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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Η μελέτη των επιδράσεων της υπέρυθρης ακτινοβολί-
ας στους διάφορους ιστούς του οφθαλμού έχει κατά το 
παρελθόν αποτελέσει και συνεχίζει και στις μέρες μας 
να αποτελεί ένα ευρύ αντικείμενο έρευνας. Κι αυτό για-
τί όλοι μας βρισκόμαστε καθημερινά εκτεθημένοι στην 
υπέρυθρη ακτινοβολία, είτε αυτή προέρχεται από τον 
ήλιο, είτε από διάφορες τεχνητές πηγές οπτικής ακτινο-
βολίας όπως π.χ. κλίβανοι, θερμάστρες, λάμπες, συσκευ-
ές ψησίματος κ.α. Αρκετές μελέτες έχουν συσχετίσει την 
έκθεση στην υπέρυθρη ακτινοβολία με πρόκληση δια-
φόρων βλαβών στους ιστούς του οφθαλμού, συμπερι-
λαμβανομένων της καταρρακτογένεσης, των θερμικών 
εγκαυμάτων του κερατοειδούς και του αμφιβληστροει-
δή και του δερματικού ερυθήματος ab igne.

Παρόλ’ αυτά, λίγα είναι γνωστά μέχρις στιγμής για 
τους μηχανισμούς πρόκλησης των βλαβών αυτών από 
την υπέρυθρη ακτινοβολία, σε αντίθεση με την υπεριώ-
δη, όπου αρκετές έρευνες εχούν αποδείξει την συμμε-
τόχη μορίων του εξωκυττάριου χώρου, μεταξύ αυτών 
και των μεταλλοπρωτεϊνασών, στις βλαπτικές επιδρά-
σεις της. 

Λέξεις κλειδιά: Κερατοειδής, υπέρυρθη ακτινοβο-
λία, κρυσταλλοειδής φακός, κυκλοοξυγενάση.

Έρευνες πάντως σε ινοβλάστες δέρματος ανθρώ-
που δείχνουν ότι και η υπέρυθρη, όπως ακριβώς και η 
υπεριώδη ακτινοβολία, φαίνεται να ασκεί τις βλαπτι-
κές επιδράσεις της με παρόμοιο τρόπο, επηρεάζοντας 
δηλαδή κι αυτή μόρια του εξωκυτταρίου χώρου, όπως 
είναι οι μεταλλοπρωτεϊνάσες. Εξάλλου, είναι γνώστο 
ότι οι μεταλλοπρωτεϊνάσες ενοχοποιούνται σε διάφο-
ρες παθήσεις των ιστών του οφθαλμού, όπως σε καταρ-
ρακτογένεση, στην ξηροφθαλμία, στις αποπτώσεις του 
κερατικού επιθηλίου, ενώ παράλληλα κι άλλα μόρια 
του εξωκυτταρίου χώρου, όπως οι γλυκοζαμινογλυκά-
νες, φαίνεται να συμμετέχουν σε διάφορες παθολογι-
κές καταστάσεις του οφθαλμού, όπως στην δημιουργία 
καταρράκτη και οιδήματος του κερατοειδούς. Ωστόσο, 
δεν υπάρχουν μέχρις στιγμής εργασίες που να έχουν 
μελετήσει τον πιθανό μηχανισμό πρόκλησης βλαβών 
στον οφθαλμό από την υπέρυθρη ακτινοβολία IR και 
την επίδραση που μπορεί να επιφέρει η έκθεση σε IR 
στις μεταλλοπρωτεϊνάσες και τις γλυκοζαμινογλυκάνες.

Σε αυτό το πλαίσιο σχεδιάστηκε η παρούσα εργα-
σία, με στόχο την μελέτη της επίδρασης της οξείας και 
χρόνιας έκθεσης της υπέρυθρης ακτινοβολίας σε μόρια 
του εξωκυτταρίου χώρου στον κερατοειδή και τον κρυ-
σταλλοειδή φακό κονίκλων, καθώς και της επίδρασης 
της αναστόλης της κυκλοοξυγενάσης σε αυτά. Απώτε-
ρος σκοπός της μελέτης αυτής είναι να συμβάλλει τόσο 
στην προσπάθεια αποσαφήνισης των πιθανών μηχανι-
σμών πρόκλησης των βλαπτικών συνεπειών της υπέ-
ρυθρης ακτινοβολίας, όσο και στον τομέα ανίχνευσης 
προληπτικών ή και θεραπευτικών μέτρων.
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η μελέτη των επιδράσεων των διαφόρων μορφών 
ακτινοβολίας στους διάφορους ιστούς του οφθαλμού 
έχει κατά το παρελθόν αποτελέσει και συνεχίζει και 
στις μέρες μας να αποτελεί ένα ευρύ αντικείμενο έρευ-
νας με κυρίαρχο στόχο την κατανόηση των μηχανισμών 
μέσω των οποίων είναι δυνατόν αυτές να εμφανισθούν. 
Απώτερος σκοπός των ερευνών αυτών είναι βέβαια η 
συμβολή στην προσπάθεια για την αποφυγή πρόκλη-
σης διαφόρων βλαβών λόγω της ηθελημένης ή μη έκθε-
σης του οφθαλμού σε αυτές τις ακτινοβολίες1.

Η ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία το μήκος κύμα-
τος της οποίας περιλαμβάνεται μεταξύ των 100 και 
1000000 nm αποκαλείται συνήθως ως «οπτική ακτινο-
βολία». Σύμφωνα με τις υποδείξεις της CIE (International 
Commission on Illumination), η οπτική ακτινοβολία με 
μήκος κύματος μεταξύ 100 και 400 nm ονομάζεται υπε-
ριώδης (Ultraviolet - UV) και υποδιαιρείται αναλόγως 
του μήκους κύματος της σε UVA (315-400 nm), UVB 
(280-315 nm) και UVC (100-280 nm). Η ακτινοβολία με 
μήκος κύματος μεταξύ 380 και 780 nm ονομάζεται ορα-
τή ακτινοβολία ή απλά «φως» (visible radiation). Η ακτι-
νοβολία με μήκος κύματος μεταξύ 780 nm και 1000000 
nm είναι γνωστή ως υπέρυθρη (Infrared - IR) ακτινο-
βολία η οποία με τη σειρά της υποδιαιρείται στην IRA 
(780-1400 nm), στην IRB (1400-3000 nm) και στην IRC 
(3000–1000000 nm). Όπως παρατηρεί κανείς, υπάρχει 
μια επικάλυψη μεταξύ της υπεριώδους και της ορατής 
ακτινοβολίας στην περιοχή μεταξύ των 380 και 400 nm1.

Η IRA αναφέρεται συχνά και ως εγγύς υπέρυθρη 
ακτινοβολία (Near Infrared Radiation - NIR), ενώ η IRB 
ως μέση (Middle Infrared Radiation - MIR) και η IRC ως 
άπω υπέρυθρη ακτινοβολία (Far Infrared Radiation – 
FIR). Οι ίδιοι επιθετικοί προσδιορισμοί χρησιμοποιού-
νται και για τον χαρακτηρισμό της υπεριώδους ακτινο-
βολίας (Σχήμα 1)1.

Ο ήλιος, όπως είναι γνωστό, αποτελεί την κύρια πηγή 
οπτικής ακτινοβολίας στη φύση εκπέμποντας τόσο υπε-
ριώδη όσο ορατή και υπέρυθρη ακτινοβολία, μεγάλο 
ποσοστό των οποίων φθάνει στην επιφάνεια της Γης. 
Υπάρχουν όμως παράλληλα και τεχνητές πηγές οπτι-
κής ακτινοβολίας όπως π.χ. κλίβανοι, θερμάστρες, λά-
μπες, συσκευές ψησίματος κ.α. στις οποίες είναι δυνα-
τόν να είναι εκτεθειμένα διάφορα άτομα, ηθελημένα ή 
μη, και η έκθεση τους αυτή σε συγκεκριμένες περιπτώ-
σεις να ξεπερνά κατά μεγάλο βαθμό τα «φυσιολογικά» 
επίπεδα της IR ακτινοβολίας που δέχονται. Η ακτινο-
βολία που εκπέμπεται από τις προαναφερθείσες πηγές 
είναι κατά κανόνα ευρέως φάσματος και ασύμφωνη 
(non coherent) σε αντιδιαστολή με την μονοχρωματική 
(συγκεκριμένου μήκους κύματος), σύμφωνη (coherent) 
ακτινοβολία των lasers1.

ΔΙΑΠΕΡΑΤΟΤΗΤΑ - ΑΠΟΡΡΟΦΗΣΗ 
ΤΗΣ ΥΠΕΡΥΘΡΗΣ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑΣ 
ΑΠΟ ΤΟΥΣ ΙΣΤΟΥΣ ΤΟΥ ΟΦΘΑΛΜΟΥ

Είναι γνωστό ότι το νερό, το κύριο συστατικό των 
διαφόρων ιστών του οφθαλμού, είναι διαπερατό για 
την IRA ακτινοβολία ενώ η IRB ακτινοβολία είναι πολύ 
ελαφρά διεισδυτική και η IRC ακτινοβολία εμφανίζει 
σχεδόν πλήρη επιφανειακή απορρόφηση1.

Ο κερατοειδής, το υδατοειδές υγρό, ο φυσιολογικός 
φακός και το υαλώδες σώμα εμφανίζουν μεγάλη διαπε-
ρατότητα για την ορατή και την εγγύς (IRA) υπέρυθρη 
ακτινοβολία. Ειδικότερα, ο κερατοειδής είναι διαπερα-
τός για το 96% περίπου της προσπίπτουσας σε αυτόν 
ακτινοβολίας με μήκος κύματος μεταξύ 700 και 1400 
nm, όπου περιλαμβάνεται και η IRA ακτινοβολία. Από 
την άλλη πλευρά, η απορρόφηση της οπτικής ακτινοβο-
λίας από την ίριδα στην περιοχή μεταξύ 300-1000 nm 
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Σχήμα 1: Ανάλυση του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος μεταξύ των 100 και 1000000 nm (1 mm)1
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είναι σημαντική. Για μήκη κύματος μικρότερα από τα 
700 nm η ίριδα απορροφά περισσότερο από 80% της 
προσπίπτουσας σε αυτήν ακτινοβολίας ενώ σε μήκη κύ-
ματος μεγαλύτερα από τα 1000 nm η ίριδα εμφανίζει 
σχετικά μικρότερη απορρόφηση. Ο κρυσταλλοειδής 
φακός, όπως προαναφέρθηκε, είναι διαπερατός για 
την ορατή ακτινοβολία ενώ εμφανίζει κάποιου βαθ-
μού απορρόφηση για την εγγύς υπέρυθρη ακτινοβολία 
(IRA). Τελικά, λόγω της συνδυασμένης διαπερατότητας 
και απορρόφησης των διαφόρων προσθίων τμημάτων 
του οφθαλμού, η υπέρυθρη ακτινοβολία που φθάνει 
τελικά στον αμφιβληστροειδή μπορεί να έχει μέγιστο 
μήκος κύματος περίπου στα 1400 nm1.

Στο Σχήμα 2 απεικονίζεται η απορρόφηση της IR από 
τα διάφορα τμήματα του οφθαλμού ενώ στο Σχήμα 3 
αποδίδεται η ποσοστιαία απορρόφηση της IR κατά τη 
διέλευση της από τα διάφορα τμήματα του οφθαλμού 
σε συνάρτηση με το μήκος κύματος αυτής2.

Σχήμα 2: Σχηματική αναπαράσταση της απορρόφησης 
της υπέρυθρης ακτινοβολίας από τα

διάφορα τμήματα του οφθαλμού2.

Σχήμα 3: Ποσοστιαία απορρόφηση της υπέρυθρης ακτι-
νοβολίας κατά τη διέλευση της από τα διάφορα τμήματα 

του οφθαλμού σε συνάρτηση με το μήκος κύματος αυτής2.

ΟΙ ΕΠΙΔΡΑΣΕΙΣ ΤΗΣ ΥΠΕΡΥΘΡΗΣ 
ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑΣ ΣΤΟΝ ΟΦΘΑΛΜΟ

Ο υπολογισμός της έκθεσης του κερατοειδούς (αλλά 
και του κρυσταλλοειδούς φακού) επηρεάζεται σημα-
ντικά από τη σχετική θέση της φωτεινής πηγής και το 
βαθμό του κλεισίματος των βλεφάρων. Ο κίνδυνος εμ-
φάνισης θερμικών βλαβών (εγκαυμάτων) του κερατο-
ειδούς παρουσιάζεται κατά κύριο λόγο κατά την οξεία 
έκθεση του σε ακτινοβολίες με μήκος κύματος μεταξύ 
1400 και 1000000 nm (IRB και IRC ακτινοβολία) όπου ο 
κερατοειδής εμφανίζει έντονη απορρόφηση. Μεταβο-
λές όμως του ενδοθηλίου του κερατοειδούς έχουν επί-
σης παρατηρηθεί σε εργαζόμενους (υαλουργούς) που 
υφίστανται μακροχρόνια, χαμηλής σχετικά ισχύος έκ-
θεση σε υπέρυθρη ακτινοβολία2.

Διάφορες αναφορές στις αρχές του προηγούμενου 
αιώνα διατύπωσαν την άποψη ότι η παρατεταμένη έκ-
θεση (σε μία διάρκεια χρόνου έως και αρκετών ετών) 
σε επίπεδα IR ανώτερα των φυσιολογικών οδηγεί στην 
εμφάνιση καταρράκτη σε διάφορες κατηγορίες εργα-
ζόμενων, με κύριο εκπρόσωπο τους εργαζόμενους σε 
υαλουργεία. Το θέμα αυτό αποτέλεσε το αντικείμενο 
μελέτης και περισσότερο σύγχρονων επιδημιολογικών 
ερευνών. Η έρευνα των Lydhal και Philipson (1984) κα-
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τέδειξε ότι η επαγγελματική έκθεση σε υψηλά επίπεδα 
IR συνδυάζεται με έναν σαφώς αυξημένο κίνδυνο για 
την εμφάνιση καταρράκτη σε συνδυασμό όμως με την 
αναμφισβήτητη και κυρίαρχη επίδραση της αυξημένης 
ηλικίας στην ανάπτυξη των καταρρακτικών αλλοιώ-
σεων3. Το συμπέρασμα που προκύπτει είναι ότι κατά 
πάσα πιθανότητα η IR επιταχύνει την εξέλιξη των πιθα-
νών προ-καταρρακτικών αλλοιώσεων του κρυσταλλο-
ειδούς φακού έτσι ώστε αυτές να λάβουν γρηγορότερα 
την μορφή του κλασσικού καταρράκτη3.

Το υδατοειδές υγρό και το υαλώδες σώμα εμφανί-
ζουν σε μεγάλο βαθμό τα χαρακτηριστικά απορρόφη-
σης του ύδατος και δεν εμφανίζουν ειδικές επιδράσεις 
από την έκθεση τους στην IR. Από την άλλη πλευρά, η 
ίριδα εμφανίζει κάποιου βαθμού ευαισθησία στην IR 
και κατά την έκθεση της σε αυτήν είναι δυνατόν να εμ-
φανισθούν οίδημα, υπεραιμία, μύση και διαρροή πρω-
τεϊνικών στοιχείων από τα αγγεία της στο υδατοειδές 
υγρό, γεγονός που οδηγεί στην εμφάνιση των χαρακτη-
ριστικών της αντίδρασης στον πρόσθιο θάλαμο4.

Η κύρια επιπλοκή που είναι δυνατόν να εμφανισθεί 
από την άμεση έκθεση σε έντονες πηγές οπτικής ακτι-
νοβολίας στον αμφιβληστροειδή είναι η φωτοαμφιβλη-
στροειδοπάθεια με συχνότερο παράδειγμα την ηλια-
κή αμφιβληστροειδοπάθεια, η οποία οφείλεται στην 
παρατεταμένη ατένιση του ήλιου χωρίς τις αναγκαίες 
προφυλάξεις. Αν και παλαιότερα η ηλιακή αμφιβλη-
στροειδοπάθεια αναφερόταν ως «τύφλωση λόγω έκλει-
ψης» με συνοδό «έγκαυμα» του αμφιβληστροειδούς, 
φαίνεται ότι τελικά αυτή οφείλεται στις φωτοχημικές 
αντιδράσεις που εμφανίζονται στον αμφιβληστροειδή 
μετά από την έκθεση του σε περιοχές του ορατού φά-
σματος με μικρό μήκος κύματος, στην περιοχή δηλα-
δή του ιώδους και του κυανού. Από την άλλη πλευρά 
όμως, έχει παρατηρηθεί ότι η οξεία έκθεση σε σχετικά 
μεγάλης έντασης ακτινοβολίες που εκπέμπονται από 
πηγές, όπως π.χ. μία λυχνία τόξου Ξένου (Xenon-arc 
flash lamp), καθώς και η έκθεση σε διάφορες laser ακτι-
νοβολίες, είναι δυνατόν να οδηγήσουν στην εμφάνιση 
βλαβών του αμφιβληστροειδούς θερμικής αιτιολογίας 
(retinal thermal injury) σε περιοχές με μήκος κύματος με-
ταξύ 380 και 1400 nm. Όπως είναι γνωστό, όσο αυξάνει 
το μήκος κύματος μίας συγκεκριμένης οπτικής ακτι-
νοβολίας τόσο ελαττώνεται η ενέργεια των φωτονίων 
της. Οι φωτοχημικές αντιδράσεις απαιτούν την παρου-
σία φωτονίων υψηλής ενέργειας τα οποία απαντώνται 
κατά κύριο λόγο στις υπεριώδεις ακτινοβολίες ή στις 
ακτινοβολίες του ορατού φάσματος με μικρότερο μή-
κος κύματος κατά δεύτερο λόγο. Ακτινοβολίες με με-
γαλύτερα μήκη κύματος (στην περιοχή του υπερύθρου) 
είναι υπεύθυνες κυρίως για την πρόκληση θερμικών 
επιδράσεων5,6,7.

Επανειλημμένη έκθεση, επίσης, σε θερμικές πηγές και 
κατά συνέπεια σε IR, προκαλεί δερματική βλάβη που 
χαρακτηρίζεται ως ερύθημα ab igne, που χαρακτηρίζε-
ται κλινικά από δικτυωτό υπερχρωματισμό και τηλεαγ-
γειεκτασία και συνοδεύεται ιστολογικά από επιδερμική 
ατροφία, διεύρυνση αγγείων και εναποθέσεις μελανί-
νης και αιμοσιδηρίνης στο δέρμα8. Μετά από πολλά 
χρόνια, αυτές οι αλλοιώσεις μπορούν να αναπτύξουν 
τα ιστολογικά χαρακτηριστικά της θερμικής κεράτω-
σης, όπως υπερκεράτωση, κερατινοκυτταρική δυσπλα-
σία και δερματική ελάστωση, οι οποίες είναι παρόμοιες 
με τις αλλοιώσεις που παρατηρούνται μετά από μα-
κροχρόνια έκθεση σε UV στα πλαίσια της φωτογήραν-
σης και της ακτινικής κεράτωσης9. Τόσο η θερμική όσο 
και η ακτινική κεράτωση είναι προκαρκινωματώδεις 
βλάβες, χαρακτηριζόμενες από επιδερμική δυσπλασία, 
η οποία μπορεί να εξελιχθεί σε ακανθοκυτταρικό καρ-
κίνωμα δέρματος10,11,12,13,14.

ΚΕΡΑΤΟΕΙΔΗΣ ΚΑΙ ΚΡΥΣΤΑΛΛΟΕΙ-
ΔΗΣ ΦΑΚΟΣ

Η μελέτη αυτή θα προσπαθήσει να προσδιορίσει εν-
δεχόμενες μεταβολές που επιφέρει η έκθεση σε ΙR σε 
μόρια του εξωκυττάριου χώρου του κερατοειδή και 
του κρυσταλλοειδή φακού κονίκλων. Επομένως, μια 
σύντομη αναφορά σε στοιχεία ιστολογίας, βιοχημείας 
και φυσιολογίας των παραπάνω ιστών κρίνεται απα-
ραίτητη.

1 Κερατοειδής
Ο κερατοειδής είναι υπεύθυνος πρωταρχικά για την 

δίοδο του φωτός στον οφθαλμό. Περίπου 70% του εστι-
ασμένου φωτός στον αμφιβληστροειδή οφείλεται στον 
κερατοειδή (κυρίως εξαιτίας της μεγάλης μεταβολής 
του δείκτη διάθλασης μεταξύ αέρα και κερατοειδή. Ο 
κερατοειδής αποτελείται από έξι διακριτές στοιβάδες: 
το επιθήλιο, την επιθηλιακή βασική μεμβράνη, τη μεμ-
βράνη του Bowman, το στρώμα (substantia propria), τη 
δεσκεμέτιο μεμβράνη και το ενδοθήλιο15.

- Επιθήλιο: Το επιθήλιο αποτελείται από πέντε ή έξι 
στιβάδες κυττάρων. Η πρώτη στιβάδα φέρει συνήθως 
αποπεπλατυσμένα πλακώδη κύτταρα. Οι μεσαίες στι-
βάδες αποτελούνται από κύτταρα τα οποία προοδευτι-
κά γίνονται όλο και περισσότερο κυλινδρικά όσο προ-
χωράμε σε βαθύτερες στιβάδες. Η εσωτερική ή βάσικη 
στιβάδα αποτελείται από κυλινδρικά κύτταρα τοπο-
θετημένα πολύ κοντά το ένα με το άλλο. Μεταξύ των 
βασικών κυττάρων του επιθήλίου και της μεμβράνης 
του Bowman βρίσκεται μια εξαιρετικά λεπτή βασική 
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μεμβράνη, η οποία συνδέεται με τα βασικά κύτταρα 
με ημιδεσμοσωμάτια15. Τα ημιδεσμοσωμάτια περιέχουν 
ινίδια και συγκολλητικές γλυκοπρωτείνες, όπως η λαμι-
νίνη και η φιμπρονεκτίνη, οι οποίες πιστεύεται ότι πα-
ρέχουν το κλειδί προσκόλλησης μεταξύ των βασικών 
κυττάρων και των κυριότερων συστατικών της βασικής 
μεμβράνης, του κολλαγόνου τύπου IV και της θειικής 
ηπαράνης. Φιμπρίνη και κολλαγόνου τύπου VII έχουν 
επίσης ανιχνευθεί στην ανθρώπινη κερατική βασική 
μεμβράνη16.

- Μεμβράνη Bowman: Η μεμβράνη του Bowman είναι 
ένας διαφανής ιστός που δεν περιέχει κύτταρα και φαί-
νεται να αποτελείται από ομοιόμορφα ινίδια, πιθανό-
τατα κολλαγονώδους υλικού, που διατρέχουν παράλ-
ληλα την επιφάνεια του κερατοειδή15.

- Στρώμα: Το στρώμα αποτελεί το 90% του πάχους 
του κερατοειδούς. Συντίθεται από στρώματα πεταλί-
ων, που διατρέχουν όλο το μήκος του κερατοειδούς 
και αποτελούνται από δεσμίδες κολλαγόνων ινιδίων 
οι οποίες διαπλέκονται η μία με την άλλη αν και είναι 
σχεδόν παράλληλες με την επιφάνεια. Τα κύτταρα του 
στρώματος ονομάζονται κερατοκύτταρα και είναι απο-
πεπλατυσμένα και παράλληλα κι αυτά με την επιφά-
νεια του κερατοειδούς15. Το κερατικό στρώμα είναι δι-
αφοροποιημένος συνδετικός ιστός αποτελούμενος από 
νερό κατά 75%-85%. Το υπόλοιπο 20%-25% αποτελείται 
από κολλαγόνο, διάφορες πρωτεΐνες και γλυκοζαμινο-
γλυκάνες (Glycosaminoglycans, GAGs). Τέσσερις τύποι 
κολλαγόνου έχουν ταυτοποιηθεί: οι τύποι Ι (50%-55%), 
ΙΙΙ (1%), V (8%-10%) και VI (25%-30%). 4%-4.5% του κα-
θαρού βάρους του κερατοειδή αποτελείται από GAGs. 
Oι GAGs ενώνονται πιθανώς με κολλαγόνα ινίδια ή δι-
αλυτές πρωτείνες και ενεργούν ως ανιόντα για τη δέ-
σμευση κατιόντων και νερού. Τρεις κυρίως GAGs ανι-
χνεύονται στον κερατοειδή: η θειική κερατάνη (50%), 
η θειική δερματάνη (25%) και η θειική χονδροϊτίνη Α 
(25%). Οι ελάχιστες έως καθόλου GAGs στον σκληρό χι-
τώνα του οφθαλμού οδηγούν στην υποψία ότι οι GAGS 
συμβάλλουν στην διατήρηση του επιπέδου ενυδάτω-
σης και διαφάνειας του κερατοειδή15. Είναι αποφασι-
στικής σημασίας ο βαθμός ενυδάτωσης να παραμένει 
σταθερός και η διάταξη των κολλαγόνων ινιδίων αμε-
τάβλητη, καθώς αυτά είναι τα κλειδιά που καθορίζουν 
τη διαφάνεια του κερατοειδούς16.

- Δεσκεμέτειος μεμβράνη: Η δεσκεμέτειος μεμβράνη 
διαχωρίζει το βαθύ στρώμα από το ενδοθήλιο. Πιθανο-
λογείται ότι είναι προϊόν έκκρισης των ενδοθηλιακών 
κυττάρων. Αποτελείται από κολλαγόνο τύπου IV και 
υψηλά ποσά γλυκίνης, υδροξυγλυκίνης και υδροξυπρο-
λίνης15. Ενδεχομένως να υπάρχει και κολλαγόνο τύπου 
VIII. Ποσά λαμινίνης και φιμπρονεκτίνης έχουν επίσης 
ανευρεθεί16.

- Ενδοθήλιο: Την επένδυση της δεσκεμετείου μεμ-
βράνης αποτελεί μια μονήρης κυτταρική στιβάδα γνω-
στή ως ενδοθήλιο. Στους ανθρώπους, το ενδοθήλιο έχει 
εξαιρετικά περιορισμένη, αν όχι ανύπαρκτη, αναπαρα-
γωγική ικανότητα. Γι’αυτό λοιπόν, καθώς τα κύτταρα 
χάνονται εξαιτίας του γήρατος ή κάποιου τραύματος, 
τα υπόλοιπα αυξάνονται σε μέγεθος και απλώνονται 
για να διατηρήσουν τον φραγμό. Τα εξαγωνικά ενδο-
θηλιακά κύτταρα φαίνεται να εξυπηρετούν δύο κύριες 
λειτουργίες. Η πρώτη περιλαμβάνει συνεχή άντληση 
υγρών και ιόντων από το στρώμα προς το υδατοειδές 
υγρό, για την αφυδατωση και κατά συνέπεια τη δια-
φάνεια του κερατοεδούς. Η δεύτερη είναι η δράση του 
ενδοθηλίου ως φραγμού, για τον έλεγχο της εισόδου 
υγρών και διαλυμένων ουσιών από το υδατοειδές. Πα-
ρόλο που μεταξύ των ενδοθηλιακών κυττάρων υπάρ-
χουν ισχυρές συνδέσεις, αυτές δε φαίνεται να αποτρέ-
πουν την είσοδο ιόντων και διαφόρων μικρομοριακών 
ουσιών. Το ενδοθήλιο, επομένως, πιστεύεται ότι αποτε-
λεί έναν ατελή φραγμό, όπου η αντλία λειτουργεί αντιρ-
ροπιστικά για τη διατήρηση της κυτταρικής διαφάνει-
ας15.

2 Κρυσταλλοειδής φακός
O κύριος ρόλος του κρυσταλλοειδούς φακού είναι 

η εστίαση της εικόνας στον αμφιβληστροειδή. Για την 
επίτευξη του σκοπού αυτού, είναι απαραίτητη η δι-
ατήρηση της διαφάνειάς του, η οποία εξαρτάται από 
το σωστό μεταβολισμό του. Ο κρυσταλλοειδής φακός 
αποτελείται από 66% νερό και 33% πρωτεΐνες. Ο εξω-
κυττάριος χώρος είναι ελάχιστος και τα κύτταρα είναι 
τοποθετημένα πολύ κοντά το ένα στο άλλο. Δεν περι-
έχει αγγεία και νεύρα. Το κέντρο της πρόσθιας επιφά-
νειας είναι ο πρόσθιος πόλος, το κέντρο της οπίσθιας 
επιφάνειας ο οπίσθιος πόλος και η κυκλοτερής περι-
φέρεια σε ίση απόσταση από τους δύο πόλους είναι ο 
ισημερινός. Ο κρυσταλλοειδής φακός αναρτάται από 
το ακτινωτό σώμα με λεπτές ίνες της ζιννείου ζώνης, οι 
οποίες αποτελούνται από ελαστικοειδείς ίνες και παί-
ζουν σημαντικό ρόλο στη λειτουργία της προσαρμογής. 
Ο κρυσταλλοειδής φακός αυξάνει κατά το προσθιοπί-
σθιο πάχος του κατά 0,2mm περίπου κάθε χρόνο. Η 
διοπτρική ισχύς του είναι περίπου 20 διοπτρίες (20D), 
ενώ η ακτίνα καμπυλότητας της πρόσθιας επιφάνειας 
είναι 8-14mm και της οπίσθιας 4,5-7,4mm. O μέσος δεί-
κτης διάθλασης είναι 1,420 και αυξάνει με την ηλικία. Ο 
κρυσταλλοειδής φακός αποτελείται από την κάψα (πε-
ριφάκιο), το επιθήλιο, τα κυτταρικά πετάλια (ίνες) και 
τις πρωτεΐνες.

- Περιφάκιο: Η κάψα του κρυσταλλοειδούς φακού 
αποτελεί ακυτταρικό, ελαστικό και διαφανή φάκελο 
που περιέχει το επιθήλιο και τις ίνες-πετάλια του φακού 

Επιπτώσεις της εκπεμπόμενης από θερμικές πηγές υπέρυθρης ακτινοβολίας σε παράγοντες του εξωκυτταρικού χώρου στον κερατοειδή και στον κρυσταλλοειδή φακό κονικλών και η επίδραση της αναστολής της κυκλοοξυγένασης
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κι αποτελεί την παχύτερη βασική μεμβράνη του σώμα-
τος. Συντίθεται κυρίως από κολλαγόνο τύπου IV και 
10% GAGs (κυρίως θειική ηπαράνη, θειική δερματάνη 
και θειική χονδροϊτίνη. Εκκρινεται στο πρόσθιο μέρος 
από τη βασική μοίρα των κυττάρων του επιθηλίου, ενώ 
στο οπίσθιο από τη βασική μοίρα των επιμηκυμένων 
πεταλίων-ινών. Η κάψα είναι παχύτερη στον πρόσθιο 
παρά στον οπίσθιο πόλο και ακόμα πιο παχιά στον 
ισημερινό. Κατά πρώτο λόγο το περιφάκιο ανάλογα με 
την τάση ή τη χαλάρωση της ζιννείου ζώνης καθορι-
ζεί το σχήμα και την κυρτότητα του κρυσταλλοειδούς 
φακού, παίζοντας με τον τρόπο αυτό πρωτεύοντα ρόλο 
στη λειτουργία της προσαρμογής. Κατά δεύτερο ρόλο η 
κάψα αποτελεί εκλεκτικό φραγμό εμποδίζοντας τη δίο-
δο ουσιών μεγάλου μοριακού βάρους, ενώ επιτρέπει τη 
διέλευση μικρομοριακών ουσιών.

- Επιθήλιο: Είναι μονόστιβο κυβοειδές και βρίσκεται 
αμέσως κάτω από την πρόσθια κάψα. Δεν υπάρχουν 
επιθηλιακά κύτταρα κάτω από την οπίσθια κάψα. Όλα 
τα κύτταρα του επιθηλίου εχουν πυρήνα και το κυττα-
ρόπλασμά τους περιέχει πολλαπλά οργανύλια (μιτο-
χόνδρια, ενδοπλασματικό δίκτυο, συσκευή Golgi). Από 
λειτουργικής άποψης, το πρόσθιο επιθήλιο του κρυ-
σταλλοειδούς φακού χωρίζεται σε δύο περιοχές: στο 
επιθήλιο που βρίσκεται στο πρόσθιο μέρος του ισημε-
ρινού, του οποίου τα κύτταρα εμφανίζουν μιτώσεις και 
σχηματίζουν τις νέες κυτταρικές ίνες του φακού και 
στο επιθήλιο της κεντρικής ζώνης, όπου τα κύτταρα δε 
διαιρούνται, αλλά είναι υπεύθυνα για τη διακίνηση με-
ταβολιτών και ιόντων.

- Κυτταρικά πετάλια-ίνες: Τα παραγόμενα από το 
επιθήλιο του ισημερινού κυτταρικά πετάλια επιμηκύνο-
νται με τρόπο που τα δύο αντίθετα άκρα τους οδεύουν 
το ένα προς τον πρόσθιο και το άλλο προς τον οπίσθιο 
πόλο, όπου σχηματίζουν τις ραφές. Η κεντρική μοίρα 
του κυτταρικού πετάλου παραμένει στον ισημερινό. Ο 
πυρήνας του κρυσταλλοειδους φακού των ενηλίκων 
αποτελείται από πετάλια που σχηματίστηκαν από τη 
γέννηση μέχρι την σεξουαλική ωρίμανση, ενώ ο φλοιός 
από πετάλια που σχηματίστηκαν μετά την σεξουαλική 
ωρίμανση του ατόμου. Καθώς με την πάροδο της ηλικί-
ας τα κυτταρικά πετάλια συμπιέζονται προς το κέντρο 
από την παραγωγή νεότερων, χάνουν τον πυρήνα και 
τα κυτταρικά οργανύλιά τους και σχηματίζουν με τα 
γειτονικά κυτταρικές αλληλοεγκολπώσεις με τις πλά-
γιες κυτταρικές τους μεμβράνες.

- Πρωτεΐνες: Οι πρωτεΐνες του κρυσταλλοειδουύς 
φακού ταξινομούνται σε δύο κατηγορίες, στις μη υδα-
τοδιαλυτές που είναι το 10% και στις υδατοδιαλυτές, 
που ονομάζονται και κρυσταλλίνες, και αποτελούν 
το 20%. Η αφθονία των κρυσταλλινών και το γεγονός 
ότι είναι τοποθετημένες στενά η μία πάνω στην άλλη 

καθορίζουν τον δείκτη διάθλασης του φακού και την 
ικανότητα να εστιάζει την εικόνα στον αμφιβληστρο-
ειδή με ελάχιστη παραμόρφωση. Η συγκέντρωση των 
κρυσταλλινών είναι μικρότερη στο φλοιό (15%) και με-
γαλύτερη (70%) στον πυρήνα και με τον τρόπο αυτό 
καθορίζει τη βαθμιαία μεταβολή του δείκτη διάθλασης 
του κρυσταλλοειδόυς φακού17.

ΜΟΡΙΑ ΕΞΩΚΥΤΤΑΡΙΟΥ ΧΩΡΟΥ ΚΑΙ 
ΦΛΕΓΜΟΝΩΔΕΙΣ ΔΙΑΜΕΣΟΛΑΒΗΤΕΣ - 
ΣΥΜΜΕΤΟΧΗ ΚΑΙ Η ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑ-
ΣΗ ΤΟΥΣ ΣΕ ΔΙΑΦΟΡΕΣ ΠΑΘΟΛΟΓΙΚΕΣ 
ΚΑΤΑΣΤΑΣΕΙΣ

1. Γλυκοζαμινογλυκάνες (GAGs)

Οι γλυκοζαμινογλυκάνες (GAGs) είναι όξινοι, γραμμι-
κοί κι ετερογενείς πολυσακχαρίτες που περιέχουν έναν 
επαναλαμβανόμενο δισακχαρίτη. Η δισακχαριτική μο-
νάδα αποτελείται από γλυκοζαμίνη ή γαλακτοζαμίνη κι 
από γλυκουρονικό ή ιδουρονικό οξύ ή γαλακτόζη(Ει-
κόνα 1). Η γλυκοζαμίνη είναι Ν-ακετυλιωμένη (Ν-ακε-
τυλο-γλυκοζαμίνη) ή Ν-θειωμένη (Ν-θειική-γλυκοζαμί-
νη), ενώ η γαλακτοζαμίνη είναι πάντα Ν-ακετυλιωμένη 
(Ν-ακετυλο-γαλακτοζαμίνη)18.

Εικόνα 1. Δομή του επαναλαμβανόμενου δισακχαρίτη 
των GAGs18.

Οι GAGs ποικίλλουν ως προς το μήκος και τη σύ-
στασή τους κι ανάλογα με τους δισακχαρίτες που πε-
ριέχουν διακρίνονται σε τέσσερις ξεχωριστές δομικά 
κατηγορίες: θειικές χονδροϊτίνες/θειική δερματάνη, 
ηπαρίνη/θειική ηπαράνη, θειική κερατάνη και υαλου-
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ρονικό οξύ (Εικόνα 2)19.
Η πλειονότητα των GAGs, με εξαίρεση το υαλουρονι-

κό οξύ, βρίσκεται συνδεδεμένη με μία πρωτεΐνη-πυρή-
να σχηματίζοντας τις πρωτεογλυκάνες (PGs)20 (Εικόνα 
3).

Εικόνα 3. Σχηματικό μοντέλο της σύνδεσης GAG και 
πρωτεΐνης κορμού. Διακρίνεται ο τρισακχαριτιδικός 

ειδικός δεσμός21.

Οι GAGs είναι αρνητικά φορτισμένα μόρια με εκτε-
ταμένη διαμόρφωση που προσδίδει υψηλό ιξώδες στο 
διάλυμα. Οι GAGs βρίσκονται κυρίως στην επιφά-
νεια των κυττάρων ή μέσα στον εξωκυττάριο χώρο.
Το υψηλό ιξώδες των GAGs συνεπάγεται και χαμηλή 
συμπιεστικότητα, γεγονός που καθιστά τα μόρια αυτά 
ιδανικά λιπαντικά μέσα στις αρθρώσεις. Συγχρόνως η 
ακαμψία τους παρέχει δομική συνοχή και ακεραιότη-
τα στα κύτταρα καθώς επίσης και οδούς επικοινωνίας 
ανάμεσα σε αυτά επιτρέποντας τη μετανάστευσή τους. 
Οι βιολογικές λειτουργίες των GAGs και των PGs κυ-
μαίνονται από σχετικά απλές μηχανικές υποστηρικτι-
κές λειτουργίες μέχρι περίπλοκες επιδράσεις σε διά-
φορες κυτταρικές λειτουργίες, όπως είναι η κυτταρική 
ένωση, ο πολλαπλασιασμός και η διαφοροποίηση. Οι 
επιδράσεις αυτές οφείλονται στην ικανότητα των PGs 
να δρουν ως υποδοχείς διαφόρων ουσιών, όπως είναι 
οι αυξητικοί παράγοντες, οι κυτοκίνες και μια ποικιλία 
ενζύμων περιλαμβανομένων διαφόρων πρωτεασών και 
ενζύμων συγκόλλησης22,23.

Εικόνα 2. Σχηματική αναπαράσταση των επαναλαμβανόμενων δισακχαριτικών μονάδων που συνιστούν τις διαφορετι-
κές κατηγορίες GAGs19.
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Η διάταξη των κολλαγόνων ινιδίων και των GAGs 
στο στρώμα του κερατοειδούς είναι σημαντικά στη δι-
ατήρηση της διαύγειας του24. Σε κερατοειδείς με οίδη-
μα του στρώματος έχει παρατηρηθεί απώλεια GAGs25, 
ενώ σε άλλη μελέτη διαπιστώθηκαν ελαττωμένα ποσά 
θειικής ηπαράνης, θειικής χονδροϊτίνης και θειικής δερ-
ματάνης στο περιφάκιο καταρρακτικών φακών26.

2. Μεταλλοπρωτεϊνάσες (MMPs)
Oι μεταλλοπρωτεϊνάσες του εξωκυττάριου στρώμα-

τος (Matrix Metalloproteinases, Matrilysins, MMPs)27 συ-
γκροτούν μια οικογένεια εδοπεπτιδασών που προκα-
λούν διάσπαση των μορίων του εξωκυττάριου χώρου.
Οι MMPs αποτελούν μια οικογένεια δομικά και λει-
τουργικά παρόμοιων ενδοπεπτιδασών, εξαρτώμενων 
από την ύπαρξη ψευδαργύρου (Εικόνα 4)28.

Εικόνα 4. Τρισδιάστατο μοντέλο της γενικής δομής των 
προ-MMPs. Απεικονίζονται τα τρία κύρια δομικά τμήματα 
καθώς και οι 4 λεπιδωτές β-δομές του C-τελικού τμήματος 
που έχει ομολογία προς την αιματοξυλίνη (Ι, ΙΙ, ΙΙΙ, ΙV)28.

Υπάρχουν αρκετές αποδείξεις ότι οι MMPs παίζουν 
σημαντικό ρόλο στην αναδιαμόρφωση των ιστών κάτω 
από φυσιολογικές συνθήκες, συμπεριλαμβανωμένων 
της αναπτυξιακής ιστικής μορφογένεσης, της ιστικής 
επανόρθωσης και της αγγειογένεσης. Επιπλέον, οι 

MMPs διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο και στην κα-
ταστροφή της αρχιτεκτονικής των ιστών σε διάφορες 
παθολογικές καταστάσεις, όπως στην ρευματοειδή αρ-
θρίτιδα, στην οστεοαρθρίτιδα, στις αυτοάνοσες φυσ-
σαλιδώδεις δερματικές διαταραχές, στη φωτογήρανση 
του δέρματος και στις μεταστάσεις όγκων29,30,31. Πρό-
σφατες έρευνες δείχνουν επίσης, ότι οι MMPs διασπούν 
αυξητικούς παράγοντες, κυτοκίνες, χυμοκίνες και τους 
υποδοχείς τους και μπορούν με τον τρόπο αυτό να 
ρυθμίζουν την απάντηση των κυττάρων σε διάφορους 
αυξητικούς παράγοντες, καθώς και την φλεγμονώδη 
αντίδρασή31.

Οι MMPs φαίνεται ότι εμπλέκονται και στην παθο-
γένεια σειράς αλλοιώσεων στον οφθαλμό, όπως στην 
νεοαγγείωση αμφιβληστροειδούς, χοριοειδούς και κε-
ρατοειδούς32, στη μορφολογία του γωνιακού δικτυω-
τού (trabeculum) και στο γλαύκωμα33, στις εκφυλιστικές 
παθήσεις του βυθού, όπως στη δυστροφία Sorsby34, στις 
μεταστάσεις όγκων και στην επούλωση τραυμάτων35, 
καθώς επίσης και στις ραγοειδίτιδες36.

Στις MMPs περιλαμβάνονται 25 ένζυμα που κατηγο-
ριοποιούνται σε: ζελατινάσες (MMP-2 και -9), κολλαγε-
νάσες (MMP-1,-8,-13), στρωματολυσίνες (MMP-3,-10,-11), 
ματριλυσίνη (MMP-7), ελαστάση μακροφάγων (MMP-
12), εναμελυσίνη (MMP-20), ενδομετάση (MMP-26), 
μεμβρανικές (membrane type MMP- 14,-15,-16,-17,-24,-25) 
και αυτές που δεν έχουν κατηγοριοποιηθεί37,38.

Η δραστηριότητα των MMPs ρυθμίζεται πρώτον, με 
προαγωγή ή αναστολή της γονιδιακής έκφρασης του 
προενζύμου - μορφή με την οποία παράγονται από τα 
κύτταρα -, δεύτερον, με προαγωγή ή αναστολή της πρω-
τεολυτικής ενεργοποίησης – μετατροπής του προενζύ-
μου σε ένζυμο και τρίτον, με αναστολή της δράσης των 
ενζύμων από τους ιστικούς αναστολείς των ενζύμων 
αυτών (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases - TIMPs), 
οι οποίοι απενεργοποιούν τα εν λόγω ένζυμα μέσω της 
σύνδεσής τους με αυτά. Μέχρι τώρα έχουν αναγνωρι-
σθεί τέσσερις ιστικοί αναστολείς των MMPs (ΤΙΜΡ-1,-
2,-3,-4) ειδικοί για ορισμένες MMPs37,38.

Οι MMPs διαδραματίζουν, επομένως, πρωτεύοντα 
ρόλο στη διαδικασία αποδόμησης -αναδόμησης των 
ιστών και στην αναδιαμόρφωσή τους μέσω της διά-
σπασης των συστατικών της μεσοκυττάριας ουσίας39 
η ομοιόσταση της οποίας εξαρτάται μεταξύ άλλων και 
από την ισορροπία μεταξύ MMPs και TIMPs40.

Πολλές έρευνες έχουν επικεντρωθεί στις ζελατινάσες, 
την ζελατινάση Α (ΜΜΡ-2) και τη ζελατινάση Β (ΜΜΡ-
9), μιας εκ των κύριων ομάδων των MMPs. Η ΜΜΡ-2 
(ζελατινάση ουδετεροφίλων, 72-kDa ζελατινάση) έχει 
ως υπόστρωμα κολλαγόνο τύπου I,IV,V,VII,X,XI, XIV, 
ζελατίνη, ελαστίνη, φιμπρονεκτίνη, λαμινίνη-1, λαμινί-
νη-5, ιντερλευκίνη- 1β, ΜΜΡ-1, ΜΜΡ-9 και ΜΜΡ-13. Η 



67

ΜΜΡ-9 (92-kDa ζελατινάση) έχει ως υπόστρωμα κολ-
λαγόνο τύπου IV, V, VII, X, XIV, ζελατίνη, φιμπρονε-
κτίνη, εντακτίνη, ελαστίνη, α1-αντιτριψίνη, ιντερλευκί-
νη- 1β, πλασμινογόνο41. Στον κερατοειδή, είναι τα κύρια 
ένζυμα διάσπασης του εξωκυττάριου στρώματος και 
παράγονται από το κερατικό επιθήλιο και από τους 
ινοβλάστες του στρώματος42,43. Συμμετέχουν στην επα-
ναδιαμόρφωση του εξωκυττάριου στρώματος μετά 
από τραυματισμό της κερατικής επιφάνειας κι έχουν 
ενοχοποιηθεί στην παθογένεια της άσηπτης κερατικής 
εξέλκωσης44 και του ξηρού οφθαλμού45. Έχει διαπι-
στωθεί, επίσης, ότι οι φλεγμονώδεις κυτοκίνες ΙL-1β 
(Interleukin-1β) και TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α) αυ-
ξάνουν την MMP-9 σε επίπεδο mRNA, πρωτεΐνης και 
ενζυματικής δραστηριότητας σε ανθρώπινα κερατικά 
επιθηλιακά κύτταρα46, όπως κι ότι ο ενοφθαλμισμός 
φακών με ΜΜΡ-9 οδηγεί άμεσα σε καταρράκτη μέσω 
της διάσπασης της βήτα Β1- κρυσταλλίνης47. Αυξημέ-
νη δραστηριότητα της MMP-2 και MMP-9 έχει βρεθεί 
ότι μπορεί να σχετίζεται με καταρρακτογένεση48 και 
θόλωση του οπισθίου περιφακίου μετά από επέμβα-
ση καταρράκτη48,49. Σε ασθένεις, επίσης, με υποτρο-
πιάζουσες αποπτώσεις του κερατικού τους επιθηλίου 
έχει παρατηρηθεί αυξημένη έκφραση της MMP-2 στα 
επιθηλιακά τους κύτταρα50. Σε κερατοειδείς κυνών με 
χρόνια επιφανειακή κερατίτιδα διαπιστώθηκε αυξημέ-
νη έκφραση της MMP-2 και MMP-9 σε σχέση με φυσιο-
λογικούς κερατοειδείς, ενώ συγχρόνως η έκθεση σε UV 
φυσιολογικών κερατοειδών κυνών προκάλεσε ομοίως 
μια χρονο- και δοσοεξαρτώμενη αύξηση της εκφρασής 
των MMP-2 και MMP-9, σχετίζοντας με τον τρόπο αυτό 
την έκθεση σε UV ακτινοβολία με πρόκληση χρόνιας 
επιφανειακής κερατίτιδας51.

Οι κολλαγενάσες αποτελούν τη δεύτερη μεγάλη 
κατηγορία των MMPs. Περιλαμβάνουν την κολλα-
γενάση-1 (ΜΜΡ-1) και την κολλαγενάση-2 (ΜΜΡ-8, 
κολλαγενάση ουδετεροφίλων) και την κολλαγενάση-3 

(ΜΜΡ-13). Όλες αποδομούν το κολλαγόνο τύπου Ι, ΙΙ, 
ΙΙΙ και συγχρόνως αποτελούν υπόστρωμα διαφόρων 
άλλων ΜΜΡs, όπως οι ζελατινάσες52. Η ΜΜΡ-13 δια-
σπά, επίσης, το κολλαγόνο τύπου IV, X, και XIV, τη φι-
μπρονεκτίνη, τη τενασκίνη C, τον πρωτεϊνικό πυρήνα 
της αγκρεκάνης (aggrecan core protein) και παρουσιάζει 
δραστηριότητα ζελατινάσης τουλάχιστον σαράντα φο-
ρές περισσότερο από τις ΜΜΡ-1 και ΜΜΡ-853.

Οι στρωμελυσίνες περιλαμβάνουν τη στρωμελυσίνη-1 
(ΜΜΡ-3) και τη στρωμελυσίνη-2 (ΜΜΡ-10), οι οποίες 
αποδομούν τον πρωτεϊνικό πυρήνα των πρωτεογλυκα-
νών, τη λαμινίνη, την φιμπρονεκτίνη, την ελαστίνη, τη 
ζελατίνη και τα κολλαγόνα τύπου ΙΙΙ, IV, V, VII και ΙΧ, 
ενώ η στρεωμελυσίνη-3 (ΜΜΡ-11) είναι ασυνήθιστη και 
δε διασπά κάποιο από τα κύρια συστατικά του εξωκυτ-
τάριου στρώματος54,55.

Οι κολλαγενάσες και οι στρωμελυσίνες έχει βρεθεί ότι 
συμμετέχουν στην επέκταση όγκων, στη νεοαγγείωση, 
στην επούλωση τραυμάτων και σε διάφορες φλεγμο-
νώδεις νόσους. Έχει ανιχνευθεί mRNA της ΜΜΡ-13 σε 
επιθηλιακά κύτταρα τραυματισμένων κερατοειδών πο-
ντικών, αλλά όχι σε φυσιολογικούς κερατοειδείς μαρ-
τύρων56. Υπάρχει, επίσης, αύξηση της έκφρασης της 
ΜΜΡ-10 σε κερατικό επιθήλιο διαβητικών ανθρώπων, 
όπως και έκλυση των ΜΜΡ-1 και -3 στην κεφάλη του 
πτερυγίου57. Tέλος, μια έρευνα μελέτησε την έκλυση 
των κολλαγενάσων (ΜΜΡ-1,-8,και -13) και των στρωμε-
λυσίνων (ΜΜΡ-3,-10,-11) από ανθρώπινα κερατικά επι-
θηλιακά κύτταρα μετά από χορήγηση IL-1β και TNF-α). 
Η ημιποσοτική πραγματικού χρόνου PCR (Real-Time 
Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) και η μέθοδος υβρι-
δισμού κατά Northern (Northern hybridization) αποκάλυ-
ψαν δοσοεξαρτώμενη αύξηση των mRNAs των ΜΜΡ-
1,-13,-3,-10 και -11 από τη IL-1β και τον TNF-α, ενώ η 
ΜΜΡ-8 δεν παρουσίασε μεταβολές58.

Στον πίνακα 1 αναφέρονται συνοπτικά οι γνωστές 
MMPs και τα υποστρώματά τους.

Πίνακας 1. MMPs των θηλαστικών και υποστρώματα
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3. Φλεγμονώδεις Μεσολαβητές – Κυκλοοξυγενάση 
(COX)

Η κυκλοοξυγενάση (cyclooxygenase, COX), γνωστή 
κι ως συνθετάση προσταγλανδινών, είναι ένας φλεγμο-
νώδης μεσολαβητής59. Δύο ξεχωριστές μορφές έχουν 
αναγνωριστεί60. Η COX-1 συνδέεται με την παραγωγή 
προσταγλανδινών, οι οποίες είναι απαραίτητες για τη 
διατήρηση της οργανικής και ιστικής ομοιόστασης61,62. 
Η COX-2, εκλύεται κάτω από την επίδραση διαφόρων 
προφλεγμονωδών κυτοκινών και αυξητικών παραγό-
ντων63. Είναι προφανές ότι η COX-2 είναι υπεύθυνη για 
την αυξημένη παραγωγή προσταγλανδινών που διαμε-
σολαβούν στις φλεγμονώδεις διεργασίες, στον πόνο και 
τον πυρετό, καθώς και το ένζυμο-στόχος διαφόρων μη 
στεροειδών αντιφλεγμονωδών φαρμάκων64.

Μελέτη προσπάθησε να διερυνήσει τις βιοχημικές 
οδούς που εμπλέκονται στην αρχική φάση της φλεγ-
μονώδους αντίδρασης, η οποία προκαλεί οίδημα κε-
ρατοειδούς μετά από αφαίρεση κερατικού επιθηλίου 
κονίκλων65. Είναι γνωστό ότι τραύμα στον κερατοει-
δή προκαλεί μια αλυσίδα φλεγμονωδών επιδράσεων 
που περιλαμβάνουν απόπτωση κερατοκυττάρων, οί-
δημα και έναρξη επουλωτικών διεργασιών στο στρώ-
μα66,67,68,69,70,71,72,73,74. Οι δράσεις, επίσης, διαφόρων προ-
φλεγμονωδών μεσολαβητών, όπως πρωτεασών και 
ιντερλευκίνων, έχουν αναγνωριστεί μέσα σε κερατι-
κούς ιστούς μετά από τραύμα επιθηλίου68,69,75,76,77,78,79,80. 
Επειδή η φλεγμονώδης αντίδραση περιλαμβάνει μια 
πολύπλοκη αλληλεπίδραση διαφόρων βιοχημικών με-
σολαβητών (Σχήμα 4), η έρευνα επικεντρώθηκε στις 
επιδράσεις που επιφέρουν οι αναστολείς συγκεκριμέ-
νων προφλεγμονωδών μεσολαβητών65.

Σχήμα 4. Βιοχημικές οδοί που συμμετέχουν 
στη φλεγμονώδη διαδικασία65.

- Η χρησιμοποίηση του DFU ( ειδικός αναστολέας της 
COX-2), όπως είχε παρατηρηθεί και με την δικλοφενάκη 
( μη ειδικός αναστολέας της COX) σε προηγούμενη ερ-
γασία81, εμπόδισε μερικώς το στρωματικό οίδημα μετά 
από αφαίρεση του επιθηλίου του κερατοειδούς. Επο-
μένως, η COX-2 φαίνεται να διαδραματίζει σημαντικό 
ρόλο στις φλεγμονώδεις διεργασίες65.

- Έχει αποδειχθεί ότι η πλασμίνη αυξάνεται σε τραυ-
ματισμένους κερατοειδείς82. Εξετάστηκε, λοιπόν, η επί-
δραση της εφαρμογής ενός αναστολέα της , της απρο-
τινίνης, στο παρατηρούμενο στρωματικό οίδημα. Τα 
αποτελέσματα έδειξαν μείωσή του, υποδηλωνόντας με 
τον τρόπο αυτό τη συμμετοχή των πλασμινογόνων στην 
οξεία κερατική αντίδραση σε τραυματισμό του επιθη-
λίου65.

- Έχει προταθεί ότι μια αιτία στρωματικού οιδήματος 
αποτελεί η αποδόμηση στοιχείων του εξωκυττάριου 
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στρώματος (κολλαγόνου, GAGs) από την ενεργοποίηση 
φλεγμονωδών μεσολαβητών67,81. Οι MMPs είναι γνωστό 
ότι αποδομούν στοιχεία του εξωκυττάριου χώρου και 
διάφοροι φλεγμονώδεις παράγοντες συμβάλλουν στην 
έκλυσή τους, όπως είναι η IL-1 και η πλασμινη68,79,80,83. Η 
εφαρμογή του SIMP-1 (μη ειδικός συνθετικός αναστο-
λέας μεταλλοπρεωτεινασών), προκάλεσε μείωση του 
οιδήματος, φανερώνοντας την έκλυση των MMPs σε 
τραυματισμό του επιθηλίου65.

- Η IL-1, επίσης, ένας διαμεσολαβητής-κλειδί στην 
φλεγμονώδη αντίδραση, ευθύνεται για την αύξηση της 
δραστηριότητας διάφορων προφλεγμονώδων ενζύμων, 
όπως είναι η COX-2 και οι MMPs, καθώς και για τη ρύθ-
μιση των επιπέδων της πλασμίνης70,71,84. Τα αποτελέ-
σματα της έρευνας αυτής έδειξαν, ότι η εφαρμογή του 
υδατοδιαλυτού υποδοχέα τύπου ΙΙ της IL-1 ελάττωσε 
σημαντικά το οίδημα του στρώματος που σχετίζεται με 
επιθηλιακό τραύμα65.

Η προσθήκη σε καλλιέργειες εμβρυϊκών ηπατοκυτ-
τάρων ποντικού προφλεγμονωδών κυτοκινών, λιπο-
πολυσακχαριτών και αυξητικού παράγοντα ηπατο-
κυττάρου προώθησε την έκφραση της COX-2 και την 
σύνθεση υψηλών ποσοτήτων προσταγλανδινών. Κάτω 
από αυτές τις συνθήκες, οι ενεργές μορφές των ΜΜΡ-
2 και ΜΜΡ-9 ελευθερώθηκαν στον εξωκυττάριο χώρο 
της καλλιέργειας. Αυτή η διαδικασία όμως ανεστάλη 
όταν η σύνθεση των προσταγλανδινών εμποδίστηκε 
φαρμακολογικά με COX-2 αναστολείς85.

Πρόσφατες έρευνες έδειξαν ότι η αύξηση της COX-
2 σε καρκινικά κύτταρα ανθρώπου ενεργοποιεί τις 
ΜΜΡs και αυξάνει την πιθανότητα μετάστασης. Σε 
άλλη μελέτη, ερευνήθηκε η δράση ενός εκλεκτικού 
αναστολέα της COX-2, του NS398, πάνω στην έκφρα-
ση και την ενζυματική δραστηριότητα των ΜΜΡs σε 
καρκινικά κύτταρα από πνεύμονες ασθενών. Βρέθηκε, 
λοιπόν, ότι ο NS398 ανέστηλε τη μετάφραση του mRNA 
της ΜΜΡ-2, όχι όμως και της ΜΜΡ-9. Ο NS398 , επίσης, 
μείωσε τα επίπεδα της ΜΜΡ-2 κι όχι της ΜΜΡ-9 που 
ελευθερώθηκαν στο μέσο της καλλιέργειας. Τέλος, ο 
NS398 δυσχέρανε την αποικοδομητική δραστηριότητα 
της ΜΜΡ-2, όπως φάνηκε με ζυμογραφία ζελατίνης86.

Άλλη μελέτη αξιολόγησε τη σημασία της COX-2 
δραστηριότητας στην έκλυση του ενεργοποιητή πλα-
σμινογόνου τύπου ουροκινάσης (urokinase plasminogen 
activator-uPA) και των MMP-1, MMP-9 στον κερατοειδή 
μετά από χορήγηση παράγοντα ενεργοποίησης αιμοπε-
ταλίων (PAF). Τα αποτελέσματα κατέδειξαν ότι κατά 
τη διάρκεια κερατικού τραυματισμού και φλεγμονής, ο 
PAF αποτελεί σημαντικό παράγοντα στην ενεργοποίη-
ση των πρωτεολυτικών διεργασιών, που θα μπορούσαν 
να οδηγήσουν σε επιθηλιακά ελλείματα και τελικά σε 
εξέλκωση. Ένας σημαντικός στόχος για τη θεραπεία 

αυτών των ελλειμάτων είναι η ρύθμιση της δραστηρι-
ότητας ενζύμων που καταστρέφουν το εξωκυττάριο 
στρώμα. Η έκλυση της COX-2 ύστερα από τη χορήγηση 
του PAF και την επακόλουθη απελευθέρωση εικοσα-
νοειδών, ενδεχομένως να διαδραματίζει ουσιώδη ρόλο 
στην έκλυση του uPA, της MMP-1 και της MMP-9. Ει-
δική, επομένως, αναστολή της COX-2 θα μπορούσε να 
αποτρέψει αυτές τις επιδράσεις87.

H επίδραση της COX-αναστολής, εκτός από τις ΜΜΡ, 
έχει μελετηθεί σε σχέση και με το μεταβολισμό των 
GAGs. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν απομονω-
μένα χονδροκύτταρα από τους χόνδρους με τη μεγαλύ-
τερη καταπόνηση από το βάρος των οπίσθιων ποδιών 
πέντε ώριμων κουνελιών. Καλλιέργειες αυτών επωά-
στηκαν για τρεις μέρες με έξι διαφορετικά μη στεροει-
δή αντιφλεγμονώδη (NSAIDs) σε διάφορες συγκεντρώ-
σεις: η θειική δικλοφενάκη και η ινδομεθακίνη (0,4-50 
μgr/ml), η πιροξικάμη, η ναπροξένη και η ιμπουπροφέ-
νη (4-100μgr/ml) και το σαλικυλικό οξύ (8-1000μgr/ml). 
Όλα τα NSAIDs ανέστηλαν σημαντικά την συνολική 
ενσωμάτωση του 35S στις GAGs τόσο στο στρώμα όσο 
και στο μέσο της καλλιέργειας σε υψηλές συγκεντρώ-
σεις. Σε χαμηλές συγκεντρώσεις κανένα από τα NSAIDs 
δεν επηρέασε σημαντικά το μεταβολισμό των χονδρο-
κυττάρων αναφορικά με τις GAGs. H επίδραση των 
NSAIDs στο μεταβολισμό τις θειικής κερατάνης ήταν 
ποικίλλη88.

Σε μια άλλη έρευνα μελετήθηκε η επίδραση της θειι-
κής δικλοφενάκης στο μεταβολισμό των GAGs σε κου-
νέλια κατά τη διάρκεια ανάπτυξης οστεοαρθρίτιδας 
στο γόνατο, εξαιτίας ακινητοποίησής των. Καθορί-
στηκαν οι περιεκτικότητες σε εξοζαμίνες, σε ουρονικά 
οξέα και η ραδιενέργεια από την ενσωμάτωση του 35S 
σε απομονωμένες GAGs . Θειική δικλοφενάκη δόθηκε 
σε έξι ακινητοποιημένα κουνέλια για δεκαεπτά μέρες 
σε δόση των 1,5mg/kg μέσω ενός γαστρικού σωλήνα. Οι 
ομάδες ελέγχου αποτελούνταν από οκτώ ακινητοποιη-
μένα κουνέλια χωρίς αγωγή και από εικοσιένα μη ακι-
νητοποιημένα κουνέλια, έξι από τα οποία έλαβαν θειική 
δικλοφενάκη για διάστημα δεκαεπτά ημερών. Η θειική 
δικλοφενάκη δεν ανέστηλε in vivo το μεταβολισμό των 
θειικών GAGs, σύμφωνα με τις μετρήσεις της ενσωμά-
τωσης του 35S σε αυτές. Tα υγιή κουνέλια στα οποία 
δόθηκε θειική δικλοφενάκη εμφάνισαν μόνο οριακές 
αλλαγές στην περιεκτικότητα των GAGs στις αρθρώ-
σεις. Η θειική δικλοφενάκη δεν απέτρεψε την απώλεια 
των GAGs από τους χόνδρους στα ακινητοποιημένα 
γόνατα, ενώ προκάλεσε περαιτέρω απώλεια της θειικής 
χονδροϊτίνης, συνοδευόμενη από αύξηση του υαλουρο-
νικού οξέος στους ιστούς. Τέλος, η θειική δικλοφενάκη 
εμπόδισε τη συσσώρευση των GAGs, η οποία συμβαίνει 
φυσιολογικά κατά την ανάπτυξη οστεοαρθρίτιδας σε 
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περιοχές όπως είναι τα σημεία έκφυσης και κατάφυσης 
των πλαγίων συνδέσμων89.

Eρευνήθηκε, τέλος, η in vitro επίδραση της σελεκοξί-
μπης (celecoxib), ενός εκλεκτικού αναστολέα της COX-2, 
στο εξωκυττάριο στρώμα χόνδρου κάτω από φυσιολο-
γικές και παθολογικές (φλεγμονώδεις) συνθήκες. Καλ-
λιεργήθηκε υγιής ανθρώπινος ιστός αρθρικού χόνδρου 
μόνος του, όπως και ιστός που καλλιεργήθηκε μαζί με 
περιφερικά μονοπύρηνα κύτταρα αίματος από τη μία 
και IL-1β και TNF-α από την άλλη. Όλοι οι ιστοί καλ-
λιεργήθηκαν για επτά ημέρες παρουσία σελεκοξίμπης. 
Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η σελεκοξίμπη δεν έχει 
άμεση επίδραση στον υγιή χόνδρο. Η προσθήκη μονο-
πύρηνων και IL-1β με TNF-α προκάλεσαν ισχυρή ανα-
στολή της σύνθεσης πρωτεογλυκάνων από το χόνδρο 
και σημαντική απελευθέρωσή τους, ελαττώνοντας με 
τον τρόπο αυτό το περιεχόμενο του χόνδρου σε πρω-
τεογλυκάνες. Η σελεκοξίμπη μπόρεσε κι ανέστρεψε τις 
δυσμενείς αυτές επιπτώσεις σε επίπεδα σχεδόν φυσι-
ολογικά. Εκ των αποτελεσμάτων συνάγεται ότι κάτω 
από την επίδραση φλεγμονωδών παραγόντων η COX-2 
αυξάνεται και προκαλεί διαταραχή της σύνθεσης του 
στρώματος του αρθρικού χόνδρου. Η σελεκοξίμπη, 
ελαττώνοντας τη δραστηριότητα της COX-2 αποτρέ-
πει τις επιδράσεις αυτές, χωρίς όμως να έχει απευθείας 
δράση πάνω στον φυσιολογικό χόνδρο90.

Οι αλλαγές στον μεταβολισμό των MMPs και των 
GAGs σε διάφορες παθολογικές καταστάσες διαδραμα-
τίζουν, όπως αναφέρθηκε, σημαντικό ρόλο στην πρό-
κληση των βλαβών. Η IR, επίσης, φαίνεται ότι ασκεί τις 
βλαπτικές της επιδράσεις επηρεάζοντας τα μόρια αυτά 
του εξωκυττάριου χώρου. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρου-
σιάζει επομένως η προσπάθεια περαιτέρω διερεύνησης 
των επιδράσεων της υπέρυθρης ακτινοβολίας σε μόρια 
του εξωκυττάριου χώρου με και χωρίς τη χορήγηση 
NSAIDs, προκειμένου πρώτον να κατανοήσουμε κα-
λύτερα τις συνέπειες και τις ποιοτικές μεταβολές που 
προκαλεί στους διαφόρους ιστούς - και εν προκειμένω 
στον οφθαλμό - η έκθεση στην υπέρυθρη ακτινοβολία, 
αλλά και δεύτερον να ανιχνεύσουμε τρόπους αντιμετώ-
πισης των βλαπτικών αυτών επιδράσεων. Σε πειραμα-
τικό επίπεδο λοιπόν, η μελέτη της επίδρασης της υπέ-
ρυθρης ακτινοβολίας σε παράγοντες του εξωκυττάριου 
χώρου του κερατοειδούς και του κρυσταλλοειδούς φα-
κού οφθαλμών κονίκλων, με και χωρίς τη χρήση των 
NSAIDs, αποτελεί πεδίο για περαιτέρω έρευνα.

ΕΠΙΔΡΑΣΕΙΣ ΣΕ ΜΟΡΙΑΚΟ ΕΠΙΠΕΔΟ 
ΩΣ ΑΠΑΝΤΗΣΗ ΣΤΗΝ ΥΠΕΡΥΘΡΗ 
ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑ

 
Κατά το παρελθόν πολλές έρευνες έχουν πραγματο-

ποιηθεί με σκοπό να αποσαφηνίσουν τις επιδράσεις της 
υπεριώδους ακτινοβολίας σε μόρια του εξωκυττάριου 
χώρου σε διάφορους ιστούς και κατ’επέκταση τους μη-
χανισμούς πρόκλησης βλαβών.

Κύτταρα πτερυγίου, επιπεφυκότος και επιθηλιακά 
κύτταρα του σκληροκερατοειδούς ορίου ανακαλλιερ-
γήθηκαν και εκτέθηκαν σε διάφορες ποσότητες UVB 
ακτινοβολίας. Το μέσο συντήρησης και το RΝA συλ-
λέχθηκαν για ανάλυση με ζυμογραφία, με Western blot 
ανάλυση, ELISA και RT-PCR. Επίσης ολόκληρα δείγμα-
τα πτερυγίου ακτινοβολήθηκαν για να υπολογιστούν τα 
εκκρινόμενα επίπεδα της MMP-1. Η ανοσοϊστοχημικές 
αναλύσεις αποκάλυψαν αυξημένη έκκριση της MMP-
1 που συμφωνούσε επακριβώς με αυτή σε p63- θετικά 
επιθηλιακά κύτταρα. Σε αντίθεση, σημαντικά λιγότερη 
δραστηριότητα της MMP-1 βρέθηκε σε φυσιολογικό 
επιπεφυκότα, σκληροκερατοειδές όριο και κερατοειδή. 
Μια εξαρτώμενη από τη δόση και το χρόνο αύξηση της 
MMP-1 παρατηρήθηκε όταν επιθηλιακά κύτταρα πτε-
ρυγίου εκτέθηκαν σε UVB ακτινοβολία χωρίς σημαντι-
κή εναρμόνιση της ανασταλτικής δραστηριότητας. Η 
MMP-1 δεν επηρεάστηκε σε ακτινοβολημένα κύτταρα 
επιπεφυκότα ή σε ινοβλάστες πτερυγίου άλλα αυξήθη-
κε σε κύτταρα του σκληροκερατοειδούς ορίου. Συλλο-
γικά τα δεδομένα αυτά υποστηρίζουν την υπόθεση της 
συμμετοχής της UV και των MMPs στην ανάπτυξη των 
πτερυγίων και μπορεί να βοηθήσουν στην ανακάλυψη 
καινούργιων θεραπευτικών προσεγγίσεων για την πρό-
ληψη και τη θεραπεία των πτερυγίων91.

Άλλη έρευνα που πραγματοποιήθηκε σκοπό είχε να 
χαρακτηρίσει την έκφραση των MMPs και των ιστι-
κών αναστολέων των μεταλλοπρωτεϊνασών (TIMPs) 
σε φλοιώδη καταρράκτη ανθρώπου, να προσδιορίσει 
αν υπάρχει συσχέτιση με την εντόπιση του φλοιώδους 
καταρράκτη και να εκτιμήσει την έκφραση και τη δρα-
στηριότητα των MMPs και TIMPs μετά από έκθεση σε 
κυτοκίνες και σε UVB ακτινοβολία σε επιθηλιακά κύτ-
ταρα κρυσταλλοειδούς φακού ανθρώπου. Εικοσιοκτώ 
οφθαλμοί ανθρώπων-δοτών με φλοιώδη καταρράκτη 
και εικοσιένας φυσιολογικοί φωτογραφήθηκαν. Τριά-
ντα φακοί με φλοιώδη καταρράκτη και έξι φυσιολογι-
κοί αναλύθηκαν ανοσοϊστοχημικά για MMP-1,-2,-3,-9 
και TIMP-1,-2 και -3. Δώδεκα φακοί με αρχόμενο κα-
ταρράκτη και δώδεκα φυσιολογικοί διαιρέθηκαν σε 
τεταρτημόρια για να υπολογιστεί με ELISA η έκφραση 

Επιπτώσεις της εκπεμπόμενης από θερμικές πηγές υπέρυθρης ακτινοβολίας σε παράγοντες του εξωκυτταρικού χώρου στον κερατοειδή και στον κρυσταλλοειδή φακό κονικλών και η επίδραση της αναστολής της κυκλοοξυγένασης
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των MMP-1,-2,-3 και -9 και TIMP-1. Τέλος, επιθηλιακά 
κύτταρα φακού ανθρώπου εκτέθηκαν σε προφλεγμο-
νώδεις κυτοκίνες και ακτινοβολήθηκαν με UVB ακτι-
νοβολία με σκοπό να προσδιοριστεί η έκφραση των 
MMP-1,-2,-3 και -9 και TIMP-1και -2. Τα αποτελέσματα 
είχαν ως εξής:

Οι ανοσοϊστοχημικές αναλύσεις αποκάλυψαν συγκε-
κριμένη εντόπιση της ΜΜP-1 στο επιθήλιο του φακού 
και σε φακικές ίνες στο φλοιώδη καταρράκτη. Οι φυ-
σιολογικοί φακοί είχαν εξίσου χαμηλή ανοσοαντιδρα-
στικότητα, έκφραση και δραστηριότητα των MMP-1, 
-2, -3 και -9 και TIMP -1, -2 και -3 σε όλα τα τεταρτημό-
ριά τους. Οι κυτοκίνες, και συγκεκριμένα η IL-1 και ο 
TNF-α, αύξησαν την έκφραση των MMP-2,-3 και -9, ενώ 
η UVB ακτινοβολία αύξησε την έκφραση της MMP-1 σε 
επιθηλιακά κύτταρα φακού ανθρώπου92.

Έκθεση του ανθρώπινου σώματος σε UV επάγει την 
έκφραση των ΜMPs με επακόλουθο την αποδόμηση 
του κολλαγόνου και τελικά την διαταραγμένη δομική 
συνοχή της επιδερμίδας. Ανεπαρκής επιδιόρθωση και 
επανειλλημένη έκθεση σε UV οδηγεί σε αθροιστική 
βλάβη του συνδετικόυ ιστού, που είναι παθοφυσιολο-
γικός παράγοντας κλειδί στη φωτογήρανση 93,94,95,96. Η 
περιγραφόμενη ακτινική βλάβη στο ανθρώπινο σώμα 
πραγματοποιείται μέσω διάφορων κυτταρικών οδών 
που ρυθμίζουν την έκφραση γονιδίων-στόχων.Τα κύτ-
ταρα αντιδρούν στην ακτινοβόληση με UV με ενεργο-
ποίηση διαφόρων πρωτεϊνικών κινασών, όπως είναι οι 
ενεργοποιούμενες από μιτογόνα πρωτεϊνικές κινάσες 
(Mitogen Activated Protein Kinase- MAPK)97. Τρεις δι-
άκριτοι ΜΑΡΚ οδοί έχουν μελετηθεί επισταμένως: η 
οδός της ERK ½ (Εxtracellular Signal-Regulated Kinase ½ 
ή κινάση ρυθμιζόμενη από εξωκυττάρια μηνύματα), η 
οδός της JNK (c-Jun N-terminal Kinase) και αυτή της p-38 
κινάσης, οι δύο τελευταίες οδοί γνωστές κι ως ενεργο-
ποιούμενες από το στρες πρωτεϊνικές κινάσες (SAPKs). 
Η ERK 1/2 οδός ενεργοποιείται κυρίως από μιτογόνα 
όπως είναι αυξητικοί παράγοντες, ενώ οι SAPKs οδοί 
από φλεγμονώδεις κυτοκίνες και διάφορα περιβαλλο-
ντολογικά στρες, όπως είναι η UV, η ζέστη και το ωσμω-
τικό σοκ. Οι ενεργοποιημένες MAPKs μεταναστεύουν 
στον κυτταρικό πυρήνα, όπου φωσφορυλιώνουν και 
ενεργοποιούν διάφορους παραγοντές αντιγράφης, οδη-
γώντας τελικά σε ενεργοποίηση του παραγοντά αντι-
γραφής AP-198,99,100. Η περιοχή του προαγωγού (promoter 
region) του γονιδίου της MMP-1 φέρει πολλαπλές θέσεις 
σύνδεσης με τον AP-1101,102, η ενεργοποίηση των οποιών 
από τη σύνδεση του ενεργού AP-1 οδηγεί σε αυξημέ-
νη έκφραση του γονιδίου της ΜΜΡ-1 ως απάντηση σε 
UVB103,104 και UVA105.

Σε αντίθεση με την υπεριώδη ακτινοβολία, λίγα είναι 
γνωστά για τις μοριακές επιδράσεις και τα βιολογικά 

αποτελέσματα της υπέρυθρης ακτινοβολίας.
Σε πρόσφατη έρευνα παρατηρήθηκε ότι, σε απάντη-

ση στην IR-A, ινοβλάστες δέρματος ανθρώπου παρου-
σιάζουν μια χρονο- και δοσοεξαρτώμενη αύξηση της 
έκφρασης της MMP-1, ενώ η έκφραση του ενδογενούς 
αναστολέα της, TIMP-1, δεν παρουσίασε αύξηση. Αυτή 
η μη εξισορροπούμενη αύξηση της ΜΜΡ-1 υποδηλώνει 
την πιθανότητα ότι οι ακτινοβολημένοι με IR-A ινοβλά-
στες έχουν αυξημένη δραστηριότητα πρωτεολυτικής 
αποδόμησης δερματικών κολλαγόνων ινών. Στην ίδια 
έρευνα άρχισαν να αναγνωρίζονται και οι πιθανές 
κυτταρικές οδοί που υπεισέρχονται στην έκφραση της 
ΜΜΡ-1. Παρόμοια με την UVA και UVB, η IR-A προ-
καλεί ταχεία ενεργοποίηση των πρωτεϊνικών κινασών 
ERK1/2 και p38. Ενώ η ενεργοποίηση της p38 ελαττώ-
θηκε σημαντικά 15 λεπτά μετά την ακτινοβόληση, αυτή 
της ERK1/2 διατηρήθηκε για πάνω από 120 min. H 
αναστολή της ERK1/2 με ειδική φαρμακολογική ουσία 
εμπόδισε την προκαλούμενη από την IR αύξηση της 
ΜΜΡ-1, υποδηλώνοντας ότι η IR-A αυξάνει την έκφρα-
ση της MMP-1 μέσω ενεργοποίησης της ERK1/2 οδού. 
H ενεργοποιημένη ΕRK1/2 μεταναστεύει στον πυρήνα 
του κυττάρου, όπου φωσφωρυλιώνει και ενεργοποιεί 
παράγοντες αντιγραφής (για παράδειγμα τον AP-1 ), 
με συνέπεια την αύξηση της ΜΜΡ-1 σε επίπεδο mRNA 
πρωτεΐνης106.

Άλλη έρευνα που πραγματοποιήθηκε σε καλλιέργειες 
ινοβλαστών δέρματος ανθρώπου απέδειξε την έκλυση 
MMP-1 και MMP-3 με την επίδραση της IR, η οποία με 
τη θερμική ενέργεια που μεταφέρει λειτουργεί ως ένα 
θερμικό στρες-σοκ. Αναλυτικότερα, οι καλλιέργειες 
ινοβλαστών υποβλήθηκαν σε θερμοκρασίες 37οC, 43οC 
και 45οC χρησιμοποιώντας λουτρά με τρεχούμενο νερό 
και μετρήθηκαν τα επίπεδα mRNA 24ώρου των MMP-
1 και-3 με ημιποσοτική RT-PCR και επιβεβαιώθηκαν 
όσον αφορά την MMP-1 με ποσοτική RT-PCR. Παρατη-
ρήθηκαν μεγαλύτερα επίπεδα mRNA των MMP-1 και-3 
στους 43οC και 45οC από ότι στους 37οC. Έπειτα υπο-
βλήθηκαν οι καλλιέργειες των ινοβλαστών στους 37οC, 
43οC και 45οC για μισή ώρα και συλλέχθηκε το μέσο συ-
ντήρησης της καλλιέργειας 72 ώρες μετά. Τα επίπεδα 
των MMP-1 και-3 μετρήθηκαν με Western blot ανάλυση 
χρησιμοποιώντας αντισώματα εναντίον των MMP-1 
και-3. Όπως αποδείχθηκε τα επίπεδα των MMP-1 και-3 
αυξήθηκαν με την επίδραση του θερμικού σοκ107.

Εκτός από την παραγωγή MMPs, διαπιστώθηκε 
και η έκλυση τριών διακριτών πρωτεϊνικών κινασών 
των ERK, c-JNK και p38 MAPK, εκ των οποίων οι δύο 
πρώτες παίζουν αποφασιστικό ρόλο στην έκλυση των 
MMP-1 και MMP-3. Η ενεργοποίηση των κινασών αυ-
τών προσδιορίστηκε με Western blot ανάλυση χρησιμο-
ποιώντας αντισώματα εναντίον των φωσφορυλιωμέ-
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νων μορφών των κινασών αυτών107.
Τέλος, ως αποτέλεσμα του θερμικού shock, παρα-

τηρήθηκε αύξηση της σύνθεσης και ελευθέρωσης της 
ιντερλευκίνης-6 (IL-6), η οποία, μέσω ενός αυτοκρι-
νούς μηχανισμού μη επαρκώς αποσαφηνισμένου ακό-
μη, συμβάλλει στην έκλυση των MMP-1 και MMP-3. 
Πρόσφατες έρευνες εχούν δείξει ότι η έκφραση της 
IL-6 ρυθμίζεται από τον παράγοντα αντιγραφής AP-1 
καθώς και διάφορους άλλους. Είναι πιθανόν, επομέ-
νως, οι ενεργοποιούμενες από το θερμικό σοκ ERK 
και JNK οδοί, ενδεχομένως μέσω ενεργοποίησης του 
παράγοντα αντιγραφής ΑΡ-1, να ρυθμίζουν άμεσα την 
έκφραση της ΜΜΡ-1 και ΜΜΡ-3 ενεργοποιώντας την 
περιοχή του προαγωγού των γονιδίων της ΜΜΡ-1 και 
ΜΜΡ-3 και/ή έμμεσα μέσω ενεργοποίησης της IL-6,η 
οποία μπορεί να οδηγήσει σε έκλυση των μεταλλοπρω-
τεϊνασών αυτών107. 

Άλλη μελέτη εξέτασε αν μία ή επαναλαμβανόμενη 
(τρεις φορές την εβδομάδα για τέσσερις εβδομάδες) 
έκθεση σε IR μεταβάλλει την έκφραση του προκολ-
λαγόνου τυπού-1 και της ΜΜΡ-1. Χρησιμοποιώντας 
ανοσοαποτύπωση κατά Western και ημιποσοτική RT-
PCR, εξετάστηκαν τα επίπεδα πρωτεΐνης και mRNA 
του προκολλαγόνου τύπου-1 και της MMP-1 δέρματος 
γλουτού νέων ανθρώπων: Μια μοναδική δόση IR αύ-
ξησε την έκφραση του προκαλλαγόνου τύπου-1 εντός 
διαστήματος 24 ωρών, αλλά δεν μετέβαλε την έκφρα-
ση της ΜΜΡ-1. Από την άλλη, πολλαπλές δόσεις IR 
ελλάτωσαν την έκφραση του προκολλαγόνου τύπου-1 
κι αύξησαν αυτήν της ΜΜΡ-1. Βρέθηκε, επίσης, ότι ο 
TGF-β ίσως να υπεισέρχεται στη σύνθεση του προκαλ-
λαγόνου τύπου-1 σε ακτινοβολημένo με IR ανθρώπινο 
δέρμα. Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι η ρύθμιση της 
έκφρασης του προκολλαγόνου τύπου-1 και της ΜΜΡ-
1 διαφέρει στην οξεία και την χρόνια έκθεση του δέρ-
ματος σε ΙR. Πιο συγκεκριμένα, ελαττωμένα επίπεδα 
κολλαγόνου και αυξημένα επίπεδα ΜΜΡ-1 σε χρόνια 
ακτινοβολημένο με IR δέρμα μπορεί να σχετίζονται με 
βλάβη του συνδετικού ιστού. Γι’αυτό λοιπόν εικάζεται 
ότι η επανειλημμένη έκθεση σε IR να οδηγεί ενδεχομέ-
νως σε πρόωρη γήρανση του δέρματος (φωτογήρανση) 
ανθρώπων in vivo108.

ΣΚΟΠΟΣ - ΥΛΙΚΟ - ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ

1 Σκοπός
Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η μελέτη της 

επίδρασης της οξείας και της χρόνιας έκθεσης σε IR 
στις MMPs και τις GAGs στον κερατοειδή και τον κρυ-
σταλλοειδή φακό κονίκλων. Στην οξεία έκθεση, συγ-

χρόνως, διερευνήθηκε και η επίδραση της αναστολής 
της κυκλοοξυγενάσης (COX).

2. Υλικό
Για τη μελέτη των επιδράσεων της IR σε πειραματι-

κό επίπεδο χρησιμοποιήθηκαν συνολικά δεκατέσσερις 
κόνικλοι, δύο ομάδες των τεσσάρων κονίκλων στην 
οξεία και δύο ομάδες των τριών κονίκλων στη χρόνια 
έκθεση. Η αρχική ηλικία των κονίκλων ήταν περίπου 
τριών έως τεσσάρων (3-4) μηνών. Μετά την ολοκλή-
ρωση της χρόνιας και της οξείας έκθεσης και κατόπιν 
αναισθητοποίησης των πειραματόζωων ακολούθησε η 
λήψη του κερατοειδούς και του κρυσταλλοειδούς φα-
κού έκαστου και μετέπειτα έγινε ευθανασία των κονί-
κλων. Τα δείγματα ιστών που ελήφθησαν τοποθετήθη-
καν σε Eppendorfs κι αυτά στη συνέχεια σε θερμός που 
περιείχε υγρό άζωτο κι αποθηκεύτηκαν σε καταψύκτη 
στους -70°C στο Εργαστήριο Φαρμακολογίας του Αρι-
στοτελείου Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης. Στη συνέ-
χεια πραγματοποιήθηκε ζυμογραφία ζελατίνης για τον 
προσδιορισμό της δραστικότητας των ζελατινασών 
(MMP-2, MMP-9), καθώς και απομόνωση των γλυκο-
ζαμινογλυκάνων (GAGS) και μέτρηση των ουρονικών 
οξέων στα δείγματα, τα οποία τελικά ηλεκτροφορήθη-
καν σε οξικές κυτταρίνες για την ποιοτική και ποσοτική 
ανίχνευση των GAGS.

3. Μεθοδολογία
3.1 Διάταξη ακτινοβόλησης - Λήψη δειγμάτων.

Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν στο χώρο του Ερ-
γαστηρίου Πειραματικής Οφθαλμολογίας. Η μέση θερ-
μοκρασία του δωματίου ήταν 22°C με μια διακύμανση 
±3°C κατά την διάρκεια των συνεδριών ακτινοβόλησης. 
Ο φωτισμός του δωματίου ήταν χαμηλός με σχεδόν 
σταθερή ένταση κατά τη διάρκεια της έκθεσης στην 
ασύμφωνη IR ακτινοβολία. Η πειραματική διάταξη 
που εφαρμόσθηκε περιελάμβανε ως πηγή ασύμφωνης 
υπέρυθρης ακτινοβολίας μια λυχνία με κατανάλωση 
ενέργειας 150W, μια τυπική δηλαδή λυχνία υπέρυθρης 
που χρησιμοποιείται για υγειονομικούς σκοπούς, προ-
καλώντας τοπική δερματική θέρμανση και υπεραιμία, 
αλλά και με χαρακτηριστικά εκπομπής που προσεγγί-
ζουν σε ικανοποιητικό βαθμό αυτά που εμφανίζει μια 
πληθώρα άλλων τέτοιων τεχνητών πηγών (π.χ. συσκευ-
ές ψησίματος κ.α.) που απαντώνται κατά κύριο λόγο σε 
διάφορες ειδικές περιπτώσεις επαγγελματικής έκθεσης. 
Η δέσμη φωτός εξέρχεται της λυχνίας αφού διέλθει 
διαμέσου ενός φίλτρου απορρόφησης οπτικών ακτινο-
βολιών μήκους κύματος χαμηλότερων των 600nm, σε 
μορφή δίσκου κυκλικής εγκάρσιας τομής διαμέτρου 
12,1cm. Η φασματική κατανομή της ακτινοβολίας της 
λυχνίας προσεγγίζει ικανοποιητικά την ακτινοβολία 

Επιπτώσεις της εκπεμπόμενης από θερμικές πηγές υπέρυθρης ακτινοβολίας σε παράγοντες του εξωκυτταρικού χώρου στον κερατοειδή και στον κρυσταλλοειδή φακό κονικλών και η επίδραση της αναστολής της κυκλοοξυγένασης



Panoptis Volume 29
Issue 2 December 2017

74

μελανού σώματος με μέγιστο μήκος κύματος γύρω 
στα 1000nm, όπως διερευνήθηκε πειραματικά με τη 
βοήθεια φασματοφωτομέτρου (Jobin-Yvon THR). Ένας 
ανιχνευτής CCD πυριτίου (Charge Coupled Device Si – 
συσκευή συζευγμένου φορτίου πυριτίου) χρησιμοποι-
ήθηκε για μήκη κύματος μικρότερα των 950nm κι ένας 
ανιχνευτής CCD InGaAs (συσκευή συζευγμένου φορτί-
ου ίνδιου-γάλλιου-αρσενικού) για μήκη κύματος μεγα-
λύτερα των 1050nm. Η πυκνότητα ροής ακτινοβολίας 
της λυχνίας, τόσο του ορατού όσο και του υπέρυθρου 
τμήματός της, εκτιμήθηκε με τη βοήθεια θερμικού ανι-
χνευτή (Ophir, DGX) κατά μήκος του άξονα της δέσμης 
φωτός της λυχνίας σε επιφάνεια κάθετη στον εν λόγω 
άξονα. Η μέση τιμή αυτής της πυκνότητας ροής για 
αποστάσεις μεταξύ 40cm και 56cm από τη λυχνία, που 
χρησιμοποιήθηκαν στην πειραματική διάταξη που πε-
ριγράφεται παρακάτω, εκτιμήθηκε σε 175 mW/cm2.

Κατά τη διάρκεια τόσο της οξείας όσο και της χρόνιας 
έκθεσης χρησιμοποιήθηκε η ίδια πειραματική διάταξη. 
Η λυχνία τοποθετήθηκε μπροστά από τον κλωβό των 
κονίκλων σε μια απόσταση περίπου 40cm (σχήμα 5).

Σχήμα 5: Τοποθέτηση λυχνίας IR σε απόσταση 40cm από 
τον κλωβό των κονίκλων.

Τόσο η απόσταση λυχνίας- κονίκλων όσο και η γωνία 
ακτινοβόλησης των οφθαλμών των κονίκλων ποίκιλ-
λαν τυχαία, σύμφωνα με τη θέση των κονίκλων εντός 
του κλωβού (σχήμα 6).

Σχήμα 6: Σχηματική απεικόνιση της κάτοψης του κλωβού 
των κονίκλων σε σχέση με την κατεύθυνση της δέσμης της 

ακτινοβολίας.

Λαμβάνοντας υπόψη την ανατομία του κεφαλιού του 
κονίκλου και τις τυχαίες κινήσεις του κονίκλου μέσα 
στον κλωβό κατά τη διάρκεια της ακτινοβόλησης, που 
σχετίζονται με την ελάττωση της πυκνότητας ροής της 
ακτινοβολίας της λυχνίας με την αύξηση της γωνίας 
πρόσπτωσης, αλλά και αυτής που προσπίπτει κάθετα 
σε στοιχειώδη επιφάνεια τόσο στον άξονα της λυχνίας 
σε μεγάλες αποστάσεις από αυτήν, όσο και σε κάποια 
απόσταση από τον εν λόγω άξονα, όπως επίσης και 
τη γεωμετρική σκιά που παράγεται από το συρμάτινο 
πλέγμα με διάμετρο εγκάρσιας τομής του σύρματος 
1.6mm, μπορεί να επιχειρηθεί μια πολύ αδρή εκτίμηση 
της μέσης πυκνότητας ροής της ακτινοβολίας που δέ-
χτηκε ο οφθαλμός του κονίκλου περίπου στα 55mW/
cm2.

Αναλυτικότερα, για τη χρόνια έκθεση στην υπέρυ-
θρη ακτινοβολία (IR) χρησιμοποιήθηκαν δύο ομάδες 
των τριών κονίκλων η κάθε μία. Η πρώτη αποτέλεσε 
την ομάδα των μαρτύρων, ενώ η δεύτερη εκτέθηκε σε 
IR για διάστημα τεσσάρων μηνών. Η ακτινοβόληση 
διαρκούσε τέσσερις ώρες ημερησίως και πραγματο-
ποιούταν κάθε εργάσιμη μέρα εξαιρουμένων των Σαβ-
βατοκύριακων. Λαμβάνοντας υπόψη ως μέση τιμή της 
πυκνότητας ροής ακτινοβολίας στους οφθαλμούς των 
κονίκλων την τιμή των 55mW/cm2, όπως αναφέρθηκε 
προηγουμένως, υπολογίζεται μια μέση ημερήσια έκθε-
ση περίπου 800 J/cm2.

Όσον αφορά τη μελέτη της οξείας έκθεσης χρησιμο-
ποιήθηκαν δύο ομάδες των τεσσάρων κονίκλων η κάθε 
μία. Η πρώτη ομάδα δεν ακτινοβολήθηκε και αποτέ-
λεσε την ομάδα των μαρτύρων. Τα πειραματόζωα της 
δεύτερης ομάδας εκτέθηκαν στην IR για δώδεκα ώρες. 
Παράλληλα στους δεξιούς οφθαλμούς των κονίκλων 
αμφότερων των ομάδων έγινε ενστάλαξη οφθαλμι-
κών σταγόνων θειικής δικλοφενάκης 0,1% με σκοπό 
να προσδιορισθεί ο ρόλος της COX αναστολής με και 
χωρίς την επίδραση IR, χρησιμοποιώντας ως μάρτυρες 
τους αριστερούς οφθαλμούς των κονίκλων. H ενστά-
λαξη των οφθαλμικών σταγόνων δικλοφενάκης πραγ-
ματοποιήθηκε ως εξής: μία ώρα πριν την ακτινοβόλη-
ση ενστάλαξη μίας σταγόνας ανά τριάντα λεπτά. Στη 
συνέχεια, κατά την έκθεση, εφαρμογή μιας σταγόνας 
κάθε τέσσερις ώρες και τέλος, μετά το πέρας της ακτι-
νοβόλησης, ανά έξι ώρες για τις επόμενες δώδεκα ώρες. 
Όπως και στη χρόνια έκθεση, ο μέσος όρος του ποσού 
της ακτινοβολίας που δέχθηκαν τα πειραματόζωα, τα 
55mW/cm2 δηλαδή, έχει ως αποτέλεσμα μια συνολική 
ημερήσια έκθεση περίπου στα 2400 J/cm2.

Μετά την ολοκλήρωση τόσο της χρόνιας όσο και της 
οξείας έκθεσης και κατόπιν αναισθητοποίησης των πει-
ραματόζωων με ενδομυϊκή ένεση ξυλαζίνης (3-5mg/kg 
βάρους σώματος) και κεταμίνης (30-50mg/kg βάρους 
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σώματος) ακολούθησε η λήψη του κερατοειδούς και 
του κρυσταλλοειδούς φακού έκαστου και μετέπειτα 
έγινε ευθανασία των κονίκλων με ενδοφλέβια ένεση 
πεντοθάλης σε υψηλές δόσεις. Τα δείγματα ιστών που 
ελήφθησαν τοποθετήθηκαν σε Eppendorfs κι αυτά στη 
συνέχεια σε θερμός που περιείχε υγρό άζωτο κι αποθη-
κεύτηκαν σε καταψύκτη στους -70°C στο Εργαστήριο 
Φαρμακολογίας του Αριστοτελείου Πανεπιστημίου 
Θεσσαλονίκης.

3.2 Απομόνωση, καθαρισμός, κλασματοποίηση και 
ταυτοποίηση των GAGs από κερατοειδή και κρυσταλ-
λοειδή φακό κονίκλων.

Τα δείγματα κερατοειδούς και κρυσταλλοειδούς 
φακού ομογενοποιήθηκαν με 1,5 mL παγωμένο ρυθ-
μιστικό διάλυμα φωσφορικών και χλωριούχου νατρί-
ου (Phosphate Buffer Saline, PBS). Από το διάλυμα που 
προέκυψε χρησιμοποιήθηκαν 1000 μL για απομόνωση, 
καθαρισμό και ταυτοποίηση των GAGs, όπως περιγρά-
φεται παρακάτω109,110,111.

3.3 Απολιπίδωση των δειγμάτων
Το πρώτο βήμα στην πορεία της απομόνωσης των 

GAGs είναι η απομάκρυνση των λιπιδίων και γλυκολι-
πιδίων από τα δείγματα με χρήση 4 όγκων διαλύματος 
χλωροφορμίου / μεθανόλης (1:2) (PANREAC, MERCK), 
ανάδευση και επώαση στους 4°C για 18 ώρες (h). Κατά 
τη διαδικασία αυτή απενεργοποιούνται όλα τα υδρο-
λυτικά ένζυμα και έτσι ελαχιστοποιείται η διάσπαση 
των GAGs. Ακολούθησε φυγοκέντρηση των δειγμάτων 
(3.200 x g, 20 min, 4°C), απόρριψη του υπερκείμενου 
διαλύματος, επαναδιαλυτοποίηση του ιζήματος σε 10 
ml αιθανόλης (PANREAC) με στόχο την απομάκρυνση 
των οργανικών διαλυτών και φυγοκέντρηση των δειγ-
μάτων κάτω από τις ίδιες συνθήκες (3.200 x g, 20 min, 
4°C). Το ίζημα που προέκυψε ξηράνθηκε σε θερμοκρα-
σία 37°C για 4-6h.

3.4 Ενζυμική διάσπαση πρωτεϊνών
Ακολούθησε η πλήρης ενζυμική διάσπαση των πρω-

τεϊνών. Για το σκοπό αυτό το ίζημα διαλυτοποιήθηκε 
σε 1 ml ρυθμιστικού διαλύματος προνάσης (0,1 M Tris-
HCl, pH 8,0, που περιείχε 1 mM CaCl2 ) και υποβλήθηκε 
σε πρωτεϊνική πέψη με την προσθήκη 30 μL από διά-
λυμα προνάσης 30 mg/mL, έτσι ώστε η τελική συγκέ-
ντρωση να είναι 0,1 KU προνάσης (Streptomyces griseus, 
Calbiochem, Lucerne, Switzerland). Ακολούθησε επώαση 
για 72h, στους 37°C, προσθέτοντας την ίδια ποσότητα 
προνάσης σε διαστήματα 24h. Να σημειωθεί πως το 
διάλυμα της προνάσης είχε προ-επωασθεί για 30 min, 
στους 37°C, προκειμένου να εξαλειφθεί η δράση γλυκο-
σιδασών που ενδεχόμενα υπήρχαν ως προσμίξεις στο 

παρασκεύασμα της προνάσης.

3.5 Ενζυμική διάσπαση νουκλεϊνικών οξέων
Το επόμενο στάδιο ήταν η ενζυμική διάσπαση των 

νουκλεϊνικών οξέων. Για το σκοπό αυτό η συγκέντρω-
ση των δειγμάτων ρυθμίστηκε σε 150 mM NaCl και 10 
mM MgCl2 και η ενζυμική διάσπαση του DNA επιτεύ-
χθηκε με την προσθήκη 400 KU DNase I (EC 3.1.21.1, 
Calbiochem) και επώαση για 16h, στους 37°C. Στο τέλος 
της επώασης η συγκέντρωση του CaCl2 ρυθμίστηκε σε 
1 mM και ακολούθησε προσθήκη προνάσης ώστε η τε-
λική συγκέντρωση να είναι 0,1 KU και επώαση του μίγ-
ματος στους 37°C, για 24h.

3.6 β-απόσπαση τελικού αμινοξέος
Σε αυτό το στάδιο, στόχος είναι να απομακρυνθεί το 

αμινοξύ που συνδέει τις GAGs στον πρωτεϊνικό κορμό. 
Για το λόγο αυτό, το pH των δειγμάτων ρυθμίστηκε σε 
10,0-11,0 με την προσθήκη 10 mM NaOH, και τα δείγμα-
τα υποβλήθηκαν σε β-απόσπαση παρουσία 1 M NaBH4 
(Merck) για 16h, στους 45°C, απουσία οξυγόνου σε πε-
ριβάλλον αζώτου. Μετά το πέρας της επώασης τα δείγ-
ματα εξουδετερώθηκαν με χρήση 1/10 του συνολικού 
όγκου του κάθε δείγματος κρυσταλλικού οξικού οξέος, 
το οποίο προστέθηκε στάγδην στους 4°C.

3.7 Απομόνωση των ολικών GAGs
Ακολούθησε καταβύθιση των GAGs με προσθήκη 

4 όγκων διαλύματος αιθανόλης 95% (v/v) που περιεί-
χε 2,5% (w/v) οξικό νάτριο και παραμονή των δειγμά-
των στους 4°C για 18h. Στη συνέχεια, τα δείγματα φυ-
γοκεντρήθηκαν (3.200 x g, 20 min, 4°C), απορρίφθηκε 
το υπερκείμενο και το ίζημα αποξηράνθηκε για 4-6 h 
στους 37°C. Τέλος, το ίζημα που περιείχε το σύνολο 
των απομονωμένων GAGs διαλυτοποιήθηκε σε 300μL 
ddH2O, φυγοκεντρήθηκαν στις 4.000 x g για 1 λεπτό 
(eppendorf centrifuge, 5415C). Το υπερκείμενο από κάθε 
δείγμα αποθηκεύτηκε στους 4°C.

3.8 Ποσοτικός προσδιορισμός ουρονικών οξέων στα 
δείγματα των απομονωμένων ολικών γλυκοζαμινο-
γλυκανών

Η συγκέντρωση των ουρονικών οξέων στα δείγματα 
των απομονωμένων ολικών GAGs μετρήθηκε φασμα-
τοφωτομετρικά σύμφωνα με τη μέθοδο των Bitter και 
Muir112. Αναλυτικότερα, 30 μL από το διάλυμα των ολι-
κών GAGs που απομονώθηκαν από τον κερατοειδή ή 
από τον κρυσταλλοειδή φακό, αραιώθηκαν μέχρι τα 
250 μL. Ακολούθησε προσθήκη 1,25 mL παγωμένου 
διαλύματος 0,025 Μ Na2B4O7. 10 H2O (Mallinckrodt) δι-
αλυμένο σε πυκνό θειικό οξύ (Merck), με μεγάλη προ-
σοχή και αφού τα δείγματα είχαν τοποθετηθεί σε πάγο. 
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Τα δείγματα αναδεύτηκαν με προσοχή και τοποθετή-
θηκαν για 10 λεπτά σε βράζων υδατόλουτρο. Αμέσως 
μετά, τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε πάγο και προστέ-
θηκαν 50 μL φρέσκου διαλύματος 0,125 % w/v καρβα-
ζόλης (Merck) διαλυμένης σε 100% αιθανόλη (Merck). 
Ακολούθησε ανάδευση και μεταφορά των δειγμάτων 
για 15 λεπτά σε βράζων υδατόλουτρο. Τα δείγματα 
τοποθετήθηκαν σε θερμοκρασία δωματίου, αναδεύτη-
καν και μετρήθηκε η απορρόφηση του ροζ χρώματος 
που αναπτύχθηκε στα 530 nm σε φασματοφωτόμετρο 
(Shimazdu Corporation, Japan, UV-120-01). Όλες οι μετρή-
σεις πραγματοποιήθηκαν εις διπλούν και η συγκέντρω-
ση των ουρονικών οξέων στα δείγματα υπολογίστηκε 
με τη βοήθεια πρότυπης καμπύλης που δημιουργήθηκε 
χρησιμοποιώντας ως πρότυπο, διάλυμα γλυκουρονικού 
οξέος (0,5-20μg) (Fluka).

3.9 Ηλεκτροφόρηση σε μεμβράνες οξικής κυτταρίνης
Ο διαχωρισμός και η ταυτοποίηση των επιμέρους 

GAGs των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε με ηλεκτρο-
φόρηση σε μεμβράνες οξικής κυτταρίνης (M.A.L.T.A. 
Chemetron SRL, Milano, Italy). Για το λόγο αυτό, από 
κάθε δείγμα κερατοειδούς φακού χρησιμοποιήθηκε 
όγκος διαλύματος που να περιέχει 4 μg ουρονικών οξέ-
ων ενώ από κάθε δείγμα κρυσταλλοειδούς φακού χρη-
σιμοποιήθηκε όγκος διαλύματος που να περιέχει 6 μg 
ουρονικών οξέων. Τα δείγματα συμπυκνώθηκαν με φυ-
γοκέντρηση σε κενό (Speed Vac Plus, SC110A, Refrigerator 
Vapor Trap-RVT4104, Savant Instrumments Inc., Holbrook, 
NY) και επαναδιαλύθηκαν σε 4 μL ddH2O. Ακολούθη-
σε τοποθέτηση των δειγμάτων σε μεμβράνες οξικής 
κυτταρίνης οι οποίες είχαν πρώτα ξεπλυθεί αρχικά με 
αποσταγμένο νερό και στη συνέχεια είχαν παραμείνει 
για τουλάχιστον 20 λεπτά στο ρυθμιστικό διάλυμα της 
ηλεκτροφόρησης. Η τοποθέτηση των δειγμάτων έγινε 
σε απόσταση 10 mm από την αρχή της κυτταρίνης. Χρη-
σιμοποιήθηκε ρυθμιστικό διάλυμα 100 mM πυριδίνης 
(Carlo Erba)/ 470 mM φορμικού οξέος (Merck), pH 3.0 για 
την ηλεκτροφόρηση που πραγματοποιήθηκε σε ειδική 
συσκευή ηλεκτροφόρησης (Apelex, France) υπό συνεχές 
ρεύμα 100V σε θερμοκρασία δωματίου για 70 min112. 
Να σημειωθεί ότι καθώς οι GAGs έχουν όλες αρνητικό 
φορτίο, η τοποθέτηση των δειγμάτων έγινε έτσι, ώστε η 
κίνηση των δειγμάτων να γίνεται από την κάθοδο προς 
την άνοδο της συσκευής ηλεκτροφόρησης. Ακόμα, 
σε κάθε μεμβράνη οξικής κυτταρίνης τοποθετήθηκαν 
πρότυπα διαλύματα GAGs: ΗΑ (από βόειο τραχεία), 
HS (από βόειο εντερικό βλεννογόνο ChSC (από χόνδρο 
καρχαρία) και DS (από χοίρειο δέρμα) (όλα από Sigma-
Aldrich), έτσι ώστε να γίνει ο χαρακτηρισμός των γλυκο-
ζαμινογλυκανών που υπάρχουν σε κάθε δείγμα. Μετά 
το πέρας της ηλεκτροφόρησης οι μεμβράνες οξικής 

κυτταρίνης χρωματίσθηκαν με 0,2% (w/v) Alcian blue 
(Sigma), σε 0,1% (v/v) οξικό οξύ (Mallinckrodt U.S.P), για 10 
min, και ξεπλύθηκαν με 0,1% (v/v) οξικό οξύ για 20 min. 
Η ένταση της χρώσης υπολογίσθηκε με τη βοήθεια προ-
γράμματος επεξεργασίας εικόνας σε ηλεκτρονικό υπο-
λογιστή (1D Image Analysis Software, version 3.0 of Kodak 
Digital Science, Eastman Kodak, Rochester, New York)113.

3.10 Ταυτοποίηση των γλυκοζαμινογλυκανών με ειδι-
κά ένζυμα

Η ταυτοποίηση των GAGs πραγματοποιήθηκε με 
πέψη των δειγμάτων με ειδικά ένζυμα που διασπούν τις 
GAGs. Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιήθηκε ποσότητα 
διαλύματος ολικών GAGs που περιείχε 4 μg ουρονικών 
οξέων για τον κερατοειδή φακό και 6 μg ουρονικών 
οξέων για τον κρυσταλλοειδή φακό, αφού προηγου-
μένως αποξηράνθηκαν με φυγοκέντρηση σε κενό. Τα 
δείγματα επωάστηκαν σε τελικό όγκο 10 μl, όπως περι-
γράφεται παρακάτω.

α) Υαλουρονιδάση (Hyaluronidase, Seikagaku)
Τα δείγματα διαλυτοποιήθηκαν σε ρυθμιστικό διά-

λυμα 20 mM οξικού νατρίου/οξικού οξέος, pH 6,0 που 
περιείχε 0,15 Μ NaCl και επωάστηκαν με 5,0 U υαλου-
ρονιδάσης (hyaluronate lyase, EC 4.2.2.1, Streptomyces 
hyalurolyticus, SEIKAGAKU, Tokyo, Japan), για 17h, 
στους 60°C.

β) Χονδροϊτινάση ABC (Chondroitinase ABC, Sigma)
Τα δείγματα διαλυτοποιήθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυ-

μα 100 mM Tris-HCl, pH 8,0, που περιείχε 50 mM οξι-
κό νάτριο και επωάστηκαν με 5x10-3 U χονδροϊτινάσης 
ABC (chondroitin ABC lyase, EC 4.2.2.4, Proteus vulgaris, 
Sigma-Aldrich) για 17h, στους 37°C.

γ) Χονδροϊτινάση B (Chondroitinase B, Seikagaku)
Τα δείγματα διαλυτοποιήθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυ-

μα 0,05 M Tris-HCl, pH 8,0 και επωάστηκαν με 1,5 x 10-3 
U χονδροϊτινάσης B (chondroitinase B, Flavobacterium 
heparinum, SEIKAGAKU Corp., Tokyo, JAPAN), για 17h, 
στους 30°C.

δ) Ηπαρινάση
Τα δείγματα διαλυτοποιήθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυ-

μα 100 mM Tris-HCl, pH 7,0, που περιείχε 3 mM CaCl2 
και επωάστηκαν με 4x10-4 U ηπαρινάσης (heparin lyase I, 
EC 4.2.2.7, Flavobacterium heparinum, Seikagaku, Tokyo), 
για 17h, στους 30°C.

ε) Ηπαριτινάση (Heparitinase, Seikagaku)
Τα δείγματα διαλυτοποιήθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυ-

μα 100 mM οξικού νατρίου/οξικού οξέος, pH 7,0, που 
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περιείχε 3,0 mΜ CaCl2 και επωάστηκαν με 1,5 x10-3 
U ηπαριτινάσης (heparan sulfate lyase, heparitinase, EC 
4.2.2.8, Flavobacterium heparinum, Seikagaku, Tokyo), για 
17h , στους 43°C.

στ) Κερατανάση
Τα δείγματα διαλυτοποιήθηκαν σε ρυθμιστικό διά-

λυμα 50 mM Tris-HCl, pH 7,4, και επωάστηκαν με 0,05 
U κερατανάσης (keratan sulphate Endo-β-D-galactosidase, 
EC 3.2.10.3, Pseudomonas species, Sigma-Aldrich), για 17h, 
στους 37°C.

Οι χρόνοι επώασης καθώς και οι συγκεντρώσεις των 
ενζύμων που χρησιμοποιήθηκαν, ήταν αυτοί που χρει-
άστηκαν για πλήρη πέψη των αντίστοιχων υποστρωμά-
των τους, όπως προσδιορίστηκε από μια προκαταρκτι-
κή μελέτη. Στις αρχικές αυτές μελέτες, 10 μg CS-A (από 
βόειο τραχεία), CS-B (από χοίρειο δέρμα), CS-C (από 
χόνδρο καρχαρία), HA (από βόειο τραχεία), θειική κε-
ρατάνη (από βόειο κερατοειδή), HS (από βόειο εντερικό 
βλεννογόνο) και ηπαρίνη (όλα από Sigma-Aldrich) επω-
άστηκαν με τα προαναφερθέντα ένζυμα στις κατάλλη-
λες συνθήκες επώασης. Υποστρώματα που επωάσθη-
καν με τα αντίστοιχα ρυθμιστικά διαλύματα χωρίς την 
παρουσία ενζύμου αποτέλεσαν την ομάδα ελέγχου. Ο 
βαθμός πέψης εκτιμήθηκε ύστερα από ηλεκτροφόρηση 
σε μεμβράνες οξικής κυτταρίνης και πηκτές πολυακρυ-
λαμιδίου και υπολογίσθηκε με πυκνομετρία σάρωσης 
χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα υπολογιστή 1D Image 
Analysis Software, version 3.0 (Kodak Digital Science, 
Eastman .Kodak, Rochester, NY).

3.11 Προσδιορισμός δραστικότητας των ΜΜPs με ζυ-
μογραφία ζελατίνης

Με τη μέθοδο αυτή διαπιστώνεται η ύπαρξη των ζε-
λατινασών τόσο σε μορφή προενζύμου, όσο και σε ενερ-
γοποιημένη μορφή114,115. Χρησιμοποιήθηκε ποσότητα 3 
μg πρωτεΐνης από 500 μL ομογενοποιημένου διαλύμα-
τος των δειγμάτων κερατοειδούς και κρυσταλλοειδούς 
φακού. Παρασκευάστηκαν πηκτές πολυακρυλαμιδίου, 
συγκέντρωσης 8% (w/v) σε ακρυλαμίδιο.

Για την παρασκευή των πηκτών πολυακρυλαμιδίου 
αρχικά παρασκευάστηκε το διάλυμα της πηκτής δια-
χωρισμού (separating gel) σύμφωνα με τον Πίνακα 1 και 
2 τοποθετήθηκε στην ειδική συσκευή παρασκευής πη-
κτών πολυακρυλαμιδίου της BioRad. Να σημειωθεί ότι 
πραγματοποιείται προσθήκη 1 mg/ml ζελατίνης κολλα-
γόνου τύπου Ι που αποτελεί υπόστρωμα για τις MMP-2 
και MMP-9. Αφού τοποθετήθηκε το διάλυμα στην ειδι-
κή συσκευή, η επιφάνεια του καλύφθηκε με ισοπροπα-
νόλη ώστε να αποφευχθεί η επαφή του με το ατμοσφαι-
ρικό οξυγόνο, το οποίο παρεμποδίζει τον πολυμερισμό 
του ακρυλαμιδίου.

Στη συνέχεια αφού στερεοποιήθηκε η πηκτή διαχω-
ρισμού, παρασκευάστηκε η πηκτή στοίβαξης των δειγ-
μάτων (stacking gel) και τοποθετήθηκε πάνω στη στερε-
οποιημένη πηκτή διαχωρισμού. Για να δημιουργηθούν 
κατάλληλες υποδοχές (wells) για την τοποθέτηση των 
δειγμάτων στην πηκτή στοίβαξης, χρησιμοποιήθηκε 
ένα κομμάτι ειδικού πλαστικού με σχήμα χτένας έτσι 
ώστε όταν στερεοποιηθεί η πηκτή στοίβαξης να δια-
μορφωθούν οι κατάλληλες αυτές υποδοχές για την το-
ποθέτηση των δειγμάτων.

Για το λόγο αυτό ποσότητα που να περιέχει 3 μg ολι-
κής πρωτεΐνης από τα ομογενοποιημένα διαλύματα 
κερατοειδούς και κρυσταλλοειδούς φακού, αναμεί-
χθηκαν με ρυθμιστικό διάλυμα (0,0625 Μ Tris-HCl, pH 
6,8, 2,125 % (w/v) SDS, 30% γλυκερόλη και 0,025% (w/v) 
μπλε της βρωμοφαινόλης) και τοποθετήθηκαν με προ-
σοχή με τη βοήθεια σύριγγας Hamilton στις κατάλληλες 
υποδοχές της πηκτής στοίβαξης (wells). Στη συνέχεια 
πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση χρησιμοποιώντας 
κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα (25 mM Tris, 192 mM 
γλυκίνη, 0,05 % SDS, pH 8,0) με σταθερή τάση 150V για 
2h. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, απομακρύν-
θηκε η πηκτή στοίβαξης και για την απομάκρυνση του 
SDS, η πηκτή ξεπλύθηκε με ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM 
Tris-HCl, 5 mM CaCl2, 200mM NaCl, pH 7,5, το οποίο πε-
ριέχει 2,5% Τriton X-100, και στη συνέχεια επωάσθηκαν 
για 20h στους 37οC στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα που 
περιέχει 0,1% Triton X-100 (Sigma). Μετά την επώαση η 
πηκτή χρωματίστηκε με διάλυμα 0,5% (w/v) Coomasie 
Brilliant Blue G-250 (Sigma) σε 25% (v/v) ισοπροπυλικής 
αλκοόλης και 2,5% (v/v) οξικού οξέος, για 12h. Διάλυμα 
30% (v/v) ισοπροπυλικής αλκοόλης και 10% (v/v) οξικού 
οξέος, χρησιμοποιήθηκε για τον αποχρωματισμό της 

Επιπτώσεις της εκπεμπόμενης από θερμικές πηγές υπέρυθρης ακτινοβολίας σε παράγοντες του εξωκυτταρικού χώρου στον κερατοειδή και στον κρυσταλλοειδή φακό κονικλών και η επίδραση της αναστολής της κυκλοοξυγένασης
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πηκτής. Στις θέσεις που είχαν ηλεκτροφορηθεί οι MMPs 
MMP-2 και MMP-9, λόγω τοπικής αποδόμησης του υπο-
στρώματος της ζελατίνης, εμφανίστηκαν διαφανείς ζώ-
νες λύσεως.

Το μοριακό βάρος που αντιστοιχεί στις διαφανείς 
ζώνες λύσης λόγω ενζυμικής δραστηριότητας υπολο-
γίσθηκε με ηλεκτροφόρηση και σύγκριση με καθαρή 
μορφή proMMP-2 (72,0 kDa), ενεργό MMP-2 (64,0 kDa), 
proMMP-9 (92,0 kDa) και ενεργό MMP-9 (78,0 kDa) του 
εμπορίου (Anawa Trading, Wangen), καθώς και με ηλε-
κτροφόρηση δειγμάτων πρωτεϊνών αναφοράς γνωστού 
μοριακού βάρους: μυοσίνη (250 kDa), φωσφορυλάση 
(148 kDa), αλβουμίνη βόειου ορού (98 kDa), αφυδρογο-
νάση του L-γλουταμινικού (64 kDa), αλκοολική δεϋδρο-
γονάση (50 kDa), καρβονική ανυδράση (36 kDa), μυο-
γλοβίνη (22 kDa), λυσοζύμη (16 kDa), απροτινίνη (6 kDa), 
ινσουλίνη β-αλυσίδα (4 kDa)( SeeBlue Plus2 Prestained, 
Invitrogen, USA).

Η σύγκριση μεταξύ φυσιολογικών και παθολογικών 
δειγμάτων των ζωνών λύσης που εμφανίσθηκαν μετά 
τη ζυμογραφία με αρνητική χρώση, ύστερα από το 
χρωματισμό των πρωτεϊνών με Coomasie Brilliant Blue 
R 250, ποσοτικοποιήθηκαν με πυκνομετρία σάρωσης 
χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα υπολογιστή 1D Image 
Analysis Software, version 3.0 (Kodak Digital Science, 
Eastman Kodak, Rochester, NY)116,117. Ο υπολογισμός της 
δραστηριότητας των ζελατινασών έγινε αρχικά σε αυ-
θαίρετες μονάδες (arbitrary units) και ακολούθως εκ-
φράσθηκε ως % των επιπέδων του μάρτυρα.

3.12 Προσδιορισμός πρωτεϊνών
Σε κάθε ομογενοποιημένο διάλυμα κερατοειδούς και 

κρυσταλλοειδούς φακού έγινε προσδιορισμός του ολι-
κού ποσού των πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford (Bio-
Rad, Glattbrugg, Switzerland), χρησιμοποιώντας αλβου-
μίνη από βόειο ορό (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, 
Germany) για τον καθορισμό της πρότυπης καμπύλης. 
Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν 5 μL από κάθε δείγμα 
και αραιώθηκαν μέχρι τα 800 μL με ddH2O. Τα δείγμα-
τα αναδεύτηκαν και προστέθηκαν 200 μL αντιδραστη-
ρίου Bradford. Ακολούθησε ανάδευση, εμφάνιση μπλε 
χρώματος και μέτρηση της απορρόφησης των δειγμά-
των στα 595 nm. Παράλληλα κατασκευάστηκε πρότυπη 
καμπύλη εύρους 1μg έως 20μg πρωτεΐνης (αλβουμίνης), 
με τη βοήθεια της οποίας προσδιορίστηκε το ποσό της 
ολικής πρωτεΐνης σε κάθε δείγμα. Όλες οι μετρήσεις 
πραγματοποιήθηκαν εις διπλούν.

3.13 Στατιστική ανάλυση
Όπου κρίνεται αναγκαίο, τα στοιχεία παρουσιά-

ζονται ως ο μέσος όρος ± SD. H στατιστική ανάλυση 
των αποτελεσμάτων έγινε με τη μέθοδο Student’s t-test 

for unpaired samples, two sided καθώς και με τη μέθοδο 
ANOVA. Στατιστικά σημαντικά αποτελέσματα θεωρή-
θηκαν όταν p <0,05.

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

1 Απομόνωση, καθαρισμός και ταυτοποίηση GAGs 
από κερατοειδή και κρυσταλλοειδή φακό κονίκλων 
μετά από οξεία έκθεση τους σε υπέρυθρη ακτινοβο-
λία.

Μετά τη λήψη των κερατοειδών και των κρυσταλ-
λοειδών φακών των αριστερών οφθαλμών των κο-
νίκλων που εκτέθηκαν σε IR για 12 ώρες (12h - οξεία 
έκθεση) και των κονίκλων που δεν ακτινοβολήθηκαν, 
πραγματοποιήθηκε ομογενοποίησή τους με 1.5 mL PBS. 
{Υπενθυμίζεται ότι στους αριστερούς οφθαλμούς αμ-
φότερων των ομάδων δεν έγινε ενστάλαξη σταγόνων 
δικλοφενάκης (δικλοφενάκη -), σε αντίθεση με τους δε-
ξιούς οφθαλμούς όπου ενσταλάχθηκε δικλοφενάκη (δι-
κλοφενάκη +)}. Οι ολικές GAGs απομονώθηκαν από 1.0 
mL του διαλύματος που προέκυψε για κάθε δείγμα με 
απολιπιδοποίηση, εξαντλητική πέψη με προνάση, πέψη 
με DNase και β-απόσπαση με ΝαΒΗ4. Οι ολικές GAGs 
καταβυθίστηκαν τελικώς με αιθανόλη και έγινε ποσοτι-
κοποίηση με τη μέθοδο των Bitter και Muir112.

Ο διαχωρισμός των ολικών GAGs πραγματοποιήθη-
κε με ηλεκτροφόρηση σε μεμβράνες οξικής κυτταρίνης. 
Για το λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκαν 4 μg ουρονικών 
οξέων από κάθε δείγμα κερατοειδή και 6 μg ουρονικών 

Εικόνα 5. Αντιπροσωπευτική ηλεκτροφόρηση σε μεμβρά-
νη οξικής κυτταρίνης (4μg ουρονικών οξέων) των ολικών 
GAGs που απομονώθηκαν από κερατοειδή που προέρχε-
ται από τους αριστερούς οφθαλμούς (δικλοφενάκη -) μη 
ακτινοβολημένων κι ακτινοβολημένων κονίκλων επί 12h. 

Μάρτυρας : κερατοειδείς αριστερών οφθαλμών μη ακτινο-
βολημένων κονίκλων, Ακτινοβολία: κερατοειδείς αριστε-

ρών οφθαλμών ακτινοβολημένων κονίκλων (12h), KS: θειική 
κερατάνη, HS: θειική ηπαράνη, CS: θειική χονδροϊτίνη.
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οξέων από κάθε δείγμα φακού απομονωμένων ολικών 
GAGs. Η ηλεκτροφορητική τους κινητικότητα συγκρί-
θηκε με αυτή πρότυπων διαλυμάτων GAGs. Διαπιστώ-
θηκε η ύπαρξη τριών πληθυσμών GAGs, G1, G2 και G3 
στα δείγματα κερατοειδούς (εικόνα 5) και 2 πληθυσμών 
GAGs, G2 και G4 στα δείγματα φακού (εικόνα 6). Οι 
πληθυσμοί G1, G2, G3 και G4 κινήθηκαν με την ίδια ηλε-
κτροφορητική κινητικότητα με τα πρότυπα διαλύματα 
KS, HS, CS και DS αντίστοιχα (εικόνα 5, 6).

Εικόνα 6. Αντιπροσωπευτική ηλεκτροφόρηση σε μεμβρά-
νη οξικής κυτταρίνης (6μg ουρονικών οξέων) των ολικών 
GAGs που απομονώθηκαν από κρυσταλλοειδή φακό που 

προέρχεται από τους αριστερούς οφθαλμούς (δικλοφενάκη 
-) μη ακτινοβολημένων κι ακτινοβολημένων κονίκλων επί 

12h. Μάρτυρας: φακοί αριστερών οφθαλμών μη ακτινοβο-
λημένων κονίκλων, Ακτινοβολία: φακοί αριστερών οφθαλ-
μών ακτινοβολημένων κονίκλων (12h), HS: θειική ηπαράνη, 

DS: θειική δερματάνη.

Ενζυμική πέψη των GAGs που απομονώθηκαν, με έν-
ζυμα που διασπούν τις GAGs, επιβεβαίωσε πως ο πλη-
θυσμός G1 είναι η θειική κερατάνη (KS), ο πληθυσμός 
G2 είναι θειική ηπαράνη (HS), ο πληθυσμός G3 είναι η 
θειική χονδροϊτίνη (CS) και ο πληθυσμός G4 είναι η θει-
ική δερματάνη (DS) (Πίνακας 3).

Από τις GAGs που διαχωρίστηκαν στις μεμβράνες 
οξικής κυτταρίνης παρατηρήθηκε ότι αυτές που κυρι-
αρχούν στον κερατοειδή είναι κατά κύριο λόγο η KS 
ενώ σε μικρότερα ποσοστά η HS και η CS (Εικόνα 5).

Ποσοτικοποίηση της έντασης της χρώσης των μεμ-
βρανών οξικής κυτταρίνης με Alcian Blue, που πραγμα-
τοποιήθηκε με τη βοήθεια προγράμματος επεξεργασί-
ας εικόνας σε ηλεκτρονικό υπολογιστή, έδειξε πως στον 
κερατοειδή των ακτινοβολημένων κονίκλων υπάρχει 
επαγωγή της KS και της CS χωρίς όμως αυτή να είναι 
στατιστικά σημαντική (Εικόνα 7).

Από τις GAGs που διαχωρίστηκαν στις μεμβράνες 
οξικής κυτταρίνης παρατηρήθηκε ότι αυτές που κυ-
ριαρχούν στον κρυσταλλοειδή φακό είναι κατά κύριο 
λόγο η ΗS και σε μικρότερα ποσοστά η DS (Εικόνα 6).

Ποσοτικοποίηση της έντασης της χρώσης των μεμ-
βρανών οξικής κυτταρίνης με Alcian Blue, που πραγ-
ματοποιήθηκε με τη βοήθεια προγράμματος επεξερ-
γασίας εικόνας σε ηλεκτρονικό υπολογιστή, έδειξε πως 
στον κρυσταλλοειδή φακό η οξεία έκθεση σε IR, επάγει 
στατιστικώς σημαντικά το ποσό της θειικής ηπαράνης 
που βρίσκεται στον φακό (εικόνα 8).

Πίνακας 3. Ενζυμική πέψη των ολικών GAGs που απομονώθηκαν από τον κερατοειδή και τον κρυσταλλοειδή φακό κο-
νίκλων, με ένζυμα που διασπούν τις GAGs. Η πέψη ελέγχθηκε μέσω ηλεκτροφόρησης σε μεμβράνη οξικής κυτταρίνης. CSA: 
θειική χονδροϊτίνη Α, CSΒ: θειική χονδροϊτίνη Β (DS, θειική δερματάνη), CSC: θειική χονδροϊτίνη C, H: ηπαρίνη, HS: θειική 

ηπαράνη, KS: θειική κερατάνη. (+): 100% αποδόμηση, (-): μη ανιχνεύσιμη αποδόμηση.

Επιπτώσεις της εκπεμπόμενης από θερμικές πηγές υπέρυθρης ακτινοβολίας σε παράγοντες του εξωκυτταρικού χώρου στον κερατοειδή και στον κρυσταλλοειδή φακό κονικλών και η επίδραση της αναστολής της κυκλοοξυγένασης
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2 Απομόνωση, καθαρισμός και ταυτοποίηση GAGs 
από κερατοειδή και κρυσταλλοειδή φακό κονίκλων 
μετά από οξεία έκθεση τους σε υπέρυθρη ακτινοβολία 
με ταυτόχρονη επίδραση δικλοφενάκης.

Πραγματοποιήθηκε λήψη κερατοειδών και κρυσταλ-
λοειδών φακών κονίκλων που εκτέθηκαν σε IR για 12h 
(οξεία έκθεση) με ταυτόχρονη ενστάλαξη δικλοφενά-
κης στους δεξιούς οφθαλμούς τους, καθώς και κονί-
κλων που δεν ακτινοβολήθηκαν κι έγινε στους δεξιούς 
οφθαλμούς τους ενστάλαξη σταγόνων δικλοφενάκης 
και μόνο. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε ομογενο-
ποίησή τους όπως προηγουμένως (7.3.2).

Ο διαχωρισμός των ολικών GAGs πραγματοποιήθηκε 
με ηλεκτροφόρηση σε μεμβράνες οξικής κυτταρίνης. Για 
το λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκαν 4 μg ουρονικών οξέων 
από κάθε δείγμα κερατοειδή και 6 μg ουρονικών οξέων 
από κάθε δείγμα φακού απομονωμένων ολικών GAGs.

- Αρχικά μελετήθηκε η επίδραση της δικλοφενάκης 
στις GAGs από δείγματα κερατοειδή χωρίς έκθεση σε 
IR, συγκρίνοντας τους δεξιούς (δικλοφενάκη +) με τους 
αριστερούς κερατοειδείς (δικλοφενάκη -) των μη ακτι-
νοβολημένων κονίκλων.

Από τις μεμβράνες οξικής κυτταρίνης παρατηρείται 
ότι η χρήση δικλοφενάκης από μόνη της (χωρίς επίδρα-
ση IR) δεν είχε καμία επίδραση στις GAGs του κερατο-
ειδή των μη ακτινοβολημένων κονίκλων (Εικόνα 9).

Εικόνα 9. Αντιπροσωπευτική ηλεκτροφόρηση σε μεμβρά-
νη οξικής κυτταρίνης (4μg ουρονικών οξέων) των ολικών 

GAGs που απομονώθηκαν από κερατοειδή χιτώνα που προ-
έρχεται από τους δεξιούς (δικλοφενάκη +) κι από τους αρι-
στερούς (δικλοφενάκη -) οφθαλμούς μη ακτινοβολημένων 
κονίκλων. Μάρτυρες: κερατοειδείς αριστερών μη ακτινο-
βολημένων οφθαλμών, Μάρτυρες + Δικλοφενάκη: κερα-

τοειδείς δεξιών μη ακτινοβολημένων οφθαλμών, KS: θειική 
κερατάνη, HS: θειική ηπαράνη, CS: θειική χονδροϊτίνη.

Ποσοτικοποίηση της έντασης της χρώσης των μεμ-
βρανών οξικής κυτταρίνης με Alcian Blue, που πραγ-
ματοποιήθηκε με τη βοήθεια προγράμματος επεξεργα-
σίας εικόνας σε ηλεκτρονικό υπολογιστή, επιβεβαίωσε 
πως η χρήση δικλοφενάκης χωρίς την επίδραση IR δεν 

Εικόνα 7. Ποσοτικοποίηση της έντασης χρώσης των 
μεμβρανών οξικής κυτταρίνης με πυκνομετρία σάρωσης 
χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα υπολογιστή 1D Image 

Analysis Software, version 3.0 (Kodak Digital Science, Eastman 
Kodak, Rochester, NY). Μάρτυρας: κερατοειδείς αριστερών 
οφθαλμών μη ακτινοβολημένων κονίκλων, Ακτινοβολία 
: κερατοειδείς αριστερών οφθαλμών ακτινοβολημένων 

κονίκλων (12h), KS: θειική κερατάνη, HS: θειική ηπαράνη, 
CS: θειική χονδροϊτίνη. Κάθε μπάρα αντιπροσωπεύει το 

μέσο όρο ± SEM τριπλών προσδιορισμών για κάθε κόνικλο 
υπολογισμένη από 4 ακτινοβολημένους και 4 μη ακτινοβο-

λημένους κόνικλες.

Εικόνα 8. Ποσοτικοποίηση της έντασης χρώσης των μεμ-
βρανών οξικής κυτταρίνης με πυκνομετρία σάρωσης χρη-

σιμοποιώντας το πρόγραμμα υπολογιστή 1D Image Analysis 
Software, version 3.0 (Kodak Digital Science, Eastman Kodak, 

Rochester, NY). Μάρτυρας: φακός αριστερών οφθαλμών μη 
ακτινοβολημένων κονίκλων, Ακτινοβολία: φακός αριστε-

ρών οφθαλμών ακτινοβολημένων κονίκλων (12h), HS: θειική 
ηπαράνη, DS: θειική δερματάνη. Κάθε μπάρα αντιπροσω-
πεύει το μέσο όρο ± SEM τριπλών προσδιορισμών για κάθε 
κόνικλο υπολογισμένη από 4 ακτινοβολημένους και 4 μη 

ακτινοβολημένους κόνικλες, (*) p< 0,05.



είχε στατιστικά σημαντική επίδραση στις GAGs στον 
κερατοειδή (Εικόνα 10).

Εικόνα 10. Ποσοτικοποίηση της έντασης χρώσης των 
μεμβρανών οξικής κυτταρίνης με πυκνομετρία σάρωσης 
χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα υπολογιστή 1D Image 

Analysis Software, version 3.0 (Kodak Digital Science, Eastman 
Kodak, Rochester, NY). Μάρτυρες: κερατοειδείς αριστερών 

οφθαλμών μη ακτινοβολημένων κονίκλων, Μάρτυρες + Δι-
κλοφενάκη: κερατοειδείς δεξιών οφθαλμών μη ακτινοβολη-
μένων κονίκλων. KS: θειική κερατάνη, HS: θειική ηπαράνη, 

CS: θειική χονδροϊτίνη. Κάθε μπάρα αντιπροσωπεύει το 
μέσο όρο ± SEM τριπλών προσδιορισμών για κάθε κόνικλο 

υπολογισμένη από 4 μη ακτινοβολημένους κόνικλες.

- Στη συνέχεια μελετήθηκε αν η τοπική ενστάλαξη δι-
κλοφενάκης επηρεάζει τις επιδράσεις που επιφέρει η έκ-
θεση σε IR στις GAGs από δείγματα κερατοειδή, συγκρί-
νοντας τους δεξιούς (δικλοφενάκη +) με τους αριστερούς 
(δικλοφενάκη -) κερατοειδείς ακτινοβολημένων κονίκλων.

Από τις μεμβράνες οξικής κυτταρίνης παρατηρείται 
ότι η χρήση δικλοφενάκης δεν είχε καμία επίδραση στις 
GAGs του κερατοειδή στους ακτινοβολημένους κονί-
κλους (Εικόνα 11).

Ποσοτικοποίηση της έντασης της χρώσης των μεμβρανών 
οξικής κυτταρίνης με Alcian Blue, που πραγματοποιήθηκε 
με τη βοήθεια προγράμματος επεξεργασίας εικόνας σε ηλε-
κτρονικό υπολογιστή, επιβεβαίωσε πως η χρήση δικλοφενά-
κης δεν είχε στατιστικά σημαντική επίδραση στις GAGs στον 
κερατοειδή των ακτινοβολημένων κονίκλων (Εικόνα 12).

- Αμέσως μετά, μελετήθηκε η επίδραση της δικλοφε-
νάκης στις GAGs από δείγματα κρυσταλλοειδούς φα-
κού, χωρίς έκθεση σε IR, συγκρίνοντας τους δεξιούς 
(δικλοφενάκη +) με τους αριστερούς φακούς (δικλοφε-
νάκη -) των μη ακτινοβολημένων κονίκλων.

Από τις μεμβράνες οξικής κυτταρίνης παρατηρείται 
ότι η χρήση δικλοφενάκης, χωρίς IR, δεν είχε καμία 
επίδραση στις GAGs του κρυσταλλοειδή φακού των μη 
ακτινοβολημένων κονίκλων (Εικόνα 13).
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Εικόνα 11. Αντιπροσωπευτική ηλεκτροφόρηση σε 
μεμβράνη οξικής κυτταρίνης (4μg ουρονικών οξέων) των 
ολικών GAGs που απομονώθηκαν από κερατοειδή χιτώ-
να που προέρχεται από τους δεξιούς (δικλοφενάκη +) κι 
αριστερούς (δικλοφενάκη -) οφθαλμούς ακτινοβολημέ-

νων κονίκλων (12h). Ακτινοβολία: αριστεροί κερατοειδείς 
ακτινοβολημένων κονίκλων, Ακτινοβολία + Δικλοφενάκη: 
δεξιοί κερατοειδείς ακτινοβολημένων κονίκλων. KS: θειική 

κερατάνη, HS: θειική ηπαράνη, CS: θειική χονδροϊτίνη.

Εικόνα 12. Ποσοτικοποίηση της έντασης χρώσης των 
μεμβρανών οξικής κυτταρίνης με πυκνομετρία σάρωσης 
χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα υπολογιστή 1D Image 

Analysis Software, version 3.0 (Kodak Digital Science, Eastman 
Kodak, Rochester, NY). Ακτινοβολία : αριστεροί κερατοειδείς 
ακτινοβολημένων κονίκλων, Ακτινοβολία + Δικλοφενάκη : 
δεξιοί κερατοειδείς ακτινοβολημένων κονίκλων, KS : θειική 

κερατάνη, HS : θειική ηπαράνη, CS : θειική χονδροϊτίνη. 
Κάθε μπάρα αντιπροσωπεύει το μέσο όρο ± SEM τριπλών 

προσδιορισμών για κάθε κόνικλο υπολογισμένη από 4 
ακτινοβολημένους (οξεία έκθεση 12h) κονίκλους.

Επιπτώσεις της εκπεμπόμενης από θερμικές πηγές υπέρυθρης ακτινοβολίας σε παράγοντες του εξωκυτταρικού χώρου στον κερατοειδή και στον κρυσταλλοειδή φακό κονικλών και η επίδραση της αναστολής της κυκλοοξυγένασης
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Ποσοτικοποίηση της έντασης της χρώσης των μεμ-
βρανών οξικής κυτταρίνης με Alcian Blue, που πραγ-
ματοποιήθηκε με τη βοήθεια προγράμματος επεξεργα-
σίας εικόνας σε ηλεκτρονικό υπολογιστή, επιβεβαίωσε 
πως η χρήση δικλοφενάκης χωρίς επίδραση IR δεν είχε 
στατιστικά σημαντική επίδραση στις GAGs του κρυ-
σταλλοειδούς φακού μη ακτινοβολημένων κονίκλων 
(Εικόνα 14).

- Στη συνέχεια μελετήθηκε, αν η τοπική ενστάλα-
ξη δικλοφενάκης επηρεάζει τις επιδράσεις που επι-
φέρει η έκθεση σε IR στις GAGs στον κρυσταλλοειδή 
φακό (αναφέρθηκε προηγουμένως ότι η οξεία έκθε-
ση σε IR επάγει στατιστικά σημαντικά το ποσό της 
θειικής ηπαράνης στον φακό –Εικόνα 8), συγκρί-
νοντας τους δεξιούς (δικλοφενάκη +) με τους αρι-
στερούς (δικλοφενάκη -) φακούς ακτινοβολημένων 
κονίκλων.

Από τις μεμβράνες οξικής κυτταρίνης παρατηρεί-
ται ότι η χρήση δικλοφενάκης φαίνεται να μειώνει 
ελαφρώς την προκαλούμενη από την οξεία έκθε-
ση σε IR επαγωγή του ποσού της θειικής ηπαράνης 
στον κρυσταλλοειδή φακού των ακτινοβολημένων 
κονίκλων, χωρίς ωστόσο να είναι σημαντική η δια-
φορά (Εικόνα 15).

Ποσοτικοποίηση της έντασης της χρώσης των μεμ-
βρανών οξικής κυτταρίνης με Alcian Blue, που πραγ-
ματοποιήθηκε με τη βοήθεια προγράμματος επεξερ-
γασίας εικόνας σε ηλεκτρονικό υπολογιστή, έδειξε πως 
η χρήση δικλοφενάκης προκαλεί μικρή αναστολή της 
επαγόμενης από την IR αύξησης της HS, η οποία όμως 
δεν ήταν στατιστικά σημαντική (Εικόνα 16).

Εικόνα 13. Αντιπροσωπευτική ηλεκτροφόρηση σε 
μεμβράνη οξικής κυτταρίνης (6μg ουρονικών οξέων) των 

ολικών GAGs που απομονώθηκαν από κρυσταλλοειδή 
φακό που προέρχεται από τους δεξιούς (δικλοφενάκη +) 
κι από τους αριστερούς (δικλοφενάκη -) οφθαλμούς μη 

ακτινοβολημένων κονίκλων. Μάρτυρες : φακοί αριστερών 
μη ακτινιβολημένων οφθαλμών, Μάρτυρες + Δικλοφενάκη 
: φακοί δεξιών μη ακτινοβολημένων οφθαλμών, HS : θειική 

ηπαράνη, DS : θειική δερματάνη.

Εικόνα 15. Αντιπροσωπευτική ηλεκτροφόρηση σε μεμ-
βράνη οξικής κυτταρίνης (6μg ουρονικών οξέων) των ολι-
κών GAGs που απομονώθηκαν από κρυσταλλοειδή φακό 

που προέρχεται από που προέρχεται από τους δεξιούς 
(δικλοφενάκη +) κι αριστερούς (δικλοφενάκη -) οφθαλμούς 
ακτινοβολημένων κονίκλων (οξεία έκθεση 12h). Ακτινοβο-
λία : αριστεροί φακοί ακτινοβολημένων κονίκλων, Ακτι-
νοβολία + Δικλοφενάκη : δεξιοί φακοί ακτινοβολημένων 

κονίκλων, HS : θειική ηπαράνη, DS : θειική δερματάνη.Εικόνα 14. Ποσοτικοποίηση της έντασης χρώσης των 
μεμβρανών οξικής κυτταρίνης με πυκνομετρία σάρωσης 
χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα υπολογιστή 1D Image 

Analysis Software, version 3.0 (Kodak Digital Science, Eastman 
Kodak, Rochester, NY). Μάρτυρες : φακοί αριστερών 

οφθαλμών μη ακτινοβολημένων κονίκλων, Μάρτυρες + 
Δικλοφενάκη : φακοί δεξιών οφθαλμών μη ακτινοβολημέ-
νων κονίκλων. HS: θειική ηπαράνη, DS : θειική δερματάνη. 
Κάθε μπάρα αντιπροσωπεύει το μέσο όρο ± SEM τριπλών 
προσδιορισμών για κάθε κόνικλο υπολογισμένη από 4 μη 

ακτινοβολημένους κόνικλες.
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3. Απομόνωση, καθαρισμός και ταυτοποίηση GAGs από 
κερατοειδή και κρυσταλλοειδή φακό κονίκλων μετά 
από χρόνια έκθεση τους σε υπέρυθρη ακτινοβολία.

Πραγματοποιήθηκε λήψη κερατοειδών και κρυσταλ-
λοειδών φακών κονίκλων που εκτέθηκαν σε IR για 4 
μήνες (χρόνια έκθεση), καθώς και κονίκλων που δεν 
εκτέθηκαν σε IR και αποτέλεσαν τους μάρτυρες των 
πρώτων. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε ομογενοποί-
ησή τους όπως προηγουμένως (παρ.7.3.2).

Ο διαχωρισμός των ολικών GAGs πραγματοποιήθη-
κε με ηλεκτροφόρηση σε μεμβράνες οξικής κυτταρίνης. 
Για το λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκαν 4 μg ουρονικών 
οξέων από κάθε δείγμα κερατοειδή και 6 μg ουρονικών 
οξέων από κάθε δείγμα φακού απομονωμένων ολικών 
GAGs.

Από τις μεμβράνες οξικής κυτταρίνης παρατηρείται 
ότι η επίδραση της IR (χρόνια έκθεση) δεν προκάλεσε 
καμία ποιοτική, αλλά ούτε και ποσοτική, μεταβολή στις 
GAGs του κερατοειδή των ακτινοβολημένων κονίκλων 
(Εικόνα 17).

Ποσοτικοποίηση της έντασης της χρώσης των μεμ-
βρανών οξικής κυτταρίνης με Alcian Blue, που πραγ-
ματοποιήθηκε με τη βοήθεια προγράμματος επεξεργα-
σίας εικόνας σε ηλεκτρονικό υπολογιστή, επιβεβαίωσε 
πως η χρόνια έκθεση σε IR δεν προκάλεσε στατιστικά 
σημαντική μεταβολή στις GAGs στον κερατοειδή κονί-
κλων (Εικόνα 18).

Εικόνα 16. Ποσοτικοποίηση της έντασης χρώσης των 
μεμβρανών οξικής κυτταρίνης με πυκνομετρία σάρωσης 
χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα υπολογιστή 1D Image 

Analysis Software, version 3.0 (Kodak Digital Science, Eastman 
Kodak, Rochester, NY. Ακτινοβολία: αριστεροί φακοί ακτινο-
βολημένων κονίκλων, Ακτινοβολία + Δικλοφενάκη : δεξιοί 

φακοί ακτινοβολημένων κονίκλων, HS: θειική ηπαράνη, 
DS: θειική δερματάνη. Κάθε μπάρα αντιπροσωπεύει το 

μέσο όρο ± SEM τριπλών προσδιορισμών για κάθε κόνικλο 
υπολογισμένη από 4 ακτινοβολημένους (οξεία έκθεση -12h) 

κονίκλους.

Εικόνα 17. Αντιπροσωπευτική ηλεκτροφόρηση σε 
μεμβράνη οξικής κυτταρίνης (4μg ουρονικών οξέων) των 
ολικών GAGs που απομονώθηκαν από κερατοειδή χιτώνα 

που προέρχεται από μη ακτινοβολημένα και χρόνια ακτινο-
βολημένα κουνέλια. Μάρτυρας: κερατοειδείς μη ακτινοβο-
λημένων κονίκλων, Ακτινοβολία: κερατοειδείς ακτινοβολη-
μένων κονίκλων (χρόνια έκθεση). KS: θειική κερατάνη, HS: 

θειική ηπαράνη, CS: θειική χονδροϊτίνη.

Εικόνα 18. Ποσοτικοποίηση της έντασης χρώσης των 
μεμβρανών οξικής κυτταρίνης με πυκνομετρία σάρωσης 
χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα υπολογιστή 1D Image 

Analysis Software, version 3.0 (Kodak Digital Science, Eastman 
Kodak, Rochester, NY). Μάρτυρες : κερατοειδείς μη ακτινο-
βολημένων κονίκλων, Ακτινοβολία : κερατοειδείς ακτινο-

βολημένων κονίκλων (χρόνια έκθεση). KS: θειική κερατάνη, 
HS: θειική ηπαράνη, CS: θειική χονδροϊτίνη. Κάθε μπάρα 
αντιπροσωπεύει το μέσο όρο ± SEM τριπλών προσδιορι-

σμών για κάθε κόνικλο υπολογισμένη από 3 μη ακτινοβο-
λημένους και 3 ακτινοβολημένους κονίκλους (n=6).

Επιπτώσεις της εκπεμπόμενης από θερμικές πηγές υπέρυθρης ακτινοβολίας σε παράγοντες του εξωκυτταρικού χώρου στον κερατοειδή και στον κρυσταλλοειδή φακό κονικλών και η επίδραση της αναστολής της κυκλοοξυγένασης
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Στη συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση της IR (χρόνια 
έκθεση) στις GAGs από δείγματα κρυσταλλοειδούς φα-
κού ακτινοβολημένων κονίκλων.

Από τις μεμβράνες οξικής κυτταρίνης παρατηρείται 
ότι η επίδραση της IR (χρόνια έκθεση) δεν προκάλεσε 
καμία ποιοτική αλλά ούτε και ποσοτική μεταβολή στις 
GAGs του κρυσταλλοειδή φακού των ακτινοβολημένων 
κονίκλων (Εικόνα 19).

Ποσοτικοποίηση της έντασης της χρώσης των μεμ-
βρανών οξικής κυτταρίνης με Alcian Blue, που πραγμα-
τοποιήθηκε με τη βοήθεια προγράμματος επεξεργασίας 
εικόνας σε ηλεκτρονικό υπολογιστή, επιβεβαίωσε πως 
η χρόνια έκθεση δεν προκάλεσε στατιστικά σημαντική 
μεταβολή στις GAGs (Εικόνα 20).

4. Προσδιορισμός δραστικότητας των μεταλλοπρωτεϊ-
νασών (ΜΜPs) που εντοπίζονται στον κερατοειδή και 
στον κρυσταλλοειδή φακό κονίκλων μετά από οξεία 
έκθεση τους σε υπέρυθρη ακτινοβολία, με ζυμογραφία 
ζελατίνης

Οι MMPs, όπως ήδη αναφέρθηκε, μπορούν, εφόσον 
ενεργοποιηθούν, να αποδομήσουν πολλά συστατικά 
του εξωκυττάριου στρώματος καθώς και να συμμετά-
σχουν σε πάρα πολλές βιοχημικές οδούς στον οφθαλ-
μό. Σημαντικό ρόλο στον οφθαλμό διαδραματίζει η 
ζελατινάση Α (MMP-2) και η ζελατινάση Β (MMP-9). 
Καθώς δεν έχει μελετηθεί η επίδραση της IR στις με-
ταλλοπρωτεϊνάσες αυτές στον οφθαλμό, ελέγχθηκε η 
δραστικότητά τους με ζυμογραφία ζελατίνης.

Μετά τη λήψη των κερατοειδών και των κρυσταλλο-
ειδών φακών των αριστερών οφθαλμών (δικλοφενάκη 
-) των κονίκλων που εκτέθηκαν σε IR για 12h (οξεία έκ-
θεση) και των κονίκλων που δεν ακτινοβολήθηκαν και 
αποτέλεσαν τους μάρτυρες των πρώτων, πραγματοποι-
ήθηκε ομογενοποίησή τους με 1.5 mL PBS (παρ.7.3.2). 
Έγινε μέτρηση πρωτεϊνών (παρ.7.3.12) και για κάθε 
δείγμα χρησιμοποιήθηκαν 3μg ολικής πρωτεΐνης ώστε 
τα αποτελέσματα να είναι συγκρίσιμα.

Στην αρχή διευρενήθηκε τυχόν επίδρασή της IR στη 
MMP-2 και MMP-9 στον κερατοειδή και τον κρυσταλ-
λοειδή φακό, συγκρίνοντας τους αριστερούς κερατο-
ειδείς και φακούς (δικλοφενάκη -) των ακτινοβοληθέ-
ντων και μη κονίκλων.

- Στα δείγματα κερατοειδούς από όλους τους κόνι-
κλες, ακτινοβοληθέντες και μη, διαπιστώθηκε δραστη-
ριότητα κυρίως της pro-ΜΜP-2, ενώ απουσιάζει τελεί-
ως η δράση της pro-MMP-9 και της MMP-9. Φαίνεται 
ότι η οξεία έκθεση σε IR αυξάνει τη δραστηριότητα της 
pro-MMP-2 στον φακό (Εικόνα 21).

Εικόνα 19. Αντιπροσωπευτική ηλεκτροφόρηση σε μεμ-
βράνη οξικής κυτταρίνης (6g ουρονικών οξέων) των ολικών 

GAGs που απομονώθηκαν από κρυσταλλοειδή φακό που 
προέρχεται από μη ακτινοβολημένους και χρόνια ακτινο-
βολημένους κονίκλους. Μάρτυρας: φακοί μη ακτινοβολη-
μένων κονίκλων, Ακτινοβολία: φακοί ακτινοβολημένων 

κονίκλων (χρόνια έκθεση). HS: θειική ηπαράνη, DS: θειική 
δερματάνη.

Εικόνα 20. Ποσοτικοποίηση της έντασης χρώσης των 
μεμβρανών οξικής κυτταρίνης με πυκνομετρία σάρωσης 
χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα υπολογιστή 1D Image 

Analysis Software, version 3.0 (Kodak Digital Science, Eastman 
Kodak, Rochester, NY). Μάρτυρες : φακοί μη ακτινοβολη-
μένων κονίκλων, Ακτινοβολία : φακοί ακτινοβολημένων 

κονίκλων (χρόνια έκθεση). HS: θειική ηπαράνη, DS: θειική 
δερματάνη. Κάθε μπάρα αντιπροσωπεύει το μέσο όρο ± 
SEM τριπλών προσδιορισμών για κάθε κόνικλο υπολογι-

σμένη από 3 μη ακτινοβολημένους και 3 ακτινοβολημένους 
κονίκλους (n=6).

Εικόνα 21. Αντιπροσωπευτική ζυμογραφία όπου εμφα-
νίζεται η ζελατινολυτική δραστηριότητα της pro-MMP-2 
από ομογενοποιημένο διάλυμα κερατοειδούς μη ακτινο-
βολημένων και ακτινοβολημένων κονίκλων (οξεία έκθεση 
-12h). Μάρτυρες : αριστεροί κερατοειδείς (δικλοφενάκη -) 
μη ακτινοβολημένων κονίκλων, Ακτινοβολία : αριστεροί 

κερατοειδείς (δικλοφενάκη -) ακτινοβολημένων κονίκλων.
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Η ένταση από κάθε ζώνη ποσοτικοποιήθηκε με πυ-
κνομετρία σάρωσης χρησιμοποιώντας το πρόγραμ-
μα υπολογιστή 1D Image Analysis Software, version 3.0 
(Kodak Digital Science, Eastman Kodak, Rochester, NY). Η 
οξεία έκθεση (12 h) σε IR των κονίκλων επάγει στατιστι-
κά σημαντικά τη δραστηριότητα της pro-MMP-2 στον 
κερατοειδή (Εικόνα 22).

- Στα δείγματα φακού από τους ακτινοβοληθέντες 
και μη κόνικλες διαπιστώθηκε, επίσης, δραστηριότητα 
κυρίως της pro-ΜΜP-2, ενώ απουσιάζει τελείως η δρά-
ση της pro-MMP-9 και της MMP-9. Φαίνεται ότι η οξεία 
έκθεση σε IR αυξάνει τη δραστηριότητα της pro-MMP-2 
στον φακό (Εικόνα 23).

Η ένταση από κάθε ζώνη ποσοτικοποιήθηκε με πυ-
κνομετρία σάρωσης χρησιμοποιώντας το πρόγραμ-
μα υπολογιστή 1D Image Analysis Software, version 3.0 
(Kodak Digital Science, Eastman Kodak, Rochester, NY). Η 
οξεία έκθεση (12 h) σε IR των κονίκλων επάγει στατιστι-
κά σημαντικά τη δραστηριότητα της pro-MMP-2 στον 
κρυσταλλοειδή φακό (Εικόνα 24).

5. Προσδιορισμός δραστικότητας των μεταλλοπρωτεϊ-
νασών (ΜΜPs) που εντοπίζονται στον κερατοειδή και 
στον κρυσταλλοειδή φακό κονίκλων μετά από οξεία 
έκθεση τους σε υπέρυθρη ακτινοβολία, με ταυτόχρονη 
επίδραση δικλοφενάκης, με ζυμογραφία ζελατίνης

Μετά τη λήψη των κερατοειδών και των κρυσταλλο-
ειδών φακών κονίκλων που εκτέθηκαν σε IR για 12h 
(οξεία έκθεση) με ταυτόχρονη ενστάλαξη δικλοφενάκης 
στους δεξιούς οφθαλμούς τους, καθώς και κονίκλων 
που δεν ακτινοβολήθηκαν κι έγινε στους δεξιούς οφθαλ-
μούς τους ενστάλαξη σταγόνων δικλοφενάκης και μόνο, 
πραγματοποιήθηκε ομογενοποίηση τους με 1.5 mL PBS 
(παρ.7.3.2). Σε κάθε δείγμα χρησιμοποιήθηκαν 3μg ολικής 
πρωτεΐνης, ώστε τα αποτελέσματα να είναι συγκρίσιμα.

- Αρχικά έγινε μελέτη της επίδρασης της δικλοφενά-
κης στην MMP-2 και MMP-9 στον κερατοειδή μη ακτι-
νοβολημένων κονίκλων, συγκρίνωντας τους δεξιούς 
(δικλοφενάκη +) με τους αριστερούς (δικλοφενάκη -) 
κερατοειδείς τους.

Σε όλα τα δείγματα κερατοειδούς, με και χώρις δικλο-
φενάκη δηλαδή, διαπιστώθηκε δραστηριότητα κυρίως 
της pro-ΜΜP-2, ενώ απουσιάζει τελείως η δράση της 

Εικόνα 22. Ποσοτικοποίηση της ζελατινολυτικής δρα-
στηριότητας της pro-MMP-2 από ομογενοποιημένο διάλυμα 

κερατοειδούς μη ακτινοβολημένων και ακτινοβολημένων 
κονίκλων (οξεία έκθεση -12h). Μάρτυρες: αριστεροί κερα-
τοειδείς (δικλοφενάκη -) μη ακτινοβολημένων κονίκλων, 
Ακτινοβολία : αριστεροί κερατοειδείς (δικλοφενάκη -) 

ακτινοβολημένων κονίκλων. Κάθε μπάρα αντιπροσωπεύει 
το μέσο όρο± SEM τριπλών προσδιορισμών της ζελατινο-
λυτικής δραστηριότητας σε % των μη ακτινοβολημένων 

κονίκλων υπολογισμένη από 4 μη ακτινοβολημένους και 4 
ακτινοβολημένους κονίκλους, (**) p< 0,02.

Εικόνα 24. Ποσοτικοποίηση της ζελατινολυτικής δρα-
στηριότητας της pro-MMP-2 από ομογενοποιημένο διάλυμα 
κρυσταλλοειδής φακού μη ακτινοβολημένων και ακτινοβο-
λημένων κονίκλων (οξεία έκθεση -12h). Μάρτυρες : αριστε-
ροί φακοί (δικλοφενάκη -) μη ακτινοβολημένων κονίκλων, 
Ακτινοβολία : αριστεροί φακοί (δικλοφενάκη -) ακτινοβο-
λημένων κονίκλων. Κάθε μπάρα αντιπροσωπεύει το μέσο 
όρο± SEM τριπλών προσδιορισμών της ζελατινολυτικής 

δραστηριότητας σε % των μη ακτινοβολημένων κονίκλων 
υπολογισμένη από 4 μη ακτινοβολημένους και 4 ακτινοβο-

λημένους κονίκλους, (*) p< 0,05.

Εικόνα 23. Αντιπροσωπευτική ζυμογραφία όπου εμφα-
νίζεται η ζελατινολυτική δραστηριότητα της pro-MMP-2 

από ομογενοποιημένο διάλυμα κρυσταλλοειδούς φακού μη 
ακτινοβολημένων και ακτινοβολημένων κονίκλων (οξεία 
έκθεση -12h). Μάρτυρες: αριστεροί φακοί (δικλοφενάκη-) 
μη ακτινοβολημένων κονίκλων, Ακτινοβολία: αριστεροί 

φακοί (δικλοφενάκη -) ακτινοβολημένων κονίκλων.

Επιπτώσεις της εκπεμπόμενης από θερμικές πηγές υπέρυθρης ακτινοβολίας σε παράγοντες του εξωκυτταρικού χώρου στον κερατοειδή και στον κρυσταλλοειδή φακό κονικλών και η επίδραση της αναστολής της κυκλοοξυγένασης
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pro-MMP-9 και της MMP-9. Η δικλοφενάκη από μόνη 
της δε φαίνεται να έχει κάποια επίδραση στην δραστη-
ριότητα της pro-MMP-2 (Εικόνα 25).

Η ένταση από κάθε ζώνη ποσοτικοποιήθηκε με πυκνο-
μετρία σάρωσης χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα υπολο-
γιστή 1D Image Analysis Software, version 3.0 (Kodak Digital 
Science, Eastman Kodak, Rochester, NY). Διαπιστώνεται ότι 
η δικλοφενάκη από μόνη της (χωρίς δηλαδή επίδραση IR) 
δε έχει στατιστικά σημαντική επίδραση στην δραστηριό-
τητα της pro-MMP-2 στον κερατοειδή (Εικόνα 26).

- Στη συνέχεια μελετήθηκε, αν η τοπική ενστάλαξη δι-
κλοφενάκης επηρεάζει τις επιδράσεις που επιφέρει η oξεία 
έκθεση σε IR στη MMP-2 και MMP-9 στον κερατοειδή. Πα-
ρατηρήθηκε προηγουμένως ότι η οξεία έκθεση (12 h) σε IR 
των κονίκλων επάγει στατιστικά σημαντικά τη δραστηριό-
τητα της pro-MMP-2 στον κερατοειδή (Εικόνα 21,22).

Διαπιστώθηκε ότι η δικλοφενάκη δε φαίνεται να 
αναιρεί την επίδραση της IR στην δραστηριότητα της 
pro-MMP-2 στον κερατοειδή (Εικόνα 27).

Η ένταση από κάθε ζώνη ποσοτικοποιήθηκε με πυ-
κνομετρία σάρωσης χρησιμοποιώντας το πρόγραμ-
μα υπολογιστή 1D Image Analysis Software, version 3.0 
(Kodak Digital Science, Eastman Kodak, Rochester, NY). 
Διαπιστώθηκε ότι η δικλοφενάκη δεν επηρεάζει στατι-
στικά σημαντικά την, επαγώμενη από την οξεία έκθεση 
σε IR, δραστηριότητα της pro-MMP-2 στον κερατοειδή 
ακτινοβολημένων κονίκλων (Εικόνα 28).

Εικόνα 25. Αντιπροσωπευτική ζυμογραφία όπου εμφανί-
ζεται η ζελατινολυτική δραστηριότητα της pro-MMP-2 από 
ομογενοποιημένο διάλυμα κερατοειδούς μη ακτινοβολη-

μένων κονίκλων και μη ακτινοβολημένων κονίκλων με επί-
δραση δικλοφενάκης. Μάρτυρες : αριστεροί κερατοειδείς 
(δικλοφενάκη -) μη ακτινοβολημένων κονίκλων, Μάρτυρες 
+ Δικλοφενάκη : δεξιοί κερατοειδεις (δικλοφενάκη +) μη 

ακτινοβολημένων κονίκλων.

Εικόνα 27. Αντιπροσωπευτική ζυμογραφία όπου εμφανί-
ζεται η ζελατινολυτική δραστηριότητα της pro-MMP-2 από 
ομογενοποιημένο διάλυμα κερατοειδούς ακτινοβολημένων 

κονίκλων και κονίκλων ακτινοβολημένων με επίδραση 
δικλοφενάκης (οξεία έκθεση -12h). Ακτινοβολία: αριστεροί 
κερατοειδείς (δικλοφενάκη -) ακτινοβολημένων κονίκλων, 

Ακτινοβολία + Δικλοφενάκη: δεξιοί κερατοειδείς (δικλοφε-
νάκη +) ακτινοβολημένων κονίκλων.

Εικόνα 28. Ποσοτικοποίηση της ζελατινολυτικής δραστηρι-
ότητας της pro-MMP-2 από ομογενοποιημένο διάλυμα κερατο-

ειδούς ακτινοβολημένων (-12h) κονίκλων και κονίκλων ακτι-
νοβολημένων (-12h) στα οποία έγινε ενστάλαξη δικλοφενάκης. 

Ακτινοβολία: αριστεροί κερατοειδείς (δικλοφενάκη-) ακτινοβο-
λημένων κονίκλων, Ακτινοβολία + Δικλοφενάκη: δεξιοί κερατο-
ειδείς (δικλοφενάκη +) ακτινοβολημένων κονίκλων. Κάθε μπάρα 
αντιπροσωπεύει το μέσο όρο± SEM τριπλών προσδιορισμών της 

ζελατινολυτικής δραστηριότητας σε % των ακτινοβολημένων 
κονίκλων υπολογισμένη από 4 ακτινοβολημένους κονίκλους.

Εικόνα 26. Ποσοτικοποίηση της ζελατινολυτικής δρα-
στηριότητας της pro-MMP-2 από ομογενοποιημένο διάλυμα 

κερατοειδούς φακού μη ακτινοβολημένων κονίκλων και 
μη ακτινοβολημένων κονίκλων στα οποία έγινε ενστάλαξη 

δικλοφενάκης. Μάρτυρες : αριστεροί κερατοειδείς (δι-
κλοφενάκη -) μη ακτινοβολημένων κονίκλων, Μάρτυρες 
+ Δικλοφενάκη : δεξιοί κερατοειδεις (δικλοφενάκη +) μη 
ακτινοβολημένων κονίκλων. Κάθε μπάρα αντιπροσωπεύει 
το μέσο όρο± SEM τριπλών προσδιορισμών της ζελατινολυ-
τικής δραστηριότητας σε % των μη ακτινοβολημένων κονί-
κλων υπολογισμένη από 4 μη ακτινοβολημένους κονίκλους.
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Μελετήθηκε επίσης η επίδραση της δικλοφενάκης στην 
MMP-2 και MMP-9 στον κρυσταλλοειδή φακό μη ακτινοβο-
λημένων κονίκλων, συγκρίνωντας τους δεξιούς (δικλοφενά-
κη +) με τους αριστερούς (δικλοφενάκη -) φακούς τους.

Σε όλα τα δείγματα φακού μη ακτινοβολημένων κονί-
κλων διαπιστώθηκε δραστηριότητα κυρίως της pro-Μ-
ΜP-2, ενώ απουσιάζει τελείως η δράση της pro-MMP-9 
και της MMP-9. Η δικλοφενάκη από μόνη της δε φαίνε-
ται να έχει κάποια επίδραση στην δραστηριότητα της 
pro-MMP-2 στον κρυσταλλοειδή φακό (Εικόνα 29).

Η ένταση από κάθε ζώνη ποσοτικοποιήθηκε με πυκνο-
μετρία σάρωσης χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα υπολο-
γιστή 1D Image Analysis Software, version 3.0 (Kodak Digital 
Science, Eastman Kodak, Rochester, NY). Διαπιστώνεται ότι 
η δικλοφενάκη από μόνη της (χώρις επιδραδή IR) δεν έχει 
στατιστικά σημαντική επίδραση στην δραστηριότητα της 
pro-MMP-2 στον κρυσταλλοειδή φακό (Εικόνα 30).

Ακολούθως μελετήθηκε, αν η τοπική ενστάλαξη δικλο-
φενάκης επηρεάζει τις επιδράσεις που επιφέρει η oξεία 
έκθεση σε IR στη MMP-2 και MMP-9 στον κρυσταλλοειδή 
φακό. Παρατηρήθηκε, προηγουμένως, ότι η οξεία έκθεση 
(12 h) σε IR των κονίκλων επάγει στατιστικά σημαντικά τη 
δραστηριότητα της pro-MMP-2 στον φακό (Εικόνα 23,24).

Διαπιστώθηκε ότι η δικλοφενάκη φαίνεται να μειώ-
νει κάπως την επαγόμενη από την ΙR δραστηριότητα 
της pro-MMP-2 στον φακό, χωρίς ωστόσο να είναι ση-
μαντική η διαφορά (Εικόνα 31).

Η ένταση από κάθε ζώνη ποσοτικοποιήθηκε με πυκνο-
μετρία σάρωσης χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα υπολο-
γιστή 1D Image Analysis Software, version 3.0 (Kodak Digital 
Science, Eastman Kodak, Rochester, NY). Η δικλοφενάκη, 
ενώ φαίνεται να μειώνει την επαγώμενη από την ΙR δρα-
στηριότητα της pro-MMP-2 στον φακό, η μείωση αυτή δεν 
είναι στατιστικά σημαντική (Εικόνα 32).

Εικόνα 29. Αντιπροσωπευτική ζυμογραφία όπου εμφανί-
ζεται η ζελατινολυτική δραστηριότητα της pro-MMP-2 από 

ομογενοποιημένο διάλυμα κρυσταλλοειδούς φακού μη ακτι-
νοβολημένων κονίκλων και μη ακτινοβολημένων κονίκλων 
με επίδραση δικλοφενάκης. Μάρτυρες : αριστεροί φακοί 

(δικλοφενάκη -) μη ακτινοβολημένων κονίκλων, Μάρτυρες + 
Δικλοφενάκη : δεξιοί φακοί (δικλοφενάκη +) μη ακτινοβο-

λημένων κονίκλων.

Εικόνα 31. Αντιπροσωπευτική ζυμογραφία όπου εμφανί-
ζεται η ζελατινολυτική δραστηριότητα της pro-MMP-2 από 
ομογενοποιημένο διάλυμα κρυσταλλοειδούς φακού ακτι-
νοβολημένων κονίκλων και κονίκλων ακτινοβολημένων με 
επίδραση δικλοφενάκης (οξεία έκθεση -12h). Ακτινοβολία: 
αριστεροί φακοί (δικλοφενάκη -) ακτινοβολημένων κονί-

κλων, Ακτινοβολία + Δικλοφενάκη: δεξιοί φακοί (δικλοφε-
νάκη +) ακτινοβολημένων κονίκλων.

Εικόνα 32. Ποσοτικοποίηση της ζελατινολυτικής δραστηριό-
τητας της pro-MMP-2 από ομογενοποιημένο διάλυμα κρυσταλ-

λοειδούς φακού ακτινοβολημένων (-12h) κονίκλων και κονίκλων 
ακτινοβολημένων (-12h) στα οποία έγινε ενστάλαξη δικλοφενά-
κης. Ακτινοβολία : αριστεροί φακοί (δικλοφενάκη -) ακτινοβο-
λημένων κονίκλων, Ακτινοβολία + Δικλοφενάκη : δεξιοί φακοί 

(δικλοφενάκη +) ακτινοβολημένων κονίκλων. Κάθε μπάρα 
αντιπροσωπεύει το μέσο όρο± SEM τριπλών προσδιορισμών της 

ζελατινολυτικής δραστηριότητας σε % των ακτινοβολημένων 
κονίκλων υπολογισμένη από 4 ακτινοβολημένους κονίκλους.

Εικόνα 30. Ποσοτικοποίηση της ζελατινολυτικής δραστηριό-
τητας της pro-MMP-2 από ομογενοποιημένο διάλυμα κρυσταλ-
λοειδούς φακού μη ακτινοβολημένων κονίκλων και μη ακτινο-

βολημένων κονίκλων στα οποία έγινε ενστάλαξη δικλοφενάκης. 
Μάρτυρες : αριστεροί φακοί (δικλοφενάκη -) μη ακτινοβο-

λημένων κονίκλων, Μάρτυρες + Δικλοφενάκη : δεξιοί φακοί 
(δικλοφενάκη +) μη ακτινοβολημένων κονίκλων. Κάθε μπάρα 

αντιπροσωπεύει το μέσο όρο± SEM τριπλών προσδιορισμών της 
ζελατινολυτικής δραστηριότητας σε % των μη ακτινοβολημένων 

κονίκλων υπολογισμένη από 4 μη ακτινοβολημένους.
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6 Προσδιορισμός δραστικότητας των μεταλλοπρωτεϊ-
νασών (ΜΜPs) που εντοπίζονται στον κερατοειδή και 
στον κρυσταλλοειδή φακό κονίκλων μετά από χρόνια 
έκθεση τους σε υπέρυθρη ακτινοβολία, με ζυμογραφία 
ζελατίνης

Μετά τη μελέτη της επίδρασης της οξείας έκθεσης 
(12h) σε IR στον κερατοειδή και κρυσταλλοειδή φακό 
των κονίκλων θεωρήθηκε σημαντικό να μελετηθεί η 
επίδραση της χρόνιας έκθεσης σε IR (4 μήνες). Για το 
λόγο αυτό μετά τη λήψη των κερατοειδών και των κρυ-
σταλλοειδών φακών των κονίκλων που εκτέθηκαν σε 
IR για 4 μήνες (χρόνια έκθεση) καθώς και των μαρτύ-
ρων τους, πραγματοποιήθηκε ομογενοποίηση τους με 
1.5 mL PBS (παρ. παρ.7.3.2). Έγινε μέτρηση πρωτεϊνών 
(παρ.7.3.12) και για κάθε δείγμα χρησιμοποιήθηκαν 3μg 
ολικής πρωτεΐνης, ώστε τα αποτελέσματα να είναι συ-
γκρίσιμα και στη συνέχεια ελέγχθηκε η δραστικότητά 
τους με ζυμογραφία ζελατίνης.

Στα δείγματα κερατοειδή από τους κόνικλες, ακτι-
νοβοληθέντες και μη, η ζυμογραφία έδειξε δραστηρι-
ότητα κυρίως της pro-ΜΜP-2 ενώ απουσιάζει τελείως 
η δράση της pro-MMP-9 και της MMP-9. Φαίνεται ότι 
η χρόνια έκθεση σε IR αυξάνει τη δραστηριότητα της 
pro-MMP-2 στον κερατοειδή (Εικόνα 33).

Η ένταση από κάθε ζώνη ποσοτικοποιήθηκε με πυ-
κνομετρία σάρωσης χρησιμοποιώντας το πρόγραμ-
μα υπολογιστή 1D Image Analysis Software, version 3.0 
(Kodak Digital Science, Eastman Kodak, Rochester, NY). 
Διαπιστώθηκε ότι η χρόνια έκθεση (4 μήνες) σε ακτι-
νοβολία IR των κονίκλων επάγει στατιστικά σημαντι-
κά τη δραστηριότητα της pro-MMP-2 στον κερατοειδή 
(Εικόνα 34).

Στα δείγματα φακού από τους κόνικλες, ακτινοβολη-
θέντες και μη, η ζυμογραφία έδειξε δραστηριότητα κυ-
ρίως της pro-ΜΜP-2 ενώ απουσιάζει τελείως η δράση 
της pro-MMP-9 και της MMP-9 (Εικόνα 35). Φαίνεται 
ότι η χρόνια έκθεση σε IR αυξάνει τη δραστηριότητα 
της pro-MMP-2 στον φακό.

Η ένταση από κάθε ζώνη ποσοτικοποιήθηκε με πυ-
κνομετρία σάρωσης χρησιμοποιώντας το πρόγραμ-
μα υπολογιστή 1D Image Analysis Software, version 3.0 
(Kodak Digital Science, Eastman Kodak, Rochester, NY). 
Η χρόνια έκθεση (4 μήνες) σε IR των κονίκλων επά-
γει στατιστικά σημαντικά τη δραστηριότητα της pro-
MMP-2 στον κρυσταλλοειδή φακό (Εικόνα 36).

Εικόνα 33. Αντιπροσωπευτική ζυμογραφία όπου εμφα-
νίζεται η ζελατινολυτική δραστηριότητα της pro-MMP-2 

από ομογενοποιημένο διάλυμα κερατοειδούς μη ακτινοβο-
λημένων και ακτινοβολημένων κονίκλων (χρόνια έκθεση 
- 4μήνες). Μάρτυρες : κερατοειδείς μη ακτινοβολημένων 
κονίκλων, Ακτινοβολία : κερατοειδείς ακτινοβολημένων 

κονίκλων.

Εικόνα 34. Ποσοτικοποίηση της ζελατινολυτικής δραστη-
ριότητας της pro-MMP-2 από ομογενοποιημένο διάλυμα κε-
ρατοειδούς μη ακτινοβολημένων και ακτινοβολημένων κο-
νίκλων (χρόνια έκθεση – 4μήνες). Μάρτυρες : κερατοειδείς 
μη ακτινοβολημένων κονίκλων, Ακτινοβολία : κερατοειδείς 
ακτινοβολημένων κονίκλων. Κάθε μπάρα αντιπροσωπεύει 
το μέσο όρο± SEM τριπλών προσδιορισμών της ζελατινο-
λυτικής δραστηριότητας σε % των μη ακτινοβολημένων 

κονίκλων υπολογισμένη από 3 μη ακτινοβολημένους και 3 
ακτινοβολημένους κονίκλους (n=6), (*) p< 0,05.

Εικόνα 35. Αντιπροσωπευτική ζυμογραφία όπου εμφα-
νίζεται η ζελατινολυτική δραστηριότητα της pro-MMP-2 

από ομογενοποιημένο διάλυμα κρυσταλλοειδούς φακού μη 
ακτινοβολημένων και ακτινοβολημένων κονίκλων (χρόνια 
έκθεση – 4μήνες). Μάρτυρες : φακοί μη ακτινοβολημένων 

κονίκλων, Ακτινοβολία : φακοί ακτινοβολημένων κονίκλων.
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Ο ήλιος, όπως αναφέρθηκε, αποτελεί την κύρια πηγή 
οπτικής ακτινοβολίας στη φύση εκπέμποντας υπερι-
ώδη, ορατή και υπέρυθρη ακτινοβολία, μεγάλο ποσο-
στό των οποίων φθάνει στην επιφάνεια της Γης. Όσον 
αφορά στο υπέρυθρο φάσμα, υπάρχουν παράλληλα 
και τεχνητές πηγές οπτικής ακτινοβολίας όπως π.χ. 
κλίβανοι, θερμάστρες, λάμπες, συσκευές ψησίματος 
κ.α. στις οποίες είναι δυνατόν να είναι εκτεθειμένα διά-
φορα άτομα, ηθελημένα ή μη, και η έκθεση τους αυτή 
σε συγκεκριμένες περιπτώσεις να ξεπερνά κατά μεγά-
λο βαθμό τα «φυσιολογικά» επίπεδα1. Η έρευνα των 
Lydhal και Philipson (1984) κατέδειξε ότι η επαγγελμα-
τική έκθεση σε υψηλά επίπεδα υπέρυθρης ακτινοβολί-
ας συνδυάζεται με έναν σαφώς αυξημένο κίνδυνο για 
την εμφάνιση καταρράκτη σε συνδυασμό όμως με την 
αναμφισβήτητη και κυρίαρχη επίδραση της αυξημένης 
ηλικίας στην ανάπτυξη των καταρρακτικών αλλοιώσε-
ων3. Στον αμφιβληστροειδή χιτώνα η κύρια επιπλοκή 
που είναι δυνατόν να εμφανισθεί από την άμεση όραση 
έντονων πηγών οπτικής ακτινοβολίας με μικρό μήκος 
κύματος, στην περιοχή δηλαδή του ιώδους και του κυ-

ανού, είναι η φωτοαμφιβληστροειδοπάθεια που οφείλε-
ται στις φωτοχημικές αντιδράσεις, ενώ ακτινοβολίες με 
μεγαλύτερα μήκη κύματος, μεταξύ 380 και 1400, μπο-
ρούν να προκαλέσουν θερμικές βλάβες5,6,7.

Η μελέτη των επιδράσεων της UV και της IR στους 
διάφορους ιστούς του οφθαλμού και μη και η κατανόη-
ση των μηχανισμών μέσω των οποίων είναι δυνατόν αυ-
τές να εμφανιστούν έχει κατά το παρελθόν αποτελέσει 
και συνεχίζει και στις μέρες μας να αποτελεί ένα ευρύ 
αντικείμενο έρευνας. Απώτερος σκοπός των ερευνών 
αυτών είναι βέβαια η συμβολή στην προσπάθεια για 
την αποφυγή πρόκλησης διαφόρων βλαβών λόγω της 
ηθελημένης ή μη έκθεσης του οφθαλμού σε αυτές τις 
ακτινοβολίες1. Στη μελέτη των Di Girolamo N, Coroneo 
MT et al, κύτταρα πτερυγίου και επιθηλιακά κύτταρα, 
επιπεφυκότος του σκληροκερατοειδούς ορίου ανακαλ-
λιεργήθηκαν και εκτέθηκαν σε διάφορες ποσότητες 
UVB ακτινοβολίας, όπου παρατηρήθηκε μια εξαρτώ-
μενη από τη δόση και το χρόνο αύξηση της MMP-191. 
Η έρευνα των Sachdev N, Di Girolamo N et al αποκά-
λυψε ότι η UVB ακτινοβολία αύξησε την έκφραση της 
MMP-1 σε επιθηλιακά κύτταρα φακού ανθρώπου, ότι 
υπάρχει συγκεκριμένη εντόπιση της ΜΜP-1 στο επιθή-
λιο και σε φακικές ίνες ανθρώπινου κρυσταλλοειδούς 
φακού με φλοιώδη καταρράκτη κι ότι οι κυτοκίνες 
αύξησαν την έκφραση των MMP-2,-3 και -9,92. Αρκε-
τές μελέτες έχουν δείξει ότι η έκθεση του ανθρώπινου 
σώματος σε UV επάγει την έκφραση των ΜMPs με 
επακόλουθο την αποδόμηση του κολλαγόνου και τελι-
κά την διαταραγμένη δομική συνοχή της επιδερμίδας. 
Ανεπαρκής επιδιόρθωση και επανειλλημένη έκθεση σε 
UV οδηγεί σε αθροιστική βλάβη του συνδετικόυ ιστού, 
που είναι παθοφυσιολογικός παράγοντας-κλειδί στη 
φωτογήρανση93,94,95,96, ενώ τα κύτταρα αντιδρούν στην 
ακτινοβόληση με UV με ενεργοποίηση διαφόρων πρω-
τεϊνικών κινασών, όπως είναι οι MAPKs97. Όσον αφο-
ρά την IR, σε πρόσφατη έρευνα παρατηρήθηκε ότι, σε 
απάντηση στην IR-A, ινοβλάστες δέρματος ανθρώπου 
παρουσίασαν μια χρονο- και δοσοεξαρτώμενη αύξη-
ση της έκφρασης της κολλαγενάσης ( MMP-1), ενώ η 
έκφραση του ενδογενούς αναστολέα της, TIMP-1, δεν 
παρουσίασε αύξηση. Παρόμοια με την UVA και UVB, 
η IR-A προκάλεσε ταχεία ενεργοποίηση των οδων που 
συμμετέχουν η ERK1/2 και p38 πρωτεϊνικές κινάσες106. 
Άλλη έρευνα που πραγματοποιήθηκε σε καλλιέργειες 
ινοβλαστών δέρματος ανθρώπου απέδειξε ότι η έκθεση 
σε IR οδηγεί στην έκλυση της MMP-1, της MMP-3 και 
των πρωτεϊνικών κινασών ERK, c-JNK και p38 MAPK, 
εκ των οποίων οι δύο πρώτες παίζουν αποφασιστικό 
ρόλο στην έκλυση των MMP-1 και MMP-3, καθώς κι αύ-
ξηση της σύνθεσης και ελευθέρωσης της IL-6, η οποία, 
μέσω ενός αυτοκρινούς μηχανισμού μη επαρκώς απο-

Εικόνα 36. Ποσοτικοποίηση της ζελατινολυτικής δραστη-
ριότητας της pro-MMP-2 από ομογενοποιημένο διάλυμα κρυ-
σταλλοειδής φακού μη ακτινοβολημένων και ακτινοβολημέ-
νων κονίκλων (χρόνια έκθεση). Η χρόνια έκθεση συνίσταται 

σε έκθεση των κονίκλων σε IR ακτινοβολία για 4 μήνες. 
Μάρτυρες : φακοί μη ακτινοβολημένων κονίκλων, Ακτινοβο-

λία : φακοί ακτινοβολημένων κονίκλων. Κάθε μπάρα αντι-
προσωπεύει το μέσο όρο± SEM τριπλών προσδιορισμών της 

ζελατινολυτικής δραστηριότητας σε % των μη ακτινοβολημέ-
νων κονίκλων υπολογισμένη από 3 μη ακτινοβολημένους και 

3 ακτινοβολημένους κονίκλους (n=6), (*) p< 0,05.
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σαφηνισμένου ακόμη, συμβάλλει επίσης στην έκλυση 
των MMP-1 και MMP-3107. Η μελέτη των Kim MS, Kim 
YK et al σε δέρμα γλουτού νέων ανθρώπων κατέδειξε 
ότι μια μοναδική δόση IR αύξησε την έκφραση του προ-
καλλαγόνου τύπου-1 εντός διαστήματος 24 ωρών, αλλά 
δεν μετέβαλε την έκφραση της ΜΜΡ-1, ενώ πολλαπλές 
δόσεις IR ελλάτωσαν την έκφραση του προκολλαγόνου 
τύπου-1 και αύξησαν αυτήν της ΜΜΡ-1, γεγονός που 
μπορεί να σχετίζεται με βλάβη του συνδετικού ιστού 
που μπορεί να οδηγεί ενδεχομένως σε πρόωρη γήρανση 
του δέρματος (φωτογήρανση) ανθρώπων in vivo108.

Από τα παραπάνω γίνεται εμφανές ότι η IR προκαλεί 
μεταβολές σε στοιχεία του εξωκυτταρίου χώρου, όπως 
είναι οι MMPs ίσως και σε άλλα, όπως για παράδειγμα 
οι GAGs, και με αυτόν τον τρόπο ενδεχομένως να ασκεί 
τελικά και τις βλαπτικές της δράσεις στους ιστούς. 
Ωστόσο, δεν υπάρχουν μέχρις στιγμής εργασίες που να 
έχουν μελετήσει τον πιθανό μηχανισμό πρόκλησης βλα-
βών στον οφθαλμό από την IR και την επίδραση που 
μπορεί να επιφέρει η έκθεση σε IR στις MMPs και τις 
GAGs. Σε αυτό το πλαίσιο, λοιπόν, σχεδιάστηκε η πα-
ρούσα εργασία, με στόχο την μελέτη της επίδρασης της 
οξείας και χρόνιας έκθεσης της IR σε μόρια του εξω-
κυτταρίου χώρου και συγκεκριμένα στον κερατοειδή 
και τον κρυσταλλοειδή φακό κονίκλων.

Είναι εξάλλου γνωστό, ότι οι MMPs αποτελούν οι-
κογένεια ενζύμων ικανών να διασπούν συστατικά της 
μεσοκυττάριας ουσίας των ιστών παίζοντας σημαντικό 
ρόλο στην αναδιαμόρφωση των ιστών κάτω από φυ-
σιολογικές συνθήκες, καθώς και στην καταστροφή της 
αρχιτεκτονικής τους σε διάφορες παθολογικές κατα-
στάσεις , όπως στην ρευματοειδή αρθρίτιδα, στην οστε-
οαρθρίτιδα, στις αυτοάνοσες φυσσαλιδώδεις δερματι-
κές διαταραχές, στη φωτογήρανση του δέρματος και 
στις μεταστάσεις όγκων29,30,31. Φαίνεται ότι εμπλέκονται 
επίσης και στην παθογένεια σειράς αλλοιώσεων στον 
οφθαλμό, όπως στην νεοαγγείωση αμφιβληστροειδούς, 
χοριοειδούς και κερατοειδούς32, στη μορφολογία του 
γωνιακού δικτυωτού (trabeculum) και στο γλαύκωμα33, 
στις εκφυλιστικές παθήσεις του βυθού, όπως στη δυ-
στροφία Sorsby34, στις μεταστάσεις όγκων και στην 
επούλωση τραυμάτων35, καθώς επίσης και στις ραγο-
ειδίτιδες36. Πρόσφατες έρευνες δείχνουν επίσης, ότι οι 
MMPs διασπούν αυξητικούς παράγοντες, κυτοκίνες, 
χυμοκίνες και τους υποδοχείς τους και μπορούν με τον 
τρόπο αυτό να ρυθμίζουν την απάντηση των κυττάρων 
σε διάφορους αυξητικούς παράγοντες καθώς και την 
φλεγμονώδη αντίδραση31.

Οι βιολογικές λειτουργίες των GAGs, από την άλλη, 
κυμαίνονται από σχετικά απλές μηχανικές υποστηρι-
κτικές λειτουργίες μέχρι περίπλοκες επιδράσεις σε διά-
φορες κυτταρικές λειτουργίες, όπως είναι η κυτταρική 

ένωση, ο πολλαπλασιασμός και η διαφοροποίηση. Οι 
επιδράσεις αυτές οφείλονται στην ικανότητα τους να 
δρουν ως υποδοχείς διαφόρων ουσιών, όπως είναι οι 
αυξητικοί παράγοντες, οι κυτοκίνες και μια ποικιλία 
ενζύμων περιλαμβανομένων διαφόρων πρωτεασών και 
ενζύμων συγκόλλησης22,23. Η διάταξη των κολλαγόνων 
ινιδίων και των GAGs στο στρώμα του κερατοειδούς 
είναι σημαντικά στη διατήρηση της διαύγειας του24. 
Σε κερατοειδείς με οίδημα του στρώματος έχει παρα-
τηρηθεί απώλεια GAGs25, ενώ σε άλλη μελέτη διαπι-
στώθηκαν ελαττωμένα ποσά θειικής ηπαράνης, θειικής 
χονδροϊτίνης και θειικής δερματάνης στο περιφάκιο 
καταρρακτικών φακών26.

Στην μελέτη που πραγματοποιήσαμε διευρευνήθηκε 
κι ο ρόλος των μη στεροειδών αντιφλεγμονωδών, και 
συγκεκριμένα της θειικής δικλοφενάκης, ενός μη ειδι-
κού αναστολέα της κυκλοοξυγενάσης (COX), αν μπό-
ρει δηλαδή να ελαττώσει ή και να εμποδίσει ακόμα τις 
αλλαγές που επιφέρει η έκθεση σε IR στις MMPs και 
GAGs. Κι αυτό γιατί, όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, 
οι MMPs διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη φλεγμο-
νώδη αντίδραση31, η οποία αποτελείται από μια πολύ-
πλοκη αλληλεπίδραση διαφόρων βιοχημικών μεσολα-
βητών65. Έχει αποδειχθεί η συμμετοχή της CΟΧ-2 στην 
έκλυση MMPs κατά τη διάρκεια τράυματος του κερα-
τικού επιθηλίου, ενός ερεθίσματος δηλαδή που εκλύει 
την φλεγμονώδη αντίδραση65. Η μελέτη του Ottino P et 
al έδειξε έκλυση της COX-2 και των MMP-1 και MMP-9 
στον κερατοειδή μετά από χορήγηση παράγοντα ενερ-
γοποίησης αιμοπεταλίων (PAF). Η έκλυση της COX-2 
ύστερα από τη χορήγηση του PAF και η επακόλουθη 
απελευθέρωση εικοσανοειδών ενδεχόμενως να διαδρα-
ματίζει ουσιώδη ρόλο στην έκλυση της MMP-1 και της 
MMP-9. Ειδική, επομένως, αναστολή της COX-2 θα μπο-
ρούσε να μπλοκάρει αυτές τις επιδράσεις87. Σύμφωνα 
με την έρευνα του Pan MR et al, η αύξηση της COX-2 σε 
καρκινικά κύτταρα ανθρώπου ενεργοποιεί τις ΜΜΡs 
και αυξάνει την πιθανότητα μετάστασης86. Η προσθή-
κη, επίσης, σε καλλιέργειες εμβρυϊκών ηπατοκυττάρων 
ποντικού προφλεγμονωδών κυτοκινών, λιποπολυσακ-
χαριτών και αυξητικού παράγοντα ηπατοκυττάρου 
προώθησε την έκφραση της COX-2, την σύνθεση υψη-
λών ποσοτήτων προσταγλανδινών και την έκλυση της 
ΜΜΡ-2 και ΜΜΡ-9. Αυτή η διαδικασία όμως ανεστάλη 
όταν η σύνθεση των προσταγλανδινών εμποδίστηκε 
φαρμακολογικά με COX-2 αναστολείς85.

Όσον αφορά την επίδραση της COX αναστολής στο 
μεταβολισμό των GAGs, η μελέτη των Bjelle A και 
Eronen I, όπου χρησιμοποιήθηκαν χονδροκύτταρα από 
τα οπίσθια πόδια κονίκλων, κατέδειξε ότι έξι διαφορε-
τικά NSAIDs, μεταξύ αυτών και η θειική δικλοφενά-
κη, ανέστηλαν σημαντικά την συνολική ενσωμάτωση 
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του 35S στις GAGs. Σε χαμηλές συγκεντρώσεις κανένα 
από τα NSAIDs δεν επηρέασε σημαντικά το μεταβο-
λισμό των χονδροκυττάρων αναφορικά με τις GAGs. 
H επίδραση των NSAIDs στο μεταβολισμό τις θειικής 
κερατάνης ήταν ποικίλλη88. Αναφέρθηκε επίσης, ότι οι 
Eronen I και Videman T μελέτησαν την επίδραση της 
θειικής δικλοφενάκης στο μεταβολισμό των GAGs σε 
κουνέλια κατά τη διάρκεια ανάπτυξης οστεοαρθρίτι-
δας στο γόνατο εξαιτίας ακινητοποίησης τους. Η θειική 
δικλοφενάκη δεν ανέστηλε in vivo το μεταβολισμό των 
θειικών GAGs, σύμφωνα με τις μετρήσεις της ενσωμά-
τωσης του 35S σε αυτές. Tα υγιή κουνέλια στα οποία 
δόθηκε θειική δικλοφενάκη εμφάνισαν μόνο οριακές 
αλλαγές στην περιεκτικότητα των GAGs στις αρθρώ-
σεις. Η θειική δικλοφενάκη δεν απέτρεψε την απώλεια 
των GAGs από τους χόνδρους στα ακινητοποιημένα 
γόνατα, ενώ προκάλεσε περαιτέρω απώλεια της θειικής 
χονδροϊτίνης συνοδευόμενη από αύξηση του υαλουρο-
νικού οξέος στους ιστούς. Τέλος, η θειική δικλοφενάκη 
εμπόδισε τη συσσώρευση των GAGs, η οποία συμβαίνει 
φυσιολογικά κατά την ανάπτυξη οστεοαρθρίτιδας σε 
περιοχές όπως είναι τα σημεία έκφυσης και κατάφυσης 
των πλαγίων συνδέσμων89.

Υπενθυμίζεται ότι στην παρούσα μελέτη διευρευνή-
θηκε η επίδραση της οξείας και της χρόνιας έκθεσης σε 
IRA στη MMP-2, στη MMP-9 και τις GAGs στον κερατο-
ειδή και τον κρυσταλλοειδή φακό κονίκλων. Στην οξεία 
έκθεση μελετήθηκε συγχρόνως και η επίδραση της COX 
αναστολής με την τοπική ενστάλαξη σταγόνων θειικής 
δικλοφενάκης 0,1% : μία ώρα πριν την ακτινοβόληση 
ενστάλαξη μίας σταγόνας ανά τριάντα λεπτά και στη 
συνέχεια, κατά την έκθεση σε IR, εφαρμογή μιας στα-
γόνας κάθε τέσσερις ώρες και τέλος, μετά το πέρας αυ-
τής, ανά έξι ώρες για τις επόμενες δώδεκα ώρες. Για 
την ενστάλαξη των σταγόνων δικλοφενάκης στηριχθή-
καμε στις εργασίες των Ηayasaka Y, Hayasaka S et al και 
των Tomas-Barberan S, Torngren L et al. H πρώτη διερεύ-
νησε το ρόλο της τοπικής ενστάλαξης αντιφλεγμονω-
δών και αντιαλλεργικών παραγόντων στην επαγώμενη 
από προσταγλανδίνη Ε2 (PGE2) πειραματική αύξηση 
της αντίδρασης στον πρόσθιο θάλαμο οφθαλμών κο-
νίκλων. Διπλή ενστάλαξη 0,1% θειικής δικλοφενάκης 
τέσσερις και δύο ώρες πριν την εφαρμογή της PGE2 
δεν εμπόδισε την αύξηση της αντίδρασης, ενώ μονή-
ρης ενστάλαξη μία ώρα πριν την εφαρμογή της PGE2 
εμπόδισε την αύξησή της κατά 24%+/-9 %118. Η δεύτε-
ρη εργασία μελέτησε τις συγκεντρώσεις μεταβολιτών 
του αραχιδονικού οξέος (προσταγλανδίνη Ε2, 6-κετο 
προσταγλανδίνη F1 άλφα, θρομβοξάνη Β2) καθώς και 
την διήθηση λευκοκυττάρων στον πρόσθιο θάλαμο 
κονίκλων μετά την εφαρμογή excimer laser κερατεκτο-
μής. Διευρευνήθηκε, επίσης, η ικανότητα της τοπικής 

ενστάλαξης δικλοφενάκης να αναστείλει την έκλυση 
προσταγλανδίνης Ε2 στον πρόσθιο θάλαμο. Μία στα-
γόνα δικλοφενάκης ενσταλάχθηκε κάθε τέσσερις ώρες 
και η προσταγλανδίνη Ε2 μετρήθηκε δεκαέξι ώρες με-
τεγχειρητικά. Το συμπέρασμα ήταν ότι εφαρμόγη μιας 
σταγόνας δικλοφενάκης κάθε τέσσερις ώρες εμπόδισε 
την απελευθέρωση προσταγλανδίνης Ε2 στον πρόσθιο 
θάλαμο119.

Ανακεφαλαιώνοντας λοιπόν, τα συμπεράσματα που 
εξήχθηκαν από την παρούσα μελέτη συνοψίζονται στα 
εξής:

1) Όσον αφορά στις MMP-2 και MMP-9:
- H ζυμογραφία ζελατίνης σε όλα τα δείγματα κερα-

τοειδούς και φακού (ακτινοβοληθέντα και μη) και της 
χρόνιας και της οξείας έκθεσης έδειξε δραστηριότητα 
κυρίως της pro-ΜΜP-2, ενώ απουσιάζει τελείως η δρά-
ση της pro-MMP-9 και της MMP-9.

- Η IR επάγει στατιστικά σημαντικά τη δραστηριότη-
τα της pro-MMP-2 στον κερατοειδή και τον φακό τόσο 
στην οξεία όσο και στην χρόνια έκθεση.

- Η δικλοφενάκη από μόνη της (χωρίς δηλαδή IR) δε 
φαίνεται να έχει κάποια στατιστικά σημαντική επίδρα-
ση στην δραστηριότητα της pro-MMP-2, ενώ δε φαίνε-
ται επίσης να αναστέλλει στατιστικά σημαντικά την 
επαγώμενη από την IR δραστηριότητα της pro-MMP-2 
στον φακό και τον κερατοειδή στην οξεία έκθεση 
(υπενθυμίζεται ότι στην χρόνια έκθεση δεν μελετήθηκε 
η επίδραση της δικλοφενάκης).

Έχει επισημανθεί προηγουμένως ο ρόλος των MMPs 
σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις τόσο στον 
οφθαλμό όσο και σε άλλους ιστούς. Υπενθυμίζεται ότι 
στον κερατοειδή, η MMP-2 και η MMP-9 είναι τα κύρια 
ένζυμα διάσπασης του εξωκυττάριου στρώματος42,43, 
συμμετέχουν στην επαναδιαμόρφωσή του μετά από 
τραυματισμό της κερατικής επιφάνειας κι έχουν ενοχο-
ποιηθεί στην παθογένεια της άσηπτης κερατικής εξέλ-
κωσης44 και του ξηρού οφθαλμού45. Έχει διαπιστωθεί, 
επίσης, ότι οι φλεγμονώδεις κυτοκίνες ΙL-1β και TNF-α 
αυξάνουν την MMP-9 σε επίπεδο mRNA, πρωτεΐνης και 
ενζυματικής δραστηριότητας σε ανθρώπινα κερατικά 
επιθηλιακά κύτταρα46, όπως κι ότι ο ενοφθαλμισμός 
φακών με ΜΜΡ-9 οδηγεί άμεσα σε καταρράκτη μέσω 
της διάσπασης της βήτα Β1- κρυσταλλίνης47. Αυξημέ-
νη δραστηριότητα της MMP-2 και MMP-9 έχει βρεθεί 
ότι μπορεί να σχετίζεται με καταρρακτογένεση48 και 
θόλωση του οπισθίου περιφακίου μετά από επέμβα-
ση καταρράκτη48,49. Σε ασθένεις, επίσης, με υποτρο-
πιάζουσες αποπτώσεις του κερατικού τους επιθηλίου 
έχει παρατηρηθεί αυξημένη έκφραση της MMP-2 στα 
επιθηλιακά τους κύτταρα50. Σε κερατοειδείς κυνών με 
χρόνια επιφανειακή κερατίτιδα διαπιστώθηκε αυξημέ-
νη έκφραση της MMP-2 και MMP-9 σε σχέση με φυσιο-

Επιπτώσεις της εκπεμπόμενης από θερμικές πηγές υπέρυθρης ακτινοβολίας σε παράγοντες του εξωκυτταρικού χώρου στον κερατοειδή και στον κρυσταλλοειδή φακό κονικλών και η επίδραση της αναστολής της κυκλοοξυγένασης
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λογικούς κερατοειδείς, ενώ συγχρόνως η έκθεση σε UV 
φυσιολογικών κερατοειδών κυνών προκάλεσε ομοίως 
μια χρονο- και δοσοεξαρτώμενη αύξηση της έκφρασης 
των MMP-2 και MMP-9, σχετίζοντας με τον τρόπο αυτό 
την έκθεση σε UV ακτινοβολία με πρόκληση χρόνιας 
επιφανειακής κερατίτιδας51.

Η παρατηρούμενη αυτή αύξηση της δραστηριότητας 
της pro-MMP-2 με την επίδραση της IR, κι ενδεχομένως 
κι άλλων MMPs που δεν προσδιορίστηκαν στην παρού-
σα μελέτη, είναι πιθανόν να σηματοδοτεί την απαρχή 
πρόκλησης διαφόρων βλαβών, όπως για παράδειγμα 
απoπτώσεις επιθηλίου και ξηροφθαλμία στον κερατο-
ειδή και καταρρακτογένεση στον φακό. Η αδυναμία 
της δικλοφενάκης να αναστείλλει στατιστικά σημαντι-
κά την επαγωγή της pro-MMP-2 από την IR πιθανόν να 
οφείλεται στην ενεργοποίηση οδών, στις οποίες η COX 
δεν λαμβάνει μέρος ή η συμμετοχή της είναι δευτερεύ-
ουσας σημασίας. Περισσότερες μελέτες στο μέλλον 
πιθανόν να αποσαφηνίσουν τους μηχανίσμους έκλυ-
σης των MMPs συμβάλλοντας με τον τρόπο αυτό στην 
αναζήτηση αποτελεσματικών προληπτικών ή θεραπευ-
τικών μέτρων.

2) Όσον αφορά στις GAGs:
- Σε όλα τα δείγματα κερατοειδή (ακτινοβολημένα και 

μη) και στην οξεία και στην χρόνια έκθεση ανιχνεύτηκε 
σε μεγαλύτερο ποσοστό θειική κερατάνη και σε μικρό-
τερα ποσοστά θειική ηπαράνη και θειική χονδροϊτίνη.

- Στα δείγματα του φακού (ακτινοβολημένα και μη) 
και στην οξεία και στην χρόνια έκθεση διαπιστώθηκαν 
κατά κύριο λόγο η θειική ηπαράνη και η θειική δερμα-
τάνη.

Κερατοειδής - Χρόνια έκθεση:
- Δεν φαίνεται η χρόνια έκθεση σε IR να επηρεάζει 

ποσοτικά ή ποιοτικά τις GAGs στον κερατοειδή.

Κερατοειδής-Οξεία έκθεση:
- Η οξεία έκθεση σε IR δεν προκάλεσε καμιά ποσοτι-

κή ή ποιοτική μεταβολή στις GAGs.
- Παρομοίως η χρήση δικλοφενάκης δεν είχε καμία 

επίδραση με και χώρις έκθεση σε IR.

Φακός - Χρόνια έκθεση:
- Δεν φαίνεται η χρόνια έκθεση σε IR να επηρεάζει 

ποσοτικά ή ποιοτικά τις GAGs στον φακό.

Φακός-Οξεία έκθεση:
- Η δικλοφενάκη από μόνη της (χωρίς IR) δεν προ-

κάλεσε μεταβολή στις GAGs στον φακό των κονίκλων.
- Η έκθεση σε IR επάγει στατιστικώς σημαντικά το 

ποσό της θειικής ηπαράνης που βρίσκεται στο φακό, 
ενώ η χρήση της δικλοφενάκης φαίνεται να προκαλεί 
μικρή μείωση του ποσού της θειικής ηπαράνης που 
επάγεται από την IR, ακόμα κι αν δεν είναι στατιστικά 
σημαντική η μείωση αυτή.

Η αύξηση αυτή της θειικής ηπαράνης κατά την οξεία 
έκθεση πιθανόν να αποκτά ιδιαίτερη σημασία αν ανα-
λογιστούμε ότι υπάρχουν μελέτες που συσχετίζουν τις 
GAGs με καταρρακτογένεση. Ειδικότερα, έχει μελετη-
θεί από τους Ishibashi T, Araki H et al ότι οι πρωτεογλυ-
κάνες αποτελούν στοιχεία του ινώδους τύπου θόλωσης 
του οπισθίου περιφακίου κρυσταλλοειδούς φακού αν-
θρώπων και συγκεκριμένα η θειική χονδροϊτίνη και η 
θεική δερματάνη εμπεριέχονται μέσα στα κολλαγόνα 
ινίδια, ενώ τα πολλαπλασιαζόμενα επιθηλιακά κύττα-
ρα περιέχουν θειική ηπαράνη120. Η έρευνα του Hales 
AM et al έδειξε ότι κρυσταλλοειδείς φακοί ανθρώπων 
καλλιεργούμενοι με TGF-β ανέπτυσσαν διακριτές πρό-
σθιες θολερότητες ακριβώς κάτω από το πρόσθιο περι-
φάκιο. Ιστολογικά, αθροίσεις μη φυσιολογικών κυττά-
ρων που περιείχαν συσσωρεύσεις κολλαγόνου τύπου I, 
λαμινίνης και θειικής ηπαράνης αντιστοιχούσαν με τις 
θολερότητες αυτές121. Το 1997 η μελέτη των Sulochana 
KN, Ramakrishnan S et al αποτέλεσε την πρώτη αναφο-
ρά που συσχέτιζε τον συγγενή ή νεογνικό καταρράκτη 
με διαταραγμένο μεταβολισμό των πρωτεογλυκανών. 
Τα παιδιά αυτά παρουσίαζαν μια αύξηση της δρα-
στηριότητας της βήτα-γλυκουρονιδάσης, η οποία θα 
μπορούσε να προκαλέσει εκτεταμένη κατάτμηση των 
GAGs, με επακόλουθο την συσσώρευση τους στο αίμα 
και στον φακό και την έκκρισή τους στα ούρα. Εξαιτί-
ας της πολυανιονικής φύσης τους, τα θραύσματα αυτά 
των GAGs στον φακό θα μπορούσαν να προσελκύσουν 
ιόντα Na+ και μαζί με αυτά και νερό, αυξάνοντας την 
ενυδάτωση του φακού και προκαλώντας πιθανώς με 
τον τρόπο αυτό καταρράκτη122.

Παράλληλα, η έστω και μικρή και μη στατιστικά 
σημαντική αναστολή των επιδράσεων αυτών της IR 
χρησιμοποιώντας δικλοφενάκη, έναν αναστολέα της 
COX δηλαδή, θα μπορούσε να αποτελέσει μια πρώτη 
κατεύθυνση στην προσπάθεια πρόληψης, ή μέχρι ενός 
βαθμού και θεραπείας ακόμα, των βλαπτικών αυτών 
επιδράσεων της IR.

Επίσης, η διαφορά στον χρόνο ακτινοβόλησης μετα-
ξύ οξείας και χρόνιας έκθεσης να ευθύνεται ενδεχομέ-
νως για τα διαφορετικά αποτελέσματα, ή πιθανόν κατά 
τη χρόνια έκθεση σε IR να ενεργοποιούνται αντιρροπι-
στικοί μηχανισμοί, οι οποίοι να εξαλείφουν τις διαφο-
ρές που παρατηρούνται στην οξεία έκθεση.

Συμπερασματικά λοιπόν, ο σκοπός της παρούσας με-
λέτης ήταν να διερευνήσει την επίδραση της οξείας και 
της χρόνιας έκθεσης σε IR σε μόρια του εξωκυτταρίου 
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χώρου, και συγκεκριμένα στη MMP-2, τη MMP-9 και τις 
GAGs, στον κερατοειδή και τον κρυσταλλοειδή φακό 
κονίκλων, δεδομένου ότι δεν έχει μελετηθεί ακόμα η 
επίδραση της IR στον οφθαλμό, με αποτέλεσμα οι μη-
χανισμοί πρόκλησης των βλαβών που επιφέρει η έκθε-
ση σε αυτήν να παραμένουν άγνωστοι. Διαπιστώθηκε 
ότι η IR επάγει στατιστικώς σημαντικά τη δραστηρι-
ότητα της pro-MMP-2 στον κερατοειδή και τον φακό, 
τόσο στην οξεία όσο και στην χρόνια έκθεση, καθώς 
κι ότι επάγει στατιστικώς σημαντικά το ποσό της θειι-
κής ηπαράνης που βρίσκεται στο φακό κατά την οξεία 
έκθεση, με τη χρήση της θειικής δικλοφενάκης να μην 
μπορεί να επηρεάσει τις επιδράσεις αυτές της οξείας 
έκθεσης στην IR στην pro-MMP-2 και τη θειική ηπαρά-
νη . Τα συμπεράσματα ενδεχομένως να αποκτούν ιδι-
άτερη σημασία αναλογιζόμενοι τις βιολογικές δράσεις 
των παραπάνω μορίων αλλά και την αποδεδειγμένη 
βιβλιογραφικά συμμετοχή τους στην πρόκληση διαφό-
ρων βλαβών στον κερατοειδή και τον κρυσταλλοειδή 
φακό, όπως για παράδειγμα στην καταρρακτογένεση, 
στις αποπτώσεις και στην επούλωση τραυμάτων του 
κερατικού επιθηλίου και στη ξηροφθαλμία. Επιχειρεί-
ται δηλαδή, εκτός από τη συσχέτιση της έκθεσης σε IR 
και της πρόκλησης διαφόρων βλαβών στον οφθαλμό, 
και μια προσπάθεια αποσαφήνισης των πιθανών μηχα-
νισμών πρόκλησης των βλαβών αυτών και συμβολής 
στον τομέα ανίχνευσης προληπτικών ή και θεραπευ-
τικών μέτρων έναντι των βλαπτικών επιδράσεων της 
IR. H διενέργεια φυσικά κι άλλων παρόμοιων μελετών 
κρίνεται απαραίτητη για την καλύτερη κατανόηση των 
μηχανισμών πρόκλησης βλαβών από την έκθεση σε IR, 
καθώς και των πιθανών προληπτικών και θεραπευτι-
κών προσεγγίσεων.

ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Ο ήλιος αποτελεί την κύρια πηγή οπτικής ακτινοβο-
λίας στη φύση εκπέμποντας υπεριώδη (UV), ορατή και 
υπέρυθρη ακτινοβολία (IR), μεγάλο ποσοστό των οποί-
ων φθάνει στην επιφάνεια της Γης. Υπάρχουν όμως πα-
ράλληλα και τεχνητές πηγές οπτικής ακτινοβολίας όπως 
π.χ. κλίβανοι, θερμάστρες, λάμπες, συσκευές ψησίματος 
κ.α. στις οποίες είναι δυνατόν να είναι εκτεθειμένα διά-
φορα άτομα, ηθελημένα ή μη, και η έκθεση τους αυτή 
σε συγκεκριμένες περιπτώσεις να ξεπερνά κατά μεγά-
λο βαθμό τα «φυσιολογικά» επίπεδα. Αρκετές μελέτες 
έχουν συσχετίσει την έκθεση στην IR με πρόκληση δια-
φόρων βλαβών στους ιστούς του οφθαλμού, συμπερι-
λαμβανομένων της καταρρακτογένεσης, των θερμικών 
εγκαυμάτων του κερατοειδούς και του αμφιβληστροει-

δή και του δερματικού ερυθήματος ab igne.
Παρόλ’αυτά, λίγα είναι γνωστά μέχρις στιγμής για 

τους μηχανισμούς πρόκλησης των βλαβών αυτών από 
την IR, σε αντίθεση με την UV, όπου αρκετές έρευνες 
εχούν αποδείξει την συμμετόχη μορίων του εξωκυτ-
τάρριου χώρου, μεταξύ αυτών και των μεταλλοπρωτεϊ-
νασών (MMPs), στις βλαπτικές επιδράσεις της. Έρευνες 
πάντως σε ινοβλάστες δέρματος ανθρώπου δείχνουν 
ότι και η IR, όπως ακριβώς και η UV, φαίνεται να ασκεί 
τις βλαπτικές επιδράσεις της με παρόμοιο τρόπο, επη-
ρεάζοντας δηλαδή κι αυτή μόρια του εξωκυτταρίου 
χώρου, όπως είναι οι MMPs.

Είναι γνώστο ότι οι MMPs ενοχοποιούνται σε διάφο-
ρες παθήσεις των ιστών του οφθαλμού, όπως σε καταρ-
ρακτογένεση, στην ξηροφθαλμία, στις αποπτώσεις του 
κερατικού επιθηλίου, ενώ παράλληλα κι άλλα μόρια 
του εξωκυτταρίου χώρου, όπως οι γλυκοζαμινογλυ-
κάνες (GAGs), φαίνεται να συμμετέχουν σε διάφορες 
παθολογικές καταστάσεις του οφθαλμού, όπως στην 
δημιουργία καταρράκτη και οιδήματος του κερατοει-
δούς. Ωστόσο, δεν υπάρχουν μέχρις στιγμής εργασίες 
που να έχουν μελετήσει τον πιθανό μηχανισμό πρόκλη-
σης βλαβών στον οφθαλμό από την IR και την επίδρα-
ση που μπορεί να επιφέρει η έκθεση σε IR στις MMPs 
και τις GAGs.

Σε αυτό το πλαίσιο σχεδιάστηκε η παρούσα εργασία, 
με στόχο την μελέτη της επίδρασης της οξείας και χρό-
νιας έκθεσης της IR σε μόρια του εξωκυτταρίου χώρου 
και συγκεκριμένα στην MMP-2, την MMP-9 και τις GAGs 
(θειική κερατάνη, θειική δερματάνη, θειική χονροϊτίνη, 
θειική ηπαράνη, υαλουρονικό οξύ και ηπαρίνη) στον 
κερατοειδή και τον κρυσταλλοειδή φακό κονίκλων. Για 
την οξεία έκθεση χρησιμοποιήθηκαν δύο ομάδες των 
τεσσάρων κονίκλων. Η πρώτη ομάδα δεν ακτινοβολή-
θηκε και αποτέλεσε την ομάδα των μαρτύρων για τη 
δεύτερη ομάδα, της οποίας τα πειραματόζωα εκτέθη-
καν στην IR για δώδεκα ώρες. Παράλληλα, στους δεξι-
ούς οφθαλμούς των κονίκλων αμφότερων των ομάδων 
έγινε ενστάλαξη οφθαλμικών σταγόνων θειικής δικλο-
φενάκης 0,1%, με σκοπό να προσδιορισθεί ο ρόλος της 
αναστολής της κυκλοοξυγενάσης (COX), χρησιμοποιώ-
ντας ως μάρτυρες τους αριστερούς οφθαλμούς των κο-
νίκλων. Όσον αφορά στη μελέτη της χρόνιας έκθεσης, 
χρησιμοποιήθηκαν δύο ομάδες των τριών κονίκλων. Η 
πρώτη αποτέλεσε την ομάδα των μαρτύρων, ενώ η δεύ-
τερη εκτέθηκε σε IR για διάστημα τεσσάρων μηνών. Η 
ακτινοβόληση διαρκούσε τέσσερις ώρες ημερησίως και 
πραγματοποιούταν κάθε εργάσιμη μέρα εξαιρουμένων 
των Σαββατοκύριακων. Κατόπιν αναισθητοποίησης 
των πειραματόζωων, ακολούθησε λήψη του κερατοει-
δούς και του κρυσταλλοειδούς φακού έκαστου. Στη συ-
νέχεια πραγματοποιήθηκε ζυμογραφία ζελατίνης για 
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τον προσδιορισμό της δραστικότητας των ζελατινασών 
( MMP-2, MMP-9 ), καθώς και απομόνωση των GAGs 
και μέτρηση των ουρωνικών οξέων στα δείγματα, τα 
οποία τελικά ηλεκτροφορήθηκαν σε οξικές κυτταρίνες 
για την ποιοτική και ποσοτική ανίχνευση των GAGs.

Η ζυμογραφία ζελατίνης έδειξε δραστηριότητα κυ-
ρίως της pro-ΜΜP-2 στα δείγματα από τον κερατοει-
δή και τον κρυσταλλοειδή φακό. Η IR διαπιστώθηκε 
ότι επάγει στατιστικά σημαντικά τη δραστηριότητα 
της pro-MMP-2 στον κερατοειδή και τον φακό τόσο 
στην οξεία όσο και στην χρόνια έκθεση, ενώ η θειική 
δικλοφενάκη δεν φαίνεται να αναστέλλει στατιστικά 
σημαντικά την επαγώμενη από την οξεία έκθεση σε IR 
δραστηριότητα αυτή της pro-MMP-2 στον φακό και τον 
κερατοειδή.

Όσον αφορά τις GAGs, στα δείγματα του κερατοειδή 
ανιχνεύτηκε σε μεγαλύτερο ποσοστό θειική κερατάνη 
και σε μικρότερα ποσοστά θειική ηπαράνη και θειική 
χονδροϊτίνη, ενώ στα δείγματα του φακού διαπιστώθη-
καν κατά κύριο λόγο η θειική ηπαράνη και η θειική δερ-
ματάνη . Η χρόνια έκθεση σε IR δε φάνηκε να επηρεά-
ζει ποσοτικά ή ποιοτικά της GAGs στον κερατοειδή και 
τον φακό. Η οξεία έκθεση σε IR δεν προκάλεσε καμιά 
ποσοτική ή ποιοτική μεταβολή στις GAGs στον κερα-
τοειδή, ενώ στον κρυσταλλοειδή φακό διαπιστώθηκε 
ότι επάγει στατιστικώς σημαντικά το ποσό της θειικής 
ηπαράνης, με τη χρήση της δικλοφενάκης να προκαλεί 
μικρή, αν κι όχι στατιστικά σημαντική, μείωση του πο-
σού της θειικής ηπαράνης που επάγεται από την IR.

Συμπερασματικά, τα αποτελέσματα της μελέτης αυ-
τής δείχνουν ότι η έκθεση σε IR μπορεί να επιφέρει αλ-
λαγές σε μόρια του εξωκυτταρίου χώρου στον κερατο-
ειδή και τον κρυσταλλοειδή φακό κονίκλων, όπως είναι 
οι MMPs και οι GAGs. Συγκεκριμένα και η χρόνια και 
η οξεία έκθεση σε IR οδήγησε σε επαγωγή της δραστη-
ριότητας της pro-MMP-2 τόσο στον φακό όσο και στον 
κερατοειδή, όπως επίσης η οξεία έκθεση σε IR αύξησε 
το ποσό της θειικής ηπαράνης στον φακο, με τη χρήση 
της δικλοφενάκης να μην μπορεί να αναστείλει στατι-
στικώς σημαντικά τις επιδράσεις αυτές κατά την οξεία 
έκθεση, όπου και μελετήθηκε. Αναλογιζόμενοι τις βιο-
λογικές δράσεις των παραπάνω μορίων, αλλά και την 
αποδεδειγμένη βιβλιογραφικά συμμετοχή τους στην 
πρόκληση διαφόρων βλαβών στον κερατοειδή και τον 
κρυσταλλοειδή φακό, όπως αναφέρθηκε προηγουμέ-
νως, επιχειρήθηκε μια πρώτη συσχέτιση της έκθεσης σε 
IR και της πρόκλησης διαφόρων βλαβών στον οφθαλ-
μό, καθώς και μια προσπάθεια αποσαφήνισης των πι-
θανών μηχανισμών πρόκλησης των βλαβών αυτών και 
συμβολής στον τομέα ανίχνευσης προληπτικών ή και 
θεραπευτικών μέτρων έναντι των βλαπτικών αυτών 
επιδράσεων της IR.

SUMMARY

Sun is the main source of optical radiation in nature, 
emitting ultraviolet (UV), visible and infrared radiation (IR), 
large amount of which reaches Earth’s surface. There are also 
artificials sources of IR radiation, such as furnaces, heaters, 
lamps etc, that many people are exposed to, deliberately 
or not, and this exposure can sometimes exceed “normal” 
limits. Several studies have tried to correlate the exposure to 
IR with several damages to ocular tissues, including cataract 
formation, corneal and retinal thermal burns and dermal 
erythema ab igne.

Nevertheless, little is known so far about the mechanisms 
involved in IR-induced tissue damages, in contrast to UV, 
where the interference of extracellular molecules, including 
matrix metalloproteinases (MMPs) have already been 
proven by many studies. Recent studies, however, using 
human dermal fibroblast, show that, similar to UV, IR 
probable exerts its harmfull effects by affecting extracellular 
molecules, including MMPs.

It is known that MMPs are implicated in various diseases 
of ocular tissues, such as cataractogenesis, dry eye, corneal 
epithelial apoptosis, while other extracellular matrix 
molecules, such as glycosaminoglycans (GAGs), also appear 
to participate in various pathological ocular conditions, 
such as cataract formation and corneal edema. However, 
no work so far has studied the possible mechanism of IR-
induced harmfull effects to the eye and IR-exposure impact 
on MMPs and GAGs.

In this context, the objective of our study was to investigate 
the effect of acute and chronic exposure to IR on rabbit 
corneal and crystalline lens MMP-2, MMP-9 and GAGs 
(keratan sulfate, dermatan sulfate, chondroitin sulfate, 
heparan sulfate, hyaluronic acid and heparin). Τwo groups 
of four rabbits were used for acute exposure. The first group, 
which was not irradiated, was the control group for the 
second, the rabbits of which were exposed to IR for twelve 
hours. Furthermore, diclofenac sodium eye drops 0.1% were 
instilled in the right rabbit eye of both groups in order to 
determine the role of cyclooxygenase inhibition, using 
as controls the left eyes of the rabbits. As far as chronic 
exposure is concerned, ,two groups of three rabbits were 
used. The first was the control group, while the second was 
exposed to IR for a period of four months. The irradiation 
was lasting four hours and was taking place every working 
day except weekends. The cornea and the crystalline lens of 
each animal were extracted after anaesthesia, followed by 
gelatin zymography, in order to determine gelatinase activity 
(MMP-2, MMP-9), and GAGs isolation and measurement of 
uronic acids, which were finally electrophoresed on cellulose 
acetate membranes for the qualitative and quantitative 
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analysis of GAGs.
Gelatin zymography revealed mainly pro-MMP-2 activity 

in all samples. IR was found to induce the activity of corneal 
and lens pro-MMP-2 in a statistically significant manner, 
after both acute and chronic exposure, while diclofenac 
sodium did not appear to inhibit this induction during acute 
IR exposure, where the role of which was investigated.

As far as GAGs are concerned, keratan sulphate was mainly 
detected in corneal samples followed by heparan sulfate and 
chondroitin sulfate, whereas in lens samples heparan sulfate 
and dermatan sulfate were found predominantly. Chronic 
exposure to IR did not appear to have any effect on corneal 
and lens GAGs. Acute exposure to IR induced the amount 
of lens heparan sulfate in a statistically significant manner, 
whereas there were no quantitative or qualitative changes to 
be detected in corneal samples. The use of diclofenac sulfate 
did not appear to affect acute IR exposure effects.

In conclusion, the results of this study suggest that chronic 
IR exposure induced corneal and crystalline lens pro-
MMP-2. Regarding acute IR exposure, an up-regulation 
of corneal and lens pro-MMP-2, as well as lens heparan 
sulphate amount was reported, with the use of diclofenac 
sodium to be unable to inhibit or reduce IR induced effects 
in a statistically significant manner. Considering the 
biological roles of these molecules and their scientifically 
proven participation in many ocular diseases, as previously 
mentioned, a first attempt was made to correlate them with 
IR exposure, so as to exploit possible mechanisms involved 
in various pathological ocular conditions and to contribute 
to the field of preventive and therapeutic solutions against IR 
potentially harmfull effects.

Key words: Cornea, infrared radiation, crystalline lens, 
cyclooxygenase inhibition.
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