 
αυτοαντισωμάτων στο ΣΕΛ και εμφανίζουν φλεγμονώδεις αποκρίσεις ενώ ανεπαρκούν στην παραγωγή της 
κυτταροκίνης IL-2 η οποία εμπλέκεται στη διαδικασία πολλαπλασιασμού και ενεργοποίησης των Τ-
κυττάρων587. Πρόκειται για αυτοδραστικά T κύτταρα τα οποία ενεργοποιούνται από ερεθίσματα που 
επαυξάνουν την παρουσίαση αυτοαντιγόνων στο ανοσοποιητικό σύστημα, αλλά και από άλλα, αλλότρια 
αντιγόνα αφού σε συνθήκες γενικότερης ανοσολογικής διέγερσης παρατηρείται το φαινόμενο της 
διασταυρούμενης αντιδραστικότητας (cross-reactivity). Έχει βρεθεί ότι τα βοηθητικά T κύτταρα με ειδικότητα 
σε ένα αυτοαντιγόνο, έχουν την ικανότητα να «υποβοηθούν» Β αυτοδραστικά κύτταρα πολλαπλών 
ειδικοτήτων, εκτρέποντας το ανοσολογικό σύστημα από μία κατάσταση ομοιόστασης, στην κατάσταση της 
αυτοανοσίας. Η έκφραση του CD40L από τα ενεργοποιημένα T κύτταρα θεωρείται ως ένα από τα πιο ισχυρά 
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σήματα που επιτρέπουν τη συνεχή διέγερση των αυτοδραστικών B κυττάρων, διασφαλίζοντας την επίταση 
των αυτοάνοσων φαινομένων. 

Τα κυτταροτοξικά T κύτταρα είναι υπολειτουργικά στο ΣΕΛ (impaired anti-CD3 driven cytolytic 
activity). Η ανεπαρκής θανάτωση των κυττάρων στόχων (target cell death) για την οποία φυσιολογικά είναι 
υπεύθυνα τα κύτταρα αυτά, έχει ως αποτέλεσμα την ελλειπή απομάκρυνση των αυτοδραστικών CD4 και Β 
κυττάρων, παραβλάπτοντας την ανοσολογική ομοιόσταση και συνεισφέροντας στην εκδήλωση της 
αυτοανοσίας588. 

Τέλος, ιδιαίτερος λόγος γίνεται τα τελευταία χρόνια για το ρόλο των ρυθμιστικών T κυττάρων στην 
παθογένεια των αυτοάνοσων νοσημάτων. Η φυσιολογική λειτουργία των κυττάρων που αποκαλούνται Th3 
κύτταρα είναι να καταστέλλουν την επέκταση και τη διέγερση των αυτοδραστικών T λεμφοκυττάρων, 
εκκρίνοντας κυτταροκίνες (πχ ΙL-10, TGF-β). Αρκετές μελέτες αναφέρουν ότι ο αριθμός των ρυθμιστικών T 
κυττάρων είναι ελαττωμένος στους ασθενείς με ΣΕΛ και ακόμα ότι η λειτουργικότητά τους υπολείπεται της 
φυσιολογικής. Τα σήματα ενεργοποίησης των ρυθμιστικών κυττάρων είναι διαφορετικά από αυτά των 
υπόλοιπων T κυττάρων. Παρουσιάζει ενδιαφέρον το γεγονός ότι η διέγερση των δενδριτικών κυττάρων μέσω 
ΤLR-4 ή TLR-9, δια της έκκρισης IL-6, καταργεί τις κατασταλτικές ιδιότητες των ρυθμιστικών κυττάρων589. Και 
ενώ στο ποντίκι τα κύτταρα αυτά εκφράζουν TLRs (συγκεκριμένα TLR-4, -5 και –7), η έκφραση και η 
λειτουργία των υποδοχέων αυτών στα ρυθμιστικά κύτταρα του ανθρώπου δεν έχει μελετηθεί590. Πάντως, η 
θεωρία ότι η TLR μεσολαβούμενη ενεργοποίηση μπορεί να διαδραματίζει ρόλο στην παρεμπόδιση της 
κατασταλτικής επίδρασης που τα ρυθμιστικά T λεμφοκύτταρα αναπτύσσουν κατά των αυτοδραστικών 
λεμφοκυττάρων, εμφανίζει όλο και περισσότερους υποστηρικτές. 

Τα δενδριτικά κύτταρα 

Πρόσφατες μελέτες αναφέρουν υπερενεργοποιημένο φαινότυπο και λειτουργία των μονοκυττάρων και 
δενδριτικών κυττάρων (DCs) στο Σ.Ε.Λ.591. Παράγοντες που είναι παρόντες στον ορό ασθενών με Σ.Ε.Λ. όπως 
η IFN-α, CD40L, ελεύθερα νουκλεοσώματα και συμπλέγματα αυτοαντισωμάτων-DNA, επάγουν διαφοροποίηση 
και ενεργοποίηση φυσιολογικών DCs και διεγείρουν την παραγωγή κυτταροκινών από αυτά, 
συμπεριλαμβανομένης της IFN-α592-594.  

Διαταραχές στην απόπτωση ή/και στην κάθαρση αποπτωτικών σωματιδίων, διαδραματίζουν σημαντικό 
ρόλο στην παθογένεια του Σ.Ε.Λ.595. Τα μακροφάγα από ασθενείς με Σ.Ε.Λ. παρουσιάζουν ελαττώματα στην 
πρόσληψη αποπτωτικών σωματιδίων in-vitro596. Η ελαττωματική κάθαρση αποτωτικών σωματιδίων τα οδηγεί 
σε δευτεροπαθή νέκρωση και τα νουκλεοσώματα που απελευθερώνονται επάγουν την παραγωγή 
κυτταροκινών από τα μακροφάγα και την ωρίμανση των DCs597. 

Τα δενδριτικά κύτταρα στο Σ.Ε.Λ. έχουν επίσης εμπλακεί στη διαταραγμένη, εξαρτώμενη από το 
συμπλήρωμα, κάθαρση των αποπτωτικών σωματιδίων. Η διαφοροποίηση για παράδειγμα των DCs παρουσία 
χαμηλού του C1q συτατικού του συμπληρώματος οδηγεί στη δημιουργία κυττάρων που παράγουν 
προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες, εκφράζουν συνδιεγερτικά μόρια και υψηλή διεγερτική ικανότητα των Τ-
λεμφοκυττάρων598, 599. 

Περιβαλλοντικές και ορμονικές επιδράσεις στο Σ.Ε.Λ. 

Η συμβολή των περιβαλλοντικών παραγόντων στην εκδήλωση του Σ.Ε.Λ. είναι αναμφισβήτητη όπως 
εξηγείται από το γεγονός ότι η κλινική ομοιογένεια της νόσου σε μονοζυγωτικούς διδύμους περιορίζεται σε 
λιγότερες από τις μισές των περιπτώσεων. Επιγενετικές μεταβολές όπως η μεθυλίωση του DNA που 
καταγράφεται στο Σ.Ε.Λ. έχουν επίσης αποδοθεί στην επίδραση περιβαλλοντικών παραγόντων. Η έκθεση σε 
υπεριώδη ακτινοβολία αποτελεί ένα γνωστό παράγοντα κινδύνου για την κλινική διαδρομή της νόσου και 
ποικίλες περιβαλλοντικές τοξίνες, συμπεριλαμβανομένου και του καπνού από τσιγάρο, έχουν ενοχοποιηθεί από 
επιδημιολογικές μελέτες600.  

Οι ιογενείς λοιμώξεις, συμπεριλαμβανομένων του παρβοϊού Β19 και του κυτταρομεγαλοϊού (CMV) είναι 
συχνές σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ.601. Πολλές συζητήσεις έχουν επικεντρωθεί γύρω από την υπόθεση ότι κάποια 
ιογενής λοίμωξη αποτελεί το έναυσμα για την εκδήλωση του Σ.Ε.Λ.602. Πειστικά δεδομένα για προηγηθείσα 
λοίμωξη με τον ιό Epstein-Barr (EBV) πριν την εκδήλωση του Σ.Ε.Λ. παρέχονται σε μία μελέτη όπου όλοι οι 
ασθενείς ανέπτυξαν αντισώματα έναντι του EBV πριν την ανάπτυξη των αυτοαντισωμάτων του Σ.Ε.Λ. και την 
εκδήλωση της νόσου603. Η επικρατέστερη υπόθεση για τέτοια γεγονότα θεωρείται η «μοριακή μίμηση» καθώς 
μερικές ιικές πρωτεΐνες είναι παρόμοιες με αυτοαντιγόνα και επομένως κινητοποιούν ειδικές ανοσολογικές 
αποκρίσεις οι οποίες όμως παρουσιάζουν διασταυρούμενες αντιδράσεις με τα αυτοαντιγόνα604. Φαινόμενα 
μοριακής μίμησης έχουν καταγραφεί και με βακτηριακά ή παρασιτικά αντιγόνα. 
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Αν και οι άνδρες μπορεί να αναπτύξουν Σ.Ε.Λ., η νόσος εμφανίζεται πολύ συχνότερα σε γυναίκες 
αναπαραγωγικής ηλικίας. Σε ζωικά μοντέλα ποντικών, η χορήγηση οιστρογόνων ή προλακτίνης οδηγεί σε ένα 
φαινότυπο αυτοανοσίας με αύξηση των ώριμων, υψηλής ειδικότητας, αυτοδραστικών Β-λεμφοκυττάρων και 
επιτάχυνση της ανάπτυξης της νόσου σε ποντίκια επιρρεπή στο λύκο605. Ωστόσο και τα ίδια τα φυλετικά 
χρωμοσώματα μπορεί να επηρεάζουν την έκφραση της νόσου, καθώς σε ποντίκια με εκτομή των γονάδων που 
τροποποιήθηκαν γενετικά ώστε να εκφράζουν ΧΧ, ΧΟ(θηλυκά), ΧΥ ή ΧΧΥ(αρσενικά), η παρουσία δύο Χ 
χρωμοσωμάτων αύξησε τη σοβαρότητα του Σ.ΕΛ.606. Αν και είναι φανερό ότι οι ορμόνες μπορούν να 
επηρεάσουν την ανάπτυξη αυτοανοσίας σε ζωικά μοντέλα, η χορήγηση από του στόματος αντισυλληπτικών 
δεν επηρεάζει τις εξάρσεις τις νόσου607. Η εγκυμοσύνη γενικά επιδεινώνει το Σ.Ε.Λ. αν και αυτό δε φαίνεται να 
οφείλεται σε αύξηση των αναπαραγωγικών ορμονών καθώς αυτές στην πραγματικότητα είναι χαμηλότερες 
στο δεύτερο και τρίτο τρίμηνο της κύησης σε γυναίκες με Σ.Ε.Λ. σε σχέση με υγιείς έγκυες γυναίκες608. 
Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι άνδρες με Σ.Ε.Λ. εμφανίζουν υψηλότερα επίπεδα οιστραδιόλης και 
χαμηλότερα επίπεδα τεστοστερόνης σε σχέση με υγιείς μάρυρες609, ενώ η εξωγενής χορήγηση ανδρογόνων σε 
γυναίκες έχει δείξει κάποια κλινικά οφέλη610. 

Φάρμακα και επιγενετική γονιδιακή ρύθμιση  

Η προσβασιμότητα των μεταγραφικών μηχανισμών στο DNA και άρα η γονιδιακή έκφραση, 
ρυθμίζονται από τη μεθυλίωση του DNA και από τις τροποποιήσεις των ιστονών (ακετυλίωση και μεθυλίωση). 
Οι ασθενείς με Σ.Ε.Λ. εμφανίζουν υπομεθυλίωση του DNA στα CD4+ T-λεμφοκύτταρα και το ελάττωμα αυτό 
υπογραμμίζει την υπερέκφραση ποικίλων γονιδίων. Αν και συμβαίνει σποραδικά σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ., 
ορισμένα ευρέως χρησιμοποιούμενα φάρμακα όπως η υδραλαζίνη και η προκαϊναμίδη αναστέλλουν τη 
μεθυλίωση του DNA και μπορεί να επάγουν την εμφάνιση λύκου σε υγιή άτομα611. Η απομεθυλίωση του DNA 
προκαλεί αυξημένη παραγωγή κυτταροκινών από τα CD4= T-λεμφοκύτταρα και υπερπαραγωγή IgG από τα Β-
κύτταρα τα οποία υπερεκφράζουν συνδιεγερτικά μόρια CD70 και CD40L. Επιπρόσθετα, τα υπομεθυλιωμένα T-
κύτταρα αποκρίνονται στα APCs με άδειες τις θέσεις των αντιγόνων στα μόρια MHC II και η υπερέκφραση του 
LFA-1 στα Τ-κύτταρα οδηγεί σε θανάτωση των ελεύθερων από αντιγόνα μακροφάγων612. Οι μηχανισμοί δεν 
έχουν πλήρως αποσαφηνιστεί καθώς αντικρουόμενα ευρήματα έχουν αναφερθεί σχετικά με τα μεταγραφικά 
επίπεδα των διαφόρων DNA μέθυλ-τρανσφερασών613, 614 αλλά και τη λειτουργικότητα τους615, 616. 
Ελαττωματική ακετυλίωση των ιστονών έχει επίσης αναφερθεί να τροποποιεί τη γονιδιακή έκφραση στα Τ-
κύτταρα του Σ.Ε.Λ.617-619. 

 

5.4.3 Αγγειοπάθεια στο Συστηματικό Ερυθηματώδη Λύκο 
 

5.4.3.1 Επιδημιολογία της πρώιμης αγγειακής βλάβης στο Συστηματικό Ερυθηματώδη Λύκο. 
 
Εδώ και τουλάχιστον 30 έτη, ένα δικόρυφο πρότυπο θνησιμότητας έχει περιγραφεί στο Σ.Ε.Λ, με το 

δεύτερο σκέλος να οφείλεται σε θανάτους οφειλόμενους σε πρώιμη καρδιαγγειακή νόσο620. Κύρια αιτιολογία 
του φαινομένου αυτού είναι ότι ο Σ.Ε.Λ. όπως και τα περισσότερα αυτοάνοσα νοσήματα χαρακτηρίζονται από 
εκσεσημασμένη, πρώιμη και επιταχυνόμενη αθηροσκλήρωση301, 621-624 που δεν μπορεί να αιτιολογηθεί μόνο 
από τους παραδοσιακούς παράγοντες κινδύνου κατά Framingham623, 625-627.Αυτός ο αυξημένος κίνδυνος 
αθηροσκλήρωσης αυξάνει με κάθε έτος στη διάρκεια της νόσου και αποκτά ιδιαίτερη σημασία στην περίπτωση 
νέων γυναικών με Σ.Ε.Λ. στις οποίες ο καρδιαγγειακός κίνδυνος μπορεί να είναι έως και 50 φορές υψηλότερος 
σε σχέση με ανάλογης ηλικίας υγιείς μάρτυρες628, 629. Αν και οι διαταραχές στη ανοσορύθμιση διαδραματίζουν 
κυρίαρχο ρόλο630, οι ακριβείς μηχανισμοί που οδηγούν σε εκσεσημασμένο καρδιαγγειακό κίνδυνο παραμένουν 
αδιευκρίνιστοι. Ενώ η συστηματική φλεγμονή έχει συνδεθεί με την ανάπτυξη αθηροσκλήρωσης τόσο στο 
γενικό πληθυσμό όσο και σε συγκεκριμένες παθολογικές καταστάσεις, τυπικά ο Σ.Ε.Λ. χαρακτηρίζεται από 
χαμηλότερο «κλασσικό φλεγμονώδες φορτίο» σε σχέση με αυτό που εμφανίζεται στη ρευματοειδή αρθρίτιδα 
ή στις σπονδυλαθροπάθειες. Παρόλα αυτά ο λύκος σχετίζεται με υψηλότερο καρδιαγγειακό κίνδυνο σε σχέση 
με αυτές τις νόσους. Η παρατήρηση αυτή υποδηλώνει ότι οι παράγοντες που κινητοποιούν την επιταχυνόμενη 
αθηροσκλήρωση στο λύκο, διαφέρουν από τους κλασσικούς προφλεγμονώδεις παράγοντες (π.χ. η C-
αντιδρώσα πρωτεΐνη) που έχουν συσχετιστεί με την ιδιοπαθή αθηροσκλήρωση. Η αθηροσκλήρωση στο Σ.Ε.Λ. 
εμφανίζεται ή εξελίσσεται στο 10% των ασθενών ανά έτος και μεταξύ των άλλων παραγόντων η εξέλιξη αυτή 
σχετίζεται με τη μεγαλύτερη ηλικία και τη μακρύτερη διάρκεια νόσου υποστηρίζοντας την υπόθεση ότι η 
χρόνια έκθεση στις επαγόμενες από το λύκο διαταραχές της ανοσορρύθμισης ευνοεί την ανάπτυξη της 
καρδιαγγειακής νόσου631. 
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Πίνακας 5.4.2. «Παραδοσιακοί» και «μη-παραδοσιακοί» παράγοντες κινδύνου αθηροσκλήρωσης στο 
Σ.Ε.Λ.  

5.4.3.2 Υποκλινική και κλινική αγγειακή βλάβη στο Σ.Ε.Λ. 
 
Η πρώιμη βλάβη στο λύκο συμβαίνει τόσο στο μακροαγγειακό όσο και στο μικροαγγειακό δίκτυο. 

Αγγειακές λειτουργικές διαταραχές καταγράφονται ακόμα και λίγο μετά τη διάγνωση του Σ.Ε.Λ.166. Η 
ενδοθηλιακή δυσλειτουργία είναι παρούσα ακόμα και όταν η νόσος εμφανίζει χαμηλή ενεργότητα632. Οι 
ασθενείς με λύκο έχουν σημαντικά χαμηλότερη επαγόμενη από τη ροή διαστολή (FMD) στη βραχιόνια 
αρτηρία, εύρημα που συσχετίζεται θετικά με το πάχος του έσω-μέσου χιτώνα (IMT) του αγγείου633. 
Επιπρόσθετα, στις καρωτίδες ανιχνεύονται αθηροσκληρωτικές πλάκες σε 21% των ασθενών με Σ.Ε.Λ. και 
ηλικία κάτω των 35 ετών, ποσοστό που ανέρχεται σχεδόν στο 100% σε ασθενείς ηλικίας μεγαλύτερης των 65 
ετών634 ενώ πρώιμη αθηροσκλήρωση ανιχνεύεται και στην αορτή635. Όλα αυτά τα ευρήματα 
μακροαγγειοπάθειας έχουν συσχετιστεί με την ενεργότητα και τη διάρκεια του λύκου633-635. Βλάβες και στη 
στεφανιαία καρδιακή κυκλοφορία είναι επίσης συχνές με 54% των ασθενών να εμφανίζει μη 
ασβεστοποιημένες αθηροσκληρωτικές πλάκες636. Ταυτόχρονα καταγράφεται και μείωση στην εφεδρεία της 
στεφανιαίας μικροκυκλοφορίας ακόμα και σε ασθενείς με μακροσκοπικά φυσιολογικά στεφανιαία αγγεία. Η 
δυσλειτουργία αυτή σχετίζεται με τη διάρκεια και τη βαρύτητα στου Σ.Ε.Λ. καθιστώντας και τη μικροαγγειακή 
βλάβη και δυσλειτουργία ως μέρος της καρδιαγγειακής παθολογίας του λύκου637. Επιπρόσθετα, οι ασθενείς με 
λύκο εμφανίζουν μεγαλύτερη πιθανότητα για ανάπτυξη υπερτροφίας της αριστεράς κοιλίας ανεξάρτητα από 
την ύπαρξη υπέρτασης,, υπογραμμίζοντας ξανά το ρόλο των παραγόντων σχετιζόμενων με το λύκο στην 
καρδιαγγειακή βλάβη638. 

 
5.4.3.3 Μηχανισμοί επιταχυνόμενης αθηροσκλήρωσης στο Σ.Ε.Λ. 

 

Οι παράγοντες κινδύνου για αθηροσκλήρωση στο Σ.Ε.Λ. αποτελούν συνδυασμό των «παραδοσιακών» 
παραγόντων κινδύνου κατά Framingham αλλά και «μη παραδοσιακών» παραγόντων κινδύνου (πίνακας 5.4.2 και 
εικόνα 5.4.2) 

 
 
 
 
 
 
 

Παράγοντας Κινδύνου Μηχανισμός Επιταχυνόμενης αθηροσκλήρωσης
“Παραδοσιακοί παράγοντες κινδύνου”

Ηλικία, οικογενειακό ιστορικό, φύλο
Αυξημένα επίπεδα χοληστερόλης, LDL, VLDL, TGs, Υπέρταση
Σακχαρώδης διαβήτης, Κάπνισμα, Παχυσαρκία, 
Μετεμμηνοπαυσιακές καταστάσεις, 
Άρρεν φύλο Ποικίλοι Μηχανισμοί

Μεγαλύτερη ηλικία κατά τη διάγνωση
Μακρύτερη διάρκεια νόσου

Θεραπεία με στεροειδή
Τροποποίηση μεταβολικών παραγόντων όπως κατανομή του σωματικού
λίπους, αρτηριακής πίεσης και μεταβολισμού της γλυκόζης.

Νεφρική νόσος, συμπεριλαμβανομένης της νεφρικής ανεπάρκειας, 
του νεφριτικού συνδρόμου και της πρωτεϊνουρίας

Τροποποίηση του λιπιδαιμικού προφίλ, προθρομβωτικές δράσεις.

Αντισώματα έναντι των πρωτεϊνών θερμικού σοκ: HSP 65 και HSP 60 
Λύση των ενδοθηλιακών κυττάρων-στόχων, αυτοδραστικά Τα-λεμφοκύτταρα
εντός των αθηροσκληρωτικών πλακών που αναγνωρίζουν την ανθρώπινη
HSP60.

Αντισώματα έναντι της oxLDL
Ορισμένα anti-oxLDL είναι αντι-αθηρογόνα ενώ άλλα επάγουν την
αθηροσκλήρωση και το σχηματισμό αφρωδών κυττάρων.

Αντιφωσφολιπιδικά αντισώματα (aPL), συμπεριλαμβανομένων 
αντισωμάτων έναντι b2GPI 

aCL προσελκύουν μονοκύτταρα εντός του αγγειακού τοιχώματος και επάγουν
την είσοδο της oxLDL εντός των μακροφάγων.
Αντισώματα έναντι συμπλόκων της oxLDL και
B2GPI επάγουν το σχηματισμό αφρωδών κυττάρων.

Ενεργοποίηση του συμπληρώματος

Ενεργοποίηση των ενδοθηλιακών κυττάρων και ενισχυμένη προσέλκυση
λευκοκυττάρων, αναστολή του ενζύμου 27-υδροξυλάση της χοληστερόλης,
επαγωγή της έκφρασης VCAM-1 από τα ενδοθηλιακά κύτταρα που προάγει
την προσέλκυση μονοκυττάρων στο αρτηριακό τοίχωμα.

Ελαττωματική ικανότητα ενεργοποίησης του TGF beta-1 
Ελάττωση των αθηροπροστατευτικών δράσεων που επάγονται από την
καταστολή του πολλαπλασιασμού των ενδοθηλιακών και λείων μυϊκών
κυττάρων.

Αυξημένα επίπεδα CRP 
Ενεργοποίηση του συστήματος του συμπληρώματος και επαγωγή προ-
φλεγμονωδών κυτταροκινών όπως η IL-6.
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Εικόνα 5.4.2. Κύριοι μηχανισμοί σχηματισμού του αθηρώματος στο Σ.Ε.Λ. που περιλαμβάνουν συνδυασμό 
κλασσικών αλλά και μη-κλασσικών παραγόντων κινδύνου. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
Οι κλασσικοί παράγοντες κινδύνου χρησιμοποιούνται ευρέως για να αναγνωρίσουν άτομα με αυξημένο 

κίνδυνο για ανάπτυξη αθηροσκλήρωσης και πρέπει να λαμβάνονται υπόψη όταν εκτιμάται ο κίνδυνος αυτός σε 
ένα ασθενή με λύκο. Συνολικά οι ασθενείς με Σ.Ε.Λ. εμφανίζουν αυξημένη συχνότητα των παραδοσιακών 
παραγόντων κινδύνου που σχετίζονται με πρώιμη αγγειακή βλάβη. Συσχέτιση έχει καταγραφεί μεταξύ 
καπνίσματος και αρτηριακών θρομβωτικών γεγονότων639, η αρτηριακή υπέρταση σχετίζεται με αυξημένο 
καρδιαγγειακό κίνδυνο τός στο Σ.Ε.Λ. όσο και στην Ρ.Α. και δυσλιποπρωτεϊναιμία που χαρακτηρίζεται από 
αυξημένα επίπεδα VLDL, υψηλά επίπεδα τριγλυκεριδίων, υψηλή ή φυσιολογική LDL και χαμηλή HDL σε 
συνδυασμό με διαταραχές στο σχηματισμό των χυλομικρών640, 641. Μεταβολές στη λειτουργία των 
λιποπρωτεϊνών, συμπεριλαμβανομένων της υψηλής λιποπρωτεΐνης α και της οξειδωμένης LDL, έχουν επίσης 
περιγραφεί σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. 640, 642. H HDL έχει επίσης αναφερθεί ότι εμφανίζει προφλεγμονώδεις 
ιδιότητες και συνοδεύεται από αυξημένα επίπεδα οξειδωμένης LDL643. Αρκετές επίσης μεταβολικές διαταραχές 
που προδιαθέτουν σε αθηροσκλήρωση στο γενικό πληθυσμό είναι επίσης παρούσες σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ όπως 
η υπερομοκυστεϊναιμία644 και η αντίσταση στην ινσουλίνη645. 

Αν και υπάρχει διχογνωμία στο ερώτημα της υπεραντιπροσώπευσης ή όχι των παραδοσιακών 
παραγόντων κινδύνου στο Σ.Ε.Λ.646, 647 είναι προφανές ότι και άλλοι παράγοντες συμβάλλουν στα αυξημένα 
ποσοστά καρδιαγγειακής νόσου. Ακόμα και μετά από ρύθμιση των παραμέτρων αυτών, ο Σ.Ε.Λ. παραμένει 
ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας για καρδιαγγειακά γεγονότα, υποστηρίζοντας την υπόθεση ότι οι 
κλασσικοί παράγοντες κινδύνου κατά Framingham δεν μπορούν να αιτιολογήσουν την αυξημένη και πρώιμη 
αθηροσκλήρωση που παρατηρείται σε αυτούς τους ασθενείς626.  

Ως ένας πιθανός μηχανισμός που προτείνεται στο Σ.Ε.Λ. είναι η ανισορροπία μεταξύ ενδοθηλιακής 
βλάβης και επιδιόρθωσης. Η αυξημένη ενδοθηλιακή βλάβη καταγράφεται ως αύξηση στα κυκλοφορούντα 
αποπτωτικά ενδοθηλιακά κύτταρα, τα υψηλά επίπεδα των οποίων συσχετίζονται ισχυρά με ενδοθηλιακή 
δυσλειτουργία, παραγωγή προθρομβωτικού ιστικού παράγοντα166 και αποτελούν έναν αντιπροσωπευτικό 
δείκτη μελλοντικής ανάπτυξης αθηροσκλήρωσης648. Διάφορα διαλυτά μόρια προσκόλλησης όπως VCAM-1, 
ICAM και Ε-σελεκτίνη που απελευθερώνονται μετά από ενδοθηλιακή βλάβη, βρίσκονται αυξημένα στο Σ.Ε.Λ. 
και συσχετίζονται με αυξημένη επίπεδα ασβεστώσεων στις στεφανιαίες αρτηρίες και επιπρόσθετα η 
φλεγμονώδης ενεργοποίηση μεταλλοπρωτεϊνασών σχετίζεται με την παρουσία καρωτιδικών πλακών649. Τα 
ευρήματα αυτά υποδηλώνουν ότι η χρόνια ενεργοποίηση του ενδοθηλίου και η φλεγμονή αποτελούν 
σημαντικούς παράγοντες της αθηροσκληρωτικής παθολογίας650. Παρά τον εκτεταμένο ενδοθηλιακό κυτταρικό 
θάνατο που καταγράφεται στο Σ.Ε.Λ., ένα φαινόμενο που κανονικά θα έπρεπε να κινητοποιήσει μία 
ενισχυμένη αγγειακή επιδιόρθωση, αυτή βρίσκεται σημαντικά διαταραγμένη στο λύκο. Οι ασθενείς εμφανίζουν 
μειωμένο αριθμό των προερχομένων από το μυελό των οστών  κυκλοφορούντων ενδοθηλιακών προγονικών 
και αγγειογενών κυττάρων της μυελικής σειράς. Ακόμα και τα λιγοστά κύτταρα που καταγράφονται 
χαρακτηρίζονται από εκτεταμένη απόπτωση ακόμα και κατά τη διάρκεια ανενεργού νόσου, ελαττωμένη 
σύνθεση προαγγειογενετικών μορίων και ελαττωματική ικανότητα για ενσωμάτωση σε προσχηματισμένες 

Sherer Y, et.al. Autoimmunity 2010; 43(1): 98–102
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αγγειακές δομές και διαφοροποίηση σε ώριμα ενδοθηλιακά κύτταρα166, 300, 302. Έτσι οι ασθενείς με Σ.Ε.Λ. 
εμφανίζουν ελαττωματική επιδιόρθωση του κατεστραμμένου ενδοθηλίου, οδηγώντας στην εγκαθίδρυση ενός 
περιβάλλοντος που επάγει την ανάπτυξη της αθηρωματικής πλάκας. 

Ένας από τους πιθανούς μηχανισμούς διαταραχών στην αγγειακή επιδιόρθωση θεωρείται η αυξημένη 
συγκέντρωση και οι ενισχυμένες δράσεις των τύπου Ι ιντερφερονών. Οι τύπου Ι ιντερφερόνες (Type I IFNs) 
και κυρίως η IFNα, διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο την παθογένεια του Σ.Ε.Λ.592, 651. Ως μέρος της 
παθογένειας αυτής έχει προταθεί και η ανάπτυξη της καρδιαγγειακής νόσου η οποία, τουλάχιστον κατά ένα 
μέρος, αποδίδεται στην IFNα και δυνητικά και σε άλλες τύπου Ι ιντερφερόνες. Η IFNα επάγει απόπτωση στα 
EPCs/CACs και απομακρύνει τα μυελικά κύτταρα προς μη αγγειογενείς φαινοτύπους όπως τα ώριμα δενδριτικά 
κύτταρα302. Ανάλογα ευρήματα έχουν καταγραφεί και σε ζωικά μοντέλα λύκου ενώ φυσιολογικά EPCs από 
ποντίκια αδυνατούν να διαφοροποιηθούν σε ώριμα ενδοθηλιακά κύτταρα παρουσία IFNα301, 652. Τα μονοπάτια 
μέσω των οποίων η IFNα επάγει την ελαττωματική επιδιόρθωση περιλαμβάνουν την καταστολή 
προαγγειογενετικών παραγόντων όπως η IL-1β και ο VEGF301 και αύξηση του αντιαγγειογενούς παράγοντα 
αναστολέα του υποδοχέα της IL-1. Η προσθήκη ανασυνδυασμένης IL-1β σε καλλιέργειες EPC/CAC από Σ.Ε.Λ. 
επαναφέρει τη φυσιολογική ενδοθηλιακή διαφοροποίηση301. Αν και είναι πιθανό ότι η ελάττωση της IL-1 και η 
αύξηση του αναστολέα του υποδοχέα της αντιπροσωπεύει ‘ένα φαινότυπο που προστατεύει το αγγειακό 
σύστημα, ένα προφίλ κυτταροκινών που ενισχύει τις αντιαγγειογενείς αποκρίσεις μπορεί να θεωρηθεί ως 
αγγειοπαθογενετικό και να επιταχύνει την αθηροσκλήρωση στο Σ.Ε.Λ. Πράγματι, η αγγειακή ενεργοποίηση σε 
συνδυασμό με αυξημένα επίπεδα των τύπου Ι ιντερφερονών μπορεί να οδηγήσει σε περιόδους ενδοθηλιακής 
βλάβης ακολουθούμενη από ελαττωματική επιδιόρθωση. Τέτοια κυκλική εναλλαγή βλάβης και αποτυχημένης 
αγγειακής επιδιόρθωσης θα μπορούσε να οδηγήσει σε έναρξη και επέκταση αγγειακών αλλοιώσεων κατά τη 
διάρκεια τέτοιων εξάρσεων653.  

Περαιτέρω επιβεβαίωση του ρόλου των τύπου Ι ιντερφερονών στην πρώιμη αγγειακή βλάβη στο Σ.Ε.Λ. 
προκύπτει από μελέτη σε ασθενείς με υψηλή «υπογραφή» των τύπου Ι ιντερφερονών (type I interferon 
signature) οι οποίοι εμφανίζουν ελαττωματική ενδοθηλιακή λειτουργία όπως αυτηή εκτιμήθηκε από τον 
αγγειακό τόνο των περιφερικών αρτηριών297. Προκαταρκτικές μελέτες δείχνουν ότι η  «υπογραφή» των τύπου 
Ι ιντερφερονών σχετίζεται με το πάχος του έσω-μέσου χιτώνα (IMT) των καρωτίδων ασθενών με Σ.Ε.Λ.654 
Επιπρόσθετα ευρήματα συνηγορούν για την παρουσία ενός αντιαγγειογενούς φαινοτύπου που εκδηλώνεται με 
ελλαττωμένη αγγειακή πυκνότητα και αυξημένη αγγειακή αραίωση στα νεφρικά αιμοφόρα αγγεία301. 

Πρόσφατα μελετήθηκε και η κυτταρική προέλευση των τύπου Ι ιντερφερονών που οδηγούν σε διαταραχές 
στη αγγειακή επιδιόρθωση. Αν και τα pDCs αποτελούν τους κύριους παραγωγούς IFN-α, η απαλοιφή τους δε 
διορθώνει τη διαταραχή στη διαφοροποίηση των EPCs/CACs στο λύκο655. Τα χαμηλής πυκνότητας 
κοκκιοκύτταρα (LDGs) που ανευρίσκονται στο κλάσμα των μονοπύρηνων κυττάρων εμφανίζουν μεταξύ άλλων 
σοβαρή τοξικότητα για τα ECs και έχουν ισχυρή ικανότητα για έκκριση επαρκούς ποσότητας IFN-α ικανής να 
παρεμβαίνει στην αγγειακή επιδιόρθωση. Η απαλοιφή τους από το περιφερικό αίμα ασθενών με Σ.Ε.Λ. 
επαναφέρει την ικανότητα διαφοροποίησης των EPCs/CACs σε ενδοθηλιακή μονοστιβάδα655.  

Συνολικά, τα ευρήματα αυτά επιβεβαιώνουν τον καταστροφικό ρόλο των τύπου Ι ιντερφερονών στην 
ενδοθηλιακή βιολογία του Σ.Ε.Λ. και εγείρουν το ενδεχόμενο ότι η καταστολή των δράσεων τους μπορεί όχι 
μόνο να βελτιώσει τη δραστηριότητα της νόσου αλλά να μειώσει και τον καρδιαγγειακό κίνδυνο. 

Εκτός όμως από τις τύπου Ι ιντερφερόνες και άλλες κυτταροκίνες φαίνεται να εμπλέκονται στην 
παθογένεια της αγγειοπάθειας του Σ.Ε.Λ. Η προφλεγμονώδης κυτταροκίνη TNF-α φαίνεται να κατέχει 
σημαντικό ρόλο στην έναρξη και επέκταση των αθηροσκληρωτικών βλαβών. Αυξάνει την έκφραση μορίων 
προσκόλλησης στην επιφάνεια των ECs και αυξάνει την έκφραση χυμοτακτικών πρωτεϊνών που επάγουν την 
προσέλκυση μονοκυττάρων και Τ-λεμφοκυττάρων στο αγγειακό τοίχωμα656. Στο Σ.Ε.Λ., τα επίπεδα TNF-α 
στον ορό βρίσκονται αυξημένα και συσχετίζονται θετικά με την κλιμακα ασβεστώσεων στις στεφανιαίες 
αρτηρίες650. Επίσης βρίσκονται σημαντικά υψηλότερα επίπεδα στον ορό σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και 
καρδιαγγειακή νόσο σε σχέση με αυτούς χωρίς καρδιαγγειακή νόσο και συσχετίζονται θετικά με 
τροποποιημένο λιπιδαιμικό πρότυπο657 ενώ αυξάνουν τα επίπεδα του διαλυτού VCAM-1658. Ωστόσο ο ακριβής 
ρόλος της κυτταροκίνης αυτής στην αγγειοπάθεια του Σ.Ε.Λ. παραμένει ασαφής. 

Η IFN-γ που εκκρίνεται από Τ-λεμφοκύτταρα φυσικούς φονείς μπορεί επίσης να συμβάλλει στην 
παθογένεια της αθηροσκλήρωσης στο Σ.Ε.Λ.659. Η αντιαθηρογόνος κυτταροκίνη TGF-β βρίσκεται ελαττωμένη 
στο Σ.Ε.Λ.660 ενώ υψηλά επίπεδα της προφλεγμονώδους κυτταροκίνης IL-17 και έκπτυξη των Τh17 κυττάρων 
έχει καταγραφεί στο Σ.Ε.Λ. και οδηγούν σε αυξημένη έκφραση μορίων προσκόλλησης661, 662. 
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Τα Th1 CD4+ κύτταρα παίζουν ένα παθογενετικό ρόλο στην καρδιαγγειακή νόσο και η διαφοροποίηση 
τους στις αθηροσκληρωτικές πλάκες επάγεται από τις υψηλές εκφράσεις IFN-γ και IL-12656. Τα κύτταρα αυτά 
μπορεί επίσης να έχουν ρόλο και στην καρδιαγγειακή νόσο στο Σ.Ε.Λ. καθώς ποντίκια επιρρεπή σε 
αθηροσκλήρωση εμφανίζουν υψηλή αγγειακή φλεγμονή και διηθήσεις από CD4+ Τ κύτταρα στις 
αθηροσκληρωτικές πλάκες μετά από μεταμόσχευση μυελού οστών με κύτταρα από Σ.Ε.Λ.663 ενώ η έκθεση 
τους στην ΙFN-α αυξάνει την έκφραση του TRAIL που οδηγεί σε αποσταθεροποίηση της αθηρωματικής 
πλάκας664. Επίσης προτείνεται ένας υποθετικός ρόλος για τα αυτοδραστικά Τ-κύτταρα στην ενδοθηλιακή 
βλάβη στο Σ.Ε.Λ. Τα κύτταρα αυτά μπορούν να σκοτώσουν τα APCs665. Τα ECs μετά την ενεργοποίηση τους 
έχουν την ικανότητα να δρουν ως APCs και μελέτες σε απορρίψεις μοσχευμάτων υποδηλώνουν ότι τα ECs του 
μοσχεύματος μπορούν να ενεργοποιηθούν αποκτώντας ένα προ-φλεγμονώδη φαινότυπο και ακολούθως να 
θανατωθούν από Τ-κύτταρα του ξενιστή κατά τη διαδικασία της αντιγονοπαρουσίασης666. Περαιτέρω μελέτη 
του μηχανισμού στο Σ.Ε.Λ. απαιτείται ώστε να επιβεβαιωθεί εάν ισχύει και για τα ECs του λύκου. 

Ο ρόλος άλλων υποτύπων Τ-λεμφοκυττάρων στην ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης βρίσκεται υπό 
διερεύνηση. Για παράδειγμα, παραμένει ακόμα αδιευκρίνιστο αν οι διαταραχές που έχουν αναφερθεί στα 
ρυθμιστικά Τ-κύτταρα (Τreg) του Σ.Ε.Λ. συμβάλλουν στην ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης667. Προτείνεται 
ένας υποθετικός ρόλος που προκύπτει από την παρατήρηση σε ζωικά μοντέλα αθηροσκλήρωσης ότι αν η 
λειτουργία των Τreg  διαταραχθεί, τότε ενισχύεται σημαντικά η εξέλιξη της καρδιαγγειακής νόσου668. 

Η ενεργοποίηση του συμπληρώματος από φλεγμονώδες ερέθισμα μπορεί να αλληλεπιδράσει με 
ανοσοσυμπλέγματα (ICs) που ανιχνεύονται στο Σ.Ε.Λ. και να επάγει την έκφραση μορίων προσκόλλησης στα 
ECs όπως του VCAM-1 και της E-σελεκτίνης. Τα μόρια αυτά μπορεί να ενισχύσουν την προσέλκυση 
ουδετεροφίλων και την ενδοθηλιακή βλάβη236. Υψηλά επίπεδα ICs μεταξύ oxLDL/β2GPI και ΙgG/ΙgM έχουν 
αναφερθεί στο Σ.Ε.Λ. σε υψηλά επίπεδα και με θετική συσχέτιση με διάφορους καρδιαγγειακούς παράγοντες 
κινδύνου669 Η ελαττωμένη έκφραση του αντι-αθηροσκληρωτικού συστατικού C1q του συμπληρώματος στο 
Σ.Ε.Λ.670, η ενεργοποίηση του συμπληρώματος που έχει εμπλακεί ως μηχανισμός στην ανάπτυξη της 
αθηροσκλήρωσης671 και η παρουσία των ICs ή διαταραχές των υποδοχέων τους σε ζωικά μοντέλα 
αθηροσκλήρωσης672 υποδηλώνουν την πιθανή συμμετοχή τους και στο Σ.Ε.Λ., που απαιτεί όμως επιβεβαίωση. 

Η οξειδωτική επιβάρυνση, που αποτελεί ένα καλά επιβεβαιωμένο παράγοντα ενδοθηλιακής βλάβης, 
εμφανίζεται σε υψηλά επίπεδα στο Σ.Ε.Λ. Οι ασθενείς χαρακτηρίζονται από υψηλά επίπεδα ενεργών ριζών 
οξυγόνου και νιτρωδών που τροποποιούν τις πρωτεΐνες και σε συνδυασμό με τα αντισώματα που παράγονται 
έναντι των τροποποιημένων αυτών πρωτεϊνών δημιουργείται ένα περιβάλλον που προδιαθέτει στην ανάπτυξη 
αθηροσκλήρωσης673. Η ομοκυστεΐνη, ένα μόριο με ικανότητα να αυξάνει τις ελεύθερες ρίζες οξυγόνου στην 
κυκλοφορία, βρίσκεται αυξημένο στο Σ.Ε.Λ. και σχετίζεται με αυξημένο IMT στις καρωτίδες και ασβεστώσεις 
στις στεφανιαίες αρτηρίες674, 675. Ελαττωματικοί μηχανισμοί άμυνας έναντι του διαταραγμένου 
οξειδοαναγωγικού περιβάλλοντος έχουν επίσης περιγραφεί στο Σ.Ε.Λ. όπως η μειωμένη δραστικότητα 
παραοξανάσης, ενός αντιοξειδωτικού ενζύμου, που βρίσκεται συζευγμένο με την HDL και αποτρέπει την 
οξείδωση της LDL. Το εύρημα αυτό συσχετίζεται με την παρουσία αυξημένων τίτλων αντισωμάτων έναντι της 
HDL και της β2GPI και με αυξημένο κίνδυνο αθηροσκλήρωσης676. 

Η παρουσία AECA έχει επίσης αναφερθεί ως κοινό εύρημα τόσο στο Σ.Ε.Λ. όσο και σε άλλα 
αυτοάνοσα νοσήματα677. Τα AECA αντιπροσωπεύουν μία ετερογενή ομάδα αυτοαντισωμάτων στρεφόμενα 
κατά δομικών ενδοθηλιακών πρωτεϊνών και η παρουσία τους στο Σ.Ε.Λ. κυμαίνεται μεταξύ 15%-88% με το 
πλατύ αυτό εύρος να οφείλεται εν μέρει και σε τεχνικά θέματα678. Η παρουσία των AECA στο Σ.Ε.Λ. έχει 
συσχετιστεί τόσο με την ενεργότητα της νόσου όσο και με τη φλεγμονή του αγγειακού τοιχώματος679, 680. Η 
συσχέτιση αυτή και η απουσία των AECA σε καταστάσεις στις οποίες η βλάβη του αγγειακού τοιχώματος 
επάγεται ξεκάθαρα από άλλους εκτελεστικούς μηχανισμούς (όπως κυκλοφορούντα ανοσοσυμπλέγματα στην 
ιδιοπαθή μικτή κρυοσφαιριναιμία681) υποδηλώνει ένα πιθανό παθογενετικό ρόλο των AECA. In-vitro μελέτες 
έχουν δείξει στο Σ.Ε.Λ. την ικανότητα των AECA να σταθεροποιούν το συμπλήρωμα682, να διαμεσολαβούν την 
εξαρτώμενη από αντισώματα κυτταροτοξικότητα των κυττάρων φυσικών φονέων (NK cells)681 και να 
ενεργοποιούν τα ενδοθηλιακά κύτταρα με αύξηση της έκφρασης μορίων προσκόλλησης και έκκρισης προ-
φλεγμονωδών κυτταροκινών και χυμοκινών στην πρωτογενή αυτοάνοση αγγειίτιδα683, 684 και στο 
σκληρόδερμα685. Η συγκρίσιμη δραστικότητα που παρουσιάζουν τα AECA από ασθενείς με ενεργό Σ.Ε.Λ. και 
θρομβωτική θρομβοπενική πορφύρα στην ενεργοποίηση των ECs υποδηλώνει ότι μάλλον πρόκειται για ένα 
κοινό χαρακτηριστικό αυτών των αντισωμάτων686-688. Αν και τα ευρήματα αυτά εμπλέκουν τα AECA στην 
οξεία ενδοθηλιακή βλάβη, ο πιθανός ρόλος τους (εικόνα 5.4.3) στη χρόνια ανάπτυξη αθηροσκλήρωσης 
παραμένει υπό διερεύνηση. 
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Εικόνα 5.4.3. Υποθετικός ρόλος των 
αντι-ενδοθηλιακών 
αυτοαντισωμάτων στην πρόκληση 
άμεσης ενδοθηλιακής βλάβης στο 
Σ.Ε.Λ.  

 

 

Δίάφοροι μηχανισμοί έχουν προταθεί για τη διαμεσολαβούμενη από τα AECA ενδοθηλιακή βλάβη 
(εικόνα 5.4.4Α) και περιλαμβάνουν τόσο την κυτταροτοξικότητα όσο και τη φλεγμονή. Οι μοριακοί μηχανισμοί  

 

 

 

 

 

 
 
που ενεργοποιούνται παραμένουν υποθετικοί αλλά φαίνεται ότι στο Σ.Ε.Λ. τα AECA προσδένονται και 
ενεργοποιούν το ενδοθήλιο μέσω παραγωγής IL-6 και έκφραση ICAM-1 και E-σελεκτίνης και πιθανά αυτό 
γίνεται μέσω ενεργοποίησης του NF-kB689 (εικόνα 5.4.4B).Ο διττός ρόλος του (NO) έχει περιγραφεί τόσο στην 
κυτταρική απόπτωση όσο και στην επιβίωση. Η ενδοθηλιακή απόπτωση μπορεί να προκληθεί από τα AECA 
μέσω μηχανισμού διαμεσολαβούμενου από το ΝΟ που εμπλέκει τα μιτοχόνδρια (εικόνα 5.4.5). Ο μηχανισμός 
αυτός έχει επιβεβαιωθεί στο Δάγγειο πυρετό αλλά πιθανά να εμπλέκεται και στα αυτοάνοσα νοσήματα690. 

 

Εικόνα 5.4.4. Α) Υποθετικός ρόλος των αντι-ενδοθηλιακών αυτοαντισωμάτων στην 
πρόκληση ενδοθηλιακής φλεγμονής στο Σ.Ε.Λ. Β) Σηματοδοτικά μονοπάτια που 
ενεργοποιούνται από τα AECA στο Σ.Ε.Λ. και στη νόσο Behcet’s. 
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Εικόνα 5.4.6. Η αλληλεπίδραση 
διαφόρων φλεγμονωδών μεσολαβητών 
αυξάνει την ενδοθηλιακή βλάβη και το 
σχηματισμό της αθηρωματικής πλάκας 
στο Σ.Ε.Λ.  

Εικόνα 5.4.5. Το σηματοδοτικό μονοπάτι της διαμεσολαβούμενης από AECA-
ενδοθηλιακής απόπτωσης και ενεργοποίησης μέσω του NO-ρυθμιζόμενου 
μονοπατιού. 

 

 

 

 

Η περισσότερη ωστόσο διερεύνηση αφορά και άλλα αυτοαντισώματα έναντι κυρίως στοιχείων των 
λιποπρωτεϊνών και στην ικανότητα τους να επιταχύνουν την ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης. Έχουν 
περιγραφεί αντισώματα έναντι οξειδωμένων μορφών της LDL, έναντι της HDL και ApoAI, της Lp(α) και για τα 
οποία έχουν περιγραφεί ποικίλοι ρόλοι στην ενδοθηλιακή βλάβη του Σ.Ε.Λ. (ανασκόπηση691). Οι ασθενείς με 
Σ.Ε.Λ. έχουν επίσης αντισώματα έναντι της λιποπρωτεϊνικής λιπάσης, τα οποία αυξάνονται με τη 
δραστηριότητα της νόσου και μπορεί να συμβάλλουν σε υπερτριγλυκαυριδαιμία692. Αντισώματα έναντι των 
πρωτεϊνών θερμικού στρες 60 και 65 (HSP60/65) ενισχύουν την ανάπτυξη αθηροσκλήρωσης σε διάφορα 
πειραματικά μοντέλα και βρίσκονται αυξημένα στο Σ.Ε.Λ693. Αν και τα αντισώματα έναντι των ενδοθηλιακών 
κυττάρων είναι αρκετά συχνά στο Σ.Ε.Λ. και έχει προταθεί ότι εμπλέκονται σε ενδοθηλιακή βλάβη694, 
διάφορες ερευνητικές ομάδες υποστηρίζουν ότι τα αντισώματα αυτά μπορεί να μη συσχετίζονται με άλλους 
δείκτες ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας632. 

Η έρευνα πάνω στους πιθανούς μηχανισμούς της αγγειοπάθειας του Σ.Ε.Λ. συνεχώς επεκτείνεται 
προκειμένου να ανιχνευθούν οι ακριβείς μηχανισμοί και τα μονοπάτια που εμπλέκονται. Τα μέχρι τώρα 
σημαντικά ευρήματα απεικονίζονται στην εικόνα 5.4.6. 

 

 

 

  

Kahlenberg JM, Kaplan MJ. Arthritis Res Ther. 2011;13(1):203. 
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5.5 Η μοριακή γενετική και η γενετική ανάλυση στα πολυπαραγοντικά 
νοσήματα. 

 
5.5.1 Βασικές έννοιες και ορισμοί στη μοριακή γενετική του ανθρώπου.  

Τα δεδομένα από την γενετική του ανθρώπου συσσωρεύονται με συνεχώς αυξανόμενο ρυθμό και οι 
αλληλουχίες ολόκληρου του γονιδιώματος για πολλαπλούς εθνικούς πληθυσμούς είναι τώρα δημόσια 
διαθέσιμες695-697. Η αυξανόμενη ανακάλυψη της ανθρώπινης γενετικής ποικιλότητας διευκολύνει την 
κατανόηση της διαφοροποίησης της προδιάθεσης σε συχνές νόσους μεταξύ ατόμων και πληθυσμών ενώ η 
εξέλιξη της γενετικής θα βοηθήσει πιθανά και στη βελτίωση της αποτελεσματικότητας και ασφάλειας των 
θεραπευτικών φαρμάκων. Η γνώση αυτή σχετίζεται με το θεμελιώδες ερώτημα της προέλευσης, των 
ομοιοτήτων και των διαφορών μεταξύ των ανθρώπων. 

Η δεκαετία που διανύουμε έχει γνωρίσει επαναστατικές προόδους στην ανθρώπινη γενετική. Από 
αυτές, η πιο σχετική με τις μελέτες γενετικής συσχέτισης ήταν η ολοκλήρωση της πλήρους αλληλούχισης του 
ανθρώπινου γονιδιώματος, η αναγνώριση μεγάλων αριθμών γενετικών δεικτών, κυρίως SNPs, η ανάπτυξη 
τεχνολογιών για μαζική γονοτύπηση των SNPs και η κατανόηση της σχέσης μεταξύ γειτονικών SNPs και της 
ανισορροπίας σύνδεσης (LD, Linkage disequilibrium). Μαζί με νέες αναλυτικές τεχνικές, τα νέα αυτά εργαλεία 
παρέχουν ολοκληρωμένες, μεγάλης κλίμακας, μελέτες συσχέτισης των SNPs για τον προσδιορισμό γονιδίων 
και περιοχών που συμβάλλουν είτε στην προδιάθεση για νόσο είτε σε άλλα χαρακτηριστικά. Ως αποτέλεσμα, οι 
σκοποί και ο αριθμός τέτοιων συσχετίσεων αυξάνονται ταχέως. Είναι επομένως πολύ σημαντικό να εκτιμηθούν 
σωστά οι τεχνικές και αναλυτικές προκλήσεις που αποτελούν μέρος των μελετών συσχέτισης και να καθοριστεί 
το πλαίσιο μέσα στο οποίο θα ερμηνευθούν οι μεγάλες ποσότητες δεδομένων που θα παραχθούν. 

Πολλοί φαινότυποι είναι ποσοτικής φύσεως και σύνθετης αιτιολογίας με πολλαπλές περιβαλλοντικές 
και γενετικές αιτίες. Η παρατήρηση ότι τα σύνθετα χαρακτηριστικά συναθροίζονται σε σχέση με τη γενετική 
συγγένεια, υποδηλώνει την παρουσία κληρονομικότητας και οι πρόοδοι στη θεωρητική και πειραματική 
γενετική συνδυασμένων με την ανάπτυξη των αναλυτικών μεθόδων και των υψηλής απόδοσης γενωμική, 
παρέχουν μία πρωτοφανή θεώρηση στον τρόπο κληρονομικότητας και στη γενετική αρχιτεκτονική των 
σύνθετων νόσων. 

Προκειμένου να γίνουν ευκολότερα κατανοητές οι έννοιες που θα αναφερθούν παρακάτω, παρατίθεται 
ο πίνακας 5.5.1 με τις βασικές έννοιες της μοριακής γενετικής. 

 

 
Πίνακας 5.5.1. Βασικοί ορισμοί στη Μοριακή Γενετική 

Υπόθεση συχνής νόσου-συχνού πολυμορφ ισμού (Common disease-common variant hypothesis): Η 
θεωρία που υποστηρίζει ότι πολλές συχνές νόσοι προκαλούνται από συχνά αλληλόμορφα τα οποία μεμονωμένα 
έχουν μικρό αποτέλεσμα αλλά σε συνδυασμό παρέχουν υψηλό κίνδυνο.  

Πολυπαραγοντική νόσος(Complex disease): Μία διαταραχή της οποίας η αιτιολογία θεωρείται ότι είναι ένας 
συνδυασμός γενετικών δράσεων και περιβαλλοντικών επιδράσεων.  

Εις βάθος επαναλληλούχιση (Deep resequencing): Τεχνική για αλληλούχιση ενός γονιδίου σε χιλιάδες 
άτομα, τυπικά με τη χρήση μαζικής αλληλούχισης.  

Επιγενετική (Epigenetics): Η μελέτη των μεταβιβαζόμενων αλλαγών στη δομή του DNA που δεν αλλάζουν 
την υποκείμενη αλληλουχία. Γνωστά παραδείγματα αποτελούν η μεθυλίωση του DNA και οι τροποποιήσεις των 
ιστονών.  

Εξόσωμα (Exome): Το σύνολο των εκφραζόμενων αγγελιοφόρων RNA (m-RNA) σε οποιοδήποτε ιστό.  
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Χαρτογράφηση ακριβείας (Fine mapping): Η ακριβής χαρτογράφηση μιας περιοχής μετά την αναγνώριση 
της με γενετική σύνδεση ή συσχέτιση. Η αρχική εντόπιση καθορίζεται σε μέγεθος μεγαβάσεων DNA στη γενετική 
σύνδεση και σε μέγεθος δεκάδων χιλιοβάσεων στις μελέτες γενετικής συσχέτισης. Στις μελέτες γενετικής 
συσχέτισης, η χαρτογράφηση ακριβείας υποδηλώνει την ανεύρεση όλων των αλλαγών στην περιοχή και την 
προσπάθεια καθορισμού των αλλαγών που μπορεί να σχετίζονται με την παθογένεση χρησιμοποιώντας 
στατιστικές, λειτουργικές και βιοπληροφορικές μεθόδους.  

Γενετική συσχέτιση (Genetic association): Η σχέση που ορίζεται από τη μη τυχαία παρουσία ενός γενετικού 
δείκτη και ενός χαρακτηριστικού, ή οποία υποδηλώνει μία συσχέτιση μεταξύ του γενετικού δείκτη (ή ενός δείκτη 
κοντά σε αυτόν) και της παθογένειας της νόσου.  

Γενετική σύνδεση (Genetic Linkage): Μία σχέση που ορίζεται από την συνκληρονόμηση ενός γενετικού 
δείκτη με μία νόσο μέσα σε μία οικογένεια πολλά προσβεβλημένα μέλη.  

Μελέτη συσχέτισης σε ολόκληρο το γένωμα (Genome Wide Association Study): Μία δοκιμασία για τη 
συσχέτιση μεταξύ δεικτών, που ονομάζονται μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί (SNPs), σε ολόκληρο το 
γονιδίωμα και μίας νόσου. Συνήθως περιλαμβάνει 300.000 ή περισσότερους δείκτες που είναι πολυμορφικοί και 
διασκορπίζονται στο γονιδίωμα ισότιμα και ομοιόμορφα. Αυτή η προσέγγιση δεν περιλαμβάνει αρχική υπόθεση 
που σημαίνει ότι δεν υπάρχει εναλλακτική υπόθεση σχετικά με ένα συγκεκριμένο γονίδιο ή περιοχή αλλά μόνο η 
μηδενική υπόθεση ότι δεν υφίσταται καμία ανιχνεύσιμη συσχέτιση.  
Ιστική έκφραση γονοτύπου (GTEx): Ένα σχέδιο που χρηματοδοτείται από τα εθνικά ινστιτούτα υγείας που 
σκοπό έχει να μελετήσει και να χαρτογραφήσει τη σχέση μεταξύ της ανθρώπινης γονιδιακής έκφρασης και της 
γενετικής αλλαγής. Το σχέδιο αυτό, που βρίσκεται σε πιλοτική φάση, θα αναλύσει παράλληλα γονοτύπους και 
δεδομένα έκφρασης από διάφορους ανθρώπινους ιστούς και θα συσχετίσει γενετική αλλαγή και γονιδιακή 
έκφραση, δημιουργώντας έτσι μια λίστα γενετικών περιοχών που σχετίζονται με έκφραση συγκεκριμένων 
μεταγραφημάτων.  

Απλότυπος (Haplotype): Μία σειρά πολυμορφισμών που βρίσκονται κοντά στο γονιδίωμα. Η κατανομή των 
αλληλομόρφων σε κάθε πολυμορφικό σημείο δεν είναι τυχαία: η παρουσία μίας βάσης σε μία θέση προβλέπει, με 
σχετική ακρίβεια, τη βάση σε μία γειτονική θέση. Τα άτομα που φέρουν κοινό απλότυπο, συνήθως σχετίζονται 
έστω και μακρινά. Οι απλότυποι στους Ευρωπαίους είναι γενικά της τάξεως δεκάδων χιλιοβάσεων μήκους. 
Αρχαιότεροι πληθυσμοί όπως αυτοί της δυτικής Αφρικής, τείνουν να έχουν βραχύτερους απλοτύπους, καθώς 
μακρύτερη περίοδος εξελικτικού χρόνου σημαίνει περισσότερα μειωτικά γεγονότα και μεγαλύτερη πιθανότητα 
ανάμιξης του πληθυσμού που και τα δύο οδηγούν σε βραχύτερους απλοτύπους.  

Απλοτυπική δομή (Haplotype Structure): Ο γενικός υποκείμενος διαχωρισμός του γονιδιώματος. Ως 
αποτέλεσμα γεγονότων ανασυνδυασμού που συμβαίνουν κατά τη διαδρομή της ιστορίας ενός πληθυσμού,  
γειτονικά τμήματα DNA είναι κοινά μεταξύ ατόμων μέσα στον πληθυσμό. Έτσι τα χρωμοσώματα μπορεί να 
σπάσουν σε διαχωρισμένα τμήματα, που περιλαμβάνουν κοινούς απλοτύπους σε μέλη του συγκεκριμένου 
πληθυσμού.  
Απλοτυπικός χάρτης (HapMap): Ένας κατάλογος συχνών γενετικών αλλαγών που συμπληρώνεται από μία 
διεθνή συνεργασία επιστημόνων και οικονομικών χορηγών. Στόχος του είναι να καθορίσει την ταυτότητα και το 
μήκος των απλοτύπων κατά μήκος του γονιδιώματος σε διαφορετικούς ανθρώπινους πληθυσμούς. Το στάδιο 1 
της διαδικασίας, που ολοκληρώθηκε το 2005, απέδωσε απλοτυπικούς χάρτες από μονονουκλεοτιδικούς 
πολυμορφισμούς παρόντες σε τουλάχιστον 5% των χρωμοσωμάτων κάθε μίας από τις τρεις ομάδες πληθυσμών 
οι οποίοι ορίστηκαν με βάση την αρχέγονη προέλευση: Yoruban (Δυτική Αφρική),  Νότια και Δυτικο-Ευρωπαϊκή 
και Ασιατική (Κινεζική και Ιαπωνική). Το στάδιο 2 περιλαμβάνει τον καθορισμό απλοτύπων που δημιουργούνται 
από μονονουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς με χαμηλότερο επιπολασμό (τουλάχιστον 1% των χρωμοσωμάτων) 
σε αυτούς τους εθνικούς πληθυσμούς και επιπλέον στους Luhya και Maasai από την Κένυα, Toscani από την 
Ιταλία,  Gujarati  από την Ινδία, άτομα από το Μεξικανικό αρχέγονο πληθυσμό και άτομα από μικτό Αφρικανικό 
αρχέγονο πληθυσμό.  

Αλληλούχιση μεγάλης κλίμακας (High-throughput sequencing): Διάφορες νέες μεθοδολογίες που από το 
2005 έχουν αυξήσει την ταχύτητα και έχουν μειώσει το κόστος της αλληλούχισης του DNA κατά τουλάχιστον 
δύο τάξεις μεγέθους.  

Σχέδιο ανθρώπινου γονιδιώματος (Human Genome Project): Μία συντονισμένη διεθνής 
προσπάθεια που οδήγησε στην αποδεκτή αλληλουχία του ανθρώπινου γονιδιώματος.  
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Ανισορροπία σύνδεσης (Linkage Disequilibrium): Η μη τυχαία συσχέτιση γενετικών δεικτών. Ένα σύνολο 
δεικτών σε ένα απλότυπο βρίσκεται σε ανισορροπία σύνδεσης. 

Κλωνοποίηση με βάση τη θέση (Positional Cloning): Προσέγγιση για τον καθορισμό της θέσης ενός 
γονιδίου που, όταν μεταλλαχθεί, προκαλεί μονογονιδιακή νόσο. Σε οικογένειες με τη νόσο, τυποποιούνται 
γενετικοί δείκτες από κάθε χρωμόσωμα, τόσο σε ασθενή όσο και σε υγιή μέλη της οικογένειας. Δείκτες που συν-
κληρονομούνται με τη νόσο αποκαλύπτουν τη χρωμοσωμική περιοχή του γενετικού ελαττώματος  και στη 
συνέχεια τα γονίδια σε αυτήν την περιοχή αλληλουχούνται για να βρεθεί η παθογενετική μεταλλαγή η οποία με 
τη σειρά της αποκαλύπτει το παθογενετικό γονίδιο. 
Μοτίβο αλληλουχίας (Sequence Motif): Αλληλουχίες DNA των οποίων η λειτουργία μπορεί να συνεπαχθεί 
καθώς είναι ίδιες με αλληλουχίες των οποίων η λειτουργία έχει καθοριστεί βιολογικά. 

Δομική γενωμική αλλαγή (Structural Genomic Variation): Αλλαγές μέσα στο γονιδίωμα ως αποτέλεσμα 
διπλασιασμών ή απαλοιφών (που και οι δύο αναφέρονται ως αλλαγές του αριθμού των αντιγράφων-copy 
number variation) ή από αναστροφές γενωμικών τμημάτων. Αν και υπάρχουν συχνές μεγάλες αλλαγές 
(μεγαλύτερες από μία χιλιοβάση), η πλειοψηφία τέτοιων αλλαγών είναι σπάνια. 
Μεταγραφόσωμα (Transcriptome): Η περιγραφή όλου του DNA που μεταγράφεται σε RNA (αγγελιοφόρο 
RNA, μεταφορικό RNA, μικρο-RNA και άλλα είδη RNA). Ο επιπολασμός μίας συγκεκριμένης αλληλουχίας RNA σε 
ένα συγκεκριμένο ιστό είναι ανάλογη της σχέσης του συγκεκριμένου είδους RNA μέσα στον ιστό. 
Πρόγραμμα των 1000 γενωμάτων (1000 Genomes Project): Επαναλληλούχιση ολόκληρου του 
γονιδιώματος 1000 ατόμων από τους πρωτότυπους και επιπρόσθετους πληθυσμούς του σχεδίου HapMap το 
οποίο ξεκίνησε το 2008 και χρηματοδοτείται από ένα διεθνή οργανισμό έρευνας. 
Επεξηγηματικός κατάλογος (Annotation catalog): Ένας χάρτης που αποδίδει τη λειτουργία συγκεκριμένων 
γενωμικών περιοχών όπως περιοχές στις οποίες προσδένονται μη κωδικά RNA ή μεταγραφικοί παράγοντες. 
 
Παραλλαγές του αριθμού των αντιγράφων (Copy-number variation): Αλλαγές μεταξύ ατόμων στον 
αριθμό των αντιγράφων ενός συγκεκριμένου γονιδίου ή DNA αλληλουχίας. Η πλήρης έκταση στην οποία οι 
αλλαγές του αριθμού των αντιγράφων συμβάλλουν στις ανθρώπινες νόσους δεν είναι γνωστή. 
 
Γονιδιακές έρημοι (Gene deserts): Μεγάλες διαγονιδιακές περιοχές. 

Κληρονομικότητα (Heritability): Το ποσοστό των διαφορών μεταξύ ατόμων  για ένα χαρακτηριστικό που 
είναι αποτέλεσμα γενετικών παραγόντων. Συχνά υπολογίζεται στη βάση συσχέτισης γονέων-παιδιών για τα 
συνεχή χαρακτηριστικά ή το πηλίκο της επίπτωσης σε πρώτου βαθμού συγγενείς προσβεβλημένων ατόμων προς 
την επίπτωση σε πρώτου βαθμού συγγενείς μη προσβεβλημένων ατόμων. 
Διαγονιδιακές περιοχές (Intergenic regions): Τμήματα DNA που δεν περιλαμβάνουν ή δεν 
αλληλεπικαλύπτονται με γονίδια. 

Ιντρόνια (Introns): Τμήματα γονιδίων που απομακρύνονται (spliced out) πριν τη μετάφραση σε πρωτεΐνη. Τα 
ιντρόνια μπορεί να περιέχουν ρυθμιστικές πληροφορίες που είναι βασικές για τη σωστή γονιδιακή έκφραση. 

Αναστροφή (Inversion): Ένα χρωμοσωμικό τμήμα το οποίο έχει αποκολληθεί και επανεισαχθεί στην ίδια θέση 
αλλά με τη γενετική αλληλουχία σε ανάστροφη κατεύθυνση. 

Κάλυψη μικρού εύρους (Low -depth coverage): Προκαταρκτική στρατηγική στην αλληλούχιση DNA στην 
οποία κάθε ζεύγος βάσεων αλληλουχείται το λιγότερο 2με 4 φορές και όχι 20 με 30 φορές που είναι 
χαρακτηριστικό της πλήρους (high-depth) αλληλούχισης. 
Συχνότητα ελάσσονος αλληλομόρφου (Minor-allele frequency): Το ποσοστό του λιγότερο συχνού 
αλληλομόρφου εκ των δύο σε ένα πληθυσμό (με δύο αλληλόμορφα σε κάθε αυτοσωμική θέση ενός ατόμου), 
κυμαινόμενο από <1% έως <50%. 
Μη κωδικά RNAs (Noncoding RNAs): Τμήματα RNA που δε μεταφράζονται σε αμινοξικές αλληλουχίες 
γονιδιακής έκφρασης. 

Μη συνώνυμος μονονουκλεοτιδικός πολυμορφ ισμός (Nonsynonymous single-nucleotide 
polymorphism): Ένας πολυμορφισμός που οδηγεί σε αλλαγή στην αμινοξική αλληλουχία. 

Σπάνια παραλλαγή (Rare variant): Μία γενετική αλλαγή με τη συχνότητα του ελάσσονος αλληλομόρφου να 
είναι μικρότερη από 1%. Οι σπάνιες αλλαγές είναι συνήθως μονονουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις αλλά μπορεί να 
είναι και δομικές αλλαγές. 
Παρεμβολή RNA (RNA interference): Η αναστολή της γονιδιακής έκφρασης από μη κωδικά μόρια RNA.  
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Μονονουκλεοτιδικός πολυμορφ ισμός (Single-nucleotide polymorphism [SNP]): Μία αλλαγή ενός 
νουκλεοτιδίου σε μία γενετική αλληλουχία. Πρόκειται για μια συχνή μορφή αλλαγής στο ανθρώπινο γονιδίωμα.  

Αντιπροσωπευτικός μονονουκλεοτιδικός πολυμορφ ισμός (Tag SNP): Ένας εύκολα προσδιοριζόμενος 
μονονουκλεοτιδικός πολυμορφισμός που βρίσκεται σε ισχυρή ανισορροπία σύνδεσης με πολλαπλούς άλλους 
μονονουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς έτσι ώστε να συμπεριφέρεται σαν αντιπρόσωπος αυτών των 
πολυμορφισμών σε ευρείας κλίμακας πλατφόρμες γονοτύπησης. 
 
Μεταγραφ ικός παράγοντας (Transcription factor): Μία πρωτεΐνη που προσδένεται σε ρυθμιστικές περιοχές  
DNA του γονιδίου και βοηθά στη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης. 

Αντιμετάθεση (Translocation) : Ένα χρωμοσωμικό τμήμα το οποίο έχει αποκολληθεί  και επανεισαχθεί σε 
διαφορετικό σημείο στο γονιδίωμα. 

Επίσταση (Epistasis): Το φαινόμενο όπου η δράση ενός γονιδίου (ή μιας γενετικής παραλλαγής) πάνω σε ένα 
χαρακτηριστικό, δεν είναι ανεξάρτητη από τη δράση πάνω στο χαρακτηριστικό ενός άλλου γονιδίου (ή γενετικής 
παραλλαγής). 
Γενετική ετερογένεια (Genetic heterogeneity): Το φαινόμενο όπου διαφορετικές γενετικές παραλλαγές 
προκαλούν ένα και μοναδικό φαινοτυπικό χαρακτηριστικό σε διαφορετικά άτομα ή οικογένειες. 

Πλειοτροπισμός (Pleiotropy): Το φαινόμενο κατά το οποίο ένα γονίδιο ή μία γενετική παραλλαγή επηρεάζουν 
πολλαπλούς φαινοτύπους. 

 

5.5.2 Γενετική ποικιλομορφία σε άτομα και πληθυσμούς. 

Οι παραλλαγές του ανθρώπινου γονιδιώματος συμβάλλουν στη φυσικά παρατηρούμενη ποικιλομορφία 
μεταξύ ατόμων. Σύμφωνα με μία πρόσφατη εκτίμηση, πάνω από το 99.9% της αλληλουχίας του ανθρώπινου 
γονιδιώματος είναι παρόμοια ή πανομοιότυπη ενώ μόνο το 0.1% μπορεί να διαφοροποιείται οδηγώντας στα 
ατομικά χαρακτηριστικά698.  

Πολυμορφισμός στην αλληλουχία DNA συνήθως ορίζεται ως παραλλαγή παρούσα σε συχνότητα 
μεγαλύτερη από το 1% στον πληθυσμό. Αν και ο όρος χρησιμοποιείται εναλλακτικά με τον όρο μετάλλαξη, 
συμβατικά στην ανθρώπινη γενετική έρευνα κάθε γενωμική παραλλαγή με συχνότητα <1% χαρακτηρίζεται ως 
μετάλλαξη699. Η διάκριση αυτή βασίζεται στη συχνότητα εμφάνισης της παραλλαγής στον πληθυσμό και όχι 
στον τύπο της ή στη λειτουργική σημασία της. Ωστόσο, ως κανόνας, σπάνιες μεταλλαγές τείνουν να έχουν ένα 
λειτουργικό αποτέλεσμα που αποκλίνει από τον «άγριο τύπο»(ή την πιο συχνή μορφή) οδηγώντας σε 
υψηλότερο λόγο σήματος/θορύβου για την ανίχνευση γενετικής επίδρασης σε ένα χαρακτηριστικό. Σε 
αντίθεση, οι πολυμορφισμοί τείνουν να αποτελούν λιγότερο λειτουργικές γενετικές παραλλαγές αν και μερικές 
σπάνιες γενωμικές μεταλλάξεις είναι λειτουργικά ουδέτερες ενώ κάποιοι συχνοί πολυμορφισμοί εμφανίζουν 
μείζον λειτουργικό αποτέλεσμα. Οι κύριες μορφές ανθρώπινων γενετικών παραλλαγών απεικονίζονται στην 
εικόνα 5.5.1. 
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Εικόνα 5.5.1. Το φάσμα των παραλλαγών στο ανθρώπινο γονιδίωμα. 
Ένας λογαριθμικός x-άξονας μετρά τον αριθμό των νουκλεοτιδίων από 1bp έως 
100 μεγαβάσεις. Πάνω από τον άξονα, απεικονίζονται οι τύποι των γενετικών 
παραλλαγών μαζί με το εύρος μεγέθους τους που σημειώνεται από κάτω με ένα 
δικόρυφο βέλος. 
SNP =Μονονουκλεοτιδικός πολυμορφισμός, indels= ενθέσεις και απαλοιφές 
STR=μικρές παλίνδρομες αλληλουχίες, bp=ζεύγος βάσεων, kb=χιλιοβάσεις, 
Mb=μεγαβάσεις, CNV=παραλλαγές του αριθμού των αντιγράφων. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Μέχρι στιγμής, επτά ανθρώπινα διπλοειδή γενώματα έχουν πλήρως αλληλουχηθεί και μερικά 
σημαντικά ευρήματα προέκυψαν από αυτές τις μελέτες επαναλληλούχισης700-706. Οι πιο συχνοί είναι οι 
μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί (SNPs) που αριθμούν περίπου 3-4 εκατομμύρια και στους οποίους ένα από 
τα τέσσερα πιθανά νουκλεοτίδια στην αλληλουχία DNA αντικαθιστάται από άλλο, γεγονός που συμβαίνει κατά 
μέσο όρο ανά 800 νουκλεοτίδια κατά μήκος του γονιδιώματος. Άλλοι, μη μονονουκλεοτιδικοί, πολυμορφισμοί 
στην αλληλουχία αφορούν απαλοιφές (deletions) και ενθέσεις (insertions) ενός ή περισσοτέρων νουκλεοτιδίων 
(τα μεγέθη ορίζονται ως 3 και 16 bp ή λιγότερο στις μελέτες των Bentley et.al.700 και Wang et.al.702 
αντίστοιχα) που αριθμούν μερικές εκατοντάδες-χιλιάδες, ανακατατάξεις (rearrangements) και επαναλήψεις 
(repeating) αλληλουχιών οι οποίες μπορεί να είναι μικρά σταθερά επαναλαμβανόμενα μοτίβα ενός έως έξι 
νουκλεοτιδίων (μικροδορυφορικά-microsatellites) ή μεγαλύτερα επαναλαμβανόμενα «μίνιδορυφορικά» καθώς 
επίσης μερικές χιλιάδες παραλλαγές του αριθμού των αντιγράφων και δομικές παραλλαγές. Το πρόγραμμα των 
«1000 γενωμάτων» με την ολοκλήρωση του θα παράσχει ένα αναλυτικό χάρτη όλων των γενετικών 
παραλλαγών και για ένα ευρύ φάσμα συχνοτήτων κυμαινόμενων από σπάνια έως συχνά707. Η διαθεσιμότητα 
τέτοιων χαρτών θα οδηγήσει στην τεχνολογική ανάπτυξη νέων μικροσυστοιχιών ή μεθόδων που θα 
καλύπτουν και τις μη-μονονουκλεοτιδικές παραλλαγές φέρνοντας μία ακόμα επανάσταση στις μελέτες 
γενετικής συσχέτισης.  

Η πλειονότητα των πολυμορφισμών στην αλληλουχία DNA δεν έχουν λειτουργική σημασία αν και 
μερικοί τροποποιούν τη δομή του παραγόμενου πεπτιδίου όπως για παράδειγμα οι αμινοξικές αλλαγές 708, και 
οι αλλαγές μετατόπισης του αναγνωστικού πλαισίου ή αλλαγές που προκαλούν πρόωρο τερματισμό της 
μετάφρασης. Τέτοιοι κωδικοποιούντες πολυμορφισμοί έχουν κλασσικά εμπλακεί σε μονογονιδιακές Μενδελικές 
διαταραχές με προβλέψιμες συνέπειες και επιδεκτικές σε έλεγχο. Αντίθετα ρυθμιστικοί πολυμορφισμοί εκτός 
εξονικών περιοχών είχαν θεωρηθεί από παλιά ως σημαντικοί ρυθμιστές της γονιδιακής έκφρασης και της 
εξέλιξης709, αλλά μόνο τώρα επιβεβαιώνεται η υπόθεση αυτή 710.  

Από τις μέχρι τώρα αναγνωρισμένες μορφές γενετικών παραλλαγών, τα δύο σημαντικότερα συστατικά 
της ανθρώπινης γενετικής ποικιλομορφίας είναι οι μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί (SNPs) και οι 
παραλλαγές του αριθμού των αντιγράφων (copy-number variants). Τα SNPs ως μεμονωμένα νουκλεοτιδικά 
ζεύγη βάσεων στο DNA, διαφέρουν μεταξύ των αλληλουχιών DNA διαφορετικών ατόμων (για παράδειγμα, ένα 
άτομο θα έχει Αδενίνη-Θυμίνη σε μία συγκεκριμένη θέση στο απλοειδές γονιδίωμα, ενώ ένα άλλο άτομο θα 
έχει Γουανίνη-Κυτοσίνη στην ίδια θέση). Οι παραλλαγές του αριθμού των αντιγράφων είναι μεγαλύτερες, 
συνεχόμενες ομάδες από αλληλουχίες DNA (συχνά υπερβαίνοντας τις 1000 bp) που διαφοροποιούνται στον 
αριθμό των αντιγράφων μεταξύ ατόμων (για παράδειγμα μία ομάδα DNA μπορεί να διπλασιαστεί σε ένα άτομο 



 98 

και να απαλειφθεί σε ένα άλλο). Εκατομμύρια SNPs έχουν ανακαλυφθεί στους ανθρώπους και σε επίπεδο 
μεμονωμένου νουκλεοτιδίου, δύο άνθρωποι διαφέρουν περίπου σε 1 ανά 1000 bp711. Οι παραλλαγές του 
αριθμού των αντιγράφων είναι λιγότερο συχνές αλλά επειδή αποτελούνται από μεγαλύτερα τμήματα DNA, 
συμβάλλουν σε ένα επιπρόσθετο 0.4% στις διαφορές της αλληλουχίας DNA μεταξύ δύο ατόμων712, 713. Η 
ομοιότητα στην αλληλουχία DNA μεταξύ των ανθρώπων κατά 99.5% αντανακλά τη σχετικά πρόσφατη, κοινή 
καταγωγή του είδους.  

Οι άνθρωποι έχουν περίπου τη μισή γενετική παραλλαγή που παρατηρείται στον χιμπαντζή της 
κεντρικής Αφρικής714 και το γορίλλα715 και περίπου το ένα δέκατο της παραλλαγής που παρατηρείται στη 
μύγα των φρούτων Drosophila pseudoobscura716. Το γεγονός ότι ο άνθρωπος έχει λιγότερη γενετική 
ποικιλομορφία από πολλούς πληθυσμούς χιμπατζήδων και γοριλλών, παρά το μεγαλύτερο τωρινό πληθυσμιακό 
μέγεθος, αντανακλά προϊστορική συμφόρηση στο μέγεθος του ανθρώπινου πληθυσμού717. 

Τα περισσότερα συχνά SNPs (δηλαδή αυτά των οποίων η συχνότητα του ελάσσονος αλληλομόρφου 
είναι μεγαλύτερη από 5%) είναι κοινά μεταξύ των πληθυσμών από διαφορετικές ηπείρους718. Αυτή η κοινή 
παρουσία αντανακλά τη συνεχή μετανάστευση και γονιδιακή ροή μεταξύ των ανθρώπινων πληθυσμών κατά 
μήκος της ιστορίας, επιπρόσθετα στην πρόσφατη κοινή καταγωγή. Πολλές μελέτες έχουν δείξει ότι η μεγάλη 
πλειοψηφία της γενετικής ποικιλομορφίας (περίπου 85 με 90%) μπορεί να βρεθεί εντός οποιουδήποτε 
ανθρώπινου πληθυσμού (π.χ. δείγματα από τη Μεγάλη Βρετανία και από τη Γκάνα) ενώ μόνο ένα επιπρόσθετο 
10 με 15% της γενετικής παραλλαγής αφορά ολόκληρο τον ανθρώπινο πληθυσμό719, 720. Αυτό αποτελεί άλλο 
ένα μέτρο της γενετικής ομοιότητας μεταξύ ατόμων διαφορετικής καταγωγής.  

Περιστασιακά, ένα SNP ή μία παραλλαγή του αριθμού των αντιγράφων είναι σχετικά συχνά σε ένα 
πληθυσμό αλλά απόντα (ή σχεδόν απόντα) σε ένα άλλο. Αυτό κάποιες φορές οφείλεται στην πρόσφατη 
εμφάνιση της παραλλαγής που δεν είχε ακόμα το χρόνο να εξαπλωθεί σε άλλους πληθυσμούς— όπως για 
παράδειγμα ένα SNP που προκαλεί κληρονομική αιμοχρωμάτωση και είναι συχνό στους Ευρωπαίους αλλά 
σπάνιο κάπου αλλού721. Σε άλλες περιπτώσεις, η διαφορές στη συχνότητα οφείλονται στη φυσική επιλογή σε 
ένα συγκεκριμένο, τοπικό περιβάλλον. Για παράδειγμα η κληρονομική παρουσία λακτάσης είναι ασυνήθης 
στους περισσότερους πληθυσμούς αλλά είναι επικρατούσα σε Ευρωπαϊκούς και Αφρικανικούς κτηνοτροφικούς 
πληθυσμούς στους οποίους η κατανάλωση γάλακτος μετά την παιδική ηλικία παρείχε πλεονέκτημα 
επιλογής722. Πειστικές μαρτυρίες θετικής επιλογής έχουν αποκαλυφθεί και σε γονίδια που επηρεάζουν τη 
μελάχρωση του δέρματος723, την αντοχή στην ελονοσία724, 725 και αντοχή στον πυρετό Λάσα726.  

Συγκρίνοντας τη συχνότητα ενός SNP ή της παραλλαγής του αριθμού των αντιγράφων μεταξύ 
πληθυσμών παρατηρείται γενικά μία ισχυρή συσχέτιση μεταξύ γεωγραφικής τοποθεσίας και γενετικής 
ομοιότητας718, 719, 727. Το εύρημα αυτό δεν εκπλήσσει καθώς πληθυσμοί που βρίσκονται σε γεωγραφική 
γειτνίαση είναι πιθανό να μοιράζονται μία κοινή προέλευση και να ανταλλάσσουν μετανάστες. Μελέτες σε 
επίπεδο πληθυσμών έχουν δείξει ότι Αφρικανικοί πληθυσμοί εμφανίζουν σχετικά μεγαλύτερη γενετική ποικιλία 
σε σχέση με άλλους πληθυσμούς και οι παραλλαγές που ανευρίσκονται εκτός Αφρικής τείνουν να αποτελούν 
υποομάδα της Αφρικανικής γενετικής παραλλαγής728. Αυτά τα πρότυπα που παρατηρούνται ακόμα και όταν 
συγκρίνεται ένας σχετικά μικρός αριθμός SNPs ή παραλλαγές του αριθμού των αντιγράφων (100 ή περίπου 
100), υποστηρίζουν μία κοινή Αφρικανική προέλευση του ανθρώπινου είδους729.  

Αν αναλυθούν μεγαλύτεροι αριθμοί πολυμορφισμών η μεμονωμένη καταγωγή μπορεί να εξαχθεί κατά 
προσέγγιση. Πρώιμες μελέτες πέτυχαν να ταξινομήσουν επιτυχώς τα περισσότερα δείγματα ατόμων στην 
ήπειρο προέλευσης τους730-732. Πιο πρόσφατα, με ανάλυση μέχρι νός εκατομμυρίου SNPs τη φορά, οι 
ερευνητές κατάφεραν να προσδιορίσουν την καταγωγή του κάθε ατόμου με περισσότερη ακρίβεια, συχνά 
τοποθετώντας την σε συγκεκριμένη γεωγραφική περιοχή718, 733, 734. Καθώς η συχνότητα των περισσοτέρων 
SNPs διαφέρει λίγο μεταξύ των πληθυσμών συμπεράσματα συγκεκριμένης κλίμακας σχετικά με την καταγωγή 
μπορούν να εξαχθούν μόνο αν μελετηθεί ένας μεγάλος αριθμός SNPs ή μόνο όταν επιλεγούν SNPs που είναι 
ήδη γνωστό ότι παρουσιάζουν μεγάλες διαφορές στη συχνότητα μεταξύ πληθυσμών735. Ελάχιστες, αν όχι 
καμία, από τις παραλλαγές ενός SNP είναι παρούσες σε όλα τα μέλη ενός πληθυσμού αλλά απούσες σε όλα τα 
μέλη ενός άλλου πληθυσμού. Έτσι είναι δυνατή η εξαγωγή μόνο κατά προσέγγιση συμπερασμάτων σχετικά με 
την καταγωγή ενός ατόμου από μία ομάδα SNPs (με κάποιες επιφυλάξεις736, 737 {Royal, 2010 #718), αλλά δεν είναι 
δυνατό να καθοριστεί με όποια βεβαιότητα ο γονότυπος ενός SNP για κάποιο άτομο στη βάση της γνώσης της 
καταγωγής του738. 

Αν και η καταγωγή ενός ατόμου μπορεί να προσδιορισθεί από γενετικά δεδομένα μόνο κατά 
προσέγγιση, η συνεχώς αυξανόμενη κατανόηση των δεδομένων αυτών δείχνει ότι οι πληθυσμιακές κατηγορίες 
δεν είναι διακριτές, εύκολα ανιχνεύσιμες, οντότητες. Πολλοί πληθυσμοί όπως ο Αφροαμερικανικός και ο 
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Ισπανοαμερικανικός, έχουν σύνθετες, πρόσφατες προγονικές ιστορίες. Οι Αφροαμερικανοί, κατά μέσο όρο, 
υπολογίζεται να έχουν περίπου 20% Ευρωπαϊκή καταγωγή739 αλλά αυτό το ποσοστό διαφέρει σημαντικά 
μεταξύ διαφορετικών Αφροαμερικανικών πληθυσμών εντός της Βόρειας Αμερικής740-742. Πιο σημαντικό, 
γενετικές αναλύσεις της καταγωγής ενός ατόμου δείχνουν ότι μερικά άτομα αυτοπροσδιοριζόμενα ως 
Αφροαμερικανοί έχουν μεγάλα ποσοστά (περισσότερο από 50%) Ευρωπαϊκής γενετικής καταγωγής ενώ μερικά 
αυτοπροσδιοριζόμενα άτομα ως Ευρωαμερικανοί έχουν ουσιαστικά, πρόσφατη Αφρικανική γενετική 
καταγωγή742, 743. 

Επιπρόσθετα, ένα ποσοστό των διαφορών μεταξύ πληθυσμών εξαρτάται μερικά από τους 
ανθρώπινους πληθυσμούς που αποτέλεσαν το γενετικό δείγμα. Η παρούσα έκταση της πληθυσμιακής 
δειγματοληψίας είναι, στην καλύτερη περίπτωση, ημιτελής. Όσο μεγαλύτερος είναι ο αριθμός των ανθρώπινων 
πληθυσμών που γονοτυπήθηκαν και όσο μικρότερο το μέσο επίπεδο των παραλλαγών μεταξύ των 
πληθυσμών744 τόσο δυσκολότερο είναι να καθοριστούν τα όρια μεταξύ πληθυσμών. Οι ορισμοί των 
πληθυσμών ή των εθνικών ομάδων είναι σύνθετοι και μερικές φορές αλληλεπικαλυπτόμενοι ή αμοιβαία 
αντιφατικοί, ενσωματώνοντας πολιτιστικά, γλωσσικά, βιολογικά και γεωπολιτικά χαρακτηριστικά745. Οι ορισμοί 
αυτοί ποικίλουν μέσα στις χώρες, όπως συμβαίνει με την πάροδο του χρόνου, με τις εθνικές και φυλετικές 
κατηγορίες να αλλάζουν κάθε 10 χρόνια στην Αμερικανική απογραφή746. 

Οι πληθυσμιακές κατηγορίες, συμπεριλαμβανομένων της φυλής και της εθνικής ομάδας, είναι 
σαφέστατα ανεπαρκείς για να περιγράψουν πλήρως το πρότυπο και το εύρος των παραλλαγών μεταξύ 
ατόμων. Μία περισσότερο ακριβής εκτίμηση για τον κίνδυνο της νόσου μπορεί να επιτευχθεί με γονοτύπηση 
σε άτομα γενετικών παραλλαγών σχετιζόμενων με τη νόσο και όχι χρησιμοποιώντας πληθυσμιακή υπαγωγή ως 
παρένθεμα.  

 

5.5.3 Οι μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί στο ανθρώπινο γονιδίωμα. 

Το αποτέλεσμα της ισχυροποίησης των τεχνολογικών εφαρμογών για την ανίχνευση παραλλαγών στο 
γονιδίωμα, οδήγησε στη διαπίστωση ότι οι περισσότερες από τις παραλλαγές που ανιχνεύθηκαν την τελευταία 
20ετία είναι μικρές και ποιοτικές-κυρίως μονονουκλεοτιδικές αλλαγές. Η δυνητική τους παθογένεια συνοψίζεται 
στην εικόνα 5.5.2. 

 

 

 

 

Σύμφωνα με δημοσιευμένα αποτελέσματα, το 50% των SNPs βρίσκεται σε μη κωδικοποιούσες περιοχές, ενώ 
από το υπόλοιπο ποσοστό που εντοπίζεται σε κωδικοποιούσες περιοχές, 25% οδηγεί σε μη-συνώνυμες 
αλλαγές (και άρα αλλαγές αμινοξέων) και το υπόλοιπο 25% σε «σιωπηρές αλλαγές»747 για τις οποίες θα ήταν 
δοκιμότερος ο όρος συνώνυμες αλλαγές. Τα μη συνώνυμα SNPs μπορούν να παράγουν νόσο και για αυτό το 
λόγο υπόκεινται σε φυσική επιλογή. Τα συνώνυμα SNPs αν και αρχικά θεωρήθηκαν ως αδιάφορα για τη 
γενετική λειτουργία, πρόσφατα δεδομένα καταρρίπτουν αυτήν την υπόθεση με τα «συνώνυμα» SNPs να 
επηρεάζουν το μάτισμα, τη σταθερότητα και τη δομή του mRNA αλλά και πολύ πρόσφατα βρέθηκε να 
επηρεάζουν και την αναδίπλωση της παραγόμενης πρωτεΐνης (για ανασκόπηση του ρόλου των συνώνυμων 
SNPs748).  

Η ακριβής αποσαφήνιση των αιτιολογικών παραλλαγών που τροποποιούν τον ανθρώπινο φαινότυπο, 
ιδιαίτερα τις νόσους, αποτελούν θεμελιώδη στόχο της ανθρώπινης γενετικής παρέχοντας ζωτικής σημασίας 

Εικόνα 5.5.2. Μονονουκλεοτιδικές γενωμικές αλλαγές. 
Η αλλαγή ενός νουκλεοτιδίου από κάποιο άλλο όπως η αλλαγή της «αγρίου 
τύπου» γουανίνης (αλληλόμορφο 1) με αδενίνη (αλληλόμορφο 2), αναφέρεται 
είτε ως μετάλλαξη αν είναι παρούσα σε <1% του γενικού πληθυσμού, είτε ως  
SNP αν είναι παρούσα σε >1% του γενικού πληθυσμού. Τα  SNPs είναι 
συχνά στο ανθρώπινο γονιδίωμα. Οι περισσότερες μονονουκλεοτιδικές 
αλλαγές εντοπίζονται έξω από τις κωδικοποιούσες περιοχές (μη 
κωδικοποιούσες)  και δεν έχουν κάποια επίδραση στη βιολογική λειτουργία 
της πρωτεΐνης (σιωπηλές) αν και μπορεί να επηρεάζουν τη γονιδιακή 
έκφραση ή το μάτισμα. Ωστόσο, παραλλαγές που ανευρίσκονται σε 
κωδικοποιούσες περιοχές μπορεί να κωδικοποιούν για αλλαγές στην 
αμινοξική δομή  (μη συνώνυμες ή παρερμηνεύσιμες) ή να προκαλούν 
πρόωρο τερματισμό της αμινοξικής αλύσου (ανερμηνεύσιμες) και έτσι να 
έχουν μία πιθανή, άμεση  σχέση με τη νόσο. 

 



 100 

ιδέες για τη βιολογία που συνδέει το γονότυπο με το φαινότυπο και δυνητικά διευκολύνοντας την πρόβλεψη 
έναρξης της νόσου. Πρόσφατα η «νέας γενιάς» αλληλούχιση του DNA749 παρέχει ένα μέσο για τον ορισμό 
σχεδόν πλήρως περιεκτικών χαρτών των γενετικών παραλλαγών, συμπεριλαμβανομένων των εκατομμυρίων 
μονονουκλεοτιδικών παραλλαγών, εκατοντάδων χιλιάδων μικρών ενθέσεων και απαλοιφών και χιλιάδων 
δομικών παραλλαγών700 στο τυπικό ανθρώπινο γονιδίωμα. Οι περισσότερες από αυτές είναι συχνές750, αλλά 
μεμονωμένα γονιδιώματα περιλαμβάνουν πολλές χιλιάδες σπάνιων και «μεμονωμένων» (private) γενετικών 
παραλλαγών (πίνακας 5.5.2). 

 

Πίνακας 5.5.2. Δυνητικές συχνότητες των αιτιολογικών πολυμορφισμών στο ανθρώπινο 
γονιδίωμα. (Πηγή: Cirulli, E.T. & Goldstein, D.B. Nat. Rev. Genet. 2010;11(6):415-425) 

Κατηγορία 
πολυμορφισμού  

Συχνότητα ελάσσονος 
αλληλομόρφου  

Πιθανή διαχείριση στην 
ανάλυση  

Πολύ συχνός  Μεταξύ 5 και 50%  Επιδεκτικός σε ανάλυση 
συσχέτισης χρησιμοποιώντας 
τις τρέχουσες μεθόδους 
«συσχέτισης ολόκληρου του 
γονιδιώματος».  

Λιγότερο συχνός  Μεταξύ 1 και 5%  Επιδεκτικός σε ανάλυση 
χρησιμοποιώντας 
πολυμορφισμούς  που 
εντοπίζονται στον κατάλογο 
του «1000 Genomes Project».  

Σπάνιος (αλλά όχι 
μεμονωμένος)  

Μικρότερη από 1% αλλά και πάλι 
πολυμορφικό σε ένα ή 
περισσότερους από τους μείζονες 
ανθρώπινους πληθυσμούς.  

Επιδεκτικός μέσα στο πλαίσιο 
εκτεταμένης επαναλληλούχισης 
με βάση το φαινότυπο καθώς 
επίσης και συνδιαχωρισμού σε 
οικογένειες.  

Μεμονωμένος  Περιορισμένος σε μεμονωμένο 
άτομο, πρώτης γενιάς απογόνους 
και άμεσους συγγενείς.  

Δύσκολο να αναλυθεί εκτός και 
αν γίνει μελέτη 
συνδιαχωρισμού σε 
οικογένειες. Καθώς η 
πληροφορία για γενετική 
σύνδεση (εξορισμού) θα είναι 
περιορισμένη, η ανίχνευση θα 
περιοριστεί στους πλέον 
αναγνωρίσιμους 
πολυμορφισμούς.  

 

5.5.4 Μελέτες χαρτογράφησης και μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί στην 
απομόνωση γονιδίων που ευθύνονται για ασθένειες. 

Οι κύριες πιθανές προσεγγίσεις στη χαρτογράφηση γονιδίων που είναι υπεύθυνα για την εμφάνιση 
νόσων ή ποσοτικών χαρακτηριστικών ομαδοποιούνται πρακτικά σε δύο κύριες κατηγορίες, τις μελέτες του 
«υποψήφιου γονιδίου» (candidate-gene approaches) που χρησιμοποιoύν προσεγγίσεις είτε συσχέτισης 
είτε επαναλληλούχισης ολόκληρου του γονιδίου και τις μελέτες σε ολόκληρο το γονιδίωμα (genome-
wide studies) που περιλαμβάνουν τόσο τη χαρτογράφηση σύνδεσης (linkage mapping) όσο και τις μελέτες 
συσχέτισης σε ολόκληρο το γονιδίωμα (genome-wide association studies)751. 

Τα τελευταία 20 χρόνια, η γενετική ανάλυση σύνδεσης συνδυασμένη με την κλωνοποίηση με βάση τη 
θέση προσέφερε μία ορθολογική και απλή διαδρομή στην ανεύρεση μεταλλαγών που οδηγούν σε 
μονογονιδιακά νοσήματα όπως η κυστική ίνωση και η χορεία του Huntington. Οι παραλλαγές που προκαλούν 
μονογονιδιακές διαταραχές συχνά είναι σπάνιες (πιθανά γιατί η αρνητική φυσική επιλογή ελαττώνει τη 
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συχνότητα παραλλαγών που προκαλούν νόσους χαρακτηριζόμενες από πρώιμη νοσηρότητα και 
θνησιμότητα752, 753). Με μερικές σημαντικές εξαιρέσεις, οι μελέτες αυτές οδήγησαν σε μεταλλαγές που 
τροποποιούσαν την αμινοξική αλληλουχία της πρωτεΐνης και αύξαναν σημαντικά τον κίνδυνο της νόσου754. Η 
σύνδεση βασίζεται στην προϋπόθεση ότι όσο πιο κοντά ο δείκτης εντοπίζεται στο γονίδιο της νόσου, τόσο 
μικρότερη πιθανότητα έχει να διαχωριστεί από αυτό με φαινόμενα ανασυνδυασμού στις μελλοντικές γενιές σε 
μία οικογένεια. 

Η επιτυχία στην ανεύρεση των υπεύθυνων γονιδίων για μονογονιδιακά νοσήματα, εξελίχθηκε 
παράλληλα με την εξέλιξη του σχεδίου του ανθρώπινου γονιδιώματος και η πρόοδος στη χαρτογράφηση 
γονιδίων επιταχύνθηκε καθώς αυξανόταν το ποσό της αλληλουχίας του γονιδιώματος. Το σχέδιο του 
ανθρώπινου γονιδιώματος ξεκίνησε να χαρτογραφεί διαφορετικές μορφές πολυμορφικών αλληλουχιών στο 
γονιδίωμα, χρησιμοποιώντας αρχικά ανάλυση μεγέθους περιοριστικών τμημάτων (RFLPs)755, μία μεθοδολογία 
που αν και δαπανηρή και όχι ιδιαίτερα αποτελεσματική επέτρεψε να πραγματοποιηθούν οι πρώτες αναλύσεις 
σύνδεσης756. Οι επόμενοι πολυμορφικοί δείκτες που ανακαλύφθηκαν ήταν οι μίνι-δορυφορικοί δείκτες ή αλλιώς 
ο ποικίλος αριθμός παλίνδρομων επαναλήψεων (VNTRs) που διέθεταν περιορισμένη χρησιμότητα λόγω της μη 
τυχαίας κατανομής τους στο γονιδίωμα757. Ένα μείζον ερέθισμα στην έρευνα για πολυμορφικούς δείκτες 
προήλθε από τη χρήση των μικρών παλίνδρομων επαναλήψεων (STRs) που ήταν ισχυρά πολυμορφικοί και 
κατατοπιστικοί δείκτες με τουλάχιστον 20 διαφορετικές παραλλαγές και επιτάχυναν τη διαδικασία της 
ανάλυσης σύνδεσης σε οικογένειες επιτρέποντας ταχείες απεικονίσεις σε ολόκληρο το γονιδίωμα758, 759. Οι 
μελέτες γενετικής σύνδεσης που ακολούθησαν τις πρώτες μελέτες γενετικής συσχέτισης βασίζονται στο συν-
διαχωρισμό (cosegregation) χρωμοσωμικών περιοχών με βάση ένα φαινοτυπικό χαρακτηριστικό μέσα σε 
οικογένειες όπως συμβαίνει για τα υψηλής διεισδυτικότητας Μενδελιανά χαρακτηριστικά. Η μέθοδος αυτή 
εφαρμόστηκε και σε σύνθετα χαρακτηριστικά με τον σακχαρώδη διαβήτη τύπου 1 και τις ψυχιατρικές 
διαταραχές μεταξύ των πιο πρώιμων νόσων που μελετήθηκαν με ανάλυση σύνδεσης760, 761. Με την πάροδο 
της δεκαετίας του ’90, η ανάλυση σύνδεσης για σύνθετα χαρακτηριστικά αποδείχτηκε ανεπιτυχής762 αν και πιο 
πρόσφατα κάποια γονίδια που συμβάλλουν σε συχνές νόσους ανιχνεύθηκαν με την προσέγγιση αυτή763-765. 

Τελικά ο κύκλος κλείνει στην ανεύρεση γονιδίων προδιάθεσης σε νόσους με τη χρήση των 
μονονουκλεοτιδικών πολυμορφισμών766. Οι απλές αυτές παραλλαγές είναι εύκολα προσδιοριζόμενες είτε με 
RFLPs είτε με PCR και φθοριοσημασμένους μηχανισμούς ανίχνευσης.  

Η κύρια οδηγός δύναμη που οδήγησε στη χρήση των SNPs ήταν η αλλαγή στον τύπο των γενετικών 
μελετών που πραγματοποιούσαν οι ερευνητικές ομάδες. Ενώ τα STRs ήταν ιδανικά για αναλύσεις σύνδεσης 
στις οποίες οι απόγονοι μιας οικογένειας χρησιμοποιούνταν για να αναγνωριστεί το υπεύθυνο γονίδιο για μια 
μονογονιδιακή νόσο, πρόσφατα υπήρξε μία στροφή προς την ανάλυση σύνθετων, πολυπαραγοντικών νόσων 
όπως ο σακχαρώδης διαβήτης, οι καρδιαγγειακές νόσοι και τα χρόνια φλεγμονώδη νοσήματα, τα οποία 
εμφανίζονται με πολύ μεγαλύτερη συχνότητα από τα μονογονιδιακά και συνεπώς εμφανίζουν μεγαλύτερο 
κοινωνικό φορτίο. Η ευρύτατα οικογενής φύση των σύνθετων νόσων υποδηλώνει ένα σημαντικό γενετικό 
στοιχείο, το οποίο όμως αποτελείται από πολλαπλές γονιδιακές παραλλαγές που κάθε μία συμβάλλει σε μικρό 
ποσοστό στο συνολικό αποτέλεσμα. Αυτή η γενετική ποικιλότητα, ενισχύεται επιπρόσθετα και από τη γενετική 
ετερογένεια στην οποία διαφορετικοί συνδυασμοί γενετικών παραλλαγών οδηγούν σε παρόμοιο φαινότυπο. Η 
έκταση του προβλήματος αυτού φαίνεται να είναι αρκετά μεγάλη ώστε η συχνότητα κάθε πολυμορφισμού που 
συμβάλλει στο φαινότυπο της νόσου να είναι ελαφρά μόνο αυξημένη στην ομάδα των ασθενών συγκριτικά με 
τους υγιείς μάρτυρες και οι αρχικά χρησιμοποιούμενες αναλύσεις σύνδεσης είχαν μόνο περιορισμένη ισχύ για 
να ανιχνεύσουν τέτοιες μικρές δράσεις767 

Οι μελέτες γενετικής συσχέτισης σε μεγάλους αριθμούς συμμετεχόντων ήρθαν για να δώσουν μία 
διέξοδο στο πρόβλημα που παρατηρήθηκε με τις σύνθετες νόσους. Στις μελέτες αυτές οι ασθενείς 
συγκρίνονται με καλά αντιστοιχισμένους υγιείς μάρτυρες από τον ίδιο πληθυσμό δίνοντας μεγαλύτερες 
πιθανότητες ανίχνευσης μικρών γενετικών επιδράσεων768. Οι πρώτες μελέτες γενετικής συσχέτισης με την 
«προσέγγιση του υποψήφιου γονιδίου» (candidate-gene approach) αποτέλεσαν το στυλοβάτη των 
ανθρώπινων γενετικών μελετών για δεκαετίες και θα συνεχίζουν να διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο. Σε αυτές 
τις βασιζόμενες σε υπόθεση μελέτες, τα γονίδια που επιλέγονται για περαιτέρω αναλύσεις εντοπίζονται είτε 
από τη θέση τους σε μία περιοχή σύνδεσης είτε στη βάση προηγούμενης μαρτυρίας ότι μπορεί να επηρεάζουν 
τον κίνδυνο για τη νόσο (ανασκοπήσεις769, 770). Ο πιο ολοκληρωμένος τρόπος για ανάλυση των υποψήφιων 
γονιδίων είναι η επαναλληλούχιση ολόκληρου του γονιδίου σε ασθενείς και υγιείς μάρτυρες ψάχνοντας για 
παραλλαγές ή ομάδες παραλλαγών που υπεραντιπροσωπεύονται ή υποαντιπροσωπεύονται στην ομάδα των 
ασθενών. Εναλλακτικός τρόπος ανάλυσης των υποψήφιων γονιδίων είναι οι μελέτες συσχέτισης με τη χρήση 
συχνών παραλλαγών που είναι φθηνότερες και απλούστερες από την πλήρη επαναλληλούχιση και έχουν 
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προταθεί ως ισχυρό μέσο στην ανίχνευση παραλλαγών που προδιαθέτουν σε σύνθετες νόσους. Στην 
απλούστερη μορφή τους οι μελέτες συσχέτισης συγκρίνουν τις συχνότητες αλληλομόρφων ή γονοτύπων για 
μία συγκεκριμένη παραλλαγή μεταξύ ασθενών και υγιών. Οι μελέτες συσχέτισης του «υποψήφιου γονιδίου», 
αναγνώρισαν πολλά από τα γονίδια που συμβάλλουν στην προδιάθεση για σύνθετες νόσους771. Αυτές οι 
μελέτες διευκολύνθηκαν σημαντικά από τη χρήση έμμεσων μεθόδων όπως η «ανισορροπία σύνδεσης» 
(Linkage Disequilibrium) αλλά εξακολουθούν να βασίζονται στη σωστή πρόβλεψη του γονιδίου ή των γονιδίων 
συνήθως στη βάση της βιολογικής υπόθεσης η οποία όσο ευρεία και αν είναι, θα αναγνωρίσει ένα μόνο μέρος 
των γενετικών παραγόντων κινδύνου, ακόμα και αν η παθοφυσιολογία της νόσου είναι καλά κατανοητή. 

Ο πλέον κατάλληλος γενετικός δείκτης για τέτοιου είδους μελέτες είναι o SNP που βρίσκεται σε 
πληθώρα στο γονιδίωμα και εμφανίζει σημαντική σταθερότητα λόγω χαμηλού ρυθμού μεταλλάξεων. 
Επιπρόσθετα τα SNPs αν και μπορούν να χρησιμεύσουν ως παρένθετοι δείκτες, αρκετά από αυτά έχουν και 
λειτουργικές συνέπειες αν εμφανίζονται σε κωδικοποιούσες ή ρυθμιστικές περιοχές του γονιδίου. Έτσι τα SNPs 
επιλέχθηκαν ως η βάση για τους υψηλής πυκνότητας γενετικούς χάρτες που απαιτούνταν για τη νέα πορεία 
της ανθρώπινης γενετικής772.  

Ωστόσο οι πρώιμες μελέτες γενετικής συσχέτισης μέσω «προσέγγισης του υποψήφιου γονιδίου» 
υπολείπονταν σε επαρκή ισχύ (power) οφειλόμενη σε ανεπαρκές μέγεθος δειγμάτων και σε έλλειψη εκτίμησης 
για τη σημαντικότητα της αντιστοίχησης ασθενών και υγιών μαρτύρων. Οι ισχυρές προκαταλήψεις (bias) που 
συνεισέφεραν στα αρχικά θετικά αποτελέσματα έχουν πλέον επιβεβαιωθεί ξεκάθαρα773 και οι αναφορές για 
συσχετίσεις «υποψήφιων γονιδίων» θα πρέπει να εκτιμώνται με επιφύλαξη, μέχρι να διενεργηθούν πολλαπλές 
αναπαραγωγές του αποτελέσματος σε διαφορετικούς πληθυσμούς. Οι μελέτες αυτές διενεργούνται για να 
διερευνήσουν μία εύλογη υπόθεση αλλά το ενδεχόμενο αυτό δεν πρέπει να μετριάζει τις απαιτήσεις για 
εύρωστη και αναπαραγώγιμη στατιστική απόδειξη774. 

Όταν σχεδιάζεται μία μελέτη γενετικής συσχέτισης υπάρχουν τέσσερα κύρια χαρακτηριστικά που θα 
πρέπει να λαμβάνονται υπόψη: η νόσος ή το χαρακτηριστικό που θα μελετηθεί, οι ομάδα των συμμετεχόντων 
στους οποίους τα προς μελέτη χαρακτηριστικά αξιολογούνται ή μετρώνται, οι γενετικοί δείκτες που θα 
τυποποιηθούν στους συμμετέχοντες και η αναλυτική μέθοδος για τον έλεγχο της συσχέτισης μεταξύ 
γονοτύπου και φαινοτύπου. Αν και βιβλιογραφικά η μεγαλύτερη προσοχή έχει στραφεί στην επιλογή των 
δεικτών, στις μεθόδους γονοτύπησης και στην αναλυτική μέθοδο, η επιλογή του φαινοτύπου και του 
πληθυσμού είναι εξίσου σημαντικά για την επιτυχή μελέτη γενετικής συσχέτισης775. 

Η πρώτη απόφαση που πρέπει να ληφθεί αφορά το φαινότυπο ή διαφορετικά το σύνθετο 
χαρακτηριστικό που πρόκειται να μελετηθεί. Γενικά υπάρχουν δύο κατηγορίες χαρακτηριστικών: τα διακριτά, 
συνήθως διχοτομημένα, χαρακτηριστικά (στα οποία υπάρχουν δύο πιθανοί φαινότυποι όπως η παρουσία ή όχι 
της νόσου) και τα συνεχή, ποσοτικά, χαρακτηριστικά (στα οποία ο φαινότυπος λαμβάνει ένα εύρος τιμών 
όπως τα επίπεδα γλυκόζης αίματος). Τα χαρακτηριστικά με τη μεγαλύτερη κλινική σημασία τείνουν να είναι τα 
διχοτομημένα χαρακτηριστικά της νόσου έναντι υγείας και οι συσχετίσεις μεταξύ γενετικών παραλλαγών και 
προδιάθεση για νόσο παρέχουν μία άμεση δίοδο για την κατανόηση του υποκείμενου γενετικού παράγοντα 
κινδύνου για τη νόσο. Ωστόσο, οι συχνές ασθένειες έχουν πολλαπλά χαρακτηριστικά που τις καθιστά 
δυσκολότερες για γενετική ανάλυση. Η κληρονομικότητα στη προδιάθεση για νόσο (δηλαδή το κλάσμα εκείνο 
των παραλλαγών στην προδιάθεση που οφείλεται σε γενετικούς παράγοντες) μπορεί να είναι αρκετά χαμηλή 
εάν ισχυροί, μη γενετικοί, παράγοντες συμβάλλουν στην προδιάθεση και η χαμηλή κληρονομικότητα 
ελαττώνει την ισχύ των γενετικών μελετών776. Πριν την έναρξη επομένως μίας γενετικής μελέτης θα πρέπει να 
έχει αποσαφηνιστεί εάν η κληρονομικότητα (που μπορεί να υπολογιστεί είτε από μελέτες διδύμων ή 
μελετώντας οικογένειες777) έχει συμμετοχή στον καθορισμό του φαινοτύπου. 

Δεύτερο σημαντικό σημείο στις μελέτες γενετικής συσχέτισης αποτελεί η επιλογή του 
πληθυσμιακού δείγματος προς μελέτη με διαφορετικά σχήματα επιλογής δείγματος ανάλογα με το αν η 
σχεδιαζόμενη μελέτη είναι προοπτική ή αναδρομική (εικόνα 5.5.3). 
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Τρίτο σημείο αποτελεί η επιλογή των γενετικών δεικτών. Οι δείκτες αυτοί μπορεί να είναι 
μεμονωμένοι δείκτες ή δείκτες που εκτείνονται σε γονίδια ή χρωμοσωμικές περιοχές (π.χ σε περιοχές με 
υψηλή σύνδεση) ενώ ως ύστατος δείκτης μπορεί να χρησιμοποιηθεί και ολόκληρο το γονιδίωμα. Ουσιαστικά η 
επιλογή των δεικτών βασίζεται σε τέσσερα κριτήρια: η εξαρχής πιθανότητα να είναι λειτουργικός, η συσχέτιση 
του με δυνητικά αιτιολογικές παραλλαγές (ανισορροπία σύνδεσης), μη-συννώνυμες παραλλαγές που 
ανιχνεύθηκαν με αλληλούχιση και τεχνολογικά κριτήρια που αφορούν τη διαθεσιμότητα υποστρωμάτων 
προεπιλεγμένων SNPs για μαζική και χαμηλού κόστους γονοτύπηση (εικόνα 5.5.4)775 

 

 

 

Μερικά SNPs είναι εξαρχής περισσότερο πιθανό να είναι λειτουργικά (να αυξάνουν ή να μειώνουν τον 
κίνδυνο νόσου) σε σχέση με άλλα. Αυτά που επιλέγονται με βάση την πιθανή λειτουργικότητα τους 
περιλαμβάνουν τα μη-συννώνυμα SNPs που έχουν μεγαλύτερη πιθανότητα να είναι εξελικτικά επιβλαβή ή 
ωφέλιμα708, 778 και επομένως περισσότερο πιθανά να συμβάλλουν σε συχνές ασθένειες779. Ως συμπλήρωμα 
στα μη-συννώνυμα SNPs, μπορούν να επιλεγούν παραλλαγές και από μη εξονικές περιοχές που είναι 
συντηρημένες μεταξύ των ειδών και μπορεί να αποτελούν λειτουργικά σημαντικές ρυθμιστικές αλληλουχίες780. 
Η επιτυχία τέτοιων στρατηγικών εξαρτάται όχι μόνο από την αποκάλυψη των λειτουργικών SNPs αλλά και από 
το πόσο αποτελεσματική είναι η μεθοδολογία αυτή στον εμπλουτισμό της για παραλλαγές του γονιδιώματος 
που συμβάλλουν σε συχνές νόσους. Ενώ σε αρχικές μελέτες οι μη-συννώνυμες παραλλαγές θεωρήθηκαν ως οι 
κύριες παραλλαγές που προκαλούν νόσο, αυτό πιθανά οφειλόταν στην υπεραντιπροσώπευση τους καθώς 
αποτελούσαν τις πλέον μελετημένες παραλλαγές στις γενετικές συσχετίσεις781. Με την εξέλιξη των μελετών 
αυτών και τη μετάβαση στην εποχή των μελετών συσχέτισης ολόκληρου του γονιδιώματος (GWAS) για τις 
οποίες θα γίνει αναλυτικότερα λόγος παρακάτω, φαίνεται ότι περίπου το 88% των σχετιζόμενων με 
χαρακτηριστικά γενετικών παραλλαγών είναι μη κωδικοποιούσες782. Ωστόσο παραμένει μεγάλη δυσκολία στην 
αποσαφήνιση του λειτουργικού τους ρόλου καθώς είναι δυσκολότερο να αναγνωριστεί σε σχέση με αυτόν των 
μη-συννώνυμων παραλλαγών καθώς η παρούσα γνώση γύρω από τις ρυθμιστικές αλληλουχίες βρίσκεται 
σαφώς σε χαμηλότερο επίπεδο σε σχέση με τη γνώση του γενετικού κώδικα. Γενικά οι μη κωδικοποιούσες 
περιοχές οι οποίες περιλαμβάνουν τις περιοχές του υποκινητή, τις 5’ αμετάφραστες περιοχές (5’-UTR), τις 3’ 
αμετάφραστες περιοχές (3’-UTR), τα ιντρόνια και τις διαγονιδιακές περιοχές (περιοχές μεταξύ γονιδίων), 
μπορούν να λειτουργήσουν ως ρυθμιστικές αλληλουχίες που επηρεάζουν το μάτισμα των γονιδίων, τη 

Εικόνα 5.5.3. Μέθοδοι για την επιλογή ατόμων 
για μία μελέτη γενετικής συσχέτισης.   
Σε μία προοπτική μελέτη οι συμμετέχοντες 
στρατολογούνται από ένα προκαθορισμένο 
πληθυσμό ανεξάρτητα από την κατάσταση 
νόσου. Καταγράφονται τα φαινοτυπικά 
χαρακτηριστικά και τα άτομα παρακολουθούνται 
για την ανάπτυξη νόσου. Στην .αναδρομική 
μελέτη τα άτομα επιλέγονται με βάση την ύπαρξη 
της νόσου και λαμβάνεται το ιστορικό 
παλαιότερων περιβαλλοντικών επιδράσεων και 
άλλων φαινοτυπικών χαρακτηριστικών. 

 

Εικόνα 5.5.4. Μέθοδοι για την επιλογή 
SNPs για μία μελέτη γενετικής 
συσχέτισης.   
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μεταγραφή και τη μετάφραση, επηρεάζοντας έτσι τη γονιδιακή έκφραση. Έτσι κατά την επιλογή δεικτών για 
μια μελέτη γενετικής συσχέτισης πρέπει να λαμβάνεται υπόψη ότι οι λειτουργικά σημαντικές αλλαγές σε μη 
κωδικοποιούσες περιοχές γονιδίων, συνήθως εντοπίζονται: 5’ ως προς ανοιχτά αναγνωστικά πλαίσια, στις 
νησίδες CpG, στα σημεία πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων ή πυρηνικών υποδοχέων, στα σημεία 
ματίσματος του mRNA, στα σημεία πολυαδενυλίωσης, σε περιοχές πλούσιες σε αδενίνη-ουριδίνη. Εκτός από 
τις εξονικές μεταλλαγές, μερικές μη κωδικοποιούσες αλλαγές μπορούν να οδηγήσουν σε τροποποιημένη 
γονιδιακή έκφραση και λειτουργία783. Όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως, στην επιλογή των δεικτών για τις 
μελέτες γενετικής συσχέτισης σημαντικό ρόλο μπορεί να καταλαμβάνουν και οι συνώνυμες παραλλαγές στις 
κωδικοποιούσες περιοχές. Ένας μεγάλος αριθμός μελετών την τελευταία δεκαετία υποστηρίζει την άποψη ότι 
οι συνώνυμες αλλαγές σε κωδικοποιούσες περιοχές βρίσκονται κάτω από εξελικτική πίεση και μπορεί νε 
εμπλέκονται σε νόσους. Ποικίλοι μηχανισμοί έχουν αρχίσει να αποσαφηνίζονται με τους οποίους οι συνώνυμες 
παραλλαγές οδηγούν σε τροποποιημένη δομή, λειτουργία και έκφραση πρωτεϊνών. Οι παραλλαγές αυτές 
μπορούν να επηρεάσουν το μάτισμα, τη σταθερότητα και τη δομή του mRNA καθώς και την αναδίπλωση της 
πρωτεΐνης. Οι αλλαγές αυτές μπορεί να έχουν σημαντικό αντίκτυπο στη λειτουργία των πρωτεϊνών, αλλαγές 
στις κυτταρικές αποκρίσεις σε θεραπευτικούς στόχους και συχνά μπορούν να εξηγήσουν τις διαφορετικές 
αποκρίσεις μεμονωμένων ασθενών σε συγκεκριμένα φάρμακα748. 

Σημαντικό βοήθημα στην επιλογή των γενετικών δεικτών για τις μελέτες συσχέτισης είναι η γνώση της 
ανισορροπίας σύνδεσης (LD). Για να είναι χρήσιμοι οι δείκτες που ελέγχονται για συσχέτιση πρέπει είτε να 
αποτελούν τα αιτιολογικά αλληλόμορφα είτε να σχετίζονται στενά (σε ανισορροπία σύνδεσης) με τα 
αιτιολογικά αλληλόμορφα784, 785. Το περισσότερο από το γονιδίωμα οργανώνεται σε τμήματα με ισχυρή 
ανισορροπία σύνδεσης μέσα στα οποία οι γενετικές παραλλαγές σχετίζονται στενά μεταξύ τους και τα 
περισσότερα χρωμοσώματα φέρουν ένα από τους μόνο λίγους απλοτύπους786-788. Τα περισσότερα από τα 
περίπου έντεκα εκατομμύρια SNPs στο γονιδίωμα διαθέτουν ομάδες γειτονικών SNPs με τα οποία σχετίζονται 
ισχυρά το ένα με το άλλο ώστε ο γονότυπος του ενός να προβλέπει με ακρίβεια το γονότυπο των 
σχετιζόμενων γειτονικών SNPs. Ένα SNP επομένως μπορεί να χρησιμεύσει ως πληρεξούσιο για πολλά άλλα σε 
μία μελέτη συσχέτισης. Εάν το πρότυπο της ανισορροπίας σύνδεσης για μία περιοχή είναι γνωστό, μερικά 
SNPs-δείκτες (tag SNPs) μπορούν να επιλεγούν, είτε μεμονωμένα είτε σε συνδυασμούς πολλών (απλότυπος), 
ώστε να καλύψουν τις περισσότερες από τις συχνές παραλλαγές εντός της συγκεκριμένης περιοχής788, 789 
(εικόνα 5.5.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5.5.5. Έλεγχος SNPs για συσχέτιση με άμεσες και έμμεσες μεθόδους. 
a) Η περίπτωση στην οποία ένα υποψήφιο SNP (κόκκινο), ελέγχεται απευθείας για 
συσχέτιση με το φαινότυπο μίας νόσου. Αυτή η στρατηγική για παράδειγμα 
χρησιμοποιείται όταν ένα SNP επιλέγεται για ανάλυση στη βάση της εξαρχής γνώσης 
για την πιθανή του λειτουργία όπως μη συνώνυμα SNPs που είναι πιθανό να 
επηρεάζουν τη λειτουργία ενός υποψήφιου γονιδίου (πράσινο παραλληλόγραμμο). 

b) Τα SNPs που θα γονοτυπηθούν (κόκκινα) επιλέγονται με βάση το πρότυπο της 
ανισορροπίας σύνδεσης για να παρέχουν πληροφορία για όσο το δυνατόν περισσότερα 
SNPs. Σε αυτήν την περίπτωση το SNP που απεικονίζεται με μπλε ελέγχεται για 
συσχέτιση έμμεσα καθώς βρίσκεται σε ανισορροπία σύνδεσης με τα άλλα τρία SNPs 

Ένας συνδυασμός και των δύο μεθόδων είναι επίσης εφικτός. 
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Μία τρίτη προσέγγιση στην επιλογή δεικτών για μελέτες συσχέτισης είναι η επιλογή παραλλαγών 
βασιζόμενη στην «ευκολία» τους (convenience-based approach). Οι δείκτες επιλέγονται στη βάση 
της υλικοτεχνικής θεώρησης όπως η ευκολία και το κόστος της γονοτύπησης. Αν και αυτή η επιλογή θα είναι 
λιγότερο αποτελεσματική σε σχέση με τις άλλες δύο προσεγγίσεις, θα επιτύχει παρόλα αυτά κάποιου βαθμού 
κάλυψη του γονιδιώματος. Μία προτεινόμενη εναλλακτική είναι να τυποποιηθούν μερικά SNPs μέσα ή κοντά 
στην κωδικοποιούσα περιοχή του κάθε γονιδίου790, 791. 

Η τέταρτη παράμετρος που οφείλει να λαμβάνεται υπόψη στις μελέτες συσχέτισης είναι η μέθοδος 
ανάλυσης των αποτελεσμάτων. Ποικίλες στατιστικές μέθοδοι έχουν χρησιμοποιηθεί με τα κυριότερα 
προβλήματα να προκύπτουν από την ταυτόχρονη διενέργεια πολλαπλών στατιστικών δοκιμασιών (multiple 
testing) καθώς τα ψευδώς θετικά αποτελέσματα (τύπου Ι στατιστικό λάθος) είναι σχετικά υψηλά792. Ο 
συνηθέστερος τρόπος εξάλειψης του προβλήματος αυτού είναι η στατιστική διόρθωση για τις πολλαπλές 
δοκιμασίες ενώ ταυτόχρονα η αύξηση του αριθμού συμμετεχόντων αυξάνει και την ισχύ (power) της 
μελέτης792. Η αναλυτική περιγραφή των στατιστικών μεθόδων ξεφεύγει από τα πλαίσια του παρόντος 
κειμένου.  

Κλείνοντας το κεφάλαιο των μελετών συσχέτισης θα πρέπει να επισημανθούν οι απαιτήσεις (πίνακας 
5.5.3.) για τη διενέργεια υψηλής ποιότητας μελετών συσχέτισης και οι πλάνες που συχνά οδηγούν αναλύοντας 
τις και που προκύπτουν από συνήθη «σφάλματα» (πίνακας 5.5.4) κατά τη διενέργεια τους. 

 

Πίνακας 5.5.3. Απαιτούμενα κριτήρια για τη διασφάλιση υψηλής ποιότητας μελετών γενετικής 
συσχέτισης.  

• Καλή εκτίμηση του φαινοτύπου (προσεκτική εισαγωγή και συλλογή δεδομένων των 
συμμετεχόντων, υψηλής ευαισθησίας και ειδικότητας εργαστηριακές εξετάσεις, ελαχιστοποίηση 
της απόκλισης μεταξύ ερευνητών και διπός έλεγχος των μετρούμενων παραμέτρων).  

• Μεγάλος αριθμός συμμετεχόντων (εξαρτώμενος από τη συχνότητα του μελετούμενου γενετικού 
πολυμορφισμού).  

• Ομοιογένεια του πληθυσμού που μελετάται όσον αφορά την εθνικότητα, φύλο, ηλικία και 
περιβαλλοντικούς παράγοντες ή χρήση στατιστικής διόρθωσης για τους συγχυτικούς αυτούς 
παράγοντες.  

• Επαλήθευση σε διαφορετικούς πληθυσμούς μελέτης.  

• Ορθή λογική για την επιλογή της μελετώμενης συσχέτισης ώστε να αυξηθεί η «εκ των 
προτέρων» αιτιολόγηση για την επιλογή της.  

• Στατιστική ανάλυση χρησιμοποιώντας διορθώσεις για πολλαπλές δοκιμασίες.  

• Επιβεβαίωση των in-vivo αποτελεσμάτων με in-vitro πειράματα.  

• Αποσαφήνιση της μοριακής βάσης του μηχανισμού που εμπλέκει το γενετικό πολυμορφισμό 
που μελετάται.  
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Πίνακας 5.5.4. Σφάλματα στις μελέτες συσχέτισης.  

• Αναξιόπιστη εκτίμηση του φαινοτύπου.  

• Μικρός αριθμός συμμετεχόντων.  

• Ετερογένεια στην εθνικότητα.  

• Διαστρωμάτωση του πληθυσμού (Φαινόμενο «της αρχής του ιδρυτή»- Founder effect).  

• Διαφορές φύλου.  

• Διαφορές ηλικίας.  

• Η λειτουργικότητα της γενετικής αλλαγής δεν διερευνήθηκε.  

• Στατιστική ανάλυση (ψευδώς θετικά αποτελέσματα χωρίς πολυπαραγοντική μελέτη).  

• Λάθη στη δημοσίευση.  

 

Σημαντικό πρόβλημα που προκύπτει επίσης κατά την ερμηνεία των αποτελεσμάτων των μελετών 
συσχέτισης είναι η έλλειψη επαναληψιμότητας τους. Οι πιθανοί λόγοι για την έλλειψη αναπαραγώγιμων 
αποτελεσμάτων έχουν συζητηθεί εκτεταμμένα769-771, 781 αλλά ουσιαστικά συνοψίζονται σε τρεις κύριες αιτίες: 
μία ψευδώς θετική συσχέτιση, ορθώς δεν επαληθεύεται, μία αληθής συσχέτιση αποτυγχάνει να επαληθευτεί 
σε μία χαμηλής ισχύος μελέτη επιβεβαίωσης και μία αληθής συσχέτιση σε ένα πληθυσμό δεν επαναλαμβάνεται 
σε ένα άλλο λόγω γενετικής ετερογένειας και περιβαλλοντικών επιδράσεων.  

 

5.5.5 Οι μη μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί στις σύνθετες ασθένειες. 

Αν και ο ρόλος των μη μονονουκλεοτιδικών παραλλαγών στην προδιάθεση για νόσους παραμένει στην 
πλειονότητα ανεξερεύνητος, οι συσχετίσεις των CNVs με σύνθετες νόσους όπως τα αυτοάνοσα νοσήματα, οι 
λοιμώξεις με τον HIV, η σχιζοφρένεια και ο αυτισμός έχουν επιβεβαιωθεί τόσο από μελέτες «υποψήφιου 
γονιδίου» αλλά και με προσεγγίσεις σε ολόκληρο το γένωμα793-797. Επίσης μερικοί από τους μη-
μονονουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς μπορούν να αντιπροσωπευτούν από SNPs μέσω LD798-800. Αυτό 
υποδηλώνει ότι ένα μέρος των παραλλαγών αυτών μπορεί να έχει ενσωματωθεί έμμεσα στις GWAS και να 
αναγνωριστεί σχετικά καλά η συσχέτιση τους με σύνθετες νόσους801.  

Το ποσοστό των μελετών αναμένεται να αυξηθεί στο άμεσο μέλλον όταν θα υπάρχει καλύτερη 
κατανόηση των χαρακτηριστικών των μη μονονουκλεοτιδικών παραλλαγών, ένας πιο ολοκληρωμένος χάρτης 
τους με την ολοκλήρωση του σχεδίου των»1000 γενωμάτων» και όταν θα είναι διαθέσιμες περισσότερο 
ακριβείς και αποτελεσματικές μέθοδοι για να ανιχνεύσουν τις μη-μονονουκλεοτιδικές παραλλαγές για 
συσχετίσεις με νόσους.  
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5.5.6 Μελέτες συσχέτισης σε ολόκληρο το γένωμα (GWAS) και σύνθετες νόσοι. 

Η προσέγγιση συσχέτισης σε ολόκληρο το γένωμα (GWAS) ορίζεται ως η μελέτη συσχέτισης που 
ελέγχει ολόκληρο το γένωμα για αιτιολογικές γενετικές παραλλαγές όσον αφορά νόσους ή χαρακτηριστικά. 
Εκατοντάδες χιλιάδες SNPs ελέγχονται για συσχετίσεις με νόσο σε εκατοντάδες ή χιλιάδες άτομα. Οι μελέτες 
αυτές έχουν φέρει επανάσταση στην έρευνα για τις γενετικές επιδράσεις σε σύνθετα χαρακτηριστικά802, 803. Οι 
σύνθετες νόσοι, σε αντίθεση με τις μονογονιδιακές, προκαλούνται από την προσθετική δράση συνδυασμού 
πολλαπλών περιβαλλοντικών και γενετικών παραγόντων με τον κάθε ένα από αυτούς να συμμετέχει με χαμηλή 
επίδραση στο συνολικό φαινότυπο και ελάχιστους, αν όχι κανέναν από αυτούς, να απαιτούνται απόλυτα για 
την εμφάνιση της νόσου. 

Στις μελέτες αυτές δεν υπάρχει αρχική υπόθεση σχετικά με τη γενωμική εντόπιση των αιτιολογικών 
παραλλαγών και επομένως αυτή η προσέγγιση μπορεί να εκμεταλλευθεί τα πλεονεκτήματα των μελετών 
συσχέτισης χωρίς όμως την προϋπόθεση προϋπάρχουσας γνώσης για τα πιθανά γονίδια. Έτσι αντιπροσωπεύει 
μία αμερόληπτη αλλά αρκετά ολοκληρωμένη επιλογή που μπορεί να επιχειρηθεί ακόμα και απουσία πειστικής 
μαρτυρίας αναφορικά με τη λειτουργία ή την τοποθεσία των αιτιολογικών γονιδίων. Έτσι οι GWAS υπόσχονται 
να αποκαλύψουν αιτιολογικά γονίδια που δεν είχαν προηγουμένως εμπλακεί στην αιτιολογία της νόσου, τη 
γενετική επίδραση των μη γονιδιακών DNA περιοχών και να υπολογίσουν τις σχετικά πλήρεις γενετικές 
επιδράσεις (προσθετικές ή μη προσθετικές) και τον πλειοτροπισμό, με αμερόληπτο τρόπο.  

Μέχρι τον Οκτώβριο του 2010, 702 GWAS σε ανθρώπους είχαν δημοσιευθεί για 421 χαρακτηριστικά, 
η πλειοψηφία εκ των οποίων διέθετε ιατρική συνάφεια. Το Ινστιτούτο έρευνας του ανθρώπινου γονιδιώματος 
των Εθνικών Ινστιτούτων Υγείας των Η.Π.Α., ανανεώνει εβδομαδιαίως ένα κατάλογο με τα αποτελέσματα των 
δημοσιευμένων GWAS (http://www.genome.gov/gwastudies) 

Οι μελέτες αυτές προϋποθέτουν γνώση των συχνών παραλλαγών στο γονιδίωμα αλλά και την 
ικανότητα για γονοτύπηση ενός πολύ μεγάλου αριθμού παραλλαγών σε μεγάλα δείγματα συμμετεχόντων. Η 
βάση δεδομένων dbSNP περιλαμβάνει τώρα πάνω από έντεκα εκατομμύρια SNPs με συχνότητα ελάσσονος 
αλληλομόρφου μεγαλύτερη από 1% που υπολογίζεται ότι υπάρχουν στο ανθρώπινο γονιδίωμα804. Οι μέθοδοι 
γονοτύπησης έχουν εξελιχθεί τεχνικά και δίνουν τη δυνατότητα γρήγορων αποτελεσμάτων, σε μικρό χρόνο 
και με μικρό κόστος σε ένα μεγάλο αριθμό συμμετεχόντων . Τέλος η ευρεία γνώση των προτύπων 
ανισορροπίας σύνδεσης που προέκυψε με την εξέλιξη του σχεδίου HapMap, επέτρεψε την ευκολότερη επιλογή 
δεικτών, ικανών να παρέχουν τη μεγαλύτερη δυνατή πληροφορία.  

Γενικά τα κριτήρια ποιότητας και επιλογής δεικτών που ισχύουν για τις μελέτες συσχέτισης του 
«υποψήφιου γονιδίου» ισχύουν και για τις μελέτες συσχέτισης σε ολόκληρο το γένωμα805. Στη βάση 
προηγούμενων μελετών786-788, 806 αλλά και στα δεδομένα του σχεδίου HapMap, μερικές εκατοντάδες χιλιάδες 
καλά επιλεγμένα SNPs θα μπορούσαν να ήταν αρκετά ώστε να παρέχουν πληροφορίες για τις περισσότερες 
συχνές παραλλαγές στο γένωμα. Ένας μεγαλύτερος αριθμός θα απαιτούνταν για τους Αφρικανικούς 
πληθυσμούς καθώς αυτοί οι πληθυσμοί περιλαμβάνουν περισσότερες παραλλαγές και λιγότερη ανισορροπία 
σύνδεσης στο γονιδίωμα τους788, 807.  

Μία από τις πιο σημαντικές εξελίξεις επομένως και σημαντικό ορόσημο στην ιστορία των GWAS ήταν η 
ολοκλήρωση των φάσεων I και II του διεθνούς προγράμματος HapMap το 2005 και 2007 αντίστοιχα808, 809. 
Σκοπός του ήταν να επικυρώσει τα εκατομμύρια των SNPs που είχαν ανακαλυφθεί κατά τη διάρκεια και μετά 
την ολοκλήρωση της αλληλούχισης του ανθρώπινου γενώματος και στη συνέχεια να χαρακτηρίσει τα πρότυπα 
της LD σε πληθυσμούς Ευρωπαϊκής, Ασιατικής και Αφρικανικής καταγωγής. Τα δεδομένα από το πρόγραμμα 
αυτό έδειξαν ότι η παρουσία LD ελαττώνει σημαντικά τον αριθμό των SNPs που πρέπει να γονοτυπηθούν στις 
GWAS. Αυτός ο έμμεσος τρόπος γονοτύπησης βασίζεται στη χρήση παρένθετων δεικτών για να αναγνωρίσει 
τις λειτουργικές ή τις σχετιζόμενες με νόσο παραλλαγές. Επιπρόσθετα, η βάση δεδομένων του HapMap 
αποτελεί και μία εξαιρετικά χρήσιμη πηγή για την ανάπτυξη των μικροσυστοιχιών γονοτύπησης. Τα δεδομένα 
χρησιμοποιούνται για να βελτιστοποιήσουν την κάλυψη του γενώματος αξιοποιώντας τη δυνατότητα χρήσης 
αντιπροσωπευτικών SNPs (tag SNPs).  

To 2011 αποτελεί τον 6ο χρόνο των GWAS μετά τη δημοσίευση της πρώτης μελέτης το 2005 που 
αναγνώρισε τη συσχέτιση του παράγοντα H του συμπληρώματος (CFH) με τη γεροντική εκφύλιση της ωχρής 
κηλίδας (AMD)810. Η δημοσίευση της πρωτοπόρου αυτής μελέτης σηματοδότησε την έναρξη μίας νέας εποχής 
στις μελέτες των σύνθετων ανθρώπινων νόσων. Ήταν η πρώτη μελέτη που χρησιμοποίησε μία εμπορικά 
διαθέσιμη μικροσυστοιχία γονοτύπησης και ανέλυσε περίπου 100.000 SNPs σε ολόκληρο το ανθρώπινο 
γένωμα. Η επιτυχία ανεύρεσης ενός συχνού αλληλομόρφου κινδύνου με μέγεθος επίδρασης 4.6 (Odds Ratio 
[O.R.] ανά αλληλόμορφο και 7.4 για τον ομόζυγο γονότυπο κινδύνου) σε ένα μικρό δείγμα 96 ασθενών και 50 
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Εικόνα 5.5.6. Μείζονες εξελίξεις στις GWAS και στην αλληλούχιση του ανθρώπινου 
γενώματος.  

υγιών μαρτύρων, δημιούργησε αξιοσημείωτο ενθουσιασμό στην κοινότητα της γενετικής έρευνας. Το 
ενθαρρυντικό αυτό εύρημα οδήγησε στη διενέργεια πολυάριθμων GWAS για τη διερεύνηση της γενετικής 
βάσης ποικίλων σύνθετων χαρακτηριστικών που τελικά οδήγησε στην έκρηξη δημοσιεύσεων με GWAS το 
2007, που θεωρείται πια ως «το Έτος των GWAS» (εικόνα 5.5.6). 

 

 

 

 

Δυστυχώς η ανακάλυψη του CFH αποτέλεσε εξαίρεση και οι κατοπινές GWAS οδήγησαν στην 
ανίχνευση αλληλομόρφων κινδύνου με μικρά μεγέθη επίδρασης (Ο.R<1.5)782, 811. Το εύρημα αυτό είναι 
αναμενόμενο καθώς η εκκαθαριστική πίεση της επιλογής θα απομάκρυνε τα υψηλής επίδρασης αλληλόμορφα 
κινδύνου από τον πληθυσμό ή θα κρατούσε τη συχνότητα τους χαμηλή. Αντίθετα, τα υψηλής συχνότητας και 
χαμηλής επίδρασης αλληλόμορφα διατηρήθηκαν εξελικτικά πιθανά γιατί οι σύνθετες νόσοι έχουν συνήθως 
όψιμη έναρξη και έτσι δεν αποτέλεσαν αντικείμενο της εκκαθάρισης από την πίεση της επιλογής. Λαμβάνοντας 
υπόψη και την πολύπλοκη γενετική αρχιτεκτονική των σύνθετων νόσων όπου πολλαπλές περιοχές εμφανίζουν 
μικρή επίδραση η κάθε μία στο συνολικό φαινότυπο, οι γενετικές παραλλαγές χαρακτηρίζονται από χαμηλή 
διεισδυτικότητα και άρα είναι ασθενώς επιβλαβείς, ουδέτερες ή/και θετικές κατά τη διάρκεια της ανθρώπινης 
εξελικτικής ιστορίας812. 

Παρά την εξήγηση αυτή, το εύρημα πιθανόν να μην αντανακλά το πραγματικό φάσμα συχνοτήτων 
των αλληλομόρφων που σχετίζονται με τις σύνθετες νόσους. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι για ένα 
δεδομένο μέγεθος δείγματος, τα συχνά SNPs είναι ευκολότερο να ανιχνευθούν σε μελέτες συσχέτισης λόγω 
τις μεγαλύτερης στατιστικής ισχύος που παρέχουν σε σχέση με τα σπανιότερα SNPs. Επομένως, οι GWAS δεν 
αποτελούν καλή προσέγγιση για τη μελέτη λιγότερο συχνών ή σπάνιων παραλλαγών (ανεξάρτητα από το 
μέγεθος της επίδρασης τους) με δεδομένο και το γεγονός ότι αυτές αντιπροσωπεύονται φτωχά στις εμπορικά 
διαθέσιμες μικροσυστοιχίες γονοτύπησης813. Τα ευρήματα άλλωστε του μικρού μεγέθους επίδρασης των 
περισσοτέρων αλληλομόρφων κινδύνου είναι συμβατά με την υπόθεση «συχνής νόσου/συχνής παραλλαγής» 
(Common Disease/Common Variant Hypothesis, CD/CV) που αποτέλεσε και τη βάση των GWAS και επιπλέον 
στήριξε την επιλογή των συχνών SNPs στις μικροσυστοιχίες γονοτύπησης814 (πίνακας 5.5.5). 
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Πίνακας 5.5.5. Οφέλη, Παρερμηνείες και περιορισμοί των GWAS. 
(Πηγή: Hardy, J. and Singleton, A. N. Engl. J. Med. 2009;360(17):1759-68). 
 
Οφέλη 
 
• Δεν απαιτούν αρχική υπόθεση. 
• Χρησιμοποιούν ψηφιακά και προσθετικά δεδομένα τα οποία μπορούν να ανακτηθούν και να ενισχυθούν χωρίς να 

καταστραφούν. 
• Ενισχύουν το σχηματισμό συνεργαζόμενων ομάδων, οι οποίες τείνουν να συνεχίζουν τη συνεργασία τους για τις 

συνακόλουθες αναλύσεις. 
• Αποκλείουν εξειδικευμένες γενετικές αναλύσεις (π.χ. δείχνοντας ότι κανένα συχνό αλληλόμορφο εκτός από την APOE, δε 

σχετίζεται με τη νόσο Alzheimer’s με σχετικό κίνδυνο πάνω από 2). 
• Παρέχουν δεδομένα για την καταγωγή του κάθε ατόμου τα οποία βοηθούν στη σωστή αντιστοίχιση ασθενών και υγιών 

μαρτύρων. 
• Παρέχουν δεδομένα τόσο γενετικές παραλλαγές τόσο της αλληλουχίας όσο και του αριθμού των αντιγράφων.Provides data 

on both sequence and copy-number variations 
 
Παρερμηνείες 
 
• Ενώ θεωρείται ότι παρέχουν δεδομένα για όλες τις γενετικές παραλλαγές που σχετίζονται με τις νόσους, ουσιαστικά 

ανιχνεύουν μόνο συχνές παραλλαγές με μεγάλο μέγεθος επίδρασης. 
• Ενώ θεωρείται ότι αποκλείουν αλληλόμορφα με μικρά μεγέθη επίδρασης όταν στην πραγματικότητα τέτοια ευρήματα είναι 

επιθυμητά στον καθορισμό βιοχημικών παθογενετικών μονοπατιών ακόμα και αν τα χαμηλού κινδύνου αλληλόμορφα έχουν 
χαμηλή προγνωστική αξία.  

Περιορισμοί 
 
• Απαιτούν δείγματα από μεγάλους αριθμούς ασθενών και υγιών μαρτύρων και επομένως είναι απαιτητικές στην οργάνωση 

τους. 
• Εντοπίζουν γενετικούς τόπους, όχι γονίδια, που επιπλέκουν την αναγνώριση παθογενετικών αλλαγών στους σχετιζόμενους 

απλοτύπους. 
• Ανιχνεύουν μόνο συχνά (>5%) αλληλόμορφα στους πληθυσμούς. 
• Απαιτούν αναπαραγωγή σε ένα ομοίως μεγάλο μέγεθος δείγματος. 

 
 

Μέχρι στιγμής τα δεδομένα από τις GWAS έχουν συσχετίσει περισσότερα από 2000 SNPs ή γενετικούς 
τόπους με διάφορα νοσήματα815 καθώς και με πολλαπλά σύνθετα χαρακτηριστικά και φαινοτύπους. Πάντως 
κάτι που εξέπληξε τους ερευνητές ήταν ότι οι περισσότεροι γενετικοί τόποι που ανακαλύφθηκαν με τις GWAS 
δε χαρτογραφούνται σε αμινοξικές περιοχές στις πρωτεΐνες. Μόνο το 12% των παραλλαγών αυτών 
εντοπίζονται μέσα, ή βρίσκονται σε υψηλή LD, με κωδικοποιούσες περιοχές παρά το γεγονός ότι τα SNPs στις 
περιοχές αυτές υπεραντιπροσωπεύονται σημαντικά στις εμπορικά διαθέσιμες μικροσυστοιχίες γονοτύπησης782. 
Περίπου το 88% από αυτούς τους γενετικούς τόπους δε χαρτογραφούνται ούτε καν σε αναγνωρίσιμα 
πρωτεϊνικά ανοιχτά αναγνωστικά πλαίσια αλλά αποτελούν μη κωδικές παραλλαγές782 οι οποίες μάλλον δρουν 
πάνω στο RNA πιθανά κατά τρόπο που περιγράφηκε νωρίτερα (οι περιοχές τους μπορεί να συμπίπτουν με 
ρυθμιστικά στοιχεία είτε ήδη αναγνωρισμένα είτε αχαρακτήριστα ακόμα όπως ενισχυτές, αποσιώποιητές, 
σημεία πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων ή αλληλουχίες που κωδικοποιούν για miRNAs) αν και για μερικά 
από αυτά έχει ήδη επιβεβαιωθεί ο ρόλος τους σε μοριακό επίπεδο816. Περίπου 40% από τις σχετιζόμενες με 
νόσους γενετικές παραλλαγές εντοπίζονται σε διαγονιδιακές περιοχές και άλλο ένα 40% εντοπίζεται σε 
ιντρόνια και τα ευρήματα αυτά έχουν οξύνει τη ανάγκη εστίασης στους πιθανούς ρόλους των ιντρονικών και 
ιδιαίτερα των διαγονιδιακών παραλλαγών στη γονιδιακή έκφραση802. Ωστόσο λόγω των έμμεσων τρόπων 
σχεδιασμού των GWAS και την επιλογή SNPs κατευθυνόμενη από την LD, είναι πολύ πιθανό οι ανιχνευόμενες 
παραλλαγές να αποτελούν μόνο τους παρένθετους δείκτες για τις λειτουργικές παραλλαγές. 

Παρά τους περιορισμούς τους, οι GWAS εμφάνισαν ορισμένα εντυπωσιακά ευρήματα. Το πρώτο από 
αυτά αφορά την ανεύρεση συσχετίσεων SNPs εντοπιζόμενων σε γονίδια που αρχικά δεν θεωρούνταν ως 
έχοντα κάποιο ρόλο στην παθογένεια της μελετώμενης νόσου. Ο δυνητικός ρόλος του συστήματος του 
συμπληρώματος και της φλεγμονής στη γεροντική εκφύλιση της ωχρής κηλίδας, μίας νόσου που θεωρούνταν 
αρχικά εκφυλιστική810, 817 ή της αυτοφαγίας στη φλεγμονώδη νόσο του εντέρου818 και του κυτταρικού 
κύκλου στη στεφανιαία νόσο819, δεν θεωρούνταν ως πιθανοί, μέχρι την εμπλοκή τους από τις GWAS, 
παθογενετικοί μηχανισμοί. Επίσης σήματα που προέρχονταν από μεγάλες γονιδιακές ερήμους, όπως o 
γενετικός τόπος 8q24.22 (που περιλαμβάνει δείκτες που συσχετίζονται με τον καρκίνο του προστάτη820) ή ο 
γενετικός τόπος 5p13.1 (που περιλαμβάνει δείκτες που συσχετίζονται με τη νόσο Crohn821) θεωρήθηκαν 
αρχικά ως ψευδώς θετικές συσχετίσεις. Ωστόσο, οι επαναλαμβανόμενες αναπαραγωγές των συσχετίσεων 
αυτών, επιβεβαίωσε ότι οι περιοχές αυτές ασκούν ξεκάθαρα επιδράσεις-αν και ακόμα άγνωστες-πάνω στις 
νόσους.  
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Το δεύτερο εντυπωσιακό εύρημα που προέκυψε από τις GWAS είναι η ανεύρεση γενετικών τόπων που 
είναι κοινοί σε καταστάσεις προηγούμενα θεωρούμενες ως μη σχετιζόμενες μεταξύ τους. Η πιθανότητα κοινών 
αιτιολογικών μονοπατιών σε αυτές τις ανόμοιες καταστάσεις ή χαρακτηριστικά όπως ο τύπου 2 σακχαρώδης 
διαβήτης και το διηθητικό μελάνωμα, η νόσος του Crohn και η νόσος του Parkinson, ο καρκίνος του προστάτη 
και το ύψος ενός ατόμου, εγείρουν ενδιαφέροντα ερωτήματα σχετικά με την παθοφυσιολογία των 
φαινομενικά ανόμοιων αυτών καταστάσεων και την πιθανότητα χρήσης φαρμάκων που είναι αποτελεσματικά 
στη μία κατάσταση για τη θεραπεία της άλλης822.  

Οι μαρτυρίες για κοινή γενετική προδιάθεση μεταξύ διαφορετικών νόσων, αυξάνονται συνεχώς. Εκτός 
από τις φαινομενικά μη σχετιζόμενες νόσους, η κοινή γενετική προδιάθεση εμφανίζεται και μεταξύ των 
διαφόρων υποτύπων μίας νοσολογικής οντότητας. Για παράδειγμα η νόσος του Crohn και η ελκώδης κολίτιδα, 
που αποτελούν δύο μορφές της φλεγμονώδους εντερικής νόσου, εμφανίζουν μερικά κοινά γονίδια και 
γενετικούς τόπους823. Το εύρημα αυτό υποδηλώνει ότι στις νόσους αυτές συμμετέχουν μερικά κοινά 
αιτιολογικά μονοπάτια. Επομένως, μία ελκυστική προσέγγιση θα ήταν ο συνδυασμός των δεδομένων των 
GWAS για τις δύο αυτές καταστάσεις σε μία μεταανάλυση που θα ενίσχυε τη στατιστική ισχύ στην ανίχνευση 
των κοινών γενετικών τόπων. Φυσικά αυτή η προσέγγιση δεν περιορίζεται μόνο στις δύο αυτές καταστάσεις 
αλλά μπορεί να έχει εφαρμογή και σε άλλες νόσους όπως ο συνδυασμός αποτελεσμάτων των GWAS για τα 
αυτοάνοσα νοσήματα καθώς είναι καλά εγκαθιδρυμένες οι μαρτυρίες για κοινή γενετική και παθογένεια μεταξύ 
των αυτοάνοσων και φλεγμονωδών νόσων824. 

Κλείνοντας τις αναφορές για τις GWAS, είναι σαφές ότι χρειάζεται ακόμα πολύ δουλειά για να 
καθοριστεί η λειτουργική βάση των παρατηρούμενων συσχετίσεων ώστε να αναπτυχθούν οι κατάλληλες 
παρεμβάσεις. Είναι πια ευρέως αποδεκτό ότι οι μεμονωμένες GWAS διαθέτουν περιορισμένη στατιστική ισχύ 
για να ανιχνεύσουν συχνά αλληλόμορφα αλλά με μικρά μεγέθη επίδρασης (O.R<1.2). Ως αποτέλεσμα, ένας 
μεγάλος αριθμός μετααναλύσεων έχει πραγματοποιηθεί για να ενισχύσουν την ισχύ μέσω συνδυασμού των 
δεδομένων και κατάφεραν επιτυχώς να ανιχνεύσουν επιπρόσθετους γενετικούς τόπους για διάφορες νόσους. 
Για παράδειγμα, μέσα στο πλαίσιο αυτό, μετααναλύσεις έχουν γίνει για τη νόσο Crohn και τον τύπου 1 
διαβήτη και αναγνώρισαν περίπου είκοσι επιπρόσθετους τόπους από κάθε μετα-ανάλυση825, 826. Τα 
επιπρόσθετα SNPs που αναγνωρίστηκαν από αυτές τις μετααναλύσεις είχαν ισοδύναμο ή μικρότερο μέγεθος 
επίδρασης ενώ σε μερικές περιπτώσεις ανιχνεύθηκαν και λιγότερο συχνά SNPs με μεγαλύτερο μέγεθος 
επίδρασης827. Τα ευρήματα αυτά δείχνουν ότι οι μετααναλύσεις είναι ικανές να ενισχύσουν τη στατιστική ισχύ 
στην ανεύρεση συχνών SNPs με χαμηλό μέγεθος επίδρασης αλλά και να ανιχνεύσουν σπανιότερα SNPs με 
μεγαλύτερο μέγεθος επίδρασης εάν συμπεριληφθούν στην ανάλυση.  

Πολλά ακόμα πράγματα παραμένουν για διερεύνηση σχετικά με το ρόλο των ιντρονικών και 
διαγονιδιακών περιοχών (όπου εδράζεται και η μεγάλη πλειοψηφία των σχετιζόμενων με χαρακτηριστικά 
SNPs) στη γονιδιακή έκφραση, στην κωδικοποίηση των πρωτεϊνών και φυσικά στο φαινότυπο των νόσων. Αν 
και ακόμα υπάρχουν σημαντικοί περιορισμοί στη χρήση των δεδομένων των GWAS για τον προσδιορισμό του 
επιπέδου κινδύνου για μία νόσο σε ένα μεμονωμένο ασθενή (τα μέχρι στιγμής αποτελέσματα δεν έχουν αξία 
στην πρόβλεψη του κινδύνου και στην κλινική καθοδήγηση), μπορούν να βοηθήσουν στην έναρξη 
συμβουλευτικής για μη γενετικούς παράγοντες κινδύνου ή ίσως για έλεγχο ενός πολύ υψηλού κινδύνου 
αλληλόμορφο ταυτόχρονα για πολλές καταστάσεις828. 

 
5.5.7 Η γενετική αρχιτεκτονική των συχνών νόσων. 

Οι συχνές ασθένειες όπως ο σακχαρώδης διαβήτης τύπου 2, η παχυσαρκία, τα αυτοάνοσα νοσήματα 
και οι καρδιαγγειακές νόσοι έχουν καταστήσει τον άνθρωπο ως το πλέον φαινοτυπικά μελετημένο οργανισμό. 
Ο ευρύτατος χαρακτηρισμός σε ολόκληρο το γονιδίωμα των προτύπων της ανθρώπινης γενετικής παραλλαγής, 
επέτρεψε στους γενετιστές να χρησιμοποιήσουν τις παραλλαγές αυτές για συσχέτιση με σύνθετα 
χαρακτηριστικά. Στην ιατρική γενετική, ο ύστατος στόχος είναι η ανεύρεση των λειτουργικών γενετικών 
παραλλαγών και η αποσαφήνιση των μηχανισμών μέσω των οποίων ασκούν τις δράσεις τους. Επομένως οι 
μελέτες χαρτογράφησης των διαφόρων χαρακτηριστικών μπορούν να θεωρηθούν ως «ασκήσεις» δημιουργίας 
υπόθεσης, βοηθώντας στην ιεράρχηση γονιδίων ή γενωμικών περιοχών για περαιτέρω μελέτη. Ταυτόχρονα, 
αυτές οι μελέτες χαρτογράφησης παρέχουν μία συνολική περιγραφή της γενετικής αρχιτεκτονικής: 
υπολογίζουν την κληρονομικότητα, τον αριθμό των γενετικών περιοχών που ευθύνονται για τη φαινοτυπική 
ετερογένεια και το βαθμό της επίδρασης τους καθώς επίσης πιθανολογούν την ύπαρξη γενετικών 
αλληλεπιδράσεων μεταξύ περιοχών (επίσταση) ή μεταξύ χαρακτηριστικών (πλειοτροπισμός). 
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Αν και οι περισσότερες από τις σύνθετες νόσους που έχουν μελετηθεί με GWAS εμφανίζουν λογικά 
επίπεδα κληρονομικότητας, το ποσοστό της κληρονομικότητας αυτής που μπορεί να εξηγηθεί από τις πολύ 
συχνές γενετικές παραλλαγές είναι εντυπωσιακά χαμηλό829. Αυτός ο περιορισμένος αντίκτυπος καταδεικνύεται 
καλά από δύο νόσους που αποτέλεσαν αντικείμενο  εξαιρετικά μεγάλων μελετών. Παρά τις 10.128 
συμμετέχοντες στην ομάδα αρχικής μελέτης και τους of 53.975 συμμετέχοντες στην ομάδα επαλήθευσης, οι 
18 συχνές παραλλαγές που βρέθηκαν να σχετίζονται σημαντικά με τον τύπου 2 σακχαρώδη διαβήτη, φαίνεται 
να εξηγούν μόνο το 6% του αυξημένου κινδύνου της νόσου μεταξύ συγγενών830, 831. Παρομοίως, μία μετα-
ανάλυση των GWAS στη σχιζοφρένεια που περιελάμβανε συνολικά 8.008 ασθενείς και 19.077 υγιείς μάρτυρες, 
αναγνώρισε μόνο 7 σημαντικά SNPs, μερικά σε υψηλή ανισορροπία σύνδεσης μεταξύ τους και κάθε ένα με 
odds ratio κάτω από 1.3, παρά το of 80–85% της κληρονομικότητας που καταγράφεται στη σχιζοφρένεια832. 
Εξαίρεση αποτελούν τα φαρμακογενετικά χαρακτηριστικά. Αν και δεν έχουν μελετηθεί εκτεταμένα, έχουν 
ανευρεθεί σχετιζόμενες γενετικές παραλλαγές με υψηλή επίδραση σε μελέτες GWAS833-837. 

 
5.5.8 Η «χαμένη» κληρονομικότητα των σύνθετων νόσων. 

Πολλές συχνές ασθένειες και χαρακτηριστικά αθροίζονται μέσα σε οικογένειες και επηρεάζονται από 
πολλαπλούς γενετικούς και περιβαλλοντικούς παράγοντες. Ενώ φαίνεται ένα ξεκάθαρο κληρονομικό στοιχείο, 
το μεγαλύτερο μέρος του παραμένει ανεξιχνίαστο. Η σημασία ανεύρεσης του έγκειται στο σημαντικό ποσοστό 
γενετικών παραγόντων που ευθύνονται για τις διαφορές μεταξύ ατόμων στην προδιάθεση για νόσο και η 
γνώση αυτής της γενετικής συνεισφοράς θα μπορούσε να συμβάλλει στην καλύτερη πρόληψη, διάγνωση και 
θεραπεία των νόσων αυτών. 

Λόγω του μικρού μεγέθους επίδρασης, συνολικά τα SNPs εξηγούν μόνο ένα μικρό ποσοστό της 
συνολικής κληρονομικότητας για κάθε νόσο829. Για παράδειγμα, όλα τα SNPs που έχουν αναγνωριστεί για τον 
τύπου 2 διαβήτη συνολικά ευθύνονται για το 5% του κληρονομούμενου κινδύνου και για τη νόσο Crohn το 
ποσοστό ανέρχεται στο 10% παρόλο που έχει αναγνωριστεί ένας μεγάλος αριθμός γονιδίων και γενετικών 
τόπων (περίπου 30) συγκριτικά με άλλες νόσους829.  

Οι μη-μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμών λόγω της αφθονίας τους, της συνολικής νουκλεοτιδικής 
τους σύστασης και του λειτουργικού τους αντίκτυπου στα επίπεδα γονιδιακής έκφρασης838-840 θα μπορούσαν 
δυνητικά να ευθύνονται για κάποιο ή ακόμα και σημαντικό ποσοστό για την κληρονομικότητα των σύνθετων 
νόσων. 

Είναι ουσιαστικής σημασίας να λαμβάνεται υπόψη το γεγονός ότι οι περισσότερες GWAS που 
χρησιμοποιούν τις εμπορικά διαθέσιμες μικροσυστοιχίες για γονοτύπηση καλύπτουν ένα μόνο ποσοστό των 
συνολικών γενετικών παραλλαγών, ώστε μία υπολογίσιμη συχνότητα ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων ή 
ένα σημαντικό ποσοστό «χαμένης» κληρονομικότητας να μπορεί να αποδοθεί σε ημιτελή ενσωμάτωση όλων 
των υπεύθυνων γενετικών παραλλαγών για μία νόσο830, 841.  

Είναι επίσης εμφανές από τα αποτελέσματα των GWAS ότι τα συχνά SNPs αδυνατούν να 
υποστηρίξουν το συνολικό κληρονομούμενο κίνδυνο μίας σύνθετης νόσου. Δεν είναι όμως ακόμα ξεκάθαρο 
πόση από την κληρονομικότητα αυτή μπορεί να αποδοθεί σε λιγότερο συχνά SNPs ή σπάνιες μεταλλαγές 
(συχνότητα ελάσσονος αλληλομόρφου<1-5%) αν και συνεχώς εγκαθιδρύεται η ιδέα ότι οι σπάνιες παραλλαγές 
μπορεί να είναι οι κύριοι οδηγοί των συχνών νόσων752, 814, 842. Τα λιγότερο συχνά SNPs δεν καλύπτονται 
ικανοποιητικά από τις εμπορικά διαθέσιμες μικροσυστοιχίες γονοτύπησης και επομένως δεν έχουν μελετηθεί 
εκτενώς για συσχετίσεις με νόσους. Επιπρόσθετα, η χαμηλή τους συχνότητα δεν επιτρέπει την εύκολη 
ανίχνευση τους με τον παρόντα σχεδιασμό των GWAS752, 843 και το μέγεθος επίδρασης τους δεν είναι τόσο 
υψηλό για να ανιχνευθεί από τις κλασσικές αναλύσεις σύνδεσης οικογενειών (εικόνα 5.5.7).  



 112 

 
 
Οι χαμηλής συχνότητας παραλλαγές θα μπορούσαν να έχουν σημαντικά μεγέθη επίδρασης 

(αυξάνοντας τον κίνδυνο κατά 2 με 3 φορές) χωρίς να έχουν καθαρό Μεντελικό διαχωρισμό και θα μπορούσαν 
να συμβάλλουν σημαντικά στη «χαμένη» κληρονομικότητα805. Για παράδειγμα, 20 γενετικές παραλλαγές με 
συχνότητα ελάσσονος αλληλομόρφου 1% και O.R. αλληλομόρφου 3, θα μπορούσαν να εξηγήσουν τον 
περισσότερο από τον οικογενή χαρακτήρα του τύπου 2 διαβήτη830.  

Οι μαρτυρίες που συνδέουν τις σύνθετες νόσους και χαρακτηριστικά με πολλαπλές σπάνιες 
παραλλαγές συνεχώς αυξάνονται όπως για παράδειγμα, η σχιζοφρένεια796, 844, τα επίπεδα της HDL και ο τύπου 
1 διαβήτης845-847. Τα ευρήματα αυτά υποδηλώνουν ότι οι σπάνιες παραλλαγές (SNPs και μη-
μονονουκλεοτιδικές) δεν πρέπει να αγνοούνται σε μελλοντικές μελέτες. Προσεγγίσεις με αλληλούχιση θα 
βοηθήσουν σημαντικά την ανίχνευση τους και ακολούθως θα παρέχουν καλύτερη κατανόηση της γενετικής 
αρχιτεκτονικής των συχνών νόσων. Μέχρι να γίνει εφικτή η επαναλληλούχιση ολόκληρου του γενώματος σε 
ένα μεγάλο αριθμό δειγμάτων, η αφετηρία μπορεί να περιλαμβάνει στοχευμένες επαναλληλουχίσεις σε 
περιοχές που έχουν αναγνωριστεί από τις GWAS και τις μελέτες σύνδεσης, επαναλληλούχιση του εξοσώματος 
και εύλογων βιολογικά υποψήφιων γονιδίων847, 848. 

Σαν αποτέλεσμα τέτοιων μελετών και στον αντίποδα της υπόθεσης «συχνής νόσου/συχνού 
αλληλομόρφου», εμφανίστηκε η υπόθεση «συχνής νόσου/σπάνιου αλληλομόρφου» (common disease/rare 
variant hypothesis) που υποστηρίζει ότι ένα σημαντικό ποσοστό της κληρονομούμενης προδιάθεσης σε 
σχετικά συχνές, χρόνιες ανθρώπινες νόσους, οφείλεται στην άθροιση των δράσεων μίας σειράς χαμηλής 
συχνότητας, επικρατούντων και ανεξάρτητων γενετικών παραλλαγών διαφόρων γονιδίων, κάθε μία από τις 
οποίες συνεισφέρει μέτρια αλλά εύκολα αναγνωρίσιμη αύξηση στο σχετικό κίνδυνο. Τέτοιες σπάνιες 
παραλλαγές θα είναι κυρίως ειδικές του πληθυσμού λόγω δράσεων της «αρχής του ιδρυτή» (founder effects) 
που οφείλεται σε γενετική απόκλιση842.  

Μία ακόμα σημαντική θεώρηση είναι ότι η τεράστια πλειοψηφία των GWAS και των άλλων μελετών 
συσχέτισης έχουν διενεργηθεί σε πληθυσμούς Ευρωπαϊκής καταγωγής ενώ η γενετική παραλλαγή είναι πολύ 
μεγαλύτερη σε πληθυσμούς με πρόσφατη Αφρικανική καταγωγή809 ενώ οι μελέτες σε μη Ευρωπαϊκούς 
πληθυσμούς ανέδειξαν ενδιαφέρουσες νέες παραλλαγές849, 850. Μελέτες στους Αφρικανικούς αυτούς 
πληθυσμούς είναι πιθανό να αυξήσει την απόδοση των σπάνιων παραλλαγών και να περιορίσει τις μεγάλες 
χρωμοσωμικές περιοχές που αναγνωρίζονται στο «νεότερο» αυτό πληθυσμό λόγω της εκτεταμμένης 
ανισορροπίας σύνδεσης και στην τάση γειτονικών γενετικών τόπων να κληρονομούνται μαζί851. Οι 
απομονωμένοι πληθυσμοί μπορεί επίσης να είναι χρήσιμοι λόγω του δυναμικού τους να είναι εμπλουτισμένοι 
σε μοναδικές παραλλαγές852.  

Την όλη θεώρηση της «χαμένης» κληρονομικότητας έρχεται ακόμα να επιπλέξει η λανθασμένα 
ενισχυμένη εκτίμηση του βαθμού κληρονομικότητας καθώς οι πειραματικά αναγνωρισμένες παραλλαγές δεν 
θα μπορούσαν να την εξηγήσουν ποτέ. Η κληρονομικότητα των ποσοτικών χαρακτηριστικών, επίσημα 
οριζόμενη ως το ποσοστό των φαινοτυπικών παραλλαγών σε ένα πληθυσμό που οφείλονται σε αθροιστικούς 
γενετικούς παράγοντες (στενής έννοιας κληρονομικότητα, h2), υπολογίζεται τυπικά από μελέτες οικογενειών 
και αναμένεται να διαφέρει σε διαφορετικά περιβάλλοντα. Οι υπολογισμοί της στενής-έννοιας 
κληρονομικότητας στον άνθρωπο υπερεκτιμάται αν η οικογενειακή ομοιογένεια διαταράσσεται από μη 
αθροιστικές γενετικές δράσεις (επικράτηση και επίσταση ή αλληλεπιδράσεις μεταξύ γονιδίων), από κοινά 
οικογενειακά περιβάλλοντα και από συσχετίσεις ή αλληλεπιδράσεις μεταξύ γονοτύπων και περιβάλλοντος853.  
Συνοψίζοντας, διάφορες εξηγήσεις για τη «χαμένη» κληρονομικότητα και λύσεις για την ανεύρεση της έχουν 
προταθεί. Μία δημοφιλής προσέγγιση βασίζεται στη θεώρηση του πολυπαραγοντικού χαρακτήρα της νόσου με 

Εικόνα 5.5.7. Η δυνατότητα ανίχνευσης 
γενετικών παραλλαγών μέσω 
συχνότητας του αλληλομόρφου 
κινδύνου και της ισχύος της γενετικής 
δράσης (Odds Ratio). 

Η περισσότερη έμφαση και ενδιαφέρον 
δίνεται στην ανίχνευση συσχετίσεων με τα 
χαρακτηριστικά που περιγράφονται εντός 
των διακεκομμένων, διαγώνιων γραμμών.  
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τους ενδιάμεσους φαινοτύπους που χαρακτηρίζουν την κατάσταση να αποτελούν πιο εύκολους στόχους στις 
GWAS από ότι η ίδια η νόσος. Τα διαθέσιμα ωστόσο δεδομένα παρέχουν μικρή υποστήριξη στη θεώρηση 
αυτή. Για παράδειγμα, τα γνωσιακά χαρακτηριστικά είναι ίσως ο κυρίαρχος ενδοφαινότυπος της σχιζοφρένειας, 
αλλά οι GWAS δεν αποδείχθηκαν περισσότερο επιτυχείς για την αποκάλυψη της γενετικής βάσης των 
γνωσιακών χαρακτηριστικών σε φυσιολογικά άτομα από ότι η μελέτη των αιτιών της ίδιας της 
σχιζοφρένειας854, 855. Μία επιπλέον δημοφιλής θεώρηση είναι ότι οι παραλλαγές που συμβάλουν σε συχνές 
νόσους έχουν λεπτές επιδράσεις και εξαρτώνται από το πλαίσιο της νόσου. Για παράδειγμα, υπάρχουν 
διαφωνίες στο ότι συγκεκριμένοι συνδυασμοί συχνών παραλλαγών μπορούν να οδηγήσουν σε σημαντικά 
μεγαλύτερη επίδραση στον κίνδυνο από ότι κάθε μεμονωμένη παραλλαγή. Αν και η εξήγηση αυτή είναι 
θεωρητικά πιθανή, υπάρχουν μέχρι στιγμής μερικά ξεκάθαρα παραδείγματα συχνών παραλλαγών που 
αναγνωρίστηκαν σε GWAS που αλληλεπιδρούν ισχυρά μεταξύ τους ή με το περιβάλλον για να επηρεάσουν ένα 
σύνθετο χαρακτηριστικό. Παρόλα αυτά οι μέθοδοι για την ανίχνευση αλληλεπιδράσεων μεταξύ των πολλών 
συχνών παραλλαγών στο ανθρώπινο γονιδίωμα είναι ακόμα πρώιμες856 και παραμένει πιθανό ότι νέες 
αναλυτικές και πειραματικές προσεγγίσεις θα αναγνωρίσουν νέα πρότυπα κινδύνου που προκύπτουν από 
πολύπλοκες αλληλεπιδράσεις. Τέλος, μία πρόσφατη μελέτη προτείνει ότι επιδράσεις από το «γονέα-
προέλευσης» (parent-of-origin effect) μπορεί να είναι σημαντικές για τις συχνές νόσους857 και ότι η 
ενσωμάτωση τέτοιων πληροφοριών στις GWAS μπορεί να αυξήσει την υπολογιζόμενη συνεισφορά των 
συχνών γενετικών παραλλαγών στον κίνδυνο της νόσου. 

 
 

5.5.9 Στόχοι και σημασία της γενετικής έρευνας. 

Ένα σημαντικό σημείο που αποτελεί ουσιαστικά και τον ύστατο στόχο της γενετικής έρευνας, 
εντοπίζεται στη μετάφραση των ευρημάτων σε προόδους στην κλινική πράξη (εικόνα 5.5.8).  

 
 

Οι πρόσφατες επιτυχίες στην αναγνώριση γενετικών παραλλαγών προδιάθεσης που σχετίζονται με 
σημαντικούς βιοϊατρικούς φαινοτύπους, έχουν αυξήσει την πεποίθηση ότι η πληροφορία αυτή μπορεί να 
μεταφραστεί σε κλινικά χρήσιμη βελτίωση στην αντιμετώπιση των νόσων. Γενικά υπάρχουν δύο κύριες οδοί 
μέσω των οποίων τα ευρήματα μπορούν να μεταφραστούν στην κλινική πράξη. Η πρώτη αφορά στην 
αναγνώριση των αιτιολογικών μονοπατιών παρέχοντας νέες ευκαιρίες για κλινική πρόοδο για όλους τους 
νοσούντες (ή σε κίνδυνο να νοσήσουν) από τη συγκεκριμένη νόσο. Η δεύτερη μεταφραστική οδός αφορά 
μεμονωμένα άτομα και τη χρήση της εξατομικευμένης φροντίδας υγείας (personalized medicine) με βάση τα 
ατομικά πρότυπα προδιάθεσης (για παράδειγμα μέσω του ατομικού γενετικού προφίλ)805.  

Μία ακόμα σημαντική παράμετρος στις GWAS αποτελεί και ο συνδυασμός λειτουργίας και 
γενετικής. Αν και οι στατιστικές προσεγγίσεις («αντίστροφη γενετική») μπορούν να βοηθήσουν για να 
μετακινηθεί μία ισχυρή συσχέτιση πιο κοντά στην κατανόηση της παθογένειας της νόσου, τα «λειτουργικά» 
δεδομένα μπορούν σίγουρα να υποστηρίξουν και να ενισχύσουν τέτοιες προσπάθειες. Οι μέθοδοι για 
περισσότερο αποτελεσματική ενσωμάτωση λειτουργικών και στατιστικών προσεγγίσεων, παρουσιάζονται 
συνοπτικά στην εικόνα 5.5.9. 

Εικόνα 5.5.8. Μετάφραση 
στην κλινική πράξη των 
ευρημάτων γενετικών 
μελετών  
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Η πιο φανερή συντόμευση από το σήμα συσχέτισης στον πιθανό λειτουργικό μηχανισμό εντοπίζεται 
στη χρήση δεδομένων έκφρασης μίας περιοχής ενός ποσοτικού χαρακτηριστικού (expression 
Quantitative Trait Locus, eQTL). Δημόσια διαθέσιμα δεδομένα για eQTL υπαρχουν για ένα συνεχώς 
αυξανόμενο αριθμό ιστών858-863 και υπάρχει συνεχώς αυξανόμενο ενδιαφέρον στην επέκταση του εύρους των 
ιστών και των κυτταρικών σειρών για τα οποία θα είναι διαθέσιμη ισοδύναμη πληροφορία. Με αυτά τα 
δεδομένα γίνεται εφικτός ο προσδιορισμός εάν κάποια από τις παραλλαγές εντός του σήματος συσχέτισης 

Εικόνα 5.5.9. Στρατηγικές για τη χρήση λειτουργικών δεδομένων στην υποστήριξη 
αιτιολογικών γενετικών παραλλαγών και στην αναγνώριση αιτιολογικών γονιδίων. 
Α) Η περιοχή στην οποία η γενετική ανάλυση έχει ανιχνεύσει μία σημαντική συσχέτιση 
μεταξύ των κωδικών περιοχών των γονιδίων B και C. Τα σημαντικά σημεία ανασυνδυασμού 
(μπλε τρίγωνα) έχουν περαιτέρω εντοπίσει την περιοχή στην οποία είναι πιθανό να 
βρίσκονται οι υπεύθυνες γενετικές παραλλαγές και η οποία περιλαμβάνει όλη την κωδική 
περιοχή του γονιδίου B και μέρος των γονιδίων A και C. Για τους σκοπούς του σχήματος, η 
υπεύθυνη παραλλαγή θεωρείται το SNP με την ισχυρότερη συσχέτιση και επιδρά στη νόσο 
μέσω τροποποίησης της έκφρασης του γονιδίου C. 

B) Συμπεράσματα σχετικά με την ταυτότητα του υπεύθυνου γονιδίου προκύπτουν από μελέτη 
έκφρασης της περιοχής του ποσοτικού χαρακτηριστικού σε ένα ιστό σχετικό με τη νόσο: οι 
αιτιολογικές παραλλαγές σχετίζονται με την έκφραση του γονιδίου C αλλά και τα επίπεδα 
έκφρασης του γονιδίου σχετίζονται με τα η νόσο. 

C) Συμπεράσματα σχετικά με την ταυτότητα του υπεύθυνου γονιδίου προκύπτουν από 
ανάλυση των καταγραφών του γονιδιώματος: το γονίδιο C κωδικοποιεί για ένα μέλος ενός 
μονοπατιού που έχει εμπλακεί στη νόσο και η σχετιζόμενη γενετική παραλλαγή διαθέτει 
ισχυρή λειτουργική σημασία. 

D) Συμπεράσματα σχετικά με την ταυτότητα του υπεύθυνου γονιδίου προκύπτουν από εις 
βάθος επαναλληλούχιση των εξονίων των γονιδίων A-C: τρεις ανεξάρτητες μεταλλαγές 
πρόωρου τερματισμού ανακαλύφθηκαν στο γονίδιο C (που οδηγούν στην παραγωγή 
κατακερματισμένης πρωτεΐνης με δράσεις επικρατούσες-αρνητικές -dominant-negative) σε 
άτομα με σοβαρή, πρώιμης έναρξης, νόσο. 
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διαθέτει επιδράσεις στη μεταγραφή (ιδιαίτερα γονιδίων που εντοπίζονται κοντά). Η αλληλοεπικάλυψη μεταξύ 
των προτύπων συσχέτισης σε σχέση με τη νόσο και τη γονιδιακή έκφραση, ιδιαίτερα εάν υποστηρίζεται και 
από ανεξάρτητες μελέτες συσχέτισης της γονιδιακής έκφρασης με τη νόσο, έχει το δυναμικό να ανιχνεύσει 
πιθανούς μηχανισμούς και να επιτρέψει τη στοχευμένη προσέγγιση στην επαναλληλούχιση και στη «λεπτή» 
χαρτογράφηση (fine-mapping) (εικόνα ..B). Γενικά, αυτή η «γενετική γονιδιωματική» μπορεί να επεκταθεί και 
σε δεδομένα πρωτεωμικής και μεταβολισμού864. Αν και με την πληθώρα των γενετικών παραλλαγών και των 
δεδομένων έκφρασης είναι δύσκολο να εκτιμηθεί επακριβώς η βαρύτητα τέτοιων συσχετίσεων, ειδικά εάν τα 
δεδομένα έκφρασης προέρχονται από ιστό ή κυτταρική σειρά με περιορισμένη παθοφυσιολογική σημασία για 
τη νόσο865, ωστόσο οι προσεγγίσεις αυτές παρέχουν μία μηχανιστική υπόθεση επιδεκτική σε πρώιμη 
πειραματική επιβεβαίωση. Η eQTL προσέγγιση μπορεί να είναι ιδιαίτερα χρήσιμη σε περιπτώσεις όπου οι 
αιτιολογικές γενετικές παραλλαγές εμφανίζουν απομακρυσμένες δράσεις σε γονίδια των οποίων οι 
κωδικοποιούσες περιοχές εντοπίζονται έξω από τα όρια της μέγιστης συσχέτισης και για αυτό το λόγο δεν θα 
θεωρούνταν ως ισχυροί υποψήφιοι για συμμετοχή στην παθογένεια της νόσου.  

Ο δεύτερος τρόπος προσέγγισης της λειτουργίας μίας γενετικής παραλλαγής είναι η χρήση 
καταγεγραμμένων στοιχείων από το γονιδίωμα ή η χρήση λειτουργικών πειραμάτων. Μία επίσκεψη 
σε ένα οποιοδήποτε ηλεκτρονικό περιηγητή του γονιδιώματος, θα αποκαλύψει το μεγάλο εύρος καταγραφών 
που συνοδεύει τν αλληλουχία του ανθρώπινου γονιδιώματος866. Όσο περισσότερη από την πληροφορία αυτή 
γίνεται διαθέσιμη, οι ερευνητές πρέπει να σκεφτούν πως θα τη χρησιμοποιήσουν για να υποστηρίξουν την 
ανίχνευση των αιτιολογικών γενετικών παραλλαγών (εικόνα   C). Μία στρατηγική που θα μπορούσε να 
εφαρμοστεί, αφορά την ιεράρχηση των παραλλαγών που εντοπίζονται μέσα στην περιοχή μέγιστης 
συσχέτισης (χρησιμοποιώντας για παράδειγμα το υπολογιζόμενο λειτουργικό αποτέλεσμα) ώστε να επιτρέψει 
την επίσημη ενσωμάτωση στατιστικών και λειτουργικών δεδομένων στην προσπάθεια για «λεπτή» 
χαρτογράφηση. Τέτοιο παράδειγμα αποτελούν τα μη συνώνυμα SNPs στις κωδικοποιούσες περιοχές που 
οδηγούν σε μη συντηρητικές αλλαγές αμινοξέων σε κριτικά τμήματα των πρωτεϊνών. Μία ισοδύναμη 
προσέγγιση σε επίπεδο γονιδίου, αφορά τη χρήση μηχανιστικών πληροφοριών από προηγούμενες μελέτες 
ανίχνευσης γονιδίων προδιάθεσης για να ενημερωθούν οι εκτιμήσεις της υποψηφιότητας με βάση τη θέση για 
νέα σήματα που προκύπτουν από νέες μελέτες συσχέτισης (όπως για παράδειγμα στην περίπτωση της νόσου 
Chrohn και της αυτοφαγίας825, 867). Μία τρίτη προσέγγιση, η in-silico εκτίμηση της λειτουργικής σημασίας, 
μπορεί να γίνει εξαιρετικά σημαντική στη μελέτη ιδιαίτερα παραλλαγών με χαμηλή συχνότητα που 
μεμονωμένα είναι σπάνιες για να οριστικοποιηθούν με μεμονωμένη δοκιμασία συσχέτισης846.  

Εάν οι in-silico προσεγγίσεις είναι δύσκολες, τότε η πειραματική εκτίμηση της πιθανής λειτουργικής 
σημασίας μίας γενετικής παραλλαγής αποτελεί ακόμα μεγαλύτερη πρόκληση. Συνήθως τα σήματα από τις 
GWAS εντοπίζονται σε κάποια απόσταση από τις κοντινότερες κωδικές αλληλουχίες και η επίδραση τους στην 
προδιάθεση της νόσου μάλλον προέρχεται από απομακρυσμένες ρυθμιστικές επιδράσεις τους στη μεταγραφή 
ή (στην περίπτωση των microRNAs868) στη μετάφραση. Αυτές οι παραλλαγές είναι εμφανώς ανθεκτικές σε 
λειτουργική μελέτη: διασφαλίζοντας ότι οι μέθοδοι που θα χρησιμοποιηθούν είναι κατάλληλες για την 
κατάσταση της νόσου, απαιτούν την κατάλληλη επιλογή αναφορικά με τον ιστό και τον κυτταρικό τύπο, το 
στάδιο της κυτταρικής ανάπτυξης αλλά και της ανάπτυξης του οργανισμού και την συμμετοχή σχετικών 
περιβαλλοντικών παραγόντων, αποφάσεις που είναι σχεδόν αδύνατο να ληφθούν με βεβαιότητα. Ανάλογα 
εμπόδια μπορεί να προκύψουν και με μοντέλα ζώων. Οι λειτουργικές μελέτες μπορεί να είναι ενοχλητικές 
ακόμα και για αλληλόμορφα που προκαλούν Μεντελικά χαρακτηριστικά. Συγκριτικά, τα αιτιολογικά 
αλληλόμορφα για σύνθετες νόσους είναι περισσότερο πιθανό να έχουν πολύ πιο ήπια μοριακή και κυτταρική 
επίδραση. Είναι πολύ βασικό να παραμένει υπόψη ότι οι μετρούμενες δράσεις ενός αλληλομόρφου σε μία 
δεδομένη λειτουργική δοκιμασία δεν αποδεικνύει, από μόνη της, τον αιτιολογικό ρόλο στην παθογένεια της 
νόσου. Εκτός και εάν η λειτουργική δοκιμασία είναι εξαιρετικά αντιπροσωπευτική ως μοντέλο της διαδικασίας 
που εμπλέκεται στη νόσο, τα λειτουργικά δεδομένα δεν μπορούν να υποκαταστήσουν μία πειστική γενετική 
μαρτυρία843.  

Ο τρίτος τρόπος προσέγγισης της λειτουργικότητας γενετικών παραλλαγών που προδιαθέτουν σε νόσο 
χρησιμοποιεί και πάλι τη γενετική και αφορά την ανεύρεση νέων αιτιολογικών παραλλαγών εντός της 
σχετιζόμενης με τη νόσο γενετικής περιοχής. Η ετερογένεια των αλληλομόρφων είναι κοινό 
χαρακτηριστικό των Μενδελιανών νόσων και πολλά γονίδια έχουν εμπλακεί τόσο σε σπάνιες όσο και συχνές 
μορφές της ίδια κατάστασης (ένα φανερό παράδειγμα αποτελούν οι παραλλαγές του γονιδίου KCNJ11 που 
σχετίζονται με φαινοτύπους διαβήτη εκτεινόμενων μεταξύ του συνδρόμου του νεογνικού διαβήτη έως τον 
κοινό τύπου 2 διαβήτη869, 870). Η ύπαρξη μαρτυρίας για την επίδραση μίας γενετικής παραλλαγής, σε ένα 
συγκεκριμένο γονίδιο, σε ένα συγκεκριμένο φαινότυπο της νόσου, ενισχύει σημαντικά την πιθανότητα και 
άλλες λειτουργικές παραλλαγές εντός του ίδιου γονιδίου να τροποποιούν επίσης τον κίνδυνο για τη νόσο.  
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Τέτοιες παρατηρήσεις ανοίγουν το δρόμο για την ανάπτυξη προσπαθειών για στοχευόμενη 
επαναλληλούχισης για την αναγνώριση ανεξάρτητων γενετικών παραλλαγών εντός των γονιδίων που 
χαρτογραφούνται στην περιοχή συσχέτισης, με την ελπίδα ότι θα αποκαλυφθεί το υπεύθυνο γονίδιο για την 
παρουσιαζόμενη συσχέτιση (εικόνα….D). Σκοπός είναι η ανακάλυψη «καυτών» μεταλλαγών (συνήθως χαμηλής 
συχνότητας και μέτριας-υψηλής διεισδυτικότητας) που αποφεύγουν τα προβλήματα λειτουργικής απόδοσης 
που επιπλέκουν τα μηχανιστικά συμπεράσματα των συχνών, χαμηλής διεισδυτικότητας παραλλαγών. Οι 
περιοχές επαναλληλούχισης συνήθως περιλαμβάνουν τα περισσότερο λειτουργικά σημαντικά στοιχεία εντός ή 
κοντά στην περιοχή του υψηλότερου σήματος συσχέτισης όπως εξόνια, υποκινητές, UTRs, υψηλά 
συντηρημένες αλληλουχίες, σε ένα αριθμό μερικών εκατοντάδων ατόμων (επιλεγμένων ώστε να 
αντιπροσωπεύονται και τα δύο άκρα της φαινοτυπικής κατανομής του χαρακτηριστικού ώστε να εντοπιστούν 
τόσο τα «προστατευτικά» όσο και κινδύνου χαμηλής συχνότητας αλληλόμορφα). Η επέκταση της 
επαναλληλούχισης σε όλη την περιοχή του σήματος συσχέτισης παραμένει ακόμα ασαφής δεδομένων των 
περιορισμών στην εκτίμηση και αξιολόγηση της λειτουργικής σημασίας πολλών διαγονιδιακών και ιντρονικών 
περιοχών . Γενικά οι δυσκολία πια δεν έγκειται στην σνίχνευση χαμηλής συχνότητας παραλλαγών αλλά στην 
ικανότητα εγκαθίδρυσης εύρωστων κριτηρίων για την αξιολόγηση τους. Τέτοια κριτήρια μπορεί να βασίζονται 
σε in-silico παραμέτρους (όπως περιορισμένες αναλύσεις σε σπάνιες, μη-συντηρημένες, μη συνώνυμες 
μεταλλαγές871), μεγάλης κλίμακας (καλής ισχύος) μελέτη συσχέτισης, συν-διαχωρισμός (co-segregation) σε 
απογόνους και όπου είναι εφικτό, υψηλής κλίμακας λειτουργικές δοκιμασίες.  

Εάν οι προσπάθειες επαναλληλούχισης είναι επιτυχείς, θα αναγνωρίσουν ανεξάρτητες αιτιολογικές 
παραλλαγές (με συνακόλουθη επιβεβαίωση με συσχέτιση ή συν-διαχωρισμό) ή θα αναδείξουν διαφορές στο 
φορτίο μεταλλάξεων (όπως μία απόκλιση στο λόγο συνώνυμων/μη συνώνυμων κωδικών παραλλαγών846) 
μεταξύ ασθενών και μαρτύρων και θα καθρεφτίσουν ξεκάθαρα το μελετώμενο φαινότυπο. Στην περίπτωση 
αυτή, η «λεπτή» χαρτογράφηση δε θα είναι πλέον απαραίτητη καθώς το υπεύθυνο γονίδιο θα έχει 
αναγνωριστεί. Ένα επιπρόσθετο και σημαντικό όφελος της «βαθειάς» επαναλληλούχισης είναι η δυνητική 
αποκάλυψη αλληλομόρφων με πιο σοβαρή επίδραση στο μοριακό και κλινικό επίπεδο: τέτοιες παραλλαγές 
είναι πιο ελκυστικές για λειτουργική και κλινική διερεύνηση από τη συχνή παραλλαγή που ανιχνεύθηκε 
αρχικά843. 

 

5.5.10 Φαινοτυπική αξιολόγηση των σημάτων συσχέτισης που προκύπτουν από τις 
GWAS.  

Αν και οι GWAS γενικά εστιάζονται σε μεμονωμένους φαινοτύπους, οι σχετιζόμενες παραλλαγές μπορεί 
ουσιαστικά να επηρεάζουν πολλαπλά χαρακτηριστικά. Σε μερικές περιπτώσεις οι φαινότυποι μπορεί να 
συσχετίζονται μεταξύ τους όπως για παράδειγμα η συσχέτιση μιας γενετικής παραλλαγής στο FTO με διαβήτη, 
παχυσαρκία και άλλους σχετιζόμενους με την παχυσαρκία φαινοτύπους872, 873. Με άλλα λόγια, οι φαινότυποι 
έχουν μία καθαρή σύνδεση όπως για παράδειγμα η συσχέτιση παραλλαγών με διαφορετικούς φαινοτύπους 
αυτοάνοοσων νόσων874(για τις οποίες θα γίνει αναλυτικότερα λόγος παρακάτω) ή τους καρκίνους875. Σε άλλες 
περιπτώσεις φαινότυποι με κοινές σχετιζόμενες γενετικές παραλλαγές, δεν εμφανίζουν καμία φανερή 
συσχέτιση μεταξύ τους όπως για παράδειγμα η συσχέτιση παραλλαγών των γονιδίων HNF1B και JAZF1 τόσο 
με τον καρκίνο του προστάτη όσο και με το σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2831, 876, 877 και επομένως η ένδειξη 
του πλειοτροπισμού υποδηλώνει, προηγουμένως ανύποπτες, μηχανιστικές συνδέσεις μεταξύ δύο φαινομενικά 
άσχετων νόσων878. Θα ήταν επομένως παραγωγικό να αναλυθούν επικυρωμένες σχετιζόμενες παραλλαγές 
αναφορικά με ένα ευρύ φάσμα φαινοτύπων. 

Θεωρητικά, οι σχετιζόμενες παραλλαγές θα μπορούσαν να αναστρέψουν τη συνήθη πειραματική ροή 
των GWAS. Παραδοσιακά, οι GWAS ξεκινούν με ένα καθορισμένο φαινότυπο (π.χ. τύπου 2 διαβήτης) και στη 
συνέχεια ψάχνουν κατά μήκος μίας μεγάλης σειράς γονοτύπων για συσχετίσεις. Το αντίστροφο πείραμα θα 
μπορούσε να ξεκινήσει από ένα καθορισμένο γονότυπο για μία επικυρωμένη παραλλαγή (π.χ. το σχετιζόμενο 
με διαβήτη SNP στο TCF7L2) και στη συνέχεια να ψάξει κατά μήκος μίας μεγάλης σειράς φαινοτύπων για νέες 
συσχετίσεις843. 

Πολύ πρόσφατα άρχισε και η χρήση των GWAS στην ανάλυση βιολογικών μονοπατιών και στην 
ανίχνευση συσχετίσεων βασιζόμενων στα βιολογικά μονοπάτια. Οι προσεγγίσεις αυτές χρησιμοποιούν την 
προηγηθείσα γνώση της βιολογικής λειτουργίας του γονιδίου για να επιτύχει περισσότερο ισχυρή ανάλυση των 
δεδομένων μίας GWAS. Οι προσεγγίσεις αυτές τυπικά εξετάζουν εάν μία ομάδα σχετιζόμενων γονιδίων στο ίδιο 
λειτουργικό μονοπάτι, σχετίζονται από κοινού με το μελετώμενο χαρακτηριστικό. Δανειζόμενες ιδέες από το 
πεδίο των μικροσυστοιχιών, οι προσεγγίσεις αυτές μπορούν να υιοθετηθούν από τις GWAS με μερικές 
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τροποποιήσεις ώστε να ανταποκρίνονται στις προκλήσεις των δεδομένων τους. Στις μελέτες αυτές οι 
ερευνητές τυπικά μελετούν μία ομάδα προκαθορισμένων γονιδίων για τα μονοπάτια βασισμένοι στην ήδη 
υπάρχουσα βιολογική γνώση και η σημασία του κάθε μονοπατιού μπορεί να συνοψισθεί βασιζόμενη στις 
συσχετίσεις με τη νόσο των δεικτών μέσα ή κοντά στα γονίδια που αποτελούν μέρος του μονοπατιού. 
Πολλαπλές, πρόσφατα δημοσιευμένες, μελέτες έχουν ξεκάθαρα δείξει τη σημασία των προσεγγίσεων που 
βασίζονται σε μονοπάτια που συμπληρώνουν τις κλασσικές μελέτες ενός δείκτη, στην εξαγωγή περισσότερων 
βιολογικών πληροφοριών από τα υπάρχοντα δεδομένα των GWAS879.  

 

5.5.11 Η μοριακή γενετική του Συστηματικού Ερυθηματώδους Λύκου. 

Η αιτιολογία του ΣΕΛ δεν έχει ακόμα διευκρινιστεί πλήρως και πιστεύεται ότι το νόσημα εμφανίζεται 
ως επακόλουθο περίπλοκων αλληλεπιδράσεων μεταξύ πολλαπλών γενετικών, ορμονικών και περιβαλλοντικών 
παραγόντων880. Παρουσιάζεται ως πολυπαραγοντικό νόσημα και προς το παρόν υπάρχει περιορισμένη 
πληροφορία σχετικά με τους γενετικούς τόπους που εμπλέκονται στην ανάπτυξη και εξέλιξη του ΣΕΛ, αν και 
χαρακτηρίζεται από τη σημαντική συμβολή του γενετικού παράγοντα881. Λόγω της γενετικής ετερογένειας του 
νοσήματος, ποια γονίδια, πόσα γονίδια, και η σημασία που παίζει καθένα από αυτά εξαρτάται κάθε φορά από 
τον πληθυσμό που μελετάται882. Το γενετικό στοιχείο στο Σ.Ε.Λ. υποστηρίζεται από υψηλό λόγο κινδύνου 
μεταξύ αδελφών αλλά και κληρονομικότητας (>66%) και υψηλότερη τιμή συμφωνίας μεταξύ μονοζυγωτικών 
διδύμων (>35%) συγκριτικά με τα διζυγωτικά δίδυμα883-888. Οι γενετικές ανακαλύψεις και οι αναδυόμενες 
τεχνολογίες βρίσκονται καθοδόν στη μετατροπή της γνώσης γύρω από τα ανθρώπινα νοσήματα. Οι μαζικής 
απόδοσης μέθοδοι γονοτύπησης και οι πρόοδοι στη βιοπληροφορική οδήγησαν στην ταχεία ανακάλυψη 
πολυάριθμων πειστικών και αποδεδειγμένων γενετικών συσχετίσεων και στο Σ.Ε.Λ. (εικόνα 5.5.10). 

 

Τα τελευταία τέσσερα χρόνια, μία σειρά πρωτοπόρων μελετών έφεραν επανάσταση στην κατανόηση 
της γενετικής του Σ.Ε.Λ. 889-896 897, 898. Οι μελέτες αυτές αποτελούνται από πολύ αξιόλογες μελέτες 

Εικόνα 5.5.10. Χρονοδιάγραμμα ανακαλύψεων 
στη γενετική του ανθρώπου(δεξιά) και 
επιβεβαιωμένα γονίδια που εμπλέκονται στο 
Σ.Ε.Λ. (αριστερά).  

 



 118 

συσχέτισης του «υποψήφιου γονιδίου» οι οποίες επιβεβαιώνονται από GWAS που περιλαμβάνουν περισσότερα 
από 10.000 άτομα που γονοτυπήθηκαν για περισσότερα από 300.000 SNPs. Πριν το 2007, υπήρχαν εννέα 
εγκαθιδρυμένα γονίδια προδιάθεσης για Σ.Ε.Λ. που είχαν ανακαλυφθεί με μελέτες σύνδεσης και προσεγγίσεις 
«υποψήφιου γονιδίου». Οι GWAS αύξησαν τον αριθμό σε περισσότερο από 30 πειστικές γενετικές συσχετίσεις 
και αναγνώρισαν γονίδια που εμπλέκονται σε διάφορα σηματοδοτικά μονοπάτια του ανοσοποιητικού 
συστήματος (πίνακας 5.5.6, εικόνα 5.5.11). 

 

Πίνακας 5.5.6. Γονίδια που σχετίζονται με το Σ.Ε.Λ. 
[Πηγή : Moser, K.L. et.al. Genes Immun 2009;10(5):373-379] 

 
Γονίδιο O.R. Ειδικά σημεία 

TREX1 25 Σπάνιο, βρέθηκε σε 12/417 ασθενείς και 2/1712 υγιείς 
μάρτυρες 

Συμπλήρωμα C1q ~10 Σπάνιο, >90% −/− προσβεβλημένοι 
Συμπλήρωμα C4A & 

C4B 
6.5 Σπάνιο, >70% −/− & −/+ προσβεβλημένοι, CNV 

Συμπλήρωμα C2 ~5 <10% −/− προσβεβλημένοι 
HLA 2.36 Πολλαπλές δράσεις 

TNFAIP3 2.28 Σπάνιος απλότυπος (Συχνότητες ελάσσονος αλληλομόρφου 
~0.03–0.07) 

FCGR3B 2.21 CNV 
ITGAM 1.62 H77R 

FcGR3A 1.6 F176V 
IRF5 1.54 Τρεις λειτουργικές παραλλαγές 

STAT4 1.5  
IRAK1 1.5 Χρωμόσωμα X, γειτονικό στο MECP2 
BANK1 1.4  

FCGR2A 1.35 H131R 
ICA1 1.32  

PTPN22 1.3 όχι Ευρωπαίοι, Σ.Ε.Λ. σε οικογένειες 
CRP 1.3 −707 μεταλλαγή 

TNFSF4/OX40 1.3  
LYN 1.30  

SCUBE1 1.28  
KIAA1542 1.28 rs49663128, SLEGEN GWAS, δείκτης για IRF7? 

PXK 1.25  
XKR6 1.23  

Χρωμόσωμα 5q33.3 1.23 rs2431697, SLEGEN GWAS 
Χρωμόσωμα 1q25.1 1.22 rs10798269, SLEGEN GWAS 

BLK/FAM167A(C8orf12) 1.22  
UBE2L3 1.22  
MECP2 1.2 Χρωμόσωμα X, γειτονικό στο IRAK1 
PDCD1 1.2  
ATG5 1.19  

NMNAT2 1.18  
Χρωμόσωμα 8p21.1 1.18 rs10903340, SLEGEN GWAS 

CNV: Παραλλαγή του αριθμού αντιγράφων, SLEGEN: Διεθνής συνεργασία για τη γενετική του 
Σ.Ε.Λ. 
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Αν και σε σπάνιες περιπτώσεις η γενετική επίδραση είναι αποτέλεσμα ανεπάρκειας ενός και μόνο 
γονιδίου (π.χ. C1q)899, συνήθως εμφανίζεται ως αποτέλεσμα της συνδυασμένης επίδρασης μεγάλου αριθμού 
γονιδίων. Κάθε αλληλόμορφο συμβάλλει ήπια (O.R ~ 1.5)και η συσσώρευση πολλαπλών γονιδίων θεωρείται 
απαραίτητη για να αυξήσει σημαντικά τον κίνδυνο για Σ.Ε.Λ. Τα περισσότεροι από τα SNPs που έχουν 
συσχετιστεί με το λύκο εντοπίζονται σε μη κωδικοποιούσες περιοχές DNA και πρακτικά αντιπροσωπεύουν 
δείκτες συν-διαχωρισμένων αλληλομόρφων. Τα περισσότερα από αυτά, αφορούν γονίδια που εμπλέκονται 
στην άνοση απόκριση. 

Η πιο σημαντική συσχέτιση εντοπίζεται στο γενετικό τόπο του ανθρώπινου λευκοκυτταρικού 
αντιγόνου (HLA). Συγκεκριμένα, το HLA-DR2 αλληλόμορφο και ο B8-DR3 απλότυπος έχουν συσχετιστεί με τη 
νόσο, καθώς επίσης και τα συστατικά του συμπληρώματος C2 και C4Α (χρωμόσωμα 6) C1r και C1s 
(χρωμόσωμα 12). Αν και η συσχέτιση αυτή είναι γνωστή εδώ και 30 χρόνια και ο μηχανισμός παραμένει ακόμα 
άγνωστος, το εύρημα έχει αναπαραχθεί σε πολλές μελέτες. 

Κατά τη διάρκεια των τελευταίων χρόνων, οι αναλύσεις σε ολόκληρο το γένωμα έχουν αυξήσει 
σημαντικά τον αριθμό των γονιδίων που σχετίζονται με το Σ.Ε.Λ.892, 893, 895, 898 (εικόνα 5.5.12). Η λειτουργία 
τους ποικίλει. Μερικά από αυτά  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5.5.12. Σχετιζόμενα με Σ.Ε.Λ. γονίδια και χρωμοσωμικές περιοχές.  
Η κατά προσέγγιση θέση των σχετιζόμενων με Σ.Ε.Λ. χρωμοσωμικών περιοχών (κόκκινοι 
τετράγωνα) και γονιδίων (βέλη) στο ανθρώπινο γονιδίωμα. Επιπρόσθετες μελέτες θα αναγνωρίσουν 
τα αλληλόμορφα κινδύνου που είναι υπεύθυνα για αυτές τις συσχετίσεις. Αυτό θα επιτρέψει μία 
περισσότερο σφαιρική κατανόηση της παθογένειας της νόσου και την επιλογή καλύτερων 
βιοδεικτών και θεραπευτικών στόχων. 

 *FCGR=FCGR2A, FCGR3B και FCGR3A, COMP= C2, C4A και C4B. 

Εικόνα 5.5.11. Παραδείγματα 
ανοσολογικών λειτουργιών, 
γενετικών μονοπατιών και 
σχετιζόμενων γονιδίων στο 
Σ.Ε.Λ.  
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όπως το IRF5889, STAT4900, οστεοποντίνη901, IRAK1902, TREX1903 και TLR8901 εμπλέκονται στην ανίχνευση 
των νουκλεϊκών οξέων και στην παραγωγή ιντερφερόνης, ενώ άλλα εμπλέκονται στα σηματοδοτικά μονοπάτια 
των T (PTPN22904, TNFSF4897, PDCD1882, 905) και των B κυττάρων (BANK1, BLK893, LYN906). Το BCL6 (εικόνα 
5.5.12) αποτελεί τον ειδικό μεταγραφικό παράγοντα της σειράς των βοηθητικών Τ-κυττάρων των θυλακίων 
(Follicular helper T cells, TFH), ένας υποπλυθυσμός των B κυττάρων που παρέχουν βοήθεια στα B κύτταρα 
εντός των βλαστικών κέντρων907. Ενδιαφέρον εμφανίζεται και το εύρημα ότι αθροιστικά, τα IRF5 και STAT4 
αυξάνουν τον κίνδυνο για Σ.Ε.Λ.900.  

Οι παραπάνω συσχετίσεις επιβεβαιώθηκαν σε μία πρόσφατη μελέτη, η οποία αναγνώρισε επιπλέον 
τους γενετικούς τόπους TNIP1, PRDM1, JAZF1, UHRF1BP1 και την IL10 ως παράγοντες κινδύνου για Σ.Ε.Λ908. 
Αν και πολλά υποσχόμενοι, οι γενετικοί τόποι που έχουν αναγνωριστεί καλύπτουν μόνο το 15% της 
κληρονομικότητας στο Σ.Ε.Λ.830. Έτσι, αν και η αναγνώριση υποψήφιων γονιδίων και αλληλομόρφων 
αντιπροσωπεύει ένα σημαντικό βήμα στην κατανόηση της παθογένεσης, η σχετική σημασία του κάθε γονιδίου 
στη συνολική νόσο αλλά και η ειδική συνεισφορά στο φαινότυπο και τη βαρύτητα, παραμένει υπό διευκρίνιση. 
Τα μονοπάτια που επηρεάζονται από τα γονίδια που σχετίζονται με το Σ.Ε.Λ. και η σχέση τους με την 
απρόσφορη λειτουργία T και B κυττάρων, θα πρέπει να διερευνηθούν σε μελλοντικές μελέτες909. 

Άλλα γονίδια που έχουν αναφερθεί κατά καιρούς είναι αυτό της πρωτεΐνης πρόσδεσης της μαννόζης 
(ΜBL2), καθώς και τα IL-1, IL-6, IL-10, Bcl-2, APT1LG1 και ADPRT 1. Αρκετά μέλη της οικογένειας των 
Fcγυποδοχ ων (FcγRs) εμφανζονται να εμπλκονται στη γενετικ του ΣΕΛ. χει βρεθε συσχτιση τη 
εμφάνισης ΣΕΛ και των αλληλομόρφων FcγRIIIA-F176V και FcγRIIIΒ-NA1/NA2910. Η σύνδεση του FcγRΙΙΑ με 
το νόσημα έχει δειχθεί όσον αφορά τον πολυμορφισμό στη θέση 131 (H131R) του FcγRΙΙΑ που συνδέεται με 
την εμφάνιση του ΣΕΛ σε Κορεάτες και Αφρο-Αμερικάνους911 όχι όμως και στους Γερμανούς912. Πειράματα σε 
ποντίκια τέλος, κατέδειξαν το ρόλο του γονιδίου Ly108, καθώς και άλλων μελών της οικογένειας SLAM/CD2 
στην ανάπτυξη αυτοανοσίας σε άτομα με ΣΕΛ913. Άλλα γονίδια που έχουν συσχετιστεί με προδιάθεση είναι τα 
STAT4, TRAF1/C5765, 880, 914 . 

Σημαντικό ρόλο στη γενετική των αυτοάνοσων νοσημάτων όπως προαναφέρθηκε, αποτελεί η 
ανίχνευση κοινών παθογενετικών μηχανισμών μέσω κοινών γενετικών μηχανισμών. Χαρακτηριστικό 
παράδειγμα θα μπορούσε να αποτελεί το γονίδιο CD40. Η πιθανή συσχέτιση ενισχύεται περισσότερο από τα 
ευρήματα γενετικών μελετών όπου ανιχνεύθηκαν να σχετίζονται με αυτοανοσία γονίδια που εμπλέκονται στη 
ρύθμιση του σηματοδοτικού μονοπατιού CD40/NF-κB. Η TRAF1 παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον γιατί 
αλληλεπιδρά με τον TRAF2 (ένα μόριο που ρυθμίζεται από το Α20) για να ρυθμίσει τη σηματοδότηση μέσω 
του CD40. Αν και αρνητικές όσο και θετικές δράσεις έχουν αποδοθεί στον TRAF1 πάνω στη σηματοδότηση 
του CD40915, 916, ένα πρόσφατο μοντέλο προτείνει ότι ο TRAF1 συνεργάζεται με τον TRAF2 για να ρυθμίσει 
την αποτελεσματικότητα της σηματοδότησης του CD40 στα Β-κύτταρα, ειδικά μέσω του NF-κB μονοπατιού917, 

918. Το CD40 είναι επίσης ένα σημαντικό συνδιεγερτικό μόριο για τα T-λεμφοκύτταρα με κυρίαρχη 
ενεργοποίηση μέσω των μονοπατιών του NF-κB και εξαρτώμενο από τις TRAFs πρωτεΐνες για σηματοδότηση 
919. Σε αντίθεση με άλλες TRAFs, τα επίπεδα έκφρασης του TRAF1 ρυθμίζονται στενά και αυξάνονται με την 
κυτταρική ενεργοποίηση, συμπεριλαμβανομένης της ενεργοποίησης μέσω του CD40920. Αν και τα A20 και 
TRAF1 έχουν εμπλακεί σε πολλαπλά σηματοδοτικά μονοπάτια, η εστίαση στο ρόλο τους στη σηματοδότηση 
του CD40 ενισχύθηκε από το γεγονός ότι το ίδιο το CD40 σχετίστηκε με κίνδυνο για αυτοανοσία. Η εμπλοκή 
του CD40 με την αυτοανοσία έχει πλέον επιβεβαιωθεί. Οι συσχετίσεις του αναφέρθηκαν για πρώτη φορά με τη 
νόσο του Grave921 και με ελάχιστες εξαιρέσεις, το εύρημα έχει αναπαραχθεί922, 923. Ένα πιθανό αλληλόμορφο 
κινδύνου εντοπίζεται στην αλληλουχία Kozak (rs1883832) και υπάρχουν δεδομένα που υποστηρίζουν την 
επίδραση του στα επίπεδα έκφρασης του CD40924. Στον αντίποδα των μελετών αυτών, μία ανάλυση σε 
οικογένειες Καυκάσιας καταγωγής, απέτυχε να αναδείξει συσχέτιση με το Σ.Ε.Λ925, αλλά ακολούθως η 
πιθανότητα συσχέτισης επανήλθε μέσα από μελέτη «χαρτογράφησης ακριβείας» στο χρωμόσωμα 20926. 
Ωστόσο οι περισσότερο πειστικές μαρτυρίες προέκυψαν από μεταανάλυση προηγούμενων GWAS στη 
ρευματοειδή αρθρίτιδα927 που επιβεβαιώθηκαν περαιτέρω σε διαφορετικούς πληθυσμούς928, 929, 
χρησιμοποιώντας το δείκτη rs4810485 που αντιπροσωπεύει σχεδόν πλήρως το αλληλόμορφο κινδύνου του 
rs1883382 που σχετίζεται με τη νόσο Graves927.  

Πολύ πρόσφατα δεδομένα παρέχουν οριστική μαρτυρία για τη συσχέτιση με ρευματοειδή αρθρίτιδα 
ενός μορίου της οικογένειας του NF-κΒ, του c-Rel774. Αν και τα αιτιολογικά αλληλόμορφα δεν έχουν 
αναγνωριστεί, η συσχέτιση είναι συναφής με τη συζήτηση καθώς το CD40 αλληλεπιδρά με το c-Rel με 
ποικίλους τρόπους. Καταρχήν, η μεταγραφική ρύθμιση του CD40 επηρεάζεται από το c-Rel930, 931. 
Επιπρόσθετα, οι πρωτεΐνες CD40 και c-Rel αλληλεπιδρούν φυσικά και σχηματίζουν ένα ετεροδιμερές που 
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μεταναστεύει στον πυρήνα και εμφανίζει ρυθμιστική μεταγραφική δραστικότητα σε γνωστά γονίδια-στόχους 
του c-Rel όπως το CD154, Blys/BAFF και Bft1/A1932. Το γεγονός ότι μία μεμβρανική πρωτεΐνη όπως το CD40 
εμφανίζει πυρηνική μεταγραφική δραστηριότητα είναι εντυπωσιακό αλλά όχι εντελώς καινούριο, με ανάλογες 
δραστηριότητες να έχουν περιγραφεί και για άλλους πυρηνικούς υποδοχείς931. Τα γενετικά αυτά δεδομένα 
εγείρουν την πιθανότητα ότι η γενετική συσχέτιση του A20, TRAF1, CD40 και c-Rel μπορεί να αντανακλούν τη 
συμμετοχή ενός κοινού σηματοδοτικού μονοπατιού στην αυτοανοσία (εικόνα 5.5.13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.5.12 Η μοριακή γενετική της αθηροσκλήρωσης, των σχετικών παραγόντων κινδύνου 
και της αγγειογένεσης. 

 

Οι καρδιαγγειακές νόσοι παραμένουν παγκοσμίως η κυριότερη αιτία νοσηρότητας και θνησιμότητας 
παρά την τρέχουσα θεραπεία. Η πλήρης εκτίμηση όλων των παραγόντων κινδύνου και της παθογένειας της 
νόσου απαιτούνται αναπόφευκτα για να αναγνωριστούν νέοι στόχοι θεραπείας. Η αθηροσκλήρωση, η κύρια 
υποβόσκουσα αιτία της καρδιαγγειακής νόσου, είναι παρούσα σε όλους τους ανθρώπους προχωρημένης 
ηλικίας αλλά η έκταση και η εξέλιξη της εξαρτάται από παράγοντες κινδύνου που έχουν ήδη περιγραφεί933. 
Επιπρόσθετα όμως των παραγόντων αυτών, οι γενετικοί παράγοντες παίζουν καθοριστικό ρόλο. Μελέτες 
διδύμων δείχνουν ότι η κληρονομικότητα της καρδιαγγειακής νόσου, που ορίζεται ως το ποσοστό των 

Εικόνα 5.5.13. Γονίδια που σχετίζονται με αυτοανοσία, ρυθμίζουν το σηματοδοτικό μονοπάτι 
CD40/NF-κB  
Το CD40/NF-κB μονοπάτι, ρυθμίζει πολλαπλές ανοσολογικές λειτουργίες όπως τον 
πολλαπλασιασμό και την ενεργοποίηση των T και B κυττάρων. Μετά την πρόσδεση του συνδέτη 
του, το CD40 τριμερίζεται και μεταναστεύει στις λιπιδικές σχισμές όπου αλληλεπιδρά με 
ενδοκυττάριους μεσολαβητές, συμπεριλαμβανομένων των TRAF1 και 2, που διαμεσολαβούν την 
ενεργοποίηση του συμπλέγματος της IκB κινάσης (IKK). Μέσω φωσφορυλίωσης, η IKK στοχεύει το 
IκB μόριο για καταστροφή το οποίο απελευθερώνει έτσι τον NF-κB για να μεταναστεύσει στον 
πυρήνα και να προσδεθεί σε περιοχές του υποκινητή των γονιδίων-στόχων. Το μονοπάτι του NF-κB 
ρυθμίζεται από τον αναστολέα A20 (που κωδικοποιείται από το γονίδιο TNFAIP3) και από την 
TRAF1 που και τα δύο έχουν βρεθεί να συσχετίζονται με αυτοάνοσες νόσους. Εντυπωσιακά, το 
CD40 έχει επίσης ανιχνευθεί στον πυρήνα των Β-κυτταρων όπου αλληλεπιδρά με το c-rel and και 
ενεργοποιεί τη μεταγραφή γονιδίων-στόχων. Τόσο το CD40 και το c-rel προσφάτως ανακαλύφθηκαν 
ως υποψήφια γονίδια για τη ρευματοειδή αρθρίτιδα.  
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διαφορών μεταξύ ατόμων που οφείλονται σε γενετικούς παράγοντες, είναι περίπου 30%-60%934. Η 
παρατήρηση αυτή μεταφράζεται ως γεγονός ότι εκτός από τους κλασσικούς παράγοντες κινδύνου, το 
οικογενειακό ιστορικό πρώιμης στεφανιαίας νόσου σε πρώτου βαθμού συγγενείς αποτελεί ένα επιπρόσθετο και 
ανεξάρτητο παράγοντα κινδύνου935 

Ένας μεγάλος αριθμός μελετών είχε ως στόχο την αποκρυπτογράφηση της κληρονομικότητας της 
καρδιαγγειακής νόσου. Ωστόσο, τα τελευταία χρόνια, αυτή η προσέγγιση γνώρισε μείζονες αλλαγές. Οι 
πρώιμες προσπάθειες είχαν προσεγγίσεις με μελέτες ασθενών-μαρτύρων εστιαζόμενες στις διαφορές της 
συχνότητας της φορείας γενετικών παραλλαγών σε «υποψήφια γονίδια». Τα γονίδια χαρακτηρίζονταν με βάση 
την ήδη υπάρχουσα γνώση ότι επηρεάζουν τους παραδοσιακούς παράγοντες κινδύνου (π.χ. το μεταβολισμό 
των λιπιδίων) ή αποτελούσαν τμήμα ενός μονοπατιού με υποθετικό ρόλο στην αθηροσκλήρωση936. 

Αργότερα, εφαρμόστηκε μία προσέγγιση σε όλο το γένωμα με σκοπό την ανεύρεση γενετικών 
παραλλαγών χωρίς προηγηθείσα υπόθεση. Οι αρχικές μελέτες αφορούσαν ανάλυση σύνδεσης σε οικογένειες 
με πρώιμη αθηροσκλήρωση χρησιμοποιώντας μικροδορυφορικούς δείκτες και αργότερα μικροσυστοιχίες 
SNPs937. Αυτές οι πρώιμες μελέτες οικογενειών οδήγησαν στην αναγνώριση δύο ενδιαφερόντων υποψήφιων 
γονιδίων, των MEF2A και LRP6.  

Μέσω ανάλυσης σύνδεσης σε εκτεταμένο αριθμό συγγενών που εμφάνιζαν ένα αυτοσωμικό 
επικρατούν πρότυπο στεφανιαίας νόσου, αναγνωρίστηκε ένας μεγάλος γενετικός τόπος που περιελάμβανε 93 
γονίδια στη χρωμοσωμική περιοχή 15q26938. Εντός αυτού του τόπου, το γονίδιο του ενισχυτικού παράγοντα 
των μυοκυττάρων 2 (MEF2A) θεωρήθηκε ως το καλύτερο υποψήφιο για περαιτέρω διερεύνηση λόγω του ήδη 
περιγεγραμμένου ρόλου του στην ανάπτυξη του μυοκαρδίου και την αγγειακή μορφογένεση938. Ένας αριθμός 
γενετικών παραλλαγών του γονιδίου αναγνωρίστηκε σε μικρές κοορτές ασθενών με στεφανιαία νόσο, 
καταδεικνύοντας το γονίδιο ως ενεργό παίκτη στην αθηροσκλήρωση939. Ωστόσο, προσφάτως διενεργηθείσες 
επιπρόσθετες μελέτες δεν ανέδειξαν καμία απόδειξη για το ρόλο του MEF2A ως γονίδιο προδιάθεσης στη 
στεφανιαία νόσο, καταρρίπτοντας έτσι την αρχική υπόθεση940, 941. Στο γονίδιο ανευρέθηκαν νέες, μη 
συνώνυμες, μεταλλαγές οι οποίες όταν ελέγχθηκαν πειραματικά δεν έδειξαν διαφορές στη μεταγραφική 
δραστηριότητα, έτσι παραμένει περιορισμένη η υποστήριξη για το ρόλο του γονιδίου στη στεφανιαία νόσο940.  

Μελέτες σύνδεσης αναγνώρισαν επίσης ένα γενετικό τόπο στην περιοχή 12p13 σε οικογένειες με ένα 
συνδυασμό εκτεταμμένης στεφανιαίας νόσου και ταυτόχρονα υψηλά επίπεδα LDL στο πλάσμα και 
οστεοπόρωση. Το διάστημα σύνδεσης περιελάμβανε 6 καταγεγραμμένα γονίδια, συμπεριλαμβανομένου του 
γονιδίου της σχετιζόμενης με τον υποδοχέα LDL πρωτεΐνης 6 (LRP6). Πρόκειται για ένα αναπόσπαστο στοιχείο 
του σηματοδοτικού μονοπατιού του Wnt που συμμετέχει στην αγγειακή ανάπτυξη και αναδιαμόρφωση και 
ταυτόχρονα διαδραματίζει ρόλο στο μεταβολισμό της γλυκόζης και των λιπιδίων942, ενώ συχνές παραλλαγές 
του γονιδίου έχουν σχετιστεί με το μεταβολισμό της LDL σε ανθρώπους943, 944.  

Προκειμένου να αυξηθεί η ισχύς για την ανίχνευση περισσότερο συχνών κοινών γενετικών τόπων, 
πραγματοποιήθηκαν αναλύσεις σύνδεσης με δεδομένα από διάφορες οικογένειες. Οι μελέτες αυτές οδήγησαν 
στην αναγνώριση γενετικών παραλλαγών σε τρία γονίδια που εμπλέκονται στην αθηροσκλήρωση: στην 
ενεργοποιητική πρωτεΐνη της 5-λιποξυγενάσης του αραχιδονικού οξέος (ALOX5AP) και στην υδρολάση των A4 
λευκοτριενίων (LTA4H) που και οι δύο είναι προφλεγμονώδεις πρωτεΐνες καθώς και στην σχετιζόμενη με τον 
υποδοχέα της LDL πρωτεΐνης 8(LRP8) που είναι επίσης γνωστή και ως υποδοχέας 2 της ApoE (APOER2) που 
εκφράζεται κυρίως στον εγκέφαλο945, 946. Η σχετική συνεισφορά των τόπων αυτών στην αθηροσκλήρωση 
είναι μέτρια με τυπικό O.R. που δεν υπερβαίνει το 1.5945.  

Τα τελευταία χρόνια έχουν δημοσιευθεί πολυάριθμες GWAS στη στεφανιαία νόσο. Κάποιες GWAS 
έχουν διενεργηθεί και για τα αγγειακά εγκεφαλικά επεισόδια που αναγνώρισαν 9 γενετικούς τόπους αλλά 
δυστυχώς τα δεδομένα έχουν αναπαραχθεί φτωχά σε μελέτες επικύρωσης και ο μόνος τόπος που βρέθηκε 
κοινός σε όλες ήταν ο 9p21. Οι υπόλοιποι γενετικοί τόποι (2q33, 4q25, 8q12, 11q12, 14q22, 16q22 και 22q13) 
δείχνουν αντικρουόμενα αποτελέσματα μεταξύ των διαφόρων μελετών και απαιτούν περαιτέρω επικύρωση947. 
Επίσης, μέχρι σήμερα, δεν έχει δημοσιευθεί GWAS για την περιφερική αγγειακή νόσο αποκλειστικά και έτσι θα 
αναφερθούν συνοπτικά μόνο αυτές για τη στεφανιαία νόσο καθώς και οι πιθανές τρέχουσες επιπτώσεις στη 
βιολογία και την κλινική ιατρική για αυτούς τους γενετικούς τόπους (εικόνα 5.5.14). 
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Όπως και σε πολλά άλλα νοσήματα, οι διενεργηθείσες GWAS στην αθηροσκλήρωση βασίστηκαν στη 
λογική της «συχνής νόσου/συχνής παραλλαγής». Στις ήδη υπάρχουσες μικροσυστοιχίες γονοτύπησης που 
είναι εμπορικά διαθέσιμες, προστέθηκαν και ειδικές για τα καρδιαγγειακά νοσήματα όπως για παράδειγμα η IBC 
CardioChip (Illumina, San Diego, CA)948 η οποία αναπτύχθηκε βασιζόμενη στην προσέγγιση του «υποψήφιου 
γονιδίου». Το πλεονέκτημα της αφορά ένα πυκνότερο προφίλ SNPs ανά γενετικό τόπο επιτρέποντας 
χαρτογράφηση ακριβείας αλλά το μειονέκτημα συνίσταται στην αδυναμία αναγνώρισης νέων γενετικών τόπων 
που δεν έχουν προηγούμενα συσχετιστεί με τη νόσο. 

Οι μέχρι τώρα GWAS για τη στεφανιαία νόσο ως κύριο τελικό σημείο έκβασης, περιλαμβάνουν 
περισσότερους από 28.000 ασθενείς και 65.000 μάρτυρες και έχουν αναγνωρίσει περίπου 13 διαφορετικούς 
γενετικούς τόπους949, 950. Η μελέτη του Global Lipids Consortium σε 24.607 ασθενείς με στεφανιαία νόσο και 
66.197 μάρτυρες προσέθεσε άλλους 4 γενετικούς τόπους951. Οι γενετικοί τόποι και τα πιθανά γονίδια που 
έχουν αναγνωριστεί περιγράφονται στον πίνακα 5.5.7. 

 

 

Πίνακας 5.5.7. GWAS για φαινοτύπους της αθηροσκληρωτικής αγγειακής νόσου 
Μέγεθος δείγματος      

Μελέτη Ασθενείς  Μάρτυρες Χρωμόσωμα  Κοντινότερο γονίδιο(α)  Ισχυρότερο 
SNP 

Τιμή P  OR (95% CI) 

Στεφανιαία νόσος και έμφραγμα μυοκαρδίου 

Helgadottir et al819*  487 12.767 9p21.3  CDKN2A,2B  rs10757278  1.2×10−20  1.28 (1.22–1.35) 
      <0.0111† 1.29 (1.09–1.52) † 
McPherson et al 952* ~4110 ~19600 9p21.3  CDKN2A,2B  rs10757274  <1× 10−5‡  1.38 (1.19–1.60)‡ 
   9p21.3  CDKN2A,2B  rs1333049  1.8×10−14  1.37 (1.26–1.48) 
   6q25.1  MTHFD1L  rs6922269  6.3×10−6  1.23 (1.13–1.35) 
WTCCC953§  1.926 2.938 2q36.3  Unknown  rs2943634  1.2×10−5  1.22 (1.11–1.33) 
   9p21.3  CDKN2A,2B  rs1333049  6.1×10−5  1.28 (1.07–1.53) 
   6q25.1  MTHFD1L  rs6922269  1.0×10−3  1.23 (1.01–1.50) 
   2q36.3  Unknown  rs2943634  4.0×10−3  1.20 (1.06–1.35) 
   1p13.3  CELSR2, PSRC1, SORT1  rs599839  4.1×10−9  1.29 (1.18–1.40) 
   1q41  MIA3  rs17465637  1.3×10−6  1.20 (1.12–1.30) 
   10q11.2  Unknown  rs501120  9.5×10−8  1.33 (1.20–1.48) 
Samani et al.1 ΙΙ  2.801 4.582 15q22.53  SMAD3  rs17228212  2.0×10−7  1.21 (1.13–1.30) 
   1p13.3  CELSR2, PSRC1, SORT1  rs599839  1.3×10−5  1.20 (1.10–1.31) 
   19q13.2  APOE/C1/C4  rs4420638  1.0×10−4  1.17 (1.08–1.28) 
   19p13.3  LDLR  rs6511720  6.7×10−4  1.29 (1.10–1.52) 
   2p24  APOB  rs754523  4.2×10−3  1.10 (1.03–1.18) 
Willer et al.954¶  2.000 3.000 1p32.3  PCSK9  rs11206510  4.2×10−3  1.13 (1.03–1.23) 

Περιφερική αρτηριακή νόσος  

Helgadottir et al.955  2.599 15.025 9p21.3  CDKN2A, 2B  rs10757278  6.1×10−5  1.14 (1.07–1.22) 
Thorgeirsson et 
al.956  

2.738 29.964 15q24  CHRNA3  rs1051730  1.4×10−7  1.19 (1.12–1.27) 

Ανεύρυσμα κοιλιακής αορτής  

Helgadottir et al.955  2.836 16.732 9p21.3  CDKN2A, 2B  rs10757278  1.2×10−12  1.31 (1.22–1.42) 
OR=odd ratio, SNP=μονονουκλεοτιδικός πολυμορφισμός, WTCCC: Wellcome Trust Case Control Consortium, *Ευρωπαϊκής καταγωγής,  
†The Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) μελέτη, ‡The Copenhagen City Heart Study (CCHS), §Ηνωμένο Βασίλειο, ΙΙGerman, ¶United Kingdom 

 

Εικόνα 5.5.14. Προτεινόμενα 
σημεία δράσης των πρωτεϊνών 
που εμπλέκονται στην 
παθογένεια της 
αθηροσκλήρωσης: ήπαρ, 
αγγειακό τοίχωμα, πλάκα και 
θρόμβος.  
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rs10811661 rs10757278 

Ο γενετικός τόπος 9p21 ήταν ο πρώτος και πρωτότυπος γενετικός τόπος που συσχετίστηκε με τον 
κίνδυνο στεφανιαίας νόσου σε μία μεγάλη μελέτη ασθενών-μαρτύρων που αποτελούνταν από περισσότερα 
από 23.000 άτομα Ευρωπαϊκής καταγωγής από 4 διαφορετικούς πληθυσμούς952. Η περιοχή συσχέτισης 
περιορίζεται σε 9Kb μέγεθος που περιβάλλεται από ισχυρά σημεία έντονου ανασυνδυασμού και βρίσκεται 
μακριά από οποιοδήποτε καταγεγραμμένο γονίδιο. Μέλη της γονιδιακής οικογένειας των αναστολέων των 
εξαρτώμενων από τις κυκλίνες κινασών (CDKN2A και CDKN 2B) είναι τα κοντινότερα γονίδια. Διαφορετικές 
γενετικές παραλλαγές στο γενετικό αυτό τόπο έχουν συσχετιστεί με διαφορετικούς φαινοτύπους (πίνακας 
5.5.8).  

 

Πίνακας 5.5.8. 

Διακριτές συσχετίσεις των SNPs rs10757278 (αριστερά) και rs10811661 (δεξιά) στο χρωμοσωμικό γενετικό τόπο 9p21 με 
φαινοτύπους της αθηροσκληρωτικής αγγειακής νόσου (στεφανιαία νόσος, περιφερική αρτηριακή νόσος και 
ανευρυσματική νόσος) και του τύπου 2 διαβήτη. 

Φαινότυπος νόσου Αναφ. OR 

 

Φαινότυπος νόσου Αναφ. OR 

 

Ανεύρυσμα κοιλιακής αορτής 

Ενδοκράνιο ανεύρυσμα 

Περιφερική αρτηριακή νόσος 

Στεφανιαία νόσος 

Στεφανιαία νόσος 

Τύπου 2 διαβήτης 

955 

955 

955 

955 

819 

955 

1.31 

1.29 

1.14 

1.28 

1.28 

1.02 

Ανεύρυσμα κοιλιακής αορτής 

Ενδοκράνιο ανεύρυσμα 

Περιφερική αρτηριακή νόσος 

Στεφανιαία νόσος 

Τύπου 2 διαβήτης 

Τύπου 2 διαβήτης 

Τύπου 2 διαβήτης 

Τύπου 2 διαβήτης 

Τύπου 2 διαβήτης 

955 

955 

955 

955 

955 

957 

958 

953 

959 

0.95 

1.04 

0.99 

0.96 

1.29 

1.19 

1.20 

1.22 

1.20 

 

Το SNP rs10757278 σχετίζεται με στεφανιαία νόσο και άλλες αγγειακές νόσους αλλά όχι με τύπου 2 
διαβήτη819, 955 ενώ ο rs10811661 σχετίζεται με τύπου 2 διαβήτη αλλά όχι με στεφανιαία ή άλλες αγγειακές 
νόσους953, 957-959. Οι πίνακες 5.5.8 συνοψίζουν τα O.Rs από αυτά τα δύο SNPs στο γενετικό τόπο 9p21 για 
διαφορετικούς φαινοτύπους νόσου συμπεριλαμβανομένων της στεφανιαίας νόσου/εμφράγματος μυοκαρδίου, 
ανεύρυσμα κοιλιακής αορτής, ενδοκράνιο ανεύρυσμα και τύπου 2 διαβήτης. Τα ευρήματα αυτά υποδηλώνουν 
ότι α) οι γενετικές θέσεις στον τόπο 9p21, που είναι υπεύθυνες για τους φαινοτύπους της αγγειακής νόσου και 
του σακχαρώδους διαβήτη, είναι διακριτές β) ο ίδιος γενετικός τόπος ευθύνεται και για τη στεφανιαία νόσο 
αλλά και για το έμφραγμα μυοκαρδίου και άρα είναι μάλλον απίθανο να αποτελεί περιοχή για την «ευάλωτη» 
πλάκα και γ) ο ίδιος τόπος σχετίζεται με περιφερική αγγειακή νόσο, ανευρυσματική νόσο και ασβεστοποίηση 
των στεφανιαίων αρτηριών952. Το εύρημα οδήγησε σε πληθώρα περαιτέρω μελετών που έχουν εκτεταμένα 
επιβεβαιώσει τη συσχέτιση του 9p21 με στεφανιαία νόσο και έμφραγμα μυοκαρδίου τόσο σε μελέτες 
ασθενών-μαρτύρων όσο και σε κοορτές και σε πολλαπλές εθνικούς πληθυσμούς955, 960-966 και αποτελεί τον 
πλέον καλά αναπαραγόμενο γενετικό τόπο για στεφανιαία νόσο και έμφραγμα μυοκαρδίου ενώ μελέτες σε 
υγιείς πληθυσμούς δεν οδήγησαν στην ανεύρεση επεξήγησης για τη δράση του στον κίνδυνο καρδιαγγειακής 
νόσου με μηχανισμούς όπως η αρτηριακή πίεση, τα επίπεδα χοληστερόλης, ο δείκτης μάζας σώματος ή το 
κάπνισμα967.  

Ο χρωμοσωμικός γενετικός τόπος 9p21 παρουσιάζει ενδιαφέρον για ποικίλους λόγους. Πρόκειται για μια 
περιοχή καλά γνωστή στη γενετική του καρκίνου ως ένα από τα περισσότερο συχνά σημεία απαλοιφών που 
οδηγούν σε κληρονομικές μορφές δερματικού κακοήθους μελανώματος968. Επιπλέον αυτού, τα σήματα 
συσχέτισης για τη στεφανιαία νόσο χαρτογραφούνται σε ένα τμήμα χωρίς γνωστά γονίδια που κωδικοποιούν 
πρωτεΐνες1. Πράγματι, το πιο ισχυρά σχετιζόμενο SNP βρίσκεται περίπου 100Κb μακριά από το πιο κοντινά 
τέτοια γονίδια, τα CDKN2A (που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη p16INK4a) και το CDKN2B ([p16INK4b] p14ARF) 
που προκύπτει από εναλλακτικά εξόνια του CDKN2A, καθώς και το γονίδιο MTAP(κωδικοποιεί τη 
φωσφορυλάση της μέθυλ-θειοαδενοσίνης) (εικόνα 5.5.15).  
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Δεν είναι ακόμα γνωστός ο τρόπος με τον οποίο ο γενετικός αυτός τόπος διαμεσολαβεί την αγγειακή 
νόσο αν και έχει εμπλακεί η αναστολή της κυτταρικής ανάπτυξης από τον TGF-β969. Η ανεύρεση στην περιοχή 
του γονιδίου ANRIL, που κωδικοποιεί για ένα μη πρωτεϊνικό RNA, εγείροντας τη συναρπαστική πιθανότητα της 
συμμετοχής στη στεφανιαία νόσο ενός μη-κωδικού RNA970. Η έκφραση του έχει ανιχνευθεί σε αγγειακούς 
ιστούς και σε κυτταρικούς τύπους όπως τα μονοκύτταρα και τα SMCs που εμπλέκονται στην 
αθηροσκλήρωση961. Παρόλα αυτά, η ακριβής θέση και το εάν ο συγκεκριμένος γενετικός τόπος σχετίζεται με 
την έναρξη της στεφανιαίας νόσου ή/και με τις επιπλοκές (έμφραγμα μυοκαρδίου), παραμένει 
αδιευκρίνιστο971.  

Μοριακές γενετικές αναλύσεις έχουν πραγματοποιηθεί και για μερικούς από τους παραδοσιακούς 
παράγοντες κινδύνου για αθηροσκλήρωση. SNPs στο γονίδιο της μάζας λίπους και σχετιζόμενο με 
παχυσαρκία (FTO) έχουν συσχετιστεί με το δείκτη μάζας σώματος και με πρώιμη, σοβαρή, παχυσαρκία 
(δείκτης μάζας σωματος>40Kg/m2) σε GWAS873, 972. Το γονίδιο αυτό εκφράζεται στον υποθάλαμο που 
αποτελεί το κύριο σημείο στον εγκέφαλο που επηρεάζει την όρεξη. Ένα επιπρόσθετο SNP (rs17782313, 
P=2.9x10-6) που εντοπίζεται κατάντη του γονιδίου του υποδοχέα της μελανοκορτίνης 5 (MC4R) και σχετίστηκε 
με τη μάζα σώματος σε ενήλικες και παιδιά καθώς και με τη σοβαρή παχυσαρκία στα παιδιά(O.R. 1.3, P=8.0x 
10-11) αναγνωρίστηκε επίσης από μία GWAS973, ενώ σχετίστηκε και με αντοχή στην ινσουλίνη ανεξάρτητα από 
το δείκτη μάζας σώματος974. 

Για τον τύπου 2 διαβήτη, νέα δεδομένα στη γενετική του προέκυψαν από τουλάχιστον 6 GWAS975 που 
ανίχνευσαν 11 γενετικές παραλλαγές σε 11 γονίδια που επηρέαζαν τον κίνδυνο για τύπου 2 διαβήτη. Μία πολύ 
πρόσφατη μεταανάλυση σε πολύ μεγάλο αριθμό δειγμάτων και ταυτόχρονα αναπαραγωγή σε ανεξάρτητο 
δείγμα αναγνώρισε 6 επιπρόσθετους τόπους, άγνωστους προηγουμένως, επιβεβαιώνοντας τη σημασία των 
πολυπληθών μελετών στην ανίχνευση γενετικών παραλλαγών για σύνθετες νόσους831. 

Για την υπέρταση, δεν έχουν αναγνωριστεί ακόμα γενετικοί τόποι ούτε από τη μελέτη του WTCCCS953, 
ούτε και από τη μελέτη Framingham976. Η δυσκολία στην ανεύρεση μπορεί να οφείλεται σε σημαντική 
γενετική και φαινοτυπική ετερογένεια, τα μικρά μεγέθη επίδρασης των αλληλομόρφων κινδύνου και την 
πιθανή συμμετοχή σπάνιων παραλλαγών. 

Εικόνα 5.5.15. Διαγραμματικά απεικονίζονται κάποια από τα χαρακτηριστικά του γενετικού τόπου 
9p21. Ο x άξονας δείχνει την εντόπιση της περιοχής στο χρωμόσωμα 9 σε ζεύγη βάσεων Ο y άξονας 
δείχνει τη συσχέτιση που έχει ανιχνευθεί με τα SNPs να απεικονίζονται με τρίγωνα.από τη μελέτη 
του TWTCCCS1. To SNP με την ισχυρότερη συσχέτιση (rs1330349), απεικονίζεται με βέλος. Στην 
περιοχή απεικονίζονται οι αποστάσεις του από τα κοντινότερα γονίδια ενώ φαίνεται ότι η περιοχή 
συσχέτισης καταλαμβάνεται σχεδόν πλήρως από ένα πρόσφατα αναγνωρισμένο γονίδιο, ANRIL, 
που κωδικοποιεί ένα μη πρωτεϊνικό RNA. Τα οριζόντια βέλη πάνω από τα γονίδια δείχνουν την 
κατεύθυνση της μεταγραφής τους. Οι δύο τόποι που έχουν αναγνωριστεί για τον τύπου 2 διαβήτη 
απεικονίζονται επίσης και δε φαίνεται να αλληλεπικαλύπτονται με τις θέσεις για στεφανιαία νόσο. 
Μάλιστα ο δεξιός φαίνεται να διαχωρίζεται από τον τόπο της στεφανιαίας νόσου από ένα σημείο 
ισχυρού ανασυνδυασμού (υτα σημεία απεικονίζονται με κύκλους) γεγονός που εξηγεί και την ταχεία 
πτώση του σήματος για τη στεφανιαία νόσο. 
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Για τα επίπεδα λιπιδίων του πλάσματος, ποικίλες GWAS έχουν πραγματοποιηθεί για να αναγνωρίσουν 
SNPs που σχετίζονται με τις διαφορές τους μεταξύ ατόμων και που αφορούν τα επίπεδα της LDL, 
χοληστερόλης, HDL και τριγλυκεριδίων954, 959, 977-979. Οι διαφορετικές αυτές GWAS αναγνώρισαν 8 νέα 
γονίδια/γενετικούς τόπους που συμβάλουν σημαντικά στις διαφορές στα επίπεδα λιπιδίων, 
συμπεριλαμβανομένων των ANGPTL3, CELSR2/PSRC1/SORT1, GALNT2, GCKR, MLXIPL, MVK/MMAB, 
NCAN/CILP2, PBX4 και TRIB1. Με εξαίρεση το γενετικό τόπο κοντά στο MVK/MMAB, όλοι οι άλλοι νέοι 
γενετικοί τόποι αναπαρήχθησαν σε τουλάχιστον 2 GWAS μελέτες και επιπρόσθετα, 11 παλαιότεροι 
αναγνωρισμένοι γενετικοί τόποι ήδη συσχετισμένοι με τα χαρακτηριστικά των λιπιδίων, επιβεβαιώθηκαν σε 4 
GWAS954, 959, 978, 979. Τα γονίδια αυτά είναι τα ABCA1, APOA1, APOB, APOE, CETP, HMGCR, LDLR, LIPC, LIPG, 
LPL και PCSK9. Αρκετά SNPs εντός των γονιδίων αυτών έχει δειχθεί ότι σχετίζονται με τα αντίστοιχα επίπεδα 
λιπιδίων και τα περισσότερα από αυτά τα SNPs εντοπίζονται εντός ιντρονικών, ρυθμιστικών ή διαγονιδιακών 
περιοχών καταδεικνύοντας την ανάγκη για «χαρτογράφηση ακριβείας» για να αναγνωριστούν οι πραγματικές 
αιτιολογικές γενετικές παραλλαγές. Μερικοί γενετικοί τόποι σχετίζονται με τα επίπεδα δύο διαφορετικών 
λιπιδιακών χαρακτηριστικών όπως για παράδειγμα το APOB με την LDL και τα τριγλυκερίδια, το APOA1 
C3/A4/A5 και LPL με την HDL και τα τριγλυκερίδια υποδηλώνοντας για μία ακόμα φορά τα κοινά μεταβολικά 
μονοπάτια και συγκεκριμένα λιπιδιακά χαρακτηριστικά. 

Γενετικές αναλύσεις έχουν πραγματοποιηθεί και σε μετρούμενους στο πλάσμα, κυκλοφορούντες 
δείκτες φλεγμονής. H CRP, πρωτεΐνη οξείας φάσεως και δείκτης φλεγμονής, έχει συσχετιστεί με αυξημένο 
κίνδυνο στεφανιαίας νόσου980. Δύο GWAS για τα επίπεδα πλάσματος της CRP έχουν δημοσιευθεί (πίνακας 
5.5.9)981, 982.  

 

Πίνακας 5.5.9. GWAS σε κυκλοφορούντες δείκτες φλεγμονής 
(Πηγή: Samani, Ν.J and  Schunkert, H. Circ. Cardiovasc. Genet. 2008;1:81-84 ) 

Μελέτες  Μέγεθος δείγματος Χρωμ. Γονίδιο Ισχυρότερο 
SNP 

P Ποικιλότητα 
που εξηγείται 

(%) 
CRP  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Διαλυτό ICAM1  
 
 
Ουρικό οξύ ορού 
 
 

6.345 (WGHS)982 
 
 
 
 
 
 
1.682 (PARC) και 4.333 (CHS)981 
 
 
6,578 (WGHS)983 
 
 
4.305 (Σαρδήνιοι), 1.301 (InCHIANTI)984 
1.955 (WTCCC), 2.033 (GRAPHIC), και 
1,461 (TwinsUK)985 

1q23.2 
19q13.32 
12q24.31 

1q31.3 
1q21.3 
2p23.3 

12q23.2 
1q23.2 

19q13.32 
12q24.31 
19p13.2 
19p13.2 
9q34.2 
4p16 
4p16 

CRP 
APOE 
HNF1A 
LEPR 
IL6R 

GCKR 
Διαγονιδιακό 

CRP 
APOE 
HNF1A 
ICAM1 
ICAM1 
ABO 

SLC2A9 
SLC2A9 

rs3091244 
rs769449 
rs7310409 
rs1892534 
rs8192284 
rs780094 

rs10778213 
rs2794520 
rs2075650 
rs7953249 
rs1799969 

rs5498 
rs507666 
rs6855911 
rs7442295 

6.16×10-28 
8.90×10-21 
6.75×10-17 
6.52×10-21 
1.93×10-8 
6.73×10-15 
1.16×10-10 
< 1×10-7 
< 1×10-7 

4×10-6 
3.6×10-47 
4.8×10-25 
5.1×10-29 

1.84×10-16 
2×10-15 

3.4 
1.5 
1.1 
1.6 
0.6 
1.1 
0.8 
− 
− 
− 

2.6 
3.9 
1.5 
− 
− 

Χρωμ=Χρωμόσωμα, WGHS:the Women’s Genome Health Study, PARC:the Pharmacogenomics and risk of Cardiovascular Disease study, CHS:the 
Cardiovascular Health Study, InCHIANTI: the Invecchiare in Chianti, TwinsUK: the UK Adult Twin Registry, WTCCC: Wellcome Trust Case Control 
Consortium, ABO: ABO ομάδα αίματος (τρανσφεράση A, άλφα 1-3-N-ακέτυλογαλακτοσαμινυλτρανσφεράση; Τρανσφεράση B, άλφα 1-3-
γαλακτόσυλτρανσφεράση), APOE: απολιποπρωτεΐνη E, CRP: C-αντιδρώσα πρωτεΐνη, HNF1A: HNF1 home box A, IL6R: υποδοχέας της IL-6, LEPR: 
Υποδοχέας της λεπτίνης, GCKR: ρυθμιστής της γλυκοκινάσης (εξοκινάση 4), ICAM1: Διακυτταρικό μόριο προσκόλλησης 1, SLC2A9: Μέλος 2 της 
οικογένειας 2 των μεταφορέων διαλυτών ουσιών (βοηθά τη μεταφορά της γλυκόζης), μέλος 9. 

 

Στη μελέτη WGHS982, 7 γενετικοί τόποι αναγνωρίστηκαν ως σχετιζόμενοι με τα επίπεδα CRP του 
πλάσματος, εξηγώντας το 0.6%-3.4% της πολυμορφίας που παρατηρείται στα επίπεδα CRP του πλάσματος. Οι 
γενετικοί αυτοί τόποι εμπλέκονται στο μεταβολικό σύνδρομο (GCKR, APOE), την αντίσταση στην ινσουλίνη 
(LEPR), τη λειτουργία των β-κυττάρων (HNF1A) και την αθηροσκλήρωση (IL6R, CRP). Μία ακόμα GWAS981, 
επιβεβαίωσε τη συσχέτιση μεταξύ συχνών πολυμορφισμών στα γονίδια HNF1A, CRP και APOE και τα επίπεδα 
πλάσματος της CRP. Μία επιπρόσθετη GWAS983 σε έναν υποπληθυσμό της μελέτης WGHS, ανέδειξε SNPs στο 
γονίδιο ICAM-1 να σχετίζονται με τα διαλυτά επίπεδα του ICAM-1 στο πλάσμα. Επιπρόσθετα, ένα SNP στο 
γενετικό τόπο ABO επίσης σχετιζόταν με τα διαλυτά επίπεδα του ICAM-1, εμφανίζοντας μία απροσδόκητη 
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συσχέτιση των αντιγόνων της ομάδος αίματος με φλεγμονώδεις διαδικασίες. Η μελέτη αυτή τονίζει τη σημασία 
των GWAS στην ανεύρεση νέων trans-δρώντων περιοχών που μπορεί να μεταβάλλουν τη γονιδιακή έκφραση. 

Το ουρικό οξύ επίσης έχει εμπλακεί ως παράγοντας κινδύνου για στεφανιαία νόσο και υπέρταση και 
συμμετέχει σε μονοπάτια οξειδωτικής επιβάρυνσης και φλεγμονής986. Δύο GWAS έχουν εμπλέξει το SLC2A9 
γονίδιο ως παράγοντα που επηρεάζει τα επίπεδα ουρικού οξέος982, 984. Πολυμορφισμοί στο SLC2A9 μπορεί να 
επηρεάζουν είτε τη σύνθεση του ουρικού οξέος είτε την επαναρρόφηση του από τους νεφρούς (είτε και τα 
δύο)987, επηρεάζοντας έτσι τα επίπεδα του στον ορό. 

Η αγγειογένεση, όπως άλλωστε και οι περισσότερες βιολογικές διεργασίες, διαφέρει σημαντικά από 
άτομο σε άτομο. Με δεδομένο το γεγονός ότι οι γενετικές παραλλαγές επηρεάζουν τη φαινοτυπική 
ποικιλομορφία, εγείρεται το ερώτημα αν τέτοιες γενετικές παραλλαγές επηρεάζουν και την αγγειογένεση. Η 
γενετική ανάλυση ποσοτικών αγγειογενών χαρακτηριστικών όπως τα επίπεδα των αγγειογενών αυξητικών 
παραγόντων έχει δείξει ότι οι παραλλαγές στην έκφραση αυτών των μορίων μπορούν να αποδοθούν σε 
γενετικές δράσεις988. Για τον αυξητικό παράγοντα του αγγειακού ενδοθηλίου (VEGF), η εκτίμηση της 
κληρονομικότητας φάνηκε ότι ήταν υπεύθυνη ακόμα και για το 80% των γενετικών παραλλαγών ενώ 
περιβαλλοντικοί παράγοντες καθόριζαν μόνο το 20%988. Όμοια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και σε 
πυρηνικές οικογένειες όπου ανευρέθηκαν σημαντικές συσχετίσεις των επιπέδων VEGF στο πλάσμα σε όλα τα 
ζευγάρια συγγενών εκτός από τους συζύγους989. Τα ευρήματα αυτά δείχνουν ξεκάθαρα ότι γενετικοί 
παράγοντες επηρεάζουν τις παραλλαγές μεταξύ ατόμων στην αγγειογενή απόκριση. Αν και η κατανόηση της 
γενετικής βάσης τέτοιων φαινοτυπικών παραλλαγών είναι ουσιώδους σημασίας για την ανθρώπινη γενετική, οι 
μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί μέχρι στιγμής για να αποσαφηνίσουν τη γενετική βάση της αγγειογένεσης 
(«το αγγειο-γένωμα»), είναι ελάχιστες. 

Μελέτες για την ανεύρεση γονιδίων που ευθύνονται για την αγγειογενή απόκριση σε αυξητικούς 
παράγοντες έχουν πραγματοποιηθεί σε ζωικά μοντέλα ποντικών. Η ικανότητα για επαγωγή ισχυρής 
αγγειογενούς απόκρισης στον VEGF χαρτογραφήθηκε σε περιοχές των χρωμοσωμάτων 2 και 10 που περιείχαν 
«υποψήφια», σχετιζόμενα με την αγγειογένεση γονίδια όπως της ενδοστατίνης, της MMP11 και της 
ιντεγκρίνης β-2990. Μία ανάλογη προσέγγιση χαρτογράφησης έγινε και για τον bFGF-2 με τις χρωμοσωμικές 
περιοχές που χαρτογραφήθηκαν να διαφέρουν αξιοσημείωτα από τους γενετικούς τόπους που 
χαρτογραφήθηκαν για την απόκριση στον VEGF991. Τα υπεύθυνα γονίδια όμως για αυτές τις αγγειογενείς 
αποκρίσεις δεν έχουν όμως αναγνωριστεί ακόμα. Αυτό οφείλεται πιθανά στο γεγονός ότι διάφοροι τύποι 
γενετικών παραλλαγών μπορεί να επηρεάσουν τη γονιδιακή έκφραση. Πολυάριθμες μοριακές και γενετικές 
τροποποιήσεις όπως γενετικές μεταλλάξεις και SNPs805, αντιμεταθέσεις και CNVs992, επιγενετικές αλλαγές993 
και μη κωδικά RNAs (microRNAs)994 έχουν βρεθεί να ρυθμίζουν σημαντικά τη γονιδιακή έκφραση (εικόνα….). 
Κάθε μία από αυτές τις τροποποιήσεις έχει φανεί ότι επάγει ένα ευρύ φάσμα σύνθετων χαρακτηριστικών και 
ετερογένεια μεταξύ των νόσων και επομένως μπορεί να καθορίζει και την αγγειογενή απόκριση.  

Η σποραδική φύση πολλών αγγειακών ανωμαλιών έχει περιορίσει την αναγνώριση των υποκείμενων 
γενετικών διαταραχών. Σε μερικές όμως περιπτώσεις, οι αγγειακές διαμαρτίες μπορούν να προκληθούν από 
χρωμοσωμικές ανωμαλίες που περιλαμβάνουν αντιμεταθέσεις ή απαλοιφές που περιλαμβάνουν ολόκληρες 
περιοχές του γενώματος. Αν και τέτοιες χρωμοσωμικές ανωμαλίες είναι σχετικά σπάνιες, είναι ιδιαίτερα 
χρήσιμες στην αναγνώριση γονιδίων που προκαλούν νόσο καθώς θεωρείται γενικά ότι η απλοανεπάρκεια 
(Haploinsufficiency) σε ένα ή περισσότερα γονίδια στο σημείο της αποκόλλησης παίζει σημαντικό ρόλο στην 
πρόκληση αγγειακών ανωμαλιών. Στο αιμαγγειοενδοθηλίωμα για παράδειγμα, που αποτελεί ένα σπάνιο 
αγγειακό όγκο χαμηλού έως ενδιάμεσου βαθμού κακοήθειας, βρέθηκε μία αντιμετάθεση σε μία περίπτωση 
ασθενούς μεταξύ των χρωμοσωμικών περιοχών 10p13 και 14q24 που συνοδευόταν από αυξημένη έκφραση 
του PlGF, ο οποίος μάλλον αποτελεί και τον αιτιολογικό παράγοντα του αιμαγγειοενδοθηλιώματος, 
τουλάχιστον σε αυτόν τον ασθενή995.  

Οι αγγειακές ανωμαλίες μπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε αγγειακές διαμαρτίες και όγκους από 
ενδοθηλιακά κύτταρα (αιμαγγειώματα), εμφανίζονται σε συγκεκριμένες θέσεις του σώματος και συνήθως 
αναπτύσσονται συμμετρικά. Ελάχιστα είναι γνωστά για τη γενετική τους βάση. Στην πλειοψηφία των 
περιπτώσεων εμφανίζονται σποραδικά αλλά η έκταση στην οποία αυτές οι σποραδικές μορφές προκαλούνται 
πράγματι από σύνθετες αλληλεπιδράσεις περιβάλλοντος και γενετικών παραγόντων, είναι ακόμα ασαφής. Σε 
ορισμένες περιπτώσεις, ένα ξεκάθαρο Μεντελικό πρότυπο κληρονομικότητας έχει αναγνωριστεί επιτρέποντας 
μελέτες χαρτογράφησης και την αναγνώριση μορίων που εμπλέκονται στην αγγειακή μορφογένεση και στην 
αγγειογένεση996, 997. Οι φλεβικές ανωμαλίες εμφανίζονται σε δέρμα και βλεννογόνους και προκαλούνται από 
μεταλλαγές στον ενδοθηλιοειδικό υποδοχέα των αγγειοποιητινών TIE-2325. Τα αιμαγγειώματα αποτελούν τους 
πιο συχνούς όγκους των αγγείων, εμφανίζονται σποραδικά μετά τη γέννηση και υποστρέφουν μέχρι την ηλικία 
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των 9 ετών. Σε ορισμένες σπάνιες οικογενείς μορφές, οι γενετικές αναλύσεις σύνδεσης έχουν αναγνωρίσει το 
χρωμόσωμα 5q με τρία δυνητικά υποψήφια γονίδια που εμπλέκονται στην αγγειογένεση να χαρτογραφούνται 
στην περιοχή αυτή: του υποδοχέα 4 του αυξητικού παράγοντα των ινοβλαστών (FGFR-4), του PDGFR-β και 
του VEGFR-3998. Μέχρι στιγμής δεν έχουν περιγραφεί αυτοσωμικές μεταλλάξεις στα δύο πρώτα γονίδια. Ένας 
αριθμός σωματικών μεταλλάξεων στα γονίδια VEGFR-2 και VEGFR-3 έχουν ωστόσο ανευρεθεί σε δείγματα από 
σποραδικά αιμαγγειώματα: μία μη συνώνυμη μεταλλαγή στην περιοχή της κινάσης του VEGFR-2 και μία 
δεύτερη μη συνώνυμη μεταλλαγή στην περιοχή του ενθέματος της κινάσης του VEGFR-3999. Σε κάθε 
περίπτωση η μεταλλαγή ήταν σωματική και δεν ανιχνεύθηκε στον παρακείμενο φυσιολογικό ιστό, 
υποστηρίζοντας την άποψη ότι ένας πιθανός μηχανισμός που συμμετέχει στη γένεση του αιμαγγειώματος είναι 
η τροποποιημένη σηματοδότηση του VEGF στα ενδοθηλιακά κύτταρα ή/και στα περικύτταρα.  

Μεταλλαγές σε διάφορα γονίδια που εμπλέκονται στη σηματοδότηση του TGF-β έχουν αναγνωριστεί 
στην κληρονομική αιμορραγική τηλεαγγειεκτασία (HHT) που χαρακτηρίζεται από αρηριοφλεβικές 
αναστομώσεις χωρίς τη μεσολάβηση τριχοειδών αγγείων. Πρόκειται για τα γονίδια SMAD41000, ενδογλίνη1001 
και ALK-11002, χωρίς όμως να έχει ανευρεθεί ο παθοφυσιολογικός μηχανισμός της νόσου. Η πιθανότερη αιτία 
αφορά την πολυπλοκότητα της σηματοδότησης του TGF-β στα ενδοθηλιακά κύτταρα και τις αντικρουόμενες 
απόψεις σχετικά με τον ακριβή ρόλο των παραπάνω γονιδιακών προϊόντων στην ενδοθηλιακή 
σηματοδότηση325.  

Οι εγκεφαλικές τριχοειδοφλεβικές ανωμαλίες (cerebral cavernous malformations) αποτελούνται από 
διατεταμένα τριχοειδή αγγεία και μεγάλα σακοειδή αγγεία με παχύ τοίχωμα εντός του εγκεφαλικού 
παρεγχύματος στα οποία τα ενδοθηλιακά κύτταρα στερούνται ισχυρών συνδέσεων1003. Η νόσος ακολουθεί 
ένα πρότυπο αυτοσωμικής επικρατούσας κληρονομικότητας στο οποίο έχουν χαρτογραφηθεί τέσσερις 
γενετικοί τόποι: CCM1 με μεταλλαγές στo γονίδιo KRIT11004, CCM2 με μεταλλαγές στη malcaverin1005, CCM3 
με μεταλλαγές στo γονίδιo PDCD101006 και CCM4 που όλες εντοπίζονται στο χρωμόσωμα 3q26.3-27.2. Η 
συμμετοχή τους στην παθογένεια της νόσου έχει αρχίσει τώρα να αποσαφηνίζεται και φαίνεται ότι το KRIT1 
σχετίζεται με πρόωρη καταστολή των αρτηριοειδικών μορίων EphrinB2, Notch4 και Dll41007 και ποντίκια 
ανεπαρκή στο γονίδιο πεθαίνουν στο μέσο της εμβρυικής ζωής με ανιχνεύσιμα ελαττώματα στα αγγεία του 
εγκεφάλου, όμοια με αυτά που ανευρίσκονται στην ανθρώπινη νόσο1005, 1008.  

 

Από τις σημαντικότερες γενετικές παραλλαγές που έχουν συσχετιστεί κατά καιρούς με ποσοτικά 
φαινοτυπικά χαρακτηριστικά της αγγειογένεσης είναι τα SNPs. Παραδοσιακά, ο VEGF έχει θεωρηθεί ως ο πιο 
σημαντικός και πλέον ειδικός αυξητικός παράγοντας για τα ECs. Η ανακάλυψη-ορόσημο που έδειξε ότι η 
χρήση ενός μονοκλωνικού αντισώματος κατά του VEGF σε συνδυασμό με χημειοθεραπεία βελτίωσε την 
επιβίωση ασθενών με μεταστατικό καρκίνο παχέος εντέρου, κινητοποίησε ακόμα περισσότερο την προσπάθεια 
ανεύρεσης της επίδρασης γενετικών παραλλαγών στην έκφραση του VEGF και των κατάντη του αγγειογενών 
εκτελεστικών μορίων1009. Έχουν δημοσιευθεί πολυάριθμες συσχετίσεις με SNPs που εντοπίζονται στο γονίδιο 
του VEGF  ιδιαίτερα στο πεδίο της ογκολογίας. Το γονίδιο VEGF είναι εξαιρετικά πολυμορφικό με 
περισσότερους από 100 περιγεγραμμένους πολυμορφισμούς μέχρι στιγμής. Τα βασικά επίπεδα έκφρασης του 
VEGF στο πλάσμα ποικίλουν σημαντικά και κυμαίνονται μεταξύ 9 και 150pg ανά ml1010. Οι περισσότερες 
γενετικές μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί έχουν εστιαστεί σε 4 SNPs: -2578C/A (rs699947), -1154G/A 
(rs1570360), -634C/G (rs2010963) και +936C>T (rs3025039) τα οποία έχει φανεί ότι επηρεάζουν την 
έκφραση του VEGF είτε in-vitro είτε in-vivo (πίνακας 5.5.10).  
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Πίνακας 5.5.10. Σύνοψη των λειτουργικών SNPs σε γονίδια του μονοπατιού του VEGF. 
(Πηγή: Buysschaert, I. et.al. J. Cell. Mol. Med. 2008;12(6B):2533-2551)  
 
Γονίδιο Γονιδιακή περιοχή Θέση SNP  SNP ID Αλληλόμορφο κινδύνου Συχνότητα αλληλομόρφου 

κινδύνου 

VEGF Υποκινητής -2578C/A rs699947 A 0.41 

 5’ UTR -1154G/A rs150360 A 0.34 

 5’ UTR -634C/G rs2010963 C 0.20 

 3’ UTR +936C/T rs3025039 T 0.35 

VEGFR-2 Υποκινητής -604C/T rs2071559 C 0.52 

 Εξόνιο 7 +1192A/G rs2305948 A 0.07 

 Εξόνιο 11 +1719A/T rs1870377 A 0.28 

VEGFR-1 Υποκινητής +519C/T Μ/Δ T 0.06 

HIF-1α Εξόνιο 12 +1772C/T rs11549465 T 0.09 

 Εξόνιο 12 +1790G/A rs11549467 A 0.02 

Μ/Δ: Μη διαθέσιμη, UTR: Αμετάφραστη περιοχή 

 

Πρόσφατες GWAS σε μεγάλους πληθυσμούς με καρκίνους μαστού, πνεύμονα, προστάτη και παχέος εντέρου 
έχουν αρχίσει να αποκαλύπτουν τη γενετική βάση του καρκίνου. Καμία όμως από αυτές τις μελέτες δεν έχει 
ανακαλύψει γενετικές παραλλαγές στο γονίδιο του VEGF ή σε γονίδια σχετιζόμενα με το σηματοδοτικό 
μονοπάτι του. Αυτό υποδηλώνει ότι οι αγγειογενείς παράγοντες δεν αποτελούν μείζον παράγοντα έναρξης του 
καρκίνου αλλά μάλλον ο VEGF σχετίζεται περισσότερο με την εξέλιξη της νόσου και τη μετάσταση μετά την 
ανάπτυξη του όγκου.  

Πράγματι, ποικίλες συσχετίσεις πολυμορφισμών του VEGF με κλινικές μεταβλητές του καρκίνου 
έχουν αποκαλυφθεί. Για παράδειγμα, ο -2578C/A πολυμορφισμός στον υποκινητή του γονιδίου που βρίσκεται 
σε απόλυτη LD με μία 18bp insdel που εντοπίζεται ανάντης σε ένα υποθετικό ενισχυτή απόκρισης στα 
οιστρογόνα, τροποποιεί τη δραστικότητα και αποκρισιμότητα του υποκινητή. Μονοπύρηνα κύτταρα από 
φορείς του -2578C/C γονοτύπου παράγουν σημαντικά υψηλότερα επίπεδα VEGF1011 ενώ φορείς του -2578Α/A 
γονοτύπου έχουν ελαττωμένα επίπεδα VEGF στο πλάσμα και τον ορό1012. Σε συμφωνία με τα ευρήματα αυτά, 
φορείς του -2578C/C γονοτύπου σχετίζονταν με αυξημένη συχνότητα λεμφαδενικών μεταστάσεων και 
ελαττωμένη επιβίωση στο νεφρικό καρκίνο1013 και αυξημένο κίνδυνο διηθητικού καρκίνου μαστού1014. 
Ανάλογες μελέτες έδειξαν ότι οι φορείς του γονοτύπου -1154Α/A είχαν χαμηλότερα κυκλοφορούντα επίπεδα 
VEGF ενώ τα μονοπύρηνα κύτταρα από τους φορείς του -1154G/G παράγουν περισσότερο VEGF1011. Ο -
1154Α/A γονότυπος σχετιζόταν με χαμηλότερο στάδιο κακοήθους δερματικού μελανώματος ενώ1015, 
ελαττωμένο μέγεθος όγκου στο νεφρικό καρκίνο1013 ενώ ο -1154G/G γονότυπος σχετιζόταν με αυξημένο 
κίνδυνο για διηθητικό αλλά όχι για περιορισμένο καρκίνο1014. Στην 5’ UTR του γονιδίου, ο γονότυπος -634C/C 
σχετιζόταν με υψηλότερα κυκλοφορούντα επίπεδα VEGF1016 ενώ in-vitro το -634C αλληλόμορφο διέκοπτε τη 
δομή του 5’ UTR RNA και αύξανε την έκφραση της μεγάλης ισομορφής του VEGF (L-VEGF)1012. Στον καρκίνο 
μαστού οι φορείς του -634C/C εμφάνιζαν μεγαλύτερου μεγέθους όγκους και υψηλότερο ιστολογικό στάδιο1017 
όπως υψηλότερο στάδιο είχαν και ασθενείς με καρκίνο προστάτη1018. Άλλες μελέτες ωστόσο έδειξαν αντίθετα 
αποτελέσματα με το -634C να σχετίζεται με χαμηλότερα επίπεδα VEGF και παρατεταμένη επιβίωση στον 
καρκίνο του παχέος εντέρου1019 και στο μη μικροκυτταρικό καρκίνο πνεύμονα1020. Άλλο ένα SNP που 
ελαττώνει την έκφραση του VEGF +936C/T εντοπίζεται στην 3’ UTR του γονιδίου του VEGF1021, 1022 και 
ποικίλες συσχετίσεις έχουν αναφερθεί όπως ότι η παρουσία του +936C/C σχετίζεται με χαμηλότερη επιβίωση 
στο μη μικροκυτταρικό καρκίνο πνεύμονα1020 αλλά η συσχέτιση δεν έχει επιβεβαιωθεί σε άλλους τύπους 
καρκίνου. 

Πολλά άλλα SNPs στο VEGF και σε άλλα γονίδια του μονοπατιού του έχουν μελετηθεί και σε άλλες 
ασθένειες και έχουν αναφερθεί πολυάριθμα SNPs που συμβάλλουν σημαντικά στον κίνδυνο νόσου. Οι 
περισσότερες όμως από αυτές τις μελέτες υποφέρουν από περιορισμούς όπως τα μικρά μεγέθη δειγμάτων που 
χρησιμοποιήθηκαν (τυπικά 100 έως 200 ασθενείς) και με δεδομένο τα μικρά μεγέθη επίδρασης των 
παραλλαγών στις γενετικές μελέτες γενικά, δεν είναι εντυπωσιακό ότι αρκετές από αυτές έχουν αναφέρει 
αρχικά θετικά αποτελέσματα τα οποία ακολούθως καταρρίφθηκαν. Πάντως για το γονίδιο VEGF συσχετίσεις 
έχουν αναφερθεί και με τη στεφανιαία νόσο που αποτελεί κατεξοχήν νόσο του ενδοθηλίου. Μελέτες σε 
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περίπου 1000 ασθενείς με στεφανιαία νόσο αποκάλυψαν ότι οι φορεία του -2578Α/A γονοτύπου στο VEGF 
ήταν περισσότερο συχνή σε ασθενείς με σοβαρές στενώσεις των στεφανιαίων αρτηριών1023. 

Συσχετίσεις γενετικών παραλλαγών του VEGF έχουν αναφερθεί και με την ψωρίαση1024, με 
ρευματοειδή αρθρίτιδα1025, με σαρκοείδωση1026 και με ποικίλες άλλες νόσους (για μια πλήρη ανασκόπηση 
συσχετίσεων του VEGF με νόσους325).  

Γενετικές παραλλαγές έχουν περιγραφεί και στο γονίδιο του VEGFR-2. Καθώς η ανάπτυξη της 
αθηροσκλήρωσης χαρακτηρίζεται από σημαντικές διαταραχές στη βιολογία και ακεραιότητα του ενδοθηλίου, ο 
VEGFR-2 θεωρείται ως ένα υποψήφιο μόριο για συμμετοχή στις διαταραχές αυτές. Γενετικές παραλλαγές του 
έχουν διερευνηθεί και μία σημαντική συσχέτιση με τρεις πολυμορφισμούς εγκαθιδρύθηκε σε ένα πρώτο και 
στη συνέχεια επαληθεύθηκε ανεξάρτητα σε ένα δεύτερο πληθυσμό (και οι δύο αναλύοντας περισσότερα από 
1000 άτομα συνολικά)1027. Το -604T/C SNP (rs2071559) στο σημείο πρόσδεσης του μεταγραφικού παράγοντα 
E2F, ελάττωνε τη μεταγραφική ικανότητα του υποκινητή κατά 68% και σχετιζόταν με ελαττωμένα επίπεδα 
VEGFR-2 στον ορό. Τα πολυμορφικά αλληλόμορφα επίσης 2 εξονικών SNPs, που εντοπίζονται στα εξόνια 7 και 
11 (1192G/A ή rs2305948 και 1719A/T ή rs1870377) επίσης ελάττωναν την ικανότητα πρόσδεσης του VEGF 
σον VEGFR-2 κατά 15%, υποδηλώνοντας ότι αυτές οι παραλλαγές στο VEGFR-2 τελικά μπορούν να 
συμμετέχουν στην παθοφυσιολογία της νόσου. 

Γενετικές παραλλαγές έχουν περιγραφεί και στο γονίδιο του HIF-1α που αποτελεί μεταγραφικό 
παράγοντα και ρυθμίζει την απόκριση των κυττάρων στην υποξία, επηρεάζοντας τη μεταγραφή πολλαπλών 
γονιδίων στόχων όπως του VEGF. Ο HIF-1α κάτω από συνθήκες φυσιολογικής τάσης οξυγόνου, 
υδροξυλιώνεται σε κατάλοιπα προλίνης από τις PHD (prolyl hydroxylase domain ) πρωτεΐνες και αποδομείται 
από το πρωτεάσωμα1028. Ο HIF-1α υπερεκφράζεται σε πολλούς ανθρώπινους καρκίνους1029. Πρόσφατα δύο 
SNPs στο HIF-1α, τα P582S (rs11549465) και Α588Τ (rs11549467) που προκαλούν αμινοξικές αντικαταστάσεις 
της προλίνης από σερίνη και της αλανίνης από θρεονίνη αντίστοιχα, εντοπίστηκαν μέσα στην εξαρτώμενη από 
το οξυγόνο περιοχή αποδόμησης του. Η παρουσία αυτών των παραλλαγών, ειδικά του P582S, φάνηκε να 
προκαλούν μία σημαντική αύξηση στη μεταγραφική ικανότητα συσχετιζόμενη με υψηλότερη έκφραση 
μεταλλαγμένης πρωτεΐνης και αυξημένη πυκνότητα αγγείων και με επιταχυνόμενη εξέλιξη του όγκου σε 
πλακώδες καρκίνωμα κεφαλής-τραχήλου1030. Η ίδια γενετική παραλλαγή σχετίζεται επίσης με περισσότερο 
σοβαρή, ελκώδη ανάπτυξη, στον καρκίνο του παχέος εντέρου1031 και με την επιβίωση σε μεταβατικό καρκίνο 
της ουροδόχου κύστης1032. Μεταλλαγές στο γονίδιο EGLN1 που κωδικοποιεί το ένζυμο PHD2 και οδηγεί σε 
σημαντική ελάττωση της δραστικότητας του και αυξημένη έκφραση του HIF-1α έχει περιγραφεί σε ασθενείς 
με οικογενή ερυθροκυττάρωση που ωστόσο όμως οι ασθενείς δεν είχαν καμία εμφανή αγγειογενή 
διαταραχή1033.  

Πολυμορφισμοί στο γονίδιο του VEGFR-1 επίσης έχουν περιγραφεί και συνδέουν το μόριο με το 
μονοπάτι του ογκοκατασταλτικού γονιδίου p53 το οποίο συχνά εμφανίζει σωματικές μη συνώνυμες 
μεταλλαγές στο 50% των ανθρώπινων καρκίνων ενώ το μονοπάτι του ανευρίσκεται απενεργοποιημένο ακόμα 
και σε καρκίνους που δεν φέρουν μεταλλαγές μέσω πιθανά, έμμεσων μηχανισμών που μπορεί να σχετίζονται 
με γενετικές παραλλαγές1034. Σε μία πρόσφατη μελέτη με σφαιρική ανάλυση του γενώματος, αναγνωρίστηκε 
ένα C σε T SNP στον υποκινητή του γονιδίου VEGFR-1 σε μία δομική περιοχή που αποτελεί υποθετικό στοιχείο 
απόκρισης στο p531035. Αυτό το SNP  ανιχνεύθηκε σε περίπου 6% των ατόμων που ελέγχθηκαν και μία σε 
βάθος λειτουργική ανάλυση έδειξε ότι μόνο το έλασσον αλληλόμορφο T ήταν αποκρινόμενο στο p531035. Η 
εμπλοκή του VEGFR-1 και άρα του σηματοδοτικού μονοπατιού του VEGF στο μεταγραφικό δίκτυο του p53, 
προσθέτει αρκετή ακόμα πολυπλοκότητα στο φάσμα των βιολογικών δράσεων του p53 που σχετίζονται με 
γενετικές παραλλαγές του. Πράγματι, η υπερέκφραση του VEGFR-1 έχει σχετιστεί με παθολογική 
αγγειογένεση, εξέλιξη των όγκων, κυτταρική επιβίωση, πολλαπλασιασμό, μετανάστευση, διήθηση και 
μετάσταση1036. Αν και δεν υπάρχουν κλινικά δεδομένα για τη σημασία αυτού του λειτουργικού 
πολυμορφισμού στον υποκινητή του VEGFR-1, εγείρεται η ενδιαφέρουσα πιθανότητα αυτό το SNP να 
τροποποιεί το ετερογενές p53 μονοπάτι στους καρκίνους και να εμπλέκει τον κυτταρικό κύκλο στις διαταραχές 
της αγγειογένεσης. 

Συνολικά οι γενετικές παραλλαγές στα προαναφερθέντα γονίδια συνοψίζονται στην εικόνα 5.5.16 όπου 
απεικονίζεται σχηματικά η επίδραση τους στο μονοπάτι του VEGF και δυνητικά μπορούν να τροποποιήσουν 
την αγγειογένεση. 
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Εικόνα 5.5.16. Διαφορετικοί τύποι γενετικών παραλλαγών που επηρεάζουν την αγγειογένεση. 
 
Αριστερά: Ελαττωμένη ή ενισχυμένη πρόσδεση μεταγραφικών παραγόντων στον υποκινητή του γονιδίου μπορεί, 
αντίστοιχα, να ελαττώσει ή να αυξήσει τη μεταγραφή του γονιδίου. Η μεθυλίωση του DNA στον υποκινητή 
,τροποποιήσεις στην αναδίπλωση ιστονών και χρωματίνης, SNPs και CNVs, όλα είναι ικανά να αυξήσουν ή να 
ελαττώσουν την αλληλεπίδραση του μεταγραφικού παράγοντα με τον υποκινητή. Οι αντιμεταθέσεις μπορούν να 
αλλάξουν το χρωμοσωμικό περιβάλλον ενός γονιδίου οδηγώντας σε αυξημένα ή ελαττωμένα επίπεδα mRNA. Τα 
miRNAs ελαττώνουν τη γονιδιακή έκφραση με μεταφραστική καταστολή ή επάγοντας αποδόμηση του mRNA 
στόχου. SNPs ή μεταλλαγές μπορούν να επάγουν μεταβολές στην αναδίπλωση του mRNA, επηρεάζοντας έτσι τη 
μεταφραστική ικανότητα. 
Δεξιά: Μεταλλαγές και μη συνώνυμα SNPs (κυρίως εντοπιζόμενα σε εξονικές αλληλουχίες) μπορούν να 
δημιουργήσουν μία μεταλλαγμένη ή ελαττωματική πρωτεΐνη με χαμηλή βιολογική δραστικότητα. Μερικές μεταλλάξεις 
προκαλούν επίσης πλήρη απώλεια του γονιδιακού προϊόντος.  
Πράσινα κουτιά: Αυξημένη γονιδιακή έκφραση, Κόκκινα κουτιά: Μειωμένη γονιδιακή έκφραση, CNV: Παραλλαγές 
του αριθμού των αντιγράφων, miRNAs: microRNAs, SNPs: Μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί, UTR: 
Αμετάφραστη περιοχή, TF: Μεταγραφικός παράγοντας. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Μερικά ενδιαφέροντα ευρήματα έχουν προκύψει επίσης και από GWAS. Μία πρόσφατη μεταανάλυση 
στον τύπου 2 διαβήτη, ανέδειξε αυξημένη προδιάθεση για τους φορείς ενός SNP που εντοπίζεται κοντά στο 
γονίδιο του VEGF, του rs9472138831. To έλασσον Τ αλληλόμορφο αύξανε τον κίνδυνο για τύπου 2 διαβήτη 
κατά 1.06 φορές και είναι ενδιαφέρον να διερευνηθεί αν και κατά πόσο, το SNP αυτό λόγω του σημείου 
εντόπισης επηρεάζει την έκφραση του VEGF. Άλλες GWAS στον καρκίνο του μαστού αναγνώρισαν ένα SNP 
στο γονίδιο του υποδοχέα 2 του αυξητικού παράγοντα των ινοβλαστών (FGFR-2) με το έλασσον 
αλληλόμορφο να σχετίζεται ισχυρά με τον θετικό σε υποδοχείς οιστρογόνων καρκίνο και με χαμηλότερο 
βαθμό κακοήθειας αλλά χωρίς να επηρεάζει σημαντικά την επιβίωση1037 ενώ η λειτουργική ανάλυση έδειξε ότι 
το αλληλόμορφο αυτό αυξάνει την έκφραση του FGFR-2 1038. Αν και ιστορικά οι αυξητικοί παράγοντες των 
ινοβλαστών (FGF-1 και FGF-2), που αποτελούν τους συνδέτες του FGFR-1, ήταν οι πρώτοι αγγειογενετικοί 
παράγοντες που αναγνωρίστηκαν, είναι επίσης και ισχυρά μιτογόνα και επομένως παίζουν άμεσο ρόλο στον 
πολλαπλασιασμό των καρκινικών κυττάρων. Είναι επομένως ασαφές αν η δράση του προαναφερθέντος SNP 
στο FGFR-2 επηρεάζει τα καρκινικά κύτταρα, τα αγγεία ή και τα δύο.  

Κλείνοντας, αξίζει να αναφερθούν και οι παραλλαγές του αριθμού των αντιγράφων (CNVs) ως 
γενετικές παραλλαγές που επηρεάζουν την αγγειογένεση. Μεταξύ των γονιδίων στα οποία έχει καταγραφεί 
σημαντική συσχέτιση των CNVs με την έκφραση τους συγκαταλέγεται το Sprouty2, μία ανταγωνιστική 
ρυθμιστική πρωτεΐνη των υποδοχέων τυροσυλο-κινασών, της οποίας η καταστολή έκφρασης και λειτουργίας 
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διευκολύνει την αγγειογένεση1039. Επιπλέον έχει ανευρεθεί ότι χρωμοσωμικοί πολλαπλασιασμοί στην περιοχή 
6p21 που εντοπίζεται το γονίδιο του VEGF, συνοδεύονται από εξαιρετικά αυξημένα επίπεδα έκφρασης του ενώ 
αντίστοιχες μεταβολές έχουν καταγραφεί και για τα γονίδια CD34 και ANG-2 που αποτελούν ενδοθηλιακούς 
δείκτες και συνδέονται με αυξημένα επίπεδα έκφρασης1040, 1041. 

Σημαντικό ρόλο όμως στην αγγειογένεση και στη γονιδιακή της ρύθμιση παίζουν και επιγενετικές 
μεταβολές με μεθυλίωση του DNA και τροποποιήσεις των ιστονών (ανασκόπηση 1042) που η αναλυτική τους 
όμως περιγραφή ξεφεύγει από τα πλαίσια του παρόντος κειμένου. 
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Εικόνα 5.6.1. Ανθρώπινοι 
κυτταρικοί τύποι που εκφράζουν 
CD40 και CD154.  
 

5.6 Το γονίδιο CD40 και το σύστημα CD40-CD154 
 
5.6.1 Εισαγωγή στη δυάδα CD40/CD154 

 
Η μοριακή παθοφυσιολογία του συστήματος CD40/CD40L απασχολεί την επιστημονική κοινότητα για 

περισσότερο από μία εικοσαετία. Το CD40 ανακαλύφθηκε για πρώτη φορά σε ανοσοϊστοχημικές μελέτες σε 
καρκινικά κύτταρα ουροδόχου κύστης και ακολούθως στα Β-λεμφοκύτταρα με τη χρήση ενός μονοκλωνικού 
αντισώματος που αναγνώριζε μία πρωτεΐνη 50-KDa1043-1045. Οι πρώτες αυτές μελέτες έδειξαν ότι τα επίπεδα 
έκφρασης του μορίου ποικίλουν με βάση την κατάσταση ενεργοποίησης των B-κυττάρων, κυμαινόμενη με την 
πορεία μέσα στον κυτταρικό κύκλο καθώς και με την επιβίωση και διαφοροποίηση τους μετά την πρόσδεση 
ενός, άγνωστου ακόμα, συνδέτη1046. Κατοπινές μελέτες έδειξαν ότι αυτή η ενεργοποίηση των Β-
λεμφοκυττάρων απαιτεί την άμεση επαφή με Τ-βοηθητικά λεμφοκύτταρα και όχι με διαλυτές λεμφοκίνες1047, 

1048. Περαιτέρω μελέτη έδειξε ότι αυτή η ενεργοποίηση των B-λεμφοκυττάρων απαιτούσε την «εκ του 
μηδενός» πρωτεϊνική σύνθεση και ακολουθούσε την ενεργοποίηση με αντι-CD3 αντισώματα, εστέρες του 
φορβολικού οξέος (PMA) ή κονκαναβαλίνη Α1049. Τελικά αυτή η εξαρτώμενη από τα ενεργοποιημένα T-
κύτταρα ενεργοποίηση των B-λεμφοκυττάρων ήταν πολυκλωνική, μη αντιγονοειδική και μη περιορισμένη στα 
μόρια MHC και κινητοποιούνταν από ένα μη πολυμορφικό μόριο επιφανείας του οποίου η ταυτότητα 
αναγνωρίστηκε μετά από την κλωνοποίηση του συνδέτη του CD40, που ονομάστηκε CD154 (ή CD40L), τόσο 
σε ανθρώπους όσο και σε ποντίκια και θεωρήθηκε αρχικά ως μόριο περιορισμένο στα ενεργοποιημένα CD4+ 
Τ-βοηθητικά κύτταρα1050-1054. Περαιτέρω μελέτες για τη λειτουργία της δυάδας υποδοχέα/συνδέτη, 
εγκαθίδρυσαν τις αλληλεπιδράσεις του CD154 με τον υποδοχέα του CD40 στα B-λεμφοκύτταρα ως 
ουσιαστικής σημασίας για την Τ-εξαρτώμενη Β-κυτταρική διαφοροποίηση και ενεργοποίηση1055. Περισσότερο 
πειστικές μαρτυρίες για το συμπέρασμα αυτό δόθηκαν από μελέτες με χρήση παρεμποδιστικών αντισωμάτων 
τα οποία εμπόδισαν την άνοση απόκριση σε T-κυτταροεξαρτώμενα αντιγόνα1055, 1056 και το σχηματισμό 
μνημονικών B-κυττάρων και βλαστικών κέντρων1057. Σε συμφωνία με την πρωτογενή λειτουργία του 
συστήματος CD40/CD154, μεταλλαγές στο συνδέτη που παρεμπόδιζαν την αλληλεπίδραση με τον υποδοχέα 
αναγνωρίστηκαν ως η αιτία του φυλοσύνδετου συνδρόμου της υπέρ-IgM ανοσοανεπάρκειας (HIGM)1058, μίας 
νόσου που σχετίζεται με σημαντική ή πλήρη αναστολή της T-κυτταροεξαρτώμενης χυμικής ανοσίας. 

Πέρα από τη σημασία του συστήματος CD40/CD40L στις ανοσολογικές αποκρίσεις, πιο πρόσφατες 
μελέτες έδειξαν ένα ευρύτερο πρότυπο έκφρασης τόσο του συνδέτη όσο και του υποδοχέα και τις 
αλληλεπιδράσεις τους ως σημαντικές για ένα ευρύτερο φάσμα φυσιολογικών και παθολογικών αποκρίσεων: το 
CD154, που αρχικά περιγράφηκε στα T-βοηθητικά κύτταρα, εκφράζεται και σε μη λεμφικά κύτταρα όπως τα 
επιθηλιακά, μονοκύτταρα, δενδριτικά κύτταρα, λεία μυϊκά κύτταρα, ινοβλάστες, αιμοπετάλια και ενδοθηλιακά 
κύτταρα1059-1067. Τα περισσότερα από τα κύτταρα που εκφράζουν το συνδέτη, εκφράζουν και τον υποδοχέα 
CD40 1060-1065, 1068. Η ανακάλυψη του τόσο ευρέος προτύπου έκφρασης του CD40 και CD40L (εικόνα 5.6.1) 
ενέπλεξε τη δυάδα αυτή σε μία πληθώρα φλεγμονωδών και άνοσων αποκρίσεων που ευθύνονται για διάφορες 
νόσους όπως η αρθρίτιδα, ο καρκίνος, η αθηροσκλήρωση, η νεφρίτιδα του λύκου και η χρόνια μορφή της 
νόσου μοσχεύματος εναντίον ξενιστή.  
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Εικόνα 5.6.2. Οργάνωση των 
ανθρώπινων γονιδίου και 
πρωτεΐνης του CD40. 
Απεικονίζεται η γονιδιακή (πάνω) 
και πρωτεϊνική (κάτω) οργάνωση 
του CD40. Τα εξόνια 
παρουσιάζονται ως μαύρα κουτιά 
ονομαζόμενα με τον αντίστοιχο 
αριθμό του εξονίου. 

 

5.6.2 Γονιδιακή και πρωτεϊνική δομή του CD40. 

 

Το γονίδιο του CD40 εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 20, στην περιοχή 20q12-13.21069, 1070, ο 
γονιδιωματικός κλώνος του καλύπτει περιοχή 11 kb και αποτελείται από 9 εξόνια1071. Απομονώθηκε από μία 
γονιδιωματική βιβλιοθήκη από κύτταρα Raji του λεμφώματος Burkitt και παρουσιάζει εκτεταμένη ομολογία με 
τον υποδοχέα του αυξητικού παράγοντα των νεύρων1072. Το γονίδιο κωδικοποιεί ένα μονήρες μόριο mRNA 
μεγέθους 1.5Kb του οποίου η μετάφραση οδηγεί σε μία τύπου Ι διαμεμβρανική πρωτεΐνη 277 αμινοξέων 
που αποτελείται από μία σηματοδοτική αλληλουχία 22 αμινοξέων, μία εξωκυττάρια περιοχή 171 αμινοξέων, 
μία μονήρη διαμεμβρανική περιοχή 22 αμινοξέων και μία κυτταροπλασματική περιοχή 62 αμινοξέων (εικόνα 
5.6.2).  

 

 

 

Το CD40 αποτελεί μέλος της υπεροικογένειας των υποδοχέων του TNF στην οποία ανήκουν οι τύπου 
Ι (p55, CD120a) και II (p75, CD120b) υποδοχείς του TNF (TNFR), ο χαμηλής συγγένειας υποδοχέας του 
αυξητικού παράγοντα των νεύρων, CD27, CD30, CD95 (Fas), Ox40 και 4-1ΒΒ1073. Ως τυπικό μέλος της 
υπεροικογένειας, το CD40 χαρακτηρίζεται από ένα επαναλαμβανόμενο πρότυπο αμινοξικής αλληλουχίας 
τεσσάρων υπομονάδων πλούσιων σε κυστεΐνη που αποτελούνται τυπικά από έξι κατάλοιπα κυςτεΐνης 
σχηματίζοντας 3 δισουλφιδικές περιοχές1074-1077. Ο συνδέτης CD154 (CD40L) πιστεύεται ότι προσδένεται στη 
2η και 3η υπομονάδα του εξωκυττάριου τμήματος και μελέτες πρόσδεσης και μεταλλαξιγένεσης έδειξαν ότι οι 
όξινες πλευρικές αλυσίδες στα κατάλοιπα Y82, D84, E74, E117 και N86 είναι βασικές για την πρόσδεση του 
ενώ οι πολικές αλληλεπιδράσεις στην επιφάνεια του CD40 είναι σημαντικές για τη σταθεροποίηση του 
συμπλέγματος υποδοχέα-συνδέτη1077-1079. Η ενδοκυττάρια περιοχή του CD40 δεν παρουσιάζει στενή σχέση 
με άλλα μέλη της οικογένειας ενώ η κυτταροπλασματική περιοχή παρουσιάζει τουλάχιστον δύο μείζονα σημεία 
της σηματοδότησης που περιλαμβάνουν κατάλοιπα θρεονίνης στις θέσεις 227 και 2341080, 1081.  

Το CD40 βρίσκεται στην κυτταρική επιφάνεια σαν μονομερές, διμερές ή τριμερές. Είναι ήδη αποδεδειγμένο ότι 
η διμερής μορφή είναι απαραίτητη για τη μεταβίβαση σήματος ενώ η τριμερής ενισχύει τη σηματοδότηση 
αυτή1082, 1083. Αν και αρχικά θεωρήθηκε ότι το CD40 εμφανίζεται μόνο στη διμερή μορφή του και τριμερίζεται 
μετά την πρόσδεση του CD40L, πρόσφατες μελέτες περιγράφουν ότι το CD40 μπορεί να βρεθεί σε τριμερή 
μορφή ανεξάρτητα από το συνδέτη (εικόνα 5.6.3)1084.  
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Εικόνα 5.6.3. Δομή του CD40 και του CD40L. 
H πρωτεΐνη CD40 υφίσταται σε τρμερή μορφή. Η 
εξωκυττάρια περιοχή είναι πλούσια σε κυστεΐνες 
και αποτελείται από 4 περιοχές και κάθε μία 
χωρίζεται σε δύο υποπεριοχές (Α1, Α2, Β1, Β2). 

 

 

 

5.6.3 Ρύθμιση της έκφρασης του CD40. 

 

Ελάχιστες μελέτες έχουν αναλύσει τους μηχανισμούς με τους οποίους ρυθμίζεται η ενεργοποίηση 
του γονιδίου του CD40. Αν και η δομή του υποκινητή του γονιδίου είναι άγνωστη, η επαγωγή της έκφρασης 
από την IFN-γ στους περισσότερους κυτταρικούς τύπους που μελετήθηκε, υποδηλώνει την παρουσία θέσης 
πρόσδεσης για τους μεταγραφικούς παράγοντες STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription). 
Πράγματι, η ενεργοποίηση του γονιδίου στα λεία μυϊκά κύτταρα από αυτήν την κυτταροκίνη, διαμεσολαβείται 
από το STAT11085. Στα ίδια κύτταρα, η ενεργοποίηση του γονιδίου από τον TNF-α γίνεται μέσω του 
μεταγραφικού παράγοντα NF-κB1085. Έχει καταγραφεί και αυτοκρινής ρύθμιση του CD40 μέσω της πρόσδεσης 
του CD40L, η οποία όμως δε ρυθμίζεται από την p38-MAPK, ενός μεσολαβητή άλλων λειτουργιών 
διαμεσολαβούμενων από το CD401086. Έχει επίσης περιγραφεί ένας ενισχυτικός ρόλος στη μεταγραφική 
ρύθμιση από τον μεταγραφικό παράγοντα Sp-11087 ενώ αντίθετα ο μεταγραφικός παράγοντας SOCS-1, που 
αποτελεί αναστολέα του μονοπατιού JAK/STAT, αναστέλλει την έκφραση του CD401087-1089. Γενικά οι μελέτες 
αυτές έδειξαν ότι η γονιδιακή ρύθμιση του CD40 μέσω προφλεγμονωδών κυτταροκινών, ρυθμίζεται σε 
μεταγραφικό επίπεδο και απαιτεί συνεχή πρωτεϊνική σύνθεση1090 ενώ η καταστολή της έκφρασης του από 
κυτταροκίνες όπως ο TGF-β, συμβαίνει σε μεταμεταγραφικό επίπεδο μέσω αυξημένης αποδόμησης τουCD40 
mRNA1090.  

Το CD40 ρυθμίζεται και σε επίπεδο πρωτεΐνης. Αν και εκφράζεται συνεχώς στους περισσότερους 
τύπους κυττάρων, τα πρωτεϊνικά επίπεδα μπορούν να ρυθμιστούν. Διεγερτικά ερεθίσματα αποτελούν 
κυτταροκίνες όπως IFN-γ, IL-1, IL-3, IL-4, TNF-α,1061, 1072, 1091-1097 GM-CSF1097, ο ιός της ανθρώπινης 
ανοσοανεπάρκειας (HIV)1098, η λανθάνουσα μεμβρανική πρωτεΐνη 1 (LMP1) του ιού Epstein-Barr1099, 
φορβολικοί εστέρες1100, ο βάκιλος του μυκοβακτηριδίου της φυματίωσης1101, αντισώματα έναντι του IgM ή 
του CD201102 και η υπεριώδης ακτινοβολία1103. Η επαγόμενη έκφραση του CD40 τυπικά παρατηρείται 6-12 
ώρες μετά την ενεργοποίηση, φτάνει στο μέγιστο στις 24 ώρες και παραμένει για 24-72 ώρες ακόμα σε 
αντίθεση με την παροδική έκφραση του CD40L. 

 

5.6.4 Σηματοδοτικά μονοπάτια και δράσεις του συστήματος CD40/CD154. 

 

Η ευρεία έκφραση των μορίων CD40 και CD40L σε μία πληθώρα κυττάρων υποδηλώνει και το εύρος 
του βιολογικού τους ρόλου, καθώς τα μόρια αυτά συμμετέχουν σε ποικίλες διεργασίες σε φυσιολογικές και σε 
παθολογικές καταστάσεις. Ειδικότερα το σύστημα CD40-CD40L διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην επίκτητη 
ανοσία τόσο στην κυτταρική όσο και στην εξαρτώμενη από το θύμο χυμική ανοσία1104. Είναι γνωστό ότι η 
ενεργοποίηση των ανοσολογικά παρθένων Τ λεμφοκυττάρων απαιτεί την αναγνώριση του αντιγόνου μέσω του 
TCR και την παροχή συνδιεγερτικών σημάτων από τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. Ένα τέτοιο 
συνδιεγερτικό σήμα παρέχεται από το σύστημα CD40-CD40L και συμβάλλει στη δημιουργία ειδικών για το 
αντιγόνο Τ λεμφοκυττάρων. Αν και η «προετοιμασία» (priming) των Τ-κυττάρων και η ενεργοποίηση των B-
λεμφοκυττάρων μπορεί να γίνει και απουσία σημάτων από το CD40, πολλές κυτταρικές και ανοσολογικές 
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λειτουργίες είναι ελαττωματικές χωρίς αυτήν την αλληλεπίδραση, υπογραμμίζοντας έτσι ο ρόλο του 
συστήματος αυτού στην ανάπτυξη της επίκτητης ανοσίας1104. 

Η πρόσδεση στο CD40 του CD40L [είτε του μεμβρανοσύνδετου, είτε της διαλυτής μορφής (soluble 
CD40L, sCD40L)] επάγει τη συσσωμάτωση του και την προσέλκυση πρωτεϊνών-προσαρμογέων γνωστών ως 
παραγόντων σχετιζόμενων με τον υποδοχέα του TNF (TNF-Receptor associated factors-TRAF). Οι πρωτεΐνες 
TRAF, ενεργοποιούν διαφορετικά σηματοδοτικά μονοπάτια συμπεριλαμβανομένων του κανονικού και μη 
κανονικού σηματοδοτικού μονοπατιού του NF-κB, των ενεργοποιούμενων από μιτογόνα πρωτεϊνικών κινασών 
(MAPKs), της κινάσης της 3-φωσφοϊνοσιτόλης (PI3K) καθώς και το μονοπάτι της φωσφολιπάσης Cγ 
(PLCγ)1105. Ωστόσο, πρόσφατες αναφορές κάνουν λόγο και για σηματοδότηση ανεξάρτητη από τις πρωτεΐνες 
TRAF καθώς επίσης και μέσω της οικογένειας των κινασών Janus (Jak3), η οποία μπορεί να προσδένεται 
απευθείας στο κυτταροπλασματικό τμήμα του CD40 και να επάγει άμεσα τη φωσφορυλίωση του STAT51106, 

1107. Τα σύμπλοκα αυτά μονοπάτια διευκολύνουν τα ουσιώδη σήματα που διαμεσολαβούνται από το CD40 για 
να επιτελέσει τις πολλαπλές κυτταρικές του δράσεις (εικόνα 5.6.4).  

 

 

 

 

 

 

 

Προς αυτή την κατεύθυνση οδηγεί η ενεργοποίηση του συστήματος CD40-CD40L στα δενδριτικά 
κύτταρα, καθώς προάγει την παραγωγή κυτταροκινών από αυτά, επάγει την έκφραση μορίων συνδιέγερσης 
στην επιφάνειά τους και λειτουργεί ως δεύτερο σήμα κατά την αντιγονοπαρουσίαση1104. Ως αποτέλεσμα της 
ενεργοποίησης αυτής τα δενδριτικά κύτταρα ωριμάζουν και αποκτούν όλα τα αναγκαία χαρακτηριστικά, ώστε 
να διεγείρουν επιτυχώς τα Τ λεμφοκύτταρα κατά τη διάρκεια των ανοσολογικών αποκρίσεων (εικόνα 5.6.5). 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5.6.4. Σηματοδότηση του CD40 εξαρτώμενη και μη εξαρτώμενη από τις πρωτεΐνες 
TRAF.  

Μετά την ενεργοποίηση του CD40, TRAFs 1, 2, 3, 5, και 6 προσελκύονται στην κυτταροπλασματική 
περιοχή του CD40, κινητοποιώντας διαφορετικά σηματοδοτικά μονοπάτια.  Επιπλέον η Jak3 μπορεί 
να προσδεθεί στο εγγύς στην κυτταροπλασματική μεμβράνη τμήμα του CD40.  Η εξαρτώμενη ή 
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Στα Β λεμφοκύτταρα η δυάδα CD40-CD40L παίζει ρόλο στη δημιουργία των βλαστικών κέντρων των 
λεμφοζιδίων (germinal center, GC), στην αλλαγή της τάξης των ανοσοσφαιρινών και στην απόκτηση των 
σωματικών υπερμεταλλάξεων (somatic hypermutation, SHM) που αυξάνουν τη συγγένεια των 
ανοσοσφαιρινών με το αντιγόνο όπως επίσης και στον πολλαπλασιασμό και στη διαφοροποίηση των Β 
κυττάρων προς μακράς ζωής μνημονικά κύτταρα1108. Υπάρχει σημαντική όμως διάσταση απόψεων σχετικά με 
τη συμμετοχή του συστήματος στην τελική διαφοροποίηση των Β-λεμφοκυττάρων σε πλασματοκύτταρα. Η 
σηματοδότηση μέσω του CD40 έχει εμπλακεί στην καταστολή της ωρίμανσης των Β-λεμφοκυττάρων σε 
πλασματοκύτταρα1109, 1110. Υπάρχουν όμως και αναφορές που προτείνουν τη σηματοδότηση από το CD40 ως 
άμεσο επαγωγέα της τελικής διαφοροποίησης των Β-λεμφοκυττάρων σε πλασματοκύτταρα1111-1113 . Γενικά, οι 
δράσεις της σηματοδότησης του CD40 στα B κύτταρα διαμεσολαβούνται από διαφορετικές πρωτεΐνες TRAF 
και έχουν διαφορετικό τελικό αποτέλεσμα (εικόνα 5.6.6). 

 

 

Εικόνα 5.6.5. Ρόλος του CD40-CD40L στην αλληλεπίδραση μεταξύ T κυττάρων επαγγελματιών 
αντιγονοπαρουσιαστών (π.χ. δενδριτικά κύτταρα). 
(A, B) Ενεργοποίηση του CD40 στα APC οδηγεί σε μεγάλη αύξηση στην έκφραση των CD80/CD86 
και την επαγωγή της παραγωγής IL-12, ενισχύοντας την T κυτταρική συνδέγερση και πιθανά τη στροφή 
των Th κυττάρων στην κατεύθυνση των Th1. Από την άλλη, η αλληλεπίδραση CD40-CD40L μπορεί να έχει 
άμεση επίδραση στην επαγόμενη από CD40L T-κυτταρική ενεργοποίηση και την παραγωγή T –
κυτταροκινών μέσω ενός μη καλά ακόμα χαρακτηρισμένου σηματοδοτικού μηχανισμού. 
(C) Επιπρόσθετα, έχει δειχτεί ότι η ενεργοποίηση του CD40 στα APC/DCs αποτελεί κρίσιμο βήμα στη 
διαδικασία της διασταυρούμενης προετοιμασίας των κυτταροτοξικών αποκρίσεων. Προς το παρόν, 
παραμένουν αδιευκρίνιστοι οι μοριακοί μηχανισμοί που βρίσκονται πίσω από αυτή τη διαδικασία. 
(D) Η ενεργοποίηση του CD40 στα APC έχει επιπρόσθετες δράσεις συμπεριλαμβανομένων της 
παραγωγής φλεγμονωδών μεσολαβητών καθώς επίσης και ποικίλων νεοανακαλυφθέντων γονιδιακών 
προϊόντων με άγνωστη λειτουργία. Οι παράγοντες αυτοί έχουν ιδιαίτερη σημασία για τις τοπικές δράσεις 
των APC. 
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Εικόνα 5.6.6. Ρόλος των πρωτεϊνών TRAF στις CD40-διαμεσολαβούμενες εκτελεστικές 
δράσεις στα Β-λεμφοκύτταρα. 
Η ενεργοποίηση του CD40 κινητοποιεί μία πλειάδα γεγονότων, σημαντικών για μία αποτελεσματική 
χυμική άνοση απόκριση. Ενεργοποιείται ο πολλαπλασιασμός των B κυττάρων, αυξάνεται η 
έκφραση μορίων επιφανείας που εμπλέκονται στην αντιγονοπαρουσίαση και στις αλληλεπιδράσεις 
με τα T κύτταρα, παράγονται αντισώματα και φλεγμονώδεις κυτταροκίνες και ξεκινούν αναπτυξιακά 
προγράμματα που οδηγούν στην αλλαγή ισοτύπου και στη δημιουργία B κυττάρων μνήμης Οι. 
TRAF2, TRAF5 και TRAF6 διαμεσολαβούν διαφορετικές αλλά αλληλεπικαλυπτόμενες εκτελεστικές 
δράσεις του CD40. Η TRAF1 συνεργάζεται με την TRAF2 στην επαγωγή έκκρισης IgM ως απόκριση 
σε σήματα από το CD40 signals, ενώ η TRAF3 εμποδίζει τη συνέργεια μεταξύ CD40 και αντιγονικού 
υποδοχέα των Β (BCR) καθώς και άλλα TRAF2-διαμεσολαβούμενα σήματα. 

Εικόνα 5.6.7. Σηματοδοτικά μονοπάτια και 
λειτουργικές συνέπειες της ενεργοποίησης του 
CD40 στα μονοκύτταρα/μακροφάγα. 
Η TRAF6 απαιτείται και η TRAF2 συμβάλλει στην 
ενεργοποίηση του NF-κB. Οι κινάσες ΕRΚ1/2 
ενεργοποιούνται μέσω ενός μονοπατιού που 
περιλαμβάνει τα Src-TRAF6. Τόσο το μονοπάτι 
NF-κB αλλά και ΕRΚ1/2 συμβάλλουν σε ένα 
μεγάλο αριθμό κυρίως προφλεγμονωδών 
δραστηριοτήτων στα μονοκύτταρα και 
μακροφάγα. Η ενεργοποίηση της ΕRΚ1/2 
συμβάλλει και στην επιβίωση των κυττάρων 
αυτών. Η ενεργοποίηση της p38 παίζει ρόλο στην 
ενεργοποίηση της έκφρασης της iNOS και η 
δραστηριότητα της PI3K συμβάλλει στην 
παραγωγή IL-10.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στα μακροφάγα και στις πρόδρομες μορφές τους τα μονοκύτταρα, η έκφραση του CD40 είναι 
συνεχής και αυξάνεται σημαντικά μετά την ενεργοποίηση τους. Τα κύτταρα αυτά ανταποκρίνονται ισχυρά 
στην ενεργοποίηση του μορίου και καταλήγουν στην επαγωγή ή ενίσχυση της έκφρασης γονιδίων με 
προεξάρχουσα προφλεγμονώδη δράση που συνοψίζονται στην εικόνα 5.6.7. Αν και οι λειτουργίες αυτές παίζουν 
σημαντικό ρόλο σε αντιδράσεις άμυνας του ξενιστή έναντι παθογόνων, στα πλαίσια αυτοάνοσων ή 
καρδιαγγειακών νόσων οδηγούν στην παθογένεια τους1114.  
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Εικόνα 5.6.8. Το Σύστημα CD40/CD40L επάγει φλεγμονή στα ενδοθηλιακά κύτταρα.  
H έκφραση του CD40 επάγεται από την oxLDL αλλά και προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες (TNF-a, IL-
1, IFN-γ) και η ενεργοποίηση του από το CD40L T-λεμφοκυττάρων και αιμοπεταλίων οδηγεί σε 
παραγωγή ενεργών ριζών οξυγόνου, κυτταρικών μορίων προσκόλλησης και έκκριση χυμοκινών.  

 

Τα ενδοθηλιακά κύτταρα όπως προαναφέρθηκε επίσης εκφράζουν CD40 του οποίου η έκφραση 
επάγεται από προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες, κυρίως TNF-α, IL-1 και IFN-γ. Η ενεργοποίηση του συστήματος 
μπορεί να γίνει από οποιοδήποτε τύπο κυττάρου που εκφράζει CD40L και μάλιστα έχουν επιβεβαιωθεί οι 
αλληλεπιδράσεις τόσο με τα T-λεμφοκύτταρα1068 όσο και με αιμοπετάλια που εκφράζουν CD40L1066. Τα 
αιμοπετάλια μάλιστα θεωρείται ότι είναι υπεύθυνα για το 95% του διαλυτού CD40L στην κυκλοφορία1115. Η 
σηματοδότηση του CD40 στα ενδοθηλιακά κύτταρα οδηγεί σε ενεργοποίηση του σηματοδοτικού μονοπατιού 
του NF-κB και συνακόλουθη ενεργοποίηση των ενδοθηλιακών κυττάρων με έκφραση μορίων προσκόλλησης 
και προφλεγμονωδών μεσολαβητών1116 ενώ οδηγεί σε ενδοθηλιακή δυσλειτουργία με διαταραχές στην 
έκφραση και λειτουργία της eNOS1117 καθώς και σε οξειδωτική επιβάρυνση με αύξηση της παραγωγής 
ελευθέρων ριζών οξυγόνου1118 (εικόνα 5.6.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Οι αλληλεπιδράσεις του CD40-CD40L παίζουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη και εξέλιξη της 
αθηροσκλήρωσης καθώς τα μόρια αυτά εκφράζονται σχεδόν από όλους τους κυτταρικούς τύπους που 
συμμετέχουν στην παθοφυσιολογία της1119 (εικόνα 5.6.9). Η αλληλεπίδραση του συστήματος CD40/CD40L 
φαίνεται να εμπλέκεται σε όλα τα στάδια της αθηροσκλήρωσης από την έναρξη της νόσου έως και τις 
επιπλοκές της. Η έκφραση των μορίων αυτών έχει ανιχνευθεί στα μακροφάγα, τα ECs, τα SMCs και τα Τ-
λεμφοκύτταρα σε τέτοιες αλλοιώσεις ενώ η έκφραση τους ήταν πυκνότερη σε περιοχές πλούσιες κυρίως σε 
μακροφάγα και Τ-λεμφοκύτταρα1120. Ενισχύει την προθρομβωτικής δραστηριότητας των ενδοθηλιακών 
κυττάρων καθώς η ενεργοποίηση της οδού CD40-CD40L στα ενδοθηλιακά κύτταρα επάγει την έκφραση 
ιστικού παράγοντα και μειώνει τα επίπεδα της θρομβομοντουλίνης σε αυτά1121. 
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Εικόνα 5.6.9. Συμμετοχή του συστήματος CD40-CD40L στην αθηροσκλήρωση. 
Το CD40 εκφράζεται από όλους τους κυτταρικούς τύπους που συμμετέχουν στην αθηροσκλήρωση. 
Οι αλληλεπιδράσεις των διαφόρων τύπων κυττάρων μέσω του συστήματος αυτού έχει σημαντικές 
παθοφυσιολογικές συνέπειες που οδηγούν στην αγγειακή φλεγμονή και στην εξέλιξη της 
αθηροσκλήρωσης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ενδιαφέρον επίσης παρουσιάζει ότι η σηματοδότηση του μορίου στα ενδοθηλιακά κύτταρα επάγει 
και την παραγωγή VEGF, του κύριου προαγγειογενετικού παράγοντα και οδηγεί σε επιβίωση των 
ενδοθηλιακών κυττάρων και αγγειογένεση τόσο in-vivo όσο και ιn-vitro1122-1125. Η υπόθεση της αυξημένης 
προαγγειογενούς δράσης του CD40 στα ενδοθηλιακά κύτταρα, επιβεβαιώνεται και από τη συμμετοχή του στην 
αύξηση ενός κακοήθους όγκου των αγγείων, του αγγειοσαρκώματος Kaposi, ενισχύοντας ακόμα περισσότερο 
την υπόθεση της συμμετοχής του μεταξύ άλλων σε παθολογική αγγειογένεση1126.  

Συνοψίζοντας, το σύστημα CD40/CD40L ασκεί πλειοτροπικές δράσεις στα ενδοθηλιακά κύτταρα αλλά 
και σε άλλους κυτταρικούς τύπους που εμπλέκονται στην αθηροσκλήρωση όπως τα μονοκύτταρα, λεία μυϊκά 
κύτταρα και αιμοπετάλια. Ταυτόχρονα, ευνοεί τις αλληλεπιδράσεις των κυττάρων αυτών με τα Τ-
λεμφοκύτταρα, ενισχύοντας ακόμα περισσότερο τη συμμετοχή του συστήματος σε προφλεγμονώδεις και 
ανοσολογικούς μηχανισμούς που τελικά οδηγούν στην εξέλιξη της αθηροσκλήρωσης και στην 
αποσταθεροποίηση των αθηροσκληρωτικών πλακών1127. Στην εικόνα 5.6.10 περιγράφονται συνοπτικά οι 
σχετιζόμενες με το αθήρωμα λειτουργίες που διαμεσολαβούνται από το σύστημα CD40-CD40L. 
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Εικόνα 5.6.10. Σχετιζόμενες με το 
αθήρωμα λειτουργίες που 
διαμεσολαβούνται από το σύστημα 
CD40/CD40L. 

Εικόνα 5.6.11 Δυνητικοί 
μηχανισμοί με τους οποίους το 
σύστημα CD40/CD0L συμβάλλει 
στην αυτοανοσία. 
1.Στο επίπεδο της επιλογής των T 
κυττάρων στο θύμο, επιτρέποντας 
δυνητικά τη διαφυγή αυτοδραστικών 
T-κυτταρικών κλώνων. 
2.Στα δευτερογενή λεμφικά όργανα 
όπου τα T-κύτταρα ενεργοποιούνται 
από τα B-λεμφοκύτταρα ή άλλα 
αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. 
3.Εντός του ιστού στόχου όπου η 
σηματοδότηση του CD40 οδηγεί στην 
παραγωγή προφλεγμονωδών 
κυτταροκινών και χυμοκινών που 
συμβάλλουν στην ιστική καταστροφή 
και την είσοδο φλεγμονωδών 
κυττάρων. 

 

Μόρια 
Προσκόλλησης

Χυμοκίνες Κυτταροκίνες Αυξητικοί 
Παράγοντες

Μεταλλοπρωτεϊνάσες Πήξη Άλλοι

LFA-1
ICAM-1
VCAM-1

E-selectin
P-selectin

VLA-4

IL-8
MIP-1α/ β

RANTES
MCP-1
ABCD-1

CCR1 
CCR5
CCR7

IL-1 α/ β
IL-2
IL-5
IL-6

IL-10
IL-12 
IL-15
IL-18

TNF-α/β
IFN-γ

IL-4
IL-10R 

VEGF
FGF

M-CSF
GM-CSF

TGF-β

MMP-1
MMP-2 
MMP-3 
MMP-7
MMP-8 
MMP-9

MMP-10
MMP-11
MMP-12
MMP-13

Ιστικός 
παράγοντας

Θρομβομοντο
υλίνη

Cox-2
NO

Κασπάση-1
Bcl-XL
Bcl-2

Fas (CD95)

Παρουσιάζονται οι διαμεσολαβούμενες από το CD40L λειτουργίες που έχουν ήδη εμπλακεί στην αθηρογένεση. Τα βέλη δείχνουν ενισχυμένη 
( ) ή ελαττωμένη (   ) έκφραση μετά την ενεργοποίηση του CD40.
VLA= very late antigen, FGF= fibroblast growth factor, TGF= transforming growth factor.

Schönbeck, U. and Libby, P.  Circ. Res. 2001;89(12):1092-1103  

 

Λόγω όμως του κεντρικού ρόλου του στη δημιουργία αποτελεσματικών άνοσων αποκρίσεων, το 
σύστημα CD40-CD40L μπορεί δυνητικά να παίξει σημαντικό ρόλο και στην παθογένεση των αυτοάνοσων 
νόσων με ποικίλους τρόπους που περιγράφονται στην εικόνα 5.6.11. 

 

 

 

 

 

Φυσιολογικά συμμετέχει στην ανοσολογική ανοχή συμβάλλοντας στην εξάλειψη αυτοδραστικών Τ 
λεμφοκυττάρων από τα επιθηλιακά κύτταρα του θύμου (medullary Thymic Epithelial Cells, mTECs)1128 σε 
συνεργασία με ένα άλλο μέλος της υπεροικογένειας του TNFR, του RANK1. Διαταραχές στην αλληλεπίδραση 
των μορίων CD40/CD154 στο επίπεδο αυτό, θα μπορούσε να καταργήσει την κεντρική ανοσολογική ανοχή.  
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5.7 Το γονίδιο/πρωτεΐνη VEGFR-2 και το σηματοδοτικό μονοπάτι VEGF/VEGFR2. 
 

5.7.1 Εισαγωγή στο σύστημα VEGF/VEGFR-2. 

 

Ο αυξητικός παράγοντας του αγγειακού ενδοθηλίου (VEGF) αντιπροσωπεύει μία οικογένεια 
ομοδιμερών γλυκοπρωτεϊνών που είναι κριτικής σημασίας για την εμβρυική ανάπτυξη του αιμοφόρου 
αγγειακού συστήματος (αγγειακή μορφογένεση, vasculogenesis), του λεμφαγγειακού συστήματος 
(λεμφαγγειογένεση) και στο σχηματισμό νέων αγγείων από προϋπάρχοντα αγγεία (αγγειογένεση). Στα 
θηλαστικά, πέντε διαφορετικοί συνδέτες VEGF έχουν αναγνωριστεί και ακόμα ένας που κωδικοποιείται από 
παραμυξοϊό. Οι συνδέτες αυτοί προσδένονται, με ένα αλληλεπικαλυπτόμενο πρότυπο, σε τρείς διαφορετικούς, 
αλλά δομικά σχετιζόμενους, υποδοχείς κινάσης-τυροσίνης του VEGF (VEGFRs). Ο VEGFR-1 είναι σημαντικός 
για την ανάπτυξη των αιμοποιητικών κυττάρων, ο VEGFR-2 είναι σημαντικός για την ανάπτυξη των αγγειακών 
ενδοθηλιακών κυττάρων και ο VEGFR-3 είναι σημαντικός για την ανάπτυξη των λεμφικών ενδοθηλιακών 
κυττάρων. 

Οι γνώση γύρω από το ρόλο των VEGFs και των VEGFRs τόσο στη φυσιολογική αγγειακή ανάπτυξη 
όσο και σε παθολογικές καταστάσεις, όπως η αγγειογένεση των όγκων, έχει αυξηθεί την τελευταία 15ετία και 
ένας αριθμός μελετών έχει αναγνωρίσει τα σηματοδοτικά μονοπάτια που ενεργοποιούνται από τους VEGFRs. 
Εκλεκτική ενεργοποίηση του VEGFR-1 και του VEGFR-2 σε συνδυασμό με πειράματα καταστολής έδειξαν ότι ο 
VEGFR-2 αποτελεί τον κύριο υποδοχέα που μεταβιβάζει τα σήματα του VEGF στο αγγειακό ενδοθήλιο.  

 Στα θηλαστικά, η οικογένεια των VEGF αποτελείται από πέντε μέλη, τους VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, 
VEGF-D και ο αυξητικός παράγοντας του πλακούντα (PlGF). Δομικά σχετιζόμενες πρωτεΐνες περιλαμβάνουν 
τον «ορφανό» VEGF (Orf VEGF) που ονομάζεται VEGF-E και παράγεται από παραμυξοϊό1129 και τους VEGFs 
από δηλητήριο φιδιού που ονομάζονται VEGF-F1130, 1131. Η βιολογική σημασία του VEGF-A υπογραμμίζεται από 
το γεγονός ότι VEGF-A-/- ποντίκια εμφανίζουν σοβαρά ελαττώματα στην αγγειακή ανάπτυξη και πεθαίνουν 
νωρίς στην εμβρυϊκή ζωή1132. Επιπλέον, η απώλεια και ενός μόνο VEGF-A αλληλομόρφου οδηγεί σε αγγειακές 
ανωμαλίες και θάνατο κατά την εμβρυϊκή ζωή1133. Ο σχηματισμός αγγείων στα ετερόζυγα VEGF-A+/- ποντίκια 
ήταν παθολογική αλλά όχι απούσα, γεγονός που καταδεικνύει τη δοσοεξαρτώμενη ρύθμιση της εμβρυϊκής 
αγγειακής ανάπτυξης από το VEGF-A.  

 Ο VEGF-A υφίσταται σε έναν αριθμό διαφορετικών ισομορφών λόγω εναλλακτικού ματίσματος ενός και 
μόνο πρόδρομου mRNA1134. Μεταξύ των 6 ισομορφών, στον άνθρωπο ο VEGF-A165 είναι η πλέον ευρέως 
εκφραζόμενη μορφή1134 ενώ προσφάτως ανακαλύφθηκε και ένα ακόμα προϊόν εναλλακτικού ματίσματος που 
ονομάστηκε VEGF-A165b που περιλαμβάνει ένα διαφορετικό καρβοξυτελικό άκρο που κωδικοποιείται από ένα 
διαφορετικό εξόνιο 8 και θεωρείται ότι ρυθμίζει αρνητικά τη δραστικότητα των VEGFRs1135. Οι μεγαλύτερες 
ισομορφές του VEGF-A, που περιέχουν τα εξόνια 6 και 7, εμφανίζουν συγγένεια πρόσδεσης για την 
εξωκυττάρια θεμέλια ουσία και για τις πρωτεογλυκάνες θειικής ηπαράνης της κυτταρικής επιφάνειας. Οι 
ισομορφές αυτές είναι βασικές πρωτεΐνες, ελάχιστα διαχεόμενες, που παραμένουν προσδεδεμένες στην 
εξωκυττάρια θεμέλια ουσία, ενώ οι μικρότερες ισομορφές είναι όξινες, ελεύθερα διαχεόμενες πρωτεΐνες και δεν 
αλληλεπιδρούν με τις πρωτεογλυκάνες θειικής ηπαράνης ενώ ο VEGF-A165 εμφανίζει ενδιάμεσες ιδιότητες.  

 Η εξωκυττάρια πρωτεόλυση εμφανίζει καθοριστικό ρόλο στη βιοδιαθεσιμότητα του VEGF. Όλες οι 
ισομορφές εμφανίζουν ένα σημείο πρωτεόλυσης από την πλασμίνη το οποίο οδηγεί στη δημιουργία 
μικρότερων, βιοενεργών διαχεόμενων θραυσμάτων 110 αμινοξέων1136. Πρόσφατες μελέτες δείχνουν ότι οι 
μεταλλοπρωτεϊνάσες του στρώματος μπορούν να διασπάσουν τον VEGF-A165 για να δημιουργήσουν 
βιοδραστικά πρωτεολυτικά θραύσματα που δεν προσδένονται στις ηπαράνες.  

 Οι VEGFs εκκρίνονται σαν ομοιοπολικά συνδεδεμένες ομοδιμερείς πρωτεΐνες που σταθεροποιούνται με 
δισουλφιδικούς δεσμούς1137, 1138. Στους ανθρώπους, ο VEGF-A165 που αποτελεί την πλέον δραστική ισομορφή, 
εκκρίνεται ως ένα 46KDa ομοδιμερές αποτελούμενο από δύο υπομονάδες των 23KDa. Οι VEGFs παράγονται 
από πλειάδα κυττάρων αλλά ειδικά από τα αιμοποιητικά, τα στρωματικά και τα ενδοθηλιακά κύτταρα1139-1141 
αλλά και από τα λεία μυϊκά κύτταρα και τα κύτταρα των όγκων1142. Η ρύθμιση της έκφρασης τους γίνεται 
κυρίως από την τάση του οξυγόνου1143. Το γονίδιο VEGF-A περιέχει στις 5’ και 3’ αμετάφραστες περιοχές 
(UTRs) ένα στοιχείο απόκρισης στην υποξία (Hypoxia Responsive Element, HRE) και η υποξία επάγει ταχεία 
και εμμένουσα αύξηση στα επίπεδα του VEGF-A mRNA1144, 1145.  
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Εικόνα 5.7.1 Σχηματική απεικόνιση των προτύπων έκφρασης, της ειδικότητας των συνδετών 
και των φυσιολογικών κυτταρικών δράσεων των VEGFRs. 
Κάθε συνδέτης VEGF (-A, -Β, -C, -D, -E και PlGF) προσδένονται με ένα ειδικό τρόπο σε τρεις 
υποδοχείς κινάσης-τυροσίνης, τους VEGFR-1, VEGFR-2 και VEGFR-3. Ο VEGFR-1 εκφράζεται στα 
αιμοποιητικά βλαστικά κύτταρα, στα μακροφάγα και μονοκύτταρα καθώς και στα ενδοθηλιακά 
κύτταρα. Ο VEGFR-2 εκφράζεται τόσο στο αγγειακό όσο και στο λεμφαγγειακό ενδοθήλιο ενώ η 
έκφραση του VEGFR-3 περιορίζεται γενικά στο λεμφαγγειακό ενδοθήλιο. Τα βιολογικά 
αποτελέσματα της ενεργοποίησης του VEGFR-2 στο αγγειακό ενδοθήλιο, αφορούν τον 
πολλαπλασιασμό, μετανάστευση και βιωσιμότητα των ενδοθηλιακών κυττάρων ενώ ταυτόχρονα 
ελέγχει την αγγειογένεση και την αγγειακή μορφογένεση.  

 Οι VEGFs σηματοδοτούν μέσω των κυτταρικών υποδοχέων επιφανείας με δραστικότητα κινάσης-
τυροσίνης (εικόνα 5.7.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ο VEGFR-1 (Flt-1) εκφράζεται στα αιμοποιητικά βλαστικά κύτταρα, μονοκύτταρα, μακροφάγα και 
ενδοθηλιακά κύτταρα. Ο VEGFR-2 (KDR/Flk-1) εκφράζεται στα αγγειακά και λεμφικά ενδοθηλιακά κύτταρα 
ενώ ο VEGFR-3 (Flt-4) περιορίζεται στα λεμφικά ενδοθηλιακά κύτταρα. Ένα προϊόν εναλλακτικού ματίσματος 
που οδηγεί σε μία διαλυτή μορφή του VEGFR-1 (soluble VEGFR-1, sVEGFR-1) επίσης υφίσταται (για 
ανασκόπηση των VEGFR-1 και VEGFR-31146). Ο VEGF-A προσδένεται τόσο στον VEGFR-1 όσο και στο VEGFR-
2 ενώ οι PlGF και VEGF-B προσδένονται αποκλειστικά στον VEGFR-1. Οι VEGF-C και VEGF-D αρχικά 
εκφράζονται σαν προπεπτίδια και προσδένονται στον VEGFR-3. Οι ώριμοι, πρωτεολυτικά επεξεργασμένοι, 
συνδέτες VEGF-C και VEGF-D μπορούν να προσδεθούν και στον VEGFR-2. Ο ιικός προσδένεται αποκλειστικά 
στον VEGFR-2. Οι VEGFs επίσης προσδένονται στους συν-υποδοχείς των νευροπιλινών (NRPs). Οι 
νευροπιλίνες (NRP-1 και NRP-2) είναι μεμβρανικοί συνυποδοχείς, χωρίς δραστικότητα κινάσης τυροσίνης, τόσο 
για τις σεμαφορίνες (οικογένεια πρωτεϊνών καθοδήγησης των νευραξόνων) όσο και για τους VEGFs. Η 
πρόσδεση του VEGF πιστεύεται ότι οδηγεί στη δημιουργία συμπλόκου με τον VEGFR-2 και ενισχύει τη δράση 
του1147, 1148.  
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5.6.2 Γονιδιακή δομή και ρύθμιση του VEGFR-2. 
 

Εντοπιζόμενο στο χρωμόσωμα 4, περιοχή 4q11-q12, το γονίδιο VEGFR-2 παράγει ένα μεταγράφημα 
7Κb που κωδικοποιεί για μία τύπου ΙΙΙ διαμεμβρανική πρωτεΐνη1149, 1150. Αν και για τη μεταγραφική του 
ρύθμιση υπάρχουν πολύ λιγότερες πληροφορίες από ότι για τα αντίστοιχα γονίδια των συνδετών του, είναι 
γνωστό ότι ο υποκινητής του γονιδίου είναι πλούσιος σε κατάλοιπα γουανίνης και κυτοσίνης και διαθέτει πέντε 
στοιχεία πρόσδεσης για το μεταγραφικό παράγοντα Sp1 αλλά όχι και το κλασσικό «κουτί TATA». Σημαντικές 
ρυθμιστικές αλληλουχίες εντοπίζονται σε μία περιοχή 4Kb εντός της 5’ περιβάλλουσας περιοχής του γονιδίου 
με θετικά ρυθμιστικά στοιχεία στις θέσεις -225 έως -164, -95 έως -77, -77 έως -60 και +105 έως +127 με τα 
άτυπα στοιχεία GATA που εντοπίζονται εντός της +105 έως +127 περιοχής, να μην απαιτούνται για τα υψηλά 
επίπεδα δραστικότητας του υποκινητή του γονιδίου. Η ενδοθηλιοειδική έκφραση του mRNA εξασφαλίζεται από 
την ρυθμιστική περιοχή των 4Kb εντός της 5’ περιβάλλουσας περιοχής του γονιδίου η οποία κατευθύνει υψηλά 
επίπεδα δραστικότητας του υποκινητή στα ενδοθηλιακά κύτταρα αλλά όχι σε άλλους τύπους κυττάρων1151.  

Η διατμητική τάση στο αγγειακό τοίχωμα έχει αποδειχθεί ότι αυξάνει τον VEGFR-21152 ενώ 
ταυτόχρονα ενεργοποιεί και τον υποδοχέα1153. Ο VEGFR-2 επίσης αυξάνεται κατά την επαγωγή τόσο της 
αγγειογένεσης μέσω προεκβολών όσο και της αγγειογένεσης με εγκολεασμό ή διαχωρισμό1154. Η φυσική 
άσκηση1155 1156-1158, η οξεία σωματική καταπόνηση 1159, 1160 και η ηλεκτρική διέγερση 1161 επηρεάζουν την 
έκφραση του κάθε υποδοχέα διαφορετικά.  

Ρύθμιση του VEGFR2 και της νευροπιλίνης-1 από το VEGF φάνηκε προσφάτως να συμβαίνει έμμεσα 
μέσω ανάστροφου Dll4-Notch μονοπατιού. Στα στηρικτικά (stalk)κύτταρα κατά τη διάρκεια της αγγειογένεσης 
μέσω προεκβολών η παρουσία VEGF και η επιλεκτική σηματοδότηση μέσω του Dll4 ελαττώνει την έκφραση 
του VEGFR-2 ενώ αντίθετα, στα ακραία κύτταρα (tip cells) η ενεργοποίηση του Notch αυξάνει τον VEGFR-2 
και επάγει το σχηματισμό της αγγειακής προεκβολής1162-1165. Η ρύθμιση αυτή έχει προταθεί ως ουσιώδης 
μηχανισμός για τον έλεγχο της ανάπτυξης του αγγειακού δικτύου1166.  

Ενδιαφέρον παρουσιάζει η ρύθμιση του VEGFR-2 από προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες με κυριότερο 
εκπρόσωπο τον TNF. Έχει προταθεί ότι ο TNF ελαττώνει τόσο τη δραστικότητα1167 όσο και την έκφραση1168, 

1169. Από την άλλη, ο TNF έχει αναφερθεί ότι αυξάνει την έκφραση του VEGFR-21170 και τελικά φαίνεται ότι η 
διαδικασία ρύθμισης του υποδοχέα από αυτήν την κυτταροκίνη επηρεάζεται από την συνεχή ή τη διαλείπουσα 
έκθεση σε αυτήν των ενδοθηλιακών κυττάρων, με την οξεία έκθεση να ελαττώνει και τη διαλείπουσα να 
αυξάνει την έκφραση του VEGFR-2 μέσω του σηματοδοτικού μονοπατιού Dll4-Notch μονοπατιού που 
περιγράφηκε παραπάνω1171, 1172.  

Πρόσφατα επίσης αναγνωρίστηκε και η μεταμεταγραφική ρύθμιση του VEGFR-2 από τα 
μικροριβονουκλεϊκά οξέα (micro-RNAs, miRNAs, miRs). Τα μόρια αυτά καταστέλλουν τη γονιδιακή έκφραση 
μετά από σχηματισμό συμπλόκου με το mRNA στόχο, οδηγώντας είτε στην αποδόμηση του είτε στην 
καταστολή της μετάφρασης του. Το mRNA του VEGFR-2 αποτελεί άμεσο στόχο δύο miRNAs, των miR-16 και 
miR-424. Τα δύο αυτά μη κωδικά RNAs, ανήκουν στην ίδια οικογένεια, εκφράζονται στα ενδοθηλιακά κύτταρα 
και μειώνουν σημαντικά την έκφραση του VEGFR-2 δημιουργώντας έτσι ένα αυτορυθμιστικό μηχανισμό στα 
ενδοθηλιακά κύτταρα1173. Η αυτορρύθμιση αυτή μπορεί να συμβαίνει όμως και από τον ίδιο τον υποδοχέα. 
Πολύ πρόσφατα φάνηκε ότι ο φωσφορυλιωμένος και ενεργοποιημένος VEGFR-2 εντοπίζεται και στον πυρήνα 
του κυττάρου στον οποίο μετακινείται και αυξάνει τη μεταγραφική δραστηριότητα λειτουργώντας ο ίδιος ως 
μεταγραφικός παράγοντας έχοντας το ίδιο το γονίδιο του ως στόχο μεταξύ άλλων, αυξάνοντας την έκφραση 
του και πολλαπλασιάζοντας έτσι την αγγειογενή απόκριση1174 

 

5.6.3 Πρωτεϊνική δομή του VEGFR-2. 

 

O VEGFR-2 αποτελεί υποδοχέα με δραστικότητα κινάσης-τυροσίνης και φυλλογενετικά ανήκει στην 
υπεροικογένεια των πρωτεϊνικών τυρόσυλο-κινασών με 7Ig/5Ιg δομικές περιοχές και άρα σχετίζεται στενά με 
τους υποδοχείς PDGFs, τους fms υποδοχείς και τον υποδοχέα c-Kit 1175. Το πρωτεϊνικό μόριο που 
μεταφράζεται από το mRNA, έχει 1356 αμινοξέα και μοριακό βάρος 150 kDa. Η πρωτεΐνη υφίσταται 
μεταμεταφραστική γλυκοζυλίωση και τελικά η ώριμη πρωτεΐνη έχει μοριακό βάρος 230 kDa και εκφράζεται 
στην κυτταρική επιφάνεια1176.  

Δομικά, ο υποδοχέας περιλαμβάνει πέντε περιοχές: την εξωκυττάρια περιοχή, μία μικρή διαμεμβρανική 
περιοχή, και την ενδοκυττάρια περιοχή που αποτελείται από την εγγύς στη μεμβράνη ενδοκυττάρια περιοχή, 
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Εικόνα 5.7.2. Δομή και θέσεις φωσφορυλίωσης καταλοίπων τυροσίνης του ανθρώπινου VEGFR-2 (KDR). 
 O VEGFR-2 είναι ένας τύπου ΙΙΙ διαμεμβρανικός υποδοχέας κινάσης-τυροσίνης αποτελούμενος από 1356 αμινοξέα. Η 
εξωκυττάρια περιοχή αποτελείται από 7 ομοιάζουσες σε ανοσοσφαιρίνη (Ig-like) περιοχές (Ι-VII), από τις οποίες η 
δεύτερη και η τρίτη προσδένουν το VEGF. Το ενδοκυττάριο τμήμα περιλαμβάνει δύο περιοχές κινάσης τυροσίνης που 
διαχωρίζονται από ένα ένθεμα 70 αμινοξέων. Τα κατάλοιπα τυροσίνης στην ενδοκυττάρια περιοχή απεικονίζονται με 
κόκκινο χρώμα και σημασμένα. Πέντε κατάλοιπα τυροσίνης έχουν αναγνωριστεί ως τα κύρια σημεία φωσφορυλίωσης 
(Y951, Y1054, Y1059, Y1175 και Y1214). Η φωσφορυλίωση αυτών των σημείων σε συνδυασμό με την παρακείμενη 
αλληλουχία (που απεικονίζεται με το κατάλοιπο τυροσίνης υπογραμμισμένο) δημιουργούν σημεία πρόσδεσης για 
περιοχές SH2 διαφόρων σηματοδοτικών μορίων. 

 

την περιοχή της κινάσης τυροσίνης που διακόπτεται από ένα ένθεμα 70 αμινοξέων (kinase insert) και την 
καρβοξυτελική περιοχή1177 (εικόνα 5.7.2, πίνακας 5.7.1). 
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Πίνακας 5.7.1. Σύνθεση και σημαντικά κατάλοιπα του 
ανθρώπινου VEGFR-2 

(Πηγή: Roskoski, R. Jr. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2008;375:287–291) 
 VEGFR2 

Σηματοδοτική αλληλουχία 1–19 

Εξωκυττάρια περιοχή 20–764 

Ig περιοχή 1 46–110 
Ig περιοχή 2 141–207 
Ig περιοχή 3 224–320 
Ig περιοχή 4 328–414 
Ig περιοχή 5 421–548 
Ig περιοχή 6 551–660 
Ig περιοχή 7 667–753 

Διαμεμβρανικό τμήμα 765–789 
Εγγύς στη μεμβράνη τμήμα 790–833 

Περιοχή πρωτεϊνικής κινάσης 834–1162 

Αγκύλη πλούσια σε γλυκίνες GRGAFG, 841–846 
 

Κατάλοιπα τυροσίνης στην 
αγκύλη ενεργοποίησης 

 

1054, 1059 

Καρβοξυτελικό τμήμα 1163–1356 

Αριθμός αμινοξέων 1356 

Μοριακό βάρος(kDa)* 152 

* Μοριακό βάρος του μη επεξεργασμένου πρόδρομου μορίου 
 

 

Ο VEGF-A προσδένεται στη δεύτερη και τρίτη εξωκυττάρια ομοιάζουσα σε ανοσοσφαιρίνη (Ig-like) 
περιοχή του VEGFR-2 με μία σταθερά συγγένειας (Kd) 75-125 pΜ1178, 1179, μία συγγένεια περίπου 10 φορές 
χαμηλότερη από αυτήν του VEGFR-1 για τον VEGF-A. Η πρόσδεση του συνδέτη επάγει το διμερισμό και την 
αυτοφωσφορυλίωση του υποδοχέα. Πρόσφατη ανάλυση με ηλεκτρονική μικροσκοπία του συμπλόκου 
VEGF/VEGFR-2 έδειξε ότι η πρόσδεση του διμερούς συνδέτη VEGF στις 2η και 3η Ig-like περιοχές του ενός 
μονομερούς του υποδοχέα, αυξάνει την πιθανότητα ένα δεύτερο μονομερές του υποδοχέα να προσδέσει τον 
ήδη δεσμευμένο συνδέτη. Μόλις τα δύο μονομερή συνδεθούν μεταξύ τους, μέσω ταυτόχρονης 
αλληλεπίδρασης με το συνδέτη, οι εγγύς στη μεμβράνη Ig-like περιοχές 7 έρχονται σε στενή γειτνίαση ώστε οι 
χαμηλής συγγένειας ομοτυπικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των περιοχών αυτών να σταθεροποιήσουν 
περισσότερο το διμερές του υποδοχέα1180. Η διαδικασία αυτή επιτρέπει την ακριβή τοποθέτηση των 
ενδοκυττάριων τμημάτων κινάσης, οδηγώντας στην αυτοφωσφορυλίωση.  

Η αρχική χαρτογράφηση των σημείων αυτοφωσφορυλίωσης στον VEGFR-2 έδειξαν ότι οι τυροσίνες 
Y951, Y996, Y1054 και Υ1059 φωσφορυλιώνονται1181. Άλλες μελέτες αναγνώρισαν τα κατάλοιπα τυροσίνης 
Y801 και Y1175 ως σημεία αυτοφωσφορυλίωσης στα οποία προσδένεται η φωσφολιπάση C-γ (PLC-γ)1182 και 
τα Y1054 και Y1059 στην αγκύλη ενεργοποίησης της περιοχής της κινάσης ως σημαντικά για την καταλυτική 
δραστικότητα του υποδοχέα1183. Πιο πρόσφατες μελέτες όμως ανέδειξαν ως κύρια σημεία φωσφορυλίωσης τα 
Y951 εντός του ενθέματος της περιοχής της κινάσης, Y1054 και Y1059 εντός της περιοχής της κινάσης και τα 
Y1175 και Y1214 στην καρβοξυτελική περιοχή του υποδοχέα1184, 1185. Η φωσφορυλίωση συγκεκριμένων 
καταλοίπων τυροσίνης στον υποδοχέα, δημιουργεί ομόφωνες αλληλουχίες για την προσέλκυση ειδικών 
ενδοκυττάριων πρωτεϊνών μέσω των Src 2 ομόλογων (SH2) περιοχών τους. Η φωσφορυλίωση Y951 
δημιουργεί σημείο πρόσδεσης για τη σχετιζόμενη με το VEGF πρωτεΐνη (VRAP)1186 που επίσης ονομάζεται 
μόριο προσαρμογέας ειδικό των T-κυττάρων (T-cell Specific Adapter molecule, TSAd)1185. Η φωσφορυλίωση 
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της Y1175 δημιουργεί σημείο πρόσδεσης για μία σειρά σηματοδοτικών μορίων. Η αλληλουχία pY-I-V-L 
επιτρέπει την πρόσδεση της PLC-γ1184,της πρωτεΐνης-προσαρμογέα Shb1187 και της πρωτεΐνης-προσαρμογέα 
Sck1188. H φωσφορυλίωση της Y1214 δημιουργεί σημείο πρόσδεσης για την πρωτεΐνη-προσαρμογέα Nck1189. 
H φωσφορυλίωση των καταλοίπων Y12241190, Υ1305, Y1309 και Y1319 στο καρβοξυτελικό άκρο1185 έχει 
επίσης αναφερθεί αλλά ο ρόλος αυτών των καταλοίπων στη λειτουργία του VEGFR-2 παραμένει 
αδιευκρίνιστος.  

Εκτός από την ύπαρξη πολλαπλών σημείων αυτοφωσφορυλίωσης, το καρβοξυτελικό άκρο του VEGFR-
2 περιέχει θεωρητικά και σημεία φωσφορυλίωσης σε κατάλοιπα σερίνης. Μεταλλάξεις στα κατάλοιπα S1188 
και S1191 στο καρβοξυτελικό τμήμα του VEGFR-2 ποντικού, έχουν φανεί να ρυθμίζουν αρνητικά την 
επαγόμενη από τον υποδοχέα καταστολή της έκφρασης του VEGFR-21191. Πρόσφατα επίσης φάνηκε ότι η 
ουβικουιτινυλίωση του VEGFR-2 με τρόπο εξαρτώμενο από την κινάση, οδηγεί στη συλλογή των υποδοχέων 
σε ενδοσώματα και αποδόμηση στα λυσσοσώματα του συμπλόκου υποδοχέα-συνδέτη1192. Μάλιστα η 
ενδοκυττάρωση θεωρείται σημαντική για την ακριβή και εντοπισμένη απόκριση σε διαβαθμίσεις συγκέντρωσης 
των VEGF συνδετών1191. 

 

5.6.4 Ενδοκυττάρια σηματοδότηση και λειτουργίες VEGFR-2. 

 

Κατά την εμβρυογένεση του ποντικού, η έκφραση του VEGFR-2 για πρώτη φορά ανιχνεύεται την φη 
εμβρυική μέρα στα προγονικά κύτταρα των μεσοδερματικών αιματκών νησιδίων. Ελαφρά αργότερα το γονίδιο 
εκφράζεται στα προγονικά ενδοθηλιακά κύτταρα και στα αναπτυσσόμενα ενδοθηλιακά κύτταρα1177, 1193, 1194. 
Ο βασικός ρόλος του VEGFR-2 στην αγγειακή ανάπτυξη, υπογραμμίζεται από το γεγονός ότι VEGFR-2-/- 
ποντίκια πεθαίνουν κατά την πρώιμη εμβρυική ζωή λόγω ελαττωματικής ανάπτυξης των αιματικών νησιδίων, 
τα ενδοθηλιακών και των αιμοποιητικών κυττάρων1195. Στον ενήλικα, η έκφραση του VEGFR-2 εντοπίζεται 
κυρίως στα αγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα αν κα η έκφραση του είναι ανιχνεύσιμη και σε νευρικά κύτταρα, 
μεγακαρυοκύτταρα και αιμοποιητικά βλαστικά κύτταρα1196.  

Ποικίλες μελέτες έχουν δείξει ότι VEGFR-2 είναι ο κύριος μεσολαβητής ποικίλων φυσιολογικών και 
παθολογικών δράσεων στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Οι δράσεις αυτές περιλαμβάνουν τον πολλαπλασιασμό, τη 
μετανάστευση, τη διαπερατότητα και την επιβίωση. Τα ενδοκυττάρια σηματοδοτικά μονοπάτια που 
διαμεσολαβούν αυτές τις δράσεις απεικονίζονται στην εικόνα 5.7.3. 

Ο πολλαπλασιασμός των ECs αποτελεί συνέπεια του γεγονότος ότι ο VEGF-A αποτελεί ισχυρό 
μιτογόνο για μία ποικιλία πρωτογενών ECs1197. Ο VEGFR-2, όπως και οι περισσότεροι υποδοχείς κινάσης 
τυροσίνης (RTKs-Receptor Tyrosine Kinases), επάγει πολλαπλασιασμό μέσω του κλασσικού μονοπατιού των 
Erk, στην ενεργοποίηση όμως των οποίων δεν εμπλέκεται το κλασσικό Grb2-Sos-Ras μονοπάτι1198 αλλά 
αντίθετα ο VEGFR-2 διεγείρει τη φωσφορυλίωση των Erk με ένα εξαρτώμενο από την PKC μονοπάτι που 
ενεργοποιείται από τη PLC-γ1184. Η φωσφορυλίωση της Y1175 στην καρβοξυτελική περιοχή του υποδοχέα 
επιτρέπει την πρόσδεση της PLC-γ και τη συνακόλουθη φωσφορυλίωση της οδηγώντας στην ενεργοποίηση 
της καταλυτικής της δραστικότητας. Η PLC-γ υδρολύει το μεμβρανικό φωσφολιπίδιο PIP2 και παράγει δύο 
δεύτερα σήματα, τη DAG και την IP3. Η IP3 οδηγεί σε αύξηση στην ενδοκυττάρια συγκέντρωση Ca++ ενώ η 
DAG αποτελεί φυσικό διεγέρτη της PKC, με τις ισομορφές PKCβ1198, 1199, PKCα και PKCζ1200να αποτελούν 
αυτές που συμμετέχουν στο VEGF απαγόμενο πολλαπλασιασμό των ECs. Ο ακριβής ρόλος του Ras στη 
VEGFR-2 διαμεσολαβούμενη σηματοδότηση, παραμένει αδιευκρίνιστος. Η τυροσίνη 1214 περιέχει μία 
αλληλουχία (pY-D-N-T) που αποτελεί δυνητική θέση δέσμευσης για την SH2 περιοχή του Grb2 (η αλληλουχία 
που απαιτείται είναι της μορφής pY-X-N-X)1201. Ωστόσο η δέσμευση της Grb2 στον VEGFR-2 φαίνεται να είναι 
ανεξάρτητη από τη Y12141189 ενώ άλλες μελέτες δεν έχουν ανιχνεύσει καμία συσχέτιση μεταξύ VEGFR-2 και 
Grb21198. Παραμένει πιθανό, ένα ανεξιχνίαστο ακόμα μόριο-προσαρμογέας να απαιτείται για τον VEGFR-2 
προκειμένου να συζευχθεί αποτελεσματικά με το Grb-Sos-Ras μονοπάτι. Πρόσφατα δεδομένα υποδηλώνου ότι 
ο VEGF-A μπορεί να διεγείρει το Ras σε ενδοθηλιακά κύτταρα ανθρώπινης ομφαλικής φλέβας (HUVEC)1202 
μέσω ενός μονοπατιού που περιλαμβάνει την PKC και την κινάση σφιγγοσίνης1203, εγείροντας  
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Εικόνα 5.7.3. Σχηματική καταγραφή της ενδοκυττάριας σηματοδότησης του VEGFR-2 (KDR). 
Η πρόσδεση του VEGF στον υποδοχέα επάγει διμερισμό και αυτοφωσφορυλίωση του υποδοχέα σε συγκεκριμένα κατάλοιπα 
τυροσίνης. Η ενεργοποίηση των ενδοκυττάριων καταρρακτών σηματοδότησης οδηγεί στον πολλαπλασιασμό, μετανάστευση, 
επιβίωση και αυξημένη διαπερατότητα. Ποικίλες ενδοκυττάριες πρωτεΐνες προσδένονται σε συγκεκριμένα φωσφορυλιωμένα 
κατάλοιπα τυροσίνης (pY) μέσω των SH2 περιοχών τους, οδηγώντας στη φωσφορυλίωση και ενεργοποίηση αυτών των 
πρωτεϊνών. Η πρόσδεση της PLC-γ στην pY1175 που οδηγεί στην υδρόλυση της διφωσφορικής φωσφατιδυλινοσιτόλης 
(PIP2), δημιουργώντας τα δεύτερα μηνύματα διακυλογλυκερόλη (DAG) και τριφωσφορική ινοσιτόλη (IP3). Η DAG αποτελεί 
φυσικό ενεργοποιητή της πρωτεϊνικής κινάσης C (PKC), ενώ η IP3  δρα, μετά από πρόσδεση σε υποδοχείς, στο 
ενδοπλασματικό δίκτυο (E.R.) απελευθερώνοντας ενδοκυττάρια ασβέστιο (Ca++). Η είσοδος εξωκυττάριου ασβεστίου, 
διαμέσου ειδικών διαύλων, είναι επίσης σημαντική για την ενεργοποίηση συγκεκριμένων πρωτεϊνών. Η VRAP/TSAd 
προσδένεται στην pY951 και σχηματίζει σύμπλοκο με την Src. Η πρόσδεση της Nck στην pY1214 οδηγεί στην ενεργοποίηση 
της Cdc42 και της p38MAPK. Η πρόσδεση της Shb στην pY1175 ρυθμίζει την ενεργοποίηση του FAK και της PI3K. 

Συντομογραφίες: BAD: Bcl-2 σχετιζόμενος υποκινητής θανάτου, cPLA2: κυτταροπλασματική φωσφολιπάση Α2, DAG: sn 1,2 
διακυλογλυκερόλη, eNOS: ενδοθηλιακή συνθετάση του NO, Erk 1/2: εξωκυττάρια ρυθμιζόμενες κινάσες 1/2, FAK: εστιακή 
κινάση προσκόλλησης, Gab-1: Grb2 σχετιζόμενος προσδέτης 1, HSP27: πρωτεΐνη θερμικής καταπόνησης 27, IP3: 1,4,5 
τριφωσφορική ινοσιτόλη, MAPKAP 2/3 : ενεργοποιούσες πρωτεϊνικές κινάσες 2 και 3 της ενεργοποιούμενης από μιτογόνα 
πρωτεϊνικής κινάσης (MAPK), MEK: κινάση των MAPK/ERK, NO: μονοξείδιο του αζώτου, p38MAPK: p38 ενεργοποιούμενης 
από μιτογόνα πρωτεϊνική κινάση, PI3K: κινάση 3 των φωσφοϊνισιτιδίων, PGI2: προστακυκλίνη, PIP2: 4,5 διφωσφορική 
φωσφατιδυλινοσιτόλη, PIP3: 3,4,5 τριφωσφορική φωσφατιδυλινοσιτόλη, PKB: πρωτεϊνική κινάση B, PKC: πρωτεϊνική κινάση 
C, PLC-γ: φωσφολιπάση C-γ, Sck: Shc ομοιάζουσα πρωτεΐνη, VEGF: αυξητικός παράγοντας του αγγειακού ενδοθηλίου, 
VEGFR-2: υποδοχέας 2 του αυξητικού παράγοντα του αγγειακού ενδοθηλίου, VRAP:πρωτεΐνη σχετιζόμενη με τον υποδοχέα 
του αυξητικού παράγοντα του αγγειακού ενδοθηλίου/TSAd: ειδικό των Τ-κυττάρων μόριο-προσαρμογέας. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

την πιθανότητα τα ενδοθηλιακά κύτταρα να κινητοποιούν ένα υποθετικό μονοπάτι για να συζεύξουν τον 
VEGFR-2 με την ενεργοποίηση του Ras. 

H σημασία της PLC-γ στην αγγειογένεση, υπογραμμίζεται από το γεγονός ότι έμβρυα ποντικού 
ανεπαρκή σε PLCγ1, πεθαίνουν κατά την 9η εμβρυική ημέρα με σημαντικά απολεσθείσα αγγειακή 
μορφογένεση και ερυθροποίηση1204, 1205 ενώ στα ζεβρόψαρα η PLCγ1 απαιτείται για την αρτηριακή ανάπτυξη 
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ενώ1206 και έμβρυα ζεβρόψαρου ανεπαρκή σε PLCγ1 δεν αποκρίνονται στην εξωγενή χορήγηση VEGF γεγονός 
που φανερώνει τη σημασία της PLCγ στη λειτουργία του VEGF. Πειράματα μεταλλαξιγένεσης σε ποντίκια 
έδειξαν ότι η Y1173 (Y1175 στον ανθρώπινο KDR) οδηγεί σε εμβρυική θνησιμότητα λόγω ελαττωμάτων στα 
ενδοθηλιακά και αιμοποιητικά κύτταρα1207, ελαττώματα όμοια με αυτά που παρατηρούνται σε ποντίκια 
ανεπαρκή στον VEGFR-21195. Συνολικά τα δεδομένα αυτά επιβεβαιώνουν τον ουσιαστικό ρόλο της Y1173 
(Y1175  στον άνθρωπο) στη ρύθμιση της αγγειογένεσης. Ωστόσο επειδή στη θέση αυτή προσδένονται εκτός 
από τη PLCγ και οι Shb και Sck, δεν είναι απόλυτα ξεκάθαρο αν η εξάρτηση αυτή συνδέεται αποκλειστικά με 
την αδυναμία του Y1173 μεταλλαγμένου VEGFR-2 να ενεργοποιήσει τη PLCγ. 

Η μετανάστευση των ECs αποτελεί βασικό στοιχείο της αγγειογενούς απόκρισης καθώς τα ECs 
μετακινούνται κατά μήκος της διασπασμένης από τις πρωτεάσες βασικής μεμβράνης προς την κατεύθυνση 
ενός πρανούς συγκέντρωσης του VEGF και άλλων αυξητικών παραγόντων. Ένας αριθμός ενδοκυττάριων 
σηματοδοτικών μονοπατιών έχουν εμπλακεί στην επαγόμενη από το VEGFR-2 μετανάστευση 
(εικόνα….παραπάνω). Η πρωτεΐνη προσαρμογέας Shb δεσμεύεται στη pY1175 και φωσφωρυλιώνεται με ένα 
Src-εξαρτώμενο τρόπο1187. Μελέτες καταστολής της έκφρασης της Shb οδήγησαν σε αναστολή της VEGF 
εξαρτώμενης αναδιαμόρφωσης του κυτταροσκελετού, μετανάστευσης και ενεργοποίησης της PI3K. Η Shb 
είναι μία πρωτεΐνη προσαρμογέας που προσδένεται σε ένα αριθμό άλλων πρωτεϊνών όπως της FAK1208, ενός 
ενζύμου σημαντικού για την κυτταρική προσκόλληση και μετανάστευση1209. Ένα ακόμα σημείο 
φωσφορυλίωσης του υποδοχέα που συμμετέχει στην κυτταρική μετανάστευση είναι η Y951 που αποτελεί 
σημείο πρόσδεσης για τη VRAP/TSAd1185. Σημειακή μεταλλαξιγένεση της Y951 σε φαινυλαλανίνη (Y951F) στο 
VEGFR-2 ή σίγαση της έκφρασης της VRAP/TSAd, εμπόδισε τη VEGF-A εξαρτώμενη αναδιοργάνωση του 
κυτταροσκελετού και τη μετανάστευση αλλά όχι τον πολλαπλασιασμό1185. Επιπλέον, ο VEGF-A επάγει το 
σχηματισμό ενός συμπλέγματος μεταξύ VRAP/TSAd και Src. Η φωσφορυλίωση στη θέση Y1214 έχει επίσης 
εμπλακεί στη VEGF μεσολαβούμενη αναδιαμόρφωση της ακτίνης μέσω της συνακόλουθης ενεργοποίησης της 
Cdc42, p38MAPK και τη φωσφορυλίωση της HSP271210. Πρόσφατα, φάνηκε ότι η φωσφορυλιωμένη Y1214 
προσδένει την πρωτεΐνη-προσαρμογέα Nck1189. Η Nck αλληλεπιδρά με την κινάση Fyn της οικογένειας Src 
οδηγώντας στη φωσφορυλίωση της κινάσης PAK-2 και στη συνακόλουθη ενεργοποίηση της Cdc42 και 
p38MAPK. Ποντίκια που εκφράζουν ένα μεταλλαγμένο VEGFR-2 στη θέση Υ1212 (Υ1214 στον άνθρωπο) είναι 
βιώσιμα και γόνιμα πράγμα που σημαίνει ότι η Y1212 δεν είναι απαραίτητη για τη φυσιολογική ανάπτυξη στα 
ποντίκια1207.  

Η ενεργοποίηση της PI3K είναι γνωστό ότι ρυθμίζει την κυτταρική μετανάστευση μέσω πολλαπλών 
διαφορετικών αυξητικών παραγόντων. Η διαμεσολαβούμενη από την PI3K παραγωγή της τριφωσφορικής 
ινοσιτόλης (PIP3) είναι υπεύθυνη για την ενεργοποίηση μίας μικρού μοριακού βάρους GTP-προσδένουσας 
πρωτεϊνης, της Rac, που οδηγεί στο σχηματισμό λαμιλοποδιών/μεμβρανικών κυματισμών και κυτταρική 
κινητικότητα1211. Σε αντίθεση με άλλους RTKs, ο VEGFR-2 δε διαθέτει μοτίβα αλληλουχίας της μορφής pY-X-
X-M που αναγνωρίζεται από την SH2 περιοχή της p85 ρυθμιστικής υπομονάδας της PI3K1204. Παρόλα αυτά, 
πρόσφατα δεδομένα από δύο ανεξάρτητες ερευνητικές ομάδες έδειξαν ότι η Gab1 πρωτεΐνη προσαρμογέας 
συνδέει την ενεργοποίηση του υποδοχέα με την PI3K και την κυτταρική μετανάστευση1212, 1213. Η Gab1 
περιέχει σημείο πρόσδεσης για την p85 υπομονάδα της PI3K και επίσης προσδένεται στον VEGFR2 αν και το 
ακριβές σημείο πρόσδεσης στον υποδοχέα παραμένει άγνωστο. 

Η ενεργοποίηση της PI3K και η δημιουργία της μεμβρανοσύνδετης PIP3, οδηγεί στη στόχευση στη 
μεμβράνη και τη συνακόλουθη φωσφορυλίωση της πρωτεϊνικής κινάσης B (PKB/Αkt) από τις εξαρτώμενες από 
φωσφοϊνοσιτίδια κινάσες 1 και 2 (PDK1 και PDK2)1214. Η επαγόμενη από το VEGF κυτταρική επιβίωση των 
HUVEC εξαρτάται από το VEGFR-2 και τη συνακόλουθη ενεργοποίηση της PI3K και της Akt377. H Akt 
φωσφορυλιώνει άμεσα δύο αποπτωτικές πρωτεΐνες, τις BAD και κασπάση 9, αναστέλλοντας την αποπτωτική 
τους δραστηριότητα και άρα επάγει την κυτταρική επιβίωση1215, 1216. Επίσης ο VEGF επάγει την έκφραση 
αντιαποπτωτικών πρωτεϊνών όπως η Bcl-2 και η A1378 καθώς και των μελών της οικογένειας των αναστολέων 
της απόπτωσης XIAP και survivin που αναστέλλουν τις τελικές εκτελεστικές κασπάσες 3 και 71217. Η επιβίωση 
των ενδοθηλιακών κυττάρων επίσης επηρεάζεται από την εξωκυττάρια θεμέλια ουσία. Η ιντεγκρίνη αvβ3 

απαιτείται για την επιβίωση των εκκολαπτόμενων αγγείων κατά τη διάρκεια της αγγειογένεσης1218. Η 
διασταυρούμενη δράση μεταξύ των ιντεγκρινών και του VEGFR-2 οδηγεί σε αυξημένη ενεργοποίηση του 
υποδοχέα και της δραστικότητας της Akt1219. H συμμετοχή των α1β1 και α2β2 ιντεγκρινών στην επαγόμενη από 
το VEGF αγγειογένεση έχει επίσης αποδειχθεί1220. 

Η χρήση διαφόρων VEGF συνδετών και αναστολέων του VEGFR έδειξε ότι ο VEGFR-2 μπορεί να 
επάγει την αγγειακή διαπερατότητα in-vivo1221. H επαγόμενη από το VEGF διαπερατότητα απαιτεί την 
εξαρτώμενη από την eNOS παραγωγή NO1222.  
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H δραστικότητα της eNOs αυξάνεται είτε από την εξαρτώμενη από τη PLCγ είσοδο ασβεστίου, είτε 
από τη διαμεσολαβούμενη από την Akt/PKB φωσφορυλίωση της eNOs στη σερίνη 117945, 46. Στα ποντίκια η 
επαγόμενη από VEGF αγγειακή διαπερατότητα διαμεσολαβείται από την Src1223 αν και δεν είναι γνωστό εάν η 
Src μπορεί να προσδένεται απευθείας στον υποδοχέα ή έμμεσα μέσω του VRAP/TSAd1185. Η ΝRP-1 έχει επίσης 
εμπλακεί στη διαμεσολαβούμενη από το VEGFR2 αγγειακή διαπερατότητα1224, υποδηλώνοντας ότι η 
επαγόμενη από το VEGF διαπερατότητα απαιτεί τη συνεργασία VEGFR-2 και NRP-1.  

Ο VEGF-A επάγει αγγειοδιαστολή οδηγώντας σε αυξημένη παροχή αίματος στους ιστούς. Το 
υποτασικό αυτό αποτέλεσμα απαιτεί τη VEGFR-2 διαμεσολαβούμενη παραγωγή NO και προστακυκλίνης που 
δρουν πάνω στα SMCs προκαλώντας τη χάλαση τους. Η ενεργοποίηση του VEGFR-2 οδηγεί στην παραγωγή 
προστακυκλίνης μέσω ενός μονοπατιού που απαιτεί την αύξηση του ενδοκυττάριου ασβεστίου και τη 
φωσφορυλίωση της κυτταροπλασματικής φωσφολιπάσης Α2 (cPLA2) από τις ERK1/2376, 1225. Η cPLA2 
υδρολύει μεμβρανικά φωσφολιπίδια και απελευθερώνει αραχιδονικό οξύ το οποίο μεταβολίζεται περαιτέρω από 
τις κυκλοξυγενάσες (COX-1 και COX-2) και τη συνθάση της προστακυκλίνης για να παράγει PGI2 που 
απελευθερώνεται από τα ECs. 

Κλείνοντας την παράγραφο για τις λειτουργίες του VEGFR-2, θα πρέπει να αναφερθεί ότι έχουν 
ανευρεθεί γονίδια των οποίων η έκφραση αυξάνεται στα ECs μετά από διέγερση με VEGF1226-1230. Αρκετά από 
αυτά έχουν γνωστό ρόλο στην αγγειογένεση όπως το Cox-2 ενώ άλλα ήταν μη αναμενόμενα και 
χαρακτηρίστηκαν στη συνέχεια. Ένα από αυτά είναι το γονίδιο Down syndrome critical region-1 (DSCR-1) που 
αναγνωρίστηκε ως το γονίδιο με την πλέον ανοδική ρύθμιση σε μία μελέτη ενεργοποίησης ECs με VEGF1227 και 
έκτοτε βρέθηκε να παίζει ρόλο στην ενδοθηλιακή μετανάστευση και αγγειογένεση1231. Πρόσφατα, το γονίδιο 
Endocan αναγνωρίστηκε ως ανταποκρινόμενο στον VEGF με αυξημένη έκφραση στον ανθρώπινο νεφρικό 
καρκίνο1226. Το γονίδιο Decay-accelerating factor (DAF) αναγνωρίστηκε ως ανταποκρινόμενο στο VEGFR-2 με 
δυναμικό ρόλο στην κυτταροπροστασία κατά τη διάρκεια της φλεγμονώδους αγγειογένεσης1232. Ομοίως, η 
επαγωγή από το VEGF των Egr3 και NR3A οικογενειών μεταγραφικών παραγόντων είναι VEGFR-2 ειδική1233. 
Άλλα αποκρινόμενα στον VEGF γονίδια που βρίσκονται κατάντη του VEGFR-2 είναι τα Ets-1, MMP-1 και Flt-
11234. 
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6 Ερευνητικά ερωτήματα και σκοπός της μελέτης. 

 

Η παρούσα μελέτη κατά το σχεδιασμό της έλαβε υπόψη της, τις ακόλουθες παρατηρήσεις: Πρώτον, η 
αθηροσκλήρωση σήμερα θεωρείται μία πολυπαραγοντική, χρόνια φλεγμονώδης νόσος στην παθογένεια της 
οποίας συμμετέχουν στοιχεία του ανοσοποιητικού συστήματος και δεν αποτελεί απλά διαταραχή 
συσσώρευσης λιπιδίων στο αγγειακό τοίχωμα όπως θεωρούνταν στο παρελθόν. Δεύτερον ο Σ.Ε.Λ. αποτελεί το 
πρότυπο αυτοάνοσο νόσημα με επίσης πολυπαραγοντική αιτιολογία που χαρακτηρίζεται κατεξοχήν από 
διαταραχή στην ανoσορύθμιση και από χρόνια φλεγμονώδη φαινόμενα οδηγώντας σε παθολογικές εκδηλώσεις 
από ποικίλα συστήματα πέραν του ανοσοποιητικού. Ένα εκ των συστημάτων είναι και το ενδοθήλιο των 
αγγείων το οποίο παρουσιάζει χαρακτηριστικά δυσλειτουργίας τόσο σε κυτταρικό όσο και σε κλινικό επίπεδο. 
Δεδομένης της παρουσίας φλεγμονής και της απρόσφορης λειτουργίας του ανοσοποιητικού συστήματος ως 
κοινά χαρακτηριστικά των δύο αυτών καταστάσεων αλλά και της υψηλής νοσηρότητας και θνησιμότητας των 
ασθενών με Σ.Ε.Λ. λόγω αγγειακών συμβαμάτων, είναι ενδιαφέρον να διερευνηθούν πιθανοί μηχανισμοί που 
συνδέουν τα δύο αυτά νοσήματα και να προταθεί η πιθανή συμβολής τους στην περαιτέρω μελέτη της 
ενδοθηλιακής βιολογίας και της αγγειογένεσης. Ως εργαλείο για την προσέγγιση αυτή χρησιμοποιήθηκε η 
μοριακή γενετική μέσω ανάλυσης γονιδιακών πολυμορφισμών σε δύο ενδοθηλιοειδικά μόρια που μπορούν να 
συνδέσουν τόσο τη χρόνια φλεγμονή όσο και την ενδοθηλιακή βιολογία και αγγειογένεση. 

Τα δεδομένα από τη βιβλιογραφία στα οποία στηρίζεται η πρόταση αφορούν μία σειρά παρατηρήσεων 
όπως 

Οι ασθενείς με Σ.Ε.Λ. παρουσιάζουν πρώιμη και επιταχυνόμενη αθηροσκλήρωση που δεν μπορεί να 
ερμηνευθεί πλήρως με τους παραδοσιακούς παράγοντες κινδύνου. 

Υψηλοί τίτλοι αυτοαντισωμάτων έναντι των ενδοθηλιακών κυττάρων αλλά και αυξημένες 
συγκεντρώσεις φλεγμονωδών κυτταροκινών αλλά και συνδετών που επάγουν κυτταρικό θάνατο έχουν 
ανιχνευθεί στο πλάσμα και στον ορό ασθενών με Σ.Ε.Λ. 

Τα CECs είναι ώριμα κύτταρα που αποκολλώνται από το τοίχωμα του αγγείου και εισέρχονται στην 
κυκλοφορία ως αποτέλεσμα βλάβης ή ενεργοποίησης του ενδοθηλίου, αντικατοπτρίζουν δε τις συνθήκες που 
επικρατούν στο σημείο από το οποίο προέρχονται. 

Αυξημένα επίπεδα CECs έχουν αναφερθεί σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. 

Τα γονίδια CD40 και VEGFR2 εκφράζονται τόσο στα ενδοθηλιακά κύτταρα όσο και σε κύτταρα που 
συμμετέχουν στη βιολογία της αθηροσκλήρωσης (μονοκύτταρα, λεμφοκύτταρα και λεία μυϊκά κύτταρα) και 
έχουν εμπλακεί σε διαταραχές της ενδοθηλιακής βιολογίας που σχετίζονται με τη χρόνια φλεγμονή και τη 
φλεγμονώδη αγγειογένεση. 

Ο πολυμορφισμός rs4810485 G/T στο 2ο ιντρόνιο του γονιδίου CD40 πρόσφατα βρέθηκε ως κύριος 
γενετικός παράγοντας στην παθογένεια της ρευματοειδούς αρθρίτιδας, ενός χαρακτηριστικού επίσης 
αυτοάνοσου νοσήματος927. 

Οι εξονικοί πολυμορφισμοί rs2305948 C/T και rs1870377 T/A στο γονίδιο VEGFR2 εντοπίζονται στις 3η 
και 5η αμινο-τελικές ομοιάζουσες στις ανοσοσφαιρίνες εξωκυττάριες περιοχές, αντίστοιχα, που είναι σημαντικές 
για την πρόσδεση του συνδέτη και την ενεργοποίηση του υποδοχέα. Οι πολυμορφισμοί αυτοί οδηγούν σε μη 
συνώνυμες αμινοξικές αλλαγές στα κατάλοιπα 297 (Βαλίνη σε Ισολευκίνη, V>I) και 472 (Γλουταμίνη σε 
Ιστιδίνη, Q>H) αντίστοιχα και έχουν συσχετιστεί με την ανάπτυξη νοσημάτων που χαρακτηρίζονται από 
μείζονες μεταβολές στην ενδοθηλιακή βιολογία όπως η στεφανιαία νόσος και οι κακοήθειες1027, 1235. 

Άρα υπάρχει συσχέτιση των προαναφερθέντων γενετικών πολυμορφισμών σε δύο σημαντικά 
ενδοθηλιοειδικά γονίδια με Σ.Ε.Λ, ποιες βιολογικές παραμέτρους επηρεάζουν και ποιοι μηχανισμοί μπορεί να 
προβλεφθούν ως πιθανοί για συμμετοχή στην ενδοθηλιακή δυσλειτουργία του Σ.Ε.Λ.; 

 
1)Γενετική ανάλυση των πολυμορφισμών σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και υγιείς εθελοντές και αποκάλυψη πιθανής 
συσχέτισης τους με τη νόσο.  

2)Ανάλυση της έκφρασης του CD40 με βάση το γονότυπο στη θέση του μονονουκλεοτιδικού πολυμορφισμού 
rs4810485 σε Β-λεμφοκύτταρα, μονοκύτταρα και κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κύτταρα τόσο σε μεταγραφικό 
όσο και σε μεταφραστικό επίπεδο. 
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3)Συσχέτιση των πολυμορφισμών στις εξονικές πολυμορφικές θέσεις rs2305948 και rs1870377 του γονιδίου 
VEGFR2 με τον αριθμό των CECs ως δείκτη ενδοθηλιακής βλάβης. 

4)Κατασκευή ενός τρισδιάστατου μοντέλου της πρωτεΐνης VEGFR2 και εντοπισμός των πολυμορφικών θέσεων 
πάνω σε αυτό, προκειμένου να διερευνηθεί ο πιθανός ρόλος των αμινοξικών αλλαγών στη λειτουργικότητα 
του μορίου.  
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7.1 Ασθενείς και ομάδα ελέγχου για τις μελέτες γενετικής συσχέτισης. 
Μία ανάλυση ασθενών-μαρτύρων διενεργήθηκε για να ελεγχθεί η συσχέτιση μεταξύ των 

πολυμορφισμών προς μελέτη και του κινδύνου για ανάπτυξη Σ.Ε.Λ. H πρωτογενής ομάδα αποτελούνταν από 
351 ασθενείς με Σ.Ε.Λ – διαγνωσμένους σύμφωνα με τα κριτήρια του Αμερικανικού Κολλεγίου 
Ρευματολόγων574, 1236-που όλοι παρακολουθούνταν στο τμήμα Ρευματολογίας και Κλινικής Ανοσολογίας του 
Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ηρακλείου Κρήτης. Την ομάδα ελέγχου αποτέλεσαν 670 υγιείς εθελοντές 
ανάλογης ηλικίας και φύλου με τους ασθενείς που κινητοποιήθηκαν από το τμήμα Αιμοδοσίας του 
Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ηρακλείου Κρήτης και χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες. Τόσο οι ασθενείς όσο 
και οι υγιείς μάρτυρες ήταν Κρητικής καταγωγής για τουλάχιστον δύο γενιές όπως επιβεβαιώθηκε με 
προφορική συνέντευξη που προηγήθηκε της λήψης του δείγματος, σύμφωνα με το ερευνητικό πρωτόκολλο 
της μελέτης. Η μελέτη εγκρίθηκε από την επιτροπή δεοντολογίας του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου 
Ηρακλείου και όλοι οι συμμετέχοντες είχαν δώσει τη συγκατάθεση τους για τη συμμετοχή στη μελέτη. Τα 
κλινικά και δημογραφικά χαρακτηριστικά των ασθενών παρουσιάζονται στο Συμπληρωματικό πίνακα 1. 

Η ομάδα επιβεβαίωσης αποτελούνταν από 158 ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και 155 υγιείς εθελοντές παρόμοιας 
ηλικίας και φύλου με τους ασθενείς, όλοι Τουρκικής καταγωγής (Ιατρική σχολή πανεπιστημίου Μαρμαρά).  

 

7.2 Εκχύλιση ολικού γενωμικού DNA. 
Γενωμικό DNA, από ασθενείς και μάρτυρες, εκχυλίστηκε από τα λευκοκύτταρα περιφερικού αίματος 

συλλεχθέντος σε αντιπηκτικό EDTA χρησιμοποιώντας το εμπορικά διαθέσιμο κιτ PureGeneTM Genomic Whole 
Blood DNA Purification kit (Gentra Systems) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Το εκχυλισμένο DNA 
επαναιωρήθηκε σε διάλυμα Tris-EDTA σε συγκέντρωση 100 ng/ml και αποθηκεύθηκε στους -20ο C μέχρι τη 
χρησιμοποίηση του. 

 

7.3 Ανάλυση του πολυμορφισμού rs4810485 στο γονίδιο CD40. 
Η γονοτύπηση για τον πολυμορφισμό rs4810485 στο γονίδιο CD40 πραγματοποιήθηκε με αλυσιδωτή 

αντίδραση της πολυμεράσης (PCR) και ανάλυση μεγέθους περιοριστικών τμημάτων (RFLP). Ο ευθύς εκκινητής 
5’- CCT GGC TCC TTC ATC CCA GC -3’ και ο ανάστροφος εκκινητής 5’- CCT CCC TGT TCC CTA AGA GC -3’ 
χρησιμοποιήθηκαν για να πολλαπλασιάσουν μία περιοχή 200 bp του γονιδίου CD40 μέσα στην οποία 
εντοπίζεται ο πολυμορφισμός rs4810485. Η PCR πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 25μl χρησιμοποιώντας 
100ng γενωμικού DNA, 1x ρυθμιστικό διάλυμα της πολυμεράσης, 1.5mM MgCl2, 250μM από κάθε dNTP, 
0.25μΜ από κάθε εκκινητή και 1.0U Taq πολυμεράση (GoTaq Flexi DNA Polymerase, Promega). Μετά από την 
αρχική αποδιάταξη του DNA στους 94ο C για 5 λεπτά, η PCR πραγματοποιήθηκε για 40 κύκλους που ο κάθε 
ένας περιελάμβανε αποδιάταξη του προϊόντος (94ο C, 20 δευτερόλεπτα), υβριδοποίηση των εκκινητών στην 
αλληλουχία στόχο (58ο C, 30 δευτερόλεπτα) και επέκταση της νεοσυντιθέμενης αλύσου (72ο C, 45 
δευτερόλεπτα). Στο τέλος των 40 κύκλων πραγματοποιήθηκε ένα τελικό στάδιο επιμήκυνσης στους 72ο C για 
7 λεπτά και τα προϊόντα της PCR φυλάχθηκαν στους 4ο C. 

Η αντίδραση πέψης πραγματοποιήθηκε με 3.5 U περιοριστική ενδονουκλεάση HpaII (New England 
Biolabs) για 3 ώρες στους 37ο C σε μία αντίδραση όγκου 20μl αποτελούμενη από 8μl προϊόντος της PCR και 1x 
ρυθμιστικό διάλυμα του ενζύμου. Το ένζυμο πέπτει το προϊόν της PCR σε 2 θραύσματα μεγέθους 142 bp και 
58 bp όταν περιέχεται το G αλληλόμορφο ενώ το αφήνει άκοπο όταν περιέχει το Τ αλληλόμορφο. Τα προϊόντα 
της πέψης ηλεκτροφορήθηκαν σε 2.5% πήκτωμα αγαρόζης και παρατηρήθηκαν μετά από χρώση με 
βρωμιούχο αιθίδιο. Η γονοτύπηση έγινε τυφλά και επαναλήφθηκε για όλα τα αμφίβολα αποτελέσματα. Ένα 
ποσοστό 10% αναλύθηκε ξανά για να ελεγχθεί η ακρίβεια των αποτελεσμάτων. Η επαναληψιμότητα της 
μεθόδου ήταν 100% 

7 Ασθενείς, Υλικά και Μεθοδολογία 
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Η γονοτύπηση του ενός τρίτου των δειγμάτων των υγιών μαρτύρων πραγματοποιήθηκε με το 
σύστημα Sequenom® MassArray™ σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή και τη χρήση της τεχνολογίας 
iPLEX (http://www.sequenom.com) προκειμένου να ελεγχθεί η ακρίβεια της ανάλυσης με RFLPs που 
χρησιμοποιήθηκε. Τα ποσοστό λάθους της μεθόδου συγκριτικά με το Sequenom® ήταν 0%. 

 

7.4 Ανάλυση των πολυμορφισμών rs2305948 και rs1870377 στο γονίδιο 
VEGFR2 . 

Η γονοτύπηση για τους πολυμορφισμούς rs2305948 και rs1870377 στο γονίδιο του VEGFR2 
πραγματοποιήθηκε με αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (PCR) και ανάλυση μεγέθους περιοριστικών 
τμημάτων (RFLP). Για τον πολυμορφισμό rs2305948, ο ευθύς εκκινητής 5’- TGA GGT TAA AAG TTC TGG TGT 
CCC TGT T-3’ και ο ανάστροφος εκκινητής 5’- AAA TGT ACA ATC CTT GGT CAC TCC GGG GTA-3’ 
χρησιμοποιήθηκαν για να πολλαπλασιάσουν μία περιοχή 262 bp του γονιδίου του VEGFR2 μέσα στην οποία 
εντοπίζεται ο πολυμορφισμός rs2305948. Για τον rs1870377 ο ευθύς εκκινητής 5’- CCT CCT GTA TCC TGA ATG 
AAT CT -3’ και ο ανάστροφος εκκινητής 5’- GCC TCA CAT ATT ATT GTA CCA TCC -3’ χρησιμοποιήθηκαν για να 
πολλαπλασιάσουν μία περιοχή 404 bp του γονιδίου του VEGFR2 μέσα στην οποία εντοπίζεται ο 
πολυμορφισμός rs1870377. Η PCR πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 50μl χρησιμοποιώντας 100ng γενωμικού 
DNA, 1x ρυθμιστικό διάλυμα της πολυμεράσης, 3.0mM MgCl2 για τον rs2305948 και 1.5 mM MgCl2 για τον 
rs1870377, 200nM από κάθε dNTP, 0.5μΜ από κάθε εκκινητή και 1.0U Taq πολυμεράση (Platinum Taq DNA 
polymerase, Invitrogen). Μετά από την αρχική αποδιάταξη του DNA στους 94ο C για 5 λεπτά, η PCR 
πραγματοποιήθηκε για 40 κύκλους που ο κάθε ένας περιελάμβανε αποδιάταξη του προϊόντος (94ο C, 20 
δευτερόλεπτα), υβριδοποίηση των εκκινητών στην αλληλουχία στόχο (60ο C, 30 δευτερόλεπτα) και επέκταση 
της νεοσυντιθέμενης αλύσου (72ο C, 1 λεπτό). Στο τέλος των 40 κύκλων πραγματοποιήθηκε ένα τελικό στάδιο 
επιμήκυνσης στους 72ο C για 10 λεπτά και τα προϊόντα της PCR φυλάχθηκαν στους 4ο C. 

Η αντίδραση πέψης πραγματοποιήθηκε με 3.0U περιοριστική ενδονουκλεάση BstZ17I (New England 
Biolabs) για τον rs2305948 και με 3.0U περιοριστική ενδονουκλεάση AluI για τον rs1870377 για 3 ώρες στους 
37ο C σε αντίδραση όγκου 20μl αποτελούμενη από 8μl προϊόν της PCR και 1x ρυθμιστικό διάλυμα του 
ενζύμου. Στον πολυμορφισμό rs2305948, ο ανάστροφος εκκινητής εισάγει στην αλληλουχία μία «λάθος βάση» 
(υπογραμμισμένη στην αλληλουχία του εκκινητή) ώστε να δημιουργήσει μία θέση περιορισμού για την 
ενδονουκλεάση, η οποία πέπτει το προϊόν της PCR σε 2 θραύσματα μεγέθους 232 bp και 30 bp όταν 
περιέχεται το έλασσον αλληλόμορφο Τ ενώ το αφήνει άπεπτο όταν περιέχει το μείζον αλληλόμορφο C. Στον 
πολυμορφισμό rs1870377 το ένζυμο πέπτει το προϊόν της PCR σε 2 θραύσματα μεγέθους 213 bp και 191 bp 
όταν περιέχεται το μείζον αλληλόμορφο Τ ενώ παραμένει άπεπτο όταν περιέχεται το έλασσον αλληλόμορφο Α. 
Τα προϊόντα της πέψης ηλεκτροφορήθηκαν σε 2.5% πήκτωμα αγαρόζης και αναλύθηκαν μετά από χρώση με 
βρωμιούχο αιθίδιο. Η γονοτύπηση έγινε τυφλά και επαναλήφθηκε για όλα τα αμφίβολα αποτελέσματα. Ένα 
ποσοστό 10% των δειγμάτων αναλύθηκε ξανά για να ελεγχθεί η ακρίβεια των αποτελεσμάτων. Η 
επαναληψιμότητα της μεθόδου ήταν 100% 

Η γονοτύπηση των δειγμάτων των υγιών μαρτύρων πραγματοποιήθηκε με το σύστημα Taqman® SNP 
Genotyping Assay (Applied Biosystems, assay numbers: C_22271999_20 για τον rs2305948 και 
C_11895315_20 για τον rs1870377) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Με τη μεθοδολογία αυτή 
γονοτυπήθηκε και το ένα τρίτο των δειγμάτων των ασθενών προκειμένου να ελεγχθεί η ακρίβεια της 
ανάλυσης με RFLP που χρησιμοποιήθηκε. Τα ποσοστό λάθους της μεθόδου συγκριτικά με την Taqman® 
μεθοδολογία ήταν 0%. 

 
7.5 Ασθενείς και ομάδα ελέγχου για τις κυτταρικές αναλύσεις και αναλύσεις 
έκφρασης. 

Προκειμένου να πραγματοποιηθούν οι μελέτες έκφρασης για το CD40, 16 γυναίκες με Σ.Ε.Λ. (μέση 
ηλικία 42±4 έτη) και 24 υγιείς γυναίκες ως μάρτυρες (μέση ηλικία 42±6 έτη) συμμετείχαν σύμφωνα με το 
γονότυπο τους για τον rs4810485 πολυμορφισμό. Οι ασθενείς (8 με το G/G γονότυπο, 5 με το G/T γονότυπο 
και 3 με τον T/T γονότυπο) επιλέχθηκαν από το τμήμα εξωτερικών ιατρείων της Κλινικής Ρευματολογίας και 
Κλινικής Ανοσολογίας του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ηρακλείου μέσα σε μία περίοδο 6 μηνών, με βάση 
την εκτίμηση των κλινικών χαρακτηριστικών τους. Οι ασθενείς είχαν ανενεργό νόσο (SLEDAI<8), δεν είχαν 
λάβει κυτταροτοξική ή ανοσοκατασταλτική θεραπεία για τουλάχιστον 1 μήνα και δεν είχαν λάβει 

http://www.sequenom.com/�
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κορτικοστεροειδή για τουλάχιστον 24 ώρες πριν τη λήψη του δείγματος προκειμένου να αποφευχθεί η 
εμπλοκή συγχυτικών παραγόντων που θα μπορούσαν να επηρεάσουν την έκφραση του CD40. 

Κριτήρια αποκλεισμού ήταν η επιβεβαιωμένη συνύπαρξη ή υποψία παρουσίας άλλου αυτοάνοσου ή 
χρόνιου φλεγμονώδους νοσήματος, οξεία ή χρόνια λοιμώδης νόσος, ιστορικό κακοήθειας, πρόσφατη (λιγότερο 
του 3μήνου) χειρουργική επέμβαση ή άλλη ενεργός παθολογική κατάσταση (π.χ. καρδιαγγειακό συμβάν) που 
μπορεί να συνοδεύεται από συστηματική φλεγμονώδη αντίδραση. 

Τα ίδια κριτήρια εφαρμόστηκαν για την επιλογή 24 γυναικών ασθενών με Σ.Ε.Λ. (10 με το G/G 
γονότυπο, 6 με το G/T γονότυπο και 4 με τον T/T γονότυπο) για τα πειράματα κυτταρικής ενεργοποίησης. 

Οι 24 γυναίκες που χρησιμοποιήθηκαν ως υγιείς μάρτυρες προέρχονταν από το προσωπικό του 
Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ηρακλείου και του Τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου Κρήτης (12 με το 
G/G γονότυπο, 8 με το G/T γονότυπο και 4 με τον T/T γονότυπο).  

Για τη μελέτη κυτταρικής ανάλυσης του αριθμού των CECs με βάση το γονότυπο για τους 
πολυμορφισμούς του VEGFR2, 64 γυναίκες με Σ.Ε.Λ. επιλέχθηκαν με ακριβώς ίδια κριτήρια εισαγωγής και 
αποκλεισμού στη μελέτη όπως για τα πειράματα έκφρασης του CD40. Η κατανομή στους διάφορους 
γονοτύπους ήταν: για τον rs2305948, 55 C/C, 7 C/T και 2 T/T ενώ για τον rs1870377, 7 T/T, 42 T/A και 15 
A/A. 

 
7.6 Παρασκευή ολικών μονοπύρηνων κυττάρων περιφερικού αίματος, 
κυτταρικές καλλιέργειες και κυτταρική ενεργοποίηση. 

Το θρεπτικό υλικό που χρησιμοποιήθηκε σε όλες τις in-vitro κυτταρικές καλλιέργειες ήταν το πλήρες 
RPMI αποτελούμενο από RPMI-1640 (Gibco-Invitrogen) εμπλουτισμένο με 2mM L-Γλουταμίνη, 25mM HEPES, 
100U/ml πενικιλίνη, 100μg/ml στρεπτομυκίνη και 10% απενεργοποιημένου με θερμότητα ορό εμβρύου βοός 
(HyClone). Τα επίπεδα ενδοτοξίνης σε όλα τα συμπληρωματικά υλικά, στο RPMI-1640, στο απιονισμένο νερό 
και στον βόϊο ορό ήταν κάτω από 0.09ΕU/ml όπως μετρήθηκε με τη μέθοδο Limulus amoebocyte lysate QCL-
1000 (50-648U; Cambrex BioScience Walkersville, MD). 

Ολικά μονοπύρηνα κύτταρα (PBMCs) από ασθενείς και υγιείς μάρτυρες απομονώθηκαν από 20 ml 
ηπαρινισμένου φλεβικού αίματος ύστερα από επιστίβαξη του πάνω σε Ficoll-Histopaque 1077 (πυκνότητα 
1.077gr/cm3, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) και φυγοκέντρηση βαθμίδωσης πυκνότητας. Τα PBMCs πλύθηκαν 
δύο φορές με πλήρες θρεπτικό υλικό, επαναιωρήθηκαν σε πλήρες θρεπτικό υλικό και μετρήθηκαν. Δύο 
εκατομμύρια PBMCs καλλιεργήθηκαν σε 1ml πλήρους θρεπτικού υλικού σε σωληνάρια των 15ml με κυκλικό 
πυθμένα, κατασκευασμένα από πολυπροπυλένιο για να περιοριστεί κατά το δυνατόν η προσκόλληση των 
μονοκυττάρων στα τοιχώματα. Οι καλλιέργειες διατηρήθηκαν για 24 ώρες στους 37ο C με 5% CO2 σε 
περιβάλλον με 95% υγρασία. Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν με 100ng/ml LPS (από το βακτήριο Escherichia 
coli, ορότυπος Ο111:B4, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) ως πολυκλωνικού διεγέρτη για Β-λεμφοκύτταρα αλλά 
ταυτόχρονα και διεγέρτη για τα μονοκύτταρα ενώ ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε ίδιος όγκος από 
το σκέτο διαλύτη του LPS. 

 

7.7 Απομόνωση των CD45 αρνητικών κυττάρων από ολικό περιφερικό αίμα. 
Η απομόνωση των CD45 αρνητικών κυττάρων πραγματοποιήθηκε με το σύστημα RosetteSep Human 

CD45 Depletion Cocktail (StemCell Technologies) από 3ml ολικού ηπαρινισμένου φλεβικού αίματος σύμφωνα 
με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Το αίμα επωάστηκε για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου με το μίγμα 
αντισωμάτων του συστήματος, αραιώθηκε σε αναλογία όγκου 1:1 με ρυθμιστικό διάλυμα PBS εμπλουτισμένου 
με 2% βόϊο εμβρυϊκό ορό και επιστιβάχθηκε σε Ficoll-Paque™ PLUS (StemCell Technologies) προκειμένου να 
πραγματοποιηθεί φυγοκέντρηση βαθμίδωσης πυκνότητας. Τα εναπομείναντα κύτταρα, μετά την ολοκλήρωση 
της μεθόδου, πλύθηκαν 2 φορές με PBS/2% FBS, επαναιωρήθηκαν σε 100μl ρυθμιστικού διαλύματος 
κυτταρομετρίας (PBS, 1%BSA) και η καθαρότητα τους αναλύθηκε με κυτταρομετρία ροής. Τα κύτταρα ήταν 
συστηματικά περισσότερο από 95% CD45 αρνητικά. 

 

7.8 Απομόνωση με ανοσομαγνητικό διαχωρισμό και μέτρηση των 
κυκλοφορούντων ενδοθηλιακών κυττάρων με ανοσσοφθορισμό. 

Η απομόνωση των κυκλοφορούντων ενδοθηλιακών κυττάρων έγινε από 1ml ολικού περιφερικού 
αίματος με τη χρήση παραμαγνητικών σφαιριδίων (Dynabeads® Pan Mouse IgG, Dynal-Invitrogen) 
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σημασμένων με το αντίσωμα αντι-CD146 (κλώνος S-Endo-1, Biocytex, Marseille, France) σύμφωνα με τις 
οδηγίες του κατασκευαστή και τα κριτήρια του διεθνώς καθορισμένου πρωτόκολλο [71]. 

Το περιφερικό αίμα ελήφθη με μη-τραυματική φλεβοκέντηση σε δύο σωληνάρια με αντιπηκτικό EDTA 
και το πρώτο σωληνάριο απορρίφθηκε για την αποφυγή πρόσμιξης με ενδοθηλιακά κύτταρα ως αποτέλεσμα 
τραυματισμού του αγγείου λόγω φλεβοκέντησης. Ένα χιλιοστόλιτρο αίματος από το δεύτερο φιαλίδιο 
αναμίχθηκε με 1ml ρυθμιστικού διαλύματος (PBS, 0.1% BSA KAI 0.6% κιτρικό νάτριο) στους 4ο C, 20μl 
παράγοντα δέσμευσης των Fc υποδοχέων και 50μl σημασμένων με αντίσωμα παραμαγνητικών σφαιριδίων. Το 
μίγμα επωάστηκε για μισή ώρα στους 4ο C υπό συνεχή ανάκλιση και περιστροφή. Μετά το τέλος της επώασης 
τα κύτταρα πλύθηκαν 4 φορές με ρυθμιστικό διάλυμα εντός μαγνητικού πεδίου που δημιουργήθηκε με το 
μαγνήτη DynaMag™-15 (Dynal-Invitrogen) ενώ μεταξύ των πλύσεων το δείγμα καταιονίζονταν με ρυθμιστικό 
διάλυμα για τουλάχιστον 10 φορές.  

Μετά το πέρας της απομόνωσης, τα δεσμευμένα στο μαγνήτη κύτταρα είτε μετρήθηκαν απευθείας σε 
οπτικό μικροσκόπιο σε ειδική πλάκα μέτρησης κυττάρων τύπου Nageotte είτε επαναιωρήθηκαν σε 100 μl 
διαλύματος 2mg/ml της φυτικής λεκτίνης Ulex Europaeus Agglutinin I (UEA-I) που αποτελεί ειδικό δείκτη για 
τα ενδοθηλιακά κύτταρα183, 1237, συζευγμένης με ισοθειοκυανική 5 (και 6) τετραμέθυλική ροδαμίνη 
(Tetramethylrhodamine-5-(and 6)-isothiocyanate, TRITC-Sigma) και επωάστηκαν για μία ώρα στο σκοτάδι. Τα 
σημασμένα με λεκτίνη κύτταρα, πλύθηκαν 2 φορές με ρυθμιστικό διάλυμα, επαναιωρήθηκαν σε 200μl 
διαλύματος και μετρήθηκαν στα 570nm μήκος κύματος σε μικροσκόπιο φθορισμού και τη χρήση ειδικής 
πλάκας μέτρησης κυττάρων τύπου Nageotte. Τα κύτταρα αναγνωρίστηκαν ως εμπύρηνα ή απύρηνα κύτταρα 
με μέγεθος πάνω από 10μm και περισσότερα από 5 δεσμευμένα ανοσομαγνητικά σφαιρίδια. Τα κύτταρα ήταν 
θετικά για δύο ενδοθηλιοειδικούς δείκτες (CD146 και UEA-I), σύμφωνα με τα αποδεκτά κριτήρια182. 

 

7.9 Εκχύλιση RNA, αντίστροφη μεταγραφή και ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυμεράσης πραγματικού χρόνου. 

Ολικό RNA εκχυλίσθηκε από φρέσκα απομονωμένα ή καλλιεργημένα μονοπύρηνα κύτταρα 
χρησιμοποιώντας την τεχνολογία RNeasy RNA Isolation kit (Qiagen) και επωάσθηκε με απαλλαγμένη από 
RNAses DNAse I (Qiagen) σύμφωνα με τα πρωτόκολλο του κατασκευαστή. Οι αντιδράσεις αντίστροφης 
μεταγραφής για τη σύνθεση της πρώτης αλύσου του συμπληρωματικού DNA (complementary DNA, cDNA) 
πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας 500ng ολικό RNA, τυχαία εξαμερή ως εκκινητές και το σύστημα 
Thermoscript RT (Invitrogen). Τα προϊόντα αποθηκεύθηκαν στους -20Ο C μέχρι την ανάλυση τους. 

Η αλληλουχία του cDNA από το ανθρώπινο γονίδιο CD40 (Gen-Bank Accession no.NM_001250) 
χρησιμοποιήθηκε για να σχεδιαστούν ειδικοί για το γονίδιο εκκινητές, που εντοπίζονταν σε δύο διαφορετικά 
εξόνια, για την πραγματοποίηση της αντίδρασης PCR: ευθύς εκκινητής 5′-TGA AGA AGG CTG GCA CTG TAC 
GAG T-3′ και ανάστροφος εκκινητής 5′-GGG CTC GCA GAT GGT ATC AGA A-3’. Η ποσοτική PCR πραγματικού 
χρόνου πραγματοποιήθηκε σε όγκο 20μl που περιείχε 10 μl iTaq SYBR GREEN Master Mix (Bio-Rad, Richmond, 
CA), 0.5 µM από κάθε εκκινητή και 75 ng cDNA ως υπόστρωμα. Οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν με το 
σύστημα ανίχνευσης αλληλουχίας ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems), και τα αποτελέσματα αναλύθηκαν με 
το πρόγραμμα ABI PRISM SDS. Οι συνθήκες της αντίδρασης ήταν: αρχική αποδιάταξη (95ο C για 10 λεπτά, 
ενεργοποίηση της πολυμεράσης) ακολουθούμενη από 40 κύκλους αποδιάταξης (95ο C για 15 δευτερόλεπτα) 
και υβριδοποίησης των εκκινητών (60ο C για 1 λεπτό) με ανάκτηση των δεδομένων φθορισμού στο τέλος κάθε 
σταδίου υβριδοποίησης. Μετά το τέλος της αντίδρασης πραγματοποιήθηκε ανάλυση με καμπύλη αποσύνθεσης 
(melting curve) ώστε να καθοριστεί ότι ο πολλαπλασιασμός αφορούσε ένα μοναδικό προϊόν ενώ η ειδικότητα 
του μεγέθους του προϊόντος καθορίστηκε σε πήκτωμα αγαρόζης 3% μετά από χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο. 

Τα επίπεδα mRNA του γονιδίου της GAPDH καθορίστηκαν για κάθε δείγμα ως αναφορά 
χρησιμοποιώντας ειδικούς εκκινητές για το mRNA του γονιδίου σε τελική συγκέντρωση 0.25 µM και ίδιες 
συνθήκες όπως για το CD40.  

Για να επιβεβαιωθεί η ακρίβεια των αποτελεσμάτων, στο ένα τρίτο των δειγμάτων η PCR 
πραγματοποιήθηκε με εμπορικά διαθέσιμους εκκινητές για τα ανθρώπινα CD40 και GAPDH (Quantitect primer 
assays-Qiagen) σύμφωνα με το πρωτόκολλο του κατασκευαστή. 

Οι αποδόσεις πολλαπλασιασμού τόσο του γονιδίου στόχου όσο και του γονιδίου αναφοράς 
καθορίστηκαν με διαδοχικές εν σειρά αραιώσεις ενός cDNA που περιείχε και τα δύο προς μελέτη cDNA σε 
γνωστή συγκέντρωση. Η σχετική ποσοτικοποίηση με τη μέθοδο της σταθερής καμπύλης (standard curve) 
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χρησιμοποιήθηκε για να προσδιοριστούν τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου CD40 μετά από κανονικοποίηση 
προ τις τιμές έκφρασης του γονιδίου αναφοράς GAPDH. 

 

7.10 Κυτταρομετρία ροής και έκφραση του CD40 στα λευκοκύτταρα και 
ενδοθηλιακά κύτταρα 

Όλα τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν άμεσα φθοριοσημασμένα, μονοκλωνικά αντι-
ανθρώπινα αντισώματα παρασκευασμένα σε ποντικούς. Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 
συζευγμένο με φυκοερυθρίνη (phycoerythrin, PE) αντι-CD14 (Immunotech, Marseille, France) ή αντι-CD146 
(P1H12, BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA), συζευγμένο με R φυκοερυθρινη-κυανίνη 5 (R 
Phycoerythrin-Cyanine 5, PC5) αντι-CD19 ή αντι-CD45 (Beckman-Coulter) και συζευγμένο με ισοθειοκυανική 
φλουορεσκεϊνη (fluorescein isothiocyanate, FITC) αντι-CD40 (5C3, BD Biosciences Pharmingen, San Jose, 
CA). Συζευγμένα με PC5-, PE- και FITC μη ειδικά IgG ισοτυπικά αντισώματα χρησιμοποιήθηκαν ως αντισώματα 
ελέγχου για τον προσδιορισμό του μη ειδικού φθορισμού και τη σωστή εστίαση στα κύτταρα-στόχος. Μη 
σημασμένα κύτταρα χρησιμοποιούνταν ως αρνητικοί μάρτυρες. Οι τιμές της κανονικοποιημένης μέσης 
πυκνότητας φθορισμού (Normalized MFI) αποδίδoυν τη σχέση της μέσης πυκνότητας φθορισμού του CD40 
(MFICD40) σε σχέση με την τιμή του μη ειδικού φθορισμού των ισοτυπικών αντισωμάτων ελέγχου (MFIIgG) 
σύμφωνα με την εξίσωση:Normalized MFI=(MFICD40-MFIIgG)/MFIIgG. 

Εκατό μικρόλιτρα φρέσκου ολικού αίματος σε αντιπηκτικό EDTA ή 1x106 PBMCs (επαναιωρημένα σε 
ρυθμιστικό διάλυμα κυτταρομετρίας PBS/0.1% BSA) επωάσθηκαν με τα ακόλουθα αντισώματα: PC5 αντι-
CD19, PE αντι-CD14 και FITC- αντι-CD40. Πενήντα χιλιάδες διαχωρισμένα CD45 αρνητικά κύτταρα 
(επαναιωρημένα σε ρυθμιστικό διάλυμα κυτταρομετρίας PBS/0.1% BSA) επωάσθηκαν με τα ακόλουθα 
αντισώματα: PC5 αντι-CD45, PE αντι-CD146 και FITC- αντι-CD40. Μετά από επώαση 30 λεπτών στον πάγο τα 
παρασκευάσματα των κυττάρων πλύθηκαν 2 φορές με ρυθμιστικό διάλυμα κυτταρομετρίας. Μετά την 
τελευταία φυγοκέντρηση, το υπερκείμενο διάλυμα αφαιρέθηκε, τα ερυθροκύτταρα στα παρακευάσματα 
ολικού αίματος λύθηκαν με διάλυμα χλωριούχου αμμωνίου και τα κύτταρα μονιμοποιήθηκαν με 500 μl 
διαλύματος παραφορμαλδεΰδης 2% (Sigma). 

Τα δείγματα αναλύθηκαν σε Epics Elite κυτταρομετρητή ροής (Coulter, Miami, FL) για την έκφραση 
του CD40 στα CD19 θετικά Β λεμφοκύτταρα, στα CD14 θετικά μονοκύτταρα και στα CD45 αρνητικά/CD146 
θετικά κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κύτταρα 1238 μετά από την κατασκευή του κατάλληλου πρωτοκόλλου 
αποκλείοντας από την ανάλυση τα νεκρά κύτταρα, τα ερυθροκύτταρα/αιμοπετάλια και τα κυτταρικά ράκη. 

 

7.11 Κατασκευή του τρισδιάστατου μοντέλου του VEGFR2 και εντόπιση των 
πολυμορφισμών V297I και Q472H πάνω σε αυτό. 

Το στερεοδομικό πρότυπο της πρωτεΐνης VEGFR2 με ομολογία δημιουργήθηκε σε συνεργασία με τον 
καθηγητή κ. Ηλία Ηλιόπουλο (Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών). Μιλώντας για τη δημιουργία προτύπων που 
βασίζονται σε ομολογία (homology modeling) αναφερόμαστε στην πρόβλεψη της τριτοταγούς δομής μιας 
άγνωστης πρωτεΐνης με βάση την υπάρχουσα ήδη γνωστή δομή μιας ομόλογης πρωτεΐνης. Ομόλογες δομικά 
πρωτεΐνες είναι αυτές που έχουν περισσότερο από 30% σύμπτωση αμινοξέων στην πρωτοταγή τους δομή. Η 
μέθοδος περιλαμβάνει:  

•Αναγνώριση προτύπων.  

•Ευθυγράμμιση ακολουθιών. 

•Διόρθωση της ευθυγράμμισης. 

•Κατασκευή της κυρίας αλυσίδας. 

•Κατασκευή των βρόχων που εντάσσονται σε πρότυπα (με τη χρήση βάσεων δεδομένων). 

•Τοποθέτηση και βελτιστοποίηση των πλευρικών αλυσίδων 

•Απ’ αρχής κατασκευή βρόχων. 

•Βελτιστοποίηση συνολικού προτύπου (ενεργειακή ελαχιστοποίηση).  

•Επιβεβαίωση προτύπου με επανάληψη σταδίων. 
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H τρισδιάστατη δομή της δομικής περιοχής της πρωτεΐνης VEGFR2 στην οποία εδράζεται η μεταλλαγή 
V297I, κατασκευάστηκε με βάση την τρισδιάστατη δομή των διακριτών δομικών ενοτήτων D2 και D3 της 
VEGFR2 σε μορφή συμπλόκου με την VEGF-C 1239 (PDB code 2X1W). Προκειμένου να κατασκευαστεί ένα 
τρισδιάστατο μοντέλο της περιοχής που φέρει την μεταλλαγή Q472H, πραγματοποιήθηκε αρχικά στοίχιση της 
αλληλουχίας της δομικής ενότητας D5 της VEGFR2 με την αλληλουχία του γονιδίου KIT 1240, χρησιμοποιώντας 
το πρόγραμμα TCOFFEE. Στη συνέχεια, ακολουθήθηκε η μέθοδος της δημιουργίας προτύπου βασιζόμενου σε 
ομολογία (homology modeling) της δομής της πρωτεΐνης ΚΙΤ (PDB code 2E9W), χρησιμοποιώντας το 
πρόγραμμα MODELLER. 

Οι αμινοξικές ακολουθίες ευθυγραμμίστηκαν με τα προγράμματα ClustalX1241 και T-Coffee1242. Οι 
τρισδιάστατες δομές κατασκευάστηκαν με το πρόγραμμα MODELLER1243. Η προσομοίωση που προέκυψε 
ελέγχθηκε με το πρόγραμμα QUANTA-CHARMm1244 για λάθη διπλώματος και πακεταρίσματος της πρωτεϊνικής 
αλυσίδας για να προκύψει ένα συνδυαστικό μοντέλο χωρίς μη επιτρεπτές επαφές ατόμων και βέλτιστη 
στερεοδιάταξη πλευρικών αλυσίδων. Ανάλογα με τις δομικές περιοχές του VEGFR2 που εδράζονται οι δυο υπό 
μελέτη μεταλλαγές διερευνήθηκαν οι επιπτώσεις τους στις αλληλεπιδράσεις της πρωτεΐνης με το συνδέτη της, 
στο ρυθμό διμερισμού της και στην αυτοφωσφορυλίωση της. 

 

7.12 Στατιστική ανάλυση. 
Η στατιστική ανάλυση διενεργήθηκε με το στατιστικό πρόγραμμα GraphPad Prism (GraphPad 

Software, San Diego, CA). Μόνο μη συγγενικά άτομα συμμετείχαν στις συγκρίσεις γενετικής συσχέτισης. Οι 
πολυμορφισμοί προς μελέτη και για τα δύο γονίδια ελέγχθηκαν για αποκλίσεις από την ισορροπία Hardy-
Weinberg με σύγκριση των αναμενόμενων και των παρατηρηθεισών συχνοτήτων των γονοτύπων στην ομάδα 
ελέγχου με τη δοκιμασία x τετράγωνο (x2). Η δοκιμασία x2 με ένα ή δύο βαθμούς ελευθερίας χρησιμοποιήθηκε 
για να ελέγξει διαφορές στην κατανομή γονοτύπων και αλληλομόρφων, μεταξύ ασθενών και ομάδων ελέγχου. 
Τα  Odds ratios (OR) μαζί με τα 95% διαστήματα εμπιστοσύνης τους υπολογίστηκαν ως δείκτης του σχετικού 
κινδύνου. Η μη παραμετρική δοκιμασία Mann-Whitney U χρησιμοποιήθηκε για συγκρίσεις μεταξύ μικρών ή 
ανόμοιου μεγέθους δειγμάτων. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέση τιμή±σταθερό λάθος για τις 
ποσοτικές μεταβλητές εκτός και αν αναφέρεται διαφορετικά. Τιμή p διπλής κατεύθυνσης μικρότερη από 5x10-2 
ορίστηκε ως στατιστικά σημαντική. 
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8.1 Το έλασσον αλληλόμορφο T του πολυμορφισμού rs4810485 στο γονίδιο CD40 
υποαντιπροσωπεύεται σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. 

Οι συχνότητες γονοτύπων και αλληλομόρφων για τον πολυμορφισμό rs4810485 στην κύρια ομάδα 
μελέτης ασθενών και μαρτύρων Ελληνικής καταγωγής παρουσιάζονται στον Πίνακα 8.1. Η ανάλυση με 2x3 x2 
δοκιμασία της ανεξαρτησίας έδειξε σημαντική διαφορά στην κατανομή των γονοτύπων μεταξύ ασθενών και 
μαρτύρων (p=2.1x10-7, d.f 2). Η συνακόλουθη ανάλυση με 2x2 δοκιμασία x2 έδειξε ότι η ομοζυγωτία για το 
πολυμορφικό αλληλόμορφο Τ ήταν σημαντικά λιγότερο συχνή σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. σε σχέση με τους 
μάρτυρες (6.3% έναντι 19.1%, p = 7.0×10-8, d.f. 1). Το έλασσον αλληλόμορφο Τ υποαντιπροσωπευόταν στο 
Σ.Ε.Λ. (odds ratio [OR] 0.65, 95% διάστημα εμπιστοσύνης [95% CI] 0.54–0.79, p = 9.6×10-6). Η γονοτύπηση 
του ενός τρίτου των δειγμάτων των υγιών μαρτύρων επαναλήφθηκε με τη τεχνολογία Sequenom® 
MassArray™ και τα αποτελέσματα ήταν 100% πανομοιότυπα με αυτά που ελήφθησαν με τα RFLPs. 

Στη συνέχεια προχωρήσαμε σε επαλήθευση των ευρημάτων μας σε μία δεύτερη μελέτη ασθενών-
μαρτύρων με διαφορετική εθνική καταγωγή από την κύρια ομάδα. Η ομάδα επαλήθευσης περιελάμβανε 158 
Τούρκους ασθενείς με Σ.Ε.Λ. (5 άνδρες, 155 γυναίκες) με μέση ηλικία (±σταθερή απόκλιση) 41±11 έτη και 
155 υγιείς μάρτυρες από την Τουρκία χωρίς συγγενική σχέση μεταξύ τους (5 άνδρες, 150 γυναίκες), ηλικίας 
39±7 έτη. Σε συμφωνία με τα ευρήματα στην πρωτογενή ομάδα από την Ελλάδα, ο rs4810485 T/T γονότυπος 
ήταν λιγότερο συχνός στους ασθενείς με Σ.Ε.Λ. σε σχέση με τους υγιείς μάρτυρες (4.4% έναντι 20.0%, p = 
3.2×10-5). Το έλασσον αλληλόμορφο Τ εμφανιζόταν με σημαντικά χαμηλότερη συχνότητα στους ασθενείς με 
Σ.Ε.Λ. (OR 0.57, 95% CI 0.41–0.80, p = 9.0×10-4) (Πίνακας 8.1). 

Επιβεβαιώνοντας τη συσχέτιση του πολυμορφισμού χωριστά σε δύο ανεξάρτητους εθνικούς 
πληθυσμούς προχωρήσαμε στη συνέχεια στη μεταανάλυση τους ενσωματώνοντας τις δύο ομάδες. Και στην 
ενιαία ομάδα ο T/T γονότυπος ήταν σημαντικά (p = 7.4×10-12) λιγότερο συχνός και το T αληλλόμορφο 
σημαντικά υποαντιπροσωπευόμενο (OR 0.63, 95% CI 0.53–0.74, p = 2.0×10-8) στους ασθενείς σε σχέση με 
τους μάρτυρες (Πίνακας 8.1). 

Τόσο στις δύο διαφορετικές ομάδες μελέτης όσο και στη συνδυασμένη ομάδα, η κατανομή των 
γονοτύπων δεν παρουσίαζε αποκλίσεις από την ισορροπία Hardy-Weinberg. 

Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι προκαταρτικά ευρήματα από το εργαστήριο μας δείχνουν ότι το έλασσον 
αλληλόμορφο T του πολυμορφισμού rs4810485 ήταν λιγότερο συχνό επίσης και σε ασθενείς με 
κοκκιωμάτωση Wegener (14.3%) σε σχέση με τους υγιείς μάρτυρες (39.9%), ενώ ανάλογη συσχέτιση δεν 
επιβεβαιώθηκε σε ασθενείς με Σακχαρώδη Διαβήτη τύπου Ι1245. 

8 Αποτελέσματα 
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8.2 Το rs4810485 T αλληλόμορφο σχετίζεται με ελαττωμένη έκφραση του CD40 mRNA 
σε φρέσκα απομονωμένα και LPS-ενεργοποιημένα PBMCs από ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και 
υγιείς μάρτυρες. 

Η έκφραση του CD40 εκτιμήθηκε με ποσοτική PCR πραγματικού χρόνου σε φρέσκα απομονωμένα 
PBMCs από ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και υγιείς μάρτυρες με τους διαφορετικούς rs4810485 γονοτύπους. Τα επίπεδα 
του CD40 mRNA ήταν σχεδόν 2 φορές χαμηλότερα σε ασθενείς με τους G/T ή T/T γονοτύπους σε σχέση με 
αυτούς με το G/G γονότυπο (εικόνα 8.1). Προκειμένου να επαληθευτούν τα αποτελέσματα περαιτέρω, 
ελέγχθηκε η έκφραση του CD40 mRNA σε φρέσκα απομονωμένα PBMCs από υγιείς μάρτυρες. Επίσης βρέθηκε 
σημαντικά χαμηλότερη έκφραση σε άτομα με τους G/T ή T/T γονοτύπους συγκριτικά με το G/G γονότυπο 
(εικόνα 8.1). 

rs4810485
Genotype Allele

GG GT TT G T
Greek cohort
SLE patients (n=351) 139 (39.6%) 190 (54.1%) 22 (6.3%) 468 (66.7%) 234 (33.3%)
Healthy controls (n=670) 216 (32.2%) 326 (48.7%) 128 (19.1%) 758 (56.6%) 582 (43.4%)

*OR (95% CI) 1.00 0.91 (0.69-1.20) 0.27 (0.16-0.44) 1.00 0.65 (0.54-0.79)
*P-value (d.f. 1) − 5.0×10-1 7.0×10-8 − 9.6×10-6

**P-value (d.f. 2) 2.1×10-7

Turkish cohort
SLE patients (n=158) 69 (43.7%) 82 (51.9%) 7 (4.4%) 220 (69.2%) 96 (30.4%)
Healthy controls (n=155) 52 (33.5%) 72 (46.5%) 31 (20.0%) 176 (56.8%) 134 (43.2%)

*OR (95% CI) 1.00 0.86 (0.53-1.39) 0.17 (0.07-0.42) 1.00 0.57 (0.41-0.80)
*P-value (d.f. 1) − 5.0×10-1 3.2×10-5 − 9.0×10-4

**P-value (d.f. 2) 1.0×10-4

Combined cohort
SLE patients (n=509) 208 (40.9%) 272 (53.4%) 29 (5.7%) 688 (67.6%) 330 (32.4%)
Healthy controls (n=825) 268 (32.5%) 398 (48.2%) 159 (19.3%) 934 (56.6%) 716 (43.4%)

*OR (95% CI) 1.00 0.88 (0.69-1.12) 0.24 (0.15-0.36) 1.00 0.63 (0.53-0.74)
*P-value (d.f. 1)

**P-value (d.f. 2)
− 3.0×10-1 7.4×10-12

2.2×10-11
− 2.0×10-8

Πίνακας 8.1. Συχνότητες γονοτύπων και αλληλομόρφων του πολυμορφισμού rs4810485 στο CD40 που 
αναλύθηκε σε 351 ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και 670 υγιείς μάρτυρες από την Ελλάδα καθώς και 158 ασθενείς με 
Σ.Ε.Λ. και 155 υγιείς μάρτυρες από την Τουρκία. Παρουσιάζεται επίσης η μετα-ανάλυση των 2 ομάδων 
Ελαττωμένη συχνότητα του rs4810485 ελάσσονος αλληλομόρφου T και του T/T γονοτύπου σε ασθενείς με 
Σ.Ε.Λ. συγκριτικά με τους υγιείς μάρτυρες. 

OR (95%CI) = Odds ratio με 95% Διάστημα Εμπιστοσύνης; d.f. = βαθμοί ελευθερίας 

*Οι τιμές p με d.f. 1 και OR (95%CI) υπολογίστηκαν θέτοντας ως αναφορά το G/G γονότυπο ή το μείζον (G) 
αλληλόμορφο. 

** Οι τιμές p με d.f. 2 υπολογίστηκαν με 2x3 x2 δοκιμασία της ανεξαρτησίας και αντιπροσωπεύουν τη 
συνολική διαφορά μεταξύ των τριών γονοτύπων. 
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Ακολούθως διερευνήθηκε η έκφραση του CD40 mRNA μετά από ενεργοποίηση με 100 ng/ml LPS για 
24 ώρες. Όπως παρουσιάζεται στην εικόνα 8.2 η επώαση των κυττάρων με LPS οδήγησε σε αύξηση της 
έκφρασης του CD40 σε ασθενείς και μάρτυρες, ανεξαρτήτως γονοτύπου, σε σχέση με τα μη ενεργοποιημένα 
κύτταρα. Ωστόσο, και στις δύο ομάδες, τα επίπεδα του CD40 mRNA παρέμεναν σημαντικά χαμηλότερα στους 
G/T και T/T γονοτύπους σε σχέση με το G/G γονότυπο. Επιπρόσθετα τα μονοπύρηνα κύτταρα G/G ασθενών 
με Σ.Ε.Λ. παρουσίασαν την υψηλότερη επαγόμενη έκφραση του CD40 σε σχέση με τον αντίστοιχο γονότυπο 
από υγιείς μάρτυρες. Συνολικά τα αποτελέσματα αυτά καταδεικνύουν ότι το rs4810485 T αλληλόμορφο 
σχετίζεται με ελαττωμένα επίπεδα CD40 mRNA τόσο σε βασικές συνθήκες όσο και μετά από ενεργοποίηση των 
κυττάρων ενώ το G αλληλόμορφο φαίνεται να σχετίζεται και με αλλαγές στην έκφραση ειδικές της νόσου. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8.2. PBMCs από ασθενείς με Σ.Ε.Λ. ή υγιείς μάρτυρες καλλιεργήθηκαν για 24 ώρες παρουσία ή 
απουσία 100 ng/ml LPS και η έκφραση του CD40 mRNA εκτιμήθηκε με ποσοτική real-time PCR. Και στις 
δύο ομάδες παρατηρήθηκε σημαντικά χαμηλότερη έκφραση στους G/T και T/T γονοτύπους, συγκριτικά με 
το G/G γονότυπο (Mann-Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01). 

Εικόνα 8.1. Η έκφραση του CD40 mRNA εκτιμήθηκε με ποσοτική real-time PCR σε φρέσκα απομονωμένα 
PBMCs. Σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. οι rs4810485 T/T και G/T γονότυποι σχετίζονταν με σχεδόν 2 φορές 
χαμηλότερα επίπεδα CD40 mRNA σε σχέση με τον G/G γονότυπο. Ανάλογα αποτελέσματα κατεγράφησαν 
και σε PBMCs από υγιείς μάρτυρες (Mann-Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01) 
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8.3 Η βασική έκφραση της πρωτεΐνης CD40 στη μεμβρανική κυτταρική επιφάνεια είναι 
ελαττωμένη σε ασθενείς και υγιείς με το rs4810485 T αλληλόμορφο. 

Ακολούθως χρησιμοποιήθηκε κυτταρομετρία ροής για να ελεγχθεί η επίδραση του rs4810485 στη 
μεμβρανική πρωτεϊνική έκφραση του CD40 (μετρούμενη είτε ως μέση πυκνότητα φθορισμού – MFI - ή ως 
αναλογία CD40+ κυττάρων) σε CD19+ B λεμφοκύτταρα και CD14+ μονοκύτταρα κάτω από συνθήκες βασικής 
έκφρασης (εικόνα 8.3 και Συμπληρωματικές εικόνες 1 και 2). Για να ελαχιστοποιηθούν τυχόν μη ειδικοί 
παρεμβαλλόμενοι παράγοντες αναλύθηκαν ασθενείς χωρίς σημαντική Β-κυτταρική λεμφοπενία (<3% των 
ολικών λεμφοκυττάρων).  

Στα CD19+ B-λεμφοκύτταρα (εικόνα 8.3 Α και Β) οι rs4810485 G/T και T/T γονότυποι, σχετίζονταν 
με σημαντικά χαμηλότερη κανονικοποιημένη τιμή MFI του CD40 σε σχέση με τον rs4810485 G/G γονότυπο, 
εύρημα που προέκυψε τόσο σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ (εικόνα 8.3 Α, άνω ομάδα) όσο και σε υγιείς μάρτυρες 
(εικόνα 8.3 Α, κάτω ομάδα). Ανάλογα ευρήματα προέκυψαν και όταν ελέγχθηκε και η αναλογία των CD40+ 
B-λεμφοκυττάρων επί των ολικών Β-λεμφοκυττάρων (Συμπληρωματική εικόνα 1Α). Το αλληλόμορφο T 
συνοδεύονταν από σημαντικά χαμηλότερο ποσοστό CD40+ B-λεμφοκυττάρων τόσο σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. όσο 
και σε υγιείς μάρτυρες (Συμπληρωματική εικόνα 1Β). 

Όμοια ανάλυση πραγματοποιήθηκε και στα CD14+ μονοκύτταρα. Οι rs4810485 G/T και T/T γονότυποι 
είχαν χαμηλότερη έκφραση μεμβρανικής πρωτεΐνης CD40 όπως εκτιμήθηκε με την κανονικοποιημένη τιμή MFI 
(εικόνα 8.3 Γ και Δ) τόσο σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. όσο και σε υγιείς μάρτυρες. Σε αντίθεση όμως με τα Β 
λεμφοκύτταρα, δεν ανιχνεύθηκαν σημαντικές διαφορές στο ποσοστό των CD40+ μονοκυττάρων μεταξύ 
γονοτύπων, ούτε σε ασθενείς, ούτε και σε μάρτυρες (Συμπληρωματική εικόνα 2). 

Συνολικά, τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν ότι κάτω από βασικές συνθήκες, το rs4810485 
έλασσον αλληλόμορφο T σχετίζεται με χαμηλότερη επιφανειακή πρωτεϊνική έκφραση CD40 στα B-κύτταρα 
and μονοκύτταρα τόσο σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. όσο και σε υγιείς μάρτυρες ενώ στα Β-λεμφοκύτταρα φαίνεται 
να σχετίζεται και με χαμηλότερο ποσοστό CD40+ κυττάρων σε σχέση με το αλληλόμορφο G. 
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8.4 Ελαττωμένη έκφραση CD40 στα κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κυττάρων σε 
ασθενείς με Σ.Ε.Λ. που φέρουν το rs4810485 T αλληλόμορφο. 

Προκειμένου να αναλύσουμε περαιτέρω την επίδραση του γονοτύπου του πολυμορφισμού rs4810485 
στην έκφραση του μορίου CD40, προχωρήσαμε σε προσδιορισμό του ποσοστού των CD40+ μη 
ανοσοποιητικών κυττάρων που σχετίζονται με την αγγειογένεση όπως τα κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά 
κύτταρα (CECs). Λόγω του πολύ μικρού αριθμού των κυττάρων αυτών στο περιφερικό αίμα αρχικά 
χρησιμοποιήθηκε μία μεθοδολογία εμπλουτισμού τους μέσω απαλοιφής όλων των CD45+ λευκοκυττάρων και 
απομόνωση μόνο των CD45- κυττάρων. Με κυτταρομετρία ροής προσδιορίσθηκε το ποσοστό των CD40+ 
CECs με κατάλληλες τεχνικές εισόδου στα κύτταρα-στόχο τα οποία ορίστηκαν ως CD45-/CD146+ σύμφωνα με 
δημοσιευμένα πρωτόκολλα 1238. 

Σε συμφωνία με τα υπάρχοντα βιβλιογραφικά δεδομένα, τα CECs ήταν πολύ λίγα αριθμητικά στο 
περιφερικό αίμα ακόμα και μετά από εμπλουτισμό του πληθυσμού τους. Η ανάλυση με κυτταρομετρία ροής 
επιβεβαίωσε τη χαμηλή βασική έκφραση CD40 στα κύτταρα αυτά που κατέστησε δύσκολο τον προσδιορισμό 
του κανονικοποημένου MFI του CD40 στην επιφάνεια τους. Η ανάλυση όμως του ποσοστού των CD40+ 
κυττάρων σε ασθενείς με ανενεργό Σ.Ε.Λ. έδειξε ότι η παρουσία του Τ αλληλομόρφου σχετιζόταν με 
σημαντικά χαμηλότερο ποσοστό CD45-/CD146+/CD40+ κυττάρων σε σχέση με ασθενείς με το G 
αλληλόμορφο (εικόνα 8.4 Α και Β).  
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Εικόνα 8.3. Διαφορετική βασική επιφανειακή έκφραση του CD40 στα Β-κύτταρα και στα μονοκύτταρα σε 
ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και υγιείς μάρτυρες με βάσει το γονότυπο rs4810485. 

(A) Αντιπροσωπευτικά ιστογράμματα από κυτταρομετρία ροής για την έκφραση του CD40 στα CD19+ B-
κύτταρα από ασθενείς με Σ.Ε.Λ. (upper panel) και υγιείς μάρτυρες (lower panel) με τους rs4810485 G/G, 
G/T, και T/T γονοτύπους. (B) Οι ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και οι υγιείς μάρτυρες με τους T/T ή G/T γονοτύπους 
έχουν σημαντικά χαμηλότερο CD40 MFI σε φρέσκα απομονωμένα CD19+ B-κύτταρα συγκριτικά με τα 
αντίστοιχα άτομα με το G/G γονότυπο. (Mann-Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01). (C) Αντιπροσωπευτικά 
ιστογράμματα από κυτταρομετρία ροής για την έκφραση του CD40 στα CD14+ μονοκύτταρα από ασθενείς 
με Σ.Ε.Λ. (upper panel) και υγιείς μάρτυρες (lower panel) με τους rs4810485 G/G, G/T, και T/T γονοτύπους. 
(D) Οι ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και οι υγιείς μάρτυρες με τους T/T ή G/T γονοτύπους έχουν σημαντικά 
χαμηλότερο CD40 MFI σε φρέσκα απομονωμένα CD14+ μονοκύτταρα συγκριτικά με τα αντίστοιχα άτομα 
με το G/G γονότυπο. (Mann-Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01). 
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Αξιοσημείωτο είναι και το εύρημα που εμφανίσθηκε όταν προσδιορίστηκε το ποσοστό των CD146+ 
CECs επί των CD45- κυττάρων. Στους ασθενείς με το T αλληλόμορφο, ο αριθμός των CD146+ CECs επί των 
CD45- κυττάρων ήταν σημαντικά χαμηλότερος στο σύνολο του σε σχέση με το G αλληλόμορφο (Εικόνα 
8.5). 

 
 
 
Τα αποτελέσματα αυτά καταδεικνύουν ότι ο πολυμορφισμός rs4810485 φαίνεται να επιδρά κατά 

διαφορετικό τρόπο με βάση το αλληλόμορφο και σε μη αιμοποιητικά κύτταρα που εκφράζουν CD40 όπως τα 
ενδοθηλιακά στα οποία σχετίζεται τόσο με το συνολικό αριθμό τους στο περιφερικό αίμα όσο και με το 
ποσοστό των CD40+. 

 

8.5 Η ενεργοποίηση των μονοπύρηνων κυττάρων επάγει χαμηλότερη μεμβρανική 
έκφραση του CD40 σε ασθενείς και υγιείς μάρυρες με το rs4810485 T αλληλόμορφο. 

Αν και το CD40 εκφράζεται συνεχώς στην επιφάνεια των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων η 
έκφραση του επάγεται μετά από επαφή των κυττάρων με κάποιο αντιγόνο. Για να ελεγχθεί η επίδραση του 
πολυμορφισμού rs4810485 στην επαγόμενη αυτή έκφραση, τα μονοπύρηνα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 24 
ώρες με ή χωρίς 100ng/ml LPS και η μεμβρανική πρωτεϊνική έκφραση του CD40 εκτιμήθηκε με κυτταρομετρία 
ροής. 

Σε συμφωνία με τα αποτελέσματα κάτω από βασικές συνθήκες, στα ενεργοποιημένα με LPS Β-
λεμφοκύτταρα η μεμβρανική έκφραση του CD40 όπως εκτιμήθηκε με την κανονικοποιημένητ τιμή του MFI 
ήταν σημαντικά χαμηλότερη σε άτομα με τους G/T ή T/T γονοτύπους σε σχέση με άτομα που έφεραν τον G/G 
γονότυπο (εικόνα 8.4 Α και Β). Το εύρημα αυτό ήταν περισσότερο ενισχυμένο στους ασθενείς με Σ.Ε.Λ. σε 
σχέση με τους υγιείς μάρτυρες. Ανάλογα ευρήματα προέκυψαν και όταν η έκφραση του CD40 εκτιμήθηκε ως 
ποσοστό CD40+ Β-λεμφοκυττάρων (Συμπληρωματική εικόνα 3 Α και Β). 

Όσον αφορά τα CD14+ μονοκύτταρα, τα επαγόμενα από LPS επίπεδα κανονικοποιημένου MFI του 
CD40 ήταν επίσης σημαντικά χαμηλότερα τόσο σε ασθενείς όσο και σε υγιείς μάρτυρες με τους rs4810485 G/T 

Εικόνα 8.5. Διαφορετική επίδραση του rs4810485 πολυμορφισμού στο ποσοστό των CD146+ CECs 
επί των CD45- κυττάρων σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. 
Το Τ αλληλόμορφο σχετιζόταν με σημαντικά χαμηλότερο ποσοστό CECs στο αίμα ασθενών με Σ.Ε.Λ., 
τόσο σε ομόζυγη κατάσταση (Τ/Τ) όσο και σε ετερόζυγη κατάσταση (G/T), συγκριτικά με το G 
αλληλόμορφο (Mann-Whitney U test, *p<0.05).  

Εικόνα 8.4.Έκφραση του CD40 στα CECs ασθενών με Σ.Ε.Λ. με βάσει τον rs4810485 γονότυπο. 

(A) Αντιπροσωπευτικές εικόνες από ανάλυση κυτταρομετρίας ροής που δείχνουν τα ποσοστά των CD40 
θετικών και αρνητικών CECs επί των ολικών CECs με βάσει το γονότυπο στη θέση rs4810485 του CD40. 
Τα CECs ορίστηκαν ως τα CD45-/CD146+ κύτταρα και η παρούσα ανάλυση έγινε με είσοδο (gate) στα 
CD45 αρνητικά κύτταρα. (B) Οι ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και τους T/T ή G/T γονοτύπους είχαν σημαντικά 
χαμηλότερα CD40+ CECs συγκριτικά με αυτούς που έφεραν το G/G γονότυπο (Mann-Whitney U test, 
*p<0.05). (Γ) Αντιπροσωπευτικά ιστογράμματα από κυτταρομετρία ροής με τα επίπεδα έκφρασης του 
CD40 στα CECs ασθενών με Σ.Ε.Λ. στους τρείς διαφορετικούς γονοτύπους του rs4810485. (Δ) Το 
κανονικοποιημένο MFI του CD40 ήταν σημαντικά χαμηλότερο σε ασθενείς με τους G/T και T/T γονοτύπους 
σε σχέση με ασθενείς που έφεραν το G/G γονότυπο. (Mann-Whitney U test, *p<0.05). 
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και T/T γονοτύπους σε σχέση με το G/G γονότυπο (εικόνα 8.4 Γ και Δ). Ενδιαφέρον παρουσίαζε το εύρημα 
ότι σε αντίθεση με τις βασικές συνθήκες, όταν η επαγόμενη έκφραση εκτιμήθηκε ως ποσοστό CD40+ 
μονοκυττάρων, σχετίζονταν αντίστροφα με την παρουσία του ελάσσονος αλληλομόρφου Τ 
(Συμπληρωματική εικόνα 4 Α και Β), ενώ την υψηλότερη επαγωγή παρουσίασαν τα μονοκύτταρα από το 
G/G γονότυπο σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. σε σχέση με το G/G γονότυπο σε υγιείς μάρτυρες. 

Συνολικά τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι ο RS4810485 μονονουκλεοτιδικός πολυμορφισμός 
συνοδεύεται από ειδικές του αλληλομόρφου διαφορές στην επαγόμενη από αντιγόνο μεμβρανική έκφραση του 
CD40 σε υγιείς μάρτυρες αλλά περισσότερο εμφανή στο Σ.Ε.Λ. με το T αλληλόμορφο είτε σε ομόζυγη είτε σε 
ετερόζυγη κατάσταση να σχετίζεται με χαμηλότερη επαγωγή από το G αλληλόμορφο σε ομόζυγη κατάσταση. 

 

 

 

 

 

1,1
5

7

1,06
8

8

1,28
10

14

1,06
7

8

1,28
9

12

1.3
11

20

1.2
13

25

1.12
11

14

1.12
9

9.5

1.2
11

12

1.2
10

13

1.12
12

11

SL
E

CO
N

TR
O

L
SL

E
CO

N
TR

O
L

A B

Γ Δ

rs4810485  T/Trs4810485  G/G rs4810485  G/T

rs4810485  T/Trs4810485  G/G rs4810485  G/T

Εικόνα 8.5. Επίδραση του  rs4810485 πολυμορφισμού στην επαγόμενη από LPS επιφανειακή έκφραση 
του CD40 στα B-κύτταρα και μονοκύτταρα από ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και υγιείς μάρτυρες. 

(A) Αντιπροσωπευτικά ιστογράμματα από κυτταρομετρία ροής για την επιφανειακή έκφραση του CD40 στα 
διεγερμένα με LPS CD19+ B-κύτταρα από ασθενείς με Σ.Ε.Λ. (upper panel) και υγιείς μάρτυρες (lower 
panel) με τους rs4810485 G/G, G/T, και T/T γονοτύπους. (B) Η έκφραση του CD40 στα LPS διεγερμένα B-
κύτταρα με τους T/T και G/T γονοτύπους ήταν σημαντικά χαμηλότερη σε σχέση με το G/G γονότυπο τόσο 
σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. όσο και σε υγιείς μάρτυρες (Mann-Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01). Οι ασθενείς με 
Σ.Ε.Λ. και το G/G γονότυπο παρουσίασαν την πιο εκσεσημασμένη αύξηση στο CD40. (Γ) 
Αντιπροσωπευτικά ιστογράμματα από κυτταρομετρία ροής για την επιφανειακή έκφραση του CD40 στα 
διεγερμένα με LPS CD14+ μονοκύτταρα από ασθενείς με Σ.Ε.Λ. (upper panel) και υγιείς μάρτυρες (lower 
panel) με τους rs4810485 G/G, G/T, και T/T γονοτύπους. (Δ) Η έκφραση του CD40 στα LPS διεγερμένα 
CD14+ μονοκύτταρα με τους T/T και G/T γονοτύπους ήταν σημαντικά χαμηλότερη σε σχέση με το G/G 
γονότυπο τόσο σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. όσο και σε υγιείς μάρτυρες (Mann-Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01). 
Η επαγωγή ήταν περισσότερο ισχυρή σε ασθενείς με το G/G γονότυπο. 
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8.6 Το έλασσον αλληλόμορφο Α του πολυμορφισμού rs1870377 στο γονίδιο VEGFR2 
υπεραντιπροσωπεύεται σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. 

Προχωρώντας στη γενετική ανάλυση της αγγειογένεσης στο Σ.Ε.Λ., το ενδιαφέρον επικεντρώθηκε σε 
ένα δεύτερο μόριο ειδικό του ενδοθηλίου, το VEGFR2. Στο γονίδιο του εντοπίζονται δύο πολυμορφισμοί οι 
οποίοι προκαλούν μη συνώνυμες αλλαγές νουκλεοτιδίων και οδηγούν σε αλλαγές αμινοξέων στην πρωτεϊνική 
άλυσο. Πρόκειται για τους πολυμορφισμούς rs1870377 στο εξόνιο 7 του γονιδίου και τον πολυμορφισμό 
rs2305948 στο εξόνιο 11. 

Οι συχνότητες γονοτύπων και αλληλομόρφων για τον πολυμορφισμό rs1870377 παρουσιάζονται στον 
Πίνακα 8.2. Η ομάδα μελέτης αποτελούνταν από 150 ασθενείς με Σ.Ε.Λ. από την Κρήτη με τα ίδια 
δημογραφικά χαρακτηριστικά όπως αυτά αναφέρονται στο Συμπληρωματικό πίνακα 1 και 96 υγιείς 
μάρτυρες επίσης Κρητικής καταγωγής. Η ανάλυση με 2χ2 δοκιμασία x2 έδειξε ότι η ομοζυγωτία για το 
πολυμορφικό (έλασσον) αλληλόμορφο Α ήταν συχνότερη σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. σε σχέση με τους υγιείς 
μάρτυρες (18% έναντι 7.3%, p=2.0x10-4, d.f 1), ενώ το έλασσον αλληλόμορφο Α υπεραντιπροσωπευόταν στο 
Σ.Ε.Λ. (odds ratio [OR] 2.59, 95% διάστημα εμπιστοσύνης [95% CI] 1.74–3.87, p = 2.1×10-6). Η  
γονοτύπηση του ενός τρίτου των δειγμάτων των ασθενών επαναλήφθηκε με τη μέθοδο Taqman® και τα 
αποτελέσματα ήταν 100% πανομοιότυπα με αυτά που ελήφθησαν με τη μεθοδολογία RFLP. Ανάλογη γενετική 
ανάλυση για τον πολυμορφισμό rs2305948 δεν οδήγησε σε στατιστικά σημαντικές διαφορές στην κατανομή 
γονοτύπων και αλληλομόρφων μεταξύ ασθενών και υγιών μαρτύρων (Πίνακας 8.3). 

Η κατανομή των γονοτύπων και για τους δύο πολυμορφισμούς βρισκόταν σε συμφωνία με την 
ισορροπία Hardy-Weinberg. 

Τα ευρήματα από τη γενετική ανάλυση αποδεικνύουν τη συσχέτιση του rs1870377 με Σ.Ε.Λ. ενώ 
ταυτόχρονα στη θέση 472 της πρωτεΐνης η παρουσία του αμινοξέος ιστιδίνη, που κωδικοποιείται από το 
έλασσον αλληλόμορφο Α, είναι συχνότερη στους ασθενείς με Σ.Ε.Λ. σε σχέση με τους υγιείς μάρτυρες.  

 

 

 

 

rs1870377 (Q472H)
Genotype Allele

TT TA AA T A
Greek cohort
SLE patients (n=150) 40 (26.7%) 83 (55.3%) 27 (18%) 163 (54.4%) 137 (45.6%)
Healthy controls (n=96) 56 (58.3%) 33 (34.4%) 7 (7.3%) 145 (75.5%) 47 (24.5%)

*OR (95% CI) 1.00 3.52 (2.00-6.20) 5.4 (2.14-13.62) 1.00 2.59 (1.74-3.87)
*P-value (d.f. 1) − 1.2×10-5 2.0×10-4 − 2.1×10-6

Πίνακας 8.2. Συχνότητες γονοτύπων και αλληλομόρφων του πολυμορφισμού rs1870377 στο VEGFR2 
που αναλύθηκε σε 150 ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και 96 υγιείς μάρτυρες από την Ελλάδα  
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8.7 Αυξημένος αριθμός κυκλοφορούντων ενδοθηλιακών κυττάρων σε ασθενείς με 
Σ.Ε.Λ. που φέρουν το πολυμορφικό αλληλόμορφο Α στον πολυμορφισμό rs1870377 στο 
γονίδιο VEGFR2. 

Προκειμένου να διερευνηθεί περαιτέρω η πιθανή συμμετοχή του πολυμορφισμού rs1870377 στην 
ενδοθηλιακή βιολογία του Σ.Ε.Λ. προχωρήσαμε σε εκτίμηση του αριθμού των CECs (ως δείκτη ενδοθηλιακής 
βλάβης) με βάση τους διαφορετικούς γονοτύπους σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. Τα CECs μετρήθηκαν στο περιφερικό 
αίμα σύμφωνα με το διεθνώς αποδεκτό πρωτόκολλο και χρησιμοποιώντας τις καθορισμένες τεχνικές 
ανοσομαγνητικού διαχωρισμού και ανοσοφθορισμού [71] (εικόνα 8.6 Α). 

Ο αριθμός των CECs (εικόνα 8.6 Β) ήταν σημαντικά υψηλότερος σε ασθενείς ομόζυγους (μέση τιμή 
±σταθερή απόκλιση, 34 ± 4) ή ετερόζυγους (23± 3) για το έλασσον αλληλόμορφο Α σε σχέση με τους 
ομόζυγους για το μείζον αλληλόμορφο Τ (11± 3) του πολυμορφισμού rs1870377.  Ανάλογα ευρήματα 
προέκυψαν και για τον πολυμορφισμό rs2305948. O ομόζυγος γονότυπος για το έλασσον αλληλόμορφο Τ αν 
και δε σχετίζεται με Σ.Ε.Λ. συνοδευόταν από σημαντικά αυξημένο αριθμό CECs (41±4) σε σχέση με τον 
ετερόζυγο γονότυπο (24±10) ή τον ομόζυγο για το μείζον αλληλόμορφο C (25±7).  

Συμπερασματικά, τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι δύο μη συνώνυμες αλλαγές που προκαλούν 
στην πρωτεΐνη VEGFR2 oι rs1870377 και rs2305948 και άρα τα αμινοξέα ιστιδίνη στη θέση 472 που 
κωδικοποιείται από το έλλασον αλληλόμορφο Α και ισολευκίνη στη θέση 297 που κωδικοποιείται από το 
έλασσον αλληλόμορφο Τ, συνοδεύονται από υψηλότερο αριθμό κυκλοφορούντων ενδοθηλιακών κυττάρων σε 
σχέση με το αμινοξέα γλουταμίνη και βαλίνη στις ίδιες θέσεις και πιθανά με αυξημένη ενδοθηλιακή βλάβη στο 
Σ.Ε.Λ. 

 

rs2305948 (V297I)
Genotype Allele

CC CT TT C T
Greek cohort
SLE patients (n=150) 130 (86.7%) 18 (12.0%) 2 (0.3%) 278 (92.7%) 22 (7.3%)
Healthy controls (n=84) 70 (83.3%) 14 (16.7%) 0 (0.0%) 154 (91.7%) 14 (8.3%)

*OR (95% CI) 1.00 0.70 (0.32-1.48) 2.7 (0.13-57.09) 1.00 0.87 (0.43-1.75)
*P-value (d.f. 1) − 4.3×10-1 5.5×10-1 − 7.2×10-1

Πίνακας 8.3. Συχνότητες γονοτύπων και αλληλομόρφων του πολυμορφισμού rs2305948 στο 
VEGFR2 που αναλύθηκε σε 150 ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και 84 υγιείς μάρτυρες από την Ελλάδα. 
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Εικόνα 8.6. Εκτίμηση των CECs με βάσει τους γονοτύπους rs1870377 και rs2305948 στο γονίδιο του VEGFR2 σε ασθενείς 
με Σ.Ε.Λ. 

(Α). Τα CECs απομονώθηκαν από το περιφερικό αίμα με ανοσομαγνητικό διαχωρισμό με τη χρήση παραμαγνητικών 
σφαιριδίων καλυμμένων με αντι-CD146 μονοκλωνικό αντίσωμα. Ο αριθμός τους προσδιορίσθηκε με τη χρήση πλακιδίου 
μέτρησης τύπου Nageotte σύμφωνα με τα καθιερωμένα κριτήρια σε οπτικό μικροσκόπιο (αριστερή εικόνα, μπλε βέλη) αλλά 
και μετά από χρώση τους με TRITC-φθοριοσημασμένη λεκτίνη και τη χρήση συνεστιακού μικροσκοπίου φθορισμού (δεξιά 
εικόνα, μεγέθυνση 100x). (Β) Ο αριθμός των CECs ήταν σημαντικά υψηλότερος σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και τα ελάσσονα 
αλληλόμορφα Α του rs1870377 (που κωδικοποιεί το αμινοξύ ιστιδίνη) και Τ του rs2305948 (που κωδικοποιεί το αμινοξύ 
ισολευκίνη) σε σχέση με το αυτούς που έφεραν τα μείζονα αλληλόμορφα Τ (που κωδικοποιεί το αμινοξύ γλουταμίνη) και C 
(που κωδικοποιεί το αμινοξύ βαλίνη) αντίστοιχα. 

 

 

8.8 Η εντόπιση των Q472H (rs1870377) και V297I (rs2305948) στο τρισδιάστατο 
μοντέλο της πρωτεΐνης προβλέπει αλλαγή στη σηματοδότηση του υποδοχέα.  

Όπως προαναφέρθηκε, ο πολυμορφισμός rs1870377 δημιουργεί μία μη συνώνυμη αλλαγή στην 
κωδικοποιούσα αλληλουχία της πρωτεΐνης VEGFR2 οδηγώντας στην αντικατάσταση του αμινοξέος γλουταμίνη 
(Q) από το αμινοξύ Ιστιδίνη (H) στη θέση 472 της πρωτεϊνικής αλληλουχίας. Ομοίως ο πολυμορφισμός 
rs2305948 οδηγεί στην αντικατάσταση του αμινοξέος Βαλίνη (V) από το αμινοξύ Ισολευκίνη (I) στη θέση 297 
της αμινοξικής αλληλουχίας. 

Προκειμένου να αναλυθεί βιοχημικά η πιθανή συμμετοχή της αμινοξικής αλλαγής Q472H, που 
εμφανίζεται με αυξημένη συχνότητα στο Σ.Ε.Λ., στη λειτουργία του υποδοχέα κατασκευάστηκε ένα 
τρισδιάστατο μοντέλο της πρωτεΐνης πάνω στο οποίο τοποθετήθηκε η συγκεκριμένη αμινοξική αλλαγή. Η 
θέση 472 της αμινοξικής αλληλουχίας εντοπίζεται στην επιφάνεια της 5ης  ομοιάζουσας σε ανοσοσφαιρίνη 
εξωκυττάριας περιοχής του υποδοχέα VEGFR2 (Εικόνα 8.7 Α και Β). Η περιοχή αυτή είναι γνωστό ότι 
συμμετέχει στις ομοτυπικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των μονομερών του υποδοχέα, γεγονός που οδηγεί σε 
αποτελεσματικό διμερισμό του και αποδοτική αυτοφωσφορυλίωση και σηματοδότηση. Η αντικατάσταση στη 
θέση 472 (εικόνα 8.7 Α και σε μεγέθυνση Β, Κόκκινα σφαιρίδια) ενός υδρόφοβου αμινοξέος όπως η 
γλουταμίνη με ένα λιγότερο υδρόφοβο όπως η ιστιδίνη επηρεάζει τις ομοτυπικές αλληλεπιδράσεις των εγγύς 
στην κυτταρική μεμβράνη περιοχών που ομοιάζουν σε ανοσοσφαιρίνη και μπορεί να παρεμβάλλεται στην 
πρόσδεση του συνδέτη. 

 

A

B

rs1870377 (Q472H) rs2305948 (V297I)
Genotype Genotype

TT
(n=7)

TA
(n=42)

AA
(n=15)

CC
(n=55)

CT
(n=7)

TT
(n=2)

SLE patients (n=64)

CECs/ml(mean ± S.D.) 11±3 23±3 34±4 25±7 24±10 41±4
*P-value − 1.2×10-4 4.0×10-4 - 7.7x10-1 6.0x10-3
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Με ανάλογο τρόπο αναλύθηκε και η συμμετοχή της αλλαγής της βαλίνης από ισολευκίνη στη θέση 297 
της αμινοξικής ακολουθίας. Η θέση 297 εντοπίζεται στην D3 ομοιάζουσα σε ανοσοσφαιρίνη εξωκυττάρια 
περιοχή, σε μία κοιλότητα της επιφάνειας (Εικόνα 8.8 Α και Β) σε επαφή με τη D2 ομοιάζουσα σε 
ανοσοσφαιρίνη εξωκυττάρια περιοχή. Τόσο η D2 όσο και η D3 περιοχές έχουν ρόλο στην πρόσδεση του 
συνδέτη στον υποδοχέα. Κάθε αντικατάσταση αμινοξέος στις περιοχές αυτές (που παρουσιάζονται ως 
σφαιρίδια Van der Walls στη ροζ άλυσο), ειδικά από ένα υδρόφοβο όπως η ισολευκίνη, επηρεάζει τη 
στερεοδιαμόρφωση της κοιλότητας πρόσδεσης επάγοντας αλλαγές στην αλληλεπίδραση με τη D2 περιοχή (με 
μπλε χρώμα, Εικόνα 8.8 Α και μεγέθυνση Β). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Συνολικά, οι αμινοξικές αλλαγές εντοπιζόμενες σε σημαντικά ρυθμιστικές περιοχές, μπορεί να  
επηρεάζουν την πρόσδεση του συνδέτη στον υποδοχέα, τη διαδικασία της trans-αυτοφωσφορυλίωσης και το 
διμερισμό του, οδηγώντας σε σημαντικές μεταβολές στη σηματοδότηση του. 
 

A B

A B

Εικόνα 8.7. Τρισδιάστατο μοντέλο της δομής του VEGFR-2 με τοποθέτηση πάνω σε αυτό της Q472H.. 

(Α). Η θέση 472 τοποθετείται στην επιφάνεια της αρχής της D5 Ig-like δομικής περιοχής. Η μεταλλαγή 
Q472H (κόκκινο χρώμα) στο γονίδιο του VEGFR2, επηρεάζει τις ομοτυπικές αλληλεπιδράσεις των Ig-like 
περιοχών που βρίσκονται κοντά στη μεμβράνη επηρεάζοντας το ρυθμό διμερισμού του υποδοχέα και 
ίσως να παρεμβάλλονται και στην πρόσδεση του συνδέτη.(Β) Η ίδια περιοχή σε μεγέθυνση όπου η 
μεταλλαγή απεικονίζεται με σφαιρίδια Van der Walls (κόκκινο χρώμα). 

Εικόνα 8.8. Τρισδιάστατο μοντέλο της δομής του VEGFR2 με τοποθέτηση πάνω σε αυτό της V297I.  

(Α). Ο πολυμορφισμός V297I εντοπίζεται στη D3 Ig-ομοιάζουσα δομική περιοχή του εξωκυττάριου τμήματος 
του VEGFR-2 σε μία κοιλότητα της επιφάνειας σε επαφή με τη D2 Ig-ομοιάζουσα δομική περιοχή. Οι δύο 
αυτές δομικές περιοχές σχετίζονται με τη δέσμευση του συνδέτη. (Β) Κάθε αμινοξική αλλαγή στην περιοχή 
αυτή (απεικονίζεται ως σφαιρίδια Van der Walls στη ροζ άλυσο), ειδικά εάν είναι υρόφοβη, μπορεί να 
επηρεάσει τη στερεοδιάταξη της κοιλότητας της αμινοξικής αλύσου επάγοντας αλλαγές στις 
αλληλεπιδράσεις με τη D2 περιοχή (με μπλε), οδηγώντας σε αλλοίωση της ικανότητας πρόσδεσης του 
συνδέτη. 
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Η παρούσα εργασία παρέχει δεδομένα που υποστηρίζουν τη συμμετοχή δύο σημαντικών μορίων που 
εμπλέκονται στην ενδοθηλιακή βιολογία και στην αγγειογένεση, το CD40 και ο VEGFR2, στη παθογένεια του 
Συστηματικού Ερυθηματώδους Λύκου. Μέσα από τη γενετική ανάλυση συχνών πολυμορφισμών στα δύο αυτά 
μόρια, τα παρόντα πειράματα εντοπίζουν δύο πιθανά μονοπάτια που μπορεί να εμπλέκονται στις αγγειακές 
διαταραχές που χαρακτηρίζουν τη νόσο και δημιουργούν το πλαίσιο για τη διερεύνηση περαιτέρω ερευνητικών 
ερωτημάτων όσον αφορά την ενδοθηλιακή βιολογία στο περιβάλλον της χρόνιας φλεγμονής και της 
απρόσφορης ανοσορρύθμισης που χαρακτηρίζει το νόσημα αυτό. 

 

9.1 Η επιλογή της Κρήτης για γενετικές αναλύσεις. 

 Η Κρήτη είναι το μεγαλύτερο νησί της Ελλάδας. Γεωγραφικά τοποθετείται στο νοτιοανατολικότερο 
άκρο της χώρας (25ºΕ και 35ºΝ) και αποτελείται από 650000 κατοίκους με κοινό γενετικό, περιβαλλοντικό και 
πολιτιστικό υπόβαθρο, ισχυρούς οικογενειακούς δεσμούς και μικρές τάσεις μετανάστευσης1246. Η επιλογή του 
νησιού για τη μελέτη γενετικών νοσημάτων παρέχει αναμφισβήτητα πλεονεκτήματα καθώς θεωρείται ένας 
μάλλον «απομονωμένος» πληθυσμός και οι απομονωμένοι πληθυσμοί μπορεί να είναι χρήσιμοι λόγω του 
δυναμικού τους να είναι εμπλουτισμένοι σε μοναδικές παραλλαγές852.  

 Η μελέτη γενετικών νοσημάτων σε μία τέτοια κλειστή, γεωγραφικά απομονωμένη (isolated) 
«δεξαμενή γονιδίων» (gene pool), επιτρέπει την ανίχνευση σπάνιων, ειδικών για πληθυσμούς (population 
specific), μεταλλαγών αλλά και την ανίχνευση μικρών διαφορών στη συχνότητα ορισμένων αλληλομόρφων σε 
σχέση με μεγαλύτερους και ανομοιογενείς πληθυσμούς, για παράδειγμα, στον πληθυσμό της ηπειρωτικής 
Ελλάδας1247. Πράγματι, δεδομένα από πολλές μελέτες τεκμηριώνουν ότι οι Κρητικοί παρουσιάζουν διαφορές 
και ιδιαιτερότητες συγκρινόμενοι με άλλους πληθυσμούς 1248-1252. Οι γηγενείς Κρητικοί παρουσιάζουν χαμηλά 
ποσοστά μετανάστευσης, γεγονός που παρέχει τη γενετική ομοιογένεια του συγκεκριμένου πληθυσμού. Ο 
αποκαλούμενος «θόρυβος υποβάθρου» (background noise) που αποτελείται από όλους τους πιθανούς 
συνδυασμούς περιβαλλοντικών και γενετικών παραγόντων που είναι παρόντες στον πληθυσμό, 
ελαχιστοποιείται σε ένα τέτοιο ομοιογενή πληθυσμό.  

Αξίζει να σημειωθεί ότι δεδομένων των μικρών περιβαλλοντικών διακυμάνσεων και της απλής 
γενετικής διαμόρφωσης του υπό μελέτη πληθυσμού, δεν απαιτείται η εξέταση μεγάλου μεγέθους δείγματος 
και προφανώς δεν είναι και εφικτή σε μια περιορισμένη γεωγραφική περιοχή. 

Επιπρόσθετα, λόγω της παρατεταμένης περιόδου γενετικής απομόνωσης και του μικρού ποσοστού 
«νόθευσης» του γονιδιώματος από εξωγενείς πηγές, έχει επιτελεσθεί σημαντική γενετική καθήλωση1253. Τα 
σίγουρα πλεονεκτήματα απομονωμένων πληθυσμών, όπως ο Κρητικός, συνίστανται σε ένα δυναμικά 
υψηλότερο επιπολασμό ορισμένων νόσων, καλές γενεαλογικές καταγραφές και ομοιόμορφες περιβαλλοντικές 
επιδράσεις1254.  

 

9.2 O ρόλος του rs4810485 μονονουκλεοτιδικού πολυμορφισμού στο Σ.Ε.Λ. 

Επιβεβαιώσαμε το ρόλο του rs4810485 μονονουκλεοτιδικού πολυμορφισμού ως γενετικού παράγοντα 
κινδύνου στο Σ.Ε.Λ. σε ασθενείς από την Κρήτη (Ελλάδα), επιβεβαιώσαμε τα ευρήματα μας και σε δεύτερο 
εθνικό πληθυσμό από την Τουρκία και η συσχέτιση παρέμεινε εξαιρετικά ισχυρή στη μεταανάλυση των δύο 
πληθυσμών. Πρόκειται ουσιαστικά για την πρώτη μελέτη που συσχετίζει το συγκεκριμένο πολυμορφισμό με 
ανάπτυξη Σ.Ε.Λ αλλά και για την πρώτη μελέτη που συσχετίζει γενετικά το μόριο CD40 με τη νόσο. Μία 
προηγούμενη μελέτη που ανέλυσε γενετικά το γονίδιο στο Σ.Ε.Λ.925 κατέληξε σε αρνητικά συμπεράσματα, 
πιθανά λόγω των περιορισμένων δεδομένων που υπήρχαν κατά την ολοκλήρωση της μελέτης από το διεθνές 
πρόγραμμα Haplotype Mapping (HapMap project). 

Προκειμένου να διερευνηθεί περαιτέρω εάν ο συγκεκριμένος πολυμορφισμός τροποποιεί τη θέση 
πρόσδεσης κάποιου μεταγραφικού παράγοντα πραγματοποιήθηκε ανάλυση της αλληλουχίας με το πρόγραμμα 
Genomatix (Genomatix Software GmbH, “Gene2Promoter” program, Muenchen, Germany). Το αλληλόμορφο 

9 Συζήτηση-Συμπεράσματα 
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G διέκοπτε το θεωρούμενο ως σημείο πρόσδεσης του μεταγραφικού παράγοντα Pax6, ο οποίος φαίνεται να 
προσδένεται στην αλληλουχία που περιλαμβάνει το αλληλόμορφο Τ. Αν και δεν υπάρχουν αναφορές σχετικά 
με την έκφραση ή τη λειτουργία του συγκεκριμένου μεταγραφικού παράγοντα στα κύτταρα του 
ανοσοποιητικού ή αγγειακού συστήματος, ένα άλλο μέλος της οικογένειας των μεταγραφικών παραγόντων 
Pax, ο Pax5, φαίνεται να εμπλέκεται στην ενεργοποίηση του προγράμματος των ώριμων Β λεμφοκυττάρων και 
η καταστολή του θεωρείται απαραίτητη για τη διαφοροποίηση τους σε πλασματοκύτταρα1255. Σε αντίθεση, η 
παρουσία του G αλληλομόρφου ενισχύει την πρόσδεση ενός δεύτερου μεταγραφικού παράγοντα του Ets-1. Ο 
συγκεκριμένος μεταγραφικός παράγοντας που αποτελεί αρνητικό ρυθμιστή της τελικής διαφοροποίησης των Β 
λεμφοκυττάρων και των προφλεγμονωδών Th17 λεμφοκυττάρων έχει συσχετιστεί γενετικά με την ανάπτυξη 
Σ.Ε.Λ.1256 ενώ τα επίπεδα έκφρασης του βρέθηκαν μειωμένα στα μονοπύρηνα κύτταρα των ασθενών1257. 
Χαμηλά επίπεδα του Ets-1 στα μονοπύρηνα κύτταρα του Σ.Ε.Λ. μπορεί να οδηγούν σε χαμηλότερο ρυθμό 
καταστολής των γονιδίων στόχων, πιθανά και του CD40 συμβάλλοντας έτσι στην υψηλότερη έκφραση του 
μορίου που ανιχνεύθηκε σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ.  

Πρέπει να σημειώσουμε ότι ο Ets-1 αποτελεί ένα από τους καλύτερα χαρακτηρισμένους 
μεταγραφικούς παράγοντες που εκφράζονται στα ενδοθηλιακά κύτταρα και ρυθμίζουν σημαντικές 
παραμέτρους της ενδοθηλιακής βιολογίας έχοντας ως γονίδια-στόχους σημαντικά ενδοθηλιοειδικά μόρια 
συμπεριλαμβανομένου και του VEGFR21258, ενώ η έκφραση του επάγεται από προ-αγγειογόνους παράγοντες 
όπως ο VEGF1259, 1260 και ο FGF1261. Φαίνεται επομένως πιθανή η συμμετοχή του μεταγραφικού αυτού 
παράγοντα σε βιολογικές διεργασίες που περιλαμβάνουν μεταβολές στη βιολογία τόσο της ανοσορύθμισης όσο 
και της ενδοθηλιακής λειτουργίας, αλλά ο ακριβής μηχανισμός παραμένει αδιευκρίνιστος. Οι περισσότεροι 
μεταγραφικοί παράγοντες της οικογένειας ενεργοποιούν τη μεταγραφική ρύθμιση, άλλοι δρουν και ως 
μεταγραφικοί καταστολείς1262 ενώ κάποιοι μπορούν να εμφανίζου διττό ρόλο τόσο με δράσεις ενεργοποίησης 
όσο και καταστολής1263. 

 

9.3 Ο rs4810485 πιθανά επηρεάζει την έκφραση του μορίου CD40 τόσο στα APCs όσο 
και στα ενδοθηλιακά κύτταρα κατά τρόπο ειδικό του γονοτύπου αλλά και της νόσου. 

Με ανάλυση έκφρασης του CD40 βρέθηκε ότι το πολυμορφικό, έλλασον αλληλόμορφο Τ στη γενετική 
θέση rs4810485, συνοδεύεται από μεταβολές στην έκφραση του μορίου. Η παρουσία του, τόσο σε ομόζυγη 
όσο και σε ετερόζυγη κατάσταση, συνοδευόταν από χαμηλότερη έκφραση στα αντιγονοπαρουσιαστικά 
κύτταρα. Οι μεταβολές στην έκφραση του μορίου στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα ενισχύθηκαν 
περαιτέρω μετά από την αντιγονική τους διέγερση και επιβεβαιώθηκαν ταυτόχρονα και στα δύο βασικά 
επίπεδα έκφρασης, μεταγραφικό και μεταφραστικό. Καθώς η γενετική ανάλυση έδειξε ότι το αλληλόμορφο με 
τη χαμηλότερη έκφραση υποαντιπροσωπεύεται στο Σ.Ε.Λ, συμπεραίνεται ότι η πλειοψηφία των ασθενών 
χαρακτηρίζεται από υψηλότερες εκφράσεις του συνδιεγερτικού μορίου τόσο στα Β-λεμφοκύτταρα όσο και στα 
κύτταρα της μονοκυτταρικής σειράς. Η παρουσία του μείζονος υπερεκπροσωπούμενου αλληλομόρφου G 
συνοδευόταν πράγματι από υψηλότερη έκφραση του μορίου τόσο σε ασθενείς όσο και σε υγιείς μάρτυρες, με 
τους ασθενείς όμως να παρουσιάζουν συγκριτικά μεγαλύτερη έκφραση σε σχέση με τους υγιείς μάρτυρες. Το 
εύρημα αυτό συνηγορεί στο γεγονός ότι ο συγκεκριμένος πολυμορφισμός πιθανά να επηρεάζει την έκφραση 
του μορίου όχι μόνο κατά τρόπο ειδικό του αλληλομόρφου αλλά και κατά τρόπο ειδικό της νόσου και οδηγεί 
στην αναγνώριση μίας υποομάδας ασθενών με Σ.Ε.Λ. που χαρακτηρίζονται από αυξημένη έκφραση του CD40 
σε ανοσοποιητικά κύτταρα και είναι πιθανό να παρουσιάζουν υψηλότερη αποτελεσματικότητα σε στοχευμένες 
θεραπείες στο σηματοδοτικό μονοπάτι του συνδιεγερτικού αυτού μορίου. 

Η αυξημένη έκφραση του CD40 μπορεί να οδηγήσει σε ενισχυμένη σηματοδότηση μετά από 
πρόσδεση του συνδέτη του, του CD40L1264 ο οποίος επίσης έχει βρεθεί αυξημένος στα ενεργοποιημένα Τ 
λεμφοκύτταρα του Σ.Ε.Λ αλλά και στα αιμοπετάλια1265, ενώ και αυξημένα επίπεδα sCD40L στον ορό ασθενών 
με ΣΕΛ έχουν επίσης αναφερθεί1266. Αυξημένα επίπεδα είτε της μεμβρανοσύνδετης είτε της διαλυτής μορφής 
του CD40L σε συνδυασμό με αυξημένη έκφραση του υποδοχέα CD40 είτε βασική είτε επαγόμενη σε 
διάφορους πληθυσμούς κυττάρων, μπορεί να συμβάλλουν στην παθοφυσιολογία της νόσου αλλά και των 
επιπλοκών της ενεργοποιώντας με αυξημένη ισχύ σηματοδοτικά μονοπάτια στα κύτταρα στόχους που 
εκφράζουν το CD401264.  

Η συμμετοχή του CD40 των λευκοκυττάρων του περιφερικού αίματος στην παθογένεια της 
αθηροσκλήρωσης έχει επιβεβαιωθεί σε ζωικά μοντέλα αθηροσκλήρωσης (ποντίκια ανεπαρκή σε ApoE, ApoE -/- 
mice) στα οποία η καταστολή της σηματοδότησης CD40-TRAF6 στα μονοκύτταρα-μακροφάγα οδήγησε σε 
μείωση της αθηροσκλήρωσης και σε σταθερότερη αθηρωματική πλάκα1267. Η αλληλεπίδραση του 
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σηματοδοτικού μονοπατιού CD40-TRAF6 σε MHCII+ κύτταρα έχει επίσης επαγωγική επίδραση στο 
σχηματισμό παχύτερου έσω χιτώνα των αγγείων1268 που αποτελεί ένα από τα πρώτα στάδια στην ανάπτυξη 
αθηροσκλήρωσης. Σημαντικό εύρημα επίσης που έχει προκύψει από is-situ μελέτες καταδεικνύει την έκφραση 
CD40 στα μακροφάγα που διηθούν αθηροσκληρωτικές πλάκες, όχι όμως και από μακροφάγα που εδρεύουν σε 
φυσιολογικές ανθρώπινες αρτηρίες1064, 1269.  

O ρόλος των Β-λεμφοκυττάρων στην αθηροσκλήρωση είναι λιγότερο σαφής. Β-λεμφοκύτταρα έχουν 
ανιχνευθεί σε μικρούς αριθμούς στις αθηρωματικές πλάκες522, 1270 αλλά σημαντικός αριθμός βρίσκεται σε 
λεμφικές διηθήσεις γύρω από τον έξω χιτώνα των αγγείων περιβάλλοντας εκτεταμένες αθηρωματικές πλάκες 
και μπορεί να σχηματίζουν τριτογενείς λεμφικές δομές με βλαστικά κέντρα525. Η ανάπτυξη της 
αθηροσκλήρωσης έχει συσχετισθεί με σημεία ενεργοποίησης των Β-λεμφοκυττάρων που εκδηλώνεται με 
ενισχυμένη παραγωγή φυσικών IgM τύπου και επίκτητων IgG τύπου αυτοαντισωμάτων έναντι της 
οξειδωμένης LDL515, 516. Ωστόσο,  σε αντίθεση με άλλες αυτοάνοσες νόσους όπως  ο Σ.Ε.Λ. και η Ρ.Α., στα Β-
κύτταρα μέχρι τώρα έχει αποδοθεί ένας προστατευτικός ρόλος στην αθηροσκλήρωση515, 517, 1271, 1272. Αν και 
τα τύπου IgG αντι-oxLDL αντισώματα παρουσιάζουν ποικίλη συσχέτιση με τον αγγειακό κίνδυνο, τα 
κυκλοφορούντα επίπεδα των τύπου IgM αντι-oxLDL αντισωμάτων έχουν συσχετιστεί με ελαττωμένο αγγειακό 
κίνδυνο σε ανθρώπους1273, 1274. Οι μελέτες αυτές οδήγησαν στην θεώρηση ότι η συνολική ενεργοποίηση των 
Β-λεμφοκυττάρων είναι αθηροπροστατευτική και επομένως ένα κρίσιμο ερώτημα που εγείρεται είναι εάν η 
απαλοιφή των ώριμων Β-λεμφοκυττάρων οδηγεί τελικά σε επιτάχυνση της ανάπτυξης αθηροσκλήρωσης. 
Τέτοιες βιολογικές κλινικές θεραπείες που χρησιμοποιούν αντι-CD20 μονοκλωνικά αντισώματα για να 
απαλείψουν τα Β-λεμφοκύτταρα, χρησιμοποιούνται σε σοβαρές μορφές του Σ.Ε.Λ. και της Ρ.Α. και δυνητικά 
θα μπορούσαν να ενισχύσουν περαιτέρω τον ήδη αυξημένο καρδιαγγειακό κίνδυνο σε αυτούς τους ασθενείς. 
Ωστόσο από πρόσφατη μελέτη φαίνεται ότι η απαλοιφή των ώριμων Β-λεμφοκυττάρων σε επιρρεπή σε 
αθηροσκλήρωση ποντίκια (τόσο ApoE-/- όσο και σε LDLR-/-) ελαττώνει την ανάπτυξη αθηροσκλήρωσης, 
θέτοντας σε αμφισβήτηση τις παρατηρήσεις ότι η συνολική ενεργοποίηση των Β-λεμφοκυττάρων είναι 
αθηροπροστατευτική και δείχνοντας ότι ο κύριος ρόλος των Β κυττάρων στην αθηροσκλήρωση είναι να 
κατευθύνουν την ενεργοποίηση των Τ-κυττάρων προς την προαθηρογόνο Th1 άνοση απάντηση, την 
υπερπαραγωγή IFN-γ και την ελαττωμένη παραγωγή της αθηροπροστατευτικής IL-17519. Αν και εκ πρώτης 
παράδοξο, φαίνεται ότι η IL-17A στην αθηροσκλήρωση εμφανίζει ένα μη αναμενόμενο και προστατευτικό 
ρόλο κάτω από συνθήκες ελαττωμένης παραγωγής IFN-γ1275 και επιπρόσθετα τροποποιεί την πολικότητα προς 
την Th1 απάντηση1276. Έτσι το πρότυπο των παραγόμενων κυτταροκινών από τα T-κύτταρα που επάγεται 
από την απαλοιφή των Β-λεμφοκυττάρων είναι συμβατό με το παρατηρούμενο αθηροπροστατευτικό 
αποτέλεσμα. Η αναστολή της εκτεταμμένης ενεργοποίησης των Β-λεμφοκυττάρων που παρατηρείται στο 
Σ.Ε.Λ. είτε μέσω απαλοιφής είτε με ανοσοτροποποιητικές θεραπείες μπορεί ουσιαστικά να περιορίσει και την 
αγγειακή φλεγμονή και την ανάπτυξη αθηροσκληρωτικών αλλοιώσεων. 

Πάντως στο Σ.Ε.Λ. το σύστημα CD40/CD40L εμπλέκεται στην παραγωγή των παθογενετικών 
αυτοαντισωμάτων από τα Β-κύτταρα584 αν και οι ακριβείς μηχανισμοί παραμένουν άγνωστοι. Ο sCD40L που 
στο Σ.ΕΛ. βρίσκεται αυξημένος επάγει τη διαφοροποίηση των εκκριτικών κυττάρων των 
αυτοαντισωμάτων1277. Τόσο ποιοτικές όσο και ποσοτικές διαφορές στην ενεργοποίηση του CD40 μπορεί να 
επηρεάσουν την τελική έκβαση διαφοροποίησης προς πλασματοκύτταρα ή μνημονικά Β-κύτταρα ενώ 
σημαντικό ρόλο διαδραματίζει η ένταση και η διάρκεια της έκφρασης του CD40L στα Τ-λεμφοκύτταρα. Η 
συνεχής διέγερση (και όχι η παροδική) των Β-λεμφοκυττάρων από το CD40L των Τ-λεμφοκυττάρων 
αναστέλλει την τελική διαφοροποίηση σε πλασματοκύτταρα 1278 και οδηγεί τη διαφοροποίηση τους σε 
μνημονικά Β-κύτταρα1279 στα οποία μάλιστα η σηματοδότηση του συστήματος απαιτείται μόνο στα αρχικά και 
τελικά στάδια δέσμευσης τους1280. Βλάβη του ενδοθηλίου από αντι-ενδοθηλιακά αντισώματα και διαταραχές 
της πήξης έχουν προταθεί ως μηχανισμοί βλάβης στις νευροψυχιατρικές εκδηλώσεις του Σ.Ε.Λ.1281, ενώ 
αντισώματα τάξεως ΙgG, πιθανά αντι-ενδοθηλιακά από ασθενείς με νεφρίτιδα του Σ.Ε.Λ., επάγουν απόπτωση 
στα ενδοθηλιακά κύτταρα1282.  

Προχωρώντας την ανάλυση έκφρασης, βρήκαμε ότι σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και το G/G γονότυπο στη 
θέση rs4810485 που αποτελούσαν και την πλειοψηφία των ασθενών, ο συνολικός αριθμός των CECs στο αίμα 
ήταν αυξημένος συγκριτικά με τους δύο άλλους γονοτύπους. Αν και ο ακριβής ρόλος των CECs δεν είναι 
πλήρως αποσαφηνισμένος θεωρείται ότι τα κύτταρα αυτά αποκολλώνται από το αγγειακό τοίχωμα και 
εισέρχονται στην κυκλοφορία ως αποτέλεσμα βλαπτικών παραγόντων του αγγειακού τοιχωματικού ενδοθηλίου 
και ο αριθμός τους αυξάνεται σημαντικά σε παθολογικές καταστάσεις με αγγειακή συμμετοχή 131. Η θετική 
συσχέτιση της υψηλότερης έκφρασης CD40 με τον αριθμό των κυττάρων αυτών πιθανά να υποδηλώνει τη 
συμμετοχή της σηματοδότησης του μορίου, εν μέρει τουλάχιστον, στο μηχανισμό που προκάλεσε την 
αποκόλληση τους και πιθανά να εμπλέκεται στην παθοφυσιολογία της ενδοθηλιακής βλάβης. 
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Για να διερευνήσουμε περαιτέρω την πιθανή συμμετοχή του rs4810485 CD40 γονοτύπου, αναλύσαμε 
την έκφραση του μορίου στα κύτταρα αυτά από ασθενείς με τους τρεις διαφορετικούς γονοτύπους. Η 
έκφραση του CD40 στα CECs ασθενών με το G/G γονότυπο ήταν υψηλότερη σε σχέση με τους δύο άλλους 
γονοτύπους τόσο σε επίπεδο αριθμού CD40+ CECs όσο και σε μεμβρανική πρωτεϊνική έκφραση όπως ακριβώς 
καταγράφηκε και στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. Η αυξημένη έκφραση CD40 στα CECs πιθανά να 
υποδηλώνει ισχυρότερη αλληλεπίδραση με το CD40L και ισχυρότερη ενεργοποίηση του συστήματος στα 
ενδοθηλιακά κύτταρα ασθενών με Σ.Ε.Λ. Η ενεργοποίηση του συστήματος CD40-CD40L μπορεί να επηρεάσει 
αμιγώς τα ενδοθηλιακά κύτταρα οδηγώντας σε ενδοθηλιακή δυσλειτουργία1117 μέσω καταστολής της eNOS 
και αγγειακή φλεγμονή1283 καθώς επάγει την έκφραση μορίων προσκόλλησης και την παραγωγή 
προφλεγμονωδών κυτταροκινών και χυμοκινών τόσο in-vivo όσο και in-vitro1062, 1063, 1284, 1285. Η 
σηματοδότηση μέσω του συστήματος αυτού επάγει προαγγειογενετικές δράσεις1125 και οδηγεί στην έκφραση 
VEGF από τα ενδοθηλιακά κύτταρα1122. Η αυξημένη αυτή αγγειογένεση αποτελεί χαρακτηριστικό συστατικό 
των ανοσοφλεγμονωδών αντιδράσεων που διαμεσολαβούνται από κύτταρα1286, 1287. Η εκσεσημασμένη και 
ανεξέλεγκτη αγγειογένεση στα πλαίσια χρόνιας φλεγμονής οδηγούν σε αυξημένη ανάπτυξη 
αθηροσκληρωτικών πλακών, αυξημένη φλεγμονή στην αθηροσκληρωτική πλάκα και παρουσία μεγάλου 
αριθμού φλεγμονωδών κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος, ένας φαινότυπος που χαρακτηρίζεται ως 
ασταθής αθηρωματική πλάκα1288. Μάλιστα CD40L+ μικροτεμαχίδια από ανθρώπινες αθηροσκληρωτικές πλάκες 
διεγείρουν τον πολλαπλασιασμό των ενδοθηλιακών κυττάρων και την αγγειογένεση211. Καθώς τα ECs στα 
σημεία της φλεγμονής εκφράζουν CD40 και το συνδέτη του CD40L, η ενεργοποίηση του μονοπατιού πάνω 
στα ECs μετά και από άμεση αλληλεπίδραση με Τ-λεμφοκύτταρα μπορεί να αποτελέσει το μεσολαβητή της 
αγγειακής αναδιαμόρφωσης και του σχηματισμού νεοαγγείων κατά τη διάρκεια της αθηροσκλήρωσης και 
άλλων χρόνιων φλεγμονωδών καταστάσεων1289. 

Η συμμετοχή του άλλωστε έχει μέχρι στιγμής επιβεβαιωθεί στις αιματολογικές διαταραχές του Σ.Ε.Λ. 
καθώς αυξημένη έκφραση του που συνοδεύεται από αυξημένη απόπτωση και ενίσχυση του αποπτωτικού 
ρόλου του Fas έχει περιγραφεί στα αιμοποιητικά προγονικά κύτταρα του μυελού των οστών1290. 

 

9.4 Η συσχέτιση του rs1870377 στο γονίδιο του VEGFR2 με Σ.Ε.Λ. αναγνωρίζει το 
γονίδιο ως υποψήφιο για τη παθογένεια της νόσου. 

Στην προσπάθεια περαιτέρω γενετικής διερεύνησης για ανεύρεση μηχανισμών που μπορεί να 
εμπλέκονται στη διαταραχή της ενδοθηλιακής βιολογίας στο Σ.Ε.Λ. αναλύσαμε την παρουσία δύο μη-
συνώνυμων πολυμορφισμών σε ένα από τα σημαντικότερα ενδοθηλιοειδικά μόρια, τον VEGFR2. Για τον 
πρώτο πολυμορφισμό (rs2305948) δεν ανευρέθηκε συσχέτιση, εύρημα όμως που μπορεί να οφείλεται σε δύο 
παράγοντες, στο μικρό δείγμα ασθενών και υγιών μαρτύρων που αναλύθηκε και στη χαμηλή συχνότητα 
εμφάνισης του ελάσσονος αλληλομόρφου στο γενικό πληθυσμό, πράγμα που καθιστά αναγκαία την ανάλυση 
μεγαλύτερου δείγματος και που βρίσκεται σε εξέλιξη. 

Για το δεύτερο όμως πολυμορφισμό που αναλύθηκε (rs1870377 ή Q472H), βρέθηκε ισχυρή συσχέτιση 
με Σ.Ε.Λ. με υπεραντιπροσώπευση του ελάσσονος αλληλομόρφου A και του ομόζυγου γονοτύπου Α/Α στους 
ασθενείς. Το εύρημα αυτό επιβεβαιώνει το ρόλο της συγκεκριμένης γενετικής θέσης ως παράγοντα κινδύνου 
και καταδεικνύει τον VEGFR2 ως ένα πιθανό συμμετέχοντα στην ενδοθηλιακή βιολογία στο Σ.Ε.Λ. Πρόκειται 
ουσιαστικά για την πρώτη μελέτη που ανιχνεύει συσχέτιση του γονιδίου με Σ.Ε.Λ. και θέτει τα υπόβαθρο για 
περαιτέρω μελέτη της βιολογίας του συγκεκριμένου υποδοχέα, των αλληλεπιδράσεων του με το συνδέτη του 
VEGF και την διασταυρούμενη σχέση του με άλλα συστήματα που μπορεί να επηρεάζουν την αγγειογένεση 
στο Σ.Ε.Λ. όπως το σύστημα CD40/CD40L, το οποίο φαίνεται επίσης από την παρούσα μελέτη να συνδέεται με 
την παθογένεια της νόσου. 

 

9.5 Ο αυξημένος αριθμός CECs που συνοδεύει την παρουσία των rs4810485 στο CD40 
και rs1870377 στο VEGFR2, υποδηλώνει τη πιθανή συμμετοχή του σε ενδοθηλιακή 
βλάβη. 

Ο αυξημένος αριθμός CECs στο περιφερικό αίμα θεωρείται ένας εγκαθιδρυμένος δείκτης ενδοθηλιακής 
βλάβης σε ένα μεγάλο αριθμό νοσημάτων και παθολογικών καταστάσεων που χαρακτηρίζονται από αγγειακές 
επιπλοκές. Στην προσπάθεια να ισχυροποιήσουμε το εύρημα της γενετικής μελέτης που συσχέτισε τον 
πολυμορφισμό rs1870377 στο γονίδιο VEGFR2, προχωρήσαμε σε απομόνωση και καταμέτρηση των CECs σε 
ασθενείς με τους διαφορετικούς γονοτύπους. Ο αυξημένος αριθμός τους που συνόδευε την παρουσία του 
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ομόζυγου γονοτύπου για το υπεραντιπροσωπευόμενο στο Σ.Ε.Λ. έλασσον αλληλόμορφο ενισχύει την υπόθεση 
της συμμετοχής του μορίου στην ενδοθηλιακή βιολογία και πιθανά κατά τρόπο που την επηρεάζει δυσμενώς, 
οδηγώντας σε ενδοθηλιακή δυσλειτουργία. 

Τα κύτταρα αυτά πέρα από τη χρήση τους ως δείκτη ενδοθηλιακής βλάβης πιθανόν να επηρεάζουν και 
άμεσα την ενδοθηλιακή βιολογία. Είναι κατανοητό ότι τα κύτταρα αυτά ακόμα και αν αποκολληθούν ως 
βιώσιμα κύτταρα, κατά την κυκλοφορία τους υφίστανται απόπτωση με το μηχανισμό anoikis41. Η 
φαγοκυττάρωση των κυττάρων αυτών από φυσιολογικά ενδοθηλιακά κύτταρα, τουλάχιστον ex-vivo, επάγει 
την έκφραση μορίων προσκόλλησης στο φυσιολογικό ενδοθήλιο, την αυξημένη προσκόλληση λευκοκυττάρων 
και την παραγωγή προφλεγμονωδών κυτταροκινών όπως η MCP-1 και η IL-8 υποδηλώνοντας έτσι ένα 
μηχανισμό μέσω του οποίου τα φλεγμονώδη CECs αποκτούν παθογενετική σημασία ή τοπικά ή σε 
απομακρυσμένα σημεία1291. 

Τα αποπτωτικά CECs ενδεχομένως να επηρεάζουν την παθοφυσιολογία της ενδοθηλιακής 
δυσλειτουργίας στο Σ.Ε.Λ. και με επιπρόσθετο τρόπο. Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, η αλληλεπίδραση 
αποπτωτικών κυττάρων με τα φαγοκύτταρα επάγει όχι μόνο την αποτελεσματική κάθαρση τους αλλά και 
μεταβιβάζει αντι-φλεγμονώδη και ανοσοκατασταλτικά σήματα στο άμεσο περιβάλλον1292-1295. Αντίθετα, τα 
νεκρωτικά κύτταρα είναι περισσότερο πιθανό να εκκινήσουν φλεγμονή και να προδιαθέσουν σε ενεργοποίηση 
ειδικών ανοσολογικών αποκρίσεων. Τα προφλεγμονώδη αυτά φαινόμενα φαίνεται να επάγονται από κύτταρα 
που υφίστανται δευτερογενώς μετααποπτωτική νέκρωση (κυτταρόλυση) όπως για παράδειγμα κάτω από 
συνθήκες όπου η φυσιολογική και αποτελεσματική κάθαρση των αποπτωτικών σωματιδίων υπερκεράσεται, 
εμφανίζεται κατασταλμένη ή ελαττωματική1293, 1296. Τα αποπτωτικά κύτταρα θεωρούνται ως πιθανή πηγή 
αυτοαντιγόνων, η αναποτελεσματική κάθαρση τους συμβάλλει στην έναρξη και ενίσχυση της αυτοανοσίας και 
έχει θεωρηθεί ως πιθανός παθοφυσιολογικός μηχανισμός τόσο στον ανθρώπινο Σ.Ε.Λ.1297-1299 όσο και σε 
ζωικά μοντέλα επίκτητης αυτοανοσίας1300-1303. Τα αποπτωτικά CECs φέρουν ενδοθηλιακά αντιγόνα και η 
αναποτελεσματική φαγοκυττάρωση τους τόσο από επαγγελματίες φαγοκύτταρα όσο και από μη-
επαγγελματικά φαγοκύτταρα όπως τα υγιή ECs, μπορεί να κινητοποιήσει άνοσες αποκρίσεις τόσο από 
ανοσολογικά παρθένα όσο και από μνημονικά κύτταρα και να οδηγήσει στην αυξημένη παραγωγή αντι-
ενδοθηλιακών αντισωμάτων που έχει καταγραφεί στο Σ.Ε.Λ. ως μηχανισμός ενδοθηλιακής βλάβης689, 1282.  

Εκτός από τις προφλεγμονώδεις και ανοσολογικές αποκρίσεις, τα αποπτωτικά CECs μπορούν να 
επηρεάσουν δυνητικά και την αγγειογένεση. Μη-επαγγελματικά φαγοκύτταρα όπως τα επιθηλιακά, 
απελευθερώνουν αυξητικούς παράγοντες και παράγοντες επιβίωσης όπως ο VEGF όταν εκτεθούν σε 
αποπτωτικά κύτταρα οδηγώντας σε πολλαπλασιασμό των ECs1304. Τα αποπτωτικά σωματίδια από τα ECs 
ενισχύουν αριθμητικά και επάγουν διαφοροποίηση λειτουργικά στα EPCs1305, επηρεάζοντας έτσι τη διαδικασία 
της αγγειακής μορφογένεσης. Τα αποπτωτικά σωματίδια από τα ECs επίσης περιέχουν και μπορούν να 
μεταφέρουν νουκλεϊκά οξέα και πρωτεΐνες σε γειτονικά κύτταρα επηρεάζοντας τη λειτουργικότητα τους1306-

1309 και ενεργοποιώντας αγγειογενή προγράμματα στα παρακείμενα ECs1310, 1311. 

Φαίνεται επομένως ότι ο αυξημένος αριθμός CECs που χαρακτηρίζει τους πολυμορφισμούς rs4810485 
του CD40 και rs1870377 του VEGFR2 πιθανά να επηρεάζει την ενδοθηλιακή βιολογία και την αγγειογένεση στο 
Σ.Ε.Λ. με πολλαπλούς μηχανισμούς πέραν της άμεσης ενδοθηλιακής βλάβης που προκαλεί την αποκόλληση 
τους από το αγγειακό τοίχωμα. Οι μηχανισμοί αυτοί πιθανότατα περιλαμβάνουν τη σηματοδότηση και 
λειτουργία των δύο προαναφερθέντων ενδοθηλιοειδικών μορίων στα ECs και οι πλειοτροπικοί άξονες δράσεις 
τους να αποτελούν πεδία διερεύνησης και θεραπευτικής παρέμβασης για την αγγειοπάθεια του Σ.Ε.Λ. 

 

9.6 Η εντόπιση της αμινοξικής αλλαγής Q472H στο τρισδιάστατο μοντέλο της 
πρωτεΐνης υποδηλώνει διαταραχές στη σηματοδότηση του υποδοχέα. 

Η δραστηριότητα των υποδοχέων τυρόσυλο-κινασών ρυθμίζεται από τη διαθεσιμότητα του συνδέτη 
τους. Καθοδηγούμενοι από την πρόσδεση του συνδέτη οι υποδοχείς διμερίζονται και αυτοφωσφορυλιώνονται 
μεταβιβάζοντας τα ενδοκυττάρια σήματα. Η ανεύρεση συσχέτισης της αμινοξικής αλλαγής Q472H με Σ.Ε.Λ. 
και ο αυξημένος αριθμός CECs που τη συνόδευε, έγειρε το ερώτημα της πιθανής τροποποίησης της 
λειτουργικότητας του υποδοχέα που επιφέρει το αμινοξύ ιστιδίνη στη θέση 472 και που κωδικοποιείται από το 
υπεραντιπροσωπευόμενο έλασσον αλληλόμορφο. Η θέση 472 εντοπίζεται στη 5η εξωκυττάρια περιοχή 
ομοιάζουσας σε ανοσοσφαιρίνη η οποία σε εμπλέκεται στην ενεργοποίηση του υποδοχέα. Το τρισδιάστατο 
μοντέλο του υποδοχέα, έδειξε ότι η παρουσία της ιστιδίνης στη θέση αυτή αυξάνει τις ομοτυπικές 
αλληλεπιδράσεις μεταξύ των μορίων του υποδοχέα οδηγώντας σε αυξημένη ρυθμό διμερισμού και 
αυτοφωσφορυλίωσης. Τα ευρήματα αυτά συνηγορούν ότι η παρουσία του πολυμορφισμού πιθανά να 



 175 

επηρεάζει τη σηματοδότηση μέσω του υποδοχέα μετά από πρόσδεση του συνδέτη του, VEGF και μάλιστα η 
παρουσία της έχει αναφερθεί ως πιθανή σωματική μεταλλαγή σε νεανικό αιμαγγείωμα 999. Ο VEGF εκφράζεται 
από λευκοκύτταρα (ενεργοποιημένα μονοκύτταρα και Τ-λεμφοκύτταρα), ενδοθηλιακά κύτταρα καθώς και μία 
πλειάδα άλλων κυττάρων1312, 1313. Από τη μεγάλη ποικιλία αγγειογενών παραγόντων που παράγονται στα 
πλαίσια φλεγμονωδών αποκρίσεων, ο VEGF θεωρείται ως ο επικρατέστερος για την ανοσομεσολαβούμενη 
αγγειογένεση371, 372, 1125 ενώ όπως προαναφέρθηκε αυξημένα επίπεδα του έχουν αναφερθεί στο πλάσμα 
ασθενών με Σ.Ε.Λ.1314. Διαταραχές είτε στην έκφραση είτε στη σηματοδότηση του VEGFR2 μπορούν να 
επηρεάσουν την ενδοθηλιακή βιολογία όπως έχει προκύψει από ζωικά μοντέλα με απαλοιφή του γονίδίου1195 ή 
μεταλλάξεις που επηρεάζουν τη λειτουργικότητα του1207 ενώ σε νεοπλασίες του αγγειακού ενδοθηλίου όπως 
το αιμαγγείωμα1315 αλλά και το αγγειοσάρκωμα1316 έχουν αναφερθεί και μεταλλάξεις που οδηγούν σε μόνιμα 
ενεργοποιημένο υποδοχέα. 

 Τα δεδομένα αυτά, αν και έμμεσα, θέτουν το ερώτημα συμμετοχής της σηματοδότησης του 
συστήματος VEGF/VEGFR2 στο Σ.Ε.Λ. χωρίς όμως να προσδιορίζουν άμεσα την πιθανή λειτουργία του 
υποδοχέα που παραμένει ένα ενδιαφέρον ερευνητικό ερώτημα. Ο VEGFR2 αποτελεί άλλωστε τον κύριο 
επαγωγέα τόσο για τη φυσιολογική όσο και για την παθολογική αγγειογένεση. 

Αν και λίγα πράγματα είναι γνωστά για την αγγειογένεση στο Σ.Ε.Λ., το δεδομένο είναι ότι αυξημένα 
επίπεδα VEGF έχουν αναφερθεί στον ορό των ασθενών που σχετίζονταν θετικά με την ενεργότητα της νόσου 
και τη βλάβη μικροαγγείων1317 καθώς και με το αυξημένο πάχος έσω-μέσου χιτώνα των αγγείων647 ενώ ο 
ορός των ασθενών παρουσιάζει αυξημένη αγγειογενή ικανότητα1318. Οι περισσότερες δράσεις του VEGFR2 
προϋποθέτουν την πρόσδεση του συνδέτη του VEGF. O VEGF επάγει την έκφραση μορίων προσκόλλησης στα 
ενδοθηλιακά κύτταρα και διαθέτει χυμοτακτικές ιδιότητες για τα λευκοκύτταρα69, 1319. 

Αν και στο Σ.Ε.Λ. οι άμεσες αναλύσεις του συστήματος VEGF/VEGFR2 στην αγγειογένεση 
περιορίζονται κυρίως σε έμμεσες μετρήσεις αγγειογενών παραγόντων και ελάχιστα ex-vivo πειράματα λόγω 
κυρίως της αδυναμίας απομόνωσης ενδοθηλίου από τους ασθενείς, στα ενδοθηλιακά κύτταρα ο VEGF-A 
φαίνεται να επάγει την έκφραση του γονιδίου VEGFR2  μέσω θετικού επανατροφοδοτικού μηχανισμού1320. 
Επιπρόσθετα έχουν προταθεί και παρακρινείς μηχανισμοί ελέγχου του VEGFR2 κάτω από καταστάσεις 
παθολογικής αγγειογένεσης όπως σε κακοήθεις όγκους. Αυξημένη παραγωγή από μη ενδοθηλιακά κύτταρα στο 
περιβάλλον του όγκου, επηρεάζουν θετικά την έκφραση του VEGFR2 στα ενδοθηλιακά κύτταρα και 
ενεργοποιούν την παθολογική αγγειογένεση1321. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί ένα άλλο αυτοάνοσο 
νόσημα, η συστηματική σκλήρυνση, στην οποία παρά την έλλειψη επαρκούς αγγειογένεσης, τόσο ο VEGF όσο 
και οι υποδοχείς του VEGFR1 και VEGFR2 βρίσκονται αυξημένοι σε δείγματα δέρματος από τους ασθενείς και 
παρά την ιστική υποξία η χρόνια και ανεξέλεγκτη επαγωγή του VEGF γίνεται από προφλεγμονώδεις 
κυτταροκίνες όπως η IL-11322. Η συστηματική σκλήρυνση επομένως μπορεί να αποτελέσει το μοντέλο νόσου 
στο οποίο η απρόσφορη δράση αγγειογενών παραγόντων μπορεί να οδηγήσει τελικά σε διαταραχές της 
αγγειογένεσης. 

 

9.7 Συμπεράσματα 

Συνοπτικά, τα ευρήματα μας συνηγορούν υπέρ της συμμετοχής τόσο του CD40 όσο και του VEGFR2 
στη παθογένεια του Σ.Ε.Λ. Περαιτέρω πειράματα έκφρασης και χρήσης κυτταρικών δεικτών και υπολογιστικών 
μεθόδων στήριξαν τα ευρήματα της γενετικής ανάλυσης και οριοθέτησαν ένα πλαίσιο περαιτέρω μελέτης της 
ενδοθηλιακής βιολογίας στο Σ.Ε.Λ. Τα ερωτήματα της συγκεκριμένης μελέτης αφορούσαν την ανεύρεση 
υποψηφίων γονιδίων που να σχετίζονται με τη νόσο και να επηρεάζουν την ενδοθηλιακή λειτουργία. Η 
ανεύρεση δύο τέτοιων γονιδίων που συνδέουν ταυτόχρονα την ανοσορύθμιση-φλεγμονή και την αγγειογένεση 
καθώς και η ήδη γνωστή αλληλεπίδραση της λειτουργίας τους, καθιστά τα μόρια αυτά ως εξαιρετικά 
πρόσφορα για περαιτέρω μελέτη της συμμετοχής τους στην ενδοθηλιακή βιολογία του Σ.Ε.Λ. καθώς και τη 
συμβολή τους στη πιθανά τροποποιημένη αγγειογένεση και αυξημένη αθηροσκλήρωση που παρατηρείται στη 
νόσο. Το CD40 είναι ένας υποδοχέας με ευρεία και ουσιαστική συμμετοχή σε ένα ευρύ φάσμα αυτοάνοσων και 
φλεγμονωδών διεργασιών στην παθογένεση των οποίων συμμετέχουν Β και Τ λεμφοκύτταρα1323. Άλλωστε 
φλεγμονώδη συστατικά της άνοσης απόκρισης καθώς και στοιχεία της αυτοανοσίας (αυτοαντισώματα, 
αυτοαντιγόνα και αυτοδραστικά λεμφοκύτταρα) εμπλέκονται στην παθογένεια της αθηροσκλήρωσης1324 . Η 
ταυτόχρονη έκφραση του από ενδοθηλιακά κύτταρα αλλά και η ουσιώδης συμμετοχή του στη βιολογία 
τους1325 καθιστά το μόριο αυτό ως ένα από τους σημαντικούς υποψηφίους για συμμετοχή στην παθογένεια 
αγγειακών νοσημάτων. Η συσχέτιση του με το Σ.Ε.Λ. στην παρούσα μελέτη και οι λειτουργικές επιδράσεις του 
σε ανοσοποιητικά και κυκλοφορούντα ενδοθηλιακά κύτταρα, αποκαλύπτει ένα πιθανό μηχανισμό 
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πλειοτροπισμού κατά τον οποίο ένα μόριο μπορεί να συμμετέχει σε πολλαπλές παραμέτρους της βιολογίας 
ενός νοσήματος.  

Ταυτόχρονα ο VEGFR-2 αποτελεί τον κύριο λειτουργικό υποδοχέα στα ενδοθηλιακά κύτταρα που 
μεταβιβάζει σήματα πολλαπλασιασμού και επιβίωσης και διαμεσολαβεί τα κύρια προαγγειογενετικά βιολογικά 
στάδια της αγγειογένεσης τόσο σε φυσιολογικές όσο και σε παθολογικές καταστάσεις312. Αν και ο ρόλος του 
στο Σ.Ε.Λ. είναι ακόμα άγνωστος, η συσχέτιση του με το νόσημα τώρα, εμπλέκει το ουσιαστικότερο 
ενδοθηλιοειδικό μόριο στην παθογένεια της νόσου. Πιθανές μεταβολές στη σηματοδότηση του που επάγονται 
από τις αναγνωρισθείσες γενετικές παραλλαγές, ενδεχόμενα να αποτελούν σημαντική παράμετρο της 
αγγειοπάθειας του Σ.Ε.Λ. με δεδομένο το γεγονός ότι το μόριο αυτό εκφράζεται εκτός από το ώριμο ενδοθήλιο 
και στα EPCs, γεγονός που παραπέμπει στη συμμετοχή του και στα δύο ήδη γνωστά συστήματα που 
εμπλέκονται στην αγγειοπάθεια του Σ.Ε.Λ.: ενδοθηλιακή βλάβη και αναγέννηση. 

Η συμμετοχή των δύο αυτών μορίων στην παθογένεια του Σ.Ε.Λ. δημιουργεί και ένα υποθετικό 
μηχανισμό συνεργασίας τους που προκύπτει από την αλληλεπίδραση των δράσεων τους στα ενδοθηλιακά 
κύτταρα (εικόνα 9.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ο αυξημένος αριθμός CECs που συνοδεύει την παρουσία των δύο ελάσσων αλληλομόρφων για τις 
δύο γενετικές παραλλαγές που μελετήθηκαν, μπορεί να εγείρει την πιθανότητα ενδοθηλιακής βλάβης αλλά και 
να εντοπίσει τους πιθανούς μηχανισμούς στη σηματοδότηση αυτών των μορίων στο ενδοθήλιο. Ο σημαντικός 
όμως παθοφυσιολογικός ρόλος που έχουν τα CECs, επισημαίνεται από τη φαγοκυττάρωση τους και τις 
αλληλεπιδράσεις με το φυσιολογικό ενδοθήλιο, γενικεύοντας την ενδοθηλιακή ενεργοποίηση και προκαλώντας 
βλάβη και σε παρακείμενα ή και απομακρυσμένα σημεία με παραγωγή προφλεγμονωδών μεσολαβητών από το 
φυσιολογικό πια ενδοθήλιο (εικόνα 9.2). 

 

Εικόνα 9.1. Σχηματική απεικόνιση που δείχνει την αλληλεπίδραση μεταξύ CD40L και VEGF που 
μπορεί να ρυθμίζει τόσο τη φλεγμονή όσο και την αγγειογένεση. 
Η επαγόμενη από την ενεργοποίηση του CD40 παραγωγή ROS μπορεί να συμβάλλει τόσο στην 
αγγειογένεση όσο και στην πρόοδο της αθηροσκλήρωσης ενώ η άμεσα επαγόμενη σύνθεση CD40L και 
ICAM1 από την ενεργοποίηση του CD40 μπορεί να συμβάλει στην ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης.  Η 
αλληλεπίδραση CD40–CD40L και η οφειλόμενη σε αυτήν παραγωγή IL-8 και VEGF μπορεί να συμβάλλει 
τόσο στην αγγειογένεση αλλά και στην ανάπτυξη αθηροσκλήρωσης. Η επαγόμενη από τον VEGF 
ενεργοποίηση της καλπαΐνης 2 οδηγεί σε αποκοπή του de novo συντιθέμενου CD40L που επάγεται από την 
αλληλεπίδραση CD40–CD40L. Η υποξία μπορεί να διεγείρει τόσο την αγγειογένεση και τη φλεγμονή 
ανεξάρτητα ή/και σε συνδυασμό με διαδικασίες διαμεσολαβούμενες από CD40–CD40L.  
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Εικόνα 9.2. Αλληλεπιδράσεις των αποπτωτικών και νεκρών CECs με το υγιές ενδοθήλιο  

 

 

 

 

Η επιταχυνόμενη αθηροσκλήρωση αναγνωρίζεται ως μείζονα αιτία νοσηρότητας και θνησιμότητας 
στο Σ.Ε.Λ. Η συσχέτιση μεταξύ των δύο αυτών καταστάσεων υποδηλώνει ένα κοινό παθογενετικό μηχανισμό 
ενώ οι ομοιότητες τους παρέχουν καλύτερη κατανόηση της αγγειοπάθειας στη νόσο αλλά και νέες 
θεραπευτικές στρατηγικές621. 

Οι μελέτες γενετικής συσχέτισης έχουν αναγνωρίσει αρκετά γονίδια που παρέχουν προδιάθεση για 
ανάπτυξη ΣΕΛ ενώ ταυτόχρονα τα πρωτεϊνικά τους μόρια με δράση και στο ενδοθήλιο και τη βιολογία του 
(ITGAM892-894, TREX1903, 1326) μπορεί να αποτελούν μέρος του μηχανισμού γενετικής-αυτοανοσίας και 
ενδοθηλιακής βιολογίας-αγγειοπάθεια και αθηροσκλήρωση στο Σ.Ε.Λ.  

Το γονίδιο ITGAM (επίσης γνωστό ως CD11b, Mac-1 και τύπου 3 υποδοχέας του συμπληρώματος) 
ανιχνεύθηκε με την ισχυρότερη συσχέτιση με το Σ.Ε.Λ. τόσο σε μελέτες συσχέτισης «υποψήφιου γονιδίου» 
που ακολούθησαν αναλύσεις σύνδεσης όσο και σε GWAS. Η ιντεγκρίνη alpha M διαθέτει ως πιθανούς συνδέτες 
το ινωδογόνο, τη γλυκοπρωτεΐνη 1bα των αιμοπεταλίων, τη λιποπρωτεΐνη(a) και τα διακυτταρικά μόρια 
προσκόλλησης 1και 2 (ICAM-1, ICAM-2)1327, 1328. Με δεδομένους τους τόσους συνδέτες, έχουν προταθεί 
ποικίλοι μηχανισμοί που θα μπορούσαν να εξηγήσουν τις συσχετίσεις με το Σ.Ε.Λ. και να αποδώσουν τη 
συμμετοχή της στην αγγειοπάθεια της νόσου1329.  

Αντίστοιχα, το γονίδιο TREX1 που κωδικοποιεί μία DNAαση και που περιγράφηκε ως σχετιζόμενο 
τόμο με το Σ.Ε.Λ. όσο και με την αγγειακή αμφιβληστροειδοπάθεια, παρέχει μία ακόμα επιπρόσθετη λογική για 
τη μελέτη της αγγειοπάθειας που καταγράφεται σε ασθενείς με αυτό το αυτοάνοσο νόσημα1329 (εικόνα 9.3).  



 178 

Εικόνα 9.3 Μοντέλο παθογένεσης του Σ.Ε.Λ. που εμπλέκει τα προϊόντα των σχετιζόμενων με τη 
νόσο πολυμορφικών γονιδίων και τελικό στόχο δράσης το αγγείο. 
Καταγράφεται η συμμετοχή μορίων που επηρεάζουν τόσο τη φυσική όσο και την επίκτητη ανοσία και 
καταδεικνύουν την αλληλεπίδραση των δύο αυτών σκελών ρου ανοσοποιητικού συστήματος με την 
παθογένεια της αγγειακής βλάβης. Σημειώνεται ο ρόλος πολυμορφισμών του ITGAM που μπορούν να 
τροποποιήσουν την πρόσδεση του στο ICAM-1 και να αυξήσουν την προσκόλληση λευκοκυττάρων στα 
ενδοθηλιακά κύτταρα που έχουν ενεργοποιηθεί από ανοσοσυμπλέγματα και κυτταροκίνες. Επίσης λόγω 
της σχέσης του με την εκτεταμένη αγγειοπάθεια που συνοδεύει τις μεταλλαγές του, το TREX1 μπορεί να 
εμπλέκεται στη διαταραχή της αποδόμησης του DNA και στη χρόνια ενεργοποίηση των σημείων ελέγχου 
της ακεραιότητας του τα οποία συμβαίνουν επιλεκτικά στα ECs και εστιάζουν την απαγόμενη από το 
ανοσοποιητικό σύστημα βλάβη, στο αγγειακό δίκτυο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Τα ευρήματα αυτά επιβεβαιώνουν τη σημασία της γενετικής ανάλυσης στα σύνθετα νοσήματα και 
την ανεύρεση πλειοτροπικών μορίων που θα μπορούσαν να εξηγήσουν πολλαπλές παραμέτρους και επιπλοκές 
τους και τονίζουν τη σημασία διενέργειας μελετών συσχέτισης τόσο σε ολόκληρο το γένωμα αλλά και 
«υποψήφιου γονιδίου», συνδυαζόμενες με περαιτέρω λειτουργική ανάλυση για την αποσαφήνιση αλλά και 
ανεύρεση μηχανισμών της νόσου και πιθανά νέων θεραπευτικών στόχων. 

Σημαντική παράμετρος στην επαναξιολόγηση της σημασίας τέτοιων γενετικών μελετών είναι η 
θεώρηση τους περισσότερο ως «μελέτες δημιουργίας υπόθεσης» από ότι εργαλεία άμεσων κλινικών και 
διαγνωστικών αποτελεσμάτων. Σκοπός της έρευνας δεν είναι η πρόβλεψη του σχετικού κινδύνου ανάπτυξης 
της νόσου αλλά η αποκάλυψη, μέσω των νέων γονιδίων, βιολογικών μονοπατιών που εμπλέκονται στα 
πολυγονιδιακά χαρακτηριστικά και νοσήματα1330. 
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10 Συμπληρωματικό Υλικό 

 
Συμπληρωματικός Πίνακας 1* 
 

Γυναίκες/Άνδρες 322 (91.7%)/29 (8.3%) 

Ηλικία, μέση τιμή ± σταθερή. απόκλιση, έτη 40.8 ± 9.7 

Ενεργός νόσος/ανενεργός νόσος 150 (42.7%)/201 (57.3%) 

Διάρκεια Σ.Ε.Λ., μέση τιμή ± σταθερή. απόκλιση, έτη 6.7±5.6 

Βαθμολογία SLEDAI, μέση τιμή ± σταθερή. απόκλιση 

Ενεργός Σ.Ε.Λ. 

Ανενεργός Σ.Ε.Λ. 

 

12.0±5.8 

4.2±1.5 

Νεφρίτιδα 

 

150 (42.7%) 

Συμμετοχή Κ.Ν.Σ. 

 

45 (12.9%) 

Αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο 76 (21.6%) 

Κυτταροτοξική θεραπεία 

 

175 (49.9%) 

Θεραπεία με στεροειδή 

 

119 (34%) 

Θεραπεία με υδροξυχλωροκίνη 

 

140 (39.9%) 

Αυτοαντισώματα 

ANA 

Anti- dsDNA 

  

 

318 (90.6%) 

105 (30%) 

 

 
 
 

Συμπληρωματικός πίνακας 1. Κλινικά και δημογραφικά χαρακτηριστικά των 
ασθενών με Σ.Ε.Λ από την Ελλάδα που συμμετείχαν στη μελέτη γενετικής 
συσχέτισης. 
*Οι τιμές αφορούν τον απόλυτο αριθμό ασθενών (%) εκτός και αν αναφέρεται 
διαφορετικά. 

Ο ενεργός Σ.Ε.Λ. ορίστηκε ως βαθμολογία στο Σύστημα Αξιολόγησης Ενεργότητας της 
Νόσους [SLE Disease Activity Index (SLEDAI)] ≥8, και ο ανενεργός Σ.Ε.Λ. ως 
βαθμολογία SLEDAI <8. Ως ομάδα ελέγχου χρησιμοποιήθηκαν 670 υγιείς μάρτυρες, 
ανάλογης ηλικίας και φύλου με τους ασθενείς με Σ.Ε.Λ.. 

Κ.Ν.Σ. = Κεντρικό Νευρικό Σύστημα; ANA = Αντιπυρηνικά αντισώματα; Anti-dsDNA = 
Αντισώματα έναντι διπλής έλικας DNA 
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Συμπληρωματική εικόνα 2. Ποσοστά των CD40+ μονοκυττάρων σε βασικές συνθήκες σε 
ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και υγιείς μάρτυρες σύμφωνα με το γονότυπο του rs4810485 
πολυμορφισμού. 
Το ποσοστό των CD40+, CD14+ μονοκυττάρων, εκτιμήθηκε σε βασικές συνθήκες με κυτταρομετρία 
ροής τόσο σε ασθενείς όσο και σε υγιείς μάρτυρες σύμφωνα με τον rs4810485 γονότυπο (G/G, G/T, 
T/T). Δεν κατεγράφησαν στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ γονοτύπων σε καμία από τις δύο 
ομάδες συμμετεχόντων.  

Συμπληρωματική εικόνα 1. Ποσοστά των CD40+ B-λεμφοκυττάρων σε βασικές συνθήκες σε 
ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και υγιείς μάρτυρες σύμφωνα με το γονότυπο του rs4810485 πολυμορφισμού. 
(A). Αντιπροσωπευτικά διαγράμματα από κυτταρομετρία ροής που απεικονίζουν το ποσοστό των CD40+ 
CD19+ B-λεμφοκυττάρων σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. (άνω ομάδα) και υγιείς μάρτυρες (κάτω ομάδα) σύμφωνα 
με τον rs4810485 γονότυπο (G/G, G/T, T/T). (B). Τόσο οι ασθενείς με Σ.Ε.Λ. όσο και οι υγιείς μάρτυρες με 
τους T/T ή G/T γονοτύπους είχαν σημαντικά χαμηλότερο ποσοστό CD40+ B-κυττάρων σε σχέση με 
αυτούς με το G/G γονότυπο (Mann-Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01).  
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Συμπληρωματική Εικόνα 3 
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Συμπληρωματική εικόνα 3. Διαφορετική επίδραση του rs4810485 πολυμορφισμού στο επαγόμενο 
ποσοστό των CD40+ B-λεμφοκυττάρων σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και υγιείς μάρτυρες. 
(A). Αντιπροσωπευτικά διαγράμματα από κυτταρομετρία ροής που απεικονίζουν το ποσοστό των CD40+ 
CD19+ B-λεμφοκυττάρων σύμφωνα με τον rs4810485 γονότυπο (G/G, G/T, T/T), σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ (άνω 
ομάδα) και υγιείς μάρτυρες (κάτω ομάδα) μετά από 24 ώρες καλλιέργεια, με ή χωρίς ενεργοποίηση με 100 
ng/ml LPS. (B). O T/T γονότυπος σχετίζεται με σημαντικά χαμηλότερη αναλογία CD40+ B-λεμφοκυττάρων 
μετά από ενεργοποίηση με LPS 100 ng/ml για 24 ώρες συγκριτικά με το G/G γονότυπο, τόσο σε ασθενείς με 
Σ.Ε.Λ. όσο και σε υγιείς μάρτυρες. Ο G/T γονότυπος εμφάνισε στατιστικά σημαντική διαφορά μόνο στους 
υγιείς μάρτυρες (p<0.05) αν και παρόμοια τάση καταγράφηκε και στους ασθενείς με Σ.Ε.Λ. (p=0.057). 
(Mann-Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01).  
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Συμπληρωματική Εικόνα 4 
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Συμπληρωματική εικόνα 4. Διαφορετική επίδραση του rs4810485 πολυμορφισμού στο επαγώμενο 
ποσοστό των CD40+ μονοκυττάρων σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. και υγιείς μάρτυρες. 
(A). Αντιπροσωπευτικά διαγράμματα από κυτταρομετρία ροής που απεικονίζουν το ποσοστό των CD40+ 
CD14+ μονοκυττάρων σύμφωνα με τον rs4810485 γονότυπο (G/G, G/T, T/T), σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ (άνω 
ομάδα) και υγιείς μάρτυρες (κάτω ομάδα) μετά από 24 ώρες καλλιέργεια, με ή χωρίς ενεργοποίηση με 100 
ng/ml LPS, (B). Oι T/T και G/T γονότυποι σχετίζονταν με σημαντικά χαμηλότερη αναλογία CD40+ 
μονοκυττάρων μετά από ενεργοποίηση με LPS 100 ng/ml για 24 ώρες συγκριτικά με το G/G γονότυπο, τόσο 
σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ. όσο και σε υγιείς μάρτυρες. Η επαγωγή ήταν ισχυρότερη σε ασθενείς με Σ.Ε.Λ που 
έφεραν το G/G γονότυπο. (Mann-Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01).  
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11 Ευχαριστίες 

 
Ολοκληρώνοντας την παρούσα διδακτορική διατριβή θα ήταν παράλειψη να μην αναφερθώ σε 

ορισμένους ανθρώπους που συνεισέφεραν, ο καθένας με το δικό του τρόπο, στην πραγματοποίηση της. Η 
διδακτορική αυτή διατριβή μου ανατέθηκε από τον καθηγητή κ. Δημήτριο Τ. Μπούμπα πριν από περίπου 
τριάμισι χρόνια, ο οποίος θέλησε να μου εμφυσήσει την ιδέα της ερευνητικής ενασχόλησης με την αγγειακή 
βιολογία και τον ευχαριστώ θερμά.  

Βασικός υποστηρικτής και συνοδοιπόρος, σύμβουλος στην όλη πορεία της διδακτορικής διατριβής, 
υπήρξε ο επίκουρος καθηγητής μοριακής γενετικής του ανθρώπου κ. Γεώργιος Γουλιέλμος, η στήριξη του 
οποίου ήταν σημαντική ακόμα και σε πολλά διαδικαστικά θέματα που άπτονταν της παρούσας διατριβής. Του 
χρωστάω θερμότατες ευχαριστίες. 

Ευχαριστώ πολύ και τον επίκουρο καθηγητή κ. Πρόδρομο Σιδηρόπουλο για τη συνεργασία του στη 
γεφύρωση εργαστηρίου και κλινικής στην παροχή ερευνητικών δειγμάτων. 

Σημαντική και ουσιαστική η συνεισφορά του καθηγητή κ. Ηλία Ηλιόπουλου από το Γεωπονικό 
Πανεπιστήμιο Αθηνών στην in-silico μελέτη των δομικών μοντέλων και του καθηγητή βιοχημείας του 
Πανεπιστημίου Κρήτης κ. Δημήτρη Καρδάση για το μοντέλο πρόβλεψης της πρόσδεσης μεταγραφικών 
παραγόντων. Τους ευχαριστώ θερμότατα. 

Σημαντική και πολύτιμη ήταν η συνεισφορά μελών των εργαστηρίων της πτέρυγας 5Δ, στην οποία 
εδράζει και το εργαστήριο μοριακής ιατρικής και γενετικής του ανθρώπου, οι οποίοι με στήριξαν και με 
βοήθησαν επιστημονικά, τεχνικά αλλά και ηθικά. Ξεκινώ από την κ. Μαίρη Ζερβού, μέλος του τομέα 
παθολογίας του τμήματος ιατρικής, βιολόγος και διδάκτορας και η ίδια, η οποία βοήθησε και συνετέλεσε 
αποτελεσματικά στη διενέργεια της παρούσας διατριβής και την ευχαριστώ πολύ για την ουσιαστική 
συνεισφορά και τη συμμετοχή της. 

Στην κ. Χριστιάνα Χουλάκη, διδάκτορα βιολογίας και εκτελεστική υπεύθυνη των εργαστηρίων 
ρευματολογίας και μοριακής ιατρικής, οφείλω την ευγνωμοσύνη μου για την πολύτιμη βοήθεια της, τη 
συνεργασία της και κυρίως τη φιλία της.  

Στον κ. Γεώργιο Μπερτσιά, εκλεγμένο λέκτορα ρευματολογίας και κλινικής ανοσολογίας, οφείλω 
επίσης τις ευχαριστίες μου για τις εποικοδομητικές συζητήσεις μας και τν πρακτική και θεωρητική του βοήθεια 
στην επίλυση πειραματικών προβλημάτων. 

Την απέραντη ευγνωμοσύνη μου και ένα πολύ μεγάλο ευχαριστώ οφείλω στην κ. Ελένη Κουταλά, 
υπεύθυνη του εργαστηρίου κυτταρομετρίας ροής. Με μύησε στον κόσμο της κυτταρομετρίας ροής, μου δίδαξε 
τη σημασία της και με βοήθησε σημαντικά στην εφαρμογή των πειραματικών μεθόδων. 

Θα ήταν παράλειψη να μην αναφερθώ και στην κ. Δέσποινα Βάσσου, μεταδιδακτορική ερευνήτρια του 
εργαστηρίου κατά την έναρξη της διατριβής, η οποία βοήθησε σημαντικά στην εξοικείωση μου με την 
εργαστηριακή πρακτική και τεχνικές καλλιεργειών και κυτταρικών μεθόδων. 

Εξαιρετικά πολύτιμη υπήρξε η βοήθεια και σημαντική η αρμονική συνεργασία με όλα τα μέλη του 
εργαστηρίου μελέτης της αιμοποίησης . Πέραν αυτών, η ουσιαστικότερη συμβολή τους συνίσταται στη φιλία 
τους και την ηθική και ψυχολογική υποστήριξη τους τις αμέτρητες ώρες που βρισκόμασταν στα ερευνητικά 
εργαστήρια για την πραγματοποίηση των πειραμάτων μας. Τους ευχαριστώ θερμά.  

Βέβαια οφείλει να αναφερθεί και η σημαντική βοήθεια και συνεργασία όλων των μελών και στελεχών 
της ρευματολογικής κλινικής του Πανεπιστημίου Κρήτης, που χωρίς τη συνεργασία τους θα ήταν αδύνατη η 
πραγματοποίηση της συγκεκριμένης δουλειάς. Έτσι οφείλω και ονομαστικά να αναφέρω την κ. Αμαλία 
Ραπτοπούλου, επιμελήτρια της ρευματολογικής κλινικής , τους κ. Γιάννη Καλλιτσάκη, Αντώνη Φανουριάκη και 
την κ. Αργυρώ Ρέππα, ειδικευόμενους ιατρούς της κλινικής και φυσικά τις νοσηλεύτριες της κλινικής κ. Χαρά 
Μυσιρλάκη, Γιώτα Ραψομανίκη και Ελένη Καμπουράκη.  

Ιδιαίτερες ευχαριστίες και στην κ. Μαρία Μελισσουργάκη, νοσηλεύτρια ρευματολογικού ιατρείου, η 
οποία, πάντοτε πρόθυμη, παρείχε εξαιρετική σημασίας βοήθεια και υψηλού επιπέδου συνεργασία. 

Κλείνοντας, θα ήθελα να αναφερθώ στους σημαντικότερους συμμετέχοντες στην παρούσα διατριβή, 
τους ασθενείς μας, τους ασθενείς με Σ.Ε.Λ. που δέχτηκαν οικειοθελώς και με χαρά τη συμμετοχή τους στη 
μελέτη, όχι για να βοηθήσουν τους εαυτούς τους στο απρόν αλλά για να συμβάλλουν με τον τρόπο τους στην 
εξεύρεση απαντήσεων του σύνθετου νοσήματος αυτού στο μέλλον. Ανιδιοτελής και συγκινητική η συμμετοχή 
τους και βαθύτατη η ευγνωμοσύνη μας. 

Φυσικά θέλω να αναφερθώ στη σημαντική συμβολή δύο εξαιρετικών, πρωτίστως σημαντικών φίλων 
αλλά και συναδέλφων, στην Κατερίνα Πυροβολάκη και Ελένη Φραγκούλη. Γνωριστήκαμε τα πρώτα χρόνια της 
φοιτητικής μας ζωής στο τμήμα ιατρικής του πανεπιστημίου Κρήτης, προχωρήσαμε και εξελιχθήκαμε 
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παράλληλα διατηρώντας πάντα την πολύτιμη φιλία μας που αποτέλεσε στήριγμα και βοήθεια όχι μόνο τώρα 
αλλά και στο παρελθόν και εύχομαι και στο μέλλον. Όντας διδάκτορες και οι ίδιες, με βοήθησαν πρακτικά και 
θεωρητικά επίσης κατά την εκπόνηση της παρούσας διατριβής. Τις ευχαριστώ βαθύτατα. 

Η παρούσα διατριβή κατά την έναρξη και ολοκλήρωση της, συμπεριέλαβε δύο επιτροπές από μέλη 
Δ.Ε.Π. του πανεπιστημίου, την τριμελή συμβουλευτική επιτροπή και την επταμελή εξεταστική επιτροπή. Θα 
ήταν παράλειψη μου μην αναφερθούν, καθώς η συμμετοχή τους ήταν καταλυτική.  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Σας ευχαριστώ όλους. 
 
 
 
 

  

Επταμελής εξεταστική επιτροπή: 

Καθηγητής κ. Δ.Τ. Μπούμπας  

Επίκ. Καθηγητής κ. Γ. Γουλιέλμος 

Επίκ. Καθηγητής κ. Π. Σιδηρόπουλος 

Καθηγητής κ. Δ. Καρδάσης  

Καθηγήτρια κα. Ε. Παπαδάκη 

Αν. Καθηγητή κ. Α. Ηλιόπουλος 

Επίκ. Καθηγητή κ. Χ. Τσατσάνης  

Τριμελής συμβουλευτική επιτροπή: 

Καθηγητής κ. Δ.Τ. Μπούμπας  

Επίκ. Καθηγητής κ. Γ. Γουλιέλμος 

Επίκ. Καθηγητής κ. Π. Σιδηρόπουλος 



 185 

12 Βιβλιογραφικές Αναφορές 

 

1 Samani NJ, Erdmann J, et al. Genomewide association analysis of coronary artery disease. N Engl J 
Med. 2007;357(5):443-453. 

2 Saharinen P, Eklund L, et al. Angiopoietins assemble distinct Tie2 signalling complexes in 
endothelial cell-cell and cell-matrix contacts. Nat Cell Biol. 2008;10(5):527-537. 

3 Rocha SF, Adams RH. Molecular differentiation and specialization of vascular beds. Angiogenesis. 
2009;12(2):139-147. 

4 Red-Horse K, Ueno H, et al. Coronary arteries form by developmental reprogramming of venous 
cells. Nature. 2010;464(7288):549-553. 

5 Carmeliet P, Jain RK. Molecular mechanisms and clinical applications of angiogenesis. Nature. 
2011;473(7347):298-307. 

6 Gimbrone MA, Jr., Nagel T, Topper JN. Biomechanical activation: an emerging paradigm in 
endothelial adhesion biology. J Clin Invest. 1997;100(11 Suppl):S61-65. 

7 Arnout J, Hoylaerts MF, Lijnen HR. Haemostasis. Handb Exp Pharmacol. 2006(176 Pt 2):1-41. 
8 Busse R, Fleming I. Vascular endothelium and blood flow. Handb Exp Pharmacol. 2006(176 Pt 2):43-

78. 
9 Minshall RD, Malik AB. Transport across the endothelium: regulation of endothelial permeability. 

Handb Exp Pharmacol. 2006(176 Pt 1):107-144. 
10 Bazzoni G, Dejana E. Endothelial cell-to-cell junctions: molecular organization and role in vascular 

homeostasis. Physiol Rev. 2004;84(3):869-901. 
11 Sessa WC. eNOS at a glance. J Cell Sci. 2004;117(Pt 12):2427-2429. 
12 Ley K, Reutershan J. Leucocyte-endothelial interactions in health and disease. Handb Exp 

Pharmacol. 2006(176 Pt 2):97-133. 
13 Bonfanti R, Furie BC, et al. PADGEM (GMP140) is a component of Weibel-Palade bodies of human 

endothelial cells. Blood. 1989;73(5):1109-1112. 
14 Middleton J, Neil S, et al. Transcytosis and surface presentation of IL-8 by venular endothelial cells. 

Cell. 1997;91(3):385-395. 
15 De Caterina R, Libby P, et al. Nitric oxide decreases cytokine-induced endothelial activation. Nitric 

oxide selectively reduces endothelial expression of adhesion molecules and proinflammatory 
cytokines. J Clin Invest. 1995;96(1):60-68. 

16 Kuhlencordt PJ, Rosel E, et al. Role of endothelial nitric oxide synthase in endothelial activation: 
insights from eNOS knockout endothelial cells. Am J Physiol Cell Physiol. 2004;286(5):C1195-1202. 

17 Matsushita K, Morrell CN, et al. Nitric oxide regulates exocytosis by S-nitrosylation of N-
ethylmaleimide-sensitive factor. Cell. 2003;115(2):139-150. 

18 Choi J, Enis DR, et al. T lymphocyte-endothelial cell interactions. Annu Rev Immunol. 2004;22:683-
709. 

19 Shiao SL, McNiff JM, Pober JS. Memory T cells and their costimulators in human allograft injury. J 
Immunol. 2005;175(8):4886-4896. 

20 Govers R, Rabelink TJ. Cellular regulation of endothelial nitric oxide synthase. Am J Physiol Renal 
Physiol. 2001;280(2):F193-206. 

21 Stamler JS, Lamas S, Fang FC. Nitrosylation. the prototypic redox-based signaling mechanism. Cell. 
2001;106(6):675-683. 

22 Rabelink TJ, Luscher TF. Endothelial nitric oxide synthase: host defense enzyme of the 
endothelium? Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2006;26(2):267-271. 

23 Palmer RM, Ferrige AG, Moncada S. Nitric oxide release accounts for the biological activity of 
endothelium-derived relaxing factor. Nature. 1987;327(6122):524-526. 

24 Dudzinski DM, Igarashi J, et al. The regulation and pharmacology of endothelial nitric oxide 
synthase. Annu Rev Pharmacol Toxicol. 2006;46:235-276. 



 186 

25 Ignarro LJ, Buga GM, et al. Endothelium-derived relaxing factor produced and released from artery 
and vein is nitric oxide. Proc Natl Acad Sci U S A. 1987;84(24):9265-9269. 

26 Shimokawa H, Flavahan NA, et al. Prostacyclin releases endothelium-derived relaxing factor and 
potentiates its action in coronary arteries of the pig. Br J Pharmacol. 1988;95(4):1197-1203. 

27 Delpy E, Coste H, Gouville AC. Effects of cyclic GMP elevation on isoprenaline-induced increase in 
cyclic AMP and relaxation in rat aortic smooth muscle: role of phosphodiesterase 3. Br J 
Pharmacol. 1996;119(3):471-478. 

28 Taddei S, Ghiadoni L, et al. Vasodilation to bradykinin is mediated by an ouabain-sensitive pathway 
as a compensatory mechanism for impaired nitric oxide availability in essential hypertensive 
patients. Circulation. 1999;100(13):1400-1405. 

29 Flammer AJ, Luscher TF. Three decades of endothelium research: from the detection of nitric oxide 
to the everyday implementation of endothelial function measurements in cardiovascular diseases. 
Swiss Med Wkly. 2010;140:w13122. 

30 Luscher TF, Yang Z, et al. Interaction between endothelin-1 and endothelium-derived relaxing 
factor in human arteries and veins. Circ Res. 1990;66(4):1088-1094. 

31 Giannotti G, Landmesser U. Endothelial dysfunction as an early sign of atherosclerosis. Herz. 
2007;32(7):568-572. 

32 Pober JS, Sessa WC. Evolving functions of endothelial cells in inflammation. Nat Rev Immunol. 
2007;7(10):803-815. 

33 Zardi EM, Afeltra A. Endothelial dysfunction and vascular stiffness in systemic lupus 
erythematosus: Are they early markers of subclinical atherosclerosis? Autoimmun Rev. 
2010;9(10):684-686. 

34 Wever RM, van Dam T, et al. Tetrahydrobiopterin regulates superoxide and nitric oxide generation 
by recombinant endothelial nitric oxide synthase. Biochem Biophys Res Commun. 1997;237(2):340-
344. 

35 Werner ER, Gorren AC, et al. Tetrahydrobiopterin and nitric oxide: mechanistic and 
pharmacological aspects. Exp Biol Med (Maywood). 2003;228(11):1291-1302. 

36 Chalupsky K, Cai H. Endothelial dihydrofolate reductase: critical for nitric oxide bioavailability and 
role in angiotensin II uncoupling of endothelial nitric oxide synthase. Proc Natl Acad Sci U S A. 
2005;102(25):9056-9061. 

37 Crabtree MJ, Tatham AL, et al. Critical role for tetrahydrobiopterin recycling by dihydrofolate 
reductase in regulation of endothelial nitric-oxide synthase coupling: relative importance of the de 
novo biopterin synthesis versus salvage pathways. J Biol Chem. 2009;284(41):28128-28136. 

38 Pober JS, Cotran RS. The role of endothelial cells in inflammation. Transplantation. 1990;50(4):537-
544. 

39 Kerr JF, Wyllie AH, Currie AR. Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide-ranging 
implications in tissue kinetics. Br J Cancer. 1972;26(4):239-257. 

40 Majno G, Joris I. Apoptosis, oncosis, and necrosis. An overview of cell death. Am J Pathol. 
1995;146(1):3-15. 

41 Gilmore AP. Anoikis. Cell Death Differ. 2005;12 Suppl 2:1473-1477. 
42 Levine B, Kroemer G. Autophagy in the pathogenesis of disease. Cell. 2008;132(1):27-42. 
43 Keaney JF, Jr. Oxidative stress and the vascular wall: NADPH oxidases take center stage. 

Circulation. 2005;112(17):2585-2588. 
44 Nishikawa T, Edelstein D, et al. Normalizing mitochondrial superoxide production blocks three 

pathways of hyperglycaemic damage. Nature. 2000;404(6779):787-790. 
45 Fulton D, Gratton JP, et al. Regulation of endothelium-derived nitric oxide production by the 

protein kinase Akt. Nature. 1999;399(6736):597-601. 
46 Dimmeler S, Fleming I, et al. Activation of nitric oxide synthase in endothelial cells by Akt-

dependent phosphorylation. Nature. 1999;399(6736):601-605. 



 187 

47 Abe H, Yamada N, et al. Hypertension, hypertriglyceridemia, and impaired endothelium-dependent 
vascular relaxation in mice lacking insulin receptor substrate-1. J Clin Invest. 1998;101(8):1784-
1788. 

48 Norbury CJ, Zhivotovsky B. DNA damage-induced apoptosis. Oncogene. 2004;23(16):2797-2808. 
49 Alavi AS, Acevedo L, et al. Chemoresistance of endothelial cells induced by basic fibroblast growth 

factor depends on Raf-1-mediated inhibition of the proapoptotic kinase, ASK1. Cancer Res. 
2007;67(6):2766-2772. 

50 Gainetdinov RR, Premont RT, et al. Desensitization of G protein-coupled receptors and neuronal 
functions. Annu Rev Neurosci. 2004;27:107-144. 

51 Munro JM, Pober JS, Cotran RS. Tumor necrosis factor and interferon-gamma induce distinct 
patterns of endothelial activation and associated leukocyte accumulation in skin of Papio anubis. 
Am J Pathol. 1989;135(1):121-133. 

52 Joris I, Cuenoud HF, et al. Capillary leakage in inflammation. A study by vascular labeling. Am J 
Pathol. 1990;137(6):1353-1363. 

53 Micheau O, Tschopp J. Induction of TNF receptor I-mediated apoptosis via two sequential signaling 
complexes. Cell. 2003;114(2):181-190. 

54 Kreuz S, Siegmund D, et al. NF-kappaB inducers upregulate cFLIP, a cycloheximide-sensitive 
inhibitor of death receptor signaling. Mol Cell Biol. 2001;21(12):3964-3973. 

55 Bombeli T, Karsan A, et al. Apoptotic vascular endothelial cells become procoagulant. Blood. 
1997;89(7):2429-2442. 

56 Bevilacqua MP, Pober JS, et al. Recombinant tumor necrosis factor induces procoagulant activity in 
cultured human vascular endothelium: characterization and comparison with the actions of 
interleukin 1. Proc Natl Acad Sci U S A. 1986;83(12):4533-4537. 

57 Yoshizumi M, Perrella MA, et al. Tumor necrosis factor downregulates an endothelial nitric oxide 
synthase mRNA by shortening its half-life. Circ Res. 1993;73(1):205-209. 

58 Sohn RH, Deming CB, et al. Regulation of endothelial thrombomodulin expression by inflammatory 
cytokines is mediated by activation of nuclear factor-kappa B. Blood. 2005;105(10):3910-3917. 

59 Winsauer G, de Martin R. Resolution of inflammation: intracellular feedback loops in the 
endothelium. Thromb Haemost. 2007;97(3):364-369. 

60 Luster AD, Unkeless JC, Ravetch JV. Gamma-interferon transcriptionally regulates an early-response 
gene containing homology to platelet proteins. Nature. 1985;315(6021):672-676. 

61 Chaplin DD. Cell cooperation in development of eosinophil-predominant inflammation in airways. 
Immunol Res. 2002;26(1-3):55-62. 

62 Monaco C, Andreakos E, et al. T-cell-mediated signalling in immune, inflammatory and angiogenic 
processes: the cascade of events leading to inflammatory diseases. Curr Drug Targets Inflamm 
Allergy. 2004;3(1):35-42. 

63 Paleolog EM. The vasculature in rheumatoid arthritis: cause or consequence? Int J Exp Pathol. 
2009;90(3):249-261. 

64 Khurana R, Simons M, et al. Role of angiogenesis in cardiovascular disease: a critical appraisal. 
Circulation. 2005;112(12):1813-1824. 

65 Drayton DL, Liao S, et al. Lymphoid organ development: from ontogeny to neogenesis. Nat 
Immunol. 2006;7(4):344-353. 

66 Dvorak HF. Vascular permeability factor/vascular endothelial growth factor: a critical cytokine in 
tumor angiogenesis and a potential target for diagnosis and therapy. J Clin Oncol. 
2002;20(21):4368-4380. 

67 Liao S, Ruddle NH. Synchrony of high endothelial venules and lymphatic vessels revealed by 
immunization. J Immunol. 2006;177(5):3369-3379. 

68 Clauss M, Gerlach M, et al. Vascular permeability factor: a tumor-derived polypeptide that induces 
endothelial cell and monocyte procoagulant activity, and promotes monocyte migration. J Exp 
Med. 1990;172(6):1535-1545. 



 188 

69 Reinders ME, Sho M, et al. Proinflammatory functions of vascular endothelial growth factor in 
alloimmunity. J Clin Invest. 2003;112(11):1655-1665. 

70 Boulday G, Haskova Z, et al. Vascular endothelial growth factor-induced signaling pathways in 
endothelial cells that mediate overexpression of the chemokine IFN-gamma-inducible protein of 
10 kDa in vitro and in vivo. J Immunol. 2006;176(5):3098-3107. 

71 Park HH, Lo YC, et al. The death domain superfamily in intracellular signaling of apoptosis and 
inflammation. Annu Rev Immunol. 2007;25:561-586. 

72 Wang J, Al-Lamki RS, et al. Histamine antagonizes tumor necrosis factor (TNF) signaling by 
stimulating TNF receptor shedding from the cell surface and Golgi storage pool. J Biol Chem. 
2003;278(24):21751-21760. 

73 Bradley JR. TNF-mediated inflammatory disease. J Pathol. 2008;214(2):149-160. 
74 Pober JS, Min W, Bradley JR. Mechanisms of endothelial dysfunction, injury, and death. Annu Rev 

Pathol. 2009;4:71-95. 
75 Hancock WW, Kraft N, Atkins RC. The immunohistochemical demonstration of major 

histocompatibility antigens in the human kidney using monoclonal antibodies. Pathology. 
1982;14(4):409-414. 

76 Lowin B, Hahne M, et al. Cytolytic T-cell cytotoxicity is mediated through perforin and Fas lytic 
pathways. Nature. 1994;370(6491):650-652. 

77 Krupnick AS, Kreisel D, et al. Mechanism of T cell-mediated endothelial apoptosis. Transplantation. 
2002;74(6):871-876. 

78 Yoneda O, Imai T, et al. Fractalkine-mediated endothelial cell injury by NK cells. J Immunol. 
2000;164(8):4055-4062. 

79 Colvin RB, Smith RN. Antibody-mediated organ-allograft rejection. Nat Rev Immunol. 
2005;5(10):807-817. 

80 Yamakuchi M, Kirkiles-Smith NC, et al. Antibody to human leukocyte antigen triggers endothelial 
exocytosis. Proc Natl Acad Sci U S A. 2007;104(4):1301-1306. 

81 Wertz IE, O'Rourke KM, et al. De-ubiquitination and ubiquitin ligase domains of A20 downregulate 
NF-kappaB signalling. Nature. 2004;430(7000):694-699. 

82 Vaux DL, Silke J. IAPs, RINGs and ubiquitylation. Nat Rev Mol Cell Biol. 2005;6(4):287-297. 
83 Pober JS. Tumor Necrosis Factor. In: Aird. W, ed. Endothelial Biomedicine: A Coprehensive Reference. 

Cambridge, U.K.: Cambridge University Press 2007:261-265. 
84 Ferran C. Protective genes in the vessel wall: Modulators of graft survival and function. 

Transplantation. 2006;82(1 Suppl):S36-40. 
85 Mahboubi K, Biedermann BC, et al. IL-11 activates human endothelial cells to resist immune-

mediated injury. J Immunol. 2000;164(7):3837-3846. 
86 Ross R. The pathogenesis of atherosclerosis: a perspective for the 1990s. Nature. 

1993;362(6423):801-809. 
87 Combes V, Simon AC, et al. In vitro generation of endothelial microparticles and possible 

prothrombotic activity in patients with lupus anticoagulant. J Clin Invest. 1999;104(1):93-102. 
88 George F, Brisson C, et al. Rapid isolation of human endothelial cells from whole blood using S-

Endo1 monoclonal antibody coupled to immuno-magnetic beads: demonstration of endothelial 
injury after angioplasty. Thromb Haemost. 1992;67(1):147-153. 

89 Carmeliet P. Mechanisms of angiogenesis and arteriogenesis. Nat Med. 2000;6(4):389-395. 
90 Rafii S. Circulating endothelial precursors: mystery, reality, and promise. J Clin Invest. 

2000;105(1):17-19. 
91 Tepper OM, Capla JM, et al. Adult vasculogenesis occurs through in situ recruitment, proliferation, 

and tubulization of circulating bone marrow-derived cells. Blood. 2005;105(3):1068-1077. 
92 Heiss C, Amabile N, et al. Brief secondhand smoke exposure depresses endothelial progenitor cells 

activity and endothelial function: sustained vascular injury and blunted nitric oxide production. J 
Am Coll Cardiol. 2008;51(18):1760-1771. 



 189 

93 Hill JM, Zalos G, et al. Circulating endothelial progenitor cells, vascular function, and cardiovascular 
risk. N Engl J Med. 2003;348(7):593-600. 

94 Vasa M, Fichtlscherer S, et al. Number and migratory activity of circulating endothelial progenitor 
cells inversely correlate with risk factors for coronary artery disease. Circ Res. 2001;89(1):E1-7. 

95 Sabatier F, Camoin-Jau L, et al. Circulating endothelial cells, microparticles and progenitors: key 
players towards the definition of vascular competence. J Cell Mol Med. 2009;13(3):454-471. 

96 Polykandriotis E, Arkudas A, et al. Autonomously vascularized cellular constructs in tissue 
engineering: opening a new perspective for biomedical science. J Cell Mol Med. 2007;11(1):6-20. 

97 Goligorsky MS. Clinical assessment of endothelial dysfunction: combine and rule. Curr Opin Nephrol 
Hypertens. 2006;15(6):617-624. 

98 Nadar S, Blann AD, Lip GY. Endothelial dysfunction: methods of assessment and application to 
hypertension. Curr Pharm Des. 2004;10(29):3591-3605. 

99 Fadini GP, Avogaro A. Cell-based methods for ex vivo evaluation of human endothelial biology. 
Cardiovasc Res. 2010;87(1):12-21. 

100 Feng L, Stern DM, Pile-Spellman J. Human endothelium: endovascular biopsy and molecular 
analysis. Radiology. 1999;212(3):655-664. 

101 Ludmer PL, Selwyn AP, et al. Paradoxical vasoconstriction induced by acetylcholine in 
atherosclerotic coronary arteries. N Engl J Med. 1986;315(17):1046-1051. 

102 Anderson TJ, Gerhard MD, et al. Systemic nature of endothelial dysfunction in atherosclerosis. Am J 
Cardiol. 1995;75(6):71B-74B. 

103 Joannides R, Haefeli WE, et al. Nitric oxide is responsible for flow-dependent dilatation of human 
peripheral conduit arteries in vivo. Circulation. 1995;91(5):1314-1319. 

104 Joannides R, Richard V, et al. Role of basal and stimulated release of nitric oxide in the regulation 
of radial artery caliber in humans. Hypertension. 1995;26(2):327-331. 

105 Panza JA, Quyyumi AA, et al. Abnormal endothelium-dependent vascular relaxation in patients 
with essential hypertension. N Engl J Med. 1990;323(1):22-27. 

106 Linder L, Kiowski W, et al. Indirect evidence for release of endothelium-derived relaxing factor in 
human forearm circulation in vivo. Blunted response in essential hypertension. Circulation. 
1990;81(6):1762-1767. 

107 Deanfield J, Donald A, et al. Endothelial function and dysfunction. Part I: Methodological issues for 
assessment in the different vascular beds: a statement by the Working Group on Endothelin and 
Endothelial Factors of the European Society of Hypertension. J Hypertens. 2005;23(1):7-17. 

108 Kuvin JT, Patel AR, et al. Assessment of peripheral vascular endothelial function with finger arterial 
pulse wave amplitude. Am Heart J. 2003;146(1):168-174. 

109 Lavie P, Schnall RP, et al. Peripheral vasoconstriction during REM sleep detected by a new 
plethysmographic method. Nat Med. 2000;6(6):606. 

110 Nohria A, Gerhard-Herman M, et al. Role of nitric oxide in the regulation of digital pulse volume 
amplitude in humans. J Appl Physiol. 2006;101(2):545-548. 

111 Bonetti PO, Pumper GM, et al. Noninvasive identification of patients with early coronary 
atherosclerosis by assessment of digital reactive hyperemia. J Am Coll Cardiol. 2004;44(11):2137-
2141. 

112 Hamburg NM, Keyes MJ, et al. Cross-sectional relations of digital vascular function to 
cardiovascular risk factors in the Framingham Heart Study. Circulation. 2008;117(19):2467-2474. 

113 Wilkinson IB, Fuchs SA, et al. Reproducibility of pulse wave velocity and augmentation index 
measured by pulse wave analysis. J Hypertens. 1998;16(12 Pt 2):2079-2084. 

114 Nelson MR, Stepanek J, et al. Noninvasive measurement of central vascular pressures with arterial 
tonometry: clinical revival of the pulse pressure waveform? Mayo Clin Proc. 2010;85(5):460-472. 

115 Vlachopoulos C, Aznaouridis K, Stefanadis C. Prediction of cardiovascular events and all-cause 
mortality with arterial stiffness: a systematic review and meta-analysis. J Am Coll Cardiol. 
2010;55(13):1318-1327. 



 190 

116 Simon A, Mijiti W, et al. Current possibilities for detecting high risk of cardiovascular disease. Int J 
Cardiol. 2006;110(2):146-152. 

117 Beckman JA, Preis O, et al. Comparison of usefulness of inflammatory markers in patients with 
versus without peripheral arterial disease in predicting adverse cardiovascular outcomes 
(myocardial infarction, stroke, and death). Am J Cardiol. 2005;96(10):1374-1378. 

118 Rassaf T, Feelisch M, Kelm M. Circulating NO pool: assessment of nitrite and nitroso species in 
blood and tissues. Free Radic Biol Med. 2004;36(4):413-422. 

119 Vallance P, Leiper J. Cardiovascular biology of the asymmetric dimethylarginine:dimethylarginine 
dimethylaminohydrolase pathway. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2004;24(6):1023-1030. 

120 Boger RH, Sydow K, et al. LDL cholesterol upregulates synthesis of asymmetrical dimethylarginine 
in human endothelial cells: involvement of S-adenosylmethionine-dependent methyltransferases. 
Circ Res. 2000;87(2):99-105. 

121 Boger RH, Maas R, et al. Elevated levels of asymmetric dimethylarginine (ADMA) as a marker of 
cardiovascular disease and mortality. Clin Chem Lab Med. 2005;43(10):1124-1129. 

122 Ridker PM, Brown NJ, et al. Established and emerging plasma biomarkers in the prediction of first 
atherothrombotic events. Circulation. 2004;109(25 Suppl 1):IV6-19. 

123 Rifai N, Ridker PM. Inflammatory markers and coronary heart disease. Curr Opin Lipidol. 
2002;13(4):383-389. 

124 Hwang SJ, Ballantyne CM, et al. Circulating adhesion molecules VCAM-1, ICAM-1, and E-selectin in 
carotid atherosclerosis and incident coronary heart disease cases: the Atherosclerosis Risk In 
Communities (ARIC) study. Circulation. 1997;96(12):4219-4225. 

125 Ridker PM, Hennekens CH, et al. Plasma concentration of soluble intercellular adhesion molecule 1 
and risks of future myocardial infarction in apparently healthy men. Lancet. 1998;351(9096):88-92. 

126 Vaughan DE. PAI-1 and atherothrombosis. J Thromb Haemost. 2005;3(8):1879-1883. 
127 Meyer AA, Kundt G, et al. Impaired flow-mediated vasodilation, carotid artery intima-media 

thickening, and elevated endothelial plasma markers in obese children: the impact of 
cardiovascular risk factors. Pediatrics. 2006;117(5):1560-1567. 

128 Mannucci PM. von Willebrand factor: a marker of endothelial damage? Arterioscler Thromb Vasc 
Biol. 1998;18(9):1359-1362. 

129 Koenig W, Lowel H, et al. C-reactive protein modulates risk prediction based on the Framingham 
Score: implications for future risk assessment: results from a large cohort study in southern 
Germany. Circulation. 2004;109(11):1349-1353. 

130 Wilson PW, Nam BH, et al. C-reactive protein and risk of cardiovascular disease in men and women 
from the Framingham Heart Study. Arch Intern Med. 2005;165(21):2473-2478. 

131 Boos CJ, Lip GY, Blann AD. Circulating endothelial cells in cardiovascular disease. J Am Coll Cardiol. 
2006;48(8):1538-1547. 

132 Piccin A, Murphy WG, Smith OP. Circulating microparticles: pathophysiology and clinical 
implications. Blood Rev. 2007;21(3):157-171. 

133 Lynch SF, Ludlam CA. Plasma microparticles and vascular disorders. Br J Haematol. 2007;137(1):36-
48. 

134 Morel O, Toti F, et al. Procoagulant microparticles: disrupting the vascular homeostasis equation? 
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2006;26(12):2594-2604. 

135 Reed MJ, Karres N, et al. Endothelial precursor cells. Stem Cell Rev. 2007;3(3):218-225. 
136 George F, Poncelet P, et al. Cytofluorometric detection of human endothelial cells in whole blood 

using S-Endo 1 monoclonal antibody. J Immunol Methods. 1991;139(1):65-75. 
137 Blann AD, Woywodt A, et al. Circulating endothelial cells. Biomarker of vascular disease. Thromb 

Haemost. 2005;93(2):228-235. 
138 Strijbos MH, Verhoef C, et al. On the origin of (CD105+) circulating endothelial cells. Thromb 

Haemost. 2009;102(2):347-351. 



 191 

139 Mariucci S, Rovati B, et al. A six-colour flow cytometric method for simultaneous detection of cell 
phenotype and apoptosis of circulating endothelial cells. Scand J Clin Lab Invest. 2009;69(3):433-
438. 

140 Martin-Padura I, Bertolini F. Circulating endothelial cells as biomarkers for angiogenesis in tumor 
progression. Front Biosci (Schol Ed). 2009;1:304-318. 

141 Percivalle E, Revello MG, et al. Circulating endothelial giant cells permissive for human 
cytomegalovirus (HCMV) are detected in disseminated HCMV infections with organ involvement. J 
Clin Invest. 1993;92(2):663-670. 

142 Dignat-George F, Sampol J. Circulating endothelial cells in vascular disorders: new insights into an 
old concept. Eur J Haematol. 2000;65(4):215-220. 

143 Woywodt A, Streiber F, et al. Circulating endothelial cells as markers for ANCA-associated small-
vessel vasculitis. Lancet. 2003;361(9353):206-210. 

144 Bull TM, Golpon H, et al. Circulating endothelial cells in pulmonary hypertension. Thromb Haemost. 
2003;90(4):698-703. 

145 Mutunga M, Fulton B, et al. Circulating endothelial cells in patients with septic shock. Am J Respir 
Crit Care Med. 2001;163(1):195-200. 

146 Lin Y, Weisdorf DJ, et al. Origins of circulating endothelial cells and endothelial outgrowth from 
blood. J Clin Invest. 2000;105(1):71-77. 

147 Holmen C, Elsheikh E, et al. Circulating inflammatory endothelial cells contribute to endothelial 
progenitor cell dysfunction in patients with vasculitis and kidney involvement. J Am Soc Nephrol. 
2005;16(10):3110-3120. 

148 Beerepoot LV, Mehra N, et al. Increased levels of viable circulating endothelial cells are an indicator 
of progressive disease in cancer patients. Ann Oncol. 2004;15(1):139-145. 

149 Boos CJ, Soor SK, et al. Relationship between circulating endothelial cells and the predicted risk of 
cardiovascular events in acute coronary syndromes. Eur Heart J. 2007;28(9):1092-1101. 

150 Solovey A, Lin Y, et al. Circulating activated endothelial cells in sickle cell anemia. N Engl J Med. 
1997;337(22):1584-1590. 

151 Swerlick RA, Lee KH, et al. Human dermal microvascular endothelial but not human umbilical vein 
endothelial cells express CD36 in vivo and in vitro. J Immunol. 1992;148(1):78-83. 

152 Mancuso P, Rabascio C, Bertolini F. Strategies to investigate circulating endothelial cells in cancer. 
Pathophysiol Haemost Thromb. 2003;33(5-6):503-506. 

153 Butthep P, Rummavas S, et al. Increased circulating activated endothelial cells, vascular endothelial 
growth factor, and tumor necrosis factor in thalassemia. Am J Hematol. 2002;70(2):100-106. 

154 Mutin M, Canavy I, et al. Direct evidence of endothelial injury in acute myocardial infarction and 
unstable angina by demonstration of circulating endothelial cells. Blood. 1999;93(9):2951-2958. 

155 Quilici J, Banzet N, et al. Circulating endothelial cell count as a diagnostic marker for non-ST-
elevation acute coronary syndromes. Circulation. 2004;110(12):1586-1591. 

156 Lee KW, Blann AD, Lip GY. Plasma markers of endothelial damage/dysfunction, inflammation and 
thrombogenesis in relation to TIMI risk stratification in acute coronary syndromes. Thromb 
Haemost. 2005;94(5):1077-1083. 

157 Makin AJ, Blann AD, et al. Assessment of endothelial damage in atherosclerotic vascular disease by 
quantification of circulating endothelial cells. Relationship with von Willebrand factor and tissue 
factor. Eur Heart J. 2004;25(5):371-376. 

158 McClung JA, Naseer N, et al. Circulating endothelial cells are elevated in patients with type 2 
diabetes mellitus independently of HbA(1)c. Diabetologia. 2005;48(2):345-350. 

159 Erdbruegger U, Woywodt A, et al. Circulating endothelial cells as a prognostic marker in thrombotic 
microangiopathy. Am J Kidney Dis. 2006;48(4):564-570. 

160 Nadar SK, Lip GY, et al. Circulating endothelial cells in acute ischaemic stroke. Thromb Haemost. 
2005;94(4):707-712. 

161 Koc M, Richards HB, et al. Circulating endothelial cells are associated with future vascular events in 
hemodialysis patients. Kidney Int. 2005;67(3):1078-1083. 



 192 

162 Woywodt A, Schroeder M, et al. Elevated numbers of circulating endothelial cells in renal 
transplant recipients. Transplantation. 2003;76(1):1-4. 

163 Al-Massarani G, Vacher-Coponat H, et al. Impact of immunosuppressive treatment on endothelial 
biomarkers after kidney transplantation. Am J Transplant. 2008;8(11):2360-2367. 

164 Woywodt A, Scheer J, et al. Circulating endothelial cells as a marker of endothelial damage in 
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. Blood. 2004;103(9):3603-3605. 

165 Del Papa N, Colombo G, et al. Circulating endothelial cells as a marker of ongoing vascular disease 
in systemic sclerosis. Arthritis Rheum. 2004;50(4):1296-1304. 

166 Rajagopalan S, Somers EC, et al. Endothelial cell apoptosis in systemic lupus erythematosus: a 
common pathway for abnormal vascular function and thrombosis propensity. Blood. 
2004;103(10):3677-3683. 

167 Clancy R, Marder G, et al. Circulating activated endothelial cells in systemic lupus erythematosus: 
further evidence for diffuse vasculopathy. Arthritis Rheum. 2001;44(5):1203-1208. 

168 Woywodt A, Bahlmann FH, et al. Circulating endothelial cells: life, death, detachment and repair of 
the endothelial cell layer. Nephrol Dial Transplant. 2002;17(10):1728-1730. 

169 Ingber D. Extracellular matrix and cell shape: potential control points for inhibition of 
angiogenesis. J Cell Biochem. 1991;47(3):236-241. 

170 Oguey D, George PW, Ruegg C. Disruption of integrin-dependent adhesion and survival of 
endothelial cells by recombinant adenovirus expressing isolated beta integrin cytoplasmic 
domains. Gene Ther. 2000;7(15):1292-1303. 

171 Visser MR, Jacob HS, et al. Granulocyte-mediated injury to herpes simplex virus-infected human 
endothelium. Lab Invest. 1989;60(2):296-304. 

172 Ballieux BE, Hiemstra PS, et al. Detachment and cytolysis of human endothelial cells by proteinase 
3. Eur J Immunol. 1994;24(12):3211-3215. 

173 Boehme MW, Galle P, Stremmel W. Kinetics of thrombomodulin release and endothelial cell injury 
by neutrophil-derived proteases and oxygen radicals. Immunology. 2002;107(3):340-349. 

174 Harlan JM, Killen PD, et al. Neutrophil-mediated endothelial injury in vitro mechanisms of cell 
detachment. J Clin Invest. 1981;68(6):1394-1403. 

175 Ruegg C, Dormond O, Foletti A. Suppression of tumor angiogenesis through the inhibition of 
integrin function and signaling in endothelial cells: which side to target? Endothelium. 
2002;9(3):151-160. 

176 Grosjean J, Kiriakidis S, et al. Vascular endothelial growth factor signalling in endothelial cell 
survival: a role for NFkappaB. Biochem Biophys Res Commun. 2006;340(3):984-994. 

177 Solovey AN, Gui L, et al. Identification and functional assessment of endothelial P1H12. J Lab Clin 
Med. 2001;138(5):322-331. 

178 Yan X, Lin Y, et al. A novel anti-CD146 monoclonal antibody, AA98, inhibits angiogenesis and tumor 
growth. Blood. 2003;102(1):184-191. 

179 Elshal MF, Khan SS, et al. CD146 (Mel-CAM), an adhesion marker of endothelial cells, is a novel 
marker of lymphocyte subset activation in normal peripheral blood. Blood. 2005;106(8):2923-2924. 

180 Duda DG, Cohen KS, et al. Differential CD146 expression on circulating versus tissue endothelial 
cells in rectal cancer patients: implications for circulating endothelial and progenitor cells as 
biomarkers for antiangiogenic therapy. J Clin Oncol. 2006;24(9):1449-1453. 

181 Kim I, Yilmaz OH, Morrison SJ. CD144 (VE-cadherin) is transiently expressed by fetal liver 
hematopoietic stem cells. Blood. 2005;106(3):903-905. 

182 Woywodt A, Blann AD, et al. Isolation and enumeration of circulating endothelial cells by 
immunomagnetic isolation: proposal of a definition and a consensus protocol. J Thromb Haemost. 
2006;4(3):671-677. 

183 Woywodt A, Goldberg C, et al. An improved assay for enumeration of circulating endothelial cells. 
Ann Hematol. 2004;83(8):491-494. 

184 Hamid SA, Daly C, Campbell S. Visualization of live endothelial cells ex vivo and in vitro. Microvasc 
Res. 2003;66(2):159-163. 



 193 

185 Stephenson TJ, Griffiths DW, Mills PM. Comparison of Ulex europaeus I lectin binding and factor 
VIII-related antigen as markers of vascular endothelium in follicular carcinoma of the thyroid. 
Histopathology. 1986;10(3):251-260. 

186 Moroni G, Del Papa N, et al. Increased levels of circulating endothelial cells in chronic periaortitis as 
a marker of active disease. Kidney Int. 2005;68(2):562-568. 

187 Mancuso P, Burlini A, et al. Resting and activated endothelial cells are increased in the peripheral 
blood of cancer patients. Blood. 2001;97(11):3658-3661. 

188 Khan SS, Solomon MA, McCoy JP, Jr. Detection of circulating endothelial cells and endothelial 
progenitor cells by flow cytometry. Cytometry B Clin Cytom. 2005;64(1):1-8. 

189 Goon PK, Boos CJ, et al. Detection and quantification of mature circulating endothelial cells using 
flow cytometry and immunomagnetic beads: a methodological comparison. Thromb Haemost. 
2006;96(1):45-52. 

190 Mancuso P, Antoniotti P, et al. Validation of a standardized method for enumerating circulating 
endothelial cells and progenitors: flow cytometry and molecular and ultrastructural analyses. Clin 
Cancer Res. 2009;15(1):267-273. 

191 Duda DG, Cohen KS, et al. A protocol for phenotypic detection and enumeration of circulating 
endothelial cells and circulating progenitor cells in human blood. Nat Protoc. 2007;2(4):805-810. 

192 Strijbos MH, Kraan J, et al. Cells meeting our immunophenotypic criteria of endothelial cells are 
large platelets. Cytometry B Clin Cytom. 2007;72(2):86-93. 

193 Rowand JL, Martin G, et al. Endothelial cells in peripheral blood of healthy subjects and patients 
with metastatic carcinomas. Cytometry A. 2007;71(2):105-113. 

194 Widemann A, Sabatier F, et al. CD146-based immunomagnetic enrichment followed by 
multiparameter flow cytometry: a new approach to counting circulating endothelial cells. J Thromb 
Haemost. 2008;6(5):869-876. 

195 Shet AS, Aras O, et al. Sickle blood contains tissue factor-positive microparticles derived from 
endothelial cells and monocytes. Blood. 2003;102(7):2678-2683. 

196 Jimenez JJ, Jy W, et al. Endothelial cells release phenotypically and quantitatively distinct 
microparticles in activation and apoptosis. Thromb Res. 2003;109(4):175-180. 

197 Falati S, Liu Q, et al. Accumulation of tissue factor into developing thrombi in vivo is dependent 
upon microparticle P-selectin glycoprotein ligand 1 and platelet P-selectin. J Exp Med. 
2003;197(11):1585-1598. 

198 Aras O, Shet A, et al. Induction of microparticle- and cell-associated intravascular tissue factor in 
human endotoxemia. Blood. 2004;103(12):4545-4553. 

199 Marty FM, Lee SJ, et al. Infliximab use in patients with severe graft-versus-host disease and other 
emerging risk factors of non-Candida invasive fungal infections in allogeneic hematopoietic stem 
cell transplant recipients: a cohort study. Blood. 2003;102(8):2768-2776. 

200 Mallat Z, Hugel B, et al. Shed membrane microparticles with procoagulant potential in human 
atherosclerotic plaques: a role for apoptosis in plaque thrombogenicity. Circulation. 
1999;99(3):348-353. 

201 Mallat Z, Benamer H, et al. Elevated levels of shed membrane microparticles with procoagulant 
potential in the peripheral circulating blood of patients with acute coronary syndromes. 
Circulation. 2000;101(8):841-843. 

202 Freyssinet JM, Dignat-George F. More on: Measuring circulating cell-derived microparticles. J 
Thromb Haemost. 2005;3(3):613-614. 

203 Jy W, Horstman LL, et al. Measuring circulating cell-derived microparticles. J Thromb Haemost. 
2004;2(10):1842-1851. 

204 Sapet C, Simoncini S, et al. Thrombin-induced endothelial microparticle generation: identification 
of a novel pathway involving ROCK-II activation by caspase-2. Blood. 2006;108(6):1868-1876. 

205 Pirro M, Schillaci G, et al. Microparticles derived from endothelial progenitor cells in patients at 
different cardiovascular risk. Atherosclerosis. 2008;197(2):757-767. 



 194 

206 Boulanger CM, Amabile N, Tedgui A. Circulating microparticles: a potential prognostic marker for 
atherosclerotic vascular disease. Hypertension. 2006;48(2):180-186. 

207 Amabile N, Guerin AP, et al. Circulating endothelial microparticles are associated with vascular 
dysfunction in patients with end-stage renal failure. J Am Soc Nephrol. 2005;16(11):3381-3388. 

208 Werner N, Wassmann S, et al. Circulating CD31+/annexin V+ apoptotic microparticles correlate 
with coronary endothelial function in patients with coronary artery disease. Arterioscler Thromb 
Vasc Biol. 2006;26(1):112-116. 

209 Brodsky SV, Zhang F, et al. Endothelium-derived microparticles impair endothelial function in vitro. 
Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2004;286(5):H1910-1915. 

210 Mezentsev A, Merks RM, et al. Endothelial microparticles affect angiogenesis in vitro: role of 
oxidative stress. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2005;289(3):H1106-1114. 

211 Leroyer AS, Rautou PE, et al. CD40 ligand+ microparticles from human atherosclerotic plaques 
stimulate endothelial proliferation and angiogenesis a potential mechanism for intraplaque 
neovascularization. J Am Coll Cardiol. 2008;52(16):1302-1311. 

212 Sabatier F, Roux V, et al. Interaction of endothelial microparticles with monocytic cells in vitro 
induces tissue factor-dependent procoagulant activity. Blood. 2002;99(11):3962-3970. 

213 Abid Hussein MN, Boing AN, et al. Phospholipid composition of in vitro endothelial microparticles 
and their in vivo thrombogenic properties. Thromb Res. 2008;121(6):865-871. 

214 Lacroix R, Sabatier F, et al. Activation of plasminogen into plasmin at the surface of endothelial 
microparticles: a mechanism that modulates angiogenic properties of endothelial progenitor cells 
in vitro. Blood. 2007;110(7):2432-2439. 

215 Taraboletti G, D'Ascenzo S, et al. Shedding of the matrix metalloproteinases MMP-2, MMP-9, and 
MT1-MMP as membrane vesicle-associated components by endothelial cells. Am J Pathol. 
2002;160(2):673-680. 

216 Bernal-Mizrachi L, Jy W, et al. High levels of circulating endothelial microparticles in patients with 
acute coronary syndromes. Am Heart J. 2003;145(6):962-970. 

217 Simak J, Gelderman MP, et al. Circulating endothelial microparticles in acute ischemic stroke: a link 
to severity, lesion volume and outcome. J Thromb Haemost. 2006;4(6):1296-1302. 

218 Preston RA, Jy W, et al. Effects of severe hypertension on endothelial and platelet microparticles. 
Hypertension. 2003;41(2):211-217. 

219 Amabile N, Heiss C, et al. Circulating endothelial microparticle levels predict hemodynamic severity 
of pulmonary hypertension. Am J Respir Crit Care Med. 2008;177(11):1268-1275. 

220 Koga H, Sugiyama S, et al. Elevated levels of VE-cadherin-positive endothelial microparticles in 
patients with type 2 diabetes mellitus and coronary artery disease. J Am Coll Cardiol. 
2005;45(10):1622-1630. 

221 Sabatier F, Darmon P, et al. Type 1 and type 2 diabetic patients display different patterns of cellular 
microparticles. Diabetes. 2002;51(9):2840-2845. 

222 Dignat-George F, Camoin-Jau L, et al. Endothelial microparticles: a potential contribution to the 
thrombotic complications of the antiphospholipid syndrome. Thromb Haemost. 2004;91(4):667-
673. 

223 Esposito K, Ciotola M, et al. Endothelial microparticles correlate with endothelial dysfunction in 
obese women. J Clin Endocrinol Metab. 2006;91(9):3676-3679. 

224 Ferreira AC, Peter AA, et al. Postprandial hypertriglyceridemia increases circulating levels of 
endothelial cell microparticles. Circulation. 2004;110(23):3599-3603. 

225 Jimenez JJ, Jy W, et al. Endothelial microparticles released in thrombotic thrombocytopenic 
purpura express von Willebrand factor and markers of endothelial activation. Br J Haematol. 
2003;123(5):896-902. 

226 Simak J, Holada K, et al. Elevated circulating endothelial membrane microparticles in paroxysmal 
nocturnal haemoglobinuria. Br J Haematol. 2004;125(6):804-813. 

227 Chirinos JA, Heresi GA, et al. Elevation of endothelial microparticles, platelets, and leukocyte 
activation in patients with venous thromboembolism. J Am Coll Cardiol. 2005;45(9):1467-1471. 



 195 

228 Dignat-George F, Sampol J, et al. Circulating endothelial cells: realities and promises in vascular 
disorders. Pathophysiol Haemost Thromb. 2003;33(5-6):495-499. 

229 Bonello L, Basire A, et al. Endothelial injury induced by coronary angioplasty triggers mobilization 
of endothelial progenitor cells in patients with stable coronary artery disease. J Thromb Haemost. 
2006;4(5):979-981. 

230 Chong AY, Lip GY, et al. Increased circulating endothelial cells in acute heart failure: comparison 
with von Willebrand factor and soluble E-selectin. Eur J Heart Fail. 2006;8(2):167-172. 

231 Janssens D, Michiels C, et al. Increase in circulating endothelial cells in patients with primary 
chronic venous insufficiency: protective effect of Ginkor Fort in a randomized double-blind, 
placebo-controlled clinical trial. J Cardiovasc Pharmacol. 1999;33(1):7-11. 

232 Freestone B, Lip GY, et al. Circulating endothelial cells in atrial fibrillation with and without acute 
cardiovascular disease. Thromb Haemost. 2005;94(4):702-706. 

233 Bardy M. Demonstration of pathological circulating endothelial cells in patients with amaurosis 
fugax. Trans Ophthalmol Soc U K. 1980;100(3):385-387. 

234 Camoin-Jau L, Kone-Paut I, et al. Circulating endothelial cells in Behcet's disease with cerebral 
thrombophlebitis. Thromb Haemost. 2000;83(4):631-632. 

235 Dang A, Wang B, et al. Plasma endothelin-1 levels and circulating endothelial cells in patients with 
aortoarteritis. Hypertens Res. 2000;23(5):541-544. 

236 Clancy RM. Circulating endothelial cells and vascular injury in systemic lupus erythematosus. Curr 
Rheumatol Rep. 2000;2(1):39-43. 

237 Nakatani K, Takeshita S, et al. Circulating endothelial cells in Kawasaki disease. Clin Exp Immunol. 
2003;131(3):536-540. 

238 George F, Brouqui P, et al. Demonstration of Rickettsia conorii-induced endothelial injury in vivo by 
measuring circulating endothelial cells, thrombomodulin, and von Willebrand factor in patients 
with Mediterranean spotted fever. Blood. 1993;82(7):2109-2116. 

239 Grefte A, van der Giessen M, et al. Circulating cytomegalovirus (CMV)-infected endothelial cells in 
patients with an active CMV infection. J Infect Dis. 1993;167(2):270-277. 

240 Lefevre P, George F, et al. Detection of circulating endothelial cells in thrombotic 
thrombocytopenic purpura. Thromb Haemost. 1993;69(5):522. 

241 Foster W, Shantsila E, et al. Circulating endothelial cells and rheumatoid arthritis: relationship with 
plasma markers of endothelial damage/dysfunction. Rheumatology (Oxford). 2009;48(3):285-288. 

242 de Groot K, Goldberg C, et al. Vascular endothelial damage and repair in antineutrophil cytoplasmic 
antibody-associated vasculitis. Arthritis Rheum. 2007;56(11):3847-3853. 

243 Woywodt A, Goldberg C, et al. Circulating endothelial cells in relapse and limited granulomatous 
disease due to ANCA associated vasculitis. Ann Rheum Dis. 2006;65(2):164-168. 

244 Elshal M, Abdelaziz A, et al. Quantification of circulating endothelial cells in peripheral blood of 
systemic lupus erythematosus patients: a simple and reproducible method of assessing 
endothelial injury and repair. Nephrol Dial Transplant. 2009;24(5):1495-1499. 

245 Yao G, Liu ZH, et al. Evaluation of renal vascular lesions using circulating endothelial cells in 
patients with lupus nephritis. Rheumatology (Oxford). 2008;47(4):432-436. 

246 Robak E, Kierstan M, et al. Circulating endothelial cells and angiogenic proteins in patients with 
systemic lupus erythematosus. Lupus. 2009;18(4):332-341. 

247 Asahara T, Murohara T, et al. Isolation of putative progenitor endothelial cells for angiogenesis. 
Science. 1997;275(5302):964-967. 

248 Urbich C, Dimmeler S. Endothelial progenitor cells: characterization and role in vascular biology. 
Circ Res. 2004;95(4):343-353. 

249 Timmermans F, Plum J, et al. Endothelial progenitor cells: identity defined? J Cell Mol Med. 
2009;13(1):87-102. 

250 Iwami Y, Masuda H, Asahara T. Endothelial progenitor cells: past, state of the art, and future. J Cell 
Mol Med. 2004;8(4):488-497. 



 196 

251 Asahara T, Masuda H, et al. Bone marrow origin of endothelial progenitor cells responsible for 
postnatal vasculogenesis in physiological and pathological neovascularization. Circ Res. 
1999;85(3):221-228. 

252 Asahara T, Kawamoto A. Endothelial progenitor cells for postnatal vasculogenesis. Am J Physiol Cell 
Physiol. 2004;287(3):C572-579. 

253 Smadja DM, Cornet A, et al. Endothelial progenitor cells: characterization, in vitro expansion, and 
prospects for autologous cell therapy. Cell Biol Toxicol. 2007;23(4):223-239. 

254 Fadini GP, Baesso I, et al. Technical notes on endothelial progenitor cells: ways to escape from the 
knowledge plateau. Atherosclerosis. 2008;197(2):496-503. 

255 Yip HK, Chang LT, et al. Level and value of circulating endothelial progenitor cells in patients after 
acute ischemic stroke. Stroke. 2008;39(1):69-74. 

256 Allanore Y, Batteux F, et al. Levels of circulating endothelial progenitor cells in systemic sclerosis. 
Clin Exp Rheumatol. 2007;25(1):60-66. 

257 Hildbrand P, Cirulli V, et al. The role of angiopoietins in the development of endothelial cells from 
cord blood CD34+ progenitors. Blood. 2004;104(7):2010-2019. 

258 Cogle CR, Wainman DA, et al. Adult human hematopoietic cells provide functional hemangioblast 
activity. Blood. 2004;103(1):133-135. 

259 Martin K, Stanchina M, et al. Circulating endothelial cells and endothelial progenitor cells in 
obstructive sleep apnea. Lung. 2008;186(3):145-150. 

260 Burger PE, Coetzee S, et al. Fibroblast growth factor receptor-1 is expressed by endothelial 
progenitor cells. Blood. 2002;100(10):3527-3535. 

261 Pelosi E, Valtieri M, et al. Identification of the hemangioblast in postnatal life. Blood. 
2002;100(9):3203-3208. 

262 Peichev M, Naiyer AJ, et al. Expression of VEGFR-2 and AC133 by circulating human CD34(+) cells 
identifies a population of functional endothelial precursors. Blood. 2000;95(3):952-958. 

263 Bian W, Tung L. Structure-related initiation of reentry by rapid pacing in monolayers of cardiac 
cells. Circ Res. 2006;98(4):e29-38. 

264 Redondo S, Hristov M, et al. High-reproducible flow cytometric endothelial progenitor cell 
determination in human peripheral blood as CD34+/CD144+/CD3- lymphocyte sub-population. J 
Immunol Methods. 2008;335(1-2):21-27. 

265 Kondo T, Hayashi M, et al. Smoking cessation rapidly increases circulating progenitor cells in 
peripheral blood in chronic smokers. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2004;24(8):1442-1447. 

266 Delorme B, Basire A, et al. Presence of endothelial progenitor cells, distinct from mature 
endothelial cells, within human CD146+ blood cells. Thromb Haemost. 2005;94(6):1270-1279. 

267 Lipsic E, van der Meer P, et al. A single bolus of a long-acting erythropoietin analogue darbepoetin 
alfa in patients with acute myocardial infarction: a randomized feasibility and safety study. 
Cardiovasc Drugs Ther. 2006;20(2):135-141. 

268 Werner N, Kosiol S, et al. Circulating endothelial progenitor cells and cardiovascular outcomes. N 
Engl J Med. 2005;353(10):999-1007. 

269 Schomig K, Busch G, et al. Interleukin-8 is associated with circulating CD133+ progenitor cells in 
acute myocardial infarction. Eur Heart J. 2006;27(9):1032-1037. 

270 Gill M, Dias S, et al. Vascular trauma induces rapid but transient mobilization of 
VEGFR2(+)AC133(+) endothelial precursor cells. Circ Res. 2001;88(2):167-174. 

271 Elsheikh E, Uzunel M, et al. Only a specific subset of human peripheral-blood monocytes has 
endothelial-like functional capacity. Blood. 2005;106(7):2347-2355. 

272 Romagnani P, Annunziato F, et al. CD14+CD34low cells with stem cell phenotypic and functional 
features are the major source of circulating endothelial progenitors. Circ Res. 2005;97(4):314-322. 

273 Povsic TJ, Zavodni KL, et al. Circulating progenitor cells can be reliably identified on the basis of 
aldehyde dehydrogenase activity. J Am Coll Cardiol. 2007;50(23):2243-2248. 



 197 

274 Prunier F, Pfister O, et al. Delayed erythropoietin therapy reduces post-MI cardiac remodeling only 
at a dose that mobilizes endothelial progenitor cells. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 
2007;292(1):H522-529. 

275 Hirschi KK, Ingram DA, Yoder MC. Assessing identity, phenotype, and fate of endothelial progenitor 
cells. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2008;28(9):1584-1595. 

276 Rohde E, Malischnik C, et al. Blood monocytes mimic endothelial progenitor cells. Stem Cells. 
2006;24(2):357-367. 

277 Ingram DA, Mead LE, et al. Identification of a novel hierarchy of endothelial progenitor cells using 
human peripheral and umbilical cord blood. Blood. 2004;104(9):2752-2760. 

278 Yoder MC, Mead LE, et al. Redefining endothelial progenitor cells via clonal analysis and 
hematopoietic stem/progenitor cell principals. Blood. 2007;109(5):1801-1809. 

279 Silvestre JS, Gojova A, et al. Transplantation of bone marrow-derived mononuclear cells in ischemic 
apolipoprotein E-knockout mice accelerates atherosclerosis without altering plaque composition. 
Circulation. 2003;108(23):2839-2842. 

280 Gehling UM, Ergun S, Fiedler W. CFU-EC: how they were originally defined. Blood. 
2007;110(3):1073. 

281 Murohara T, Ikeda H, et al. Transplanted cord blood-derived endothelial precursor cells augment 
postnatal neovascularization. J Clin Invest. 2000;105(11):1527-1536. 

282 Rehman J, Li J, et al. Peripheral blood "endothelial progenitor cells" are derived from 
monocyte/macrophages and secrete angiogenic growth factors. Circulation. 2003;107(8):1164-
1169. 

283 Sharpe EE, 3rd, Teleron AA, et al. The origin and in vivo significance of murine and human culture-
expanded endothelial progenitor cells. Am J Pathol. 2006;168(5):1710-1721. 

284 Gulati R, Jevremovic D, et al. Diverse origin and function of cells with endothelial phenotype 
obtained from adult human blood. Circ Res. 2003;93(11):1023-1025. 

285 Timmermans F, Van Hauwermeiren F, et al. Endothelial outgrowth cells are not derived from 
CD133+ cells or CD45+ hematopoietic precursors. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2007;27(7):1572-
1579. 

286 Lin Y, Chang L, et al. Use of blood outgrowth endothelial cells for gene therapy for hemophilia A. 
Blood. 2002;99(2):457-462. 

287 Bompais H, Chagraoui J, et al. Human endothelial cells derived from circulating progenitors display 
specific functional properties compared with mature vessel wall endothelial cells. Blood. 
2004;103(7):2577-2584. 

288 Reyes M, Dudek A, et al. Origin of endothelial progenitors in human postnatal bone marrow. J Clin 
Invest. 2002;109(3):337-346. 

289 Tepper OM, Galiano RD, et al. Human endothelial progenitor cells from type II diabetics exhibit 
impaired proliferation, adhesion, and incorporation into vascular structures. Circulation. 
2002;106(22):2781-2786. 

290 Schatteman GC, Hanlon HD, et al. Blood-derived angioblasts accelerate blood-flow restoration in 
diabetic mice. J Clin Invest. 2000;106(4):571-578. 

291 Chen JZ, Zhang FR, et al. Number and activity of endothelial progenitor cells from peripheral blood 
in patients with hypercholesterolaemia. Clin Sci (Lond). 2004;107(3):273-280. 

292 Imanishi T, Moriwaki C, et al. Endothelial progenitor cell senescence is accelerated in both 
experimental hypertensive rats and patients with essential hypertension. J Hypertens. 
2005;23(10):1831-1837. 

293 Seeger FH, Haendeler J, et al. p38 mitogen-activated protein kinase downregulates endothelial 
progenitor cells. Circulation. 2005;111(9):1184-1191. 

294 Suh W, Kim KL, et al. C-reactive protein impairs angiogenic functions and decreases the secretion of 
arteriogenic chemo-cytokines in human endothelial progenitor cells. Biochem Biophys Res 
Commun. 2004;321(1):65-71. 



 198 

295 Verma S, Kuliszewski MA, et al. C-reactive protein attenuates endothelial progenitor cell survival, 
differentiation, and function: further evidence of a mechanistic link between C-reactive protein 
and cardiovascular disease. Circulation. 2004;109(17):2058-2067. 

296 Ebner P, Picard F, et al. Accumulation of VEGFR-2+/CD133+ cells and decreased number and 
impaired functionality of CD34+/VEGFR-2+ cells in patients with SLE. Rheumatology (Oxford). 
2010;49(1):63-72. 

297 Lee PY, Li Y, et al. Type I interferon as a novel risk factor for endothelial progenitor cell depletion 
and endothelial dysfunction in systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 2007;56(11):3759-
3769. 

298 Grisar J, Steiner CW, et al. Systemic lupus erythematosus patients exhibit functional deficiencies of 
endothelial progenitor cells. Rheumatology (Oxford). 2008;47(10):1476-1483. 

299 Moonen JR, de Leeuw K, et al. Reduced number and impaired function of circulating progenitor 
cells in patients with systemic lupus erythematosus. Arthritis Res Ther. 2007;9(4):R84. 

300 Westerweel PE, Luijten RK, et al. Haematopoietic and endothelial progenitor cells are deficient in 
quiescent systemic lupus erythematosus. Ann Rheum Dis. 2007;66(7):865-870. 

301 Thacker SG, Berthier CC, et al. The detrimental effects of IFN-alpha on vasculogenesis in lupus are 
mediated by repression of IL-1 pathways: potential role in atherogenesis and renal vascular 
rarefaction. J Immunol. 2010;185(7):4457-4469. 

302 Denny MF, Thacker S, et al. Interferon-alpha promotes abnormal vasculogenesis in lupus: a 
potential pathway for premature atherosclerosis. Blood. 2007;110(8):2907-2915. 

303 Grisar J, Aletaha D, et al. Depletion of endothelial progenitor cells in the peripheral blood of 
patients with rheumatoid arthritis. Circulation. 2005;111(2):204-211. 

304 Jodon de Villeroche V, Avouac J, et al. Enhanced late-outgrowth circulating endothelial progenitor 
cell levels in rheumatoid arthritis and correlation with disease activity. Arthritis Res Ther. 
2010;12(1):R27. 

305 Hirohata S, Yanagida T, et al. Enhanced generation of endothelial cells from CD34+ cells of the bone 
marrow in rheumatoid arthritis: possible role in synovial neovascularization. Arthritis Rheum. 
2004;50(12):3888-3896. 

306 Kuwana M, Okazaki Y, et al. Defective vasculogenesis in systemic sclerosis. Lancet. 
2004;364(9434):603-610. 

307 Avouac J, Juin F, et al. Circulating endothelial progenitor cells in systemic sclerosis: association with 
disease severity. Ann Rheum Dis. 2008;67(10):1455-1460. 

308 Colombo PC, Ashton AW, et al. Biopsy coupled to quantitative immunofluorescence: a new method 
to study the human vascular endothelium. J Appl Physiol. 2002;92(3):1331-1338. 

309 Donato AJ, Eskurza I, et al. Direct evidence of endothelial oxidative stress with aging in humans: 
relation to impaired endothelium-dependent dilation and upregulation of nuclear factor-kappaB. 
Circ Res. 2007;100(11):1659-1666. 

310 Yu SY, Song YM, et al. Isolation and characterization of human coronary artery-derived endothelial 
cells in vivo from patients undergoing percutaneous coronary interventions. J Vasc Res. 
2009;46(5):487-494. 

311 Carmeliet P. Angiogenesis in health and disease. Nat Med. 2003;9(6):653-660. 
312 Carmeliet P. Angiogenesis in life, disease and medicine. Nature. 2005;438(7070):932-936. 
313 Ferrara N, Kerbel RS. Angiogenesis as a therapeutic target. Nature. 2005;438(7070):967-974. 
314 Swift MR, Weinstein BM. Arterial-venous specification during development. Circ Res. 

2009;104(5):576-588. 
315 Wang R, Chadalavada K, et al. Glioblastoma stem-like cells give rise to tumour endothelium. 

Nature. 2010;468(7325):829-833. 
316 Herbert SP, Stainier DY. Molecular control of endothelial cell behaviour during blood vessel 

morphogenesis. Nat Rev Mol Cell Biol. 2011;12(9):551-564. 
317 Pugh CW, Ratcliffe PJ. Regulation of angiogenesis by hypoxia: role of the HIF system. Nat Med. 

2003;9(6):677-684. 



 199 

318 Ferrara N, Gerber HP, LeCouter J. The biology of VEGF and its receptors. Nat Med. 2003;9(6):669-
676. 

319 Ferrara N. VEGF-A: a critical regulator of blood vessel growth. Eur Cytokine Netw. 2009;20(4):158-
163. 

320 Nagy JA, Dvorak AM, Dvorak HF. VEGF-A and the induction of pathological angiogenesis. Annu Rev 
Pathol. 2007;2:251-275. 

321 Neufeld G, Kessler O. The semaphorins: versatile regulators of tumour progression and tumour 
angiogenesis. Nat Rev Cancer. 2008;8(8):632-645. 

322 Phng LK, Gerhardt H. Angiogenesis: a team effort coordinated by notch. Dev Cell. 2009;16(2):196-
208. 

323 Stockmann C, Doedens A, et al. Deletion of vascular endothelial growth factor in myeloid cells 
accelerates tumorigenesis. Nature. 2008;456(7223):814-818. 

324 Lee S, Chen TT, et al. Autocrine VEGF signaling is required for vascular homeostasis. Cell. 
2007;130(4):691-703. 

325 Buysschaert I, Schmidt T, et al. Genetics, epigenetics and pharmaco-(epi)genomics in angiogenesis. 
J Cell Mol Med. 2008;12(6B):2533-2551. 

326 Fischer C, Mazzone M, et al. FLT1 and its ligands VEGFB and PlGF: drug targets for anti-angiogenic 
therapy? Nat Rev Cancer. 2008;8(12):942-956. 

327 Schwartz JD, Rowinsky EK, et al. Vascular endothelial growth factor receptor-1 in human cancer: 
concise review and rationale for development of IMC-18F1 (Human antibody targeting vascular 
endothelial growth factor receptor-1). Cancer. 2010;116(4 Suppl):1027-1032. 

328 Carmeliet P, Lampugnani MG, et al. Targeted deficiency or cytosolic truncation of the VE-cadherin 
gene in mice impairs VEGF-mediated endothelial survival and angiogenesis. Cell. 1999;98(2):147-
157. 

329 Corada M, Zanetta L, et al. A monoclonal antibody to vascular endothelial-cadherin inhibits tumor 
angiogenesis without side effects on endothelial permeability. Blood. 2002;100(3):905-911. 

330 Thurston G, Rudge JS, et al. Angiopoietin-1 protects the adult vasculature against plasma leakage. 
Nat Med. 2000;6(4):460-463. 

331 Hangai M, Kitaya N, et al. Matrix metalloproteinase-9-dependent exposure of a cryptic migratory 
control site in collagen is required before retinal angiogenesis. Am J Pathol. 2002;161(4):1429-
1437. 

332 Hynes RO. A reevaluation of integrins as regulators of angiogenesis. Nat Med. 2002;8(9):918-921. 
333 Hood JD, Cheresh DA. Role of integrins in cell invasion and migration. Nat Rev Cancer. 2002;2(2):91-

100. 
334 Pepper MS. Extracellular proteolysis and angiogenesis. Thromb Haemost. 2001;86(1):346-355. 
335 Jackson C. Matrix metalloproteinases and angiogenesis. Curr Opin Nephrol Hypertens. 

2002;11(3):295-299. 
336 Luttun A, Dewerchin M, et al. The role of proteinases in angiogenesis, heart development, 

restenosis, atherosclerosis, myocardial ischemia, and stroke: insights from genetic studies. Curr 
Atheroscler Rep. 2000;2(5):407-416. 

337 Bajou K, Noel A, et al. Absence of host plasminogen activator inhibitor 1 prevents cancer invasion 
and vascularization. Nat Med. 1998;4(8):923-928. 

338 Jain RK. Molecular regulation of vessel maturation. Nat Med. 2003;9(6):685-693. 
339 Hellstrom M, Gerhardt H, et al. Lack of pericytes leads to endothelial hyperplasia and abnormal 

vascular morphogenesis. J Cell Biol. 2001;153(3):543-553. 
340 Abramsson A, Berlin O, et al. Analysis of mural cell recruitment to tumor vessels. Circulation. 

2002;105(1):112-117. 
341 Dinehart SM, Kincannon J, Geronemus R. Hemangiomas: evaluation and treatment. Dermatol Surg. 

2001;27(5):475-485. 
342 Takagi H, Koyama S, et al. Potential role of the angiopoietin/tie2 system in ischemia-induced 

retinal neovascularization. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2003;44(1):393-402. 



 200 

343 Jain RK, Munn LL. Leaky vessels? Call Ang1! Nat Med. 2000;6(2):131-132. 
344 Shim WS, Teh M, et al. Angiopoietin 1 promotes tumor angiogenesis and tumor vessel plasticity of 

human cervical cancer in mice. Exp Cell Res. 2002;279(2):299-309. 
345 Hattori K, Dias S, et al. Vascular endothelial growth factor and angiopoietin-1 stimulate postnatal 

hematopoiesis by recruitment of vasculogenic and hematopoietic stem cells. J Exp Med. 
2001;193(9):1005-1014. 

346 Visconti RP, Richardson CD, Sato TN. Orchestration of angiogenesis and arteriovenous contribution 
by angiopoietins and vascular endothelial growth factor (VEGF). Proc Natl Acad Sci U S A. 
2002;99(12):8219-8224. 

347 Ahmad SA, Liu W, et al. The effects of angiopoietin-1 and -2 on tumor growth and angiogenesis in 
human colon cancer. Cancer Res. 2001;61(4):1255-1259. 

348 Carlson TR, Feng Y, et al. Direct cell adhesion to the angiopoietins mediated by integrins. J Biol 
Chem. 2001;276(28):26516-26525. 

349 Gale NW, Thurston G, et al. Angiopoietin-2 is required for postnatal angiogenesis and lymphatic 
patterning, and only the latter role is rescued by Angiopoietin-1. Dev Cell. 2002;3(3):411-423. 

350 Maisonpierre PC, Suri C, et al. Angiopoietin-2, a natural antagonist for Tie2 that disrupts in vivo 
angiogenesis. Science. 1997;277(5322):55-60. 

351 Hackett SF, Wiegand S, et al. Angiopoietin-2 plays an important role in retinal angiogenesis. J Cell 
Physiol. 2002;192(2):182-187. 

352 Vikkula M, Boon LM, et al. Vascular dysmorphogenesis caused by an activating mutation in the 
receptor tyrosine kinase TIE2. Cell. 1996;87(7):1181-1190. 

353 van den Driesche S, Mummery CL, Westermann CJ. Hereditary hemorrhagic telangiectasia: an 
update on transforming growth factor beta signaling in vasculogenesis and angiogenesis. 
Cardiovasc Res. 2003;58(1):20-31. 

354 Small EM, Olson EN. Pervasive roles of microRNAs in cardiovascular biology. Nature. 
2011;469(7330):336-342. 

355 Fish JE, Santoro MM, et al. miR-126 regulates angiogenic signaling and vascular integrity. Dev Cell. 
2008;15(2):272-284. 

356 Kuhnert F, Mancuso MR, et al. Attribution of vascular phenotypes of the murine Egfl7 locus to the 
microRNA miR-126. Development. 2008;135(24):3989-3993. 

357 Wang S, Aurora AB, et al. The endothelial-specific microRNA miR-126 governs vascular integrity 
and angiogenesis. Dev Cell. 2008;15(2):261-271. 

358 Anand S, Cheresh DA. MicroRNA-mediated regulation of the angiogenic switch. Curr Opin Hematol. 
2011;18(3):171-176. 

359 Lampugnani MG, Orsenigo F, et al. Vascular endothelial cadherin controls VEGFR-2 internalization 
and signaling from intracellular compartments. J Cell Biol. 2006;174(4):593-604. 

360 Lanahan AA, Hermans K, et al. VEGF receptor 2 endocytic trafficking regulates arterial 
morphogenesis. Dev Cell. 2010;18(5):713-724. 

361 Sawamiphak S, Seidel S, et al. Ephrin-B2 regulates VEGFR2 function in developmental and tumour 
angiogenesis. Nature.465(7297):487-491. 

362 Wang Y, Nakayama M, et al. Ephrin-B2 controls VEGF-induced angiogenesis and 
lymphangiogenesis. Nature.465(7297):483-486. 

363 Wu C, Agrawal S, et al. Rab13-dependent trafficking of RhoA is required for directional migration 
and angiogenesis. J Biol Chem. 2011;286(26):23511-23520. 

364 Reynolds AR, Hart IR, et al. Stimulation of tumor growth and angiogenesis by low concentrations of 
RGD-mimetic integrin inhibitors. Nat Med. 2009;15(4):392-400. 

365 Hanahan D, Folkman J. Patterns and emerging mechanisms of the angiogenic switch during 
tumorigenesis. Cell. 1996;86(3):353-364. 

366 Folkman J. Angiogenesis in cancer, vascular, rheumatoid and other disease. Nat Med. 1995;1(1):27-
31. 



 201 

367 Yancopoulos GD, Davis S, et al. Vascular-specific growth factors and blood vessel formation. 
Nature. 2000;407(6801):242-248. 

368 Presta M, Dell'Era P, et al. Fibroblast growth factor/fibroblast growth factor receptor system in 
angiogenesis. Cytokine Growth Factor Rev. 2005;16(2):159-178. 

369 Ohnishi T, Daikuhara Y. Hepatocyte growth factor/scatter factor in development, inflammation and 
carcinogenesis: its expression and role in oral tissues. Arch Oral Biol. 2003;48(12):797-804. 

370 Luttun A, Tjwa M, Carmeliet P. Placental growth factor (PlGF) and its receptor Flt-1 (VEGFR-1): 
novel therapeutic targets for angiogenic disorders. Ann N Y Acad Sci. 2002;979:80-93. 

371 Polverini PJ. Role of the macrophage in angiogenesis-dependent diseases. EXS. 1997;79:11-28. 
372 Ferrara N. VEGF: an update on biological and therapeutic aspects. Curr Opin Biotechnol. 

2000;11(6):617-624. 
373 Lu J, Kasama T, et al. Vascular endothelial growth factor expression and regulation of murine 

collagen-induced arthritis. J Immunol. 2000;164(11):5922-5927. 
374 Reinders ME, Fang JC, et al. Expression patterns of vascular endothelial growth factor in human 

cardiac allografts: association with rejection. Transplantation. 2003;76(1):224-230. 
375 Celletti FL, Waugh JM, et al. Vascular endothelial growth factor enhances atherosclerotic plaque 

progression. Nat Med. 2001;7(4):425-429. 
376 Wheeler-Jones C, Abu-Ghazaleh R, et al. Vascular endothelial growth factor stimulates prostacyclin 

production and activation of cytosolic phospholipase A2 in endothelial cells via p42/p44 mitogen-
activated protein kinase. FEBS Lett. 1997;420(1):28-32. 

377 Gerber HP, McMurtrey A, et al. Vascular endothelial growth factor regulates endothelial cell 
survival through the phosphatidylinositol 3'-kinase/Akt signal transduction pathway. Requirement 
for Flk-1/KDR activation. J Biol Chem. 1998;273(46):30336-30343. 

378 Gerber HP, Dixit V, Ferrara N. Vascular endothelial growth factor induces expression of the 
antiapoptotic proteins Bcl-2 and A1 in vascular endothelial cells. J Biol Chem. 1998;273(21):13313-
13316. 

379 Bottomley MJ, Webb NJ, et al. Peripheral blood mononuclear cells from patients with rheumatoid 
arthritis spontaneously secrete vascular endothelial growth factor (VEGF): specific up-regulation 
by tumour necrosis factor-alpha (TNF-alpha) in synovial fluid. Clin Exp Immunol. 1999;117(1):171-
176. 

380 Leibovich SJ, Polverini PJ, et al. Macrophage-induced angiogenesis is mediated by tumour necrosis 
factor-alpha. Nature. 1987;329(6140):630-632. 

381 Koch AE, Polverini PJ, Leibovich SJ. Induction of neovascularization by activated human monocytes. 
J Leukoc Biol. 1986;39(2):233-238. 

382 Leibovich SJ, Polverini PJ, et al. Production of angiogenic activity by human monocytes requires an 
L-arginine/nitric oxide-synthase-dependent effector mechanism. Proc Natl Acad Sci U S A. 
1994;91(10):4190-4194. 

383 Fukumura D, Xu L, et al. Hypoxia and acidosis independently up-regulate vascular endothelial 
growth factor transcription in brain tumors in vivo. Cancer Res. 2001;61(16):6020-6024. 

384 Murdoch C, Muthana M, Lewis CE. Hypoxia regulates macrophage functions in inflammation. J 
Immunol. 2005;175(10):6257-6263. 

385 Carmeliet P, Jain RK. Angiogenesis in cancer and other diseases. Nature. 2000;407(6801):249-257. 
386 Semenza GL, Shimoda LA, Prabhakar NR. Regulation of gene expression by HIF-1. Novartis Found 

Symp. 2006;272:2-8; discussion 8-14, 33-16. 
387 Charo IF, Taubman MB. Chemokines in the pathogenesis of vascular disease. Circ Res. 

2004;95(9):858-866. 
388 Naldini A, Carraro F. Role of inflammatory mediators in angiogenesis. Curr Drug Targets Inflamm 

Allergy. 2005;4(1):3-8. 
389 Gong R, Rifai A, Dworkin LD. Anti-inflammatory effect of hepatocyte growth factor in chronic 

kidney disease: targeting the inflamed vascular endothelium. J Am Soc Nephrol. 2006;17(9):2464-
2473. 



 202 

390 Funa K, Uramoto H. Regulatory mechanisms for the expression and activity of platelet-derived 
growth factor receptor. Acta Biochim Pol. 2003;50(3):647-658. 

391 Lee YC. The involvement of VEGF in endothelial permeability: a target for anti-inflammatory 
therapy. Curr Opin Investig Drugs. 2005;6(11):1124-1130. 

392 Pacifico F, Leonardi A. NF-kappaB in solid tumors. Biochem Pharmacol. 2006;72(9):1142-1152. 
393 Nam NH. Naturally occurring NF-kappaB inhibitors. Mini Rev Med Chem. 2006;6(8):945-951. 
394 Fiedler U, Reiss Y, et al. Angiopoietin-2 sensitizes endothelial cells to TNF-alpha and has a crucial 

role in the induction of inflammation. Nat Med. 2006;12(2):235-239. 
395 Moulton KS. Angiogenesis in atherosclerosis: gathering evidence beyond speculation. Curr Opin 

Lipidol. 2006;17(5):548-555. 
396 Slevin M, Krupinski J, Badimon L. Controlling the angiogenic switch in developing atherosclerotic 

plaques: possible targets for therapeutic intervention. J Angiogenes Res. 2009;1:4. 
397 O'Brien KD, McDonald TO, et al. Neovascular expression of E-selectin, intercellular adhesion 

molecule-1, and vascular cell adhesion molecule-1 in human atherosclerosis and their relation to 
intimal leukocyte content. Circulation. 1996;93(4):672-682. 

398 Barger AC, Beeuwkes R, 3rd, et al. Hypothesis: vasa vasorum and neovascularization of human 
coronary arteries. A possible role in the pathophysiology of atherosclerosis. N Engl J Med. 
1984;310(3):175-177. 

399 Schaper W. Collateral circulation: past and present. Basic Res Cardiol. 2009;104(1):5-21. 
400 Asahara T, Takahashi T, et al. VEGF contributes to postnatal neovascularization by mobilizing bone 

marrow-derived endothelial progenitor cells. EMBO J. 1999;18(14):3964-3972. 
401 Kalka C, Tehrani H, et al. VEGF gene transfer mobilizes endothelial progenitor cells in patients with 

inoperable coronary disease. Ann Thorac Surg. 2000;70(3):829-834. 
402 Takahashi T, Kalka C, et al. Ischemia- and cytokine-induced mobilization of bone marrow-derived 

endothelial progenitor cells for neovascularization. Nat Med. 1999;5(4):434-438. 
403 Iwakura A, Luedemann C, et al. Estrogen-mediated, endothelial nitric oxide synthase-dependent 

mobilization of bone marrow-derived endothelial progenitor cells contributes to 
reendothelialization after arterial injury. Circulation. 2003;108(25):3115-3121. 

404 Strehlow K, Werner N, et al. Estrogen increases bone marrow-derived endothelial progenitor cell 
production and diminishes neointima formation. Circulation. 2003;107(24):3059-3065. 

405 Heeschen C, Aicher A, et al. Erythropoietin is a potent physiologic stimulus for endothelial 
progenitor cell mobilization. Blood. 2003;102(4):1340-1346. 

406 Bahlmann FH, De Groot K, et al. Erythropoietin regulates endothelial progenitor cells. Blood. 
2004;103(3):921-926. 

407 Llevadot J, Murasawa S, et al. HMG-CoA reductase inhibitor mobilizes bone marrow--derived 
endothelial progenitor cells. J Clin Invest. 2001;108(3):399-405. 

408 Vasa M, Fichtlscherer S, et al. Increase in circulating endothelial progenitor cells by statin therapy 
in patients with stable coronary artery disease. Circulation. 2001;103(24):2885-2890. 

409 Landmesser U, Engberding N, et al. Statin-induced improvement of endothelial progenitor cell 
mobilization, myocardial neovascularization, left ventricular function, and survival after 
experimental myocardial infarction requires endothelial nitric oxide synthase. Circulation. 
2004;110(14):1933-1939. 

410 Hristov M, Weber C. Endothelial progenitor cells: characterization, pathophysiology, and possible 
clinical relevance. J Cell Mol Med. 2004;8(4):498-508. 

411 Pearson JD. Endothelial progenitor cells - hype or hope? J Thromb Haemost. 2009;7(2):255-262. 
412 Ross R. Atherosclerosis--an inflammatory disease. N Engl J Med. 1999;340(2):115-126. 
413 Ferencik M, Stvrtinova V, Hulin I. Defects in regulation of local immune responses resulting in 

atherosclerosis. Clin Dev Immunol. 2005;12(3):225-234. 
414 Nilsson J, Hansson GK. Autoimmunity in atherosclerosis: a protective response losing control? J 

Intern Med. 2008;263(5):464-478. 



 203 

415 Verma S, Anderson TJ. Fundamentals of endothelial function for the clinical cardiologist. 
Circulation. 2002;105(5):546-549. 

416 Wilson PW, D'Agostino RB, et al. Prediction of coronary heart disease using risk factor categories. 
Circulation. 1998;97(18):1837-1847. 

417 Assmann G, Cullen P, et al. Coronary heart disease: reducing the risk: the scientific background to 
primary and secondary prevention of coronary heart disease. A worldwide view. International 
Task force for the Prevention of Coronary Heart disease. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 
1999;19(8):1819-1824. 

418 Gordon DJ, Rifkind BM. High-density lipoprotein--the clinical implications of recent studies. N Engl J 
Med. 1989;321(19):1311-1316. 

419 Kronenberg F, Kronenberg MF, et al. Role of lipoprotein(a) and apolipoprotein(a) phenotype in 
atherogenesis: prospective results from the Bruneck study. Circulation. 1999;100(11):1154-1160. 

420 Luft FC. Molecular genetics of human hypertension. J Hypertens. 1998;16(12 Pt 2):1871-1878. 
421 Gerhard GT, Duell PB. Homocysteine and atherosclerosis. Curr Opin Lipidol. 1999;10(5):417-428. 
422 Goldbourt U, Neufeld HN. Genetic aspects of arteriosclerosis. Arteriosclerosis. 1986;6(4):357-377. 
423 Glassman AH, Shapiro PA. Depression and the course of coronary artery disease. Am J Psychiatry. 

1998;155(1):4-11. 
424 Nathan L, Chaudhuri G. Estrogens and atherosclerosis. Annu Rev Pharmacol Toxicol. 1997;37:477-

515. 
425 Kugiyama K, Ota Y, et al. Circulating levels of secretory type II phospholipase A(2) predict coronary 

events in patients with coronary artery disease. Circulation. 1999;100(12):1280-1284. 
426 Malik S, Budoff MJ, et al. Impact of subclinical atherosclerosis on cardiovascular disease events in 

individuals with metabolic syndrome and diabetes: the multi-ethnic study of atherosclerosis. 
Diabetes Care. 2011;34(10):2285-2290. 

427 Steinberg DW, J.L. Molecular Basis of Cardiovascular Disease. Philadelphia: Saunders 1999. 
428 Hu H, Pierce GN, Zhong G. The atherogenic effects of chlamydia are dependent on serum 

cholesterol and specific to Chlamydia pneumoniae. J Clin Invest. 1999;103(5):747-753. 
429 Plump AS, Smith JD, et al. Severe hypercholesterolemia and atherosclerosis in apolipoprotein E-

deficient mice created by homologous recombination in ES cells. Cell. 1992;71(2):343-353. 
430 Piedrahita JA, Zhang SH, et al. Generation of mice carrying a mutant apolipoprotein E gene 

inactivated by gene targeting in embryonic stem cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 1992;89(10):4471-
4475. 

431 Tamminen M, Mottino G, et al. Ultrastructure of early lipid accumulation in ApoE-deficient mice. 
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 1999;19(4):847-853. 

432 Ishibashi S, Goldstein JL, et al. Massive xanthomatosis and atherosclerosis in cholesterol-fed low 
density lipoprotein receptor-negative mice. J Clin Invest. 1994;93(5):1885-1893. 

433 Kruth HS. The fate of lipoprotein cholesterol entering the arterial wall. Curr Opin Lipidol. 
1997;8(5):246-252. 

434 Boren J, Olin K, et al. Identification of the principal proteoglycan-binding site in LDL. A single-point 
mutation in apo-B100 severely affects proteoglycan interaction without affecting LDL receptor 
binding. J Clin Invest. 1998;101(12):2658-2664. 

435 Camejo G, Hurt-Camejo E, et al. Association of apo B lipoproteins with arterial proteoglycans: 
pathological significance and molecular basis. Atherosclerosis. 1998;139(2):205-222. 

436 Tabas I, Williams KJ, Boren J. Subendothelial lipoprotein retention as the initiating process in 
atherosclerosis: update and therapeutic implications. Circulation. 2007;116(16):1832-1844. 

437 Grainger DJ, Kemp PR, et al. Activation of transforming growth factor-beta is inhibited in transgenic 
apolipoprotein(a) mice. Nature. 1994;370(6489):460-462. 

438 Williams KJ, Tabas I. The response-to-retention hypothesis of atherogenesis reinforced. Curr Opin 
Lipidol. 1998;9(5):471-474. 

439 Witztum JL, Berliner JA. Oxidized phospholipids and isoprostanes in atherosclerosis. Curr Opin 
Lipidol. 1998;9(5):441-448. 



 204 

440 Rong JX, Rangaswamy S, et al. Arterial injury by cholesterol oxidation products causes endothelial 
dysfunction and arterial wall cholesterol accumulation. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 
1998;18(12):1885-1894. 

441 Tabas I. Nonoxidative modifications of lipoproteins in atherogenesis. Annu Rev Nutr. 1999;19:123-
139. 

442 Hansson GK, Hermansson A. The immune system in atherosclerosis. Nat Immunol. 2011;12(3):204-
212. 

443 Watson AD, Leitinger N, et al. Structural identification by mass spectrometry of oxidized 
phospholipids in minimally oxidized low density lipoprotein that induce monocyte/endothelial 
interactions and evidence for their presence in vivo. J Biol Chem. 1997;272(21):13597-13607. 

444 Knowles JW, Reddick RL, et al. Enhanced atherosclerosis and kidney dysfunction in eNOS(-/-)Apoe(-
/-) mice are ameliorated by enalapril treatment. J Clin Invest. 2000;105(4):451-458. 

445 Dong ZM, Chapman SM, et al. The combined role of P- and E-selectins in atherosclerosis. J Clin 
Invest. 1998;102(1):145-152. 

446 Collins RG, Velji R, et al. P-Selectin or intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 deficiency 
substantially protects against atherosclerosis in apolipoprotein E-deficient mice. J Exp Med. 
2000;191(1):189-194. 

447 Nakashima Y, Raines EW, et al. Upregulation of VCAM-1 and ICAM-1 at atherosclerosis-prone sites 
on the endothelium in the ApoE-deficient mouse. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 1998;18(5):842-
851. 

448 Dai G, Kaazempur-Mofrad MR, et al. Distinct endothelial phenotypes evoked by arterial waveforms 
derived from atherosclerosis-susceptible and -resistant regions of human vasculature. Proc Natl 
Acad Sci U S A. 2004;101(41):14871-14876. 

449 Shih PT, Brennan ML, et al. Blocking very late antigen-4 integrin decreases leukocyte entry and 
fatty streak formation in mice fed an atherogenic diet. Circ Res. 1999;84(3):345-351. 

450 Luster AD. Chemokines--chemotactic cytokines that mediate inflammation. N Engl J Med. 
1998;338(7):436-445. 

451 Gu L, Okada Y, et al. Absence of monocyte chemoattractant protein-1 reduces atherosclerosis in 
low density lipoprotein receptor-deficient mice. Mol Cell. 1998;2(2):275-281. 

452 Boring L, Gosling J, et al. Decreased lesion formation in CCR2-/- mice reveals a role for chemokines 
in the initiation of atherosclerosis. Nature. 1998;394(6696):894-897. 

453 Boisvert WA, Curtiss LK, Terkeltaub RA. Interleukin-8 and its receptor CXCR2 in atherosclerosis. 
Immunol Res. 2000;21(2-3):129-137. 

454 Lesnik P, Haskell CA, Charo IF. Decreased atherosclerosis in CX3CR1-/- mice reveals a role for 
fractalkine in atherogenesis. J Clin Invest. 2003;111(3):333-340. 

455 Mach F, Sauty A, et al. Differential expression of three T lymphocyte-activating CXC chemokines by 
human atheroma-associated cells. J Clin Invest. 1999;104(8):1041-1050. 

456 Murry CE, Gipaya CT, et al. Monoclonality of smooth muscle cells in human atherosclerosis. Am J 
Pathol. 1997;151(3):697-705. 

457 Gimbrone MA, Jr., Resnick N, et al. Hemodynamics, endothelial gene expression, and 
atherogenesis. Ann N Y Acad Sci. 1997;811:1-10; discussion 10-11. 

458 Collins T, Cybulsky MI. NF-kappaB: pivotal mediator or innocent bystander in atherogenesis? J Clin 
Invest. 2001;107(3):255-264. 

459 Aird WC. Phenotypic heterogeneity of the endothelium: I. Structure, function, and mechanisms. 
Circ Res. 2007;100(2):158-173. 

460 Yano K, Gale D, et al. Phenotypic heterogeneity is an evolutionarily conserved feature of the 
endothelium. Blood. 2007;109(2):613-615. 

461 Deng DX, Tsalenko A, et al. Differences in vascular bed disease susceptibility reflect differences in 
gene expression response to atherogenic stimuli. Circ Res. 2006;98(2):200-208. 

462 Majesky MW. Vascular smooth muscle diversity: insights from developmental biology. Curr 
Atheroscler Rep. 2003;5(3):208-213. 



 205 

463 Rajavashisth TB, Andalibi A, et al. Induction of endothelial cell expression of granulocyte and 
macrophage colony-stimulating factors by modified low-density lipoproteins. Nature. 
1990;344(6263):254-257. 

464 Clinton SK, Underwood R, et al. Macrophage colony-stimulating factor gene expression in vascular 
cells and in experimental and human atherosclerosis. Am J Pathol. 1992;140(2):301-316. 

465 Smith JD, Trogan E, et al. Decreased atherosclerosis in mice deficient in both macrophage colony-
stimulating factor (op) and apolipoprotein E. Proc Natl Acad Sci U S A. 1995;92(18):8264-8268. 

466 Podrez EA, Febbraio M, et al. Macrophage scavenger receptor CD36 is the major receptor for LDL 
modified by monocyte-generated reactive nitrogen species. J Clin Invest. 2000;105(8):1095-1108. 

467 Marathe S, Kuriakose G, et al. Sphingomyelinase, an enzyme implicated in atherogenesis, is present 
in atherosclerotic lesions and binds to specific components of the subendothelial extracellular 
matrix. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 1999;19(11):2648-2658. 

468 Ivandic B, Castellani LW, et al. Role of group II secretory phospholipase A2 in atherosclerosis: 1. 
Increased atherogenesis and altered lipoproteins in transgenic mice expressing group IIa 
phospholipase A2. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 1999;19(5):1284-1290. 

469 Steinberg D. Low density lipoprotein oxidation and its pathobiological significance. J Biol Chem. 
1997;272(34):20963-20966. 

470 Peiser L, Mukhopadhyay S, Gordon S. Scavenger receptors in innate immunity. Curr Opin Immunol. 
2002;14(1):123-128. 

471 Nicoletti A, Caligiuri G, et al. The macrophage scavenger receptor type A directs modified proteins 
to antigen presentation. Eur J Immunol. 1999;29(2):512-521. 

472 Suzuki H, Kurihara Y, et al. A role for macrophage scavenger receptors in atherosclerosis and 
susceptibility to infection. Nature. 1997;386(6622):292-296. 

473 Febbraio M, Podrez EA, et al. Targeted disruption of the class B scavenger receptor CD36 protects 
against atherosclerotic lesion development in mice. J Clin Invest. 2000;105(8):1049-1056. 

474 Moore KJ, Kunjathoor VV, et al. Loss of receptor-mediated lipid uptake via scavenger receptor A or 
CD36 pathways does not ameliorate atherosclerosis in hyperlipidemic mice. J Clin Invest. 
2005;115(8):2192-2201. 

475 Bodzioch M, Orso E, et al. The gene encoding ATP-binding cassette transporter 1 is mutated in 
Tangier disease. Nat Genet. 1999;22(4):347-351. 

476 Fazio S, Babaev VR, et al. Increased atherosclerosis in mice reconstituted with apolipoprotein E null 
macrophages. Proc Natl Acad Sci U S A. 1997;94(9):4647-4652. 

477 Tontonoz P, Nagy L, et al. PPARgamma promotes monocyte/macrophage differentiation and 
uptake of oxidized LDL. Cell. 1998;93(2):241-252. 

478 Tedgui A, Mallat Z. Cytokines in atherosclerosis: pathogenic and regulatory pathways. Physiol Rev. 
2006;86(2):515-581. 

479 Lundberg AM, Hansson GK. Innate immune signals in atherosclerosis. Clin Immunol. 2010;134(1):5-
24. 

480 Edfeldt K, Swedenborg J, et al. Expression of toll-like receptors in human atherosclerotic lesions: a 
possible pathway for plaque activation. Circulation. 2002;105(10):1158-1161. 

481 Curtiss LK, Tobias PS. Emerging role of Toll-like receptors in atherosclerosis. J Lipid Res. 2009;50 
Suppl:S340-345. 

482 Michelsen KS, Wong MH, et al. Lack of Toll-like receptor 4 or myeloid differentiation factor 88 
reduces atherosclerosis and alters plaque phenotype in mice deficient in apolipoprotein E. Proc 
Natl Acad Sci U S A. 2004;101(29):10679-10684. 

483 Bjorkbacka H, Kunjathoor VV, et al. Reduced atherosclerosis in MyD88-null mice links elevated 
serum cholesterol levels to activation of innate immunity signaling pathways. Nat Med. 
2004;10(4):416-421. 

484 Seimon TA, Nadolski MJ, et al. Atherogenic lipids and lipoproteins trigger CD36-TLR2-dependent 
apoptosis in macrophages undergoing endoplasmic reticulum stress. Cell Metab. 2010;12(5):467-
482. 



 206 

485 West XZ, Malinin NL, et al. Oxidative stress induces angiogenesis by activating TLR2 with novel 
endogenous ligands. Nature. 2010;467(7318):972-976. 

486 Miller YI, Viriyakosol S, et al. Minimally modified LDL binds to CD14, induces macrophage spreading 
via TLR4/MD-2, and inhibits phagocytosis of apoptotic cells. J Biol Chem. 2003;278(3):1561-1568. 

487 Mullick AE, Tobias PS, Curtiss LK. Modulation of atherosclerosis in mice by Toll-like receptor 2. J Clin 
Invest. 2005;115(11):3149-3156. 

488 Schroder K, Tschopp J. The inflammasomes. Cell. 2010;140(6):821-832. 
489 Duewell P, Kono H, et al. NLRP3 inflammasomes are required for atherogenesis and activated by 

cholesterol crystals. Nature. 2010;464(7293):1357-1361. 
490 Rajamaki K, Lappalainen J, et al. Cholesterol crystals activate the NLRP3 inflammasome in human 

macrophages: a novel link between cholesterol metabolism and inflammation. PLoS One. 
2010;5(7):e11765. 

491 Edfeldt K, Agerberth B, et al. Involvement of the antimicrobial peptide LL-37 in human 
atherosclerosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2006;26(7):1551-1557. 

492 Samuelsson B, Morgenstern R, Jakobsson PJ. Membrane prostaglandin E synthase-1: a novel 
therapeutic target. Pharmacol Rev. 2007;59(3):207-224. 

493 Hui Y, Ricciotti E, et al. Targeted deletions of cyclooxygenase-2 and atherogenesis in mice. 
Circulation. 2010;121(24):2654-2660. 

494 Back M, Bu DX, et al. Leukotriene B4 signaling through NF-kappaB-dependent BLT1 receptors on 
vascular smooth muscle cells in atherosclerosis and intimal hyperplasia. Proc Natl Acad Sci U S A. 
2005;102(48):17501-17506. 

495 Heller EA, Liu E, et al. Inhibition of atherogenesis in BLT1-deficient mice reveals a role for LTB4 and 
BLT1 in smooth muscle cell recruitment. Circulation. 2005;112(4):578-586. 

496 Mehrabian M, Allayee H, et al. Identification of 5-lipoxygenase as a major gene contributing to 
atherosclerosis susceptibility in mice. Circ Res. 2002;91(2):120-126. 

497 Spanbroek R, Grabner R, et al. Expanding expression of the 5-lipoxygenase pathway within the 
arterial wall during human atherogenesis. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003;100(3):1238-1243. 

498 Qiu H, Gabrielsen A, et al. Expression of 5-lipoxygenase and leukotriene A4 hydrolase in human 
atherosclerotic lesions correlates with symptoms of plaque instability. Proc Natl Acad Sci U S A. 
2006;103(21):8161-8166. 

499 Helgadottir A, Manolescu A, et al. The gene encoding 5-lipoxygenase activating protein confers risk 
of myocardial infarction and stroke. Nat Genet. 2004;36(3):233-239. 

500 Hansson GK, Libby P, et al. Innate and adaptive immunity in the pathogenesis of atherosclerosis. 
Circ Res. 2002;91(4):281-291. 

501 Binder CJ, Chang MK, et al. Innate and acquired immunity in atherogenesis. Nat Med. 
2002;8(11):1218-1226. 

502 Jonasson L, Holm J, et al. Regional accumulations of T cells, macrophages, and smooth muscle cells 
in the human atherosclerotic plaque. Arteriosclerosis. 1986;6(2):131-138. 

503 Stemme S, Faber B, et al. T lymphocytes from human atherosclerotic plaques recognize oxidized 
low density lipoprotein. Proc Natl Acad Sci U S A. 1995;92(9):3893-3897. 

504 Palinski W, Horkko S, et al. Cloning of monoclonal autoantibodies to epitopes of oxidized 
lipoproteins from apolipoprotein E-deficient mice. Demonstration of epitopes of oxidized low 
density lipoprotein in human plasma. J Clin Invest. 1996;98(3):800-814. 

505 Metzler B, Schett G, et al. Epitope specificity of anti-heat shock protein 65/60 serum antibodies in 
atherosclerosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 1997;17(3):536-541. 

506 Benagiano M, D'Elios MM, et al. Human 60-kDa heat shock protein is a target autoantigen of T cells 
derived from atherosclerotic plaques. J Immunol. 2005;174(10):6509-6517. 

507 Bobryshev YV, Lord RS. Mapping of vascular dendritic cells in atherosclerotic arteries suggests their 
involvement in local immune-inflammatory reactions. Cardiovasc Res. 1998;37(3):799-810. 

508 Yilmaz A, Lochno M, et al. Emergence of dendritic cells in rupture-prone regions of vulnerable 
carotid plaques. Atherosclerosis. 2004;176(1):101-110. 



 207 

509 Reardon CA, Blachowicz L, et al. Effect of immune deficiency on lipoproteins and atherosclerosis in 
male apolipoprotein E-deficient mice. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2001;21(6):1011-1016. 

510 Song L, Leung C, Schindler C. Lymphocytes are important in early atherosclerosis. J Clin Invest. 
2001;108(2):251-259. 

511 Zhou X, Nicoletti A, et al. Transfer of CD4(+) T cells aggravates atherosclerosis in immunodeficient 
apolipoprotein E knockout mice. Circulation. 2000;102(24):2919-2922. 

512 Taleb S, Tedgui A, Mallat Z. Interleukin-17: friend or foe in atherosclerosis? Curr Opin Lipidol. 
2010;21(5):404-408. 

513 Mallat Z, Ait-Oufella H, Tedgui A. Regulatory T cell responses: potential role in the control of 
atherosclerosis. Curr Opin Lipidol. 2005;16(5):518-524. 

514 Zhu J, Paul WE. Peripheral CD4+ T-cell differentiation regulated by networks of cytokines and 
transcription factors. Immunol Rev. 2010;238(1):247-262. 

515 Caligiuri G, Nicoletti A, et al. Protective immunity against atherosclerosis carried by B cells of 
hypercholesterolemic mice. J Clin Invest. 2002;109(6):745-753. 

516 Shaw PX, Horkko S, et al. Natural antibodies with the T15 idiotype may act in atherosclerosis, 
apoptotic clearance, and protective immunity. J Clin Invest. 2000;105(12):1731-1740. 

517 Major AS, Fazio S, Linton MF. B-lymphocyte deficiency increases atherosclerosis in LDL receptor-
null mice. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2002;22(11):1892-1898. 

518 Lewis MJ, Malik TH, et al. Immunoglobulin M is required for protection against atherosclerosis in 
low-density lipoprotein receptor-deficient mice. Circulation. 2009;120(5):417-426. 

519 Ait-Oufella H, Herbin O, et al. B cell depletion reduces the development of atherosclerosis in mice. J 
Exp Med. 2010;207(8):1579-1587. 

520 Kyaw T, Tay C, et al. Conventional B2 B cell depletion ameliorates whereas its adoptive transfer 
aggravates atherosclerosis. J Immunol. 2010;185(7):4410-4419. 

521 Aubry MC, Riehle DL, et al. B-Lymphocytes in plaque and adventitia of coronary arteries in two 
patients with rheumatoid arthritis and coronary atherosclerosis: preliminary observations. 
Cardiovasc Pathol. 2004;13(4):233-236. 

522 Zhou X, Hansson GK. Detection of B cells and proinflammatory cytokines in atherosclerotic plaques 
of hypercholesterolaemic apolipoprotein E knockout mice. Scand J Immunol. 1999;50(1):25-30. 

523 Galkina E, Kadl A, et al. Lymphocyte recruitment into the aortic wall before and during 
development of atherosclerosis is partially L-selectin dependent. J Exp Med. 2006;203(5):1273-
1282. 

524 Watanabe M, Sangawa A, et al. Distribution of inflammatory cells in adventitia changed with 
advancing atherosclerosis of human coronary artery. J Atheroscler Thromb. 2007;14(6):325-331. 

525 Grabner R, Lotzer K, et al. Lymphotoxin beta receptor signaling promotes tertiary lymphoid 
organogenesis in the aorta adventitia of aged ApoE-/- mice. J Exp Med. 2009;206(1):233-248. 

526 Lahoute C, Herbin O, et al. Adaptive immunity in atherosclerosis: mechanisms and future 
therapeutic targets. Nat Rev Cardiol. 2011;8(6):348-358. 

527 Libby P, Ridker PM, Hansson GK. Progress and challenges in translating the biology of 
atherosclerosis. Nature. 2011;473(7347):317-325. 

528 Packard RR, Lichtman AH, Libby P. Innate and adaptive immunity in atherosclerosis. Semin 
Immunopathol. 2009;31(1):5-22. 

529 Hansson GK, Libby P. The immune response in atherosclerosis: a double-edged sword. Nat Rev 
Immunol. 2006;6(7):508-519. 

530 Nagai R, Suzuki T, et al. Phenotypic modulation of vascular smooth muscle cells: dissection of 
transcriptional regulatory mechanisms. Ann N Y Acad Sci. 2001;947:56-66; discussion 66-57. 

531 Manabe I, Nagai R. Regulation of smooth muscle phenotype. Curr Atheroscler Rep. 2003;5(3):214-
222. 

532 Geng YJ, Libby P. Progression of atheroma: a struggle between death and procreation. Arterioscler 
Thromb Vasc Biol. 2002;22(9):1370-1380. 



 208 

533 Littlewood TD, Bennett MR. Apoptotic cell death in atherosclerosis. Curr Opin Lipidol. 
2003;14(5):469-475. 

534 Boyle JJ, Weissberg PL, Bennett MR. Tumor necrosis factor-alpha promotes macrophage-induced 
vascular smooth muscle cell apoptosis by direct and autocrine mechanisms. Arterioscler Thromb 
Vasc Biol. 2003;23(9):1553-1558. 

535 Wight TN. Versican: a versatile extracellular matrix proteoglycan in cell biology. Curr Opin Cell Biol. 
2002;14(5):617-623. 

536 Williams KJ. Arterial wall chondroitin sulfate proteoglycans: diverse molecules with distinct roles in 
lipoprotein retention and atherogenesis. Curr Opin Lipidol. 2001;12(5):477-487. 

537 Tabas I. Macrophage death and defective inflammation resolution in atherosclerosis. Nat Rev 
Immunol. 2010;10(1):36-46. 

538 Pasterkamp G, de Kleijn DP, Borst C. Arterial remodeling in atherosclerosis, restenosis and after 
alteration of blood flow: potential mechanisms and clinical implications. Cardiovasc Res. 
2000;45(4):843-852. 

539 Virmani R, Burke AP, et al. Vulnerable plaque: the pathology of unstable coronary lesions. J Interv 
Cardiol. 2002;15(6):439-446. 

540 Finn AV, Nakano M, et al. Concept of vulnerable/unstable plaque. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 
2010;30(7):1282-1292. 

541 Koester W. Endarteritis and arteritis. Berl KLIN Woshenschr. 1876;13:2. 
542 Finn AV, Jain RK. Coronary plaque neovascularization and hemorrhage: a potential target for 

plaque stabilization? JACC Cardiovasc Imaging. 2010;3(1):41-44. 
543 Chen YX, Nakashima Y, et al. Immunohistochemical expression of vascular endothelial growth 

factor/vascular permeability factor in atherosclerotic intimas of human coronary arteries. 
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 1999;19(1):131-139. 

544 Fleiner M, Kummer M, et al. Arterial neovascularization and inflammation in vulnerable patients: 
early and late signs of symptomatic atherosclerosis. Circulation. 2004;110(18):2843-2850. 

545 de Boer OJ, van der Wal AC, et al. Leucocyte recruitment in rupture prone regions of lipid-rich 
plaques: a prominent role for neovascularization? Cardiovasc Res. 1999;41(2):443-449. 

546 Aikawa M, Libby P. The vulnerable atherosclerotic plaque: pathogenesis and therapeutic approach. 
Cardiovasc Pathol. 2004;13(3):125-138. 

547 Bjornheden T, Levin M, et al. Evidence of hypoxic areas within the arterial wall in vivo. Arterioscler 
Thromb Vasc Biol. 1999;19(4):870-876. 

548 Hirota K, Semenza GL. Regulation of angiogenesis by hypoxia-inducible factor 1. Crit Rev Oncol 
Hematol. 2006;59(1):15-26. 

549 Moulton KS. Plaque angiogenesis: its functions and regulation. Cold Spring Harb Symp Quant Biol. 
2002;67:471-482. 

550 Herrmann J, Lerman LO, et al. Coronary vasa vasorum neovascularization precedes epicardial 
endothelial dysfunction in experimental hypercholesterolemia. Cardiovasc Res. 2001;51(4):762-
766. 

551 Barker SG, Talbert A, et al. Arterial intimal hyperplasia after occlusion of the adventitial vasa 
vasorum in the pig. Arterioscler Thromb. 1993;13(1):70-77. 

552 Blouin CC, Page EL, et al. Hypoxic gene activation by lipopolysaccharide in macrophages: 
implication of hypoxia-inducible factor 1alpha. Blood. 2004;103(3):1124-1130. 

553 Page EL, Robitaille GA, et al. Induction of hypoxia-inducible factor-1alpha by transcriptional and 
translational mechanisms. J Biol Chem. 2002;277(50):48403-48409. 

554 Gerald D, Berra E, et al. JunD reduces tumor angiogenesis by protecting cells from oxidative stress. 
Cell. 2004;118(6):781-794. 

555 Gorlach A, Diebold I, et al. Thrombin activates the hypoxia-inducible factor-1 signaling pathway in 
vascular smooth muscle cells: Role of the p22(phox)-containing NADPH oxidase. Circ Res. 
2001;89(1):47-54. 

556 Frantz S, Vincent KA, et al. Innate immunity and angiogenesis. Circ Res. 2005;96(1):15-26. 



 209 

557 de Winther MP, Kanters E, et al. Nuclear factor kappaB signaling in atherogenesis. Arterioscler 
Thromb Vasc Biol. 2005;25(5):904-914. 

558 North S, Moenner M, Bikfalvi A. Recent developments in the regulation of the angiogenic switch by 
cellular stress factors in tumors. Cancer Lett. 2005;218(1):1-14. 

559 Lovren F, Pan Y, et al. Angiotensin converting enzyme-2 confers endothelial protection and 
attenuates atherosclerosis. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2008;295(4):H1377-1384. 

560 Griendling KK, Sorescu D, et al. Modulation of protein kinase activity and gene expression by 
reactive oxygen species and their role in vascular physiology and pathophysiology. Arterioscler 
Thromb Vasc Biol. 2000;20(10):2175-2183. 

561 Napoli C, de Nigris F, Palinski W. Multiple role of reactive oxygen species in the arterial wall. J Cell 
Biochem. 2001;82(4):674-682. 

562 Khatri JJ, Johnson C, et al. Vascular oxidant stress enhances progression and angiogenesis of 
experimental atheroma. Circulation. 2004;109(4):520-525. 

563 Doyle B, Caplice N. Plaque neovascularization and antiangiogenic therapy for atherosclerosis. J Am 
Coll Cardiol. 2007;49(21):2073-2080. 

564 Kolodgie FD, Gold HK, et al. Intraplaque hemorrhage and progression of coronary atheroma. N Engl 
J Med. 2003;349(24):2316-2325. 

565 Suarez S, Ballmer-Hofer K. VEGF transiently disrupts gap junctional communication in endothelial 
cells. J Cell Sci. 2001;114(Pt 6):1229-1235. 

566 Sluimer JC, Gasc JM, et al. Hypoxia, hypoxia-inducible transcription factor, and macrophages in 
human atherosclerotic plaques are correlated with intraplaque angiogenesis. J Am Coll Cardiol. 
2008;51(13):1258-1265. 

567 Post S, Peeters W, et al. Balance between angiopoietin-1 and angiopoietin-2 is in favor of 
angiopoietin-2 in atherosclerotic plaques with high microvessel density. J Vasc Res. 
2008;45(3):244-250. 

568 Pilarczyk K, Sattler KJ, et al. Placenta growth factor expression in human atherosclerotic carotid 
plaques is related to plaque destabilization. Atherosclerosis. 2008;196(1):333-340. 

569 Doherty TM, Asotra K, et al. Calcification in atherosclerosis: bone biology and chronic inflammation 
at the arterial crossroads. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003;100(20):11201-11206. 

570 Zipes DP, Libby, P. Bonow, R.O., Braunwald, E. BRAUNWALD'S HEART DISEASE: A textbook of 
cardiovascular medicine. Seventh ed: ELSEVIER SAUNDERS 2005. 

571 Libby P, Ridker PM, Maseri A. Inflammation and atherosclerosis. Circulation. 2002;105(9):1135-
1143. 

572 Hansson GK. Inflammation, atherosclerosis, and coronary artery disease. N Engl J Med. 
2005;352(16):1685-1695. 

573 D'Cruz DP, Khamashta MA, Hughes GR. Systemic lupus erythematosus. Lancet. 2007;369(9561):587-
596. 

574 Tan EM, Cohen AS, et al. The 1982 revised criteria for the classification of systemic lupus 
erythematosus. Arthritis Rheum. 1982;25(11):1271-1277. 

575 Gladman D, Ginzler E, et al. The development and initial validation of the Systemic Lupus 
International Collaborating Clinics/American College of Rheumatology damage index for systemic 
lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 1996;39(3):363-369. 

576 Denny MF, Chandaroy P, et al. Accelerated macrophage apoptosis induces autoantibody formation 
and organ damage in systemic lupus erythematosus. J Immunol. 2006;176(4):2095-2104. 

577 Gaipl US, Beyer TD, et al. Cooperation between C1q and DNase I in the clearance of necrotic cell-
derived chromatin. Arthritis Rheum. 2004;50(2):640-649. 

578 Takahashi R, Tsutsumi A, et al. Anti-mannose binding lectin antibodies in sera of Japanese patients 
with systemic lupus erythematosus. Clin Exp Immunol. 2004;136(3):585-590. 

579 Yurasov S, Wardemann H, et al. Defective B cell tolerance checkpoints in systemic lupus 
erythematosus. J Exp Med. 2005;201(5):703-711. 



 210 

580 Gottlieb AB, Lahita RG, et al. Immune function in systemic lupus erythematosus. Impairment of in 
vitro T-cell proliferation and in vivo antibody response to exogenous antigen. J Clin Invest. 
1979;63(5):885-892. 

581 Peng SL, Madaio MP, et al. Murine lupus in the absence of alpha beta T cells. J Immunol. 
1996;156(10):4041-4049. 

582 Odendahl M, Jacobi A, et al. Disturbed peripheral B lymphocyte homeostasis in systemic lupus 
erythematosus. J Immunol. 2000;165(10):5970-5979. 

583 Jacobi AM, Odendahl M, et al. Correlation between circulating CD27high plasma cells and disease 
activity in patients with systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 2003;48(5):1332-1342. 

584 Desai-Mehta A, Lu L, et al. Hyperexpression of CD40 ligand by B and T cells in human lupus and its 
role in pathogenic autoantibody production. J Clin Invest. 1996;97(9):2063-2073. 

585 Liossis SN, Kovacs B, et al. B cells from patients with systemic lupus erythematosus display 
abnormal antigen receptor-mediated early signal transduction events. J Clin Invest. 
1996;98(11):2549-2557. 

586 Chan O, Shlomchik MJ. A new role for B cells in systemic autoimmunity: B cells promote 
spontaneous T cell activation in MRL-lpr/lpr mice. J Immunol. 1998;160(1):51-59. 

587 Crispin JC, Kyttaris VC, et al. How signaling and gene transcription aberrations dictate the systemic 
lupus erythematosus T cell phenotype. Trends Immunol. 2008;29(3):110-115. 

588 Horwitz DA SW, Gray JD. T lymphocytes, natural killer cells and immune regulation.  Duboi's lupus 
erythematosus. 6th ed. 

589 Pasare C, Medzhitov R. Toll pathway-dependent blockade of CD4+CD25+ T cell-mediated 
suppression by dendritic cells. Science. 2003;299(5609):1033-1036. 

590 Caramalho I, Lopes-Carvalho T, et al. Regulatory T cells selectively express toll-like receptors and 
are activated by lipopolysaccharide. J Exp Med. 2003;197(4):403-411. 

591 Ding D, Mehta H, et al. Aberrant phenotype and function of myeloid dendritic cells in systemic 
lupus erythematosus. J Immunol. 2006;177(9):5878-5889. 

592 Blanco P, Palucka AK, et al. Induction of dendritic cell differentiation by IFN-alpha in systemic lupus 
erythematosus. Science. 2001;294(5546):1540-1543. 

593 Decker P, Singh-Jasuja H, et al. Nucleosome, the main autoantigen in systemic lupus 
erythematosus, induces direct dendritic cell activation via a MyD88-independent pathway: 
consequences on inflammation. J Immunol. 2005;174(6):3326-3334. 

594 Means TK, Latz E, et al. Human lupus autoantibody-DNA complexes activate DCs through 
cooperation of CD32 and TLR9. J Clin Invest. 2005;115(2):407-417. 

595 Kaplan MJ. Apoptosis in systemic lupus erythematosus. Clin Immunol. 2004;112(3):210-218. 
596 Herrmann M, Voll RE, et al. Impaired phagocytosis of apoptotic cell material by monocyte-derived 

macrophages from patients with systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 1998;41(7):1241-
1250. 

597 Urbonaviciute V, Furnrohr BG, et al. Induction of inflammatory and immune responses by HMGB1-
nucleosome complexes: implications for the pathogenesis of SLE. J Exp Med. 2008;205(13):3007-
3018. 

598 Manderson AP, Botto M, Walport MJ. The role of complement in the development of systemic 
lupus erythematosus. Annu Rev Immunol. 2004;22:431-456. 

599 Castellano G, Woltman AM, et al. Immune modulation of human dendritic cells by complement. Eur 
J Immunol. 2007;37(10):2803-2811. 

600 Rahman A, Isenberg DA. Systemic lupus erythematosus. N Engl J Med. 2008;358(9):929-939. 
601 Ramos-Casals M, Cuadrado MJ, et al. Acute viral infections in patients with systemic lupus 

erythematosus: description of 23 cases and review of the literature. Medicine (Baltimore). 
2008;87(6):311-318. 

602 Aslanidis S, Pyrpasopoulou A, et al. Parvovirus B19 infection and systemic lupus erythematosus: 
Activation of an aberrant pathway? Eur J Intern Med. 2008;19(5):314-318. 



 211 

603 McClain MT, Heinlen LD, et al. Early events in lupus humoral autoimmunity suggest initiation 
through molecular mimicry. Nat Med. 2005;11(1):85-89. 

604 Toussirot E, Roudier J. Epstein-Barr virus in autoimmune diseases. Best Pract Res Clin Rheumatol. 
2008;22(5):883-896. 

605 Cohen-Solal JF, Jeganathan V, et al. Hormonal regulation of B-cell function and systemic lupus 
erythematosus. Lupus. 2008;17(6):528-532. 

606 Smith-Bouvier DL, Divekar AA, et al. A role for sex chromosome complement in the female bias in 
autoimmune disease. J Exp Med. 2008;205(5):1099-1108. 

607 Sanchez-Guerrero J, Uribe AG, et al. A trial of contraceptive methods in women with systemic lupus 
erythematosus. N Engl J Med. 2005;353(24):2539-2549. 

608 Doria A, Cutolo M, et al. Steroid hormones and disease activity during pregnancy in systemic lupus 
erythematosus. Arthritis Rheum. 2002;47(2):202-209. 

609 Sequeira JF, Keser G, et al. Systemic lupus erythematosus: sex hormones in male patients. Lupus. 
1993;2(5):315-317. 

610 Chang DM, Lan JL, et al. Dehydroepiandrosterone treatment of women with mild-to-moderate 
systemic lupus erythematosus: a multicenter randomized, double-blind, placebo-controlled trial. 
Arthritis Rheum. 2002;46(11):2924-2927. 

611 Ballestar E, Esteller M, Richardson BC. The epigenetic face of systemic lupus erythematosus. J 
Immunol. 2006;176(12):7143-7147. 

612 Strickland FM, Richardson BC. Epigenetics in human autoimmunity. Epigenetics in autoimmunity - 
DNA methylation in systemic lupus erythematosus and beyond. Autoimmunity. 2008;41(4):278-
286. 

613 Balada E, Ordi-Ros J, et al. Transcript levels of DNA methyltransferases DNMT1, DNMT3A and 
DNMT3B in CD4+ T cells from patients with systemic lupus erythematosus. Immunology. 
2008;124(3):339-347. 

614 Lei W, Luo Y, et al. Abnormal DNA methylation in CD4+ T cells from patients with systemic lupus 
erythematosus, systemic sclerosis, and dermatomyositis. Scand J Rheumatol. 2009;38(5):369-374. 

615 Gorelik G, Fang JY, et al. Impaired T cell protein kinase C delta activation decreases ERK pathway 
signaling in idiopathic and hydralazine-induced lupus. J Immunol. 2007;179(8):5553-5563. 

616 Garaud S, Le Dantec C, et al. IL-6 modulates CD5 expression in B cells from patients with lupus by 
regulating DNA methylation. J Immunol. 2009;182(9):5623-5632. 

617 Tenbrock K, Juang YT, et al. The transcriptional repressor cAMP response element modulator alpha 
interacts with histone deacetylase 1 to repress promoter activity. J Immunol. 2006;177(9):6159-
6164. 

618 Martin M, Potente M, et al. Protein phosphatase 2A controls the activity of histone deacetylase 7 
during T cell apoptosis and angiogenesis. Proc Natl Acad Sci U S A. 2008;105(12):4727-4732. 

619 Mishra N, Brown DR, et al. Trichostatin A reverses skewed expression of CD154, interleukin-10, and 
interferon-gamma gene and protein expression in lupus T cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 
2001;98(5):2628-2633. 

620 Urowitz MB, Bookman AA, et al. The bimodal mortality pattern of systemic lupus erythematosus. 
Am J Med. 1976;60(2):221-225. 

621 Kao AH, Sabatine JM, Manzi S. Update on vascular disease in systemic lupus erythematosus. Curr 
Opin Rheumatol. 2003;15(5):519-527. 

622 Ward MM. Premature morbidity from cardiovascular and cerebrovascular diseases in women with 
systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 1999;42(2):338-346. 

623 Haider YS, Roberts WC. Coronary arterial disease in systemic lupus erythematosus; quantification 
of degrees of narrowing in 22 necropsy patients (21 women) aged 16 to 37 years. Am J Med. 
1981;70(4):775-781. 

624 Hosenpud JD, Montanaro A, et al. Myocardial perfusion abnormalities in asymptomatic patients 
with systemic lupus erythematosus. Am J Med. 1984;77(2):286-292. 



 212 

625 Rahman P, Urowitz MB, et al. Contribution of traditional risk factors to coronary artery disease in 
patients with systemic lupus erythematosus. J Rheumatol. 1999;26(11):2363-2368. 

626 Esdaile JM, Abrahamowicz M, et al. Traditional Framingham risk factors fail to fully account for 
accelerated atherosclerosis in systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 2001;44(10):2331-
2337. 

627 Nikpour M, Urowitz MB, Gladman DD. Epidemiology of atherosclerosis in systemic lupus 
erythematosus. Curr Rheumatol Rep. 2009;11(4):248-254. 

628 Manzi S, Meilahn EN, et al. Age-specific incidence rates of myocardial infarction and angina in 
women with systemic lupus erythematosus: comparison with the Framingham Study. Am J 
Epidemiol. 1997;145(5):408-415. 

629 Hak AE, Karlson EW, et al. Systemic lupus erythematosus and the risk of cardiovascular disease: 
results from the nurses' health study. Arthritis Rheum. 2009;61(10):1396-1402. 

630 Baraczka K, Nekam K, et al. Concentration of soluble adhesion molecules (sVCAM-1, sICAM-1 and 
sL-selectin) in the cerebrospinal fluid and serum of patients with multiple sclerosis and systemic 
lupus erythematosus with central nervous involvement. Neuroimmunomodulation. 2001;9(1):49-
54. 

631 Roman MJ, Crow MK, et al. Rate and determinants of progression of atherosclerosis in systemic 
lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 2007;56(10):3412-3419. 

632 Duval A, Helley D, et al. Endothelial dysfunction in systemic lupus patients with low disease 
activity: evaluation by quantification and characterization of circulating endothelial microparticles, 
role of anti-endothelial cell antibodies. Rheumatology (Oxford). 2010;49(6):1049-1055. 

633 El-Magadmi M, Bodill H, et al. Systemic lupus erythematosus: an independent risk factor for 
endothelial dysfunction in women. Circulation. 2004;110(4):399-404. 

634 Manzi S, Selzer F, et al. Prevalence and risk factors of carotid plaque in women with systemic lupus 
erythematosus. Arthritis Rheum. 1999;42(1):51-60. 

635 Roldan CA, Joson J, et al. Premature aortic atherosclerosis in systemic lupus erythematosus: a 
controlled transesophageal echocardiographic study. J Rheumatol. 2010;37(1):71-78. 

636 Kiani AN, Vogel-Claussen J, et al. Noncalcified coronary plaque in systemic lupus erythematosus. J 
Rheumatol.37(3):579-584. 

637 Recio-Mayoral A, Mason JC, et al. Chronic inflammation and coronary microvascular dysfunction in 
patients without risk factors for coronary artery disease. Eur Heart J. 2009;30(15):1837-1843. 

638 Pieretti J, Roman MJ, et al. Systemic lupus erythematosus predicts increased left ventricular mass. 
Circulation. 2007;116(4):419-426. 

639 Calvo-Alen J, Alarcon GS, et al. Systemic lupus erythematosus in a multiethnic US cohort: XXXIV. 
Deficient mannose-binding lectin exon 1 polymorphisms are associated with cerebrovascular but 
not with other arterial thrombotic events. Arthritis Rheum. 2006;54(6):1940-1945. 

640 Svenungsson E, Jensen-Urstad K, et al. Risk factors for cardiovascular disease in systemic lupus 
erythematosus. Circulation. 2001;104(16):1887-1893. 

641 de Carvalho JF, Bonfa E, Borba EF. Systemic lupus erythematosus and "lupus dyslipoproteinemia". 
Autoimmun Rev. 2008;7(3):246-250. 

642 Sari RA, Polat MF, et al. Serum lipoprotein(a) level and its clinical significance in patients with 
systemic lupus erythematosus. Clin Rheumatol. 2002;21(6):520-524. 

643 McMahon M, Grossman J, et al. Proinflammatory high-density lipoprotein as a biomarker for 
atherosclerosis in patients with systemic lupus erythematosus and rheumatoid arthritis. Arthritis 
Rheum. 2006;54(8):2541-2549. 

644 Von Feldt JM, Scalzi LV, et al. Homocysteine levels and disease duration independently correlate 
with coronary artery calcification in patients with systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 
2006;54(7):2220-2227. 

645 Chung CP, Oeser A, et al. Inflammation-associated insulin resistance: differential effects in 
rheumatoid arthritis and systemic lupus erythematosus define potential mechanisms. Arthritis 
Rheum. 2008;58(7):2105-2112. 



 213 

646 Chung CP, Avalos I, et al. High prevalence of the metabolic syndrome in patients with systemic 
lupus erythematosus: association with disease characteristics and cardiovascular risk factors. Ann 
Rheum Dis. 2007;66(2):208-214. 

647 Colombo BM, Cacciapaglia F, et al. Traditional and non traditional risk factors in accelerated 
atherosclerosis in systemic lupus erythematosus: role of vascular endothelial growth factor 
(VEGATS Study). Autoimmun Rev. 2009;8(4):309-315. 

648 Celermajer DS, Sorensen KE, et al. Non-invasive detection of endothelial dysfunction in children 
and adults at risk of atherosclerosis. Lancet. 1992;340(8828):1111-1115. 

649 Reynolds HR, Buyon J, et al. Association of plasma soluble E-selectin and adiponectin with carotid 
plaque in patients with systemic lupus erythematosus. Atherosclerosis. 2010;210(2):569-574. 

650 Rho YH, Chung CP, et al. Novel cardiovascular risk factors in premature coronary atherosclerosis 
associated with systemic lupus erythematosus. J Rheumatol. 2008;35(9):1789-1794. 

651 Crow MK, Kirou KA. Interferon-alpha in systemic lupus erythematosus. Curr Opin Rheumatol. 
2004;16(5):541-547. 

652 Thacker SG, Duquaine D, et al. Lupus-prone New Zealand Black/New Zealand White F1 mice display 
endothelial dysfunction and abnormal phenotype and function of endothelial progenitor cells. 
Lupus. 2010;19(3):288-299. 

653 Kaplan MJ, Salmon JE. How does interferon-alpha insult the vasculature? Let me count the ways. 
Arthritis Rheum. 2011;63(2):334-336. 

654 Zhao W, Somers, Emily C., McCune, W. Joseph, Kaplan, Mariana J.; . Type I Interferon Gene 
Signatures Are Associated with Vascular Risk and Atherosclerosis in Systemic Lupus Erythematosus 
Arthritis Rheum. 2009;60(Suppl 10):582. 

655 Denny MF, Yalavarthi S, et al. A distinct subset of proinflammatory neutrophils isolated from 
patients with systemic lupus erythematosus induces vascular damage and synthesizes type I IFNs. J 
Immunol. 2010;184(6):3284-3297. 

656 McMahon M, Hahn BH. Atherosclerosis and systemic lupus erythematosus: mechanistic basis of 
the association. Curr Opin Immunol. 2007;19(6):633-639. 

657 Svenungsson E, Fei GZ, et al. TNF-alpha: a link between hypertriglyceridaemia and inflammation in 
SLE patients with cardiovascular disease. Lupus. 2003;12(6):454-461. 

658 Svenungsson E, Cederholm A, et al. Endothelial function and markers of endothelial activation in 
relation to cardiovascular disease in systemic lupus erythematosus. Scand J Rheumatol. 
2008;37(5):352-359. 

659 Major AS, Singh RR, et al. The role of invariant natural killer T cells in lupus and atherogenesis. 
Immunol Res. 2006;34(1):49-66. 

660 Becker-Merok A, Eilertsen GO, Nossent JC. Levels of transforming growth factor-beta are low in 
systemic lupus erythematosus patients with active disease. J Rheumatol. 2010;37(10):2039-2045. 

661 Mok MY, Wu HJ, et al. The relation of interleukin 17 (IL-17) and IL-23 to Th1/Th2 cytokines and 
disease activity in systemic lupus erythematosus. J Rheumatol. 2010;37(10):2046-2052. 

662 Yang J, Chu Y, et al. Th17 and natural Treg cell population dynamics in systemic lupus 
erythematosus. Arthritis Rheum. 2009;60(5):1472-1483. 

663 Braun N, Wade NS, et al. Accelerated atherosclerosis is independent of feeding high fat diet in 
systemic lupus erythematosus-susceptible LDLr(-/-) mice. Lupus. 2008;17(12):1070-1078. 

664 Niessner A, Weyand CM. Dendritic cells in atherosclerotic disease. Clin Immunol. 2010;134(1):25-32. 
665 Kaplan MJ, Lewis EE, et al. The apoptotic ligands TRAIL, TWEAK, and Fas ligand mediate monocyte 

death induced by autologous lupus T cells. J Immunol. 2002;169(10):6020-6029. 
666 Al-Lamki RS, Bradley JR, Pober JS. Endothelial cells in allograft rejection. Transplantation. 

2008;86(10):1340-1348. 
667 Bonelli M, Smolen JS, Scheinecker C. Treg and lupus. Ann Rheum Dis. 2010;69 Suppl 1:i65-66. 
668 Nilsson J, Wigren M, Shah PK. Regulatory T cells and the control of modified lipoprotein 

autoimmunity-driven atherosclerosis. Trends Cardiovasc Med. 2009;19(8):272-276. 



 214 

669 Bassi N, Zampieri S, et al. oxLDL/beta2GPI complex and anti-oxLDL/beta2GPI in SLE: prevalence and 
correlates. Autoimmunity. 2009;42(4):289-291. 

670 Fraser DA, Tenner AJ. Innate immune proteins C1q and mannan-binding lectin enhance clearance 
of atherogenic lipoproteins by human monocytes and macrophages. J Immunol. 2010;185(7):3932-
3939. 

671 Haskard DO, Boyle JJ, Mason JC. The role of complement in atherosclerosis. Curr Opin Lipidol. 
2008;19(5):478-482. 

672 Mayadas TN, Tsokos GC, Tsuboi N. Mechanisms of immune complex-mediated neutrophil 
recruitment and tissue injury. Circulation. 2009;120(20):2012-2024. 

673 Wang G, Pierangeli SS, et al. Markers of oxidative and nitrosative stress in systemic lupus 
erythematosus: correlation with disease activity. Arthritis Rheum. 2010;62(7):2064-2072. 

674 Ames PR, Margarita A, et al. Anticardiolipin antibody titre and plasma homocysteine level 
independently predict intima media thickness of carotid arteries in subjects with idiopathic 
antiphospholipid antibodies. Lupus. 2002;11(4):208-214. 

675 Kiani AN, Magder L, Petri M. Coronary calcium in systemic lupus erythematosus is associated with 
traditional cardiovascular risk factors, but not with disease activity. J Rheumatol. 2008;35(7):1300-
1306. 

676 Delgado Alves J, Ames PR, et al. Antibodies to high-density lipoprotein and beta2-glycoprotein I are 
inversely correlated with paraoxonase activity in systemic lupus erythematosus and primary 
antiphospholipid syndrome. Arthritis Rheum. 2002;46(10):2686-2694. 

677 Meroni PL, D'Cruz D, et al. Anti-endothelial cell antibodies: only for scientists or for clinicians too? 
Clin Exp Immunol. 1996;104(2):199-202. 

678 Renaudineau Y, Dugue C, et al. Antiendothelial cell antibodies in systemic lupus erythematosus. 
Autoimmun Rev. 2002;1(6):365-372. 

679 Meroni PL, Del Papa, N., Raschi, E., Tincani, A., Balestrieri, G., Youinou, P. Antiendothelial cell 
antibodies (AECA): From a laboratory curiosity to another useful autoantibody. In: Shoenfeld Y, ed. 
The Decade of Autoimmunity. Amsterdam: Elsevier Science 1998:227. 

680 Meroni PL, Youinou, P. Endothelial cell autoantibodies. In: Peter J, Shoenfeld. Y., ed. Autoantibodies. 
Amsterdam: Elsevier Science 1996:245. 

681 del Papa N, Meroni PL, et al. Antibodies to endothelial cells in primary vasculitides mediate in vitro 
endothelial cytotoxicity in the presence of normal peripheral blood mononuclear cells. Clin 
Immunol Immunopathol. 1992;63(3):267-274. 

682 Cines DB, Lyss AP, et al. Presence of complement-fixing anti-endothelial cell antibodies in systemic 
lupus erythematosus. J Clin Invest. 1984;73(3):611-625. 

683 Del Papa N, Guidali L, et al. Anti-endothelial cell IgG antibodies from patients with Wegener's 
granulomatosis bind to human endothelial cells in vitro and induce adhesion molecule expression 
and cytokine secretion. Arthritis Rheum. 1996;39(5):758-766. 

684 Blank M, Krause I, et al. Monoclonal anti-endothelial cell antibodies from a patient with Takayasu 
arteritis activate endothelial cells from large vessels. Arthritis Rheum. 1999;42(7):1421-1432. 

685 Carvalho D, Savage CO, et al. IgG antiendothelial cell autoantibodies from scleroderma patients 
induce leukocyte adhesion to human vascular endothelial cells in vitro. Induction of adhesion 
molecule expression and involvement of endothelium-derived cytokines. J Clin Invest. 
1996;97(1):111-119. 

686 Papa ND, Raschi E, et al. Anti-endothelial cell IgG fractions from systemic lupus erythematosus 
patients bind to human endothelial cells and induce a pro-adhesive and a pro-inflammatory 
phenotype in vitro. Lupus. 1999;8(6):423-429. 

687 Carvalho D, Savage CO, et al. IgG anti-endothelial cell autoantibodies from patients with systemic 
lupus erythematosus or systemic vasculitis stimulate the release of two endothelial cell-derived 
mediators, which enhance adhesion molecule expression and leukocyte adhesion in an autocrine 
manner. Arthritis Rheum. 1999;42(4):631-640. 



 215 

688 Praprotnik S, Blank M, et al. Anti-endothelial cell antibodies from patients with thrombotic 
thrombocytopenic purpura specifically activate small vessel endothelial cells. Int Immunol. 
2001;13(2):203-210. 

689 Yazici ZA, Raschi E, et al. Human monoclonal anti-endothelial cell IgG-derived from a systemic lupus 
erythematosus patient binds and activates human endothelium in vitro. Int Immunol. 
2001;13(3):349-357. 

690 Lin YS, Lin CF, et al. Antibody-mediated endothelial cell damage via nitric oxide. Curr Pharm Des. 
2004;10(2):213-221. 

691 Narshi CB, Giles IP, Rahman A. The endothelium: an interface between autoimmunity and 
atherosclerosis in systemic lupus erythematosus? Lupus. 2011;20(1):5-13. 

692 Rodrigues CE, Bonfa E, Carvalho JF. Review on anti-lipoprotein lipase antibodies. Clin Chim Acta. 
2010;411(21-22):1603-1605. 

693 Mandal K, Foteinos G, et al. Role of antiheat shock protein 60 autoantibodies in atherosclerosis. 
Lupus. 2005;14(9):742-746. 

694 Domiciano DS, Carvalho JF, Shoenfeld Y. Pathogenic role of anti-endothelial cell antibodies in 
autoimmune rheumatic diseases. Lupus. 2009;18(13):1233-1238. 

695 Drmanac R, Sparks AB, et al. Human genome sequencing using unchained base reads on self-
assembling DNA nanoarrays. Science. 2010;327(5961):78-81. 

696 Yngvadottir B, Macarthur DG, et al. The promise and reality of personal genomics. Genome Biol. 
2009;10(9):237. 

697 Schuster SC, Miller W, et al. Complete Khoisan and Bantu genomes from southern Africa. Nature. 
2010;463(7283):943-947. 

698 Check E. Human genome: patchwork people. Nature. 2005;437(7062):1084-1086. 
699 Feuk L, Carson AR, Scherer SW. Structural variation in the human genome. Nat Rev Genet. 

2006;7(2):85-97. 
700 Bentley DR, Balasubramanian S, et al. Accurate whole human genome sequencing using reversible 

terminator chemistry. Nature. 2008;456(7218):53-59. 
701 Wheeler DA, Srinivasan M, et al. The complete genome of an individual by massively parallel DNA 

sequencing. Nature. 2008;452(7189):872-876. 
702 Wang J, Wang W, et al. The diploid genome sequence of an Asian individual. Nature. 

2008;456(7218):60-65. 
703 Levy S, Sutton G, et al. The diploid genome sequence of an individual human. PLoS Biol. 

2007;5(10):e254. 
704 Ahn SM, Kim TH, et al. The first Korean genome sequence and analysis: full genome sequencing for 

a socio-ethnic group. Genome Res. 2009;19(9):1622-1629. 
705 Kim JI, Ju YS, et al. A highly annotated whole-genome sequence of a Korean individual. Nature. 

2009;460(7258):1011-1015. 
706 Pushkarev D, Neff NF, Quake SR. Single-molecule sequencing of an individual human genome. Nat 

Biotechnol. 2009;27(9):847-850. 
707 Kuehn BM. 1000 Genomes Project promises closer look at variation in human genome. JAMA. 

2008;300(23):2715. 
708 Cargill M, Altshuler D, et al. Characterization of single-nucleotide polymorphisms in coding regions 

of human genes. Nat Genet. 1999;22(3):231-238. 
709 King MC, Wilson AC. Evolution at two levels in humans and chimpanzees. Science. 

1975;188(4184):107-116. 
710 Wray GA, Hahn MW, et al. The evolution of transcriptional regulation in eukaryotes. Mol Biol Evol. 

2003;20(9):1377-1419. 
711 Sachidanandam R, Weissman D, et al. A map of human genome sequence variation containing 1.42 

million single nucleotide polymorphisms. Nature. 2001;409(6822):928-933. 
712 Redon R, Ishikawa S, et al. Global variation in copy number in the human genome. Nature. 

2006;444(7118):444-454. 



 216 

713 Sebat J, Lakshmi B, et al. Large-scale copy number polymorphism in the human genome. Science. 
2004;305(5683):525-528. 

714 Consortium CSaA. Initial sequence of the chimpanzee genome and comparison with the human 
genome. Nature. 2005;437(7055):69-87. 

715 Yu N, Jensen-Seaman MI, et al. Nucleotide diversity in gorillas. Genetics. 2004;166(3):1375-1383. 
716 Li WH, Sadler LA. Low nucleotide diversity in man. Genetics. 1991;129(2):513-523. 
717 Amos W, Hoffman JI. Evidence that two main bottleneck events shaped modern human genetic 

diversity. Proc Biol Sci. 2009;277(1678):131-137. 
718 Xing J, Watkins WS, et al. Fine-scaled human genetic structure revealed by SNP microarrays. 

Genome Res. 2009;19(5):815-825. 
719 Li JZ, Absher DM, et al. Worldwide human relationships inferred from genome-wide patterns of 

variation. Science. 2008;319(5866):1100-1104. 
720 Jorde LB, Watkins WS, et al. The distribution of human genetic diversity: a comparison of 

mitochondrial, autosomal, and Y-chromosome data. Am J Hum Genet. 2000;66(3):979-988. 
721 Merryweather-Clarke AT, Pointon JJ, et al. Global prevalence of putative haemochromatosis 

mutations. J Med Genet. 1997;34(4):275-278. 
722 Tishkoff SA, Reed FA, et al. Convergent adaptation of human lactase persistence in Africa and 

Europe. Nat Genet. 2007;39(1):31-40. 
723 Sturm RA. Molecular genetics of human pigmentation diversity. Hum Mol Genet. 2009;18(R1):R9-

17. 
724 Tishkoff SA, Varkonyi R, et al. Haplotype diversity and linkage disequilibrium at human G6PD: 

recent origin of alleles that confer malarial resistance. Science. 2001;293(5529):455-462. 
725 Ayodo G, Price AL, et al. Combining evidence of natural selection with association analysis 

increases power to detect malaria-resistance variants. Am J Hum Genet. 2007;81(2):234-242. 
726 Sabeti PC, Varilly P, et al. Genome-wide detection and characterization of positive selection in 

human populations. Nature. 2007;449(7164):913-918. 
727 Jakobsson M, Scholz SW, et al. Genotype, haplotype and copy-number variation in worldwide 

human populations. Nature. 2008;451(7181):998-1003. 
728 Conrad DF, Jakobsson M, et al. A worldwide survey of haplotype variation and linkage 

disequilibrium in the human genome. Nat Genet. 2006;38(11):1251-1260. 
729 Fagundes NJ, Ray N, et al. Statistical evaluation of alternative models of human evolution. Proc 

Natl Acad Sci U S A. 2007;104(45):17614-17619. 
730 Rosenberg NA, Pritchard JK, et al. Genetic structure of human populations. Science. 

2002;298(5602):2381-2385. 
731 Bamshad MJ, Wooding S, et al. Human population genetic structure and inference of group 

membership. Am J Hum Genet. 2003;72(3):578-589. 
732 Tang H, Quertermous T, et al. Genetic structure, self-identified race/ethnicity, and confounding in 

case-control association studies. Am J Hum Genet. 2005;76(2):268-275. 
733 Novembre J, Johnson T, et al. Genes mirror geography within Europe. Nature. 2008;456(7218):98-

101. 
734 Reich D, Thangaraj K, et al. Reconstructing Indian population history. Nature. 2009;461(7263):489-

494. 
735 Kosoy R, Nassir R, et al. Ancestry informative marker sets for determining continental origin and 

admixture proportions in common populations in America. Hum Mutat. 2009;30(1):69-78. 
736 Bolnick DA, Fullwiley D, et al. Genetics. The science and business of genetic ancestry testing. 

Science. 2007;318(5849):399-400. 
737 Redfield RJ. Looking to bacteria for clues. Science. 2009;325(5943):946. 
738 Jorde LB, Wooding SP. Genetic variation, classification and 'race'. Nat Genet. 2004;36(11 

Suppl):S28-33. 
739 Tishkoff SA, Reed FA, et al. The genetic structure and history of Africans and African Americans. 

Science. 2009;324(5930):1035-1044. 



 217 

740 Parra EJ, Marcini A, et al. Estimating African American admixture proportions by use of population-
specific alleles. Am J Hum Genet. 1998;63(6):1839-1851. 

741 Halder I, Yang BZ, et al. Measurement of admixture proportions and description of admixture 
structure in different U.S. populations. Hum Mutat. 2009;30(9):1299-1309. 

742 Bryc K, Auton A, et al. Genome-wide patterns of population structure and admixture in West 
Africans and African Americans. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010;107(2):786-791. 

743 Shriver MD, Parra EJ, et al. Skin pigmentation, biogeographical ancestry and admixture mapping. 
Hum Genet. 2003;112(4):387-399. 

744 Watkins WS, Rogers AR, et al. Genetic variation among world populations: inferences from 100 Alu 
insertion polymorphisms. Genome Res. 2003;13(7):1607-1618. 

745 Sankar P, Cho MK. Genetics. Toward a new vocabulary of human genetic variation. Science. 
2002;298(5597):1337-1338. 

746 Racial and ethnic classification used in census 2000 and beyond.  Census Bureau: Washington D.C. 
2008. 

747 Halushka MK, Fan JB, et al. Patterns of single-nucleotide polymorphisms in candidate genes for 
blood-pressure homeostasis. Nat Genet. 1999;22(3):239-247. 

748 Hunt R, Sauna ZE, et al. Silent (synonymous) SNPs: should we care about them? Methods Mol Biol. 
2009;578:23-39. 

749 Shendure J, Ji H. Next-generation DNA sequencing. Nat Biotechnol. 2008;26(10):1135-1145. 
750 Consortium TGP. A map of human genome variation from population-scale sequencing. Nature. 

2010;467(7319):1061-1073. 
751 Hirschhorn JN, Daly MJ. Genome-wide association studies for common diseases and complex traits. 

Nat Rev Genet. 2005;6(2):95-108. 
752 Pritchard JK. Are rare variants responsible for susceptibility to complex diseases? Am J Hum Genet. 

2001;69(1):124-137. 
753 Reich DE, Lander ES. On the allelic spectrum of human disease. Trends Genet. 2001;17(9):502-510. 
754 Jimenez-Sanchez G, Childs B, Valle D. Human disease genes. Nature. 2001;409(6822):853-855. 
755 Botstein D, White RL, et al. Construction of a genetic linkage map in man using restriction fragment 

length polymorphisms. Am J Hum Genet. 1980;32(3):314-331. 
756 Youngman S, Sarfarazi M, et al. Studies of a DNA marker (G8) genetically linked to Huntington 

disease in British families. Hum Genet. 1986;73(4):333-339. 
757 Jeffreys AJ, Wilson V, Thein SL. Individual-specific 'fingerprints' of human DNA. Nature. 

1985;316(6023):76-79. 
758 Weber JL, May PE. Abundant class of human DNA polymorphisms which can be typed using the 

polymerase chain reaction. Am J Hum Genet. 1989;44(3):388-396. 
759 Edwards A, Civitello A, et al. DNA typing and genetic mapping with trimeric and tetrameric tandem 

repeats. Am J Hum Genet. 1991;49(4):746-756. 
760 Sklar P. Linkage analysis in psychiatric disorders: the emerging picture. Annu Rev Genomics Hum 

Genet. 2002;3:371-413. 
761 Florez JC, Hirschhorn J, Altshuler D. The inherited basis of diabetes mellitus: implications for the 

genetic analysis of complex traits. Annu Rev Genomics Hum Genet. 2003;4:257-291. 
762 Altmuller J, Palmer LJ, et al. Genomewide scans of complex human diseases: true linkage is hard to 

find. Am J Hum Genet. 2001;69(5):936-950. 
763 Hugot JP, Chamaillard M, et al. Association of NOD2 leucine-rich repeat variants with susceptibility 

to Crohn's disease. Nature. 2001;411(6837):599-603. 
764 Ogura Y, Bonen DK, et al. A frameshift mutation in NOD2 associated with susceptibility to Crohn's 

disease. Nature. 2001;411(6837):603-606. 
765 Remmers EF, Plenge RM, et al. STAT4 and the risk of rheumatoid arthritis and systemic lupus 

erythematosus. N Engl J Med. 2007;357(10):977-986. 
766 Brookes AJ. The essence of SNPs. Gene. 1999;234(2):177-186. 



 218 

767 Risch N, Merikangas K. The future of genetic studies of complex human diseases. Science. 
1996;273(5281):1516-1517. 

768 Lander ES, Schork NJ. Genetic dissection of complex traits. Science. 1994;265(5181):2037-2048. 
769 Cardon LR, Bell JI. Association study designs for complex diseases. Nat Rev Genet. 2001;2(2):91-99. 
770 Tabor HK, Risch NJ, Myers RM. Candidate-gene approaches for studying complex genetic traits: 

practical considerations. Nat Rev Genet. 2002;3(5):391-397. 
771 Lohmueller KE, Pearce CL, et al. Meta-analysis of genetic association studies supports a 

contribution of common variants to susceptibility to common disease. Nat Genet. 2003;33(2):177-
182. 

772 Gray IC, Campbell DA, Spurr NK. Single nucleotide polymorphisms as tools in human genetics. Hum 
Mol Genet. 2000;9(16):2403-2408. 

773 Ioannidis JP, Ntzani EE, et al. Replication validity of genetic association studies. Nat Genet. 
2001;29(3):306-309. 

774 Gregersen PK, Olsson LM. Recent advances in the genetics of autoimmune disease. Annu Rev 
Immunol. 2009;27:363-391. 

775 Newton-Cheh C, Hirschhorn JN. Genetic association studies of complex traits: design and analysis 
issues. Mutat Res. 2005;573(1-2):54-69. 

776 Sham PC, Cherny SS, et al. Power of linkage versus association analysis of quantitative traits, by use 
of variance-components models, for sibship data. Am J Hum Genet. 2000;66(5):1616-1630. 

777 Boomsma D, Busjahn A, Peltonen L. Classical twin studies and beyond. Nat Rev Genet. 
2002;3(11):872-882. 

778 Fay JC, Wyckoff GJ, Wu CI. Positive and negative selection on the human genome. Genetics. 
2001;158(3):1227-1234. 

779 Botstein D, Risch N. Discovering genotypes underlying human phenotypes: past successes for 
mendelian disease, future approaches for complex disease. Nat Genet. 2003;33 Suppl:228-237. 

780 Pennacchio LA, Rubin EM. Genomic strategies to identify mammalian regulatory sequences. Nat 
Rev Genet. 2001;2(2):100-109. 

781 Hirschhorn JN, Lohmueller K, et al. A comprehensive review of genetic association studies. Genet 
Med. 2002;4(2):45-61. 

782 Hindorff LA, Sethupathy P, et al. Potential etiologic and functional implications of genome-wide 
association loci for human diseases and traits. Proc Natl Acad Sci U S A. 2009;106(23):9362-9367. 

783 Wang GJ, Yang P, Xie HG. Gene variants in noncoding regions and their possible consequences. 
Pharmacogenomics. 2006;7(2):203-209. 

784 Jorde LB. Linkage disequilibrium and the search for complex disease genes. Genome Res. 
2000;10(10):1435-1444. 

785 Kruglyak L. Prospects for whole-genome linkage disequilibrium mapping of common disease genes. 
Nat Genet. 1999;22(2):139-144. 

786 Patil N, Berno AJ, et al. Blocks of limited haplotype diversity revealed by high-resolution scanning 
of human chromosome 21. Science. 2001;294(5547):1719-1723. 

787 Daly MJ, Rioux JD, et al. High-resolution haplotype structure in the human genome. Nat Genet. 
2001;29(2):229-232. 

788 Gabriel SB, Schaffner SF, et al. The structure of haplotype blocks in the human genome. Science. 
2002;296(5576):2225-2229. 

789 Johnson GC, Esposito L, et al. Haplotype tagging for the identification of common disease genes. 
Nat Genet. 2001;29(2):233-237. 

790 Buetow KH, Edmonson M, et al. High-throughput development and characterization of a 
genomewide collection of gene-based single nucleotide polymorphism markers by chip-based 
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry. Proc Natl Acad Sci U 
S A. 2001;98(2):581-584. 



 219 

791 De La Vega FM, Dailey D, et al. New generation pharmacogenomic tools: a SNP linkage 
disequilibrium Map, validated SNP assay resource, and high-throughput instrumentation system 
for large-scale genetic studies. Biotechniques. 2002;Suppl:48-50, 52, 54. 

792 Salanti G, Sanderson S, Higgins JP. Obstacles and opportunities in meta-analysis of genetic 
association studies. Genet Med. 2005;7(1):13-20. 

793 Wain LV, Armour JA, Tobin MD. Genomic copy number variation, human health, and disease. 
Lancet. 2009;374(9686):340-350. 

794 Gonzalez E, Kulkarni H, et al. The influence of CCL3L1 gene-containing segmental duplications on 
HIV-1/AIDS susceptibility. Science. 2005;307(5714):1434-1440. 

795 Hollox EJ, Huffmeier U, et al. Psoriasis is associated with increased beta-defensin genomic copy 
number. Nat Genet. 2008;40(1):23-25. 

796 Walsh T, McClellan JM, et al. Rare structural variants disrupt multiple genes in 
neurodevelopmental pathways in schizophrenia. Science. 2008;320(5875):539-543. 

797 Sebat J, Lakshmi B, et al. Strong association of de novo copy number mutations with autism. 
Science. 2007;316(5823):445-449. 

798 Hinds DA, Kloek AP, et al. Common deletions and SNPs are in linkage disequilibrium in the human 
genome. Nat Genet. 2006;38(1):82-85. 

799 McCarroll SA, Hadnott TN, et al. Common deletion polymorphisms in the human genome. Nat 
Genet. 2006;38(1):86-92. 

800 McCarroll SA, Kuruvilla FG, et al. Integrated detection and population-genetic analysis of SNPs and 
copy number variation. Nat Genet. 2008;40(10):1166-1174. 

801 Conrad DF, Pinto D, et al. Origins and functional impact of copy number variation in the human 
genome. Nature. 2010;464(7289):704-712. 

802 Hardy J, Singleton A. Genomewide association studies and human disease. N Engl J Med. 
2009;360(17):1759-1768. 

803 Manolio TA, Brooks LD, Collins FS. A HapMap harvest of insights into the genetics of common 
disease. J Clin Invest. 2008;118(5):1590-1605. 

804 Kruglyak L, Nickerson DA. Variation is the spice of life. Nat Genet. 2001;27(3):234-236. 
805 McCarthy MI, Abecasis GR, et al. Genome-wide association studies for complex traits: consensus, 

uncertainty and challenges. Nat Rev Genet. 2008;9(5):356-369. 
806 Dawson E, Abecasis GR, et al. A first-generation linkage disequilibrium map of human chromosome 

22. Nature. 2002;418(6897):544-548. 
807 Crawford DC, Carlson CS, et al. Haplotype diversity across 100 candidate genes for inflammation, 

lipid metabolism, and blood pressure regulation in two populations. Am J Hum Genet. 
2004;74(4):610-622. 

808 Consortium IH. A haplotype map of the human genome. Nature. 2005;437(7063):1299-1320. 
809 Frazer KA, Ballinger DG, et al. A second generation human haplotype map of over 3.1 million SNPs. 

Nature. 2007;449(7164):851-861. 
810 Klein RJ, Zeiss C, et al. Complement factor H polymorphism in age-related macular degeneration. 

Science. 2005;308(5720):385-389. 
811 Altshuler D, Daly MJ, Lander ES. Genetic mapping in human disease. Science. 2008;322(5903):881-

888. 
812 Stranger BE, Stahl EA, Raj T. Progress and promise of genome-wide association studies for human 

complex trait genetics. Genetics. 2011;187(2):367-383. 
813 Ragoussis J. Genotyping technologies for genetic research. Annu Rev Genomics Hum Genet. 

2009;10:117-133. 
814 Schork NJ, Murray SS, et al. Common vs. rare allele hypotheses for complex diseases. Curr Opin 

Genet Dev. 2009;19(3):212-219. 
815 Ku CS, Loy EY, et al. The pursuit of genome-wide association studies: where are we now? J Hum 

Genet. 2010;55(4):195-206. 



 220 

816 Musunuru K, Strong A, et al. From noncoding variant to phenotype via SORT1 at the 1p13 
cholesterol locus. Nature. 2010;466(7307):714-719. 

817 Ambati J, Ambati BK, et al. Age-related macular degeneration: etiology, pathogenesis, and 
therapeutic strategies. Surv Ophthalmol. 2003;48(3):257-293. 

818 Budarf ML, Labbe C, et al. GWA studies: rewriting the story of IBD. Trends Genet. 2009;25(3):137-
146. 

819 Helgadottir A, Thorleifsson G, et al. A common variant on chromosome 9p21 affects the risk of 
myocardial infarction. Science. 2007;316(5830):1491-1493. 

820 Amundadottir LT, Sulem P, et al. A common variant associated with prostate cancer in European 
and African populations. Nat Genet. 2006;38(6):652-658. 

821 Libioulle C, Louis E, et al. Novel Crohn disease locus identified by genome-wide association maps to 
a gene desert on 5p13.1 and modulates expression of PTGER4. PLoS Genet. 2007;3(4):e58. 

822 Kingsmore SF, Lindquist IE, et al. Genome-wide association studies: progress and potential for drug 
discovery and development. Nat Rev Drug Discov. 2008;7(3):221-230. 

823 Cho JH. The genetics and immunopathogenesis of inflammatory bowel disease. Nat Rev Immunol. 
2008;8(6):458-466. 

824 Zhernakova A, van Diemen CC, Wijmenga C. Detecting shared pathogenesis from the shared 
genetics of immune-related diseases. Nat Rev Genet. 2009;10(1):43-55. 

825 Barrett JC, Hansoul S, et al. Genome-wide association defines more than 30 distinct susceptibility 
loci for Crohn's disease. Nat Genet. 2008;40(8):955-962. 

826 Barrett JC, Clayton DG, et al. Genome-wide association study and meta-analysis find that over 40 
loci affect risk of type 1 diabetes. Nat Genet. 2009;41(6):703-707. 

827 De Jager PL, Jia X, et al. Meta-analysis of genome scans and replication identify CD6, IRF8 and 
TNFRSF1A as new multiple sclerosis susceptibility loci. Nat Genet. 2009;41(7):776-782. 

828 Manolio TA. Genomewide association studies and assessment of the risk of disease. N Engl J Med. 
2010;363(2):166-176. 

829 Maher B. Personal genomes: The case of the missing heritability. Nature. 2008;456(7218):18-21. 
830 Manolio TA, Collins FS, et al. Finding the missing heritability of complex diseases. Nature. 

2009;461(7265):747-753. 
831 Zeggini E, Scott LJ, et al. Meta-analysis of genome-wide association data and large-scale replication 

identifies additional susceptibility loci for type 2 diabetes. Nat Genet. 2008;40(5):638-645. 
832 Shi J, Levinson DF, et al. Common variants on chromosome 6p22.1 are associated with 

schizophrenia. Nature. 2009;460(7256):753-757. 
833 Ge D, Fellay J, et al. Genetic variation in IL28B predicts hepatitis C treatment-induced viral 

clearance. Nature. 2009;461(7262):399-401. 
834 Tanaka Y, Nishida N, et al. Genome-wide association of IL28B with response to pegylated 

interferon-alpha and ribavirin therapy for chronic hepatitis C. Nat Genet. 2009;41(10):1105-1109. 
835 Daly AK, Donaldson PT, et al. HLA-B*5701 genotype is a major determinant of drug-induced liver 

injury due to flucloxacillin. Nat Genet. 2009;41(7):816-819. 
836 Fellay J, Thompson AJ, et al. ITPA gene variants protect against anaemia in patients treated for 

chronic hepatitis C. Nature. 2010;464(7287):405-408. 
837 Link E, Parish S, et al. SLCO1B1 variants and statin-induced myopathy--a genomewide study. N Engl 

J Med. 2008;359(8):789-799. 
838 Stranger BE, Forrest MS, et al. Relative impact of nucleotide and copy number variation on gene 

expression phenotypes. Science. 2007;315(5813):848-853. 
839 Henrichsen CN, Vinckenbosch N, et al. Segmental copy number variation shapes tissue 

transcriptomes. Nat Genet. 2009;41(4):424-429. 
840 Cahan P, Li Y, et al. The impact of copy number variation on local gene expression in mouse 

hematopoietic stem and progenitor cells. Nat Genet. 2009;41(4):430-437. 
841 Hannan AJ. Tandem repeat polymorphisms: modulators of disease susceptibility and candidates 

for 'missing heritability'. Trends Genet. 2009;26(2):59-65. 



 221 

842 Bodmer W, Bonilla C. Common and rare variants in multifactorial susceptibility to common 
diseases. Nat Genet. 2008;40(6):695-701. 

843 McCarthy MI, Hirschhorn JN. Genome-wide association studies: potential next steps on a genetic 
journey. Hum Mol Genet. 2008;17(R2):R156-165. 

844 Consortium IS. Rare chromosomal deletions and duplications increase risk of schizophrenia. 
Nature. 2008;455(7210):237-241. 

845 Cohen JC, Kiss RS, et al. Multiple rare alleles contribute to low plasma levels of HDL cholesterol. 
Science. 2004;305(5685):869-872. 

846 Romeo S, Pennacchio LA, et al. Population-based resequencing of ANGPTL4 uncovers variations 
that reduce triglycerides and increase HDL. Nat Genet. 2007;39(4):513-516. 

847 Nejentsev S, Walker N, et al. Rare variants of IFIH1, a gene implicated in antiviral responses, 
protect against type 1 diabetes. Science. 2009;324(5925):387-389. 

848 Ng SB, Turner EH, et al. Targeted capture and massively parallel sequencing of 12 human exomes. 
Nature. 2009;461(7261):272-276. 

849 Zheng W, Long J, et al. Genome-wide association study identifies a new breast cancer susceptibility 
locus at 6q25.1. Nat Genet. 2009;41(3):324-328. 

850 Yasuda K, Miyake K, et al. Variants in KCNQ1 are associated with susceptibility to type 2 diabetes 
mellitus. Nat Genet. 2008;40(9):1092-1097. 

851 Campbell MC, Tishkoff SA. African genetic diversity: implications for human demographic history, 
modern human origins, and complex disease mapping. Annu Rev Genomics Hum Genet. 
2008;9:403-433. 

852 Sabatti C, Service SK, et al. Genome-wide association analysis of metabolic traits in a birth cohort 
from a founder population. Nat Genet. 2009;41(1):35-46. 

853 Visscher PM, Hill WG, Wray NR. Heritability in the genomics era--concepts and misconceptions. Nat 
Rev Genet. 2008;9(4):255-266. 

854 Cirulli ET, Kasperaviciute D, et al. Common genetic variation and performance on standardized 
cognitive tests. Eur J Hum Genet. 2010;18(7):815-820. 

855 Need AC, Attix DK, et al. A genome-wide study of common SNPs and CNVs in cognitive 
performance in the CANTAB. Hum Mol Genet. 2009;18(23):4650-4661. 

856 Bhattacharjee S, Wang Z, et al. Using principal components of genetic variation for robust and 
powerful detection of gene-gene interactions in case-control and case-only studies. Am J Hum 
Genet. 2010;86(3):331-342. 

857 Kong A, Steinthorsdottir V, et al. Parental origin of sequence variants associated with complex 
diseases. Nature. 2009;462(7275):868-874. 

858 Emilsson V, Thorleifsson G, et al. Genetics of gene expression and its effect on disease. Nature. 
2008;452(7186):423-428. 

859 Dixon AL, Liang L, et al. A genome-wide association study of global gene expression. Nat Genet. 
2007;39(10):1202-1207. 

860 Schadt EE, Molony C, et al. Mapping the genetic architecture of gene expression in human liver. 
PLoS Biol. 2008;6(5):e107. 

861 Stranger BE, Nica AC, et al. Population genomics of human gene expression. Nat Genet. 
2007;39(10):1217-1224. 

862 Myers AJ, Gibbs JR, et al. A survey of genetic human cortical gene expression. Nat Genet. 
2007;39(12):1494-1499. 

863 Chen Y, Zhu J, et al. Variations in DNA elucidate molecular networks that cause disease. Nature. 
2008;452(7186):429-435. 

864 Dumas ME, Wilder SP, et al. Direct quantitative trait locus mapping of mammalian metabolic 
phenotypes in diabetic and normoglycemic rat models. Nat Genet. 2007;39(5):666-672. 

865 Nica AC, Dermitzakis ET. Using gene expression to investigate the genetic basis of complex 
disorders. Hum Mol Genet. 2008;17(R2):R129-134. 



 222 

866 Birney E, Stamatoyannopoulos JA, et al. Identification and analysis of functional elements in 1% of 
the human genome by the ENCODE pilot project. Nature. 2007;447(7146):799-816. 

867 Rioux JD, Xavier RJ, et al. Genome-wide association study identifies new susceptibility loci for 
Crohn disease and implicates autophagy in disease pathogenesis. Nat Genet. 2007;39(5):596-604. 

868 Garofalo M, Condorelli G, Croce CM. MicroRNAs in diseases and drug response. Curr Opin 
Pharmacol. 2008;8(5):661-667. 

869 Gloyn AL, Pearson ER, et al. Activating mutations in the gene encoding the ATP-sensitive 
potassium-channel subunit Kir6.2 and permanent neonatal diabetes. N Engl J Med. 
2004;350(18):1838-1849. 

870 Gloyn AL, Weedon MN, et al. Large-scale association studies of variants in genes encoding the 
pancreatic beta-cell KATP channel subunits Kir6.2 (KCNJ11) and SUR1 (ABCC8) confirm that the 
KCNJ11 E23K variant is associated with type 2 diabetes. Diabetes. 2003;52(2):568-572. 

871 Ji W, Foo JN, et al. Rare independent mutations in renal salt handling genes contribute to blood 
pressure variation. Nat Genet. 2008;40(5):592-599. 

872 Mohlke KL, Boehnke M, Abecasis GR. Metabolic and cardiovascular traits: an abundance of recently 
identified common genetic variants. Hum Mol Genet. 2008;17(R2):R102-108. 

873 Frayling TM, Timpson NJ, et al. A common variant in the FTO gene is associated with body mass 
index and predisposes to childhood and adult obesity. Science. 2007;316(5826):889-894. 

874 Lettre G, Rioux JD. Autoimmune diseases: insights from genome-wide association studies. Hum Mol 
Genet. 2008;17(R2):R116-121. 

875 Easton DF, Eeles RA. Genome-wide association studies in cancer. Hum Mol Genet. 
2008;17(R2):R109-115. 

876 Gudmundsson J, Sulem P, et al. Two variants on chromosome 17 confer prostate cancer risk, and 
the one in TCF2 protects against type 2 diabetes. Nat Genet. 2007;39(8):977-983. 

877 Thomas G, Jacobs KB, et al. Multiple loci identified in a genome-wide association study of prostate 
cancer. Nat Genet. 2008;40(3):310-315. 

878 Frayling TM, Colhoun H, Florez JC. A genetic link between type 2 diabetes and prostate cancer. 
Diabetologia. 2008;51(10):1757-1760. 

879 Wang K, Li M, Hakonarson H. Analysing biological pathways in genome-wide association studies. 
Nat Rev Genet. 2010;11(12):843-854. 

880 Rao S, Olson JM, et al. Linkage analysis of human systemic lupus erythematosus-related traits: a 
principal component approach. Arthritis Rheum. 2001;44(12):2807-2818. 

881 Moser KL, Kelly JA, et al. Recent insights into the genetic basis of systemic lupus erythematosus. 
Genes Immun. 2009;10(5):373-379. 

882 Prokunina L, Gunnarsson I, et al. The systemic lupus erythematosus-associated PDCD1 
polymorphism PD1.3A in lupus nephritis. Arthritis Rheum. 2004;50(1):327-328. 

883 Deapen D, Escalante A, et al. A revised estimate of twin concordance in systemic lupus 
erythematosus. Arthritis Rheum. 1992;35(3):311-318. 

884 Alarcon-Segovia D, Alarcon-Riquelme ME, et al. Familial aggregation of systemic lupus 
erythematosus, rheumatoid arthritis, and other autoimmune diseases in 1,177 lupus patients from 
the GLADEL cohort. Arthritis Rheum. 2005;52(4):1138-1147. 

885 Hochberg MC. The application of genetic epidemiology to systemic lupus erythematosus. J 
Rheumatol. 1987;14(5):867-869. 

886 Lawrence JS, Martins CL, Drake GL. A family survey of lupus erythematosus. 1. Heritability. J 
Rheumatol. 1987;14(5):913-921. 

887 Sestak AL, Shaver TS, et al. Familial aggregation of lupus and autoimmunity in an unusual multiplex 
pedigree. J Rheumatol. 1999;26(7):1495-1499. 

888 Block SR. A brief history of twins. Lupus. 2006;15(2):61-64. 
889 Graham RR, Kyogoku C, et al. Three functional variants of IFN regulatory factor 5 (IRF5) define risk 

and protective haplotypes for human lupus. Proc Natl Acad Sci U S A. 2007;104(16):6758-6763. 



 223 

890 Fernando MM, Stevens CR, et al. Identification of two independent risk factors for lupus within the 
MHC in United Kingdom families. PLoS Genet. 2007;3(11):e192. 

891 Jacob CO, Reiff A, et al. Identification of novel susceptibility genes in childhood-onset systemic 
lupus erythematosus using a uniquely designed candidate gene pathway platform. Arthritis 
Rheum. 2007;56(12):4164-4173. 

892 Harley JB, Alarcon-Riquelme ME, et al. Genome-wide association scan in women with systemic 
lupus erythematosus identifies susceptibility variants in ITGAM, PXK, KIAA1542 and other loci. Nat 
Genet. 2008;40(2):204-210. 

893 Hom G, Graham RR, et al. Association of systemic lupus erythematosus with C8orf13-BLK and 
ITGAM-ITGAX. N Engl J Med. 2008;358(9):900-909. 

894 Nath SK, Han S, et al. A nonsynonymous functional variant in integrin-alpha(M) (encoded by 
ITGAM) is associated with systemic lupus erythematosus. Nat Genet. 2008;40(2):152-154. 

895 Kozyrev SV, Abelson AK, et al. Functional variants in the B-cell gene BANK1 are associated with 
systemic lupus erythematosus. Nat Genet. 2008;40(2):211-216. 

896 Sawalha AH, Webb R, et al. Common variants within MECP2 confer risk of systemic lupus 
erythematosus. PLoS One. 2008;3(3):e1727. 

897 Cunninghame Graham DS, Graham RR, et al. Polymorphism at the TNF superfamily gene TNFSF4 
confers susceptibility to systemic lupus erythematosus. Nat Genet. 2008;40(1):83-89. 

898 Graham RR, Cotsapas C, et al. Genetic variants near TNFAIP3 on 6q23 are associated with systemic 
lupus erythematosus. Nat Genet. 2008;40(9):1059-1061. 

899 Tsokos GC, Kammer GM. Molecular aberrations in human systemic lupus erythematosus. Mol Med 
Today. 2000;6(11):418-424. 

900 Abelson AK, Delgado-Vega AM, et al. STAT4 associates with systemic lupus erythematosus through 
two independent effects that correlate with gene expression and act additively with IRF5 to 
increase risk. Ann Rheum Dis. 2009;68(11):1746-1753. 

901 Kariuki SN, Moore JG, et al. Age- and gender-specific modulation of serum osteopontin and 
interferon-alpha by osteopontin genotype in systemic lupus erythematosus. Genes Immun. 
2009;10(5):487-494. 

902 Jacob CO, Zhu J, et al. Identification of IRAK1 as a risk gene with critical role in the pathogenesis of 
systemic lupus erythematosus. Proc Natl Acad Sci U S A. 2009;106(15):6256-6261. 

903 Lee-Kirsch MA, Gong M, et al. Mutations in the gene encoding the 3'-5' DNA exonuclease TREX1 are 
associated with systemic lupus erythematosus. Nat Genet. 2007;39(9):1065-1067. 

904 Zikherman J, Hermiston M, et al. PTPN22 deficiency cooperates with the CD45 E613R allele to break 
tolerance on a non-autoimmune background. J Immunol. 2009;182(7):4093-4106. 

905 Bertsias GK, Nakou M, et al. Genetic, immunologic, and immunohistochemical analysis of the 
programmed death 1/programmed death ligand 1 pathway in human systemic lupus 
erythematosus. Arthritis Rheum. 2009;60(1):207-218. 

906 Lu R, Vidal GS, et al. Genetic associations of LYN with systemic lupus erythematosus. Genes Immun. 
2009;10(5):397-403. 

907 Nurieva RI, Chung Y, et al. Bcl6 mediates the development of T follicular helper cells. Science. 
2009;325(5943):1001-1005. 

908 Gateva V, Sandling JK, et al. A large-scale replication study identifies TNIP1, PRDM1, JAZF1, 
UHRF1BP1 and IL10 as risk loci for systemic lupus erythematosus. Nat Genet. 2009;41(11):1228-
1233. 

909 Crispin JC, Liossis SN, et al. Pathogenesis of human systemic lupus erythematosus: recent advances. 
Trends Mol Med. 2010;16(2):47-57. 

910 Sirikong M, Tsuchiya N, et al. Association of HLA-DRB1*1502-DQB1*0501 haplotype with 
susceptibility to systemic lupus erythematosus in Thais. Tissue Antigens. 2002;59(2):113-117. 

911 Magnusson V, Johanneson B, et al. Both risk alleles for FcgammaRIIA and FcgammaRIIIA are 
susceptibility factors for SLE: a unifying hypothesis. Genes Immun. 2004;5(2):130-137. 



 224 

912 Manger K, Repp R, et al. Fcgamma receptor IIa, IIIa, and IIIb polymorphisms in German patients 
with systemic lupus erythematosus: association with clinical symptoms. Ann Rheum Dis. 
2002;61(9):786-792. 

913 Wandstrat AE, Nguyen C, et al. Association of extensive polymorphisms in the SLAM/CD2 gene 
cluster with murine lupus. Immunity. 2004;21(6):769-780. 

914 Plenge RM, Seielstad M, et al. TRAF1-C5 as a risk locus for rheumatoid arthritis--a genomewide 
study. N Engl J Med. 2007;357(12):1199-1209. 

915 Fotin-Mleczek M, Henkler F, et al. Tumor necrosis factor receptor-associated factor (TRAF) 1 
regulates CD40-induced TRAF2-mediated NF-kappaB activation. J Biol Chem. 2004;279(1):677-685. 

916 Kato T, Jr., Gotoh Y, et al. Negative regulation of constitutive NF-kappaB and JNK signaling by 
PKN1-mediated phosphorylation of TRAF1. Genes Cells. 2008;13(5):509-520. 

917 Xie P, Hostager BS, et al. Cooperation between TNF receptor-associated factors 1 and 2 in CD40 
signaling. J Immunol. 2006;176(9):5388-5400. 

918 Bishop GA. The multifaceted roles of TRAFs in the regulation of B-cell function. Nat Rev Immunol. 
2004;4(10):775-786. 

919 Munroe ME, Bishop GA. A costimulatory function for T cell CD40. J Immunol. 2007;178(2):671-682. 
920 Dunn IF, Sannikova TY, et al. Identification and characterization of two CD40-inducible enhancers in 

the mouse TRAF1 gene locus. Mol Immunol. 2000;37(16):961-973. 
921 Tomer Y, Concepcion E, Greenberg DA. A C/T single-nucleotide polymorphism in the region of the 

CD40 gene is associated with Graves' disease. Thyroid. 2002;12(12):1129-1135. 
922 Kurylowicz A, Kula D, et al. Association of CD40 gene polymorphism (C-1T) with susceptibility and 

phenotype of Graves' disease. Thyroid. 2005;15(10):1119-1124. 
923 Ban Y, Tozaki T, et al. Association of a C/T single-nucleotide polymorphism in the 5' untranslated 

region of the CD40 gene with Graves' disease in Japanese. Thyroid. 2006;16(5):443-446. 
924 Jacobson EM, Huber AK, et al. A CD40 Kozak sequence polymorphism and susceptibility to 

antibody-mediated autoimmune conditions: the role of CD40 tissue-specific expression. Genes 
Immun. 2007;8(3):205-214. 

925 Chadha S, Miller K, et al. Haplotype structure of TNFRSF5-TNFSF5 (CD40-CD40L) and association 
analysis in systemic lupus erythematosus. Eur J Hum Genet. 2005;13(5):669-676. 

926 Gaffney PM, Langefeld CD, et al. Fine-mapping chromosome 20 in 230 systemic lupus 
erythematosus sib pair and multiplex families: evidence for genetic epistasis with chromosome 
16q12. Am J Hum Genet. 2006;78(5):747-758. 

927 Raychaudhuri S, Remmers EF, et al. Common variants at CD40 and other loci confer risk of 
rheumatoid arthritis. Nat Genet. 2008;40(10):1216-1223. 

928 Plant D, Flynn E, et al. Investigation of potential non-HLA rheumatoid arthritis susceptibility loci in 
a European cohort increases the evidence for nine markers. Ann Rheum Dis. 2010;69(8):1548-1553. 

929 Orozco G, Eyre S, et al. Association of CD40 with rheumatoid arthritis confirmed in a large UK case-
control study. Ann Rheum Dis. 2010;69(5):813-816. 

930 Liu-Mares W, Sun Z, et al. Analysis of variation in NF-kappaB genes and expression levels of NF-
kappaB-regulated molecules. BMC Proc. 2007;1 Suppl 1:S126. 

931 Lin-Lee YC, Pham LV, et al. Nuclear localization in the biology of the CD40 receptor in normal and 
neoplastic human B lymphocytes. J Biol Chem. 2006;281(27):18878-18887. 

932 Zhou HJ, Pham LV, et al. Nuclear CD40 interacts with c-Rel and enhances proliferation in aggressive 
B-cell lymphoma. Blood. 2007;110(6):2121-2127. 

933 Berenson GS, Srinivasan SR, et al. Association between multiple cardiovascular risk factors and 
atherosclerosis in children and young adults. The Bogalusa Heart Study. N Engl J Med. 
1998;338(23):1650-1656. 

934 Marenberg ME, Risch N, et al. Genetic susceptibility to death from coronary heart disease in a 
study of twins. N Engl J Med. 1994;330(15):1041-1046. 

935 Sivapalaratnam S, Boekholdt SM, et al. Family history of premature coronary heart disease and risk 
prediction in the EPIC-Norfolk prospective population study. Heart. 2010;96(24):1985-1989. 



 225 

936 Sivapalaratnam S, Motazacker MM, et al. Genome-wide association studies in atherosclerosis. Curr 
Atheroscler Rep. 2011;13(3):225-232. 

937 Aouizerat BE, Allayee H, et al. A genome scan for familial combined hyperlipidemia reveals 
evidence of linkage with a locus on chromosome 11. Am J Hum Genet. 1999;65(2):397-412. 

938 Wang L, Fan C, et al. Mutation of MEF2A in an inherited disorder with features of coronary artery 
disease. Science. 2003;302(5650):1578-1581. 

939 Wang Q, Rao S, Topol EJ. Miscues on the "lack of MEF2A mutations" in coronary artery disease. J 
Clin Invest. 2005;115(6):1399-1400; author reply 1400-1391. 

940 Guella I, Rimoldi V, et al. Association and functional analyses of MEF2A as a susceptibility gene for 
premature myocardial infarction and coronary artery disease. Circ Cardiovasc Genet. 
2009;2(2):165-172. 

941 Lieb W, Mayer B, et al. Lack of association between the MEF2A gene and myocardial infarction. 
Circulation. 2008;117(2):185-191. 

942 Mani A, Radhakrishnan J, et al. LRP6 mutation in a family with early coronary disease and 
metabolic risk factors. Science. 2007;315(5816):1278-1282. 

943 Sarzani R, Salvi F, et al. Carotid artery atherosclerosis in hypertensive patients with a functional LDL 
receptor-related protein 6 gene variant. Nutr Metab Cardiovasc Dis. 2009;21(2):150-156. 

944 Tomaszewski M, Charchar FJ, et al. A common variant in low-density lipoprotein receptor-related 
protein 6 gene (LRP6) is associated with LDL-cholesterol. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 
2009;29(9):1316-1321. 

945 Crosslin DR, Shah SH, et al. Genetic effects in the leukotriene biosynthesis pathway and association 
with atherosclerosis. Hum Genet. 2009;125(2):217-229. 

946 Shen GQ, Li L, et al. An LRP8 variant is associated with familial and premature coronary artery 
disease and myocardial infarction. Am J Hum Genet. 2007;81(4):780-791. 

947 Lanktree MB, Dichgans M, Hegele RA. Advances in genomic analysis of stroke: what have we 
learned and where are we headed? Stroke. 2010;41(4):825-832. 

948 Keating BJ, Tischfield S, et al. Concept, design and implementation of a cardiovascular gene-centric 
50 k SNP array for large-scale genomic association studies. PLoS One. 2008;3(10):e3583. 

949 Musunuru K, Kathiresan S. Genetics of coronary artery disease. Annu Rev Genomics Hum Genet. 
2010;11:91-108. 

950 Schunkert H, Erdmann J, Samani NJ. Genetics of myocardial infarction: a progress report. Eur Heart 
J. 2010;31(8):918-925. 

951 Teslovich TM, Musunuru K, et al. Biological, clinical and population relevance of 95 loci for blood 
lipids. Nature. 2010;466(7307):707-713. 

952 McPherson R, Pertsemlidis A, et al. A common allele on chromosome 9 associated with coronary 
heart disease. Science. 2007;316(5830):1488-1491. 

953 Consortium TWTCC. Genome-wide association study of 14,000 cases of seven common diseases 
and 3,000 shared controls. Nature. 2007;447(7145):661-678. 

954 Willer CJ, Sanna S, et al. Newly identified loci that influence lipid concentrations and risk of 
coronary artery disease. Nat Genet. 2008;40(2):161-169. 

955 Helgadottir A, Thorleifsson G, et al. The same sequence variant on 9p21 associates with myocardial 
infarction, abdominal aortic aneurysm and intracranial aneurysm. Nat Genet. 2008;40(2):217-224. 

956 Thorgeirsson TE, Geller F, et al. A variant associated with nicotine dependence, lung cancer and 
peripheral arterial disease. Nature. 2008;452(7187):638-642. 

957 Zeggini E, Weedon MN, et al. Replication of genome-wide association signals in UK samples reveals 
risk loci for type 2 diabetes. Science. 2007;316(5829):1336-1341. 

958 Scott LJ, Mohlke KL, et al. A genome-wide association study of type 2 diabetes in Finns detects 
multiple susceptibility variants. Science. 2007;316(5829):1341-1345. 

959 Saxena R, Voight BF, et al. Genome-wide association analysis identifies loci for type 2 diabetes and 
triglyceride levels. Science. 2007;316(5829):1331-1336. 



 226 

960 Schunkert H, Gotz A, et al. Repeated replication and a prospective meta-analysis of the association 
between chromosome 9p21.3 and coronary artery disease. Circulation. 2008;117(13):1675-1684. 

961 Broadbent HM, Peden JF, et al. Susceptibility to coronary artery disease and diabetes is encoded by 
distinct, tightly linked SNPs in the ANRIL locus on chromosome 9p. Hum Mol Genet. 
2008;17(6):806-814. 

962 Shen GQ, Li L, et al. Four SNPs on chromosome 9p21 in a South Korean population implicate a 
genetic locus that confers high cross-race risk for development of coronary artery disease. 
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2008;28(2):360-365. 

963 Shen GQ, Rao S, et al. Association between four SNPs on chromosome 9p21 and myocardial 
infarction is replicated in an Italian population. J Hum Genet. 2008;53(2):144-150. 

964 Abdullah KG, Li L, et al. Four SNPS on chromosome 9p21 confer risk to premature, familial CAD and 
MI in an American Caucasian population (GeneQuest). Ann Hum Genet. 2008;72(Pt 5):654-657. 

965 Assimes TL, Knowles JW, et al. Susceptibility locus for clinical and subclinical coronary artery 
disease at chromosome 9p21 in the multi-ethnic ADVANCE study. Hum Mol Genet. 
2008;17(15):2320-2328. 

966 Hinohara K, Nakajima T, et al. Replication of the association between a chromosome 9p21 
polymorphism and coronary artery disease in Japanese and Korean populations. J Hum Genet. 
2008;53(4):357-359. 

967 Samani NJ, Braund PS, et al. The novel genetic variant predisposing to coronary artery disease in 
the region of the PSRC1 and CELSR2 genes on chromosome 1 associates with serum cholesterol. J 
Mol Med (Berl). 2008;86(11):1233-1241. 

968 Hayward NK. Genetics of melanoma predisposition. Oncogene. 2003;22(20):3053-3062. 
969 Hannon GJ, Beach D. p15INK4B is a potential effector of TGF-beta-induced cell cycle arrest. Nature. 

1994;371(6494):257-261. 
970 Horne BD, Carlquist JF, et al. Association of variation in the chromosome 9p21 locus with 

myocardial infarction versus chronic coronary artery disease. Circ Cardiovasc Genet. 2008;1(2):85-
92. 

971 Samani NJ, Schunkert H. Chromosome 9p21 and cardiovascular disease: the story unfolds. Circ 
Cardiovasc Genet. 2008;1(2):81-84. 

972 Dina C, Meyre D, et al. Variation in FTO contributes to childhood obesity and severe adult obesity. 
Nat Genet. 2007;39(6):724-726. 

973 Loos RJ, Lindgren CM, et al. Common variants near MC4R are associated with fat mass, weight and 
risk of obesity. Nat Genet. 2008;40(6):768-775. 

974 Chambers JC, Elliott P, et al. Common genetic variation near MC4R is associated with waist 
circumference and insulin resistance. Nat Genet. 2008;40(6):716-718. 

975 Frayling TM. Genome-wide association studies provide new insights into type 2 diabetes aetiology. 
Nat Rev Genet. 2007;8(9):657-662. 

976 Levy D, Larson MG, et al. Framingham Heart Study 100K Project: genome-wide associations for 
blood pressure and arterial stiffness. BMC Med Genet. 2007;8 Suppl 1:S3. 

977 Sandhu MS, Waterworth DM, et al. LDL-cholesterol concentrations: a genome-wide association 
study. Lancet. 2008;371(9611):483-491. 

978 Kooner JS, Chambers JC, et al. Genome-wide scan identifies variation in MLXIPL associated with 
plasma triglycerides. Nat Genet. 2008;40(2):149-151. 

979 Kathiresan S, Melander O, et al. Six new loci associated with blood low-density lipoprotein 
cholesterol, high-density lipoprotein cholesterol or triglycerides in humans. Nat Genet. 
2008;40(2):189-197. 

980 Ridker PM, Rifai N, et al. Comparison of C-reactive protein and low-density lipoprotein cholesterol 
levels in the prediction of first cardiovascular events. N Engl J Med. 2002;347(20):1557-1565. 

981 Reiner AP, Barber MJ, et al. Polymorphisms of the HNF1A gene encoding hepatocyte nuclear factor-
1 alpha are associated with C-reactive protein. Am J Hum Genet. 2008;82(5):1193-1201. 



 227 

982 Ridker PM, Pare G, et al. Loci related to metabolic-syndrome pathways including LEPR,HNF1A, IL6R, 
and GCKR associate with plasma C-reactive protein: the Women's Genome Health Study. Am J 
Hum Genet. 2008;82(5):1185-1192. 

983 Pare G, Chasman DI, et al. Novel association of ABO histo-blood group antigen with soluble ICAM-
1: results of a genome-wide association study of 6,578 women. PLoS Genet. 2008;4(7):e1000118. 

984 Li S, Sanna S, et al. The GLUT9 gene is associated with serum uric acid levels in Sardinia and Chianti 
cohorts. PLoS Genet. 2007;3(11):e194. 

985 Wallace C, Newhouse SJ, et al. Genome-wide association study identifies genes for biomarkers of 
cardiovascular disease: serum urate and dyslipidemia. Am J Hum Genet. 2008;82(1):139-149. 

986 Feig DI, Kang DH, Johnson RJ. Uric acid and cardiovascular risk. N Engl J Med. 2008;359(17):1811-
1821. 

987 Keembiyehetty C, Augustin R, et al. Mouse glucose transporter 9 splice variants are expressed in 
adult liver and kidney and are up-regulated in diabetes. Mol Endocrinol. 2006;20(3):686-697. 

988 Pantsulaia I, Trofimov S, et al. Heritability of circulating growth factors involved in the angiogenesis 
in healthy human population. Cytokine. 2004;27(6):152-158. 

989 Berrahmoune H, Herbeth B, et al. Heritability for plasma VEGF concentration in the Stanislas family 
study. Ann Hum Genet. 2007;71(Pt 1):54-63. 

990 Rogers MS, Rohan RM, et al. Genetic loci that control vascular endothelial growth factor-induced 
angiogenesis. FASEB J. 2003;17(14):2112-2114. 

991 Rogers MS, Rohan RM, et al. Genetic loci that control the angiogenic response to basic fibroblast 
growth factor. FASEB J. 2004;18(10):1050-1059. 

992 Beckmann JS, Estivill X, Antonarakis SE. Copy number variants and genetic traits: closer to the 
resolution of phenotypic to genotypic variability. Nat Rev Genet. 2007;8(8):639-646. 

993 Schones DE, Zhao K. Genome-wide approaches to studying chromatin modifications. Nat Rev 
Genet. 2008;9(3):179-191. 

994 Couzin J. MicroRNAs make big impression in disease after disease. Science. 2008;319(5871):1782-
1784. 

995 He M, Das K, et al. A translocation involving the placental growth factor gene is identified in an 
epithelioid hemangioendothelioma. Cancer Genet Cytogenet. 2006;168(2):150-154. 

996 Garzon MC, Huang JT, et al. Vascular malformations: Part I. J Am Acad Dermatol. 2007;56(3):353-
370; quiz 371-354. 

997 Garzon MC, Huang JT, et al. Vascular malformations. Part II: associated syndromes. J Am Acad 
Dermatol. 2007;56(4):541-564. 

998 Walter JW, Blei F, et al. Genetic mapping of a novel familial form of infantile hemangioma. Am J 
Med Genet. 1999;82(1):77-83. 

999 Walter JW, North PE, et al. Somatic mutation of vascular endothelial growth factor receptors in 
juvenile hemangioma. Genes Chromosomes Cancer. 2002;33(3):295-303. 

1000 Gallione CJ, Repetto GM, et al. A combined syndrome of juvenile polyposis and hereditary 
haemorrhagic telangiectasia associated with mutations in MADH4 (SMAD4). Lancet. 
2004;363(9412):852-859. 

1001 McAllister KA, Grogg KM, et al. Endoglin, a TGF-beta binding protein of endothelial cells, is the gene 
for hereditary haemorrhagic telangiectasia type 1. Nat Genet. 1994;8(4):345-351. 

1002 Johnson DW, Berg JN, et al. Mutations in the activin receptor-like kinase 1 gene in hereditary 
haemorrhagic telangiectasia type 2. Nat Genet. 1996;13(2):189-195. 

1003 Revencu N, Vikkula M. Cerebral cavernous malformation: new molecular and clinical insights. J 
Med Genet. 2006;43(9):716-721. 

1004 Laberge-le Couteulx S, Jung HH, et al. Truncating mutations in CCM1, encoding KRIT1, cause 
hereditary cavernous angiomas. Nat Genet. 1999;23(2):189-193. 

1005 Liquori CL, Berg MJ, et al. Mutations in a gene encoding a novel protein containing a 
phosphotyrosine-binding domain cause type 2 cerebral cavernous malformations. Am J Hum 
Genet. 2003;73(6):1459-1464. 



 228 

1006 Bergametti F, Denier C, et al. Mutations within the programmed cell death 10 gene cause cerebral 
cavernous malformations. Am J Hum Genet. 2005;76(1):42-51. 

1007 Whitehead KJ, Plummer NW, et al. Ccm1 is required for arterial morphogenesis: implications for 
the etiology of human cavernous malformations. Development. 2004;131(6):1437-1448. 

1008 Plummer NW, Gallione CJ, et al. Loss of p53 sensitizes mice with a mutation in Ccm1 (KRIT1) to 
development of cerebral vascular malformations. Am J Pathol. 2004;165(5):1509-1518. 

1009 Hurwitz H, Fehrenbacher L, et al. Bevacizumab plus irinotecan, fluorouracil, and leucovorin for 
metastatic colorectal cancer. N Engl J Med. 2004;350(23):2335-2342. 

1010 Jelkmann W. Pitfalls in the measurement of circulating vascular endothelial growth factor. Clin 
Chem. 2001;47(4):617-623. 

1011 Shahbazi M, Fryer AA, et al. Vascular endothelial growth factor gene polymorphisms are associated 
with acute renal allograft rejection. J Am Soc Nephrol. 2002;13(1):260-264. 

1012 Lambrechts D, Storkebaum E, et al. VEGF is a modifier of amyotrophic lateral sclerosis in mice and 
humans and protects motoneurons against ischemic death. Nat Genet. 2003;34(4):383-394. 

1013 Kawai Y, Sakano S, et al. Associations of single nucleotide polymorphisms in the vascular 
endothelial growth factor gene with the characteristics and prognosis of renal cell carcinomas. Eur 
Urol. 2007;52(4):1147-1155. 

1014 Jacobs EJ, Feigelson HS, et al. Polymorphisms in the vascular endothelial growth factor gene and 
breast cancer in the Cancer Prevention Study II cohort. Breast Cancer Res. 2006;8(2):R22. 

1015 Howell WM, Bateman AC, et al. Influence of vascular endothelial growth factor single nucleotide 
polymorphisms on tumour development in cutaneous malignant melanoma. Genes Immun. 
2002;3(4):229-232. 

1016 Awata T, Inoue K, et al. A common polymorphism in the 5'-untranslated region of the VEGF gene is 
associated with diabetic retinopathy in type 2 diabetes. Diabetes. 2002;51(5):1635-1639. 

1017 Jin Q, Hemminki K, et al. Vascular endothelial growth factor polymorphisms in relation to breast 
cancer development and prognosis. Clin Cancer Res. 2005;11(10):3647-3653. 

1018 Sfar S, Hassen E, et al. Association of VEGF genetic polymorphisms with prostate carcinoma risk 
and clinical outcome. Cytokine. 2006;35(1-2):21-28. 

1019 Kim JG, Chae YS, et al. Vascular endothelial growth factor gene polymorphisms associated with 
prognosis for patients with colorectal cancer. Clin Cancer Res. 2008;14(1):62-66. 

1020 Heist RS, Zhai R, et al. VEGF polymorphisms and survival in early-stage non-small-cell lung cancer. J 
Clin Oncol. 2008;26(6):856-862. 

1021 Renner W, Kotschan S, et al. A common 936 C/T mutation in the gene for vascular endothelial 
growth factor is associated with vascular endothelial growth factor plasma levels. J Vasc Res. 
2000;37(6):443-448. 

1022 Krippl P, Langsenlehner U, et al. A common 936 C/T gene polymorphism of vascular endothelial 
growth factor is associated with decreased breast cancer risk. Int J Cancer. 2003;106(4):468-471. 

1023 Howell WM, Ali S, et al. VEGF polymorphisms and severity of atherosclerosis. J Med Genet. 
2005;42(6):485-490. 

1024 Barile S, Medda E, et al. Vascular endothelial growth factor gene polymorphisms increase the risk 
to develop psoriasis. Exp Dermatol. 2006;15(5):368-376. 

1025 Han SW, Kim GW, et al. VEGF gene polymorphisms and susceptibility to rheumatoid arthritis. 
Rheumatology (Oxford). 2004;43(9):1173-1177. 

1026 Morohashi K, Takada T, et al. Vascular endothelial growth factor gene polymorphisms in Japanese 
patients with sarcoidosis. Chest. 2003;123(5):1520-1526. 

1027 Wang Y, Zheng Y, et al. Polymorphisms of KDR gene are associated with coronary heart disease. J 
Am Coll Cardiol. 2007;50(8):760-767. 

1028 Majmundar AJ, Wong WJ, Simon MC. Hypoxia-inducible factors and the response to hypoxic stress. 
Mol Cell. 2010;40(2):294-309. 

1029 Pouyssegur J, Dayan F, Mazure NM. Hypoxia signalling in cancer and approaches to enforce tumour 
regression. Nature. 2006;441(7092):437-443. 



 229 

1030 Tanimoto K, Yoshiga K, et al. Hypoxia-inducible factor-1alpha polymorphisms associated with 
enhanced transactivation capacity, implying clinical significance. Carcinogenesis. 2003;24(11):1779-
1783. 

1031 Fransen K, Fenech M, et al. Association between ulcerative growth and hypoxia inducible factor-
1alpha polymorphisms in colorectal cancer patients. Mol Carcinog. 2006;45(11):833-840. 

1032 Nadaoka J, Horikawa Y, et al. Prognostic significance of HIF-1 alpha polymorphisms in transitional 
cell carcinoma of the bladder. Int J Cancer. 2008;122(6):1297-1302. 

1033 Percy MJ, Zhao Q, et al. A family with erythrocytosis establishes a role for prolyl hydroxylase 
domain protein 2 in oxygen homeostasis. Proc Natl Acad Sci U S A. 2006;103(3):654-659. 

1034 Soussi T, Wiman KG. Shaping genetic alterations in human cancer: the p53 mutation paradigm. 
Cancer Cell. 2007;12(4):303-312. 

1035 Menendez D, Krysiak O, et al. A SNP in the flt-1 promoter integrates the VEGF system into the p53 
transcriptional network. Proc Natl Acad Sci U S A. 2006;103(5):1406-1411. 

1036 Shibuya M. Vascular endothelial growth factor receptor-1 (VEGFR-1/Flt-1): a dual regulator for 
angiogenesis. Angiogenesis. 2006;9(4):225-230; discussion 231. 

1037 Garcia-Closas M, Hall P, et al. Heterogeneity of breast cancer associations with five susceptibility 
loci by clinical and pathological characteristics. PLoS Genet. 2008;4(4):e1000054. 

1038 Meyer KB, Maia AT, et al. Allele-specific up-regulation of FGFR2 increases susceptibility to breast 
cancer. PLoS Biol. 2008;6(5):e108. 

1039 Mason JM, Morrison DJ, et al. Sprouty proteins: multifaceted negative-feedback regulators of 
receptor tyrosine kinase signaling. Trends Cell Biol. 2006;16(1):45-54. 

1040 Weir BA, Woo MS, et al. Characterizing the cancer genome in lung adenocarcinoma. Nature. 
2007;450(7171):893-898. 

1041 Chiang DY, Villanueva A, et al. Focal gains of VEGFA and molecular classification of hepatocellular 
carcinoma. Cancer Res. 2008;68(16):6779-6788. 

1042 Turunen MP, Yla-Herttuala S. Epigenetic regulation of key vascular genes and growth factors. 
Cardiovasc Res. 2011;90(3):441-446. 

1043 Koho H, Paulie S, et al. Monoclonal antibodies to antigens associated with transitional cell 
carcinoma of the human urinary bladder. I. Determination of the selectivity of six antibodies by 
cell ELISA and immunofluorescence. Cancer Immunol Immunother. 1984;17(3):165-172. 

1044 Paulie S, Koho H, et al. Monoclonal antibodies to antigens associated with transitional cell 
carcinoma of the human urinary bladder. II. Identification of the cellular target structures by 
immunoprecipitation and SDS-PAGE analysis. Cancer Immunol Immunother. 1984;17(3):173-179. 

1045 Paulie S, Ehlin-Henriksson B, et al. A p50 surface antigen restricted to human urinary bladder 
carcinomas and B lymphocytes. Cancer Immunol Immunother. 1985;20(1):23-28. 

1046 Clark EA, Ledbetter JA. Activation of human B cells mediated through two distinct cell surface 
differentiation antigens, Bp35 and Bp50. Proc Natl Acad Sci U S A. 1986;83(12):4494-4498. 

1047 Bartlett WC, Michael A, et al. Cognate interactions between helper T cells and B cells. II. Dissection 
of cognate help by using a class II-restricted, antigen-specific, IL-2-dependent helper T cell clone. J 
Immunol. 1989;143(6):1745-1754. 

1048 Hirohata S, Jelinek DF, Lipsky PE. T cell-dependent activation of B cell proliferation and 
differentiation by immobilized monoclonal antibodies to CD3. J Immunol. 1988;140(11):3736-3744. 

1049 Bartlett WC, McCann J, et al. Cognate interactions between helper T cells and B cells. IV. 
Requirements for the expression of effector phase activity by helper T cells. J Immunol. 
1990;145(12):3956-3962. 

1050 Noelle RJ, Roy M, et al. A 39-kDa protein on activated helper T cells binds CD40 and transduces the 
signal for cognate activation of B cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 1992;89(14):6550-6554. 

1051 Graf D, Korthauer U, et al. Cloning of TRAP, a ligand for CD40 on human T cells. Eur J Immunol. 
1992;22(12):3191-3194. 



 230 

1052 Hollenbaugh D, Grosmaire LS, et al. The human T cell antigen gp39, a member of the TNF gene 
family, is a ligand for the CD40 receptor: expression of a soluble form of gp39 with B cell co-
stimulatory activity. EMBO J. 1992;11(12):4313-4321. 

1053 Lederman S, Yellin MJ, et al. Identification of a novel surface protein on activated CD4+ T cells that 
induces contact-dependent B cell differentiation (help). J Exp Med. 1992;175(4):1091-1101. 

1054 Armitage RJ, Fanslow WC, et al. Molecular and biological characterization of a murine ligand for 
CD40. Nature. 1992;357(6373):80-82. 

1055 Foy TM, Shepherd DM, et al. In vivo CD40-gp39 interactions are essential for thymus-dependent 
humoral immunity. II. Prolonged suppression of the humoral immune response by an antibody to 
the ligand for CD40, gp39. J Exp Med. 1993;178(5):1567-1575. 

1056 Van den Eertwegh AJ, Noelle RJ, et al. In vivo CD40-gp39 interactions are essential for thymus-
dependent humoral immunity. I. In vivo expression of CD40 ligand, cytokines, and antibody 
production delineates sites of cognate T-B cell interactions. J Exp Med. 1993;178(5):1555-1565. 

1057 Foy TM, Laman JD, et al. gp39-CD40 interactions are essential for germinal center formation and 
the development of B cell memory. J Exp Med. 1994;180(1):157-163. 

1058 Callard RE, Armitage RJ, et al. CD40 ligand and its role in X-linked hyper-IgM syndrome. Immunol 
Today. 1993;14(11):559-564. 

1059 Caux C, Massacrier C, et al. Activation of human dendritic cells through CD40 cross-linking. J Exp 
Med. 1994;180(4):1263-1272. 

1060 Alderson MR, Armitage RJ, et al. CD40 expression by human monocytes: regulation by cytokines 
and activation of monocytes by the ligand for CD40. J Exp Med. 1993;178(2):669-674. 

1061 Galy AH, Spits H. CD40 is functionally expressed on human thymic epithelial cells. J Immunol. 
1992;149(3):775-782. 

1062 Karmann K, Hughes CC, et al. CD40 on human endothelial cells: inducibility by cytokines and 
functional regulation of adhesion molecule expression. Proc Natl Acad Sci U S A. 1995;92(10):4342-
4346. 

1063 Hollenbaugh D, Mischel-Petty N, et al. Expression of functional CD40 by vascular endothelial cells. J 
Exp Med. 1995;182(1):33-40. 

1064 Mach F, Schonbeck U, et al. Functional CD40 ligand is expressed on human vascular endothelial 
cells, smooth muscle cells, and macrophages: implications for CD40-CD40 ligand signaling in 
atherosclerosis. Proc Natl Acad Sci U S A. 1997;94(5):1931-1936. 

1065 Briscoe DM, Alexander SI, Lichtman AH. Interactions between T lymphocytes and endothelial cells 
in allograft rejection. Curr Opin Immunol. 1998;10(5):525-531. 

1066 Henn V, Slupsky JR, et al. CD40 ligand on activated platelets triggers an inflammatory reaction of 
endothelial cells. Nature. 1998;391(6667):591-594. 

1067 Weber AA, Hermann A, et al. Molecular identity of platelet CD40 ligand (CD40L). Thromb Haemost. 
2001;86(2):718. 

1068 Yellin MJ, Brett J, et al. Functional interactions of T cells with endothelial cells: the role of CD40L-
CD40-mediated signals. J Exp Med. 1995;182(6):1857-1864. 

1069 Ramesh N, Ramesh V, et al. Chromosomal localization of the gene for human B-cell antigen CD40. 
Somat Cell Mol Genet. 1993;19(3):295-298. 

1070 Lafage-Pochitaloff M, Herman P, et al. Localization of the human CD40 gene to chromosome 20, 
bands q12-q13.2. Leukemia. 1994;8(7):1172-1175. 

1071 Cookson WO, Ubhi B, et al. Genetic linkage of childhood atopic dermatitis to psoriasis susceptibility 
loci. Nat Genet. 2001;27(4):372-373. 

1072 Stamenkovic I, Clark EA, Seed B. A B-lymphocyte activation molecule related to the nerve growth 
factor receptor and induced by cytokines in carcinomas. EMBO J. 1989;8(5):1403-1410. 

1073 Smith CA, Farrah T, Goodwin RG. The TNF receptor superfamily of cellular and viral proteins: 
activation, costimulation, and death. Cell. 1994;76(6):959-962. 

1074 Schonbeck U, Libby P. The CD40/CD154 receptor/ligand dyad. Cell Mol Life Sci. 2001;58(1):4-43. 
1075 van Kooten C, Banchereau J. CD40-CD40 ligand. J Leukoc Biol. 2000;67(1):2-17. 



 231 

1076 Naismith JH, Sprang SR. Modularity in the TNF-receptor family. Trends Biochem Sci. 1998;23(2):74-
79. 

1077 Singh J, Garber E, et al. The role of polar interactions in the molecular recognition of CD40L with its 
receptor CD40. Protein Sci. 1998;7(5):1124-1135. 

1078 Bajorath J, Marken JS, et al. Analysis of gp39/CD40 interactions using molecular models and site-
directed mutagenesis. Biochemistry. 1995;34(31):9884-9892. 

1079 Bajorath J, Chalupny NJ, et al. Identification of residues on CD40 and its ligand which are critical for 
the receptor-ligand interaction. Biochemistry. 1995;34(6):1833-1844. 

1080 Hostager BS, Hsing Y, et al. Different CD40-mediated signaling events require distinct CD40 
structural features. J Immunol. 1996;157(3):1047-1053. 

1081 Goldstein MD, Watts TH. Identification of distinct domains in CD40 involved in B7-1 induction or 
growth inhibition. J Immunol. 1996;157(7):2837-2843. 

1082 Reyes-Moreno C, Girouard J, et al. CD40/CD40 homodimers are required for CD40-induced 
phosphatidylinositol 3-kinase-dependent expression of B7.2 by human B lymphocytes. J Biol Chem. 
2004;279(9):7799-7806. 

1083 Reyes-Moreno C, Sharif-Askari E, et al. Requirement of oxidation-dependent CD40 homodimers for 
CD154/CD40 bidirectional signaling. J Biol Chem. 2007;282(27):19473-19480. 

1084 Chan FK, Chun HJ, et al. A domain in TNF receptors that mediates ligand-independent receptor 
assembly and signaling. Science. 2000;288(5475):2351-2354. 

1085 Krzesz R, Wagner AH, et al. Cytokine-inducible CD40 gene expression in vascular smooth muscle 
cells is mediated by nuclear factor kappaB and signal transducer and activation of transcription-1. 
FEBS Lett. 1999;453(1-2):191-196. 

1086 Craxton A, Shu G, et al. p38 MAPK is required for CD40-induced gene expression and proliferation 
in B lymphocytes. J Immunol. 1998;161(7):3225-3236. 

1087 Tone M, Tone Y, et al. The role of Sp1 and NF-kappa B in regulating CD40 gene expression. J Biol 
Chem. 2002;277(11):8890-8897. 

1088 Qin H, Wilson CA, et al. IFN-beta-induced SOCS-1 negatively regulates CD40 gene expression in 
macrophages and microglia. FASEB J. 2006;20(7):985-987. 

1089 Wesemann DR, Dong Y, et al. Suppressor of cytokine signaling 1 inhibits cytokine induction of CD40 
expression in macrophages. J Immunol. 2002;169(5):2354-2360. 

1090 Nguyen VT, Walker WS, Benveniste EN. Post-transcriptional inhibition of CD40 gene expression in 
microglia by transforming growth factor-beta. Eur J Immunol. 1998;28(8):2537-2548. 

1091 Gormand F, Briere F, et al. CD40 expression by human bronchial epithelial cells. Scand J Immunol. 
1999;49(4):355-361. 

1092 Gordon J, Millsum MJ, et al. Resting B lymphocytes can be triggered directly through the CDw40 
(Bp50) antigen. A comparison with IL-4-mediated signaling. J Immunol. 1988;140(5):1425-1430. 

1093 Paulie S, Rosen A, et al. The human B lymphocyte and carcinoma antigen, CDw40, is a 
phosphoprotein involved in growth signal transduction. J Immunol. 1989;142(2):590-595. 

1094 Valle A, Zuber CE, et al. Activation of human B lymphocytes through CD40 and interleukin 4. Eur J 
Immunol. 1989;19(8):1463-1467. 

1095 Clark EA, Shu GL, et al. Activation of human B cells. Comparison of the signal transduced by IL-4 to 
four different competence signals. J Immunol. 1989;143(12):3873-3880. 

1096 Yellin MJ, Winikoff S, et al. Ligation of CD40 on fibroblasts induces CD54 (ICAM-1) and CD106 
(VCAM-1) up-regulation and IL-6 production and proliferation. J Leukoc Biol. 1995;58(2):209-216. 

1097 McLellan AD, Sorg RV, et al. Human dendritic cells activate T lymphocytes via a CD40: CD40 ligand-
dependent pathway. Eur J Immunol. 1996;26(6):1204-1210. 

1098 Moses AV, Williams SE, et al. HIV-1 induction of CD40 on endothelial cells promotes the outgrowth 
of AIDS-associated B-cell lymphomas. Nat Med. 1997;3(11):1242-1249. 

1099 Wang F, Gregory C, et al. Epstein-Barr virus latent membrane protein (LMP1) and nuclear proteins 
2 and 3C are effectors of phenotypic changes in B lymphocytes: EBNA-2 and LMP1 cooperatively 
induce CD23. J Virol. 1990;64(5):2309-2318. 



 232 

1100 Law CL, Wormann B, LeBien TW. Analysis of expression and function of CD40 on normal and 
leukemic human B cell precursors. Leukemia. 1990;4(11):732-738. 

1101 Henderson RA, Watkins SC, Flynn JL. Activation of human dendritic cells following infection with 
Mycobacterium tuberculosis. J Immunol. 1997;159(2):635-643. 

1102 Ledbetter JA, Shu G, et al. Augmentation of normal and malignant B cell proliferation by 
monoclonal antibody to the B cell-specific antigen BP50 (CDW40). J Immunol. 1987;138(3):788-794. 

1103 Gilliam AC, Kremer IB, et al. The human hair follicle: a reservoir of CD40+ B7-deficient Langerhans 
cells that repopulate epidermis after UVB exposure. J Invest Dermatol. 1998;110(4):422-427. 

1104 Quezada SA, Jarvinen LZ, et al. CD40/CD154 interactions at the interface of tolerance and 
immunity. Annu Rev Immunol. 2004;22:307-328. 

1105 Bishop GA, Moore CR, et al. TRAF proteins in CD40 signaling. Adv Exp Med Biol. 2007;597:131-151. 
1106 Saemann MD, Kelemen P, et al. CD40 triggered human monocyte-derived dendritic cells convert to 

tolerogenic dendritic cells when JAK3 activity is inhibited. Transplant Proc. 2002;34(5):1407-1408. 
1107 Saemann MD, Diakos C, et al. Prevention of CD40-triggered dendritic cell maturation and induction 

of T-cell hyporeactivity by targeting of Janus kinase 3. Am J Transplant. 2003;3(11):1341-1349. 
1108 Danese S, Sans M, Fiocchi C. The CD40/CD40L costimulatory pathway in inflammatory bowel 

disease. Gut. 2004;53(7):1035-1043. 
1109 Randall TD, Heath AW, et al. Arrest of B lymphocyte terminal differentiation by CD40 signaling: 

mechanism for lack of antibody-secreting cells in germinal centers. Immunity. 1998;8(6):733-742. 
1110 Silvy A, Lagresle C, et al. The differentiation of human memory B cells into specific antibody-

secreting cells is CD40 independent. Eur J Immunol. 1996;26(3):517-524. 
1111 Spriggs MK, Armitage RJ, et al. Recombinant human CD40 ligand stimulates B cell proliferation and 

immunoglobulin E secretion. J Exp Med. 1992;176(6):1543-1550. 
1112 Maliszewski CR, Grabstein K, et al. Recombinant CD40 ligand stimulation of murine B cell growth 

and differentiation: cooperative effects of cytokines. Eur J Immunol. 1993;23(5):1044-1049. 
1113 Grabstein KH, Maliszewski CR, et al. The regulation of T cell-dependent antibody formation in vitro 

by CD40 ligand and IL-2. J Immunol. 1993;150(8 Pt 1):3141-3147. 
1114 Suttles J, Stout RD. Macrophage CD40 signaling: a pivotal regulator of disease protection and 

pathogenesis. Semin Immunol. 2009;21(5):257-264. 
1115 Andre P, Nannizzi-Alaimo L, et al. Platelet-derived CD40L: the switch-hitting player of 

cardiovascular disease. Circulation. 2002;106(8):896-899. 
1116 Pluvinet R, Olivar R, et al. CD40: an upstream master switch for endothelial cell activation 

uncovered by RNAi-coupled transcriptional profiling. Blood. 2008;112(9):3624-3637. 
1117 Chen C, Chai H, et al. Soluble CD40 ligand induces endothelial dysfunction in human and porcine 

coronary artery endothelial cells. Blood. 2008;112(8):3205-3216. 
1118 Rizvi M, Pathak D, et al. CD40-CD40 ligand interactions in oxidative stress, inflammation and 

vascular disease. Trends Mol Med. 2008;14(12):530-538. 
1119 Lievens D, Eijgelaar WJ, et al. The multi-functionality of CD40L and its receptor CD40 in 

atherosclerosis. Thromb Haemost. 2009;102(2):206-214. 
1120 Hakkinen T, Karkola K, Yla-Herttuala S. Macrophages, smooth muscle cells, endothelial cells, and T-

cells express CD40 and CD40L in fatty streaks and more advanced human atherosclerotic lesions. 
Colocalization with epitopes of oxidized low-density lipoprotein, scavenger receptor, and CD16 (Fc 
gammaRIII). Virchows Arch. 2000;437(4):396-405. 

1121 Miller DL, Yaron R, Yellin MJ. CD40L-CD40 interactions regulate endothelial cell surface tissue factor 
and thrombomodulin expression. J Leukoc Biol. 1998;63(3):373-379. 

1122 Flaxenburg JA, Melter M, et al. The CD40-induced signaling pathway in endothelial cells resulting in 
the overexpression of vascular endothelial growth factor involves Ras and phosphatidylinositol 3-
kinase. J Immunol. 2004;172(12):7503-7509. 

1123 Dormond O, Contreras AG, et al. CD40-induced signaling in human endothelial cells results in 
mTORC2- and Akt-dependent expression of vascular endothelial growth factor in vitro and in vivo. 
J Immunol. 2008;181(11):8088-8095. 



 233 

1124 Melter M, Reinders ME, et al. Ligation of CD40 induces the expression of vascular endothelial 
growth factor by endothelial cells and monocytes and promotes angiogenesis in vivo. Blood. 
2000;96(12):3801-3808. 

1125 Reinders ME, Sho M, et al. Proangiogenic function of CD40 ligand-CD40 interactions. J Immunol. 
2003;171(3):1534-1541. 

1126 Biancone L, Cantaluppi V, et al. Activation of CD40 favors the growth and vascularization of 
Kaposi's sarcoma. J Immunol. 1999;163(11):6201-6208. 

1127 Schonbeck U, Libby P. CD40 signaling and plaque instability. Circ Res. 2001;89(12):1092-1103. 
1128 Akiyama T, Shimo Y, et al. The tumor necrosis factor family receptors RANK and CD40 cooperatively 

establish the thymic medullary microenvironment and self-tolerance. Immunity. 2008;29(3):423-
437. 

1129 Lyttle DJ, Fraser KM, et al. Homologs of vascular endothelial growth factor are encoded by the 
poxvirus orf virus. J Virol. 1994;68(1):84-92. 

1130 Yamazaki Y, Morita T. Molecular and functional diversity of vascular endothelial growth factors. 
Mol Divers. 2006;10(4):515-527. 

1131 Yamazaki Y, Takani K, et al. Snake venom vascular endothelial growth factors (VEGFs) exhibit 
potent activity through their specific recognition of KDR (VEGF receptor 2). J Biol Chem. 
2003;278(52):51985-51988. 

1132 Carmeliet P, Ferreira V, et al. Abnormal blood vessel development and lethality in embryos lacking 
a single VEGF allele. Nature. 1996;380(6573):435-439. 

1133 Ferrara N, Carver-Moore K, et al. Heterozygous embryonic lethality induced by targeted 
inactivation of the VEGF gene. Nature. 1996;380(6573):439-442. 

1134 Robinson CJ, Stringer SE. The splice variants of vascular endothelial growth factor (VEGF) and their 
receptors. J Cell Sci. 2001;114(Pt 5):853-865. 

1135 Bates DO, Cui TG, et al. VEGF165b, an inhibitory splice variant of vascular endothelial growth 
factor, is down-regulated in renal cell carcinoma. Cancer Res. 2002;62(14):4123-4131. 

1136 Park JE, Keller GA, Ferrara N. The vascular endothelial growth factor (VEGF) isoforms: differential 
deposition into the subepithelial extracellular matrix and bioactivity of extracellular matrix-bound 
VEGF. Mol Biol Cell. 1993;4(12):1317-1326. 

1137 Potgens AJ, Lubsen NH, et al. Covalent dimerization of vascular permeability factor/vascular 
endothelial growth factor is essential for its biological activity. Evidence from Cys to Ser mutations. 
J Biol Chem. 1994;269(52):32879-32885. 

1138 Muller YA, Li B, et al. Vascular endothelial growth factor: crystal structure and functional mapping 
of the kinase domain receptor binding site. Proc Natl Acad Sci U S A. 1997;94(14):7192-7197. 

1139 Forsythe JA, Jiang BH, et al. Activation of vascular endothelial growth factor gene transcription by 
hypoxia-inducible factor 1. Mol Cell Biol. 1996;16(9):4604-4613. 

1140 Brogi E, Schatteman G, et al. Hypoxia-induced paracrine regulation of vascular endothelial growth 
factor receptor expression. J Clin Invest. 1996;97(2):469-476. 

1141 Namiki A, Brogi E, et al. Hypoxia induces vascular endothelial growth factor in cultured human 
endothelial cells. J Biol Chem. 1995;270(52):31189-31195. 

1142 Berse B, Brown LF, et al. Vascular permeability factor (vascular endothelial growth factor) gene is 
expressed differentially in normal tissues, macrophages, and tumors. Mol Biol Cell. 1992;3(2):211-
220. 

1143 Shweiki D, Itin A, et al. Vascular endothelial growth factor induced by hypoxia may mediate 
hypoxia-initiated angiogenesis. Nature. 1992;359(6398):843-845. 

1144 Liu Y, Cox SR, et al. Hypoxia regulates vascular endothelial growth factor gene expression in 
endothelial cells. Identification of a 5' enhancer. Circ Res. 1995;77(3):638-643. 

1145 Minchenko A, Salceda S, et al. Hypoxia regulatory elements of the human vascular endothelial 
growth factor gene. Cell Mol Biol Res. 1994;40(1):35-39. 

1146 Olsson AK, Dimberg A, et al. VEGF receptor signalling - in control of vascular function. Nat Rev Mol 
Cell Biol. 2006;7(5):359-371. 



 234 

1147 Whitaker GB, Limberg BJ, Rosenbaum JS. Vascular endothelial growth factor receptor-2 and 
neuropilin-1 form a receptor complex that is responsible for the differential signaling potency of 
VEGF(165) and VEGF(121). J Biol Chem. 2001;276(27):25520-25531. 

1148 Soker S, Miao HQ, et al. VEGF165 mediates formation of complexes containing VEGFR-2 and 
neuropilin-1 that enhance VEGF165-receptor binding. J Cell Biochem. 2002;85(2):357-368. 

1149 Terman BI, Carrion ME, et al. Identification of a new endothelial cell growth factor receptor 
tyrosine kinase. Oncogene. 1991;6(9):1677-1683. 

1150 Sait SN, Dougher-Vermazen M, et al. The kinase insert domain receptor gene (KDR) has been 
relocated to chromosome 4q11-->q12. Cytogenet Cell Genet. 1995;70(1-2):145-146. 

1151 Patterson C, Perrella MA, et al. Cloning and functional analysis of the promoter for KDR/flk-1, a 
receptor for vascular endothelial growth factor. J Biol Chem. 1995;270(39):23111-23118. 

1152 Resnick N, Einav S, et al. Hemodynamic forces as a stimulus for arteriogenesis. Endothelium. 
2003;10(4-5):197-206. 

1153 Jin ZG, Ueba H, et al. Ligand-independent activation of vascular endothelial growth factor receptor 
2 by fluid shear stress regulates activation of endothelial nitric oxide synthase. Circ Res. 
2003;93(4):354-363. 

1154 Williams JL, Weichert A, et al. Differential gene and protein expression in abluminal sprouting and 
intraluminal splitting forms of angiogenesis. Clin Sci (Lond). 2006;110(5):587-595. 

1155 Ji JW, Mac Gabhann F, Popel AS. Skeletal muscle VEGF gradients in peripheral arterial disease: 
simulations of rest and exercise. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2007;293(6):H3740-3749. 

1156 Lloyd PG, Prior BM, et al. Angiogenic growth factor expression in rat skeletal muscle in response to 
exercise training. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2003;284(5):H1668-1678. 

1157 Schiekofer S, Galasso G, et al. Impaired revascularization in a mouse model of type 2 diabetes is 
associated with dysregulation of a complex angiogenic-regulatory network. Arterioscler Thromb 
Vasc Biol. 2005;25(8):1603-1609. 

1158 Timmons JA, Jansson E, et al. Modulation of extracellular matrix genes reflects the magnitude of 
physiological adaptation to aerobic exercise training in humans. BMC Biol. 2005;3:19. 

1159 Gavin TP, Drew JL, et al. Acute resistance exercise increases skeletal muscle angiogenic growth 
factor expression. Acta Physiol (Oxf). 2007;191(2):139-146. 

1160 Gustafsson T, Ameln H, et al. VEGF-A splice variants and related receptor expression in human 
skeletal muscle following submaximal exercise. J Appl Physiol. 2005;98(6):2137-2146. 

1161 Milkiewicz M, Hudlicka O, et al. Nitric oxide, VEGF, and VEGFR-2: interactions in activity-induced 
angiogenesis in rat skeletal muscle. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2005;289(1):H336-343. 

1162 Harrington LS, Sainson RC, et al. Regulation of multiple angiogenic pathways by Dll4 and Notch in 
human umbilical vein endothelial cells. Microvasc Res. 2008;75(2):144-154. 

1163 Williams CK, Li JL, et al. Up-regulation of the Notch ligand Delta-like 4 inhibits VEGF-induced 
endothelial cell function. Blood. 2006;107(3):931-939. 

1164 Hellstrom M, Phng LK, et al. Dll4 signalling through Notch1 regulates formation of tip cells during 
angiogenesis. Nature. 2007;445(7129):776-780. 

1165 Suchting S, Freitas C, et al. The Notch ligand Delta-like 4 negatively regulates endothelial tip cell 
formation and vessel branching. Proc Natl Acad Sci U S A. 2007;104(9):3225-3230. 

1166 Thurston G, Noguera-Troise I, Yancopoulos GD. The Delta paradox: DLL4 blockade leads to more 
tumour vessels but less tumour growth. Nat Rev Cancer. 2007;7(5):327-331. 

1167 Guo DQ, Wu LW, et al. Tumor necrosis factor employs a protein-tyrosine phosphatase to inhibit 
activation of KDR and vascular endothelial cell growth factor-induced endothelial cell 
proliferation. J Biol Chem. 2000;275(15):11216-11221. 

1168 Patterson C, Perrella MA, et al. Downregulation of vascular endothelial growth factor receptors by 
tumor necrosis factor-alpha in cultured human vascular endothelial cells. J Clin Invest. 
1996;98(2):490-496. 

1169 Menon C, Iyer M, et al. TNF-alpha downregulates vascular endothelial Flk-1 expression in human 
melanoma xenograft model. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2003;284(1):H317-329. 



 235 

1170 Giraudo E, Primo L, et al. Tumor necrosis factor-alpha regulates expression of vascular endothelial 
growth factor receptor-2 and of its co-receptor neuropilin-1 in human vascular endothelial cells. J 
Biol Chem. 1998;273(34):22128-22135. 

1171 Sainson RC, Johnston DA, et al. TNF primes endothelial cells for angiogenic sprouting by inducing a 
tip cell phenotype. Blood. 2008;111(10):4997-5007. 

1172 Johnston DA, Dong B, Hughes CC. TNF induction of jagged-1 in endothelial cells is NFkappaB-
dependent. Gene. 2009;435(1-2):36-44. 

1173 Chamorro-Jorganes A, Araldi E, et al. MicroRNA-16 and MicroRNA-424 Regulate Cell-Autonomous 
Angiogenic Functions in Endothelial Cells via Targeting Vascular Endothelial Growth Factor 
Receptor-2 and Fibroblast Growth Factor Receptor-1. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 
2011;31(11):2595-2606. 

1174 Domingues I, Rino J, et al. VEGFR2 translocates to the nucleus to regulate its own transcription. 
PLoS One. 2011;6(9):e25668. 

1175 Shibuya M. Vascular endothelial growth factor receptor family genes: when did the three genes 
phylogenetically segregate? Biol Chem. 2002;383(10):1573-1579. 

1176 Takahashi T, Shibuya M. The 230 kDa mature form of KDR/Flk-1 (VEGF receptor-2) activates the 
PLC-gamma pathway and partially induces mitotic signals in NIH3T3 fibroblasts. Oncogene. 
1997;14(17):2079-2089. 

1177 Millauer B, Wizigmann-Voos S, et al. High affinity VEGF binding and developmental expression 
suggest Flk-1 as a major regulator of vasculogenesis and angiogenesis. Cell. 1993;72(6):835-846. 

1178 Shinkai A, Ito M, et al. Mapping of the sites involved in ligand association and dissociation at the 
extracellular domain of the kinase insert domain-containing receptor for vascular endothelial 
growth factor. J Biol Chem. 1998;273(47):31283-31288. 

1179 Fuh G, Li B, et al. Requirements for binding and signaling of the kinase domain receptor for 
vascular endothelial growth factor. J Biol Chem. 1998;273(18):11197-11204. 

1180 Ruch C, Skiniotis G, et al. Structure of a VEGF-VEGF receptor complex determined by electron 
microscopy. Nat Struct Mol Biol. 2007;14(3):249-250. 

1181 Dougher-Vermazen M, Hulmes JD, et al. Biological activity and phosphorylation sites of the 
bacterially expressed cytosolic domain of the KDR VEGF-receptor. Biochem Biophys Res Commun. 
1994;205(1):728-738. 

1182 Cunningham SA, Arrate MP, et al. Interactions of FLT-1 and KDR with phospholipase C gamma: 
identification of the phosphotyrosine binding sites. Biochem Biophys Res Commun. 
1997;240(3):635-639. 

1183 Kendall RL, Rutledge RZ, et al. Vascular endothelial growth factor receptor KDR tyrosine kinase 
activity is increased by autophosphorylation of two activation loop tyrosine residues. J Biol Chem. 
1999;274(10):6453-6460. 

1184 Takahashi T, Yamaguchi S, et al. A single autophosphorylation site on KDR/Flk-1 is essential for 
VEGF-A-dependent activation of PLC-gamma and DNA synthesis in vascular endothelial cells. 
EMBO J. 2001;20(11):2768-2778. 

1185 Matsumoto T, Bohman S, et al. VEGF receptor-2 Y951 signaling and a role for the adapter molecule 
TSAd in tumor angiogenesis. EMBO J. 2005;24(13):2342-2353. 

1186 Wu LW, Mayo LD, et al. VRAP is an adaptor protein that binds KDR, a receptor for vascular 
endothelial cell growth factor. J Biol Chem. 2000;275(9):6059-6062. 

1187 Holmqvist K, Cross MJ, et al. The adaptor protein shb binds to tyrosine 1175 in vascular endothelial 
growth factor (VEGF) receptor-2 and regulates VEGF-dependent cellular migration. J Biol Chem. 
2004;279(21):22267-22275. 

1188 Warner AJ, Lopez-Dee J, et al. The Shc-related adaptor protein, Sck, forms a complex with the 
vascular-endothelial-growth-factor receptor KDR in transfected cells. Biochem J. 2000;347(Pt 
2):501-509. 



 236 

1189 Lamalice L, Houle F, Huot J. Phosphorylation of Tyr1214 within VEGFR-2 triggers the recruitment of 
Nck and activation of Fyn leading to SAPK2/p38 activation and endothelial cell migration in 
response to VEGF. J Biol Chem. 2006;281(45):34009-34020. 

1190 Meyer RD, Dayanir V, et al. The presence of a single tyrosine residue at the carboxyl domain of 
vascular endothelial growth factor receptor-2/FLK-1 regulates its autophosphorylation and 
activation of signaling molecules. J Biol Chem. 2002;277(30):27081-27087. 

1191 Singh AJ, Meyer RD, et al. The carboxyl terminus of VEGFR-2 is required for PKC-mediated down-
regulation. Mol Biol Cell. 2005;16(4):2106-2118. 

1192 Ewan LC, Jopling HM, et al. Intrinsic tyrosine kinase activity is required for vascular endothelial 
growth factor receptor 2 ubiquitination, sorting and degradation in endothelial cells. Traffic. 
2006;7(9):1270-1282. 

1193 Matthews W, Jordan CT, et al. A receptor tyrosine kinase cDNA isolated from a population of 
enriched primitive hematopoietic cells and exhibiting close genetic linkage to c-kit. Proc Natl Acad 
Sci U S A. 1991;88(20):9026-9030. 

1194 Yamaguchi TP, Dumont DJ, et al. flk-1, an flt-related receptor tyrosine kinase is an early marker for 
endothelial cell precursors. Development. 1993;118(2):489-498. 

1195 Shalaby F, Rossant J, et al. Failure of blood-island formation and vasculogenesis in Flk-1-deficient 
mice. Nature. 1995;376(6535):62-66. 

1196 Katoh O, Tauchi H, et al. Expression of the vascular endothelial growth factor (VEGF) receptor gene, 
KDR, in hematopoietic cells and inhibitory effect of VEGF on apoptotic cell death caused by 
ionizing radiation. Cancer Res. 1995;55(23):5687-5692. 

1197 Zachary I, Gliki G. Signaling transduction mechanisms mediating biological actions of the vascular 
endothelial growth factor family. Cardiovasc Res. 2001;49(3):568-581. 

1198 Takahashi T, Ueno H, Shibuya M. VEGF activates protein kinase C-dependent, but Ras-independent 
Raf-MEK-MAP kinase pathway for DNA synthesis in primary endothelial cells. Oncogene. 
1999;18(13):2221-2230. 

1199 Xia P, Aiello LP, et al. Characterization of vascular endothelial growth factor's effect on the 
activation of protein kinase C, its isoforms, and endothelial cell growth. J Clin Invest. 
1996;98(9):2018-2026. 

1200 Wellner M, Maasch C, et al. The proliferative effect of vascular endothelial growth factor requires 
protein kinase C-alpha and protein kinase C-zeta. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 1999;19(1):178-
185. 

1201 Songyang Z, Shoelson SE, et al. SH2 domains recognize specific phosphopeptide sequences. Cell. 
1993;72(5):767-778. 

1202 Meadows KN, Bryant P, Pumiglia K. Vascular endothelial growth factor induction of the angiogenic 
phenotype requires Ras activation. J Biol Chem. 2001;276(52):49289-49298. 

1203 Shu X, Wu W, et al. Sphingosine kinase mediates vascular endothelial growth factor-induced 
activation of ras and mitogen-activated protein kinases. Mol Cell Biol. 2002;22(22):7758-7768. 

1204 Ji QS, Winnier GE, et al. Essential role of the tyrosine kinase substrate phospholipase C-gamma1 in 
mammalian growth and development. Proc Natl Acad Sci U S A. 1997;94(7):2999-3003. 

1205 Liao HJ, Kume T, et al. Absence of erythrogenesis and vasculogenesis in Plcg1-deficient mice. J Biol 
Chem. 2002;277(11):9335-9341. 

1206 Lawson ND, Mugford JW, et al. phospholipase C gamma-1 is required downstream of vascular 
endothelial growth factor during arterial development. Genes Dev. 2003;17(11):1346-1351. 

1207 Sakurai Y, Ohgimoto K, et al. Essential role of Flk-1 (VEGF receptor 2) tyrosine residue 1173 in 
vasculogenesis in mice. Proc Natl Acad Sci U S A. 2005;102(4):1076-1081. 

1208 Holmqvist K, Cross M, et al. The Shb adaptor protein causes Src-dependent cell spreading and 
activation of focal adhesion kinase in murine brain endothelial cells. Cell Signal. 2003;15(2):171-
179. 

1209 Parsons JT. Focal adhesion kinase: the first ten years. J Cell Sci. 2003;116(Pt 8):1409-1416. 



 237 

1210 Lamalice L, Houle F, et al. Phosphorylation of tyrosine 1214 on VEGFR2 is required for VEGF-
induced activation of Cdc42 upstream of SAPK2/p38. Oncogene. 2004;23(2):434-445. 

1211 Ridley AJ, Paterson HF, et al. The small GTP-binding protein rac regulates growth factor-induced 
membrane ruffling. Cell. 1992;70(3):401-410. 

1212 Dance M, Montagner A, et al. The adaptor protein Gab1 couples the stimulation of vascular 
endothelial growth factor receptor-2 to the activation of phosphoinositide 3-kinase. J Biol Chem. 
2006;281(32):23285-23295. 

1213 Laramee M, Chabot C, et al. The scaffolding adapter Gab1 mediates vascular endothelial growth 
factor signaling and is required for endothelial cell migration and capillary formation. J Biol Chem. 
2007;282(11):7758-7769. 

1214 Cantley LC. The phosphoinositide 3-kinase pathway. Science. 2002;296(5573):1655-1657. 
1215 Kerr RA. Requiem for life on Mars? Support for microbes fades. Science. 1998;282(5393):1398-

1400. 
1216 Brunet A, Bonni A, et al. Akt promotes cell survival by phosphorylating and inhibiting a Forkhead 

transcription factor. Cell. 1999;96(6):857-868. 
1217 Tran J, Rak J, et al. Marked induction of the IAP family antiapoptotic proteins survivin and XIAP by 

VEGF in vascular endothelial cells. Biochem Biophys Res Commun. 1999;264(3):781-788. 
1218 Brooks PC, Montgomery AM, et al. Integrin alpha v beta 3 antagonists promote tumor regression 

by inducing apoptosis of angiogenic blood vessels. Cell. 1994;79(7):1157-1164. 
1219 Soldi R, Mitola S, et al. Role of alphavbeta3 integrin in the activation of vascular endothelial growth 

factor receptor-2. EMBO J. 1999;18(4):882-892. 
1220 Senger DR, Claffey KP, et al. Angiogenesis promoted by vascular endothelial growth factor: 

regulation through alpha1beta1 and alpha2beta1 integrins. Proc Natl Acad Sci U S A. 
1997;94(25):13612-13617. 

1221 Bates DO, Hillman NJ, et al. Regulation of microvascular permeability by vascular endothelial 
growth factors. J Anat. 2002;200(6):581-597. 

1222 Fukumura D, Gohongi T, et al. Predominant role of endothelial nitric oxide synthase in vascular 
endothelial growth factor-induced angiogenesis and vascular permeability. Proc Natl Acad Sci U S 
A. 2001;98(5):2604-2609. 

1223 Eliceiri BP, Paul R, et al. Selective requirement for Src kinases during VEGF-induced angiogenesis 
and vascular permeability. Mol Cell. 1999;4(6):915-924. 

1224 Becker PM, Waltenberger J, et al. Neuropilin-1 regulates vascular endothelial growth factor-
mediated endothelial permeability. Circ Res. 2005;96(12):1257-1265. 

1225 Gliki G, Abu-Ghazaleh R, et al. Vascular endothelial growth factor-induced prostacyclin production 
is mediated by a protein kinase C (PKC)-dependent activation of extracellular signal-regulated 
protein kinases 1 and 2 involving PKC-delta and by mobilization of intracellular Ca2+. Biochem J. 
2001;353(Pt 3):503-512. 

1226 Rennel E, Mellberg S, et al. Endocan is a VEGF-A and PI3K regulated gene with increased expression 
in human renal cancer. Exp Cell Res. 2007;313(7):1285-1294. 

1227 Abe M, Sato Y. cDNA microarray analysis of the gene expression profile of VEGF-activated human 
umbilical vein endothelial cells. Angiogenesis. 2001;4(4):289-298. 

1228 Weston GC, Haviv I, Rogers PA. Microarray analysis of VEGF-responsive genes in myometrial 
endothelial cells. Mol Hum Reprod. 2002;8(9):855-863. 

1229 Riedl K, Baratelli F, et al. Overexpression of CCL-21/secondary lymphoid tissue chemokine in 
human dendritic cells augments chemotactic activities for lymphocytes and antigen presenting 
cells. Mol Cancer. 2003;2:35. 

1230 Gerritsen ME, Tomlinson JE, et al. Using gene expression profiling to identify the molecular basis of 
the synergistic actions of hepatocyte growth factor and vascular endothelial growth factor in 
human endothelial cells. Br J Pharmacol. 2003;140(4):595-610. 

1231 Iizuka M, Abe M, et al. Down syndrome candidate region 1,a downstream target of VEGF, 
participates in endothelial cell migration and angiogenesis. J Vasc Res. 2004;41(4):334-344. 



 238 

1232 Mason JC, Lidington EA, et al. Induction of endothelial cell decay-accelerating factor by vascular 
endothelial growth factor: a mechanism for cytoprotection against complement-mediated injury 
during inflammatory angiogenesis. Arthritis Rheum. 2001;44(1):138-150. 

1233 Liu D, Jia H, et al. Vascular endothelial growth factor-regulated gene expression in endothelial cells: 
KDR-mediated induction of Egr3 and the related nuclear receptors Nur77, Nurr1, and Nor1. 
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2003;23(11):2002-2007. 

1234 Sato Y, Kanno S, et al. Properties of two VEGF receptors, Flt-1 and KDR, in signal transduction. Ann 
N Y Acad Sci. 2000;902:201-205; discussion 205-207. 

1235 Hansen TF, Sorensen FB, et al. Microvessel density and the association with single nucleotide 
polymorphisms of the vascular endothelial growth factor receptor 2 in patients with colorectal 
cancer. Virchows Arch. 2010;456(3):251-260. 

1236 Hochberg MC. Updating the American College of Rheumatology revised criteria for the 
classification of systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 1997;40(9):1725. 

1237 Jackson CJ, Garbett PK, et al. Binding of human endothelium to Ulex europaeus I-coated 
Dynabeads: application to the isolation of microvascular endothelium. J Cell Sci. 1990;96 ( Pt 
2):257-262. 

1238 Goodale D, Phay C, et al. Flow cytometric assessment of monocyte activation markers and 
circulating endothelial cells in patients with localized or metastatic breast cancer. Cytometry B Clin 
Cytom. 2009;76(2):107-117. 

1239 Leppanen VM, Prota AE, et al. Structural determinants of growth factor binding and specificity by 
VEGF receptor 2. Proc Natl Acad Sci U S A.107(6):2425-2430. 

1240 Yuzawa S, Opatowsky Y, et al. Structural basis for activation of the receptor tyrosine kinase KIT by 
stem cell factor. Cell. 2007;130(2):323-334. 

1241 Thompson JD, Gibson TJ, et al. The CLUSTAL_X windows interface: flexible strategies for multiple 
sequence alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acids Res. 1997;25(24):4876-4882. 

1242 Notredame C, Higgins DG, Heringa J. T-Coffee: A novel method for fast and accurate multiple 
sequence alignment. J Mol Biol. 2000;302(1):205-217. 

1243 Sali A, Blundell TL. Comparative protein modelling by satisfaction of spatial restraints. J Mol Biol. 
1993;234(3):779-815. 

1244 Brooks BR, Bruccoleri RE, et al. CHARMM: A program for macromolecular energy, minimization, 
and dynamics calculations. Journal of Computational Chemistry. 1983;4(2):187-217. 

1245 Goulielmos GN, Zervou M, et al. The CD40 region is associated with multiple autoimmune diseases 
in the Greek population. Annals of the Rheumatic Diseases.69(Suppl 2):A29. 

1246 Spanaki C, Plaitakis A. Bilineal transmission of Parkinson disease on Crete suggests a complex 
inheritance. Neurology. 2004;62(5):815-817. 

1247 Peltonen L, Palotie A, Lange K. Use of population isolates for mapping complex traits. Nat Rev 
Genet. 2000;1(3):182-190. 

1248 Apostolakis S, Baritaki S, et al. Distribution of HIV/AIDS protective SDF1, CCR5 and CCR2 gene 
variants within Cretan population. J Clin Virol. 2005;34(4):310-314. 

1249 Arnaiz-Villena A, Iliakis P, et al. The origin of Cretan populations as determined by characterization 
of HLA alleles. Tissue Antigens. 1999;53(3):213-226. 

1250 Patrinos GP, Kollia P, et al. The Cretan type of non-deletional hereditary persistence of fetal 
hemoglobin [A gamma-158C-->T] results from two independent gene conversion events. Hum 
Genet. 1998;102(6):629-634. 

1251 Plaitakis A, Viskadouraki AK, et al. Increased incidence of sporadic Creutzfeldt-Jakob disease on the 
island of Crete associated with a high rate of PRNP 129-methionine homozygosity in the local 
population. Ann Neurol. 2001;50(2):227-233. 

1252 Stiakaki E, Germanakis I, et al. Prevalence of Factor V Leiden and other thrombophilic traits among 
Cretan children with malignancy. Pediatr Blood Cancer. 2005;44(4):386-389. 

1253 Heutink P, Oostra BA. Gene finding in genetically isolated populations. Hum Mol Genet. 
2002;11(20):2507-2515. 



 239 

1254 Peltonen L, Jalanko A, Varilo T. Molecular genetics of the Finnish disease heritage. Hum Mol Genet. 
1999;8(10):1913-1923. 

1255 Lin KI, Angelin-Duclos C, et al. Blimp-1-dependent repression of Pax-5 is required for differentiation 
of B cells to immunoglobulin M-secreting plasma cells. Mol Cell Biol. 2002;22(13):4771-4780. 

1256 Yang W, Shen N, et al. Genome-wide association study in Asian populations identifies variants in 
ETS1 and WDFY4 associated with systemic lupus erythematosus. PLoS Genet. 2010;6(2):e1000841. 

1257 Li Y, Sun LD, et al. Expression analysis of ETS1 gene in peripheral blood mononuclear cells with 
systemic lupus erythematosus by real-time reverse transcription PCR. Chin Med J 
(Engl).123(16):2287-2288. 

1258 Dejana E, Taddei A, Randi AM. Foxs and Ets in the transcriptional regulation of endothelial cell 
differentiation and angiogenesis. Biochim Biophys Acta. 2007;1775(2):298-312. 

1259 Chen Z, Fisher RJ, et al. Inhibition of vascular endothelial growth factor-induced endothelial cell 
migration by ETS1 antisense oligonucleotides. Cancer Res. 1997;57(10):2013-2019. 

1260 Watanabe D, Takagi H, et al. Transcription factor Ets-1 mediates ischemia- and vascular endothelial 
growth factor-dependent retinal neovascularization. Am J Pathol. 2004;164(5):1827-1835. 

1261 Forough R, Weylie B, et al. Transcription factor Ets-1 regulates fibroblast growth factor-1-mediated 
angiogenesis in vivo: role of Ets-1 in the regulation of the PI3K/AKT/MMP-1 pathway. J Vasc Res. 
2006;43(4):327-337. 

1262 Lelievre E, Lionneton F, et al. The Ets family contains transcriptional activators and repressors 
involved in angiogenesis. Int J Biochem Cell Biol. 2001;33(4):391-407. 

1263 Mavrothalassitis G, Ghysdael J. Proteins of the ETS family with transcriptional repressor activity. 
Oncogene. 2000;19(55):6524-6532. 

1264 Iezzi G, Sonderegger I, et al. CD40-CD40L cross-talk integrates strong antigenic signals and microbial 
stimuli to induce development of IL-17-producing CD4+ T cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 
2009;106(3):876-881. 

1265 Duffau P, Seneschal J, et al. Platelet CD154 potentiates interferon-alpha secretion by plasmacytoid 
dendritic cells in systemic lupus erythematosus. Sci Transl Med.2(47):47ra63. 

1266 Goules A, Tzioufas AG, et al. Elevated levels of soluble CD40 ligand (sCD40L) in serum of patients 
with systemic autoimmune diseases. J Autoimmun. 2006;26(3):165-171. 

1267 Lutgens E, Lievens D, et al. Deficient CD40-TRAF6 signaling in leukocytes prevents atherosclerosis 
by skewing the immune response toward an antiinflammatory profile. J Exp Med.207(2):391-404. 

1268 Donners MM, Beckers L, et al. The CD40-TRAF6 axis is the key regulator of the CD40/CD40L system 
in neointima formation and arterial remodeling. Blood. 2008;111(9):4596-4604. 

1269 Bruemmer D, Riggers U, et al. Expression of CD40 in vascular smooth muscle cells and macrophages 
is associated with early development of human atherosclerotic lesions. Am J Cardiol. 
2001;87(1):21-27. 

1270 Robertson AK, Hansson GK. T cells in atherogenesis: for better or for worse? Arterioscler Thromb 
Vasc Biol. 2006;26(11):2421-2432. 

1271 Binder CJ, Hartvigsen K, et al. IL-5 links adaptive and natural immunity specific for epitopes of 
oxidized LDL and protects from atherosclerosis. J Clin Invest. 2004;114(3):427-437. 

1272 Miller AM, Xu D, et al. IL-33 reduces the development of atherosclerosis. J Exp Med. 
2008;205(2):339-346. 

1273 Karvonen J, Paivansalo M, et al. Immunoglobulin M type of autoantibodies to oxidized low-density 
lipoprotein has an inverse relation to carotid artery atherosclerosis. Circulation. 
2003;108(17):2107-2112. 

1274 Tsimikas S, Brilakis ES, et al. Relationship of IgG and IgM autoantibodies to oxidized low density 
lipoprotein with coronary artery disease and cardiovascular events. J Lipid Res. 2007;48(2):425-
433. 

1275 Taleb S, Romain M, et al. Loss of SOCS3 expression in T cells reveals a regulatory role for 
interleukin-17 in atherosclerosis. J Exp Med. 2009;206(10):2067-2077. 



 240 

1276 O'Connor W, Jr., Kamanaka M, et al. A protective function for interleukin 17A in T cell-mediated 
intestinal inflammation. Nat Immunol. 2009;10(6):603-609. 

1277 Grammer AC, Lipsky PE. CD154-CD40 interactions mediate differentiation to plasma cells in healthy 
individuals and persons with systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 2002;46(6):1417-
1429. 

1278 Lee BO, Haynes L, et al. The biological outcome of CD40 signaling is dependent on the duration of 
CD40 ligand expression: reciprocal regulation by interleukin (IL)-4 and IL-12. J Exp Med. 
2002;196(5):693-704. 

1279 Arpin C, Banchereau J, Liu YJ. Memory B cells are biased towards terminal differentiation: a 
strategy that may prevent repertoire freezing. J Exp Med. 1997;186(6):931-940. 

1280 Basso K, Klein U, et al. Tracking CD40 signaling during germinal center development. Blood. 
2004;104(13):4088-4096. 

1281 Valesini G, Alessandri C, et al. Anti-endothelial antibodies and neuropsychiatric systemic lupus 
erythematosus. Ann N Y Acad Sci. 2006;1069:118-128. 

1282 van Paassen P, Duijvestijn A, et al. Induction of endothelial cell apoptosis by IgG antibodies from 
SLE patients with nephropathy: a potential role for anti-endothelial cell antibodies. Ann N Y Acad 
Sci. 2007;1108:147-156. 

1283 Chakrabarti S, Blair P, Freedman JE. CD40-40L signaling in vascular inflammation. J Biol Chem. 
2007;282(25):18307-18317. 

1284 Wagner DH, Jr., Stout RD, Suttles J. Role of the CD40-CD40 ligand interaction in CD4+ T cell contact-
dependent activation of monocyte interleukin-1 synthesis. Eur J Immunol. 1994;24(12):3148-3154. 

1285 Hollenbaugh D, Ochs HD, et al. The role of CD40 and its ligand in the regulation of the immune 
response. Immunol Rev. 1994;138:23-37. 

1286 Brown LF, Detmar M, et al. Vascular permeability factor/vascular endothelial growth factor: a 
multifunctional angiogenic cytokine. EXS. 1997;79:233-269. 

1287 Folkman J. Seminars in Medicine of the Beth Israel Hospital, Boston. Clinical applications of 
research on angiogenesis. N Engl J Med. 1995;333(26):1757-1763. 

1288 Chen CH, Walterscheid JP. Plaque angiogenesis versus compensatory arteriogenesis in 
atherosclerosis. Circ Res. 2006;99(8):787-789. 

1289 Mach F, Schonbeck U, et al. T lymphocytes induce endothelial cell matrix metalloproteinase 
expression by a CD40L-dependent mechanism: implications for tubule formation. Am J Pathol. 
1999;154(1):229-238. 

1290 Pyrovolaki K, Mavroudi I, et al. Increased expression of CD40 on bone marrow CD34+ 
hematopoietic progenitor cells in patients with systemic lupus erythematosus: contribution to Fas-
mediated apoptosis. Arthritis Rheum. 2009;60(2):543-552. 

1291 Kirsch T, Woywodt A, et al. Engulfment of apoptotic cells by microvascular endothelial cells induces 
proinflammatory responses. Blood. 2007;109(7):2854-2862. 

1292 Voll RE, Herrmann M, et al. Immunosuppressive effects of apoptotic cells. Nature. 
1997;390(6658):350-351. 

1293 Fadok VA, Bratton DL, et al. Differential effects of apoptotic versus lysed cells on macrophage 
production of cytokines: role of proteases. J Immunol. 2001;166(11):6847-6854. 

1294 Savill J, Fadok V. Corpse clearance defines the meaning of cell death. Nature. 2000;407(6805):784-
788. 

1295 Fadeel B, Orrenius S. Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide-ranging implications in 
human disease. J Intern Med. 2005;258(6):479-517. 

1296 Fadok VA, Bratton DL, et al. Macrophages that have ingested apoptotic cells in vitro inhibit 
proinflammatory cytokine production through autocrine/paracrine mechanisms involving TGF-
beta, PGE2, and PAF. J Clin Invest. 1998;101(4):890-898. 

1297 Gaipl US, Voll RE, et al. Impaired clearance of dying cells in systemic lupus erythematosus. 
Autoimmun Rev. 2005;4(4):189-194. 



 241 

1298 Casciola-Rosen LA, Anhalt G, Rosen A. Autoantigens targeted in systemic lupus erythematosus are 
clustered in two populations of surface structures on apoptotic keratinocytes. J Exp Med. 
1994;179(4):1317-1330. 

1299 Rosen A, Casciola-Rosen L. Autoantigens as substrates for apoptotic proteases: implications for the 
pathogenesis of systemic autoimmune disease. Cell Death Differ. 1999;6(1):6-12. 

1300 Botto M, Dell'Agnola C, et al. Homozygous C1q deficiency causes glomerulonephritis associated 
with multiple apoptotic bodies. Nat Genet. 1998;19(1):56-59. 

1301 Botto M, Walport MJ. C1q, autoimmunity and apoptosis. Immunobiology. 2002;205(4-5):395-406. 
1302 Mackay F, Woodcock SA, et al. Mice transgenic for BAFF develop lymphocytic disorders along with 

autoimmune manifestations. J Exp Med. 1999;190(11):1697-1710. 
1303 Scott RS, McMahon EJ, et al. Phagocytosis and clearance of apoptotic cells is mediated by MER. 

Nature. 2001;411(6834):207-211. 
1304 Golpon HA, Fadok VA, et al. Life after corpse engulfment: phagocytosis of apoptotic cells leads to 

VEGF secretion and cell growth. FASEB J. 2004;18(14):1716-1718. 
1305 Hristov M, Erl W, et al. Apoptotic bodies from endothelial cells enhance the number and initiate 

the differentiation of human endothelial progenitor cells in vitro. Blood. 2004;104(9):2761-2766. 
1306 Bergsmedh A, Szeles A, et al. Horizontal transfer of oncogenes by uptake of apoptotic bodies. Proc 

Natl Acad Sci U S A. 2001;98(11):6407-6411. 
1307 Valadi H, Ekstrom K, et al. Exosome-mediated transfer of mRNAs and microRNAs is a novel 

mechanism of genetic exchange between cells. Nat Cell Biol. 2007;9(6):654-659. 
1308 Yan B, Wang H, et al. Regulation of mammalian horizontal gene transfer by apoptotic DNA 

fragmentation. Br J Cancer. 2006;95(12):1696-1700. 
1309 Skog J, Wurdinger T, et al. Glioblastoma microvesicles transport RNA and proteins that promote 

tumour growth and provide diagnostic biomarkers. Nat Cell Biol. 2008;10(12):1470-1476. 
1310 Zernecke A, Bidzhekov K, et al. Delivery of microRNA-126 by apoptotic bodies induces CXCL12-

dependent vascular protection. Sci Signal. 2009;2(100):ra81. 
1311 Deregibus MC, Cantaluppi V, et al. Endothelial progenitor cell derived microvesicles activate an 

angiogenic program in endothelial cells by a horizontal transfer of mRNA. Blood. 2007;110(7):2440-
2448. 

1312 Leung DW, Cachianes G, et al. Vascular endothelial growth factor is a secreted angiogenic mitogen. 
Science. 1989;246(4935):1306-1309. 

1313 Freeman MR, Schneck FX, et al. Peripheral blood T lymphocytes and lymphocytes infiltrating 
human cancers express vascular endothelial growth factor: a potential role for T cells in 
angiogenesis. Cancer Res. 1995;55(18):4140-4145. 

1314 Carvalho JF, Blank M, Shoenfeld Y. Vascular endothelial growth factor (VEGF) in autoimmune 
diseases. J Clin Immunol. 2007;27(3):246-256. 

1315 Jinnin M, Medici D, et al. Suppressed NFAT-dependent VEGFR1 expression and constitutive VEGFR2 
signaling in infantile hemangioma. Nat Med. 2008;14(11):1236-1246. 

1316 Antonescu CR, Yoshida A, et al. KDR activating mutations in human angiosarcomas are sensitive to 
specific kinase inhibitors. Cancer Res. 2009;69(18):7175-7179. 

1317 Kuryliszyn-Moskal A, Klimiuk PA, et al. Vascular endothelial growth factor in systemic lupus 
erythematosus: relationship to disease activity, systemic organ manifestation, and nailfold 
capillaroscopic abnormalities. Arch Immunol Ther Exp (Warsz). 2007;55(3):179-185. 

1318 Sakly N, Mirshahi P, et al. Angiogenic activity in sera of patients with systemic lupus 
erythematosus. Lupus. 2009;18(8):705-712. 

1319 Melder RJ, Koenig GC, et al. During angiogenesis, vascular endothelial growth factor and basic 
fibroblast growth factor regulate natural killer cell adhesion to tumor endothelium. Nat Med. 
1996;2(9):992-997. 

1320 Ferrara N, Davis-Smyth T. The biology of vascular endothelial growth factor. Endocr Rev. 
1997;18(1):4-25. 



 242 

1321 Shibuya M, Claesson-Welsh L. Signal transduction by VEGF receptors in regulation of angiogenesis 
and lymphangiogenesis. Exp Cell Res. 2006;312(5):549-560. 

1322 Distler O, Distler JH, et al. Uncontrolled expression of vascular endothelial growth factor and its 
receptors leads to insufficient skin angiogenesis in patients with systemic sclerosis. Circ Res. 
2004;95(1):109-116. 

1323 Peters AL, Stunz LL, Bishop GA. CD40 and autoimmunity: the dark side of a great activator. Semin 
Immunol. 2009;21(5):293-300. 

1324 Sherer Y, Shoenfeld Y. Mechanisms of disease: atherosclerosis in autoimmune diseases. Nat Clin 
Pract Rheumatol. 2006;2(2):99-106. 

1325 Phipps RP. CD40: Lord of the endothelial cell. Blood. 2008;112(9):3531-3532. 
1326 Richards A, van den Maagdenberg AM, et al. C-terminal truncations in human 3'-5' DNA 

exonuclease TREX1 cause autosomal dominant retinal vasculopathy with cerebral leukodystrophy. 
Nat Genet. 2007;39(9):1068-1070. 

1327 Wang Y, Sakuma M, et al. Leukocyte engagement of platelet glycoprotein Ibalpha via the integrin 
Mac-1 is critical for the biological response to vascular injury. Circulation. 2005;112(19):2993-3000. 

1328 Sotiriou SN, Orlova VV, et al. Lipoprotein(a) in atherosclerotic plaques recruits inflammatory cells 
through interaction with Mac-1 integrin. FASEB J. 2006;20(3):559-561. 

1329 Crow MK. Collaboration, genetic associations, and lupus erythematosus. N Engl J Med. 
2008;358(9):956-961. 

1330 Hirschhorn JN. Genomewide association studies--illuminating biologic pathways. N Engl J Med. 
2009;360(17):1699-1701. 

 
 

 

  



 243 

 

13 Πρωτότυπες Δημοσιεύσεις 

 
 

1. Vazgiourakis V., Zervou M.I., Choulaki C., Yilmaz N., Bertsias G., Sidiropoulos P., Plant D., Trouw L.A., 
Toes R.E., Melissourgaki M., Kardassis D., Yavuz S., Boumpas D.T, Goulielmos G.N. (2011). A common 
SNP in the CD40 region is associated with Systemic Lupus Erythematosus and correlates with 
enhanced CD40 expression. Ann.Rheum. Dis.,70(12):2184-2190. 

2. Eliopoulos, E., M. I. Zervou, A. Andreou, K. Dimopoulou, G. Voloudakis, N. Cosmidis, H. Mysirlaki, V. 
Vazgiourakis, P. Sidiropoulos, T. Newold, D. T. Boumpas  and G.N. Goulielmos (2011). Association of 
the PTPN22 R620W polymorphism with increased risk for SLE in the genetic homogeneous population 
of Crete. Lupus 10(5):501-506. 

3. D. Mamoulakis, M. Bitsori, E. Galanakis, V. Vazgiourakis C. Panierakis, Goulielmos, G.N (2009). Intron 4 
polymorphism of the endothelial nitric oxide synthase gene (eNOS) is not associated with early 
diabetic microangiopathy in type 1 diabetes. Int. J Immunogenetics, 36(3):153-157. 

4. Zervou, M.I., Sidiropoulos, P., Petraki, E., Vazgiourakis, V., Krasoudaki, E., Raptopoulou, A., Kritikos, H., 
Choustoulaki, E., Boumpas D.T. and G.N. Goulielmos (2008). Association of a TRAF1 and a STAT4 gene 
polymorphism with increased risk for rheumatoid arthritis in a genetically homogeneous population. 
Human Immunology 69:576-571. 

5. Galanakis, E., Kofteridis, D., Stratigi, K., Petraki, K., Vazgiourakis, V., Fragouli, E., Mamoulakis, D., 
Boumpas, D.T. and G.N. Goulielmos (2008). Intron 4 polymorphism of the endothelial NO synthase 
gene is associated with both T1 and T2 diabetes in a genetically homogeneous population. Human 
Immunology 69:279-283. 

6. Vazgiourakis, V., Sidiropoulos, P., Bertsias, G., Raptopoulou, A., Koutsounaki, E., Fragouli, E., Kritikos, 
H., Boumpas, D.T. and Goulielmos, G.N. (2007). Association of the nitric oxide synthase gene (eNOS) 
polymorphism with increased risk for rheumatoid arthritis - but not for systemic lupus erythematosus 
- in population of Crete, a southern-eastern European Greek island. Lupus 16:867-874. 

 

 

 

 



Extended report

Ann Rheum Dis 2011;70:2184–2190. doi:10.1136/ard.2010.1465302184

Accepted 5 July 2011
Published Online First 
12 September 2011 

   ABSTRACT  
  Background   In systemic lupus erythematosus (SLE) 

sustained CD40L expression by T cells and platelets 

activates a variety of cells via its receptor CD40 

contributing to disease pathogenesis. Although CD40 

has recently been identifi ed in genome-wide association 

study as a novel rheumatoid arthritis susceptibility gene 

such an association has not been documented for SLE.  

  Objective   To investigate whether the rs4810485  CD40  

single nucleotide polymorphism (SNP) is associated with 

increased risk for SLE and its impact on  CD40  expression.  

  Materials and methods   The primary sample set 

consisted of 351 patients with SLE and 670 matched 

healthy controls of Greek origin. 158 patients with SLE 

and 155 controls from Turkey were used as a replication 

sample. Genotyping of rs4810485 was performed 

by restriction fragment length polymorphism and the 

Sequenom MassArray technology. The expression of 

 CD40  mRNA and protein was assessed in unstimulated 

and lipopolysaccharide-stimulated peripheral blood 

mononuclear cells by quantitative real time PCR and fl ow 

cytometry, respectively.  

  Results   The minor allele T of  CD40  rs4810485 SNP 

was signifi cantly under-represented in Greek patients 

with SLE compared with healthy controls (OR=0.65, 

95% CI 0.54 to 0.79). The association was replicated 

in the Turkish cohort (OR=0.57, 95% CI 0.41 to 0.80; 

meta-analysis of 509 patients with SLE and 825 healthy 

controls: OR=0.63, 95% CI 0.53 to 0.74, p = 2×10 −8 ). 

In both cases and controls, the rs4810485 G/T and T/T 

genotypes were associated with signifi cantly reduced 

 CD40  mRNA and protein expression in peripheral blood 

CD14+ monocytes and CD19+ B cells compared with 

G/G genotype, both under basal conditions and following 

stimulation.  

  Conclusions    CD40  has been identifi ed as a new 

susceptibility locus in Greek and Turkish patients with 

SLE. The rs4810485 minor allele T is under-represented 

in SLE and correlates with reduced  CD40  expression in 

peripheral blood monocytes and B cells, with potential 

implications for the regulation of aberrant immune 

responses in the disease.       

  INTRODUCTION 
 There is increasing evidence that different auto-
immune diseases may share common pathogenic 
pathways. Systemic lupus erythematosus (SLE) is a 

multifactorial, systemic autoimmune disease char-
acterised by production of autoantibodies directed 
against cell surface and nuclear components. The 
aetiology of the disease remains elusive even 
though it has been intensively studied. 1   2  A num-
ber of genetic susceptibility loci, conferring low-to-
moderate risk for SLE, have been recently identifi ed 
through genome-wide association studies. 3  –  5  The 
most important genes that confer susceptibility are 
located in the  HLA  locus, 6  but non-HLA genes also 
operate such as  IRF5 ,  PTPN22 ,  STAT4 ,  CDKN1A  
and  BLK.  7  

 Recent genome-wide searches for susceptibility 
loci have provided new insights into autoimmune 
disease pathogenesis and have identifi ed several 
loci showing signifi cant linkage to the diseases, 
some of which have been confi rmed by indepen-
dent studies. 8  –  10  Among them, the  CD40  locus has 
been identifi ed as a genetic risk factor for rheuma-
toid arthritis (RA). 11   CD40  spans 11 kb, has nine 
exons, 12  is constitutively and inducibly expressed 
on the surface of various immune and non-immune 
cell types, such as B cells, monocytes, dendritic 
cells, keratinocytes, epithelia, microglia and 
endothelial cells 13  and is implicated in immune and 
non-immune responses. 14  CD40-mediated cellular 
functions include T cell-dependent B-cell humoral 
responses, 15  secretion of growth factors and 
cytokines from monocytes 16   17  and expression of 
adhesion molecules on endothelial cells. CD40 sig-
nalling has been linked to pathogenic processes of 
chronic infl ammatory and autoimmune diseases. 18  
A pathogenic role for CD40–CD40L interactions 
has been well established in lupus (reviewed by 
Koshy  et al  19 ) with sustained expression of CD40L 
on activated T cells 19  and platelets 20  in patients 
with active SLE. Importantly, interruption of this 
pathway results in disease attenuation both in ani-
mals 21  and in humans. 22  

 Our group has focused on the overlap between 
the genetic determinants for SLE, RA, type-1 
diabetes mellitus (T1D), psoriasis and other 
autoimmune diseases. Through analysis of well-
characterised case–control studies, we have previ-
ously documented signifi cant associations between 
T1D and psoriasis with two SLE and RA suscep-
tibility genes—namely,  TRAF1/C5  and  STAT4 , 
respectively. 23  –  26  Assuming that genes involved in 
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regulation of infl ammatory responses may confer risk for dif-
ferent immune-mediated diseases, and based on the pathogenic 
role of the CD40–CD40L pathway in lupus, herein we demon-
strate, for the fi rst time, that the  CD40  single nucleotide poly-
morphism (SNP) rs4810485 is associated with SLE in individuals 
of Greek and Turkish origin. Importantly, our in vitro studies 
demonstrate that rs4810485 may affect  CD40  expression in 
primary mononuclear cells, with potential implications for the 
disease pathogenesis.  

  MATERIALS AND METHODS 
  Study population 
 The primary sample set included 351 patients with SLE 
from Greece who were followed up at the Department of 
Rheumatology, Clinical Immunology, and Allergy, University 
of Crete. All patients met the 1982 American College of 
Rheumatology revised classifi cation criteria 27  (online supple-
mentary table S1). Six hundred and seventy age- and gen-
der-matched healthy individuals were recruited from the 
Department of Transfusion Medicine. The study was approved 
by the ethics committee of the University Hospital of Crete. 
The replication sample set consisted of 158 patients with SLE 
and 155 age- and gender-matched healthy controls from Turkey 
(Marmara University Medical School). Sixteen patients with SLE 
and 24 controls were selected for the  CD40  expression experi-
ments presented in detail elsewhere (supplementary text).  

  Analysis of the rs4810485  CD40  polymorphism 
 Whole blood was collected in EDTA-containing tubes and 
genomic DNA was extracted using the Qiamp DNA Blood 
Mini kit (QIAGEN Inc, Valencia, California, USA). Genotyping 
for  CD40  rs4810485 was performed by PCR-restriction frag-
ment length polymorphism or the Sequenom MassArray 
technology according to the manufacturer’s instructions 
(supplementary text).  

  Preparation of mononuclear cells, cell culture and stimulation 
 Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from patients with 
SLE and healthy controls were isolated, cultured and stimulated 
as described in the supplementary text.  

  RNA extraction and quantitative real-time RT-PCR 
 Total RNA was extracted from fresh or cultured PBMCs 
using the RNeasy RNA Isolation kit (Qiagen) and incubated 
with RNase-free DNase I (Qiagen) according to the manu-
facturer’s protocol. Reverse transcription reactions were per-
formed with 500 ng total RNA using random hexamers and 
the Thermoscript RT system (Invitrogen, Carlsbad, California) 
and stored at −20°C until analysed. PCR conditions and the 
quantifi cation of the mRNAs levels of  CD40  and  GAPDH  are 
described in the supplementary text.  

  Immunophenotyping of PBMCs 
 A direct immunofl uorescence technique was used to evaluate 
CD40 protein expression within subsets of PBMCs (supplemen-
tary text). Normalised mean fl uorescence intensity (MFI) was 
expressed against the IgG isotypic control according to the fol-
lowing equation: normalised MFI = (MFI CD40  – MFI IgG )/MFI IgG .  

  Statistical analysis 
 Statistical analysis was performed with GraphPad Prism statisti-
cal program (GraphPad Software, San Diego, California, USA). 
In the case–control comparisons, only unrelated samples were 
used (supplementary text).   

  RESULTS 
  The  CD40  rs4810485 SNP is associated with SLE in two 
independent ethnic cohorts 
 Allele and genotype frequencies for rs4810485 in the primary 
cohort of Greek patients with SLE and healthy controls are 

 Table 1    Genotypes and allele frequencies of the  CD40  rs4810485 polymorphism analysed in 351 patients with SLE and 670 controls from Greece 
and 158 patients with SLE and 155 controls from Turkey  

 

rs4810485

Genotype Allele

GG GT TT G T

Greek cohort, N (%)
Patients with SLE (n=351) 139 (39.6) 190 (54.1) 22 (6.3) 468 (66.7) 234 (33.3)
Healthy controls (n=670) 216 (32.2) 326 (48.7) 128 (19.1) 758 (56.6) 582 (43.4)
  * OR (95% CI) 1.00 0.91 (0.69 to 1.20) 0.27 (0.16 to 0.44) 1.00 0.65 (0.54 to 0.79)
  * p Value (df 1) – 5.0 × 10 −1 7.0 ×10 −8 – 9.6 ×10 −6 
  † p Value (df 2)   2.1 × 10 −7   
Turkish cohort, N (%)
Patients with SLE (n=158) 69 (43.7) 82 (51.9) 7 (4.4) 220 (69.6) 96 (30.4)
Healthy controls (n=155) 52 (33.5) 72 (46.5) 31 (20.0) 176 (56.8) 134 (43.2)
  * OR (95% CI) 1.00 0.86 (0.53 to 1.39) 0.17 (0.07 to 0.42) 1.00 0.57 (0.41 to 0.80)
  * p Value (df 1) – 5.0 × 10 −1 3.2 ×10 −5 – 9.0 × 10 −4 
  † p Value (df 2)   1.0 x 10 −4   
Combined cohort, N (%)
Patients with SLE (n=509) 208 (40.9) 272 (53.4) 29 (5.7) 688 (67.6) 330 (32.4)
Healthy controls (n=825) 268 (32.5) 398 (48.2) 159 (19.3) 934 (56.6) 716 (43.4)
  * OR (95% CI) 1.00 0.88 (0.69 to 1.12) 0.24 (0.15 to 0.36) 1.00 0.63 (0.53 to 0.74)
  * p Value (df 1) – 3.0 × 10 −1 7.4 × 10 −12 – 2.0 × 10 −8 
  † p Value (df 2)   2.2 ×10 −11   

   A meta-analysis of the two cohorts is also presented. Reduced frequency of the rs4810485 minor allele T and the T/T genotype in patients with SLE compared with healthy controls.  
  *  p Values with df 1 and OR (95%CI) were calculated taking as reference the G/G genotype or the major (G) allele.  
  †  p Values with df 2 were calculated with a 2×3 χ 2  test of independence and account for the overall difference between the three genotypes.  
  df, degrees of freedom; SLE, systemic lupus erythematosus.   
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shown in  table 1 . Analysis by a 2×3 χ 2  test of independence 
showed a signifi cant difference in the genotype distribution 
between cases and controls (p = 2.1×10 −7 , df 2). Post hoc 
analysis by 2×2 χ 2  test revealed that rs4810485 T/T homozy-
gosity was less common in patients with SLE than in healthy 
controls (6.3% vs 19.1%, p = 7.0×10 −8 , df 1). The presence of 
minor allele T was under-represented in SLE (OR=0.65, 95% 
CI 0.54 to 0.79, p = 9.6×10 −6 ) ( table 1 ).  Genotyping of one-
third of the control samples was replicated by using Sequenom 
MassArray technology and the results were 100% identical to 
those obtained by restriction fragment length polymorphism 
(data not shown).  

 We then proceeded to replicate our fi ndings in a case-control 
population from neighbouring Turkey. The study group con-
sisted of 158 Turkish patients with SLE (5 men, 153 women) 
with a mean (± SD) aged 41 ± 11 years. The control group con-
sisted of 155 unrelated healthy subjects from Turkey (5 men, 
150 women) aged 39 ± 7 years. In accordance with the fi nd-
ings in the Greek cohort, the rs4810485 T/T genotype was less 
frequent in SLE than in healthy controls (4.4% vs 20.0%, p = 
3.2×10 −5 ). Minor T allele had signifi cantly lower frequency in 
SLE (OR=0.57, 95% CI 0.41 to 0.80, p = 9.0×10 −4 ) ( table 1 ). In 
the meta-analysis of the two cohorts, the T/T genotype was 
signifi cantly (p = 7.4×10 −12 ) less common and the T allele was 
signifi cantly under-represented (OR=0.63, 95% CI 0.53 to 0.74, 
p = 2.0×10 −8 ) in patients with SLE compared with controls. 
Observed frequencies of the  CD40  rs4810485 genotypes were 
in Hardy–Weinberg equilibrium (data not shown). 

 Of note, a preliminary association study performed in our 
laboratory in patients with Wegener’s granulomatosis showed 
that the T allele of the rs4810485 SNP of the  CD40  gene was less 
common in patients with the disease (14.3%) than in control 
individuals (39.9%) (unpublished data). Furthermore, we found 
no evidence for association between CD40 and T1D; no statisti-
cally signifi cant difference in T-allele frequencies was observed 
between patients with T1D and controls either in the fi rst popu-
lation examined (OR=1.00, 95% CI 0.63 to 1.6) or in the replica-
tion group (data not shown).  

  The rs4810485 T allele is associated with reduced  CD40  mRNA 
in freshly isolated and lipopolysaccharide-stimulated PBMCs 
from patients with SLE and healthy controls 
 Expression of  CD40  was evaluated by real-time PCR in freshly 
isolated PBMCs from patients with SLE and healthy controls 
with different rs4810485 genotypes.  CD40  mRNA levels were 
almost twofold lower in patients with SLE who had the T/T or 
G/T genotype than those with the G/G genotype ( fi gure 1A ). 
To further verify our results, we examined the  CD40  mRNA 
in freshly isolated PBMCs from healthy controls, and we also 
found signifi cantly reduced expression in individuals with T/T 
and G/T compared with the G/G genotype ( fi gure 1A ).  

 We next examined  CD40  mRNA expression after stimu-
lation with lipopolysaccharide (LPS) 100 ng/ml for 24 h. As 
shown in  fi gure 1B , L PS treatment induced  CD40  expression 
both in patients with SLE and in healthy controls. In both 
groups, stimulated PBMCs with the G/T and T/T genotype 
had signifi cantly reduced  CD40  mRNA compared with those 
with the G/G genotype. PBMCs from patients with SLE with 
the G/G genotype showed the strongest induction of CD40 
after LPS stimulation ( fi gure 1B ). Collectively, these results 
indicate that the rs4810485 T allele is associated with reduced 
 CD40  mRNA expression both in the basal, non-stimulated and 
the stimulated state.  

  Basal membrane protein expression of CD40 in PBMCs is reduced 
in patients with SLE and controls with the rs4810485 T allele 
 We next used fl ow cytometry to examine the effect of 
rs4810485 on CD40 membrane protein expression (measured 
by CD40 MFI or the percentage of CD40+ cells) on freshly 
isolated CD19+ B cells and CD14+ monocytes. To minimise 
any possible interfering factors, we included patients with 
inactive disease and without signifi cant B-cell lymphopenia 
(<3% of total lymphocytes).  Figure 2A  shows representative 
fl ow cytometry histograms for CD40 expression on unstimu-
lated B cells from patients with SLE (upper panel) and healthy 
controls (lower panel) with different rs4810485 genotypes. 
In both patients and controls, rs4810485 T/T and G/T were 
associated with signifi cantly reduced CD40 MFI on CD19+ B 
cells compared with G/G (p<0.05 for T/T vs G/G and G/T vs 
G/G pairwise comparisons) ( fi gure 2B ). The rs4810485 T allele 
also correlated with decreased proportion of peripheral blood 
CD40+ CD19+ B cells both in patients with SLE and in healthy 
controls (supplementary fi gure S1). We performed a simi-
lar analysis in CD14+ monocytes, and found that rs4810485 
T/T and G/T patients and controls had reduced CD40 MFI in 
comparison with their G/G counterparts ( fi gure 2C , D ). In con-
trast, we found no signifi cant variation in the proportion of 

 Figure 1    Basal and induced  CD40  mRNA expression in peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs) from patients with systemic lupus 
erythematosus (SLE) and healthy controls according to rs4810485 
genotype. (A) Expression of  CD40  mRNA was assessed by quantitative 
real-time PCR in freshly isolated PBMCs. rs4810485 T/T and G/T 
genotypes were associated with almost twofold lower  CD40  mRNA 
levels than the G/G genotype. Similar results were obtained in PBMCs 
from healthy controls (Mann–Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01). 
(B) PBMCs from patients with SLE or healthy controls were cultured for 
24 h in the presence or absence of lipopolysaccharide (LPS) 100 ng/ml, 
and  CD40  mRNA expression was determined. In both groups, there was 
signifi cantly lower expression in G/T and T/T than in the G/G genotype 
in the presence of LPS (Mann–Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01). 
Bars represent the mean ± SEM of the normalised expression of  CD40  
mRNA relative to  GAPDH  mRNA.    
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CD40+ monocytes according to rs4810485 genotype (data not 
shown). Overall, these results suggest that under basal, non-
induced, conditions, the rs4810485 allele T is associated with 
lower CD40 surface expression on B cells and monocytes from 
patients with SLE and healthy controls.   

  Stimulation of PBMCs induces lower membrane expression of 
CD40 in patients with SLE and controls with the rs4810485 T allele 
 Although CD40 is constitutively expressed on the surface of 
mononuclear cells, its expression is further upregulated upon 
cell stimulation. To examine the effect of rs4810485 SNP on 
inducible CD40 expression, PBMCs were cultured for 24 h in 
the presence or absence of LPS 100 ng/ml, and CD40 expression 
was evaluated by fl ow cytometry. In LPS-stimulated CD19+ B 
cells, CD40 membrane expression (MFI) was signifi cantly lower 
in patients with the T/T or G/T genotype than in those with the 
G/G genotype ( fi gure 3A , B ); the effect was more pronounced in 
patients with SLE than in healthy controls ( fi gure 3B ). Similar 
results were obtained with the percentage of CD40+ CD19+ B 
cells (supplementary fi gures S2A,B).  

 With regard to CD14+ monocytes, LPS-induced CD40 MFI lev-
els were lower in both patients and controls with the rs4810485 
T/T and G/T rather than the G/G genotype ( fi gure 3C , D ). The 
proportion of CD40+ monocytes also correlated inversely with 

presence of the minor T allele (supplementary fi gure S2C,D). 
Together, our results indicate that the rs4810485 SNP is accom-
panied by genotype-specifi c differences on induced CD40 mem-
brane expression in healthy controls and more profoundly in 
patients with SLE, with the T/T genotype associated with lower 
induction than the G/G genotype.   

  DISCUSSION 
 Identifi cation of shared genetic determinants for clinically dis-
tinct disorders is the emerging premise underlying the results 
of recent genome-wide scans. 28   29  In this study, we explored 
one such example of overlap between disease susceptibil-
ity loci by investigating the association of the RA-associated 
SNP rs4810485 of the  CD40  gene with SLE. We report for the 
fi rst time that rs4810485 is associated with SLE in the Greek 
and Turkish Mediterranean population, and correlates with 
differential  CD40  expression in peripheral blood B cells and 
monocytes. 

 In view of the role of  CD40,  a tumour necrosis factor super-
family membrane member, in generating effective immune 
responses through interaction with its ligand CD40L, we rea-
soned that it may represent an excellent candidate susceptibility 
gene for various autoimmune diseases. 30  The rs4810485 SNP has 
recently been associated with RA in individuals of European 11  

 Figure 2    Differential basal membrane expression of CD40 on B cells and monocytes in patients with SLE and healthy controls according to 
rs4810485 genotype. (A) Representative fl ow cytometry histograms for CD40 expression on CD19+ B cells from patients with SLE (upper panel) 
and healthy controls (lower panel) with the rs4810485 G/G, G/T and T/T genotypes. (B) Patients with SLE and healthy controls with the T/T or G/T 
genotype have signifi cantly lower CD40 mean fl uorescence intensity (MFI) on freshly isolated CD19+ B cells than individuals with the G/G genotype 
(Mann–Whitney U test, *p < 0.05, **p<0.01). (C) Representative fl ow cytometry histograms for CD40 expression on CD14+ monocytes from 
patients with SLE (upper panel) and healthy controls (lower panel) with the rs4810485 G/G, G/T and T/T genotypes. (D) Patients with SLE and healthy 
controls with the T/T or G/T genotype have signifi cantly lower CD40 MFI on CD14+ monocytes than individuals with the G/G genotype (Mann–
Whitney U test, *p < 0.05, **p<0.01). Scatter plots represent individual cases.    
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but not Korean ancestry. 31  A replication study in a Greek 
population confi rmed the association of rs4810485 with RA. 32  
Importantly, the  CD40  locus resides in a region (20q11–13) that 
has been previously linked with SLE in European-Caucasians, 
Mexican-Americans and African-Americans. 33  –  35  This suggests 
an underlying pathogenic mechanism involving a risk allele of 
a shared disease locus that may account for increased suscep-
tibility in two distinct diseases. Other studies have also sug-
gested the  CD40–CD40L  pair as strong SLE candidate genes 
because of their ability to induce T-cell mediated humoral 
responses. However, in a previous family-based genetic study 
of CD40 in SLE 36  no association was found; probably, the SNP 
data available at the time of the previous study did not allow 
for detection of the effect from rs4810485. Notably, an associa-
tion between  CD40  polymorphisms and genetic susceptibility 
to Grave’s disease 37  and Kawasaki disease, 38  but not to T1D, 
has been reported, an observation that may help to delineate 
pathogenic mechanisms in the aforementioned autoimmune 
diseases. Of note, several other SNPs in genes involved in 
the CD40 signalling pathway have been identifi ed, includ-
ing TNFAIP3 (A20, an E3-ubiquitin ligase) and TRAF1-C5. 18  

TRAF1 is an adaptor protein that cooperates with TRAF2 to 
enhance CD40 signals. 39  

 The rs4810485 SNP resides in the second intron of the  CD40  
gene and its functional consequence remains to be identifi ed. 
As a fi rst attempt to study this issue, we looked for a possible 
association between rs4810485 and  CD40  expression in periph-
eral blood B cells and monocytes. In both patients with SLE and 
healthy controls, individuals with the T/T or G/T genotype had 
signifi cantly reduced basal and induced CD40 mRNA and pro-
tein levels compared with those with the G/G genotype, sug-
gesting that rs4810485 could be a functional polymorphism. 
This result is biologically plausible since the minor allele T asso-
ciated with reduced  CD40  expression was found to be under-
represented in patients with SLE (OR=0.63 in the meta-analysis 
of the Greek and Turkish cohorts). Of interest, in the presence 
of the major allele G, both basal and induced  CD40  levels were 
higher in patients with SLE than in healthy controls, indicat-
ing that rs4810485 might also infl uence  CD40  expression in a 
disease-specifi c manner. 

 To explore whether rs4810485 might modify any transcrip-
tion factor-binding site, we performed sequence analysis 

 Figure 3    Effect of rs4810485 on lipopolysaccharide (LPS)-induced CD40 membrane expression on B cells and monocytes from patients with SLE 
and healthy controls. (A) Representative fl ow cytometry histograms for CD40 membrane expression on LPS-stimulated CD19+ B cells from patients 
with SLE (upper panel) and healthy controls (lower panel) with the rs4810485 G/G, G/T and T/T genotypes. (B) Expression of CD40 on LPS-stimulated 
B cells with the T/T and G/T genotypes was signifi cantly lower than the G/G genotype both in patients with SLE and controls (Mann–Whitney U test, 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). Patients with SLE with the G/G genotype demonstrated the most profound CD40 upregulation. Bars represent 
mean ± SEM. (C) Representative fl ow cytometry histograms for CD40 expression on LPS-stimulated CD14+ monocytes from patients with SLE 
(upper panel) and healthy controls (lower panel) with the rs4810485 G/G, G/T and T/T genotypes. (D) LPS-induced CD40 mean fl uorescence intensity 
(MFI) on CD14+ monocytes is signifi cantly lower in patients with SLE and healthy controls with the T/T and G/T genotype than in those with the G/G 
genotype (Mann–Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01). The induction was more prominent in patients with SLE with the GG genotype. Values are the 
mean ± SEM.    
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using the Genomatix Software (Genomatix Software GmbH, 
“Gene2Promoter” program, Muenchen, Germany). Allele G 
disrupted the putative binding of the transcription factor Pax6, 
which was predicted to bind to allele T. Although no informa-
tion exists about the expression and function of Pax6 in SLE 
immune cells, another member of the Pax family transcription 
factors, Pax5 is implicated in mature B-cell programming and its 
repression is required for plasma cell differentiation. 40  Moreover, 
rs4810485 allele G is predicted to enhance the DNA binding of a 
member of the ETS1 transcription factors family. ETS1 is a nega-
tive regulator of B- and Th17-cell differentiation that has been 
associated with the development of SLE. 41  Of interest, lower 
levels of ETS1 mRNA have been detected in PBMCs of patients 
with SLE. 42  

 Increased  CD40  expression in antigen presenting cells 
might contribute to enhanced signalling upon interaction with 
CD40L, 43  which is upregulated on activated T cells in patients 
with SLE and RA. Interactions between CD40 and CD40L 
might also infl uence the function of non-immune cells such as 
endothelial cells, leading to endothelial dysfunction 44  and vascu-
lar infl ammation, 45  which are common in these patients. 

 In conclusion, we have demonstrated that the rs4810485 
SNP of the  CD40  locus is associated with SLE in a geneti-
cally homogeneous population. We also provide evidence that 
rs4810485 may affect CD40 mRNA and protein expression on 
B cells and monocytes, with potential implications for regula-
tion of the infl ammatory responses in the disease. The CD40/
CD40L pathway has an established pathogenic role and rep-
resents a valid therapeutic target in lupus. Our data corrobo-
rate these observations and offer a plausible explanation for 
the increased susceptibility to SLE conferred by this genetic 
variant of  CD40 . Sustained expression of CD40L coupled with 
increased expression of CD40 observed in over half of lupus 
patients amplify cellular and humoral responses in a variety 
of immune and non-immune cellular targets, thus contributing 
to disease pathogenesis. Intriguingly, polymorphisms in the 
 CD40  gene may affect expression and identify a subgroup of 
patients with SLE with a higher effi cacy of anti-CD40 thera-
peutic intervention. 
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SUPPLEMENTARY TEXT 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Analysis of rs4810485 CD40 polymorphism  

Whole blood was collected in EDTA-containing tubes and genomic DNA was 

extracted by using the Qiamp DNA Blood Mini kit (QIAGEN Inc, CA, USA). 

Genotyping for CD40 rs4810485 was performed by PCR – restriction fragment length 

polymorphism (RFLP). The upstream primer 5’- CCT GGC TCC TTC ATC CCA GC 

-3’ and the downstream primer 5’- CCT CCC TGT TCC CTA AGA GC -3’ were 

used to generate a 200-bp region of the CD40 gene wherein rs4810485 resides. PCR 

amplification was performed with the Taq PCR Core kit (QIAGENInc). A hot start 

was used with initial heating at 94°C for 5 min, followed by the addition of the 

polymerase and then 40 cycles of denaturing (at 94°C for 20 sec), annealing (at 58°C 

for 30 sec) and chain extension (at 72°C for 45 sec), followed with a final extension 

step at 72°C for 7 min. Restriction analysis was performed with the HpaII (New 

England Biolabs) restriction enzyme, which digests the G allele-containing PCR 

product into 58-bp and 142-bp fragments. Both undigested and digested PCR products 

were visualized in 2.5% agarose gel stained with ethidium bromide. Genotypes were 

scored blindly and analysis of all ambiguous samples was repeated. A percentage of 

10% of the samples was amplified twice for checking the accuracy of the results.  

 

Genotyping of the one third of the control samples involved in the study was 

performed using Sequenom® MassArray™ technology according to the 

manufacturer’s instructions, using iPLEX chemistry (http://www.sequenom.com) for 

checking the accuracy of the RFLP protocol used for the study of SLE. 

 

Subjects enrolled in the CD40 expression analysis 

In order to proceed in expression experiments, 16 female SLE patients (aged 42±4 

years) and 24 female healthy controls (aged 42±6 years) were enrolled according to 

their rs4810485 genotype. The patients (8 with G/G genotype, 5 with G/T and 3 with 

T/T genotype) were selected from the outpatient clinic of the Department of 

http://www.sequenom.com/
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Rheumatology, University Hospital of Heraklion, over a 6-month period based on the 

assessment of clinical characteristics. Patients were selected if they had inactive 

disease (SLEDAI <4) and they had not received corticosteroids for at least 24 hours 

before the sample reception, in order to avoid confounding factors that could 

influence CD40 expression. Exclusion criteria were the presence or suspicion of an 

overlap autoimmune or chronic inflammatory disease, acute or chronic infectious 

disease, history of cancer or other malignancies and recent surgery or other active 

pathological condition (e.g. cardiovascular event) that is accompanied by systemic 

inflammatory reaction. Same criteria were applied for the selection of 20 female SLE 

patients (10 with G/G genotype, 6 with G/T and 4 with T/T genotype) for the 

stimulation experiments 24 healthy controls were enrolled from the staff of the 

University Hospital of Heraklion and the Medical School of Crete) and analyzed 

according to their rs4810485 genotype (12 with G/G genotype, 8 with G/T and 4 with 

T/T genotype).  

 

Preparation of mononuclear cells, cell culture and stimulation 

The culture medium used for all in vitro tissue cultures was RPMI-1640 (GIBCO) 

supplemented with 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin 

(HyClone), and 10% heat-inactivated bovine calf serum (HyClone). The LPS levels in 

all the medium supplements, RPMI-1640, deionized water and bovine calf serum, 

were below 0.09 EU/ml as assayed by Limulus amoebocyte lysate QCL-1000 (50-

648U; Cambrex Bio Science Walkersville, MD).Peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) from SLE patients and healthy controls were isolated from 20ml 

heparinized blood by Ficoll-Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich) density gradient 

centrigugation. Cells were washed twice with medium, resuspended in culture 

medium and counted. 2x10
6
 PBMCs were cultured with 1ml medium in 15ml 

polypropylene round bottom tubes in order to achieve minimal adhesion of 

monocytes. Cultures were maintained for 24 hours at 37°C in the presence of 5% 

CO2, humidified atmosphere. Stimulation of the cells was conducted with 

Lipopolysaccharide (LPS - Escherichia coli serotype 0111:B4; Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO) as a polyclonal stimulator for B-cells and simultaneously for monocytes 

at a final concentration of 100ng/ml, while negative control was plain medium. 
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Quantitative real-time PCR (qPCR) for CD40 mRNA  

The cDNA sequence of human CD40 gene (Gen-Bank Accession no.NM_001250) 

was used to design gene-specific primers located in two different exons for PCR 

amplification: upstream 5′-TGAAGAAGGCTGGCACTGTACGAGT-3′ and 

downstream 5′-GGGCTCGCAGATGGTATCAGAA-3′ primers. PCR reactions were 

performed in a 20 µl volume containing 10 µl iTaq SYBR GREEN Master Mix (Bio-

Rad, Richmond, CA); 0.5 µM of each primer and 75 ng cDNA as template. Each 

sample was analyzed in triplicate. Reactions were performed with ABI PRISM 7000 

sequence detection system (Applied Biosystems) and results were analyzed with the 

ABI PRISM SDS software. Cycling conditions were as follows: initial denaturation 

(10 min at 95º C, enzyme activation) followed by 40 cycles of 95º C for 15 seconds 

and annealing in 60ºC for 1 minute with acquisition of fluorescence at the end of each 

annealing step. After amplification, a melting curve analysis was performed to 

determine the amplification of a unique PCR product and the specific product size 

was determined on a 3% agarose gel stained with ethidium bromide. The mRNA 

levels of the GAPDH gene were determined for each sample as reference using gene 

specific primers at a final concentration 0.25μΜ and same amplification conditions as 

CD40. In a subset of experiments, real-time PCR was performed with Quantitect 

primer assays for human CD40 and GAPDH and QuantiTect SYBR Green PCR 

Master Mix (all from Qiagen), according to the manufacture’s protocol. PCR 

amplification efficiencies for the target gene and the reference gene were determined 

using serial cDNA dilutions. The relative quantification with standard curve method 

was then applied to evaluate the expression levels of CD40 gene after normalization 

to the expression values for the GAPDH reference gene. 

 

Immunophenotyping of peripheral blood leukocytes from patients with different 

CD40 genotypes  

One hundred μl of fresh EDTA anticoagulated whole blood or 1x10
6
 PBMCs in 

PBS/0.1% BSA were stained with R Phycoerythrin-Cyanine 5 (PC5) - conjugated 

mouse anti-human CD19 (Beckman-Coulter), Phycoerythrin (PE) - conjugated mouse 

anti-human CD14 (Beckman-Coulter) and fluorescein isothiocyanate (FITC)–

conjugated mouse anti-human CD40 (5C3; BD Biosciences-PharMingen, San Jose, 

CA) mAb. PC5, PE, and FITC conjugated mouse IgG isotype-matched controls 
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(Beckman-Coulter) were used as negative controls. Following 30 minutes of 

incubation on ice, cells were washed twice in phosphate buffered saline (PBS)/1% 

fetal calf serum (FCS) (Gibco Invitrogen)/0.05% azide  Following centrifugation, the 

supernatant was removed, red blood cells in whole blood preparations were lysed with 

ammonium chloride and cells were fixed in 500μl of  2% paraformaldehyde solution 

(Sigma-Aldrich). Unstained fixed cells were used as negative controls in all 

experiments. Cell samples were analyzed on an Epics Elite model flow cytometer 

(Coulter, Miami, FL) within 30 minutes of fixation. Data were acquired and processed 

on 200,000 events to evaluate the proportion of CD40-expressing B-cells and 

monocytes along with the mean fluorescence intensity of CD40 expression on these 

cell subsets. 

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism statistical program 

(GraphPad Software, San Diego, CA). In case-control comparisons, only unrelated 

individuals were used. The CD40 gene variant under investigation was evaluated for 

deviation from Hardy–Weinberg equilibrium by comparing observed and expected 

genotype frequencies by means of chi-squared (x
2
) test in the control groups. The x

2
 

test, with one or two degrees of freedom, was used to examine differences of 

genotype and allele frequencies between patients and controls. Odds ratios (OR) and 

their 95% confidence intervals (CI) were calculated according to Rothman test. The 

Mann-Whitney U test was used for comparisons among groups with small or unequal 

sample sizes. Results are expressed as the mean ± SEM for quantitative variables 

unless otherwise indicated and a two tailed p value less than 0.05 was defined as 

statistically significant. 

 

LEGENDS 

Supplementary Figure S1.Percentage of CD40+ B-lymphocytes in SLE patients 

and healthy controls according to rs4810485 SNP genotype 

(A) Representative flow cytometry dot-plots showing the percentages of CD40+ 

CD19+ B-lymphocytes in SLE patients (upper panel) and healthy controls (lower 

panel) according to rs4810485 genotype (G/G, G/T, T/T). (B) Both SLE patients and 

healthy controls with the T/T or G/T genotype had significantly reduced CD40+ B-
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cells than those with the G/G genotype (Mann-Whitney U test, *p<0.05). Scatter plots 

represent individual values. 

 

Supplementary Figure S2. Different behavior of the rs4810485 SNP genotype on 

the inducedpercentages of CD40 on B-lymphocytes and monocytes upon 

stimulation with 100 ng/ml LPS in SLE patients and healthy controls 

(A) Representative flow cytometrydot-plots of CD40 expression on LPS-stimulated 

CD19+ B-cells from SLE patients (upper panel) and healthy controls (lower panel) 

with different rs4810485 genotypes (G/G, G/T, T/T). (B) The T/T genotype is 

associated with significantly reduced proportion of CD40+ B-cells following 

stimulation with LPS 100 ng/ml for 24 hours compared to the G/G genotype, both in 

SLE patients and healthy controls (Mann-Whitney U test, *p<0.05). The G/T 

genotype showed statistically significant difference only in healthy controls (p<0.05) 

although a similar trend was observed in SLE patients (p=0.057). Bars represent mean 

± SEM. (C) Representative flow cytometrydot-plots for CD40 expression on LPS-

stimulated CD14+ monocytes from fromSLE patients (upper panel) and  healthy 

controls (lower panel) with different rs4810485 genotype (G/G, G/T, T/T). (D) LPS-

induced CD40+CD14+ monocytes were significantly lower in T/T and G/T genotypes 

when compared to G/G genotype in both SLE patients and healthy controls (Mann-

Whitney U test, *p<0.05). Induction of CD40 was more prominent in the SLE G/G 

patients.Bars represent mean ± SEM. 

 

SupplementaryTable S1. Demographic and clinical characteristics of the 351 Greek 

SLE patients enrolled in the genetic association study. 

 



SUPPLEMENTARY TABLE S1. Demographic and clinical characteristics of the 351 Greek SLE 

patients enrolled in the genetic association study* 
 

Female/male 322 (91.7%)/29 (8.3%) 

Age, mean ± SD years 40.8 ± 9.7 

Active disease/inactive 

disease 

150 (42.7%)/201 (57.3%) 

SLE duration, mean ± SD 

years 

6.7±5.6 

SLEDAI score, mean ± SD 

Active SLE 

Inactive SLE 

 

12.0±5.8 

4.2±1.5 

Nephritis 

 

150 (42.7%) 

CNS involvement 

 

45 (12.9%) 

Antiphospholipid 

syndrome 

76 (21.6%) 

Cytotoxic therapy 

 

175 (49.9%) 

Steroid therapy 

 

119 (34%) 

HCQ therapy 

 

140 (39.9%) 

Autoantibodies 

ANA 

Anti- dsDNA 

  

 

318 (90.6%) 

105 (30%) 

 

*Except where indicated otherwise, values are the number (%).  

Active systemic lupus erythematosus (SLE) was defined as an SLE Disease Activity Index (SLEDAI) score of ≥8, and inactive 

SLE as a SLEDAI score of <8. Controls included 670 individuals, age- and ethnical-matched with SLE patients. 

 

CNS = central nervous system; HCQ = hydroxychloroquine; ANA=antinuclear antibody; Anti- dsDNA=antibodies against 

double stranded DNA 
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