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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

ΑΝΑΤΟΜΙΚΑ - ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΤΟΥ 
ΚΕΡΑΤΟΕΙΔΗ

Εισαγωγή

Ο κερατοειδής είναι το βασικότερο διαθλαστικό μέσο 
του οφθαλμού λόγω της ειδικής διάταξης των ανατο-
μικών στοιχείων που τον αποτελούν και του ημισελι-
νοειδούς σχήματος του.1 Ο ακέραιος, διάφανος και 
στιλπνός κερατοειδής μαζί με το στρώμα των δακρύων 
έχει διαθλαστική ισχύ θετικού φακού περίπου 45 διο-
πτριών. Για να σχηματιστεί η αμφιβληστροειδική εικό-
να, επιτρέπει τη δίοδο του φωτός και με την βοήθεια 
του κρυσταλοειδούς φακού, μεταβάλλει την κλίση των 
ακτίνων της φωτεινής δέσμης που προσπίπτει πάνω 

του, προβάλλοντας το είδωλο του αντικειμένου πα-
ρατήρησης στον αμφιβληστροειδή.2,3 Σε φυσιολογικές 
συνθήκες συμβάλλει στο 70% της διαθλαστικής ισχύ-
ος του οφθαλμού. Παρουσιάζει μια πρόσθια υπόκυρ-
τη επιφάνεια, περισσότερο επίπεδη ρινικά, με ακτίνα 
καμπυλότητας κατά μέσο όρο 7.8mm και μία οπίσθια 
υπόκοιλη με αντίστοιχη ακτίνα 6.5mm. Αυτή η διαφορά 
καμπυλότητας (1.3 mm), λαμβάνεται ως σταθερή κατά 
την βιομετρία και τυχόν μεταβολή της όπως μετά από 
διαθλαστικές επεμβάσεις (LASIK, PRK), καταργεί την 
ισχύ των τύπων που χρησιμοποιεί η βιομετρία. Επίσης 
η ακαμψία του πιο πρόσθιου μέρους του στρώματος 
του κερατοειδή συντελεί στην διατήρηση της φυσιολο-
γικής καμπυλότητάς του.4 Ο σκληρός συνέχεται με την 
πρόσθια επιφάνεια του κερατοειδή καλύπτοντάς την 
ελάχιστα στην άνω και κάτω περιφέρεια της, μειώνο-
ντας την κάθετη διάμετρo σε 10.6 χιλ. ενώ η οριζόντια 
είναι 11.7 χιλ. Η οπίσθια είναι κυκλική διαμέτρου 11.7 
χιλ. Ο συνολικός αστιγματισμός του κερατοειδή επηρε-
άζεται κατά 14% από την οπίσθια επιφάνεια. Το πάχος 
του in vivo ποικίλει. Στη κεντρική του μοίρα είναι 0.5-
0.7 mm φτάνοντας έως και το 1mm στην περιφέρεια.5

Το δακρυϊκό φιλμ κατανέμεται με τα βλέφαρα στην 
πρόσθια επιφάνεια του βολβού. Μεταφέρει διαλελυμέ-
νο οξυγόνο από την ατμόσφαιρα στο κεντρικό τμήμα 
του κερατοειδή ενώ το υδατοειδές υγρό μαζί με τα τρι-
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χοειδή που βρίσκονται στο σκληροκερατοειδές όριο 
είναι η κύρια πηγή ενέργειας και οξυγόνου στην περι-
φέρεια του.

ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΗ ΥΦΗ ΚΑΙ ΔΟΜΗ ΤΟΥ 
ΚΕΡΑΤΟΕΙΔΗ

Από πλευράς περιγραφικής ανατομικής παρουσιάζει 
δύο τμήματα:

1. Το κερατοειδικό στέλεχος, που περιλαμβάνει μαζί 
με την προκεράτειο στιβάδα των δακρύων, 6 στιβάδες 
από εμπρός προς τον πρόσθιο θάλαμο, ως εξής:6

α. Το επιπολής στρώμα του δακρυϊκού επιχρίσματος.
β. Το επιθήλιο με επιφανειακά, πτερυγοειδή πολυγω-

νικά, βασικά κύτταρα (Squamous, wing, basal cells).
γ. Τη μεμβράνη του Bowman (Bowman’s layer). 
δ. Το στρώμα (Stroma). 
ε. Τη δεσκεμέτειο μεμβράνη (Descemet’s layer).
στ. Το ενδοθήλιο. 
Εκτός των παραπάνω στοιχείων, οι Dua et al το 2013 

περιέγραψαν μια νέα ακυτταρική στιβάδα στον κε-
ρατοειδή, υποκείμενη του στρώματος, πάνω από την 
δεσκεμέτειο, ονομάζοντας την, Dua’s layer.7 Η σχετικά 
πρόσφατη αναγνώρισή της αναμένεται να αλλάξει τον 
τρόπο κατανόησης της παθοφυσιολογίας των δυστρο-
φιών του οπίσθιου τμήματος του κερατοειδή, του οξύ 
ύδρωπα και της δεσκεμετοκήλης.

2. Το σκληροκερατοειδές όριο (limbus) περιβάλλει 
την περιφέρεια του κερατοειδή κυκλοτερώς. Έχει εύ-
ρος 1,5-2 χιλ. και στα όρια του διακρίνεται η σκληραία 
αύλακα που σχηματίζεται από τη διαφορά καμπυλό-
τητας κερατοειδή – σκληρού. Τα στελεχιαία κύτταρα 
του limbus έχουν σημαίνοντα ρόλο κατά την επούλω-
ση συμβάλλοντας στην παραγωγή και διαφοροποίηση 
των κυττάρων του επιθηλίου.8,9 

Επιθήλιο. Είναι στρωματοποιημένο, πολύστιβο, απο-

τελούμενο από πέντε – έξι διακριτές σειρές κυττάρων 
στο κέντρο του κερατοειδή, αναλόγως του μιτωτικού 
σταδίου που βρίσκονται και μεγέθους περίπου 50μm, 
αποτελώντας το 10% του συνολικού πάχους του κερα-
τοειδή. Παχύνεται στην περιφέρεια φτάνοντας τις 10 
στιβάδες και αναγεννάται κάθε 7 ημέρες.

Σχηματίζει φραγμό μεταξύ των εξωτερικών βλαπτι-
κών παραγόντων και του στρώματος10 μέσω των στενο-
συνδέσεων των επιφανειακών κυττάρων και εμφανίζει 
ζωτικής σημασίας αντι-αγγειογενετικά και ανοσοτρο-
ποποιητικά χαρακτηριστικά.11, 12 Τα μεσοκυττάρια δι-
αστήματα αποτελούν λεμφικούς χώρους. Ανάπτυξη 
λεμφαγγείων επισυμβαίνει σε περιπτώσεις νεοαγγεί-
ωσης. Η εξάπλωσή τους σε αυτές τις περιπτώσεις, κα-
ταδείχθηκε με ειδικούς δείκτες όπως ο ενδοθηλιακός 
υποδοχέας 1 των λεμφαγγείων (LYVE-1), ο υποδοχέας 
3 του αγγειακού ενδοθηλιακού αυξητικού παράγοντα 
(VEGFR-3), ο υποδοχέας του VEGF-C/D, η ποδοπλανί-
νη/D2-40 (διαμεμβρανική πρωτεΐνη εκλεκτικά σημαί-
νουσα το λεμφαγγειακό ενδοθήλιο και δείκτης λεμφαγ-
γειογένεσης) και ο Prox-1 (ρυθμίζει σημαντικά στάδια 
της λεμφικής λειτουργίας).13-15 

Το επιθήλιο περιλαμβάνει τις εξής στιβάδες:16

1. Επιπολής
2. Ενδιάμεση 
3. Βασική

Η επιπολής στιβάδα αποτελείται από 3 σειρές πεπλα-
τυσμένων κυττάρων που διατηρούν τον πυρήνα τους 
και δεν υφίστανται κερατινοποίηση. Συμβάλλουν στην 
διατήρηση της λείας επιφάνειας του κερατοειδή τοπο-
θετώντας παράλληλα τον επιμήκη άξονα του πυρήνα 
τους με τον επιμήκη άξονα του κυττάρου. Υπάρχει μια 
δυναμική ισορροπία διεργασιών για την διατήρηση του 
επιθηλίου, που αφορούν τον πολλαπλασιασμό, την δι-
αφοροποίηση, την κεντρομόλο μετανάστευση17 και την 
απόπτωση των επιφανειακών κυττάρων.18, 19
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H ανανέωση των επιθηλιακών κυττάρων του κερατο-
ειδή εξαρτάται από την συμμετρική, μιτωτική διαίρε-
ση των βλαστικών κυττάρων που αναπαράγονται και 
κατευθύνονται οριζόντια. Η ασύμμετρη διαίρεση τους 
εμφανίζεται μόνο στα κύτταρα που αρχίζουν να διαι-
ρούνται σε έναν κάθετα προσανατολισμένο άξονα και 
διαστρωματοποιούνται στη συνέχεια, εκφράζοντας τον 
τελικό τους φαινότυπο. Ένα όμως από τα θυγατρικά 
κύτταρα παραμένει στο επιθηλιακό βασικό κυτταρικό 
στρώμα διατηρώντας την παραγωγική ικανότητά του. 
Τα υπόλοιπα κύτταρα μεταναστεύουν στις ανώτερες 
στοιβάδες, γίνονται μεγαλύτερα έχοντας πλέον απω-
λέσει την αναπαραγωγική τους ικανότητα και τελικώς 
διαφοροποιούνται (ιώδη κύτταρα). 

Πράσινη ένδειξη = βασική στοιβάδα στο σκληροκε-
ρατοειδές όριο. Πορτοκαλί ένδειξη = βασική στοιβάδα 
του περιφερικού και κεντρικού κερατοειδή. Κίτρινη 
ένδειξη = βασική στοιβάδα του επιπεφυκότα. Μπλε 
βέλη = διαστρωμάτωση των τελικώς διαφοροποιημέ-
νων κυττάρων.20

Πηγή: Castro-Muñozledo F. Review: corneal epithelial 
stem cells, their niche and wound healing. Molecular vision. 

Τα επιθηλιακά βλαστικά κύτταρα, υπεύθυνα για την 
αναγέννηση του επιθηλίου του κερατοειδή,21 βρίσκο-
νται εντός του limbus και οδηγούν στην αναπαραγω-
γή των επιθηλιακών προγονικών κυττάρων τα οποία 
αναπληρώνουν συνεχώς ολόκληρο το επιθήλιο.22, 23 Κεί-

τονται σε ειδικές θέσεις (limbal niche) όπου εξειδικευ-
μένο μικροπεριβάλλον ρυθμίζει τη λειτουργία τους.24 

Ανεπάρκεια τους λόγω παθολογικών καταστάσεων 
όπως το σύνδρομο Stevens–Johnson, η ανιριδία και τα 
εγκαύματα έχουν ως αποτέλεσμα την μείωση της ομοι-
όστασης του κερατοειδικού επιθηλίου.25 Εκφράζουν 
διάφορους δείκτες βλαστικών κυττάρων.26 Η έκφρα-
ση του p63, της α-ενολάσης, της κερατίνης 5/14 και του 
υποδοχέα του ηπατοκυτταρικού παράγοντα ανάπτυ-
ξης (HGF) είναι υψηλότερη στο επιθήλιο του ΣΚΟ από 
το υπόλοιπο του κερατοειδή.

Η κινάση της τυροσίνης είναι υπεύθυνη για την ενερ-
γοποίηση του πολλαπλασιασμού των βασικών επιθη-
λιακών κυττάρων καθώς προκαλεί λύση στις κυτταρι-
κές στενοσυνδέσεις/ζώνες αποφράξεως (tight junctions/
zonula occludens), γεγονός που προκαλεί την έναρξη της 
μιτωτικής διαίρεσης.27, 28 Τα νέα βασικά κύτταρα μετα-
ναστεύουν από την περιοχή του ΣΚΟ με ταχύτητα πε-
ρίπου 10–12.5 μm/h.29 

Η επιφάνεια του κερατοειδή παρουσιάζει μικρολά-
χνες και μικροπτυχές που βοηθούν στην διατήρηση του 
δακρυϊκού φιλμ επάνω του.

Η ενδιάμεση στιβάδα αποτελείται από 2-3 στοίχους 
από πτερυγοειδή πολυεδρικά κύτταρα, με κυρτή την 
πρόσθια και κοίλη την οπίσθια επιφάνεια. Ο επιμήκης 
άξονας τους φέρεται παράλληλα προς την επιφάνεια 
του κερατοειδή. Χαρακτηριστικό τους είναι ότι καθώς 
κινούνται προς τα άνω, αποπλατύνονται και διαφορο-
ποιούνται σε κύτταρα της επιπολής στιβάδας.30, 31

Τα βασικά επιθηλιακά κύτταρα που αποτελούν την 
εν τω βάθει στιβάδα του επιθηλίου διακρίνονται σε δύο 
κατηγορίες:

1. Βραχέα και διαυγή.
2. Κύτταρα κορυνοειδή και περισσότερο σκοτεινού 

χρώματος.

Τα κύτταρα αυτής της στιβάδας είναι υψηλά, κυλιν-
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δρικά με στρoγγυλό πυρήνα προς την κορυφή του κυτ-
τάρου. Εκκρίνουν μεγάλα εξωκυττάρια μακρομόρια 
όπως ινώδεις πρωτεΐνες (κολλαγόνο, ινονεκτίνη, λαμινί-
νη). Τα εξωκυττάρια στοιχεία έχουν κολλαγόνο τύπου 
IV32 και λαμινίνες33 που συντελούν στην μετανάστευση 
των κυττάρων και στην επούλωση.34 Μεταξύ του επι-
θηλίου και του στρώματος διατηρείται μία εξαιρετικά 
συντονισμένη αλληλεπίδραση, μέσω διαφόρων οδών 
σηματοδότησης (Wnt/β-catenin και Bmp4), που είναι 
απαραίτητες για την ωρίμανση του επιθηλίου του κε-
ρατοειδή.35

Τα βασικά επιθηλιακά κύτταρα προσφύονται μεταξύ 
τους με δεσμοσωμάτια, ενώ η βάση του επιθηλίου συν-
δέεται στη βασική μεμβράνη με ημιδεσμοσώματα και 
ινίδια. Υπάρχει επικοινωνία μεταξύ των κυττάρων του 
επιθηλίου μέσω δομών σύνδεσης (πρωτοπλασματικές 
γέφυρες). 

H συνεχής αμφίδρομη επικοινωνία μεταξύ των κυτ-
τάρων στο στρώμα και στο επιθήλιο του κερατοειδή,36 
διαδραματίζει ζωτικό ρόλο στη διαδικασία επούλωσης, 
μετά από τραυματισμό37 ενώ οι αλληλεπιδράσεις αυτές 
ρυθμίζονται μέσω κυτοκινών, μιτωτικών αυξητικών 
παραγόντων και χημειοκινών.38

Η βασική μεμβράνη έχει ασημόχρωη χροιά, παρου-
σιάζει προσεκβολές μέσα στην μεμβράνη του Bowman, 
αποτελεί σύμπλεγμα μακρομορίων και συμμετέχει 
στην:

1. κυτταρική διαφοροποίηση
2. πρόσφυση
3. διαπερατότητα

Η μεμβράνη του Bowman έχει πάχος 18.7 ± 2.5 μm.39 
Στηρίζει τα επιθηλιακά κύτταρα ενώ συγχρόνως απο-
τελεί φραγμό μεταξύ του επιθηλίου και του στρώματος, 
με την πρόσθια επιφάνεια της να φέρεται παράλληλα 
προς την επιφάνεια του κερατοειδή, χωρίς όμως να 
συμβάλλει σημαντικά στην μηχανική σταθερότητα και 
ακαμψία του κερατοειδή.40 Δεν είναι αληθινή βασική 
μεμβράνη όπως η μεμβράνη του Descemet. Τα κολλα-

γόνα ινίδια έχουν τυχαία διάταξη και είναι περισσό-
τερο λεπτά από του στρώματος. Στην οπίσθια επιφά-
νεια, τα ινίδια συνέχονται με αυτά του στρώματος, με 
αποτέλεσμα να μην υπάρχει σαφές όριο διαχωρισμού 
από το στρώμα και να θεωρείται ως μια τροποποιημένη 
περιοχή του. Είναι παχύτερη στο κέντρο με αποστρογ-
γυλωμένη περιφέρεια. Λεπτά ανοίγματα διευκολύνουν 
την δίοδο των νεύρων προς το επιθήλιο. Παρουσιάζει 
ανθεκτικότητα σε τραύματα και φλεγμονές χωρίς όμως 
ικανότητα αναγέννησης, εάν υποστεί βλάβη, εγκατα-
λείποντας στην ανάλογη περιοχή μόνιμη ουλή επηρεά-
ζοντας την διαφάνεια του κερατοειδή. 

Το στρώμα του κερατοειδή αποτελεί το 85-90% του 
συνόλου του. Συγκροτείται από τα εξής στοιχεία: 

1. Τη διάμεση ουσία με τις δεσμίδες και τα πετάλια 
κολλαγόνου 

2. Τα κερατοκύτταρα 
3. Τις νευρικές ίνες
Τα πετάλια σχηματίζονται από ινίδια κολλαγόνου 

κατά κύριο λόγο τύπου Ι που συμπλέκονται με κολλα-
γόνο τύπου V.41 Διατάσσονται κυρίως παράλληλα με-
ταξύ τους42 και προς την επιφάνεια του κερατοειδή ενώ 
κλάδοι πεταλίων αλληλοσυνδέονται και διασχίζουν το 
στρώμα σε διαγώνια ορθή γωνία.43 

Είναι περίπου 300 στο κέντρο του κερατοειδή, 500 
κοντά στο limbus44 και επικάθονται το ένα επί του άλ-
λου. Τα ινίδια είναι ομοιόμορφα και ισοπαχή και οι 
αποστάσεις μεταξύ τους είναι ίσες. Ο Maurice μέσω αυ-
τής της ιδιότητας διατύπωσε την θεωρία του για την δι-
αφάνεια του κερατοειδή.45 Στην περιφέρεια κοντά στο 
ΣΚΟ σχηματίζουν μία ψευδοκυκλοτερή οργάνωση.43, 46 
Διάφορες γλυκοζοαμινογλυκάνες όπως η χονδροϊτίνη 
και η κερατάνη, βρίσκονται ανάμεσά τους.47 Μαζί με 
πρωτεΐνες από τον πυρήνα σχηματίζουν πρωτεογλυ-
κάνες που ρυθμίζουν την ενυδάτωση του κερατοειδή 
δεσμεύοντας ύδωρ.48 

Σε φυσιολογικούς ιστούς, ο δείκτης διάθλασης σε 
κάθε τμήμα του στρώματος είναι περίπου ο ίδιος. Δυ-
στροφίες σε οποιοδήποτε επίπεδο του κερατοειδή, μη-
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χανικές κακώσεις και σοβαρές φλεγμονές λοιμώδους ή 
μη αιτιολογίας έχουν επομένως ως αποτέλεσμα:

α. τον ανώμαλο προσανατολισμό των ινιδίων,
β. παρουσία οιδηματώδους υγρού στη θεμέλια ουσία,
γ. διαταραχή στην απόσταση μεταξύ των ινιδίων,
με συνέπεια να περιορίζεται η διαφάνεια του κερα-

τοειδή. 

Κάθετη διατομή κερατοειδή. 
Μονογραφία του William Bowman το 184749, 50

Πηγή: Pouliquen YJ. 1984 Castroviejo lecture. Fine 
structure of the corneal stroma. Cornea.

Η βασική ουσία περιέχει πρωτεογλυκάνες και γλυ-
κοζοαμινογλυκάνες με κυριότερη την θειϊκή κερατάνη 
που έχει κύριο ρόλο στην διαφάνεια του κερατοειδή. 
Η βασική ουσία περιβάλλει τα ινίδια διατηρώντας τις 
κανονικές αποστάσεις μεταξύ τους.51 

Τα κερατοκύτταρα-ινοβλάστες διακρίνονται σε μό-
νιμα και μεταναστευτικά με τα μόνιμα να είναι περισ-
σότερα σε αριθμό, παράγοντας τις γλυκοζοαμινογλυκά-
νες και το κολλαγόνο. Είναι κύτταρα συνεκτικού ιστού, 
λεπτά και αποπεπλατυσμένα με επιμήκη, έκκεντρο 
πυρήνα και μέσω προσεκβολών έρχονται σε επαφή με 

άλλους ινοβλάστες.52 Σε παθολογικές καταστάσεις ανα-
πτύσσουν μεγάλη δραστηριότητα. 

Τα μεταναστευτικά κύτταρα που αυξάνονται και ανι-
χνεύονται σε παθολογίες του στρώματος, είναι άμορ-
φα λεμφοκύτταρα, μακροφάγα και πολυμορφοπύρηνα 
που προέρχονται από τα αγγεία του limbus.

Η μεμβράνη του Descemet συνιστά μία ομοιογενή, 
ανεξάρτητη μεμβράνη ακριβώς υποκείμενη του στρώ-
ματος και ένθεν του ενδοθηλίου. Έχει πάχος 6-10 μm 
και όπως το στρώμα, περιφερικά είναι περισσότερο πα-
χιά σχηματίζοντας τον δακτύλιο του Dolinger. Αποτε-
λείται από:

1. Το πρόσθιο ινώδες στρώμα
2. Την οπίσθια λεπτή στιβάδα 
Είναι ελαστική λόγω της δομής της από διατεταγμέ-

νες δικτυωτές ίνες και συνιστά φραγμό έναντι διάτρη-
σης σε βαθιά έλκη καθώς και στην δημιουργία αγγείων, 
ενώ λόγω της ελαστικότητας προπίπτει σε ανάλογες 
καταστάσεις. Σχηματίζεται από κολλαγόνο τύπου IV 
και VIII και γλυκοπρωτεΐνες.30, 53

Σχηματική αναπαράσταση της δομής και 
της σύνθεσης του κερατοειδή και 
του σκληροκερατοειδούς ορίου.54

Πηγή: Masterton S, Ahearne M. Mechanobiology of the 
corneal epithelium. Experimental eye research.
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Το ενδοθήλιο αποτελείται από ένα στίχο πλειομορ-
φικών εξαγωνικών κυττάρων, με κοκκώδες κυτταρό-
πλασμα. Συνδέονται με ημιδεσμοσώματα με την δε-
σκεμέτειο, ενώ μεταξύ τους με ενδοεγκολπώσεις και 
προσεκβολές της κυτταρικής επιφάνειας.΄ Εχει πάχος 
περίπου 5 μm και ενεργεί ως διηθητικός φραγμός στην 
εισροή ύδατος στον κερατοειδή αλλά και ως ενεργή 
αντλία.55 Ο αριθμός των κυττάρων που αποτελούν το 
ενδοθήλιο στους ενήλικες είναι 3101±268 ανά cm2 ανα-
λόγως της ηλικίας.56 Ενώ ο αριθμός τους μειώνεται με 
την αύξηση της ηλικίας, αυτή η μείωση αντιρροπείται 
από αύξηση του μεγέθους τους και του πολυμορφισμού 
τους.57 

Νεοαγγείωση του κερατοειδή 
Σύμφωνα με μια μελέτη από τον Dana et al., η ακριβής 

συχνότητα επιπολασμού της κερατοειδικής νεοαγγεί-
ωσης παγκοσμίως, είναι ακόμη άγνωστη, όμως η επί-
πτωση εκτιμάται σε 1,4 εκατομμύρια ασθενείς ετησίως, 
σύμφωνα με την προβολή του ανάλογου ποσοστού επι-
πολασμού στο Massachusetts Eye and Ear Infirmary, που 
εκτιμήθηκε σε 4,14%.58

Η νεοαγγείωση, είναι ένα κοινό ιστοπαθολογικό χα-
ρακτηριστικό των νόσων του κερατοειδή που οδηγούν 
σε μεταμόσχευση. Σε μία εργασία του Cursiefen et al, 
που συμπεριέλαβε 2.557 μοσχεύματα για μία περίοδο 
5 ετών, βρέθηκε στο 19,9% των μοσχευμάτων.59 Ο βα-
σικός μηχανισμός ανάπτυξής της, που προκαλείται 
από οποιαδήποτε αιτιολογία, συμπεριλαμβανομένης 
της χημικής βλάβης, της μόλυνσης, των ανοσολογικών 
διαταραχών και της υποξίας, είναι η φλεγμονή.60 Έτσι 
μετά τον καταρράκτη, επόμενη αιτία μειωμένης όρα-
σης παγκοσμίως, είναι ασθένειες που επηρεάζουν τον 
κερατοειδή χιτώνα,61 καθώς προκαλούν μονόφθαλμη ή 
διόφθαλμη τύφλωση εξαιτίας της θόλωσης και νεοαγ-
γείωσης που επιφέρουν. Κύριες αιτίες είναι οι εξής:62-64

1. φλεγμονές 
 α. λοιμογόνοι παράγοντες
 β. αντιδράσεις υπερευαισθησίας

 γ. φυσικά και χημικά αίτια
 δ. έκθεση του κερατοειδή
2. δυστροφίες
3. εκφυλιστικές αλλοιώσεις
4. τοξικότητα 

Μια ευρεία ποικιλία αιτιολογιών μπορεί να προκα-
λέσει πολλά μοτίβα νεοαγγείωσης, αλλά ομαδοποιείται 
σε τρεις βασικές κατηγορίες αναλόγως του βάθους65, 66 
που παρουσιάζεται:67

1. επιφανειακή νεοαγγείωση, που εκτείνεται κάτω 
από το επιθήλιο και εμφανίζεται σε τραύμα του κερα-
τοειδή, ήπια χημικά εγκαύματα, φλεγμονή, και λοιμώ-
ξεις.68, 69

2. αγγειακός πάννος, όπου αναπτύσσεται κολλαγό-
νο και νεοαγγεία από το limbus πάνω στον περιφερι-
κό κερατοειδή και εμφανίζεται όταν μία παθογένεια 
επιμένει για μεγάλο χρονικό διάστημα, οδηγώντας σε 
μόνιμες ουλές. 

3. εν τω βάθει στρωματική νεοαγγείωση. Τέλος, νε-
οαγγείωση μπορεί να συμβεί σε οποιοδήποτε επίπεδο 
του στρώματος, μεταξύ της μεμβράνης του Bowman και 
της μεμβράνης του Descemet. Απαντάται σε σκληρίτι-
δα, σε σοβαρούς τραυματισμούς του προσθίου τμήμα-
τος, στη φυματίωση και στη σύφιλη.68, 69

Ο κερατοειδής είναι μια δομή ανοσολογικά προνομι-
ούχα καθώς είναι ανάγγειος ιστός. Σε φυσιολογικούς 
οφθαλμούς δεν υπάρχουν αγγεία κεντρικά και πα-
ρακεντρικά, ώστε να παραμένει διάφανος και να μην 
παρεμποδίζεται η όραση. Το υδατοειδές υγρό, μέσω δι-
άχυσης, του παρέχει τροφικούς παράγοντες, ενώ ατμο-
σφαιρικό οξυγόνο βρίσκεται διαλελυμένο στο στρώμα 
των δακρύων. Τα τριχοειδή που βρίσκονται στο σκλη-
ροκερατοειδές όριο είναι η κύρια πηγή ενέργειας και 
οξυγόνου στην περιφέρεια του. Όταν ο κερατοειδής 
εξοιδαίνεται σχηματίζονται κενοτόπια επιτρέποντας 
την ανάπτυξη νεοαγγείων,69 προερχόμενα από τον πα-
ρακείμενο σκληρό χιτώνα. Έτσι, σε περίπτωση φλεγμο-



νής, νεοαγγεία ξεκινώντας από την περιοχή του limbus 
αναπτύσσονται70 προς το μέρος του τραύματος, προ-
καλώντας δομικές αλλαγές στο σχήμα, την μορφή και 
την λειτουργία του. Με την νεοαγγείωση ο κερατοειδής 
αρχικά αμύνεται, έναντι βλαπτικών παραγόντων, προ-
σπαθώντας να αντιμετωπίσει τα επιβλαβή ερεθίσματα 
της επικείμενης νόσου και να διατηρήσει την κυτταρική 
ομοιόσταση,71, 72 διευκολύνοντας τη μεταφορά στοιχεί-
ων των κυτταρικών και χημικών μηχανισμών ανοσίας, 
πλησιέστερα στη βλάβη. Μετά την θεραπεία τα νεοαγ-
γεία εάν υποστραφούν, καταλείπουν κενούς σχηματι-
σμούς, τα «αγγεία φαντάσματα». 

Ο φυσιολογικός κερατοειδής στερείται αιμοφόρων 
αλλά και λεμφικών αγγείων73 και όταν υπάρχει φλεγμο-
νή, παρουσιάζει μία δυναμική ισορροπία στη δημιουρ-
γία αγγείων.74 Η ιδιότητα αυτή ονομάζεται αγγειογε-
νετικό προνόμιο του κερατοειδή.75 Yπάρχει σημαντική 
αλληλοεπικάλυψη στους μοριακούς μηχανισμούς76,77 
που ευθύνονται για το αγγειογενετικό και το ανοσολο-
γικό προνόμιο του κερατοειδή78 και έχουν πραγματο-
ποιηθεί σημαντικά βήματα έρευνας από το 1948 όταν 
το τελευταίο περιγράφηκε από τον Medawar.79 Το αγ-
γειογενετικό προνόμιο του κερατοειδή διατηρείται με 
διάφορους μηχανισμούς:67, 76 

1. Το επιθήλιο αλλά και κύτταρα στο στρώμα χαρα-
κτηρίζονται από αγγειοστατικές ιδιότητες.80-82

2. Στο limbus επιβιώνουν στελεχιαία κύτταρα που 
λειτουργούν ως αντίσταση στη ανάπτυξη νεοαγγείων 
προς τον κερατοειδή και τον αναγεννούν συνέχεια.75,83,84 

3. Στο επιθήλιο, στο ενδοθήλιο, στην Δεσκεμέτειο 
μεμβράνη και στην μεμβράνη του Bowman εδράζονται 
ενδογενείς παράγοντες που λειτουργούν αποτρεπτικά 
στην διαδικασία της αγγειογένεσης.76

4. Στο φαινόμενο της επαγόμενης ανοσολογικής από-
κλισης σχετιζόμενο με τον πρόσθιο θάλαμο (anterior 
chamber-associated immune deviation-ACAID)85, κατά το 
οποίο όταν εισαχθεί ένα αντιγόνο στον πρόσθιο θάλα-
μο, το ανοσοποιητικό σύστημα δημιουργεί ανοχή συ-

στηματικά, αντί για ανοσοαπόκριση υπερευαισθησί-
ας.86 Η ίδια ανοσοαπόκριση παρατηρείται επίσης στην 
υαλοειδική κοιλότητα87 ή υπαμφιβληστροειδικά.88

Παράγοντες της κερατοειδικής νεοαγγείωσης
Στον κερατοειδή μπορεί να επισυμβεί ανάπτυξη αι-

μοφόρων αγγείων και λεμφαγγείων ύστερα από ιστι-
κή βλάβη.73, 89 Η επούλωσή του όμως ολοκληρώνεται 
συνήθως, χωρίς να δημιουργηθεί νεοαγγείωση, διότι 
η παραγωγή αγγειογενετικών παραγόντων, αντισταθ-
μίζεται από αντίστοιχη έκκριση αντιαγγειογενετικών.90 
Οι δύο πιο σημαντικοί και καλά μελετημένοι αγγειο-
γενετικοί παράγοντες είναι ο αγγειακός ενδοθηλιακός 
αυξητικός παράγοντας (VEGF)64, 91 και ο παράγοντας 
νέκρωσης όγκων (TNF-α).92 Είναι οι δείκτες αυξημένης 
φλεγμονής και νεοαγγείωσης που θα χρησιμοποιηθούν 
στην παρούσα διατριβή στην ανοσοιστοχημεία.

Tο επιθήλιο του κερατοειδή, περιέχει εξαιρετικά 
εξειδικευμένους μηχανισμούς υψηλής διαφοροποίη-
σης, προκειμένου να δεσμεύει αγγειογενετικούς πα-
ράγοντες, όπως ο αγγειακός ενδοθηλιακός αυξητι-
κός παράγοντας. Υπάρχει ένας διαλυτός υποδοχέας 
για τον VEGF-Α,93 o sFLT1-14(94)/sFlt1-e15a ή αλλιώς 
sVEGFR-194,95, ο οποίος δρα στην κυτταρική μεμβράνη 
και δεσμεύει τους υποδοχείς 1 και 2 του VEGF-A. 

Ο αντιαγγειογενετικός ρόλος του διαλυτού υποδο-
χέα του αυξητικού αγγειακού ενδοθηλιακού παρά-
γοντα VEGFR-1 που αφορά όλες τις ισομορφές του 
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(sVEGFR-1 ή soluble fms-like tyrosine kinase /sFlt 1-14). 
Με τη δέσμευση των ισομορφών του VEGF, μειώνεται 
η ποσότητα των διαθέσιμων αυξητικών παραγόντων. 
Με πράσινα και κόκκινα βέλη υποδεικνύονται οι αλλη-
λεπιδράσεις που επάγουν ή παρεμποδίζουν την αγγει-
ογένεση αντίστοιχα, ενώ το διακεκομμένο βέλος υπο-
δεικνύει την περιορισμένη προ-αγγειογενετική δράση 
του υποδοχέα.95

Πηγή: Failla CM, Carbo M, Morea V. Positive and 
Negative Regulation of Angiogenesis by Soluble Vascular 
Endothelial Growth Factor Receptor-1. International 
journal of molecular sciences.

Ο VEGF-A ανήκει στην οικογένεια των VEGF που 
περιλαμβάνει επίσης τους υπότυπους -B, -C και –D. Συ-
ναντάται σε πέντε ισομορφές96. Στον κερατοειδή παρά-
γεται στον –Α του τύπο από το επιθήλιο, το ενδοθήλιο 
και τα κερατοκύτταρα. Συνδέεται με υποδοχείς της κι-
νάσης της τυροσίνης.97 Η δράση του έχει σαν συνέπεια 
τον πολλαπλασιασμό των ενδοθηλιακών κυττάρων, την 
δημιουργία τριχοειδών και την αύξηση της διαπερατό-
τητας τους.

Ένας άλλος παράγοντας αναστολής της αγγειογέ-
νεσης είναι η αγγειοστατίνη.98 Παράγεται με πρωτεο-
λυτική αποδόμηση του πλασμινογόνου από τις μεταλ-
λοπρωτεάσες (MMPs)3,7,9,12,13,20 και την ελαστάση. Μετά 
από ένωσή της με τη συνθάση του ΑΤΡ, μειώνει την πα-
ραγωγή και μετακίνηση των ενδοθηλιακών κυττάρων, 
οδηγώντας τα σε απόπτωση99, ενώ επίσης αναστέλει 
την λεμφαγγειογένεση. H αλληλεπίδραση της ιντεγκρί-
νης ανβ3 (alphavbeta3) και της αγγειοστατίνης έχει ως 
αποτέλεσμα, την αυξημένη συνεργικά αναστολή της 
αγγειογένεσης.100 

Τρίτος βασικός ενδογενής101 αναστολέας της αγγειο-
γένεσης102 είναι η ενδοστατίνη, ένα θραύσμα διάσπα-
σης του κολλαγόνου τύπου XVIII.103 Η ενδοστατίνη και 
η αγγειοστατίνη, αναστέλουν την κυτταρική διαίρεση104 
στην φάση 1 ή 2 η κάθε μία αντίστοιχα. Επίσης, στα-
ματά τη μετανάστευση και τον πολλαπλασιασμό των 

ενδοθηλιακών κυττάρων των αγγείων105 όπως και η αγ-
γειοστατίνη.

Επιπρόσθετα μια σημαντική ομάδα αντι-αγγειογε-
νετικών παραγόντων είναι οι θρομβοσπονδίνες (TSP-
1, TSP-2). Είναι γλυκοπρωτεΐνες, που ανιχνεύονται 
στον φυσιολογικό κερατοειδή, είναι ανταγωνιστές του 
VEGF106 και αναστέλουν την μετανάστευση των ενδο-
θηλιακών κυττάρων.107 Η TSP-1 βρίσκεται στην εξωκυτ-
τάρια ουσία και αλληλεπιδρά με κυτταρικούς υποδο-
χείς, αυξητικούς παράγοντες, κυτοκίνες και πρωτεάσες 
για να ρυθμίσει διάφορες φυσιολογικές και παθολο-
γικές διεργασίες. Επίσης ενεργοποιεί τον παράγοντα 
TGF-β που βρίσκεται σε λανθάνουσα κατάσταση, προ-
άγοντας τις ανοσορρυθμιστικές και επουλωτικές ιδιό-
τητές του.108

Τέλος πρέπει να αναφερθεί ο KDR / Flk-1.109 Είναι 
ένας από τους δύο υποδοχείς του VEGF. Επάγει την μί-
τωση και την διαφοροποίηση των αγγειακών ενδοθηλι-
ακών κυττάρων αφού πρώτα ο VEGF φωσφορυλιώσει 
την τυροσίνη του υποδοχέα KDR/Flk-1110. Η ενδοστα-
τίνη αναστέλλει αυτήν την φωσφορυλίωση εμφανίζο-
ντας ανταγωνιστική με τον VEGF δράση για τον ίδιο 
υποδοχέα. Τέλος, εμποδίζει τη σύνδεση του VEGF στα 
αγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα με αποτέλεσμα την 
αυξημένη απόπτωση τους. 111, 112

Βλαστοκύτταρα - Στελεχιαία κύτταρα
Τα βλαστοκύτταρα αποτελούνται από ετερογενή 

πληθυσμό πολυδύναμων κυττάρων με ικανότητα να δι-
αφοροποιούνται σε κύτταρα πολλών ιστών.113, 114 Κύττα-
ρα με ιδιότητες και χαρακτηριστικά βλαστοκυττάρων 
μπορούν να προέρχονται αλλά και να αναπαράγονται 
in vitro από διαφορετικά όργανα και ιστούς (εγκέφα-
λος, σπλήνα, ήπαρ, νεφρός, πνεύμονας, μυελός των 
οστών, μυς, θύμος αδένας, πάγκρεας). Καλλιέργειες πα-
ρόμοιων κυτταρικών σειρών μπορούν να δημιουργη-
θούν από μεγάλα αιμοφόρα αγγεία όπως η αορτή και 
η κοίλη φλέβα, καθώς και από μικρά αγγεία όπως το 
σπείραμα στους νεφρούς, όμως δεν ανιχνεύονται στο 



51

Διδακτορική Διατριβή

περιφερικό αίμα.115

Μειώνουν το οξειδωτικό στρες και παράγουν μια 
ποικιλία παραγόντων, ώστε να ρυθμίζεται ένα ευρύ 
φάσμα βιολογικών λειτουργιών.116, 117 Αναλόγως του 
ιστού όπου τα MSCs ανιχνεύονται, οι σημαντικότερες 
λειτουργίες είναι η αγγειογένεση,118 η έκκριση νευρο-
ρυθμιστικών πεπτιδίων, αυξητικών παραγόντων και 
κυτοκινών που έχουν ανοσορρυθμιστικά119, αντιφλεγ-
μονώδη120 και αντι-αποπτωτικά αποτελέσματα.121 Είναι 
αδιαφοροποίητα, αρχέγονα κύτταρα με ικανότητα να 
αυτοανανεώνονται122 (συμμετρική διαίρεση), να διαφο-
ροποιούνται σε οποιοδήποτε κύτταρο των τριών βλα-
στικών στιβάδων του εμβρύου123 και να διαιρούνται 
ασύμμετρα.124, 125 Οι ιδιότητες αυτές απαντώνται απο-
κλειστικά στα βλαστοκύτταρα και είναι αυτές που τα 
χαρακτηρίζουν.126

Πηγές μεσεγχυματικών στρωματικών / βλαστικών 
κυττάρων και ικανότητα διαφοροποίησής τους σε διά-
φορες κυτταρικές σειρές127

Πηγή: Brown C, McKee C, Bakshi S, Walker K, Hakman 
E, et al. Mesenchymal stem cells: Cell therapy and 
regeneration potential. Journal of tissue engineering and 
regenerative medicine.

Βρίσκονται σε κάθε στάδιο εμβρυϊκής ανάπτυξης, 
ενώ όσο πιο πρώιμο είναι αυτό τόσο μεγαλύτερη η δυ-

νατότητα να διαφοροποιούνται σε κύτταρα διαφόρων 
ιστών. Αποτέλεσμα της ασύμμετρης διαίρεσης είναι τα 
θυγατρικά κύτταρα που έχουν παραχθεί μετά από κά-
ποιους κύκλους ασύμμετρης διαίρεσης να διαφέρουν 
τόσο στο εξελικτικό τους στάδιο, όσο και στη φάση του 
κυτταρικού κύκλου που βρίσκονται. Παράγονται έτσι 
με αυτόν τον τρόπο δύο κύτταρα: ένα αδιαφοροποίητο 
κύτταρο σε φάση ηρεμίας που μπορεί να αυτοανανεω-
θεί και ένα προγονικό (progenitor) που τελικά θα πολλα-
πλασιαστεί δημιουργώντας εξειδικευμένα κύτταρα.125 
Έχουν ικανότητα αναδιπλασιασμού, όταν υπάρξουν 
τα κατάλληλα ερεθίσματα από το μικροπεριβάλλον 
που παραμένουν.128

Χαρακτηρίζονται ολοδύναμα (εμβρυονικά) τις πρώ-
τες τέσσερις ημέρες μετά τη γονιμοποίηση, διότι είναι 
ικανά να δημιουργήσουν εξολοκλήρου ένα νέο οργα-
νισμό. Μετά το πέρας των πρώτων αυτών ημερών, τα 
κύτταρα που θα δώσουν τους υποστηρικτικούς ιστούς 
του εμβρύου διαχωρίζονται από τα υπόλοιπα κύττα-
ρα. Τα βλαστοκύτταρα του εμβρύου στο στάδιο αυτό 
και στα μετέπειτα στάδια ανάπτυξης, χαρακτηρίζονται 
ως πολυδύναμα,129 καθώς έχουν χάσει την δυνατότητα 
διαφοροποίησης προς όλους τους τύπους κυττάρων 
που απαιτούνται για την πλήρη ανάπτυξη ενός οργανι-
σμού, αλλά διατηρούν μέχρι την δέκατη τέταρτη ημέρα 
από τη γονιμοποίηση, την ικανότητα διαφοροποίησης 
προς μερικούς κυτταρικούς τύπους.123 Η πολυδυναμία 
των βλαστοκυττάρων μειώνεται σταδιακά, καθώς συ-
μπληρώνεται και ολοκληρώνεται η ανάπτυξη του ορ-
γανισμού. Τελικά, στους ενήλικες, τα βλαστοκύτταρα 
που έχουν απομείνει, χρησιμεύουν στην διατήρηση της 
ομοιόστασης και στην ανανέωση των κατεστραμμένων 
κυττάρων των ιστών.130 Υπό φυσιολογικές συνθήκες, 
μπορούν να διαφοροποιηθούν μόνο σε κύτταρα των 
ιστών στους οποίους εδρεύουν όπου αποτελούν περί-
που το 2%.131 

Οι πλειοτροπικές επιδράσεις τους κατευθύνονται σε 
μεγάλο βαθμό στα κύτταρα-στόχους μέσω παρακρινούς 
σηματοδότησης, εκκρίνοντας διαλυτά μόρια, τα εξω-
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σώματα. Αυτά είναι κυστίδια που περιέχουν miRNAs, 
mRNAs, ένζυμα, κυτοκίνες, λιπίδια και αυξητικούς πα-
ράγοντες.132,133 Το μεγαλύτερο μέρος της θεραπευτικής 
δράσης των MSCs αποδίδεται στα εξωσώματα. Αυτή 
είναι και η αιτία για την έντονη ερευνητική δραστηριό-
τητα σχετικά με τον ακριβή μηχανισμό δράσης τους, ως 
πιθανοί θεραπευτικοί παράγοντες. Επιπλέον, καθώς η 
εφαρμογή απομονωμένων σε υλικό εξωσωμάτων, είναι 
μια θεραπεία χωρίς κύτταρα, ελαχιστοποιεί τις όποιες 
ανησυχίες ασφάλειας σχετικά με την ένθεση ζωντανών 
κυττάρων όπως είναι τα MSCs.132 Είναι πλέον γνωστό 
ότι στη θεραπεία ασθενειών που αφορούν παθήσεις της 
καρδιάς,134 των νεφρών, των πνευμόνων, του δέρματος, 
των μυών και του εγκεφάλου, η αποτελεσματικότητά 
τους σχετίζεται κυρίως με την αντιφλεγμονώδη δράση 
τους.132 Επίσης, η δραστικότητα τους μπορεί εύκολα να 
ενισχυθεί, προσθέτοντας κυτοκίνες στο μέσο καλλιέρ-
γειας των MSCs, εισάγοντας τροποποιημένα γονίδια ή 
χρησιμοποιώντας συνθήκες υποξικής καλλιέργειας.135

Mηχανισμός παρακρινούς σηματοδότησης 
των MSCs στα κύτταρα-δέκτες, 

είτε μέσω πρόσδεσης στον υποδοχέα της κυτταρικής 
μεμβράνης είτε με φαγοκυττάρωση.136

Πηγή: Mansoor H, Ong HS, Riau AK, Stanzel TP, 
Mehta JS, Yam GH. Current Trends and Future Perspective 
of Mesenchymal Stem Cells and Exosomes in Corneal 
Diseases. International journal of molecular sciences.

ΜΕΣΕΓΧΥΜΑΤΙΚΑ 
ΒΛΑΣΤΟΚΥΤΤΑΡΑ (MESENCHYMAL STEM 
CELLS-MSCS) ΑΠΟ ΛΙΠΏΔΗ ΙΣΤΟ 
(ADIPOSE-DERIVED MESENCHYMAL 
STEM CELLS-ΑMSCS)

Βλαστοκύτταρα έχουν απομονωθεί από λιπώδη ιστό, 
ομφάλιο λώρο, μυελό των οστών, περιόστεο, αίμα, νε-
ογιλά δόντια κ.α.137 Χρειάζεται να πληρούν συγκεκρι-
μένα κριτήρια σύμφωνα με την International Society 
for Cellular Therapy (ISCT)129 και την International 
Federation of Adipose Therapeutics and Sciences (IFATS) 
για να μπορούν να χρησιμοποιηθούν στην θεραπευτική 
και αναγεννητική ιατρική:138

1. Να διαφοροποιούνται σε πολυδύναμες κυτταρικές 
σειρές, με επαναλαμβανόμενες και ελεγχόμενες εργα-
στηριακές μεθόδους,139 εκφράζοντας συγκεκριμένους 
δείκτες.140

2. Να υπάρχει αποδοτική δυνατότητα συλλογής τους 
από πλούσια και εύκολα προσβάσιμη πηγή με ελάχιστα 
παρεμβατική λήψη.141

4. Μετά την μεταμόσχευσή τους να επάγουν την ανα-
γέννηση των τραυματισμένων ιστών με ασφάλεια,142, 143 
χωρίς φλεγμονώδεις ή ανοσολογικές αντιδράσεις.144

Τα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα από λιπώδη ιστό 
έχουν όλες τις παραπάνω ιδιότητες.145 Ο λιπώδης ιστός 
είναι ιδανικός ως αυτόλογο υποκατάστατο με τον οποίο 
μπορούμε να επανορθώσουμε βλάβες ιστών. Η πηγή 
τους στο σώμα είναι εύκολα προσβάσιμη και υπάρχει 
σε αφθονία μέσω της λιποαναρρόφησης.146 Ο λιπώδης 
ιστός περιέχει ώριμα λιποκύτταρα, λεία αγγειακά μυϊκά 
κύτταρα, ενδοθηλιακά, προλιποκύτταρα, μονοκύτταρα 
και λεμφοκύτταρα. Ύστερα από κατάλληλη επεξεργα-
σία147 λαμβάνεται ένα στρωματικό αγγειακό κλάσμα148 
που αποτελείται από ανομοιόμορφες κυτταρικές σειρές 
όπως ινοβλάστες, ενδοθηλιακά προγονικά κύτταρα και 
προγονικά λιποκύτταρα.149, 150 Στην συνέχεια ακολουθεί 
πέψη του λίπους με κολλαγενάση και φυγοκέντρηση.151, 

152 Μετά την συλλογή των βλαστοκυττάρων από τον λι-
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πώδη ιστό η ζωτικότητά τους παραμένει ανεπηρέαστη. 

Μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα από λιπώδη ιστό. 
(α) Οι φάσεις διαστρωμάτωσης γίνονται εμφανείς μετά 
από 1 ώρα κατεργασίας με διάλυμα κολλαγενάσης 
στους 37° C. Τα κύτταρα του στρωματικού αγγειακού 
κλάσματος περιέχονται στην κατώτερη φάση. Τα λιπί-
δια που έχουν υποστεί πέψη καθώς και τα λιπαρά που 
απελευθερώνονται διαστρωματώνονται στις δύο ανώ-
τερες φάσεις. (β) Εικόνες κυττάρων αραιωμένου στρω-
ματικού αγγειακού κλάσματος σε γυάλινη πλάκα. Τα 
κύτταρα χρωματίστηκαν σύμφωνα με το πρωτόκολλο 
May-Grunwald / Giemsa. Γραμμή κλίμακας = 10 μm.149

Πηγή: Agostini F, Rossi FM, Aldinucci D, Battiston M, 
Lombardi E, Zanolin S, et al. Improved GMP compliant 
approach to manipulate lipoaspirates, to cryopreserve 
stromal vascular fraction, and to expand adipose stem cells 
in xeno-free media. Stem cell research & therapy.

Εφαρμογή MSCs στον κερατοειδή
Η μεταμόσχευση κερατοειδή μετά την πρώτη εφαρ-

μογή της το 1905 από τον Zirm,153 είναι μια από τις πιο 
επιτυχημένες επεμβάσεις και πάνω από 150.000154 διε-
ξάγονται παγκοσμίως σε ετήσια βάση, δίνοντας λύση 
σε μια πλειάδα ασθενειών, συνδρόμων και τραυμάτων 
όπως οι εκτασίες του κερατοειδή, η φυσαλιδώδη κε-

ρατοπάθεια, τα εγκαύματα και το σύνδρομο Stevens-
Johnson.155 Η κερατοπλαστική ολικού πάχους εφαρμό-
ζεται σε σοβαρές δομικές μεταβολές όπως η λέπτυνση 
του κερατοειδή και η δεσκεμετοκήλη ή σε μη ανταπο-
κρινόμενες σε αντιμικροβιακή αγωγή λοιμώξεις.156 Οι 
δυσκολίες όμως που υπάρχουν προ-, διε- και μετεγχει-
ρητικά, κυρίως η ανοσολογική απόρριψη και η έλλειψη 
ικανού αριθμού δοτών,157, 158 έχουν ως αποτέλεσμα να 
γίνεται έντονη έρευνα για ανάπτυξη τεχνητών κερατο-
ειδών.55 Κατασκευάζονται ερευνητικά βιογεωγραφικοί 
κερατοειδείς159, 160 που είναι είτε προσθετικές συσκευές 
και αφορούν αποκλειστικά την αντικατάσταση της λει-
τουργίας του κερατοειδή161 ή υδρογέλες που κατασκευ-
άζονται από ιστούς και επιτρέπουν την αναγέννηση 
του ιστού.162 Μία πολλά υποσχόμενη τεχνική είναι αυτή 
του μαγνητικώς ευθυγραμμισμένου κολλαγόνου.163

Υπάρχει σημαντική πρόοδος στην έρευνα της βιο-
λογίας των στελεχιαίων κυττάρων του κερατοειδή.164 
Ωστόσο, η αυτόλογη θεραπευτική χρήση τους έχει το 
μειονέκτημα ότι χρειάζεται υγιές ΣΚΟ - το μέρος όπου 
βρίσκεται το μικροπεριβάλλον τους165 - που όμως σε 
ορισμένους υποψήφιους ασθενείς, πολλές φορές είναι 
κατεστραμμένο. Επιπρόσθετα, για να παραχθεί ικανός 
για μεταμόσχευση αριθμός κυττάρων, απαιτείται μα-
κρά καλλιέργεια ex vivo. Ο συνδυασμός προηγμένων 
βιοϋλικών με κύτταρα από άφθονες εξωτερικές πηγές, 
θα επιτρέψει την πρόοδο στον τομέα. Πιθανές πηγές 
που θα μπορούν να αντικαταστήσουν κατεστραμμένα 
στρώματα του κερατοειδή είναι:162, 166, 167

1) για την αντικατάσταση του επιθηλίου: το επιθήλιο 
του βλεννογόνου του στόματος, τα μεσεγχυματικά βλα-
στοκύτταρα του μυελού των οστών

2) για την στρωματική αναγέννηση: βλαστοκύτταρα 
από λιπώδη ιστό

3) για το ενδοθήλιο: ADMSCs που με αντίστοιχους 
προς το μικροπεριβάλλον του ενδοθηλίου τροποποιητι-
κούς και τροφικούς παράγοντες θα διαφοροποιούνται 
in vitro σε ενδοθηλιακά κύτταρα

Σε πειραματικά μοντέλα όπου ερευνάται η αναδόμη-
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ση του κερατοειδή μετά από εγκαύματα, έχουν χρησι-
μοποιηθεί μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα με άριστα 
αποτελέσματα,168, 169 χρησιμοποιώντας τόσο αντικειμε-
νικά κριτήρια, μέσω ανοσοϊστοχημείας όσο και υποκει-
μενικά, μετά από οφθαλμολογική αξιολόγηση. Είναι 
αξιοσημείωτο ότι σε ex vivo μοσχεύματα του σκληροκε-
ρατοειδούς ορίου, το 2% με 9% υπολογίζεται ότι είναι 
μεσεγχυματικά κύτταρα.170 

Τα πλεονεκτήματα τους είναι αρκετά αν και τα πε-
ρισσότερο πρακτικά είναι η ευκολία συγκομιδής και 
καλλιέργειας τους.171 Επίσης τα μεσεγχυματικά βλα-
στοκύτταρα του μυελού των οστών έχουν ανοσοκατα-
σταλτικές ιδιότητες και δεν προκαλούν ανοσοαντίδρα-
ση, όταν χρησιμοποιούνται ανθρώπινης προέλευσης 
βλαστοκύτταρα σε ανοσοικανά πειραματόζωα,172 πα-
ρότι έχει παρατηρηθεί απόρριψη μερικές φορές σε αλ-
λομεταμόσχευση. 

Ο μηχανισμός ανοσοκαταστολής των μεσεγχυματι-
κών βλαστοκυττάρων in vitro είναι πλειομορφικός166 
και δρα μέσω:

α. αναστολής της δραστηριοποίησης των T-κυττάρων 
μνήμης173

β. μείωσης της έκκρισης του TNF-α
γ. αύξησης της ιντερλευκίνης - 10 και του ποσοστού 

των ρυθμιστικών Τ-κυττάρων
δ. αποτρέποντας την ωρίμανση των αντιγονοπαρου-

σιαστικών ανοσοκυττάρων.174 Επιπρόσθετα παρεμπο-
δίζουν την ανάπτυξη της νόσου μοσχεύματος έναντι 
ξενιστή (graft-versus-host disease).175,176

Επίσης έχει παρατηρηθεί ότι στον κερατοειδή - σε 
αντίθεση με τα υπόλοιπα όργανα - έχουν αντι-αγγει-
ογενετικές ιδιότητες174 καθώς αυξάνουν έναν ισχυρό 
αντι-αγγειογενετικό παράγοντα (thrombospondin-1)177 
ενώ μειώνουν τα επίπεδα ενός προ-αγγειογενετικού 
φλεγμονώδη παράγοντα (matrix metalloproteinase-2).172,174

Σε πειραματικά μοντέλα πρόκλησης γλαυκώματος σε 
επίμυες η τοπική χορήγηση μεσεγχυματικών βλαστο-
κυττάρων ενδοβολβικά, έδρασε νευροπροστατευτικά,178 
καταδεικνύοντας την προοπτική ολοκλήρωσης των 

βλαστοκυττάρων σε περίπλοκες δομές του οφθαλμού 
και την συνάφεια της διαφοροποίησής τους σε αυτές, 
σύμφωνα με την υπάρχουσα έρευνα.179,180 Μία πιθανή 
χρήση τους ως συμπληρωματική θεραπεία που ερευ-
νάται για την επόμενη γενιά φαρμάκων, θα μπορούσε 
να είναι η ενσωμάτωση εξωσωμάτων εκκρινόμενα από 
τα MSCs (mesenchymal stem cell-derived exosomes/MSC-
Exo), σε κολλύρια που περιέχουν νανοσωματίδια,181 για 
την αποκατάσταση των αλλοιώσεων,182 τη μείωση της 
φλεγμονής και της νεοαγγείωσης.183 Από την άλλη με-
ριά, η θεραπεία με τα ίδια τα MSCs (διαφοροποίηση) 
θα μπορούσε να δοθεί σε ασθενείς για την «αντικατά-
σταση» των κατεστραμμένων κερατοειδικών κυττάρων 
ή ιστών.136

Διάφοροι τύποι βλαστοκυττάρων έχουν εφαρμοσθεί 
ή υπόκεινται σε ερευνητική δοκιμασία ή βρίσκονται 
σε κλινική δοκιμή όπως στην ισχαιμική μυοκαρδιοπά-
θεια,184 στον διαβήτη,185 σε νευροεκφυλιστικές παθή-
σεις,186 στη νόσος του Crohn,187 στη ρευματοειδής αρ-
θρίτιδα,188 στη μεταμόσχευση του μυελού των οστών189. 
To 2012 αναφέρθηκε επούλωση και θεραπεία, μετά από 
εφαρμογή ADMSCs, σε επίμονη μετατραυματική αλλοί-
ωση του κερατοειδή με βαθιά στρωματική λέπτυνση, σε 
ασθενή που είχε ήδη υποβληθεί σε διασύνδεση κολλα-
γόνου λόγω κερατόκωνου, αποφεύγοντας την κερα-
τοπλαστική που είχε προγραμματιστεί.190 Η εφαρμογή 
τους όμως ενέχει κινδύνους, όταν δεν γίνεται σύμφωνα 
με τους όρους και τις προϋποθέσεις της ιατρικής έρευ-
νας. Τρείς ασθενείς υπέστησαν μερική ή πλήρη απώλεια 
της όρασής τους μετά από «θεραπεία» με MSCs λόγω 
ηλικιακής εκφύλισης της ωχράς κηλίδας.191

Γήρανση των βλαστοκυττάρων
Προκειμένου τα βλαστοκύτταρα να έχουν θεραπευ-

τική ισχύ, πολλαπλασιάζονται σε καλλιέργειες ώστε 
ικανοί αριθμοί κυττάρων να παραχθούν προτού γίνει 
η εφαρμογή τους. Στη συνέχεια μπορούν να αποθηκευ-
τούν σε συνθήκες ψύξης έως ότου χρειαστούν ξανά και 
αποψυχθούν.192,193 Η διαδικασία αυτή μπορεί να επα-



55

Διδακτορική Διατριβή

ναληφθεί αρκετές φορές και να είναι αποτελεσματική, 
όσον αφορά στην ενεργότητα και τον αριθμό των κυτ-
τάρων που παράγονται. Όμως σε 2-3 μήνες, ο ρυθμός 
πολλαπλασιασμού των MSCs φθίνει μέχρι να φθάσουν 
τελικά σε κατάσταση γήρανσης. Τότε ανιχνεύονται 
κύτταρα με αλλοιωμένη και αυξημένη μορφολογία, 
παρουσιάζοντας έλλειψη έκφρασης ορισμένων επιφα-
νειακών δεικτών και χωρίς πλήρη διαφοροποίηση. Οι 
αιτίες που πιθανόν είναι υπεύθυνες είναι οι εξής:194-198

1. Οι διαφορετικοί υποπληθυσμοί που συνθέτουν μια 
καλλιέργεια βλαστοκυττάρων, πολλαπλασιάζονται με 
διαφορετικό ρυθμό, αυξάνοντας την ετερογένεια κατά 
τη διάρκεια της επέκτασή τους.

2. Κατά την μιτωτική διαδικασία προκαλούνται με-
ταλλάξεις199.

3. Το μικροπεριβάλλον in vitro μειώνει την ικανότητα 
αυτοανανέωσης των MSCs.

4. Κυτταρικές διαδικασίες όπως η μείωση του μήκους 
των τελομερών εξασθενεί την δυνατότητα των κυττα-
ρικών διαιρέσεων.

5. Η γήρανση του οργανισμού λόγω επιγενετικών αλ-
λοιώσεων όπως η μεθυλίωση των αλύσων του DNA200, 
διαδικασία που εμποδίζει φυσιολογικά την ογκογένε-
ση.

Η αξιολόγηση της κατάστασης της αναπαραγωγικής 
γήρανσης των MSCs, μέσω συγκεκριμένων κριτηρίων, 
όπως το Hayflick limit,201-202 πρέπει να ληθφεί υπόψη 
όταν εφαρμόζεται οποιοδήποτε θεραπευτικό ή ερευνη-
τικό πρωτόκολλο. Οι ενδείξεις ότι η γήρανση επηρεάζει 
τον χαρακτηρισμό και τη διαφοροποίηση των ανθρώ-
πειων MSCs υπάρχουν, ωστόσο δεν υπάρχουν αρκετές 
ελεγχόμενες κλινικές δοκιμές υψηλής πιστότητας για 
την εξαγωγή αξιόπιστων συμπερασμάτων.203

Αναφέρεται ότι μετά από μακροχρόνια καλλιέργεια 
in vitro με 30 περάσματα (passages), τα ADMSCs χάνουν 
τη δυνατότητα διαφοροποίησης.204 Στην παρούσα ερ-
γασία η εφαρμογή τους έγινε μετά από 5 περάσματα. 

ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

ΕΙΣΑΓΏΓΗ
Ο κερατοειδής χιτώνας, ο σημαντικότερος διαθλα-

στικός ιστός του οφθαλμού, οφείλει την διαφάνεια και 
την ανοσολογικώς προνομιούχα ιδιότητά του στην ει-
δική διάταξη των στρωματικών ινιδίων του κολλαγό-
νου και την έλλειψη αγγείωσης.205,206 Η διαφάνειά του 
μπορεί να διατηρηθεί ακόμα και κατά τη διάρκεια 
μιας φλεγμονής μέσω μιας δυναμικής ισορροπίας των 
προαγγειογενετικών και αντι-αγγειογενετικών μηχανι-
σμών.76,207,208 Η δημιουργία δευτερογενώς νέων αγγείων 
στις στοιβάδες του, είτε επιφανειακά είτε εν τω βάθει, 
είναι ένας μηχανισμός άμυνας έναντι επιβλαβών παρα-
γόντων209 και ασθενειών.210 Έτσι διευκολύνεται η μετα-
νάστευση και η μεταφορά προς τη βλάβη των κυτοκι-
νών καθώς και των φλεγμονωδών κυττάρων όπως τα 
ουδετερόφιλα, τα μακροφάγα, τα δενδριτικά κύτταρα, 
τα λεμφοκύτταρα. Κατά τη διάρκεια της νεοαγγείωσης, 
τα ενδοθηλιακά κύτταρα πολλαπλασιάζονται, μετανα-
στεύουν και σχηματίζουν νέους κλάδους αγγείων.211 Η 
διήθηση της βλάβης από φλεγμονώδη κύτταρα και η 
απελευθέρωση αγγειογενετικών μεσολαβητών62 όπως η 
αγγειοτενσίνη,212 ο επιδερμικός αυξητικός παράγοντας 
(EGF)213 και ο αυξητικός παράγοντας των ινοβλαστών 
(FGF)214 συμβάλλουν πολλαπλά σε διάφορα στάδια της 
νεοαγγείωσης του κερατοειδή. Η αυξημένη παραγω-
γή προαγγειογενετικών παραγόντων, όπως οι VEGF,215 
TNF-α και οι μεταλλοπρωτεάσες (MMPs 2,9)71,216 στρέ-
φει την διαδικασία προς την αγγειογένεση.217 Μετά 
την επούλωση, τα αιμοφόρα αγγεία, αφήνουν κενούς 
σχηματισμούς, που ονομάζονται αγγεία φαντάσμα-
τα (ghost vessels).218 Η νεοαγγείωση του μοσχεύματος 
μετεγχειρητικά μετά από κερατοπλαστική, είναι ιδιαί-
τερος λόγος άμεσης αντιμετώπισης καθώς μπορεί να 
προκαλέσει την απόρριψή του.

Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι τα μεσεγχυ-
ματικά βλαστοκύτταρα μπορούν να μειώσουν την 
φλεγμονή του κερατοειδή και την νεοαγγείωση σε 
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παθολογικές καταστάσεις όπως τα εγκαύματα και οι 
τραυματισμοί.219 Αλληλεπιδρούν με τα κύτταρα του δέ-
κτη (host cells) μέσω άμεσης επαφής, αλλά και μέσω πα-
ρακρινούς δράσης.220 Εξάλλου, έχει αναφερθεί ότι, σε 
πειραματικά μοντέλα αρουραίων που υποβλήθηκαν σε 
αγωγή με MSCs174,221 υπάρχει μειωμένη δραστηριότητα 
παραγόντων, όπως οι: IL-2, IFN-γ, φλεγμονώδης πρω-
τεΐνη μακροφάγων 1-α (macrophage inflammatory protein 
1-α), VEGF και CD4 κυττάρων. Οι πιθανές αντιμικρο-
βιακές ιδιότητες των MSCs222,223 μπορούν επί πλέον να 
έχουν επιβοηθητικό ρόλο στην ανοσοαπάντηση ενισχύ-
οντας τις αντιφλεγμονώδεις ιδιότητες τους.224 Η νεοαγ-
γείωση παρεμποδίζεται επίσης μέσω της καταστολής 
της προ-αγγειογενετικής μεταλλοπρωτεάσης ΜΜΡ-2 
και της επαγωγικής έκφρασης του αντι-αγγειογενητι-
κού παράγοντα TSP-1174, που δρα ως αναστολέας του 
VEGF221. Το μικροπεριβάλλον του κερατοειδή ενισχύει 
τον αντι-αγγειογενετικό ρόλο των MSCs, ο οποίος είναι 
σημαντικός για τη βέλτιστη ανάρρωση χωρίς ουλές και 
θολώσεις, σε αντίθεση με άλλους ιστούς όπως το δέρ-
μα, όπου η αγγειογένεση μπορεί να προκαλείται από τα 
MSCs, αλλά είναι επιθυμητή και ζωτική για την αποκα-
τάσταση και επούλωση.224 

 Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήσαμε ένα πειρα-
ματικό μοντέλο πρόκλησης κερατοειδικής νεοαγγείω-
σης σε κονίκλους, για να εξετάσουμε την αντι-αγγειο-
γενετική επίδραση των MSCs στον κερατοειδή χιτώνα. 

ΣΚΟΠΟΣ - ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ
1. Σκοπός της παρούσας έρευνας είναι η μελέτη της 

επίδρασης των αντιαγγειογενετικών και αντιφλεγμο-
νωδών ιδιοτήτων των πολυδύναμων μεσεγχυματικών 
κυττάρων προερχόμενων από λιπώδη ιστό, χορηγούμε-
νων μετά από μηχανικό τραύμα στον κερατοειδή χιτώ-
να.

2. Πραγματοποιήθηκε βιβλιογραφική διερεύνηση ελ-
ληνικών και διεθνών ευρετηριασμένων συγγραμμάτων, 
μέσω ηλεκτρονικής αναζήτησης σε βάσεις δεδομένων 

των PubMed Central, Embase, ProQuest, Google Scholar, 
Cochrane Database of Systematic Reviews και Scopus. 
Όπου ήταν δόκιμο, αναφέρονται οι πλέον πρόσφατες 
δημοσιεύσεις, όταν υπάρχουν περισσότερες από μία 
εργασίες, που εξετάζουν εξιδικευμένα ευρήματα. 

3. Η έρευνα έλαβε μέρος κατόπιν έγκρισης της Επι-
τροπής Δεοντολογίας του Αριστοτελείου Πανεπιστημί-
ου Θεσσαλονίκης και της ανάλογης της Κτηνιατρικής 
Σχολής του Α.Π.Θ. της Θεσσαλονίκης. Εφαρμόστηκε το 
πρωτόκολλο της ARVO που αφορά στην χρήση των πει-
ραματόζωων στην έρευνα, καθώς και η ανάλογη οδηγία 
(Directive) 2010/63/EU της Ευρωπαικής Επιτροπής. 

4. Είναι παρεμβατική μελέτη σε πειραματόζωα, χωρι-
σμένα σε δύο ομάδες των 16 κονίκλων ίδιας ηλικίας και 
κιλών. Επιλέχθηκε ένας οφθαλμός σε κάθε πειραματό-
ζωο. Όλες οι επεμβάσεις έγιναν από τον ίδιο χειρουργό.

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗΣ ΔΙΑΤΑΞΗΣ 
ΠΡΟΚΛΗΣΗΣ ΝΕΟΑΓΓΕΙΏΣΗΣ ΚΕΡΑΤΟΕΙΔΗ 
ΚΟΝΙΚΛΏΝ

Η εκτέλεση του πειράματος πρόκλησης νεοαγγείω-
σης σε κερατοειδή αλφικών κονίκλων Νέας Ζηλανδίας 
πραγματοποιήθηκε σε χειρουργική αίθουσα στο Κτιρι-
ακό Συγκρότημα των Κλινικών του Τμήματος Κτηνια-
τρικής του Αριστοτέλειου Πανεπιστημίου Θεσσαλονί-
κης. Η συντήρηση των ζώων, βάρους 2,5-3,5 kg, ηλικίας 
3-5 μηνών, έγινε σε χώρο παρακείμενο των χειρουργι-
κών εγκαταστάσεων, υπό κατάλληλες συνθήκες θερ-
μοκρασίας και 12ωρης εναλλαγής φωτισμού ημέρας/
νύχτας. 

Κατά την διάρκεια του πειράματος εξασφαλίστηκε 
η παραμονή τους σε ειδικούς κλωβούς φύλαξης και η 
διατροφή τους σε καθορισμένα ημερήσια διαστήματα. 
Η παρακολούθηση γίνονταν σε οφθαλμολογικά εξο-
πλισμένη αίθουσα που διέθετε κατάλληλο εξοπλισμό 
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για ζώα. Εφαρμόστηκαν οι προβλεπόμενες διατάξεις 
της Association for Research in Vision and Ophthalmology 
(ARVO) όπως και οι τελευταίες τροποποιήσεις της για 
τη χρήση των ζώων σε αντίστοιχες έρευνες,225 καθώς 
και η ανάλογη οδηγία (Directive) 2010/63/EU της Ευρω-
παϊκής Επιτροπής. Οι διαδικασίες και το πειραματικό 
πρωτόκολλο της μελέτης εξετάστηκαν και εγκρίθηκαν 
από την επιτροπή δεοντολογίας του Αριστοτελείου 
Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης καθώς και από την επι-
τροπή του τμήματος Κτηνιατρικής Θεσσαλονίκης. Προ 
του πειράματος τα ζώα υποβάλλοντο σε αναισθησία 
σύμφωνα με το πρωτόκολλο.

Επιλογή ζώων - πειραματικής διάταξης
Πραγματοποιήθηκε μέτρηση της οριζόντιας και κα-

τακόρυφης διαμέτρου του κερατοειδή 32 οφθαλμών 
16 κονίκλων Νέας Ζηλανδίας βάρους 2,5 - 3.5 κιλών 
και αντιστοίχιση των αποτελεσμάτων με αυτές του 
ανθρώπου. Οι μετρήσεις έδειξαν ότι η μέση οριζόντια 
διάμετρος στους κονίκλους ήταν 12,90±0,3 mm (μέσος 
όρος±τυπική απόκλιση) και η μέση κατακόρυφη διάμε-
τρος 12,70±0,3 mm (Εικ. 1). Αυτές οι τιμές βρίσκονται 
κοντά στις αντίστοιχες ανθρώπειες. Επίσης η αγγείωση 
στην περιφέρεια του κερατοειδή στον κόνικλο είναι πα-
ρόμοια, καθιστώντας τα πειραματόζωα κατάλληλα, για 
την έρευνα στο συγκεκριμένο αντικείμενο.

Εικ. 1. Αριστερά: Κουνέλι Νέας Ζηλανδίας με τον βλεφα-

ροδιαστολέα για να εφαρμοστούν οι μετρήσεις. Δεξιά: Με-

τρήθηκε η οριζόντια και κάθετη διάμετρο του κερατοειδή.

Απομόνωση και καλλιέργεια MSCs από λιπώδη ιστό 
κονίκλου

Τα μεσεγχυματικά πολυδύναμα κύτταρα από λιπώδη 
ιστό (Adipose-derived Mesenchymal Stem/Stromal Cells/
ADMSCs) απομονώθηκαν όπως έχει βιβλιογραφικά 
περιγραφεί.226 Μετά από αναισθητοποίηση των πει-
ραματοζώων με ενδομυϊκή ένεση κεταμίνης (30-50 mg 
/ kg) και ξυλαζίνης (3-5 mg / kg), πραγματοποιήθηκε 
αφαίρεση λιπώδους ιστού από την βουβωνική περιο-
χή. Το στρώμα λίπους που αφαιρέθηκε πλύθηκε με PBS 
(Phosphate-Buffered Saline), τεμαχίστηκε και στη συνέ-
χεια, υπό σταθερή ανακίνηση, έγινε κατεργασία του για 
1 ώρα στους 37° C με κολλαγενάση (0,5 mg / ml) τύπου 
1 (Sigma, Aldrich, ΜΟ, St Louis). Ισοδύναμος όγκος PBS 
προστέθηκε στον σωλήνα ο οποίος αφέθηκε να παρα-
μείνει μέχρις ότου επιτεύχθη σαφής διαστρωμμάτωση 
του υλικού. Το κάτω, διαυγές στρώμα που περιείχε 
ADMSCs αναρροφήθηκε και φυγοκεντρήθηκε για 10 
λεπτά στα 600 × g.

Το σφαιρίδιο που περιείχε μεσεγχυματικά κύττα-
ρα καλλιεργήθηκε μέχρι 5 περάσματα διπλασιασμού 
στους 37° C εντός υγροποιημένου θαλάμου που περι-
είχε 5% CO2 με θρεπτικό υλικό του Eagle τροποποιημέ-
νο κατά Dulbecco και συμπληρωμένο με 10% ορό από 
έμβρυο μόσχου (Atlanta Biologicals Atlanta, Georgia), 2% 
πενικιλλίνη (Sigma Inc., St.Louis, ΜΟ, USA) και στρεπτο-
μυκίνη (100 μg / ml) (Sigma Inc., St. Louis, ΜΟ, USA)

Χαρακτηρισμός των MSCs με κυτταρομετρία ροής 
και διαφοροποίηση

Έγινε κυτταρομετρία ροής (FCM) για την ανίχνευση 
έκφρασης ειδικών επιφανειακών δεικτών των MSCs. Εν 
συντομία, μετά από επώαση των κυττάρων με Trypsin-
EDTA 1x σε PBS και ήπια φυγοκέντρηση, εφαρμόστηκε 
χρώση με μονοκλωνικά αντισώματα (mAbs) CD44 και 
CD73 (BD Pharmingen, USA)227 επί 15 λεπτά με απου-
σία φωτός. Χρησιμοποιήθηκε η συσκευή FACS Calibur 
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(Becton Dickinson, BD, Franklin Lakes, NJ, ΗΠΑ) για τη 
λήψη των αποτελεσμάτων και ακολούθησε, με το λογι-
σμικό Cell Quest Pro6, η ανάλυσή τους. Ο έλεγχος της 
ικανότητας των κυττάρων να διαφοροποιηθούν σε λι-
πώδη και οστικό ιστό έγινε σύμφωνα με προϋπάρχουσα 
μεθοδολογία228. Προκειμένου να ελεγχθεί η ικανότητα 
διαφοροποίησης τους, προστέθηκε λιποειδικό και οστε-
ογενετικό μέσο (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, 
USA) στην καλλιέργεια για περίπου 30 ημέρες, με ανα-
νέωση τους κάθε 3 ημέρες. Η επιτυχής διαφοροποίηση 
δοκιμάστηκε με χρώση alizarin και oil red.

Πρόκληση νεοαγγείωσης με την ένθεση ραμμάτων
Στο πλαίσιο αυτής της πειραματικής μελέτης χρη-

σιμοποιήθηκαν 32 αλφικοί κόνικλοι Νέας Ζηλανδίας, 
βάρους 2,5-3,5 kg (Εικ. 2). Πριν από τη μελέτη, πραγ-
ματοποιήθηκε πλήρης και ενδελεχής οφθαλμολογική 
εξέταση σε όλα τα ζώα για να εξασφαλιστεί ότι ήταν 
ελεύθερα από οποιαδήποτε οφθαλμική παθολογία. 

Εικ. 2. Στα πειραματόζωα εφαρμόστηκε κολλάρο 

προστασίας για την αποφυγή αυτοτραυματισμού 

μετεγχειρητικά.

Χρησιμοποιήθηκε ένα σταθμισμένο μοντέλο πρόκλη-
σης κερατοειδικής νεοαγγείωσης, μετά από ελεγχόμε-
νο τραυματισμό που προκαλεί το διατιτραίνον τραύμα 
στον κερατοειδή με είσοδο στον πρόσθιο θάλαμο,229 
ώστε να εκτιμηθεί η επίδραση των βλαστοκυττάρων 
στην επούλωση του κερατοειδή και στην μείωση της 
έκτασης της νεοαγγείωσης. Όλα τα ζώα αναισθητοποι-

ήθηκαν με ενδομυϊκή ένεση κεταμίνης (30-50 mg / kg) 
και ξυλαζίνης (3-5 mg / kg) ενώ ακολουθούσε ενστά-
λαξη κολλυρίου υδροχλωρικής προπαρακαΐνης 0.5%, 
(Alcaine, Alcon Laboratories Hellas). Η οφθαλμική επιφά-
νεια και τα κολπώματα του επιπεφυκότα καθαρίστη-
καν και εκπλύθηκαν με ένα ήπιο αντισηπτικό διάλυμα 
που περιείχε ιωδιούχο ποβιδόνη 0,5% και τοποθετήθη-
κε βλεφαροδιαστολέας. Η διάμετρος του κερατοειδή 
μετρήθηκε για να αποκλειστούν τα ζώα που διαφέ-
ρουν από τη μέση τιμή ώστε το δείγμα να έχει ομοιο-
μορφία. Μια γραμμική τομή, πλήρους πάχους (μήκους 
4 mm), εφαρμόστηκε με ένα 15° οφθαλμικό μαχαιρίδιο 
μίας χρήσης, στην περιοχή του ανώτερου σκληροκε-
ρατοειδικού ορίου, στην 12η ώρα, έως και 4mm προς 
το κέντρο του κερατοειδή (Εικ. 3). Δόθηκε η ανάλογη 
προσοχή ώστε η επέκταση της τομής κεντρικά να μην 
προκαλέσει πρόπτωση της ίριδας. Ακολούθησε συρρα-
φή του τραύματος με δύο διακεκομμένα ράμματα nylon 
10-0 (DemeTECH, ΗΠΑ). 

Εικ. 3. Συρραφή της τομής με ράμματα nylon 10.0. 

Η τομή αρχίζει από το ΣΚΟ και επεκτείνεται 

προς τον κεντρικό κερατοειδή.
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Χρησιμοποιώντας οφθαλμική ταινία φλουορεσκεΐ-
νης ελέγχθηκε η ακεραιότητα του τραύματος μετά την 
συρραφή, ώστε να μην διαρρέει (Seidel-αρνητικό). 

Ο ίδιος ερευνητής πραγματοποίησε όλες τις χειρουρ-
γικές επεμβάσεις προκειμένου να επιτευχθεί η δυνητι-
κά καλύτερη επαναληψιμότητα. Μετά την ένθεση των 
ραμμάτων, τα ζώα χωρίστηκαν τυχαία σε 2 ομάδες και 
έλαβαν είτε:

α) διάλυμα 0,5 ml PBS που περιείχε ADMSCs ή 
β) διάλυμα 0,5 ml PBS χωρίς ADMSCs. 

Εικ. 4. Έγχυση των βλαστοκυττάρων ενδοστρωματικά με 

την χρήση κάνουλας.

Τα ζώα της ομάδας Α (n = 16) έλαβαν ΑDMSCs με 
< 5 διπλασιασμούς/περάσματα ενώ η ομάδα B (n = 16) 
ήταν η ομάδα ελέγχου. Εφαρμόστηκαν συνολικά 2×106 
ADMSCs σε 0,5 ml PBS, σε κάθε κερατοειδή χιτώνα της 
ομάδας Α με τρεις τρόπους:

Στα χείλη του τραύματος εκατέρωθεν, δημιουργήθη-
κε ενδοστρωματικά μικροθύλακας με ένα οφθαλμικό 
μαχαιρίδιο και έγινε έγχυση του 1/3 του διαλύματος 

PBS με τα ADMSCs με τη βοήθεια κάνουλας (Εικ. 4). 
Επιπλέον, το 1/3 των ADMSCs εγχύθηκαν υπό τον επι-
πεφυκότα και τέλος η υπόλοιπη ποσότητα εφαρμόστη-
κε τοπικά στην τραυματισμένη περιοχή (Εικ. 5).

Εικ. 5. Εικόνα του κερατοειδή αμέσως μετά από την 

εφαρμογή των βλαστοκυττάρων. Παρατηρείται έντονο οί-

δημα τοπικά στον κερατοειδή στη περιοχή διήθησης με PBS 

και βλαστοκυττάρων. Εκσεσημασμένη διόγκωση του επιπε-

φυκότα από την έγχυση. Ως αποτέλεσμα του οιδήματος του 

κερατοειδή από την διήθηση, προκαλείται παραμόρφωση 

με συνέπεια να ασκείται τάση στα ράμματα.

 
Στην ομάδα Β, έγινε έγχυση ίδιας ποσότητας δια-

λύματος PBS χωρίς όμως ADMSCs. Όλα τα ζώα έλα-
βαν ένα τοπικό αντιβιοτικό 0,3% οφλοξασίνη (Oxatrex, 
Zwitter, Αθήνα, Ελλάδα) και 1% κυκλοπεντολάτη 
(Cyclogyl, Alcon, Αθήνα, Ελλάδα) κάθε 6 ώρες για την 
πρώτη μετεγχειρητική ημέρα και στη συνέχεια δύο φο-
ρές την ημέρα για την πρώτη εβδομάδα. Για την μεί-
ωση του μετεγχειρητικού άλγους χορηγήθηκε επίσης 
μελοξικάμη (0,2 mg / kg υποδόρια, Metacam, 5 mg / ml, 
Boehringer Ingelheim Germany) μία φορά την ημέρα για 
τις επόμενες 5 ημέρες. Όλα τα ράμματα παρέμειναν ως 
είχαν μέχρι να ληφθούν φωτογραφίες. 

Στο τέλος της 2ης εβδομάδας από την ένθεση των 
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ραμμάτων, μετρήθηκε το μήκος της νεοαγγείωσης του 
κερατοειδή από το αγγειακό πλέγμα στο σκληροκερα-
τειδές όριο έως στο μέγιστο σημείο της, κεντρικά στον 
κερατοειδή (ύψος/απόσταση) υπό γενική αναισθησία. 
Επίσης, μετρήθηκε το περίγραμμα εκβλάστησης των 
νεοαγγείων (περιοχή/επιφάνεια). Όλες οι φωτογραφί-
ες υποβλήθηκαν σε επεξεργασία με το λογισμικό Klonk 
Image 16.1.14 (Image Measurement Corporation, Cheyenne, 
USA) και μετρήθηκε η περιοχή της νεοαγγείωσης σε mm. 
Τα ζώα θυσιάστηκαν τη 14η ημέρα230,231 και έγινε εξό-
ρυξη των οφθαλμών μετά την φωτογράφηση. Αν και 
υπάρχουν μελέτες που θεωρούν, την προκαλούμενη από 
ράμματα νεοαγγείωση, αρκετή ως έκταση ήδη την 6η 
ημέρα,232 στην παρούσα εργασία θελήσαμε να εξετάσου-
με αν η αντιαγγειογενετική δράση των βλαστοκυττάρων 
διαρκεί για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα.

Πρόκληση νεοαγγείωσης και ποσοτικοποίησή της
Από προηγούμενες μελέτες είναι γνωστό ότι η οξεία 

φλεγμονή του κερατοειδή χιτώνα λειτουργεί ως προ-
κλητικός παράγοντας παραγωγής VEGF233. Η δέσμευ-
ση του VEGF με τους υποδοχείς του, ενεργοποιεί μια 
αλληλουχία σηματοδότησης που προκαλεί την ανάπτυ-
ξη των ενδοθηλιακών κυττάρων από το υπάρχων αγ-
γειακό δίκτυο και προάγει την μετανάστευσή τους.62,234 
Ως αποτέλεσμα προκαλείται νεοαγγείωση που ξεκινάει 
από το αγγειακό δίκτυο που περιβάλλει το ΣΚΟ. 

Στο πείραμα εφαρμόσθηκε μονή τυφλή μέθοδος εξέ-
τασης. Οι οφθαλμοί των κονίκλων εξετάσθηκαν, υπό γε-
νική αναισθησία, για νεοαγγείωση με σχισμοειδή λυχνία 
(Kowa portable, SL-15®, Kowa, Tokyo, Japan) και έγινε λήψη 
φωτογραφιών 14 ημέρες μετεγχειρητικά. Για την ορθή 
απεικόνιση του οφθαλμού απαραίτητη προϋπόθεση ήταν 
ο οφθαλμός να βρίσκεται σε οριζόντια θέση μετά από κα-
τάλληλο χειρισμό του ζώου. Αρκετές φορές, χρειάστηκε 
να χρησιμοποιηθεί δεύτερος βλεφαροδιαστολέας, λόγω 
της νηκτικής μεμβράνης, για την πλήρη αποκάλυψη του 
κερατοειδή διευκολύνοντας έτσι την ακριβέστερη ποσο-
τικοποίηση της νεοαγγείωσης. 

ΙΣΤΟΛΟΓΙΑ
Μετά την φωτογράφηση και την επακόλουθη ευθα-

νασία των ζώων κατά την 14η ημέρα, τα δείγματα των 
οφθαλμικών ιστών μονιμοποιήθηκαν σε 10% φορμόλη 
και εγκλείστηκαν σε μπλοκ παραφίνης (Paraplast Plus, 
Medium Embedding Medium, Leica), μετά από την εμβά-
πτιση τους σε υγρά αφυδατώσεως, διαυγάσεως και δι-
ηθήσεως. Στη συνέχεια διαχωρίστηκαν σε ιστολογικές 
τομές με πάχος 4 μm και έγινε χρώση με αιματοξυλίνη 
και ηωσίνη (Η & Ε) για αξιολόγηση από παθολογοα-
νατόμο.

Ανοσοϊστοχημεία
Ο VEGF παράγοντας είναι μια γλυκοπρωτεΐνη235 36 

έως 46 kDa. Δεσμεύεται στους υποδοχείς της κινάσης 
της τυροσίνης flt-1 και flk-1 / KDR236, παίζοντας βασικό 
ρόλο στην δημιουργία νεοαγγειακού ιστού στον κερα-
τοειδή.237 Ενεργοποιεί τα ενδοθηλιακά κύτταρα για να 
ξεκινήσουν πολλαπλασιασμό, να μεταναστεύσουν και 
τέλος να σχηματίσουν τους βασικούς ελλάσονες άω-
ρους κλάδους.238, 239

Ο TNF-α - μια προφλεγμονώδης κυτοκίνη - μπορεί 
να ανιχνευθεί σε ελάχιστες συγκεντρώσεις ακόμα και 
σε υγιείς κερατοειδείς χιτώνες.92, 240 Η φλεγμονή ενερ-
γοποιεί φλεγμονώδη κύτταρα όπως τα μακροφάγα, για 
να εκκρίνουν τον TNF-α ο οποίος ρυθμίζει την νεοαγ-
γείωση.92 

Η ανοσοϊστοχημεία των τομών που ενσωματώθηκαν 
σε παραφίνη (τομές 4 μm) έγινε με αντισώματα αντι-
VEGF επίμυος και αντισώματα αντι-ΤΝF-α (Abcam) 
επίσης επίμυος. Πραγματοποιήθηκε εμποτισμός των 
τομών σε διάλυμα 3% Η2Ο2 σε μεθανόλη ώστε να επέλ-
θει αποκλεισμός της δράσης της υπεροξειδάσης και 
ανάκτηση του αντιγόνου με εφαρμογή ρυθμιστικού 
διαλύματος κιτρικού 10 mM, ρΗ 6,0 εντός του δοχείου 
χρώσης και επώαση στους 95-100° C για 10 λεπτά. Μετά 
τον εμποτισμό σε ρυθμιστικό διάλυμα, τα κύρια αντι-
σώματα προστέθηκαν στις τομές για 1 ώρα ακολου-
θούμενα από εμποτισμό δευτερογενών αντισωμάτων 
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για επιπλέον 30 λεπτά. Η έκφραση του VEGF και του 
TNF-α αξιολογήθηκε με το σύστημα ανίχνευσης Dako 
Real Envision Peroxidase / DAB+. Έγινε χρώση των αντι-
κειμενοφόρων πλακών με αιματοξυλίνη και παρατήρη-
σή τους με οπτικό μικροσκόπιο.

Στατιστική ανάλυση
Με τη χρήση του λογισμικού SPSS 20.0 για τα Windows 

(SPSS Inc, Chicago, Illinois, ΗΠΑ), έγιναν οι παραμετρι-
κές αναλύσεις μετά από αξιολόγηση της κανονικότη-
τας των δεδομένων με τη δοκιμή Kolmogorov-Smirnov. 
Η συσχέτιση των παραμέτρων για την αξιολόγηση των 
διαφορών στο απομακρυσμένο σημείο (ύψος) και στην 
περιοχή της νεοαγγείωσης του κερατοειδή έγινε με τη 
δοκιμασία Student t-test. Η δοκιμή Levene χρησιμοποι-
ήθηκε για να ελέγξει την ισότητα των διακυμάνσεων 
μεταξύ των ομάδων. Τα αποτελέσματα θεωρήθηκαν 
ως στατιστικώς σημαντικά σε επίπεδο σημαντικότητας 
α=0,95 δίπλευρου ελέγχου.

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Χαρακτηρισμός των χορηγούμενων ADMSCs
Τα βλαστοκύτταρα που καλλιεργήθηκαν, εμφάνισαν 

την τυπική ατρακτοειδή μορφολογία των ενήλικων 
βλαστοκυττάρων (Εικ. 6.1α). Επιπρόσθετα χαρακτη-
ρίστηκαν από την συνέκφραση των δεικτών CD44 / 
CD73241 που επισυμβαίνει στην 4η-5η καλλιέργεια (Εικ. 
6.1β).

Εικ. 6.1. Μορφολογία (α) και ανοσοφαινοτυπικός χαρα-

κτηρισμός (β) των χορηγούμενων βλαστοκυττάρων.

Η ικανότητα των ADMSCs να διαφοροποιηθούν σε 
λιποκύτταρα και σε οστεοκύτταρα,129 επιβεβαιώθηκε 
μετά την ολοκλήρωση της επαγόμενης διαφοροποίη-
σης τους, σε σύγκριση με την μη διαφοροποιημένη ομά-
δα ελέγχου (Εικόνα 6.2). Στα λιποκύτταρα, παρατηρή-
θηκε η χαρακτηριστική συσσώρευση κυτοπλασμικών 
λιπιδίων. Στα οστεοκύτταρα διαπιστώθηκε εναπόθεση 
ασβεστίου και ανιχνεύθηκε αυξημένη δραστηριότητα 
της αλκαλικής φωσφατάσης. 

Εικ 6.2. Μορφολογική απεικόνιση της διαφοροποίησης 

των ADMSCs (Ι. Αρνητικός έλεγχος οστεογένεσης, ΙΙ. ADMSCs 

διαφοροποιημένα σε οστεοκύτταρα, ΙΙΙ. Αρνητικός έλεγχος 

λιπογένεσης, IV ADMSCs διαφοροποιημένα σε λιποκύτταρα.

Η επίδραση των βλαστοκυττάρων στη νεοαγγείωση 
του κερατοειδή

Σε όλους τους υπό εξέταση κερατοειδείς και των δύο 
ομάδων παρατηρήθηκε ανάπτυξη νεοαγγειακού ιστού. 
Παρά την ανίχνευση νεοαγγείωσης και στις δύο ομά-
δες, η συνολική επιφάνεια που καλύφθηκε με νεοαγγει-
ακό ιστό ήταν σημαντικά μικρότερη στους οφθαλμούς 
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που είχαν εγχυθεί βλαστοκύτταρα, σε σύγκριση με αυ-
τούς της ομάδας ελέγχου (Πίνακας 1), όπως αποτυπώ-
θηκε στις φωτογραφίες που ελήφθησαν 14 ημέρες μετά 
την τοποθέτηση των ραμμάτων. Στην ομάδα ελέγχου, 
όπου εγχύθηκε μόνο PBS, εμφανίστηκαν μεγαλύτερης 
έκτασης και πιο πυκνοί θύσσανοι αγγείων να αναδύο-
νται από την περιοχή του ΣΚΟ. 

Όσον αφορά στον επιπεφυκότα, στην ομάδα A ο πα-
ρακείμενος στον τραυματισμό βολβικός επιπεφυκότας 
ήταν ήπια υπεραιμικός, ενώ στην ομάδα ελέγχου αντί-
στοιχα υπήρχε έντονη υπεραιμία.

Σε καμία ομάδα δεν παρατηρήθηκαν εμφανή στοι-
χεία θόλωσης του ιστού στη θέση της τομής, καθώς 
συρράφτηκε άμεσα. Επίσης δεν ανιχνεύθηκαν σημεία 
ενδεικτικά ανοσολογικής απόρριψης σε κανένα από 
τα μάτια της ομάδας έγχυσης των βλαστοκυττάρων. Η 
περιοχή και το απώτερο σημείο, προς τον κεντρικό κε-
ρατοειδή, του νεοαγγειακού ιστού και στις δύο ομάδες 
απεικονίζονται γραφικά στην Εικόνα 7. Η απόσταση 
της νεοαγγείωσης από το limbus στην ομάδα A (βλα-
στοκύτταρα) (0.98 ± 0.3 mm) ήταν σημαντικά χαμηλότε-
ρη σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου (2.88 ± 0.58 mm),    
t (30) = -11,744, ρ <0,001. Η συνολική επιφάνεια νεοαγ-
γείωσης στην ομάδα των βλαστοκυττάρων (1,87 ± 0,9 

mm2) ήταν επίσης σημαντικά χαμηλότερη σε σύγκριση 
με την ομάδα ελέγχου (4,66 ± 1,74 mm2), t (30) = -5,797, 

p <0,001 (Εικόνα 8).

Εικ. 7. Έκταση της νεοαγγείωσης στην ομάδα των βλα-
στοκυττάρων έναντι της ομάδας ελέγχου 14 ημέρες μετά 
το τραύμα. Καταγραφή της περιοχής νεοαγγείωσης και 

του απώτερου σημείου έκτασής της (ύψος/απόσταση) στην 
ομάδα των βλαστοκυττάρων έναντι της ομάδας ελέγχου. Η 

διαφορά ήταν στατιστικά σημαντική (P < 0.001, t test).

Εικ. 8. Αντιπροσωπευτικές εικόνες αγγειογένεσης της 
ομάδας των βλαστοκυττάρων και της ομάδας ελέγχου. 

Τα μάτια που υποβλήθηκαν σε αγωγή με βλαστοκύτταρα 
εμφάνισαν περιορισμένη (1,87 mm2 ± 0,90 mm2) νεοαγγείω-
ση 14 ημέρες μετά την επέμβαση (αριστερά). Αγγειογένεση 
αποτελούμενη από πυκνά αγγεία που εκτείνονται από τα 
τριχοειδή του περικεράτειου δικτύου, εξαπλώνονται μέχρι 
το δεύτερο ράμμα καλύπτοντας έτσι μια μεγάλη περιοχή 
στην επιφάνεια του κερατοειδή, φαίνονται στην ομάδα 

ελέγχου επίσης 14 ημέρες μετά τον τραυματισμό του κερα-
τοειδή (4,66 mm2 ± 1,74 mm2, P <0,001, t test) (δεξιά).

Ιστοπαθολογικά και ανοσοϊστοχημικά ευρήματα
Στην ομάδα ελέγχου, όπου δεν εφαρμόστηκε έγχυση 

βλαστοκυττάρων, παρατηρήθηκε έντονη φλεγμονώδης 
αντίδραση. Οι κερατοειδείς χιτώνες εμφάνισαν σημα-
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ντική νεοαγγειογένεση. Τα αγγεία αναδύονταν από 
το παρακείμενο σκληροκερατοειδές όριο σε πυκνούς 
σχηματισμούς. Υπερπλασία του επιθηλίου, αποδιορ-
γανωμένο στρώμα με οίδημα και φλεγμονώδη διήθη-
ση χαρακτήρισε τους κερατοειδείς χιτώνες της ομάδας 
ελέγχου. Στην ομάδα εφαρμογής των βλαστοκυττάρων 
αν και παρατηρήθηκε ήπιο οίδημα και διείσδυση φλεγ-
μονωδών κυττάρων, η επιφάνεια εμφανίστηκε ομαλή 
με άθικτο, σχεδόν φυσιολογικό ιστό (Εικόνα 9,10).

 Εικ. 9. Οι ιστολογικές τομές του κερατοειδή δίπλα στο 
ΣΚΟ εμφάνισαν αποδιοργανωμένο στρώμα, με σοβαρή 
φλεγμονώδη διήθηση στα μάτια της ομάδας ελέγχου (επά-
νω), ενώ παρατηρήθηκε μειωμένος αριθμός φλεγμονωδών 
κυττάρων στους οφθαλμούς στους οποίους έγινε έγχυση 
βλαστοκυττάρων (κάτω). H & Ε (100x). 

Εικ. 10. Κεντρικές τομές κερατοειδικών παρασκευασμά-
των της ομάδας ελέγχου με σαφή εικόνα φλεγμονώδους 
αντίδρασης και νεοαγγείωσης (επάνω). Σχεδόν κανονική 
αρχιτεκτονική με λίγες φλεγμονώδεις συσσωρεύσεις στον 
ιστό της ομάδας των βλαστοκυττάρων, συγκριτικά με την 
ομάδα ελέγχου (κάτω). H & Ε (200x).

Η χρώση με VEGF και ΤΝF-α διεξήχθη για να πιστο-
ποιηθεί η παρουσία της αγγειογένεσης και της φλεγμο-
νής, αντίστοιχα. Στα μάτια με έγχυση βλαστοκυττάρων 
μετά από την επαγόμενη βλάβη στον κερατοειδή δεν 
προκλήθηκε έκφραση του VEGF εντός των ορίων της 
περιοχής έγχυσης των βλαστοκυττάρων, σε αντίθεση 
με τα μάτια της ομάδας ελέγχου, υποδεικνύοντας το 
ευεργετικό αποτέλεσμα των χορηγούμενων βλαστο-
κυττάρων στη μείωση της παθολογικής νεοαγγείωσης 
(Εικόνα 11). Επιπλέον, η TNF-α χρώση δεν ανιχνεύθη-
κε στους επεξεργασμένους με βλαστοκύτταρα ιστούς, 
ενώ ανιχνεύθηκε στο στρώμα του κερατοειδή όπως 
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επίσης στο επιθήλιο της ομάδας ελέγχου (Εικόνα 12). 
Η απουσία θετικών TNF-α κυττάρων επιβεβαίωσε τα 
αποτελέσματα της χρώσης με αιματοξυλίνη/εωσίνη δεί-
χνοντας ένα περιβάλλον περιορισμένης φλεγμονώδους 
απόκρισης.

Εικ. 11. Ανάλυση ανοσοϊστοχημείας τομών κερατοειδή με 
ανοσοχρώση για VEGF. Η χρώση εκφράστηκε έντονα στους 
κερατοειδείς της ομάδας ελέγχου, απεικονίζοντας την νεο-
αγγείωση (αριστερά). Δεν ανιχνεύθηκαν τριχοειδή αγγεία 
στους κερατοειδείς που υποβλήθηκαν σε αγωγή με βλαστο-
κύτταρα (δεξιά) (200x). 

Εικ. 12. Ανάλυση ανοσοϊστοχημείας τομών κερατοειδή με 
ανοσοχρώση για TNF-α στην ομάδα ελέγχου (αριστερά) και 
βλαστοκυττάρων (δεξιά). Ανοσοδέσμευση της χρώσης στα 
επιθηλιακά και στα κύτταρα του στρώματος της ομάδας 
ελέγχου. Δεν ανιχνεύονται αντίστοιχα κύτταρα στην ομάδα 
των βλαστοκυττάρων (200x).

ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Σε πρόσφατη έρευνα που κάλυπτε το 91% του παγκό-
σμιου πληθυσμού διαπιστώθηκε η διαρκώς αυξανόμε-
νη ανάγκη ασθενών για μεταμοσχεύσεις κερατοειδή, με 
12,7 εκατομμύρια ασθενείς να βρίσκονται σε κατάστα-
ση αναμονής για λήψη μοσχεύματος.242 Συνεπώς, ετή-
σια διεξάγονται παγκοσμίως, περισσότερες από 150.000 
ολικού πάχους κερατοπλαστικές (PK), λόγω παθολογι-
κών αλλοιώσεων της οφθαλμικής επιφάνειας.154 Η νε-
οαγγείωση του κερατοειδή μπορεί να θέσει σε κίνδυνο 
το ανοσολογικό προνόμιό του,78 όπως περιγράφηκε αρ-
χικά από τον Medawar79 και τον Barker243 μεταγενέστε-
ρα, με αποτέλεσμα να οδηγείται στην απόρριψη και σε 
επακόλουθη αποτυχία του μοσχεύματος.244 Φαίνεται 
να υπάρχει αιτιολογική συσχέτιση του βάθους ανάπτυ-
ξης νεοαγγείων και της υποκείμενης παθολογίας που 
την προκαλεί.58,66 Η χειρουργική του κερατοειδή όπως 
και διάφοροι τραυματισμοί, μπορούν να προκαλέσουν 
την εμφάνιση νεοαγγείων από το αγγειακό δίκτυο στο 
ΣΚΟ και να επεκταθούν σε ολόκληρο τον κερατοειδή 
χιτώνα, με αποτέλεσμα να τίθεται σε κίνδυνο η όραση245 
καθώς η διετής πρόγνωση για τους μεταμοσχευμένους 
ασθενείς με νεοαγγείωση ή φλεγμονή είναι χειρότερη.246 
Άλλωστε η παρουσία αιμοφόρων αγγείων στον περιφε-
ρικό κερατοειδή του δέκτη, μετά από κερατοπλαστική, 
αυξάνει τον κίνδυνο απόρριψης του μοσχεύματος.247

Τα MSCs είναι πολυδύναμα κύτταρα με αντι-αγγει-
ογενετικά και αντιφλεγμονώδη χαρακτηριστικά.174 Οι 
Oh et al κατέδειξαν ότι η έγχυση ανθρώπειων MSCs σε 
ποντίκια επηρέασε το τελικό αποτέλεσμα, αυξάνοντας 
δραματικά την επιβίωση του κερατοειδικού μοσχεύ-
ματος.248 Παρατήρησαν ότι η ενδοφλέβια έγχυση τους 
σταμάτησε την πρώιμη φλεγμονώδη αντίδραση μετά 
από κερατοειδική αλλομεταμόσχευση. Συγκεκριμένα 
χορήγησαν στα πειραματόζωα αλλο- και αυτομοσχεύ-
ματα και εξέτασαν την έκφραση αντιφλεγμονωδών και 
ανοσοεξαρτώμενων παραγόντων την 3η, 7η (πρώιμη 
φλεγμονή οφειλόμενη στην επέμβαση) και 28η ημέρα 
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(ανοσολογική απόρριψη). Και τα δύο είδη μοσχευμά-
των (άλλο-/αύτο-) αύξησαν την έκκριση κυτοκινών 
όπως η IL-6, IL-1β, IL-12 και ενός ποσοτικού δείκτη 
παρουσίας των ουδετερόφιλων, τη μυελουπεροξειδά-
ση. Οι παραπάνω παράγοντες οφείλονται στην πρώιμη 
φλεγμονή λόγω της επέμβασης. Στην ομάδα με τα αλ-
λομοσχεύματα υπήρξε βαθμιαία αύξηση των παραγό-
μενων από τα T λεμφοκύτταρα κυτοκινών, όπως η IL-2 
και IFN-γ αλλά επίσης και των εμπλεκόμενων δεικτών 
απόρριψης (κυρίως των πρωτεασών granzyme A,B και 
perforin) των αλλομοσχευμάτων μέχρι την 28η ημέρα. 
Στην ομάδα που έλαβε τα MSCs σημειώθηκε σημαντική 
ελλάτωση και της πρώιμης φλεγμονής (πτώση επιπέδων 
κυτοκινών) και της όψιμης ανοσοαπόρριψης (μείωση 
πρωτεασών). Τα αποτελέσματα της μελέτης μας υπο-
δεικνύουν ότι τα αλλογενή MSCs μείωσαν σημαντικά 
την νεοαγγειογένεση του κερατοειδή όταν εφαρμόζο-
νται σε πειραματικό μοντέλο μετά από επαγόμενη από 
τραυματισμό νεοαγγείωση και συρραφή. Οι υψηλές 
τιμές της συγκέντρωσης του παράγοντα VEGF, στην 
ομάδα ελέγχου, ήταν ένα αξιοσημείωτο χαρακτηριστι-
κό, με εμφανή ανοσοϊστοχημικά ευρήματα, συγκρινό-
μενες με τους κονίκλους που έλαβαν MSCs.

Εκτός της κερατοειδικής νεοαγγείωσης μια άλλη σο-
βαρή μετεγχειρητική επιπλοκή, στην ίδια κατηγορία 
ασθενών (μεταμοσχευμένων), μπορεί να είναι η νόσος 
του μοσχεύματος κατά του ξενιστή - Graft versus host 
disease (GVHD). Πειραματικά δεδομένα σε ποντίκια 
έδειξαν ότι μετά από τοπική έγχυση MSCs, η κερατο-
ειδική βλάβη λόγω GVHD αντιμετωπίστηκε με επιτυ-
χία.249, 250 Μελέτες πρώιμης φάσης II που αφορούσαν 
στην αντιμετώπιση περιστατικών GVHD ανθεκτικών 
στα στεροειδή μετά από αλλογενή μεταμόσχευση νε-
φρών, επιβεβαίωσαν τις ανοσοκατασταλτικές ιδιότητες 
τους, με τους μισούς ασθενείς να έχουν πλήρη λύση των 
συμπτωμάτων μετά από μία ή περισσότερες δόσεις 1,4 
εκατομμυρίων MSCs.251

Τα MSCs έχουν μεταμοσχευθεί μέσω διαφορετικών 
οδών χορήγησης. Στη βιβλιογραφία αναφέρεται η εν-

δοστρωματική ένθεση,252 η υπό τον επιπεφυκότα168 και 
η συστηματική χορήγηση,253 η ένθεσή τους πάνω σε 
ικριώματα νανοϊνών254 και η έγχυσή τους στον πρόσθιο 
θάλαμο.255 Οι Ghazaryan et al υποδεικνύουν ότι η υπό 
τον επιπεφυκότα χορήγηση υπερισχύει της εφαρμογής 
τους με αμνιωτική μεμβράνη, καθώς μειώνει σε μεγα-
λύτερο βαθμό τα επίπεδα του VEGF, οδηγώντας σε κα-
λύτερα αποτελέσματα.256 Στο μοντέλο μας, η εφαρμογή 
MSCs με τρεις διαφορετικούς τρόπους αμέσως μετά 
τον τραυματισμό, ανέστειλε αποτελεσματικά τον σχη-
ματισμό νέων αγγείων.

Η έκκριση του VEGF γίνεται κυρίως από το ενδοθή-
λιο των αγγείων που βρίσκονται στο ΣΚΟ. Κατά την 
διάρκεια της φλεγμονής αυξάνεται η έκκρισή του από 
το επιθήλιο του κερατοειδή και από τους ινοβλάστες, 
μετά την μετατροπή τους από τα κερατοκύτταρα.257 
Τα MSCs εκκρίνουν διαλυτά μόρια που μειώνουν την 
αγγειογένεση και περιορίζουν τα επίπεδα του VEGF174 
μέσω παρακρινούς σηματοδότησης. Ταυτόχρονα, τα 
επίπεδα του παράγοντα TNF-α stimulated gene 6 (TSG-
6) αυξάνονται, ασκώντας αντιφλεγμονώδη δράση.258 
Επίσης αρκετές μελέτες πάνω σε αγγειακές και αρτη-
ριακές παθήσεις έδειξαν την παρακρινή δράση των 
MSCs μέσω έκκρισης εξωσωμάτων (mesenchymal stem 
cell-derived exosomes - MSC-Exo).136, 259-262 Αν και οι ακρι-
βείς μηχανισμοί δεν έχουν αποσαφηνιστεί, φαίνεται 
ότι κυστίδια διαμέτρου 30-150nm263 απελευθερώνονται 
ενεργητικά από τα διεγερμένα λόγω της φλεγμονής 
MSCs μεταφέροντας μικροRNAs, ρυθμίζοντας τα κύτ-
ταρα-στόχους.259, 260 

Ενισχύοντας τα προαναφερόμενα αποτελέσματα, 
τροποποιημένα MSCs με αδρανοποιημένη την ικανότη-
τα έκφρασης του παράγοντα TSG-6, δεν μείωσαν ούτε 
την φλεγμονή στον κερατοειδή ούτε και την έκκριση 
κυτοκινών από τα Τ κύτταρα, μετά από πειραματική 
κερατοπλαστική.248 

Η ικανότητα των MSCs να έλκονται προς το σημείο 
της βλάβης, εξαιτίας του φλεγμονώδους μικροπεριβάλ-
λοντος, σε διάφορους ιστούς, έχει επανειλημμένα επι-
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βεβαιωθεί σε πειραματικά μοντέλα.264-266 Είναι ενδια-
φέρον ότι το μικροπεριβάλλον ενός συμπαγούς όγκου, 
είναι παρόμοιο με αυτό των τραυματισμένων ιστών και 
τα MSCs εμφανίζουν τροπισμό για τον ιστό αυτών των 
όγκων.267 Λόγω αυτής της ιδιότητάς τους έχει προταθεί 
να χρησιμοποιηθούν ως στοχευμένοι φορείς αντικαρ-
κινικών παραγόντων.267 Ωστόσο, υπάρχουν επίσης και 
αντικρουόμενες αναφορές για αύξηση της ανάπτυξης 
των όγκων αυτών εξαιτίας των MSCs.268

 Η εφαρμογή των MSCs υπό τον επιπεφυκότα με ένε-
ση επιταχύνει την θεραπευτική διαδικασία χωρίς να 
βρεθεί ένδειξη μετανάστευσής τους στον κερατοειδή168 
Οι Song et al. διαπίστωσαν ότι μετά από ενδοφλέβια 
ένεση (συστηματική χορήγηση) MSCs που προέρχο-
νται από μυελό των οστών, παρατηρήθηκε σημαντική 
ελάττωση της κερατοειδικής νεοαγγείωσης αλλά και 
των επιπέδων του VEGF.269 Στη μελέτη μας πραγματο-
ποιήθηκε τοπική έγχυση ADMSCs (τοπική εφαρμογή). 
Σύμφωνα με τα ευρήματα του Song et al, μεταξύ των 
δύο ομάδων, η έκταση της νεοαγγείωσης ήταν σημαντι-
κά χαμηλότερη στην ομάδα που έλαβε ADMSCs με χα-
μηλότερα επίπεδα VEGF. Ανοσοϊστοχημικά δεδομένα 
κατέγραψαν ότι οι VEGF και TNF-α ανιχνεύθηκαν στο 
επιθήλιο του κερατοειδή και στο στρώμα του μάρτυρα 
αλλά όχι στην ομάδα που έλαβε ADMSCs. Τα ευρήμα-
τά μας είναι σύμφωνα και με άλλες μελέτες οι οποίες 
αναφέρουν ότι ο TNF-α σχετίζεται με την νεοαγγείω-
ση στον κερατοειδή προκαλώντας αγγειοδιαστολή και 
επακόλουθη εξαγγείωση λευκοκυττάρων.270-272

Αναφέρεται επίσης ότι ο ενοφθαλμισμός MSCs, μετά 
από έγκαυμα στον κερατοειδή, ήταν πιο αποτελεσμα-
τικός από την τοπική εφαρμογή τους μόνο, πιθανώς 
επειδή η άμεση επαφή μεταξύ των κυττάρων ενισχύει 
τις αντιφλεγμονώδεις ιδιότητες των κυτοκινών, όταν τα 
MSCs ενοφθαλμίζονται.174 Οι Lan et al διαπίστωσαν ότι 
εντός 48 ωρών από την πρόκληση τραυματισμού του 
κερατοειδή σε ποντίκια, παρατηρήθηκε διπλασιασμός 
της συχνότητας κυκλοφορούντων ενδογενώς MSCs, η 
οποία συνοδεύτηκε επίσης από αυξημένα επίπεδα χη-

μειοτακτικών μορίων στον κερατοειδή αλλά και στο 
αίμα. Στη συνέχεια τα συστηματικώς χορηγούμενα 
MSCs ανιχνεύθηκαν στο τραυματισμένο σημείο στον 
κερατοειδή, αλλά όχι στον υπόλοιπο άθικτο κερατοει-
δικό ιστό, και είχαν μακροχρόνια επιβίωση συνοδευό-
μενη από σημαντική και ταχεία αναγέννηση του επιθη-
λίου.273

Τα MSCs όταν μεταμοσχευθούν in vitro μπορούν να 
διαφοροποιηθούν σε κερατοκύτταρα ή σε άλλους κυτ-
ταρικούς τύπους (όπως επιθηλιακά προγονικά/αρχέγο-
να κύτταρα, ενδοθηλιακά κύτταρα κερατοειδή ή μυοϊ-
νοβλάστες) δείχνοντας έτσι τις δυνητικά θεραπευτικές 
τους ιδιότητες221,252 μέσω παρακρινούς λειτουργίας.221 
Μία εξήγηση για την διαφοροποίησή τους θα μπορού-
σε να είναι η επαγωγή επιθηλιακών κυττάρων γύρω 
από το τραύμα, που έχουν επιβιώσει και δεν έχουν υπο-
στεί απόπτωση, για πολλαπλασιασμό και στην συνέ-
χεια να συμβάλλουν στην επούλωση καλύπτοντας τις 
αλλοιώσεις στο ΣΚΟ. Αυτή η ιδιότητα των MSCs ανα-
φέρεται στην βιβλιογραφία ότι επέρχεται ως αποτέλε-
σμα της μεσολάβησης αυξητικών παραγόντων όπως ο 
VEGF, ο EGF και ο TGF-β.174, 221, 252 Με βάση τα παραπά-
νω δεδομένα, προτείνουμε ότι τα MSCs θα μπορούσαν 
να χρησιμοποιηθούν ως εναλλακτική θεραπεία, σε πε-
ριπτώσεις όπου άλλες αντι-αγγειογενετικές θεραπείες 
αποτυγχάνουν.

Φαίνεται επίσης ότι επιφέρουν ισχυρό βαθμο επού-
λωσης μέσω αυξημένης μετανάστευσης των κυττάρων. 
Οι Jiang et al αναφέρουν ότι, μετά από έγχυση καλλι-
εργητικού μέσου βλαστοκυττάρων, παρατηρήθηκε 
αύξηση του χρόνου επιβίωσης των κερατοκυττάρων, 
ύστερα από τραυματισμό τους με αιθανόλη. Ανιχνεύ-
θηκε επίσης, στο μέσο καλλιέργειας, αυξημένη ποσό-
τητα διάφορων παραγόντων/μεσολαβητών της φλεγ-
μονής, που ευθύνονται για την αποκατάσταση μετά 
από τραύμα, συμπεριλαμβανομένων, του παράγοντα 
ανάπτυξης που προέρχεται από αιμοπετάλια (platelet-
derived growth factor/PDGF), του HGF, του TGF-β1, της 
ιντερλευκίνης 8 ( IL-8), της ιντερλευκίνης 6 (IL-6) και 
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της χημειοτακτικής πρωτεΐνης 1 των μονοκυττάρων 
(monocyte chemoattractant protein 1/MCP1).220

Τα δεδομένα της μελέτης μας δείχνουν ότι τα 
ADMSCs κονίκλων διατηρούν τις αντι-αγγειογενετικές 
ιδιότητές τους μετά από 5 διπλασιασμούς/περάσματα. 
Οι Wagner et al198 αναφέρουν ότι η αυτοανανέωση – μία 
βασική ιδιότητα των MSCs – σταματά να συμβαίνει με 
τον ίδιο ρυθμό μετά από 3 μήνες στην κυτταροκαλλι-
έργεια, σηματοδοτώντας ότι οι πληθυσμοί τους είναι 
πλέον γηρασμένοι (Hayflick limit).274, 275 Αυτό αποτελεί 
πολύτιμο και βασικό στοιχείο για τη χρήση των MSCs 
καθώς θα πρέπει να βρίσκονται σε πρώιμο στάδιο ώστε 
να ασκήσουν τις μοναδικές θεραπευτικές τους ιδιότη-
τες. Πρόσφατη μελέτη255 έδειξε ότι η εφαρμογή πρώι-
μων MSCs μετά από 3 διπλασιασμούς/περάσματα ήταν 
αποτελεσματική για την αναστολή σχηματισμού ουλών 
στον κερατοειδή, μετά από διαμπερές τραύμα.

Πολυάριθμες μελέτες σε ζωικά μοντέλα τραυματι-
σμών από έγκαυμα, έχουν τεκμηριώσει την ευεργετική 
επίδραση των MSCs στην υποβοήθηση της επούλωσης 
του τραύματος του κερατοειδή.256,276 Ωστόσο, ελάχιστα 
στοιχεία υπάρχουν, πέραν της παρούσας εργασίας, στη 
μελέτη των μηχανικά επαγόμενων τραυματισμών του 
κερατοειδή,255 οι οποίοι όμως αποτελούν ένα σημαντι-
κό μέρος της in vivo παθολογίας του κερατοειδή στην 
καθημερινή πρακτική. Στην πειραματική μας διάταξη 
χρησιμοποιήσαμε ένα αξιόπιστο και ευρέως χρησιμο-
ποιούμενο μοντέλο πρόκλησης νεοαγγείωσης μετά από 
διατιτραίνον τραυματισμό. Διερευνήσαμε μια εναλ-
λακτική προσέγγιση συνδυάζοντας 3 διαφορετικούς 
οδούς τοπικής εφαρμογής MSCs. Η μελέτη μας υποστη-
ρίζει το γεγονός ότι η έγχυση ADMSCs με τρεις διαφο-
ρετικούς τρόπους συγχρόνως μπορεί να έχει ευεργετική 
επίδραση και κατασταλτικό ρόλο στη νεοαγγείωση του 
κερατοειδή, καθώς ρυθμίζουν την έκκριση VEGF και 
TNF. Η σημασία των ADMSCs επισημαίνεται περαιτέ-
ρω από το γεγονός ότι μπορούν εύκολα να ληφθούν 
σε ικανοποιητικές ποσότητες, να αναπαραχθούν χωρίς 
δυσκολία και αρκετά γρήγορα με τυποποιημένες δια-

δικασίες και να μεταμοσχευθούν, τουλάχιστον στο πει-
ραματικό μοντέλο που χρησιμοποιήσαμε (κόνικλοι Ν. 
Ζηλανδίας). Κατά την διάρκεια πραγματοποίησης της 
μελέτης δεν είχαν δημοσιευθεί άλλες παρόμοιες που να 
αξιολογούν την εφαρμογή των ADMSCs, χρησιμοποι-
ώντας 3 διαφορετικούς τρόπους και τεχνικές, επιτυγ-
χάνοντας τη μείωση και τον έλεγχο της νεοαγγείωσης, 
μετά από μηχανικό τραυματισμό του κερατοειδή.

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ

Το πειραματικό μοντέλο πρόκλησης κερατοειδικής 
νεοαγγείωσης που χρησιμοποιήθηκε είναι καλά με-
λετημένο και αξιόπιστο και προσφέρεται ως μοντέλο 
αναζήτησης καινοτόμων θεραπειών, εναλλακτικών και 
συμπληρωματικών με τις ήδη υπάρχουσες. Η ανοσοϊ-
στοχημική και ιστολογική ανάλυση των ιστών που χρη-
σιμοποιήθηκαν τα βλαστοκύτταρα και η αντιπαράθεση 
τους με τους αντίστοιχους της ομάδας ελέγχου, κατέ-
δειξε τους παράγοντες που συμμετέχουν στην πορεία 
της νεοαγγείωσης. 

Η κλινική εικόνα περιστατικών στην καθημερινή 
πρακτική, όπως είναι οι διατιτραίνοντες τραυματισμοί 
στον κερατοειδή αλλά και οι κερατοπλαστικές με ση-
μεία επέκτασης της νεοαγγείωσης στο μόσχευμα, σε 
συνδυασμό με τις περιορισμένες δυνατότητες αντιμε-
τώπισής τους, καθιστούν σκόπιμη την έρευνα χρήσης 
των βλαστοκυττάρων.

Αν και σε καμία ομάδα δεν παρατηρήθηκε ουλο-
ποίηση, η ένθεσή τους στους τραυματισμένους ιστούς 
ως αποτέλεσμα προκάλεσε, σημαντική αναστολή και 
περιορισμό της αγγειογένεσης, ενώ μείωσε το οίδημα 
του παρεγχύματος σε σχέση με την ομάδα ελέγχου. Η 
αντι-αγγειογενετική τους δράση μελετήθηκε και έδειξε 
να ασκείται σε αρκετά υψηλή συγκέντρωση (2 εκατομ. 
κύτταρα), ενώ ασφαλώς απαιτείται να γίνει στάθμι-
ση του απόλυτου αριθμού βλαστοκυττάρων που είναι 
απαραίτητα ως θεραπευτική επιλογή, για κάθε επίπε-
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δο βλάβης μελλοντικά. Υπό την επίδρασή τους υπήρ-
ξε έντονη αναστολή της έκκρισης VEGF που προκαλεί 
νεοαγγείωση. Επίσης, στο τέλος της περιόδου παρατή-
ρησης δεν σημειώθηκε κάποια ανεπιθύμητη ενέργεια ή 
απόρριψη στην ομάδα των βλαστοκυττάρων. 

Συνεπώς η ένθεσή τους άμεσα μετά από τον τραυ-
ματισμό αποδείχθηκε αποτελεσματική στην ελάττωση 
των παραγόντων που ευθύνονται για την φλεγμονή 
και την παθολογική αγγειογένεση, μετά από μηχανικό 
τραύμα στον κερατοειδή. Φαίνεται ότι η πρώιμη έγχυ-
ση των βλαστοκυττάρων πριν από το δεύτερο στάδιο 
επούλωσης, προλαμβάνει ή έστω μειώνει την μετατρο-
πή των κερατοκυττάρων σε ινοβλάστες και την παρα-
γωγή αγγειογενετικών παραγόντων και κυτοκικών 
(VEGF, TNF-α).67 Τα αποτελέσματά μας δείχνουν ότι τα 
MSCs μπορούν να μειώσουν σημαντικά τη νεοαγγείω-
ση μετά από τραυματισμό στον κερατοειδή χιτώνα.

ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Η νεοαγγειογένεση εκθέτει την αδιαφάνεια και το 
ανοσολογικό προνόμιο του κερατοειδή σε κίνδυνο, με 
συνέπεια να διακυβεύεται η ακεραιότητα της όρασης. 
Η τοπική εφαρμογή πολυδύναμων μεσεγχυματικών 
κυττάρων αναστέλλει την προαναφερόμενη διεργασία 
εξισορροπώντας την παραγωγή των αντι- και αγγειο-
γενετικών παραγόντων.

Μέθοδος: Με την χρήση μοντέλου πρόκλησης νε-
οαγγείωσης με ράμματα σε κονίκλους New Zealand 
μετά από διατιτραίνον τραύμα, μελετήθηκε η αντιαγ-
γειογενετική ιδιότητα βλαστοκυττάρων προερχόμενα 
από λιπώδη ιστό με αλλογενή μεταμόσχευση και το-
πική εφαρμογή τους με τρεις διαφορετικούς τρόπους. 
Στην ομάδα ελέγχου έγινε εφαρμογή διαλύματος χωρίς 
βλαστοκύτταρα. Πραγματοποιήθηκε μέτρηση της προ-
καλούμενης νεοαγγείωσης στον κερατοειδή μετά από 
φωτογράφιση την 14η ημέρα μετεγχειρητικά. Την ίδια 
ημέρα έγινε ευθανασία των πειραματόζωων και οι κε-

ρατοειδείς στάλθηκαν προς ιστολογική και ανοσοϊστο-
χημική ανάλυση.

Αποτελέσματα: Τα βλαστοκύτταρα στους οφθαλ-
μούς που εφαρμόστηκαν, μείωσαν την νεοαγγείωση 
συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου καθώς και την φλεγ-
μονή. Κατά την ανάλυση της ανοσοϊστοχημείας με ανο-
σοχρώση για VEGF δεν ανιχνεύθηκαν τριχοειδή αγγεία 
σε όσους οφθαλμούς εγχύθηκαν βλαστοκύτταρα. Αντί-
στοιχα ήταν και τα αποτελέσματα για την ανοσοχρώση 
για TNF-α με δέσμευση της χρώσης σε όλα τα κύτταρα 
των κερατοειδών της ομάδας ελέγχου χωρίς ανίχνευσή 
τους στην ομάδα των βλαστοκυττάρων.

Συμπεράσματα: Η πρώιμη αλλογενής μεταμόσχευση 
με τοπική εφαρμογή βλαστοκυττάρων προερχόμενων 
από λιπώδη ιστό μειώνει την έκφραση αγγειογενετικών 
και φλεγμονωδών παραγόντων επιφέροντας ισχυρή 
ελάττωση της έκτασης της νεοαγγείωσης καταδεικνύ-
οντας την αποτελεσματικότητα των βλαστοκυττάρων 
για τουλάχιστον 14 ημέρες μετά την θεραπεία. Περαι-
τέρω έρευνα είναι απαραίτητη για να προσδιοριστεί η 
αποτελεσματική δόση τους, η συχνότητα καθώς και ο 
ιδανικός τρόπος έγχυσης τους.

SUMMARY

Νeovascularization (NV) compromises corneal opacity 
and immune privilege, resulting in endangering vision 
integrity. Topical application of stem cells inhibits the 
aforementioned process, balancing the production of anti- 
and angiogenic agents.

Methods: A well described model of penetrating injury 
was modified to assess the effect of ADMSCs (adipose-
derived mesenchymal stem cells) on corneal wound healing 
and corneal NV. The purpose was to study the anti-angiogenic 
properties of ADMSCs with allogeneic transplantation and 
local application via three different routes. The control 
group received PBS (Phosphate-Buffered Saline) the same 
way respectively. The extent of corneal NV in all eyes was 
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photographically assessed on day 14 postoperatively. On the 
same day, the animals were sacrificed and the eye sections 
were stained for morphological evaluation by a pathologist. 
The expression of VEGF and TNF-α was evaluated and the 
slides were studied by light microscopy. 

Results: Eyes treated with ADMSCs exhibited limited 
corneal NV and inflammation compared with the control 
group. Treatment with ADMSCs after induced cornea injury 
produced no staining for VEGF, as opposed to control 
eyes. Staining for TNF-α expression was not detected in 
the ADMSCs-treated corneas while it was detected in the 
corneal stroma as well as in the epithelium of the control 
group.

Conclusion: Early-onset allogeneic transplantation with 
topical application of ADMSCs can lead to significant 
inhibition of angiogenetic and inflammatory factors by 
strongly reducing corneal NV 14 days after treatment. 
Further research is needed to standardize the effective dose 
of ADMSCs, the frequency of its administration as well as 
the ideal application mode.

ΗΘΙΚΑ ΠΡΟΤΥΠΑ- 
ΣΥΓΚΡΟΥΣΗ ΣΥΜΦΕΡΟΝΤΏΝ

Η παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε στη χει-
ρουργική αίθουσα της κλινικής ζώων συντροφιάς του 
τμήματος της Κτηνιατρικής, της σχολής Επιστημών 
Υγείας, του Αριστοτελείου Πανεπιστημίου Θεσσαλο-
νίκης κατόπιν έγκρισης, της επιτροπής δεοντολογίας 
του Αριστοτελείου Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης και 
της ανάλογης της Κτηνιατρικής της Θεσσαλονίκης. 
Eφαρμόστηκαν οι απαιτήσεις για την χρήση των πει-
ραματόζωων στην επιστημονική έρευνα όπως αυτές δι-
ατυπώνονται στο πρωτόκολλο της ARVO, καθώς και η 
ανάλογη οδηγία (Directive) 2010/63/EU της Ευρωπαικής 
Επιτροπής.

Οι συμμετέχοντες στην έρευνα, συλλογή και ανάλυση 
των δεδομένων, πραγματοποίηση των προκαταρκτικών 

και ερευνητικών διαδικασιών, αλλά και σε οποιοδήπο-
τε στάδιο της παρούσας μελέτης, δεν συσχετίζονται με 
οποιαδήποτε οντότητα από την οποία θα επωφελού-
νταν οικονομικά ή μη από τα προαναφερθέντα.
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