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Η  έγκριση της διδακτορικής διατριβής από το Τμήμα Χημείας τον Πανεπιστημίου 

Ιωαννίνων δεν υποδηλώνει αποδοχή των γνωμών του συγγραφέα (Ν. 5343/1932, 

άρθρο 202).



ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ Ι12ΑΝΝΙΝΩΝ
ΓΜΙΙΜΛ ΧΗΜΕΙΑΣ
ΤΟΜΕΑΣ ΟΡΓΑΝΙΚΗΣ ΧΗΜΕΙΑΣ ΚΑΙ ΒΙΟΧΗΜΕΙΑΣ 
Εργαστήριο Βιοχημείας 'Ίψευνητηα') Εργαστήριο Λιπιόίων-Λιποπρωτκϊνών ” 
Αλέξανδρος Τσελέπης 
Αναπληρωτής Καθηγητής Βιοχημείας

Ιωάννινα, 17-4-2003

Η επταμελής Εξεταστική Επιτροπή που ορίστηκε για την κρίση της Διδακτορικής Διατριβής 
του κ. Λουκά Τσιρδινη Χημικού, συνήλθε σε συνεδρίαση στο Πανεπιστήμιο Ιοιαννίνων την 
Πέμπτη 17 Α7ψιλίου 2003, όπου παρακολούθησε την υποστήριξη της διατριβής με τίτλο: 
“Μελέτη των παραγόντων που επηρεάζουν την ενεργότητα της PAF-ακετυλουδρολάσης 
στην λιπυπμωτέινη(ίΐ). Ρόλος στην «ΟηροθρόμβωσηΤ

Η επιτροπή έκρινε ομόφωνα ότι η διαιριβή είναι προιτύτυπη, και απυν.Λεί ουσιαστική 
συμβολή στην πρόοδο της Επιστήμης, η δε κατάρτιση του υποψήφιου είναι ευρεία και 
ολοκληρωμένη. Με βάση τα παρα?ιάνω η Εξεταστική Επιτροπή αποφάσισε να γίνει η απονομή 
του τίτλου τοη, διδάκτορα από το Τμήμα Χημείας του Παν/μίου στον κ. Λουκά Τσιρώνη με 
βαθμό Αριστα.

Με τιμή

Τα μέλη της εξεταστικής Επιτροπής

1. Αλέξανδρος Τσελέπης, Αναπληρωτής Καθηγητής Βιοχημείας Παν/μίου Ιωαννίνων
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2. Κων/νος Δημόπουλος, Καθηγητής Βιοχημείας Παν/μίου Αθηνιυν

Κον/νόζ^ίραΐνας, Καθηγητής Βιοχημείας Παν/μίου Ιωαννίνων

:ρ, Καθηγητής Παθολογίας Παν/μίου Ιιυαννίνων

οχημείας Παν/μίου Ιωαννίνων

Ιωάννης Γ ουδέβενο^, Αναπληρωτής Καθηγητής Καρδιολογίας Παν/μίου Ιωαννίνων νΝ w,c
. \-

7. Δημόκριτος Τσουκάτος, Αναπληρωτής Καθηγητής Βιοχημείας Παν/μίου Ιωαννίνων
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Η εργασία αυτή εκπονήθηκε στο τμήμα Χημείας του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων 

και συγκεκριμένα στον Τομέα Οργανικής Χημείας και Βιοχημείας (Ερευνητικό 

Εργαστήριο Λιπιδίων και Λιποπρωτεϊνών), από τον Οκτώβριο του 1998 έως τον 

Νοέμβριο του 2002.

Ευχαριστώ θερμά τον επιβλέποντα κ. Αλέξανδρο Τσελέπη Αναπληρωτή 

Καθηγητή Βιοχημείας του Τμήματος Χημείας του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, ο 

οποίος παρά τον φόρτο των υποχρεώσεών του δεν μου αρνήθηκε ποτέ καμία βοήθεια, 

τόσο στο πειραματικό όσο και στο συγγραφικό κομμάτι της διατριβής αυτής. Οφείλω 

ένα μεγάλο ευχαριστώ στον κ. Μωυσή Ελισάφ Καθηγητή Παθολογίας της Ιατρικής 

Σχολής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων για τον άψογο συντονισμό στη λήψη των 

κλινικών δειγμάτων. Για τον ίδιο λόγο θα ήθελα να ευχαριστήσω την φίλη Ιατρό 

Αννα Κακαφήκα, τον κ. Χαράλαμπο Μηλιώνη Λέκτορα Παθολογίας της Ιατρικής 

Σχολής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων καθώς και τον κ. Χρήστο Κατσούρα Λέκτορα 

Καρδιολογίας της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων. Επίσης, θα ήθελα 

να ευχαριστήσω και τον κ. Δημόκριτο Τσουκάτο Αναπληρωτή Καθηγητή Βιοχημείας 

του Τμήματος Χημείας του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, για τις εύστοχες 

παρατηρήσεις του σχετικά με την τελική μορφή των αποτελεσμάτων της διατριβής 

μου.

Ευχαριστώ το φίλο και συνάδελφο Γιάννη Μήτσιο για τις χρήσιμες υποδείξεις 

του στον τρόπο χειρισμού του κυτταρομέτρου ροής Becton Dickinson καθώς και τη 

φίλη και συνάδελφο Ευαγγελία Λουρίδα για τον τρόπο χειρισμού του φωτομέτρου 

Spectra Max 190 στα πειράματα της οξείδωσης αλλά και για τις εύστοχες 

παρατηρήσεις της σχετικά με την άρτια εμφάνιση των κειμένων. Επίσης χαίρομαι που 

γνώρισα από κοντά την συνάδελφο και φίλη Αφροδίτη Ταμπάκη, γιατί μου έδειξε τον 

τρόπο να κοιτάζω τα προβλήματα από διαφορετική οπτική γωνία. Ιδιαίτερα 

ευχαριστώ την συνάδελφο και φίλη Δρ. Σόνια-Αθηνά Καραμπίνα για το ανιδιοτελές 

ενδιαφέρον και τις πολύτιμες συμβουλές της. Επίσης θα ήθελα να ευχαριστήσω τα 

υπόλοιπα μέλη της ερευνητικής μου ομάδας: Αλεξάνδρα Τσουπινάκη, Ελένη 

Παπαβασιλείου και Φωτεινή Ρόδη καθώς και τα υπόλοιπα μέλη του Εργαστηρίου για 

την άψογη συνεργασία που είχαμε όλα αυτά τα χρόνια.

Τέλος, οφείλω ένα μεγάλο ευχαριστώ στην οικογένειά μου, η οποία αποτελεί 

πηγή έμπνευσης και δύναμης σε οποιοδήποτε εγχείρημά μου, για την ηθική και υλική 

συμπαράσταση όλα αυτά τα χρόνια. Εύχομαι η διατριβή αυτή να ανταμείψει τις 

αμέτρητες θυσίες και κόπους τους για μένα.



ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ

Είναι γνωστό ότι το σωματίδιο της λιποπρωτεΐνης (a) [Lp(a)] περιέχει

ενεργότητα ακετυλοϋδρολάσης του παράγοντα ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων

(PAF-AH) η οποία εξαρτάται τόσο από τα επίπεδα της στο πλάσμα όσο και από το

μέγεθος της ισομορφής της. Έτσι ένα λειτουργικό χαρακτηριστικό της Lp(a) είναι η

υδρόλυση και απενέργοποίηση του PAF αλλά και των οξειδωμένων φωσφολιπιδίων, 
♦
μόρια τα οποία ασκούν προφλεγμονώδη και προαθηρογόνο δράση. Αρχικός σκοπός 

της διατριβής αυτής ήταν η μελέτη της ενεργότητας καθώς και των φαινόμενων 

κινητικών σταθερών Km και Vmax της PAF-AH στην Lp(a) σε σχέση με αυτή του 

ενζύμου της χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνης (LDL) σε στεφανιαίους ασθενείς 

καθώς και σε υγιείς μάρτυρες. Επειδή οι όλοι στεφανιαίοι ασθενείς της μελέτης 

ελάμβαναν υπολιπιδαιμική θεραπεία (ατορβαστατίνη) εξετάστηκε η πιθανή δράση 

αυτής στις παραπάνω παραμέτρους, ενώ παράλληλα ιδιαίτερο ενδιαφέρον δόθηκε και 

στο ρόλο της πολυπεπτιδικής αλυσίδας της apo(a).

Παράλληλα, τα τελευταία χρόνια έχει δοθεί ιδιαίτερο ενδιαφέρον ως προς το 

ρόλο των λιποπρωτεϊνών του πλάσματος [συμπεριλαμβανομένης και της Lp(a)] στην 

ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων. Ένας μικρός αριθμός πρόσφατων μελετών που 

επικεντρώθηκε στην αλληλεπίδραση της Lp(a) με τα αιμοπετάλια κατέληξε σε 

αντικρουόμενα αποτελέσματα καθιστώντας αδιευκρίνιστο τον πιθανό 

παθοφυσιολογικό ρόλο της λιποπρωτεΐνης αυτής στην θρόμβωση. Μέχρι σήμερα δεν 

υπάρχουν δεδομένα σχετικά με την δράση της Lp(a) στα αιμοπετάλια μετά από 

ενεργοποίηση με PAF, ο οποίος εκτός από υπόστρωμα για την PAF-AH παράλληλα 

αποτελεί και ισχυρό αγωνιστή για τα κύτταρα αυτά. Έτσι επόμενος στόχος της 

διατριβής αυτής ήταν η μελέτη της επίδρασης της λιποπρωτεΐνης αυτής στην 

- ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με PAF, τόσο σε πλάσμα πλούσιο σε αιμοπετάλια 

(PRP), όσο και σε σύστημα πλυμένων αιμοπεταλίων.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΠΡΩΤΟ

ΛΙΠΟΠΡΩΤΕΪΝΗ (a)

Ιστορική αναδρομή

• Η λιποπρωτεΐνη^) ανακαλύφθηκε το 1963 από τον Kare Berg σαν ένα νέο 

αντιγόνο του πλάσματος. Ο Berg παρατήρησε ότι κουνέλια τα οποία ήταν 

ανοσοποιημένα με ανθρώπινες χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτέίνες (LDL) παρήγαγαν 

αντισώματα τα οποία αντιδρούσαν με ένα αντιγονικό συστατικό το οποίο φαινόταν 

' να είναι^παρών εντός του κλάσματος της LDL μερικών μόνο από τους δότες (1). Ο 

Berg στο νέο αυτό αντιγόνο έδωσε το όνομα λιποπρωτεΐνη(a) [Lp(a>], με το Lp να 

συμβόλιζα την λιποπρωτεΐνη η οποία μεταφέρα στο πλάσμα το αντιγόνο (a).

Την ίδια περίοδο με μια άλλη μελέτη οι Berg και Mohr (2) πρόταναν ότι η 

παρουσία της Lp(a) στο πλάσμα καθορίζεται γενετικά και μάλιστα κληρονομείται με 

αυτοσωμικό επικρατούντα χαρακτήρα. Αργότερα βρέθηκε ότι η λιποπρωτεΐνη η 

οποία φέρα το αντιγόνο (a) περιέχει πολύ μεγαλύτερο ποσοστό υδατανθράκων σε 

σχέση την LDL λιποπρωτεΐνη ενώ σε αντίθεση με αυτή παρουσιάζει προ-β- 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα σε πήκτωμα αγαρόζης (3). Υπερφυγοκέντρηση 

ανθρώπινου ορού έδειξε ότι οι πολύ χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (VLDL) με 

προ-β-ηλεκτροφορητική κινητικότητα επιπλέουν ενώ η Lp(a) καταβυθίζεται, έτσι το 

αντιγονικό σύστημα της Lp(a) έγινε γνωστό ως "καταβυθιζόμενη προ-β- 

λιποπρωτεΐνηΠ (4). Μεταγενέστερες μελέτες ταυτοποίησαν την παρουσία στο 

σωματίδιο της Lp(a) μιας υδρόφιλης μεγάλου MB γλυκοπρωτέίνης η οποία 

. απούσιαζε από τις υπόλοιπες γνωστές λιποπρωτεΐνες (5-7). Η γλυκοπρωτεΐνη αυτή 

ονομάστηκε απολιποπρωτέΐνη^), [apo(a)]. Το 1987 μελέτη των Fless και Scanu (8) 

απέδειξε μια αξιοσημείωτη δομική ομολογία μεταξύ της apo(a) και του 

πλασμινογόνου, ενός ζυμογόνου το οποίο συμμετέχει στην πήξη του αίματος και
ϊ
■ στην ινωδόλυση. Τα πιο πάνω πειραματικά ευρήματα κατέστησαν ξεκάθαρο το 

γεγονός ότι η Lp(a) δεν είναι απλώς μια γενετική ποικιλομορφία της LDL όπως 

αρχικά πιστεύονταν, αλλά ένα σωματίδιο ανοσοχημικά και φυσικοχημικά διάφορο 

* <· από αυτή, παρόλο το κοινό τους γνώρισμα την απολιποπρωτεΐνη apoB-100.
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Λιποπρωτείνη(8)

Εικόνα L  Η  δομή του σωματιδίου της Lp(a).

Δομή της Lp(a)

Μελέτες ηλεκτρονικής μικροσκοπίας υποδηλώνουν ότι το σωματίδιο της Lp(a) 

είναι σφαιρικό με την διάμετρο του να κυμαίνεται από 210-262 Α°. Πρόκειται για ένα 

σωματίδιο το οποίο αποτελείται από ένα υδρόφοβο πυρήνα πλούσιο σε εστέρες 

χοληστερόλης και τριγλυκερίδια ενώ η πολική του επιφάνεια απαρτίζεται από 

φωσφολιπίδια, ελεύθερη χοληστερόλη και τις απολιποπρωτεΐνες apoB-100 και 

apo(a), (εικόνα 1). Το μοριακό βάρος της Lp(a) κυμαίνεται από 4.600-5.600 KDa 

όπως προσδιορίστηκε με χρωματογραφία μοριακής διήθησης και ισορροπία 

καθίζησης. Οι ιδιαίτερες φυσικοχημικές ιδιότητες του σωματιδίου αυτού δεν του 

επιτρέπουν τον διαχωρισμό και την ταξινόμηση με την χρησιμοποίηση των τεχνικών 

της ηλεκτροφόρησης ή της υπερφυγοκέντρησης. Ηλεκτροφορητικά η Lp(a) εμφανίζει 

προ-β κινητικότητα παρόμοια με αυτή της VLDL, πράγμα το οποίο οι Morrisett και 

συν. απέδωσαν στην υψηλή συγκέντρωση της ajDo(a) σε σιαλικό οξύ η οποία αυξάνει
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το καθαρό αρνητικό φορτίο του σωματιδίου και κατά συνέπεια την ανοδική 

μετανάστευση αυτού σε πήκτωμα αγαρόζης (9). Η περιοχή πυκνότητας της Lp(a) 

(1.050-1.100 g/ml) βρίσκεται μεταξύ αυτών της LDL (1.019-1.063 g/ml) και της 

υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνης (HDL) (1.063-1.210 g/ml) με αποτέλεσμα να 

είναι δύσκολος ο διαχωρισμός από αυτές με χρήση υπερφυγοκεντρικής τεχνικής (10).

Το 1983 οι Gaubatz και συν. (5), έδειξαν πρώτοι ότι όταν το σωματίδιο της 

Lp(a) εκτεθεί στην δράση ήπιων αναγωγικών αντιδραστηρίων όπως είναι η 

διθειοθρεϊτόλη, η οποία ανάγει κυστεϊνικές γέφυρες, χάνει την apo(a) η οποία 

αποτελεί τον χαρακτηριστικό δείκτη αυτού. Τα αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώθηκαν 

ένα χρόνο αργότερα από τους Fless και συν. (7) οι οποίοι εκτέλεσαν παρόμοια 

πειράματα χρησιμοποιώντας μερκαπτοαιθανόλη η οποία έχει δράση ανάλογη της 

διθειοθρ£ϊτόλης. Το λιποπρωτεϊνικό σωματίδιο που απομένει μετά την αναγωγή είναι 

γνωστό στην βιβλιογραφία σαν Lp(a-) και παρουσιάζει παρόμοιες φυσικοχημικές 

ιδιότητες με την LDL. Η αναγωγική αυτή σχάση οδήγησε στο συμπέρασμα πως το 

μόριο της apo(a) και το μόριο της Lp(a-) συνδέονται μέσω δισουλφιδικής γέφυρας. Η 

ομάδα του Jan (11) απέδειξε ότι ο δισουλφιδικός αυτός δεσμός σχηματίζεται μεταξύ 

δύο κυστεϊνών [Cys], της Cys 3734 που υπάρχει στην apoB-100 και της Cys 4074 

που υπάρχει στην apo(a).

Δομή της apo(a) -  Φαινότυποι

Η Lp(a) αποτελείται από έναν λιπιδιακό πυρήνα παρόμοιας σύστασης με αυτόν 

της LDL και περιβάλλεται από τις απολιποπρωτεινες apoB-100 (που αποτελεί κύριο 

δομικό συστατικό της LDL) και apo(a). Η στοιχειομετρία των δύο απολιποπρωτεϊνών 

στο σωματίδιο της Lp(a) δεν έχει ακόμη ταυτοποιηθεί. Αρκετές μελέτες
4

αποδεικνύουν ότι τα περισσότερα σωματίδια της Lp(a) περιέχουν από ένα μόριο 

> apoB-100 και apo(a) (12), ωστόσο υπάρχουν και κάποιες που υποστηρίζουν την 

ύπαρξη δύο μορίων apo(a) (13). Τα μόρια των δύο αυτών απολιποπρωτεϊνών 

συνδέονται με ένα ομοιοπολικό δεσμό, ενώ σημαντικός είναι και ο ρόλος μη 

ομοιοπολικών αλληλεπιδράσεων μεταξύ αυτών οι οποίες συμβάλουν στην αρχική 

τους προσέγγιση (14-16).
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H apo(a) είναι μια έντονα γλυκοζυλιωμένη, υδρόφιλη πρωτεΐνη η οποία 

παρουσιάζει πολύ μικρή έλξη με τα λιπίδια. Η απολιποπρωτεΐνη αυτή παρουσιάζει 

σημαντική ετερογένεια μεγέθους με την μοριακή της μάζα να κυμαίνεται από 300 

kDa μέχρι 800 kDa (7-17). Το υδατανθρακικό περιεχόμενο υπολογίζεται ότι αποτελεί 

περίπου το 28% αυτής με μοριακή αναλογία 3:7:5:4:7 σε μαννόζη, γαλακτόζη, 

γαλακτοζαμίνη, γλυκοζαμίνη και σιαλικό οξύ, αντίστοιχα. Η ετερογένεια η οποία 

χαρακτηρίζει το μέγεθος της apo(a) είναι κυρίως αποτέλεσμα διακύμανσης του 

μήκους της πολυπεπτιδικής αυτής αλυσίδας, ενώ η συνεισφορά του βαθμού 

γλυκοζυλίωσης (ο οποίος καθορίζει τις αλληλεπιδράσεις του μορίου της Lp(a) με 

άλλά μακρομόρια) φαίνεται να είναι από μικρός έως αμελητέος (10-18).

ΛΙΠΟΠΡΩΤΕΪΝΗ (α)

Εικόνα 2. Δομική ομολογία Lp(a) και πλασμινογόνου.

Ανάλυση του cDNA της apo(a) από τους Me Lean και συν. (19) αποκάλυψε μια 

υψηλού βαθμού ομολογία μεταξύ της apo(a) και του ζυμογόνου πλασμινογόνο 

(εικόνα 2). Το πλασμινογόνο περιέχει μια περιοχή πρωτεάσης και ένα αντίγραφο από 

πέντε περιοχές οι οποίες είναι γνωστές ως «kringles» και υποδηλώνονται ως Κ1-Κ5. 

Καθένα kringle περιέχει από 80-114 αμινοξέα και σταθεροποιείται με τρεις 

εσωτερικούς δισουλφιδικούς δεσμούς. Περιοχές kringles απαντώνται και σε άλλες 

πρωτεΐνες οι οποίες συμμετέχουν στους μηχανισμούς πήξης του αίματος και 

ινωδόλυσης όπως είναι: ο ενεργοποιητής του πλασμινογόνου, η προθρομβίνη, η 

ουροκινάση, η πρωτεΐνη C και οι παράγοντες πήξης VII, ΪΧ, X (20-21). Η ονομασία 

kringle προκύπτει από την τριπλή αναδίπλωση που παρουσιάζει καθεμία από τις
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πέντε αυτές περιοχές η οποία έχει σαν αποτέλεσμα την μορφολογική τους ομοιότητα 

με το δανέζικο γλυκό pretzel.

Η πολυπεπτιδική αλυσίδα της apo(a) περιλαμβάνει μία περιοχή από kringles και 

μία καρβοξυτελική περιοχή με δραστηριότητα πρωτεάσης. Η τελευταία είναι μια 

περιοχή σερινοπρωτεάσης η οποία αν και παρουσιάζει 85% δομική ομολογία με την 

αντίστοιχη του πλασμινογόνου, λόγω της παρουσίας στην περιοχή σχάσης του 

πεπτιδικού δεσμού Ser56i-Ile562 αντί του Arg56rV al562 που υπάρχει στο 

πλασμινογόνο, δεν έχει πρωτεολυτική δραστηριότητα (8,22) αφού δεν αναγνωρίζεται 

από τους ενεργοποιητές του πλασμινογόνου.

Ρ

Εικόνα 3. Δομική οργάνωση του μορίου της αρο(α).

Τα kringles αποτελούν τις βασικές διαμορφωτικές μονάδες της apo(a). Είναι 

δομές μη' καταλυτικές πλούσιες σε κυστεΐνη και ο αριθμός τους ο οποίος κυμαίνεται 

από 12 έως 51, καθορίζει το μέγεθος της πολυπεπτιδικής αλυσίδας της apo(a). Η 

τελευταία δεν περιέχει περιοχές ανάλογες με τα ΚΙ, Κ2, Κ3 του πλασμινογόνου, 

περιέχει όμως πολλαπλά αντίγραφα Κ4 και ένα αντίγραφο Κ5. Σε κάθε μόριο της 

apo(a) υπάρχουν 10 τύποι Κ4 που έχουν ομολογία με το Κ4 του πλασμινογόνου 78- 

88% (23-24). Καθένας από αυτούς τους τύπους περιέχει τουλάχιστον μια θέση Ν- 

γλυκοζυλίωσης και εκτός από τον τύπο 2 όλοι οι υπόλοιποι εμφανίζονται με ένα 

αντίγραφο (εικόνα 3). Αντίθετα ο αριθμός των αντιγράφων Κ4 τύπου 2 κυμαίνεται
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από 3-40 και είναι αυτός που καθορίζει το μέγεθος του μορίου της apo(a) (25-26). 

Γειτονικά kringles συνδέονται με μια περιοχή 26-36 καταλοίπων σερίνης, προλίνης ή 

και θρεονίνης. Η περιοχή αυτή (interkringle region) περιέχει 6 θέσεις Ο- * 

γλυκοζυλίωσης οι οποίες καθορίζουν έως ένα βαθμό τις αλληλεπιδράσεις του μορίου 

της apo(a) με τα διάφορα μακρομόρια. Τα διαφορετικά μόρια της apo(a) εκφράζονται 

φαινοτυπικά με τις ισομορφές. Οι μεγαλύτερες ισομορφές της apo(a) εμφανίζονται 

στα πυκνότερα σωματίδια της Lp(a), ενώ οι μικρότερες ισομορφές στα μικρότερης 

πυκνότητας σωματίδια (7,27).

Το γονίδιο της apo(a) θεωρείται ένα από τα πιο πολυμορφικά γονίδια που έχουν 

περιγράφει στο ανθρώπινο γονιδίωμα. Μπορούν πάνω σε αυτό να διακριθούν 

τέσσερις κύριες περιοχές: (i) η περιοχή η οποία κωδικοποιεί το σηματοδοτικό 

πεπτίδιο (signal peptide), (ii) η περιοχή για τα επαναλαμβανόμενα μοτίβα Κ4, (iii) η 

περιοχή για το Κ5 και (iv) η αλληλουχία η οποία κωδικοποιεί την περιοχή πρωτεάσης 

της apo(a). Το γονίδιο της apo(a) βρίσκεται σε μια δέσμη γονιδίων στο χρωμόσωμα 

6q26-27 το οποίο περιέχει εκτός αυτού το γονίδιο του πλασμινογόνου και δύο γονίδια 

συσχετιζόμενα με την apo(a) (28-30). Η γειτνίαση αλλά και η αξιοσημείωτη ομολογία 

των γονιδίων του πλασμινογόνου και της apo(a) φανερώνουν μια κοινή καταγωγή η 

οποί μπορεί να προέρχεται είτε από διπλασιασμό του γονιδίου του πλασμινογόνου 

είτε από έναν κοινό πρόδρομο.

Στο χρωμόσωμα 6q26-27 έχουν ταυτοποιηθεί 34 αλληλόμορφα γονίδια τα οποία 

έχουν ως συνέπεια την ανίχνευση στο πλάσμα ή στον ορό ισάριθμων ισομορφών της 

apo(a) (μοριακού βάρους <200 έως >800 kDa) με χρήση ηλεκτροφόρησης 

πολυακρυλαμιδίου ή αγαρόζης κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες (παρουσία SDS) 

(25,31). Κάθε άτομο μπορεί να εμφανίσει μία ή δύο ισομορφές της apo(a) ενώ είναι 

πιθανό και να μην υπάρχει ανιχνεύσιμη ζώνη της απολιποπρωτεΐνης. Ο Gerd 

Utermann και οι συνεργάτες του (32) προσδιόρισαν πρώτοι την παρουσία έξι 

βασικών ισομορφών με χρήση ηλεκτροφόρησης πολυακρυλαμιδίου (Polyacrylamide 

Gel Electrophoresis). Οι ισομορφές αυτές σύμφωνα με την ονοματολογία του 

Utermann χαρακτηρίζονται σαν F, Β, SI, S2, S3, S4 ανάλογα με την σχετική 

ηλεκτροφορητική κινητικοτητά τους ως προς την ηλεκτροφορητική κινητικότητα της 

apoB-100. Έτσι ως F χαρακτηρίζονται οι ισομορφές που κινούνται γρηγορότερα από 

την apoB-100, Β ονομάζονται οι ισομορφές που έχουν παρόμοια ηλεκτροφορητική 

κινητικότητα με την apoB-100, ενώ S χαρακτηρίζονται εκείνες που μεταναστεύουν 

πιο αργά από την apoB-100. Ατομα με μη ανιχνεύσιμη ζώνη της apo(a)
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Ρ

χαρακτηρίζονται ως μηδενικού φαινοτύπου (null phenotype), αλλά αυτό είναι σχετικό

καθώς εξαρτάται από την ευαισθησία της μεθόδου ανοσοδέσμευσης για τον

προσδιορισμό των ισομορφών. Οι ισομορφές της apo(a) συσχετίζονται με τα επίπεδα

της Lp(a) στο πλάσμα. Ο Utermann παρατήρησε ότι υπάρχει μια αντίστροφη

συσχέτιση μεταξύ του μεγέθους της apo(a) και των επιπέδων της Lp(a) στο πλάσμα.

Στους ετεροζυγώτες (άτομα με διπλή ισομορφή) η συγκέντρωση της Lp(a) είναι το

αποτέλεσμα της δράσης της κάθε ισομορφής ξεχωριστά. Έτσι σε apo(a) ετεροζυγώτες 
*

τα επίπεδα της Lp(a) στο πλάσμα είναι περίπου ίσα με το άθροισμα και όχι με την 

μέση τιμή της συγκέντρωσης της Lp(a) που καθορίζεται από το κάθε αλληλόμορφο 

ξεχωριστά. Στην περίπτωση των ετεροζυγωτών οι δύο ισομορφές της apo(a) 

εκπροσωπούν δύο πληθυσμούς σωματιδίων Lp(a) οι οποίοι είναι αδύνατο να 

διαχωριστούν με χρήση υπερφυγοκέντρησης βαθμίδωσης πυκνοτήτων (33).

Βιοσύνθεση της Lp(a)

Ο τρόπος και ο τόπος βιοσύνθεσης της Lp(a) δεν έχει ακόμη πλήρως 

διευκρινιστεί. Μεταβολικές μελέτες έχουν αποδείξει ότι η λιποπρωτεΐνη αυτή 

βιοσυντίθεται στο ήπαρ ανεξάρτητα από τον μεταβολισμό των πλούσιων σε 

τριγλυκερίδια λιποπρωτείνών (34,35). Μελέτες των White και συν. σε πρωτογενείς 

καλλιέργειες ηπατοκυττάρων από πιθήκους απέδειξαν ότι οι ρυθμοί βιοσύνθεσης των 

μεγάλων ισομορφών της apo(a) είναι πολύ μικρότεροι από αυτούς των μικρών και ότι 

η έκκριση τους γίνεται με ένα πιο αργό ρυθμό .

Οι μεγάλες ισομορφές της apo(a) παραμένουν περισσότερο χρόνο εντός του 

ενδοπλασματικού δικτύου, όπου υφίστανται Ο- και Ν- γλυκοζυλίωση, εξαιτίας του 

μεγάλου αριθμού kringles που περιέχουν στη δομή τους. Είναι πιθανό ένα μεγάλο 

ποσοστό των ισομορφών αυτών να μην σχηματίζει σωστές περιοχές τριπλής 

> αναδίπλωσης και να παραμένει στο διαμέρισμα αυτό για περαιτέρω επεξεργασία. Η 

παραπάνω υπόθεση εξηγεί πιθανά την αντίστροφη συσχέτιση μεταξύ του μεγέθους 

της apo(a) και των επιπέδων της Lp(a) στο πλάσμα (36-38).
j

Σχετικά με την συγκρότηση της Lp(a) μέχρι σήμερα έχουν προταθεί δύο 

μοντέλα. Σύμφωνα με το πρώτο η Lp(a) συγκροτείται στην επιφάνεια του 

ηπατοκυττάρου από ήδη σχηματισμένη apo(a) και LDL και στη συνέχεια

7



απελευθερώνεται στην κυκλοφορία (39). Το δεύτερο μοντέλο προτείνει τον 

εξωκυττάριο σχηματισμό του σωματιδίου της Lp(a) με μια διαδικασία δύο βημάτων 

(εικόνα 4). Αρχικά η apo(a) δεσμεύεται διαμέσου χαλαρών μη ομοιοπολικών 

αλληλεπιδράσεων σε μη ταυτοποιημένες ακόμα περιοχές της apoB-100 που είναι

Εικόνα 4. Πιθανοί τρόποι βιοσύνθεσης της Lp(a)

Ως μια τέτοια περιοχή οι Me Cormick και συν. έχουν ταυτοποίησαν πρόσφατα 

την αλληλουχία 4372-4392 βασιζόμενοι στην παρατήρηση ότι συνθετική apoB-100 

με έλλειψη αυτής της αλληλουχίας παρουσίασε αδυναμία συγκρότησης Lp(a) in vitro. 

Η περιοχή 4372-4392 περιέχει ομάδες λυσίνης στις θέσεις 4372, 4379, 4385 και 4392

(40). Η μη ομοιοπολική δέσμευση της apo(a) στην περιοχή αυτή της apoB γίνεται 

διαμέσου λυσινοδεσμευτικών θέσεων (Lysine Binding Sites, LBS) του μορίου της οι 

οποίες είναι παρούσες στα Κ4 τύπου 6 έως 9 (LBS II) και αναστέλλεται από τα 

αμινοξέα λυσίνη, προλίνη, υδροξυπρολίνη ή αναλογών της λυσίνης όπως το ε- 

αμινοκαπροϊκό οξύ (ε-ACA) (41,42). Τελευταίες μελέτες των Gabel και συν. 

εστιάζουν το ενδιαφέρον και στον ρόλο των Κ4 τύπου 5 έως 8 στην μη ομοιοπολική 

αλληλεπίδραση της apo(a) με την apoB-100 (43). Χαρακτηριστικό είναι το γεγονός 

ότι το πρώτο αυτό βήμα είναι ανάλογο με την αλληλεπίδραση του πλασμινογόνου με 

τα υπολλείματα λυσινών του ινώδους. Η αρχική μη ομοιοπολική αλληλεπίδραση της 

apo(a) με την apoB-100 συνοδεύεται από τον σχηματισμό δισουλφιδικού δεσμού 

μεταξύ της (μοναδικής) ελεύθερης κυστεΐνης της apo(a) η οποία βρίσκεται στο Κ4
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τύπος 9 (Cys 4054) και της κυστεΐνης 3734 (Cys 3734) της apoB-100. Το ένζυμο που 

καταλύει την πιο πάνω αντίδραση οξείδωσης και είναι υπεύθυνο για την δημιουργία 

της δισουλφιδικής γέφυρας μεταξύ apo(a) και apoB-100 παραμένει ακόμα άγνωστο 

(44).

Παρά την καλά μέχρι σήμερα τεκμηριωμένη γνώση για την συμμετοχή της Cys

3734 στον σχηματισμό του πιο πάνω δεσμού οι Gabel και Me Cormick εστιάζουν την

προσοχή και στην Cys 4326 της apoB-100. Η ερευνητική ομάδα του Gabel έδειξε ότι 
♦

καρβοξυτελικά τμήματα ανασυνδιασμένης apoB-100, apoB-94 και apoB-88 τα οποία 

περιείχαν στην δομή τους την Cys 3734 όχι όμως και την Cys 4326 δεν μπορούσαν 

να ενωθούν με την ανασυνδιασμένη apo(a) [recombinant apo(a), r-apo(a)] (45). 

Παρόμοια είναι και τα αποτελέσματα μελέτης της ομάδας του Me Cormick με χρήση 

διαγονιδίάκών ποντικιών τα οποία εξέφραζαν ανθρώπινη apo(a) και apoB-90. Τα πιο 

πάνω πειραματικά ευρήματα υποθέτουν ότι σημαντικό ρόλο στον σχηματισμό της 

δισουλφιδικής γέφυρας μεταξύ της apo(a) και της apoBlOO παίζει και η Cys 4326. 

Μια άλλη πιθανή εξήγηση είναι ότι τα καρβοξυτελικά άκρα της apoB-100 είναι 

απαραίτητα για τις μη ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις αυτής με την apo(a) (46).

Το γεγονός όμως ότι στην βιβλιογραφία, ανάλογα με την λιπιδιακή σύσταση 

του LDL πυρήνα του σωματιδίου της Lp(a), έχουν περιγράφει σωματίδια όπως: CE- 

Lp(a) (πλούσια σε εστέρες χοληστερόλης), TG-Lp(a) (πλούσια σε τριγλυκερίδια) 

καθώς και σωματίδια τα οποία περιέχουν ή όχι apoE υποδηλώνει την πιθανή 

συμμετοχή και άλλων βιοσυνθετικών δρόμων οι οποίοι παραμένουν άγνωστοι μέχρι 

σήμερα.

Ο σχηματισμός όμως της Lp(a) δεν εξαρτάται μόνο από την δομική 

ακεραιότητα των apo(a) και apoB-100 αλλά και από αυτή της LDL (47). Ασθενείς με 

έλλειψη του ένζυμου λεκιθινο-χοληστερόλο-ακυλτρανσφεράση (LCAT) δεν 

παρουσιάζουν ανιχνεύσιμα επίπεδα Lp(a) στο πλάσμα τους. Η LDL των ασθενών

αυτών είναι μεν πλούσια σε apoB-100, αλλά έχει διαφορετική μορφολογία και χημική
<
σύσταση από την κανονική LDL. Επώαση αυτής με r-apo(a) απέτυχε να σχηματίσει 

>Lp(a) in vitro. Τα σωματίδια αυτά της LDL μπόρεσαν να ενωθούν με r-apo(a) μόνο 

όταν προεπωάστηκαν με ενεργό LCAT. Παρόμοια αδυναμία συγκρότησης Lp(a) έχει 

παρατηρηθεί και στην LDL ασθενών με οικογενή δυσ-β-λιποπρωτεϊναιμία (48).

V
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Αποικοδόμηση της Lp(a)

Λίγα είναι γνωστά σχετικά με τους μηχανισμούς κάθαρσης της Lp(a) από την 

κυκλοφορία. Ο καταβολισμός της είναι δυνατόν να γίνει διαμέσου του κλασσικού 

LDL υποδοχέα (Αρο Β/Ε) αλλά αυτός δεν είναι ο κύριος τρόπος απομάκρυνσης της 

λιποπρωτεΐνης αυτής από την κυκλοφορία in vivo (49). Οι Snyder και συν. έδειξαν 

ότι σε πρωτογενείς καλλιέργειες ανθρώπινων ηπατοκυττάρων, μακροφάγων ή 

ινοβλαστών, η δέσμευση και αποικοδόμηση της Lp(a) διαμέσου του υποδοχέα της 

LDL γίνεται σε ποσοστό 10-30% σε σχέση με αυτή της LDL (50). Επίσης οι 

Utermann και συν. εξετάζοντας τα επίπεδα της Lp(a) καθώς και τον ισομορφικό τύπο 

της apo(a) σε ασθενείς με οικογενή υπερχοληστερολαιμία σε σχέση με φυσιολογικά 

άτομα διαπίστωσαν ότι οι ασθενείς αυτοί εμφάνιζαν υψηλότερες συγκεντρώσεις 

Lp(a) σε σύγκριση με τους φυσιολογικούς του ιδίου φαινοτύπου (51). Η πιο πάνω 

υπόθεση είναι σύμφωνη με πρόσφατη μελέτη των Watanabe και συν. (52) σε ομόζυγα 

και ετερόζυγα κουνέλια WHHL (Watanabe heritable hyperlipidemic) που εκφράζανε 

ανθρώπινη apo(a) και είχαν ελαττωματικό LDL υποδοχέα. Τα επίπεδα της Lp(a) 

βρέθηκαν κατά 4 και 2 φορές αντίστοιχα αυξημένα ενώ παρατηρήθηκαν και 

αυξημένα επίπεδα apo(a).

Ωστόσο, σημαντικός αριθμός ατόμων με ανεπάρκεια του υποδοχέα αυτού δεν 

εμφανίζει αυξημένα επίπεδα της Lp(a) στο πλάσμα. Ομοίως, φάρμακα (πχ. οι 

στατίνες οι οποίες αναστέλλουν συναγωνιστικά το ένζυμο της ενδοκυττάριας 

βιοσυνθετικής πορείας της χοληστερόλης HMG-CoA αναγωγάση) τα οποία αυξάνουν 

τον αριθμό αλλά και την δραστικότητα του κλασσικού LDL υποδοχέα δεν μειώνουν 

τα επίπεδα της λιποπρωτεΐνης αυτής. Τα πιο πάνω πειραματικά ευρήματα 

αποδεικνύουν ότι υπάρχουν και άλλοι δρόμοι καταβολισμού της Lp(a) που είναι 

ανεξάρτητοι από τον υποδοχέα της LDL (51,53,54).

Τα τελευταία χρόνια μελετήθηκε ο πιθανός ρόλος της λιποπρωτεϊνικής λιπάσης 

στον καταβολισμό της Lp(a) (55). Οι Keesler και συν. ανίχνευσαν έναν ειδικό 

υποδοχέα της Lp(a) στην επιφάνεια των ανθρωπίνων μακροφάγων (56). ενώ οι 

Kronenberg και συν. (57) πρότειναν τον καταβολισμό μέρους της Lp(a) από τους 

νεφρούς κάτι το οποίο όμως δεν επιβεβαιώνεται από άλλους ερευνητές (52). 

Πρόσφατα δεδομένα υποθέτουν ότι ένας πιθανός δρόμος καταβολισμού της Lp(a) 

είναι διαμέσου του VLDL υποδοχέα που εκφράζεται από τους ινοβλάστες. Οι 

ινοβλάστες που εκφράζουν τον υποδοχέα αυτόν ενδοκυτώνουν την Lp(a) και την
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αποικοδομούν μέσα στα λυσοσώματα. Αντιθέτως ινοβλάστες με ανεπάρκεια του 

VLDL υποδοχέα δεν μπορούν να καταβολίσουν την Lp(a) (58).

Ρ

Παθοφυσιολογικός ρόλος της Lp(a)

Ως πιθανός φυσιολογικός ρόλος της Lp(a) παρουσιάζεται μέχρι σήμερα ότι είναι 

η μη ελεγχόμενη από την δίαιτα και ανεξάρτητη από τον μεταβολισμό των 

τριγλυκεριδίων παροχή χοληστερόλης από το ήπαρ στους περιφερικούς ιστούς 

(59,60). Τα κύτταρα στόχοι της Lp(a) είναι κυρίως τα κύτταρα των οργάνων με 

μεγάλη παραγωγή στεροειδών ορμονών, όπως οι γονάδες, ο φλοιός επινεφριδίων και 

οι νεφροί (59). Η χοληστερόλη που μεταφέρεται με την Lp(a), επειδή μπορεί να 

παρακάμπτει την οδό των LDL υποδοχέων, προσφέρεται για άμεση κυτταρική χρήση 

σε σημεία που λαμβάνει χώρα επιδιόρθωση τραυματισμένων ιστών, ταχεία κυτταρική 

αναγέννηση, ενεργός βιοσύνθεση κυτταρικών μεμβρανών και οξεία φάση 

φλεγμονώδους διεργασίας. Για τον λόγο αυτό η Lp(a) αναφέρεται στην βιβλιογραφία 

ως πρωτεΐνη οξείας φάσεως (61-64), η δε συγκέντρωσή της στο πλάσμα συνήθως 

αυξάνεται μέσα στην πρώτη εβδομάδα μετά το έμφραγμα του μυοκαρδίου (63,65).

Τα δομικά χαρακτηριστικά της Lp(a) (ομοιότητα με την LDL και το 

πλασμινογόνο) την καθιστούν επίσης γέφυρα μεταξύ της αθηρωμάτωσης και της 

θρόμβωσης (66). Εξαιτίας της ομοιότητας της apo(a) με το πλασμινογόνο, η Lp(a) 

ανταγωνίζεται τη σύνδεση αυτού με τους κυτταρικούς υποδοχείς των ενδοθηλιακών 

κυττάρων, των μακροφάγων ,και των αιμοπεταλίων καθώς επίσης και τη σύνδεση του 

πλασμινογόνου με το ινώδες (67-70). Η εκτόπιση του πλασμινογόνου από τις 

κυτταρικές θέσεις δέσμευσής του έχει ως συνέπεια την αναστολή της μετατροπής του 

στο ενεργό πρωτεολυτικό ένζυμο πλασμίνη με αποτέλεσμα την παρεμπόδιση της 

ινωδόλυσης. Η δέσμευση του πλασμινογόνου στο ινώδες γίνεται διαμέσου 

λυσινοδεσμευτικών θέσεων οι οποίες είναι παρούσες στα ΚΙ και Κ4. Παρόμοια 

λυσινοδεσμευτική θέση (LBS I) υπάρχει και στο Κ4 τύπος 10 της Lp(a). Πρόκειται 

για ένα ηλεκτρικό δίπολο του οποίου ο ανιονικός πόλος αποτελείται από τα αμινοξέα 

Aspss, Asp57, και ο κατιονικός πόλος από τα αμινοξέα Arg35, Arg7i. Μεταξύ των δύο 

πόλων, οι οποίοι βρίσκονται σε απέναντι θέση, παρεμβάλλεται μια περιοχή (αυλάκι) 

που αποτελείται από τα υδρόφοβα αρωματικά αμινοξέα Pher>4> Trpe2, Τ φ 72· Αυτά τα
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δομικά χαρακτηριστικά έχουν σαν συνέπεια τη δημιουργία μιας σταθερής γεωμετρίας 

η οποία επιτρέπει την εκλεκτική προσέγγιση και δέσμευση του καρβοξυτελικού 

άκρου καταλοίπων λυσινών που βρίσκονται στο ινώδες καθώς και των αλειφατικών ή 

αρωματικών προσδετών του τύπου των ω-αμινοκαρβοξυλικών οξέων (πχ. ε-ACA). 

Τόσο το πλασμινογόνο όσο και η Lp(a) παρουσιάζουν την ίδια υψηλή συγγένεια για 

δέσμευση σε απολήξεις λυσινών πάνω στο ινώδες (22, 71-74).

Πρόσφατα η ομάδα του Chapman μελέτησε την επίδραση κεκαθαρμένης Lp(a) 

από ομοζυγώτες σε ινωδολυτικό σύστημα in vitro. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα οι 

μικρού μοριακού βάρους ισομορφές είχαν μεγαλύτερη συγγένεια δέσμευσης για το 

ινώδες σε σχέση με τις μεγάλου μοριακού βάρους και έτσι ανέστειλαν 

αποτελεσματικότερα την ενεργοποίηση του πλασμινογόνου (η ισομορφή Β 

αποτέλεσε τον πιο ισχυρό αναστολέα). Τα δεδομένα αυτά στηρίζουν την υπόθεση 

πως ο αριθμός των επαναλήψεων Κ4 της apo(a) επηρεάζουν άμεσα την 

αλληλεπίδρασή της με την πλασμίνη (75).

Παράλληλα με τη δέσμευση του πλασμινογόνου στο ινώδες η Lp(a) 

ανταγωνίζεται την ενεργοποίηση του πλασμινογόνου από τον ιστικό ενεργοποιητή 

του t-PA (tissue Plasminogen Activator) (76,77). H Lp(a) σε αντίθεση με το 

πλασμινογόνο δεν εμφανίζει πρωτεολυτική δράση διότι στην περιοχή σχάσης υπάρχει 

αντικατάσταση του πεπτιδικού δεσμού Arg56i-Val562 0.710 τον Ser56i-Ue562' Ο δεσμός 

Ser56i-He562 δεν αναγνωρίζεται σαν υπόστρωμα από τον t-PA. Αυτό έχει σαν 

συνέπεια η σχάση του δεσμού αυτού η οποία καταλύεται από τον t-PA να μην 

συμβαίνει, με αποτέλεσμα η Lp(a) να μην ενεργοποιείται από αυτόν. Αναστολέας του 

t-PA είναι ο ΡΑΙ-1 (plasminogen activator inhibitor-1, αναστολέας 1 του 

ενεργοποιητή του πλασμινογόνου) ο οποίος συντίθεται κυρίως από τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα, καθώς και από αλλά είδη κυττάρων. Η ομάδα του Etingen έδειξε ότι 

προσθήκη Lp(a) σε καλλιέργεια ενδοθηλιακών κυττάρων είχε ως αποτέλεσμα την 

αύξηση της σύνθεσης και έκκρισης του ΡΑΙ-1 από τα κύτταρα αυτά από τα κύτταρα 

αυτά παρουσία Lp(a) με συνέπεια την αυξημένη αναστολή του t-PA (78). Πρόσφατη 

μελέτη των Zhang και συν. έδειξε ότι η γλυκοζυλιωμένη Lp(a) προκαλεί επιπλέον 

αύξηση στην παραγωγή και έκκριση του ΡΑΙ-1 από τα ενδοθηλιακά κύτταρα. 

Σημαντική ήταν επίσης και η μείωση της παραγωγής του t-PA από τα κύτταρα αυτά 

παρουσία Lp(a), με επακόλουθο την μειωμένη ινωδολυτική δραστηριότητα (79). 

Αξιοσημείωτη είναι η επίδραση της Lp(a) στα λεία μυϊκά κύτταρα του αρτηριακού 

τοιχώματος. Η λιποπρωτεΐνη αυτή έχει δειχτεί ότι μπορεί να ρυθμίζει την
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ενεργοποίηση του μετατρεπτικού αυξητικού παράγοντα-β (transforming growth 

factor-β, TGF-β). Ο TGF-β είναι μια πολυλειτουργική κυτταροκίνη η οποία δρα ως 

ισχυρός αναστολέας του πολλαπλασιασμού και της μεταναστεύσεως των λείων 

μυϊκών κυττάρων. Εκκρίνεται υπό μη δραστική μορφή από διάφορα κύτταρα, όπως 

τα λεία μυϊκά κύτταρα, η οποία στη συνέχεια ενεργοποιείται μετά από αποικοδόμηση 

που υφίσταται από την πλασμίνη. Η apo(a)/Lp(a) αναστέλλοντας την ενεργοποίηση 

του πλασμινογόνου-προς πλασμίνη παρεμποδίζει την ενεργοποίηση του TGF-β 

προάγοντας τον υπέρμετρο πολλαπλασιασμό και την μετανάστευση των λείων 

μυϊκών κυττάρων (80,81).

Η παρουσία της apo(a)/Lp(a) σε περιοχές του αρτηριακού τοιχώματος όπου 

υπάρχει αθηρωματική βλάβη έχει διαπιστωθεί από πολλές ερευνητικές ομάδες. 

Σημαντική είναι η αναλογική σχέση μεταξύ της συγκέντρωσης της Lp(a) στο πλάσμα 

και της εναπόθεσης apo(a) στο αρτηριακό τοίχωμα (82-85). Η Lp(a) έχει μεγάλη 

διεισδυτική ικανότητα. Διαπερνά με μεγάλη ευκολία τον ενδοθηλιακό φραγμό και 

ακινητοποιείται στον υπενδοθηλιακό χώρο συνεισφέροντας έτσι στη συσσώρευση 

χοληστερόλης (86). Εκεί ενώνεται διαμέσου της apo(a) με γλυκοζαμινογλυκάνες, το 

ινωδογόνο, το ινώδες καθώς και με την φιβρονεκτίνη (87-91). Στο αρτηριακό 

τοίχωμα τα σωματίδια της Lp(a) υφίστανται, όπως και αυτά της LDL, οξειδωτική και 

χημική τροποποίηση από ελεύθερες ρίζες οξυγόνου, δισθενή ιόντα καθώς και από την 

μηλονική διαλδεΰδη (92,93). Η οξειδωμένη Lp(a), προσλαμβάνεται από τους 

υποδοχείς εκκαθαριστές των μακροφάγων που οδηγούν στην ενδοκυττάρια 

συσσώρευση των εστέρων της χοληστερόλης και στον σχηματισμό αφρωδών 

κυττάρων, ένα από τα πρώτα στάδια του μηχανισμού δημιουργίας της 

αθηρωμάτωσης.

Σύμφωνα με τον Kostner η Lp(a)/apo(a) έχει επίσης την ικανότητα να ενώνεται 

με την LDL. Αποτέλεσμα είναι η αυξημένη παγίδευση της LDL στο αρτηριακό

τοίχωμα σε μικροπεριβάλλον που ευνοεί την οξείδωσή της (94). Έτσι, η
*

συγκέντρωση της Lp(a) στο πλάσμα ενεργεί αθροιστικά στη συγκέντρωση της LDL 

y ia  την εμφάνιση καρδιαγγειακής νόσου (95,96). Την υπόθεση αυτή υποστηρίζει και 

πρόσφατη μελέτη σε άνδρες με αγγειογραφικά καταγεγραμμένη στεφανιαία νόσο οι 

οποίοι είχαν αυξημένα επίπεδα Lp(a) και LDL. Δραστική μείωση των επιπέδων της 

LDL χοληστερόλης καθιστούσαν τα υψηλά επίπεδα της Lp(a) μη αθηρωγόνα, 

υποθέτοντας ότι το σωματίδιο αυτό από μόνο του ίσως να μην αποτελεί την 

πρωτογενή αιτία της αθηρωγένεσης (97).
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Αξιοσημείωτη είναι η παρατήρηση των Harpel και συν. ότι ενώσεις που 

διαθέτουν στην χημική τους δομή σουλφιδρυλικές ομάδες όπως είναι η γλουταθειόνη
j»

και η ομοκυστεΐνη, της οποίας η συμβολή στην αθηροσκλήρωση είναι γνωστή, - 

αυξάνουν την συγγένεια της Lp(a) για το ινώδες (98,99). Η ομάδα του Karmansky

(100) έδειξε ότι η συσσώρευση της Lp(a) στο αγγειακό τοίχωμα σε περιοχές με 

αθηρωματική βλάβη, μπορεί να προκαλέσει την αυξημένη προσκόλληση των 

μονοκυττάρων της κυκλοφορίας στην επιφάνεια των ενδοθηλιακών κυττάρων. Την 

ιδιότητα αυτή παρουσίασε μόνο η Lp(a)/apo(a), και όχι η LDL, διεγείροντας με αυτό 

τον τρόπο τον χημειοτακτισμό των μονοκυττάρων στην επιφάνεια ανθρώπινων 

ενδοθηλιακών κυττάρων από ομφάλιο λώρο (human umbilical vein endothelial cells, 

HUVECs) σε παρόμοια μελέτη των Poon και συν. (101).

Νεότερα πειραματικά δεδομένα αποδεικνύουν ότι η λιποπρωτεΐνη αυτή επάγει 

και την έκφραση μορίων προσκόλλησης στην επιφάνεια των ενδοθηλιακών 

κυττάρων, όπως είναι: το μόριο προσκολλήσεως των αγγειακών κυττάρων τύπου 1 

(vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1), το διακυτταρικό μόριο 

προσκολλήσεως τύπου 1 (intracellular cell molecule-1, ICAM-1), η P- και η Ε- 

σελεκτίνη, καθώς και την έκφραση του αυξητικού παράγοντα των αιμοπεταλίων-Β 

(platelet derived growth factor-B, PDGF-B) ο οποίος με την σειρά του επάγει τον 

πολλαπλασιασμό και την μετανάστευση των λείων., μυϊκών κυττάρων (102-105). 

Επιπλέον, ενδιαφέρον παρουσιάζει η ταυτοποίηση της παρουσίας της βι- 

γλυκοπρωτεΐνης I (/?2-GPI) στην περιοχή των επαναλαμβανόμενων Κ4 της apo(a) 

(106). Η β ι-GPl έχει την ικανότητα να προσδένεται σε αρνητικά φορτισμένα -  

φωσφολιπίδια, όπως η καρδιολιπίνη (CL) και η φωσφατιδυλοσερίνη (PS), 

δημιουργώντας αντιγονικούς επίτοπους οι οποίοι αναγνωρίζονται από 

αντιφωσφολιπιδικά αντισώματα. Τέλος, υπό διερεύνηση βρίσκεται τα τελευταία 

χρόνια η πιθανή συμμετοχή της Lp(a) στην αγγειογένεση αφού η apo(a) παρουσιάζει 

δομική ομολογία με την αγγειοστατίνη η οποία αποτελεί αναστολέα αυτής (107,108).

Αλληλεπίδραση Lp(a) και αιμοπεταλίων

Η αλληλεπίδραση μεταξύ λιποπρωτεϊνών και αιμοπεταλίων παίζει σημαντικό 

ρόλο στην παθοφυσιολογία της αθηρωμάτωσης και της θρόμβωσης. Από πολύ νωρίς
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in vivo μελέτες έχουν δείξει ότι ασθενείς με υπερχοληστερολαιμία εμφανίζουν

ενεργοποιημένα αιμοπετάλια. Στο πλάσμα των ασθενών αυτών ανιχνεύονται

αυξημένα επίπεδα συστατικών των αποθηκευτικών κοκκίων των αιμοπεταλίων όπως:

η β-θρομβογλοβουλίνη (β-thromboglobulin, β-TG), ο αιμοπεταλιακός παράγοντας 4

(platelet factor 4, PF4) (109) καθώς και κυκλοφορούντα αιμοπεταλιακά

συσσωρεύματα (110). In vitro τα αιμοπετάλια αυτά είναι περισσότερο ευαίσθητα, σε

σχέση με αυτά των νορμολιπιδαιμικών ατόμων, στην δράση συσσωρευτικών 
*

παραγόντων όπως η διφωσφορική αδενοσίνη (ADP) και η θρομβίνη (111-113). 

Επιπλέον, η αυξημένη έκκριση ADP και σεροτονίνης από τα πυκνά κοκκία καθώς και 

του θρομβοξανίου Α ι (ΤχΑ2) από τα α- κοκκία αποτελούν δείκτες πρώιμης 

ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων αυτών.

Τα'αιμοπετάλια εκφράζουν στην επιφάνειά τους θέσεις με υψηλή συγγένεια 

πρόσδεσης (διαφορετικές του κλασσικού LDL υποδοχέα) τόσο για τις αθηρογόνες 

λιποπρωτεϊνικές τάξεις (VLDL, LDL) όσο και για τις αντιαθηρογόνες (HDL). Η 

πρόσδεση των λιποπρωτεϊνών στην μεμβράνη των αιμοπεταλίων μεταβάλλει την 

ανταπόκριση αυτών στη δράση διαφόρων αγωνιστών κινητοποιώντας ενδοκυττάριους 

μηχανισμούς επαγωγής σήματος. Έτσι, ενώ η πρόσδεση των LDL, VLDL έχει δειχτεί 

ότι επαυξάνει τη συσσώρευση των αιμοπεταλίων, τα πλούσια σε apoE HDL 

σωματίδια την μειώνουν. Επιπρόσθετα, η παρουσία της LDL έχει σαν αποτέλεσμα 

την αύξηση της σύνδεσης του Fg με τα αιμοπετάλια όταν αυτά ενεργοποιηθούν με 

ADP κατά δοσοεξαρτώμενο τρόπο (114).

Αδιευκρίνιστος ωστόσο παραμένει ο ρόλος της Lp(a) στην παραπάνω 

διαδικασία. Μελέτες πρόσδεσης της Lp(a)/r-apo(a) στα αιμοπετάλια έχουν δείξει ότι 

το σημείο σύνδεσης της λιποπρωτεΐνης αυτής είναι διαφορετικό από αυτό της LDL. 

Στην μελέτη των Pedreno και συν (115) Lp(a) σωματίδια δεν ήταν ικανά να 

αναστείλουν την πρόσδεση 125I-LDL σε αντίθεση με τις Lp(a-), LDL οποίες 

προσδένονταν με την ίδια συγγένεια. Η πρόσδεση της Lp(a)/r-apo(a) στην 

αιμοπεταλιακή μεμβράνη γίνεται με μεγάλη συγγένεια και είναι ανεξάρτητη του 

,ησομορφικού μεγέθους της apo(a) αλλά και της αλληλουχίας Arg-Gly-Asp (RGD), η 

οποία παίζει σημαντικό ρόλο στην συσσώρευση το>ν αιμοπεταλίων, παρά το γεγονός 

ότι υπάρχει στην πολυπεπτιδική αλυσίδα της apo(a) (116). Στη διαδικασία αυτή δεν 

φαίνεται να παίζει ενεργό ρόλο ο αιμοπεταλιακός υποδοχέας αι^β3 αφού αιμοπετάλια 

με αδυναμία έκφρασης αυτού του υποδοχέα προσδένουν κανονικά Lp(a) σωματίδια,
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ενώ παρουσία αιθυλενοδιαμινοτετραοξικού οξέος (EDTA), το οποίο δεσμεύει ιόντα 

Ca2+ καθιστώντας τον υποδοχέα ανενεργό, η δέσμευση παραμένει αμετάβλητη (115).

Στην ερώτηση “ποιο είναι το ακριβές σημείο δέσμευσης της Lp(a) στα 

αιμοπετάλια'’ δεν έχει δοθεί μέχρι σήμερα ξεκάθαρη απάντηση. Μελέτη των Malle 

και συν (116) με χρήση I-Lp(a) αναδεικνύει ως τέτοιο την υπομονάδα am,. Στη 

μελέτη αυτή η πρόσδεση της Lp(a) (IQ 7.211.8 x ΙΟ"9 mol/L) ήταν 5-10 φορές 

ισχυρότερη αυτής των LDL (IQ 1.6-5.1 x 10"8 mol/L) και HDL (IQ 1.6-5.1 χ 10'8 

mol/L). Σε αντίθεση με τα αποτελέσματα της παραπάνω ερευνητικής ομάδας οι 

Ezratty και συν. (117) έδειξαν ότι η Lp(a) συνδέεται σε σημεία της αιμοπεταλιακής 

μεμβράνης όπου υπάρχουν κατάλοιπα λυσινών. Σε συμφωνία με την υπόθεση αυτή οι 

Martinez και συν (118) πρόσφατα έδειξαν ότι το δομικό ανάλογο της λυσίνης ε-ACA 

αναστέλλει πλήρως και αντιστρεπτά την σύνδεση I-r-apo(a) στα αιμοπετάλια. Η 

πρόσδεση της r-apo(a) δεν επηρεάστηκε από μονοκλωνικό αντίσωμα το οποίο 

μπλόκαρε εξειδικευμένα την πρόσδεση του Fg στον αιμοπεταλιακό υποδοχέα am$3- 

Επιπλέον, η πρόσδεση παρέμεινε ανεπηρέαστη όταν τα αιμοπετάλια 

ενεργοποιήθηκαν με ADP ή κολλαγόνο ενώ αντίθετα παρατηρήθηκε μια σημαντική 

αύξηση αυτής παρουσία θρομβίνης ή TRAP (14/πεπτίδιο ενεργοποίησης του 

υποδοχέα της θρομβίνης) ή ΑΑ.

Άμεση συνέπεια της σύνδεσης της λιποπρωτεΐνης αυτής στα αιμοπετάλια είναι 

η εκτόπιση του πλασμινογόνου από τις αντίστοιχες θέσεις δέσμευσής του ενώ 

παράλληλα ανταγωνίζεται και την ενεργοποίηση αυτού από τον t-PA προς το ενεργό 

πρωτεολυτικό ένζυμο πλασμίνη αναστέλλοντας την ινωδόλυση. Παράλληλα -  

τροποποιεί με άγνωστο μηχανισμό την απόκριση των αιμοπεταλίων στην επίδραση 

των διαφόρων αγωνιστών (118,119). Οι Rand και συν. (120) πρόσφατα ανακοίνωσαν 

ότι η Lp(a) (συγκεκριμένα η περιοχή της apo(a) που δεν παρουσιάζει δομική 

ομοιότητα με το πλασμινογόνο) αυξάνει τη συσσώρευση των αιμοπεταλίων αλλά και 

την έκκριση σεροτονίνης, ΤχΑ2 όταν αυτά ενεργοποιηθούν από το 6/πεπτίδιο Ser- 

Phe-Leu-Leu-Arg-Asn (SFLLRN) το οποίο αποτελεί το πεπτίδιο ενεργοποίησης του 

υποδοχέα της θρομβίνης. Παράλληλα στην ίδια μελέτη r-apo(a) διαφορετικού 

ισομορφικού μεγέθους δεν επηρέασε των αιμοπεταλίων όταν αυτά ενεργοποιήθηκαν 

με ADP, ενώ είχε σαν αποτέλεσμα την σημαντική αύξηση της ασθενούς δράσης του 

SFLLRN σ’ αυτά. Σε άλλες μελέτες η Lp(a) σε αντίθεση με την LDL ήταν ικανή να 

αναστείλει την συσσώρευση αλλά και την έκκριση σεροτονίνης και ΤχΑ2 όταν τα
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αιμοπετάλια ενεργοποιήθηκαν με κολλαγόνο (115, 119). Ανάλογη αναστολή της 

συσσώρευσης παρατηρήθηκε και παρουσία θρομβίνης ή ADP. Τα αποτελέσματα 

αυτά όμως δεν επιβεβαιώθηκαν στην μελέτη των Martinez και συν (118) αφού r- 

apo(a) διαφορετικών ισομορφών προκάλεσε σημαντική αύξηση της συσσώρευσης 

παρουσία ΑΑ. Συμπερασματικά τα μέχρι σήμερα αποτελέσματα καθιστούν 

αντικρουόμενη την συνεισφορά και τον ακριβή παθοφυσιολογικό ρόλο της Lp(a) 

στην δημιουργία θρομβοεμβολικών επιπλοκών οι οποίες συνδέονται με την 

αθηροσκλήρωση.

Lp(a) καί στεφανιαία νόσος

Ένας σημαντικός αριθμός case-control μελετών οι οποίες διεξήχθησαν τις 

προηγούμενες τρεις δεκαετίες, έδειξε ότι τα επίπεδα της Lp(a) στο πλάσμα ασθενών 

με στεφανιαία νόσο ήταν αυξημένα σε σχέση με τα αντίστοιχα των φυσιολογικών 

ατόμων (121,122). Το συμπέρασμα το οποίο προέκυψε από τις μελέτες αυτές ήταν ότι 

η Lp(a) αποτελεί δείκτη της στεφανιαίας νόσου ή ότι τα επίπεδα της λιποπρωτεΐνης 

αυτής αυξάνουν εξαιτίας της νόσου. Το 1977 οι Albers και συν. ανέφεραν πρώτοι την 

συσχέτιση μεταξύ αυξημένης συγκέντρωσης Lp(a) και στεφανιαίας νόσου 

βρίσκοντας αυξημένα επίπεδα της λιποπρωτεΐνης αυτής σε 90 επιζώντες 

εμφράγματος του μυοκαρδίου σε σύγκριση με τους υγιείς συζύγους τους (123). Το 

1981 οι Kostner και συν. ανακοίνωσαν ότι ο κίνδυνος για την εμφάνιση εμφράγματος 

του μυοκαρδίου είναι σχεδόν διπλάσιος στα άτομα με συγκεντρώσεις Lp(a) 

μεγαλύτερες από 30 mg/dl (124). Ωστόσο, δεν υπάρχει μέχρι σήμερα άμεση απόδειξη 

που να στηρίζει την υπόθεση ότι τα επίπεδα της Lp(a) στο πλάσμα αυξάνουν με την 

εξέλιξη της αθηροσκλήρωσης.
4

Προοπτικές μελέτες οι οποίες διεξήχθησαν με σκοπό τον άμεσο προσδιορισμό 

πης συνεισφοράς της Lp(a) στην ανάπτυξη στεφανιαίας νόσου κατέληξαν σε 

αντικρουόμενα αποτελέσματα. Έξι προοπτικές μελέτες έδειξαν ότι η συγκέντρωση 

της Lp(a) αποτελεί παράγοντα κινδύνου για την εμφάνιση εμφράγματος του 

μυοκαρδίου ή στεφανιαίας νόσου στους άνδρες (125-130) ενώ τρεις άλλες case- 

control μελέτες δεν κατέληξαν στο ίδιο συμπέρασμα (131-133). Πιθανές εξηγήσεις 

για τα αντικρουόμενα αυτά αποτελέσματα αποτέλεσαν διαφορές στον πειραματικό
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σχεδίασμά, στα κριτήρια αποκλεισμού, στη διάρκεια της follow-up περιόδου, στον 

τρόπο συλλογής και αποθήκευσης των δειγμάτων, στην επιλογή της αναλυτικής 

μεθόδου για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης της Lp(a) (για τον προσδιορισμό 

της Lp(a) χρησιμοποιούνται ανοσοχημικές μέθοδοι των οποίων όμως η ακρίβεια 

επηρεάζεται σε μεγάλο βαθμό από την ετερογένεια μεγέθους της apo(a)) καθώς και 

διαφορές στις μεθόδους στατιστικής ανάλυσης. Επίσης, ασυμφωνίες στα τελικά 

αποτελέσματα υποτέθηκε ότι μπορεί να οφείλονταν και στην διαφορετικότητα των 

πληθυσμών οι οποίοι πήραν μέρος στις μελέτες αυτές.

Ένας μικρός αριθμός μελετών έχει εξετάσει τη συσχέτιση μεταξύ του μεγέθους 

των ισομορφών της apo(a) και της στεφανιαίας νόσου. Σε μια τέτοια μελέτη οι Kark 

και συν. ανέφεραν επικράτηση των χαμηλού μοριακού βάρους ισομορφών apo(a) σε 

γυναίκες οι οποίες επέζησαν εμφράγματος του μυοκαρδίου, συγκρινόμενες με 

αντίστοιχα φυσιολογικά άτομα (134). Επίσης, μελέτες των Seed και Guo έδειξαν 

επικράτηση των μικρού μοριακού βάρους ισομορφών apo(a) σε ασθενείς με οικογενή 

υπερχοληστερολαιμία οι οποίοι εμφάνισαν στεφανιαία νόσο (135,136). Οι Wild και 

συν. (137) σε μια προοπτική case-control μελέτη ανέφεραν ότι τα επίπεδα της Lp(a) 

αποτελούσαν ανεξάρτητο παράγοντα κινδύνου για την εμφάνιση στεφανιαίας νόσου 

στους άνδρες και ότι στην διαδικασία αυτή πιθανά να εμπλέκεται και το ισομορφικό 

μέγεθος της apo(a). Στην μελέτη αυτή στην οποία πήραν μέρος 134 άτομα (90 άνδρες 

και 44 γυναίκες), δεν παρατηρήθηκαν διαφορές μεταξύ των επιπέδων της Lp(a) και 

του μεγέθους των ισομορφών της apo(a) μεταξύ των γυναικών ασθενών, με τις 

αντίστοιχες φυσιολογικές. Ο μικρός αριθμός των ατόμων που συμμετείχαν στην ~ 

μελέτη αυτή δεν επιτρέπει την εξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων για την άμεση 

εκτίμηση του κινδύνου. Στην προοπτική μελέτη Framingham Heart Study (FHS) στην 

οποία συμμετείχαν 3003 γυναίκες για 12 χρόνια, η παρουσία μια καταβυθιζόμενης 

προ-β-λιποπρωτεϊνικής μπάντας στην ηλεκτροφόρηση που υποδηλούσε αυξημένα 

επίπεδα Lp(a) πλάσματος βρέθηκε να αποτελεί έναν ισχυρό, ανεξάρτητο δείκτη για 

την εμφάνιση εμφράγματος του μυοκαρδίου και διαλείπουσας χωλότητας (138). 

Ωστόσο, στην μελέτη αυτή δεν έγινε άμεσος προσδιορισμός των επιπέδων της Lp(a), 

ενώ παράλληλα δεν έγινε και προσδιορισμός των ισομορφών της apo(a), καθιστώντας 

αναγκαία την περαιτέρω μελέτη της συνεισφοράς του ισομορφικού μεγέθους της 

apo(a) στην αθηρογόνο δράση της Lp(a) στις γυναίκες αυτές.

Ιστορικά, η μεγάλη πλειοψηφία των μελετών που εξέτασαν την πιθανή σχέση 

μεταξύ Lp(a) και στεφανιαίας νόσου έχουν διενεργηθεί σε Καυκάσιους πληθυσμούς.
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V

Τα τελευταία χρόνια μελέτες έχουν εκτιμήσει την κλινική σημασία της Lp(a) και σε 

άλλες εθνικές ομάδες. Αν και η μαύρη φυλή παρουσιάζει τα υψηλότερα επίπεδα 

Lp(a) (διάμεση τιμή 45,7 mg/dl) σε σχέση με τους Καυκάσιους (διάμεση τιμή 7,0 

mg/dl) και τους Κινέζους (διάμεση τιμή 16,1 mg/dl) δεν εμφανίζει υψηλή συχνότητα 

εμφάνισης της νόσου (33,139,140). Το εύρημα αυτό έχει παρακινήσει πολλούς 

ερευνητές να υποθέσουν ότι η Lp(a) στην μαύρη φυλή παρουσιάζει μειωμένη 

αθηρογόνο δράση ή ότι αυτή αντισταθμίζεται από άλλους παράγοντες (140). 

Πρόσφατα διατυπώθηκε η υπόθεση ότι η μειωμένη αθηρογόνος δράση της Lp(a) στον 

μαύρο πληθυσμό πιθανά να οφείλεται στην χαμηλότερη συχνότητα εμφάνισης του 

συνδυασμού υψηλών επιπέδων Lp(a) και μικρού μοριακού βάρους ισομορφών apo(a) 

σε σχέση με τους λευκούς (141). Η υπόθεση αυτή έρχεται να συμπληρώσει τα 

πειραματικά ευρήματα των Chapman και συν. σύμφωνα με τα οποία σύμφωνα με τα 

οποία οι μικρού μοριακού βάρους ισομορφές της apo(a) ανταγωνίζονται 

αποτελεσματικότερα το πλασμινογόνο με επακόλουθο την μειωμένη ινωδολυτική 

δραστηριότητα (75).

'r
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Κ Ε Φ Α Λ Α Ι Ο  Δ Ε Υ Τ Ε Ρ Ο
Jt

Η  Α Κ Ε Τ Υ Λ Ο Ϋ Δ Ρ Ο Λ Α Σ Η  Τ Ο Υ  Π Α Ρ Α Γ Ο Ν Τ Α  

Ε Ν Ε Ρ Γ Ο Π Ο Ι Η Σ Η Σ  Τ Ω Ν  Α Ι Μ Ο Π Ε Τ Α Λ Ι Ω Ν  ( P A F - A H )

Παράγοντας ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων (PAF)

Ο Παράγοντας Ενεργοποίησης των Αιμοπεταλίων (Platelet-Activating Factor, 

PAF) είναι ένα βιολογικά δραστικό φωσφολιπίδιο που προκαλεί in vivo και in vitro 

ενεργοποίηση, συσσώρευση και έκκριση των αιμοπεταλίων (142,143). Είναι ένας 

χημικός διαβιβαστής ο οποίος παίζει γενικό ρόλο στην κυτταρική επικοινωνία, 

έχοντας έτσι παρόμοια λειτουργική συμπεριφορά με τις ορμόνες, τις κυτοκίνες και τις 

ιντερλευκίνες (144,145).

Αρχικά, μελετήθηκε η έκκριση του από τα λευκοκύτταρα κουνελιού, κάτω από 

συνθήκες αναφυλακτικού σόκ. Η δράση του στα αιμοπετάλια είναι η κύρια αιτία για 

την εμπειρική ονομασία που του δόθηκε, πριν ακόμη προταθεί η χημική του δομή ως 

η 1-0-αλκυλο-2-ακετυλο-5η-γλυκερο-3-φωσφοχολίνη (144,146). Το 1980 η ομάδα 

του Hanahan ταυτοποίησε τη δομή του φυσικού PAF, ο οποίος βιοσυντίθεται in vitro
Λ

από ενεργοποιημένα βασεόφιλα κουνελιού (147). Στο μίγμα του PAF, στην θέση 1 

του γλυκερινικού σκελετού υπάρχει συνδεδεμένη με αιθερικό δεσμό, σε ποσοστό 

10% λιπαρή αλυσίδα με 16 άτομα άνθρακα και σε ποσοστό 90 % με 18 άτομα 

άνθρακα. Στην θέση sn-2 βρίσκεται εστεροποιημένη μια οξική ομάδα που είναι 

υπεύθυνη για τη βιολογική δράση του PAF, ενώ στην θέση 3 υπάρχει ένα πολικό 

μόριο χολίνης συνδεδεμένο με τη φωσφορική ομάδα (εικόνα 5). Η επιστημονική 

κοινότητα, με τον όρο PAF, αναφέρεται γενικότερα σε μια ομάδα φωσφολιπιδίων με 

χαρακτηριστικό την ύπαρξη του μορίου χολίνης στην θέση 3 των οποίων η 

δραστικότητα οφείλεται στον αριθμό των ατόμων άνθρακα των λιπαρών αλυσίδων 

των θέσεων 1 και 2. Το πιο δραστικό φωσφολιπίδιο από αυτά, ακόμη και σε 

συγκεντρώσεις της τάξης των 10'10-10'η Μ, είναι το 1-0-παλμιτοϋλο-2-ακετυλο-5η- 

γλυκερο-3-φωσφοχολίνη (148-150).

Στα κύτταρα, σε συνθήκες ηρεμίας, ο PAF φυσιολογικά δεν ανιχνεύεται, ενώ
ο

όταν αυτά διεγερθούν παράγεται και κατόπιν εκκρίνεται ή εκφράζεται στην 

μεμβράνη. Κατόπιν ενεργοποιεί διαμέσου των ειδικών υποδοχέων του τα κύτταρα
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στόχους (151). Η δράση του δεν περιορίζεται μόνο στο κύτταρο από το οποίο 

εκκρίθηκε, αλλά και σε παρακείμενα κύτταρα, εμφανίζοντας ενδοκρινή, παρακρινή 

και συνδετοκρινή δράση. Ο PAF παράγεται από ευκαρυωτικά κύτταρα όπως τα 

βασεόφιλα, τα αιμοπετάλια, τα μονοκύτταρα, τα μακροφάγα, τα μαστοκύτταρα, τα 

ουδετερόφιλα, τα ηωσινόφιλα, τα ενδοθηλιακά κύτταρα και ευκαρυωτικά πρωτόζωα 

όπως το πρωτόζωο Tetrahymena Pyriformis (152).

Εικόνα 5. Η  χημική δομή του PAF (1-0-αλκυλο-2-ακετυλο-$η-γλυκερο-3- 

φωσφοχολίνη), π=15-17.

ch3-c-o*-c-*h ^

I
ο ch3

if
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O PAF προκαλώντας in vivo και in vitro την ενεργοποίηση διαφόρων κυττάρων 

(πίνακας 1) συμμετέχει ως διαμεσολαβητής στις φλεγμονώδεις καταστάσεις και στην 

θρόμβωση (153).

Πίνακας 1. Οι δράσεις του PAF σε διάφορα κύτταρα θηλαστικών.

ΕΙΔΟΣ ΚΥΤΤΑΡΟΥ ΔΡΑΣΕΙΣ TOY PAF

Αιμοπετάλια Έκκριση κοκκίων, συσσώρευση, αλλαγή σχήματος, 

σύνθεση ΑΑ και ΤχΑ2, φωσφορυλίωση πρωτεϊνών, 

αύξηση ενδοκυττάριου Ca2+

Ουδετερόφιλα Συσσώρευση, χημειοτακτισμός, σύνθεση LT, 

αυξημένη προσκόλληση, αποκοκκίωση, αύξηση 

ενδοκυττάριου Ca2+, παραγωγή ΗΕΤΕ, έκκριση 

λυσοσωμιακών ενζύμων

Ηωσινόφιλα Σύνθεση LT, παραγωγή ανιόντος του υπεροξειδίου, 

χημειοτακτισμός

Μονοκύτταρα/

Μακροφάγα

Συσσώρευση, χημειοτακτισμός, διαφοροποίηση, 

σύνθεση PG και ΤχΑ2, παραγωγή ανιόντος του 

υπεροξειδίου, EL και TNF, αύξηση ενδοκυττάριου Ca

Ενδοθηλιακά κύτταρα Δομικές αλλαγές, αύξηση ενδοκυττάριου Ca2+, 

σύνθεση PG και ΤχΑ2, έκκριση του ενεργοποιητή του

Λεία μυϊκά κύτταρα

πλασμινογόνου

Αύξηση ενδοκυττάριου Ca2+, ενεργοποίηση του κύκλου

Tetrahymena Pyriformis

του ΡΙ, σύνθεση PG

Αύξηση ενδοκυττάριου Ca , βιοσύνθεση της PG, 

αύξηση της γλυκογονόλυσης

ΤχΑ2: θρομβοξάνιο Α2, ΡΙ: φωσφατιδυλοϊνοσίτης, LT: λευκοτριένιο, IL: 

ιντερλευκίνη, ΗΕΤΕ: υδροξυεικοσατριένιο, TNF: παράγοντας νέκρωσης όγκων, PG: 

προσταγλανδίνη.

Υπάρχουν δύο κύριες ενζυμικές πορείες για την βιοσύνθεση του PAF. Η πορεία 

βιοσύνθεσης με ανάπλαση ή «remodeling pathway» και η πορεία βιοσύνθεσης εξ 

αρχής ή «de-novo pathway».

Η πορεία βιοσύνθεσης του PAF με ανάπλαση πραγματοποιείται σε 

ενεργοποιημένα κύτταρα (μεταξύ άλλων και στα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια) και
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απαιτεί την παρουσία ιόντων ασβεστίου. Στον ενδοκυττάριο χώρο των 

ενεργοποιημένων κυττάρων, μια PLA2 παρουσία ιόντων ασβεστίου υδρολύει στην sn- 

2 θέση την 1-0-αλκυλο-2-ακυλο-5η-γλυκερο-3-φωσφοχολίνη παράγοντας την 1-0- 

αλκυλο-2-λύσο-$η-γλυκερο-3-φωσφοχολίνη (λύσο-PAF), απομακρύνοντας 

αραχιδονικό οξύ (ΑΑ). Ο παραγόμενος λύσο-PAF είτε επανακυλιώνεται κάτω από 

την δράση μιας ακυλοτρανσφεράσης (154), είτε ακετυλιώνεται κάτω από την δράση 

μιας ακετυλοτρανσφεράσης, σχηματίζοντας PAF (155). Τελευταία πειραματικά 

δεδομένα υποδεικνύουν ότι άλλα ένζυμα συμμετέχουν στην πορεία ανάπλασης του 

PAF, όπως μια PAF τρανσακυλάση και η LCAT του ανθρώπινου πλάσματος (156, 

157).

Η πορεία βιοσύνθεσης του PAF εξ αρχής παρατηρήθηκε σε μη 

ενεργοποιημένα κύτταρα, γεγονός που σημαίνει ότι σε αυτή τη βιοχημική πορεία 

οφείλονται οι μικρές ποσότητές του, που φυσιολογικά υπάρχουν στα κύτταρα. 

Σύμφωνα με την πορεία αυτή, το 1-0-αλκυλο-2-λυσο-5η-γλυκερο-3-φωσφορικό οξύ, 

παρουσία μιας ακετυλο-ΟοΑ-ακετυλοτρανσφεράσης, ακετυλιώνεται αρχικά στην sn- 

2 θέση παράγοντας το 1-0-αλκυλο-2-ακετυλο-$η-γλυκερο-3-φωσφορικό οξύ. 

Κατόπιν, με τη δράση μιας φωσφοϋδρολάσης, απομακρύνεται η φωσφορική ομάδα 

από την θέση 3 του γλυκερινικού σκελετού σχηματίζοντας την 1-0-αλκυλο-2-λυσο- 

sn-γλυκερόλη. Στο τελικό στάδιο της βιοσύνθεσης, η δράση του ενζύμου CDP- 

φωσφοχολινοτρανφεράσης έχει ως αποτέλεσμα την μεταφορά της φωσφοχολίνης 

στην θέση 3 του γλυκερινικού σκελετού παράγοντας τον PAF (158).

Αρχικά θεωρήθηκε ότι η συγκέντρωση του PAF σε κύτταρα και ιστούς 

οφείλεται στις βιοσυνθετικές του πορείες. Αργότερα όμως αποδείχθηκε ότι ο κύριος 

ρυθμιστής των επιπέδων του είναι η γρήγορη αποικοδόμησή του με τη βοήθεια ενός 

ενζύμου, που αρχικά εντοπίστηκε στον ορό των κουνελιών (159). Το ένζυμο αυτό 

είναι ευαίσθητο στην κατεργασία του με οξέα, γι αυτό και αρχικά ονομάστηκε 

- «Παράγοντας ασταθής στα οξέα» (ALF) (160). Αργότερα όμως, λόγω της ιδιότητας 

του να υδρολύει τον εστερικό δεσμό στον οποίο συμμετέχει η ακετυλομάδα στην sn-2 

θέση του PAF, ονομάστηκε PAF-ακετυλοϋδρολάση (PAF-AH).
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Δράση του PAF στα αιμοπετάλια

Τα αιμοπετάλια βιοσυνθέτουν τον PAF (η ποσότητα που σχηματίζεται είναι 

πολύ μικρότερη σε σχέση με αυτή των κυττάρων που συμμετέχουν στην αλλεργία και 

στη φλεγμονή) όταν ενεργοποιούνται με αγωνιστές όπως ο ιονοφόρος του Ca2+ 

Α23187 (161-163), η θρομβίνη (161,164) και το κολλαγόνο. Αντίθετα, η βιοσύνθεση 

του PAF δεν πραγματοποιείται παρουσία των αγωνιστών ADP και αραχιδονικού 

οξέος (ΑΑ) (165). Τα αιμοπετάλια είναι τα κύτταρα με τη μεγαλύτερη ευαισθησία 

έναντι του PAF. Ο PAF για τα κύτταρα αυτά αποτελεί ισχυρό παράγοντα 

συσσώρευσης αλλά και έκκρισης των συστατικών των α- και πυκνών κοκκίων τους 

(166). Η έκταση της δράσης του PAF στα αιμοπετάλια ανθρώπου, όπως άλλωστε 

συμβαίνει και με το ADP, έχει δειχτεί ότι εξαρτάται από την συγκέντρωση των 

ιόντων Ca2+. Σε μέσο το οποίο περιέχει ιόντα Ca2+ σε συγκέντρωση 1-2 mM ο PAF 

προκαλεί συσσώρευση χωρίς τον σχηματισμό ΤχΑ2 ενώ παράλληλα παρατηρείται 

μικρή έκκριση των συστατικών των α- και πυκνών κοκκίων (167). Αντίθετα, σε μέσο 

το οποίο δεν περιέχει Ca2+, όπως και σε πλάσμα πλούσιο σε αιμοπετάλια (PRP), η 

συσσώρευση που προκαλείται από τον PAF συνοδεύεται από τον σχηματισμό ΤχΑ2 

καθώς και από εκτεταμένη έκκριση. Μη στεροειδή αντιφλεγμονώδη φάρμακα όπως η 

ασπιρίνη αναστέλλουν τόσο τον σχηματισμό ΤχΑ2, όσο και τα φαινόμενα της 

έκκρισης. Η παρουσία EDTA αναστέλλει τη συσσώρευση των αιμοπεταλίων καθώς 

και την παραγωγή PAF από αυτά (164). Η συσσώρευση που προκαλεί ο PAF δεν 

επηρεάζεται από τους αναστολείς του ADP, CP και CPK. Η συσσωρευτική οδός 

δηλαδή του PAF είναι ανεξάρτητη αυτών που ακολουθούν τόσο το αραχιδονικό οξύ 

όσο και το ADP (161).

Η ευαισθησία των αιμοπεταλίων έναντι του PAF ποικίλλει ανάλογα με το είδος 

τους. Τα αιμοπετάλια του κουνελιού και του χοίρου είναι τα πιο ευαίσθητα. Τα 

αιμοπετάλια του σκύλου, του αλόγου και του προβάτου εμφανίζουν μέτρια 

ανταπόκριση, ενώ την πιο μικρή ευαισθησία εμφανίζουν αυτά του ανθρώπου και του 

ποντικού. Ο ακριβής μηχανισμός δράσης του PAF στα αιμοπετάλια καθώς και στα 

υπόλοιπα κύτταρα-στόχους παραμένει ακόμα αδιευκρίνιστος. Η στερεοεκλεκτικότητα 

όμως που χαρακτηρίζει τις επιδράσεις του (ύπαρξη αιθερομάδας στην sn-Ι θέση, 

οξικής ομάδας στην sn-2 θέση, χολίνης στην sn-3 θέση, ενώ μόνο το φυσικά^ 

παραγόμενο R στην sn-2 θέση στερεοϊσομερές είναι δραστικό) αλλά και το γεγονός 

ότι επώαση των αιμοπεταλίων με PAF έχει αποίέλεσμα αυτά να μην ανταποκρίνονται
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δεύτερη φορά στον ίδιο, οδήγησε στην υπόθεση ύπαρξης ειδικών σημείων 

δέσμευσης-υποδοχέων στις μεμβράνες των αιμοπεταλίων.

Μελέτες πρόσδεσης του PAF στα αιμοπετάλια με χρήση ραδιενεργών PAF,

WEB 2086, ([3H]-PAF, [3H]-WEB 2086) έχουν αποδείξει την ύπαρξη υποδοχέων

χωρίς όμως να διευκρινίζεται η ακριβής μοριακή δομή αυτών. Οι Valone και συν.

(168) έδειξαν πρώτοι ότι ο [3H]-PAF συνδέεται σε ανθρώπινα αιμοπετάλια σε δύο

διαφορετικές θέσεις σύνδεσης. Η μία θέση, υπεύθυνη για την συσσώρευση των 
*

αιμοπεταλίων, είναι υψηλής συγγένειας και μικρής χωρητικότητας (Kd 37±13 ηΜ, 

Bmax 1399 θέσεις ανά αιμοπετάλιο) ενώ η άλλη είναι χαμηλής συγγένειας και 

απεριόριστης ικανότητας δέσμευσης μορίων του PAF. Σε μια άλλη εργασία οι 

Kloprogge και συν. (169) επιβεβαίωσαν την ύπαρξη εξειδικευμένων θέσεων 

πρόσδεσης του [3H]-PAF στα ανθρώπινα αιμοπετάλια με σταθερά διάστασης Kd 

18.86±4.82 ηΜ και ικανότητα πρόσδεσης 242±64 μόρια ανά αιμοπετάλιο. Επόμενη 

μελέτη των Kloprogge και συν. (170) στο ίδιο αντικείμενο έδειξε ότι όταν ο PAF 

επωαστεί με ανθρώπινα αιμοπετάλια στους 22 °C για 40 min επάγει επιπλέον και την 

έκθεση δύο περιοχών σύνδεσης του Fg. Οι περιοχές αυτές βρέθηκε να παρουσιάζουν 

διαφορετική συγγένεια, χωρητικότητα και τρόπο δέσμευσης των μορίων του

ινωδογόνου (Fg). Παρόμοια με τα ανθρώπινα αιμοπετάλια, τα αιμοπετάλια κουνελιού
•%

έχουν υψηλή συγγένεια πρόσδεσης για [ H]-PAF, ενώ αντίθετα στα αιμοπετάλια 

αρουραίου δεν έχει προσδιοριστεί σημείο ειδικής σύνδεσης. Η δέσμευση του [3Η]- 

PAF στους υποδοχείς του έχει δειχτεί ότι επηρεάζεται από την παρουσία διαφόρων 

ιόντων. Για παράδειγμα τα ιόντα L\+ και Na+ αναστέλλουν την πρόσδεση του [3Η]- 

PAF, ενώ αντίθετα τα ιόντα Ca2+, Mg2+, Mn2+ και Κ+ τη διευκολύνουν (171).

Παρά τα σημαντικά προβλήματα τα οποία απαντώνται στην προσπάθεια 

απομόνωσης και καθαρισμού των υποδοχέων του PAF όπως είναι: η υψηλή μη ειδική 

δέσμευση, το γεγονός ότι τα περισσότερα κύτταρα μπορούν και μεταβολίζουν τον 

PAF και ο μικρός αριθμός υποδοχέων ανά κύτταρο, πρωτεΐνες των οποίων τα 

μοριακά βάρη κυμαίνονται από 52-350 kDa έχουν προταθεί από διαφορετικές 

Ερευνητικές ομάδες σαν πιθανοί υποδοχείς του PAF στα αιμοπετάλια, χωρίς όμως να 

διευκρινίζονται τα ακριβή μοριακά χαρακτηριστικά αυτο')ν (172-177).

Το 1991 οι Honda και συν. κλωνοποίησαν ένα cDNA για τον υποδοχέα του PAF 

από πνεύμονα χοίρου guinea (εικόνα 6) (178). Η ανάλυση του cDNA έδειξε ότι ο 

υποδοχέας του PAF αποτελείται από 342 αμινοξέα και έχει μοριακή μάζα 39 kDa. Η 

δομή του υποδοχέα του PAF είναι όμοια με αυτή της υπεροικογένειας των
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συζευγμένων με G-πρωτεΐνες υποδοχέων. Πρόκειται για μια μονή πολυπεπτιδική 

αλυσίδα η οποία σχηματίζει 7 διαμεμβρανικά τμήματα ενώ το καρβοξυτελικό
4

κυτοπλασματικό άκρο περιέχει 4 κατάλοιπα σερίνης και 5 θρεονίνης σαν πιθανά 

σημεία φωσφορυλίωσης από τις κινάσες των συζευγμένων με G-πρωτεΐνες 

υποδοχέων. Στην συνέχεια έγινε κλωνοποίηση του cDNA του υποδοχέα του PAF από 

ανθρώπινα λευκοκύτταρα (179,180), HL-60 κύτταρα (181), καρδιακά κύτταρα (182) 

και από τα ανθρώπινα λευχαιμικά ηωσινόφιλα EoL-1 (183). Η αλληλουχία των 

αμινοξέων του κλωνοποιημένου υποδοχέα του PAF από τα ανθρώπινα λευκοκύτταρα 

παρουσιάζει ομοιότητα κατά 83% στις διαμεμβρανικές περιοχές και 70% στην ολική 

αλληλουχία, με αυτόν του πνεύμονα του ινδικού χοιριδίου.

Εξωκυπάριος χώρος

Κυτταρική
μεμβράνη

HOOC

Κυτοσόλιο

Εικόνα 6. Η  δομή του υποδοχέα του PAF.

Αποτέλεσμα της πρόσδεσης του PAF στον υποδοχέα του είναι η εκδήλωση 

κυτταρικών απαντήσεων καθώς κινητοποιούνται μηχανισμοί επαγωγής σήματος. 

Αρκετές μελέτες έχουν αποδείξει την εμπλοκή G-πρωτεϊνών στην μετάδοση των 

κυτταρικών μηνυμάτων που εκδηλώνονται μετά την σύνδεση του PAF στον 

υποδοχέα του στα αιμοπετάλια αφού έχει δειχτεί ότι η σύνδεση αυτή διεγείρει την 

δραστικότητα μιας ΰΤΡασης ενώ το GTP μπορεί να μεταβάλλει την δέσμευση αυτή.

Ο PAF στα αιμοπετάλια, όπως και σε άλλα είδη κυττάρων, ενεργοποιεί την 

φωσφολιπάση C (PLC). Η ενεργοποίηση της PLC στα αιμοπετάλια γίνεται είτε 

διαμέσου σύζευξης αυτής με μία άγνωστη μέχρι σήμερα G-πρωτεΐνη η οποία δεν
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είναι ευαίσθητη στην τοξίνη του κοκκύτη (ΡΤΧ) είτε μέσω φωσφορυλίωσης ενός 

καταλοίπου τυροσίνης από την τυροσινική κινάση (ΡΤΚ) χωρίς να είναι γνωστός ο 

μηχανισμός ενεργοποίησής της από τον PAF. Η PLC υδρολύει την 4,5-διφωσφορική 

φωσφατιδύλοϊνοσιτόλη (ΡΙΡ2) προς σχηματισμό των δύο δεύτερων αγγελιοφόρων

1,4,5 τριφωσφορική ινοσιτόλη (ΙΡ3) και διακυλογλυκερόλη (DAG) (184). Η DAG 

έχει βρεθεί ότι ενεργοποιεί την πρωτεϊνική κινάση C (PKC) η οποία με τη σειρά της 

φωσφορυλιώνει κατάλοιπα σερίνης και θρεονίνης πρωτεϊνών στόχων προκαλώντας 

την ενεργοποίησή τους. Ιδιαίτερα, η PKC φωσφορυλιώνει την Ρ47 MAP κινάση του 

κυτοπλάσματος η οποία παίζει σημαντικό ρόλο στην αλλαγή της διαμόρφωσης του 

υποδοχέα am$3 στην μεμβράνη των αιμοπεταλίων. Πειραματικά έχει αποδειχτεί ότι ο 

PAF διεγείρει τον μεταβολισμό των φωσφοϊνοσιτιδίων. Προκαλεί αύξηση του 

φωσφατιδικού οξέος (ΡΑ), το οποίο αποτελεί μεταβολικό προϊόν του κύκλου της 

PLC, πιθανώς μέσω της DAG η οποία με την δράση μιας κινάσης φωσφορυλιώνεται
Λ ,

σε ΡΑ. Η ΙΡ3 προκαλεί την ταχεία απελευθέρωση ιόντων Ca από τις ενδοκυττάριες 

αποθήκες αυξάνοντας την κυτοσολική συγκέντρωση αυτού. Ωστόσο, η αύξηση των 

επιπέδων του ενδοκυττάριου Ca2+ που επάγεται από τον PAF είναι κυρίως 

αποτέλεσμα της εισροής εξωκυττάριου Ca2+ μέσω μεμβρανικών καναλιών Ca2+ που 

ρυθμίζονται από υποδοχείς του PAF ή από μόρια αγγελιοφόρους που παράγονται 

ενδοκυττάρια, όπως για παράδειγμα μεταβολίτες του αραχιδονικού οξέος (ΑΑ) και σε 

μικρότερο βαθμό στην προκαλούμενη από την ΙΡ3 κινητοποίηση του ενδοκυττάριου 

Ca2+(185,186).

Η αύξηση της συγκέντρωσης του ενδοκυττάριου Ca2+ έχει σαν αποτέλεσμα την 

ενεργοποίηση μιας κυτοσολικής φωσφολιπάσης Α2 (cPLA2). Η cPLA2 καταλύει την 

απελευθέρωση του AΑ που είναι εστεροποιημένο στην sn-2 θέση των μεμβρανικών 

φωσφολιπιδίων. To A Α στην συνέχεια μεταβολίζεται σε ενεργά βιολογικά 

εικοσανοειδή όπως προσταγλανδίνες, θρομβοξάνια και λευκοτριένια που 

συμμετέχουν στις παθολογικές δράσεις του PAF.

Ο υποδοχέας του ΡΑΡσυνδέεται μέσω Gi πρωτεϊνών, ευαίσθητων στην ΡΤΧ, με 

πην αδενυλική κυκλάση. Έτσι ο PAF συνδεόμενος στον υποδοχέα του εμποδίζει την 

συσσώρευση κυκλικού AMP (c-AMP) αναστέλλοντας την αδενυλική κυκλάση (187). 

Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι ο PAF διεγείρει την φωσφορυλίωση 

καταλοίπων τυροσίνης πολλών κυτταρικών πρωτεϊνών (188,189). Σύμφωνα με τους 

Rezaul και συν. (189) ο PAF σε αιμοπετάλια χοίρου προκαλεί φωσφορυλίωση και 

ενεργοποίηση της p72syk κινάσης η οποία πιθανώς παίζει ρόλο στη συσσώρευση και
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κινητοποίηση των ιόντων Ca2+. Η δράση αυτή του PAF, βρέθηκε να παρεμποδίζεται 

από τον ανταγωνιστή του υποδοχέα του CV3988 και τον αναστολέα κινασών 

τυροσίνης γενιστεΐνη, ενώ η ασπιρίνη και η απυράση δεν είχαν καμία επίδραση. Η 

αντίδραση φωσφορυλίωσης φαίνεται να καταλύεται από την ΡΤΚ με άγνωστο μέχρι 

σήμερα τον μηχανισμό ενεργοποίησης της από τον PAF. Χαρακτηρισμός των 

φωσφορυλιωμενών στην τυροσίνη πρωτεϊνών των αιμοπεταλίων οδήγησε στην 

ταυτοποίηση της πρωτεΐνης pp60c"src, μοριακού βάρους 60 kDa (188). Πρόσφατες 

μελέτες υποδηλώνουν τη συμμετοχή του PAF στην ενεργοποίηση MAP κινασών, 

όπως για παράδειγμα οι Ρ42, Ρ44 και S6 MAP κινάσες στα αιμοπετάλια προβάτου, με 

πιθανή συμμετοχή και της PKC (190). Οι κυριότερες δράσεις του PAF συνοψίζονται 

στο σχήμα 1.

PAF

ΥΠΟΔΟΧΕΑΣ PAF

ι  \
.zrnosrccPLA2 Οπρωτεΐνη pp60csrc TCa2+ Αναστολή

I  \  /
ΑΑ PLC

Αδενυλικής κυκλάσης

DAG
1

Π*3

1
PKC

J

TCa2+

Σχήμα L  Μηχανισμοί μεταγωγής σήματος μετά τη σύνδεση του PAF στον υποδοχέα τον.
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PAF-ακετυλοϋδρολάση

Γενικά χαρακτηριστικά

Η PAF-ακετυλοϋδρολάση, PAF-AH, (EC 3.L 1.47) υδρολύει τον εστερικό

δεσμό στην sn-2 θέση του PAF απομακρύνοντας την οξική ομάδα και παράγοντας

τον βιολογικά ανενεργό λύσο-PAF (σχήμα 2) (191). Ο λύσο-PAF (lyso-PAF) που 
*

παράγεται από την υδρόλυση, παρουσιάζει κυτταροτοξική δράση εξαιτίας των 

απορρυπαντικών ιδιοτήτων που εμφανίζει, σε πολύ μεγαλύτερες όμως συγκεντρώσεις 

από αυτές του PAF (>1μΜ) (192).

CH2-0  -<CH2)n —c h 3 

c h
I oI ll +

CH2- 0  -p  -O  -(CH2)2-M(CH3)3

o"

lyso-PAF

Σχήμα 2. Η  αποικοδόμηση του PAF από την PAF-AH.

Οι PAF-ακετυλοϋδρολάσες είναι ένζυμα διαφορετικά από τις κλασικές PLA2 

γιατί δεν απαιτούν την ύπαρξη των ιόντων ασβεστίου για να δράσουν. Επίσης, σε 

αντίθεση με τις κλασικές PLA2, οι PAF-AH υδρολύουν φωσφολιπίδια με μικρή 

αλκυλομάδα στην sn-2 θέση τους (<9 άτομα C). Με γενικό χαρακτηριστικό την 

υδρολυτική αυτή δράση καθώς και την δυνατότητα δράσης απουσία ιόντων 

ασβεστίου, η PAF-AH κατατάσσεται στις ανεξάρτητες ιόντων ασβεστίου PLA2 (193).

ο
ιι

0  C H j-0  -< C H 2)n — C H 3 C H ,-C  “OH

II I 4
C H j-C  -O  -C H   Z ----------

I || + PA F-ακετυλοΰδρολάση
CH2- 0  -P  -O -^CH^-NiCH^

o"

PAF

Λιασπορά της PAF-AH στη φύση

Ενεργότητα της PAF-AH έχει βρεθεί σε πολλά είδη ιστών και κυττάρων καθώς 

και στο πλάσμα ανθρώπου και άλλων θηλαστικών (πίνακας 2) (194).

29



Πίνακας 2. PAF-AH σε διάφορα είδη θηλαστικών.

ΕΙΔΟΣ

ΘΗΛΑΣΤΙΚΟΥ

ΕΙΔΟΣ ΙΣΤΩΝ-ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΠΗΓΗ ΤΗΣ PAF-AH

Άνθρωπος Αιμοπετάλια Κυτοσόλιο

Ουδετερόφιλα, Ηωσινόφιλα Ομογενοποίημα

Μονοκύτταρα-Μακροφάγα Ομογενοποίημα

Ερυθροκύτταρα, Μαστοκύτταρα Κυτοσόλιο

Νεφροί Ομογενοποίημα

HepG2

Ορός-Πλάσμα

Υπερκείμενο

Επίμυς Νεφροί, Νεφρικός φλοιός Κυτοσόλιο

Εγκέφαλος Κυτοσόλιο

Πνεύμονας, Σπλήνας Κυτοσόλιο

Ήπαρ, Καρδιά Κυτοσόλιο

Αιμοπετάλια, Ερυθροκύτταρα Ομογενοποίημα

Λεμφοκύτταρα Ομογενοποίημα

Μονοκύτταρα-Μακροφάγα Ομογενοποίημα

Κοκκιοκύτταρα 

Πλάσμα ^

Ομογενοποίημα

Ποντικός Περιτόναιο, Αιμοπετάλια

Μακροφάγα

Πλάσμα

Ομογενοποίημα

Βόδι Αιμοπετάλια

Εγκέφαλος

Υπερκείμενο

Κουνέλι Νεφρά, Σπλήνας Κυτοσόλιο

Ινδικό Χοιρίδιο Νεφρά

Πλάσμα

Κυτοσόλιο

Κατάλληλες συνθήκες ενεργοποίησης προκαλούν την έκκριση της PAF-AH 

από διάφορα κύτταρα in vitro, παρόλα αυτά όμως η πηγή ή οι πηγές της PAF-AH 

πλάσματος in vivo δεν είναι ακόμη πλήρως γνωστές (195). Η PAF-AH των ιστών 

κατανέμεται κυρίως στο κυτοσόλιο των κυττάρων τους (196). Στα ανθρώπινα 

μονοκύτταρα κατά την διαφοροποίησή τους σε μακροφάγα, αυξάνεται κατά 260 

φορές η ενεργότητα της ενδοκυττάριας PAF-AH ενώ παράλληλα το ένζυμο
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εκκρίνεται στον εξωκυττάριο χώρο σε ελεύθερη μορφή (197). Τα κύτταρα 

ηπατώματος HepG2 κατά την καλλιέργειά τους εκκρίνουν PAF-AH, όπως και οι 

πρωτογενείς καλλιέργειες ηπατοκυττάρων και η έκκριση αυτή ενισχύεται με την 

προσθήκη εξωγενούς PAF (198). Επίσης, τα πλυμένα αιμοπετάλια ανθρώπου και 

βοδιού εκκρίνουν PAF-AH κατά τη συσσώρευσή τους παρουσία PAF, ADP ή 

θρομβίνης (199,200). Γνωστό είναι ότι και τα μαστοκύτταρα εκκρίνουν PAF-AH 

μετά από ενεργοποίηση με PAF (201). Επομένως τα μακροφάγα, τα αιμοπετάλια, τα 

ηπατοκύτταρα και τα μαστοκύτταρα θεωρούνται σήμερα οι κυριότερες πηγές της 

PAF-AH του πλάσματος.

PAF-AH πλάσματος

Έχει μελετηθεί η PAF-AH του πλάσματος ανθρώπου (και συγκεκριμένα ως 

πηγή χρησιμοποιήθηκε η LDL) καθώς και η PAF-AH του πλάσματος διαφόρων 

θηλαστικών (202). Η PAF-AH της LDL του πλάσματος ανθρώπου αρχικά βρέθηκε 

ότι είναι μια μονομερής πρωτεΐνη η οποία αποτελείται από 441 αμινοξέα. Από τα 

αμινοξέα 42-441 υπολογίστηκε το μοριακό της βάρος και βρέθηκε να είναι 45.4 kDa

(206). Η αλληλουχία των αμινοξέων της είναι μοναδική, εκτός από τη σειρά Gly- 

Xaa-Ser-Xaa-Gly που είναι χαρακτηριστική για τις σερινοεστεράσες και για πολλές 

λιπάσες. Το ενεργό κέντρο του ενζύμου έχει προσδιοριστεί με τη χρήση τεχνικών 

παράπλευρης μεταλλαξογέννεσης και αποτελείται από την καταλυτική τριάδα της Ser 

(273), της Asp (296) και της His (351) (203). Η δομή στον χώρο του ενζυμικού 

κέντρου παρομοιάζεται με τις πτυχές των α/β υδρολασών. Αποτελείται από ένα 

κεντρικό επικρατούν πτυχωτό β-φύλλο με συνδέσεις α-έλικας (204).

To cDNA της PAF-AH του πλάσματος κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη της οποίας τα 

προπα 17 αμινοξέα (από την Met-Ι έως την Ala-17) είναι υδρόφοβα και ο ρόλος τους 

πιθανά είναι η σηματοδότηση για την έκκρισή της. Η θέση Ala- 17/Val-18 πιθανότατα 

είναι το σημείο σχάσης αυτού του πεπτιδίου. Τα επόμενα 24 αμινοξέα (από την Val- 

18 μέχρι Lys 41) δεν έχουν βρεθεί στην πρωτεΐνη που απομονώθηκε από το πλάσμα. 

Έτσι δεν έχει διευκρινιστεί αν πρόκειται για ένα προ-πεπτίδιο ή αν το ένζυμο που 

απομονώθηκε από το πλάσμα είχε υποστεί ήδη πρωτεόλυση (197). Πάντως η θέση
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της Lys 41/Ile 42 δεν μπορεί αποτελεί το σημείο σχάσης του σηματοδοτικού 

πεπτιδίου αφού η Lys δεν έχει βρεθεί στην -1 θέση (205).

Η κυριότερη πηγή της PAF-AH του πλάσματος, όπως αναφέρθηκε ήδη, 

θεωρείται ότι είναι τα μακροφάγα. Το γονίδιό της εκφράζεται στα μακροφάγα, στον 

θύμο αδένα, στις αμυγδαλές και στον πλακούντα. Δεν εκφράζεται όμως στο ήπαρ, 

στην καρδιά, στο νεφρό και στον εγκεφαλικό φλοιό. Αντίθετα όμως εκφράζεται σε 

άλλες περιοχές του εγκεφάλου, όπως είναι ο υποθάλαμος (202). Τα ηπατοκύτταρα 

επίσης εκκρίνουν PAF-AH, αλλά το mRNA των ηπατοκυττάρων δεν αναγνωρίζει το 

cDNA της PAF-AH του πλάσματος. Η έκκριση από τα ηπατοκύτταρα γίνεται σε πολύ 

μικρές συγκεντρώσεις (198). Δεν υπάρχει έκφραση του mRNA της PAF-AH σε 

μονοκύτταρα περιφερικού αίματος παρά μόνο μια ημέρα μετά την έναρξη της 

διαφοροποίησής τους προς μακροφάγα.

Εξειδίκευση υποστρώματος

Έχει μελετηθεί η εξειδίκευση στο υπόστρωμα που υδρολύει η PAF-AH του 

πλάσματος (206,207) και πρόσφατα επιβεβαιώθηκε χρησιμοποιώντας την 

ανασυνδυασμένη μορφή της PAF-AH. Χρησιμοποιήθηκαν για υπόστρωμα μόρια 

PAF και φωσφολιπίδια με διάφορα δομικά χαρακτηριστικά ανάλογα του PAF καθώς 

και αναστολείς της υδρόλυσης του. Τα συμπεράσματα συνοπτικά είναι:

1. Η δράση του ενζύμου δεν επηρεάζεται από τον δεσμό (αιθερικό ή εστερικό) 

της 1ης θέσης του φωσφολιπιδίου που υδρολύει (του PAF ή αναλόγου του) αλλά 

επηρεάζεται από το μήκος της αλυσίδας στη θέση αυτή. Έχει .παρατηρηθεί ότι για να 

δράσει το ένζυμο απαιτείται λιπαρή αλυσίδα με περισσότερα από 10 άτομα άνθρακα 

στην 1η θέση. Επίσης η PAF-AH εμφανίζει την ίδια εξειδίκευση για το D- ή το L- 

ισομερές. (208).

2. Σε αντίθεση με την 1η θέση, υπάρχει μεγάλη εξειδίκευση για το είδος του 

δεσμού και το μήκος της ανθρακικής αλυσίδας της sn-2 θέσης. Υδρολύει μόνο 

εστερικούς δεσμούς, με μείωση της δυνατότητας υδρόλυσης από τα 2 άτομα άνθρακα 

(όπου παρατηρείται ισχυρή υδρολυτική ικανότητα), στα εννέα άτομα άνθρακα (όπου^ 

παρατηρείται ασθενής υδρολυτική ικανότητα), ενώ σε μεγαλύτερες ανθρακικές 

αλυσίδες η υδρολυτική ικανότητα χάνεται. Έτσι, όταν στην θέση αυτή υπάρχει
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εστεροποιημένη οξική ομάδα, η ταχύτητα υδρόλυσης και η ενεργότητα του ενζύμου

είναι υψηλές ενώ μειώνονται ανάλογα με τον αριθμό των ατόμων άνθρακα ως εξής:

C2»C3=C4>C6 (196,206). Επίσης, δεν αποτελούν υπόστρωμα για την PAF-AH του

πλάσματος τα φωσφολιπίδια των λιποπρωτεϊνών και των βιολογικών μεμβρανών που

έχουν εστεροποιημένες στην 2 θέση μεγάλες λιπαρές αλυσίδες. Επομένως το ένζυμο

μπορεί να υπάρχει στην ενεργό του μορφή και να κυκλοφορεί ελεύθερα στο πλάσμα

χωρίς να υδρολύει τα φωσφολιπίδια των κυττάρων και των λιποπρωτεϊνών του 
♦

πλάσματος. Μπορεί όμως και υδρολύει τα οξειδωμένα παράγωγα των 

φωσφολιπιδίων, τα οποία έχουν μικρή ακυλομάδα στην sn-2 θέση του γλυκερινικού 

σκελετού, παίζοντας έτσι πολύ σημαντικό ρόλο στην ρύθμιση των επιπέδων τους 

(209,210). Τα βιολογικά δραστικά οξειδωμένα φωσφολιπίδια υπάρχουν στις 

κυτταρικές μεμβράνες καθώς και στις LDL και είναι αποτέλεσμα της οξείδωσης των 

εστεροποιημένων πολυακόρεστων λιπαρών οξέων στην sn-2 θέση (208). Τα 

οξειδωμένα φωσφολιπίδια εμφανίζουν δομικές ομοιότητες με τον PAF. Επίσης, 

μερικά από τα οξειδωμένα φωσφολιπίδια αναγνωρίζονται από τον υποδοχέα του 

PAF, με αποτέλεσμα να εμφανίζουν παρόμοιες βιολογικές δράσεις, γεγονός που 

δικαιολογείται και ο όρος που χρησιμοποιείται, PAF-like phospholipids (PAF-LL) 

(σχήμα 3). Σημαντική όμως διαφορά μεταξύ του PAF και των οξειδωμένων 

φωσφολιπιδίων είναι το γεγονός ότι η παραγωγή του PAF είναι απόλυτα ελεγχόμενη 

γιατί ρυθμίζεται ενζυμικά, με βάση τις δύο πορείες που ήδη έχουν αναφερθεί (181), 

σε αντίθεση με τα επίπεδα των οξειδωμένων φωσφολιπιδίων που αυξάνονται 

ανεξέλεγκτα, εξαρτώμενα από την ένταση του οξειδωτικού stress (196).

3. Η PAF-AH υδρολύει κατά προτίμηση τα φωσφολιπίδια με το πολικό μόριο 

χολίνης στην 3η θέση του γλυκερινικού σκελετού, αφού αντικατάστασή της από άλλα 

παρόμοια μόρια προκαλεί την μείωση της ενεργότητας της.

Τα φωσφολιπίδια τα οποία δεν περιέχουν γλυκερινικό σκελετό ή δεν έχουν 

παρόμοια δομικά χαρακτηριστικά στην 1η και 2η θέση με αυτά που προαναφέρθηκαν 

δεν αποτελούν υπόστρωμα για την PAF-AH του πλάσματος, γεγονός που αποδεικνύει 

.ότι η PAF-AH είναι μια εξειδικευμένη εστεράση (208). Το ενεργό κέντρο της PAF- 

AH, που αποτελείται από τη σειρά Ser-Asp-His χαρακτηριστική των λιπασών, είναι 

ένα ακόμη χαρακτηριστικό που διαφοροποιεί την PAF-AH από τις PLA2.
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Ενζυμικές ιδιότητες

Η PAF-AH του πλάσματος κατατάσσεται στην ομάδα VII/A των PLA2. Έχει 

μέγιστη ενεργότητα σε pH 7-8.4 και βέλτιστη σε ρυθμιστικό διάλυμα Hepes 7.6, η 

οποία δεν επηρεάζεται από την ύπαρξη ιόντων Ca2+ καθώς και από το EDTA (192).

Δεν αναστέλλεται η ενεργότητά της παρουσία του κλασικού αναστολέα των 

PLA2 (ρΒΡΒ) ενώ αναστέλλεται από τους αναστολείς των σερινοεστερασών, το 

(δύσοπροπυλοφθοριοφωσφορικό (DFP) και το φαινυλομεθυλοσουλφονυλοφθορίδιο 

(PMSF). Ένας άλλος αναστολέας των σερινοεστερασών, το 4-[2- 

aminoethyl]benzenesulfonyl fluoride (Pefabloc) αποδείχτηκε ότι αναστέλλει μη 

αντιστρεπτά, την PAF-AH του πλάσματος καθώς και αυτή που εκκρίνεται από 

μονοκύτταρα /μακροφάγα σε καλλιέργεια (212).

Η PAF-AH του πλάσματος (ή της LDL) είναι ένζυμο διαφορετικής φύσης από 

την λεκιθινοχοληστερολοακυλοτρανσφεράση (LCAT), διότι ελάχιστα αναστέλεται 

από τους κλασικούς αναστολείς την LCAT, όπως είναι η διθειοθρεϊτόλη (DTT) και το 

5,5-διθειο-δις-(2-νιτροβενζοϊκό οξύ) (DTNB ή αντιδραστήριο Ellmans) (206,207). 

Επίσης, το μονοκλωνικό αντίσωμα (Βίο) κατά της καθαρισμένης ανθρώπινης LCAT, 

που αναστέλλει τόσο την εστερολυτική όσο και την εστεροποιητική της ενεργότητα 

και αναγνωρίσει και παγκρεατικές PLA2 καθώς και PLA2 από δηλητήριο φιδιών, δεν 

αναγνωρίζει την καθαρισμένη μορφή της PAF-AH του πλάσματος (206).

Ένα άλλο ένζυμο του πλάσματος που θα μπορούσε να έχει δράση PAF-AH 

είναι η τριβουτυρική εστεράση. Είναι ένα ένζυμο που υδρολύει μικρές ανθρακικές -  

αλυσίδες εστεροποιημένες στο γλυκερινικό σκελετό. Η προσθήκη όμως 

τριβουτυρικής εστεράσης στο διάλυμα αντίδρασης σε υψηλές συγκεντρώσεις δεν 

αναστέλλει την ενεργότητα της PAF-AH του πλάσματος (206).

Η ενεργότητα της PAF-AH του πλάσματος (ή της LDL) όταν εκτεθεί σε 

ελεύθερες ρίζες οξυγόνου (οι οποίες δημιουργούνται από σύστημα 

ξανθίνης/υποξανθίνης) μειώνεται στο 50% της αρχικής, μέσα στα πρώτα 60 sec της 

επίδρασης. Μετά από 10 min, το μεγαλύτερο ποσοστό της ενεργότητας της έχει 

ανασταλεί μη αντιστρεπτά (213), χωρίς όμως να έχει μεταβληθεί και η Km του 

υπολοίπου ενεργού ενζύμου. Ο χρόνος αυτός της απενεργοποίησης της PAF-AH με 

τη δράση των ελευθέρων ριζών δεν είναι αρκετός για την έναρξη της υπεροξείδωσης 

των λιπαρών οξέων της LDL, ένδειξη ότι κατά την οξείδωση της LDL, η ενδογενής 

PAF-AH δεν επαρκεί για την υδρόλυση των οξειδωμένων φωσφολιπιδίων που θα
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σχηματιστούν (213). Επίσης, άλλες μελέτες έχουν δείξει ότι κατά την οξειδωτική

τροποποίηση της LDL η ενεργότητα του ενζύμου επίσης μειώνεται. Μελέτες των

κινητικών σταθερών της PAF-AH κατά την οξείδωση της LDL έδειξαν πως η Km

διατηρείται σταθερή (άρα το ένζυμο διατηρεί τη συγγένεια για το υπόστρωμα)

μειώνεται όμως η Vmax. Η πτώση αυτή φανερώνει μείωση της ενεργότητας του

ενζύμου που οφείλεται στην οξειδωτική τροποποίησή της πρωτεΐνης της PAF-AH

(214).
♦

Κινητικές μελέτες της PAF-AH έχουν γίνει χρησιμοποιώντας ως πηγές του 

ενζύμου πλάσμα ή ορό, καθαρή LDL ή ανασυνδιασμένο ένζυμο. Οι τιμές των Km για 

το ίδιο ένζυμο δεν είναι σταθερές και διαφέρουν ανάλογα με την πηγή (206,215-218). 

Αυτό το εύρημα αποτελεί ένδειξη ότι οι τιμές Km του ενζύμου επηρεάζονται από 

διάφορους εξωγενείς παράγοντες, μερικοί από τους οποίους έχουν διερευνηθεί, όπως 

είναι η αλβουμίνη και το λιποπρωτεϊνικό περιβάλλον (215).

Φυσικοχημικές ιδιότητες

Η PAF-ακετυλοϋδρολάση του πλάσματος ανθρώπου είναι υδρόφοβο μόριο το 

οποίο είναι συνδεδεμένο στις χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες LDL (κατά περίπου 

70%) και τις υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες HDL (κατά το υπόλοιπο 30% ). Έχει 

παρατηρηθεί in vitro ότι η PAF-AH μεταφέρεται από την LDL στην HDL και 

αντίστροφα, ανάλογα με το pH του περιβάλλοντος μέσου. Έτσι, σε pH 6, η 

ενεργότητα της PAF-AH μεταφέρεται από την LDL στην HDL ενώ σε pH 7.4 γίνεται 

το αντίστροφο. Τα ένζυμα που εντοπίζονται πάνω στις LDL και HDL είναι 

πιθανότατα της ίδιας ισομορφής γιατί εμφανίζουν την ίδια ηλεκτροφορητική

κινητικότητα και αναγνωρίζονται ομοίως από το πολυκλωνικό αντίσωμα κατά της
*

PAF-AH, που απομονώθηκε από την LDL (219).

* Πρόσφατες μελέτες υποδεικνύουν ότι υπάρχουν δύο πιθανοί τρόποι σύνδεσης 

της PAF-AH με τις λιποπρωτεΐνες του πλάσματος (220). Μετά από απομόνωση των

λιποπρωτεϊνών με FPLC, η PAF-AH βρέθηκε συνδεδεμένη κατά περίπου 85% με τις
✓

LDL ενώ μετά από υπερφυγοκέντρηση παρατηρήθηκε μια διασπορά της ενεργότητας 

σε υψηλότερες περιοχές πυκνοτήτων, στην περιοχή των HDL και στην περιοχή με 

πυκνότητα d>1.21g/ml. Η PAF-AH του πλάσματος, μετά από υπερφυγοκέντρηση,
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βρέθηκε ότι είναι κατανεμημένη ανισομερώς στα 3 υποκλάσματα της LDL με 

μεγαλύτερη ενεργότητα να εμφανίζει το μικρό και πυκνό υποκλάσμα της (LDL-3) 

(221). Αναλυτικότερη απομόνωση όλων των υποκλασμάτων των λιποπρωτεϊνών του - 

ανθρωπίνου πλάσματος (VLDL+IDL, LDL1-5, HDL2-3 και VHDL) επιβεβαίωσε την 

κατανομή της ενεργότητας στα μικρό και πυκνό υποκλάσμα της LDL (LDL-5) και 

έδειξε ότι μεταξύ των υποκλασμάτων της HDL η PAF-AH κατανέμεται στο μικρό- 

πυκνό υποκλάσμα VHDL (very high density lipoprotein) (222).

H PAF-AH του πλάσματος από άλλα θηλαστικά διαφέρει από αυτή του 

πλάσματος ανθρώπου. Η PAF-AH του πλάσματος αρουραίων και κουνελιών είναι 

συνδεδεμένη κυρίως με τις υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (HDL) (193) ενώ η 

PAF-AH του πλάσματος των ποντικών κατανέμεται, εκτός από τις HDL σε μικρό 

ποσοστό και στις VHDL (224). Θα πρέπει όμως να τονιστεί ότι οι HDL των 

αρουραίων και των ποντικών αποτελούν περισσότερο από το 50% των συνολικών 

λιποπρωτεϊνών του πλάσματός τους (224). Επιπλέον μελέτες της PAF-AH του 

πλάσματος των ποντικών, έδειξε ότι αποτελείται από δύο διαφορετικού μοριακού 

βάρους πρωτεΐνες, 46 και 63 kDa (225). Τέλος, έχει κλωνοποιηθεί και χαρακτηριστεί 

το ένζυμο της PAF-AH από το πλάσμα των ινδικών χοιριδίων (226). To cDNA του 

αποκωδικοποιεί 436 αμινοξέα με μοριακό βάρος υπολογιζόμενο περίπου 49 kDa. Το 

μοριακό αυτό βάρος είναι μικρότερο από το μοριακό, βάρος του φυσικού ενζύμου, 

ένδειξη ότι, όπως και το ένζυμο του ανθρωπίνου πλάσματος, είναι πιθανότατα 

γλυκοζυλιωμένο.

Παθοφυσιολογικός ρόλος της PAF-AH

Ο PAF εκτός ότι είναι ένας πολύ ισχυρός διαμεσολαβητής της φλεγμονής, 

συμμετέχει σε πολλές παθοφυσιολογικές αντιδράσεις, μεταξύ των άλλων, στην 

απόπτωση, στην καρκινογένεση, στα εγκεφαλικά επεισόδια, στις ασθματικές και στις 

αλλεργικές αντιδράσεις όπως το βρογχικό άσθμα. Σημαντικός ρόλος της PAF-AH 

είναι η υδρόλυση και απενεργοποίηση αποικοδόμηση του PAF ρυθμίζοντας με αυτό 

τον τρόπο τα επίπεδα του στο πλάσμα.(204).

Η οξείδωση των χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεϊνών (LDL) φαίνεται να παίζει 

ένα σημαντικό ρόλο στην παθογένεια της αθηρωμάτωσης (227-229). Επίσης η
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πρόσληψη των οξειδωμένων LDL (ox-LDL) από τα μακροφάγα του υπενδοθηλιακού

χώρου είναι η αιτία που τα κύτταρα αυτά μετατρέπονται σε αφρώδη κύτταρα,

συμβάλλοντας στο σχηματισμό των λιπωδών γραμμώσεων της αθηρωματικής

πλάκας. Η ox-LDL είναι πλούσια σε φωσφολιπίδια μερικά από τα οποία έχουν

παρόμοια δομή και δράση με αυτή του PAF, τα PAF-LL, που περιέχουν στην sn-2

θέση του γλυκερινικού σκελετού οξειδωμένες μικρές λιπαρές αλυσίδες που έχουν

αλδεϋδομάδα, κετονομάδα, ομάδες υδροξυοξέων, κλπ. Η PAF-AH, εκτός από την 
♦

υδρολυτική της δράση στον PAF, υδρολύει και τα PAF-LL της LDL τα οποία 

αναγνωρίζει ως υπόστρωμα (σχήμα 3). Πολύ σημαντικό ρόλο στην διαδικασία αυτή 

παίζει και η PAF-AH της HDL, γιατί υδρολύει τα φωσφολιπίδια των ox-LDL τα 

οποία διαχέονται σε αυτή. Επιπλέον, η HDL δρα και ως πηγή που αναπληρώνει την 

PAF-AH της LDL, αφού η ενεργότητα του ενζύμου μειώνεται σημαντικά κατά την 

οξείδωση της LDL (223,230). Με βάση την δράση αυτή η PAF-AH παίζει επίσης 

σημαντικό αντιαθηρωγόνο ρόλο με την αποικοδόμηση αυτών των οξειδωμένων 

φωσφολιπιδίων, τα οποία σχηματίζονται in vivo κάτω από διάφορες συνθήκες και 

επομένως προστατεύει από τη δημιουργία αθηρωματικής πλάκας. Υπάρχει όμως και 

η άποψη ότι η υδρόλυση των PAF-LL από την PAF-AH δεν αναστέλλει την 

αθηρογένεση αλλά την προάγει εξαιτίας της παραγωγής της lyso-PC που, όπως 

προαναφέρθηκε, είναι κυτταροτοξική σε πολύ μεγάλες όμως συγκεντρώσεις (231).

ο  c h 2— ο  R ^
| | PAF-AH

r 3,4 -c - o - c h  ο  --------------->

CH2 ο —  Ρ—  ο —  (CH2)2— N(CH3)3 

Ο-

R1=0(CH2)nCH3 n=15-17
R2=OC(CH2)nCH3 n=15-17
R3 = (CH2)nCH3 n=0-8
R4 = (CH2)nX,Y,Z ^ n=0-8

X=COOH
Y=CHO

Z=CH20H

CH —  Ο -  R1(2

Η O -CH  Ο + R -4 -C —ΟΗ
ι « +

C H - O - P  Ο (CH2)2—N(CH3)3

Ο

Σχήμα 3. Η  υδρόλυση των PAF-LL από την PAF-AH.
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Η έκκριση της PAF-AH από τα μακροφάγα, τα αιμοπετάλια ή άλλα κύτταρα 

και επομένως η σύνδεση της ή όχι με τις λιποπρωτεΐνες του πλάσματος, φαίνεται ότι 

επηρεάζεται από διάφορους παράγοντες, όπως είναι οι ορμόνες, οι κυτοκίνες και τα 

αυξημένα επίπεδα του PAF στο πλάσμα. Η έκκριση λοιπόν της PAF-AH μπορεί να 

αποτελεί ένα αντιφλεγμονώδη μηχανισμό σε παθήσεις στις οποίες συμμετέχει ο PAF, 

όπως είναι η αθηρωμάτωση, τα ισχαιμικά εγκεφαλικά επεισόδια, το άσθμα και τα 

καρδιαγγειακά σύνδρομα (199,222,232,233).

PAF-AH και Lp(a)

Στην καλά τεκμηριωμένη γνώση περί ύπαρξης ενεργότητας PAF- 

ακετυλοϋδρολάσης πάνω στις LDL και HDL, πρόσφατες μελέτες των Blencowe και 

Καραμπίνα (234,235) ήρθαν να προσθέσουν και την ύπαρξη ενεργότητας του ιδίου 

ενζύμου στην λιποπρωτεΐνη(α). Η Lp(a) περιέχει ενεργότητα PAF-AH που εξαρτάται 

τόσο από τα επίπεδά της στο πλάσμα όσο και από το μέγεθος της ισομορφής της. Η 

PAF-AH της Lp(a) έχει όμοιες φυσικοχημικές και καταλυτικές ιδιότητες με αυτές του 

ενζύμου των LDL και HDL. Η σύνδεση της PAF-AH στην Lp(a) γίνεται με την 

απολιποπρωτεΐνη Β-100 και όχι με την απολιποπρωτεΐνη^), η οποία όμως επηρεάζει 

την ειδική ενεργότητα και τις φαινόμενες κινητικές σταθερές του ενζύμου (235). 

Επιπλέον, πρόσφατη εργασία των Μηλιώνη και συν. έδειξε ότι η PAF-AH στην Lp(a) -  

ασθενών με χρόνια νεφρική ανεπάρκεια οι οποίοι υποβάλλονταν σε συνεχή φορητή 

περιτοναϊκή κάθαρση, παρουσίαζε σημαντικά υψηλότερες τιμές ειδικής ενεργότητας 

καθώς και φαινόμενες τιμές Km και Vmax σε σύγκριση με τις αντίστοιχες τιμές των 

ασθενών που υποβάλλονταν σε αιμοκάθαρση καθώς και της ομάδας ελέγχου (236).

Οι πιο πάνω μελέτες αναδεικνύουν ένα νέο παθοφυσιολογικό (αντιφλεγμονώδη) ρόλο 

της Lp(a), πέραν της καλά τεκμηριωμένης παρεμπόδισης της θρομβόλυσης και της 

προαγωγής της αθηρωματικής διαδικασίας.
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Ρ

Κ Ε Φ Α Λ Α Ι Ο  Τ Ρ Ι Τ Ο

Μ Ε Θ Ο Δ Ο Λ Ο Γ Ι Α

ΠΛΗΘΥΣΜΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ

Τον πληθυσμό της παρούσας μελέτης αποτέλεσαν στεφανιαίοι ασθενείς που

ετΛσκέφθηκαν το Εξωτερικό Ιατρείο της Καρδιολογικής Κλινικής και άτομα που

επισκέφθηκαν το Εξωτερικό Ιατρείο Διαταραχών του Μεταβολισμού των Λιπιδίων

του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων. Η επιλογή των ατόμων που

συμμετείχαν στην μελέτη έγινε με βάση τα επίπεδα Lp(a) πλάσματος. Έτσι στην

μελέτη πήραν μέρος ασθενείς αλλά και μάρτυρες με επίπεδα Lp(a) πλάσματος >

20mg/dl. Ο καθορισμός της συγκέντρωσης αυτής έγινε με σκοπό να μειωθεί ο όγκος

του απαιτούμενου πλάσματος για την απομόνωση επαρκούς ποσότητας της

λιποπρωτεΐνης αυτής. Η διάγνωση της στεφανιαίας νόσου (η=20) βασίστηκε στο

ιστορικό των ασθενών, σε ηλεκτροκαρδιογραφικά ευρήματα, σε βιοχημικές

αναλύσεις και σε αγγειογραφικά αποτελέσματα. Κριτήρια εισόδου στην κατηγορία

αυτή αποτέλεσαν τα παρακάτω: i) ιστορικό εμφράγματος μυοκαρδίου (αναδρομική

διάγνωση βασισμένη στα κριτήρια του Παγκόσμιου Οργανισμού Υγείας) και/ή ϋ)

ιστορικό ασταθούς στηθάγχης (κριτήρια κατά Braunwald βασισμένα κύρια στο

ιστορικό του ασθενούς), και/ή iii) σταθερή στηθάγχη με θετική δοκιμασία για

προκλητή ισχαιμία και συνοδό στένωση (>70% της διαμέτρου) ενός τουλάχιστον

επικαρδιακού αγγείου σε στεφανιογραφικό έλεγχο. Εξαιρέθηκαν της μελέτης άτομα

με παράγοντες που επηρεάζουν τις συγκεντρώσεις Lp(a) πλάσματος (χρόνια νεφρική

ανεπάρκεια, σακχαρώδη διαβήτη, κατάχρηση οινοπνεύματος ή κίρρωση του ήπατος,

οξύ στεφανιαίο σύνδρομο ή αγγειοπλαστική των στεφανιαίων ή αορτοστεφανιαία

παράκαμψη κατά τους προηγούμενους 3 μήνες πριν την αιμοληψία, λήψη 
*

οιστρογονικών σκευασμάτων, νικοτινικού οξέος, φιμπράτης και Ν-ακετυλοκυστεΐνη). 

£)ι ασθενείς αυτοί ελάμβαναν β-αποκλειστές, νιτρώδη, αποκλειστές διαύλων 

ασβεστίου και αναστολείς του μετατρεπτικού ενζύμου της αγγειοτενσίνης. Όλοι οι 

ασθενείς ελάμβαναν υπολιπιδαιμική αγωγή (ατορβαστατίνη 20 mg/ημέρα) 

τουλάχιστον 4 μήνες πριν την λήψη αίματος. Με σκοπό την διερεύνηση της πιθανής 

επίδρασης της ατορβαστατίνης στην ενεργότητα της PAF-AH στην Lp(a) ή την LDL 

στην μελέτη πήραν μέρος και 11 ασθενείς με πρωτοπαθή υπερχοληστερολαιμία
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(δυσλιπιδαιμία τύπου ΙΙΑ) οι οποίοι παρουσίαζαν επίπεδα LDL-χοληστερόλης 

πλάσματος >160mg/dl καθώς και Lp(a) >20mg/dl.

Ως μάρτυρες (η=25) ορίστηκαν άτομα παρόμοιας ηλικίας και φύλου, με 

φυσιολογικό ηλεκτροκαρδιογράφημα ηρεμίας, χωρίς ιστορικό και με χαμηλή 

πιθανότητα στεφανιαίας νόσου (ερωτηματολόγιο κατά Rose), που επισκέφτηκαν το 

Εξωτερικό Ιατρείο Διαταραχών του Μεταβολισμού των Λιπιδίων για 

κλινικοεργαστηριακό έλεγχο ρουτίνας.
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F

ΠΟΣΟΤΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ Lp(a) ΜΕ ΤΗΝ ΜΕΘΟΔΟ ELISA ΤΥΠΟΥ 

ΣΑΝΤΟΥΙΤΣ

Αρχή της μεθόδου

Το πλάσμα επωάζεται σε πλακίδιο που περιέχει ακινητοποιημένο avn-Lp(a) 

ανζίσωμα για lh  σε θερμοκρασία δωματίου. Με διαδοχικές εκπλύσεις το αντιγόνο 

που δεν έχει δεσμευτεί απομακρύνεται και ακολουθεί επώαση για 20min με 

πολυκλωνικό anti Lp(a) αντίσωμα το οποίο είναι συζευγμένο με υπεροξειδάση 

αγριοραπανιού. Η περίσσεια του πολυκλωνικού αντισώματος-υπεροξειδάσης 

απομακρύνεται με διαδοχικές εκπλύσεις και στο πλακίδιο παραμένει 

ακινητοποιημένο το σύμπλοκο του αντιγόνου με το μονοκλωνικό και το πολυκλωνικό 

αντίσωμα.. Ακολουθεί επώαση με υπεροξείδιο του υδρογόνου και χρωμοφόρο (ο- 

φαινυλοδιαμίνη) για 20min. Η αντίδραση παραγωγής χρώματος σταματά με την 

προσθήκη H2SO4 και η ένταση του χρώματος που μετράται στα 492 nm είναι 

συνάρτηση της συγκέντρωσης Lp(a) στο πλάσμα.

Όργανα - Διαλύματα Εργασίας

Ο προσδιορισμός γίνεται με την χρήση εμπορικής συσκευασίας η οποία 

περιλαμβάνει

• Πλακίδιο 96 θέσεων οι οποίες περιέχουν ακινητοποιημένο avu-Lp(a) 

μονοκλωνικό αντίσωμα από ορό ποντικού

• Ανακινούμενη βάση
X

• Φωτόμετρο Microelisa

i

• Πρότυπα διαλύματα Lp(a) περιοχής συγκεντρώσεων από 0-80 mg/dl 

πλάσματος •

• Διάλυμα αραίωσης δειγμάτων Lp(a). Περιέχει σταθεροποιητές των 

πρωτεϊνών και θιμεροζάλη (thimerozal)

41



•  Διάλυμα έκπλυσης 20Χ. Περιέχει θιμεροζάλη και αππορυπαντικό. Το 

διάλυμα IX παρασκευάζεται με ανάμειξη 50ml του 20Χ με d Η2Ο μέχρι 

τελικού όγκου 1L Το αραιωμένο διάλυμα διατηρείται σε θερμοκρασία* . 

δωματίου για 2 εβδομάδες

• Μονοκλωνικό αντίσωμα από ποντικό (mouse anti-Lp(a) monoclonal 

antibody)

• Δευτερογενές αντίσωμα από αίγα (goat anti-Lp(a) polyclonal antibody)

συζευγμένο με υπεροξειδάση αγριοραπανιού

• Αντιδραστήριο χρωματομετρίας. Περιέχει υπεροξείδιο του υδρογόνου

• Ταμπλέτες ο-φαινυλενοδιαμίνης

• Αντιδραστήριο ανάπτυξης χρώματος. 1 ταμπλέτα ο-φαινυλενοδιαμίνης 

διαλύεται σε 5 ml αντιδραστηρίου χρωματομετρίας. Το διάλυμα πρέπει να 

παρασκευάζεται 20 min πρίν τη χρήση του.

• Αντιδραστήριο τερματισμού, 2Ν H2SO4 **

Πειραματική διαδικασία

Τα δείγματα που χρησιμοποιούνται μπορούν να διατηρηθούν στους -80°C για 

μεγάλο χρονικό διάστημα. Πρέπει να αποφεύγεται όμως η εναλλασόμενη απόψυξη- 

κατάψυξη

1. 10μ1 πλάσματος αναμιγνύονται με 2 ml αντιδραστηρίου αραίωσης δειγμάτων 

ώστε η τελική αραίωση να είναι 1:201. Αναδεύονται ήπια.

2. ΙΟΟμΙ αραιωμένου πλάσματος και 100 μΐ από τα πρότυπα και τα δείγματα 

ελέγχου (τυφλά) τοποθετούνται με αυτόματη πιπέτα στον πυθμένα των κυψελίδων
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που περιέχουν το αντίσωμα. Γίνεται επώαση για 60 min σε θερμοκρασία δωματίου, 

σε ανακινούμενη βάση.

3. Ακολουθούν δυο εκπλύσεις με το αντιδραστήριο έκπλυσης και απόχυση του 

υπερκειμένου ώστε να απομακρυνθεί η περίσσεια του υγρού έκπλυσης.

4. Προστίθενται 100 μΐ δευτερογενούς αντισώματος συζευγμένου με 

υπεροξειδάση αγριοραπανιού. Γίνεται επώαση για 20 min σε θερμοκρασία δωματίου, 

σε ανακινούμενη βάση.

5. Ακολουθούν δυο εκπλύσεις με το αντιδραστήριο έκπλυσης και απόχυση του 

•υπερκειμένου.

6. ΙΟΟμΙ από το αντιδραστήριο ανάπτυξης χρώματος προστίθενται σε κάθε 

κυψελίδα. Ακολουθεί επώαση για 20 min σε θερμοκρασία δωματίου, σε 

ανακινούμενη βάση. Το στάδιο αυτό είναι πολύ σημαντικό αφού ο χρόνος ανάπτυξης 

του χρώματος καθορίζει και την ακρίβεια των αποτελεσμάτων.

7. 50μ1 από το αντιδραστήριο τερματισμού της αντίδρασης προστίθενται σε 

κάθε κυψελίδα με τέτοιο τρόπο ώστε για κάθε δείγμα ο χρόνος ανάπτυξης χρώματος 

να είναι 20 min.

8. Μετράται η απορρόφηση στα 492nm σε φωτόμετρο microelisa .

Επεξεργασία αποτελεσμάτων

Με βάση τις απορροφήσεις των προτύπων διαλυμάτων σχεδιάζεται η καμπύλη,

η οποία ότον άξονα X έχει τις συγκεντρώσεις των προτύπων σε Lp(a) και στον
<
άξονα Ψ τις αντίστοιχες απορροφήσεις τους. Με βάση την καμπύλη και τις 

απορροφήσεις των δειγμάτων υπολογίζεται η συγκέντρωσή τους σε Lp(a). Δείγματα 

με συγκέντρωση Lp(a) μεγαλύτερη από 80 mg/dl πρέπει να αραιώνονται και να 

προσδιορίζονται εκ νέου.
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ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΙΣΟΜΟΡΦΩΝ ΤΗΣ Apo(a)

Αρχή της μεθόδου.

Οι ισομορφές της apo(a) διαχωρίζονται με βάση το μέγεθος και το φορτίο σε 

πήκτωμα αγαρόζης υπό μετουσιωτικές συνθήκες. Στην συνέχεια οι πρωτεΐνες 

μεταφέρονται σε μεμβράνη για ανοσοδέσμευση. Αντίσωμα κατά του 

ακινητοποιημένου στη μεμβράνη αντιγόνου (πρωτογενές αντίσωμα) δεσμεύεται στο 

αντιγόνο και στη συνέχεια προστίθεται αντίσωμα συζευγμένο με υπεροξειδάση 

αγριοραπανιού, (horseradish peroxidase, HRP) που αναγνωρίζει το πρωτογενές 

αντίσωμα. Η προσθήκη στη συνέχεια του αντιδραστηρίου χημειοφωταύγειας στη 

μεμβράνη έχει ως αποτέλεσμα την οξειδωτική αποικοδόμηση της λουμινόλης και την 

εκπομπή ακτινοβολίας, η οποία αποτυπώνεται σε ειδικό ευαίσθητο φίλμ (Hyperfilm) 

(32, 237).

Όργανα - Διαλύματα Εργασίας

• Οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης (Photodyne, 1214)

• Χτένι 20 θέσεων πάχους 1.5 mm *

• Τροφοδοτικό

• Hyperfilm ECL (Enhanced chemiluminescence Detection film, Amersam)

• Διηθητικό χαρτί Whatman 3 MM

• Μεμβράνη μεταφοράς πρωτεϊνών Polyscreen PVDF (Polyvinylidene 

difluoride Du Pont)

• Σαρωτής, Scanner (SHARP)

• Αντίσωμα κατά της apo(a) από αρνί.
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Δευτερογενές αντίσωμα από όνο (donkey- anti ovine), συζευγμένο με 

υπεροξειδάση αγριοραπανιού, (HRP-conjugated)

Πρότυπο διάλυμα ισομορφών εμπορίου. Πρόκειται για λυοφιλιοποιημένο 

ανθρώπινο ορό που περιέχει τις ισομορφές apo(a) 14, 19, 23, 27 και 35 Κ4. 

Διαλυτοποιείται σε 0.5 ml d Η2Ο και διατηρείται στους -20° C αφού 

μοιραστεί σε μικρές ποσότητες ώστε κάθε φορά να αποψύχεται μόνο η 

ποσότητα που χρησιμοποιείται.

Αντιδραστήριο χημειοφωταύγειας ECL. Η εμπορική του συσκευασία 

περιέχει 2 αντιδραστήρια το Enhanced luminol reagent και το Oxidizing 

reagent τα οποία αναμιγνύονται με αναλογία 1:1 (ν/ν) πριν τη χρήση.
Λ

Απαιτούνται 0.125 ml μείγματος για κάθε cm μεμβράνης.

Διαλύματα ανάπτυξης και σταθεροποίησης φιλμ, Kodak X-ray developer 

and fixer

Ρυθμιστικό διάλυμα TBE (Tris-Base, Borate) 10X. To διάλυμα περιέχει 

1M (121 g/L) Tris base, 1M (61.8g/L) Βορικό οξύ, 0.02M (7.44g/L) EDTA. 

To pH ρυθμίζεται στο 8.3. Για την παρασκευή των διαλυμάτων TBE IX και 

TBE 0.5Χ γίνεται αραίωση του ΤΒΕ 10 X, 1:10 (ν/ν) και 1:20 (ν/ν) 

αντίστοιχα με d Η2Ο.

Διάλυμα 1Μ DTT 0.3084 g διαλύονται σε 2 ml d Η2Ο. Το διάλυμα 

χωρίζεται σε μικρά δείγματα και διατηρείται στους - 20°C.

Διάλυμα 10% SDS. 10 g SDS διαλύονται σε 100 ml d Η2Ο. Κατά την 

ζύγισή του απαιτείται μάσκα.

1.5% Αγαρόζη σε TBE IX και 0.1% SDS. 1.12 g αγαρόζης αναμιγνύονται 

με 75 ml TBE IX. Το εναιώρημα τοποθετείται στους 120°C σε πυριαντήριο 

μέχρι να διαλυτοποιηθεί πλήρως η αγαρόζη. Στη συνέχεια προστίθενται 

750μ1 10%SDS και το διάλυμα αφήνεται λίγα λεπτά υπό ήπια ανάδευση για 

να αποκτήσει τη θερμοκρασία δωματίου.
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• Ρυθμιστικό διάλυμα κατεργασίας δειγμάτων το οποίο περιέχει 20 mM 

(2.42g/L) Tris base pH 8.8, 1 % SDS και 40 mM DTT
s>.

• Κεχρωσμένο διάλυμα φόρτωσης 6X (Gel loading buffer, GLB) που 

περιέχει 0.25% κυανούν βρωμοφαινόλης, 0.25% ξυλενοκυανόλη (xylene 

cyanol) και 30% γλυκερόλη σε d Η2Ο.

• Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης ΤΒΕ 0.5Χ με 0 .1%SDS

• Ρυθμιστικό διάλυμα 10 mM PBS, pH 7.4. 8.1816 g NaCl, 1.3800 g 

N a ^ P C V ^ O  και 1.7795 g Na2HP04 2H20 διαλυτοποιούνται σε 800 ml d 

H2O και αφού ρυθμιστεί το pH στο 7.4, συμπληρώνεται ο όγκος στο 1 L με 

d Η2Ο. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C

• 10% Tween 20. 10 ml Tween 20 αραιώνονται σε 100 ml d H2O

• Γάλα, σκόνη εμπορίου

Πειραματική διαδικασία

Προετοιμασία πηκχώματος αγαρόζης

Το διάλυμα 1.5% αγαρόζη σε ΤΒΕ IX και 0.1% SDS αφού αποκτήσει τη 

θερμοκρασία δωματίου αποχύνεται στην αντίστοιχη θέση παρασκευής του 

πηκτώματος στη συσκευή ηλεκτροφόρησης. Τοποθετείται το χτένι για τη δημιουργία 

φρεατίων εντός των οποίων θα φορτωθούν τα δείγματα. Μετά την πήξη της αγαρόζης 

αφαιρείται το χτένι ώστε να δημιουργηθούν τα φρεάτια φόρτωσης και καλύπτεται το 

πήκτωμα με το ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης ΤΒΕ 0.5X-0.1%SDS. Ο όγκος 

του διαλύματος πρέπει να είναι τέτοιος ώστε να επικοινωνούν μεταξύ τους τα 

διαμερίσματα της συσκευής ηλεκτροφόρησης.
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5 μΐ πλάσματος τοποθετούνται σε κωνικό σωλήνα eppendorf και στη συνέχεια 

προστίθενται 10 μΐ d Η2Ο, και 10 μΐ διαλύματος κατεργασίας δειγμάτων. Μετά από 

ανάδευση σε Vortex, τα eppendorf κλείνονται και βράζονται για 3 min αφού πρώτα 

τρυπηθεί το καπάκι τους με βελόνα ώστε να εκτονώνονται οι παραγώμενοι ατμοί. 

Μετά το βρασμό στα δείγματα προστίθενται 2 μΐ κεχρωσμένου διαλύματος φόρτωσης 

GLB.Kai ακολουθεί μια γρήγορη φυγοκέντρηση για 15 δευτερόλεπτα στις 12000rpm. 

Ποσότητες των 5-10 μΐ φορτώνονται στα φρεάτια ανάλογα με τη συγκέντρωση Lp(a) 

στο κάθε δείγμα.

'Συνθήκες ΐ}λεκτροφόρησης

Η ηλεκτροφόρηση διαρκεί 4h υπό σταθερή ένταση 50 mA, ενώ η τάση 

ανέρχεται στα 100V.

Προετοιμασία της μεμβράνης μεταφοράς πρωτεϊνών

Η μεμβράνη κόβεται προσεκτικά στις διαστάσεις του πηκτώματος (12X14cm) 

και ενεργοποιείται για 5 λεπτά σε 100% μεθανόλη. Κατά την κατεργασία αυτή η 

υδρόφοβη μεμβράνη αποκτά υδρόφιλο χαρακτήρα και από αδιαφανής γίνεται 

ημιδιαφανής γκρί. Στη συνέχεια εκπλένεται με d Η2Ο και αφήνεται σε Η2Ο, όπου και 

πρέπει να είναι απόλυτα βυθισμένη για μια ώρα τουλάχιστον. Η μεμβράνη πρέπει σε 

όλα τα στάδια να είναι υγρή. Στο σημείο αυτό κόβονται 10 διηθητικά χαρτιά 

Whatman επίσης στις διαστάσεις της πηκτής.

Μεταφορά πρωτεϊνών

4 9·
Η διάταξη της μεταφοράς των πρωτεϊνών έχει ως εξής. Το πήκτωμα της 

ίαγαρόζης μετά την ηλεκτροφόρηση μεταφέρεται σε γυάλινη επιφάνεια. Πάνω στο 

πήκτωμα εφαρμόζεται η ενεργοποιημένη μεμβράνη χωρίς όμως να υπάρχουν 

αναμεσά τους φυσσαλίδες αέρα οι οποίες δυσχεραίνουν την μεταφορά. Πάνω από την 

μεμβράνη τοποθετούνται αρκετά διηθητικά χαρτιά τα οποία έχουν τις ίδιες 

διαστάσεις με το πήκτωμα και τη μεμβράνη. Και πάνω σε όλα αυτά εφαρμόζεται

Προετοιμασία δειγμάτων
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βάρος 1-2 Kg. Η διαδικασία της μεταφοράς πρωτεϊνών ολοκληρώνεται σε μία με δύο

ώρες.

Ανοσοαποτύπωση

1. Όταν ολοκληρωθεί η μεταφορά των πρωτεϊνών, η μεμβράνη επωάζεται με 

εναιώρημα 5% γάλακτος σε 10 mM PBS είτε για 30 min στους 37°C είτε για ένα 

βράδυ στους 4°C. Με την κατεργασία αυτή γίνεται κορεσμός της μεμ βράνης σε 

πρωτεΐνες.

2. Ακολουθεί έκπλυση της μεμβράνης με 10 mM PBS-0.1%Tween.

3. Στη συνέχεια γίνεται επώαση της μεμβράνης με το πρωτογενές αντίσωμα, το οποίο 

αραιώνεται 1:2500 σε PBS-0.1%Tween-l% γάλα. Η επώαση γίνεται υπό 

ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου και διαρκεί lh.

4. Ακολουθούν 3 εκπλύσεις των 10 min με PBS-0.1%Tween.

5. Η μεμβράνη επωάζεται με το δευτερογενές αντίσωμα το οποίο αραιώνεται 1:2500 

σε PBS-0.1%Tween-l% γάλα η επώαση αυτή διαρκεί 30 min, υπό ανάδευση σε 

θερμοκρασία δωματίου.

6. Ακολουθούν 3 εκπλύσεις των 10 min με PBS-0.1%Tween. Σε όλα τα στάδια των 

επωάσεων και των εκπλύσεων η μεμβράνη βρίσκεται σε κινούμενη βάση 

ανάδευσης.

7. Η μεμβράνη τοποθετείται σε διηθητικό χαρτί για να απομακρυνθεί η περίσσεια του 

διαλύματος έκπλυσης και στη συνέχεια μεταφέρεται σε πλαστική θέση ίσων 

διαστάσεων όπου γίνεται η αντίδραση της χημειοφωταύγειας.

8. Ετοιμάζεται το αντιδραστήριο χημειοφωταύγειας και αποχυνεται πάνω σε όλη την 

επιφάνεια της μεμβράνης έτσι ώστε να διαποτίσει και τις 2 πλευρές της. Η επώαση 

γίνεται υπό ανάδευση για lmin ακριβώς.
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9. Η περίσσεια του αντιδραστηρίου χημειοφωταύγειας απομακρύνεται με διηθητικό 

jap'd.

10. Η μεμβράνη περιβάλλεται με διαφανή λεπτή μεμβράνη και μεταφέρεται μέσα σε 

κασέτα σε σκοτεινό θάλαμο για την ανάπτυξη της χημειοφωταύγειας

11. Μέσα σε κασέτα και πάνω στην μεμβράνη τοποθετείται το υπερφίλμ και γίνεται 

* επώαση για 5min.

12. Το φιλμ τοποθετείται στο υγρό εμφάνισης για 10 min και στην συνέχεια στο υγρό 

σταθεροποίησης για 5 min και τέλος εκπλένεται με Η^Ο.

•ν

Η ανάγνωση των ισομορφών γίνεται με την χρησιμοποίηση γνωστού 

προτύπου ισομορφών 14, 19, 23, 27 και 35 Κ4 (Immuno-France), με την βοήθεια του 

προγράμματος Image Master ID Prime σε ηλεκτρονικό υπολογιστή (όπως φαίνεται 

στο πιο κάτω σχήμα), μετά από φωτογραφία του πηκτώματος στον σαρωτή ειδώλου.

Πρότυπο ισομορφών 

14 Κ4 

19 Κ4 

23 Κ4 

27 Κ4

35 Κ4

Μέτωπο

Αρχή

N .V .m .V / Q

__Λ»— .
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ΥΠΕΡΦΥΓΟΚΕΝΤΡΙΚΟΣ ΔΙΑΧΩΡΙΣΜΟΣ Lp(a) ΑΠΟ ΤΟ ΠΛΑΣΜΑ

Όργανα - Αντιδραστήρια

• Φυγόκεντρος πάγκου (Hermle, Ζ 320)

• Υπερφυγόκεντρος (L7, Beckman)

• Κεφαλή υπερφυγοκέντρου (NVT-65, Beckman)

• Σωλήνες υπερφυγοκέντρου (Optiseal, Beckman)

• Garamycin (Gentamicin sulfate, Schering-Plough). To διάλυμα περιέχει 40 

mg θειϊκής γενταμυκίνης/ml, υπάρχει σε φυαλίδια των 2ml.

• KBr (Merck). To KBr ξηραίνεται στους 100°C για 1 και διατηρείται σε 

ξηραντήρα.

Διαλύματα Εργασίας

• Διάλυμα 10% EDTA pH 7.0. 12.8247 g Na2EDTA 2Η20 (Titriplex UI) 

διαλυτοποιούνται σε 90 ml d H20 . Ρυθμίζεται το pH στο 7.0 και ο όγκος 

συμπληρώνεται στα 100 ml με d Η20 . Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

• Διάλυμα KBr πυκνότητας 1.107 g/ml. 38.75 g KBr διαλυτοποιούνται σε d 

Η20  μέχρι τελικό όγκο 250 ml. Το διάλυμα αυτό περιέχει 5 μΐ/ml 10% 

EDTA και 1.25 μΐ/ml Garamycin και διατηρείται στους 4°C.

Πειραματική διαδικασία

Απομόνωση του πλάσματος

40 ml αίματος από τον ίδιο δότη με συγκέντρωση Lp(a) μεγαλύτερη από 20 

mg/dl συλλέγονται σε πλαστικά σωληνάκια καθένα από τα οποία περιέχει 100 μΐ 

αντιπηκτικού 10% EDTA. Το κάθε σωληνάκι φυγοκεντρείται στις 3100 rpm 

(1500xg) για 15 min, σε θερμοκρασία δωματίου ώστε να διαχωριστεί το πλάσμα από 

τα έμμορφα συστατικά του αίματος. Το πλάσμα στην συνέχεια συλλέγεται με 

αυτόματη πιπέτα και προστίθενται σε αυτό 5 μΐ/ml 10% EDTA για την αποφυγή 

οξειδωτικής τροποποίησης των λιποπρωτεϊνικών σωματιδίων και 1.25 μ1Λη10 

αντιβιοτικού Garamycin. Το πλάσμα διατηρείται στους 4°C το πολύ για 4 ημέρες.
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Υπερφυγοκεντρική απομόνωση της Lp(a)

-  Μετρείται ο όγκος του πλάσματος σε ml και πολλαπλασιάζεται με συντελεστή

0.1461. Ο αριθμός που προκύπτει ισούται με τα g στερεού KBr που προστίθενται στο 

πλάσμα ώστε η πυκνότητά του να γίνει 1.107 g/ml. Το πλάσμα μοιράζεται σε 

σωληνάκια υπερφυγοκέντρου, ο όγκος των οποίων συμπληρώνεται με διάλυμα KBr 

πυκνότητας 1.107 g/ml. Τα σωληνάκια αφού ζυγοσταθμιστούν, σφραγίζονται και 

τοποθετούνται σε υπερφυγόκεντρο, όπου υπερφυγοκεντρούνται με χρήση του ρότορα 

NVT 65 στις 40000 rpm για 10 h στους 14 °C. Μετά το τέλος της 

υπερφυγοκέντρησης γίνεται συλλογή με σύριγγα των λιποπρωτεϊνών (VLDL, LDL, 

Lp(a) και ένα μέρος της HDL), οι οποίες έχουν μαζευτεί στην κορυφή, όπως και του 

υπολείμματος στον πάτο του σωλήνα. Με τον τρόπο αυτό γίνεται ένας αρχικός 

διαχωρισμός των λιποπρωτεϊνών του πλάσματος από ένα μέρος της HDL καθώς και 

από το σύνολο του πλασμινογόνου και των άλλων πρωτεϊνών του πλάσματος. Το 

είδος των απομονωμένων λιποπρωτεϊνών όσο και το υπόλειμμα ελέγχονται με 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης.

ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ Lp(a) ΜΕ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΣΥΓΓΕΝΕΙΑΣ 

Αρχή της μεθόδου

Η αρχή της μεθόδου βασίζεται στην βιολογική συγγένεια την οποία παρουσιάζει 

η Lp(a) έναντι της λυσίνης η οποία βρίσκεται κατάλληλα ακινητοποιημένη πάνω στο 

πολυμερές υλικό Sepharose 4Β. Λόγω της συγγένειας και της εκλεκτικής 

αλληλοαναγνωρίσεως του ακινητοποιημένου δεσμευτή (L-λυσίνη) και του 

σωματιδίου στόχου [Lp(a)], το αντίστοιχο σύμπλοκο σχηματίζεται επί της στήλης. 

Αντίθετα άλλα μόρια τα οποία δεν εμφανίζουν συγγένεια για την λυσίνη, δεν 

αναγνωρίζονται και περνούν αδέσμευτα. Η μέθοδος η οποία περιγράφεται πιο κάτω 

βασίζεται σε αυτή των Doucet και συν. (238).
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Όργανα - Διαλύματα Εργασίας

• Μεμβράνη διαπίδυσης (Sigma). Η μεμβράνη ενεργοποιείται σε d Η2Ο για 

3h και κατακρατά οποιοδήποτε συστατικό έχει μοριακό βάρος μεγαλύτερο 

από 12 KDa.

• Περισταλτική αντλία (Gilson, Minipuls 3)

• Αυτόματος συλλέκτης κλασμάτων, Fraction Collector

•  Lysine Sepharose 4B (Pharm acia Biotech). H Lysine Sepharose 4B είναι 

L-λυσίνη ακινητοποιημένη στο πολυμερές υλικό Sepharose 4Β 

ενεργοποιημένη με βρωμιούχο κυανίο (cyanogen bromide activated 

Sepharose). Η δεσμευτική της ικανότητα ανέρχεται σε 0.6 mg 

πλασμινογόνου [βιολογικό ανάλογο της Lp(a)] ανά ml πηκτώματος (gel).

• Ρυθμιστικό διάλυμα 20 mM φωσφορικών pH 7.4. Διαλύονται 7.6020 g 

Na3P 0 4 12Η20  και 3.5598 g Na2H P04 2Η20  σε 1 It d Η20 . Το διάλυμα 

περιέχει και 0.02% (0.2 g/lt) NaN3. To pH ρυθμίζεται στο 7.4 και το διάλυμα 

διατηρείται στους 4°C.

• Ρυθμιστικό διάλυμα 200 mM ε-αμινοκαπροϊκού (ε-ACA) pH 7.4.

Διαλύονται 26.24 g ε-ACA, 7.6020 g Na3P 0 4 12Η20 , 3.5598 g Na2HP04 

2H20 , 0.2 g NaN3 σε 1 It d H20 . Επιπλέον*'το διάλυμα αυτό περιέχει και

0.15Μ (8.7660 g/lt) NaCl. To pH ρυθμίζεται στο 7.4 και το διάλυμα 

διατηρείται στους 4°C.

• Ρυθμιστικό διάλυμα αναγέννησης-εξισορρόπησης της στήλης pH 7.4.

Είναι ένα διάλυμα 200 mM ε-ACA σε ρυθμιστικό διαλύμα 50 mM 

φωσφορικών (19.005 g Na3P 0 4 12Η20 , 8.8995 g Na2H P04 2Η20  και 0.5 g 

NaN3 διαλύονται σε 1 It d Η2Ό), ενώ περιέχει και 1Μ (58.44 g/lt) NaCl. Η 

παρασκευή του γίνεται όπως έχει περιγράφει πιο πάνω. Χρησιμοποιείται 

κάθε πέμπτο πειραματικό γύρο για την εξισορρόπηση-αναγέννηση του 

υλικού της στήλης.

• Διάλυμα συντήρησης. Όταν η στήλη πρόκειται να χρησιμοποιηθεί μετά 

από ένα μεγάλο χρονικό διάστημα το υλικό της συντηρείται εντός 

διαλύματος 20% αιθανόλης.

• Ρυθμιστικό διάλυμα Hepes pH 7.4. Διαλύονται 1.0009 g Hepes, 8.0063 g 

NaCl, 0,1939 g KC1 και 0.7445 gJTitriplex III σε 1 It d H20 . To pH 

ρυθμίζεται στο 7.4 και το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.
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Πειραματική διαδικασία

Πλήρωση π/ς στήλης

16 ml εναιωρήματος Lysine Sepharose 4Β τοποθετούνται σε 4 κωνικά 

σωληνάκια των 50 ml των οποίων ο όγκος συμπληρώνεται με d Η2Ο μέχρι την 

χαραγή. Τα σωληνάκια φυγοκεντρούνται στις 1000 rpm για 10 min. Μετά το τέλος 

της φυγοκέντρησης το υπερκείμενο απορρίπτεται και η διαδικασία επαναλαμβάνεται 

ά£λες τέσσερις φορές.Στην συνέχεια το υλικό της στήλης επαναιωρείται σε 6-10 ml 

διαλύματος 20 mM φωσφορικών.

Σε στήλη 16x1.6 (ύψος x διάμετρος) τοποθετείται λίγο από το διάλυμα 20 mM 

φωσφορικών, έχοντας κλειστή την περισταλτική αντλία. Στην συνέχεια το υλικό 

πλήρωσηζ διαβιβάζεται εντός της στήλης με πιπέτα με τρόπο ώστε να μην 

δημιουργούνται φυσαλίδες αέρα. Ο υπόλοιπος χώρος εντός της στήλης 

συμπληρώνεται με διάλυμα 20 mM φωσφορικών, ενώ ανοίγουμε την περισταλτική 

αντλία σε ταχύτητα 2.5 ml/min. Μετά την καθίζηση του υλικού της στήλης 

ακολουθεί εξισσορόπηση αυτού με 100 ml 20 mM φωσφορικών.

Προετοιμασία- Τοποθέτηση δείγματος

Οι λιποπρωτεννες (VLDL, LDL, Lp(a), HDL) που συλλέγονται μετά από την 

υπερφυγοκέντρηση σε KBr 1.107 g/ml, υποβάλλονται σε διαπύδηση έναντι 

διαλύματος 20 mM φωσφορικών το οποίο περιέχει και 5 μΐ/ml Garamycin για την 

εκδίωξη του KBr. Στην συνέχεια «φορτώνονται» στην στήλη με ρυθμό ροής 0.5 

ml/min. Η στήλη αρχικά εκπλύνεται με το ρυθμιστικό διάλυμα 20 mM φωσφορικών 

για την απομάκρυνση όλων των λιποπρωτεϊνών εκτός της Lp(a) η οποία 

- κατακρατείται από την στήλη. Στην συνέχεια η Lp(a) εκλούεται με το ρυθμιστικό 

διάλυμα >200 mM ε-ACA. Η ταχύτητα με την οποία γίνεται η συλλογή των 

κλασμάτων είναι 0.5 ml/min, ενώ συλλέγονται συνολικά 30 κλάσματα των 2.5 ml 

.κάθε 5 min. Μετά το τέλος της παραπάνω διαδικασίας η στήλη εξισορροπείται, με το 

ρυθμιστικό διάλυμα 20 mM φωσφορικοί και αποθηκεύεται στους 4 °C.

Προσδιορίζεται το περιεχόμενο σε χοληστερόλη και η ενεργότητα PAF-AH σε 

όλα τα κλάσματα της στήλης. Τα κλάσματα που ελήφθησαν με το διάλυμα ε-ACA, 

*· στα οποία περιέχεται η Lp(a), συνενώνονται και υποβάλλονται σε διαπίδυση για 12h 

έναντι ρυθμιστικού διαλύματος 10 mM PBS ή Hepes pH 7.4 το οποίο περιέχει 5pl/ml 

10% EDTA και 1.25 μΐ/ml Garamycin, για την εκδίωξη του ε-ACA.
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Υπερφυγοκεντρική συμπύκνωση της Lp(a)

Τα κλάσματα που συλλέγονται από τη στήλη και περιέχουν την Lp(a) 

ενώνονται και τοποθετούνται σε σωλήνες υπερφυγοκέντρου. Οι σωλήνες 

συμπληρώνονται με διάλυμα 10 mM PBS και αφού ζυγοσταθμιστούν 

υπερφυγοκεντρούνται στις 40000 rpm για 10 h στους 14 °C. Μετά την 

υπερφυγοκέντρηση η Lp(a) συλλέγεται από τον πυθμένα του σωλήνα όπου έχει 

συμπυκνωθεί, αφού πρώτα απομακρυνθεί το υπερκείμενο με σύριγγα.

ΑΠΟΜ ΟΝΩΣΗ LDL ΜΕ ΔΙΑΔΟΧΙΚΕΣ ΥΠΕΡΦΥΓΟΚΕΝΤΡΗΣΕΙΣ 

Όργανα - Διαλύματα Εργασίας

•  Υπερφυγόκεντρος (L7, Beckman)

• Κεφαλή υπερφυγοκέντρου (NVT-65, Beckman)

• Σωλήνες υπερφυγοκέντρου (Optiseal, Beckman)

• Σωλήνες υπερφυγοκέντρου (Quickseal, Beckman)

• Μεμβράνη διαπίδυσης (Sigma). Η μεμβράνη ενεργοποιείται σε d Η2Ο για 3 

h και κατακρατά οποιοδήποτε συστατικό έχει μοριακό βάρος μεγαλύτερο 

από 12000

• KBr (Merck). To KBr ξηραίνεται στους 100°C για 1 και διατηρείται σε 

ξηραντήρα

•  Διάλυμα K Br πυκνότητας 1.019 g/ml. 14.92 g KBr διαλυτοποιούνται σε d 

Η2Ο μέχρι τελικό όγκο 500 ml. Το διάλυμα αυτό περιέχει 5 μΐ/ml 10% 

EDTA και 1.25 μΐ/ml Garamycin και διατηρείται στους 4°C.

•  Διάλυμα KBr πυκνότητας 1.063 g/ml. 45.99 g KBr διαλυτοποιούνται σε d 

Η2Ο μέχρι τελικό όγκο 500 m3. Το διάλυμα αυτό περιέχει 5 μΐ/ml 10% 

EDTA και 1.25 μΐ/ml Garamycin και διατηρείται στους 4°C.

• Ρυθμιστικό διάλυμα Hepes pH 7.4. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 52.

ο
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V

Πειραματική διαδικασία

Ατωμόνωση της VLDL

Η LDL απομονώθηκε από το αρχικό έκπλυμα της στήλης Lysine Sepharose 4Β 

το οποίο περιέχει όλες τις λιποπρωτεΐνες εκτός της Lp(a). Αρχικά μετρείται ο όγκος 

του εκπλύματος σε ml και πολλαπλασιάζεται με συντελεστή 0.0212. Ο αριθμός που 

προκύπτει ισούται με τα g KBr που προστίθενται ώστε η πυκνότητά του να γίνει 

1.019 g/ml. Στην συνέχεια μοιράζεται σε σωληνάκια υπερφυγοκέντρου Quickseal ο 

όγκος των οποίων συμπληρώνεται με διάλυμα KBr πυκνότητας 1.019 g/ml. Τα 

σωληνάκια αφού ζυγοσταθμιστούν, σφραγίζονται και τοποθετούνται σε 

υπερφυγόκεντρο όπου φυγοκεντρούνται στις 40000 rpm για 10 h στους 14 °C. Μετά 

το τέλος ^ης υπερφυγοκέντρησης η VLDL έχει μαζευτεί στην κορυφή του σωλήνα 

διαχωρισμένη από τις LDL, HDL. Η VLDL συλλέγεται προσεκτικά με σύριγγα από 

την κορυφή του σωλήνα (2-2.5 ml) ενώ στην συνέχεια συλλέγεται και το υπόλειμμα.

Απομόνωση της LDL

Μετρείται ο όγκος του υπολείμματος της προηγούμενης υπερφυγοκέντρησης σε 

ml και πολλαπλασιάζεται με συντελεστή 0.060. Ο αριθμός που προκύπτει ισούται με 

τα g KBr που προστίθενται ώστε η πυκνότητά του να μεταβληθεί από 1.019 σε 1.063 

g/ml. Το υπόλειμμα στην συνέχεια μοιράζεται σε σωληνάκια υπερφυγοκέντρου 

Optiseal ο όγκος των οποίων συμπληρώνεται με διάλυμα KBr πυκνότητας 1.063 

g/ml. Τα σωληνάκια αφού ζυγοσταθμιστούν, σφραγίζονται και τοποθετούνται σε 

υπερφυγόκεντρο όπου φυγοκεντρούνται στις 40000 rpm για 10h στους 14 °C. Μετά 

το τέλος της υπερφυγοκέντρησης η LDL έχει μαζευτεί στην κορυφή του σωλήνα 

διαχωρισμένη από την HDL. Η LDL συλλέγεται προσεκτικά με σύριγγα από την 

κορυφή του σωλήνα. Στην συνέχεια υποβάλλεται σε διαπίδυση για 12h έναντι 

ρυθμιστικού διαλύματος Hepes pH 7.4 το οποίο περιέχει 5 μΐ/ml 10% EDTA και 1.25 

fil/ml Garamycin, για την εκδίωξη της περίσσειας του KBr.
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ΑΝΑΓΩΓΙΚΗ ΔΙΑΣΠΑΣΗ ΤΗΣ Lp(a)

Όργανα -  Διαλύματα Εργασίας

• Υπερφυγόκεντρος (L7, Beckman)

• Κεφαλή υπερφυγοκέντρου (SW-41, Beckman)

• Σωλήνες υπερφυγοκέντρου (Ultra-Clear, Beckman)

• Μεμβράνη διαπίδυσης (Sigma)

• 1 Μ διθειοθρεϊτόλη, DTT. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 45.

•  Διάλυμα KBr πυκνότητας 1.050. 6.023 g KBr διαλυτοποιούνται σε d 

Η2Ο μέχρι τελικό όγκο 500 ml. Το διάλυμα αυτό περιέχει 5μ1/ιη1 EDTA 

10% και 1.25 μΐ/ml Garamycin και διατηρείται στους 4°C.

• Διάλυμα K B r πυκνότητας 1.080. 14.92 g KBr διαλυτοποιούνται σε d 

Η2Ο μέχρι τελικό όγκο 500 ml. Το διάλυμα αυτό περιέχει 5μ1/πι1 EDTA 

10% και 1,25 μΐ/ml Garamycin και διατηρείται στους 4°C.

Πειραματική διαδικασία

3 ml Lp(a) (περιεκτικότητας 150 pg πρωτεΐνης/ml HEPES) επωάζονται με 10 

mM DTT στους 37°C για 3h. Δείγμα Lp(a) επωάζεται επίσης κάτω από τις ίδιες 

συνθήκες απουσία DTT. Όμοια πειράματα γίνονται και με LDL. Η Lp(a) ή LDL 

αναμιγνύονται με 1.23 g στερεού KBr και στη συνέχεια μεταφέρεται με πιπέτα 

Pasteur στον πυθμένα υπερφυγοκεντρικού σωλήνα όπου ακολουθεί η επιστίβαση των 

υπολοίπων διαλυμάτων με Auto Densi Flow. Επιστοιβάζονται διαδοχικά 3 ml 

διαλύματος KBr d= 1.080 g/ml, 3 ml διαλύματος KBr d=1.050 g/ml, και τέλος 2 ml 

διαλύματος d H2O. Στη συνέχεια, οι σωλήνες της υπερφυγοκέντρησης 

ζυγοσταθμούνται κλείνονται και τοποθετούνται στις υποδοχές του ρότορα SW-41. 

Ακολουθεί υπερφυγοκέντρηση στις 40000 rpm, στους 14°C για 24 h. Μετά το πέρας 

της υπερφυγοκέντρησης συλλέγονται προσεκτικά με την βοήθεια αυτόματης πιπέτας 

28 κλάσματα, όγκου 400 μΐ το καθένα, από την κορυφή του σωλήνα προς τα κάτω. 

Στη συνέχεια τα κλάσματα ελέγχονται για χοληστερόλη και ενεργότητα PAF-AH. Η 

ενεργότητα του ενζύμου προσδιορίζεται και σε Lp(a) ή LDL πριν και αμέσως μετά 

την επώαση με DTT. Η παραχθείσα λιποπρωτεΐνη μετά την επώαση με DTT, που
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εμφανίζεται σαν ενιαία ζώνη μετά την υπερφυγοκέντρηση, καθώς και τα 2 τελευταία 

κλάσματα (27 και 28) που συλλέγονται από τον πυθμένα του σωλήνα μετά την 

υπερφυγοκέντρηση χαρακτηρίζονται με ηλέκτροφόρηση αγαρόζης και SDS- 

πολυακρυλαμιδίου 5-19%. που συνοδέυεται από ανοσοδέσμευση με αντισώματα 

κατά της apo(a) και της apoB-ΙΟΟ. Επιπλέον, τα κλάσματα 27 και 28 υποβάλλονται 

σε ανάλυση πρωτεΐνης και λιπιδίων.

ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΛΙΠΟΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΣΕ ΠΗΚΤΩΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗΣ 

Αρχή της"μεθόδου

Η ηλέκτροφόρηση είναι ποιοτική κυρίως μέθοδος διαχωρισμού των 

λιποπρωτεϊνών με βάση το ηλεκτρικό φορτίο και το μεγεθός τους. Κατά την 

ηλέκτροφόρηση των λιποπρωτεϊνών μεταναστεύουν και οι πρωτεΐνες του πλάσματος 

όμως η χρωστική που χρησιμοποιείται είναι μόνο για λιπίδια.

Δείγμα

Χρησιμοποιείται ορός ή πλάσμα με EDTA καθώς και απομονωμένες 

λιποπρωτεΐνες Lp(a), LDL για τον έλεγχο της καθαροτητάς τους. Η συντήρηση των 

δειγμάτων γίνεται στους 4°C το πολύ για 3 μέρες.

Η ηλέκτροφόρηση ενός νορμολιπιδαιμικού ατόμου με Lp(a) θα είναι ως εξής:

Λιποπρωτεΐνη ----------------------------- Μέτωπο

HDL

Lp(a)
• r

VLDL ..

LDL
----------------------------- Αρχή

Όργανα - Αντιδραστήρια

• Συσκευή ηλεκτροφόρησης Sebia -Κ20,

• Τροφοδοτικό.

57



• Εμπορική συσκευασία Kit ηλεκτροφόρησης Hydragel Lipo + Lp(a) (Sebia)

που περιλαμβάνει: *

• 10 πλάκες με πήκτωμα αγαρόζης, έτοιμες για χρήση.

• Φιαλίδια συμπυκνωμενού ρυθμιστικού διαλύματος Tris-βαρβιτουρικού. Το 

περιεχόμενο κάθε φιαλιδίου αραιώνεται στα 1000ml με d Η2Ο

• Φιαλίδια συμπυκνωμένης χρωστικής 3%Sudan black.

• Διάλυμα χρώσης. Η παρασκευή του διαλύματος χρώσης γίνεται ως εξής: Σε 

κωνική φιάλη αναμιγνύονται 160 ml απόλυτης αιθανόλης (EtOH) με 2 ml 

3% Sudan black. Υπο συνεχή ισχυρή ανάδευση ακολουθεί προσθήκη, 140 

ml d Η20 .

• Ειδική μεμβράνη με θέσεις τοποθέτησης των δειγμάτων.

• Διηθητικά χαρτιά

• Διάλυμα EtOH 45% σε d Η20  (ν/ν)

Εκτέλεση της ηλεκτροφόρησης

Η πλάκα με το πήκτωμα αγαρόζης τοποθετείται σε επιφάνεια καθαρισμένη εκ 

των προτέρων με 45% EtOH. Το πήκτωμα έχει χαραγμένα δύο βέλη τα οποία 

καθορίζουν την θέση τοποθέτησης της μεμβράνης των δειγμάτων. Η υγρασία που 

υπάρχει στην επιφάνεια του πηκτώματος απορροφάται γρήγορα με την εφαρμογή 

διηθητικού χαρτιού στην θέση που ορίζεται από τα βέλη. Στην συνέχεια εφαρμόζεται 

η μεμβράνη τοποθέτησης των δειγμάτων πάνω στο πήκτωμα της αγαρόζης ώστε τα 

βέλη της μεμβράνης να συμπίπτουν με τα βέλη της επιφάνειας της πηκτής. Κατά την 

εφαρμογή της μεμβράνης στην αγαρόζη πρέπει να αποφεύγεται η δημιουργία 

φυσσαλίδων αέρα γιατί παρεμποδίζουν την μετανάστευση των δειγμάτων. Έπειτα 

προστίθενται τα δείγματα στις κατάλληλες θέσεις με αυτόματη πιπέτα χωρίς να 

τραυματιστεί η αγαρόζη. Ο όγκος των δειγμάτων για ορό ή πλάσμα είναι 2 μΐ ενώ για 

άλλο υλικό δεν πρέπει να ξεπερνά τα 10 μΐ. Χρησιμοποίηση μεγάλων ποσοτήτων 

δείγματος έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση ουρών που καθιστά δύσκολη την 

ταυτοποίηση των λιποπρωτεϊνών. Τα δείγματα αφήνονται για 10 min ώστε να 

προσροφηθούν πλήρως στην αγαρόζη. Στη συνέχεια αφαιρείται η ειδική μεμβράνη 

και η πηκτή είναι έτοιμη για την ηλεκτροφόρηση. Σε κάθε διαμέρισμα της συσκευής 

ηλεκτροφόρησης προστίθενται 150 ml ρυθμιστικού διαλύματος Tris-βαρβιτουρικού

J
58



r

και η πηκτή της αγαρόζης τοποθετείται ανεστραμένη πάνω στη γέφυρα της 

ηλεκτροφόρησης με τα δείγματα προς την καθοδική πλευρά.

Συνθήκες ηλεκτροφόρησης

Η συσκευή σκεπάζεται με το καπάκι της και συνδέονται τα ηλεκτρόδια με το 

τροφοδοτικό. Η διάρκεια της ηλεκτροφόρησης είναι 90 min και γίνεται υπό σταθερή 

τάση 50 V, ενώ η ένταση του ρεύματος ανέρχεται σε 3 mA για κάθε δείγμα.

Χρώση των λιποπρωτεϊνών

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης το πήκτωμα στεγνώνεται σε ρεύμα θερμού 

αέρα (< 80°C). Η πλάκα υπο μορφή πλέον ζελατίνης τοποθετείται στο ειδικό δοχείο 

χρώσης που περιέχει το διάλυμα της χρωστικής, όπου αφήνεται για 15 min. Η 

περίσσεια της χρωστικής ξεπλένεται με νερό βρύσης. Στη συνέχεια η ζελατίνη 

τοποθετείται σε λεκάνη που περιέχει 45% EtOH για 5 min. Η περίσσεια της EtOH 

στεγνώνεται σε ρεύμα θερμού αέρα.

Έ?χγχος της καθαρότητας των απομονωμένων λιποπρωτεϊνών

Μία υπερφυγοκεντρικά απομονωμένη λιποπρωτεΐνη για να θεωρηθεί καθαρή 

πρέπει να δίνει μία και μόνο ζώνη στην πηκτή της αγαρόζης, με μετατόπιση που είναι 

χαρακτηριστική για το συγκεκριμένο είδος λιποπρωτεΐνης. Η εμφάνιση και άλλων 

ζωνών έστω και αχνών σημαίνει ότι το δείγμα έχει προσμίξεις και από άλλες 

λιποπρωτεΐνες.

ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ SDS-PAGE 5-19%

ί
Αρχή της μεθόδου

✓  Η ηλεκτροφόρηση βαθμίδωσης πυκνοτήτων πολυακρυλαμιδίου, (PAGE), κάτω 

, ^ από συνθήκες αποδιάταξης (SDS), συνδιάζει την ηλεκτροφόρηση με βάση το 

μοριακό βάρος με την υψηλή διαχωριστική ικανότητα. Η παρουσία του ιοντικού 

απορρυπαντικού SDS έχει σαν αποτέλεσμα την πλήρη αποδιάταξη των πρωτεϊνών
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και των υπομονάδων τους ώστε να προκόψουν πολύ ανιονικές αλυσίδες πεπτιδίων 

λόγω της συμπλοκοποίησης με SDS .To SDS που ενώνεται με τις πρωτεΐνες δίνει ένα^ 

σταθερό λόγο ανιοντικού φορτίου προς μάζα για όλες τις πρωτεΐνες και τις αλυσίδες 

τους οι οποίες μεταναστεύουν προς την άνοδο με βάση το μοριακό τους βάρος. Η 

συγκέντρωση του PAGE δρα ως μοριακό κόσκινο και είναι τέτοια ώστε τα μόρια να 

εισέρχονται πρώτα σε μια περιοχή χαμηλής συγκέντρωσης PAGE και μεγάλων 

πόρων και στη συνέχεια καθώς προχωρούν στην πηκτή η συγκέντρωση του PAGE 

αυξάνει και μειώνεται το μέγεθος των πόρων. Τα μόρια ανάλογα με το μέγεθος τους 

παγιδεύονται όταν φτάνουν σε περιοχές πηκτής όπου το μέγεθος των πόρων είναι 

τέτοιο ώστε δεν μπορούν να εισέλθουν (239).

Όργανα - Διαλύματα Εργασίας

• Κάθετη συσκευή ηλεκτροφόρησης (Mini Protean II, Bio-Rad)

• Τροφοδοτικό

•  Διάλυμα A. 29.2% Ακρυλαμίδιο, 0.8% δις ακρυλαμίδιο. 58.4 g ακρυλαμιδίουκαι

1.6 g δις ακριλαμιδίου διαλύονται σε d Η2Ο μέχρι τελικού όγκου 200 ml. Το 

διάλυμα διατηρείται σε σκοτεινόχρωμο δοχείο στους 4°C για ένα μήνα.

•  Διάλυμα Β. Ρυθμιστικό διάλυμα διαδρομής (running) pH 8.8. 36.34 g Tris base ^ 

και 0.8 g SDS διαλύονται σε 100 ml d Η2Ο. Ρυθμίζεται το pH στο 8.8 και 

συμπληρώνεται ο όγκος στα 200 ml. Το διάλυμα είναι σταθερό για ένα μήνα σε 

θερμοκρασία δωματίου.

•  Διάλυμα Γ. Ρυθμιστικό διάλυμα επιστοίβασης, (stacking), pH 6.8. 6.6 g Tris base 

διαλύονται σε 50 ml d Η2Ο, ρυθμίζεται το pH στο 6.8 και συμπληρώνεται ο όγκος 

στα 100 ml με d Η20. Το διάλυμα είναι σταθερό για ένα μήνα σε θερμοκρασία 

δωματίου. •

•  Διάλυμα Δ. Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης. 72.5g γλυκίνης 7.5 g SDS και 

15 g Tris base διαλύονται σε 5 1 d Η20. To pH επιβεβαιώνεται ότι είναι 8.2.
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Προσοχή δεν πρέπει να ρυθμίζεται. Το διάλυμα παρασκευάζεται πρίν τη χρήση 

_του.

•  Διάλυμα Ε (Διάλυμα δειγμάτων). 6.61 g SDS και 0.32g Tris base διαλύονται σε 

120 ml d Η2Ο. To pH ρυθμίζεται στο 6.8 και ο όγκος συμπληρώνεται στα 200ml 

με d Η2Ο. Το διάλυμα είναι σταθερό για ένα μήνα σε θερμοκρασία δωματίου.

*
•  Διάλυμα 1Μ DTT. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 45.

•  Διάλυμα κατεργασίας δειγμάτων. Σε 2 ml διαλύματος δειγμάτων προστίθενται 

20 μΐ από το διάλυμα 1Μ DTT, έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση της DTT στο 

διάλυμα να είναι 10 mM. Το διάλυμα παρασκευάζεται πριν τη χρήση του.

•  Διάλυμα 10% υπερθεϊικού αμμωνίου (Ammonium Persulfate, APS). 0.1 g

υπερθεϊικού αμμωνίου διαλύεται σε 1 ml d Η2Ο . Το διάλυμα παρασκευάζεται 

πριν τη χρήση του.

•  Διάλυμά εμπορίου Ν,Ν-τετραμέθυλοαιθυλενοδιαμίνη,ΤΕΜΕΠ.

•  Διάλυμα ανασυνδιασμένης PAF-ακετυλοϋδρολάσης (4 mg/dl).

•  Πρότυπα μοριακά Βάρη

Μυοσίνη 210 kDa

β-γαλακτοζαμίνη 116 kDa

Φωσφορυλάση D 127 kDa
4

Αλβουμίνη βοδιού
% 84 kDa

'Αλβουμίνη αυγού 49.5 kDa

Καρβονική ανυδράση 35.3 kDa
✓

Αναστολέας της τρυψίνης 28.1 kDa

Λυσοζύμη 20.5 kDa

Αποπροτονίνη 7 kDa
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•  Διάλυμα φόρτωσης Το διάλυμα περιέχει 50% γλυκόζη σε d Η2Ο και σε αυτό 

προστίθεται μικρή ποσότητα μπλέ βρωμοφαινόλης.

•  Διάλυμα 10% SDS. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 45.

Πειραματική διαδικασία..

Προετοιμασία του πηκτώματος διαδρομής (running gel)

Προετοιμασία συσκευής

Χρησιμοποιούνται γυάλινες πλάκες διαστάσεων 7X10 cm οι οποίες 

καθαρίζονται προσεκτικά με Η2Ο και στη συνέχεια με απόλυτη αιθανόλη. Οι πλάκες 

τοποθετούνται η μια πάνω στην άλλη και στις 2 πλάγιες άκρες τους τοποθετούνται 

διαχωριστές πάχους 1.5 mm. Στη βάση στήριξης των πλακών της κάθετης συσκευής 

ηλεκτροφόρησης τοποθετούνται ελάσματα καουτσούκ που εξασφαλίζουν 

στεγανότητα. Οι γυάλινες πλάκες τοποθετούνται στη βάση στήριξης και 

σταθεροποιούνται με σφιγκτήρες. Με τη χρήση αλφαδιού εξασφαλίζεται η 

ευθύγραμμη τοποθέτησή τους.

Προετοιμασία διαλυμάτων τνηκτώματος 5% και 19%

5% 19%

Διάλυμα A 0.63 ml 2.38 ml

Διάλυμα Β 0.93 ml 0.94 ml

Η 20 2.19 ml 0.43 ml

APS 16 μΐ 16 μΐ

TEMED 2 μΐ 2μ1
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To APS και το TEMED προστίθενται την στιγμή κατά την οποία ενεργοποιείται 

η .επιστοίβαση των πυκνοτήτων, αφού και τα δύο δρούν καταλυτικά στον 

πολυμερισμό του πολυακρυλαμιδίου. Μόλις παρασκευαστούν τα διαλύματα 

τοποθετούνται στα διαμερίσματα της συσκευής που θα δημιουργήσει τη βαθμίδωση 

πυκνοτήτων, (gradient former). Στο διαμέρισμα ανάμειξης των διαλυμάτων του 

gradient former τοποθετείται το διάλυμα 19% που είναι και η τελευταία πυκνότητα 

τη£ βαθμίδωσης, ενώ το διάλυμα 5% διατηρείται στο άλλο διαμέρισμα, από όπου σε 

μικρές ποσότητες διοχετεύεται αυτόματα στο διαμέρισμα ανάμειξης, ώστε να 

δημιουργηθούν όλες οι πυκνότητες της βαθμίδωσης. Αρχικά τα δύο διαμερίσματα δεν 

επικοινωνούν μεταξύ τους και αυτό διασφαλίζεται με την προσθήκη ίχνους 

χρωστικής, βρωμοφαινόλης μπλέ, στο διάλυμα 19%. Αν δεν υπάρχει στεγανότητα η 

χρωστική βάφει και το 5%. Ο gradient former συνδέεται με περισταλτική αντλία η 

οποία μεταφέρει και επιστιβάζει τα διαλύματα στο χώρο σχηματισμού της πηκτής. 

Όταν όλα είναι έτοιμα αρχίζει η παροχή από τον gradient former και αρχίζει ο 

σχηματισμός της βαθμίδωσης μέσα στις γυάλινες πλάκες. Κατά την επιστοίβαση 

πρέπει να αποφεύγεται η δημιουργία φυσσαλίδων αέρα οι οποίες καθιστούν ασυνεχή 

την πηκτή και παρεμποδίζουν τον πολυμερισμό. Μόλις ολοκληρωθεί η επιστοίβαση 

τον διαλυμάτων, η επιφάνεια της πηκτής καλύπτεται με νερό, το οποίο επιστοιβάζεται 

αργά και προσεκτικά ώστε να μη διαταραχθεί η επιφάνεια του πολυακρυλαμιδίου. Το 

στάδιο αυτό αποβλέπει στην προστασία της πηκτής από την επαφή της με τον αέρα. 

Ο πολυμερισμός ολοκληρώνεται σε μια περίπου ώρα και το νερό αφαιρείται 

ποσοτικά με διηθητικό χαρτί. Στον χρόνο αυτό γίνεται η προετοιμασία του 

διαλύματος επιστοίβασης 3% (stacking gel).

3 %  s ta c k in g  g e l

Διάλυμα A 0.75 ml

Διάλυμα Γ 1.87 ml

Η20 4.87 ml

Ακολουθεί απαέρωση
i 10% SDS 75 μΐ

10% APS 50 μΐ

TEMED 7.5 μΐ

Το προκύπτον διάλυμα αναδεύεται και επιστοιβάζεται με τη χρήση σήριγγας 

πάνω από την πηκτή 5-19%. Μεταξύ των γυάλινων πλακών έχει ήδη τοποθετηθεί
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χτένι πάχους 1.5 mm ώστε μόλις πήξει το stacking gel να έχουν δημιουργηθεί οι 

θέσεις στις οποίες θα τοποθετηθούν τα δείγματα. Ο πολυμερισμός του stacking gel ̂  

ολοκληρώνεται σε διάστημα 30 -60 min. Στο χρόνο αυτό ετοιμάζονται τα δείγματα.

Προετοιμασία δειγμάτων

Ποσότητα δείγματος που περιέχει 5-10 pg πρωτεΐνης τοποθετείται σε κωνικό 

σωλήνα eppendorf και λυοφιλοποιείται. Σε κάθε δείγμα προστίθενται 20 μΐ από το 

διάλυμα κατεργασίας των δειγμάτων, και ακολουθεί βρασμός για 5 min, αφού 

τρυπηθούν τα καπάκια των eppendorf. Στη συνέχεια προστίθενται 20 μΐ από το 

διάλυμα φόρτωσης. Τα δείγματα αναδεύονται και είναι έτοιμα για ηλεκτροφόρηση.

Το ίδιο γίνεται και με την ανασυνδιασμένη PAF-AH, χωρίς όμως να λυοφιλιοποιείται 

πιο πριν, από την οποία χρησιμοποιείται τόση ποσότητα όση υπολογίζεται για να 

είναι ανιχνεύσιμη η ενεργότητα (1 μΐ από το διάλυμα ανασυνδιασμένης PAF- 

ακετυλοϋδρολάσης). Τα πρότυπα μοριακών βαρών, από τα οποία χρησιμοποιούνται 

10 μΐ, δεν υποβάλλονται σε καμία κατεργασία.

Τοποθέτηση δειγμάτων

Αφαιρείται το χτένι από την πηκτή και το σύστημα των πλακών αποσυνδέεται 

από την βάση στήριξής του και τοποθετείται στην θέση του μέσα στην συσκευή 

ηλεκτροφόρησης όπου σταθεροποιείται πάλι με σφιγκτήρες. Το διαμέρισμα της 

ηλεκτροφόρησης γεμίζει με το ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης όπως και το -  

εσωτερικό διαμέρισμα μεταξύ των πλακών μέχρι να καλυφθεί η εσωτερική 

διαχωριστική γέφυρα. Στη συνέχεια στα φρεάτια που έχουν δημιουργηθεί από το 

χτένι τοποθετούνται τα δείγματα με σύριγγα Hamilton.

Συνθήκες ηλεκτροφόρησης

Η διάρκεια της ηλεκτροφόρησης είναι lh  (ο απαραίτητος χρόνος ώστε να 

εξέλθει η χρωστική από το πήκτωμα) και γίνεται υπό σταθερή ένταση ρεύματος 25 

mA ανά πήκτωμα, ενώ η τάση ανέρχεται στα 200V.
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Χρώση της ττηκτής

Μόλις τελειώσει η ηλεκτροφόρηση, αποσυνδέονται οι πλάκες από τη θέση 

στήριξής τους και αφαιρώντας τα μεταξύ τους διαχωριστικά, οι πλάκες ανοίγουν. Το 

πήκτωμα μεταφέρεται σε γυάλινο δοχείο και συνεχίζεται η κατεργασία του με χρώση 

με νιτρικό άργυρο ή μεταφέρεται στην συσκευή μεταφοράς πρωτεϊνών.

ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΚΑΙ ΑΝΟΣΟΑΠΟΤΥΠΩΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

Όργανα -  Διαλύματα Εργασίας

• Κάθετη συσκευή ηλεκτροφόρησης για μεταφορά πρωτεϊνών και κασέτα 

(Mini Protean II, Bio-Rad)

• Τροφοδοτικό

• Υπερφιλμ ECL (Enchanced Chemiluminecence Detection film, Amersam)

• Διηθητικό χαρτί Whatman 3MM

• Μεμβράνη μεταφοράς πρωτεϊνών Polyscreen PVDF (Polyvinylidene 

difluoride Du Pont)

• Πρωτογενές πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού για την PAF-AH της LDL 

(Cayman): Χρησιμοποιείται σε αραίωση 1:1000 (ν/ν)

• Δευτερογενές αντίσωμα donkey anti-rabbit IgG HRP-conjugated (Serotec): 

Χρησιμοποιείται σε αραίωση 1:3000 (ν/ν)

• Διάλυμα εμφάνισης του υπερφίλμ (Kodak)
<

• Ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς 10Χ. Tris-Base 30.3 g/lt, γλυκίνη 144 g/lt,
»

SDS 5 g/lt.

• Ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς IX. Αναμιγνύονται 100 ml του 10Χ με 

200 ml μεθανόλης. Ο όγκος συμπληρώνεται στα 1000 ml με Η2Ο.
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• Ρυθμιστικό διάλυμα TBS (Tris-Base, Saline). To διάλυμα περιέχει 20 mM 

(2.422 g/lt) Tris-base, 100 mM (5.84 g/]t) NaCl. To pH ρυθμίζεται στο 7.5. *

• Ρυθμιστικό διάλυμα TBS-BSA 5%. Το διάλυμα περιέχει 20 mM (2.422 

g/lt) Tris-base, 100 mM (5.84 g/lt) NaCl και 5% BSA. To pH ρυθμίζεται στο

7.5.

• Αντιδραστήριο χημειοφωταύγειας ECL. Η εμπορική του συσκευασία 

περιέχει 2 αντιδραστήρια: το Enhanced luminol reagent και το Oxidizing 

reagent τα οποία αναμιγνύονται με αναλογία 1:1 (ν/ν) λίγο πριν τη χρήση. 

Απαιτούνται 0.125 ml μίγματος για κάθε cm2 μεμβράνης (1.5 ml από το 

καθένα).

Προετοιμασία της μεμβράνης

Η μεμβράνη κόβεται προσεκτικά στις διαστάσεις του πηκτώματος (7x10cm) 

και ενεργοποιείται για 5 min σε 100% μεθανόλη. Στη συνέχεια εκπλένεται με ctt^O 

και αφήνεται στο ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς πρωτεϊνών, όπου πρέπει και να 

είναι απόλυτα βυθισμένη για μισή ώρα τουλάχιστον. Η μεμβράνη πρέπει σε όλα τα 

στάδια να είναι να είναι υγρή. Στο σημείο αυτό κόβονται και διηθητικά χαρτιά 

Whatman επίσης στις διαστάσεις του πηκτώματος και διαποτίζονται με το ρυθμιστικό 

διάλυμα μεταφοράς πρωτεϊνών.

Μεταφορά πρωτεϊνών

Η μεταφορά των πρωτεϊνών γίνεται με εφαρμογή ηλεκτρικού μετά τον 

σχηματισμό του “σάντουιτς” στην κασέτα ως εξής: Στην μαύρη πλευρά της κασέτας 

τοποθετείται ένα σφουγγαράκι Scotch-Brite και πάνω από αυτό διαδοχικά 

επιστοιβάζονται το διηθητικό χαρτί, το πήκτωμα ηλεκτροφόρησης, η μεμβράνη, άλλο 

ένα διηθητικό χαρτί και τέλος ένα σφουγγαράκι Scotch-Brite. Η κασέτα κλείνει και 

τοποθετείται στην συσκευή μεταφοράς πρωτεϊνών, στην οποία εφαρμόζεται τάση 90 

V, για 1 h.
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Α νοσοαποτύπωση

Όταν ολοκληρωθεί η μεταφορά των πρωτεϊνών, η μεμβράνη επωάζεται με διάλυμα 

TBS/BSA 5% για 1 h στους 37 °C ή για 12 h στους 4 °C. Ακολουθεί έκπλυση της 

μεμβράνης με TBS.

Στη συνέχεια γίνεται επώαση της μεμβράνης με το πρωτογενές αντίσωμα, το 

οποίο αραιώνεται 1:1000 σε TBS/BSA 5%. Η επώαση αυτή διαρκεί 1 h σε 

θερμοκρασία δωματίου υπό ανάδευση. Ακολουθούν 3 εκπλύσεις των 10 min με TBS.

Η μεμβράνη επωάζεται με το δευτερογενές αντίσωμα το οποίο αραιώνεται 

1:3000 σε TBS/BSA 5%. Η επώαση αυτή διαρκεί 30 min σε θερμοκρασία δωματίου. 

Ακολουθούν 3 εκπλύσεις των 10 min με TBS.

Σε όλα τα στάδια των επωάσεων και των εκπλύσεων η μεμβράνη βρίσκεται σε 

κινούμενη βάση ανάδευσης.

Η μεμβράνη ακουμπά όρθια σε διηθητικό χαρτί, για να απομακρυνθεί η 

περίσσεια του διαλύματος έκπλυσης και στη συνέχεια μεταφέρεται σε πλαστική θέση 

ίσων διαστάσεων με αυτή, όπου γίνεται η αντίδραση της χημειοφωταύγειας. 

Ετοιμάζεται το αντιδραστήριο χημειοφωταύγειας και αποχύνεται πάνω σε όλη την 

επιφάνεια της μεμβράνης έτσι ώστε να διαποτίσει και τις 2 πλευρές της. Η επώαση 

γίνεται υπό ανάδευση για 1.5 min ακριβώς. Η περίσσεια του αντιδραστηρίου 

χημειοφωταύγειας απομακρύνεται με διηθητικό χαρτί.

Η μεμβράνη περιβάλλεται με διαφανή λεπτή μεμβράνη και μεταφέρεται μέσα 

σε κασέτα σε σκοτεινό θάλαμο για ανάπτυξη της χημειοφωταύγειας. Μέσα στην 

κασέτα και πάνω στην μεμβράνη τοποθετείται το υπερφίλμ, χωρίς να έχει αγγίξει 

πουθενά πριν και γίνεται επώαση για 5 min. Το φιλμ τοποθετείται αρχικά στο υγρό 

εμφάνισης εως ότου εμφανιστούν οι μπάντες, στην συνέχεια στο υγρό 

σταθεροποίησης για 5 min και τέλος εκπλενεται με Η20  βρύσης.

ΧΡΩΣΗ ΜΕ ΝΙΤΡΙΚΟ ΑΡΓΥΡΟ

. -  Αρχή της Μεθόδου

Η χρώση με νιτρικό άργυρο είναι γρήγορη, υψηλής ευαισθησίας και απλή 

μέθοδος για τον προσδιορισμό πρωτεϊνών ή νουκλεϊνικών οξέων σε πήκτωμα αγαρόζης

67



ή πολυακρυλαμιδίαυ μετά από ηλεκτροφόρηση. Οι πρωτεΐνες και τα νουκλεϊνικά οξέα 

εμφανίζονται μέσα σε 1 h. Είναι 30-50 φορές περισσότερο ευαίσθητη από τη χρώση με 

Coomassie Blue και μπορεί ανιχνεύει έως και ng πρωτεϊνών και DNA. *

Η χρώση με νιτρικό άργυρο γίνεται με την αναγωγή του νιτρικού αργύρου σε 

μεταλλικό άργυρο από τον πεπτιδικό δεσμό των πρωτεϊνών, με αποτέλεσμα την 

εναπόθεση του σε αυτές.

Όργανα - Αντιδραστήρια

• Silver Stain Plus Kit (Bio-Rad): Περιέχει το συμπυκνωμένο διάλυμα 

σταθεροποίησης (Fixati ve Enhancer), το αντιδραστήριο της ανάπτυξης 

(Development Accelerator Reagent) και τα διαλύματα ανάπτυξης και χρώσης 

(Silver Complex Solution, Reduction Moderator και Image Development 

Reagent)

•  Μεθανόλη, Οξικό Οξύ, Νιτρικό Οξύ

•  Σαρωτής ειδώλου (Πρόγραμμα Image Master ID Prime, Pharmacia)

Διαλύματα εργασίας

Όλα τα διαλύματα τοποθετούνται σε γυαλικά τα οποία έχουν πριν καθαριστεί 

με νιτρικό οξύ 50%. Επίσης με νιτρικό οξύ έχει καθαριστεί και η λεκάνη που 

τοποθετείται το πήκτωμα για την χρώση.

• Διάλυμα σταθεροποίησης (Fixative Solution) (200 ml/πήκτωμα). Αποτελείται 

από 100 ml μεθανόλης, 20 ml οξικού οξέος, 20 ml συμπυκνωμένου διαλύματος -  

σταθεροποίησης και 60 ml dH20.

•  Διάλυμα επιτάχυνσης ανάπτυξης (Development Accelerator Solution). 5 g από

το αντιδραστήριο της ανάπτυξης (Development Accelerator Reagent) 

προσθέτονται σιγά σιγά και διαλύονται σε 80 ml dH20. Κατόπιν συμπληρώνεται 

ο όγκος στα 100 ml και το διάλυμα διατηρείται μέχρι 3 μήνες στους 4 °C. 

Χρησιμοποιείται πάντα σε θερμοκρασία δωματίου.

• Διάλυμα χρώσης και ανάπτυξης (Staining and Developing) (50 ml/πήκτωμα).

5 min πριν την χρώση, σε καλά προστατευμένο από το φως γυάλινο ποτήρι των 

50 ml, αναμιγνύονται 2.5 ml από το κάθε διάλυμα ανάπτυξης και χρώσης (Silver 

Complex Solution, Reduction. Moderator και Image Development Reagent) με
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17.5 ml dH20 . Μόλις 3 min πριν από την χρώση προσθέτονται 25 ml από διάλυμα 

επιτάχυνσης ανάπτυξης και αναδεύονται.

• Διάλυμα οξικού οξέος 5 % (Τερματισμού της αντίδρασης). 10 ml οξικού οξέος 

αναμιγνύονται με 190 ml dH20 .

V

Πειραματική διαδικασία

Μετά την ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE ακολουθούνται τα εξής στάδια : 

Σταθεροποίηση

Το^ πήκτωμα τοποθετείται σε λεκάνη παρουσία του διαλύματος 

σταθεροποίησης για 30 min υπό ανάδευση. Κατόπιν απομακρύνεται το διάλυμα 

σταθεροποίησης και το πήκτωμα εκπλύνεται δυο φορές με νερό για 40 min (2x20 

min).

Χρώση και ανάπτυξη χρώματος

Μετά τις εκπλύσεις προσθέτεται το διάλυμα χρώσης και ανάπτυξης χρώματος 

υπό ανάδευση. Η επώαση γίνεται έως ότου να εμφανιστούν καλά οι μπάντες των 

πρωτεϊνών (για τουλάχιστον 20 min).

Τερματισμός της ανάπτυξης χρώματος

Κατόπιν το πήκτωμα τοποθετείται σε 200 ml διαλύματος 5% οξεικού οξέος, 

για τουλάχιστον 15 min, με σκοπό να τερματιστεί η περαιτέρω ανάπτυξη του 

χρώματος.

Συντήρηση και επεξεργασία του πηκτώματος

4 Το πήκτωμα τοποθετείται για τουλάχιστον 5 min σε νερό πριν την 

επεξεργασία του και διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου. Η επεξεργασία τωνϊ
αποτελεσμάτων γίνεται με την βοήθεια του προγράμματος Image Master ID Prime σε 

ηλεκτρονικό υπολογιστή, μετά από φωτογραφία του πηκτώματος στον σαρωτή 

ειδώλου.
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ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜ ΟΣ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΜΕ ΤΗ ΜΕΘΟΔΟ BCA

Αρχή της μεθόδου

Τα ιόντα Cu2+ ανάγονται αρχικά από τις πρωτεΐνες, σε αλκαλικό περιβάλλον, 

προς ιόντα Cu+, κάθε ένα από τα οποία σχηματίζει στη συνέχεια έγχρωμο, 

υδατοδιαλυτό σύμπλοκο με 2 μόρια δισιχρονικού οξέος, που απορροφά στα 560 nm 

(240-241).

OH"

• Πρωτεΐνη + Cu2+ -------------------► Τετραχηλικό σύμπλοκο πρωτεΐνης-Οιι+

• CuI+ + 2 Δισιχρονικό οξύ (B C A )-------------------► BCA-Cu1+ (μοβ χρώμα)

Αντιδραστήρια - Όργανα

Ο προσδιορισμός γίνεται με την χρήση εμπορικής συσκευασίας Kit που 

περιλαμβάνει τα παρακάτω:

• Αντιδραστήριο Α. Το αντιδραστήριο Α είναι μείγμα ανθρακικού νατρίου, 

διττανθρακικού νατρίου, δισιχρονικού οξέος και ταρταρικού νατρίου σε

0.2Ν NaOH.

• Αντιδραστήριο Β. Διάλυμα 4%CuS04.

• Πρότυπο διάλυμα 2 mg/ml BSA σε 0.9% NaCl και 0.05% NaN3.

• Πλακίδιο microelisa 96 θέσεων.

•  Πολυπιπέτα σταθερού όγκου 200 μΐ (Costar)

•  Μετρητής microelisa.

Πειραματική διαδικασία

• Διάλυμα εργασίας. Το διάλυμα εργασίας προκύπτει από την ανάμιξη των 

αντιδραστηρίων Α και Β σε κατ' όγκο αναλογία 50:1. Το αντιδραστήριο 

παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του.

• Πρότυπα διαλύματα BSA. Παρασκευάζονται με κατάλληλη αραίωση του 

διαλύματος BSA 2 mg/ml, έτσι ώστε να προκόψουν διαλύματα 0.25-1.5 

mg/ml BSA. Τα πρότυπα διαλύματα B'SA διατηρούνται στους -20°C.
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Αναλυτική πορεία

Σε πλακίδιο microelisa 96 θέσεων τοποθετούνται 20 μΐ προτύπων καθώς και 10

δείγματος. Στη συνέχεια προστίθενται με πολυπιπέτα 200 μΐ του διαλύματος εργασίας

σε κάθε θέση της πλάκας. Η πλάκα ανακινείται ήπια, και επωάζεται στους 37°C για

30 min. Έπειτα εισάγεται στον μετρητή microelisa όπου φωτομετρείται στα 560 nm

με φίλτρο αναφοράς τα 620 nm.
*

Επεξεργασία των αποτελεσμάτων

Με βάση τις απορροφήσεις των προτύπων δειγμάτων σχεδιάζεται με την 

βοήθεια ηλεκτρονικού υπολογιστή, η βέλτιστη ευθεία:

Απορρόφηση- a x συγκέντρωση + b (όπου a και b οι συντελεστές της ευθείας 

γραμμής).

Από την εξίσωση της πρότυπης καμπύλης και από τις απορροφήσεις των 

δειγμάτων υπολογίζονται τα mg/ml πρωτεΐνης που περιέχουν τα δείγματα.

ΕΝΖΥΜΙΚΟΣ ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΟΛΙΚΗΣ 

ΧΟΛΗΣΤΕΡΟΛΗΣ

Αρχή της μεθόδου

Οι ενζυμικές μέθοδοι φωτομετρικών προσδιορισμών που θα περιγραφούν

στηρίζονται στην παραγωγή Η2θ 2 μετά την επίδραση εξειδικευμένου οξειδωτικού

ενζύμου. Το παραγόμενο Η2Ο2 παρουσία υπεροξειδάσης οξειδώνει παράγωγα της

φαινόλης προς παράγωγα κινόνης τα οποία εξαιτίας των συζυγών διπλών δεσμών

τους είναι χρωμοφόρα και απορροφούν στο ορατό (242). Η παρακάτω ακολουθία

αντιδράσεων δίνει ..την αρχή του ενζυματικού φωτομετρικού προσδιορισμού της

χοληστερόλης.
*

• Υδρόλυση της εστεροποιημένης χοληστερόλης

Εστέρας της χοληστερόλης +ΗΧ> ---- ►  Χοληστερόλη + RGOOH
της χοληστερόλης (,^εύθερο Jumxpo οξύ)
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Οξείδωση της χοληστερόλης παρουσία εξειδικευμένης οξειδάσης

Χοληστερόλη +02 Οξειδάση

της χοληστερόλης
Χοληστεν 4-όνη-3 +Η20 2

• Αντίδραση ανίχνευσης χρώματος : Αναγωγή του Η2Ο2

+ Φαμινο-ανππυρίνη + παραχλωροφοανόλη — ^  Παρα/ωγα κινονών
(κόκκινο χρώμα)

Αντιδραστήρια - Όργανα

Ο προσδιορισμός γίνεται με τη χρήση εμπορικής συσκευασίας kit (BioMerieux) που 

περιλαμβάνει;

• R1: 0.1 mM ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών, pH 6.9, 15 mM φαινόλη, 

3.75 mM χολικό Na

• R2: 0.5 mM 4- αμινο-αντιπυρίνη 2.5 mM χολικό Na, Εστεράση της 

χοληστερόλης >125 U/L, Οξειδάση της χοληστερόλης >200 U/L, 

Υπεροξειδάση >1000 U/L

• R3: Πρότυπο διάλυμα χοληστερόλης, 2 g/lt. Γίνονται αραιώσεις του 

προτύπου με d Η2Ο ώστε η κλίμακα συγκεντρώσεων των προτύπων να 

κυμαίνεται από 0.25 mg/ml μέχρι 1.5 mg/ ml. •

• Αντιδραστήριο εργασίας Το περιεχόμενο του R2 αναδιασπείρεται σε 25 ml 

του R1. Αφήνεται για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου υπο ήπια 

ανάδευση. Είναι σταθερό για 3 μήνες στους 4°C

• Πλακίδιο microelisa 96 θέσεων.

• Πολυπιπέτα σταθερού όγκου 200 μΐ (Costar)

• Μετρητής microelisa
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Πειραματική διαδικασία

Σε πλακίδιο microelisa 96 θέσεων τοποθετούνται 20 μΐ προτύπων καθώς και 10 

μΐ δείγματος. Στη συνέχεια προστίθενται με πολυπιπέτα 200 μΐ του διαλύματος 

εργασίας σε κάθε θέση της πλάκας. Η πλάκα ανακινείται ήπια, και επωάζεται στους 

37°C για 5 min. Έπειτα εισάγεται στον μετρητή microelisa όπου και φωτομετρείται 

στα 492 nm με φίλτρο αναφοράς τα 620 nm.

*
Επεξεργασία των αποτελεσμάτων

Με βάση τις απορροφήσεις των προτύπων δειγμάτων σχεδιάζεται με την 

βοήθεια ηλεκτρονικού υπολογιστή, η βέλτιστη ευθεία:

Απορρόφησην a x συγκέντρωση + b (όπου a και b οι συντελεστές της ευθείας 

γραμμής).

Από την εξίσωση της πρότυπης καμπύλης και από τις απορροφήσεις των 

δειγμάτων υπολογίζονται τα mg/ml χοληστερόλης που περιέχουν

ΕΝΖΥΜΙΚΟΣ ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΡΙΓΛΥΚΕΡΙΔΙΩΝ 

Αρχή της μεθόδου

Η παρακάτω ακολουθία αντιδράσεων δίνει την αρχή του ενζυμικού 

φωτομετρικού προσδιορισμού των τριγλυκεριδίων (243).

• Υδρόλυση των τριγλυκεριδίων

Τριγλυκερίδια + Η20  — Λιποπρωτεϊνική— ^  Γλυκερόλη + Λιπαρά οξέα 
; - Λιπαση

%

*
• Φωσφορυλίωση της γλυκερόλης

'  Γλυκερόλη + ATP 1Clvto| . .  3-φωσφο·γλυκερ6λη + ADP
Mg2+
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Οξείδωση της φωσφογλυκερόλης

3-φωσφο-γλυκερόλη + 0 2
Οξειδάση

της Φωσφογλυκερόλης
Φωσφοδιϋδροξυακετόνη + Άχ02

2

•  Μέτρηση του παραγόμενου Η2Ο2

2 1 1 0̂ 2 + 4-αμτνο-αναιπυρίνη + παραχλωροφαινόλη ._̂ πεΡ°^1̂ (χσ,1 ^  Παρα/ωγακη^ων
(κόκκινο χρώμα)

Αντιδραστήρια- Όργανα

Ο προσδιορισμός γίνεται με τη χρήση εμπορικής συσκευασίας (kit) που 

περιλαμβάνει:

• R1: 2.29 mM Γλυκερόλη
*

• R2: Διάλυμα tris base pH 7.6, 2.7 mM παραχλωροφαινόλη και 4mM 

μαγνήσιο

• R3: 0.4 mM 4- αμινο-αντιπυρίνη, λιπάση> 1OOOU/L, γλυκεροκινάση>200 

U/L, οξειδάση της 3-φωσφογλυκερόλης>2000 U/L, υπεροξειδάση>200 U/L 

και 0.8 mM ATP

. R4: Πρότυπο διάλυμα τριγλυκεριδίων, 2 g/lt. Γίνονται αραιώσεις του

προτύπου με d Η2Ο για συγκεντρώσεις από 0.25 mg/ml μέχρι 1.5 mg/ ml.

•  Αντιδραστήριο εργασίας. Το περιεχόμενο του R2 αναδιασπείρεται σε 25 

ml του R1. Αφήνεται για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου υπο ήπια 

ανάδευση. Είναι σταθερό για 4 εβδομάδες στους 4°C. •

•  Πλακίδιο microelisa 96 θέσεων
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• Πολυπιπέτα σταθερού όγκου 200 μΐ (Costar)

-  · Μετρητής microelisa

Πειραματική διαδικασία

Σε πλάκα των 96 θέσεων τοποθετούνται 20 μΐ προτύπων καθώς και 10 μΐ 

δείγματος. Στη συνέχεια προστίθενται με πολυπιπέτα 200 μΐ του διαλύματος εργασίας 

σε*κάθε θέση της πλάκας. Η πλάκα ανακινείται ήπια, και επωάζεται στους 37°C για 5 

min. Έπειτα εισάγεται στον μετρητή microelisa όπου και φωτομετρείται στα 492 nm 

με φίλτρο αναφοράς τα 620 nm .

Επεξεργασία των αποτελεσμάτων

Με βάση τις απορροφήσεις των προτύπων δειγμάτων σχεδιάζεται με την 

βοήθεια ηλεκτρονικού υπολογιστή, η βέλτιστη ευθεία:

Απορρόφηση= a x συγκέντρωση + b (όπου a και b οι συντελεστές της ευθείας 

γραμμής).

Από την εξίσωση της πρότυπης καμπύλης και από τις απορροφήσεις των 

δειγμάτων υπολογίζονται τα mg/ml τριγλυκεριδίων που περιέχουν.

ΕΝΖΥΜΙΚΟΣ ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜ ΟΣ ΦΩΣΦΟΛΙΠΙΔΙΩΝ 

Αρχή της μεθόδου

Τα φωσφολιπίδια (Lyso-PC, PC, και Sph), υδρολύονται από την φωσφολιπάση D και 

απελευθερώνουν χολίνη. Η παραγώμενη χολίνη ποσοτικοποιείται με την αντίδραση 

- Trinder (244).

1  λ /<. ΤΤΛ ΦωσφολιπάσηD Φωσφολιπίδια + H p ----- —------ -— Χολίνη+φωσφαχιδικό οξύ+λοσοφοχχρατιδικό οξύ
+̂ ακυλθΗ3φιγγοσυλοφ(ϊ)σφορΐ}<ό οξύ

Χολίνη+202 ---- ----------------- ► Βειοανη + 2
τη;χολίνης

21̂ 02+4<χμιν<Μχνηπυρίνη+φαινόλη Υπεροξαδάση
4-(ρ-βενζοκινονσμσν̂ ιμινο)-ανιυα)ρίνη 

(κόκκινο χρώμα) +4Η20
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Αντιδραστήρια - Όργανα

Ο προσδιορισμός γίνεται με τη χρήση εμπορικής συσκευασίας που περιλαμβάνει:

• R1: Διάλυμα Tris base pH 7.8, 10 mM φαινόλη και 3 mM 

επιφανειοδραστική ουσία

• R2: 0.5mM 4-αμινο-αντιπυρίνη, φωσφολιπάση D >600U/L, U/L, οξειδάση 

της χολίνης>2000 U/L και υπεροξειδάση>1000 U/L

• R3: Πρότυπο διάλυμα φωσφολιπιδίων, 3.10 mg/ml Γίνονται αραιώσεις του 

προτύπου με d Η 20 ώστε οι συγκεντρώσεις των παραγώμενων προτύπων να 

κυμαίνονται από 0.3875 mg/ml μέχρι 3.10 mg/ ml.

• Αντιδραστήριο εργασίας. Το περιεχόμενο του R2 αναδιασπείρεται σε 25 

ml του R1. Αφήνεται για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου υπο ήπια 

ανάδευση. Είναι σταθερό για 4 εβδομάδες στους 4°C

• Πλάκα αντίδρασης 96 θέσεων

• Πολυπιπέτα σταθερού όγκου 200 μΐ (Costar) '

•  Μετρητής microelisa

Πειραματική διαδικασία

Σε πλάκα των 96 θέσεων τοποθετούνται 20 μΐ προτύπων καθώς και 10 μΐ 

δείγματος. Στη συνέχεια προστίθενται με πολυπιπέτα 200 μΐ του διαλύματος εργασίας 

σε κάθε θέση της πλάκας. Η πλάκα ανακινείται ήπια, και επωάζεται στους 37°C για 

10 min. Έπειτα εισάγεται στον μετρητή microelisa όπου και φωτομετρείται στα 492 

nm με φίλτρο αναφοράς τα 620 nm.

Επεξεργασία των αποτελεσμάτων

Με βάση τις απορροφήσεις των προτύπων δειγμάτων σχεδιάζεται με την 

βοήθεια ηλεκτρονικού υπολογιστή, η βέλτιστη ευθεία:

Απορρόφηση= α x συγκέντρωση + b (όπου a και b οι συντελεστές της ευθείας 

γραμμής).
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Από την εξίσωση της πρότυπης καμπύλης καν από τις απορροφήσεις των 

δειγμάτων υπολογίζονται τα mg/ml φωσφολιπιδίων που περιέχουν.

ΑίΐΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΤΗΣ PAF-AH ΤΗΣ Lp(a)

Όργανα -  Διαλύματα Εργασίας

• Μεμβράνη διαπίδυσης (Signja).

• φίλτρα διήθησης 0.20 μ (Coming).

• Ρυθμιστικό διάλυμα 10 mM PBS, pH 7.4. Όπως περιγράφεται στην 

σελίδα 46.

• Διάλυμα 100 mM pefabloc. 0.0187 g pefabloc διαλύονται σε 670.25 μΐ 

Η2Ο. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

Πειραματική διαδικασία

Η απενεργοποίηση της PAF-AH επιτυγχάνεται με την προσθήκη διαλύματος 100 mM 

Pefabloc, 5 μΐ/ml Lp(a), δίνοντας τελική συγκέντρωση pefabloc 0.5mM. Το μίγμα 

επωάζεται στους 37 °C για 1 h. Μετά το τέλος της αντίδρασης η Lp(a) με 

απενεργοποιημένη την ενδογενή PAF-AH υφίσταται εκτενή διαπίδυση για την 

απομάκρυνση της περίσσειας του pefabloc. Στη συνέχεια μεταφέρεται σε μεμβράνη 

διαπίδυσης και τοποθετείται σε ποτήρι που περιέχει 200πλάσιο όγκο, σε σχέση με τον 

όγκο της Lp(a), PBS 10 mM, pH 7.4. Η διαπίδυση γίνεται στους 4°C, υπό συνεχή 

ανάδευση. Μετά από 5 h το PBS αντικαθιστάται με καινούργιο και η διαπίδυση 

συνεχίζεται για άλλες 19 h. Μετά το τέλος της διαπίδυσης η Lp(a) συλλέγεται 

προσεκτικά με σύριγγα και διηθείται από φίλτρο 0.20 μ. Ακολουθεί προσδιορισμός 

της πρωτεΐνης της Lp(a).
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ΟΞΕΙΔΩΣΗ ΤΗΣ Lp(a)

Αρχή της μεθόδου

Η οξείδωση της Lp(a) επιτυγχάνεται με την επώασή της, με ιόντα Cu2+. Η 

οξειδωτική τροποποίηση της Lp(a) επιτυγχάνεται με την επώασή της, σε κατάλληλες 

συνθήκες, με ιόντα Cu2+ στους 37°C. Η παρακολούθηση της οξείδωσης γίνεται στα 

234 nm, περιοχή απορρόφησης των συζυγών διενίων που σχηματίζονται στην Lp(a) 

κατά την υπεροξείδωση των ενδογενών πολυακόρεστων λιπαρών τους οξέων.

Όργανα -  Διαλύματα Εργασίας

• Μεμβράνη διαπίδυσης (Sigma).

• Φίλτρα διήθησης 0.20 μ (Coming).

• Διάλυμα 10% EDTA, pH 7.0. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 50.

• Ρυθμιστικό διάλυμα 10 mM PBS, pH 7.4. Όπως περιγράφεται στην σελίδα

46.

• Διάλυμα 20 mM C11SO4. 0.0319 g CUSO4 διαλυτοποιούνται σε 100 ml Η2Ο 

δίνοντας διάλυμα 20 mM CUSO4. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

• Διάλυμα 2 mM C11SO4.10 μΐ του διαλύματος 20 mM C11SO4 προστίθενται σε 

90 μΐ Η2Ό δίνοντας διάλυμα 2 mM C11SO4. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

• Διάλυμα 0.5 mM C11SO4. 25 μΐ του διαλύματος 2 mM CUSO4 προσθέτονται 

σε 75 μΐ Η2Ό δίνοντας διάλυμα 0.5 mM C11SO4. Το διάλυμα διατηρείται στους 

4°C.

Πειραματική διαδικασία

Προετοιμασία της Lp(a) για οξείδωση

Η Lp(a) διατηρείται στους 4°C παρουσία EDTA 0.05%, έτσι πριν την οξείδωση 

υφίσταται εκτενή διαπίδυση για την απομάκρυνση του EDTA. Η Lp(a) μεταφέρεται 

σε μεμβράνη διαπίδυσης και τοποθετείται σε ποτήρι που περιέχει 200πλάσιο όγκο, σε 

σχέση με τον όγκο της Lp(a), 10 mM PBS, pH 7.4. Η διαπίδυση γίνεται στους 4°C,
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υπό συνεχή ανάδευση. Μετά από 5 h το PBS αντικαθιστάταν με καινούργιο και η 

διαπίδυση συνεχίζεται για άλλες 19 h. Μετά το τέλος της διαπίδυσης η Lp(a) 

συλλέγεται προσεκτικά με σύριγγα και διηθείται από φίλτρο 0.20 μ. Ακολουθεί 

προσδιορισμός της πρωτεΐνης της Lp(a).

Οξείδωση της Lp(a)

Η Lp(a) αραιώνεται στα 100 \ig πρωτεΐνης/ml με την προσθήκη κατάλληλου 

όγκου 10 mM PBS, pH 7.4. Η οξείδωση αρχίζει με την προσθήκη διαλύματος 0,5 

mM C11SO4, 10 μΐ/ml Lp(a), δίνοντας τελική συγκέντρωση ιόντων 5 μΜ Cu2+. Η 

Lp(a) τοποθετείται σε UV φωτόμετρο στους 37°C για όση ώρα διαρκεί η οξείδωση. 

Ή οξείδωση παρακολουθείται στα 234 nm με καταγραφή της σιγμοειδούς καμπύλης 

παραγωγής των συζυγών διενίων.

Τερματισμός της οξείδωσης

Η οξείδωση της Lp(a) σταματά με την προσθήκη 5 μΐ/ml Lp(a) διαλύματος 

10% EDTA, pH 7.0, δίνοντας τελική συγκέντρωση EDTA 0.05%. Η οξειδωμένη 

Lp(a) είτε κατεργάζεται αμέσως είτε διατηρείται στους 4°C.

Έλεγχος του βαθμού οξείδωσης

Ο βαθμός της οξειδωτικής τροποποίησης της Lp(a) υπολογίζεται με τη 

μέτρηση της REM, με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης, και με τη μέτρηση των 

TBARS.

ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ TBARS

i
Αρχή της μεθόδου

Οι καρβονυλικές ενώσεις συμπλέκονται και αντιδρούν με το θειοβαρβιτουρικό οξύ 

δίνοντας έγχρωμο προϊόν το οποίο προσδιορίζεται φωτομετρικά στα 532 nm.
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Όργανα - Διαλύματα εργασίας

• Γ υάλινα σωληνάκια.
j

• Φυγόκεντρος πάγκου (Hermle, Ζ 320).

• Διάλυμα 10% TCA. 10 g TCA διαλυτοποιούνται σε 100 ml Η2Ο. Το διάλυμα 

διατηρείται στους 4°C.

• Διάλυμα 0.67% ΤΒΑ. 0.7539 g ΤΒΑ διαλυτοποιούνται σε περίπου 80 ml 

Η2Ο υπό θέρμανση. Το διάλυμα αφήνεται να κρυώσει και ο όγκος του 

συμπληρώνεται στα 100 ml με την προσθήκη Η2Ο. Το ΤΒΑ είναι ευαίσθητο 

στον αέρα γι’ αυτό μετά από κάθε χρήση και πριν από την αποθήκευσή του 

αφαιρείται όλος ο αέρας από το μπουκάλι με ρεύμα Ν2. Το διάλυμα 

διατηρείται στους 4°C.

• Διάλυμα 6 mM MDA. Μέρος του πυκνού διαλύματος MDA αραιώνεται 1000 

φορές με την προσθήκη Η2Ο, δίνοντας διάλυμα 6 mM MDA. Το διάλυμα 

διατηρείται στους 4°C.

• Πρότυπο διάλυμα 200 μΜ MDA. 30 μΐ διαλύματος MDA 6 μιηοΐ/ml 

προσθέτονται σε 870 μΐ Η2Ο δίνοντας διάλυμα 200 μΜ MDA. Το διάλυμα 

αυτό παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του.

Πειραματική διαδικασία

Προετοιμασία των δειγμάτων

Για τη μέτρηση των TBARS σε Lp(a), μεταφέρεται σε γυάλινο σωληνάκι 

ποσότητα φυσικής ή οξειδωμένης Lp(a), που περιέχει 10 pg πρωτεΐνης. Ο όγκος των 

δειγμάτων συμπληρώνεται στα 100 μΐ με την προσθήκη Η2Ο.

Προετοιμασία των προτύπων

Σε 6 γυάλινα σωληνάκια προσθέτονται 0, 5, 10, 15, 20 και 25 μΐ διαλύματος 

200 μΜ MDA αντίστοιχα (0-5 nmol MDA αντίστοιχα). Ο όγκος των προτύπων 

συμπληρώνεται στα 100 μΐ με την προσθήκη Η2Ο. Στη συνέχεια τα πρότυπα 

κατεργάζονται με τον ίδιο ακριβώς τρόπο όπως και τα προς μέτρηση δείγματα.
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Κατεργασία των δειγμάτων και των προτύπων

Σε κάθε σωληνάκι προσθέτονται 1ml διαλύματος 10% TCA και 1ml διαλύματος

0.67% ΤΒΑ. Τα δείγματα αναδεύονται ισχυρά σε Vortex και αφού σκεπαστούν με 

αλουμινόχαρτο, τοποθετούνται σε υδατόλουτρο 75 °C για 60min ακριβώς. Στη 

συνέχεια τα σωληνάκια αφήνονται να αποκτήσουν θερμοκρασία περιβάλλοντος.

Φωτομέτρηση των δειγμάτων και των προτύπων

Τα δείγματα φυγοκεντρούνται σε φυγόκεντρο πάγκου, στις 3100 rpm (1500xg)♦
για 15min, ώστε να καταβυθιστούν οι πρωτεΐνες που προκαλούν θόλωμα. Στη 

συνέχεια αφαιρείται προσεκτικά από το υπερκείμενο ποσότητα δείγματος, η οποία 

μεταφέρεται σε κυψελίδα φωτομέτρου. Γίνεται μέτρηση της απορρόφησης στα 532 

nm.

Επεξεργασία των αποτελεσμάτων

Με βάση τις απορροφήσεις των προτύπων δειγμάτων σχηματίζεται, σε 

ηλεκτρονικό υπολογιστή, καταγράφημα που περιλαμβάνει την περιεκτικότητα των 

προτύπων σε MDA ως άξονα των X και τις απορροφήσεις των προτύπων ως άξονα 

Υ. Χαράζεται η βέλτιστη ευθεία που περνάει από τα σημεία και ταυτόχρονα 

υπολογίζεται η εξίσωσή της. Από την εξίσωση της πρότυπης καμπύλης και από τις 

απορροφήσεις των δειγμάτων υπολογίζονται τα nmol καρβονυλικών ενώσεων που 

περιέχει η Lp(a). Ο αριθμός των nmol πολλαπλασιάζεται με συντελεστή 100 ώστε τα 

αποτελέσματα να δίνονται σε nmol MDA/mg πρωτεΐνης Lp(a).

ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΤΗΣ PAF-AH

* Αρχή της μεθόδου

Η ενεργότητα της PAF-AH προσδιορίζεται με την μέθοδο ιζηματοποίησης με 

τριχλωροξικό οξύ (TCA). Η μέτρηση της ενεργότητας της PAF-AH πραγματοποιείται 

έμμεσα με την μέτρηση των ραδιοσημασμενων οξικών ομάδων που ελευθερώνονται
✓
κατά την υδρόλυση του υποστρώματος [3H]-PAF από το ένζυμο. Οι ομάδες αυτές 

παραμένουν στο υπερκείμενο κατά την καταβύθιση με TCA του εναπομείναντος
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[3H]-PAF και του παραγόμενου Lyso-PAF, οι οποίοι βρίσκονται δεσμευμένοι σε 

BSA που μετουσιώνεται και καταβυθίζεται από το TCA (245).

Όργανα- Αντιδραστήρια

• Μετρητής υγρού σπινθηρισμού, Packard (TriCarb 2100 TR)

• Μικροφυγόκεντρος για eppendorf

• Υδατόλουτρο 37 °C

•  Υ πολογιστικό πρόγραμμα Enzpack.

• PAF (1-0-δεκαεξάκυλο-2-ακετυλο-5η-γλυκερο-3-φωσφοχολίνη, Μ.Β. 523.7 

g/mol, Sigma).

• Πρότυπο διάλυμα [3H]-PAF (1 -Ο-δεκαεξέκυλο-2-[3Ηακετυλο]-5η-γλυκερο-

3-φωσφοχολίνη), 0.25 mCi/0.5 ml, 10 Ci/mmol, DuPont New England 

Nuclear Boston MA.

• Υγρό σπινθηρισμού, Scintilation liquid Optiphase Hisafe 3

• Τριχλωροξικό οξύ (TCA, Sigma)

• Αλβουμίνη βοδινού ορού ελεύθερη λιπαρών οξέων (BSA, Sigma) 

Διαλύματα εργασίας

•  Διάλυμα 20 mM PAF. Διαλύονται 25 mg σκόνης PAF σε 2.387 ml 80% 

αιθανόλης. Το διάλυμα διατηρείται στους -20  °C

•  20% TCA. 20 g TCA διαλυτοποιούνται σε 100 ml Η2Ο. Το διάλυμα 

διατηρείται στους 4°C.

•  2.5 mg/ml BSA. 25 mg BSA διαλυτοποιούνται σε 10 ml φυσιολογικού 

ορού. To διάλυμα διατηρείται στους -20°C. •

• 100 mg/ml BSA. 1 g BSA διαλυτοποιείται σε 10 ml φυσιολογικού ορού. To 

διάλυμα διατηρείται στους -20°C.

•  Ρυθμιστικό διάλυμα Hepes pH 7.4. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 52.

• Διάλυμα 25 μΜ [3H]-PAF. Αρχικά αναμιγνύονται 10 μΐ από τον 20 mM 

PAF με 90 μΐ 80% αιθανόλης (διάλυμα C). Σε πλαστικό σωληνάκι
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πολυπροπυλενίου αναμιγνύονται 12.5 μΐ από το διάλυμα C με 10 μΐ από το 

πρότυπο διάλυμα [3H]-PAF. Εξατμίζονται μέχρι ξηρού σε ρεύμα αζώτου και 

αναδιασπείρονται σε 1 ml BSA 2.5 mg/ml. Το μίγμα αναδεύεται σε Vortex 

και επωάζεται στους 37°C. Το διάλυμα διατηρείται στους -20°C.

Διάλυμα 50 μΜ [3H]-PAF. Σε πλαστικό σωληνάκι πολυπροπυλενίου 

αναμιγνύονται 25 μΐ από το διάλυμα C με 10 μΐ από το πρότυπο διάλυμα 

[3H]-PAF. Εξατμίζονται μέχρι ξηρού σε ρεύμα αζώτου και 

αναδιασπείρονται σε 1 ml BSA 2.5 mg/ml. Το μίγμα αναδεύεται σε Vortex 

και επωάζεται στους 37°C. Το διάλυμα διατηρείται στους -20°C.

• Διάλυμα 100 μΜ [3H]-PAF. Σε πλαστικό σωληνάκι πολυπροπυλενίου 

'αναμιγνύονται 50 μΐ από το διάλυμα C με 10 μΐ από το πρότυπο διάλυμα

[3H]-PAF. Εξατμίζονται μέχρι ξηρού σε ρεύμα αζώτου και 

αναδιασπείρονται σε 1 ml BSA 2.5 mg/ml. Το μίγμα αναδεύεται σε Vortex 

και επωάζεται στους 37°C. Το διάλυμα διατηρείται στους -20°C.

• Διάλυμα 250 μΜ [3H]-PAF. Σε πλαστικό σωληνάκι πολυπροπυλενίου 

αναμιγνύονται 12.5 μΐ από τον PAF 20 mM με 10 μΐ από το πρότυπο 

διάλυμα [3H]-PAF. Εξατμίζονται μέχρι ξηρού σε ρεύμα αζώτου και 

αναδιασπείρονται σε 1 ml BSA 2.5 mg/ml. Το μίγμα αναδεύεται σε Vortex 

και επωάζεται στους 37°C. Το διάλυμα διατηρείται στους -20°C.

• Διάλυμα 500 μΜ [3H]-PAF. Σε πλαστικό σωληνάκι πολυπροπυλενίου

αναμιγνύονται 25 μΐ από τον PAF 20 mM με 20 μΐ από το πρότυπο διάλυμα 

[ Η]-ΡΑΡ. Εξατμίζονται μέχρι ξηρού σε ρεύμα αζώτου και

αναδιασπείρονται σε 1 ml BSA 2.5 mg/ml. Το μίγμα αναδεύεται σε Vortex

r και επωάζεται στους 37°C. Το διάλυμα διατηρείται στους -20°C. •

• Διάλυμα 1000 μΜ [3H]-PAF. Σε πλαστικό σωληνάκι πολυπροπυλενίου

αναμιγνύονται 50 μΐ από τον PAF 20 mM με 15 μΐ από το πρότυπο διάλυμα 

[3H]-PAF. Εξατμίζονται μέχρι ξηρού σε ρεύμα αζώτου και

αναδιασπείρονται σε 1 ml BSA 2.5 mg/ml. Το μίγμα αναδεύεται σε Vortex 

και επωάζεται στους 37°C. Το διάλυμα διατηρείται στους -20°C.
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Πειραματική διαδικασία

Ως πηγή του ενζύμου χρησιμοποιούνται 5 pg πρωτεΐνης Lp(a) ή LDL ή 50 μΐ* 

από κάθε κλάσμα που συλλέχθηκε από τη στήλη Lysine Sepharose 4Β ή 90 μΐ από 

κάθε κλάσμα που συλλεχθηκε μετά από την αναγωγική διάσπαση της Lp(a) ή 50 μΐ 

πλάσματος (αραιωμένου 1/50 ν/ν με 10 mM Hepes, pH 7.4), τα οποία αναμιγνύονται 

με ρυθμιστικό διάλυμα Hepes pH 7.4 μέχρι τελικού όγκου 90 μΐ. Για την μέτρηση 

των κινητικών σταθερών του ενζύμου χρησιμοποιούνται διαλύματα [3H]-PAF τελικής 

συγκέντρωσης 2.5- 100 μΜ.

Σε eppendorf προστίθενται 90 μΐ δείγματος (λιποπρωτεΐνη ή πλάσμα και 

ρυθμιστικό διάλυμα Hepes, pH 7.4). Παράλληλα ετοιμάζεται και δείγμα ελέγχου 

(τυφλό) όπου αντί για λιποπρωτεΐνη προστίθενται 90 μΐ Hepes, pH 7.4. Τα eppendorf 

τοποθετούνται σε υδατόλουτρο. Η ενζυμική αντίδραση ξεκινά με την προσθήκη 10 μΐ
•J

[ HJ-PAF σε δείγμα και τυφλό ενώ ακολουθεί επώαση στους 37 °C για 30 min 

ακριβώς. Για τον προσδιορισμό της ενεργότητας του πλάσματος η διάρκεια της πιο 

πάνω ενζυμικής αντίδρασης είναι 10 min στους 37 °C. Μόλις συμπληρωθεί ο 

απαραίτητος χρόνος επώασης, η ενζυμική αντίδραση σταματά με την προσθήκη 20 μΐ 

διαλύματος 100 mg/ml BSA. Στη συνέχεια τα eppendorf αναδεύονται ισχυρά σε 

Vortex και τοποθετούνται σε θερμοκρασία 4°C (παγόλουτρο) για 12 min. Έπειτα 

προστίθενται 80 μΐ διαλύματος 20% TCA, τα eppendorf αναδεύονται ισχυρά σε 

Vortex και τοποθετούνται σε θερμοκρασία 4°C για άλλα 30 min. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση, σε μικροφυγόκεντρο eppendorf, σε 10000 rpm (7200xg) για 5 min 

ώστε να καταβυθιστούν οι πρωτεΐνες. Στην συνέχεια 100 μΐ από το υπερκείμένο 

μεταφέρονται σε σωληνάκι σπινθηρισμού, προστίθενται 2 ml υγρού σπινθηρισμού, το 

σωληνάκι αναδεύεται καλά και τοποθετείται στο μετρητή υγρού σπινθηρισμού. Η 

μέτρηση γίνεται για 3 min και τα αποτελέσματα δίνονται σε κρούσεις, cpm.

Υπολογισμός ειδικής ενεργότητας

Στο μετρητή υγρού σπινθηρισμού μετρούνται οι κρούσεις που δίνουν τα 10 μΐ 

των διαλυμάτων [3H]-PAF 2.5- 100 μΜ για τον υπολογισμό της ειδικής ενεργότητας 

(Ε.Ε). Έτσι, π.χ τα 10 μΐ [3H]-PAF 2.5 μΜ περιέχουν 0.25 nmol [3H]-PAF, άρα:
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Ρ

Ε.Ε = κρούσεις / nmol [3H]-PAF = cpmst/0.25
<3

Όμοια υπολογίζεται η ειδική ενεργότητα και των υπολοίπων διαλυμάτων [ Η]-

PAF.

Υπολογισμός ενζυμικής ενεργότητας

* Στο μετρητή υγρού σπινθηρισμού μετρούνται οι κρούσεις των 100 μΐ του 

δείγματος (cprn^) και του δείγματος ελέγχου (cpmr). Πρίν από την μέτρηση υπήρχε 

συνολικά όγκος 200 μΐ, ο οποίος δίνει 2 x cpm^ κρούσεις από τις οποίες αφαιρούνται 

οι κρούσεις που οφείλονται στο δείγμα ελέγχου (τυφλό) 2 x cpmT. Άρα, οι καθαρές 

κρούσεις που οφείλονται στο δείγμα είναι 2 χ (cpm^- cpmT). Έτσι η ενεργότητα της 

PAF-AH υπολογίζεται από τον παρακάτω τύπο:

Ενεργότητα PAF-AH= [2 χ (cpmg- cpmT) χ 1000] /  [Ε.Ε χ A χ Β]

1000, είναι ο συντελεστής για την μετατροπή των pg πρωτεΐνης σε mg, ή των μΐ 

εναιωρήματος σε ml

Α, είναι τα \ig πρωτεΐνης ή τα μΐ εναιωρήματος 

Β, είναι ο χρόνος επώασης του δείγματος σε min

Έτσι, η ενεργότητα της PAF-AH εκφράζεται ως nmol του [3H]-PAF που 

αποικοδομούνται ανά mg πρωτεΐνης ή ανά ml εναιωρήματος ή ανά mg 

λιποπρωτεϊνικής μάζας, ανά min. Οι φαινόμενες τιμές Km, Vmax υπολογίζονται με 

την εξίσωση Hanes-Dixon χρησιμοποιώντας το υπολογιστικό πρόγραμμα Enzpack.

?  % %

. .  « . . Λ
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ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΣΥΣΣΩΡΕΥΣΗΣ ΤΩΝ ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΩΝ ΣΕ ΠΛΑΣΜΑ 

ΠΛΟΥΣΙΟ ΣΕ ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΑ (PRP)

Αρχή της μεθόδου

Η συσσώρευση των αιμοπεταλίων παρουσία ενός εξωγενώς προστιθέμενου 

αγωνιστή έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση της διαπερατότητας του εναιωρήματος των 

αιμοπεταλίων, η οποία μετριέται με ειδικό νεφελόμετρο. Τα αιμοπετάλια προ- 

επωάζονται με την Lp(a) για 1 min στους 37 °C, μετά προστίθεται ο αγωνιστής και 

παρακολουθείται η συσσώρευση για 3 min στους 37 °C. Τα αιμοπετάλια (σε 

ορισμένα πειράματα) προ-επωάζονται με ασπιρίνη, τον αναστολέα της 

κυκλοοξυγονάσης, ώστε να μην παράγεται και εκκρίνεται ΤχΑ2. Εκτός από την 

ασπιρίνη χρησιμοποιείται και ο συνδυασμός CP/CPK ως περισυλλέκτης του — 

ενδογενώς παραγόμενου ADP.

Όργανα - Διαλύματα Εργασίας

• Φυγόκεντρος πάγκου (Hermle, Ζ 320)

• Αιματοκυτόμετρο (Newbauer)

• Μικροσκόπιο (Olympus)
Λ

• Μετρητής συσσώρευσης αιμοπεταλίων (Aggregometer, CHRONO-LOG)

• Καταγραφικό (CHRONO-LOG)

• Γυάλινες κυψελίδες συσσώρευσης

• Ειδικά μαγνητάκια συσσώρευσης

• Αντιπηκτικό διάλυμα κιτρικών (ACD). Το υδατικό αντιπηκτικό διάλυμα 

ACD περιέχει 0.07 Μ κιτρικού οξέος, 0.11 Μ κιτρικού νατρίου και 0.11 Μ 

D(+) γλυκόζη. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

• Διάλυμα 1% οξαλικού αμμωνίου. 1 g οξαλικού αμμωνίου διαλυτοποιείται 

σε 100 ml Η2Ο. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C. •

• Διάλυμα 130 mM CaCfe -  1 Μ M g C h ^ O . 2.88 g CaCh και 40.6 g 

M gC U ftO  διαλυτοποιούνται σε 200 ml d H2O. To διάλυμα διατηρείται στους 

4°C.
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• Διάλυμα φωσφοκρεατίνης 0.2 Μ. 0.1020 g CP διαλυτοποιούνται σε 2 ml 

φυσιολογικό ορό. Το διάλυμα διατηρείται στους -20 °C.

• Διάλυμα κινάσης της φωσφοκρεατίνης 4 U/μΙ. 0.016 g CPK 

διαλυτοποιούνται σε 1 ml φυσιολογικό ορό. Το διάλυμα διατηρείται στους -

20 °α

* · Διάλυμα ασπιρίνης τελικής συγκέντρωσης 0.1 Μ. 0.0162 g ασπιρίνης

διαλυτοποιούνται σε 500 μΐ φυσιολογικού ορού.

• Διάλυμα 100 mg/ml BSA. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 82.

• Ρυθμιστικό διάλυμα 10 mM PBS, pH 7.4. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 

46. Επιπλέον το διάλυμα αυτό περιέχει 10 μΐ ανά ml από το διάλυμα 130 mM 

C aC h- 1 Μ MgChJHhO καθώς και 1 mg/ml BSA.

• Διαλύματα 0.5- 5 μΜ PAF. 50 μΐ από το διάλυμα 20 mM PAF σε αιθανόλη 

εξατμίζονται μέχρι ξηρού σε ρεύμα Ν2 και επαναδιαλύονται σε διάλυμα 

BSA/saline (2.5 mg/ml) ώστε να παρασκευαστεί διάλυμα PAF συγκέντρωσης, 

1 mM. Απο το διάλυμα αυτό με κατάλληλες αραιώσεις παρασκευάζονται 

διαλύματα PAF συγκεντρώσεων 0.5 έως 5 μΜ.

• Διάλυμα 5.8 mM TRAP. Η εμπορική συσκευασία περιέχει 1 mg 

λυοφιλοποιημένου TRAP το οποίο διαλυτοποιείται σε 100 μΐ φυσιολογικό 

ορό. Το διάλυμα αυτό διατηρείται στους -80 °C σε κλάσματα των 25 μΐ. •

• Διάλυμα 1 mM διφωσφορικής αδενοσίνης (ADP). Το διάλυμα της

, διφωσφορικής αδενοσίνης προέρχεται από 2.5 mg λυοφιλοποιημένου ADP

διαλυτοποιημένο σε 5 ml φυσιολογικό ορό. Το διάλυμα αυτό διατηρείται 

στους -80 °C σε κλάσματα των 50 μΐ.

Πειραματική διαδικασία

Η μέτρηση της συσσωρευτικής απόκρισης των αιμοπεταλίων γίνεται 

χρησιμοποιώντας πλάσμα πλούσιο σε αιμοπετάλια (PRP) (246). Σε σωληνάκια
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πολυπροπυλενίου τα οποία περιέχουν αντιπηκτικό διάλυμα ACD σε αναλογία 1:9 

(ν:ν) συλλέγονται 10,8 ml περιφερικού φλεβικού αίματος το οποίο δεν περιέχει 

Lp(a). Ακολουθεί μία φυγοκέντρηση στις 1000 rpm (120xg), για 15 min σ! 

θερμοκρασία δωματίου όπου και απομονώνονται 3 ml από το υπερκείμενο υγρό 

(PRP). Το πλάσμα που υπολείπεται μαζί με τα κύτταρα του αίματος φυγοκεντρείται 

στη συνέχεια στις 3100 rpm £1500xg), για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου και 

απομονώνεται το υπερκείμενο υγρό που είναι το πλάσμα φτωχό σε αιμοπετάλια 

(ΡΡΡ).

Η μέτρηση των αιμοπεταλίων του PRP γίνεται με τη βοήθεια 

αιματοκυτόμετρου. Συγκεκριμένα 10 μΐ PRP αναδιασπείρονται σε 190 μΐ διαλύματος 

οξαλικού αμμωνίου 1% (αραίωση 1:20). Το μίγμα ομογενοποιείται ήπια και 10 μΐ 

από το εναιώρημα τοποθετούνται σε μία από τις δύο υποδοχές που υπάρχουν στο 

αιματοκυτόμετρο, πάνω στο οποίο έχει τοποθετηθεί καλυπτρίδα. Το

αιματοκυτόμετρο τοποθετείται για 15 min σε τρυβλίο Petri, το οποίο περιέχει ένα 

κομμάτι βρεγμένου βαμβακιού για να διατηρηθεί υγρή η ατμόσφαιρα στο εσωτερικό 

του τρυβλίου. Μετά από 15 min γίνεται η μέτρηση των αιμοπεταλίων στο 

μικροσκόπιο. Μετρούνται 5 μέτριου μεγέθους τετράγωνα του κεντρικού μεγάλου 

τετραγώνου του αιματοκυτομέτρου. Γνωρίζοντας ότι καθένα από τα 5 τετράγωνα
ο

καταλαμβάνει όγκο 0.004mm μπορούμε με τον παρακάτω τύπο να υπολογίσουμε
*

τον συνολικό αριθμό αιμοπεταλίων του PRP ανά mm3 ή ανά μΐ:

(Μέση τιμή αιμοπεταλίων των 5 τετράγωνων) x 1mm3 χ 20

0.004mm3

Στη συνέχεια με βάση τον αριθμό που βρίσκουμε υπολογίζουμε την ποσότητα 

του ΡΡΡ με την οποία πρέπει να αραιωθεί το ομόλογο του PRP έτσι ώστε η τελική 

συγκέντρωση αιμοπεταλίων να είναι 360000 αιμοπετάλια/mm3 ή 360000 

αιμοπετάλια/μΐ.

Στο PRP που προκύπτει μετά την αραίωση προστίθεται η Lp(a) σε διάφορες 

τελικές συγκεντρώσεις (20- 80 pg πρωτεΐνης /ml). Γίνεται η ρύθμιση της κλίμακας 

του οργάνου χρησιμοποιώντας το ΡΡΡ ως αναφορά για το 100% οπτικής 

διαπερατότητας ή 100% συσσώρευσης, και το PRP για το 0% της οπτικής 

διαπερατότητας ή 0% συσσώρευσης. Μετά από αυτή την κατεργασία η συσσώρευση
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των αιμοπεταλίων προσδιορίζεται παρουσία PAF ή ADP ή TRAP τελικής 

συγκέντρωσης 7.5 ηΜ ή 1 μΜ ή 2.4 μΜ αντίστοιχα. Συγκεκριμένα 350 μΐ PRP καθώς 

και η Lp(a) σε διάφορες τελικές συγκεντρώσεις τοποθετούνται σε ειδική γυάλινη 

κυψελίδα συσσώρευσης, ή ο αντίστοιχος όγκος του ρυθμιστικού διαλύματος της 

Lp(a) (PBS) ως δείγμα αναφοράς. Στην συνέχεια η κυψελίδα τοποθετείται στο 

όργανο και μετά από αναμονή 1 min υπό συνεχή ανάδευση προστίθεται σε αυτή η 

κατάλληλη ποσότητα του αγωνιστή. Αυτό γίνεται για να μπορέσει το PRP να 

Αποκτήσει τη θερμοκρασία του οργάνου η οποία είναι 37 °C. Έτσι προσδιορίζεται η 

μέγιστη συσσώρευση που επιτυγχάνεται μέσα σε 3 min μετά την προσθήκη του 

αγωνιστή. Σε ορισμένα πειράματα το PRP που προκύπτει μετά την αραίωση προ- 

επωάζεται 15min με ασπιρίνη τελικής συγκέντρωσης 0.1 mM καθώς και με τον 

συνδυασμό CP/CPK σε συγκεντρώσεις 4 mM και 40 U/ml αντίστοιχα 1 min πριν από 

την συσσώρευση που επάγεται από τον PAF (25 ηΜ). Η % αναστολή της 

συσσώρευσης παρουσία της Lp(a) υπολογίζεται με βάση τον παρακάτω τύπο:

Δείγμα Αναφοράς -  Δείγμα παρουσία Lp(a)
% Αναστολή = --------------------------------------------------------- x 100

Δείγμα Lp(a)

Όλα τα πειράματα συσσωρευομετρίας ολοκληρώνονται μέσα σε 3 ώρες από την 

αιμοληψία.

ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΚΚΡΙΣΗΣ ΤΟΥ ΑΤΡ ΤΩΝ ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΩΝ ΣΕ ΠΛΑΣΜΑ 

ΠΛΟΥΣΙΟ ΣΕ ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΑ (PRP)

4

Αρχή της μεθόδου

; Κατά την ενεργοποίηση και συσσώρευση των αιμοπεταλίων συμβαίνει η 

αποκοκκίωση των α-κοκκίων και πυκνών κοκκίων. Η έκκριση του περιεχομένου των 

πυκνών κοκκίων, δηλαδή του ΑΤΡ, του ADP, του Ca2+, και της σεροτονίνης γίνεται 

'κατά την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων. Η ποσότητα του ΑΤΡ που εκκρίνεται 

προσδιορίζεται με την προσθήκη του Luciferin/Luciferase στο PRP (247). Η 

αντίδραση του Luciferin/Luciferase έχει ως εξής:
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HO

+ 02 + ATP + H20
Luciferase

Mg2+

HO O
+ C 0 2 + AM P + PP j + hv

Μια ένδειξη ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων είναι η έκκριση του ΑΤΡ, 

Παρουσία του αντιδραστηρίου αυτού, το ΑΤΡ που εκκρίνεται από τα πυκνά κοκκία 

μετατρέπεται σε ΑΜΡ και εκπέμπει χημειοφωταύγεια. Η εκπομπή της 

χημειοφωταύγειας από την παραπάνω αντίδραση μας δίνει πληροφορίες για την 

έκκριση του ΑΤΡ καθώς και για την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων.

Όργανα -  Διαλύματα Εργασίας

• Φυγόκεντρος πάγκου (Hermle, Ζ 320)

• Αιματοκυτόμετρο (Newbauer) ^

• Μικροσκόπιο (Olympus)

• Μετρητής συσσώρευσης αιμοπεταλίων (Aggregometer, CHRONO-LOG)

• Καταγραφικό (CHRONO-LOG)

• Γυάλινες κυψελίδες συσσώρευσης

•  Ειδικά μαγνητάκια συσσώρευσης

• Αντιπηκτικό διάλυμα κιτρικών (ACD). Όπως περιγράφεται στην σελίδα 86.

• Διάλυμα 1% οξαλικού αμμωνίου. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 86.

• Διάλυμα 100 mg/ml BSA. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 82.

• Ρυθμιστικό διάλυμα 10 mM PBS, pH 7.4. Όπως περιγράφεται στην σελίδα

46.

90



*»
• Διαλύματα 0.5- 5 μΜ PAF. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 87.

• Διάλυμα 5.8 mM TRAP. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 87.

• Διάλυμα 1 mM διφωσφορικής αδενοσίνης (ADP). Όπως περιγράφεται στην 

σελίδα 87.

* · Διάλυμα Luciferin/Luciferase (CHRONO-Lume Reagent). Το εμπορικό

αντιδραστήριο Luciferin/Luciferase περιέχει σε λυοφιλοποιημενη μορφή

0.2mg Luciferin, 22000 μονάδες d-Luciferase, θειικό μαγγάνιο, αλβουμίνη 

ανθρωπίνου ορού, σταθεροποιητές και ρυθμιστικό. Το αντιδραστήριο 

,διαλυτοποιείται σε 1.25 ml αποστειρωμένο απεσταγμένο νερό και αφήνεται 

σε θερμοκρασία δωματίου για 20 min για την πλήρη διαλυτοποίηση. Το 

διάλυμα φυλάσσεται στους -80 °C σε κλάσματα των 250 μΐ.

• Πρότυπο διάλυμα τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP standard, CHRONO-

LOG). Το εμπορικό αντιδραστήριο περιέχει 2 μπιοί λυοφιλοποιημένης 

τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP). Το ΑΤΡ διαλυτοποιείται σε 5 ml 

αποστειρωμένο φυσιολογικό ορό. Το διάλυμα φυλάσσεται στους -80  °C σε 

κλάσματα των 50 μΐ.

Πειραματική διαδικασία

To PRP παρασκευάζεται με το ίδιο τρόπο που αναφέρεται πιο πάνω. Στο PRP 

που προκύπτει μετά την αραίωση προστίθεται το Luciferin/Luciferase και η Lp(a) σε 

τελική .συγκέντρωση (20- 80 μg πρωτεΐνης /ml). Συγκεκριμένα 350 μΐ PRP, 50 μΐ του 

< διαλύματος του Luciferin/Luciferase καθώς και η Lp(a), ή ο αντίστοιχος όγκος του 

ρυθμιστικού διαλύματος της Lp(a> (PBS) ως δείγμα αναφοράς, τοποθετούνται σε 

ειδική γυάλινη κυψελίδα συσσώρευσης. Στην συνέχεια μετά από την μέγιστη έκκριση 

ΑΤΡ προστίθενται 5 μΐ από το διάλυμα του προτύπου ΑΤΡ δίνοντας συγκέντρωση 

✓  2nmole ανεξάρτητα από τον όγκο του δείγματος. Η έκκριση ΑΤΡ υπολογίζεται με τον 

παρακάτω τύπο:
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Χημειοφωταύγεια του δείγματος
χ 2 nmolesΈκκριση ATP (nmoles) =

Χημειοφωταύγεια του πρότυπου

Όλα τα πειράματα συσσωρευομετρίας ολοκληρώνονται μέσα σε 3 ώρες από την 

αιμοληψία.

ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΣΥΣΣΩΡΕΥΣΗΣ ΤΩΝ ΠΛΥΜΕΝΩΝ ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΩΝ

Όργανα - Διαλύματα Εργασίας

• Φυγόκεντρος πάγκου (Hermle, Ζ 320)

• Αιματοκυτόμετρο (Newbauer)

• Μικροσκόπιο (Olympus)

• Μετρητής συσσώρευσης αιμοπεταλίων (Aggregometer, CHRONO-LOG)

• Καταγραφικό (CHRONO-LOG)

• Γυάλινες κυψελίδες συσσώρευσης

• Ειδικά μαγνητάκια συσσώρευσης

• Αντιπηκτικό διάλυμα κιτρικών (ACD). Όπως περιγράφεται στην σελίδα 86.

• Διάλυμα απυράσης. Το εμπορικό αντιδραστήριο περιέχει 500 units απυράσης 

σε λυοφιλοποιημένη μορφή τα οποία διαλυτοποιούνται σε 5 ml φυσιολογικό 

ορό δίνοντας διάλυμα τελικής συγκέντρωσης 100 units/ml. Το διάλυμα 

διατηρείται στους -80  °C σε κλάσματα των 500 μΐ.

• Διάλυμα προστγλανδίνης E l (PGEi). Το εμπορικό αντιδραστήριο περιέχει 

50 mg PGEi σε λυοφιλοποιημένη μορφή τα οποία διαλυτοποιούνται σε 5 ml 

αιθανόλη δίνοντας διάλυμα συγκέντρωσης 1 mg/ml. Το διάλυμα διατηρείται 

στους -80 °C σε κλάσματα των 20 μΐ.

•  Ρυθμιστικό διάλυμα Tyrode’s (pH 7.0)* Το ρυθμιστικό αυτό διάλυμα 

περιέχει 5.0 mM Hepes, 137 mM NaCl, 2.68 mM KC1,11.8 mM NaHC03, 10
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mM MgCl26H20 , 0.41 mM NaH2P 0 4.H20 , 0.5 mM δεξτρόζη. 70 mM κιτρικό 

οξύ, 110 mM κιτρικό νάτριο και 0.25% αλβουμίνη . To pH αρχικά είναι όξινο. 

Με διαλύματα 10 Ν και 0.5 Ν NaOH ρυθμίζεται στο 7.0. Το διάλυμα 

διατηρείται στους -20  °C σε πλαστικά φιαλίδια.

• Ρυθμιστικό διάλυμα Tyrode’s (pH 7.4). Το ρυθμιστικό αυτό διάλυμα έχει 

ακριβώς την ίδια σύσταση με το Tyrode’s pH 7.0 με την εξαίρεση ότι δεν 

περιέχει κιτρικό οξύ, κιτρικό νάτριο καθώς και αλβουμίνη. Επιπλέον το pH 

ρυθμίζεται στο 7.4. Διατηρείται στους 4 °C σε πλαστικά φιαλίδια.

• Διάλυμα 100 mg/ml BSA. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 82.

• Διάλυμα 130 mM CaCl2-  1 Μ MgCl2.H20 . Όπως περιγράφεται στην σελίδα

86.

• Ρυθμιστικό διάλυμα 10 mM PBS, pH 7.4. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 

46.

• Διάλυμα 20 mg/ml ινωδογόνου (Fg). Το λυοφιλοποιημένο Fg 

παραλαμβάνεται από το εμπόριο απαλλαγμένο από τον vWF και την 

φιβρονεκτίνη κλεισμένο σε αεροστεγή φιαλίδια που περιέχουν 250 mg και 

φυλάσσεται στους 4°C. Το περιεχόμενο ενός φιαλιδίου διαλύεται σε 12.5 mL 

PBS (τελική συγκέντρωση 20 mg Fg/ml) και φυλάσσεται στους -80  °C.

• Διαλύματα 0.5- 5 μΜ PAF. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 87.

• Διάλυμα 1.9 mM ιονοφόρου Α23187. Το εμπορικό αντιδραστήριο περιέχει 1 

mg A 23187 σε λυοφιλοποιημένη μορφή τα οποία διαλυτοποιούνται σε 1 ml 

DMSO δίνοντας διάλυμα συγκέντρωσης 1.9 mM. Το διάλυμα διατηρείται 

στους -80 °C σε κλάσματα των 100 μΐ.

• Διάλυμα 5.8 mM TRAP. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 87.
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Πειραματική διαδικασία

Σε σωληνάκια πολυπροπυλενίου τα οποία περιέχουν αντιπηκτικό διάλυμα ACDf 

σε αναλογία 1:9 (ν:ν) καθώς και απυράση και PGEi σε τελικές συγκεντρώσεις 1 U/ml 

και 0.1 mg/ml αντίστοιχα, συλλέγονται 10.8 ml περιφερικού φλεβικού αίματος. Τα 

2/3 από την επάνω επιφάνεια του PRP απομονώνεται πολύ προσεκτικά, για να 

αποφευχθεί η πρόσληψη ποσότητας ερυθροκυττάρων και λευκοκυττάρων, μετά από 

φυγοκέντρηση στα 120xg (1000 rpm) για 15 min, σε θερμοκρασία δωματίου. To PRP 

στο οποίο προστίθεται απυράση και PGEi σε τελικές συγκεντρώσεις 1 U/ml και 0.1 

mg/ml αντίστοιχα, φυγοκεντρείται στα 650xg (2000 rpm) για 10 min. Το ίζημα των 

αιμοπεταλίων αναδιασπείρεται δύο φορές, μέχρι τελικού όγκου 10 ml, με ρυθμιστικό 

διάλυμα Tyrode’s pH 7.0 (1η και 2η έκπλυση). Τα αιμοπετάλια στο εναιώρημα αυτό 

μετρούνται με το αιματοκυτόμετρο Newbauer (με τον τρόπο που περιγράφεται πιο .. 

πάνω), μετά από αραίωση 1:20 (ν/ν) σε διάλυμα Tyrode’s 7.0. Σε όλα τα στάδια των 

εκπλύσεων στο εναιώρημα των αιμοπεταλίων περιέχει απυράση και PGEi σε τελικές 

συγκεντρώσεις 1 U/ml και 0.1 mg/ml αντίστοιχα. Τέλος, ακολουθεί τρίτη 

αναδιασπορά των αιμοπεταλίων (μετά από φυγοκέντρηση στα 650xg για 10 min) σε 

διάλυμα Tyrode’s pH 7.4 σε τελική συγκέντρωση 360000 αιμοπετάλια/mm3 ή 360000 

αιμοπετάλια/μΐ.

Στο εναιώρημα (αιμοπεταλίων) που προκύπτει προστίθεται CaCh και 

MgCI^IfcO σε τελικές συγκεντρώσεις 1.3 mM και 10 mM αντίστοιχα, καθώς και η 

Lp(a) σε διάφορες τελικές συγκεντρώσεις (20- 80 μg πρωτεΐνης /ml). Γίνεται η 

ρύθμιση της κλίμακας του οργάνου χρησιμοποιώντας το διάλυμα Tyrode’s pH 7.4 ως ~ 

αναφορά για το 100% οπτικής διαπερατότητας ή 100% συσσώρευσης. Μετά από 

αυτή την κατεργασία η συσσώρευση των αιμοπεταλίων προσδιορίζεται παρουσία 

PAF ή Α23187 ή TRAP τελικής συγκέντρωσης 50 ηΜ ή-4.9 μΜ ή 20- 30 μΜ 

αντίστοιχα. Στην περίπτωση της ενεργοποίησης με PAF, προστίθεται εξωγενώς Fg σε 

τελική συγκέντρωση 0.5 mg/ml 30 sec πριν την προσθήκη του αγωνιστή με σκοπό 

την υποβοήθηση της συσσώρευσης. Συγκεκριμένα 350 μΐ (εναιωρήματος) 

αιμοπεταλίων καθώς και η Lp(a) σε διάφορες τελικές συγκεντρώσεις τοποθετούνται 

σε ειδική γυάλινη κυψελίδα συσσώρευσης, ή ο αντίστοιχος όγκος του ρυθμιστικού 

διαλύματος της Lp(a) (PBS) ως δείγμα αναφοράς. Στην συνέχεια η κυψελίδα 

τοποθετείται στο όργανο και μετά από αναμονή 1 min υπό συνεχή ανάδευση 

προστίθεται σε αυτή η κατάλληλη ποσότητα του αγωνιστή. Έτσι προσδιορίζεται η 

μέγιστη συσσώρευση που επιτυγχάνεται μέσα σε 3 min μετά την προσθήκη του
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αγωνιστή. Όλα τα πειράματα συσσωρευομετρίας ολοκληρώνονται μέσα σε 3 ώρες 

από την αιμοληψία.

ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΣΥΣΣΩΡΕΥΣΗΣ ΤΩΝ ΠΛΥΜΕΝΩΝ ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΩΝ

ΚΑΤΑ LOTNER 
*

Όργανα - Διαλύματα Εργασίας

• Φυγόκεντρος πάγκου (Hermle, Ζ 320)

• Αιματοκυτόμετρο (Newbauer)

• Μικροσκόπιο (Olympus)

• Μετρητής συσσώρευσης αιμοπεταλίων (Aggregometer, CHRONO-LOG)

• Καταγραφικό (CHRONO-LOG)

• Γυάλινες κυψελίδες συσσώρευσης

• Ειδικά μαγνητάκια συσσώρευσης

• Αντιπηκτικό διάλυμα κιτρικών (ACD). Όπως περιγράφεται στην σελίδα 86.

• Ρυθμιστικό διάλυμα Tyrode’s (pH 7.0). Το ρυθμιστικό αυτό διάλυμα 

περιέχει 5.0 mM Hepes, 137 mM NaCl, 2.68 mM KC1, 11.8 mM NaHC03, 10 

mM MgCl2.6H20, 0.41 mM NaH2P04 H2O, 0.5 mM δεξτρόζη. 70 mM κιτρικό 

οξύ, 110 mM κιτρικό νάτριο και 0.25% αλβουμίνη . To pH αρχικά είναι όξινο. 

Με διαλύματα 10 Ν και 0.5 Ν NaOH ρυθμίζεται στο 7.0. Το διάλυμα 

διατηρείται στους -20 °C σε πλαστικά φιαλίδια.

r
• Ρυθμιστικό διάλυμα Tyrode’s (pH 7.4). Το ρυθμιστικό αυτό διάλυμα έχει

4'

ακριβώς την ίδια σύσταση με το Tyrode’s pH 7.0 με την εξαίρεση ότι δεν 

περιέχει κιτρικό οξύ, κιτρικό νάτριο καθώς και αλβουμίνη. Επιπλέον το pH 

ρυθμίζεται στο 7.4. Διατηρείται στους 4 °C σε πλαστικά φιαλίδια. •

• Διάλυμα 100 mg/ml BSA. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 82.
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• Διάλυμα 130 mM CaGh -  1 M MgCl^KhO. Όπως περιγράφεται στην σελίδα

86.
j

• Ρυθμιστικό διάλυμα 10 mM PBS, pH 7.4. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 

4 6 .

• Διάλυμα 20 mg/ml Fg. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 93.

• Διαλύματα 0.5- 5 μΜ PAF. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 87.

• Διάλυμα 5.8 mM TRAP. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 87.

Πειραματική διαδικασία

Η συγκεκριμένη παρασκευή πλυμένων αιμοπεταλίων στηρίζεται στην μέθοδο 

των Lotner και συν. (248) η οποία εφαρμόστηκε με μερικές τροποποιήσεις. Αφορά 

αιμοπετάλια τα οποία απομονώνονται παρουσία ερυθροκυττάρων και που είναι 

ευαίσθητα στην επίδραση του PAF (248).

Σε σωληνάκια πολυπροπυλενίου περιέχουν αντιπηκτικό διάλυμα ACD σε 

αναλογία 1:9 (ν:ν) συλλέγονται 10.8 ml περιφερικού ̂ φλεβικού αίματος. Αρχικά το 

αίμα φυγοκεντρείται στα 3900xg (5000 rpm) για 5 min σε θερμοκρασία δωματίου για 

την απομόνωση του πλάσματος, το οποίο και απομακρύνεται προσεκτικά. Το ίζημα 

των έμμορφων συστατικών του πλάσματος αναδιασπείρεται μέχρι τελικού όγκου 10 

ml, με ρυθμιστικό διάλυμα Tyrode’s pH 7.0. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 3900xg 

(5000 rpm) για 3 min σε θερμοκρασία δωματίου, απόχυση του υπερκείμενου υγρού 

και (δεύτερη) αναδιασπορά σε ρυθμιστικό διάλυμα Tyrode’s pH 7.0. Η τρίτη 

αναδιασπορά (μετά από φυγοκέντρηση στα 120xg επί 10 min) γίνεται σε ρυθμιστικό 

διάλυμα Tyrode’s pH 7.4.

Στο εναιώρημα (αιμοπεταλίων) που προκύπτει προστίθεται CaCI2 και 

MgCh.HaO σε τελικές συγκεντρώσεις 1.3 mM και 10 mM αντίστοιχα, καθώς και η 

Lp(a) σε διάφορες τελικές συγκεντρώσεις (20- 80 μg πρωτεΐνης /ml). Γίνεται η 

ρύθμιση της κλίμακας του οργάνου χρησιμοποιώντας το διάλυμα Tyrode’s pH 7.4 ως 

αναφορά για το 100% οπτικής διαπερατότητας ή 100% συσσώρευσης. Μετά από 

αυτή την κατεργασία η συσσώρευση των αιμοπεταλίων προσδιορίζεται παρουσία 

PAF ή TRAP τελικής συγκέντρωσης 5-10 ηΜ ή 20 μΜ αντίστοιχα. Στην περίπτωση
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της ενεργοποίησης με PAF, προστίθεται εξωγενώς Fg σε τελική συγκέντρωση 0.5 

mg/ml 30 sec πριν την προσθήκη του αγωνιστή με σκοπό την υποβοήθηση της 

συσσώρευσης. Συγκεκριμένα 350 μΐ (εναιωρήματος) αιμοπεταλίων καθώς και η 

Lp(a) σε διάφορες τελικές συγκεντρώσεις τοποθετούνται σε ειδική γυάλινη κυψελίδα 

συσσώρευσης, ή ο αντίστοιχος όγκος του ρυθμιστικού διαλύματος της Lp(a) (PBS) 

ως δείγμα αναφοράς. Στην συνέχεια η κυψελίδα τοποθετείται στο όργανο και μετά 

από αναμονή 1 min υπό συνεχή ανάδευση προστίθεται σε αυτή η κατάλληλη 

^ποσότητα του αγωνιστή. Έτσι προσδιορίζεται η μεγίστη συσσώρευση που 

επιτυγχάνεται μέσα σε 3 min μετά την προσθήκη του αγωνιστή. Όλα τα πειράματα 

συσσωρευομετρίας ολοκληρώνονται μέσα σε 3 ώρες από την αιμοληψία.

ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΠΡΟΣΔΕΣΗΣ (BINDING) ΤΟΥ ΕΠΙΣΗΜΑΣΜΕΝΟΥ ΜΕ 

FITC ΙΝΩΔΟΓΟΝΟΥ ΣΤΟΝ ΥΠΟΔΟΧΕΑ anbp3 ΜΕ ΧΡΗΣΗ 

ΚΥΤΤΑΡΟΜΕΤΡΙΑΣ ΡΟΗΣ (FLOW CYTOMETRY)

Όργανα -  Αντιδραστήρια

• CD61-PerCP

• CD41a-FITC

• PAC-l-FITC

• Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS) [MB: 433.4 g/mol]

• Ινωδογόνο (Fg)

• FITC, isomer on celite 10%

• Σωληνάκια πολυστηρενίου των 5 ml (12x75 mm)

• Cell Quest πρόγραμμα (Becton Dickinson)

• Μικροφυγόκεντρος eppcndorf

• Κυτταρόμετρο ροής FACScalibur (Flow Cytometer, Becton Dickinson) 

Διαλύματα εργασίας

• Αντιπηκτικό διάλυμα κιτρικών (ACD): Όπως περιγράφεται στην σελίδα 86.

• Διάλυμα 1% οξαλικού αμμωνίου: Όπως περιγράφεται στην σελίδα 86.
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• Διάλυμα διφωσφορικής αδενοσίνης (ADP): Όπως περιγράφεται στην 

σελίδα 86.
3>

• Ρυθμιστικό διάλυμα 10 mM PBS (ρΗ=7.4). Όπως περιγράφεται στην σελίδα * 

46.

• Διάλυμα 5% Na^COa- 5 g Na2C03 διαλυτοποιείται σε 100 ml Η2Ο. To 

διάλυμα διατηρείται στους 4 °C.

Επισήμανση Ινωδογόνου (Fg) με FITC:

Η επισήμανση του Fg με FITC έγινε σύμφωνα με την μεθόδου που περιγράφει 

ο Xia και συν. (249). Το λυοφιλοποιημένο Fg παραλαμβάνεται από το εμπόριο 

απαλλαγμένο από τον vWF και την φιβρονεκτίνη κλεισμένο σε αεροστεγή φιαλίδια 

που περιέχουν 250 mg και φυλάσσεται στους 4°C. Το περιεχόμενο ενός φιαλιδίου 

διαλύεται σε 12.5 mL PBS (τελική συγκέντρωση 20 mg Fg/ml) και φυλάσσεται στους 

-80  °C.

Η επισήμανση του Fg γίνεται ως εξής: αρχικά ρυθμίζεται το pH του 

ρυθμιστικού διαλύματος PBS με διάλυμα 5% Na2C03 στο 8.5 (Ρυθμιστικό PBS- 

Na2C03). Επίσης προστίθεται ορισμένη ποσότητα celite-FITC στο διάλυμα PBS- 

Na2C03 υπό ισχυρή ανάδευση. Η συγκέντρωση του celite-FITC δεν πρέπει να 

ξεπερνά τα 5mg/ml Προσθέτουμε σε eppendorf 150 μΐ ξεπαγωμένου Fg 

(3mg/150pl), εναιωρούμε celite-FITC που περιέχει 1.5 mg celite-FITC (300 μΐ) και ο 

όγκος συμπληρώνεται μέχρι το 1.5 ml με PBS-Na2C03- Τα eppendorf επωάζονται σε 

θερμοκρασία δωματίου για 60min υπό περιοδική ανάδευση στο σκοτάδι. Ακολουθεί 

μια φυγοκέντρηση στα 10000xg (σε μικροφυγόκεντρο eppendorf) για 5min, και στη 

συνεχεία το υπερκείμενο υποβάλλεται σε διαπίδυση. Η διαπίδυση γίνεται έναντι 2 1 

PBS 10 mM pH 7.4 με αλλαγή στης 12 h για 24 h στους 4 °C. Μετά από την 

διαπίδυση γίνεται μια φυγοκέντρηση στα 10000xg (σε μικροφυγόκεντρο eppendorf) 

για 5min και το υπερκείμενο φωτομετρείται σε κυψελίδες με διαδρομή φωτός 1 cm 

στα 280 nm και στα 495 nm.

To Fg επισημασμένο ή μη επισημασμένο με FITC φυλάσσεται σε κλάσματα 

των 1.5 ml στους -80 °C. Πριν την χρήση του ξεπαγώνεται σε θερμοκρασία 

δωματίου, φυγοκεντρείται στα lOOOOxg για 5 min (σε μικροφυγόκεντρο eppendorf)
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και χρησιμοποιείται την ίδια μέρα. Ο ποσοτικός προσδιορισμός της πρωτεΐνης γίνεται 

στο υπερκείμενο μετά το ξεπάγωμα και τη φυγοκέντρηση.

Υπολογισμοί:

Η συγκέντρωση του Fg-FITC ισούται με:

* · [Fg-FITC]=(A280-pA4,5)/£Fg280

όπου A280, Α495 ον αντίστοιχες απορροφήσεις στους 280 nm και 495 nm, 

β=0.286 και eFg280=5.44xl05 M 'cm '1.

Οι συγκεντρώσεις από κάθε φθοριμένο Fg-FITC κυμαίνονται από 2-5μΜ.
-ν

• F:P=9.8A495/A280-pA495 είναι η σχέση φθορισμού προς πρωτεΐνη και για να 

είναι αποδεκτή πρέπει να είναι κυμαίνεται απο 5-6.

• Ρυθμιστικό διάλυμα αλβουμίνης (Walsh-albumin buffer) [ρΗ=7.4]. Το

ρυθμιστικό διάλυμα αλβουμίνης περιέχει 140 mM NaCl, 2.7 mM KC1, 0.4 

mM Na2C03, 2mM MgCl2.6H20, 0.1% γλυκόζη και 0.1% αλβουμίνη. To pH 

ρυθμίζεται στο 7.4. To διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

• Διάλυμα Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS). To RGDS παραλαμβάνεται από το 

εμπόριο κλεισμένο σε αεροστεγές φιαλίδιο που περιέχει 5 mg πεπτιδίου και 

φυλάσσεται στους -20 °C. To RGDS διαλυτοποιείται σε 500 μΐ PBS (10 mM, 

ρΗ=7.4) με τελική συγκέντρωση 23.07 mM. Το διάλυμα διατηρείται στους -  

20 °C σε κλάσματα των 50 μΐ.

Αρχή της μεθόδου
4 *'

Το κυτταρόμετρο ροής έχει ωζ πηγή φωτός μια ακτίνα laser Αργού, η οποία 

παράγει φως ισχύος 15 mW και μήκος κύματος 488 nm. Η ακτίνα του laser 

προμηθεύει μια περιοχή φωτός αρκετά μεγάλη για τα περισσότερα είδη κυττάρων 

'ώστε να υπάρχει πλήρης φωτισμός εντός της ακτίνας και να δίνει μια ομοιόμορφη 

διέγερση όλων των κύτταρων τα οποία περιέχονται στο δείγμα. Η εστιασμένη ακτίνα 

laser αλληλεπιδρά με τα φθορίζοντα αντισώματα με τα οποία έχει επισημανθεί ένα

V
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κύτταρο, με αποτέλεσμα να δημιουργούνται ταυτόχρονα σκεδασμένο φως καθώς και 

σήματα φθορισμού. Με τα κατάλληλα φθοριστικά αντισώματα έχουμε την 

δυνατότητα να μελετήσουμε διάφορα κύτταρα και την αλληλεπίδρασή τους με τα * . 

αντισώματα αυτά. Στο κυτταρόμετρο τα κύτταρα διαχωρίζονται με βάση το μέγεθος 

και την κοκκίωση τους. Επίσης, το καθένα από τα αντισώματα έχουν επισημανθεί με 

μια φθορίζουσα ουσία η οποία εκπέμπει σε ένα χαρακτηριστικό μήκος κύματος 

(FITC= 530nm/30, ΡΕ= 585nm/42, και PerCP= 650 nm). Όμως, όλες η φθορίζουσες 

ουσίες με της οποίες είναι επισημασμένα, τα αντισώματα τιου χρησιμοποιούνται στη 

κύτταρομετρία διεγείρονται στο ίδιο μήκος κύματος 488 ηΜ. Το σήμα της πρόσθιας 

σκέδασης (FSC, Forward Scatter) συλλέγεται με την δίοδο της πρόσθιας σκέδασης. Η 

πλάγια σκέδαση (SSC, Side Scatter) αλλά και οι παράμετροι του φθορισμού 

συλλέγονται από καθρέπτες που βρίσκονται 90° από την ακτίνα του laser. Μια 

αντιπροσωπευτική εικόνα του πληθυσμού των αιμοπεταλίων με βάση το μέγεθος, 

δηλαδή FSC, και την κοκκίωση τους ή SSC, όπως αυτή λαμβάνεται από το 

κυτταρόμετρο, φαίνεται στην εικόνα 7.

ΤΓ

Εικόνα 7. Αντιπροσωπευτική εικόνα τάηθνσμού αιμοπεταλίων μ ε  βάση το FSC και την 

SSC σε κυταρρόμετρο ροής.

Πειραματική διαδικασία

Αρχικά συλλέγονται 10.8 ml περιφερικού φλεβικού αίματος, το οποίο δεν 

περιέχει Lp(a), σε σωληνάκια πολυπροπυλενίου τα οποία περιέχουν αντιπηκτικό 

διάλυμα ACD σε αναλογία 1:9 (ν:ν). Ακολουθεί μία φυγοκέντρηση στις 1000 rpm 

(120xg) για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου όπου και απομονώνονται 3 ml PRΡ.
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Συγκεκριμένα το PRP αραιώνεται 1:10 με ρυθμιστικό διάλυμα αλβουμίνης 

(PRPAV-A) ανεξάρτητα από την συγκέντρωση των αιμοπεταλίων (που συνήθως 

κυμαίνεται μεταξύ 250000 αιμοπετάλια/μΐ -  450000 αιμοπετάλια/μΐ). Όποτε σε 350 

μΐ PRP/W-A, προσθέτουμε: την Lp(a) σε τελική συγκέντρωση (40 και 80 μg 

πρωτεΐνης/ml) ή τον αντίστοιχο όγκο του ρυθμιστικού διαλύματος της Lp(a) (PBS) 

ως δείγμα αναφοράς, ή το πεπτίδιο RGDS (τελική συγκέντρωση, 1 mM) και σε όλα 

τα δείγματα το -Fg που έχουμε προηγουμένως φθορίσει με FITC (τελική 

συγκέντρωση, 500 ηΜ). Σε όλα τα δείγματα προσθέτονται 5 μΐ από το CD61-PerCP 

(τελική συγκέντρωση, 0.03 pg/ml) που είναι ένα εξειδικευμένο αντίσωμα κατά της ββ 

υπομονάδας. Στη συνέχεια το παραπάνω εναιώρημα των αιμοπεταλίων 

ενεργοποιείται με ADP (τελική συγκέντρωση, 100 μΜ) για 60 min σε θερμοκρασία 

25 °C στο σκοτάδι, χωρίς ανάδευση. Από τα δείγματα αυτά υπολογίζεται η ολική 

πρόσδεση του Fg (Total binding, T B Fg-FiTc)· Παράλληλα έχουμε και ένα αντίστοιχο 

εναιώρημα αιμοπεταλίων το οποίο ετοιμάζεται κάτω από της ίδιες συνθήκες χωρίς 

την προσθήκη ADP. Από αυτά τα δείγματα προσδιορίσουμε την μη ειδική πρόσδεση 

του Fg (Non-specific binding, NBpg-nTc)· Η διαφορά της μη ειδικής πρόσδεσης από 

την ολική μας δίνει την ειδική πρόσδεση του Fg (specific-binding, SBFg-Frrc)* Η 

ειδική πρόσδεση του Fg υπολογίζεται με βάση τον παρακάτω τύπο:

SBFg-FiTC =  T B F g.Frrc - NBpg-FiTc

Με αυτό τον τρόπο προσδιορίζεται η αναστολή που μας δίνει η Lp(a) ή το 

πεπτίδιο RGDS, ως προς την πρόσδεση του Fg στον υποδοχέα αιπ>β3, μετά από την 

ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με ADP (250). Μετά την ενεργοποίηση ακολουθεί η 

κύτταρομετρία. Η απορρόφηση του δείγματος γίνεται με χαμηλή ροή (12 μΐ ± 3 

μΐ/min) χωρίς καμία άλλη επεξεργασία στο δείγμα και μετά ακολουθεί ανάλυση από 

τον υπολογιστή.

Για να διερευνηθεί περαιτέρω ο ρόλος του υποδοχέα αικ>β3 στην αλληλεπίδραση 

της Lp(a) με τα αιμοπετάλια, μελετήθηκε η δράση της λιποπρωτεΐνης αυτής στην 

πρόσδεση του PAC-1 σ’αυτόν. To PAC-1 είναι ένα εξειδικευμένο μονοκλωνικό 

αντίσωμα το οποίο συνδέεται μόνο στον ενεργοποιημένο υποδοχέα am$3 ενώ δεν 

αναγνωρίζει τη μη ενεργοποιημένη του μορφή. Η πειραματική πορεία έχει ως εξής: 

προετοιμάζουμε ειδικά σωληνάκια της Becton Dickinson με 5 μΐ από τα κατάλληλα 

αντισώματα (CD61-PerCP σε τελική συγκέντρωση 0.03 pg/ml και PAC-1-FITC σε
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τελική συγκέντρωση 0.025 pg/ml). Μετά προσθέτουμε 35 μΐ PRP ή πλυμένων 

αιμοπεταλίων (που παρασκευάστηκαν και με τους δύο τρόπους, όπως περιγράφονται
j

πιο πάνω), την Lp(a) σε διάφορες τελικές συγκεντρώσεις, ή τον αντίστοιχο όγκο του 

ρυθμιστικού διαλύματος της Lp(a) (PBS) ως δείγμα αναφοράς. Ακολουθεί επώαση 

για 1 min σε θερμοκρασία 25 °C. Τα αιμοπετάλια στην συνέχεια ενεργοποιούνται με 

PAF (80 ηΜ) ή TRAP (50-100 μΜ) για 5 min στους 37 °C ενώ μετά ακολουθεί 

αραίωση αυτών 1:10 με ρυθμιστικό διάλυμα 10 mM PBS, ρΗ=7.4. Η ανάλυση στο 

κυτταρόμετρο γίνεται με την ίδια διαδικασία όπως περιγράφεται πιο πάνω.

ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ

Οι τιμές εκφράστηκαν ως μέση τιμή (± τυπική απόκλιση) εκτός από τα επίπεδα 

Lp(a) πλάσματος τα οποία εκφράστηκαν ως διάμεση τιμή (εύρος). Η σύγκριση 

μεταξύ των αρχικών τιμών και των τιμών μετά τη θεραπεία έγινε χρησιμοποιώντας το 

Student’s t test, ενώ η στατιστική ανάλυση των τιμών στις επιμέρους ομάδες των 

ατόμων της μελέτης έγινε με τη βοήθεια του ANOVA test το οποίο ακολουθήθηκε
a

από επεξεργασία με LSD test. Για μεταβλητές με μη κανονική κατανομή (επίπεδα 

Lp(a) πλάσματος) η στατιστική ανάλυση έγινε με το Wilcoxon test. Τέλος, η 

σύγκριση των παραμέτρων διαφορετικών πληθυσμών έγινε με τη βοήθεια των 

Kruscall Wallis και Mann Whitney test. Σε κάθε περίπτωση το επίπεδο στατιστικής 

σημαντικότητας θεωρήθηκε ως ρ< 0.05.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΤΕΤΑΡΤΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ PAF-AH ΣΤΗΝ Lp(a) ΣΕ ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΜΕ ΣΤΕΦΑΝΙΑΙΑ ΝΟΣΟ 

Χαρακτηριστικά του πληθυσμού της μελέτης

Όλα τα άτομα που πήραν μέρος στην παρούσα μελέτη προέρχονται από 

προηγούμενη μελέτη μας (251) στην οποία πήραν μέρος ασθενείς με ιστορικό 

στεφανιαίας νόσου (η=131) και υγιείς μάρτυρες (η=33) στους οποίους έγινε 

προσδιορισμός των επιπέδων της Lp(a) αλλά και του ισομορφικού μεγέθους της 

apo(a). Το κριτήριο για την επιλογή των ατόμων που πήραν μέρος στην παρούσα 

μελέτη ήταν η συγκέντρωση πλάσματος Lp(a) να είναι >20mg/dl. Ο καθορισμός της 

συγκέντρωσης αυτής έγινε με δεδομένο ότι μόνο με τέτοια ή μεγαλύτερη 

συγκέντρωση Lp(a) πλάσματος είναι δυνατή η απομόνωση ικανής ποσότητας Lp(a) 

για τον προσδιορισμό της ενεργότητας της PAF-AH. Τον πληθυσμό της μελέτης 

αποτέλεσαν 20 στεφανιαίοι ασθενείς, 14 άνδρες και 6 γυναίκες, ηλικίας 50 έως 70 

έτη. Μεταξύ αυτών, 8 παρουσίαζαν χρόνια σταθερή στηθάγχη, 6 ιστορικό οξέος 

εμφράγματος του μυοκαρδίου και 6 ιστορικό ασταθούς στηθάγχης. Επίσης στην 

μελέτη πήραν μέρος 25 υγιείς μάρτυρες, 18 άνδρες και 7 γυναίκες ηλικίας 51 έως 70 

έτη. Επειδή όλοι οι στεφανιαίοι ασθενείς ελάμβαναν υπολιπιδαιμική θεραπεία 

(ατορβαστατίνη) στην μελέτη πήραν μέρος και 11 ασθενείς με δυσλιπιδαιμία τύπου 

ΙΙΑ, 7 άνδρες και 4 γυναίκες ηλικίας 45 έως 62 έτη για να εξετασθεί η πιθανή δράση 

αυτού του φαρμάκου στις λιπιδαιμικές παραμέτρους καθώς και στην ενεργότητα της 

PAF-AH στον πληθυσμό της μελέτης. Τα κλινικά και βιοχημικά χαρακτηριστικά του
<

πληθυσμού της μελέτης φαίνονται στον πίνακα 3. Δεν παρουσιάστηκαν διαφορές 

j  μεταξύ των ομάδων της μελέτης όσο αφορά τα επίπεδα Lp(a) πλάσματος αλλά και το 

ισομορφικό μέγεθος της apo(a). Οι ασθενείς με δυσλιπιδαιμία τύπου ΙΙΑ 

παρουσίασαν πριν τη θεραπεία σημαντικά μεγαλύτερες τιμές ολικής και LDL- 

χοληστερόλης καθώς και ενεργότητας PAF-AH πλάσματος σε σύγκριση είτε με τους 

μάρτυρες ή τους στεφανιαίους ασθενείς. Αντίθετα, δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στις 

πιο πάνω παραμέτρους μεταξύ στεφανιαίων ασθενών και μαρτύρων, φαινόμενο το

9
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οποίο πιθανά να οφείλεται στο γεγονός όλοι οι στεφανιαίοι ασθενείς ελάμβαναν 

υπολιπιδαιμικη θεραπεία. Επιπρόσθετα, η θεραπεία με ατορβαστατίνη μείωσε^ 

σημαντικά τα επίπεδα της ολικής και LDL-χοληστερόλης καθώς την ενεργότητα της 

PAF-AH πλάσματος στους υπερχοληστερολαιμικούς ασθενείς (πίνακας 3).
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Συγκεντρώσεις Lp(a) πλάσματος και ισομορφές apo(a)

Ο προσδιορισμός των επιπέδων της Lp(a) έγινε με την μέθοδο ELISA τύπου * 

σάντουιτς, ενώ αυτός των ισομορφών της apo(a) με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

1.5% SDS-αγαρόζης ακολουθούμενη από ανοσοαποτύπωση και χημειοφωταύγεια 

όπως περιγράφεται στην μεθοδολογία. Η ανάγνωση των ισομορφών έγινε με βάση 

γνωστό πρότυπο ισομορφών 14, 19, 23, 27 και 35 Κ4, (εικόνα 8).

St St 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Εικόνα 8. Ισομορφές της αρο(α) μετά από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα L5% SDS- 

αγαρόζης η οποία ακολουθείται από ανοσοαποτύπωση και χημειοφωταύγεια. Στις δύο 

πρώτες θέσεις φαίνονται τα πρότυπα των ισομορφών (st) της αρο(α). Οι θέσεις 7-7 7 

αντιπροσωπεύουν διαφορετικές ισομορφές της αρο(α).

Το ισομορφικό μέγεθος της apo(a) που προσδιορίστηκε σε όλα τα άτομα της 

μελέτης κυμαίνονταν από 13 έως 40 επαναλήψεις Κ4. Δεν παρατηρήθηκαν διαφορές 

στα επίπεδα Lp(a) πλάσματος μεταξύ των τριών ομάδων της μελέτης. Παράλληλα 

δεν παρουσιάστηκε διαφορά στη διάμεση τιμή του ισομορφικού μεγέθους της apo(a) 

καθώς και στο ποσοστό των ατόμων με χαμηλού μοριακού βάρους ισομορφές ή στο 

ποσοστό των ατόμων με υψηλού μοριακού βάρους ισομορφές της apo(a) μεταξύ των 

τριών ομάδων της μελέτης. Επιπλέον η θεραπεία με ατροβαστατίνη δεν επηρέασε τα 

επίπεδα Lp(a) πλάσματος στους υπερχοληστερολαιμικούς ασθενείς (πίνακας 3).

I
J
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Απομόνωση της Lp(a)

Όλα τα άτομα από τα οποία έγινε απομόνωση της Lp(a), είχαν επίπεδα Lp(a) 

πλάσματος >20mg/dl. Ο καθορισμός της συγκέντρωσης αυτής έγινε με δεδομένο ότι 

μόνο με τέτοια ή μεγαλύτερη συγκέντρωση Lp(a) πλάσματος είναι δυνατή η 

απομόνωση ικανής ποσότητας Lp(a) για τον προσδιορισμό της ενεργότητας της PAF- 

AH. Η Lp(a) απομονώθηκε με χρωματογραφία συγγένειας σε στήλη Lysine- 

Sepharose 4Β όπως περιγράφεται στην μεθοδολογία. Στα κλάσματα που ελήφθησαν 

από την στήλη έγινε προσδιορισμός του περιεχομένου τους σε χοληστερόλη και 

ενεργότητας PAF-AH. Η μέθοδος επιτρέπει τον εκλεκτικό διαχωρισμό της Lp(a) από 

τις υπόλοιπες λιποπρωτεΐνες και παράλληλα δεν επηρεάζει την PAF-AH, η οποία 

συνεκλούεται δεσμευμένη πάνω στο σωματίδιο της Lp(a) στα κλάσματα 19-22 

(εικόνα 9).

Εικόνα 9. Αντιπροσωπευτικό προφίλ έκλουσης Lp(a) από τη στήλη χρωματογραφίας 

συγγένειας Lysine Sepharose 4Β.
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Απομόνωση της LDL

Με δεδομένο ότι το σωματίδιο της LDL είναι ο κύριος φορέας της PAF-AH στο . 

πλάσμα, έγινε απομόνωση της LDL από τα ίδια άτομα από τα οποία έγινε και η 

απομόνωση της Lp(a), με σκοπό την μελέτη της ενεργότητας της PAF-AH. Η LDL 

απομονώθηκε από το αρχικό έκπλυμα της στήλης συγγένειας [το οποίο δεν περιέχει 

Lp(a)] με δύο διαδοχικές υπερφυγοκεντρήσεις σε πυκνότητες KBr 1.019 g/ml και 

1.063 g/ml όπως περιγράφεται στην μεθοδολογία.

Ταυτοποίηση Lp(a) και LDL

Ο χαρακτηρισμός των απομονωμένων σωματιδίων της Lp(a) και της LDL έγινε 

με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης (εικόνα 10Α) και ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου 5-19% κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-PAGE 

5-19%) (εικόνα 10Β). Όπως χαρακτηριστικά φαίνεται στην εικόνα 10Β στην Lp(a) 

παρουσιάζονται δύο ζώνες οι οποίες αντιστοιχούν στις δύο πρωτεΐνες apo(a) και 

apoB-100 ενώ στην LDL μία ζώνη η οποία αντιστοιχεί στην μοναδική πρωτεΐνη της 

λιποπρωτεΐνης αυτής apoB-100. Η απουσία επιπλέον ζωνών τόσο στην
j»

ηλεκτροφόρηση αγαρόζης όσο και στην ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

πολυακρυλαμιδίου δηλώνει ότι οι παρασκευές των λιποπρωτεϊνικών σωματιδίων 

ήταν απαλλαγμένες προσμίξεων. Επίσης, έγινε προσδιορισμός της χημικής τους 

σύστασης ο οποίος ήταν σύμφωνος με την διεθνή βιβλιογραφία (πίνακας 4). 

Επιπλέον, δεν παρουσιάστηκαν διαφορές στην χημική σύσταση τόσο της Lp(a) όσο 

και της LDL μεταξύ των ομάδων της μελέτης.

Πίνακας 4. Χημική σύσταση της Lp(a). Το κάθε συστατικό είναι εκφρασμένο ως % 
ποσοστό της λιποπρωτεϊνικής μάζας. Οι τιμές εκπροσωπούν την μέση τιμή ±  τυττική 
απόκλιση από 5 παρασκευές Lp(a).

Σύσταση Lp(a) LDL

Πρωτεΐνη 31.2 ±2.1 22.1 ±1.6

Ολική χοληστερόλη 38.7 ± 3.8 49.5 ± 3.0

Τριγλυκερίδια 7.8 ±1.5 7.0 ±0.6

Φωσφολιπίδια 22.3 ±2.3 21.4 ±1.0
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Τόσο στις παρασκευές της Lp(a) όσο και σε αυτές της LDL δεν παρατηρήθηκε 

οξειδωτική τροποποίηση γεγονός που διαπιστώθηκε με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

αγαρόζης (εικόνα 10Α) αλλά και με προσδιορισμό των TBARS (0.7±0.3 nmol 

MDA/mg πρωτεΐνης για την Lp(a) και 0.8±0.2 για την LDL). Όπως έχει ήδη 

αναφερθεί, το σωματίδιο της Lp(a) είναι εμπλουτισμένο σε ενεργότητα PAF-AH. 

Επίσης η PAF-AH της Lp(a) έχει όμοιες φυσικοχημικές και καταλυτικές ιδιότητες με 

αυτές του ενζύμου της LDL (235). Προκειμένου να γίνει περαιτέρω προσδιορισμός 

της (πρωτεΐνικής) φύσης του ενζύμου που βρίσκεται στην Lp(a), υποβάλλαμε το 

σωματίδιο της Lp(a) (τόσο φυσιολογικών όσο και στεφανιαίων ασθενών) αλλά και 

της LDL σε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE 5-19% χρησιμοποιώντας ως θετικό 

μάρτυρα ανασυνδιασμένη PAF-AH (rec PAF-AH). Μετά το τέλος της 

ηλεκτροφόρησης έγινε ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα κατά της PAF-AH της LDL. 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 11 τόσο στην Lp(a) όσο και στην LDL εμφανίζεται μια 

ζώνη η οποία αντιστοιχεί στο ίδιο MB (55 kDa) το οποίο είναι μεγαλύτερο αυτού της 

rec PAF-AH λόγω της γλυκοζυλίωσης που υφίσταται το ένζυμο. Αυτό αποτελεί 

ένδειξη ότι η LDL και η Lp(a) μεταφέρουν το ίδιο ένζυμο με τον ίδιο βαθμό 

γλυκοζυλίωσης, συνεπώς η πηγή του ενζύμου και για τα δύο λιποπρωτεϊνικά 

σωματίδια είναι η ίδια, πιθανώς τα μακροφάγα (252).

(Α )

1 2 3

HDL

Lp(a)

VLDL 
- LDL

(Β)

2 1 0  K D a
127  K D a  

84 K D a

4 9 .5  K D a

3 5 .3  K D a  

28 .1  K D a

2 0 .5  K D a

7 K D a

Εικόνα 10. (A): Ηλεκτροφόρηση αγαρόζης. Θέση 1: πλάσμα το οποίο περιέχει Lp(a), 
Θέσεις 2 και 2: χαρακτηριστικές ζώνες των LDL και Lp(a) αντίστοιχα, μετά από 
απομόνωση και καθαρισμό τους. (Β): Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE 5-19% η οποία 
ακολουθείται από χρώση με νιτρικό άργυρο. Στην πρώτη θέση βρίσκονται τα πρότυπα 
μοριακά βάρη, στην θέση 1 η Lp(a) και στην θέση 2 η LDL.
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Εικόνα 11. Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE 5-19% της PAF-AH μετά από 

ανοσοαποτύΊκοση και χημειοφισταίτγεια. Στην θέση 1 είναι PAF-AH της LDL από 

μάρτυρες, ενώ στην θέση 2 PAF-AH της Lp(a) από τα ίδια άτομα.

Ενεργότητ» PAF-AH στην Lp(a)
a

Ως πηγή του ενζύμου για τον προσδιορισμό της ενεργότητας της PAF-AH 

χρησιμοποιήθηκαν 5 pg πρωτεΐνης Lp(a) ή LDL. Ως υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκαν 

διάφορες συγκεντρώσεις [3H]-PAF, που κυμαίνονταν από 2.5-100 μΜ. Ο * 

προσδιορισμός της ενεργότητας έγινε με τήν μέθοδο τζηματοποίησής με 

τριχλωροξικό οξύ. Στην συνέχεια με κινητική Michaelis-Menten και με χρήση της 

εξίσωσης Hanes-Dixon προσδιορίστηκαν οι φαινόμενες κινητικές σταθερές Km, 

Vmax καθώς η ειδική ενεργότητα του ενζύμου (εικόνες 12,13)
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Εικόνα 12. Κινητική μελέτη της ενεργότητας της PAF-AH στην Lp(a) σε ασθενείς και 
μάρτυρες με χρήση των εξισώσεων Michaelis-Menten και της γραμμικής μετατροπής 
αυτής Hanes-Dixon. Η καμτώλη είναι αντιπροσωπευτικό παράδειγμα από 3 
παρασκευές Lp( a).

Εικόνα 13. Κινητική μελέτη της ενεργότητας της PAF-AH στην LDL σε ασθενείς και 
y μάρτυρες με χρήση των εξισώσεων Michaelis-Menten και της γραμμικής μετατροπής 

αυτής Hanes-Dixon. Η καμτώλη είναι αντιπροσωπευτικό παράδειγμα από 3 
παρασκευές LDL.
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Όπως φαίνεται από τον πίνακα 5, η ενεργότητα της PAF-AH στην Lp(a) των

στεφανιαίων ασθενών ήταν 3 φορές μικρότερη από την αντίστοιχη των μαρτύρων
*

(4.5+0.8 nmol/mg λιποπρωτεϊνικής μάζας/min έναντι 14.8+3.9, αντίστοιχα, ρ<0.001). 

Όμοια, οι τιμές των φαινόμενων κινητικών σταθερών Km και Vmax του ενζύμου 

ήταν σημαντικά μικρότερες από τις αντίστοιχες των μαρτύρων. Προκειμένου να 

διερευνηθεί κατά πόσο το φαινόμενο της μειωμένης ενζυμικής ενεργότητας αλλά και 

των φαινόμενων κινητικών σταθερών της PAF-AH στην Lp(a) αφορά και άλλες 

λιποπρωτεΐνες του πλάσματος που περιέχουν την απολιποπρωτεΐνη apoB-ΙΟΟ έγινε 

απομόνωση από τα ίδια άτομα και της LDL, αφού η λιποπρωτεΐνη αυτή αποτελεί τον 

κύριο φορέα της PAF-AH στο πλάσμα. Όπως φαίνεται στον πίνακα 5 δεν βρέθηκε να 

υπάρχουν σημαντικές διαφορές τόσο στην ειδική ενεργότητα όσο και στις κινητικές 

σταθερές του ενζύμου που βρίσκεται στην LDL μεταξύ στεφανιαίων ασθενών και 

μαρτύρων. Επίσης δεν υπήρξαν σημαντικές διαφορές ως προς την ειδική ενεργότητα 

αλλά και τις κινητικές σταθερές του ενζύμου μεταξύ Lp(a) και LDL στους μάρτυρες 

ενώ αντίστροφα τόσο η ειδική ενεργότητα όσο και οι σταθερές αυτές ήταν σημαντικά 

μικρότερες στην Lp(a) των στεφανιαίων ασθενών έναντι της LDL του ίδιου 

πληθυσμού (πίνακας 5). Παρόμοια αποτελέσματα ελήφθησαν όταν η ενεργότητα του 

ενζύμου εκφράστηκε ανά mg φωσφολιπιδίων τα οποία βρίσκονται σε σταθερή 

αναλογία τόσο στο σωματίδιο της Lp(a) (22.3±3.9% της λιποπρωτεϊνικής μάζας) όσο 

και της LDL (21.4±1.0% της λιποπρωτεϊνικής μάζας). Η ενεργότητα της PAF-AH 

στην Lp(a) των στεφανιαίων ασθενών ήταν αρκετά μικρότερη από την αντίστοιχη 

των μαρτύρων (62.4±16.6 nmol/mg φωσφολιπιδίου/min για τους μάρτυρες έναντι -  

21.7±6.4 για τους στεφανιαίους ασθενείς 21.7+6.7, αντίστοιχα, ρ<0.001). Αντίθετα 

δεν παρουσιάστηκε διαφορά στην ενεργότητα του ενζύμου που βρίσκεται στην LDL 

μεταξύ των δύο ομάδων (42.1+8.3 nmol/mg φωσφολιπιδίου/min για τους μάρτυρες 

έναντι 56.0+12.8 για τους στεφανιαίους ασθενείς, αντίστοιχα, p=NS).

Επειδή όλοι οι στεφανιαίοι ασθενείς ελάμβαναν υπολιπιδαιμική θεραπεία 

(ατορβαστατίνη) για χρονικό διάστημα 4-6 μήνες πριν από την λήψη αίματος στην 

μελέτη πήραν μέρος και 11 ασθενείς με πρωτοπαθή υπερχοληστερολαιμία 

(δυσλιπιδαιμία τύπου ΙΙΑ) με σκοπό να διερευνηθεί η πιθανή επίδραση της θεραπείας 

με στατίνη στην ενεργότητα της PAF-AH στην Lp(a). Στους ασθενείς αυτούς έγινε 

προσδιορισμός της ενεργότητας του ενζύμου στις Lp(a) και LDL καθώς και των 

αντίστοιχων κινητικών σταθερών πριν και μετά την 5μηνη χορήγηση ατορβαστατίνης 

(20 mg/ημέρα). Όπως φαίνεται από τον πίνακα 5, η ενεργότητα της PAF-AH στην
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Lp(a) των ασθενών αυτών βρέθηκε να είναι παραπλήσια με αυτή των μαρτύρων και

σημαντικά μεγαλύτερη από την αντίστοιχη των στεφανιαίων ασθενών (12.7±2.7

nmol/mg λιποπρωτείνικής μάζας/min έναντι 4.5±0.8, αντίστοιχα, ρ<0.03). Το ίδιο

φαινόμενο παρατηρήθηκε και για τις φαινόμενες κινητικές σταθερές του ενζύμου Km

και Vmax. Επιπλέον βρέθηκε ότι η θεραπεία με ατορβαστατίνη δεν επηρέασε είτε

την ειδική ενεργότητα είτε τις κινητικές σταθερές της PAF-AH στην Lp(a) (πίνακας

5). Αντίθετα, παρατηρήθηκε σημαντική μείωση όσον αφορά την ειδική ενεργότητα 
*
(15.312.5 nmol/mg λιποπρωτείνικής μάζας/min έναντι 11.210.4, αντίστοιχα, ρ<0.01). 

και τις κινητικές σταθερές Km και Vmax του ιδίου ενζύμου στην LDL στον ίδιο 

πληθυσμό.
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Αναγωγική διάσπαση της Lp(a)

Για να εξετασθεί το εάν και κατά πόσο η πολυπεπτιδική αλυσίδα της apo(a) 

μπορεί να ευθύνεται για την μειωμένη ενεργότητα που παρατηρείται στην Lp(a) των 

στεφανιαίων ασθενών, Lp(a) που απομονώθηκε τόσο από στεφανιαίους ασθενείς όσο 

και από μάρτυρες επωάστηκε με 10 mM DTT στους 37 °C για 3 h. Η χρήση της DTT 

αποσκοπεί στην αναγωγική διάσπαση του δισουλφιδικού δεσμού που ενώνει την 

apo(a) με το υπολειπόμενο LDL τμήμα του σωματιδίου της Lp(a) και είναι μια 

κατεργασία η οποία δεν επηρεάζει την ενεργότητα της PAF-AH στην Lp(a) (11.0±1.8 

nmol/min πριν την επώαση με DTT και 10.3±1.1 μετά, στους μάρτυρες καθώς και 

5.1±0.6 πριν και 5.0±0.8 μετά στους στεφανιαίους ασθενείς). Μετά την αναγωγική 

διάσπασί), η Lp(a) υποβλήθηκε σε υπερφυγοκέντρηση βαθμίδωσης πυκνοτήτων.

9

-  -%- Χοληστερόλη

ώ .9
< 5Ο-ι ^
« g
£Γ °£  g aQ. w  W
W

Αριθμός κλάσματος

φικόνα 14. Αντιπροσωπευτικό προφίλ χοληστερόλης-ενεργότητας PAF-AH της Lp(a) 

μετά από αναγωγική διάσπαση και υπερφυγοκέντρηση βαθμίδωσης πυκνότητας.
ΐ>

Η προκύπτουσα λιποπρωτεινη μετά την αναγωγή, συμβολίζεται ως, Lp(a-), 

μεταναστεύει στην περιοχή πυκνότητας d = 1.038-1.089 g/ml (κλάσματα 11-15) όπου 

^ εντοπίζεται και το μεγαλύτερο μέρος (85±5%) της ολικής ενζυμικής ενεργότητας 

PAF-AH (εικόνα 14). Τα δύο τελευταία κλάσματα 27 και 28 οποία περιέχουν μόνο

115



apo(a) καθώς και ένα μικρό μέρος της αρχικής ολικής ενζυμικής ενεργότητας 

(15+5%).

Η Lp(a-) ταυτο7ΐοιήθηκε με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου 

5-19% κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-PAGE 5-19%) από την οποία 

διαπιστώθηκε ότι περιέχει μόνο apoB-ΙΟΟ καθώς και με ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωμα αγαρόζης στην οποία εμφάνισε β ηλεκτροφορητική κινητικότητα όμοια 

με αυτή του σωματιδίου της LDL (εικόνα 15). Παράλληλα έγινε και 

προσδιορισμός της χημικής της σύστασης ο οποίος ήταν σύμφωνος με την διεθνή 

βιβλιογραφία (πίνακας 6).

Lp(a) Lp(a-) LDL

Εικόνα 15. Ηλεκτροφόρηση αγαρόζης σε Lp(a), Lp(a-) και LDL.

Πίνακας 6. Χημική σύσταση της Lp(a-). Το κάθε συστατικό είναι εκφρασμένο ως % 

ποσοστό της λ,ιποπρωτεϊνικής μάζας. Οι τιμές εκπροσωπούν την μέση τιμή ±  τυπική 

απόκλιση από 5 παρασκευές Lp(a-).

Σύσταση Lp(a) LDL Lp(a-)

Πρωτεΐνη 31.2 +2.1 22.1 ±1.6 25.9 ± 1.9

Ολική χοληστερόλη 38.7 ±3.8 49.5 ± 3.0 45.1 ±2.9

Τριγλυκερίδια 7.8 ±1.5 7.0 ±0.6 8.1 ±0.7

Φωσφολιπίδια 22.3 ± 2.3 21.4 ±1.0 20.9 ±1.8
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Μετά την αναγωγική διάσπαση η ενεργότητα του ενζύμου στην Lp(a-) στους 

στεφανιαίους ασθενείς παρουσίασε σημαντική αύξηση σε σχέση με αυτή της ίδιας 

Lp(a) πριν την αναγωγική διάσπαση (11.3±3.0 nmol/mg λιποπρωτεϊνικής μάζας/min 

για την Lp(a-) έναντι 4.5±0.8 της Lp(a), ρ<0.001). Ανάλογη αύξηση παρατηρήθηκε 

και στις κινητικές σταθερές Km και Vmax του ενζύμου (πίνακας 7). Αντίθετα το 

φαινόμενο αυτό δεν παρατηρήθηκε για την PAF-AH στην Lp(a) των μαρτύρων πριν 

και μετά την κατεργασία με DTT και υπερφυγοκέντρηση βαθμίδωσης πυκνότητας 

του σωματιδίου της Lp(a). Όμοια, δεν παρατηρήθηκε διαφορά στην ενζυμική 

ενεργότητα αλλά και στις κινητικές σταθερές της PAF-AH στην LDL πριν και μετά 

την κατεργασία με DTT και υπερφυγοκέντρηση βαθμίδωσης πυκνοτήτων και στις 

δύο ομάδες. Το εύρημα αυτό εστιάζει την προσοχή στον κυρίαρχο ρόλο που πιθανώς 

να παίζουν δομικά χαρακτηριστικά της πολυπεπτιδικής αλυσίδας της apo(a) στην 

εκδήλωση μικρής ενζυμικής ενεργότητας PAF-AH στο σωματίδιο της Lp(a) στους 

στεφανιαίους ασθενείς.

Πίνακας 7. Ειδική ενεργότητα και κινητικές σταθερές της PAF-AH στην Lp(a) και Lp(a) 

στους μάρτυρες και στους στεφανιαίους ασθενείς.

Παράμετρος Lp(a) Lp(a-)

Ειδική ενεργότητα

(nmol/mg λιποπρωτεϊνικής μάζας/min) 14.813.9 14.3+3.1

Μάρτυρες Km (μΜ) 70.2128.4 72.4±17.1

Vmax

(nmol/mg πρωτεΐνης/min) 44.6111.9 42.816.1

Ειδική ενεργότητα

(nmol/mg λιποπρωτεϊνικής μάζας/min) 4.510.8 11.313.0*

Στεφανιαίοι Km (μΜ) 19.618.2 73.5121.8*

ί Vmax

(nmol/mg πρωτεΐνης/min) 15.514.6 35.919.5*

Οι τιμές εκφράζονται σαν μέση τιμή ± τυπική απόκλιση. 
^*ρ<0.001 σε σύγκριση με την Lp(a).

Παρόμοια αποτελέσματα ελήφθησαν όταν η ενεργότητα του ενζύμου 

εκφράστηκε ανά mg φωσφολιπιδίων τα οποία βρίσκονται σε σταθερή αναλογία τόσο
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στο σωματίδιο της Lp(a) (22.3+3.9% της λιποπρωτεϊνικής μάζας) όσο και της Lp(a-) 

(20.9±1.8% της λιποπρωτεϊνικής μάζας) (62.4±16.6 nmol/mg φωσφολυηδίου/min για^ 

την Lp(a) έναντι 53.0+7.6 της Lp(a-) στους μάρτυρες και 21.7±6.7 για την Lp(a) 

έναντι 44.5±11.8 της Lp(a-) στους στεφανιαίους, αντίστοιχα, ρ<0.001).

Παθοφυσιολογικός ρόλος της μειωμένης ενεργότητας στους στεφανιαίους 

ασθενείς

Α) Οξείδωση της Lp(a) in  v itro

Θέλοντας να διερευνήσουμε τον πιθανό παθοφυσιολογικό ρόλο της μειωμένης 

ενεργότητας PAF-AH της Lp(a) που παρατηρήθηκε στα προηγούμενα πειράματα 

στους στεφανιαίους ασθενείς υποβάλλαμε σε οξείδωση Lp(a) από 3 διαφορετικές 

παρασκευές με ενεργό την PAF-AH [nLp(a)] καθώς και την αντίστοιχη λιποπρωτεΐνη 

στην οποία είχε γίνει προηγούμενη απενεργοποίηση της ενδογενούς PAF-AH 

παρουσία 0.5 mM pefablock [pefa Lp(a)]. Όπως περιγράφεται στην μεθοδολογία η 

οξείδωση της Lp(a), in vitro, έγινε με επώαση αυτής με ιόντα Cu2+ και συνεχή 

καταγραφή της απορρόφησης των συζυγών διενίων στα 234 nm. Η καμπύλη 

απορρόφησης σε συνάρτηση με το χρόνο είναι σιγμοειδής και φαίνεται 

χαρακτηριστικά στην εικόνα 16.
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Χρόνος (min)

Εικόνα 16. Σιγμοειδής καμτώλη οξείδωσης της Lp(a) με ενεργό και μη την PAF-AH.

Ο λανθάνων χρόνος οξείδωσης στην nLp(a) είναι παρόμοιος με τον αντίστοιχο 

χρόνο που παρατηρείται για την pefa Lp(a) με απενεργοποιημένη την PAF-AH. 

Παράλληλα δεν διαπιστώθηκαν σημαντικές διαφορές και στις υπόλοιπες 

παραμέτρους της οξείδωσης (πίνακας 8).

Πίνακας 8. Οξειδωτικές παράμετροι των nLp(a), pefa Lp(a)

nLp(a) pefa Lp(a)

PAF-AH, nmol/mg πρωτεΐνης/min 8.0 ±1.3 0.5 ±0.1

- Λανθάνων χρόνος, min 43.5 ± 9.2 32.5 ± 17.7

' Ρυθμός παραγωγής συζυγών

> διενίων, nmol/mg πρωτεΐνης/min 1.4 ±0.28 1.2 + 0.72

Συνολικός αριθμός διενίων,

^nmol/mg πρωτεΐνης 197.3 ± 15.8 192.9 ±89.2

Οι τιμές εκφράζονται σαν μέση τιμή ± τυπική απόκλιση.
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Β) Ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων

Ένα από τα κυριότερα υποστρώματα της PAF-AH είναι ο PAF ο οποίος * 

αποτελεί ισχυρό αγωνιστή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων. Για να μελετηθεί η 

επίδραση της PAF-AH που βρίσκεται στην Lp(a) στην συσσώρευση των 

αιμοπεταλίων όταν αυτά ενεργοποιηθούν με τον αγωνιστή αυτό, Lp(a) διαφορετικής 

ενεργότητας PAF-AH (7.5 και 15.1 nmol/mg πρωτεΐνης/min) επωάστηκε με PAF (25 

ηΜ) για 5 και 10 λεπτά στους 37 °C και στην συνέχεια προστέθηκε PRP, το οποίο 

δεν περιείχε Lp(a), υπό ανάδευση. Η συσσώρευση των αιμοπεταλίων 

παρακολουθήθηκε για 3 min.
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Χρόνος επώασης, (min)

Εικόνα 17. Επίδραση της PAF-AH της Lp(α) στην συσσώρευση των αιμοπεταλίων από 

τον PAF.

Παρατηρήθηκε αναστολή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων η οποία ήταν 

ανάλογη του περιεχομένου σε ενεργότητα PAF-AH. Επιπλέον, η αναστολή αυτή 

ήταν μεγαλύτερη όταν ο χρόνος επώασης του λιποπρωτεϊνικού σωματιδίου με τον 

PAF αυξήθηκε από 5 σε 10 min (εικόνα 17). Το εύρημα αυτό εξηγείται με δεδομένο
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Ρ

ότι ο PAF αποτελεί υπόστρωμα για την PAF-AH και άρα όσο μεγαλύτερη είναι η 

ενεργότητα του ενζύμου αλλά και ο χρόνος της ενζυμικής αντίδρασης τόσο 

μεγαλύτερη είναι η υδρόλυση και επομένως η απενεργοποίηση του συγκεκριμένου 

αγωνιστή. Παρόμοια αποτελέσματα ελήφθησαν σε ότι αφορά την ταχύτητα της 

συσσώρευσης (εικόνα 18).

120 - ■  7,5 nmol/mg
πρωτείνης/min

u* 100 - KE 15,1 nmol/mg
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Εικόνα 18. Επίδραση της PAF-AH της Lp(a) στην ταχύτητα της συσσώρευσης των 

αιμοπεταλίων από τον PAF.
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ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ Lp(a) ΣΤΗΝ ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΩΝ 

ΑΠΟ TON PAF
•ί

Επίδραση της Lp(a) στη συσσώρευση των αιμοπεταλίων σε PRP από τον PAF

Η συμμετοχή των παραγόντων της αιμόστασης και ιδιαίτερα των αιμοπεταλίων

στην παθογένεια της αθηροσκλήρωσης και των επιπλοκών της αποτελεί ένα

αντικείμενο με ολοένα αυξανόμενο ερευνητικό ενδιαφέρον. Σήμερα είναι πλέον καλά

τεκμηριωμένος ο ρόλος των αιμοπεταλίων στην παθογένεια της αθηρωμάτωσης και

των οξέων στεφανιαίων συνδρόμων. Νεότερα ερευνητικά δεδομένα αποδεικνύουν ότι

οι λιποπρωτεΐνες του πλάσματος, εκτός από την άμεση συμμετοχή τους στην

αθηρωματική διαδικασία, επηρεάζουν την ευαισθησία των αιμοπεταλίων στους

διάφορους αγωνιστές αυτών, διαδραματίζοντας έτσι ένα επιπλέον ρόλο στη

διαδικασία της θρόμβωσης. Μέχρι σήμερα υπάρχουν λίγες μελέτες σχετικά με την

αλληλεπίδραση της Lp(a) με τα αιμοπετάλια οι οποίες έχουν καταλήξει σε

αντικρουόμενα αποτελέσματα καθιστώντας αδιευκρίνιστο τον πιθανό

παθοφυσιολογικό ρόλο της λιποπρωτεΐνης αυτής στην θρόμβωση. Με βάση το

γεγονός αυτό αλλά και λαμβάνοντας υπόψη: ΐ) τα προηγούμενα αποτελέσματα της

μειωμένης ενεργότητας PAF-AH στους στεφανιαίους ασθενείς, ϋ) το ότι ο PAF εκτός
*

από υπόστρωμα για την PAF-AH παράλληλα αποτελεί και ισχυρό αγωνιστή για τα 

αιμοπετάλια, και iii) την έλλειψη δεδομένων σχετικά με τον τρόπο δράσης της Lp(a) 

στα αιμοπετάλια μετά από ενεργοποίηση με τον PAF, μελετήθηκε η επίδραση της 

λιποπρωτεΐνης αυτής στην ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με PAF, τόσο σε PRP 

όσο και σε σύστημα πλυμένων αιμοπεταλίων.
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Αρχικά μελετήθηκε η επίδραση της Lp(a) στην ενεργοποίηση αιμοπεταλίων σε

PRP, το οποίο δεν περιείχε ανιχνεύσιμα επίπεδα Lp(a). Η ενεργοποίηση έγινε με PAF

τελικής συγκέντρωσης 7.5 ηΜ, η οποία αποτέλεσε την μικρότερη συγκέντρωση του

PAF που προκαλεί την μέγιστη συσσώρευση των αιμοπεταλίων. To PRP επωάστηκε

με την λιποπρωτεΐνη για 1 min στους 37 °C και στην συνέχεια προστέθηκε ο

αγωνιστής. Η συσσώρευση παρακολουθήθηκε για 3 min. Παρουσία της Lp(a)

παρατηρήθηκε δοσοεξαρτώμενη αναστολή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων, με 
♦
την μέγιστη συγκέντρωση Lp(a) που χρησιμοποιήθηκε (80 μg πρωτεΐνης/ml) να 

παρουσιάζει την μεγαλύτερη αναστολή (83.9%, εικόνα 19).

r

,Εικόνα 19. Δοσοεξαρτώμενη αναστολή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων σε PRPf 

από την Lp(a)t μετά από ενεργοποίηση με PAF.
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Εικόνα 20. Επίδραση της Lp(a) στην σνσσώρενση των αιμοπεταλίων σε PRP μετά από 

ενεργοποίηση με PAF.

A) PBS (τυφλόj.

Β) Lp(a) 20 pg πρωτεΐνης/m l 

Γ) Lp(a) 40 pg πρωτεΐνης/m l 

Δ) Lp(a) 80 pg πρωτεΐνης/m l
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*»
Όπως φαίνεται στην εικόνα 20, η Lp(a) αναστέλλει τόσο την πρωτογενή 

συσσώρευση που προκαλεί ο PAF όσο και την δευτερογενή η οποία οφείλεται στην 

δράση άλλων αγωνιστών όπως του ADP και του ΤχΑ2 οι οποίοι εκκρίνονται από τα 

ενεργοποιημένα αιμοπετάλια με τη δράση του PAF και οδηγούν σε μη αντιστρεπτή 

συσσώρευση.

Προκειμένου να διερευνήσουμε την εξειδικευμένη δράση της Lp(a) έναντι του

PAF σε σχέση με την πρωτογενή συσσώρευση σε επόμενα πειράματα 
*

χρησιμοποιήθηκε το σύστημα CP/CPK το οποίο δρα ως εκκαθαριστής του 

παραγόμενου ADP καθώς και η ασπιρίνη η οποία αναστέλλει μη αντιστρεπτά την 

δράση του ενζύμου Coxl και παρεμποδίζει την σύνθεση του ΤχΑ2. Η ενεργοποίηση 

των αιμοπεταλίων έγινε με PAF τελικής συγκέντρωσης 25 ηΜ η οποία αποτέλεσε την 

μικρότερη συγκέντρωση του PAF που προκαλεί την μέγιστη συσσώρευση των 

αιμοπεταλίων παρουσία CP/CPK και ασπιρίνης. Η Lp(a) (40 pg πρωτεΐνης/ml) 

παρουσίασε ανασταλτική δράση στην συσσώρευση των αιμοπεταλίων η οποία 

βρέθηκε να είναι σημαντικά μεγαλύτερη απουσία CP/CPK και ασπιρίνης 

(54.5±15.4% απουσία έναντι 12.6±15.6% παρουσία CP/CPK και ασπιρίνης, ρ<0.03, 

εικόνες 21,22).

r

CP/CPK, Ασπιρίνη +

Εικόνα 21, Αναστολή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων σε PRP από την Lp(a) (40 

fig πρωτεΐνης/ml), μετά από ενεργοποίηση με PAF, παρουσία και απουσία CP/CPK και 

ασπιρίνης
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Εικόνα 22. Επίδραση της Lp(a) στην συσσώρευση των αιμοπεταλίων σε PRP παρουσία 

και απουσία CP/CPK και ασταρίνης, μετά από ενεργοποίηση με PAF.

A) PBS (τυφλό).

Β) Lp(a) 40 pg πρωτεΐνης/m l 

Γ) PBS (τυφλό).

Δ) Lp(a) 40 pg πρωτεΐνης/m l
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Ρ
Συνεπώς από το παρών καθώς και το προηγούμενο αποτέλεσμα συνάγεται ότι η 

Lp(a) αναστέλλει τόσο την πρωτογενή συσσώρευση που προκαλεί ο PAF όσο και την 

δευτερογενή συσσώρευση που προκαλείται από εκκρινόμενους αγωνιστές των 

ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων.

Στην συνέχεια, για να διευκρινισθεί ο τρόπος με τον οποίο επιτυγχάνεται η 

αναστολή που παρατηρήθηκε στα πειράματα της συσσωρευομετρίας, διερευνήθηκε 

με χρήση κυτταρομετρίας ροής η επίδραση της Lp(a) στην έκφραση του 

άΓιμοπεταλιακού υποδοχέα am,p3 (γνωρίζοντας ότι ο υποδοχέας αυτός μέσω της 

πρόσδεσης του Fg αποτελεί τον τελικό αποδέκτη της δράσης όλων των αγωνιστών 

των αιμοπεταλίων παίζοντας με τον τρόπο αυτό κυρίαρχο ρόλο στην συσσώρευση 

των κυττάρων αυτών) μετά από ενεργοποίηση με PAF. Για το λόγο αυτό 

χρησιμοποιήθηκε το εξειδικευμένο mAb PAC-1, το οποίο συνδέεται μόνο στον 

ενεργοποιημένο υποδοχέα ενώ δεν αναγνωρίζει την μη ενεργοποιημένη μορφή αυτού.

Εικόνα 23. Επίδραση της Lp(a) (40 jig  πρωτεΐνης/ml) στην έκφραση του υποδοχέα 

αιη,βϊ πριν και μετά την ενεργοποίηση αιμοπεταλίων σε PRP με PAF απουσία και 

παρουσία CP/CPK και ασπιρίνης.

Όπως φαίνεται στην εικόνα 23 τα μη ενεργοποιημένα αιμοπετάλια δεν 

εκφράζουν anbP3· Όταν τα αιμοπετάλια ενεργοποιήθηκαν, απουσία ή παρουσία
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CP/CPK και ασπιρίνης, με PAF (80 nM) υπήρξε έκφραση 23.0% και 3% αντίστοιχα 

επί του συνόλου αυτών. Όταν προστέθηκε η Lp(a) (σε τελική συγκέντρωση 40 pg 

πρωτεΐνης/ml, η οποία από την προηγούμενη εμπειρία στα πειράματα*, 

συσσωρευομετρίας προκαλεί αναστολή της συσσώρευσης) η έκφραση αυτή μειώθηκε 

στο 12.1% και 1.2% (εικόνα 23) αντίστοιχα προκαλώντας αναστολή της τάξης του 

47.4% και 60.0% αντίστοιχα (εικόνες 24-26). Συνεπώς από τα παραπάνω 

αποτελέσματα (τα οποία έρχονται σε συμφωνία με αυτά της συσσωρευομετρίας) 

συνάγεται ότι η Lp(a) αναστέλλει τόσο την πρωτογενή συσσώρευση που προκαλεί ο 

PAF όσο και την δευτερογενή συσσώρευση η οποία προκαλείται από εκκρινόμενους 

αγωνιστές των ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων, διαδικασία στην οποία η Lp(a) 

παρεμβαίνει επηρεάζοντας την έκφραση του υποδοχέα am$3·

Εικόνα 24. Αναστολή της έκφρασης του υποδοχέα amfi3 από την Lp(a) (40 pg 

πρωτεΐνης/ml) αιμοπεταλίων σε PRP μετά από ενεργοποίηση με PAF παρουσία ή 

απουσία CP/CPK και ασπιρίνης.
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PAC-1 PAC-1

Εικόνα 25. Αντιπροσωπευτικό κυτταρομετρικό προφίλ της αναστολής της πρόσδεσης 

του PAC-1 από την Lp(a) (40 pg πρωτεΐνης/ml), αιμοπεταλίων σε PRP τα οποία 

ενεργοποιήθηκαν με PAR Α: αιμοπετάλια, A/Lp(a): αιμοπετάλια παρουσία Lp(a), Ε: 

ενεργοποιημένα αιμοπετάλια, E/Lp(a): ενεργοποιημένα αιμοπετάλια παρουσία Lp(a).

Εικόνα 26. Αντιπροσωπευτικό κυτταρομετρικό προφίλ της αναστολής της πρόσδεσης 

-του PAC-1 από την Lp(a) (40 pg πρωτεΐνης/ml), αιμοπεταλίων σε PRP τα οποία 

ενεργοποιήθηκαν με PAR παρουσία CP/CPK και ασπιρίνης. Α: αιμοπετάλια, A/Lp(a): 

αιμοπετάλια παρουσία Lp(a), Ε: ενεργοποιημένα αιμοπετάλια, E/Lp(a):

ενεργοποιημένα αιμοπετάλια παρουσία Lp(a).
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Ιδιαίτερα η αναστολή της δευτερογενούς συσσώρευσης μπορεί να οφείλεται: i) 

είτε στο ότι η λιποπρωτεΐνη αυτή αναστέλλει την δράση ενδογενώς παραγόμενων 

αγωνιστών (ADP και ΤχΑ2) αφότου αυτοί εκκριθούν, ii) είτε ότι αναστέλλει την* 

έκκριση των αγωνιστών αυτών, iii) είτε και τα δύο. Για να διερευνήσουμε περαιτέρω 

τον τρόπο με τον οποίο η Lp(a) αναστέλλει την δευτερογενή συσσώρευση 

εξετάστηκε η δράση της σε αιμοπετάλια τα οποία ενεργοποιήθηκαν με έναν από τους 

εκκρινόμενους αγωνιστές (ADP). Παράλληλα χρησιμοποιήθηκε και ο αγωνιστής των 

αιμοπεταλίων TRAP (thrombin receptor activating peptide) το οποίο αποτελεί το 

14/πεπτίδιο ενεργοποίησης του υποδοχέα της θρομβίνης και το οποίο 

χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας, αφού η δράση του είναι ανεξάρτητη αυτής του 

εκκρινόμενου ADP.
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Εικόνα 27. Αναστολή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων σε PRP από την Lp(a), μετά 

από ενεργοποίηση με ADP, TRAP.
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^Εικόνα 28. Ετήδραση της Lp(a) στην συσσώρευση των αιμοπεταλίων σε PRP μετά από 

ενεργοποίηση με ADP (A, Β), TRAP (Γ\ Δ).

A) PBS (τυφλό).

Β) Lp(a) 80 pg πρωτεΐνης/m l 

~ Γ) PBS (τυφλό).

Δ) Lp(a) 80 pg πρωτεΐνης/ml.
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Παρουσία της Lp(a) παρατηρήθηκε μια δοσοεξαρτώμενη αναστολή της 

συσσώρευσης των αιμοπεταλίων, τα οποία ενεργοποιήθηκαν με ADP (1 μΜ), με την 

μεγαλύτερη ανασταλτική δράση αυτής να αντιστοιχεί στην μεγαλύτερη συγκέντρωση . 

(80 pg πρωτεΐνης/ml) και ήταν της τάξης του 44.6%. Επιπλέον, στην συγκέντρωση 

αυτή η Lp(a) παρουσίασε αναστολή της τάξης του 75.0% σε αιμοπετάλια που 

ενεργοποιήθηκαν με TRAP (2.4 μΜ) (εικόνες 27, 28). Η ενεργοποίηση με ADP ή 

TRAP οδήγησε σε μη αντιστρεπτή συσσώρευση των αιμοπεταλίων γεγονός το οποίο 

(όπως και στην περίπτωση ενεργοποίησης με PAF) δεν παρατηρήθηκε παρουσία της 

Lp(a). Από τα αποτελέσματα αυτά φαίνεται ότι η Lp(a) αναστέλλει την δράση του 

ADP, ενώ παράλληλα μπορεί και αναστέλλει και την δράση του TRAP στην 

συσσώρευση των αιμοπεταλίων.

Στη συνέχεια θελήσαμε να διερευνήσουμε κατά πόσο η Lp(a) αναστέλλει την 

έκκριση του ΑΤΡ η οποία προκαλείται από τον PAF (το οποίο βρίσκεται 

αποθηκευμένο στα πυκνά κοκκία των αιμοπεταλίων και η έκκριση του οποίου 

αποτελεί δείκτη της ενεργοποιήσεως των κυττάρων αυτών). Με δεδομένο ότι η 

συγκέντρωση των 80 μg πρωτεΐνης/ml είναι αυτή η οποία παρουσίασε την 

μεγαλύτερη ανασταλτική δράση της Lp(a) στην συσσώρευση των αιμοπεταλίων, 

έγινε έλεγχος αυτής και στην πιθανή επίδρασή της στην έκκριση του ΑΤΡ.

Η Lp(a) στην συγκεκριμένη συγκέντρωση παρου,σίασε πλήρη αναστολή (100%) 

της έκκρισης του ΑΤΡ από τα πυκνά κοκκία αιμοπεταλίων που ενεργοποιήθηκαν με 

PAF. Το αποτέλεσμα αυτό δεν εξειδικευμένο έναντι της δράσης του αγωνιστή αυτού 

στα αιμοπετάλια αφού παρόμοια αναστολή (100%) παρατηρήθηκε και όταν σαν  ̂

αγωνιστές χρησιμοποιήθηκαν ADP και TRAP. Η αναστολή της έκκρισης 

συνοδεύτηκε από παράλληλη αναστολή της συσσώρευσης (47.8% με PAF, 51.4% με 

ADP, 82.4% με TRAP) η οποία ήταν μεγαλύτερη σε αιμοπετάλια τα οποία 

ενεργοποιήθηκαν με TRAP (εικόνες 29-31).
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Εικόνα 29. Αναστολή της συσσώρευσης και της έκκρισης ΑΤΡ αιμοπεταλίων σε PRP 

από την Lp(a) (80 pg πρωτεΐνης/ml), μετά από ενεργοποίηση με PAFt ADP και TRAP.
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Εικόνα 30. Επίδραση της Lp(a) στην συσσώρευση και στην έκκριση του ΑΤΡ 

αιμοπεταλίων σε PRP μετά από ενεργοποίηση με PAF . A) PBS (τυφλό), Β) Lp(a) 80yn,\/o 

pg πρωτεΐνης/ml. ^  u

£
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Εικόνα 31. Επίδραση της Lp(a) στην συσσώρευση και στην έκκριση του ΑΤΡ 

αιμοπεταλίων σε PRP μετά από ενεργοποίηση με ADP (A, Β), TRAP (Γ, Δ).

A) PBS (τυφλό).

Β) Lp(a) 80 pg πρωτεΐνης/ml.

Γ) PBS (τυφλό).

Δ) Lp(a) 80 pg πρωτεΐνης/ml.
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Συμπερασματικά, η Lp(a) αναστέλλει την έκκριση του ADP που προκαλείται 

από τον PAF, ενώ επίσης αναστέλλει και την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων που 

προκαλείται από το ADP. Στηριζόμενοι στο εύρημα ότι η Lp(a) αναστέλλει την 

συσσώρευση αλλά και την έκκριση από το TRAP συνάγεται το συμπέρασμα ότι η 

λιποπρωτεΐνη αυτή αναστέλλει την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με ένα γενικό 

μηχανισμό ο οποίος είναι ανεξάρτητος από το είδος του αγωνιστή που 

χρησιμοποιείται αφού παρουσία PAF, ADP και TRAP προκάλεσε σημαντική 

αναστολή της συσσώρευσης αλλά και της έκκρισης του ΑΤΡ. Όσο αφορά τον PAF η 

Lp(a) μπορεί και παρεμβαίνει στην δευτερογενή συσσώρευση, δράση η οποία 

αποδίδεται στην ικανότητα της λιποπρωτεΐνης αυτής να αναστέλλει αφενός μεν την 

έκκριση αλλά και την συσσώρευση που προκαλεί ο ενδογενώς παραγόμενος 

αγωνιστής (ADP).

V

Επίδραση της Lp(a) στη συσσώρευση πλυμένων αιμοπεταλίων από τον PAF

Στην συνέχεια θελήσαμε να διερευνήσουμε ποια από τα συστατικά της Lp(a) 

είναι υπεύθυνα για την βιολογική της δράση. Επικεντρώσαμε το ενδιαφέρον μας στο 

ρόλο της PAF-AH η οποία διαφοροποιεί την δράση Lp(a) ως προς τον PAF αλλά και 

στην συνεισφορά της apo(a), η οποία αποτελεί χαρακτηριστικό συστατικό της Lp(a) 

το οποίο διαφοροποιεί την λιποπρωτεΐνη αυτή από την LDL. Για το σκοπό αυτό έγινε 

παρασκευή πλυμένων αιμοπεταλίων τα οποία, σε αντίθεση με το PRP το οποίο 

προσομοιάζει με τις in vivo συνθήκες, επιτρέπουν την εξειδικευμένη μελέτη της 

δράσης της Lp(a) αλλά και των επιμέρους δομικών συστατικών στα κύτταρα αυτά, 

αφού σύμφωνα με την παρασκευή αυτή παίρνουμε αιμοπετάλια που είναι 

απαλλαγμένα από τα υπόλοιπα συστατικά του πλάσματος. Αρχικά έγινε
4

ενεργοποίηση με PAF ο οποίος όμως δεν αποτέλεσε ισχυρό αγωνιστή για τα 

^αιμοπετάλια αυτά, αφού ακόμα και σε συγκέντρωση 50 ηΜ προκάλεσε μέγιστη 

συσσώρευση της τάξης του 3±1% ενώ η ταχύτητα της συσσώρευσης που αντιστοιχεί

στην μεταβολή της συσσώρευσης % /min ήταν 8±2 (εικόνες 32, 33). Με δεδομένο ότι
✓
ο PAF δεν προκαλεί ισχυρή ενεργοποίηση αιμοπεταλίων που έχουν παρασκευαστεί 

με το συγκεκριμένο τρόπο, σε επόμενες παρασκευές πλυμένων αιμοπεταλίων έγινε
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ενεργοποίηση με Α23187 το οποίο αποτελεί τον ιονοφόρο του Ca2+ σε τελική 

συγκέντρωση 4.9 μΜ. Παρουσία του Α23187 παρατηρήθηκε μεγίστη συσσώρευση
*

των αιμοπεταλίων της τάξης του 43+9% και ταχύτητα συσσώρευσης 108±6 (εικόνες *

32, 33). Παρουσία της Lp(a) (60 \ig πρωτεΐνης/ml) παρατηρήθηκε αναστολή της

συσσώρευσης καθώς και της ταχύτητας αυτής κατά 22.4+2.8% και 54.5±1.9%

αντίστοιχα. Όταν έγινε προηγούμενη απενεργοποίηση της ενδογενούς PAF-AH της

Lp(a) [pefa Lp(a)] οι αντίστοιχες αναστολές που παρατηρήθηκαν ήταν 20.4+3.5% και

48.2±5.2% (εικόνες 34, 34), ένδειξη ότι η PAF-AH της Lp(a) δεν διαδραματίζει

σημαντικό ρόλο στην ανασταλτική δράση της Lp(a) ως προς την συσσώρευση από το

ιονοφόρο Α23187. Όταν σαν αγωνιστής χρησιμοποιήθηκαν συνεργειακά Α23187 (4.9

μΜ) και PAF (50 ηΜ) το μέγιστο της συσσώρευσης παρέμεινε αμετάβλητο (43±9%)

ενώ παρατηρήθηκε αύξηση της ταχύτητας με την οποία αυτή επιτυγχάνεται (169+5) -

(εικόνες 32, 33). Παρουσία της Lp(a) παρατηρήθηκε μείωση της αναστολή της

συσσώρευσης (14.9±1.5%) σε σχέση με αυτή που παρατηρήθηκε όταν

χρησιμοποιήθηκε μόνο του το Α23187, ενώ το ίδιο φαινόμενο παρατηρήθηκε και για

το σωματίδιο την pefa Lp(a) (αναστολή 6.4±7.1%, εικόνα 34). Επίσης υπήρξε μείωση

και στην αναστολή της ταχύτητα της συσσώρευσης και για τα δύο σωματίδια

[27.9+2.0% για την Lp(a) και 22.4±4.5% για την pefa Lp(a), εικόνα 35). Συνεπώς,
*

από τα αποτελέσματα αυτά προκύπτει ότι η PAF-AH δεν επηρεάζει σημαντικά την 

ανασταλτική δράση της Lp(a) ως προς την συσσώρευση από τον PAF.
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Εικόνα 32. Ενεργοποίηση πλυμένων αιμοπεταλίων παρουσία PAF και Α23187.

3  200 Ί
ε

PAF Α23187 A23187+PAF

Εικόνα 33. Ενεργοποίηση πλυμένων αιμοπεταλίων παρουσία PAF και Α23187.
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Εικόνα 34. Αναστολή της συσσώρευσης πλυμένων αιμοπεταλίων από τις Lp(a), pefa 

Lp(a) (60 pg πρωτεΐνης/ml) μετά από ενεργοποίηση με PAF, Α23187.
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◄----------------------- ► ◄-----------------------►
A23187 A23187 + PAF

Εικόνα 35. Αναστολή της ταχύτητας συσσώρευσης πλυμένων αιμοπεταλίων από τις 

Lp(a), pefa Lp(a) (60 pg πρωτεΐνης/ml) μετά από ενεργοποίηση με PAF, Α23187.
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Μια μέθοδος παρασκευής ανθρώπινων πλυμένων αιμοπεταλίων ευαίσθητων

στην επίδραση του PAF είναι αυτή που προτάθηκε από τους Lotner και συν. (248)

και η οποία στηρίζεται στην απομόνωση αιμοπεταλίων παρουσία ερυθροκυττάρων.

Πράγματι, συγκεντρώσεις PAF 5-10 ηΜ (ανάλογα με την ευαισθησία των

αιμοπεταλίων) προκάλεσαν μέγιστη συσσώρευση της τάξης του 35±5% (εικόνα

38Α). Σε πλυμένα αιμοπετάλια που παρασκευάστηκαν με αυτό τον τρόπο η Lp(a)

(10-60 pg πρωτεΐνης/ml) ανέστειλε με δοσοεξαρτώμενο τρόπο την συσσώρευση 
♦

αυτών με την μέγιστη συγκέντρωση αυτής (60 \ig πρωτεΐνης/ml) να παρουσιάζει την 

μεγαλύτερη ανασταλτική δράση (37.8±5.1%) (εικόνες 36, 38Β). Απενεργοποίηση της 

ενδογενούς PAF-AH δεν διαφοροποίησε την ανασταλτική δράση της Lp(a). Στη 

συνέχεια για να διερευνήσουμε τον πιθανό ρόλο της apo(a) στην ανασταλτική δράση 

της Lp(a) παρασκευάστηκε Lp(a-) δηλαδή λιποοπρωτεΐνη χωρίς την apo(a). Βρέθηκε 

ότι το λιποπρωτεϊνικό αυτό σωματίδιο, όχι μόνο διατήρησε την δράση της Lp(a) αλλά 

ήταν ικανό να αναστείλει ακόμη εντονότερα την συσσώρευση (αναστολή της 

συσσώρευσης 66.7±3.5% για την συγκέντρωση των 60 πρωτεΐνης/ml, εικόνες 36, 

37, 38Γ). Παράλληλα, σε σύγκριση με την Lp(a) μελετήθηκε και η δράση της LDL, η 

οποία μοιάζει δομικά με την Lp(a-), με σκοπό να διαπιστωθεί (με έμμεσο τρόπο) η 

συνεισφορά της apo(a) στην ανασταλτική δράση που παρουσιάζει το σωματίδιο της 

Lp(a). Δεν παρατηρήθηκε ανάλογη ανασταλτική δράση για το σωματίδιο της LDL 

στο ίδιο εύρος συγκέντρωσης με αυτό της Lp(a) αλλά και της Lp(a-) (εικόνες 37, 

38Δ). Η αναστολή της συσσώρευσης για την LDL στην συγκέντρωση των 60 \ig 

προπεΐνης/πιΐ ήταν της τάξης του 13.3±14.8% η οποία είναι αρκετά μικρότερη των 

αντίστοιχων της Lp(a) και Lp(a-) στην ίδια συγκέντρωση (37.8±5.1% και 

66.7±3.5%). Παρόμοια αποτελέσματα ελήφθησαν όταν οι συγκεντρώσεις των Lp(a), 

. Lp(a-) και LDL, εξαιτίας του διαφορετικού πρωτεϊνικού περιεχομένου τους, 

εκφράστηκαν σαν pg λιποπρωτεϊνικής μάζας /ml. Με βάση τα αποτελέσματα αυτά 

φαίνεται ότι η ανασταλτική δράση της Lp(a) ως προς τον PAF οφείλεται σε 

ξεχωριστά δομικά χαρακτηριστικά που έχει το σωματίδιο της Lp(a-) και η εκδήλωση 

των οποίων παρεμποδίζεται παρουσία της apo(a) αλλά και διαφοροποιούνται σε 

σχέση με την LDL.

 ̂ Στην συνέχεια, όπως και στην περίπτωση του PRP, διερευνήθηκε με χρήση 

. κυτταρομετρίας ροής η επίδραση της Lp(a) στην έκφραση του αιμοπεταλιακού 

υποδοχέα am>p3 μετά από ενεργοποίηση με PAF. Όπως φαίνεται στις εικόνες 39-42
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σε αιμοπετάλια τα οποία ενεργοποιήθηκαν με PAF 80 nM Lp(a), Lp(a-) και LDL 

σωματίδια σε συγκέντρωση που παρουσίασαν μεγίστη ανασταλτική δράση στα 

πειράματα της συσσωρευομετρίας (60 pg πρωτεΐνης/ml) ήταν επίσης ικανά να . 

αναστείλουν (σε διαφορετικό βαθμό το καθένα) και την έκφραση του υποδοχέα 

anbP3- Συγκεκριμένα, η Lp(a) προκάλεσε αναστολή της τάξης του 59.6±13.7%. Η 

δράση αυτή ήταν εντονότερη όταν απομακρύνθηκε η apo(a) [Lp(a-), 94.7±4.5%]. 

Αντίθετα, αρκετά μικρότερη αναστολή του am$3 παρουσίασε η LDL (21.5+30.4%). 

Τα παραπάνω αποτελέσματα της αναστολής από τα λιποπρωτεϊνικά σωματίδια Lp(a), 

Lp(a-) και LDL της έκφρασης του am ^ που προκαλεί ο PAF, είναι σε συμφωνία με 

τα αποτελέσματα της συσσωρευομετρίας.

I

♦
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Εικόνα 36. Δοσοεξαρτώμενη αναστολή της συσσώρευσης πλυμένων αιμοπεταλίων 

κατά Lotner από τις Lp(a), Lp(a-) μετά από ενεργοποίηση με PAF.

Εικόνα 37. Δοσοεξαρτώμενη αναστολή της συσσώρευσης πλυμένων αιμοπεταλίων 

ϋατά Lotner από τις LDL, Lp(a-) μετά από ενεργοποίηση με PAF.

141



A) B)

i r

C h arn el 1

TVn«
Χρόνος (mh)

C fw m eil

1 k ik » (n *iM c )

Εικόνα 38. Επίδραση των Lp(a), LDL, Lp(a-), στην συσσώρευση πλυμένων 

αιμοπεταλίων κατά Lotner; μετά goto ενεργοποίηση με PAF.

A) PBS (τυφλό).

Β) Lp(a) (60 pg πρωτεΐνης/ml).

Γ) Lp(a-) (60 pg πρωτεΐνης/ml).

Δ) LDL (60 pg πρωτεΐνης/ml).
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Εικόνα 39. Αναστολή της έκφρασης του υποδοχέα α ^ β 3 από τις Lp(a), LDL, Lp(a-) 

(60 pg πρωτεΐνης/ml) πλυμένων αιμοπεταλίων κατά Lotner μετά από ενεργοποίηση με 

PAF.

A/Lp(a)

* Εικόνα 40. Αντιπροσωπευτικό κυτταρομετρικό προφίλ της αναστολής της πρόσδεσης 

του PAC-1 από την Lp(a) (60 pg πρωτεΐνης/ml), πλυμένων αιμοπεταλίων κατά Lotner 

τα οποία ενεργοποιήθηκαν με PAF. Α: αιμοπετάλια, A/Lp(a): αιμοπετάλια παρουσία
s

Lp(a), Ε: ενεργοποιημένα αιμοπετάλια, E/Lp(a): ενεργοποιημένα αιμοπετάλια 

παρουσία Lp(a).
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PAC-1

Εικόνα 4L  Αντιπροσωπευτικό κοτχαρομετρικό προφίλ της αναστολής της πρόσδεσης 

τον PAC-1 από την Lp(a-) (60 pg πρωτεΐνης/mi), πλυμένων αιμοπεταλίων κατά Lotner 

τα οποία ενεργοποιήθηκαν με PAF. Α: αιμοπετάλια, A/Lp(a-): αιμοπετάλια παρουσία 

Lp(a-), Ε: ενεργοποιημένα αιμοπετάλια, E/Lp(a-): ενεργοποιημένα αιμοπετάλια 

παρουσία Lp(a-).

PAC-1

Εικόνα 42. Αντιπροσωπευτικό κυτταρομετρικό προφίλ της αναστολής της πρόσδεσης 

του PAC-1 από την LDL (60 pg πρωτεΐνης/ml), πλυμένων αιμοπεταλίων κατά Lotner 

τα οποία ενεργοποιήθηκαν με PAF. Α: αιμοπετάλια, Α/LDL: αιμοπετάλια παρουσία 

LDL, Ε: ενεργοποιημένα αιμοπετάλια, Ε/LDL: ενεργοποιημένα αιμοπετάλια παρουσία 

LDL.

144



V

Για να διαπιστωθεί αν η ανασταλτική δράση της Lp(a), στα πλυμένα

αιμοπετάλια, αφορά μόνο τον PAF ή αποτελεί γενικότερο λειτουργικό

χαρακτηριστικό της λιποπρωτεΐνης αυτής εξετάστηκε η πιθανή επίδρασή της στην

ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων αυτών με τον υδατοδιαλυτό αγωνιστή TRAP. Σε

πλυμένα, κατά Lotner, αιμοπετάλια η Lp(a) ανέστειλε με δοσοεξαρτώμενο τρόπο την

συσσώρευση που προκαλεί ο συγκεκριμένος αγωνιστής (TRAP 20 μΜ) προκαλώντας

αντιστρεπτή συσσώρευση. Παρόμοια δράση παρουσίασε και το σωματίδιο της LDL 
*

ίδιο μοντέλο αιμοπεταλίων, ένδειξη ότι η apo(a) δεν παίζει κάποιο ρόλο στην 

βιολογική (ανασταλτική) δράση της Lp(a). Μάλιστα οι παρατηρούμενες αναστολές 

είναι μεγαλύτερες αυτών που παρατηρήθηκαν, και για τα δύο σωματίδια, παρουσία 

PAF. Έτσι, στην συγκέντρωση των 80 μg πρωτεΐνης/ml η αναστολή που 

παρατηρήθηκε για την Lp(a) ήταν της τάξης του 63.4% ενώ για την LDL 48.8% 

(εικόνες 43, 45). Για την συγκεκριμένη συγκέντρωση, και για τα δύο λιποπρωτεϊνικά 

σωματίδια, ανάλογη ήταν και η αναστολή της έκφρασης του am$3 αιμοπεταλίων μετά 

από ενεργοποίηση με TRAP 50-100 μΜ (40.3±5.6% για την Lp(a) και 51.1±1.8% για 

την LDL) (εικόνες 47, 49, 50).

Το ίδιο φαινόμενο παρατηρήθηκε και στο “κλασικό” σύστημα πλυμένων 

αιμοπεταλίων που ενεργοποιήθηκαν με TRAP τελικής συγκέντρωσης 30 μΜ. Υπήρξε 

δοσοεξαρτώμενη αναστολή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων από το σωματίδιο 

της Lp(a), ενώ το ίδιο φαινόμενο παρατηρήθηκε και για αυτό της LDL. Η μεγαλύτερη 

αναστολή βρέθηκε να αντιστοιχεί στην συγκέντρωση των 80 pg πρωτεΐνης/ml και 

ήταν 40.0% για την Lp(a), ενώ για η αντίστοιχη για την LDL ήταν 60.0% (εικόνες 44, 

46). Σε συμφωνία με τα αποτελέσματα της συσσωρευομετρίας ήταν και αυτά που 

ελήφθησαν σε μετέπειτα πειράματα κυτταρομετρίας (εικόνες 48, 51, 52). 

Συγκεκριμένα η αναστολή του α ^β 3 μετά από ενεργοποίηση με TRAP 50-100 μΜ 

παρουσία της Lp(a) (80 μg πρωτεΐνης/ml) ήταν της τάξης του 64.8±12.7% ενώ για 

την LDL της ίδια συγκέντρωσης 48.1±9.2%.
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Εικόνα 43. Δοσοεξαρτώμενη αναστολή της συσσώρευσης πλυμένων αιμοπεταλίων 

κατά Lotner από τις Lp(a), LDL μετά από ενεργοποίηση με TRAP.

80 η
ρ-
e

20 40 60 80 20 40 60 80
◄ --------------------------►  < -------------------------- ►

Lp(a) LDL
______________ ^ π ρ ω τα νη ς /π τ ί)________ (pg πρωτεΐνης/nil)______

/
Εικόνα 44. Δοσοεξαρτώμενη αναστολή της συσσώρευσης πλυμένων αιμοπεταλίων από 

τις Lp(a), LDL μετά από ενεργοποίησί] με TRAP:
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Εικόνα 45. Επίδραση των Lp(a), LDL στην συσσώρευση πλυμένων αιμοπεταλίων κατά 

Lotner, μετά από ενεργοποίηση με TRAP.

'■A) PBS (τυφλό).

Β) Lp(a) (80 pg πρωτεΐνηςίηιΐ).

D) LDL (80 pg πρωτεΐνης/ml).
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Εικόνα 46. Επίδραση των Lp(a), LDL στην συσσώρευση πλυμένων αιμοπεταλίων, μετά 

από ενεργοποίηση με TRAP.

A) PBS (τυφλό).

Β) Lp(a) (80 μg πρωτεΐνης!ml).

Γ) LDL (80 pg πρωτεΐνης/ml).
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Εικόνα 47. Αναστολή της έκφρασης του υποδοχέα α ^ β 3 από τις Lp(a), LDL, (80 pg 

πρωτεΐνης/ml) πλυμένων αιμοπεταλίων κατά Lotner, μετά από ενεργοποίηση με TRAP.

100 η

Lp(a) LDL

Εικόνα 48. Αναστολή της έκφρασης του υποδοχέα αηφ3 από τις Lp(a), LDL, (80 pg 

, ^ πρωτεΐνης/ml) πλυμένων αιμοπεταλίων, μετά από ενεργοποίηση με TRAP.
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Εικόνα 49: Αντιπροσωπευτικό κντταρομετρικό προφίλ της αναστολής της πρόσδεσης 

τον PAC-1 από την Lp(a) (80 pg πρωτεΐνης/ml), πλυμένων αιμοττεταλίων κατά Lotner 

τα οποία ενεργοποιήθηκαν με TRAP. Α: αιμοπετάλια, A/Lp(a): αιμοπετάλια παρουσία 

Lp(a), Ε: ενεργοποιημένα αιμοττετάλια, E/Lp(a): ενεργοποιημένα αιμοπετάλια 

παρουσία Lp(a).

Εικόνα 50. Αντιπροσωπευτικό κντταρομετρικό προφίλ της αναστολής της πρόσδεσης 

του PAC-1 από την LDL (80 pg πρωτεΐνης/ml), πλυμένων αιμοττεταλίων κατά Lotner 

τα οποία ενεργοποιήθηκαν με TRAP. Α: αιμοπετάλια, Α/LDL: αιμοπετάλια παρουσία 

LDL, Ε: ενεργοποιημένα αιμοπετάλια, Ε/LDL: ενεργοποιημένα αιμοπετάλια παρουσία 

LDL,.
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Εικόνα Si. Αντιπροσωπευτικό κυτταρομετρικό προφίλ της αναστολής της πρόσδεσης 

του PAC-1 από την Lp(a) (80 pg προηεΐνης/ml), πλυμένων αιμοπεταλίων τα οποία 

ενεργοποιήθηκαν με TRAP. Α: αιμοπετάλια, A/Lp(a): αιμοπετάλια παρουσία Lp(a), Ε: 

ενεργοποιημένα αιμοπετάλια, E/Lp(a): ενεργοποιημένα αιμοπετάλια παρουσία Lp(a).

έικόνα 52. Αντιπροσωπευτικό κυτταρομετρικό προφίλ της αναστολής της πρόσδεσης 

$ου PAC-J από την LDL (80 pg πρωτεΐνης/ml), πλυμένων αιμοπεταλίων τα οποία 

ενεργοποιήθηκαν με TRAP. Α: αιμοπετάλια, Α/LDL: αιμοπετάλια παρουσία LDL, Ε: 

ενεργοποιημένα αιμοπετάλια, Ε/LDL: ενεργοποιημένα αιμοπετάλια παρουσία LDL.
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Επίδραση της Lp(a) στην πρόσδεση του Fg-FITC στον υποδοχέα am,p3

Είναι γνωστό ότι κατά την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων ο υποδοχέας am,p3 

αλλάζει διαμόρφωση, με αποτέλεσμα την αναγνώριση και δέσμευση διαφόρων 

προσδετών, κυρίως του Fg, που οδηγούν στην συσσώρευση των αιμοπεταλίων. Η 

δέσμευση γίνεται διαμέσου της αλληλουχίας Arg-Gly-Asp (RGD) που βρίσκεται σε 

όλα τα προσκολλητικά μόρια του υποδοχέα απυβ3-

Με δεδομένο ότι RGD αλληλουχία έχει ταυτοποιηθεί στο μόριο της apo(a) (19), 

αλλά και για να διερευνηθεί περαιτέρω ο τρόπος με τον οποίο η Lp(a) ασκεί 

ανασταλτική δράση στην ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων μελετήθηκε η δράση της 

στην πρόσδεση του Fg-FITC στον υποδοχέα αιη>β3 σε ενεργοποιημένα με ADP (100 

μΜ) αιμοπετάλια σε PRP. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της 

κύτταρο μέτριας ροής όπως περιγράφεται στην μεθοδολογία.

Τυπικό προφίλ πρόσδεσης του Fg-FITC στον υποδοχέα φαίνεται στην εικόνα 

54. Η μέση ένταση φθορισμού (MFI) του Fg-FITC των μη ενεργοποιημένων 

αιμοπεταλίων, βρίσκεται στο ίδιο σημείο με την MFI των ενεργοποιημένων 

αιμοπεταλίων παρουσία του RGDS. Όμως η MFI των ενεργοποιημένων 

αιμοπεταλίων μετακινείται προς τα δεξιά γεγονός που αποτελεί ένδειξη 

προσκόλλησης του Fg στον υποδοχέα a ^ 3- Παρουσία του RGDS αναστέλλεται η 

πρόσδεση του Fg, με αποτέλεσμα την μείωση της MFI του Fg-FITC.

Όπως φαίνεται στις εικόνες 53, 54 το πεπτίδιο RGDS (το οποίο 

χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας της πρόσδεσης του Fg-FITC) σε τελική _ 

συγκέντρωση 1 mM (433 pg/ml) προκάλεσε πλήρη αναστολή της πρόσδεσης του Fg- 

FITC (95.7%). Παράλληλα έγινε και έλεγχος της Lp(a) σε τελικές συγκεντρώσεις 40 

και 80 μg πρωτεΐνης/ml, οι οποίες με βάση την εμπειρία των προηγούμενων 

πειραμάτων αναστέλλουν την ενεργοποίηση (συσσώρευση, έκκριση ΑΤΡ και 

έκφραση του υποδοχέα am$3) των αιμοπεταλίων. Παρατηρήθηκε σημαντική 

ανασταλτική δράση της Lp(a) στην πρόσδεση του Fg-FITC η οποία ήταν της τάξης 

του 70.6% για την συγκέντρωση των 80 pg πρωτεΐνης/ml (πίνακας 9, εικόνες 57, 55).
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Πίνακας 9. Επίδραση της συγκέντρωσης της Lp(a) στην πρόσδεση του Fg-FITC στον 

υποδοχέα α\ιφ$ ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων.

Lp(a)
(pg πρωτεΐνης/ml) ΝΒ ΤΒ SB % Αναστολή

40 36.4 445.6 409.2 60.7

80 30.0 151.5 121.6 70.6
ΝΒ: μη ειδική πρόσδεση, ΤΒ: ολική πρόσδεση, SB: ειδική πρόσδεση

100 Ί

◄-------------------------►
Lp(a) (jig πρωτανης/ml)

Εικόνα 53. Αναστολή της πρόσδεσης του Fg-FITC στον υποδοχέα α ^ β 3 

ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων από το πεπτίδιο RGDS (1 mM) και την Lp(a).
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Εικόνα 54. TvmKO προφίλ κυτταρομετρίας παρουσία και απουσία RGDS (1 mM). Μ/Ε: 

Μη ενεργοποιημένα αιμοπετάλια. E/RGDS: ενεργοποιημένα αιμοπετάλια παρουσία 

RGDS, Ε: ενεργοποιημένα αιμοπετάλια απουσία

Εικόνα 55. Αναστολή της πρόσδεσης του Fg-FITC στα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια 

από την Lp(a) (80 μg πρωτεΐνης/ml). Μ/Ε: Μη ενεργοποιημένα αιμοπετάλια. E/Lp(a): 

ενεργοποιημένα αιμοπετάλια παρουσία Lp(a), Ε: ενεργοποιημένα αιμοπετάλια απουσία
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Στηριζόμενοι στο παραπάνω εύρημα αλλά και λαμβάνοντας υπόψη τα

πειράματα κυτταρομετρίας στα οποία παρατηρήθηκε αναστολή της έκφρασης του

υποδοχέα αιη>β3 μπορούμε να υποθέσουμε ότι είναι πιθανό η Lp(a) και το Fg να δρούν

ανταγωνιστικά μεταξύ τους για πρόσδεση στον ενεργοποιημένο υποδοχέα am$3 ή ότι

το σωματίδιο της Lp(a) προσδένεται σε σημείο της αιμοπεταλιακής μεμβράνης

πλησίον του υποδοχέα επηρεάζοντας με αυτό τον τρόπο άμεσα την πρόσδεση του Fg

και κατ’ επέκταση την λειτουργικότητα του υποδοχέα αυτού. Για να διασαφηνισθεί 
*

περαιτέρω ο ρόλος του Fg στην εκδήλωση της βιολογικής δράσης της Lp(a) στα 

αιμοπετάλια έγινε και πείραμα συσσωρευομετρίας. Έτσι σε πλυμένα αιμοπετάλια τα 

οποία ενεργοποιήθηκαν με TRAP (20 μΜ) η Lp(a) σε τελική συγκέντρωση 80 μg 

πρωτεΐνης/ml παρουσίασε αναστολή της τάξης του 51.0%. Παράλληλη παρουσία 

όμως αυξανόμενης συγκέντρωσης Fg είχε σαν αποτέλεσμα να παρατηρηθεί μια 

δοσοεξαρτώμενη μείωση της ανασταλτικής δράσης της Lp(a) ως προς τη 

συσσώρευση. Έτσι, για την συγκέντρωση των 100 pg/ml Fg (που ήταν και η 

μεγαλύτερη που χρησιμοποιήθηκε) η Lp(a) παρουσίασε αναστολή της συσσώρευσης 

των αιμοπεταλίων της τάξης του 29.7%, (εικόνα 56).

S
5
J ·  60 -
6

0 * 50 100
Fg (pg/ml)

Ε/κόνα 56. Επίδραση του Fg στην αναστολή της συσσώρευσης πλυμένων αιμοπεταλίων 

από την Lp(a) (80 μg πρωτεΐνης/ml) μετά από ενεργοποίηση με TRAP.
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Συμπερασματικά η Lp(a) αναστέλλει την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων από 

όλους τους αγωνιστές με ένα μη ειδικό μηχανισμό στον οποίο δεν φαίνεται να 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο η apo(a) και ειδικότερα ως προς τον PAF ούτε το . 

περιεχόμενο σε PAF-AH. Αντίθετα, η δράση αυτή φαίνεται να αποδίδεται σε κάποιο 

άλλο ενδογενές συστατικό της. Πράγματι τα πειράματα κυτταρομετρίας δείχνουν ότι 

η Lp(a) αναστέλλει τόσο την έκφραση του υποδοχέα am>fc όσο και την πρόσδεση του 

Fg (η οποία αποτελεί τον τελικό αποδέκτη της δράσης όλων των αγωνιστών) σε 

αυτόν με ανταγωνιστικό τρόπο. Συνεπώς είναι πιθανό η ανασταλτική δράση της 

λιποπρωτεΐνης αυτής να οφείλεται στην παρεμπόδιση της πρόσδεσης του Fg στον 

υποδοχέα η οποία όχι μόνο προκαλεί αναστολή της συσσώρευσης αλλά και την 

περαιτέρω ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων, όπως είναι η έκκριση.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΠΕΜΠΤΟ

ΣΥΖΗΤΗΣΗ

ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ PAF-AH ΣΤΗΝ Lp(a) ΣΕ ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΜΕ ΣΤΕΦΑΝΙΑΙΑ ΝΟΣΟ

* Αυξημένα επίπεδα Lp(a) πλάσματος (>30 mg/dl) έχουν θεωρηθεί ως ένας 

ανεξάρτητος παράγοντας κινδύνου για την εμφάνιση πρώιμης καρδιαγγειακής νόσου, 

ιδιαίτερα σε άτομα με αυξημένα επίπεδα ολικής και LDL χοληστερόλης. Η Lp(a) 

μοιάζει δομικά με την LDL, διαφοροποιείται όμως από αυτή γιατί, εκτός από την 

- apoB-ΙΟΟ, περιέχει μια γλυκοπρωτεΐνη, την apo(a), η οποία συνδέεται με την apoB- 

100 με ένα δισουλφιδικό δεσμό. Η apo(a) μοιάζει δομικά με το πλασμινογόνο λόγω 

της παρόμοιας διαμόρφωσης του αμινοτελικού άκρου των δύο μορίων και εμφανίζει 

πολυμορφισμό εξαιτίας του ποικίλου αριθμού Κ4 που μπορεί να υπάρχουν στο μόριό 

της. Εξαιτίας της δομικής ομοιότητας με το πλασμινογόνο, η Lp(a) παρεμποδίζει τη 

θρομβολυτική διαδικασία, ενώ φαίνεται να διαδραματίζει ρόλο και στη διαδικασία 

της αθηρογένεσης (έχει δειχθεί η παρουσία της στις αθηρωματικές πλάκες).

Η PAF-AH είναι ένα αντιφλεγμονώδες ένζυμο το οποίο μεταφέρεται στο 

πλάσμα συνδεδεμένο κυρίως με την LDL και την HDL. Η PAF-AH υδρολύει και 

απενεργοποιεί τον ισχυρό διαμεσολαβητή της φλεγμονής PAF αλλά και τα 

οξειδωμένα φωσφολιπίδια, μόρια που σχηματίζονται κατά την οξείδωση της LDL και 

παίζουν σημαντικό ρόλο στους φλεγμονώδεις μηχανισμούς που συμμετέχουν στην 

αθηρογένεση.

Δυο προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει την ύπαρξη ενεργότητας PAF-AH στην 

. Lp(a) σε νορμολιπιδαιμικά άτομα, υποθέτοντας ένα νέο παθοφυσιολογικό 

' (αντιφλεγμονώδη) ρόλο της Lp(a), πέραν της καλά τεκμηριωμένης παρεμπόδισης της 

Ηνωδόλυσης (234, 235). Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν να μελετήσει την 

ενεργότητα αλλά και τις φαινόμενες τιμές Km και Vmax της PAF-AH στην Lp(a) σε
%
' σύγκριση με αυτές του ενζύμου που βρίσκεται συνδεδεμένο στην LDL σε 

στεφανιαίους ασθενείς και υγιείς μάρτυρες.

'  Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της μελέτης μας αποδεικνύεται για πρώτη φορά 

- *· ότι η Lp(a) των ασθενών με στεφανιαία νόσο μεταφέρει σημαντικά μικρότερη 

ενεργότητα PAF-AH σε σχέση με τους μάρτυρες γεγονός που αποδεικνύεται από τη
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μειωμένη ειδική ενεργότητα καθώς και τις μειωμένες τιμές των φαινόμενων 

κινητικών σταθερών Km και Vmax του ενζύμου. Το φαινόμενο αυτό δεν αποδίδεται
■ί

σε διαφορές των λιπιδαιμικών παραμέτρων όπως είναι οι συγκεντρώσεις Lp(a) και 

LDL του πλάσματος καθώς και τα επίπεδα της PAF-AH πλάσματος, αφού τέτοιες δεν 

παρουσιάστηκαν μεταξύ των δύο ομάδων της μελέτης. Επιπλέον, η μειωμένη 

ενζυμική ενεργότητα PAF-AH στην Lp(a) δεν παρατηρήθηκε σε ασθενείς με 

πρωτοπαθή υπεχοληστερολαιμία (δυσλιπιδαιμία τύπου ΙΙΑ) οι οποίοι παρουσίασαν 

σημαντικά μεγαλύτερες συγκεντρώσεις LDL καθώς και επίπεδα PAF-AH πλάσματος 

σε σχέση είτε με τους μάρτυρες είτε τους στεφανιαίους ασθενείς. Για να διερευνηθεί 

εάν το φαινόμενο αυτό αφορά μόνο την ενεργότητα του ενζύμου στην Lp(a) ή 

αποτελεί και χαρακτηριστικό και άλλων λιποπρωτεϊνών στους στεφανιαίους 

ασθενείς, απομονώθηκε επίσης LDL από τους ίδιους ασθενείς και μάρτυρες 

ταυτόχρονα με την απομόνωση της Lp(a). Ο λόγος που επιλέχθηκε η LDL σε σχέση 

με άλλες λιποπρωτεΐνες ήταν η δομική ομοιότητα της με την Lp(a), αλλά και το ότι 

είναι ο κύριος φορέας της PAF-AH στο πλάσμα. Σε αντίθεση με την Lp(a), βρέθηκε 

ότι η LDL των ασθενών μετέφερε παρόμοια ενεργότητα PAF-AH σε σχέση με εκείνη 

των μαρτύρων. Επιπλέον, το σωματίδιο της Lp(a) των ασθενών μεταφέρει σημαντικά 

μικρότερη ενεργότητα PAF-AH σε σχέση με εκείνη της LDL του ιδίου πληθυσμού, 

ένα φαινόμενο που δεν παρατηρείται στους μάρτυρες. *

Ααμβάνοντας υπόψη ότι όλοι οι στεφανιαίοι ασθενείς της μελέτης ελάμβαναν 

υπολιπιδαιμική αγωγή (ατροβαστατίνη) θελήσαμε να διερευνήσουμε τη πιθανή 

επίδραση αυτής στην ενεργότητα της PAF-AH της Lp(a) στα άτομα αυτά. Για το 

σκοπό αυτό έγινε προσδιορισμός της ενεργότητας του ενζύμου στους 

υπερχοληστερολαιμικούς ασθενείς της μελέτης πριν και μετά την 5μηνη χορήγηση 

ατορβαστατίνης (20 mg/ημέρα). Η θεραπεία με ατορβαστατίνη σύμφωνα με τα 

αποτελεσματά μας προκάλεσε σημαντική μείωση της ενεργότητας της PAF-AH στην 

LDL, η οποία συνοδεύτηκε και από παράλληλη μείωση των επιπέδων στο πλάσμα 

της λιποπρωτεΐνης αυτής, εύρημα που έρχεται σε συμφωνία με τα αποτελέσματα 

πρόσφατα δημοσιευμένη εργασία του Εργαστηρίου μας (253). Αντίθετα δεν 

επηρέασε την ενεργότητα της PAF-AH στην Lp(a) καθώς και τα επίπεδα αυτής στο 

πλάσμα, εύρημα το οποίο αποκλείει την συμμετοχή της υπολιπιδαιμικής θεραπείας 

στο παραπάνω φαινόμενο.

Είναι γνωστό ότι το λιποπρωτεϊνικό περιβάλλον μεταβάλλει την καταλυτική 

συμπεριφορά της PAF-AH (254). Έτσι, προκειμένου να αποκλειστεί το ενδεχόμενο η
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V
μειωμένη ενζυμική ενεργότητα της PAF-AH στην Lp(a) που παρατηρείται στους 

στεφανιαίους ασθενείς της μελέτης να οφείλεται σε διαφορετική σύσταση έναντι 

αυτής των μαρτύρων έγινε προσδιορισμός της χημικής σύστασης [ακριβώς μετά από 

κάθε απομόνωση Lp(a)] ο οποίος όμως αφενός μεν δεν έδειξε κάποια διαφορά μεταξύ 

των ομάδων της και αφετέρου ήταν σύμφωνος με την διεθνή βιβλιογραφία.

Με βάση τα δεδομένα προηγούμενων μελετών η σύνδεση της PAF-AH στην 

Lp(a) γίνεται με την apoB-ΙΟΟ και όχι με την apo(a). Επιπλέον το ισομορφικό 

μέγεθος της τελευταίας έχει δειχτεί ότι επηρεάζει την ειδική ενεργότητα και τις 

φαινόμενες κινητικές σταθερές του ενζύμου (234, 235). Σύμφωνα με τα 

αποτελεσματά μας τόσο το διάμεσο μέγεθος όσο και η % κατανομή των χαμηλού και 

υψηλού μοριακού βάρους δεν παρουσίασαν διαφορές μεταξύ των ομάδων που 

μελετήθηκαν, καθιστώντας την επίπτωση του ισομορφικού μεγέθους της apo(a) στην 

μειωμένη ενεργότητα της PAF-AH στην Lp(a) αμελητέα. Ωστόσο, η απομάκρυνση 

της apo(a) με υπερφυγοκέντρηση από το υπόλοιπο λιποπρωτεϊνικό σωματίδιο μετά 

από αναγωγική διάσπαση με DTT είχε σαν αποτέλεσμα τη σημαντική αύξηση της 

ενζυμικής ενεργότητας της PAF-AH στην Lp(a) των στεφανιαίων (σε επίπεδα 

ανάλογα με αυτά των μαρτύρων), ένα φαινόμενο το οποίο δεν παρατηρήθηκε στην 

Lp(a) των μαρτύρων. Το εύρημα αυτό δηλώνει ότι η Lp(a) των ασθενών με 

στεφανιαία νόσο δεν είναι ελλιπής σε ενεργότητα PAF-AH. Με βάση το γεγονός ότι 

η apo(a) αυτό καθεαυτό δεν επηρεάζει την ενεργότητα του ενζύμου [όπως αυτό 

προκύπτει από τα πειράματα αναγωγικής διάσπασης στην Lp(a) των μαρτύρων] 

φαίνεται πιθανό ότι κάποιος άλλος παράγοντας πάνω στην πολυπεπτιδική αλυσίδα 

της apo(a) είναι υπεύθυνος για την μειωμένη ενεργότητα PAF-AH στην Lp(a) των 

ασθενών με στεφανιαία νόσο.

Μεταξύ των μορίων τα οποία βρίσκονται συνδεδεμένα με την apo(a) στο 

πλάσμα συγκαταλέγονται και πρωτεϊνικοί προσδέτες όπως το ινωδογόνο, το ινώδες, η 

φιβρονεκτίνη και η /?2.γλυκοπρωτεΐνη I (fi2.GPI). Μεταξύ αυτών, η /?2_GPI είναι μια 

υψηλού βαθμού γλυκοζυλιομένη μονομερής πρωτεΐνη του πλάσματος μοριακού 

> βάρους 50 kDa η οποία έχει την ικανότητα να προσδένεται σε ανιοντικά 

φωσφολιπίδια , οξειδωμένα φωσφολιπίδια καθώς και σε οξειδωμένες λιποπρωτεΐνες 

(255-257). Σε πρόσφατη μελέτη των Kochi S. και συν. (106) ταυτοποιήθηκε στην 

περιοχή των επαναλαμβανόμενων Κ4 apo(a) η παρουσία της /?2.GPI η οποία όπως 

προαναφέρθηκε με την σειρά της μπορεί και δεσμεύει οξειδωμένα φωσφολιπίδια τα 

οποία παρουσιάζουν δομή παρόμοια με αυτή του PAF (258). Όπως ο PAF, τα
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φωσφολιπίδια αυτά παίζουν σημαντικό ρόλο στην αθηρωγένεση και αποτελούν 

υπόστρωμα για την PAF-AH. Στηριζόμενοι στα παραπάνω αλλά και στα τελευταία 

αποτελέσματα της μελέτης μας σύμφωνα με τα οποία παρουσιάζεται μια 

ανταγωνιστικού τύπου αναστολή της PAF-AH στην Lp(a) των στεφανιαίων ασθενών 

(αφού οι τιμές των φαινόμενων κινητικών σταθερών Km και Vmax του ενζύμου στην 

Lp(a) των ασθενών αυτών μετά την απομάκρυνση της apo(a) ανέρχονται σε επίπεδα 

παρόμοια με αυτά των δύο άλλων ομάδων της μελέτης) θα μπορούσαμε να 

υποθέσουμε ότι η Lp(a) αυτών είναι εμπλουτισμένη σε υψηλότερο βαθμό σε σχέση 

με τις δύο άλλες ομάδες σε /?2-GPI η οποία με τη σειρά της θα μπορούσε να 

δεσμεύεται με το σύμπλοκο ενζύμου (PAF-AH) -  υποστρώματος (PAF) στην 

επιφάνεια του λιποπρωτεϊνικού σωματιδίου δημιουργώντας ένα αντιστρεπτά 

ανενεργό σύμπλοκο. Ο παραπάνω προτεινόμενος μηχανισμός ο οποίος στηρίζεται 

στην παραδοχή της παρουσίας υψηλών ποσών της γλυκοπρωτεΐνης βι.ΟΡΙ στην Lp(a) 

των στεφανιαίων ασθενών είναι σε συμφωνία με το εύρημα άλλων ερευνητών οι 

οποίοι αναφέρουν την παρουσία υψηλού τίτλου αντισωμάτων κατά της /?2-GPI στο 

πλάσμα ασθενών με στεφανιαία νόσο (259). Παρόμοια ήταν και τα αποτελέσματα σε 

πρόσφατες μελέτες των Keeling και Mori οι οποίοι παρατήρησαν αναστολή της 

δράσης της πρωτεΐνης C από την βι.ΟΫΙ παρουσία φωσφολιπιδίων (260, 261).

Θέλοντας να διερευνήσουμε τον πιθανό παθοφυσιολογικό ρόλο της μειωμένης 

ενεργότητας PAF-AH στην Lp(a) των στεφανιαίων ασθενών υποβάλλαμε σε 

οξείδωση σωματίδιο Lp(a) στο οποίο έγινε προηγούμενη απενεργοποίηση του 

ενζύμου [pefa Lp(a)] καθώς και φυσική Lp(a). Σύμφωνα με τα αποτελεσματά μας τα ^ 

δύο σωματίδια δεν παρουσίασαν διαφορές ως προς τον λανθάνωντα χρόνο οξείδωσης 

καθώς και τις υπόλοιπες παραμέτρους οξείδωσης. Παράλληλα, έγινε και πείραμα 

συσσωρευομετρίας αιμοπεταλίων, χρησιμοποιώντας τόσο Lp(a) από στεφανιαίους 

ασθενείς όσο και από μάρτυρες, στο οποίο έγινε προεπώαση της Lp(a) με PAF. 

Παρατηρήθηκε αναστολή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων η οποία ήταν ανάλογη 

του περιεχομένου σε ενεργότητα PAF-AH. Επιπλέον, η αναστολή αυτή ήταν 

μεγαλύτερη όταν ο χρόνος επώασης του λιποπρωτεϊνικού σωματιδίου με τον PAF 

αυξήθηκε, εύρημα το εξηγείται με δεδομένο ότι ο PAF αποτελεί υπόστρωμα για την 

PAF-AH και άρα όσο μεγαλύτερη είναι η ενεργότητα του ενζύμου αλλά και ο χρόνος 

της ενζυμικής αντίδρασης, τόσο μεγαλύτερη είναι η υδρόλυση και επομένως η 

απενεργοποίηση του συγκεκριμένου αγωνιστή. Το εύρημα αυτό παρότι αναμενόμενο 

ίσως δεν έχει άμεση παθοφυσιολογική σημασία, αφού η Lp(a) συνυπάρχει
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Ρ

ταυτόχρονα με τα αιμοπετάλια και σε πιθανή έκκριση PAF ο αγωνιστής αυτός θα 

έρθει ταυτόχρονα σε επαφή με Lp(a) και αιμοπετάλια. Παρόλα αυτά θα μπορούσε να 

έχει σημασία σε σημεία όπου συμβαίνει εντοπισμένη έκκριση PAF και υπάρχει Lp(a) 

αλλά όχι αιμοπετάλια, όπως για παράδειγμα συμβαίνει στο αρτηριακό τοίχωμα. 

Συμπερασματικά, η παρούσα μελέτη δείχνει ότι η πολυπεπτιδική αλυσίδα της apo(a) 

πιθανώς να επηρεάζει την ενεργότητα της PAF-AH στην Lp(a) των ασθενών με 

στεφανιαία νόσο μειώνοντας την ικανότητα αυτής να υδρολύει και να απενεργοποιεί 

\ο ν  PAF και τα οξειδωμένα φωσφολιπίδια μόρια τα ασκούν προφλεγμονώδη και 

αθηρογόνο δράση και τα οποία σχηματίζονται στο σωματίδιο της Lp(a) όταν αυτό 

βρεθεί σε συνθήκες οξειδωτικού στρες όπως συμβαίνει στο αρτηριακό τοίχωμα. 

Συνεπώς, η Lp(a) (σε αντίθεση με το θρομβογόνο ρόλο της) υπό φυσιολογικές 

συνθήκες, εξαιτίας της PAF-AH, είναι εμπλουτισμένη σε ένα ισχυρό αντιαθηρογόνο 

ένζυμο, ένα φαινόμενο το οποίο πιθανώς να προσδίδει μια νέα διάσταση ως προς τον 

ρόλο της Lp(a) στην παθοφυσιολογία της αθηρωμάτωσης και της στεφανιαίας νόσου.

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ Lp(a) ΣΤΗΝ ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΩΝ 

ΑΠΟ TON PAF

Η συμμετοχή των παραγόντων της αιμόστασης και ιδιαίτερα των αιμοπεταλίων 

στην παθογένεια της αθηροσκλήρωσης και των επιπλοκών της αποτελεί ένα 

αντικείμενο με ολοένα αυξανόμενο ερευνητικό ενδιαφέρον. Σήμερα είναι πλέον καλά 

τεκμηριωμένος ο ρόλος των αιμοπεταλίων στην παθογένεια της αθηρωμάτωσης και 

των οξέων στεφανιαίων συνδρόμων. Νεότερα ερευνητικά δεδομένα αποδεικνύουν ότι 

οι λιποπροπεΐνες του πλάσματος, εκτός από την άμεση συμμετοχή τους στην 

αθηρωμάτική διαδικασία, επηρεάζουν την ευαισθησία των αιμοπεταλίων στους
4

διάφορους αγωνιστές αυτών, διαδραματίζοντας έτσι ένα επιπλέον ρόλο στη 

» διαδικασία της θρόμβωσης. Μέχρι σήμερα υπάρχουν λίγες μελέτες σχετικά με την 

αλληλεπίδραση της Lp(a) με τα αιμοπετάλια οι οποίες έχουν καταλήξει σε 

αντικρουόμενα αποτελέσματα καθιστώντας αδιευκρίνιστο τον πιθανό 

παθοφυσιολογικό ρόλο της λιποπρωτεΐνης αυτής στην θρόμβωση. Με βάση το 

γεγονός αυτό αλλά και λαμβάνοντας υπόψη: ί) τα προηγούμενα αποτελέσματα της 

μειωμένης ενεργότητας PAF-AH στην Lp(a) ασθενών με στεφανιαία νόσο, ϋ) το ότι
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o PAF εκτός από υπόστρωμα για την PAF-AH παράλληλα αποτελεί και ισχυρό 

αγωνιστή για τα αιμοπετάλια, και iii) την έλλειψη δεδομένων σχετικά με τον τρόπο 

δράσης της Lp(a) στα αιμοπετάλια μετά από ενεργοποίηση με τον PAF, μελετήθηκε η 

επίδραση της λιποπρωτεΐνης αυτής στην ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με PAF, 

τόσο σε PRP όσο και σε σύστημα πλυμένων αιμοπεταλίων.

Αρχικά μελετήθηκε η επίδραση της Lp(a) στην ενεργοποίηση αιμοπεταλίων από 

τον PAF σε PRP, το οποίο δεν περιείχε ανιχνεύσιμα επίπεδα Lp(a). Σύμφωνα με τα 

αποτελεσματά μας, η Lp(a) αναστέλλει με δοσοεξαρτώμενο τρόπο την συσσώρευση 

των αιμοπεταλίων. Η δράση της Lp(a) συνίσταται τόσο στην αναστολή της 

πρωτογενούς συσσώρευσης που προκαλεί ο PAF όσο και στην αναστολή της 

δευτερογενούς συσσώρευσης η οποία οφείλεται στην δράση άλλων αγωνιστών όπως 

του ADP και του ΤχΑ2 οι οποίοι εκκρίνονται από τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια με 

τη δράση του PAF και οδηγούν σε μη αντιστρεπτή συσσώρευση.

Προκειμένου να διερευνήσουμε την εξειδικευμένη δράση της Lp(a) έναντι του 

PAF σε σχέση με την πρωτογενή συσσώρευση σε επόμενα πειράματα 

χρησιμοποιήθηκε το σύστημα CP/CPK το οποίο δρα ως εκκαθαριστής του 

παραγόμενου ADP καθώς και η ασπιρίνη η οποία αναστέλλοντας μη αντιστρεπτά την 

δράση του ενζύμου Coxl παρεμποδίζει την σύνθεση του ΤχΑ^ Η παρατηρούμενη 

αναστολή παρουσία του συστήματος CP/CPK και J ασπιρίνης βρέθηκε να είναι 

σημαντικά μικρότερη σε σχέση με αυτή απουσία τους. Συνεπώς από το παρών καθώς 

και το προηγούμενο αποτέλεσμα συνάγεται ότι η Lp(a) αναστέλλει τόσο την 

πρωτογενή συσσώρευση που προκαλεί ο PAF όσο και την δευτερογενή συσσώρευση 

που προκαλείται από εκκρινόμενους αγωνιστές των ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων.

Στην συνέχεια, για να διευκρινισθεί ο τρόπος με τον οποίο επιτυγχάνεται η 

αναστολή που παρατηρήθηκε στα πειράματα της συσσωρευομετρίας, διερευνήθηκε 

με χρήση κυτταρομετρίας ροής η επίδραση της Lp(a) στην έκφραση του 

αιμοπεταλιακού υποδοχέα α ^ β 3 (γνωρίζοντας ότι ο υποδοχέας αυτός μέσω της 

πρόσδεσης του Fg αποτελεί τον τελικό αποδέκτη της δράσης όλων των αγωνιστών 

των αιμοπεταλίων παίζοντας με τον τρόπο αυτό κυρίαρχο ρόλο στην συσσώρευση 

των κυττάρων αυτών) μετά από ενεργοποίηση με PAF. Είτε απουσία είτε παρουσία 

του συστήματος CP/CPK και ασπιρίνη παρατηρήθηκε αναστολή της έκφρασης του 

υποδοχέα, αποτελέσματα τα οποία έρχονται σε συμφωνία με αυτά της 

συσσωρευομετρίας. Συνεπώς από τα παραπάνω αποτελέσματα συνάγεται ότι η Lp(a) 

αναστέλλει τόσο την πρωτογενή συσσώρευση που προκαλεί ο PAF όσο και την
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δευτερογενή συσσώρευση η οποία προκαλείται από εκκρινόμενους αγωνιστές των 

ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων. Επίσης η Lp(a) αναστέλλει επηρεάζοντας την 

έκφραση του υποδοχέα anbp3·

Ιδιαίτερα η αναστολή της δευτερογενούς συσσώρευσης μπορεί να οφείλεται: i) 

είτε στο ότι η λιποπρωτεΐνη αυτή αναστέλλει την δράση ενδογενώς παραγόμενών 

αγωνιστών (ADP και ΤχΑ2) αφότου αυτοί εκκριθούν, ϋ) είτε ότι αναστέλλει την 

έκκριση των αγωνιστών αυτών, iii) είτε και τα δύο. Για να διερευνήσουμε περαιτέρω 

τον τρόπο με τον οποίο η Lp(a) αναστέλλει την δευτερογενή συσσώρευση 

εξετάστηκε η δράση της σε αιμοπετάλια τα οποία ενεργοποιήθηκαν με έναν από τους 

εκκρινόμενους αγωνιστές (ADP). Παράλληλα χρησιμοποιήθηκε και ο αγωνιστής των 

αιμοπεταλίων TRAP το οποίο αποτελεί το 14/πεπτίδιο ενεργοποίησης του υποδοχέα 

της θρομβίνης και το οποίο χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας, αφού η δράση του είναι 

ανεξάρτητη αυτής του εκκρινόμενου ADP. Παρουσία της Lp(a) παρατηρήθηκε μια 

δοσοεξαρτώμενη αναστολή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων, τα οποία 

ενεργοποιήθηκαν με ADP. Επιπλέον, η Lp(a) προκαλεί σημαντική αναστολή και της 

συσσώρευσης αιμοπεταλίων που προκαλεί το TRAP. Η ενεργοποίηση με ADP ή 

TRAP οδήγησε σε μη αντιστρεπτή συσσώρευση των αιμοπεταλίων φαινόμενο το 

οποίο (όπως και στην περίπτωση ενεργοποίησης με PAF) δεν παρατηρήθηκε 

παρουσία της Lp(a). Από τα αποτελέσματα αυτά φαίνεται ότι η Lp(a) αναστέλλει την 

δράση του ADP, ενώ παράλληλα μπορεί και αναστέλλει και την δράση του TRAP 

στην συσσώρευση των αιμοπεταλίων.

Στη συνέχεια θελήσαμε να διερευνήσουμε κατά πόσο η Lp(a) αναστέλλει την 

έκκριση του ΑΤΡ η οποία προκαλείται από τον PAF (το οποίο βρίσκεται 

αποθηκευμένο στα πυκνά κοκκία των αιμοπεταλίων και εκκρίνεται παράλληλα με το 

ADP). Η Lp(a) ανέστειλε πλήρως (100%) την έκκριση του ΑΤΡ από τα πυκνά κοκκία 

αιμοπεταλίων που ενεργοποιήθηκαν με PAF. Το αποτέλεσμα αυτό δεν εξειδικευμένο 

έναντι της δράσης του αγωνιστή αυτού στα αιμοπετάλια αφού παρόμοια αναστολή 

(100%) παρατηρήθηκε και όταν ως αγωνιστές χρησιμοποιήθηκαν ADP και TRAP.

Συμπερασματικά, η Lp(a) αναστέλλει την έκκριση του ADP που προκαλείται 

από τον PAF, ενώ επίσης αναστέλλει και την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων που 

προκαλείται από το ADP. Στηριζόμενοι στο εύρημα ότι η Lp(a) αναστέλλει την
S

συσσοόρευση αλλά και την έκκριση που προκαλείται από το TRAP συνάγεται το 

συμπέρασμα ότι η λιποπρωτεΐνη αυτή αναστέλλει την ενεργοποίηση των 

αιμοπεταλίων με ένα γενικό μηχανισμό ο οποίος είναι ανεξάρτητος από το είδος του

163



αγωνιστή που χρησιμοποιείται αφού παρουσία PAF, ADP και TRAP προκάλεσε 

σημαντική αναστολή της συσσώρευσης αλλά και της έκκρισης του ΑΤΡ. Όσο αφορά 

τον PAF η Lp(a) μπορεί και παρεμβαίνει στην δευτερογενή συσσώρευση, δράση η . 

οποία αποδίδεται στην ικανότητα της λιποπρωτεΐνης αυτής να αναστέλλει αφενός μεν 

την έκκριση αλλά και την συσσώρευση που προκαλεί ο ενδογενώς παραγόμενος 

αγωνιστής (ADP).

Στην συνέχεια θελήσαμε να διερευνήσουμε ποια από τα συστατικά της Lp(a) 

είναι υπεύθυνα για την βιολογική της δράση. Επικεντρώσαμε το ενδιαφέρον μας στο 

ρόλο της PAF-AH η οποία διαφοροποιεί την δράση Lp(a) ως προς τον PAF αλλά και 

στην συνεισφορά της apo(a), η οποία αποτελεί χαρακτηριστικό συστατικό της Lp(a) 

που διαφοροποιεί την λιποπρωτεΐνη αυτή από την LDL. Για το σκοπό αυτό έγινε 

παρασκευή πλυμένων αιμοπεταλίων τα οποία, σε αντίθεση με το PRP το οποίο 

προσομοιάζει με τις in vivo συνθήκες, επιτρέπουν την εξειδικευμένη μελέτη της 

δράσης της Lp(a) αλλά και των επιμέρους δομικών συστατικών στα κύτταρα αυτά, 

αφού σύμφωνα με την παρασκευή αυτή παίρνουμε αιμοπετάλια που είναι 

απαλλαγμένα από τα υπόλοιπα συστατικά του πλάσματος. Το ποιο δύσκολο σημείο 

της ερευνητικής αυτής δουλειάς ήταν ενεργοποίηση των πλυμένων αιμοπεταλίων με 

PAF με δεδομένο ότι αυτός δεν αποτελεί ισχυρό αγωνιστή για τα αιμοπετάλια αυτά. 

Έτσι για να ξεπεραστεί η πειραματική αυτή δυσκολία .χρησιμοποιήθηκε συνεργειακά 

ο συνδυασμός Α23187 (που αποτελεί τον ιονοφόρο του Ca2+) με PAF. 

Παρατηρήθηκε αναστολή τόσο της συσσώρευσης όσο και της ταχύτητας με την 

οποία αυτή επιτυγχάνεται από το σωματίδιο της Lp(a) η οποία δεν διαφοροποιήθηκε -  

σημαντικά όταν έγινε προηγούμενη απενεργοποίηση της ενδογενούς PAF-AH της 

Lp(a). Συνεπώς, από τα αποτελέσματα αυτά προκύπτει ότι η PAF-AH δεν επηρεάζει 

σημαντικά την ανασταλτική δράση της Lp(a) ως προς την συσσώρευση από τον PAF.

Μια μέθοδος παρασκευής ανθρώπινων πλυμένων αιμοπεταλίων ευαίσθητων 

στην επίδραση του PAF είναι αυτή που προτάθηκε από τους Lotner και συν. (248) 

και η οποία στηρίζεται στην απομόνωση αιμοπεταλίων παρουσία ερυθροκυττάρων. 

Πράγματι, συγκεντρώσεις PAF 5-10 ηΜ (ανάλογα με την ευαισθησία των 

αιμοπεταλίων) προκάλεσαν μέγιστη συσσώρευση της τάξης του 35 ± 5%. Σε πλυμένα 

αιμοπετάλια που παρασκευάστηκαν με αυτό τον τρόπο η Lp(a) ανέστειλε με 

δοσοεξαρτώμενο τρόπο την συσσώρευση αυτών. Απενεργοποίηση της ενδογενούς 

PAF-AH δεν διαφοροποίησε την ανασταλτική δράση της Lp(a). Στη συνέχεια για να
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διερευνήσουμε τον πιθανό ρόλο της apo(a) στην ανασταλτική δράση της Lp(a) 

παρασκευάστηκε Lp(a-), δηλαδή λιποπρωτεΐνη χωρίς την apo(a). Βρέθηκε ότι 

λιποπρωτεϊνικό αυτό σωματίδιο, όχι μόνο διατήρησε την δράση της Lp(a) αλλά ήταν 

ικανό να αναστείλει ακόμη εντονότερα την συσσώρευση. Παράλληλα, σε σύγκριση 

με την Lp(a) μελετήθηκε και η δράση της LDL, η οποία μοιάζει δομικά με την Lp(a-), 

με σκοπό να διαπιστωθεί (με έμμεσο τρόπο) η συνεισφορά της apo(a) στην 

ανασταλτική δράση που παρουσιάζει το σωματίδιο της Lp(a). Δεν παρατηρήθηκε 

ανάλογη ανασταλτική δράση για το σωματίδιο της LDL στο ίδιο εύρος συγκέντρωσης 

με αυτό της Lp(a) αλλά και της Lp(a-) (εικόνες 41, 42Γ). (Παρόμοια αποτελέσματα 

ελήφθησαν όταν οι συγκεντρώσεις των Lp(a), Lp(a-) και LDL, εξαιτίας του 

διαφορετικού πρωτεϊνικού περιεχομένου τους, εκφράστηκαν σαν pg λιποπρωτεϊνικής 

μάζας /fill). Με βάση τα αποτελέσματα αυτά φαίνεται ότι η ανασταλτική δράση της 

Lp(a) ως προς τον PAF οφείλεται σε ξεχωριστά δομικά χαρακτηριστικά που έχει το 

σωματίδιο της Lp(a-) και η εκδήλωση των οποίων παρεμποδίζεται παρουσία της 

apo(a) αλλά και διαφοροποιούνται σε σχέση με την LDL.

Στην συνέχεια, για να διευκρινισθεί ο τρόπος με τον οποίο επιτυγχάνεται η 

αναστολή που παρατηρήθηκε στα πειράματα της συσσωρευομετρίας, διερευνήθηκε 

με χρήση κυτταρομετρίας ροής η επίδραση της Lp(a) στην έκφραση του 

αιμοπεταλιακού υποδοχέα aiibp3- Σε συνάφεια με τα αποτελέσματα της 

συσσωρευομετρίας σε πλυμένα αιμοπετάλια παρατηρήθηκε σημαντική αναστολή της 

έκφρασης του υποδοχέα ain$3 που προκαλεί ο PAF, από τα σωματίδια Lp(a) και 

Lp(a-), ένα φαινόμενο το οποίο δεν παρατηρήθηκε για το σωματίδιο της LDL.

Για να διαπιστωθεί αν η ανασταλτική δράση της Lp(a), στα πλυμένα 

αιμοπετάλια, αφορά μόνο τον PAF ή αποτελεί γενικότερο λειτουργικό 

χαρακτηριστικό της λιποπρωτεινης αυτής εξετάστηκε η πιθανή επίδρασή της στην 

ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων αυτών με τον υδατοδιαλυτό αγωνιστή TRAP. Σε 

πλυμένα, κατά Lotner, αιμοπετάλια η Lp(a) ανέστειλε με δοσοεξαρτώμενο τρόπο την 

συσσώρευση που προκαλεί ο συγκεκριμένος αγωνιστής. Παρόμοια δράση 

j παρουσίασε και το σωματίδιο της LDL, ένδειξη ότι η apo(a) δεν παίζει κάποιο ρόλο 

στην βιολογική (ανασταλτική) δράση της Lp(a). Μάλιστα οι παρατηρούμενες 

αναστολές είναι μεγαλύτερες αυτών που παρατηρήθηκαν, και για τα δύο σωματίδια,
s

παρουσία PAF. Το ίδιο φαινόμενο παρατηρήθηκε και στο “κλασικό” σύστημα 

πλυμένων αιμοπεταλίων που ενεργοποιήθηκαν με τον ίδιο αγωνιστή. Παρατηρήθηκε 

δοσοεξαρτόμενη αναστολή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων και από τα δύο
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λιποπρωτεϊνικά σωματίδια. Παράλληλα παρατηρήθηκε σημαντική ανασταλτική 

δράση από το σωματίδιο της Lp(a) στην έκφραση του υποδοχέα (imfc μετά από
*

ενεργοποίηση με TRAP και στα δύο συστήματα πλυμένων αιμοπεταλίων, ένα 

φαινόμενο το οποίο παρατηρήθηκε και για το σωματίδιο της LDL.

Είναι γνωστό ότι κατά την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων ο υποδοχέας αιπ>β3 

αλλάζει διαμόρφωση, με αποτέλεσμα την αναγνώριση και δέσμευση διαφόρων 

προσδετών, κυρίως του Fg, που οδηγούν στην συσσώρευση των αιμοπεταλίων. Στη 

δέσμευση αυτή σημαντικό ρόλο διαδραματίζει η αλληλουχία Arg-Gly-Asp (RGD) 

που βρίσκεται σε όλα τα προσκολλητικά μόρια του υποδοχέα am$3·

Με δεδομένο ότι RGD αλληλουχία έχει ταυτοποιηθεί στο μόριο της apo(a) (19), 

αλλά και για να διερευνηθεί περαιτέρω ο τρόπος με τον οποίο η Lp(a) ασκεί 

ανασταλτική δράση στην ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων μελετήθηκε η δράση της 

στην πρόσδεση του Fg-FITC στον υποδοχέα amfo σε ενεργοποιημένα με ADP 

αιμοπετάλια σε PRP με χρήση κυτταρομετρίας ροής.

Βρέθηκε ότι το σωματίδιο της Lp(a) ασκεί σημαντική ανασταλτική δράση στην 

πρόσδεση του Fg-FITC στον υποδοχέα α ^ β 3* Στηριζόμενοι στο παραπάνω εύρημα 

αλλά και λαμβάνοντας υπόψη τα πειράματα κυτταρομετρίας στα οποία 

παρατηρήθηκε αναστολή της έκφρασης του υποδοχέα αιη,β3 μπορούμε να υποθέσουμε 

ότι είναι πιθανό η Lp(a) και το Fg να δρούν ανταγωνιστικά μεταξύ τους για πρόσδεση 

στον ενεργοποιημένο υποδοχέα α ^ β 3 ή ότι το σωματίδιο της Lp(a) προσδένεται σε 

σημείο της αιμοπεταλιακής μεμβράνης παρακείμενο του συγκεκριμένου υποδοχέα 

επηρεάζοντας με αυτό τον τρόπο άμεσα την πρόσδεση του Fg και κατ' επέκταση την ^ 

λειτουργικότητα του υποδοχέα αυτού. Για να διασαφηνισθεί περαιτέρω ο ρόλος του 

Fg στην εκδήλωση της βιολογικής δράσης της Lp(a) στα αιμοπετάλια έγινε και 

πείραμα συσσωρευομετρίας. Έτσι σε πλυμένα αιμοπετάλια τα οποία 

ενεργοποιήθηκαν με TRAP η Lp(a) σε τελική συγκέντρωση 80 pg πρωτεΐνης/ml 

παρουσίασε αναστολή της τάξης του 51.0%. Παράλληλη παρουσία όμως 

αυξανόμενης συγκέντρωσης Fg είχε σαν αποτέλεσμα να παρατηρηθεί μια 

δοσοεξαρτώμενη μείωση της ανασταλτικής δράσης της Lp(a) ως προς τη 

συσσώρευση. Συμπερασματικά η Lp(a) αναστέλλει την ενεργοποίηση των 

αιμοπεταλίων από όλους τους αγωνιστές με ένα μη ειδικό μηχανισμό στον οποίο δεν 

φαίνεται να διαδραματίζει σημαντικό ρόλο η apo(a) και ειδικότερα ως προς τον PAF 

ούτε το περιεχόμενο σε PAF-AH. Αντίθετα, η δράση αυτή φαίνεται να αποδίδεται σε 

κάποιο άλλο ενδογενές συστατικό της. Πράγματι τα πειράματα κυτταρομετρίας
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ί* δείχνουν ότι η Lp(a) αναστέλλει τόσο την έκφραση του υποδοχέα α\\φ$ όσο και την

\ πρόσδεση του Fg (η οποία αποτελεί τον τελικό αποδέκτη της δράσης όλων των

| αγωνιστών) σε αυτόν με ανταγωνιστικό τρόπο. Συνεπώς είναι πιθανό η ανασταλτική

δράση της λιποπρωτεΐνης αυτής να οφείλεται στην παρεμπόδιση της πρόσδεσης του 

Fg στον υποδοχέα η οποία όχι μόνο προκαλεί αναστολή της συσσώρευσης αλλά και 

την περαιτέρω ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων, όπως είναι η έκκριση.

Τα μέχρι σήμερα πειραματικά αποτελέσματα παραμένουν αντικρουόμενα για το
*
ποιο είναι το πιθανό σημείο πρόσδεσης της Lp(a) στα αιμοπετάλια αλλά και την 

άμεση συνέπεια της πρόσδεσης αυτής. Στην μελέτη των Pedreno και συν (115) Lp(a) 

σωματίδια δεν ήταν ικανά να αναστείλουν την πρόσδεση Ι-LDL σε αντίθεση με τις 

Lp(a-), LDL οποίες προσδένονταν με την ίδια συγγένεια. Η πρόσδεση της Lp(a)/r- 

apo(a) 'στην αιμοπεταλιακή μεμβράνη γίνεται με μεγάλη συγγένεια και είναι 

ανεξάρτητη του ισομορφικού μεγέθους της apo(a) αλλά και της αλληλουχίας Arg- 

Gly-Asp (RGD), ενώ στην διαδικασία αυτή δεν φαίνεται να παίζει ενεργό ρόλο ο 

αιμοπεταλιακός υποδοχέας am$3 (115). Σε συμφωνία με αυτά έρχονται τα 

αποτελέσματα των Ezratty και Martinez (117, 118) οι οποίοι επιπλέον προτείνουν ότι 

η σύνδεση της Lp(a) γίνεται σε σημεία της αιμοπεταλιακής μεμβράνης όπου 

υπάρχουν κατάλοιπα λυσινών. Αντίθετα, μελέτη των Malle και συν (116) με χρήση 

125I-Lp(a) αναδεικνύει ως υποψήφιο σημείο πρόσδεσης την υπομονάδα am,. Στη 

μελέτη αυτή η πρόσδεση της Lp(a) ήταν 5-10 φορές ισχυρότερη αυτής των LDL και 

HDL. Σύμφωνα με τα αποτελεσματά μας η Lp(a) συνδέεται είτε στον 

(ενεργοποιημένο) υποδοχέα am$3 είτε σε κάποιο σημείο της αιμοπεταλιακής 

μεμβράνης πλησίον αυτού αναστέλλοντας την έκφρασή του. Όμως, τόσο η αναστολή 

της πρόσδεσης του PAC-1 όσο και η αναστολή της πρόσδεσης του Fg στον 

ενεργοποιημένο υποδοχέα αι^β3 με ανταγωνιστικό τρόπο (όπως αυτό φάνηκε από τα 

αποτελέσματα της κυτταρομετρίας αλλά και της συσσωρευομετρίας) υποθέτει 

περισσότερο ότι η Lp(a) συνδέεται στον ενεργοποιημένο υποδοχέα σε περιοχές που 

συνδέεται και το Fg, ενώ σ’αυτή τη σύνδεση δεν παίζει ρόλο η πολυπεπτιδική 

> αλυσίδα της apo(a).

Το παραπάνω εύρημα υποδεικνύει έναν νέο μηχανισμό με τον οποίο πιθανά η 

Lp(a) να συμμετέχει στην παθοφυσιολογία της θρόμβιοσης. Η σημασία αυτού για τον 

πιθανό παθοφυσιολογικό ρόλο της λιποπρωτεΐνης αυτής στην θρόμβωση ίσως να
s m

είναι μεγάλη, χρειάζονται όμως περισσότερες μελέτες για την πλήρη διερεύνηση 

αυτής της υπόθεσης.
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Μελέτη των παραγόντων που επηρεάζουν την ενεργότητα της PAF- 

ακετυλοϋδρολάσης στην Λιποπρωτεινη (a). Ρόλος στην αθηροθρόμβωση

Λ. Δ. Τσιρώνης

Διδακτορική Διατριβή

Τμήμα Χημείας, Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων

Το σωματίδιο της λιποπρωτεΐνης (a) [Lp(a)] είναι εμπλουτισμένο σε ενεργότητα 

ακετυλοϋδρολάσης του παράγοντα ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων (PAF-AH). 

Έτσι ένα λειτουργικό χαρακτηριστικό της Lp(a) είναι η υδρόλυση και 

απενεργοποίηση του PAF αλλά και των οξειδωμένων φωσφολιπιδίων, μόρια τα οποία 

ασκούν προφλεγμονώδη και προαθηρογόνο δράση. Στην διατριβή αυτή μελετήθηκαν 

η ενεργότητα αλλά και οι φαινόμενες κινητικές σταθερές Km και Vmax της PAF-AH 

στην Lp(a) σε σύγκριση με αυτές του ενζύμου που βρίσκεται συνδεδεμένο στην LDL 

σε στεφανιαίους ασθενείς και υγιείς μάρτυρες. Στην μελέτη πήραν μέρος 20 

στεφανιαίοι ασθενείς καθώς και 25 υγιείς μάρτυρες. Τα επίπεδα της Lp(a) 

μετρήθηκαν με μέθοδο ELISA, ενώ οι ισομορφές της apo(a) προσδιορίστηκαν με 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 1.5% SDS-αγαρόζης και εκφράστηκαν ως αριθμός 

επαναλαμβανόμενων Kringle 4 (Κ4). Η απομόνωση της Lp(a) από το πλάσμα έγινε 

με χρωματογραφία συγγένειας σε στήλη Lysine-Sepharose 4Β, ενώ αυτή της LDL με 

υπερφυγοκέντρηση. Η ενεργότητα της PAF-AH προσδιορίστηκε με την μέθοδο 

καταβύθισης με τριχλωροξικό οξύ. Η ειδική ενεργότητα και οι φαινόμενες κινητικές 

σταθερές της PAF-AH στην Lp(a) ήταν σημαντικά μικρότερες στους στεφανιαίους 

ασθενείς σε σύγκριση με τους μάρτυρες, ένα φαινόμενο το οποίο δεν παρατηρήθηκε 

στους μάρτυρες. Λαμβάνοντας υπόψη ότι όλοι οι στεφανιαίοι ασθενείς της μελέτης 

ελάμβαναν υπολιπιδαιμική αγωγή θελήσαμε να διερευνήσουμε τη πιθανή επίδραση 

αυτής στην ενεργότητα της PAF-AH της Lp(a) στα άτομα αυτά. Για το σκοπό αυτό 

έγινε στην μελέτη πήραν μέρος και 11 ασθενείς με πρωτοπαθή υπεχοληστερολαιμία 

(δυσλιπιδαιμία τύπου ΙΙΑ) στους οποίους έγινε προσδιορισμός της ενεργότητας του 

ενζύμου στις Lp(a), LDL πριν και μετά την 5μηνη χορήγηση ατορβαστατίνης. Η 

θεραπεία με ατορβαστατίνη σύμφωνα με τα αποτελεσματά μας προκάλεσε σημαντική
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μείωση της ενεργότητας της PAF-AH στην LDL, ενώ αντίθετα δεν επηρέασε την

ενεργότητα της PAF-AH στην Lp(a), εύρημα το οποίο αποκλείει την συμμετοχή της

υπολιπιδαιμικής θεραπείας στο παραπάνω φαινόμενο. Ωστόσο, η απομάκρυνση της

apo(a) με αναγωγική διάσπαση από το υπόλοιπο λιποπρωτεϊνικό σωματίδιο είχε σαν

αποτέλεσμα τη σημαντική αύξηση της ενζυμικής ενεργότητας της PAF-AH στην

Lp(a) των στεφανιαίων, ένα φαινόμενο το οποίο δεν παρατηρήθηκε στην Lp(a) των

μαρτύρων. Με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα είναι πιθανό η πολυπεπτιδική 
♦
αλυσίδα της apo(a) να επηρεάζει την ενεργότητα της PAF-AH στην Lp(a) των 

ασθενών με στεφανιαία νόσο μειώνοντας την ικανότητα αυτής να αποικοδομεί και να 

απενεργοποιεί φωσφολιπίδια με προφλεγμονώδη και προαθηρογόνο δράση.

Ααμβάνοντας υπόψη ότι ο PAF εκτός από υπόστρωμα για την PAF-AH 

αποτελεί και ισχυρό αγωνιστή για τα αιμοπετάλια μελετήθηκε η επίδραση της Lp(a) 

στην ενεργοποίηση των κυττάρων αυτών με PAF. Σε πλάσμα πλούσιο σε αιμοπετάλια 

η Lp(a) ανέστειλε με δοσοεξαρτώμενο τρόπο τόσο την πρωτογενή συσσώρευση που 

προκαλεί ο PAF όσο και την δευτερογενή η οποία οφείλεται στη δράση αγωνιστών οι 

οποίοι εκκρίνονται από τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια. Η παρατηρούμενη αναστολή 

βρέθηκε να είναι αρκετά μικρότερη παρουσία του συστήματος CP/CPK και 

ασπιρίνης. Παράλληλα η Lp(a) ανέστειλε πλήρως την έκκριση του ΑΤΡ από τα πυκνά 

κοκκία αιμοπεταλίων που ενεργοποιήθηκαν με PAF. Το φαινόμενο αυτό δεν ήταν 

εξειδικευμένο έναντι της δράσης του PAF, αφού παρόμοια αναστολή παρατηρήθηκε 

και όταν ως αγωνιστές χρησιμοποιήθηκαν ADP και TRAP. Για να διευκρινισθεί ο 

τρόπος με τον οποίο επιτυγχάνεται η αναστολή που παρατηρήθηκε στα πειράματα της 

συσσωρευομετρίας, διερευνήθηκε με χρήση κυτταρομετρίας ροής η επίδραση της 

Lp(a) στην έκφραση του αιμοπεταλιακού υποδοχέα αι^β3 μετά από ενεργοποίηση με 

PAF. Είτε παρουσία είτε απουσία του συστήματος CP/CPK και ασπιρίνης 

παρατηρήθηκε αναστολή της έκφρασης του υποδοχέα αυτού παρουσία της Lp(a).
j

Στην συνέχεια θελήσαμε να διερευνήσουμε ποια από τα δομικά χαρακτηριστικά της
<

Lp(a) είναι υπεύθυνα για την εκδήλωση της βιολογικής (ανασταλτικής) της δράσης.

> Για τον σκοπό αυτό έγινε παρασκευή πλυμένων αιμοπεταλίων. Βρέθηκε ότι η Lp(a) 

καθώς και η Lp(a-) ήταν ικανές να αναστείλουν σημαντικά τόσο την συσσώρευση 

όσο και την έκφραση του απυβ3 μετά από ενεργοποίηση με PAF, ένα φαινόμενο το 

οποίο δεν παρατηρήθηκε για την LDL. Προηγούμενη απενεργοποίηση της 

ενδογενούς PAF-AH δεν διαφοροποίησε την ανασταλτική δράση της Lp(a). 

Αντίθετα, όταν τα αιμοπετάλια ενεργοποιήθηκαν με TRAP τα σωματίδια Lp(a) και
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LDL παρουσίασαν παρόμοια σημαντική ανασταλτική δράση τόσο ως προς τη 

συσσώρευση όσο και ως προς την έκφραση του υποδοχέα am$3. Επιπλέον βρέθηκε
*

ότι το σωματίδιο της Lp(a) ασκεί σημαντική αναστολή της πρόσδεσης του Fg-FITC 

σε αιμοπετάλια που ενεργοποιήθηκαν με ADP. Συμπερασματικά είναι πιθανό η Lp(a) 

να αναστέλλει την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με ένα μη ειδικό μηχανισμό 

αναστέλλοντας την έκφραση του υποδοχέα am$3 καθώς και την πρόσδεση του Fg 

σ’αυτόν. Στην παραπάνω διαδικασία δεν φαίνεται να διαδραματίζει σημαντικό ρόλο 

η apo(a) αλλά ούτε το περιεχόμενο της Lp(a) σε PAF-AH. Το παραπάνω εύρημα 

υποδεικνύει έναν νέο μηχανισμό με τον οποίο πιθανά η Lp(a) να συμμετέχει στην 

παθοφυσιολογία της θρόμβωσης.

170



9

ABSTRACT

Factors that affect the Lp(a)-associated  P A F -a ce ty lh yd ro la se  

activ ity . R o le  in  atherothrom bosis

L. D. Tsironis

Doctoral Dissertation

Department of Chemistry, University of Ioannina

Lipoprotein(a) [Lp(a)] is enriched in platelet activating factor acetylhydrolase (PAF- 

AH) acfivity. Thus, a functional characteristic of Lp(a), is its capability to hydrolyze 

and inactivate PAF and oxidized phospholipids, molecules that exert potent pro- 

inflammatory and pro-atherogenic activity. We studied the specific activity and the 

apparent kinetic constant Km, Vmax of the Lp(a)-associated PAF-AH in patients with 

CAD, in comparison to that of the LDL-associated PAF-AH activity. Twenty patients 

with CAD and 25 control subjects participated in the study. Lp(a) was measured by 

ELISA, and apo(a) isoform size was studied by 1.5% SDS-agarose gel 

electrophoresis and expressed as number of Kringle 4 (K4) repeats. Lp(a) was 

isolated from plasma by affinity chromatography onto a Lysine-Sepharose 4B 

column, while LDL by ultracentrifugation. The PAF-AH activity on Lp(a) as well as 

the enzyme activity on LDL were determined by the trichloroacetic acid precipitation 

method. The specific activity as well as the apparent kinetic constants of Lp(a) 

associated PAF-AH were significantly lower in CAD patients, a phenomenon that not 

observed on LDL. All CAD patients participated in the study were receiving statin 

. therapy before the blood sampling. To investigate whether statin therapy might have 

any impact on the Lp(a)-associated PAF-AH activity, we enrolled in the study 11 

patients with primary hypercholesterolemia (dyslipidemia of type IIA), and we 

determined the Lp(a) and LDL-associated enzyme activity before and 5 months after 

the initiation of therapy. Atorvastatin therapy in hypercholesterolemic patients did not 

affect either the activity or the kinetic constants of PAF-AH associated with Lp(a) 

whereas it significantly reduced the LDL-associated PAF-AH activity and kinetic 

constants. However, removal of apo(a) from Lp(a) of CAD patients by reductive
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cleavage resulted in a significant increase in the specific activity and kinetic constants 

of PAF-AH on reduced Lp(a), a phenomenon which was not observed on Lp(a) of the
3t

control population. The above results suggest that the apo(a) moiety of Lp(a) may . 

play an important role in the lower activity and kinetic constants of the PAF-AH 

associated with this lipoprotein in CAD patients, diminishing the capability of Lp(a) 

to degrade and inactivate proinflammatory and proatherogenic phospholipids.

Except from being a substrate for PAF-AH, PAF is also a potent agonist for 

platelets. We studied the effect of Lp(a) on PAF-induced platelet activation. In PRP, 

Lp(a) inhibited in a dose dependent manner the primary aggregation induced by PAF 

as well as the secondary one which is due to other agonists that are secreted from 

activated platelets. The observed inhibition was found to be decreased in the presence 

on CP/CPK and aspirin. In addition, Lp(a) fully inhibited the ATP secretion (a marker 

of dense granules) from platelets activated with PAF. This phenomenon wasn’t 

specific to PAF, since similar inhibition was observed when ADP and TRAP were 

used as agonists. Subsequently, we performed flow cytometry study in an effort to 

further investigate the mechanisms of Lp(a)-inducing inhibition of platelet 

aggregation. The effect of Lp(a) on the expression on integrin receptor 04^3 was 

determined on platelets activated by PAF. We observed that Lp(a) effectively 

inhibited the expression of αιη>β3 in the presence or, the absence of CP/CPK and 

aspirin. In order to investigate the structural characteristics of Lp(a) that are 

responsible for its biological activity, washed platelets were prepared. We found that 

both Lp(a) and Lp(a-) significantly inhibited the aggregation and the expression of .. 

otiibP3 on PAF-activated platelets, while LDL had no effect. Inactivation of 

endogenous PAF-AH had no effect on the inhibitory activity of Lp(a). When TRAP 

was used as agonist, Lp(a) and LDL exhibited similar inhibition of platelet activation. 

Furthermore we also found that the binding of Fg-FITC was significantly inhibited by 

Lp(a) on ADP-activated platelets. In conclusion, Lp(a) may inhibit platelet activation 

by non specific mechanism influencing the expression of otnbp3 and fibrinogen 

binding. Neither apo(a) nor Lp(a)’s PAF-AH content seems to play an important role 

in that phenomenon. The above findings suggest a novel mechanism by which Lp(a) 

may participate in the pathophysiology of thrombosis.
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