
ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗ
ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟΥ ΙΩΑΝΝ1ΝΩΝ

026000200276

. ,ν

. .  ______________  —



ΠΑ ΝΕΠΙΣΤΗΜ ΙΟ ΙΩΑΝΝΙΝΩΝ 
ΣΧΟΛΗ ΘΕΤΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 

ΤΜΗΜΑ ΧΗΜΕΙΑΣ

ΙΩΑΝΝΗ Β. ΜΗΤΣΙΟΥ
Χ Η Μ ΙΚ Ο Υ

ΒΙΟΔΡΑΣΤΙΚΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΤΩΝ 
ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΩΝ. ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΕΚΚΡΙΣΗΣ ΚΑΙ 

ΡΟΛΟΣ ΣΤΗΝ ΑΘΗΡΟΓΕΝΕΣΗ.

Δ ΙΔ Α Κ Τ Ο Ρ ΙΚ Η  Δ ΙΑ Τ Ρ ΙΒ Η

ΙΩΑΝΝΙΝΑ 2006



■ - W ·
. . Τ · ? * ~ * 7 * Φ \ ■ : . - > · ., , ' ·Λ * 1 .· V . • . . . ' · ' */:.J ' .4

■ψ<
- Γ. . ·ν ‘ - ■ ■ 

--■■■‘ψ . :■ ■·· ν , - ν - ’ - \ ■' V: _ ■ - ’ · ‘

• V* *. ν i
■ ..·.· “ύ·1.  ̂ . fVj.--.v-* - ■- - ■ ·· . -

m ‘̂ , r  ■
: '  ν  '

■ ■ -ν '·.
4" r ■ ·

·. ·

: · ■ ,·.·. 'Γν;*-.·', ·
.· - .'ν·'·

. /

• ’ ■ , · .
;  . · r  . .r

■ ■ ν »'*;

: :

.>··**·' '·■·■· > ' V- ; V ■ ·' V · . ■ . ■ ,' - · - -·■ ■ · ■ - ... 4 Λ". , ' -; ' ,.ν
• 7 ‘ :':J v £ H s ^ ^  ■

; ·
-· r*

. . .
^ -

' ' . -ν···

ν χ ^ Λ ν ϊ  ·'- ' ·.·-'■  : ■

- : ·· ; ■ :■ ■ ; -J,: . ■'

·,■ ■ :'· .> ■ ' ' .· ./ k"' .■ ■

» * '~ -'F 1·' Ι1"· .. ■ <1, - ■ ί ' ν · > ν
-..Λ";-- Α ·  _ , ' ■ ν..· '·■ Fvi ' f  ,·-: )< .ϋ ΐ^ ·φ ^ ί<V ΐ? ίγ · /  ·

' ’■<· v*:· ' ’*
: ■ i . · i·;· * ·- .· ·$ & .· # »  '

...■ ;-v'. -bi'-f:: ν Z * Z f* s '4 9 & e K - > l : ·

• · \  *** Ί β  t
■■■■ ' ' . . -ν ·:

Λ·*ν;·: ■ ■ ϊ . · - - ^ ν , , ν · : > . . : m  · \ ! · : :
·. - ■ ·..* ·. ■ « * · £ · »  * r , ; - v  <· • ·,ί » ’4 · · κ

Ρ - ' ■ > ■ ·>·■  ^ \ h t- X V  ^ ί -·;̂ Λνν { ■ \  'J

.'ν- ’ r  : - ■'·■ . ν  c • .·β ν

;: ; ; ν  ' ; fei·
■ ί/ 'y '  -

Η έγκριση της διδακτορικής διατριβής από το Τμήμα Χημείας του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων 
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Σκοπός της Διατριβής

Σκοπός της διατριβής ήταν η διερεύνηση της πιθανής διαφοροποίησης της 

περιεκτικότητας των PMPs σε χαρακτηριστικές πρωτεΐνες οι οποίες αποτελούν δείκτες της 

παραγωγής αυτών. Επίσης μελετήθηκε και η συσχέτιση της ενζυμικής ενεργότητας της PAF- 

ΑΗ με τα PMPs και το κατά πόσον η έκκριση του ενζύμου συσχετίζεται με την παραγωγή 

αυτών. Ειδικότερα στην εργασία αυτή διερευνήθηκε ο ρόλος των παραπάνω παραγόντων 

στην αλληλεπίδραση των PMPs με ενδοθηλιακά κύτταρα και μονοκύτταρα από περιφερικό 

φλεβικό αίμα. Τέλος μελετήθηκε η επίδραση των PMPs στις λιποπρωτέϊνες του πλάσματος 

και η επίδραση τους στην οξειδωτική τροποποίηση των λιποπρωτεϊνών.
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Συντμήσεις

[Ca2+]i
4- ΗΝΕ
5- ΗΤ 
A 
AC
AcLDL
ADP
APC
apo
apo B-100
apo E
ApoER2
APP
Arg, R
Asn, N
Asp, D
ATP
BSA
cAMP
CD62p
cDNA
Cer
CETP
CM .
Cox-1
Cox-2
CRP

DAG
DFP
DMSO
DTNB
EC50
EDG-1
EDTA
EGF
EMPs
FCS
Eg
FITC
G
GDP

Συγκέντρωση του ενδοκυττάριου ασβεστίου
4-υδροξυνονενάλη
Σεροτονίνη
Αδενίνη
Αδενυλοκυκλάση
Ακετυλιωμένη LDL
Διφωσφορική αδενοσίνη
Ενεργοποιημένη πρωτεΐνη C
Απολιποπρωτεΐνες
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Ανασκόπηση της βιβλιογραφίας Αιμοπετάλια

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1°

Ρ
Αιμοπετάλια

Γενικά
♦

Τα αιμοπετάλια είναι κύτταρα του αίματος και αποτελούν το 0.5% του όγκου αυτού. 

Παράγονται στο μυελό των οστών από το θρυμματισμό του κυτταροπλάσματος των 

μεγακαρυοκυττάρων και γ ι’ αυτό το λόγο είναι απύρηνα κύτταρα. Τα αιμοπετάλια έχουν 

διάμετρο περίπου 2-5 μπι, χρόνο ζωής 7-10 ημέρες και ο αριθμός τους κυμαίνεται από 

150,000/mm3 - 450,000/mm3 [1]. Παρόλο που είναι απύρηνα κύτταρα περιέχουν αρκετά 

υποκυτταρικά οργανίδια όπως είναι τα μιτοχόνδρια, τα ριβοσώματα, το mRNA διαφόρων 

πρωτεϊνών, ο κυτταροσκελετός καθώς επίσης και πολλά κοκκία που χρησιμεύουν στη 

λειτουργία του αιμοπεταλίου. Επιπρόσθετα, τα αιμοπετάλια στο εσωτερικό τους περιέχουν 

ένα πολύπλοκο μεμβρανικό σωληνοειδές σύστημα το οποίο συνδέεται με την κυτταρική 

μεμβράνη [2]. Σε κατάσταση ηρεμίας τα αιμοπετάλια έχουν δισκοειδές σχήμα, το οποίο 

υποστηρίζεται από τα μικρονημάτια που βρίσκονται στην επιφάνειά τους (Εικόνα ΙΑ). Κατά 

την κυκλοφορία τους, τα αιμοπετάλια τείνουν να συγκεντρώνονται στην περιφέρεια της 

αιματικής ροής και έτσι μπορούν να αναγνωρίσουν και να ανταποκριθούν γρήγορα σε 

οποιαδήποτε βλάβη του ενδοθηλίου. Η κύρια λειτουργία των αιμοπεταλίων είναι η 

συσσώρευση, η οποία πραγματοποιείται διάμεσου γεφυρών ινωδογόνου (Fg) παρουσία 

ιόντων Ca [3-5]. Με αυτό τον τρόπο σχηματίζονται συσσωρεύματα μεταξύ των 

αιμοπεταλίων που εμπλέκονται στη διαδικασία της αιμόστασης. Τα ανθρώπινα αιμοπετάλια 

ενεργοποιούνται από διάφορους αγωνιστές όπως η διφωσφορική αδενοσίνη (ADP), η 

θρομβίνη και το κολλαγόνο [6-8].
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Ανασκόπηση της βιβλιογραφίας Αιμοπετάλια

A) Β)

Εικόνα 1: Α) Χαρακτηριστικό σχήμα των αιμοπεταλίων σε ηρεμία [9]. Β) Ενεργοποιημένα 
αιμοπετάλια όπου διακρίνεταιη εκβολή ψευδοποδιών [10].

Δομή των αιμοπεταλίων

Ο White [11] θέλοντας να συσχετίσει τη δομή με τη λειτουργία του κυττάρου χώρισε 

την ανατομία του αιμοπεταλίου σε τρεις ζώνες, την περιφερειακή ζώνη, τη ζώνη του 

κυτοσολίου και τη ζώνη των οργανιδίων.

Η περιφερειακή ζώνη περιέχει την κυτταρική μεμβράνη με όλα τα δομικά της 

στοιχεία, όπως η λιπιδιακή διπλοστοιβάδα, οι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες και οι πρωτεΐνες του 

κυτταροσκελετού. Επιπρόσθετα, η ζώνη αυτή περιλαμβάνει περιοχές πλούσιες σε 

γλυκοπρωτεΐνες και διαμεμβρανικούς υποδοχείς για διάφορους αγωνιστές των αιμοπεταλίων 

όπως είναι η επινεφρίνη, η θρομβίνη, το ADP, το θρομβοξάνιο Α ι  (ΤχΑ2) και ο παράγοντας 

ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων (platelet activating factor, PAF). Ο γλυκοκάλυκας που 

περιβάλλει τη μεμβράνη των αιμοπεταλίων, έχει πάχος 10-20 mm και αποτελείται από 

υδατάνθρακες. Η ακριβής σύσταση του περιβλήματος αυτού δεν είναι γνωστή, αλλά 

θεωρείται σημαντική γιατί προσδίδει αρνητικό φορτίο στη μεμβράνη. Ο γλυκοκάλυκας 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη συσσώρευση και προσκόλληση των αιμοπεταλίων. Η 

κυτταρική μεμβράνη των αιμοπεταλίων αποτελείται από διάφορα φωσφολιπίδια κυρίως την 

σφιγγομυελίνη (SM) που καλύπτει το 90% της επιφάνειας των αιμοπεταλίων αλλά και την 

φωσφατιδυλοχολίνη (PC) που καλύπτει το 60% αντίστοιχα [12-14] (Πίνακας 1). Ενώ η 

φωσφατιδυλοσερίνη (PS) και η φωσφατιδυλοαιθανολαμίνη (ΡΕ) βρίσκονται κυρίως 

ενδοκυττάρια.
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Ανασκόπηση της βιβλιογραφίας Αιμοπετάλια

Πίνακας 1: Κατανομή των φωσφολιπιδίων στα αιμοπετάλια.

Φωσφολιπίδια % του συνόλου 

των φωσφολιπιδίων

% έκφραση στην 

επιφάνεια των 

αιμοπεταλίων

Φωσφατιδυλοχολίνη (PC) 38% 60%
• «

Φωσφατιδυλοαιθανολαμίνη 27% 20%

(ΡΕ)

Σφιγγομυελίνη (SM) 17% 90%

Φωσφατιδυλοσερίνη (PS) 10% Ίχνη

Φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη 5% Ίχνη

(PD

Είναι γνωστό ότι οι κύριοι παράγοντες πήξης, όπως οι παράγοντες V και XI, 

βρίσκονται συνδεδεμένοι στο γλυκοκάλυκα [15]. Πολλές από τις γλυκοπρωτεΐνες των 

αιμοπεταλίων έχουν διαμόρφωση υποδοχέα και συμμετέχουν στους μηχανισμούς 

συσσώρευσης ή προσκόλλησης στο αρτηριακό τοίχωμα. Οι κυριότερες από αυτές είναι οι 

γλυκοπρωτέίνες της οικογένειας των ιντεγκρινών καθώς και οι πλούσιες σε λεύκινη 

γλυκοπρωτεΐνες.

Οι ιντεγκρίνες αποτελούνται από δυο υπομονάδες, την α και τη β υπομονάδα. Η 

σύνδεση μεταξύ τους γίνεται με μη ομοιοπολικούς δεσμούς σε διάφορες αναλογίες. Οι 

κυριότερες ιντεγκρίνες που απαντούν στα αιμοπετάλια είναι η am$3 (GPIIb/lHa), η α2βι (GP 

Ia/IIa), η α5βι (GP Ic/IIa) και η ανβ3 [16,17] (Πίνακας 2). Από την οικογένεια των πλούσιων 

σε λεύκινη γλυκοπρωτεϊνών (GP), στη μεμβράνη των μη ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων 

βρίσκονται η GPIb, η GPIX, και η GPV.

3



Ανασκόπηση της βιβλιογραφίας Αιμοπετάλια

Πίνακας 2: Οι ιντεγκρίνες των αιμοπεταλίων και οι προσδέτες τους.

Ιντεγκρίνες Προσδέτης

GPIa/IIa (VLA-2, α2βι) Κολλαγόνο

GPIc/Ha (VLA-5, α5βι) Φιβρονεκτίνη

GPIIb/ma (αιη,β3) Ινωδογόνο, φιβρονεκτίνη, βιτρονεκτίνη, 

vWF

Υποδοχέας βιτρονεκτίνη (θγβ3) Ινωδογόνο, φιβρονεκτίνη, βιτρονεκτίνη, 

vWF, θρομβοσπσνδίνη

Περιοχή GPIc/Ha (αόβι) Λαμινίνη

Εκτός από την κυτταρική μεμβράνη και το γλυκοκάλυκα, η περιφερειακή ζώνη του 

αιμοπεταλίου περιλαμβάνει και τις πρωτεΐνες του κυτταροσκελετού. Παράλληλα, η παρουσία 

ενός συσταλτού συστήματος βοηθάει στην αλλαγή του σχήματος του αιμοπεταλίου, στη 

δημιουργία ψευδοποδιών, στη σύσπαση του κυτταροσκελετού και στην έκκριση των πυκνών 

και α-κοκκίων (Εικόνα 1Β). Το σύστημα αυτό αποτελείται κυρίως από την ακτίνη, ενώ άλλες 

σημαντικές πρωτεΐνες που απαντούν σ’ αυτό είναι η μυοσίνη, η τροπομυοσίνη, η πρωτεΐνη 

που δεσμεύει την ακτίνη, η α-ακτινίνη και η σπεκτρίνη. Τα μορφολογικά χαρακτηριστικά που 

περιγράφονται παραπάνω στηρίζουν τη δισκοειδή μορφή του αιμοπεταλίου.

Η ζώνη του κυτοσολίου περιέχει ίνες, νημάτια και διάφορες πρωτεΐνες που 

βρίσκονται σε κατάσταση πολυμερισμού. Επίσης στη ζώνη του κυτοσολίου βρίσκεται το 

ανοιχτό διαυλικό σύστημα (open canalicular system, OCS) που συνδέεται με την επιφάνεια 

του αιμοπεταλίου. Με αυτό τον τρόπο δημιουργείται μια οδός για τη μετακίνηση των 

βιοδραστικών ουσιών του ενεργοποιημένου αιμοπεταλίου προς την εξωτερική επιφάνεια [9].

Τέλος, η ζώνη των οργανιδίων περιέχει τα πυκνά και α-κοκκία, τα λυσοσώματα, τα 

μιτοχόνδρια και το γλυκογόνο. Αυτή η ζώνη χρησιμεύει για την αποθήκευση ορισμένων 

ενζύμων, νουκλεοτιδίων, σεροτονίνης, πρωτεϊνών, ιόντων Ca , αντιοξειδωτικών, ταυρίνης 

και γλουταθειόνης. Ο αριθμός των πυκνών κοκκίων κυμαίνεται από 2-10 σε κάθε 

αιμοπετάλιο. Τα πυκνά κοκκία περιέχουν νουκλεοτίδια (ADP, τριφωσφορική αδενοσίνη 

(ΑΤΡ)), σεροτονίνη και ιόντα Ca [18]. Παράλληλα με τα πυκνά κοκκία, σε κάθε 

αιμοπετάλιο υπάρχουν 20-200 α-κοκκία. Τα α-κοκκία είναι στρογγυλά κοκκία και η 

μεμβράνη τους αποτελείται από μια φωσφολιπιδιακή διπλοστοιβάδα. Περιέχουν μεγάλο
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αριθμό από παράγοντες χρήσιμους για την αιμοπεταλιακή λειτουργία. Επίσης περιέχουν Fg, 

τον αιμοπεταλιακό παράγοντα 4 (platelet activating factor, PF4), τον παράγοντα von 

Willebrand (vWF), τη φιβρονεκτίνη και τον αναστολέα του ενεργοποιητή του πλασμινογόνου 

(ΡΑΙ-1) [19]. Στο εσωτερικό της μεμβράνης των α-κοκκίων υπάρχει η Ρ-σελεκτίνη (CD62p ή 

GMP-140), μια γλυκοπρωτεΐνη η οποία διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην προσκόλληση 

των αιμοπεταλίων με τα λευκοκύτταρα και το ενδοθήλιο [20]. Η Ρ-σελεκτίνη αναγνωρίζει ως 

προσδέτες μεμβρανικούς ολιγοσακχαρίτες, οι οποίοι περιέχουν στο μόριο τους σιαλυλομάδες 

και μοιάζουν δομικά με τον sialyl-Lewis X (sLex) [21]. Επιπρόσθετα, το πυκνό σωληνοειδές 

σύστημα (dense tubular system, DTS) περιέχει ένζυμα για το μεταβολισμό του αραχιδονικού 

οξέος (ΑΑ) και τη σύνθεση των διαφόρων προσταγλανδινών που χρησιμεύουν στην 

αιμοπεταλιακή λειτουργία.

Η φυσιολογία των αιμοπεταλίων

Τα αιμοπετάλια εμπλέκονται σε διάφορες παθοφυσιολογικές καταστάσεις όπως είναι 

η φλεγμονή, η θρόμβωση και η επαναστένωση. Οι φυσιολογικοί αγωνιστές των 

αιμοπεταλίων, δεν μπορούν να διαπεράσουν την κυτταρική μεμβράνη. Κατά συνέπεια 

απαιτούνται ειδικοί υποδοχείς στην επιφάνεια των αιμοπεταλίων για τη δέσμευσή τους. Η 

ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων, έχει ως αποτέλεσμα τη διέγερση διαφόρων μεταβολικών 

οδών, την αλλαγή του σχήματος των αιμοπεταλίων, τη μεταβολή της συγκέντρωσης του 

ενδοκυττάριου ασβεστίου ([Ca2+]j), την αποκοκκίωση των αιμοπεταλίων καθώς επίσης και 

την ενεργοποίηση του υποδοχέα α^ββ [22-30].

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οι κύριοι αγωνιστές των αιμοπεταλίων είναι το ADP, η 

επινεφρίνη, το ΤχΑ2, η θρομβίνη και ο PAF. Η ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων οδηγεί στο 

σχηματισμό των ψευδοποδίων, την αλλαγή του σχήματος, την προσκόλληση, τη συσσώρευση 

και την έκκριση του περιεχομένου των πυκνών και α-κοκκίων τους.

Οι υποδοχείς του ADP, της επινεφρίνης, του ΤχΑ2, της θρομβίνης και του PAF έχουν 

ήδη περιγράφει [28,31]. Οι υποδοχείς των αγωνιστών αυτών συνδέονται με πρωτεΐνες που 

δεσμεύουν τη φωσφατάση της τρισφωσφορικής γουανοσίνης (GTP). Τα αιμοπετάλια 

περιέχουν μονομερείς, χαμηλού μοριακού βάρους G-πρωτεΐνες αλλά και ετεροτριμερείς G-
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πρωτεΐνες. To GTP δεσμεύεται στην α-υπομονάδα της G-πρωτεΐνης, με αποτέλεσμα την 

υδρόλυσή του προς διφωσφορική γουανοσίνη (GDP) [30]. Πολλοί αγωνιστές των 

αιμοπεταλίων συνδέονται στους συζευγμένους με G-πρωτεΐνες υποδοχείς και ενεργοποιούν 

μονοπάτια σηματοδότησης. Οι G-πρωτεΐνες μεταβιβάζουν στη συνέχεια αυτού του είδους τα 

σήματα με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση του κύκλου της φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (PI). Η ΡΙ 

είναι ένα ελάσσον φωσφολιπίδιο της κυτταρικής μεμβράνης το οποίο βρίσκεται στην 

εσωτερική επιφάνειά της. Η φωσφορυλίωση της ΡΙ από το ΑΤΡ έχει ως αποτέλεσμα το 

σχηματισμό της 4,5-δισφωσφορικής-φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (ΡΠ*2) η οποία στη συνέχεια με 

τη δράση του μεμβρανικού ένζυμου φωσφολιπάση C (PLC), υδρολύεται προς δύο 

ενδοκυττάριους αγγελιοφόρους, τη διακυλογλυκερόλη (DAG) και την τριφωσφορική 

ινοσιτόλη (ΙΡ3). Η PLC, συνδέεται με το μεμβρανικό υποδοχέα διαμέσου των G-πρωτεΐνών οι 

οποίες στην περίπτωση αυτή είναι μόνο διεγερτικές G-πρωτεΐνες. Έτσι, η σύνδεση του 

αγωνιστή στον υποδοχέα προκαλεί την ενεργοποίηση της διεγερτικής G-πρωτέίνης και στη 

συνέχεια, διαμέσου αυτής, την ενεργοποίηση της PLC. Η Π*3 απελευθερώνει το Ca από τις 

ενδοκυττάριες αποθήκες, κυρίως τα πυκνά κοκκία, αυξάνοντας την [Ca2+]i στο κυτοσόλιο. 

Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την πλήρη ενεργοποίηση του κύκλου της ΡΙ και την ενεργοποίηση 

των αιμοπεταλίων (Εικόνα 2).
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Ανασκόπηση της βιβλιογραφίας Αιμοπετάλια

Το κυκλικό 3 '5 '-αδενοσινο-μονοφωσφορικό οξύ ή κυκλικό AMP (cAMP) είναι 

αναστολέας των αιμοπεταλίων. To cAMP παράγεται από το ΑΤΡ με τη δράση του ένζυμου 

αδενυλοκυκλάση (AC) που βρίσκεται στην εσωτερική επιφάνεια της κυτταρικής μεμβράνης. 

To cAMP απενεργοποιείται γρήγορα προς 5’-ΑΜΡ με τη δράση του ενζύμου 

φωσφοδιεστεράση. Η AC είναι συζευγμένη με μεμβρανικούς υποδοχείς διαμέσου G- 

πρωτεϊνών. Υπάρχουν δύο τύποι G-πρωτέϊνών, ο ένας ενεργοποιεί την AC και είναι γνωστός 

ως Gs-πρωτεΐνη και ο άλλος αναστέλλει την AC και είναι γνωστός ως Gi-πρωτέϊνη. 

Παράλληλα, και μεμβρανικοί υποδοχείς συζεύγνυνται με την AC διαμέσου των Gs- 

πρωτεϊνών, οπότε η πρόσδεση του αγωνιστή σε αυτούς ενεργοποιεί την AC και αυξάνει το 

cAMP. Μετά το σχηματισμό του, το cAMP ενεργοποιεί κινάσες οι οποίες καταλύουν τη 

φωσφορυλίωση ειδικών πρωτεϊνών δημιουργώντας έτσι μόρια που δεσμεύονται χηλικά με τα
Λ  I  Α  ι

ιόντα Ca . Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση την [Ca ]i στον ενδοκυττάριο χώρο [33], Η 

πρόσδεση του αγωνιστή διαμέσου των Gj-πρωτεϊνών αναστέλλει την AC και μειώνει το 

cAMP (Εικόνα 2).

Η προσταγλανδίνη h  (προστακυκλίνη, PGfc) παράγεται στο ενδοθήλιο και χρησιμεύει 

ως φυσικός αναστολέας των αιμοπεταλίων. Επίσης τα ενδοθηλιακά κύτταρα εκτός από την 

έκκριση της PGI2 εκκρίνουν και αντιθρομβωτικές ουσίες όπως είναι το νιτρικό οξύ (NO) και 

ο ιστικός ενεργοποιητής του πλασμινογόνου (ίΡΑ). Η έκκριση μορίων NO από το ενδοθήλιο, 

προκαλεί τη μείωση του [Ca2+]i και κατά συνέπεια αναστολή της προσκόλλησης των 

αιμοπεταλίων στο ενδοθήλιο και την περαιτέρω ενεργοποίηση ή συσσώρευσή τους [34].

Αγωνιστές των αιμοπεταλίων και οι υποδοχείς τους

Θρομβίνη

Η θρομβίνη είναι ο πιο ισχυρός αγωνιστής των αιμοπεταλίων, in vivo. Η θρομβίνη, in 

vivo, υπάρχει κυρίως στην ανενεργή της μορφή γνωστή με τον όρο προθρομβίνη. Η 

προθρομβίνη είναι μια σφαιρίνη του πλάσματος η οποία βκ>συντίθεται στο ήπαρ. Η 

μετατροπή της σε θρομβίνη γίνεται κατά την ενεργοποίηση του μηχανισμού πήξης του 

αίματος. Η προθρομβίνη συνδέεται στα φωσφολιπίδια της μεμβράνης των συσσωρευμένων
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αιμοπεταλίων μαζί με το μετατρεπτικό παράγοντα της προθρομβίνης, ο οποίος την υδρολύεν 

προς α-θρομβίνη αποσπώντας ένα ανενεργό πεπτίδιο από το μόριο της. Μετά το σχηματισμό 

της, η θρομβίνη υδρολύει το Fg οδηγώντας στο σχηματισμό του ινώδους.

Η θρομβίνη, προκαλεί την ενεργοποίηση του κύκλου της ΡΙ, ενεργοποιεί το 

μηχανισμό του ΑΑ και το σχηματισμό ΤχΑ2 και αυξάνει το [Ca ]i in vitro. Επιπρόσθετα, 

προκαλεί την αλλαγή του σχήματος, την έκκριση των κοκκίων και τη συσσώρευση των 

αιμοπεταλίων. Η θρομβίνη δεσμεύεται σε δυο διαφορετικούς υποδοχείς. Αυτοί είναι: οι PARs 

(Protease Activated Receptors) και το σύμπλοκο GPIb-IX-V. Στα ανθρώπινα αιμοπετάλια η 

θρομβίνη πρωτεολύει δυο PAR υποδοχείς, τον PAR1 [35,36] και τον PAR4 [35,37]. Έχουν 

βρεθεί τέσσερις υποδοχείς που ανήκουν στην οικογένεια των PARs, και χωρίζονται σε δυο 

κατηγορίες: υποδοχείς ευαίσθητοι στην θρομβίνη PARI, PAR3 και PAR4, και υποδοχείς 

ευαίσθητοι στον ενεργοποιημένο με θρυψίνη υποδοχέα PAR2 (γνωστό και ως F2R, F2R11, 

F2RL2 και F2RL3, αντίστοιχα). Οι υποδοχείς των PARs δρουν διάμεσου Gq-πρωτεϊνών και 

ενεργοποιούν μια φωσφολιπάση Οβ (ΡΙ,Οβ) οδηγώντας στη φωσφορυλίωση της ΡΙ από το 

ΑΤΡ με αποτέλεσμα το σχηματισμό της ΡΙΡ2. Η PDP2 στη συνέχεια με την επίδραση ενός 

μεμβρανικού ενζύμου της PLC, υδρολύεται προς δύο ενδοκυττάριους αγγελιοφόρους, τη 

DAG και την ΙΡ3. To ΙΡ3 απελευθερώνει το Ca από τις ενδοκυττάριες αποθήκες, 

αυξάνοντας την [Ca ]j και την περαιτέρω ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων. Ο PAR1 

συνδέεται με τις Gq, G12/13» και G πρωτεΐνες ενώ ο δεύτερος μόνο με τις Gq πρωτεΐνες 

[35,37-39].

Η πρωτεόλυση του PAR1 από τη θρομβίνη συνοδεύεται από την ενεργοποίηση πολλών 

πρωτεϊνών, όπως η ΡΙΧίβ, η κινάση του φωσφοϊνοσιτίδιου-3 (ΡΙ3Κ) και οι RhoA/Rho 

κινάσες. Ο υποδοχέας PAR1 έχει μετρίου βαθμού συγγένεια με τη θρομβίνη και ενεργοποιεί 

το αιμοπετάλιο διαμέσου του κύκλου της ΡΙ. Ο υποδοχέας PAR1 ενεργοποιείται με την 

υδρόλυση του πεπτιδικού δεσμού μεταξύ Arg41 και Ser42, η οποία καταλύεται από τη 

θρομβίνη οδηγώντας στο σχηματισμό ενός νέου αμινοτελικού-άκρου (the “tethered ligand”), 

το οποίο αλληλεπιδρά με υπολείμματα αμινοξέων που βρίσκονται στην εξωκυττάρια περιοχή 

του υποδοχέα καθώς επίσης και με το αμινοτελικό άκρο της θρομβίνης [36,40-42]. Το νέο 

αμινοτελικό άκρο αποτελείται από το πεπτίδιο με την αλληλουχία Ser-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn 

(SFLLRN). To SFLLRN μπορεί να ενεργοποιήσει τα αιμοπετάλια απουσία της α-θρομβίνης. 

Η μετρίου βαθμού συγγένεια του PAR1 με τη θρομβίνη οδηγεί στην ενεργοποίηση της
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φωσφολιπάσης Α ι  (PLA2) καθώς και στην απενεργοποίηση της AC διάμεσου G-πρωτεϊνών 

[43-45]. Οι Covic L  et al. [46] παρατήρησαν ότι ο PAR1 συμμετέχει στη βραχεία (short-
Λ  ,

lived) αλλά και πρώιμη (early) μεταφορά του Ca στον ενδοκυττάριο χώρο, ενώ ο PAR4 

ασκεί τη δράση της παρατεταμένης μεταφοράς Ca (Εικόνα 2). Μελέτες έχουν δείξει ότι ο 

PAR1 ενεργοποιείται σε χαμηλές συγκεντρώσεις θρομβίνης με τιμή EC50 50ρΜ (ECso, η 

συγκέντρωση που προκαλεί το 50% της ενεργοποίησης) [35,47,48]. Απουσία όμως του PAR1 

η ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων μπορεί να γίνει και διάμεσου του PAR4 αλλά βασική 

προϋπόθεση είναι ότι απαιτεί 50 φόρες μεγαλύτερη δόση θρομβίνης για να προκαλέσει την 

ιδία ενεργοποίηση στα αιμοπετάλια (ECSo 5nM) [35].

Ο δεύτερος υποδοχέας της θρομβίνης, το σύμπλοκο GPIb-IX-V, αποτελείται από την 

a-(130kDa) και β-(25kDa) υπομονάδα που συνδέονται μεταξύ τους με δισουλφιδικούς 

δεσμούς. Η GPIb συνδέεται με την GPIX (22kDa) με μη ομοιοπολικούς δεσμούς καθώς 

επίσης και χαλαρά με το GPV (82kDa) σε αναλογία 2:2:2:1 [49]. Το σύμπλοκο GPIb-DC-V 

έχει μεγάλη συγγένεια για την α-θρομβίνη [50]. Η ενεργοποίηση με α-θρομβίνη προκαλεί την 

ενεργοποίηση της ζ ισομορφής της PLA2 που οδηγεί στο σχηματισμό του ΑΑ καθώς και στην 

ενεργοποίηση της πρωτεϊνοκινάσης της τυροσίνης (ΡΤΚ). Οι παραπάνω δράσεις οδηγούν 

στην αύξηση του [Ca2+]i, στην έκκριση των κοκκίων και στη συσσώρευση των αιμοπεταλίων.

Θρομβοξάνιο Α2(ΤχΑ2)

Το θρομβοξάνιο Α2 (ΤχΑ2) είναι προϊόν του μεταβολισμού του ΑΑ. Κατά την ενεργοποίηση 

των αιμοπεταλίων ενεργοποιείται η PLA2 και καταλύει την απελευθέρωση του ΑΑ το οποίο 

βρίσκεται εστεροποιημένο στην sn-2 θέση των μεμβρανικών φωσφολιπιδίων. Με τη δράση 

του ενζύμου κυκλοξυγονάση-1 (Cox-Ι) το ΑΑ μετατρέπεται στα ασταθή ενδοϋπεροξείδια 

(PGG2 και PGH2) και στη συνέχεια σε ΤχΑ2 παρουσία του ενζύμου συνθάση του 

θρομβοξανίου (TS) [51]. Οι υποδοχείς των αιμοπεταλίων που δεσμεύουν το ΤχΑι 

αναγνωρίζουν επίσης το ενδουπεροξείδιο PGH2 και γι’ αυτό το λόγο ονομάζονται υποδοχείς 

TxA2/PGH2 [52]. Ο υποδοχέας TXA2/PGH2 μετονομάστηκε σε υποδοχέα ΤΡ από την 

International Union o f Pharmacology Classification of Prostanoid Receptors [53], H 

βιοσύνθεση και έκκριση του ΤχΑ2 από τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια κατευθύνεται προς 

τους ειδικούς υποδοχείς τους ενεργοποιώντας τον κύκλο της ΡΙ (Εικόνα 2). Ο βασικός ρόλος
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του ΤχΑ2 είναι η ενίσχυση της αρχικής ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων με αποτέλεσμα την 

στρατολόγηση των αιμοπεταλίων στην περιοχή της βλάβης [54]. Η δράση του ΤχΑ2 

περιορίζεται μόνο στην περιοχή της βλάβης διότι παρουσιάζει μικρό χρόνο ημιζωής (half- 

life) στο πλάσμα και η δράση που ασκεί στα γειτονικά αιμοπετάλια γίνεται στα πρώτα 30sec 

μετά από την έκκριση του.

Διφωσφορική αδεγοσίνη (ADP)

To ADP είναι αποθηκευμένη στα πυκνά κοκκία και εκκρίνεται κατά την 

ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων. To ADP συνδέεται με πουρινεργικούς υποδοχείς, όπως οι 

Ρ2Υι και Ρ2Υ ι2. Ο Ρ2Υι υποδοχέας συνδέεται με μια Gq πρωτεΐνη. Η πρόσδεση του ADP
Λ  I

προκαλεί αύξηση του [Ca ]i και την παράλληλη ενεργοποίηση της ΡΙΧ β με αποτέλεσμα την 

ενεργοποίηση του υποδοχέα αιπ,β3 [55-58]. Πιστεύεται ότι ο υποδοχέας Ρ2Υι χρησιμοποιείται 

κυρίως για τη μεταφορά του Ca2+ στο κυτοσόλιο του αιμοπεταλίου [59], στην ενεργοποίηση 

της ΡΙΧβ, στην απελευθέρωση του Ca2+ από τα πυκνά κοκκία και πιθανώς στην εισροή Ca2+ 

στο κύτταρο (Εικόνα 2). Ο υποδοχέας Ρ2Υι2 φαίνεται να διαδραματίζει ρόλο κλειδί στις 

βιοχημικές αντιδράσεις που προκαλούν την πλήρη ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων [60].

Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι ο υποδοχέας Ρ2Υι2 συμμετέχει στην 

αποκο^κίωση των πυκνών κοκκίων [61], στην ενεργοποίηση του υποδοχέα am$3 [62-66] και 

στο σχηματισμό του θρόμβου [67,68]. Ο υποδοχέας αυτός παίζει σημαντικό ρολό στην μη- 

αντιστρεπτή συσσώρευση των αιμοπεταλίων προκαλούμενη από το ADP, το ΤχΑ2 και το 

γνωστό πεπτίδιο SFLLRN [69,70]. Επίσης, αναστέλλει την AC [60,71] αλλά δεν συμμετέχει 

στην κινητοποίηση του Ca2+ και στην αλλαγή σχήματος των αιμοπεταλίων μετά από 

ενεργοποίηση με ADP [69,70]. Επιπρόσθετα, ο υποδοχέας Ρ2Χι αναγνωρίζει το ΑΤΡ ή το 

ADP και προκαλεί μια μικρή σύστασης αλλά γρήγορη μεταφορά του Ca2+ προς τον 

ενδοκυττάριο χώρο του αιμοπεταλίου [72]. Οι Daneil et al. [73] με σχετικά πρόσφατη μελέτη 

τους προτείνουν και ένα τρίτο υποδοχέα (τον P2TAc) ο οποίος φαίνεται να είναι υπεύθυνος 

για την αναστολή της AC και τη μείωση του cAMP, υπόθεση η οποία βρίσκεται ακόμα υπό 

διερεύνηση.
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Ο Παράγοντας Ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων (PAF)

Ο Παράγοντας Ενεργοποίησης των Αιμοπεταλίων (1 -0-alKyl-2-acetyl-sn-glycero-3- 

phosphocholine, PAF) είναι ένα βιολογικά δραστικό φωσφολιπίδιο που προκαλεί την 

ενεργοποίηση, τη συσσώρευση και την έκκριση των κοκκίων των αιμοπεταλίων τόσο in vivo 

όσο και in vitro [74,75]. Ο PAF είναι ένας χημικός διαβιβαστής ο οποίος διαδραματίζει ρόλο 

στην κυτταρική επικοινωνία, έχοντας έτσι παρόμοια λειτουργική συμπεριφορά με τις 

ορμόνες, τις κοτταροκίνες και τις ιντερλευκίνες [76,77]. Στα κύτταρα, σε συνθήκες ηρεμίας, ο 

PAF δεν ανιχνεύεται. Όταν αυτά όμως διεγερθούν, παράγεται και κατόπιν εκκρίνεται ή 

εκφράζεται στη μεμβράνη τους. Στη συνέχεια ο PAF ενεργοποιεί, διάμεσου των ειδικών 

υποδοχέων του, τα κύτταρα στόχους [78].

Το 1991 οι Honda et al. κλωνοποίησαν το cDNA του υποδοχέα του PAF από 

πνεύμονα χοίρου guinea [79]. 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 συζευγμένων με G-πρωτεΐνες υποδοχέων. 

Πρόκειται για μια μονή πολυπεπτιδική αλυσίδα η οποία σχηματίζει 7 διαμεμβρανικά τμήματα. 

Το καρβοξυτελικό κυτταροπλασματικό άκρο περιέχει 4 κατάλοιπα σερίνης και 5 κατάλοιπα 

θρεονίνης ως πιθανά σημεία φωσφορυλίωσης από τις κινάσες των συζευγμένων με G- 

πρωτεΐνες υποδοχέων.

Η δράση του PAF δεν περιορίζεται μόνο στο κύτταρο από το οποίο εκκρίνεται, αλλά 

και σε παρακείμενα κύτταρα, εμφανίζοντας ενδοκρινή, παρακρινή και συνδετοκρινή δράση. 

Ο PAF εμπλέκεται σε διάφορες φυσιολογικές λειτουργίες, αποτελεί όμως και το 

διαμεσολαβητή διαφόρων παθοφυσιολογικών αντιδράσεων όπως είναι η φλεγμονή, ο 

σχηματισμός θρόμβου και οι αλλεργικές αντιδράσεις [80]. Υπάρχουν δυο κύριες ενζυμικές 

πορείες για τη βιοσύνθεση του PAF, η πορεία ανασύνθεσης (remodelling pathway) και η 

πορεία βιοσύνθεσης «εκ νέου» (de novo pathway). Τα αιμοπετάλια βιοσυνθέτουν PAF όταν 

ενεργοποιηθούν με τους κατάλληλους αγωνιστές όπως το ιονοφόρο του Ca (Α23187) [81- 

83]), η θρομβίνη [81,84] και το κολλαγόνο (η ποσότητα του PAF που παράγεται κυμαίνεται 

από: 0,25-3 pmoles/108 αιμοπετάλια). Η σύνθεση του PAF μέσω της οδού της ανασύνθεσης 

πραγματοποιείται ως απάντηση ενός κυττάρου σε φλεγμονώδες ερέθισμα. Η σύνθεσή του 

μέσω αυτής της πορείας ξεκινά με την ενεργοποίηση μιας PLA2, η οποία υδρολύει την 1-0 -

ικ
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αλκυλο-2-αραχιδονοϋλο-577-γλυκερο-3-φωσφοχολίνη σε 1 -0 -αλκυλο-5?ι-γλυκερο-3-

φωσφοχολίνη (lyso-PAF). Το δεύτερο βήμα στη σύνθεση του PAF πραγματοποιείται με τη 

δράση της ακετυλο-συνένζυμο A:lyso-PAF ακετυλοτρανσφεράσης. Η de novo πορεία 

βιοσύνθεσης του PAF καταλύεται από μία CDP-φωσφοχολινοτρανσφεράση. Το αρχικό 

υπόστρωμα 1-0-αλκυλο-2-λυσο-ό72-γλυκερο-3-φωσφορικό οξύ ακετυλιώνεται στην sn-2 θέση 

με τη δράση της ακετυλοΟοΑ- ακετυλοτρανφεράσης παρουσία ακετυλοΟοΑ. Στη συνέχεια 

με τη δράση της φωσφοϋδρολάσης του 1 -0 -αλκυλο-2-ακετυλο-.?/2- γλυκερο-3-φωσφορικού 

οξέος απομακρύνεται η φωσφορική ομάδα από την sn-3 θέση του γλυκερινικού σκελετού. Η 

βιοσύνθεση του PAF ολοκληρώνεται με τη δράση της CDP-φωσφοχολινοτρανσφεράσης, η 

οποία μεταφέρει την ομάδα της φωσφοχολίνης από τη CDP-χολίνη στην Ι-Ο-αλκυλο-2- 

ακετυλο-ί«-γλυκερόλη [85,86].

• Αντίθετα, η βιοσύνθεση του PAF δεν πραγματοποιείται παρουσία των αγωνιστών 

ADP και ΑΑ [87]. Επιπρόσθετα, ο PAF εκκρίνεται από τα αιμοπετάλια, μετά από την 

ενεργοποίηση τους, συνδεδεμένος στα μικροσωματίδια των αιμοπεταλίων (PMPs) [88,89].

Η δράση του PAF στα αιμοπετάλια έχει ως αποτέλεσμα την έκκριση των πυκνών και 

α-κοκκίων, τη συσσώρευση, την αλλαγή του σχήματος, το μεταβολισμό του ΑΑ και σύνθεση 

του ΤΧΑ2, τη φωσφορυλίωση πρωτεϊνών και την αύξηση του [Ca ]j. Ο PAF αποικοδομείται 

με τη δράση της ακετυλοϋδρολάσης του παράγοντα ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων (PAF- 

ΑΗ), ένα ένζυμο που υδρολύει τον εστερικό δεσμό στην sn-2 θέση απομακρύνοντας την 

οξική ομάδα και παράγοντας το βιολογικό ανενεργό μεταβολίτη lyso-PAF [90]. Με αυτό τον 

τρόπο ελέγχονται τα επίπεδα του PAF στα αιμοπετάλια. Έχει αποδειχτεί ότι η PAF-AH 

βρίσκεται σε αιμοπετάλια ποντικού [9] καθώς και στα ανθρώπινα αιμοπετάλια [91].

Σεροτονίνη ή 5-νδροξυτρυταμίνη (5-ΗΤ)

Ο υποδοχέας της σεροτονίνης (5-ΗΤ) ενεργοποιεί την PLC μέσω μιας G-πρωτεΐνης,
Λ  I

οδηγώντας στην αύξηση του [Ca ]j και τη φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών. Η αλληλουχία 

του ανθρώπινου υποδοχέα του 5-ΗΤ έχει κλωνοποιηθεί και έχει βρεθεί ότι πρόκειται για ένα 

σερπεντινικό διαμεμβρανικό υποδοχέα [92], Εκτός από αγωνιστής των αιμοπεταλίων, η 5-ΗΤ 

βρίσκεται αποθηκευμένη στα πυκνά κοκκία [93] και εκκρίνεται κατά την ενεργοποίηση των 

αιμοπεταλίων.
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Ετυινεφρίνη

Η επινεφρίνη ανήκει στην οικογένεια των αγωνιστών των αιμοπεταλίων. Προκαλεί 

την έκκριση και συσσώρευση αλλά όχι την αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού η οποία 

έχει ως αποτέλεσμα την αλλαγή σχήματος των αιμοπεταλίων. Ο αδρενεργικός υποδοχέας α2 

(a2-adrenergic) είναι ο κυρίως υποδοχέας της επινεφρίνης [94-96].

Συσσώρευση των αιμοπεταλίων

Τα αιμοπετάλια συσσωρεύονται στο εσωτερικό των αιμοφόρων αγγείων που έχουν 

υποστεί βλάβη με αποτέλεσμα το σχηματισμό αιμοπεταλιακού θρόμβου και την παρεμπόδιση 

της ροής του αίματος. Για να αρχίσει όμως η συσσώρευση των αιμοπεταλίων θα πρέπει να 

έχει προηγηθεί η ενεργοποίηση τους και κατά συνέπεια η μετατροπή του υποδοχέα α®β3 από 

την ανενεργό στην ενεργό μορφή του. Αυτό, όπως αναφέρεται και παραπάνω, συμβαίνει με 

την αλλαγή διαμόρφωσης του ετεροδιμερούς και την εμφάνιση των περιοχών σύνδεσης του 

προσδέτη. Στην συνέχεια, η πρόσδεση του Fg στον υποδοχέα έχει ως αποτέλεσμα τη σύνδεση 

των αιμοπεταλίων μεταξύ τους με γέφυρες Fg και τη συσσώρευσή τους. Ακολουθεί η 

ενεργοποίηση του μηχανισμού πήξης και ο σχηματισμός του ινώδους και του θρόμβου στο 

εσωτερικό των αγγείων. Η σύνδεση του vWF στον υποδοχέα αιη>β3 σταθεροποιεί περισσότερο 

τον αιμοπεταλιακό θρόμβο και αυτό έχει μεγάλη σημασία κυρίως υπό συνθήκες ισχυρών 

διατμητικών τάσεων όπως σε περιοχές στένωσης των αγγείων. Η σύνδεση του am$3 με το Fg 

και τον vWF γίνεται σε λίγα δευτερόλεπτα μετά την αλλαγή διαμόρφωσης του υποδοχέα των 

αιμοπεταλίων και φαίνεται να σταθεροποιείται μέσα σε λίγα λεπτά (Εικόνα 3).
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Κολλαγόνο

v\Vf Ν .  /

6 9

Συσσώρευση

Εικόνα 3: Σχηματική απεικόνιση της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων.

Τα γεγονότα μεταγωγής σήματος τα οποία αρχίζουν μετά τη διέγερση των αιμοπεταλίων και 

προκαλούν την αλλαγή διαμόρφωσης του υποδοχέα, έχουν ως αποτέλεσμα τη μετατροπή 

αυτού από υποδοχέα χαμηλής σε υποδοχέα υψηλής συγγένειας. Αυτό το φαινόμενο είναι 

γνωστό με το τον όρο μέσα-έξω σηματοδότηση. Ο υποδοχέας am$3 σε κατάσταση ηρεμίας
ψ

βρίσκεται σε μια μορφή χαμηλής συγγένειας σε σχέση με το Fg, όπου η ββ υπομονάδα δεν 

μπορεί να δεσμευτεί με τον προσδέτη. Παράλληλα, η β3 υπομονάδα παρεμποδίζει την 

περιοχή δέσμευσης της υπομονάδας αιπ> [97]. Κατά την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων, η β3 

υπομονάδα υφίσταται αλλαγή διαμόρφωσης, με αποτέλεσμα την έκφραση της περιοχής 

δέσμευσης για την RGD (Arg-Gly-Asp) ακολουθία των διαφόρων προσκολλητικών μορίων. 

Η αλλαγή διαμόρφωσης της β3 υπομονάδας και η κυτταροσκελετική αναδιοργάνωση του 

αιμοπεταλίου προκαλεί την έκθεση, στην επιφάνεια, της περιοχής δέσμευσης της υπομονάδας 

anb, με αποτέλεσμα την πρόσδεση του Fg στον υποδοχέα am$3· Οι Hers et al. [98] έδειξαν ότι 

η ενεργοποίηση της κινάσης του Src συμμετέχει στη μέσα-έξω σηματοδότηση του am$3, για 

οποιοδήποτε αγωνιστή των αιμοπεταλίων. Επιπρόσθετα, η PKC συμμετέχει στη μέσα-έξω 

σηματοδότηση όταν τα αιμοπετάλια ενεργοποιούνται από την α-θρομβίνη. Φαίνεται ότι τα 

υπολείμματα 749-762 του καρβοξυτελικού άκρου της β3 υπομονάδας πιθανώς να αποτελούν 

υπόστρωμα για τη δράση των διαφορετικών κινασών κατά την ενεργοποίηση των
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αιμοπεταλίων. Αποτέλεσμα αυτής της σηματοδότησης είναι η αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού, ο οποίος διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη δυνατότητα δέσμευσης του 

υποδοχέα με τα διάφορα προσκολλητικά μόρια [99].

Η σύνδεση του προσδέτη στον υποδοχέα οδηγεί όχι μόνο στη συσσώρευση των 

αιμοπεταλίων αλλά και στην παραγωγή μιας έξω-μέσα σηματοδότησης, η οποία προκαλεί 

αντιδράσεις φωσφορυλίωσης και ανασυγκρότησης του κυτταροσκελετού [100-102]. 

Αποτέλεσμα της δέσμευσης του προσδέτη στον υποδοχέα am$3 είναι η ρύθμιση και η 

σταθεροποίηση των αιμοπεταλίων, η εξάπλωσή τους, η αποκοκκίωση τους, η συρρίκνωση 

του θρόμβου και πιθανώς η αύξηση της θρομβογόνου ικανότητας του αιμοπεταλίου [103].

Από την άλλη πλευρά, η σύνδεση του Fg και/ή vWF στον υποδοχέα προκαλεί 

συγκεκριμένες ενδοκυττάριες αντιδράσεις, όπως είναι ο σχηματισμός συμπλεγμάτων 

υποδοχέων am$3, η φωσφορυλίωση ποικίλου μοριακού βάρους τυροσινών και η 

ενεργοποίηση της κινάσης Syk [104-107]. Μετά από λίγα δευτερόλεπτα, τα αιμοπετάλια 

αρχίζουν να «ισοπεδώνονται» σχηματίζοντας μικροσκοπικά συσσωρεύματα. Σε αυτό το 

ενδιάμεσο στάδιο παρατηρείται η ενεργοποίηση του pp60SIC και συμπλεγμάτων του am$3 που 

διακρίνονται στο μικροσκόπιο ανοσοφθορισμού. Η εξάπλωσή των αιμοπεταλίων στο 

ακινητοποιημένο Fg και/ή vWF γίνεται μέσα σε λίγα λεπτά. Μέσα σε αυτό το χρονικό 

διάστημα εμφανίζονται μικροσκοπικά συμπλέγματα της βινικουλίνης που συνδέονται με 

νημάτια της F-ακτίνης [107-109]. Η πλήρης συσσώρευση και εξάπλωσή των αιμοπεταλίων 

συσχετίζεται με την κινάση της τυροσίνης καθώς και με την ενεργοποίηση άλλων κινασών 

όπως η ppl25FAK [107,110-112].

Συνοψίζοντας, η παρουσία αγωνιστών όπως το ADP, η θρομβίνη, και το κολλαγόνο 

προκαλεί τη μέσα-έξω σηματοδότηση που δημιουργείται κατά την ενεργοποίηση των 

αιμοπεταλίων. Τελικά, η ενεργοποίηση οδηγεί σε κυυτταροσκελετική αναδιοργάνωση των 

αιμοπεταλίων, αύξηση του [Ca ]i, την αποκκοκίωση των πυκνών- και α-κοκκίων, τη μείωση 

των επίπεδων του cAMP και τη μη-αντιστρεπτή συσσώρευση των αιμοπεταλίων. Συνεπώς, η 

συσσώρευση των αιμοπεταλίων περιλαμβάνει πολλές οδούς σηματοδότησης, αλλαγής 

σχήματος του κυτταροσκελετού, σχηματισμού γεφυρών Fg μεταξύ τους με αποτέλεσμα το 

σχηματισμό του αιμοπεταλιακού θρόμβου.
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Προσκόλληση των αιμοπεταλίων

Η ταχύτητα της ροής του αίματος στο εσωτερικό των αγγείων είναι τέτοια ώστε τα 

αιμοπετάλια, εξαιτίας του μικρού μεγέθους τους, τείνουν να βρίσκονται στην περιφέρεια της 

ροής του αίματος, κοντά στο αγγειακό τοίχωμα. Υπό φυσιολογικές συνθήκες τα αιμοπετάλια 

κυκλοφορούν ελεύθερα χωρίς να αλληλεπιδρούν μεταξύ τους ή με αλλά κύτταρα του 

αίματος. * *

Στην περίπτωση τραυματισμού του αρτηριακού τοιχώματος προκαλείται λύση της 

συνέχειας του,ενδοθηλίου που καλύπτει το εσωτερικό του αγγειακού τοιχώματος. Έτσι, 

συστατικά του υπενδοθηλιακού χώρου, τα κυριότερα από τα οποία είναι ο vWF, το 

κολλαγόνο, η βιτρονεκτίνη και η φιβρονεκτίνη, έρχονται σε επαφή με τα κύτταρα του 

αίματος. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την αρχική πρόσδεση του vWF του αρτηριακού 

τοιχώματος με τον αιμοπεταλιακό υποδοχέα GPIb. Ο vWF αλληλεπιδρά με τους υποδοχείς 

της βιτρονεκτίνης του am$3 και κυρίως με το GPIb-EX. Το συμπλόκο vWF-GPIb 

σταθεροποιεί τα αιμοπετάλια που βρίσκονται σε υψηλές διατμητικές τάσεις κοντά στο 

αρτηριακό τοίχωμα, με αποτέλεσμα, να αλληλεπιδράσουν με τα αλλά συστατικά του 

υπενδοθηλιακού χώρου. Η σημασία του συμπλόκου vWF-Gblb περιγράφεται κυρίως στο 

σύνδρομο του Bemard-Soulier, στο οποίο η έλλειψη του GPIb έχει ως αποτέλεσμα την 

αιμορβαγική διάθεση [113]. Η πρόσδεση του vWF στον υποδοχέα είναι αρχικά ασθενής, 

σταθεροποιείται όμως στη συνέχεια με την απευθείας πρόσδεση των αιμοπεταλίων με το 

κολλαγόνο του υπενδοθηλιακού χώρου με το οποίο δεσμεύονται διαμέσου του υποδοχέα 

GPIa/IIa (α2βι). Η πρόσδεση αυτή σταθεροποιείται ακόμα περισσότερο με την πρόσδεση της 

βιτρονεκτίνης στους υποδοχείς ανβ3 και τον ενεργοποιημένο am$3 [114,115] (Εικόνα 4). Η 

ιδανική πρόσδεση της βιτρονεκτίνης στον υποδοχέα GPIba γίνεται διάμεσου του vWF [116]. 

Στην έναρξη της διαδικασίας της θρόμβωσης φαίνεται ότι διαδραματίζει ρόλο και η 

συνεργική αλληλεπίδραση των προσκολλητικών μορίων. Η πρόσδεση της φιβρονεκτίνης 

στον υποδοχέα GPIc/IIa οδηγεί στην περαιτέρω σταθεροποίηση του αιμοπεταλιακού θρόμβου 

[117].
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Εικόνα 4: Σχηματική απεικόνιση της προσκόλλησης των αιμοπεταλίων στο ενεργοποιημένο I 
ενδοθήλιο. |

ι

Η πρόσδεση των αιμοπεταλίων στο κολλαγόνο έχει ως αποτέλεσμα την ενεργοποίησή 

τους. Η αζβι (GPIa-IIa) και η GPVI αποτελούν τον υποδοχέα του κολλαγόνου I, ΙΠ και IV, I 

μόρια που βρίσκονται κυρίως στο αρτηριακό τοίχωμα. Έχει προταθεί ένα μοντέλο το οποίο 

εξηγεί την απόκριση των αιμοπεταλίων στην αλληλεπίδραση τους με το κολλαγόνο. Η
I

ιντεγκρίνη α2βι είναι κύρια υπεύθυνη για την προσκόλληση και η GPVI είναι υπεύθυνη για ι 

την ενεργοποίηση των προσκολλημένων αιμοπεταλίων. Επιπρόσθετα, η ιντεγκρίνη α2βι 

παρουσιάζει υψηλή συγγένεια για το κολλαγόνο ακόμα και μετά την ενεργοποίηση των 

αιμοπεταλίων. Η αυξημένη αυτή συγγένεια υποδηλώνει ότι το σύμπλοκο αυτό παίζει ρόλο 

και στην περαιτέρω ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων. Πειραματικά δεδομένα δείχνουν ότι και 

οι δυο υποδοχείς είναι απαραίτητοι για την προσκόλληση των αιμοπεταλίων στην περιοχή της 

βλάβης [118]. Η ενεργοποίηση με το κολλαγόνο οδηγεί στη φωσφορυλίωση πολλών 

πρωτεϊνών. Αποτέλεσμα της φωσφορυλίωσης είναι η ενεργοποίηση μιας φωσφολίπασης Cy2 

η οποία υδρολύει το ΡΠ*2 προς DAG και ΙΡ3. Τα ενδοκυττάρια αγγελιοφόρα μόρια (DAG και 

ΙΡ3) ενεργοποιούν την PKC και προκαλούν την εισροή Ca2+ στα ενεργοποιημένα 

αιμοπετάλια. Η αύξηση του [Ca2+]i είναι απαραίτητη για την αποκοκκίωση, την ενεργοποίηση 

του υποδοχέα αιη>β3, τον πολυμερισμό της ακτίνης και τη συσσώρευση των αιμοπεταλίων 

[119].

Σε υψηλές διατμητικές τάσεις, οι υποδοχείς του κολλαγόνου δεν μπορούν να 

συμμετέχουν στην δημιουργία ή την εξέλιξη του αιμοπεταλιακού θρόμβου. Απαραίτητη 

προϋπόθεση είναι η αρχική πρόσδεση των αιμοπεταλίων διάμεσου του υποδοχέα GPIba και 

του vWF [120,121]. Όταν οι διατμητικές τάσεις στο ανθρώπινο αίμα ξεπερνούν τα 1,000
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η αλληλεπίδραση vWF-GPIba αποτελεί βασική προϋπόθεση για την προσκόλληση των 

αιμοπεταλίων στο αρτηριακό τοίχωμα (Εικόνα 4).

Στην ενεργοποίηση αυτή, εκτός του κολλαγόνου συμμετέχουν και άλλοι αγωνιστές. 

Αυτοί είναι η θρομβίνη, καθώς επίσης το ΤΧΑ2, το ADP και ο PAF οι οποίοι εκκρίνονται από 

τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια [122]. Η ενεργοποίηση αυτή οδηγεί στην αλλαγή της 

διαμόρφωσης του υποδοχέα αιη>β3, στον οποίο προσδένεται το Fg, στη συσσώρευση των 

αιμοπεταλίων και .στο σχηματισμό αιμοπεταλιακού θρόμβου (Εικόνα 3) [123]. Επιπρόσθετα, 

η Ρ-σελεκτίνη, των α-κοκκίων εκφράζεται στην επιφάνεια των ενεργοποιημένων 

αιμοπεταλίων και διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην προσκόλληση των αιμοπεταλίων με τα 

ουδετερόφιλα, τα μονοκύτταρα και τα ενδοθηλιακά κύτταρα [124]. Στον Πίνακα 3 

αναφέρονται οι υποδοχείς καθώς και οι προσδέτες που συμμετέχουν στην προσκόλληση των 

αιμοπεταλίων.

Πίνακας 3. Οι υποδοχείς και οι προσδέτες που συμμετέχουν στην προσκόλληση των
αιμοπεταλίων, στον υπενδοθηλιακό χώρο.

Προσδέτης Υποδοχείς

Κολλαγόνο GPIa-Πα, GPIIb-HIa, GPIV και GPVI

Ινωδογόνο «ιη>β3
• Φιβρονεκτίνη GPIc-IIa και anbp3

Θρομβοσπονδίνη Υποδοχέας βιτρονεκτίνης, GPIV και 

πρωτεΐνη συσχετιζόμενη με ιντεγκρίνες

Βιτρονεκτίνη Υποδοχέας βιτρονεκτίνης, GPIV και 

πρωτεΐνη συσχετιζόμενη με ιντεγκρίνες

vWF Υποδοχέας βιτρονεκτίνης, α ^ β ί και 

GPIb-EX

Λαμινίνη Περιοχή GPIc-IIa
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2"

Μικροσωματίδια των αιμοπεταλίων (PMPs)

Γενικά

Στην δεκαετία του '40, παρατηρήθηκε μια μείωση στο χρόνο πήξης του αίματος όταν 

χορηγήθηκε ορός ή πλάσμα φτωχό σε αιμοπετάλια. Επιπρόσθετα, ο Wolf [125] το 1967 

χαρακτήρισε την δράση αυτή με μια απλή φράση ως «αιμοπεταλιακή σκόνη» (“platelet 

dust”), δηλώνοντας έτσι τα θραύσματα της κυτταρικής μεμβράνης των αιμοπεταλίων μετά 

από την ενεργοποίησή τους ή την αποθήκευσή τους για μεγάλο χρονικό διάστημα. Η 

ενεργότητα αυτή αρχικά χαρακτηρίστηκε ως αιμοπεταλιακός παράγοντας 3 (platelet factor 3) 

της οδού πήξης. Κυτταρικά μικροσωματίδια (MPs), αποτελούν θραύσματα της κυτταρικής 

μεμβράνης και παράγονται από όλα τα είδη κύτταρων. Η παραγωγή των MPs 

πραγματοποιείται στην κυκλοφορία όταν διάφορα κύτταρα του αίματος υποβάλλονται σε 

διαφορές συνθήκες στρες (απόπτωση ή ενεργοποίηση των κύτταρων διαμέσου αγωνιστών). Η 

ενεργότητα αυτή παρατηρήθηκε επίσης στα MPs αλλά και στην αρνητικά φορτισμένη 

επιφάνεια των αιμοπεταλίων. Επιπρόσθετα, ανιχνεύτηκαν αυξημένα επίπεδα MPs σε 

διάφορες παθολογικές καταστάσεις που συσχετίζονται κυρίως με τη θρόμβωση αλλά και την 

πήξη [126]. Βασικό ρόλο στην απελευθέρωση των MPs διαδραματίζει η διεργασία 

μεμβρανικού ανασχηματισμού (membrane-remodeling process) που οδηγεί στην 

αναδιοργάνωση των φωσφολιπίδιων της κυτταρικής μεμβράνης.

Πρόσφατα δείχθηκε ότι τα MPs αποτελούν ένδειξη ενεργοποίησης κύτταρων in vitro 

και/ή του ιστικού εκφυλισμού σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις. Επιπρόσθετα, βρέθηκε 

ότι τα MPs διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο ως φορείς στην ανταλλαγή ενδοκυττάριων 

βιολογικών πληροφοριών.
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Τι είναι τα μικροσωματίδια?

Ο σχηματισμός MPs σχετίζεται άμεσα με την καταστροφή της λιπιδιακής 

ασυμμετρίας, σε αρκετές καταστάσεις είτε αυτές είναι φυσιολογικές είτε παθολογικές. 

Υπάρχουν διάφορα κύτταρα τα οποία παράγουν MPs, όπως είναι τα κύτταρα με 

προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο [127], τα αποπτωτικά κύτταρα, τα καρκινικά κύτταρα 

[128], τα ενεργοποιημένα ενδοθηλιακά κύτταρα [129,130], τα δρεπανοκύτταρα [131] αλλά 

και τα μονοκύτταρα [132], Στην Εικόνα 5 περιγράφεται σχηματικά ο μηχανισμός παράγωγης 

των MPs.

Αναδιοργάνωση φωσφιλπιδίων: Scramblase; Μετατοπάση: Translocase; <t>>xm6<n]:Floppase 

Εικόνα 5: Ο μηχανισμός παραγωγής των MPs (τροποποιημένο από Zwaal et al.) [133].

Αρχικά, υπάρχουν βασικές διάφορες μεταξύ της απόπτωσης των κύτταρων και της 

παραγωγής των MPs από ενεργοποιημένα κύτταρα. Η απόπτωση των κύτταρων 

χαρακτηρίζεται από τη σύσπαση των κύτταρων, τον κατακερματισμό του DNA, και το 

σχηματισμό κυστιδίων [134,135]. Κυστίδια που παράγονται με απόπτωση σε σχέση με MPs 

που παράγονται κατά τη διέγερση των κύτταρων διαφέρουν ως προς το μέγεθος, τη λιπιδιακή 

τους σύσταση, τη σύστασή τους σε πρωτεΐνες αλλά και στον παθοφυσιολογικό ρόλο που 

διαδραματίζουν.
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Στην απόπτωση, η συσπαστική δύναμη (contractile forces) μεταξύ της ακτίνης και 

μυοσίνης του κυτταροσκελετού, 7αστεύεται ότι παίζει ρόλο στην παραγωγή των κυστιδίων 

αυτών [136,137]. Η απόπτωση βασίζεται στην ενεργοποίηση μιας Rho κινάσης που 

ονομάζεται ROCK I [134]. Η ROCK I διεγείρει το μηχανισμό της ακτίνης και μυοσίνης στον 

κυτταροσκελετό με αποτέλεσμα την κυτταρική σύσπαση αλλά και την αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού [138]. Αποτέλεσμα της απόπτωσης είναι η μεταφορά θραύσματων του 

DNA από την πυρηνική περιοχή των κύτταρων προς τη μεμβράνη και στη συνέχεια στα 

αποπτωτικά κυστίδια (Εικόνα 6). Αντίθετα, η παραγωγή των MPs, βασίζεται στην 

ενεργοποίηση των κυττάρων υπό την δράση διαφόρων αγωνιστών, στην αύξηση του [Ca ]i, 

την ενεργοποίηση διαφόρων κινασών, την ενεργοποίηση της καλπαΐνης (calpain) και την 

αποικοδόμηση της ταλίνης. Αποτέλεσμα αυτής της ενεργοποίησης είναι η αναδιοργάνωση 

του κυτταροσκελετού και η παράγωγη των MPs (Εικόνα 6).

Ενεργοποίηση κυττάρων Απόπτωση

Παράγοντες κου 
κροκαλούν την 

α*ό*τ«οση
Αγωνιστές

ενδοκυττάρια συγκέντρωση Ca,+f

Εικόνα 6: Οι βασικές διαφορές μεταξύ της απόπτωσης και της παραγωγής των MPs [139].
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Μικροσωματίδια των αιμοπεταλίων

Τα μικροσωματίδια των αιμοπεταλίων (PMPs) είναι ένας ετερογενής πληθυσμός 

κυστιδίων με αρνητικά φορτισμένα φωσφολιπίδια στην επιφάνειά τους, που παράγονται μετά 

από την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων. Τα PMPs αποτελούν το 70%-90% των MPs που 

βρίσκονται στην κυκλοφορία του αίματος. Επίσης, ποικίλουν ως προς το μέγεθος (0.05-1 

μτη) και την πρωτεϊνική και λιπιδιακή σύσταση. Στην επιφάνεια των PMPs βρίσκονται μόρια 

που προέρχονται από τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια όπως για παράδειγμα ο υποδοχέας 

am$3, ο GPIb/V/IX, η Ρ-σελεκτίνη, η πρωτεΐνη S72, και περιοχές δέσμευσης των 

παραγόντων V και VIII [140-143]. Τα PMPs διαφέρουν από τα εξωσώματα (0.03-0.1 μπι) 

που παράγονται διάμεσου της εξωκυττωσης του ενδοκυττάριου πολυκυστιδιακού σώματος 

που διαδραματίζει ρόλο στην αντιγόνοπαρουσίαση. Τα εξωσώματα είναι εμπλουτισμένα με 

MFG-E8, διάφορες πρωτεΐνες (tetraspanins, CD9, CD63, CD81, CD82) και αντιγόνα του 

μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβάτοτητας τύπου Π (MHC class Π molecules) [144].

Η  παραγωγή των PMPs των αιμοπεταλίων

Τα PMPs είναι μικρά μεμβρανικά κυστίδια που είναι πλούσια σε κυτταροπλασματικό 

περιεχόμενο. Παρά το γεγονός ότι τα PMPs έχουν μια ανεστραμμένη διαμόρφωση
9

(εκφράζουν αρνητικά φωσφολιπίδια), εμφανίζουν μια θρομβωτική δράση άσχετα με το ότι 

δεσμεύονται με την αννεξίνη-V [145,146], μια πρωτεΐνη που προέρχεται από τον πλακούντα 

και η οποία εμφανίζει αντιθρομβωτική δράση δεσμεύοντας στα αρνητικά φωσφολιπίδια. 

Επιπρόσθετα, η Ρ-σελεκτίνη, η οποία στα μη ενεργοποιημένα αιμοπετάλια βρίσκεται 

αποθηκευμένη στα α-κοκκία των αιμοπεταλίων, εκφράζεται στην επιφάνεια των PMPs 

[145,147]. Το παραπάνω φαινόμενο εξηγείται με την υπόθεση ότι η μετατόπιση των 

φωσφολιπιδίων αλλά και η έκκριση του περιεχομένου των α-κοκκίων γίνεται πριν την 

παραγωγή των PMPs. Σε συμφωνία με την παραπάνω παρατήρηση είναι και το γεγονός ότι η 

παρουσία της αννεξίνης-V στην εξωτερική επιφάνεια των αιμοπεταλίων μετά από την 

ενεργοποίησή τους αναστέλλει την παραγωγή των PMPs, αλλά δεν παρεμποδίζει την 

αποικοδόμηση των αιμοπεταλιακών πρωτεϊνών παρουσία της καλπαΐνης [145]. Αυτό οδηγεί 

στην ερώτηση αν υπάρχει άμεση ή χαλαρή συσχέτιση μεταξύ της μεταφοράς φωσφολιπιδίων 

και της παραγωγής των PMPs. Προτείνεται ότι η επιφανειακή έκφραση των
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αμινοφωσφολιτηδίων από μόνη της δεν μπορεί να οδηγήσει το κύτταρο στην παραγωγή των 

PMPs. Επιπλέον, η πρωτεϊνική φωσφατάση των τυροσινών (protein tyrosine phopsphatase) 

παίζει ρόλο στην παραγωγή των PMPs [148], αλλά ο ακριβής μηχανισμός δεν είναι ακόμα 

γνωστός. Υπό φυσιολογικές συνθήκες, η επιφανειακή έκφραση της PS είναι το κύριο 

χαρακτηριστικό των PMPs. Η έκφραση της PS στην επιφάνεια των PMPs έχει ως αποτέλεσμα 

τη δημιουργία του κατάλληλου περιβάλλοντος για τη θρομβωτική δράση των PMPs.

Η δυνατότητα διάφορων αιμοπεταλιακών αγωνιστών να προκαλέσουν την παραγωγή 

των PMPs έχει διερευνηθεί εκτενώς. Οι διαφορές που παρατηρούνται ως προς την 

αποτελεσματικότητα των αγωνιστών αυτών, οφείλονται κυρίως στον τρόπο ανάλυσης των 

δειγμάτων. Με βάση μελέτες in vitro, η ισχύς των αγωνιστών, όσον αφορά την ικανότητά 

τους να επάγουν το σχηματισμό PMPs, ακολουθεί την εξής σειρά: ιονοφόρο Ca -Α23187 > 

C5b9-TOU συστήματος συμπληρώματος (C5b9-membrane attack complex of the complement 

system) > συνδυασμός θρομβίνης και κολλαγόνου > θρομβίνη ή κολλαγόνο > επινεφρίνη ή 

ADP [126]. Επιπρόσθετα, μηχανική διέγερση η οποία παρατηρείται κατά την επαφή των 

αιμοπεταλίων σε μια τεχνητή επιφάνεια [149], ή υψηλές διατμητικές τάσεις οδηγούν στην 

παραγωγή των PMPs σε πειραματικό μοντέλο [150-152]. Υπό φυσιολογικές συνθήκες τα 

PMPs παράγονται με πολλούς τρόπους. Οι πιο συνήθεις από αυτούς είναι ο συνδυασμός 

θρομβίνης και κολλαγόνου, η ενεργοποίηση διάμεσου του συστήματος συμπληρώματος και 

οι υψηλές διατμητικές τάσεις που παρατηρούνται σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις.

Μηχανισμοί που συμμετέχουν στην αναδιοργάνωση της κυτταρικής 

μεμβράνης

Ο ρόλος του ενδοκυττάριου Ca2+ (fCa2+Ji)

Έχει αποδειχθεί ότι η υψηλή [Ca2+]i αποτελεί σήμα για την παραγωγή των PMPs 

[147,153]. Η υπόθεση αυτή επιβεβαιώθηκε με βάση το γεγονός ότι σε αιμοπετάλια με υψηλή 

συγκέντρωση Ca παρατηρείται παραγωγή PMPs [154]. Διαφορετικές συγκεντρώσεις Ca' , 

λόγω της παρουσίας αναστολέων της Ca2+-ATPatn^, προκαλούν μείωση της καταλυτικής 

θρομβωτικής επιφάνειας ανεξάρτητα από την παραγωγή των PMPs [145]. Επιπλέον, η ίδια 

[Ca2+]j οδηγεί στο σχηματισμό διαφορετικών ποσοτήτων PMPs, προτείνοντας έτσι την
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εμπλοκή και άλλων σημάτων στην παραγωγή των PMPs [155]. Απαραίτητη για την 

παραγωγή των PMPs είναι η εισροή Ca2+ στο κύτταρο. Αυτό στηρίζεται περαιτέρω και από 

το γεγονός ότι το ιονοφόρο του Ca2+ δεν μπορεί από μόνο του να προκαλέσει την 

αναδιοργάνωση της κυτταρικής μεμβράνης και την παράλληλη παραγωγή των PMPs, αν και
* ^ I

μπορεί να απελευθερώσει Ca από τα ενδοκυττάρια διαμερίσματα [156]. Η αύξηση του 

[Ca2*],· είναι απαραίτητη για τη διαμεμβρανική ανακατανομή της PS στα κύτταρα θηλαστικών 

[133]. Έχει βρεθεί σε Β-λεμφοκύτταρα που έχουν προσβληθεί από τον ιό Epstein-Barr [157], 

παρουσιάζουν δυσλειτουργία στο σύστημα μεταφοράς Ca (store-operated Ca entry, SOCE 

ή capacitative Ca2+ entry) (Εικόνα 7) [158]. Επιπρόσθετα, μερική αναστολή των διαύλων, οι 

οποίοι είναι υπεύθυνοι για τη μεταφορά Ca2+ σε μεγακαρυοκύτταρα (megakaryocytic HEL 

cells), έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση της ικανότητας μεταφοράς της PS στην εξωτερική 

επιφάνεια των κύτταρων. Η ακεραιότητα του κυτταροσκελετού είναι επίσης σημαντική για 

την παραγωγή των MPs, τουλάχιστον μέχρι την αναδιοργάνωση της κυτταρικής μεμβράνης 

[159]. Με βάση τα παραπάνω δεδομένα η δυσλειτουργία του SOCE μπορεί να αποτελεί ένα 

μέρος του φαινοτύπου του συνδρόμου Scott. Το σύνδρομο του Scott, είναι μια ασθένεια η 

όποια χαρακτηρίζεται από την έλλειψη της δράσης της C a^-εξαρτώμενης αναδιοργάνωσης 

των φωσφολιπιδίων και του σχηματισμού συμπλόκου της προθρομβινάσης στα αιμοπετάλια 

αλλά και σε αλλά κύτταρα του αίματος [141,146,160,161].

-Επιπλέον, ο έλεγχος του SOCE, όσον αφορά τη μεταφορά του Ca2* μέσα στο 

κύτταρο, φαίνεται να είναι υπό τον έλεγχο του TRPC (transient receptor potential channel) 

[158]. Οι Kunzelmann-Marche et al. [162] έδειξαν ότι χρησιμοποιώντας ένα πολυκλωνικό 

αντίσωμα κατά του TRPC1 μειώθηκε η λειτουργία του SOCE αλλά και η έκφραση της PS σε 

κύτταρα HEL.
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Εικόνα 7: Ο ρόλος του [Ca ],♦ στην 7ΐαραγωγή των PMPs (τροποποιημένο από Freyssinet) [163].

Επώαση των αιμοπεταλίων με 10 mM Ca2+ για 2h είχε ως αποτέλεσμα την παραγωγή των 

PMPs [164]. Συνέπεια της αύξησης του [Ca2+]i είναι η ενεργοποίηση μιας C a^-εξαρτώμενης 

πρωτεάσης, γνωστή και ως καλπαΐνη, η οποία συσχετίζεται με την παράγωγη των MPs. Στην 

Εικόνα 5 απεικονίζεται η δράση της καλπαΐνης στην κυτταρική μεμβράνη των αιμοπεταλίων. 

Υπάρχουν δυο μορφές της καλπαΐνης, η μ- και η m-καλπαΐνη, η κάθε μια από τις οποίες έχει 

και διαφορετικές απαιτήσεις σε ιόντα Ca2+ [165]. Η ενεργοποίηση της καλπαΐνης μετά την 

προσθήκη του ισνοφόρου Ca πραγματοποιείται όταν η ενδοκυττάρια συγκέντρωση του Ca 

φτάσει τα 3-8 μΜ. Η συγκέντρωση αυτή είναι η μικρότερη που χρειάζεται το κύτταρο ώστε 

να ενεργοποιηθεί η καλπαΐνη [156].

Η φύση των μεταφορικών μορίων που εμπλέκονται στην ανακατανομή της PS δεν 

έχει ακόμη διευκρινιστεί. Σύμφωνα με πρόσφατη μελέτη της ομάδας του Sims et al. [166], 

έχει προταθεί ότι η μη ειδική, διπλής κατεύθυνσης .αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού, 

οφείλεται σε μια αναδιοργάνωση των φωσφολιπιδίων (PL-scramblase, PLSCR), η οποία 

συμμετέχει και στην C a^-εξαρτώμενη ή μη εξαρτώμενη δράση της ΑΤΡ. Η ομάδα του Zhou 

et al. [167] χαρακτήρισε για πρώτη φορά τον PLSCR1. Στη συνέχεια άλλες ομάδες 

χαρακτήρισαν 3 μορφές πρωτεϊνών που ανήκουν στην οικογένεια PLSCR [168]. Ποντικοί με 

έλλειψη της PLSCR 1 δεν παρουσίασαν δυσλειτουργία στην αιμοστατική τους λειτουργία.
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αντίθετα παρουσίασαν πρόβλημα στην ανταπόκριση τους σε αυξητικούς παράγοντες του 

αιμοποιητικού συστήματος [169],

Φαίνεται ότι η κυτταρική μεμβράνη, και συγκεκριμένα μικροπεριοχές λιπιδίων (Lipid 

Rafts), εμπλέκονται στην ενδοκυττάρια σηματοδότηση [170]. Οι μικροπεριοχές λιπιδίων είναι 

λιγότερο ρευστές σε σχέση με την υπόλοιπη κυτταρική μεμβράνη διότι είναι πλούσιες σε 

σφιγγολιπίδια αλλά και χοληστερόλη [170,171]. Η ακεραιότητα των μικροπεριοχών αυτών 

είναι απαραίτητη για τη φυσιολογική λειτουργία του SOCE αλλά και την αναδιοργάνωση και 

μεταφορά της PS σε ενεργοποιημένα μεγακαρυοκύτταρα. Επιπρόσθετα, η παραπάνω δράση 

συσχετίζεται και με τη σηματοδοτική οδό ERK [162], όπως απεικονίζεται σχηματικά στην 

Εικόνα 7.

Αντίθετα, διάφορες ερευνητικές ομάδες πρότειναν ότι η αύξηση του [Ca2+]i δεν είναι 

ο μόνος λόγος για την αναδιοργάνωση της κυτταρικής μεμβράνης. Έχει δειχθεί ότι η ΡΙΡ2 

οδηγεί στην έκφραση της PS σε ερυθροκύτταρα [172] αλλά και σε αιμοπετάλια [173]. Μια 

πρόσφατη μελέτη της ομάδας O’Connell et al. [174] έδειξε μια δοσοεξαρτώμενη αναστολή 

της παραγωγής των PMPs όταν τα αιμοπετάλια επωάστηκαν με ΡΙΡ2. Αντίθετα η επώαση των 

αιμοπεταλίων με την PC η την ΡΕ δεν επηρέασε την παραγωγή των PMPs. Τα αποτελέσματα 

αυτά υποδηλώνουν ότι υψηλά επίπεδα PDP2 αναστέλλουν το σχηματισμό των PMPs. Κατά 

συνεπεία η μείωση των επιπέδων ΡΙΡ2 αυξάνει την παραγωγή PMPs [175].

Επιπρόσθετα, υπό διάφορες συνθήκες, η SM που έχει μεταφερθεί από το εξωτερικό 

της κυτταρικής μεμβράνης στο εσωτερικό, μετατρέπεται με τη δράση της σφιγγομυελινάσης 

(nSMase), σε κηραμίδιο (Cer). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη μεταφορά της PS στην εξωτερική 

επιφάνεια της κυτταρικής μεμβράνης. Τα κηραμίδια κατά συνέπεια μπορούν να 

διαδραματίζουν και ένα φυσιολογικό ρόλο στο σχηματισμό αποπτωτικών σωματιδίων εκτός 

από το να δρουν ως δεύτεροι αγγελιοφόροι (Εικόνα 8) [176].
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Σχηματισμός μικροσωματιδίων 
ή απόπτωση

S M ------------ ►Cer
nSMase

Εικόνα 8: Σχηματική απεικόνιση της δράσης της σφιγγομυελινάσης στην κυτταρική μεμβράνη 
(τροποποιημένο από van Blitterswijk et al.) [176],

Μια οικογένεια πρωτεϊνών που φαίνεται να διαδραματίζει ρόλο στην παραγωγή MPs είναι η 

μεμβρανική πρωτεΐνη μεταφορέας γνωστή και ως ABC (ATP-binding cassette). Οι ABC 

πρωτεΐνες αποτελούνται από δύο διαμεμβρανικές περιοχές έξι ελίκων, οι οποίες δημιουργούν 

ένα μονοπάτι για τη μετατόπιση των υποστρωμάτων κατά μήκος των κυτταρικών μεμβρανών 

καθώς και από δύο περιοχές που δεσμεύουν το ΑΤΡ [177-180], Σχετικά πρόσφατα δεδομένα 

έδειξαν ότι οι ABC διαδραματίζουν ρόλο, στην μεταφορά φωσφολιπιδίων εξαιρουμένου της 

PS κατά μήκος της κυτταρικής μεμβράνης [181]. Μέλος της οικογένειας ABC είναι η 

ABCA1 μια πρωτεΐνη 2261 αμινοξέων με μοριακό βάρος 240 kDa. Οι Young et al. [182] 

έδειξαν ότι η έλλειψη του γονίδιου που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη ABCA1 έχει ως 

αποτέλεσμα τη μείωση κατά 70% της έκφρασης της PS. Βασικός ρόλος του ABCA1, που 

βρίσκεται στην επιφάνεια των κυττάρων, είναι η μετακίνηση της χοληστερόλης από τα 

κύτταρα στις αρχέγονες μορφές της υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνης (HDL) [182]. 

Επιπρόσθετα, σε πειραματικό μοντέλο που χρησιμοποίησαν ινοβλάστες από ποντίκια με 

έλλειψη του ABCA1 (ABCAl7') δείχθηκε μειωμένη έκφραση της PS σε αντίθεση με τον 

άγριο τύπο (ABCA1+/+), όταν τα κύτταρα αυτά ενεργοποιήθηκαν με ιονοφόρο Ca2+ [183]. 

Κατά συνέπεια η ABCA1 μπορεί να συνδέει τα καρδιαγγειακά συμβάματα όπως η 

δυσλειτουργία στο μεταβολισμό της χοληστερόλης με τη θρόμβωση. Συνεπώς θα μπορούσε 

επίσης να αποτελέσει μια καινούρια φαρμακευτική προσέγγιση για την καταπολέμηση
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θρομβωτικών επεισοδίων, μειώνοντας την έκφραση της PS με αποτέλεσμα τη μείωση της 

παραγωγής των MPs (Εικόνα 9).

. Εικόνα 9: Ο ρόλος του ABCA1 στην παραγωγή των PMPs [163].

Ενεργοποίηση των πρωτεασών

0

Κατά το σχηματισμό PMPs από τα αιμοπετάλια παρατηρείται ένα πλήθος μεταβολών 

του κυτταροσκελετού. Η παρουσία της κυτοχαλασίνης D, η οποία αναστέλλει τον 

πολυμερισμό της ακτίνης, προκαλεί σχεδόν ολοκληρωτική αναστολή του σχηματισμού των 

PMPs [184,185]. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η ενεργοποίηση της καλπαΐνης εξαρτάται 

από την εισροή Ca2+. Κατά συνέπεια, η συνεπακόλουθη υδρόλυση των συνδέσεων του 

κυτταροσκελετού θεωρείται απαραίτητη για το σχηματισμό κυστιδίων μετά από τη μεταφορά 

των αμινοφωσφολιπιδίων στην εξωτερική επιφάνεια του αιμοπεταλίου [148,184].

Μελέτη των βιοχημικών και μορφολογικών χαρακτηριστικών των ενεργοποιημένων 

αιμοπεταλίων και των αποπτωτικών κύτταρων οδήγησε στην ανακάλυψη των κασπασών, 

συγκεκριμένα της κασπάσης 3 και 9 [186-188]. Η κασπάση 3 είναι μια πρωτεάση υπεύθυνη 

για την αποικοδόμηση των πρωτεϊνών του κυτταροσκελετού όπως είναι η ακτίνη και η 

φοδρίνη [189]. Διάφορες μελέτες έχουν δείξει ότι οι κασπάσες διαδραματίζουν ρόλο στο

Στόχοι για φαρμακευτική αγωγή
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σχηματισμό MPs. Συγκεκριμένα, η κασπάση 3 φαίνεται ότι ευθύνεται για την έκθεση της PS 

στην επιφάνεια των αιμοπεταλίων [186,188].

Φωσφορυλίωση πρωτεϊνών

Η φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών είναι μια διαδικασία με βάση την οποία ρυθμίζεται 

η ενδοκυττάρια ενεργοποίηση και απενεργοποίηση πρωτεϊνών και λιπιδίων. Πρόκειται για 

μια δυναμική και αντιστρεπτή διαδικασία η οποία εξαρτάται τόσο από τη δράση των κινασών 

όσο και από τη δράση των φωσφατασών [190]. Φαίνεται ότι τόσο οι κινάσες σερίνης και 

θρεονίνης, όπως η πρωτεϊνοκινάσης C (PKC), όσο και οι κινάσες τυροσίνης ρυθμίζουν την 

παραγωγή των PMPs.

Αναστολείς της PKC προκαλούν μείωση της, επαγόμενης από θρομβίνη και 

κολλαγόνο αλλά όχι από το ιονοφόρο Ca2+-A23187, πρόσδεσης της αννεξίνης V στα 

αιμοπετάλια [191]. Αντίθετα, αναστολείς της κινάσης της ελαφριάς αλυσίδας της μυοσίνης 

(mysosin light chain kinase, MLCK) καθώς και των καλμοδουλινο-εξαρτώμενων κινασών
•St

εμποδίζουν την επαγόμενη από το ιονοφόρο Ca παραγωγή των MPs.

Μελέτη έδειξε ότι όταν τα αιμοπετάλια των ασθενών με το σύνδρομο του Scott 

ενεργοποιήθηκαν με συνδυασμό θρομβίνης και κολλαγόνου, παρουσιάστηκε μειωμένη 

φωσφορυλίωση πρωτεϊνών με μοριακό βάρος 40, 97 και 116 kDa [146]. Αναστολείς της 

κινάσης των τυροσινών δεν επηρέασαν την παραγωγή των PMPs [154], ενώ αναστολείς της 

φωσφατάσης των τυροσινών μείωσαν την έκθεση της PS στην κυτταρική μεμβράνη των 

αιμοπεταλίων [148], Από τα παραπάνω αποτελέσματα προτάθηκε ότι η φωσφορυλίωση των 

τυροσινών είναι απαραίτητη για την έκθεση της PS στην επιφάνεια των αιμοπεταλίων ενώ η 

αποφωσφορυλίωση για το σχηματισμό των PMPs. Αυτό επιβεβαιώνεται από την παρουσία 

μιας φωσφορυλιωμένης πρωτεΐνης με μοριακό βάρος 190 kDa και την παράλληλη 

ενεργοποίηση της μ-καλπαΐνης [156].

Ο ρόλος του απφ ι

Ο ρόλος που διαδραματίζει ο <xin>p3 στο σχηματισμό κυστιδίων εξαρτάται από τον 

αγωνιστή. Έτσι, η αναστολή του am$j κατά την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με
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θρομβίνη ή κολλαγόνο ή το συνδυασμό αυτών, έχει ως αποτέλεσμα την αναστολή 

σχηματισμού των PMPs [142,192,193]. Αντίθετα, η αναστολή του αιη>β3 δεν επηρεάζει το
Λ ι

επαγόμενο από τον νονοφόρο Ca , σχηματισμό των κυστιδίων [194], Επιπρόσθετα, μελέτες
Λ  I

έχουν δείξει ότι ο υποδοχέας αιπ,β3 μπορεί να λειτουργεί ως δίαυλος Ca [195,196]. 

Πειραματικά δεδομένα έδειξαν ότι η τικλοπιδίνη, ανταγωνιστής του υποδοχέα του ADP, 

ανέστελλε την εισροή Ca διαμέσου του am$3 και την παράλληλη αναστολή της επαγομένης
Λ ι

από anti-CD9 παραγωγή PMPs [197], To ADP συμμετέχει στην εισροή Ca το οποίο είναι 

απαραίτητο για.την θρομβωτική του δραστηριότητα [198]. Έτσι, είναι πιθανό ο α ^ β 3 να 

επηρεάζει την παραγωγή των PMPs αυξάνοντας τη [Ca2+]. Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι η 

δέσμευση του προσδέτη στον υποδοχέα α ^ β 3 ενεργοποιεί την καλπαΐνη [199]. Παρόλα αυτά, 

οι κυτοσολικές περιοχές του am$3 συσχετίζονται με πολλά σηματοδοτικά μόρια τα οποία 

μπορούν επίσης να επάγουν τη μεταγωγή του σήματος για το σχηματισμό κυστιδίων [99]. 

Συνοψίζοντας τα παραπάνω, φαίνεται ότι ο ρόλος που διαδραματίζουν οι διάφορες 

σηματοδοτικές πορείες στην παραγωγή των PMPs δεν έχει διευκρινιστεί ακόμα (Εικόνα 10).
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Εικόνα 10: Συνοπτική απεικόνιση του μηχανισμού παραγωγής PMPs (τροποποιημένο από Solum)
[200].
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Κάθαρση των PMPs από την κυκλοφορία

Μελέτες έχουν δείξει ότι τα PMPs προσλαμβάνονται από τα συστατικά του 

συμπληρώματος C3b διαμέσου οψωνοποίησης [201-203]. To C3b παράγεται από την 

πρωτεΐνη συμπληρώματος C3, της οποίας η συγκέντρωση στο πλάσμα είναι 1.2 mg/mL. Η 

C3 διασπάται με τη δράση της C3 μετατροπάσης προς C3b [204]. Η πρωτεόλυση έχει ως 

αποτέλεσμα την έκθεση ενός δεσμού θειοεστέρα, ο οποίος με τη σειρά του μπορεί να 

συμμετέχει σε αντιδράσεις τρανσακετυλίωσης με τις πυρηνόφιλες ομάδες που βρίσκονται στα 

αμινοφωσφολιπίδια, στους υδατάνθρακες και στης πρωτεΐνες [205-207]. Η κάθαρση των 

PMPs γίνεται διαμέσου της αλληλεπίδρασης της PS των PMPs με το C3 του συστήματος 

συμπληρώματος, σχηματίζοντας ένα οψωνοποιημένο σωματίδιο. Στην συνέχεια το σωματίδιο 

αυτό δεσμεύεται στα ερυθροκυτταρα διαμέσου του υποδοχέα 1 του συμπληρώματος 

(complement receptor 1, CR1 (CD35)) [203]. Τα οψωνοποιημένα σωματίδια μεταφέρονται με 

την κυκλοφορία του αίματος προς τα φαγοκύτταρα του ήπατος και τον σπλήνα, όπου 

καταβολίζονται περαιτέρω (Εικόνα 11).

1® βήμα: Τα PMPs που εκφράζουν την PS προσλαμβάνονται 
διαμέσου του C3b με οψωνοποίηση

!

Εικόνα 11: Σχηματική απεικόνιση του πιθανού μηχανισμού κάθαρσης των PMPs 
(τροποποιημένο από Flaumenshaft) [175].
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3°

Χαμηλής Πυκνότητας Λιποπρωτεινη (LDL)

Γενικά

Όλα τα λιπίδια του πλάσματος εκτός από τα ελεύθερα λιπαρά οξέα και ποσοστό της 

λυσο-φωσφατιδυλοχολίνης (Lyso-PC) μεταφέρονται με τη μορφή λιποπρωτεϊνών. Οι 

λιποπρωτεΐνες είναι μακρομοριακά συμπλέγματα λιπιδίων που περιέχουν εξειδικευμένες 

πρωτεΐνες γνωστές ως απολιποπρωτεΐνες (apo). Οι απολιποπρωτέΐνες αλληλεπιδρούν με τα 

φωσφολιπίδια και την ελεύθερη χοληστερόλη και σχηματίζουν το πολικό εξωτερικό τμήμα 

των λιποπρωτεϊνικών σωματιδίων που περιβάλλει ένα μη πολικό πυρήνα, ο οποίος 

αποτελείται από τριγλυκερίδια και εστέρες χοληστερόλης. Οι apo δεν έχουν μόνο δομικό 

ρόλο αλλά δρουν και ως συνένζυμα σε αντιδράσεις μεταβολισμού των λιποπρωτεϊνών. 

Επίσης συντελούν στην αναγνώριση των λιποπρωτεϊνών από τους κυτταρικούς υποδοχείς και 

στη σύνδεσή τους με αυτούς ή χρησιμοποιούνται για τη μεταφορά εστέρων χοληστερόλης, 

φωσφολιπιδίων και τριγλυκεριδίων μεταξύ των λιποπρωτεϊνών.

Οι λιποπρωτεΐνες ταξινομούνται με βάση τη διαφορά τους στην πυκνότητα και 

κατατάσσονται σε 6 κύριες τάξεις: τα χυλομικρά (CM, d<0.096g/mL), τις πολύ χαμηλής 

πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (VLDL, 0.096<d<1.006 g/mL), τις ενδιάμεσης πυκνότητας 

λιποπρωτεΐνες (DDL, 1,006<d<l .019 g/mL), τις χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (LDL, 

1.019<d<l .063 g/mL) και τις υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (HDL, 1.063<d<1.210 

g/mL). Στο βασικό αυτό διαχωρισμό έχει προστεθεί και η λιποπρωτεινη a 

(Lp(a), 1.060<d<l. 100 g/mL).

Ο κύριος ρόλος των λιποπρωτεϊνών είναι η μεταφορά λιπιδίων. Έτσι η VLDL 

αποτελεί την κύρια μορφή μεταφοράς, στο πλάσμα, των τριγλυκεριδίων που βιοσυντίθενται 

ενδογενώς. Η LDL είναι ο κύριος τροφοδότης των ιστών με χοληστερόλη ενώ τα σωματίδια 

της HDL είναι υπεύθυνα για την αντίστροφη μεταφορά χοληστερόλης από τους ιστούς στο 

ήπαρ. Τα CM μεταφέρουν τα τριγλυκερίδια που προσλαμβάνονται με τις τροφές για λίγες 

ώρες μετά από ένα γεύμα. Κατά τη διάρκεια της μεταφοράς τους με τις λιποπρωτεΐνες, τα
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λιπίδια υφίστανται ποιοτικές και ποσοτικές μεταβολές, οι οποίες οφείλονται στη δράση των 

συνδεδεμένων, στα λιποπρωτεϊνικά σωματίδια, ένζυμων και πρωτεϊνών μεταφοράς.

Η LDL του ανθρώπινου πλάσματος είναι ένας ετερογενής πληθυσμός σωματιδίων των 

οποίων ο φυσιολογικός ρόλος είναι η μεταφορά της χοληστερόλης από το ήπαρ στους 

διάφορους ιστούς του σώματος. Τα σωματίδια αυτά εμφανίζουν διαφορές όσον αφορά το 

μέγεθος, την πυκνότητα, τη σύσταση, το ισοηλεκτρικό σημείο, το καθαρό ηλεκτρικό φορτίο, 

τις φυσικοχημικές ιδιότητες καθώς και την ανοσοδραστικότητα [208-210]. Η πυκνότητα της 

LDL κυμαίνεται από 1.019-1.063 g/mL, η διάμετρος από 19-25 nm και το μοριακό της βάρος 

από 1800-2800 kDa. Τα σωματίδια της LDL είναι σφαιρικά πολυμοριακά συμπλέγματα τα 

οποία απαρτίζονται από ένα υδρόφοβο πυρήνα που περιέχει περίπου 1600 μόρια εστέρων 

χοληστερόλης και 170 μόρια τριγλυκεριδίων και περιβάλλεται από μία μονοστιβάδα που 

αποτελείται από 700 μόρια φωσφολιπιδίων (Εικόνα 12). Τα κύρια φωσφολιπίδια που 

απαντούν στην LDL περιγράφονται στον Πίνακα 4. Οι πολικές κεφαλές των φωσφολιπιδίων 

προσανατολίζονται στην επιφάνεια του λιποπρωτεϊνικού σωματιδίου συμβάλλοντας στη 

διαλυτότητα της LDL στο υδρόφιλο περιβάλλον του πλάσματος. Στην πραγματικότητα οι όροι 

«πυρήνας» και «εξωτερική επιφάνεια» δεν αντανακλούν την ακριβή δομή του λιποπρωτεϊνικού 

σωματιδίου. Έτσι προτάθηκε ένα νέο μοντέλο «τριών στιβάδων» που περιγράφει τη δομή της 

LDL. Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό, η εξωτερική επιφάνεια διαιρείται σε μια εξωτερική στιβάδα 

αποτελρύμενη κυρίως από τις κεφαλές των φωσφολιπιδίων και σε μια ενδιάμεση στιβάδα 

αποτελούμενη τόσο από λιπίδια του πυρήνα όσο και από λιπίδια της εξωτερικής επιφάνειας 

[211]. Η εξωτερική επιφάνεια της LDL περιβάλλεται από την απολιποπρωτεΐνη Β-100 (apo 

Β-100) (Εικόνα 12) [209]. Ο κύριος ρόλος που διαδραματίζει η apo Β-100 είναι η διατήρηση 

της δομικής ακεραιότητας της LDL καθώς και ο έλεγχος των αλληλεπιδράσεων των LDL με 

διάφορα συστατικά των ιστών. Η apo Β-100 συντίθεται στο ήπαρ και αποτελείται από 4536 

αμινοξέα. Επίσης, είναι γλυκοζυλιωμένη (το συνολικό ποσοστό σε υδατάνθρακες αποτελεί το 

8-10% του βάρους της) [212]. Οι κυριότεροι υδατάνθρακες που περιέχει είναι η μανόζη, η 

γαλακτόζη, η γλυκοζαμίνη και το σιαλικό οξύ. Το μοριακό βάρος της γλυκοζυλιωμένης apo 

Β-100 είναι 550,000 Da. Είναι η μοναδική apo της LDL και είναι υπεύθυνη για την 

αναγνώριση και πρόσληψη της LDL από τον LDL-υποδοχέα (Β/Ε υποδοχέα) [209].
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LDL

Εστέρες Φωσφολπίδια

χοληστερόλη

Εικόνα 12: Η δομή της LDL.

Πίνακας 4: Τα κύρια φωσφολιπίδια στο μόριο της LDL.

Φωσφολιπίδια μόρια ανά σωματίδιο LDL

Φωσφατιδυλοχολίνη (PC) 450 (-63%)

Σφιγγομυελίνη (SM) 185 (-26%)

Λυσο-φωσφατιδυλοχολίνη (Lyso-PC) 80

Φωσφατιδυλοαιθανολαμίνη (ΡΕ) 10

Διακυλογλυκερόλη (DAG) 7

Κηραμίδια (Cer) 2

Φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη (ΡΙ) Μικρό ποσοστό

Ο συνολικός αριθμός των λιπαρών οξέων που είναι εστεροποιημένα στα διάφορα λιπίδια 

των σωματιδίων της LDL είναι 2700, από τα οποία τα μισό περίπου είναι πολυακόρεστα λιπαρά 

οξέα (Polyunsaturated Fatty Acids, PUFAs) με κύριους εκπρόσωπους to λινελαΐκό (C l8:2). to 

αραχιδονικό (C20:4) οξύ και εικοσαεξανοϊκό οξυ [213], Τα πολυακόρεστα λιπαρά οξέα την
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προστατεύονται από τη δράση των ελευθέρων ριζών και την οξείδωση από έναν αριθμό 

λιπόφιλων συστατικών που υπάρχουν στο λιποπρωτεϊνικό σωματίδιο και δρουν ως 

αντιοξειδωτικά. Το κυριότερο αντιοξειδωτικό συστατικό που απαντά στην LDL (6 μόρια ανά 

μόριο LDL) είναι η α-τοκοφερόλη (βιταμίνη Ε) [214]. Η αντιοξειδωτική δράση της βιταμίνης 

Ε οφείλεται στην ικανότητά της να μετατρέπει τις αλυσίδες των σχηματιζόμενων ριζών 

υπεροξειδίου προς υδροϋπεροξείδια και ρίζα της βιταμίνης Ε, η οποία μπορεί να 

ανακυκλωθεί προς α-τοκοφερόλη διαμέσου αντίδρασής της με κάποιο άλλο αντιοξειδωτικό, 

κυρίως ασκορβικό οξύ. Σε μικρότερα ποσά απαντούν η γ-τοκοφερόλη, το α- και β-καροτένιο 

καθώς και άλλες υδρογονωμένες και οξυγονωμένες μορφές καροτενοειδών, το λυκοπένιο, η 

κρυπτοξανθίνη, η λουτεΐνη και η ουβικινόλη-10 [208,209].

Τα σωματίδια της LDL προέρχονται από μεγαλύτερα σωματίδια που περιέχουν apo Β- 

100, όπως είναι οι VLDL, οι οποίες εκκρίνονται από το ήπαρ. Ο μεταβολισμός των VLDL 

στην κυκλοφορία αρχίζει με τη συνεχή δράση της λιποπρωτεϊνικής λιπάσης (lipoprotein 

lipase, LPL), η οποία υδρολύει τα τριγλυκερίδια σε μονογλυκερίδια και λιπαρά οξέα, ενώ 

ταυτόχρονα οι VLDL αποδίδουν τριγλυκερίδια και προσλαμβάνουν εστέρες χοληστερόλης 

από την HDL, με τη δράση της CETP (πρωτεΐνη μεταφοράς εστέρων χοληστερόλης, 

cholesterol ester transfer protein) [215]. Με αυτό τον τρόπο σχηματίζονται τα σωματίδια της 

IDL. Το 50% των σωματιδίων της IDL προσλαμβάνεται από ηπατικούς υποδοχείς, 

ενδοκυτταρώνεται και με αυτό τον τρόπο αποδίδονται τα τριγλυκερίδια και οι εστέρες 

χοληστερόλης. Το υπόλοιπο 50% της IDL μεταβολίζεται στην κυκλοφορία. Στο ήπαρ η 

ηπατική λιπάση (Hepatic lipase, HP) διασπά, τα τριγλυκερίδια που η EDL περιέχουν. 

Ταυτόχρονα, η IDL στην κυκλοφορία προσλαμβάνει εστέρες χοληστερόλης από την HDL, 

ενώ ταυτόχρονα αποδίδει στην HDL τριγλυκερίδια (με τη δράση της CETP) και τις apo C. Τα 

σωματίδια που προκύπτουν από τον ενδαγγειακό μεταβολισμό της IDL είναι η LDL [216], η 

οποία είναι πλούσια σε εστέρες χοληστερόλης.

Με τη δράση της CETP, οι εστέρες της χοληστερόλης μεταφέρονται από τη LDL στην 

πολύ υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη (VHDL) με αντάλλαγμα τη μεταφορά 

τριγλυκεριδίων από την VHDL στην LDL. Έτσι σχηματίζονται σωματίδια LDL τα οποία 

είναι πλούσια σε τριγλυκερίδια [217]. Ο κύριος ρόλος της LDL είναι η μεταφορά 

χοληστερόλης από το ήπαρ στους περιφερικούς ιστούς, στους οποίους η χοληστερόλη
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καταβολίζεται περαιτέρω με σκοπό την κάλυψη ενεργειακών και δομικών αναγκών των 

κυττάρων [218].

Φ α ινότυ π ος τ η ς  L D L

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, ο πληθυσμός των σωματιδίων της LDL είναι 

ετερογενής. Χρησιμοποιώντας διάφορες τεχνικές η LDL μπορεί να χωριστεί σε διάφορα 

υποκλάσματα, ο αριθμός των οποίων κυμαίνεται από 2 έως 12 ανάλογα με την αναλυτική 

μέθοδο [219]. Συνήθως διαχωρίζονται τρία (LDL1-LDL3), ή πέντε (LDL1-LDL5) 

υποκλάσματα με λίγο διαφορετική πυκνότητα το καθένα [220]. Ο διαχωρισμός των ατόμων 

του γενικού πληθυσμού με βάση την πυκνότητα των LDL αποκαλύπτει δύο φαινοτύπους 

[221]:
Το φαινότυπο Α, στον οποίο το μεγαλύτερο ποσοστό των μορίων LDL είναι μεγάλα 

και ελαφρά, αφού περιέχουν πολλούς εστέρες χοληστερόλης με μέγεθος >25,5nm και 

πυκνότητα 1,019-1,03 g/mL, και

Το φαινότυπο Β, στον οποίο το μεγαλύτερο ποσοστό των μορίων LDL είναι μικρά 

και πυκνά με λίγους εστέρες χοληστερόλης με μέγεθος <25,5nra και πυκνότητα 1,04-1,063 

g/mL.

Μελέτες έχουν δείξει ότι η μέση διάμετρος των σωματιδίων της LDL μειώνεται όσο 

αυξάνει η πυκνότητά τους [222]. Επίσης η δομή και η σύσταση των σωματιδίων της LDL 

μεταβάλλεται ανάλογα με το μέγεθός τους. Τα μικρά και πυκνά σωματίδια της LDL είναι 

πλούσια σε τριγλυκερίδια σε σύγκριση με τα μεγαλύτερα σωματίδια, ενώ η περιεκτικότητά 

τους σε αντιοξειδωτικά είναι μικρότερη, γεγονός που τα καθιστά περισσότερο ευαίσθητα 

στην οξείδωση απ’ ότι τα μεγαλύτερα και χαμηλότερης πυκνότητας σωματίδια. Επίσης, τα 

μικρά πυκνά σωματίδια έχουν ελαττωμένη συγγένεια με τον υποδοχέα της LDL.

Σύγχρονες μελέτες έδειξαν διαφορές στο μέγεθος, την πυκνότητα και τη σύσταση των 

σωματιδίων των LDL μεταξύ ασθενών με στεφανιαία νόσο και υγιών εθελοντών [223]. Στη 

μελέτη «Quebec Cardiovascular Study» [224], άνδρες με μέγεθος LDL σωματιδίων <25,6nm 

είχαν 2,2 φορές μεγαλύτερο κίνδυνο για την εμφάνιση στεφανιαίας νόσου, σε σύγκριση με 

τους άνδρες με μέγεθος LDL σωματιδίων >25,6nm. Στη μελέτη αυτή, η πολυπαραγονηκή 

ανάλυση έδειξε ότι το μέγεθος των σωματιδίων της LDL ήταν προγνωστικός παράγοντας για 

την εμφάνιση στεφανιαίας νόσου, ανεξάρτητα από τα επίπεδα της LDL-χρληστερόλης, των
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τριγλυκεριδίων, της HDL-χοληστερόλης και της apo Β-100 του πλάσματος. Αντίθετα, στη 

μελέτη «Physicians Health Study» [225], τα μικρά πυκνά σωματίδια LDL δεν αποτέλεσαν 

ανεξάρτητο προγνωστικό δείκτη για την εμφάνιση εμφράγματος του μυοκαρδίου. Παρόλα 

αυτά και σε αυτή τη μελέτη, οι ασθενείς με έμφραγμα του μυοκαρδίου εμφάνισαν μικρότερα 

LDL σωματίδια σε σύγκριση με τα υγιή άτομα.

« «

Η οξειδωμένη μορφή της LDL

Γενικά

Η εμφάνιση αφρωδών κυττάρων πλούσιων σε λιπίδια αποτελεί χαρακτηριστικό των 

πρώτων σταδίων στην ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης. Τέτοια αφρώδη κύτταρα 

σχηματίζονται in vitro όταν μακροφάγα επωάζονται με τροποποιημένες μορφές LDL, 

υποδηλώνοντας ότι συγκεκριμένες τροποποιήσεις στο λιποπρωτεϊνικό σωματίδιο επάγουν το 

σχηματισμό αφρωδών κυττάρων in vivo. Η πρόσληψη της τροποποιημένης LDL γίνεται 

διαμέσου των υποδοχέων εκκαθαριστών οι οποίοι είναι διαφορετικοί από τους κλασικούς 

LDL υποδοχείς.

Οι χημικά τροποποιημένες λιποπρωτεΐνες αποτέλεσαν αντικείμενο μελέτης από το 

1979. Οι Brown και Goldstein παρατήρησαν ότι επώαση καλλιέργειας μακροφάγων με 

ακετυλιωμένη LDL (AcLDL) είχε ως αποτέλεσμα τη συσσώρευση εστέρων χοληστερόλης 

στο εσωτερικό των κυττάρων και το σχηματισμό αφρωδών κυττάρων με χαρακτηριστικά 

όμοια με αυτά που απαντούν σε αθηρωματικές βλάβες [226]. Η μελέτη αυτή ενέπλεκε την 

παρουσία ενός υποδοχέα, για την ακετυλιωμένη ή χημικά τροποποιημένη LDL, στα 

μακροφάγα, ο οποίος μπορεί να διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στο σχηματισμό αφρωδών 

κυττάρων κατά την αθηρωματική διαδικασία δίνοντας το έναυσμα για την προσέγγιση, σε 

μοριακό επίπεδο, της «λειτουργίας των μακροφάγων ή των προερχόμενων από τα μακροφάγα 

κυττάρων». Η ενδοκυτταρική πρόσληψη των τροποποιημένων λιποπρωτεϊνών γίνεται 

διάμεσου των υποδοχέων εκκαθαριστών [226,227]. Αντίθετα, με τους LDL-υποδοχείς, οι 

οποίοι υπόκεινται σε αυστηρή ρύθμιση από την LDL που προσλαμβάνεται και των οποίων ο 

αριθμός μειώνεται καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση των σωματιδίων της LDL, οι υποδοχείς 

των μακροφάγων εμφανίζουν ένα μηχανισμό δράσης διαφορετικό από αυτόν του LDL- 

υποδοχέα.
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Οι Steinberg et al. [228] έδειξαν ότι τα μακροφάγα μετασχηματίζονται σε αφρώδη 

κύτταρα με την πρόσληψη LDL όταν αυτή είχε προεπωαστεί με καλλιέργεια ενδοθηλιακών 

κυττάρων. Αποδείχτηκε επίσης ότι LDL η οποία είχε προεπωαστεί με ενδοθηλιακά κύτταρα 

ήταν οξειδωτικά τροποποιημένη. Η πρόσληψη της oxLDL από τα μακροφάγα ολοκληρώθηκε 

ακόμη και παρουσία περίσσειας AcLDL, δηλώνοντας ότι η oxLDL μπορεί να είναι ένας 

φυσικά απαντώμενος προσδέτης των υποδοχέων εκκαθαριστών των μακροφάγων [229]. 

Μέχρι σήμερα έχει ταυτοποιηθεί ένας μεγάλος αριθμός από υποδοχείς εκκαθαριστές οι οποίοι 

αναγνωρίζουν τροποποιημένες μορφές LDL (SR-A, SR-B, CD36, LOX-1) όχι μόνο στα 

μακροφάγα αλλά και σε άλλους τύπους κυττάρων [227].

Η οξείδωση της LDL (oxLDL) περιλαμβάνει μία διαδικασία υπεροξείδωσης των 

λιπιδίων η οποία πυροδοτείται από ελεύθερες ρίζες. Κατά τη διάρκεια της οξείδωσης της 

LDL τόσο το λιπιδιακό, όσο και το πρωτεϊνικό περιεχόμενό της υπόκεινται σε μια ποικιλία 

από χημικές μεταβολές διαμέσου αντιδράσεων ελευθέρων ριζών καθώς επίσης και 

τροποποιήσεων από χημικώς δραστικά προϊόντα που σχηματίζονται στην oxLDL [219,228]. 

Η οξείδωση αρχίζει με την απομάκρυνση ενός ατόμου υδρογόνου από ένα πολυακόρεστο 

λιπαρό οξύ της LDL από μία ελεύθερη ρίζα X*. Η ρίζα του λιπαρού οξέος (L*) που προκύπτει 

αντιδρά ταχύτατα με οξυγόνο (Ο2) προς το σχηματισμό ρίζας λιποϋπεροξειδίου, LOO*. 

Κατόπιν η ρίζα λιποϋπεροξειδίου αποσπά ένα άτομο υδρογόνου από παρακείμενο λιπαρό 

οξύ, LH, προς το σχηματισμό υδρολιποϋπεροξειδίου, LOOH, και μιας νέας ελεύθερης ρίζας 

λιπαρού οξέος L*. Τα υδρολιποϋπεροξείδια των λιπιδίων διασπώνται παρουσία μεταλλικών 

ιόντων προς αλδεΰδες (μηλονική διαλδεΰδη, MDA, 4-υδροξυνονενάλη, 4-ΗΝΕ) και 

υδρογονάνθρακες. Τα τελικά προϊόντα οξείδωσης των λιπιδίων της LDL αντιδρούν με την 

apo Β-100. Η καρβονυλική ομάδα της MDA αντιδρά με τις ε-αμινοομάδες (ε-ΝΗ2) μορίων 

λυσίνης που περιέχονται στην apo Β-100 προς το σχηματισμό σταθερών ενώσεων που είναι 

γνωστές ως βάσεις Schiff. Παρουσία φαινολικών αντιοξειδωτικών, όπως η βιταμίνη Ε (α-Τ), 

η υπεροξείδωση των λιπαρών οξέων αναστέλλεται με την αντίδραση της ελεύθερης ρίζας του 

υπεροξειδίου με το αντιοξειδωτικό (Εικόνα 13). Η φαινοξυ-ρίζα α-Τ* έχει πολύ μικρή 

δραστικότητα και κατά συνέπεια δεν μπορεί να επιμηκύνει την υπεροξείδωση των λιπαρών 

οξέων [230].
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Χαρακτηριστικό της oxLDL είναι ότι το επιφανειακό φορτίο της είναι περισσότερο 

αρνητικό απ’ ότι της φυσικής LDL. Η oxLDL έχει μεγαλύτερη διάμετρο από τη φυσική LDL 

και παρουσιάζει αυξημένη ηλεκτροφορητική κινητικότητα. Περιέχει επίσης ισχυρώς τοξικά 

προϊόντα των οποίων η απελευθέρωση στο αρτηριακό τοίχωμα μπορεί να προκαλέσει 

διάφορες αντιδράσεις, όπως τη νέκρωση των ενδοθηλιακών κυττάρων, τη συσσώρευση των 

αιμοπεταλίων και την έκκριση αυξητικών τιαραγόντων. Έχει προταθεί επίσης ότι η oxLDL 

μπορεί να προκαλέσει την ενεργοποίηση των Τ-λεμφοκυττάρων σε αθηρωματικές πλάκες και 

να διεγείρει τον πολλαπλασιασμό των λείων μυϊκών κυττάρων (smooth muscle cells, SMC).

LOO0 .

loc5°
LOO0 loo*

loo·
LOO0

LOO0

LOO*
LOO* LOO*

ll  apo B-100 ^
αλδεΟδες _f

■■ ( LOO*

αποικοδομημίαποικοδομημένη 
apo B-100

LOO*
Οξειδωμένα φωσφολιπίδια 

■ — — (PAF like δομή)
Ενώσεις τύπου ισοπροστανίων

a -TQ

Εικόνα 13: Σχηματική απεικόνιση της υπεροξείδωσης των λιπιδίων.

Μηχανισμοί οξείδωσης της LDL

Διάφοροι μηχανισμοί, ενζυμικοί και μη ενζυμικοί, έχουν προταθεί για την οξείδωση 

της LDL στηριζόμενοι σε μελέτες in vitro. Στους μηχανισμούς αυτούς εμπλέκονται δραστικά 

μόρια, όπως μεταλλικά ιόντα, θειόλες, η γλυκόζη, η ρίζα του μονοξειδίου του αζώτου, η
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λιποξυγονάση και η μυελοϋπεροξειδάση (Εικόνα 14). Η μη ενζυμική οξείδωση η οποία 

καταλύεται από διάφορα δραστικά μόρια εξαρτάται από την παρουσία υδροϋπεροξειδίων των 

λιπιδίων.

Ενδοθηλιακά κύτταρα I < = > \ ενεργοποιημένα
Λεία μυϊκά κύτταρα ^  ]>  μακροφάγα

ανηγμένα 
μεταλλικά ιόντα 

Cua% Pc2+

λιποξυγενάση  
(εξαρτάται από 

τα μεταλλικά ιόντα)

>4
2
(/)
?
3(Ο ν
ΜΟ
ΙΛψ*ωΟ•Ο
9-

κατανάλωση ενδογενών 
Τ ανιιοξειδωχικώι 

. t ̂  (λανθάνου

υπεροξείδοση 
λιπιδίων LDL

σχηματισμός δραστικό 
αλδεΰδώνΐ

ι
αντίδραση αλδεϋδώ ν 1

με τις ε -NHg λυσινώ ν της apo Β-100

μυελοϋπεροξειδάση  
(ανεξάρτητη από 

τα μεταλλικά ιόντα)

>HOCl

Δραστικές ενώσειςί|

οξείδωση του λιπιδιακού  
χα ι πρω τεΐνιχού περιεχομένου  

της LDL

ι___________

Εικόνα 14: Μηχανισμοί οξείδωσης της LDL.

Μεταλλικά ιόντα

Πολλές μελέτες έχουν δείξει ότι ο χαλκός (Cu2+) και άλλα δισθενή ιόντα είναι 

ιδιαίτερα επικίνδυνα για την LDL. Ακόμη και ελάχιστη ποσότητα χαλκού ή σιδήρου είναι 

ικανή να οξειδώσει ταχύτατα την LDL. Μία πιθανή πορεία μπορεί να περιλαμβαιχι την 

αρχική αναγωγή των μεταλλικών ιόντων από αναγωγικά συστατικά των κυττάρων, όπως οι 

θειόλες και το ανιόν του υπεροξειδίου 0 2 . Παρόλο που έχει δειχθεί η ύπαρξη ελεύθερου
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σιδήρου και χαλκού σε περιοχές προχωρημένης αθηρωμάτωσης [231], δεν υπάρχουν στοιχεία 

σχετικά με τα αρχικά στάδια ανάπτυξης της αθηρωμάτωσης. Έχει όμως βρεθεί ότι η ρίζα του 

C>2 είναι ικανή να ελευθερώσει σίδηρο από την φερριτίνη [216]. Κατά συνέπεια θα μπορούσε 

να παίξει σημαντικό ρόλο τόσο στην έναρξη της οξειδωτικής τροποποίησης όσο και στην 

παραγωγή μετάλλων μετάπτωσης μέσα στο αρτηριακό τοίχωμα.

Η οξείδωση της LDL από μεταλλικά ιόντα (Cu2+) in vitro συμβαίνει σε τρεις φάσεις: 

στην αρχική λανθάνουσα φάση παρατηρείται κατανάλωση των ενδογενών αντιοξειδωτικών 

της LDL. Αρχικά καταναλώνεται η α-τοκοφερόλη και ακολουθούν τα υπόλοιπα 

αντιοξειδωτικά με τελευταίο το β-καροτένιο. Κατά τη λανθάνουσα φάση παράγεται ένας 

πολύ μικρός αριθμός υπεροξειδίων. Η μικρή ποσότητα αυτών οφείλεται στη δράση της 

βιταμίνης Ε η οποία αντιδρά με τις ρίζες των σχηματιζόμενων λιποϋπεροξειδίων. Μετά την 

κατανάλωση των αντιοξειδωτικών της LDL αρχίζει η υπεροξείδωση των λιπαρών οξέων και 

η οξείδωση της LDL οδηγείται στην εκθετική (παραγωγική) φάση. Οι ρίζες που έχουν 

σχηματιστεί από τη λανθάνουσα φάση, διαμέσου σειράς αλυσιδωτών αντιδράσεων, 

σχηματίζουν νέες ελεύθερες ρίζες λιποϋπεροξειδίων. Το σημείο στο οποίο η παραγωγή των 

συζυγών διενίων είναι μέγιστη, σημαίνει το τέλος της παραγωγικής φάσης και την αρχή της 

φάσης αποικοδόμησης στην οποία τα λιποϋπεροξείδια μετατρέπονται σε δραστικές 

αλδεΰδες, οι οποίες με τη σειρά τους θα αντιδράσουν με τις θετικά φορτισμένες ε-ΝΗ2 

μορίων λυσίνης της apo Β-100.

Τα μεταλλικά ιόντα μπορούν επίσης να καταλύουν την αποσύνθεση των λιπιδιακών 

υδροϋπεροξειδίων προς οξειδωμένα συστατικά. Η LDL έχει την ικανότητα να δεσμεύει τα 

ιόντα και η δέσμευση αυτή μπορεί να συσχετιστεί με την αναγωγή των μετάλλων και την 

προαγωγή της λιποϋπεροξείδωσης. Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι η πρόσδεση του ιόντος 

Cu2+ σε ιστιδίνη της apo Β-100 προάγει την υπεροξείδωση, απαραίτητες όμως για την 

αναγωγή των μεταλλικών ιόντων είναι και άλλες προσδένουσες περιοχές [213,232-234].

Θειόλες

Οι θειόλες είναι ενώσεις που περιέχουν θείο και οι οποίες ανακυκλώνονται συνεχώς 

ανάμεσα στην ανηγμένη και την οξειδωμένη μορφή τους (δισουλφίδιο). Παρουσία ιόντων 

μετάλλων αυτοξειδώνονται και παράγουν ανηγμένα μεταλλικά ιόντα, ρίζες θείου (-S’) και 

Ο2 , που προάγουν την υπεροξείδωση των λιπιδίων. Έχει προταθεί ότι κατά την οξείδωση της
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LDL από τα αρτηριακά SMC, αυτά ανάγουν την εξωκυττάρια L-κυστίνη προς μία θειόλη, 

πιθανότατα L-κυστεΐνη, η οποία στην συνέχεια είναι υπεύθυνη για την αναγωγή του 02 προς 

C>2 . Η συνύπαρξη C>2 μαζί με οξειδοαναγωγικά μέταλλα έχει ως αποτέλεσμα την οξείδωση 

της LDL [213].

Γλυκόζη

Έχει προταθεί ότι οι αντιδράσεις γλυκοξείδωσης διαδραματίζουν ρόλο σε ασθενείς με 

σακχαρώδη διαβήτη που εμφανίζουν εκτεταμένη αγγειακή νόσο. Η γλυκοζυλίωση των 

πρωτεϊνών καθώς επίσης και η γλυκόζη διεγείρουν την οξείδωση της LDL από μεταλλικά 

ιόντα. Τέτοιου τύπου LDL οξειδώνεται ευκολότερα από χαλκό απ’ ότι η φυσική LDL, 

υποδηλώνοντας ένα υψηλότερο περιεχόμενο σε προϊόντα οξείδωσης λιπιδίων [235-237].

Λιποζυγονάση

Οι λιποξυγονάσες είναι ενδοκυττάρια ένζυμα τα οποία είναι παρόντα στα μακροφάγα, 

σε επιδερμικά και επιθηλιακά κύτταρα, σε ενδοθηλιακά κύτταρα καθώς και λεία μυϊκά 

κύτταρα. Τα κύρια χαρακτηριστικά αυτών των ενζύμων για την καταλυτική τους δράση είναι 

η ύπαρξη ενός ατόμου σιδήρου, το οποίο δεν προέρχεται από το σίδηρο που περιέχει η αίμη, 

καθώς και η ικανότητά τους να εισάγουν μοριακό οξυγόνο σε ένα cis-cis-1,4-πενταδιενο- 

πολυακόρεστο λιπαρό οξύ. Τα ένζυμα αυτά καταλύουν την υπεροξείδωση των ελεύθερων 

πολυακόρεστων λιπαρών οξέων, όπως είναι το αραχιδονικό και το λινελαϊκό οξύ, προς 

οξειδωμένα λιπίδια τα οποία εμφανίζουν βιολογική δράση [237]. Εκτός από τα ελεύθερα 

λιπαρά οξέα οι λιποξυγονάσες καταλύουν και την υπεροξείδωση πολυακόρεστων λιπαρών 

οξέων που βρίσκονται εστεροποιημένα στα φωσφολιπίδια και τη χοληστερόλη (Εικόνα 15). 

Η δράση της 12/15 λιποξυγονάσης στα πολυακόρεστα λιπαρά οξέα έχει ως αποτέλεσμα το 

σχηματισμό διαμορφωτικών και στερεοειδικών προϊόντων (η S διαμόρφωση υπερτερεί της R 

στερεοειδικής διαμόρφωσης). Αντίθετα, η διαμεσολαβούμενη από ελεύθερες ρίζες οξείδωση 

των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων οδηγεί στο σχηματισμό ρακεμικού μίγματος προϊόντων 

(S προϊόντα=ΙΙ προϊόντα) [238].
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.COOH

.COOH

.COOH j 12/15 LOX

I
.COOH

12-ΗΡΕΤΕ +
ΗΟΟ

Λ
13-HPODE

.COOH

15-ΗΡΕΤΕ 9·Η»τ

Εικόνα 15: Υπεροξείδωση ελεύθερων λιπαρών οξέων και εστέρων χοληστερόλης προς μεταβολίτες 
( υδροϋπεροξειδίου με τη δράση της 12/15 λιποξυγονάσης.

To NO* παράγεται από διάφορα κύτταρα με τη δράση της επαγώγιμης NO’

ι συνθετάσης (iNOS). Αποτελεί παράγοντα αγγειοδιαστολής των SMC. To NO’ είναι μία 
*

■ σταθερή ρίζα η οποία δεν μπορεί να οξειδώσει την LDL σε φυσιολογικό pH. Σε LDL

ί Εντούτοις μια μελέτη έδειξε ότι επώαση της LDL με ουσίες οι οποίες είναι δότες NO' είχε ως 

ϊ αποτέλεσμα την πρόσληψή της από τα μακροφάγα διαμέσου των υποδοχέων εκκαθαριστών. 

Παρόλα αυτά, μπορεί να συνεισφέρει στην οξείδωση των λιποπρωτεϊνών με διάφορους 

μηχανισμούς. Αντιδρά ταχύτατα με το ανιόν του υπεροξειδίου, Ο2’ , προς το σχηματισμό 

j υπεροξυνιτρικού ανιόντος (ΝΟΟ') το οποίο είναι ικανό να πυροδοτήσει την υπεροξείδωση 

I των λιπιδίων. Το ΝΟΟ' μόλις πρωτονιωθεί διασπάται σχηματίζοντας ρίζα υδροξυλίου (ΟΗ')
Ί
: [239]. Οι Leeuwenenburgh et al. [240] έδειξαν την παρουσία της 3-νιτροτυροσίνης (η οποία

σχηματίζεται όταν η LDL οξειδωθεί παρουσία ΝΟΟ') στην LDL που απομονώθηκε από

αθηρωματικές πλάκες, υποδηλώνοντας έτσι ότι η οξειδωτική τροποποίηση της LDL από 

ΝΟΟ' ίσως συμβαίνει in vivo.

Ρίζα μονοξειδίοΌ του αζώτου (NO')

επωασμένη με Cu2+, η προσθήκη ουσιών οι οποίες είναι δότες NO* αναστέλλει την οξείδωση.
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Μυελοϋπεροξειδάση

Η μυελοϋπεροξειδάση είναι ένα ένζυμο το οποίο απελευθερώνεται από τα μακροφάγα 

και τα ουδετερόφιλα ύστερα από φλεγμονώδη διέγερση, καταλύει το σχηματισμό ενός 

ισχυρού οξειδωτικού, του υποχλωριώδους οξέος (HOC1) χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα 

Η2Ο2 και ιόντα C1 αλλά και άλλων δραστικών μορίων όπως χλωραμίνες, τυροσυλο- 

ελεύθερες ρίζες και διοξείδιο του αζώτου (ΝΟ2). To HOC1 τροποποιεί την LDL αυξάνοντας 

το αρνητικό της φορτίο και μετατρέποντάς τη σε μια μορφή η οποία επάγει τη συσσώρευση 

εστέρων της χοληστερόλης στα μακροφάγα. Τα κύρια υποστρώματα για οξείδωση από το 

HOC1 είναι δραστικές αμινομάδες της apo Β-100. Συγκεκριμένα, η δράση της 

μυελοϋπεροξειδάσης στις πρωτεΐνες αρχίζει με τη μετατροπή της L-τυροσίνης, ενός 

φαινολικού αμινοξέος (το οποίο απαντά στο πλάσμα) σε τυροσυλο-ελεύθερη ρίζα. In vitro οι 

τυροσυλο-ρίζες αντιδρούν διασταυρωτά με τυροσίνες πρωτεϊνών σχηματίζοντας ο,ο'- 

διτυροσίνη. Η ο,ο '-διτυροσίνη σχηματίζεται στην LDL όταν αυτή επωαστεί με 

μυελοϋπεροξειδάση παρουσία Η2Ο2 και C1 , όχι όμως όταν η LDL επωαστεί μόνο με 

περίσσεια ιόντων Cu2+ [213,233,241].

Ο Ρόλος των λιποπρωτεϊνών (LDL και οξειδωμένη LDL) στην φλεγμονή 

και την εξέλιξη της αθηρωμάτωσης

Η πρόοδος τα τελευταία πενήντα χρόνια στη αθηρωμάτωση βασίζεται κυρίως στη 

βασική θεώρηση του κεντρικού ρόλου που διαδραματίζει η LDL. Είναι γνωστό ότι η LDL 

παίζει σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της αθηρωματικής πλάκας. Παρόλα αυτά είναι γνωστό 

ότι ασθενείς με αγγειογραφικά τεκμηριωμένη στεφανιαία νόσο μπορεί να εμφανίζουν 

μετρίως ή και καθόλου αυξημένα επίπεδα LDL-χοληστερόλης ορού. [242]. Επιπρόσθετα, η 

μείωση της LDL-χοληστερόλης, σε ασθενείς στους οποίους χορηγήθηκαν στατίνες είχε ως 

αποτέλεσμα τη μείωση του συνολικού καρδιαγγειακού κινδύνου κατά το 1/3 μετά από 5 

χρόνια χορήγησης των φάρμακων [242].

Τα τελευταία χρόνια έχει αναγνωρισθεί ότι στη δυναμική της αθηρωματικής πλάκας 

και σε όλα τα στάδια ανάπτυξής της συμμετέχουν έντονες φλεγμονώδεις διεργασίες. Βασικό
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ρόλο στις φλεγμονώδεις αυτές διεργασίες διαδραματίζει η oxLDL. Ταυτόχρονα η φλεγμονή 

έχει συσχετισθεί και με παράγοντες κινδύνου για αθηρωμάτωση, όπως η υπέρταση, η 

δυσλιπιδαιμία, ο σακχαρώδης διαβήτης και η παχυσαρκία [243]. Η oxLDL προκαλεί μείωση 

της έκφρασης του mRNA της προϊνσουλίνης στα παγκρεατικά κύτταρα, με αποτέλεσμα τη 

μείωση της έκκρισης της ινσουλίνης από τα συγκεκριμένα κύτταρα [244]. Ταυτόχρονα σε 

ασθενείς με μεταβολικό σύνδρομο τα αυξημένα επίπεδα oxLDL συσχετίσθηκαν με 

διπλασιασμό του. κινδύνου για καρδιαγγειακό θάνατο και μείζονα μη θανατηφόρα 

καρδιαγγειακά ’συμβάματα [245]. Επιπλέον υψηλά επίπεδα oxLDL έχουν ανιχνευθεί σε 

ασθενείς με καταστάσεις που θεωρούνται κλασικοί παράγοντες κινδύνου για στεφανιαία 

νόσο, όπως η υπέρταση [246-249], η δυσλιπιδαιμία [250-253], ο σακχαρώδης διαβήτης [254- 

257] και το κάπνισμα [258-260]. Υγιείς μέσης ηλικίας άνδρες με αυξημένα επίπεδα 

οξειδωμένης LDL ορού εμφανίζουν μειωμένη στεφανιαία εφεδρεία [261] και αυξημένο 

κίνδυνο να εκδηλώσουν ένα οξύ στεφανιαίο επεισόδιο τα επόμενα χρόνια [262].

Αυξημένα επίπεδα oxLDL σε σύγκριση με υγιείς εθελοντές έχουν παρατηρηθεί σε 

άτομα με αυξημένο 10-ετή κίνδυνο για οξύ στεφανιαίο σύνδρομο [245], σε ασθενείς με 

αγγειογραφικά τεκμηριωμένη στεφανιαία νόσο [263-267], καθώς επίσης και σε ασθενείς με 

σταθερή στηθάγχη [268] ή ιστορικό οξέος στεφανιαίου επεισοδίου [269,270]. Επιπρόσθετα, 

αυξημένα επίπεδα oxLDL στο ορό μπορούν να διαχωρίσουν τους ασθενείς με οξύ έμφραγμα 

του μυοκαρδίου (OEM) τόσο από αυτούς με σταθερή [271] όσο και από αυτούς με ασταθή 

στηθάγχη [264, 272]. Σε μια άλλη μελέτη τα αυξημένα επίπεδα της oxLDL βρέθηκαν να είναι 

πιο ευαίσθητος δείκτης για την ύπαρξη στεφανιαίας νόσου σε σύγκριση με το Global Risk 

Assessment Score, αν και τα επίπεδα αυτά εμφάνιζαν ισχυρή συσχέτιση με τις περισσότερες 

από τις παραμέτρους που καθορίζουν το συνολικό κίνδυνο στο συγκεκριμένο μοντέλο [273]. 

Αυξημένα επίπεδα oxLDL έχουν παρατηρηθεί και σε ασθενείς με υποκλινική αθηρωματική 

νόσο, όταν αυτή εκτιμήθηκε με τη μέτρηση του πάχους του έσω-μέσου χιτώνα (ΙΜΤ) των 

καρωτίδων τόσο σε υγιείς εθελοντές [274, 275], όσο και σε ασθενείς με δυσλιπιδαιμία [276]. 

Παρότι η oxLDL ανιχνεύεται στο αίμα, είναι απίθανο να σχηματίζεται εκεί, καθώς στην 

κυκλοφορία υπάρχει αφθονία αντιοξειδωτικών ουσιών. Έτσι πιστεύεται ότι η θέση 

σχηματισμού της oxLDL είναι η αθηρωματική πλάκα και μόνο ένα πολύ μικρό ποσοστό της 

κυκλοφορεί στον ορό, όπου και ανιχνεύεται.
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Είναι τπθανό ότι τα αυξημένα επίπεδα oxLDL ορού συσχετίζονται με την αστάθεια 

μιας αθηρωματικής πλάκας, καθώς ασταθείς πλάκες είναι, όπως έχει ήδη αναφερθεί, αυτές με 

πλούσιο λιπιδικό πυρήνα και έντονα φλεγμονώδη στοιχεία. Οι Nishi et al. [277] έδειξαν ότι 

αυξημένα επίπεδα oxLDL τόσο στην κυκλοφορία όσο και στο εσωτερικό των αθηρωματικών 

πλακών σχετίζονται με αυξημένο κίνδυνο για ρήξη των αθηρωματικών αυτών πλακών.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4°

Αθηρωμάτωση - Ο ρόλος των αιμοπεταλίων

Γενικά

Τα καρδιαγγειακά νοσήματα αποτελούν την κύρια αιτία θανάτου στις Ηνωμένες 

Πολιτείες της Αμερικής από το 1900, με εξαίρεση το 1918, οπότε παρατηρήθηκε επιδημία 

γρίπης. Κάθε χρόνο πεθαίνουν 1.000.000 άτομα στις ΗΠΑ από νόσο του καρδιαγγειακού 

συστήματος. Παρά το γεγονός ότι η νόσος του καρδιαγγειακού συστήματος θεωρείται νόσος 

των ανδρών, στοιχεία από την ιστοσελίδα του AHA (American Heart Association: 

www.aha.org) αναφέρουν ότι ο απόλυτος αριθμός των θανάτων ετησίως σε γυναίκες είναι 

μεγαλύτερος απ’ αυτόν των ανδρών (503,000 έναντι 455,000 ατόμων αντίστοιχα). Στις 

γυναίκες τα καρδιαγγειακά νοσήματα προκαλούν περισσότερους θανάτους ετησίως απ’ ότι 

αθροιστικά οι επόμενες 17 αιτίες θανάτου συνολικά. Η οικονομική επιβάρυνση από τα 

καρδιαγγειακά νοσήματα είναι εξίσου εντυπωσιακή: υπολογίζεται ότι το συνολικό κόστος για 

το 2003 στις ΗΠΑ ανήλθε στα $300,000,000,000 [278] Στις Ευρωπαϊκές χώρες η 

καρδιαγγειακή θνητότητα ποικίλλει από 3 άτομα/1,000 κατοίκους/ έτος (Γαλλία, Ολλανδία, 

Ιταλία, Ισπανία) έως και 10 άτομα/1,000 κατοίκους/ έτος (Βουλγαρία και Ουκρανία). Έτσι η 

θνητότητα από τα καρδιαγγειακά νοσήματα για την περίοδο 1980-2002, εμφανίζει μείωση για 

τη βόρεια, δυτική και νότια Ευρώπη (με εξαίρεση την Ελλάδα) και αύξηση για την κεντρική 

και ανατολική Ευρώπη [279]. Η πλειονότητα των νοσημάτων του καρδιαγγειακού 

συστήματος οφείλεται στην αθηρωμάτωση.

Η αθηρωμάτωση είναι ασθένεια του έσω χιτώνα των αρτηριών και θεωρείται μια 

ανοσολογική και φλεγμονώδης απάντηση του έσω χιτώνα σε βλάβη μιας περιοχής του 

αγγειακού τοιχώματος. Πρόκειται για μια τοπικά εντοπισμένη βλάβη σε όλο το πάχος του 

έσω χιτώνα κατά μήκος της αρτηρίας. Αφορά αρτηρίες που κυμαίνονται σε μέγεθος από τη 

ρίζα της αορτής μέχρι και αρτηρίες με εξωτερική διάμετρο 3mm. Η κατανομή της νόσου δεν 

είναι ομοιόμορφη, αφού φαίνεται ότι κάποιες αρτηρίες, όπως η έσω μαστική αρτηρία, 

προσβάλλονται σπάνια, ενώ κάποιες άλλες, όπως οι στεφανιαίες αρτηρίες, οι εγκεφαλικές
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>τηρίες και η αορτή, πολύ συχνότερα. Ταυτόχρονα ακόμα και στο ίδιο άτομο υπάρχουν 

αφορές όσον αφορά το βαθμό προσβολής στις διάφορες αρτηρίες του σώματος.

> ρόλος των αιμοπεταλίων στην αθηροθρόμβωση

Απαραίτητη προϋπόθεση για την προσκόλληση των αιμοπεταλίων στο αρτηριακό 

ήχωμα είναι η λύση της συνέχειας του ενδοθηλίου. Η καταστροφή των ενδοθηλιακών 

δτταρων οδηγεί στην έκθεση στον ενδαγγειακό χώρο στοιχείων του συνδετικού ιστού του 

τενδοθηλιακού χώρου όπως το κολλαγόνο, ο ακινητοποιημένος σ’ αυτό παράγοντας 

onWillebrand (vWF), η φιβρονεκτίνη και η βιτρονεκτίνη [280,281]. Η απάντηση των 

ιμοπεταλίων στη συγκεκριμένη βλάβη βασίζεται στην προσκόλληση, την ενεργοποίηση και 

1 συσσώρευση των κύτταρων αυτών (Εικόνα 16).

Εικόνα 16: Σχηματική απεικόνιση της ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων’ μετά από τη ρήξη της 
ιθηρωματικής πλάκας.
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Η αλληλεπίδραση των αιμοπεταλίων με το ενδοθήλιο και τα λευκοκύτταρα

Εκτός από την προσκόλλησή τους στον υπενδοθηλιακό χώρο του αρτηριακού 

τοιχώματος, σε περίπτωση καταστροφής του ενδοθηλίου, τα αιμοπετάλια μπορούν να 

προσκολληθούν και στα ίδια τα ενδοθηλιακά κύτταρα, διαμέσου των ουδετερόφιλων και των 

λευκοκυττάρων. Η προσκόλληση του αιμοπεταλίου στο ενδοθήλιο έχει ως αποτέλεσμα την 

ενεργοποίηση των ενδοθηλιακών κυττάρων και την έκφραση της Ρ-σελεκτίνης στην 

επιφάνεια της κυτταρικής μεμβράνης τους. Η Ρ-σελεκτίνη, η οποία βρίσκεται αποθηκευμένη 

στα ενδοκυττάρια κοκκία των ενδοθηλιακών κυττάρων, γνωστά και ως σωματίδια Weibel- 

Palade, μεταφέρεται πολύ γρήγορα στην κυτταρική τους μεμβράνη, όταν τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα ενεργοποιηθούν από διάφορους αγωνιστές όπως είναι η θρομβίνη, η ισταμίνη και οι 

ελεύθερες ρίζες C>2 [124,282]. Η προσκόλληση των ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων στο 

ενδοθηλιακά κύτταρο γίνεται διάμεσου της Ρ-σελεκτίνης και του vWF. Οι επιφανειακοί 

υποδοχείς των αιμοπεταλίων GPIba και ο γλυκοπρωτεϊνικός προσδέτης της Ρ-σελεκτίνης (Ρ- 

selectin glycoprotein ligand-1, PSGL-1) αλληλεπιδρούν με την ενδοθηλιακή Ρ-σελεκτίνη, με 

αποτέλεσμα τη χαλαρή προσκόλληση των ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα (Εικόνα 17) [283,284]. Αυτή η αρχική προσκόλληση είναι χαλαρή και επιτρέπει στα 

αιμοπετάλια να κυλούν (rolling) πάνω στο ενδοθήλιο, δίνοντας έτσι τη δυνατότητα σε αυτά 

να αναγνωρίσουν και να συνδεθούν χαλαρά και με αλλά μόρια, όπως με την Ε-σελεκτίνη 

[285]. Η Ε-σελεκτίνη εκφράζεται στην κυτταρική μεμβράνη των ενδοθηλιακών κυττάρων. 

Επιπρόσθετα, τα λευκοκύτταρα μπορούν να προκαλέσουν την προσκόλληση των 

ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων διαμέσου της αλληλεπίδρασης της Ρ-σελεκτίνης με τον 

PSGL-1 [286]. Τα λευκοκύτταρα πιθανώς να συσσωρεύονται στους αιμοπεταλιακούς 

θρόμβους που ήδη βρίσκονται στον υπενδοθηλιακό χώρο [287]. Επιπλέον, η Ρ-σελεκτίνη των 

α-κοκκίων εκφράζεται στη μεμβράνη των ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων και παίζει 

σημαντικό ρόλο στην προσκόλληση των αιμοπεταλίων με τα ουδετερόφιλα και τα 

μονοκύτταρα [124,288]. Τελικά η προσκόλληση των αιμοπεταλίων με το ενδοθήλιο 

σταθεροποιείται διάμεσου των β3 ιντεγκρινών (Εικόνα 17).

51



Ανασκόπηση της βιβλιογραφίας Αιμοπετάλια και αθηροθρόμβωση

Ινυ/_ΐΓΠ| τιον (ΐιμοπιταλΰον X/ruHr.pi] προσκόλληση

Εικόνα 17: Σχηματική απεικόνιση της προσκόλλησης των αιμοπεταλίων στα ενεργοποιημένα 
ενδοθηλιακά κύτταρα (τροποποιημένο από Gawaz et al.) [289].

Η σταθερή προσκόλληση των αιμοπεταλίων διάμεσου του ενεργοποιημένου am$3 

οδηγεί στην έκφραση της Ρ-σελιαίνης αλλά και στην απελευθέρωση του CD40L και της 

ιντερλευκίνης-ΐβ (DL-Ιβ). Η IL-Ιβ  διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην ενεργοποίηση των 

ενδοθηλιακών κυττάρων,[290,291] αφού επάγει την έκφραση διαφόρων φλεγμονωδών 

μορίων, όπως το μόριο της διακυτταρικής προσκόλλησης-1 (Intercellular Adhesion Molecule- 

1, ICAM-1), το προσκολλητικό μόριο του αγγειακού τοιχώματος-1 (Vascular Cell Adhesion 

Molecule -1 , VCAM-1) και η χημειοτακτική πρωτεΐνη-1 των μονοκυττάρων (monocyte 

chemoattractant protein-1, MCP-1) [292]. Επιπρόσθετα η IL-Ιβ  επάγει την ενεργοποίηση του 

NF-JfcB (πυρηνικός παράγοντας-ΛΒ, nuclear factor-AB) [293] διάμεσου της κινάσης του ρ38 

(ρ38 MAP κινάση) [294]. Η έκκριση των μορίων αυτών διεγείρει τα ενδοθηλιακά κύτταρα, 

με αποτέλεσμα τη δημιουργία συνθηκών φλεγμονής τοπικά, γεγονός που προάγει τις αλλαγές 

που παρατηρούνται στα κύτταρα αυτά κατά την εξέλιξη της αθηρωμάτωσης (Εικόνα 18).
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Προσκόλληση,
Προσκόλληση Έκκριση Χημοοτακτισμός Μετανάστευση Πρωτεόλυση Θρόμβωση

Εικόνα 18: Σχηματική απεικόνιση της σταθερής προσκόλλησης των αιμοπεταλίων στο 
ενεργοποιημένο ενδοθήλιο (τροποποιημένο από Gawaz et al.) [289].

Η προσκόλληση των αιμοπεταλίων στα ενδοθηλιακά κύτταρα μπορεί νε γίνει 

διαμέσου των ουδετερόφιλων. Αρχικά προσκολλούνται ασθενώς στο ενεργοποιημένο 

ενδοθήλιο διάμεσου της Ρ-σελεκτίνης που εκφράζεται στην μεμβράνη των ενδοθηλιακών 

κυττάρων. Αυτή η αρχική προσκόλληση είναι χαλαρή και επιτρέπει στα ουδετερόφιλα να 

κυλούν πάνω στο ενδοθήλιο [295]. Σ' αυτή την προσκόλληση συμβάλλουν επίσης η L- 

σελεκτίνη που εκφράζεται στην κυτταρική μεμβράνη των ουδετερόφιλων και η Ε-σελεκτίνη 

των ενδοθηλιακών κύτταρων, όταν αυτά ενεργοποιηθούν από κυτταροκίνες, όπως είναι ο 

παράγοντας νέκρωσης των όγκων-α (TNF-α, Tumor Necrosis Factor-a). Η προσκόλληση των 

ουδετερόφιλων στο ενεργοποιημένο ενδοθήλιο έχει ως αποτέλεσμα την έκθεση αυτών σε 

ισχυρούς ενεργοποιητές τους, όπως είναι ο PAF και οι χημειοκίνες της οικογένειας C-X-C 

(ιντερλευκίνη-8, EL-8), οι οποίοι παράγονται από τα ενδοθηλιακά κύτταρα [296,297]. 

Ιδιαίτερα ο PAF μετά την παραγωγή του δεν εκκρίνεται, αλλά παραμένει συνδεδεμένος στην 

κυτταρική μεμβράνη των ενδοθηλιακών κύτταρων. Με αυτό τον τρόπο ασκεί συνδετοκρινή 

δράση στα προσκολλημένα ουδετερόφιλα [298]. Η ενεργοποίηση αυτή οδηγεί, στην 

έκφραση, της β2 ιντεγκρίνης (CD1 lb/CD18, Mac-1 και αΜβ2) στην κυτταρική μεμβράνη των 

ουδετερόφιλων. Στη συνέχεια η CDllb/CD18 συνδέεται με τον ενδοθηλιακά υποδοχέα του
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ICAM-1, με αποτέλεσμα τη σταθεροποίηση της προσκόλλησης των ουδετερόφιλων στο 

ενδοθήλιο. Πάνω σ' αυτά, μπορούν κατόπιν να προσκολληθούν τα ενεργοποιημένα 

αιμοπετάλια διάμεσου της Ρ-σελεκτίνης, σχηματίζοντας έτσι συσσωρεύματα αιμοπεταλίων- 

ουδετερόφιλων πάνω στο ενδοθήλιο. Η προσκόλληση των αιμοπεταλίων-ουδετερόφιλων 

διάμεσου της Ρ-σελεκτίνης και ο σχηματισμός ασταθών συσσωματωμάτων μπορεί να συμβεί 

και ανεξάρτητα από την προσκόλληση των ουδετερόφιλων στο ενδοθήλιο. Τα 

ενεργοποιημένα αιμοπετάλια μπορούν να συνδεθούν με τα ουδετερόφιλα διάμεσου γεφυρών 

Fg. To Fg αναγνωρίζεται τόσο από το υποδοχέα CDllb/CD18 των ουδετερόφιλων όσο και 

από τον υποδοχέα aubP3 των αιμοπεταλίων [299]. Έτσι τα αιμοπετάλια, τα ουδετερόφιλα και 

τα ενδοθηλιακά κύτταρα, αλληλεπιδρούν μεταξύ τους προσκολλούμενα και ενεργοποιώντας 

το ένα το άλλο διαμέσου της παραγωγής και έκκρισης των διαφόρων αγωνιστών.

Η προσκόλληση των μονοκυττάρων στα αιμοπετάλια αρχικά επιτυγχάνεται διάμεσου 

της αλληλεπίδρασης της Ρ-σελεκτίνης και του PSGL-1 [300,301]. Στην συνέχεια η 

προσκόλληση αυτή σταθεροποιείται με την σύνδεση του με το CDllb/CD18 ή το GPIba 

[302] ή/και με υποδοχείς της κυτταρικής μεμβράνης των αιμοπεταλίων (JAM-3 [303], ICAM- 

2 [304]) και με το Fg δεσμευμένο στον α ^ β 3 [305,306]. Με αυτό τον τρόπο, τα αιμοπετάλια 

διεγείρουν την έκκριση χημειοκινών, κυτταροκινών και του ιστικού παράγοντα (tissue 

factor,TF) από τα μονοκύτταρα, ενεργοποιούν υποδοχείς προσκόλλησης και πρωτεασών, ενώ 

επάγουν τη διαφοροποίηση των μονοκύτταρων σε μακροφάγα (Εικόνα 19). Η αλληλεπίδραση 

αιμοπεταλίων και μονοκύτταρων δημιουργεί το κατάλληλο περιβάλλον στο αρτηριακό 

τοίχωμα για την ανάπτυξη της αθηρωματικής πλάκας [289].
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ΘρήμββΜτη
Ι·τ«<6ς χαράγνντνς

Μετασχηματισμός 
σε μακροφάγσ

Π ρίοτεόλ ισ η

uPA/uPAR
ΜΜΡ*

Χ ημειοτακτι σμ ός
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TNF-e
IL-8
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MAC-1
VLA-4

Ρ-οελκτΙ\π| Προνδέτης too Mac-1: 
ajuPj/IvuAofive, GPiba, K«t JAM-3

Αιμοπετάλια

Εικόνα 19: Σχηματική απεικόνιση της αλληλεπίδρασης αιμοπεταλίων με μονοκύτταρων 
(τροποποιημένο από Gawaz et al.) [289].

Ο ρόλος των PMPs στην εξέλιξη της αθηρωμάτωσης

W
Τα PMPs που παράγονται από τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια εκφράζουν την Ρ- 

σελεκτίνη. Η έκφραση της Ρ-σελεκτίνης σ' αυτά οδηγεί στη δημιουργία γεφυρών μεταξύ των 

PMPs και των λευκοκυττάρων, με αποτέλεσμα να κατευθύνονται προς την επιφάνεια του 

ενδοθηλίου και να εμπλέκονται σε φλεγμονώδεις καταστάσεις [307]. Η πρόσδεση των 

λευκοκυττάρων στα αιμοπετάλια προκαλεί την ενεργοποίησή τους και την παραγωγή των 

PMPs. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την πιθανή προσκόλληση των λευκοκυττάρων στα 

ενεργοποιημένα αιμοπετάλια και τα ενδοθηλιακά κύτταρα διαμέσου της Ρ-σελεκτίνης και του 

PSGL-1 αντίστοιχα [308].

Η προσκόλληση των PMPs στον υπενδοθηλιακό χώρο αλλά και στα ενεργοποιημένα 

ενδοθηλιακά κύτταρα, γίνεται διάμεσου του αικ,βϊ των PMPs [309,310]. Η προσκόλληση των 

PMPs στο αρτηριακό τοίχωμα έχει ως αποτέλεσμα τη μετανάστευση ενεργοποιημένων 

αιμοπεταλίων στην περιοχή της ενδοθηλιακής βλάβης, διάμεσου ενός μηχανισμού ο οποίος 

εξαρτάται από το Fg και τον am$3 [311].

5 5



Ανασκόπηση της βιβλιογραφίας Αιμοπετάλια και αθηροθρόμβωση

Οι Barry et al. [312] έδειξαν ότι τα PMPs ισχυροποιούν την προσκόλληση των 

λευκοκύτταρων στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Τα PMPs αυξάνουν την έκφραση του ICAM-1, με 

αποτέλεσμα την προσκόλληση των λευκοκυττάρων στο ενεργοποιημένο ενδοθήλιο. 

Ακολουθεί η μετανάστευση των κύτταρων αυτών στον υπενδοθηλιακό χώρο, με αποτέλεσμα 

την παραγωγή διαφόρων φλεγμονωδών κυτταροκινών όπως η ιντερλευκίνη-1 (IL-1), IL-8 και 

ιντερλευκίνη-6 (IL-6) [312-314]. Ορισμένες από τις δράσεις αυτές των PMPs οφείλονται στο 

ΑΑ και πραγματοποιούνται διαμέσου μιας PKC [312]. Επιπρόσθετα, τα PMPs πιθανώς να 

παίζουν ρόλο στην αθηρωμάτωση, καθώς προκαλούν τη μετανάστευση των SMC [315], 

Πρόσφατη μελέτη των Baj-Kryworzeka et al. [316] έδειξε ότι τα PMPs εκφράζουν το CD40L 

στην επιφάνεια τους όταν απομονώνονται από αιμοπετάλια ενεργοποιημένα με συνδυασμό 

θρομβίνης και κολλαγόνου, δίνοντας έτσι μια νέα διάσταση στο ρόλο του CD40L αλλά και 

των PMPs στην ανάπτυξη της αθηρωματικής πλάκας.

Επιπρόσθετα, τα αιμοπετάλια εμφανίζουν ένα μηχανισμό αρνητικής παλίνδρομης 

ρύθμισης, ο οποίος ελέγχει την ανταπόκρισή τους στο κολλαγόνο. Ο μηχανισμός αυτός ( 

σχετίζεται με το προσκολλητικό μόριο των αιμοπεταλίων και των ενδοθηλιακών κύτταρων ! 

(platelet-endothelial cell adhesion molecule-1, PEC AM-1 ή CD31). Με αυτό τον τρόπο 

περιορίζεται η ανεξέλεγκτη δημιουργία αιμοπεταλιακού θρόμβου [317]. Οι Naganuma et al. 

[318], έδειξαν ότι σε υψηλές διατμητικές τάσεις η αλληλεπίδραση GPIb-vWF έχει ως ι;
αποτέλεσμα τη σχάση του PECAM-1 από την κυτταρική μεμβράνη των αιμοπεταλίων, την 

ενεργοποίηση της καλπαΐνης και την παραγωγή των PMPs. Με αυτό τον τρόπο τα PMPs 

φέρουν τον PECAM-1 στην επιφάνειά τους. Βέβαια ο ακριβής ρόλος του PECAM-1 στην 

αθηροθρόμβωση δεν έχει ακόμα διευκρινιστεί. Επιπρόσθετα, είναι γνωστό ότι MPs που 

φέρουν τον PECAM-1 παράγονται και από τα ενδοθηλιακά κύτταρα (EMPs). Παρόλα αυτά, η 

πλειοψηφία των μικροσωματιδίων του πλάσματος είναι τα PMPs [319]. Ο διαχωρισμός των ; 

PMPs από τα EMPs γίνεται με τη βοήθεια της κυτταρομετρίας ροής παρουσία αντισωμάτων ] 

κατά των αιμοπεταλίων ή των ενοδοθηλιακών κύτταρων. Επιπρόσθετα, ο διαχωρισμός των 

PMPs βασίζεται στο γεγονός ότι σε αντίθεση με τα PMPs ο μεγαλύτερος αριθμός των EMPs 

δεν εκφράζει θετικότητα για την αννεξίνη-V [320], Συνοπτικά, η δράση των PMPs στους 

παράγοντες που εμπλέκονται στην αθηρωματική διαδικασία φαίνεται στην Εικόνα 20.
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Εικόνα 20: Σχηματική απεικόνιση της δράσης των PMPs (τροποποιημένο από VanWijk et al.) [139].

Ο ρόλος των αιμοπεταλίων και των PMPs στην εξέλιξη της αθηρωμάτωσης

Πρόσφατα έχει έρθει ξανά στο φως της δημοσιότητας η υπόθεση ότι τα 

προσκολλούμενα στο αρτηριακό τοίχωμα αιμοπετάλια δεν συμβάλλουν μόνο στην 

ενεργοποίηση και τη συσσώρευση αλλά και στην ανάπτυξη της αθηρωματικής πλάκας. Η 

αναστολή της κυκλοξυγονάσης-2 (Cox-2), του αγγειακού τοιχώματος, η οποία συμμετέχει 

στην παραγωγή της PGI2, δεν επηρέασε την ανάπτυξη της αθηρωματικής πλάκας σε 

πειραματικό μοντέλο ποντικιών [321]. Όμως, η αναστολή της Cox-Ι, η οποία συμβάλλει στη 

σύνθεση του ΤχΑ2 των αιμοπεταλίων και μειώνει έτσι την ενεργοποίηση τους, είχε ως 

αποτέλεσμα σημαντική μείωση της ανάπτυξης της αθηρωματικής πλάκας στο ίδιο 

πειραματικό μοντέλο [321].

Παρά τα νέα αυτά δεδομένα, ο ρόλος των αιμοπεταλίων στην αθηρωμάτωση 

παραμένει αδιευκρίνιστος. Τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια προσκολλούνται στις περιοχές
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στις οποίες το ενδοθήλιο έχει υποστεί βλάβη και προάγουν την ανάπτυξη της αθηρωμάτωσης 

με διαφορετικούς τρόπους. Τέτοιες αλληλεπιδράσεις συμβάλλουν στην προσκόλληση των 

λευκοκυττάρων στο αρτηριακό τοίχωμα σε καταστάσεις που εμφανίζουν υψηλές διατμητικές 

τάσεις. Τα αιμοπετάλια εκκρίνουν διάφορους αυξητικούς τιαράγοντες, όπως ο αυξητικός 

παράγοντας των αιμοπεταλίων (platelet derived growth factor, PDGF) [322] καθώς και 

άλλους παράγοντες με μιτογόνες δράσεις, όπως ο μετασχηματίζων αυξητικός παράγοντας-β 

(transforming growth factor-β, TGF-β) και ο επιδερμικός αυξητικός παράγοντας (epidermal 

growth factor, EGF). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη μετανάστευση και τον πολλαπλασιασμό 

των SMC και των ινοβλαστών του αρτηριακού τοιχώματος, συμβάλλοντας έτσι στην 

ανάπτυξη της αθηρωματικής πλάκας ή στη δημιουργία της επαναστένωσης μετά από 

αγγειοπλαστική [323-326].

Είναι γνωστό από παλαιότερες μελέτες ότι τα αιμοπετάλια αλληλεπιδρούν με τις 

λιποπρωτεΐνες του πλάσματος. Η αλληλεπίδραση μεταξύ λιποπρωτεϊνών και αιμοπεταλίων 

παίζει σημαντικό ρόλο στην παθοφυσιολογία της αθηρωμάτωσης και της θρόμβωσης. 

Παλαιότερες μελέτες in vivo 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 PF4 [327] καθώς και κυκλοφορούντο 

αιμοπεταλιακά συσσωρεύματα [328]. In vitro, τα αιμοπετάλια αυτών των ασθενών είναι 

περισσότερο ευαίσθητα στη δράση διάφορων συσσωρευτικών παραγόντων, όπως το ADP και 

η θρομβίνη, σε σχέση με αυτά των νορμολιπιδαιμικών ατόμων [329-331]. Επιπλέον, η 

αυξημένη έκκριση ADP και 5-ΗΤ από τα πυκνά κοκκία καθώς και της ΤχΑτ από τα α-κοκκία 

αποτελούν δείκτες πρώιμης ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων.
t;

Τα ευρήματα αυτά επιβεβαιώνουν το γεγονός ότι τα αιμοπετάλια τα οποία * 

προσκολλούνται στο αρτηριακό τοίχωμα συμβάλλουν τόσο στην ανάπτυξη της ;

αθηρωματικής πλάκας, όσο και στην έναρξη της οξείας αρτηριακής θρόμβωσης. Οι |
|

Theilmeier et al. [332] παρατήρησαν αυξημένη έκκριση του vWF σε ασθενείς με ? 

υπερχοληστερολαιμία σαν απάντηση του αρτηριακού τοιχώματος στη φλεγμονή. Αυτό έχει 

ως αποτέλεσμα τη στρατολόγηση (recruitment) των αιμοπεταλίων στην περιοχή της 

φλεγμονής. Η έλλειψη του vWF σε διάφορες ασθένειες οδηγεί σε προστασία και 

επιβράδυνση της ανάπτυξης της αθηρωματικής πλάκας. Υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι
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διάφορες βακτηριακές ή ιογενείς λοιμώξεις μπορούν πιθανά να προκαλέσουν και γενικότερα 

να συμμετέχουν στην έναρξη της αθηρωμάτωσης [333]. Τα αιμοπετάλια μπορούν να 

ενεργοποιηθούν από βακτήρια ή από προϊόντα βακτηριδίων αλλά και από αντισώματα των 

μικροοργανισμών διαμέσου του υποδοχέα των ανοσοσφαιρινών G, ΡΟγΙΙΠΑ [334]. Έτσι η 

επακόλουθη μόλυνση ή λοίμωξη, η οποία πιστεύεται ότι αυξάνει τον κίνδυνο για οξέα 

στεφανιαία επεισόδια, μπορεί να είναι ένα από τα φλεγμονώδη ερεθίσματα τα οποία ξεκινούν 

ή επιταχύνουν την ανάπτυξη της αθηρωματικής πλάκας προσελκύοντας ενεργοποιημένα 

αιμοπετάλια στην περιοχή της βλάβης. Οι Shpilberg et al. [335] έδειξαν ότι η έλλειψη της 

ιντεγκίνης αιn$3 δε συσχετίζεται με την προστασία από την αθηρωμάτωση, γεγονός που 

υποδηλώνει ότι μόνο ορισμένοι από τους υποδοχείς που συμμετέχουν στην προσκόλληση, 

συμμετέχουν και στο σχηματισμό ενός αιμοπεταλιακού θρόμβου.

• Επιπρόσθετα, τα PMPs πιθανώς να προάγουν την αγγειογένεση [336,337], μια 

παθοφυσιολογική κατάσταση που συσχετίζεται άμεσα με την αθηρωμάτωση. Είναι γνωστό 

ότι διάφορα βιοδραστικά λιπίδια βρίσκονται στην επιφάνεια των αιμοπεταλίων όπως η 

φωσφορική σφιγγοσίνη-1 (sphingosine-1 -phosphate, SPP) [336]. Πράγματι, το SPP είναι 

προσδέτης για το συζευγμένο με Gj-πρωτεΐνη γονίδιο διαφοροποίησης-1 των ενδοθηλιακών 

κυττάρων (Endothelial Differentiation Gene-1, EDG-1), γνωστό επίσης και ως SPPj. Η επαφή 

του SPP με τα ενδοθηλιακά κύτταρα, διάμεσου του SPPi, οδηγεί στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό, τη μετανάστευση και τελικά το σχηματισμό ενός αυλού που επενδύεται 

από αυτά, γεγονότα απαραίτητη για την αγγειογένεση. Επιπρόσθετα, το EDG-1 οδηγεί στην 

ωρίμανση του αγγειακού τοιχώματος, η οποία επιτυγχάνεται διάμεσου της αλληλεπίδρασης 

των SMC και των ενδοθηλιακών κύτταρων. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την ισχυροποίηση του 

αγγειακού τοιχώματος και τη μείωση της αγγειακής διαπερατότητας. Οι Kim et al. [337] 

έδειξαν ότι η απομάκρυνση των βιοδραστικών λιπιδίων με ενεργό άνθρακα, μειώνει 

σημαντικά την δυνατότητα των PMPs να προκαλέσουν αγγειογένεση. Έτσι φαίνεται ότι τα 

PMPs μπορούν να συμμετέχουν στην ανάπτυξη της αθηρωματικής πλάκας διάμεσου της 

συμμετοχής τους στη διαδικασία της αγγειογένεσης (Εικόνα 21).

Στην Εικόνα 21 φαίνεται συνοπτικά ο ρόλος των αιμοπεταλίων στην αθηρογένεση. Η 

ανάπτυξη της αθηρωματικής πλάκας χωρίζεται σε τέσσερεις διαφορετικές φάσεις. Στην 

πρώτη φάση, τη φάση προσκόλλησης, τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια κυλούν κατά μήκους 

του ενδοθηλίου μέσω της GPIba/P-σελκτίνης ή του συμπλέγματος PSGL-l/P-σελκτίνης. Στη
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συνέχεια τα αιμοπετάλια παραμένουν σταθερά προσκολλημένα στο αγγειακό ενδοθήλιο, 

απελευθερώνουν παράγοντες που επάγουν τη φλεγμονή (IL-Ιβ, CD40L, PF4 και PMPs) και 

την έκφραση διάφορων πρωτεϊνών που προάγουν την αθηρωματική διαδικασία (MCP-1, 

ICAM-1 και RANTES). Η έκκριση αυτή οδηγεί στην στρατολόγηση των λευκοκύτταρων της 

κυκλοφορίας τα οποία προσκολλούνται στα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια ή PMPs και 

διεγείρονται διάμεσου αλληλεπιδράσεων με υποδοχείς. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη 

μετανάστευση των λευκοκυττάρων στον υπενδοθηλιακό χώρο και τη δημιουργία των 

αφρωδών κυττάρων. Κατά συνέπεια, τα αιμοπετάλια παρέχουν το φλεγμονώδες περιβάλλον 

για το σχηματισμό των αθηρωματικών πλακών, πριν την απόφραξη του αγγείου από 

θρόμβωση κατά τη ρήξη της πλάκας (Εικόνα 21) [289].

Φλεγμονή και Σχηματισμός της
Στρατολόγηση Αθηρωματικής

Προσκόλληση Έκκριση των λευκοκύτταρων πλακάς

Ρ-σελεκτίνη RANTES LDL
I νωόογόνο PF4

PMPs

Αιμ. ■ Αιμοπετάλια 
Λκυκ. ■ Λευκοκύτταρα

Εικόνα 21: Σχηματική απεικόνιση της ανάπτυξης της αθηρωματικής πλάκας από τα ενεργοποιημένα 
αιμοπετάλια ή PMPs (τροποποιημένο από Gawaz et al.) [289].

Η δημιουργία του αιμοπεταλιακού θρόμβου αποτελεί το πρώτο απαραίτητο βήμα για 

την ενεργοποίηση του μηχανισμού πήξης που οδηγεί στο σχηματισμό του ινώδους. Με αυτό 

τον τρόπο δημιουργείται ένας μεγαλύτερος θρόμβος στον οποίο εγκλωβίζονται λευκοκύτταρα 

και κυρίως ερυθροκύτταρα. Η ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων, εκτός από το ότι συμβάλλει, 

με την έκκριση παραγόντων πήξης, στο μηχανισμό αιμόστασης, παρεμποδίζει και την 

θρομβόλυση, διότι εκκρίνεται ο αναστολέας του ΡΑΙ-1.

Είναι γνωστό ότι ο ΡΑΙ-1 βρίσκεται στα α-κοκκία των μη ενεργοποιημένων 

αιμοπεταλίων [338]. Ένα ποσοστό του ΡΑΙ-1 βρίσκεται συνδεδεμένο με τη βιτρονεκτίιη. Η 

αλληλεπίδραση βιτρονεκτίνης και ΡΑΙ-1 έχει ως αποτέλεσμα τη διατήρηση του ΡΑΙ-1 σε
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ενεργοποιημένη κατάσταση [311]. Η ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων οδηγεί στην 

αποκοκκίωση των α-κοκκίων και του περιεχόμενού τους, ενώ επιπρόσθετα εκφράζεται και η 

βιμεντίνη που αποτελεί συστατικό του κυτταροσκελετού. Κατά την εξέλιξη αυτής της 

διεργασίας ακολουθεί η δέσμευση του ΡΑΙ-1 με τη βιμεντίνη διαμέσου της βιτρονεκτίνης. 

Αυτό έχει ως αποτέλεσμα, την παρουσία του ΡΑΙ-1 στα PMPs. Με αυτό τον τρόπο τα PMPs 

ενισχύουν τη θρομβωτική δράση τους.

Η ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων οδηγεί στην έκφραση αρνητικών φωσφολιπιδίων 

στην επιφάνεια τους αλλά και στα PMPs, όπως η PS. Η έκφραση της PS δημιουργεί το 

κατάλληλο περιβάλλον για την πρόσδεση διάφορων παραγόντων. Οι παράγοντες αυτοί 

προσδένονται διαμέσου των αρνητικών φορτισμένων φωσφολιπιδίων και της περιοχής-Gla,
Λ «

παρουσία ιόντων Ca σχηματίζοντας σύμπλοκα θρομβοπλαστίνης και τενάσης. Τα PMPs 

εκφράζουν περισσότερες περιοχές για τη δέσμευση με τους παράγοντες Va, VDIa, and IXa σε 

σχέση με την ενεργοποιημένη επιφάνεια των αιμοπεταλίων [339]. Κατά συνέπεια, η 

θρομβωτική δράση των ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων και/ή των PMPs οδηγεί στην 

παραγωγή της θρομβίνης διάμεσου της θρομβοπλαστίνης και στο σχηματισμό ινώδους, 

σταθεροποιώντας με αυτό τον τρόπο τον αιμοπεταλιακό θρόμβο.

Η μετατόπιση των αρνητικών φωσφολιπιδίων στην επιφάνεια των αιμοπεταλίων 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη διατήρηση της θρομβογόνου δράσης των PMPs. Αυτό 

φαίνεται από το γεγονός ότι η δυσλειτουργία μιας μετατοπάσης, η οποία είναι υπεύθυνη για 

τη μεταφορά αυτή, οδηγεί σε αιμορραγική διαταραχή, η οποία είναι γνωστή ως σύνδρομο του 

Scott [340]. Η νόσος αυτή χαρακτηρίζεται από την έλλειψη PMPs στο αίμα. Η υπόθεση ότι 

τα PMPs παίζουν σημαντικό ρόλο σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις, ενισχύεται και από 

τις μελέτες των Castaman et al. [341,342], οι οποίοι παρουσίασαν ένα περιστατικό που 

χαρακτηριζόταν τόσο από μειωμένα επίπεδα PMPs όσο και από μειωμένη θρομβογόνο δράση 

χωρίς όμως να παρατηρείται μεταβολή στην ενεργότητα της θρομβοπλαστίνης. Οι Tans et al. 

[343] σε μια παλιότερη μελέτη έδειξαν ότι τα PMPs εμφανίζουν αντιπηκτική δράση, εξαιτίας 

της ικανότητάς τους να δεσμεύουν την ενεργοποιημένη πρωτεΐνη C (activated protein C, 

APC) και να αναστέλλουν τον παράγοντα Va in vitro. Πιθανολογείται ότι αυτή η αντιπηκτική 

δράση η οποία οφειλόταν κατά 25% στην παρουσία των PMPs, αναστέλλει την ανάπτυξη του 

θρόμβου στο αγγειακό τοίχωμα. Παρόλα αυτά, δεν έχει ακόμη διευκρινισθεί ο θρομβωτικός 

ρόλος των PMPs in vivo. Είναι πιθανόν τα PMPs να δεσμεύονται στο πλασμινογόνο με τρόπο
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ανάλογο της δέσμευσής τους στη επιφάνεια των ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων, υπόθεση η 

οποία δεν έχει μέχρι σήμερα επιβεβαιωθεί με πειραματικά ευρήματα [344].

Επιπρόσθετα, η έκθεση της oxLDL των αθηρωματικών πλακών μετά τη ρήξη της 

συνέχειας του ενδοθηλίου ενεργοποιεί την ενδογενή οδό της πήξης [345] και τα αιμοπετάλια 

[346,347]. Κύρια υπεύθυνα για την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων φαίνεται να είναι τα 

οξειδωμένα φωσφολιπίδια της oxLDL και η lyso-PC [348]. Οι υπεύθυνοι μηχανισμοί για την 

δράση αυτή δεν είναι ακριβώς γνωστοί.

Φαίνεται όμως ότι τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια αναγνωρίζονται διαμέσου του 

LOX-1 [349], ειδικού υποδοχέα εκκαθαριστή της oxLDL, ο οποίος έχει βρεθεί στην 

επιφάνεια των ενδοθηλιακών κυττάρων [350]. Είναι γνωστό ότι στην επιφάνεια των 

ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων εκφράζεται η PS, όμως παρουσία της αννεξίνης-V 

αναστέλλεται η πρόσδεση των αιμοπεταλίων στο LOX-1. Επομένως, η έκθεση της PS μπορεί 

να αποτελεί επίτοπο για το LOX-1 [349]. Επιπρόσθετα, οι Chen et al. [351] βρήκαν το 

mRNA του LOX-1 στα αιμοπετάλια και έδειξαν ότι η συγκεκριμένη πρωτεΐνη εκφράζεται 

στα αιμοπετάλια μετά από την ενεργοποίησή τους. Επιπλέον, το CD36 των αιμοπεταλίων, 

γνωστό και ως γλυκοπρωτεΐνη IV (GPIV) [352-355], είναι υποδοχέας για ερυθροκύτταρα 

μολυσμένα με Plasmodium falciparum , αποπτωτικά κύτταρα και για διάφορα μόρια όπως την 

θρομβοσποδίνη και το κολλαγόνο [352, 356]. Παλιότερες μελέτες έδειξαν ότι το CD36 είναι 

υποδοχέας και για την oxLDL [352,353]. Πειραματικά δεδομένα έδειξαν ότι παρουσία 

ειδικών αντισωμάτων κατά του CD36 μειώνεται η πρόσληψη της oxLDL από τα αιμοπετάλια. 

Επομένως φαίνεται ότι το CD36 διαδραματίζει ρόλο κλειδί για την πρόσληψη της oxLDL 

από τα αιμοπετάλια [352,354,355]. To CD36 εκφράζεται στην κυτταρική μεμβράνη των 

αιμοπεταλίων, ενώ ο LOX-1 εκφράζεται μόνο στην επιφάνεια των ενεργοποιημένων 

αιμοπεταλίων [351], δίνοντας έτσι μια νέα διάσταση στην αλληλεπίδραση των 

ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων και των ενδοθηλιακών κύτταρων παρουσία της oxLDL.

Οι μηχανισμοί αυτοί συσχετίζονται επίσης με τη μειωμένη ενεργότητα της 

ενδοθηλιακής συνθετάσης του NO (eNOS) [357,358] και με άλλους μηχανισμούς, οι οποίοι 

αφορούν τα ενδοκυττάρια μικροϊνίδια [359,360] και την ενεργότητα της εξαρτώμενης από το 

Ca2+ ΑΤΡ-άσης των αιμοπεταλίων [361,362]. Η lyso-PC συστατικό της oxLDL. που 

βρίσκεται στην αθηρωματική πλάκα επάγει την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων [363]. Όταν 

η LDL οξειδωθεί παρουσία υποχ^ωριώδους οξέος επάγει τόσο την ενεργοποίηση όσο και την
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προσκόλληση των αιμοπεταλίων [364], Οι Rother et al. [365] έδειξαν ότι ειδικοί 

ανταγωνιστές του λυσοφωσφατυδυλοχολικού οξέος (lysophosphatidic acid, LPA) 

αναστέλλουν την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων και τη δημιουργία θρόμβων in vitro.

Τα αιμοπετάλια εκφράζουν στην επιφάνεια τους θέσεις με υψηλή συγγένεια 

πρόσδεσης (υποδοχείς) τόσο για τις αθηρογόνες λιποπρωτεΐνες VLDL και LDL, όσο και για 

την HDL. Οι θέσεις πρόσδεσης για τις VLDL και LDL είναι διαφορετικές από τον κλασικού 

LDL-υποδοχέα.. Η πρόσδεση των λιποπρωτεϊνών στη μεμβράνη των αιμοπεταλίων 

μεταβάλλει την* ανταπόκριση τους στη δράση διάφορων αγωνιστών διαμέσου ενεργοποίησης 

ενδοκυττάριων μηχανισμών επαγωγής σήματος (Signal Transduction Pathways). Το μόριο 

στο σωματίδιο της LDL το οποίο είναι υπεύθυνο για τη σύνδεση του σωματιδίου με τα 

αιμοπετάλια είναι η apo Β-100, γεγονός που έχει ως αποτέλεσμα τη μεταφορά των λιπιδίων 

στη μεμβράνη των αιμοπεταλίων [366]. Πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι η αλληλεπίδραση των 

αιμοπεταλίων με την LDL πραγματοποιείται διάμεσου των υποδοχέων των 

απολιποπρωτεΐνών Ε-2 (apolipoprotein Ε receptor-2, ApoER2). Η ApoER2, γνωστή και ως 

σχετιζόμενη με τον LDL-υποδοχέα πρωτεΐνη-8, ανήκει στην οικογένεια των υποδοχέων της 

LDL, όπου η δομή της συσχετίζεται άμεσα με τον υποδοχέα της LDL (LDL-R) και του 

υποδοχέα της VLDL (VLDL-R) [367]. Τα αιμοπετάλια εκφράζουν στην επιφάνεια τους 

θέσεις με υψηλή συγγένεια πρόσδεσης για τις αθηρογόνες λιποπρωτεΐνες οι οποίες διαφέρουν 

ανοσολογικά από τους κλασικούς LDL-υποδοχείς [368]. Έχει προταθεί ότι η πρόσδεση των 

λιποπρωτεϊνών του πλάσματος στην μεμβράνη των αιμοπεταλίων γίνεται διάμεσου των 

γλυκοπρωτεϊνών. Ειδικότερα, κύρια υπεύθυνες για την πρόσδεση αυτή είναι οι υπομονάδες 

του υποδοχέα am$3 [369,370]. Οι Pedreno et al. [371] έδειξαν ότι αιμοπετάλια σε κατάσταση 

ηρεμίας δε δεσμεύονται στην LDL διάμεσου του υποδοχέα am$3 ή των υπομονάδων am> και

β3·

Έτσι, ενώ η πρόσδεση των LDL και VLDL έχει δειχθεί ότι επαυξάνει τη συσσώρευση 

των αιμοπεταλίων, τα πλούσια σε απολιποπρωτεΐνη Ε (apo Ε) HDL σωματίδια τη μειώνουν. 

Επιπρόσθετα, η παρουσία της LDL έχει σαν αποτέλεσμα την αύξηση της σύνδεσης του Fg με 

τα αιμοπετάλια όταν αυτά ενεργοποιηθούν με ADP, φαινόμενο το οποίο είναι 

δοσοεξαρτώμενο [372]. Πρόσφατη μελέτη των Sachais et al. [373] έδειξε ότι τα αιμοπετάλια 

πιθανώς να επηρεάζουν το μεταβολισμό της LDL, με αποτέλεσμα την άμεση συμμετοχή στα 

αρχικά στάδια ανάπτυξης της αθηρωματικής πλάκας. Τα αιμοπετάλια μπορούν να
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προσλάβουν σταγονίδια λίπους και να φαγοκυτταρωθούν από τα μακροφάγα, τα οποία 

μετατρέπονται έτσι σε αφρώδη κύτταρα [374-377]. Η ανίχνευση της πρόδρομης μορφής του 

β-αμυλοειδούς (β-amyloid precursor protein, ΑΡΡ), μιας μεμβρανικής πρωτεΐνης που 

βρίσκεται στα α-κοκκία των αιμοπεταλίων [378] στην αθηρωματική πλάκα, οδηγεί στο 

συμπέρασμα ότι τα αιμοπετάλια συμβάλλουν στην ενεργοποίηση των μακροφάγων και την 

ανάπτυξη της αθηρωματικής πλάκας [379].

Η εξέλιξη της αθηρωματικής πλάκας

Οι αθηρωματικές βλάβες ξεκινούν με το σχηματισμό λιπωδών γραμμώσεων (fatty 

steaks). Η στρατολόγηση των μακροφάγων και η επακόλουθη πρόσληψη της LDL- 

χοληστερόλης από αυτά είναι τα κύρια γεγονότα που συμβάλλουν στο σχηματισμό της 

λιπώδους γράμμωσης. Πολλά είναι τα στοιχεία που υποστηρίζουν ότι η οξειδωτική 

τροποποίηση τόσο των λιπιδίων όσο και της apo Β-100 της LDL καθοδηγούν τον αρχικό 

σχηματισμό των λιπωδών γραμμώσεων.

Η αρχική μετανάστευση των μονοκυττάρων στο αρτηριακό τοίχωμα και η 

διαφοροποίησή τους σε μακροφάγα μπορεί να διαδραματίζει προστατευτικό ρόλο 

απομακρύνοντας τα κυτταροτοξικά και φλεγμονώδη σωματίδια όπως η oxLDL ή τα 

αποπτωτικά κύτταρα. Όμως, η προοδευτική συσσώρευση των μακροφάγων και η πρόσληψη 

της oxLDL τελικά οδηγεί στην ανάπτυξη αθηρωματικών βλαβών σχηματίζοντας τα αφρώδη 

κύτταρα.

Διάφορες μελέτες έδειξαν ότι μετά την προσκόλλησή τους στα ενδοθηλιακά κύτταρα 

τα λευκοκύτταρα μεταναστεύουν στον έσω χιτώνα του αρτηριακού τοιχώματος, αφού 

διαπεράσουν τις συνδέσεις μεταξύ των ενδοθηλιακών κυττάρων. Υπεύθυνοι για αυτό το 

φαινόμενο είναι χημειοτακτικοί παράγοντες που παράγονται ή συγκεντρώνονται τοπικά, 

όπως η oxLDL, η Lp(a) [380] και η MCP-1 [381-384]. Επίσης τα ενεργοποιημένα 

αιμοπετάλια προκαλούν την έκκριση της MCP-1 από τα ενδοθηλιακά κύτταρα ή τα SMC, 

διάμεσου του CD40L ή της IL-Ιβ, οδηγώντας στη μετανάστευση των μονοκυττάρων στο 

υπενδοθηλιακό χώρο [385]. Η έκκριση χημειοκινών από τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια 

(όπως RANTES [CCL5] και PF4 και η εναπόθεσή τους στην επιφάνεια των ενδοθηλιακών
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κυττάρων ή μονοκύτταρων μπορεί να οδηγήσει στην προσκόλληση των μονοκύτταρων στην 

περιοχή της βλάβης [385].

Μελέτες σε γενετικά τροποποιημένα ποντίκια τα οποία δεν εκφράζουν MCP-1 ή τον 

υποδοχέα της MCP-1, CCR2, και είναι επιρρεπή σε αθηρωμάτωση εξαιτίας της έλλειψης του 

γονιδίου για την apo Ε ή για τον υποδοχέα της LDL, έδειξαν σημαντική μείωση στη 

χημειοταξεία των μακροφάγων αλλά και στην συσσώρευση των LDL σωματιδίων στο 

αγγειακό τοίχωμα .[382,386]. Κύριο ρόλο στη χημειοταξεία των μακροφάγων, διαδραματίζει 

η oxLDL και ειδικότερα ένα από τα κύρια συστατικά της, η lyso-PC [387]. Επιπρόσθετα, η 

oxLDL φαίνεται ότι μειώνει την κινητικότητα των μακροφάγων στον έσω χιτώνα με 

μηχανισμό ο οποίος δεν είναι απόλυτα γνωστός [387]. Πράγματι η lyso-PC και τα μη 

εστεροποιημένα λιπαρά οξέα της oxLDL είναι κυρίως υπεύθυνα για την έκκριση της MCP-1 

[388]. Ταυτόχρονα από τα μακροφάγα που υπάρχουν στις αθηρωματικές βλάβες παράγονται 

κυτταροκίνες, όπως ο TNF-α και η IL-1 [389]. Οι κυτταροκίνες αυτές προάγουν την 

παραγωγή προσκολλητικών μορίων από τα ενδοθηλιακά κύτταρα (VCAM-1, ICAM-1 και 

σελεκτινών) καθώς επίσης και την παραγωγή των ενδιάμεσων κυτταροκινών, όπως οι IL-6, 

IL-8, IL-10 [390]. Η oxLDL πιθανά επάγει την ενεργοποίηση του NF-κΒ, ο  οποίος είναι 

υπεύθυνος για την έκφραση των γονιδίων των προσκολλητικών μορίων [391,392]. Επίσης, 

στο εσωτερικό της αθηρωματικής πλάκας παράγονται χημειοτακτικοί παράγοντες για τα Τ- 

λεμφοκύτταρα και τα μαστοκύτταρα (IFN-γ και εοταξίνη αντίστοιχα) [242].

Η EL-6 προάγει την έκφραση γονιδίων στα ηπατοκύτταρα για την παραγωγή 

πρωτεϊνών οξείας φάσης, όπως η C-αντιδράσεως πρωτεΐνη (CRP) και το αμυλοειδές A [389]. 

Τόσο τα επίπεδα της IL-6 όσο και τα επίπεδα του αμυλοειδούς Α αυξάνονται όταν συμβαίνει 

ρήξη της αθηρωματικής πλάκας, γεγονός το οποίο υποδεικνύει το σημαντικό ρόλο της 

φλεγμονής σε ασθενείς με οξύ στεφανιαίο επεισόδιο [393]. Αντίθετα, η ιντερλευκίνη-10 (EL- 

10) δρα πιθανά προστατευτικά, καθώς έχει βρεθεί ότι παρότι ευοδώνει την πρόσληψη της 

oxLDL από τα μακροφάγα αναστέλλει την απόπτωση των αφρωδών κυττάρων. Επομένως, η 

δράση της IL-10 σχετίζεται με τη σταθεροποίηση της αθηρωματικής πλάκας, τουλάχιστον σε 

ασθενείς μετά από οξύ στεφανιαίο σύνδρομο [394].

Η μετάβαση από τη σχετικά απλή λιπώδη γράμμωση σε πιο πολύπλοκη βλάβη 

χαρακτηρίζεται από τη μετανάστευση των SMC από τη μεσαία στιβάδα του αρτηριακού
!
j τοιχώματος στον έσω χιτώνα ή στον υπενδοθηλιακό χώρο. Τα SMC του έσω χιτώνα μπορούν

i
L
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με τη σειρά τους να πολλαπλασιαστούν και να προσλάβουν τροποποιημένες λιποπρωτέίνες 

συμβάλλοντας στο σχηματισμό αφρωδών κυττάρων. Έχουν επίσης την ικανότητα να 

συνθέτουν πρωτεΐνες της εξωκυττάριας ουσίας συμβάλλοντας στην ανάπτυξη της ινώδους 

κάψας. Αυτή η φάση ανάπτυξης της βλάβης επηρεάζεται από αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

μονοκυττάρων/μακροφάγων και Τ-κυττάρων οι οποίες οδηγούν σε πλήθος χημικών και 

κυτταρικών αντιδράσεων και στην δημιουργία χαρακτηριστικών χρόνιας φλεγμονώδους 

κατάστασης.

Όμως κλινικές παρατηρήσεις έχουν αμφισβητήσει τη θεωρία της συνεχούς αύξησης 

της αθηρωματικής πλάκας. Δεδομένα από αγγειογραφικές μελέτες έδειξαν ότι οι 

αθηρωματικές πλάκες αυξάνουν σε μέγεθος με περιόδους απότομης αύξησης και περιόδους 

κατά τις οποίες το μέγεθος της πλάκας παραμένει σταθερό [395]. Παθολογοανατομικές 

μελέτες έδειξαν ότι μικρές ρήξεις της αθηρωματικής πλάκας και επακόλουθη δημιουργία 

μικροθρόμβων τοπικά μπορεί να είναι υπεύθυνες για την εμφάνιση των περιόδων ταχείας 

ανάπτυξης της αθηρωματικής πλάκας. Έχουν περιγράφει τρεις τύποι ρήξης της 

αθηρωματικής πλάκας: α) επιφανειακή ρήξη (η οποία χαρακτηρίζεται από τοπική λύση της 

συνέχειας του ενδοθηλίου που καλύπτει την ινώδη κάψα και επακόλουθη δημιουργία 

μικροθρόμβου τοπικά), β) ο δεύτερος μηχανισμός απότομης αύξησης της αθηρωματικής 

πλάκας αφορά τη ρήξη των μικροαγγείων που σχηματίζονται στο εσωτερικό αθηρωματικών 

πλακών, ως αποτέλεσμα της νεοαγγειογένεσης, γ) και ο τρίτος και πιο συχνός τύπος ρήξης 

της αθηρωματικής πλάκας είναι η ρήξη της ινώδους κάψας, μια διαδικασία στην οποία 

συμμετέχει και η φλεγμονή στην αντίστοιχη περιοχή. Φαίνεται λοιπόν ότι, τα αιμοπετάλια και 

τα PMPs παίζουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη και εξέλιξη της αθηρωμάτωσης.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5°

Η Ακέτυλοϋδρολάση του Παράγοντα Ενεργοποίησης των Αιμοπεταλίων

(PAF-AH)

i • «

ι Γενικά

Ο όρος PAF-ακετυλοΰδρολάση (PAF-AH) περιγράφει μια οικογένεια ένζυμων τα 

' οποία έχουν την ικανότητα να αποικοδομούν τόσο τον PAF, όσο και διάφορα οξειδωμένα 

φοίσφολιπίδια (Εικόνα 22), υδρολύοντας ακετυλομάδες βραχείας αλυσίδα (Cn<6) στη θέση
| » *y

sn-2 του υποστρώματος ανεξάρτητα από την παρουσία ασβεστίου (Ca ) [90,396-402]. Το 

ένζυμο αυτό υδρολύει επίσης τα φωσφολιπίδια τα οποία περιέχουν οξειδωτικά
ι

κατακερματισμένα λιπαρά οξέα στην sn-2 θέση [403-406] (Εικόνα 22). Το ένζυμο αυτό δεν 

1 υδρολύει φωσφολιπίδια με μεγάλες λιπαρές αλυσίδες. Έχει βρεθεί ότι η ενεργότητα του 

ενζύμου μειώνεται με την αύξηση του αριθμού ατόμων άνθρακα της ακυλομάδας. 

Χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι η περίπτωση που η ακυλομάδα στην sn-2 θέση 

αποτελείται από 5 άτομα άνθρακα και το ένζυμο διατηρεί το 50% της ενεργότητάς του 

[397,399,407, 408]. Αυτή η μεγάλη εξειδίκευση υποστρώματος είναι απαραίτητη ώστε να 

αποφεύγεται η συνεχής υδρόλυση των φωσφολιπιδίων των λιποπρωτεϊνών και των 

κυτταρικών μεμβρανών [401]. Η οικογένεια αυτή περιλαμβάνει διάφορα ενδοκυττάρια 

ισοένζυμα [409], όπως η ενδοκυττάρια ισομορφή II (PAF-AH Π) [410] και η ετεροτριμερής 

ισομορφή της PAF-AH του εγκεφάλου [411], καθώς και την PAF-ακετυλοϋδρολάση του 

, πλάσματος (ρΡΑΡ-ΑΗ) [412,413]. Εκτός από τη δράση της ως PLA2, η PAF-AH έχει ακόμη 

δράσεις εστεράσης, φωσφολιπάσης Αι (PLAi) και τρανσακετυλάσης [414].
ί
1
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Δομή της εκκρτνόμενης μορφής της PAF-AH (PAF-AH του Πλάσματος)

Η PAF-ακεχυλοϋδρολάση του πλάσματος (pPAF-AH, EC 3.1.1.47) περιγράφηκε για 

πρώτη φορά το 1980 [415], αλλά η δομή του ενζύμου (Εικόνα 23) προσδιορίστηκε για πρώτη 

φορά το 1995, οπότε και έγινε δυνατή η κλωνοποίησή του [416].

To cDNA της PAF-AH κωδικοποιεί μία πρωτεΐνη μεγέθους 441 αμινοξέων και 

μοριακού βάρους 45.4 kDa. Τα 17 πρώτα αμινοξέα (Metl μέχρι Alai 7) είναι υδρόφοβα και 

είναι αυτά που καθορίζουν την έκκριση της πρωτεΐνης [417]. Το ενεργό κέντρο του ενζύμου 

αποτελείται από τρία αμινοξέα που συνδέονται μεταξύ τους με δεσμούς υδρογόνου: την Ser- 

273, το Asp-296 και την His-351 [417]. Η πρωτοταγής δομή της PAF-AH του πλάσματος 

είναι μοναδική και περιλαμβάνει μόνο μια μικρή περιοχή ομολογίας GXSXG (Gly-Xaa-Ser- 

Xaa-Gly) που απαντά στις σερινοεστεράσες και τις λιπάσες [418]. Μελέτες 

μεταλλαξογέννεσης πλευρικού σημείου έδειξαν ότι η Ser-273 της αλληλουχίας GXSXG 

καθώς επίσης και τα αμινοξέα, His-351 και Asp-296 είναι απαραίτητα για την καταλυτική 

δράση του ενζύμου [417]. Το αμινοτελικό άκρο ποικίλλει λόγω περιορισμένης πρωτεόλυσης. 

Η δομή του μακρομορίου της PAF-AH συμπληρώνεται με την παρουσία Ν-γλυκοζυλιώσεων 

[419,420], δηλαδή υδατανθρακικών αλυσίδων που συνδέονται με τις ασπαραγίνες της 

πολυπεπτιδικής αλυσίδας [421]. Η παρουσία των υδατανθρακικών αλυσίδων δεν είναι 

απαραίτητη για την έκκριση του ενζύμου από τα μακροφάγα, δεν επηρεάζει την ευαισθησία 

του στις πρωτεάσες και δε μεταβάλλει την ενζυμική ενεργότητα. Αντίθετα, μελέτες έδειξαν 

ότι η γλυκοζυλίωση διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη σύνδεση του ενζύμου με τα 

λιποπρωτεϊνικά σωματίδια, αφού αναστέλλει τη σύνδεσή του με τις HDL και ευνοεί τη 

σύνδεσή του με τις λιποπρωτεΐνες που περιέχουν apo Β [413,422].
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Εικόνα 22: Υδρόλυση του PAF και οξειδωμένων φωσφολυπδίων από την PAF-AH.

■ Οι Min et al. [423] πρότειναν έναν υποθετικό μηχανισμό δράσης της PAF-AH

* σύμφωνα με τον οποίο το ένζυμο προσεγγίζει το υπόστρωμά του από την υδατική φάση.

1 Κατά συνέπεια μόνο υποστρώματα τα οποία βρίσκονται στην υδατική φάση μπορούν να 

ι1 προσδεθούν στην καταλυτική περιοχή. Ο μηχανισμός αυτός εξηγεί την εξειδίκευση του 

1 ενζύμου για φωσφολιπίδιο (οξειδωμένα ή μη οξειδωμένα) με μικρή ανθρακική αλυσίδα στην 

sn-2 θέση, τα οποία εμφανίζουν μεγαλύτερη διαλυτότητα [423]. Η δράση του ενζύμου 

! αναστέλλεται από την παρουσία αναστολέων των σερινοερστερασών, όπως είναι το 

διισοπροπυλοφθοροφωσφορικό οξύ (DFP) και το φαινυλο-μεθυλο-σουλφονυλο-φθορίδιο 

(Pefabloc).



Ανασκόπηση της βιβλιογραφίας
PAF-AH

Γονίδιο της PAF-AH και μεταλλάξεις

Το γονίδιο της PAF-AH βρίσκεται στο χρωμόσωμα 6ρ12-21.1 και είναι οργανωμένο σε 

12 εξόνια [417,424,425]. Στον Ιαπωνικό πληθυσμό έχει περιγράφει μια σημειακή μετάλλαξη 

του γονιδίου της PAF-AH του πλάσματος, η οποία κληρονομείται με τον αυτοσωμικό 

υπολειπόμενο χαρακτήρα και οδηγεί, στην ομόζυγή της μορφή, σε πλήρη εξάλειψη της 

ενζυμικής ενεργότητας του πλάσματος [426]. Η μετάλλαξη αυτή συνίσταται σε αντικατάσταση 

μιας γουανίνης από θυμίνη (G—►Τ) στη θέση 994 του ένατου εξονίου, η οποία στο επίπεδο της 

πρωτεΐνης μεταφράζεται σε αντικατάσταση μίας βαλίνης από φαινυλαλανίνη στη θέση 279 του | 

ώριμου ενζύμου (Val279—>Phe) [424]. Αν και αρχικά θεωρήθηκε ότι η μετάλλαξη αυτή| 

απαντάται αποκλειστικά στον Ιαπωνικό πληθυσμό (στο 27% των Ιαπώνων στην ετερόζυγη* 

μορφή και στο 4% στην ομόζυγη μορφή), πρόσφατες μελέτες έδειξαν την ύπαρξη αυτής της| 

μετάλλαξης και σε άλλους πληθυσμούς της κεντρικής Ασίας [427]. Ένας άλλος; 

πολυμορφισμός του γονιδίου της PAF-AH που έχει παρατηρηθεί στους Ιάπωνες και προκαλεί 

πλήρη εξάλειψη της ενζυμικής ενεργότητας του πλάσματος (Gin281—»Arg) συνίσταται σε 

αντικατάσταση μιας αδενίνης από γουανίνη (A—>G) στη θέση 1001 [428]. Μεγάλη 

επιδημιολογική μελέτη σε 4152 Ιάπωνες δεν έδειξε συσχέτιση της συγκεκριμένης μετάλλαξης 

και της πιθανότητας εμφάνισης στεφανιαίας νόσου[429]. Τέλος, στη λευκή φυλή έχουν
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περιγραφεί δύο άλλοι πολυμορφισμοί του γονιδίου της PAF-AH (lie198—>Thr, εξόνιο 7, θέση 

593, Τ—>C και Ala379—>Val, εξόνιο 11, θέση 1136, Τ—>C), οι οποίοι ενδεχόμενα επηρεάζουν τη 

! λειτουργικότητα του ενζύμου του πλάσματος, καθώς και ένας πολυμορφισμός (Arg —>His, 

εξόνιο 4, θέση 275, G—»Α) με άγνωστη μέχρι σήμερα λειτουργική σημασία [430-432].
Λ
ί

Σύνδεση με τις λιποπρωτεΐνες του πλάσματος
ι . ,

Η PAF-AH του πλάσματος είναι ένα υδρόφοβο μόριο το οποίο κυκλοφορεί 

1 συνδεδεμένο με τα λιποπρωτεϊνικά σωματίδια [399] και για αυτό το λόγο είναι γνωστή στη 

βιβλιογραφία και ως «συσχετιζόμενη με λιποπρωτεΐνες φωσφολιπάση Α2» (lipoprotein- 

1 associated phospholipase Α2, LP-PLA2). Ενζυμική ενεργότητα που υδρολύει τον PAF έχει 

βρεθεί σε όλες τις λιποπρωτεΐνες που περιέχουν την apo Β-100 (VLDL, DDL και LDL), καθώς 

1 και στις την HDL [433]. Η PAF-AH συνδέεται στο πλάσμα κυρίως με την LDL (και μάλιστα 

1 περισσότερο με τις μικρές πυκνές αθηρογόνες LDL) και λιγότερο (<20%) με την HDL (και 

μάλιστα με το υποκλάσμα εκείνο των HDL που ανήκει στις VHDL-1 και επίσης περιέχει apo 

' Ε) [434]. Μεταλλάξεις πλευρικού σημείου έδειξαν ότι δύο περιοχές της PAF-AH του

πλάσματος, οι Trp-115-Leu-l 16 και Tyr-205, είναι σημαντικές για τη σύνδεση του ενζύμου με
ι

την LDL. Το λιποπρωτεϊνικό σωματίδιο συνδέεται με την PAF-AH διαμέσου του 

καρβοξυτελικού άκρου της apo Β-100 [435], Ειδικότερα, μια περιοχή 160 αμινοξέων που 

εκτείνεται μεταξύ των αμινοξέων 4119 και 4279 διαδραματίζει ρόλο κλειδί στη σύνδεση του 

ενζύμου με την LDL [436]. Πρόσφατα περιγράφηκε ότι η PAF-AH της LDL συνδέεται κυρίως 

με α ηλεκτροαρνητικά φορτισμένα σωματίδια LDL, τα οποία ευοδώνουν τη φλεγμονή στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα [437]. Μια άλλη λιποπρωτεΐνη η οποία επίσης έχει υψηλά επίπεδα 

ενεργότητας της PAF-AH είναι η λιποπρωτεΐνη (a) (Lp(a)) [438]. Ωστόσο, η ενεργότητα της 

( Lp(a) μπορεί να συμβάλει σημαντικά στη διαμόρφωση της συνολικής ενεργότητας της PAF- 

AH του πλάσματός μόνο όταν τα επίπεδα αυτής της λιποπρωτεΐνης είναι σημαντικά αυξημένα 

| [439].

i
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Κυτταρική πηγή προέλευσης και ρύθμιση των επιπέδων της PAF-AH του 

πλάσματος

Το ένζυμο του πλάσματος προέρχεται κυρίως από τα κύτταρα του αιμοποιητικού 

συστήματος (κύτταρα της μυελοειδούς σειράς) και μάλιστα από το σύστημα των 

μονοκυττάρων/μακροφάγων (Εικόνα 24) [440]. Μελέτες έδειξαν ότι μακροφάγα προερχόμενα 

από περιφερικά μονοκύτταρα, καθώς επίσης και κύτταρα HL-60 [441,442] σε καλλιέργεια 

συνθέτουν και εκκρίνουν μεγάλες ποσότητες PAF-AH, η οποία εμφανίζει χαρακτηριστικά 

παρόμοια με αυτά της PAF-AH του πλάσματος. Αντίθετα, πρόδρομα μονοκύτταρα δεν 

παράγουν PAF-AH [443-445]. Επιπρόσθετα, πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι τα ηπατοκύτταρα 

παράγουν σημαντικές ποσότητες PAF-AH μετά από κατάλληλο ερεθισμό, αλλά το μεγαλύτερο 

μέρος αυτής της ενζυμικής ενεργότητας εκκρίνεται στη χολή και όχι στο πλάσμα. Αντίθετα, 

κύτταρα ηπατώματος HepG2 in vitro [446,447] και τα κύτταρα Kupffer του ήπατος (τα οποία 

ανήκουν στο σύστημα μονοκυττάρων/μακροφάγων) μετά από ερεθισμό με ενδοτοξίνη 

εκκρίνουν μεγάλο ποσοστό του ενζύμου στο πλάσμα [448].

Δεδομένου ότι τα αιμοποιητικά κύτταρα δεν παράγουν λιποπρωτέίνες, είναι προφανές 

ότι η PAF-AH παράγεται ανεξάρτητα από τα λιποπρωτεϊνικά σωματίδια και ενσωματώνεται σε 

αυτά σε κάποια φάση του μεταβολισμού τους [401]. Μελέτες σε ασθενείς με συγγενείς 

διαταραχές του μεταβολισμού των λιπιδίων έδειξαν ότι η παρουσία των λιποπρωτεϊνών δεν 

είναι απαραίτητη προϋπόθεση για την παραγωγή του ενζύμου. Έτσι, τόσο οι ασθενείς με 

αβηταλιποπρωτεϊναιμία, όσο και οι ασθενείς με νόσο Tangier (οι οποίοι παρουσιάζουν σχεδόν 

πλήρη έλλειψη των λιποπρωτεϊνών που περιέχουν apo Β και της HDL αντίστοιχα) έχουν 

φυσιολογική ενεργότητα της PAF-AH στο πλάσμα [449,450]. Παρόλα αυτά, η παραγωγή και η 

έκκριση του ενζύμου από τα μακροφάγα αυξάνεται όταν αυτά επωασθούν παρουσία, 

ανθρώπινου ορού [451]. Αν και το ακριβές στοιχείο του ορού που διεγείρει την παραγωγή του 

ενζύμου δεν είναι γνωστό, πιθανολογείται ότι πρόκειται για τα λιποπρωτεϊνικά σωματίδια 

[452]. Η άποψη αυτή υποστηρίζεται από το γεγονός ότι ο ορός που προέρχεται από ασθενείς με 

δυσλιπιδαιμία προκαλεί σημαντικά μεγαλύτερη αύξηση της παραγωγής του ενζύμου σε 

σύγκριση με ορό από νορμολιπιδαιμικά άτομα [453].

Αν και η επίδραση των λιπιδίων στην παραγωγή της PAF-AH του πλάσματος δεν έχει 

καθορισθεί με σαφήνεια φαίνεται ότι ο μεταβολισμός των λιποπρωτεϊνών συμβάλλει

7 2



Ανασκόπηση της βιβλιογραφίας PAF-AH

σημαντικά στη διαμόρφωση της ενεργότητας του πλάσματος, αφού επηρεάζει τον 

καταβολισμό του ενζύμου. Πράγματι, μια πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι ο ρυθμός καταβολισμού 

των λιποπρωτεϊνών που περιέχουν apo Β είναι ο σημαντικότερος ρυθμιστικός παράγοντας της 

ενεργότητας της PAF-AH του πλάσματος [454]. Έτσι, οι ασθενείς με διαταραχές του 

μεταβολισμού των λιπιδίων που χαρακτηρίζονται από μείωση της κάθαρσης της LDL 

(οικογενής υπερχοληστερολαιμία) εμφανίζουν σημαντικά υψηλότερη ενεργότητα της PAF-AH 

στο πλάσμα σε σύγκριση με υγιείς μάρτυρες [455]. Πραγματικά, στις περισσότερες μελέτες η 

ενεργότητα του'ενζύμου στο πλάσμα εμφάνισε θετική συσχέτιση με τα επίπεδα της ολικής και 

LDL χοληστερόλης, καθώς και με τις συγκεντρώσεις της apo Β [456].

Αλλοι παράγοντες που επηρεάζουν τα επίπεδα της PAF-AH του πλάσματος είναι: α) ο 

βαθμός διαφοροποίησης των κυττάρων του συστήματος μονοπυρήνων/μακροφάγων [457], β) 

ορμονικοί παράγοντες [458,459] (η προγεστερόνη και η δεξαμεθαζόνη προκαλούν σημαντική 

αύξηση της παραγωγής του ενζύμου από τα μακροφάγα του φθαρτού, ενώ αντίθετα τα 

οιστρογόνα και η βιταμίνη D προκαλούν μείωση της παραγωγής του ενζύμου), γεγονός που 

ενδεχόμενα διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην κύηση και στην έναρξη του τοκετού [460], γ) 

οι κυτταροκίνες που ευοδώνουν τη φλεγμονή [444,461-464], δ) η ηλικία και το φύλο και ε) η 

κληρονομικότητα [454].
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Troponin Τ  and I 
Creatine kinase MB

ICAM-1 
VCAM-1 
E-se lectin 
P-eelectin

lipoprotein-associated phospholipase A2 
Secretory phospholipase A2

Adipose tissue

Εικόνα 24: Πηγές παραγωγής κυτχαροκινών, δεικτών φλεγμονής και της PAF-AH (lipoprotein- 
associated phospholipase Α2).

Οι περισσότερες κοτταροκίνες IFN-γ, παράγοντας νέκρωσης των όγκων (TNF-α) και οι 

ιντερλευκίνες 1, 6 και 8 (IL-1, BL-6 και IL-8)] προκαλούν ισχυρή αναστολή της παραγωγής και 

της έκκρισης της PAF-AH του πλάσματος [444]. Ο μόνος διαβιβαστής της φλεγμονής που 

προκαλεί αύξηση της σύνθεσης του ενζύμου σε κυτταροκαλλιέργειες μακροφάγων και 

ηπατοκυττάρων είναι ο ίδιος ο PAF [446]. Έτσι, ασθενείς με υψηλά επίπεδα κυτταροκινών, 

όπως ασθενείς με ρευματοειδή αρθρίτιδα [465], εμφανίζουν σημαντικά χαμηλότερη 

ενεργότητα της PAF-AH του πλάσματος σε σύγκριση με τους υγιείς μάρτυρες. Η ενεργότητα 

της PAF-AH του πλάσματος αυξάνεται προοδευτικά με την πάροδο της ηλικίας και οι άνδρες: 

εμφανίζουν σημαντικά υψηλότερη ενεργότητα του ενζύμου σε σύγκριση με τις γυναίκες της; 

ίδιας ηλικιακής ομάδας έως την ηλικία των 50 περίπου ετών, οπότε και η ενεργότητα του 

ενζύμου εξομοιώνεται ανάμεσα στα δύο φύλα [466].
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PAF-AH και αθηρωμάτωση

' Η PAF-AH διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην αθηρογένεση και στην εμφάνιση

# καρδειαγγειακής νόσου λόγω της δράσης της στο μεταβολισμό βιοδραστικών

' φωσφολΐ7αδίων, όπως είναι ο PAF και τα οξειδωμένα φωσφολιπίδια [452]. Οι Tew DG και οι

: συν. [421] πρότειναν ότι η PAF-AH εμφανίζει δύο αντίθετες δράσεις. Από τη μια μεριά

αποικοδομεί τον PAF και κατά συνέπεια διαδραματίζει αντιφλεγμονώδη δράση. Ο PAF που 

παράγεται από τα ενδοθηλιακά κύτταρα ως απάντηση στο οξειδωτικό στρες ή από τη δράση 

διάφορων φυσιολογικών αγωνιστών, όπως η θρομβίνη, η βραδυκινίνη, η ισταμίνη και τα 

ι λευκοτριένια C4 και D4, ενεργοποιεί την παραγωγή ανιόντων υπεροξειδίου από τα 

i μακροφάγα [77,467]. Αυτή η ενεργοποίηση των ανιόντων υπεροξειδίου, έχει ως αποτέλεσμα 

την αύξηση της οξειδωτικής τροποποίησης της LDL και την ενίσχυση της παθογόνου 

διαδικασίας.

1 Έτσι, η PAF-AH, αφού ρυθμίζει τη συγκέντρωση του PAF αλλά και των οξειδωμένων

φωσφολιπιδίων, έχει την ικανότητα να καθυστερεί ή να εμποδίζει την οξειδωτική 

τροποποίηση της LDL, η οποία με τη σειρά της διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην 

ανάπτυξη της αθηρωμάτωσης [403,468]. Μελέτες στις οποίες είχε απενεργοποιηθεί η 

ενδογενής PAF-AH της LDL με DFP, πριν το λιποπρωτεϊνικό σωματίδιο υποβληθεί σε 

οξείδωση, έδειξαν ότι η οξειδωτική τροποποίηση πραγματοποιήθηκε ανεξάρτητα από την 

παρουσία ή όχι του ενζύμου. Σε περαιτέρω μελέτες βρέθηκε ότι η προσθήκη PAF-AH στο 

μίγμα της οξείδωσης ανέστειλε την οξείδωση της LDL. Αξιοσημείωτο είναι όμως το γεγονός 

ότι η ενεργότητα της PAF-AH της LDL σταδιακά μειώνεται κατά την οξείδωση της 

τελευταίας με αποτέλεσμα να χάνεται έτσι η προστατευτική δράση του ενζύμου. Εκτός όμως 

από την LDL το ένζυμο βρίσκεται συνδεδεμένο και στην HDL. Όταν κατά την οξείδωση της 

LDL είναι παρούσες και η HDL, τα οξειδωμένα φωσφολιπίδια μεταφέρονται από την LDL
I

στην HDL και υδρολύονται από την PAF-AH των τελευταίων. Επιπρόσθετα, η HDL μπορεί 

να αποτελούν πηγή αναπλήρωσης του ενζύμου στην oxLDL, η οποία όπως προαναφέρθηκε 

χάνει την ενεργότητα της PAF-AH κατά την διάρκεια της οξείδωσης [406,469,470]. Με αυτό

I τον τρόπο η PAF-AH δρα ως ένα αντιαθηρογόνο ένζυμο.

! Αλλες μελέτες υποστηρίζουν ότι η PAF-AH μπορεί να είναι ένα ένζυμο που προάγει

τη φλεγμονή και τη θρόμβωση [424]. Το συγκεκριμένο ένζυμο είναι υπεύθυνο για την
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παραγωγή της lyso-PC και των δράσεων της oxLDL στα μονοκύτταρα, καθώς και για την 

υδρόλυση των οξειδωμένων φωσφολιπιδίων της LDL. Έτσι θα μπορούσε να ειπωθεί ότι η 

PAF-AH ασκεί φλεγμονώδη ρόλο [421]. Η υποψία αυτή υποστηρίζεται από την παρατήρηση 

ότι κατά τη διάρκεια της υδρόλυσης της oxPC, η PAF-AH παράγει τη lyso-PC [403], ένα 

φωσφολιπίδιο το οποίο συμμετέχει σε πολλές φάσεις σχηματισμού της αθηρωματικής πλάκας 

[219]. Παράλληλα με τη lyso-PC, οξειδωμένα λιπαρά οξέα που εμφανίζουν αθηρογόνες 

ιδιότητες, απελευθερώνονται κατά την υδρόλυση των οξειδωμένων φωσφολιπιδίων από αυτό 

το ένζυμο [471] (Εικόνα 25).

Εικόνα 25: Ο πιθανός προαθηρογόνος ρόλος της PAF-AH (Lp-PLA2) (τροποποιημένο από Zalewski 
et al.) [424].

Πρώτοι οι Ostermann et al. [472] το 1987 ανέφεραν αυξημένη ενεργότητα της PAF- 

AH του πλάσματος σε ασθενείς με περιφερική αγγειακή νόσο και σε ασθενείς που είχαν 

υποστεί έμφραγμα του μυοκαρδίου. Επιπρόσθετα τα επίπεδα της PAF-AH είναι χαμηλότερα 

σε προεμμηνοπαυσιακές γυναίκες σε σύγκριση με αντίστοιχης ηλικίας άνδρες [424], καθώς 

επίσης και σε ασθενείς με πρωτοπαθή υπέρταση και σακχαρώδη διαβήτη [473,474], Είναι 

πιθανό η ενεργότητα της PAF-AH να είναι αυξημένη σε ασθενείς με αθηρωμάτωση ως μία 

αντισταθμιστική απόκριση για την αποικοδόμηση των PAF-like οξειδωμένων φωσφολιπιδίων 

που παράγονται σε φλεγμονώδεις περιοχές, καθώς επίσης και για την παρεμπόδιση της
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τροποποίησης της LDL [77,472]. Τέλος πρέπει να αναφερθεί ότι η χορήγηση φαρμάκων τα 

οποία είναι γνωστό ότι μειώνουν τον καρδιαγγειακό κίνδυνο, όπως οι στατίνες, σχετίζεται με 

μείωση των επιπέδων του ενζύμου [475,476].

Στα πλαίσια διαφόρων τυχαιοποιημένων ελεγχόμενων μελετών εξετάσθηκε η 

συσχέτιση της PAF-AH του πλάσματος με την εμφάνιση καρδιαγγειακών νοσημάτων 

(στεφανιαία νόσος, έμφραγμα του μυοκαρδίου, ισχαιμικά αγγειακά εγκεφαλικά επεισόδια, 

Πίνακας 5). * '

Πίνακας 5. Κλινικές μελέτες και PAF-AH.

Μελέτη Καταληκτικά σημεία Βιβλιογραφία

WOSCOPS ΣΝ [477]

ARIC ΣΝ [478]

WHS ΣΝ/ΑΕΕ [479]

MONICA ΣΝ [480]

ROTTERDAM ΣΝ/ΑΕΕ [481]

CARDIA Ασβεστώσεις στην [482]

αξονική τομογραφία

EPIC-Norfolk ΣΝ [483]

Ludwigshafen ΣΝ [484]

Brilakis et al. ΣΝ [485]

ARIC-stroke ΑΕΕ [486]

Khuseyenova et al. ΣΝ [487]

ΣΝ: Στεφανιαία Νόσος, ΑΕΕ: Αγγειακό Εγκεφαλικό Επεισόδιο

Συμπερασματικά, όλες οι μελέτες έδειξαν ότι οι ασθενείς είχαν υψηλότερα επίπεδα 

PAF-AH στο πλάσμα συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου, ενώ με την εξαίρεση της μελέτης
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WHS (και της ARIC για τα άτομα με LDL-C > 130 mg/dL), η μάζα/ενεργότητα της PAF-AH 

του πλάσματος αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα για την εμφάνιση 

καρδιαγγειακών συμβαμάτων (στεφανιαίας νόσου ή/και ισχαιμικού αγγειακού εγκεφαλικού 

επεισοδίου). Έτσι λοιπόν, με βάση τα αποτελέσματα των μεγάλων κλινικών μελετών, 

φαίνεται ότι η PAF-AH θα μπορούσε να αποτελέσει ένα χρήσιμο προγνωστικό δείκτη για την 

εμφάνιση της καρδιαγγειακής νόσου σε συνδυασμό με τον προσδιορισμό των επιπέδων της 

CRP του ορού, αφού τα επίπεδα της PAF-AH δεν συσχετίζονται με τα επίπεδα της CRP του 

ορού.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6°

Γ Μεθοδολογία
λ
I
i
ι.

Μελέτη της συσσώρευσης των πλυμένων αιμοπεταλίων
I
: Αντιδραστήρια-Όργανα

I
I ·  Φυγόκεντρος πάγκου (HermLe, Ζ 320)
: · Αιματοκυτόμετρο (Newbauer)
1 · ·  Μικροσκόπιο (Olympus)
I ·  Μετρητής συσσώρευσης αιμοπεταλίων ή συσσωρευόμετρο (CHRONO-LOG) 
. ·  Καταγραφικό (CHRONO-LOG)

• Γυάλινες κυψελίδες συσσώρευσης
1 · Ειδικά μαγνητάκια συσσώρευσης
I ·  Ινωδόγονο (Calbiochem)
' ·  Διφωσφορική αδενοσίνη (ADP, CHRONO-LOG)
j ·  Καλπεπτίνη (Μ.Β. 362.5 g/mol, Calbiochem)
) ·  Απυράση (EC 3.6.1.5, Sigma)
j ·  PGEi (Προσταγλανδίνη Ei, Sigma)
I ·  HEPES (CigHi8N204S, M.B. 238.31 g/mol, Sigma) 
l  ·  NaCl (M.B. 58.44 g/mol, Sigma)
|; ·  KC1 (M.B. 74.56 g/mol, Sigma)
*j;- ·  NaHCOj (M.B. 84.01 g/mol, Fluka-Garanite)

• MgCl2*6H20  (M.B. 203.31 g/mol, Sigma)
|  ·  NaH2P 0 4.*H20  (M.B. 137.99 g/mol, Merck)
ι ·  Δεξτρόζη [H0CH2CH(CH0H)40 , M.B. 180.16 g/mol, Fluka]
\ ·  Κιτρικό οξύ (C6H80 7, M.B. 192.13 g/mol, Merck)

• Κιτρικό νάτριο (CeHsNa307*H20 , M.B.294.10 g/mol, Merck)
] ·  Αλβουμίνη (Sigma)
• ·  CaCl2 (M.B. 110.99 g/mol, Merck)
> ·  NKUCl (M.B. 53.49 g/mol, Fluka-Garanite)

• K2EDTA (C i0H i4N2O8K2, M.B. 368.4 g/mol, Sigma)
•  KHC03 (Merck)
• Θρομβίνη (CHRONO-LOG)
• Διμεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO)

iΨ.i-
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Διαλύματα Εργασίας

•  Α ντιπηκτικό διάλυμα κιτρικών (ACD). Το υδατικό αντιπηκτικό διάλυμα ACD 

περιέχει 42 mM κιτρικού οξέος, 75 mM κιτρικού νατρίου και 139 mM D(+) γλυκόζη. 

Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

•  Διάλυμα απυράσης. Το εμπορικό αντιδραστήριο περιέχει 500 U απυράσης σε 

λυοφιλοποιημένη μορφή τα οποία διαλυτοποιούνται σε 5 mL φυσιολογικό ορό 

δίνοντας διάλυμα τελικής συγκέντρωσης 100 U/mL. Το διάλυμα διατηρείται στους -  

80 °C σε κλάσματα των 500 μ ι.

•  Διάλυμα προσταγλανόίνης Ε ι (PGEj). Το εμπορικό αντιδραστήριο περιέχει 50 mg 

PGEi σε λυοφιλοποιημένη μορφή τα οποία διαλυτοποιούνται σε 5 mL αιθανόλης 

δίνοντας διάλυμα συγκέντρωσης 1 mg/mL. Το διάλυμα διατηρείται στους -80  °C σε 

κλάσματα των 20 pL.

•  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 NaH2PC>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 10Ν και 0.5 Ν 

NaOH ρυθμίζεται το pH 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 130 m M  CaCl2 - 1  Μ  M gCl2»6H20. 2.88 g CaCl2 και 40.6 g MgCl2»6H20  

διαλυτοποιούνται σε 200 mL d H20 . To διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

•  Διάλυμα λύσης των κυττάρων. Το διάλυμα αυτό περιέχει 156 mM NH4CI, 97 μΜ 

K2EDTA και 10 mM KHCO3. Το οποίο τοποθετιται ογκομετρική φιάλη μέχρι τα 50 

mL ή οποία συμπληρώνεται μέχρι τα 50 mL, στην συνεχεία ρυθμίζεται το pH του 

διαλύματος στο 7.4. Κατά τη διάρκεια του πειράματος φυλάσσεται σε πάγο. Το 

διάλυμα αυτό παρασκευάζεται λίγο πριν την χρήση του.
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Μεθοδολογία

•  Διάλυμα 20 mg/mL ινωδογόνου (Fg). Το λυοφιλοποιημένο Fg παραλαμβάνεται οπό 

το εμπόριο απαλλαγμένο από τον vWF και την φιβρονεκτίνη κλεισμένο σε αεροστεγή 

φιαλ(δια που π ε ρ ιέ χ ο υ ν  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.

•  Διάλυμα 1.9  m M  ιονοφάρο Ca2+-A23187. Το εμπορικό αντιδραστήριο περιέχει 1 mg 

ιονοφόρο Ca2+-A23187 σε λυοφιλοποιημένη μορφή τα οποία διαλυτοποιούνται σε 1 

mL DMSO δίνοντας διάλυμα συγκέντρωσης 1.9 mM. Στην συνεχεία το διάλυμα 

αραιώνεται 1:1 με DMSO δίνοντας ένα διάλυμα με συγκέντρωση 0,9 mM. Τα 

διαλύματα διατηρούνται στους -80  °C σε κλάσματα των 100 pL.

•  Διάλυμα 20 U/mL θρομβίνη. Η εμπορική συσκευασία περιέχει λυοφιλοποιημένη 

θρομβίνη από ανθρώπινο πλάσμα το οποίο διαλυτοποιείται σε 2 mL φυσιολογικό ορό. 

Το διάλυμα αυτό διατηρείται στους -80  °C σε κλάσματα των 25 pL.

•  Διάλυμα 1 m M  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 pL.

•  Διάλυμα 30 m M  καλπετίνης. Η εμπορική συσκευασία περιέχει λυοφιλοποιημένη 

καλπετίνη η οποία διαλυτοποιείται σε 460 pL DMSO. Το διάλυμα αυτό διατηρείται 

στους -80°C σε κλάσματα των 50 pL.

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 προεπωάζονται υπό διάφορες 

συνθήκες για 1 min στους 37°C, μετά προστίθεται ο αγωνιστής και παρακολουθείται η 

συσσώρευση για 3 min στους 37°C.
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Πειραματική διαδικασία

Σε σωληνάκια πολυπροπυλενίου τα οποία περιέχουν αντιπηκτικό διάλυμα ACD σε 

αναλογία 1:9 (ν:ν), συλλέγονται 10.8 mL περιφερικού φλεβικού αίματος. Το αίμα 

φυγοκεντρείται στα 120xg για 15 min, σε θερμοκρασία δωματίου παρασκευάζοντας με αυτό 

το τρόπο πλάσμα πλούσιο σε αιμοπετάλια (PRP). Τα 2/3 από την επάνω στοιβάδα του PRP 

απομονώνονται πολύ προσεκτικά, για να αποφευχθεί η πρόσληψη ποσότητας 

ερυθροκυττάρων και λευκοκυττάρων. To PRP στο οποίο προστίθενται 10 pL/mL απυράσης 

και 1 pL PGEi σε τελικές συγκεντρώσεις 1 U/mL και 0.1 mg/mL αντίστοιχα, φυγοκεντρείται 

στα 650xg με φρένο στην ένδειξη 10 για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου. Το υπερκείμενο 

αποχύνεται και το ίζημα των αιμοπεταλίων αναδιασπείρεται σε μικρό όγκο (1 mL) 

ρυθμιστικό διαλύματος Tyrode’s pH 7.0, που περιέχει 10 pL/mL απυράσης και 1 pL PGEi με 

τη βοήθεια της πιπέτας, στην συνεχεία συμπληρώνεται ο όγκος μέχρι τα 10 mL με το 

παραπάνω ρυθμιστικό διάλυμα. Κατόπιν φυγοκεντρείται στα 650xg με φρένο στην ένδειξη 

10 για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης το υπερκείμενο 

αποχύνεται και το ίζημα των αιμοπεταλίων αναδιασπείρεται σε 1 mL από το διάλυμα λύσης 

των κυττάρων. Αφήνεται για 15 min στους 4°C για να πραγματοποιηθεί η λύση των 

ερυθροκυττάρων. Συμπληρώνεται ο όγκος μέχρι τα 10 mL με το ρυθμιστικό διάλυμα 

Tyrode’s pH 7.0 που περιέχει 10 pL/mL απυράσης και 1 pL PGEi. Έπειτα ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στα 650xg με φρένο στην ένδειξη 10 για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου. 

Διατηρείται μια ποσότητα του εναιωρήματος των αιμοπεταλίων και πραγματοποιείται η 

μέτρηση με χρήση το αιματοκυτόμετρο Newbauer, μετά από αραίωση 1:20 (ν/ν) σε διάλυμα 

Tyrode’s 7.0. Συγκεκριμένα 10 pL εναιωρήματος αναδιασπείρονται σε 190 pL διαλύματος 

Tyrode’s pH 7.0 (αραίωση 1:20). Το μίγμα ομογενοποιείται ήπια και 10 pL 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
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καταλαμβάνει όγκο 0.004 mm3 μπορεί με τον παρακάτω τύπο να υπολογιστεί ο συνολικός 

αριθμό αιμοπεταλίων του εναιωρήματος ανά mm3 ή ανά μΤ:

(Μέση τιμή αιμοπεταλίων των 5 τετράγωνων) χ 1mm3 χ 20

0.004mm3

Στη συνέχεια με βάση τον αριθμό που προκύπτει υπολογίζεται η ποσότητα του 

Tyrode’s pH 7.4 με την οποία ρυθμίζεται η τελική συγκέντρωση των αιμοπεταλίων (από 

250,000 αιμοπετάλια/μλ μέχρι 1 x 106 αιμοπετάλια/μλ).

Στο εναιώρημα (αιμοπετάλια) που προκύπτει προστίθεται CaCh και MgCfe^I^O σε 

τελικές συγκεντρώσεις 2 mM και 15.4 mM αντίστοιχα. Το όργανο ανοίγεται 30 min 

νωρίτερα, ώστε να φτάσει η θερμοκρασία στους 37°C. 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 διαφόρων αγωνιστών: ιονοφόρο Ca2+-A23187, 

θρομβίνη, η ADP σε τελική συγκέντρωση 10 μΜ, 0-0.5 U/mL, και 2.5-10 μΜ, αντίστοιχα. 

Στην περίπτωση της ενεργοποίησης με ADP, προστίθεται εξωγενώς Fg σε τελική 

συγκέντρωση 0.2 mg/mL 1 min πριν την προσθήκη του αγωνιστή με σκοπό την υποβοήθηση 

της συσσώρευσης [488]. Επιπρόσθετα, στην περίπτωση που θέλουμε να μετρήσουμε 

ενεργότητα της PAF-AH στο εναιώρημα των αιμοπεταλίων πριν η μετά την ενεργοποίηση, 

ακολουθεί φυγοκέντρηση (l,500xg) για 5 min ώστε να απομακρυνθούν τα υπολείμματα των 

αιμοπεταλίων. Επίσης, για την μελέτη της δράσης της καλπεπτίνης στην συσσώρευση των 

αιμοπεταλίων, τα αιμοπετάλια επωάζονται με αυτή για 30 min πριν την προσθήκη του 

αγωνιστή. Ο τελικός όγκος μέσα στην κυψελίδα είναι 500 μί^. 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 αγωνιστή. Όλα τα πειράματα 

συσσωρευομετρίας ολοκληρώνονται μέσα σε 3 ώρες από την αιμοληψία.
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Απομόνωση των PMPs 

Αντιδραστήρια-Όργανα

Μεθοδολογία

•  Φυγόκεντρος πάγκου (HermLe, Ζ 320)
• Αιματοκυτόμετρο (Newbauer)
• Μικροσκόπιο (Olympus)
•  Μετρητής συσσώρευσης αιμοπεταλίων ή συσσωρευόμετρο (CHRONO-LOG)
•  Καταγραφικό (CHRONO-LOG)
• Γυάλινες κυψελίδες συσσώρευσης
• Ειδικά μαγνητάκια συσσώρευσης
•  Auto densi-flow
• Υπερφυγόκεντρος (L7, Beckman)
• Κεφαλή υπερφυγοκέντρου (NVT-65, Beckman)
•  Σωλήνες υπερφυγοκέντρου (Quickseal, Beckman)

Διαλύματα Εργασίας

•  Α ντιπηκτικό διάλυμα κιτρικώ ν (ACD). Όπως περιγράφεται στη σελίδα 80.

• Διάλυμα απυράσης. Όπως περιγράφεται στη σελίδα 80.

• Διάλυμα προσταγλανδίνης Ε ι (PGEj). Όπως περιγράφεται στη σελίδα 80.

•  Ρυθμιστικό διάλυμα Tyrode’s  (pH 7.0). Όπως περιγράφεται στη σελίδα 80.

•  Ρυθμιστικό διάλυμα Tyrode’s (pH 7.4). Όπως περιγράφεται στη σελίδα 80.

• Διάλυμα 130 m M  C a C l i - 1 Μ  M gC lz^ H jO . Όπως περιγράφεται στη σελίδα 80.

•  Διάλυμα λύσης τω ν κυττάρων. Όπως περιγράφεται στη σελίδα 80.

• Διάλυμα 20 mg/mL ινωδογόνου (Fg). Όπως περιγράφεται στη σελίδα 81.

• Διάλυμα 1.9  m M ιονοφόρο Ca2+-A2318 7. Όπως περιγράφεται στη σελίδα 81.

• Διάλυμα 20 U/mL θρομβίνης. Όπως περιγράφεται στη σελίδα 81.

• Ρυθμιστικό διάλυμα 10 m M  PBS, p H  7.4. 8.1816 g NaCl, 1.3800 g NaH2P 0 4*H20  

και 1.7795 g Na2H P04«2H20  διαλυτοποιούνται σε 800 mL dH20  και αφού ρυθμιστεί 

το pH στο 7.4, συμπληρώνεται ο όγκος στο 1 L με dH20 . Το διάλυμα διατηρείται 

στους σε θερμοκρασία δωματίου.
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• Διάλυμα 10% EDTA, p H  7.01 12.8247 g EDTANa2*2H20 (Titriplex ΙΠ) 

διαλυτοποιούνταν σε 90 mL dH20 . To pH ρυθμίζεται στο 7.0 και ο όγκος 

συμπληρώνεται στα 100 mL με (ΙΗςΟ. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

• Διάλυμα 20% σουκρόζη. 2.0 g σουκρόζης διαλυτοποιούνται σε 10 mL Tyrode’s pH 

7.4. Παρασκευάζεται λίγο πριν την χρήση του.

Αρχή της μεθόδδυ'

Η ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων, υπό την επίδραση διαφόρων αγωνιστών, έχει σαν

αποτέλεσμα την διέγερση των κυττάρων με συνέπεια την αναδιοργάνωση της κυτταρικής
ι

μεμβράνης και την παραγωγή των PMPs.
I

Πειραματική διαδικασία

I
Τα πλυμένα αιμοπετάλια παρασκευάστηκαν όπως περιγράφεται στην παράγραφο 

Μελέτη της συσσώρευσης των πλυμένων αιμοπεταλίων. Τα PMPs παρασκευάσθηκαν 

όπως έχει είδη περιγραφθεί με μερικές τροποποιήσεις [489,490]. Η ενεργοποίηση των 

αιμοπεταλίων πραγματοποιείται παρουσία θρομβίνης σε συγκέντρωση 0.2 U/mL υπό συνεχή 

! ανάδευση ή από το ιονοφόρο Ca2+-A23187 σε συγκέντρωση 10 μΜ χωρίς ανάδευση για 30 

ι min στους 37°C. Η ποσότητα του DMSO δεν ξεπερνά το 1% (ν/ν) στο διάλυμα των
i
ι αιμοπεταλίων. Η ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων τερματίζεται με τη προσθήκη 0.01% 

i EDTA (w/v) και άμεση τοποθέτηση στους 4°C. Το εναιώρημα των ενεργοποιημένων 

αιμοπεταλίων φυγοκεντρείται στους l,000xg για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου για την 

καθίζηση των υπολειμμάτων των αιμοπεταλίων. Το πλούσιο σε PMPs υπερκείμενο 

απομακρύνεται από το ίζημα. Στη συνεχεία το υπερκείμενο αυτό επιστοιβάζεται σε διάλυμα 

20% σουκρόζη και φυγοκεντρείται στους 2,000xg για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου 

[491]. Η επιστοίβαση και η φυγοκέντρηση διαχωρίζει τα PMPs από το υπολείμματα των 

{ αιμοπεταλίων. Με την βοήθεια αυτόματης πιπέτας συλλέγεται η πάνω στοιβάδα, (πλούσια σε 

* PMPs), και υποβάλλεται σε υπερφυγοκέντρηση στους 100,000xg στους 4°C για 2 h. Το 

υπερκείμενο αποχύνεται και το ίζημα αναδιασπείρεται σε μικρό όγκο διαλύματος PBS 10
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mM, pH 7.4 (600 pL). Στην συνεχεία γίνεται η ταυτοποίηση των PMPs με χρήση 

κυτταρομετρίας ροής και προσδιορισμός πρωτεΐνης με την μέθοδο BCA.

Ανάλυση των PMPs με χρήση κυτταρομετρίας ροής (Flow Cytometry)

Αντιδραστήρια-Όργανα

• CD61-PerCP (Becton Dickinson)
•  CD41 a-FITC (Becton Dickinson)
•  CD31 -PE (Becton Dickinson)
•  CD-62p-PE (Becton Dickinson)
• CD154-FITC (CD40L) (Pharmingen, Becton Dickinson)
•  Annexin-V-FITC (Pharmingen, Becton Dickinson)
•  Σωληνάκια πολυστηρενίου των 5 mL (12x75 mm, Becton Dickinson)
•  Cell Quest πρόγραμμα (Becton Dickinson)
•  Κυτταρόμετρο ροής FACScalibur (Becton Dickinson)

Διαλύματα Εργασίας

• Ρ υθμιστικό διάλυμα 10  m M  P B S  (pH  7.4). Όπως περιγράφεται στην σελίδα 84.

• Διάλυμα 130 m M  CaCl2 - 1 Μ  M gCl2»6H20. Όπως περιγράφεται στη σελίδα 80.

• Διάλυμα 20 m M  H EPES. 137 mM NaCl, 2.7 mM KC1, 1 mM MgCl2«6H20 ,  20 mM 

HEPES, 3.3 mM NaH2P04*H20 , 5.6 mM Ό(+)-γλυκόζης, και 0.1% αλβουμίνης 

διαλυτοποιούνται σε 90 mL dH20. To pH ρυθμίζεται στο 7.4 και ο όγκος 

συμπληρώνεται στα 100 mL. Το διάλυμα φυλάσσεται στους 4°C.

• Διάλυμα 20 m M  H E PE S  + 2 m M  CaCl2 (Binding Buffer). To διάλυμα 

παρασκευάζεται όπως περιγράφεται παραπάνω. Επιπλέον περιέχει μια ποσότητα από 

το διάλυμα 130 mM CaClr-1 Μ MgCl2*6H20  τέτοια ώστε η τελική συγκέντρωση του 

CaCl2 να είναι 2 mM.
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Αρχή της μεθόδου

Το κυτταρόμετρο ροής έχει ως πηγή φωτός μια ακτίνα laser Αργού, η οποία παράγει 

φως ισχύος 15 mW και μήκους 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 κύτταρο, με αποτέλεσμα να δημιουργούνται 

ταυτόχρονα σκεδασμένο φως καθώς και σήματα φθορισμού. Με τα κατάλληλα φθορίζοντα 

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 τις οποίες είναι επισημασμένα τα αντισώματα που χρησιμοποιούνται στη 

κυτταρομετρία διεγείρονται στο ίδιο μήκος κύματος (488 nm). Το σήμα της πρόσθιας 

σκέδασης (FSC, Forward Scatter), που αναγνωρίζει το μέγεθος των κυττάρων, συλλέγεται με 

την δίοδο της πρόσθιας σκέδασης. Η πλάγια σκέδαση (SSC, Side Scatter) που αναγνωρίζει 

την κοκκίωση των κυττάρων αλλά και οι παράμετροι του φθορισμού συλλέγονται από 

καθρέπτες που βρίσκονται σε γωνία 90° από την ακτίνα του λέιζερ.

Χρησιμοποιούμε αντισώματα όπως το CD41a-FITC (που αναγνωρίζει την αιη> 

υπομονάδα του υποδοχέα α ι ^ ) ,  το CD62p-PE (που αναγνωρίζει την έκφραση της Ρ- 

σελκτίνης), το CD154-FITC, το CD31-PE (αναγνωρίζει την έκφραση του PECAM-1) αλλά 

και το CD61-PerCP (που αναγνωρίζει την β3 υπομονάδα του υποδοχέα α^ββ) μόρια που 

εκφράζονται στην επιφάνεια των PMPs μετά από την παραγωγή τους, για των χαρακτηρισμό 

αυτών. Επιπρόσθετα, χρησιμοποιείται η αννεξίνη-V η οποία αναγνωρίζει τα αρνητικά 

j φορτισμένα φωσφολιπίδια, δηλαδή η PS που εκφράζονται στην επιφάνεια των PMPs. Με 

αυτό τον τρόπο επιβεβαιώνεται ότι τα μικροσωματίδια που παρασκευάστηκαν προέρχονται
|

από τα αιμοπετάλια, διότι εκφράζουν τόσο αντιγόνα των αιμοπεταλίων όσο και τον 

' χαρακτηριστικό δείκτη των μικροσωματιδίων αννεξίνη-V.
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Πειραματική διαδικασία

Η πειραματική πορεία έχει ως εξής: προετοιμάζουμε ειδικά σωληνάκια της Becton 

Dickinson με 5 μ ί  από τα κατάλληλα αντισώματα (anti-CD61, anti-CD41a αννεξίνη-V κτλ.). 

Στην συνέχεια προσθέτουμε 5 μΣ από τα PMPs και συμπληρώνουμε με ρυθμιστικό διάλυμα 

20 mM HEPES μέχρι τα 50 μ ι. Τα δείγματα επωάζονται για 30 min σε θερμοκρασία 

δωματίου. Μετά ακολουθεί αραίωση αυτών 1:10 με ρυθμιστικό διάλυμα 20 mM HEPES, pH 

7.4. Στην περίπτωση της αννεξίνης-V, το ρυθμιστικό διάλυμα 20 mM HEPES περεχεί και 2
Λ  ι

mM Ca (binding buffer). Η πρόσδεση της αννεξίνης-V με τα αρνητικά φωσφολιπίδια, όπως 

η PS των PMPs, απαιτεί ιόντα Ca2+ διότι και η αννεξίνη-V είναι αρνητικά φορτισμένη, οπότε 

με αυτό τον τρόπο δημιουργούνται γέφυρες μεταξύ της αννεξίνης-V και της PS διαμέσου 

ιόντων Ca2+. Ακολουθεί η ανάλυση των δειγμάτων με κυτταρομετρία ροής, η απορρόφηση 

του δείγματος γίνεται με χαμηλή ροή (12 μ ι  ±  3 pL/min) χωρίς καμία άλλη επεξεργασία στο 

δείγμα και μετά ακολουθεί ανάλυση με τη βοήθεια υπολογιστή. Η καλύτερη ανάλυση των 

PMPs γίνεται την επόμενη μέρα μετά από την παραγωγή τους.

Ποσοτικός προσδιορισμός του PAF με συσσώρευση πλυμένων 

αιμοπεταλίων κουνελιού

Αντιδραστήρια-Όργανα

• EGTA (Ethylene glycol bis-(2-aminoethylether)-N,N’-tetraacetic acid, M.B. 380,4 
g/mol, Serva)

• Ζελατίνη (Merck)
•  KC1 (M.B. 74,56 g/mol, Ferak Berlin)
• MgCl2«6H20  (M.B. 203,31 g/mol, Fluka)
•  NaHCOj (M.B. 84,01 g/mol, Merck)
• Γλυκόζη (M.B. 180,16 g/mol, Fluka)
• Ασπιρίνη (Ακετυλοσαλικυλική λυσίνη, Egicalm)
•  CV-3988 ((±)-[3-(N-octadecylcarbamoyloxyl)-2-methoxyl]propyl 2-thiazolioethyl 

phosphate, C ^H mNC^P, M.B. 523.7 g/mol, Sigma)
• Οξαλίκο αμμώνιο ((NH4)2C20 4»H20 , M.B. 142,11 g/mol, Mallinckrodt)
• CaCl2»2H20 (M.B. 147,00 g/mol, Sigma)
• Φωσφοκρεατίνη (CP, M.B. 255,1 g/mol, Sigma)
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Μεθοδολογία

• Κινάση της φωσφοκρεατίνης (CPK, 17500 U/mL, Sigma)
• PAF (1 -0-hexadecyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholine, M.B. :523,7 g/mol, 

Sigma)
• Πλαστικοί φυγοκεντρικοί σωλήνες των 50 mL
• Αιματοκυτόμετρο (Neubauer)
• Μικροσκόπιο (Olympus)
• Μετρητής συσσώρευσης αιμοπεταλίων ή συσσωρευόμετρο (CHRONO-LOG)
• Γυάλινες κυψελίδες συσσώρευσης
• Ειδικά μαγνητάκια συσσώρευσης

+ <

Διαλύματα Εργασίας

• Διάλυμα EDTA 0,2Μ. 7,4440 g EDTA Na2*2H20  και 0,9 g NaCl διαλυτοποιούνται 

σε 100 mL dH20. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.
♦

• Διάλυμα EGTA 0,2Μ. 7,6080 g EGTA διαλυτοποιούνται σε 100 mL dH20. To 

διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

• Διάλυμα ζελατίνης 10%. 5 g ζελατίνης διαλυτοποιούνται σε περίπου 40 mL dH20 με 

θέρμανση και συνεχή ήπια ανάδευση. Μετά τη διαλυτοποίηση το διάλυμα αφήνεται 

να κρυώσει και ο όγκος συμπληρώνεται στα 50 mL με dH20 . Το διάλυμα 

παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του.

• Ρυθμιστικό διάλυμα έκλυσης τω ν αιμοπεταλίων, p H  6.5. 0,1950 g KC1, 0,2125 g 

MgCl2«6H20 , 8 g NaCl, 1,0150 g NaHCOj, 1 mL διαλύματος EGTA 0,2 Μ, 1 g 

άνυδρης γλυκόζης και 25 mL διαλύματος ζελατίνης 10% διαλυτοποιούνται σε 1 L 

dH20. Ρυθμίζεται το pH στο 6.5. Το διάλυμα χωρίζεται σε όγκους των 100 mL και 

τοποθετείται σε πλαστικά μπουκαλάκια (πολυπροπυλενίου). Το διάλυμα διατηρείται 

στους-20°C.

• Διάλυμα ασπιρίνης 0.1 Μ. 0,0162 g ασπιρίνης διαλυτοποιούνται σε 500 pL 

φυσιολογικό ορό. Το διάλυμα παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του.

• Διάλυμα οξαλικού αμμωνίου 1%. 1 g οξαλικού αμμωνίου διαλυτοποιούνται σε 100 

mL dH20. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

• Διάλυμα CP 0.2 Μ. 0,1020 g CP διαλυτοποιούνται σε 2 mL φυσιολογικό ορό. Το 

διάλυμα χωρίζεται σε όγκους των 200 pL και τοποθετείται σε eppendorf. Το διάλυμα 

διατηρείται στους -20°C.
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• Διάλυμα C PK  2000 U/mL. 0,0129 g CPK διαλυτοποιούνται σε 2 mL φυσιολογικό 

ορό. Το διάλυμα χωρίζεται σε όγκους των 200 pL και τοποθετείται σε eppendorf. Το 

διάλυμα διατηρείται στους -20°C.

• Διάλυμα 51 m M  CV-3988. Το εμπορικό αντιδραστήριο περιέχει 5 mg CV-3988 σε 

λυοφιλοποιημένη μορφή τα οποία διαλυτοποιούνται σε 165 pL αιθανόλης δίνοντας 

διάλυμα συγκέντρωσης 51 mM. Το διαλύματα διατηρείται στους -20 °C.

• Ρυθμιστικό διάλυμα Tyrode’s με ζελατίνη και ασβεστίου, p H  7.4. 0,1950 g KC1, 

0,2125 g MgCl2*6H20 , 8 g NaCl, 1,2100 g Tris-HCL 0,1910 g CaCl2*2H20, 1 g 

άνυδρης γλυκόζης και 25 mL διαλύματος ζελατίνης 10% διαλυτοποιούνται σε 1 L 

dH20. Ρυθμίζεται το pH στο 7.4. Το διάλυμα χωρίζεται σε όγκους των 40 mL και 

τοποθετείται σε πλαστικά φιαλίδια. Το διάλυμα διατηρείται στους -20°C.

• Ρυθμιστικό διάλυμα συσσώρευσης των αιμοπεταλίων, p H  7.4. Σε 40 mL ρυθμιστικό 

διαλύματος Tyrode’s με ζελατίνη και ασβεστίου, pH 7.4, προσθέτονται 200 pL 

διαλύματος CP 0.2 Μ (τελική συγκέντρωση 1 mM) και 200 pL διαλύματος CPK 2000 

U/mL (τελική συγκέντρωση 10 U/mL) ρυθμίζεται το pH στο 7.4. Το διάλυμα 

παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του.

• Διάλυμα BSA 2,5 mg/mL. 0,2500 g BSA διαλυτοποιούνται σε 1 mL φυσιολογικού 

ορού. Το διάλυμα διατηρείται στους -20°C.

• Διάλυμα 20 m M  PA F. Τα 25 mg σκόνης διαλυτοποιούνται σε 2,387 mL αιθανόλης 

(80%) δίνοντας διάλυμα 20 mM. Το διάλυμα διατηρείται στους -20°C.

• Π ρότυπα διαλύματα C16:0 P A F  5 και 10 pg/pL. 2 pL διαλύματος PAF 20 mM 

αραιώνονται στα 2 mL με την προσθήκη αιθανόλης (80%), δίνοντας διάλυμα 20 μΜ.

2.4 pL διαλύματος PAF 20 μΜ μεταφέρονται σε πλαστικό σωληνάκι 

πολυπροπυλενίου. Οι διαλύτες εξατμίζονται σε ρεύμα Ν2. Προσθέτονται 5 mL BSA

2.5 mg/mL. Το μίγμα αναδεύεται ισχυρά σε Vortex και επωάζεται για 30 min στους 

37°C. Με τον τρόπο αυτό παρασκευάζεται διάλυμα 5 pg/pL (9.6 nM) σε BSA 2.5 

mg/mL. Το διάλυμα διατηρείται στους -20°C. Με τη χρήση 4.8 pL διαλύματος PAF 

20 μΜ παρασκευάζεται με το ίδιο ακριβώς τρόπο διάλυμα PAF 10 pg/pL (19.2 nM) 

σε BSA 2.5 mg/mL.
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Αρχή της μεθόδ°υ
I
f ·
I

' Ο ποσοτικός προσδιορισμός του PAF των δειγμάτων βασίζεται στη σύγκριση της

^ συσσώρευσης που προκαλούν διάφορες ποσότητες δείγματος σε εναιώρημα αιμοπεταλίων σε 

Ί σχέση με τις συσσωρεύσεις που προκαλούν γνωστές ποσότητες εμπορικά διαθέσιμου C16:0 

PAF. Η συσσώρευση έχει σαν αποτέλεσμα της αύξηση της διαπερατότητας του 

εναιωρήματος των .αιμοπεταλίων, η οποία μετριέται σε ειδικό νεφελόμετρο. Τα αιμοπετάλια 

I κατεργάζονται με ασπιρίνη, ώστε να αναστέλλεται η παραγωγή και έκκριση του ΤχΑ2, καθώς 

' και με σύστημα CP/CPK, ώστε να απενεργοποιείται το εκκρινόμενο κατά την ενεργοποίηση

I ADP [492].
I

Πειραματική διαδικασία
ι

1 Συλλογή του αίματος

* Συλλέγονται 40 mL αίματος, από την κεντρική αρτηρία του αυτιού των κουνελιών, σε

πλαστικό φυγοκεντρικό σωλήνα των 50 mL, ο οποίος περιέχει 1 mL Na2EDTA 0.2Μ. To
ι
; αίμα αναμιγνύεται ήπια.
ί

m

< Απομόνωση, αρίθμηση και έκπλυση των αιμοπεταλίων από αίμα κουνελιού
I
I

Πρώτη φυγοκέντρηση
r

* Ο σωλήνας με το αίμα φυγοκεντρείται σε 375xg  για 20 min σε φυγόκεντρου πάγκου

ι χωρίς φρένο. To PRP συλλέγεται με πιπέτα και τοποθετείται σε άλλο πλαστικό φυγοκεντρικό
<

σωλήνα των 50 mL.
ί
V

Δεύτερη φυγοκέντρηση

To PRP φυγοκεντρείται σε l,400xg για 15 min σε φυγόκεντρο πάγκου. Το 

υπερκείμενο αποχόνεται και τα αιμοπετάλια αναδιαπείρσνται σε μικρό όγκο ρυθμιστικού
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διαλύματος έκπλυσης, pH 6.5. Στη συνεχεία ο όγκος συμπληρώνεται στα 40 mL με 

ρυθμιστικό διάλυμα έκπλυσης, pH 6.5. Το εναιώρημα των αιμοπεταλίων ομογενοποιείται με 

ήπια ανάδευση.

Τρίτη φυγοκέντρηση

Τα αιμοπετάλια φυγοκεντρούνται σε l,400xg για 15 min σε φυγόκεντρο πάγκου. Το 

υπερκείμενο αποχυνεται και τα αιμοπετάλια αναδιαπείρονται σε μικρό όγκο ρυθμιστικού 

διαλύματος έκπλυσης, pH 6.5. Στη συνεχεία ο όγκος συμπληρώνεται στα 40 mL με 

ρυθμιστικό διάλυμα έκπλυσης, pH 6.5. Προσθέτονται 40 pL διαλύματος ασπιρίνης 0.1 Μ. Το 

εναιώρημα των αιμοπεταλίων ομογενοποιείται με ήπια ανάδευση και αφήνεται για 15 min σε 

θερμοκρασία περιβάλλοντος.

Αρίθμηση των αιμοττετσλίων

Κατά την διάρκεια της επώασης του εναιωρήματος με την ασπιρίνη γίνεται η μέτρηση 

των αιμοπεταλίων. Συγκεκριμένα 10 pL αιμοπεταλίων προσθέτονται σε 190 pL διαλύματος 

οξαλικού αμμωνίου 1% (αραίωση 1:20). Το μίγμα ομογενοποιείται ήπια και 10 pL από το 

εναιώρημα τοποθετούνται σε μία από τις δύο υποδοχές που υπάρχουν στο αιματοκυτόμετρο, 

πάνω στο οποίο έχει τοποθετηθεί καλυπτρίδα. Το αιματοκυτόμετρο τοποθετείται για 20 min 

σε τρυβλίο Petri, το οποίο περιέχει ένα κομμάτι βρεγμένου βαμβακιού για να διατηρηθεί υγρή 

η ατμόσφαιρα στο εσωτερικό του τρυβλίου. Μετά από 20 min γίνεται η μέτρηση των 

αιμοπεταλίων στο μικροσκόπιο. Μετρούνται 5 μέτριου μεγέθους τετράγωνα του κεντρικού 

μεγάλου τετραγώνου του αιματοκυτομέτρου.

(Σ αιμοπεταλίων των 5 τετράγωνων) x 0,04

2.5
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Το αποτέλεσμα της παραπάνω εξίσωσης αντιστοιχεί στον όγκο (σε mL) που πρέπει να

επαναιωρηθούν τα αιμοπετάλια έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι 2.5x109

αιμοπετάλια/mL.

Τέταρτη φυγοκέντρηση

I
I Τα αιμοπετάλια φυγοκεντρούνται σε l,400xg για 15 min σε φυγόκεντρο πάγκου. Το

υπερκείμενο αποχύνεται και τα αιμοπετάλια αναδιασπείρονται σε μικρό όγκο ρυθμιστικού 

1 διαλύματος έκπλυσης, pH 6.5. Στη συνεχεία ο όγκος συμπληρώνεται με ρυθμιστικό διάλυμα

* έκπλυσης, pH 6.5, έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση των αιμοπεταλίων να είναι 2.5x109

I αιμοπετάλια/mL.
I

* Συσσώρευση των αιμοπεταλίων
I

Ρύθμιση του σνσσωρευομέτρου
j

Το όργανο ανοίγεται τουλάχιστον 30 min νωρίτερα, ώστε να φτάσει σε θερμοκρασία 

37°C. Γίνεται η ρύθμιση της κλίμακας του οργάνου χρησιμοποιώντας 500 μ ι  ρυθμιστικού 

. διαλύματος συσσώρευσης, pH 7.4 ως αναφορά για το 100% οπτικής διαπερατότητας ή 100% 

συσσώρευσης, και το PRP για το 0% της οπτικής διαπερατότητας ή 0% συσσώρευσης.

!

\ Πρότυπη καμτώλη

Σε γυάλινη κυψελίδα συσσώρευσης, που περιέχει ειδικό μαγνητάκι, προσθέτονται 400 

ί \TL ρυθμιστικού διαλύματος συσσώρευσης, pH 7.4, 100 μ ί, του εναιωρήματος των
ί

αιμοπεταλίων και προσθέτονται αυξανόμενοι όγκοι των προτύπων διαλυμάτων C16:0 PAF. Η
$

κυψελίδα τοποθετείται στο συσσωρευόμετρο και αφήνεται για 3 min. Στο χρονικό διάστημα 

αυτό καταγράφονται οι συσσωρεύσεις.

I

■1
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Μέτρηση των δειγμάτων

Σε γυάλινη κυψελίδα συσσώρευσης, που περιέχει ειδικό μαγνητάκι, προσθέτσνται μια 

ποσότητα (350 μΕ) ρυθμιστικού διαλύματος συσσώρευσης, pH 7.4, 100 μί, του 

εναιωρήματος των αιμοπεταλίων και διάφορες συγκέντρωσεις του εναιωρήματος 

ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων (0-30 μ§ πρωτεΐνης/mL), τα PMPs (0-30 μ§ πρωτεΐνης/mL) 

και τα οξειδωμένα PMPs (0-30 pg πρωτέίνης/mL). Επίσης, ο ειδικός αναστολέας του PAF το 

CV-3988 (30 μΜ) χρησιμοποιήθηκε στα δείγματα αυτά. Η κυψελίδα τοποθετείται στο 

συσσωρευόμετρο και αφήνεται για 3 min. Στο χρονικό διάστημα αυτό καταγράφονται οι 

συσσωρεύσεις.

Επεξεργασία των αποτελεσμάτων

Με χρήση ηλεκτρονικού υπολογιστή σχεδιάζεται γράφημα το οποίο περιέχει στον 

άξονα των X τα συνολικά ρΜ PAF που περιέχονται στους διάφορους όγκους των προτύπων 

διαλυμάτων που χρησιμοποιήθηκαν και στον άξονα των Υ τις αντίστοιχες συσσωρεύσεις των 

αιμοπεταλίων. Με τον τρόπο αυτό σχηματίζεται η πρότυπη καμπύλη, η οποία έχει σιγμοειδή 

μορφή. Με βάση την πρότυπη καμπύλη και τις συσσωρεύσεις των αιμοπεταλίων παρουσία 

διαφόρων όγκων των δειγμάτων υπολογίζεται η περιεκτικότητα των δειγμάτων σε PAF. 

Αξιόπιστοι υπολογισμοί γίνονται μόνο όταν οι συσσωρεύσεις που προκαλούν τα δείγματα 

αντιστοιχούν στη γραμμική περιοχή της πρότυπης καμπύλης.

Προσδιορισμός των πρωτεϊνών με τη μέθοδο BCA

Αντιδραστήρια -  Όργανα

Ο προσδιορισμός γίνεται με την χρήση εμπορικής συσκευασίας Kit που περιλαμβάνει 
τα παρακάτω:

•  Α ντιδραστήριο  Α . Το αντιδραστήριο Α είναι μείγμα ανθρακικού νατρίου, 
διττανθρακικού νατρίου, δισιχρονικού οξέος και ταρταρικού νατρίου σε 0.2Ν NaOH.

• Α ντιδραστήριο  Β . Διάλυμα 4% C11SO4.
•  Πρότυπο διάλυμα 2 mg/niL BSA σε 0.9% NaCl και 0.05% NaN3.
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• Πλακίδιο microELISA 96 θέσεων (Starsstedt).
• Πολυπιπέτα σταθερού όγκου 200 pL (Costar)
• Μετρητής microELISA (Spectra Max 190, Molecular Devises)

Διαλύματα Εργασίας

• 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.

• Π ρότυπα διαλύματα BSA. Παρασκευάζονται με κατάλληλη αραίωση του διαλύματος 

BSA 2 mg/mL, έτσι ώστε να προκύψουν διαλύματα 0.25-1.5 mg/mL BSA. Τα 

πρότυπα διαλύματα BSA διατηρούνται στους 4°C.
•

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 [493,494].

fT A /A Y r>nm  / Τ Γ Τ Χ μ η λ Α  4· /~'<ιι2+  - OH*

1  λ ε λ  ro r ' a \  _________________________ k .  D r  a r ^ . . i +  / . . n R

Πειραματική διαδικασία

Σε πλακίδιο microELISA 96 θέσεων τοποθετούνται 20 pL προτύπων καθώς και 20 pL 

δείγματος. Στη συνέχεια προστίθενται με πολυπιπέτα 200 pL του διαλύματος εργασίας σε 

κάθε θέση της πλάκας. Η πλάκα καλύπτεται με αυτοκόλλητη μεμβράνη , ανακινείται ήπια, 

και επωάζεται στους 37°C για 30 min. Έπειτα εισάγεται στον μετρητή microELISA όπου 

φωτομετρείται στα 562 nm.
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Επεξεργασία τω ν 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.

Προσδιορισμός των πρωτεϊνών με τη μέθοδο LOWRY 

Αντιδραστήρια- Όργανα

•  NaOH (Μ.Β. 40 g/mol, Merck)
•  Na2C 0 3 (Μ.Β. 108 g/mol, Merck)
•  Κιτρικό νάτριο (C6H5Na307*2H20, Μ.Β. 294.10 g/mol, Merck)
• C11SO4 (Μ.Β. 159.61 g/mol, Riedel-deHaen)
•  Αντιδραστήριο φαινόλης 2N (Folin & Ciocalteu’s phenol reagent, Sigma)
• Πλεκίδιο ELISA 96 θέσεων (Sarstedt)
•  Μετρητής microELISA (Spectra MAX 190, Molecular Devices)
•  Οκτακάναλη πολυπιπέτα μεταβαλλόμενου όγκου (Costar)

Διαλύματα εργασίας

• Διάλυμα 1 Ν  NaOH. 4g NaOH διαλύονται σε 80 mL (ΙΗ2Ο. Το διάλυμα αφήνεται να 

κρυώσει, μεταφέρεται σε ογκομετρική φιάλη των 100 mL όπου συμπληρώνεται ο 

όγκος με (ΙΗ2Ο. Το διάλυμα διατηρείται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος.

• Διάλυμα 0.5 ΝΝ αΟ Η . Γίνεται αραίωση 1:1 (ν/ν) του διαλύματος IN NaOH με dH20 . 

Το διάλυμα διατηρείται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος.

• Διάλυμα 2%  N412CO 3. 2 g Na2C03 διαλυτοποιούνται σε 100 mL dH20 . Το διάλυμα 

διατηρείται στους 4°C.

• Διάλυμα 1%  κιτρικού νατρίου. 1.139 g κιτρικού νατρίου διαλυτοποιούνται σε 100 

mL dH20 . Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

«}II*ί
9 6



Μεθοδολογία

• Αιάλνμα 0.5% C uS0 4 σε 1%  κιτρικό νάτριο. 0.5 g CuS04 διαλυτοποιούνται σε 100 

mL 1% κιτρικού νατρίου. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

• Αιάλνμα εργασίας Λ. 2%  Na2CC>3 και 0.5% CuS04 σε αναλογία 50:1 (ν/ν). Σε 50 mL 

διαλύματος 2% Na2CC>3 προστίθεται 1 mL διαλύματος 0.5% CuS04. Το διάλυμα 

εργασίας παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του.

• Πρότυπο διάλυμα 100 pg/mL BSA σε 0.5 Ν Ν αΟ Η . 10 mg BSA διαλυτοποιούνται σε 

100 mL 0.5·Ν NaOH. Το διάλυμα διατηρείται στους -20°C.

• Αντιδραστήριο φαινόλης. Ορισμένος όγκος Folin & Ciocalteu’s αναμιγνύεται με ίσο 

όγκο dHiO. Το αντιδραστήριο παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του.

Αρχή της μεθόδου

Οι πρωτεΐνες αρχικά αντιδρούν με τα ιόντα Cu , σε αλκαλικό περιβάλλον, και στη 

συνέχεια ανάγουν το φωσφομολυβδαινικό-φωσφοβολφραμικό αντιδραστήριο με αποτέλεσμα 

το σχηματισμό μπλε χρώματος που απορροφά στα 720nm [495].

OH*
Πρωτεΐνη + Cu2* ------------------------------► Σύμπλοκο πρωτεΐνης-Cu2*

Σύμπλοκο πρωτεΐνης-Cu2* + Φωσφοβολφραμικό άλας Κυανό βολφραμίου Κ μολυβδαινίου

Πειραματική διαδικασία

Σε πλακίδιο ELISA 96 θέσεων τοποθετούνται 0 , 5 ,12 .5 ,25 , 37.5 και 50 pL πρότυπου 

διαλύματος 100 pg/mL BSA (0, 10, 25, 50, 75 και 100 pg BSA αντίστοιχα) και ο όγκος 

συμπληρώνεται μέχρι τα 50 pL με 0.5Ν NaOH. Αντίστοιχα αναμιγνύονται 5 pL δείγματος με 

ίσο όγκο IN NaOH και ο όγκος συμπληρώνεται μέχρι τα 50 pL με 0.5Ν NaOH. Το μίγμα 

αναμιγνύεται ισχυρά και αφήνεται για 60 min σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά την επώαση 

της μιας ώρας προστίθενται με πολυπιπέτα 250 pL του διαλύματος εργασίας σε κάθε θέση 

της πλάκας. Ακολουθεί ισχυρή ανάδευση και το πλακίδιο αφήνεται για 10 min σε 

θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια προστίθενται με πολυπιπέτα 25 pL αντιδραστηρίου
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φαινόλης σε κάθε θέση της πλάκας. Ακολουθεί ισχυρή ανάδευση και επώαση για 30 min σε 

θερμοκρασία δωματίου. Έπειτα το πλακίδιο εισάγεται στον μετρητή microELISA όπου 

φωτομετρείται στα 720 nm.

Επεξεργασία τω ν αποτελεσμάτων

Με βάση τις απορροφήσεις των προτύπων δειγμάτων σχεδιάζεται με τη βοήθεια 

ηλεκτρονικού υπολογιστή, η βέλτιστη ευθεία. Από την εξίσωση της πρότυπης καμπύλης και 

από τις απορροφήσεις των δειγμάτων υπολογίζονται τα mg/mL πρωτεΐνης που περιέχουν τα 

δείγματα.

Απομόνωση των λτποπρωτεΐνών με διαδοχικές υπερφυγοκεντρήσεις

Αντιδ ραστή ρια-Όργανα

• Φυγόκεντρος πάγκου (HermLe, Ζ 320)
• Υπερφυγόκεντρος (L7, Beckman)
• Κεφαλή υπερφυγοκέντρου (NVT-65, Beckman)
•  Σωλήνες υπερφυγοκέντρου (Quickseal, Beckman)
• Σωλήνες υπερφυγοκέντρου (Optiseal, Beckman)
• Αντιβιωτικό Garamycin, (Gentamicin sulfate, Schering-Plough)
• Titriplex m  (Merck)
•  KBr (Merck)
•  Μεμβράνη διαπίδυσης (Sigma)
• Φίλτρα διήθησης 0.20 μ (Coming)

Διαλύματα εργασίας

• Διάλυμα 10%  ED TA , p H  7.0. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 85.

• Διάλυμα K Br πυκνότητας 1.019 g/mL. 14.92 g KBr διαλυτοποιούνται σε dKbO μέχρι 

τελικό όγκο, 500 mL. Το διάλυμα αυτό περιέχει 5pL/mL 10% EDTA και 1.25 pL/mL 

Garamycin και διατηρείται στους 4°C.

• Διάλυμα K B r πυκνότητας 1.063 g/m L 45.99 g KBr διαλυτοποιούνται σε d Η ;0  μέχρι 

τελικό όγκο, 500 mL. Το διάλυμα αυτό περιέχει 5pL/mL 10% EDTA και 1.25 pL/mL 

Garamycin και διατηρείται στους 4°C.
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• Διάλυμα K Br πυκνότητας 1.210 g/mL. 159.03 g KBr διαλυτοποιούνται σε d EfeO 

μέχρι τελικό όγκο, 500 mL. Το διάλυμα αυτό περιέχει 5pL/mL 10% EDTA και 1.25 

pL/mL Garamycin και διατηρείται στους 4°C.

• Ρυθμιστικό διάλυμα 10 m M  P B S + 0.05%EDTA, p H  7.4. 8.1816 g NaCl, 1.3800 g 

NaH2P04H20 και 1.7795 g Na2HPC>42H20 διαλυτοποιούνται σε 800 mL dP^O και 

αφού ρυθμιστεί το pH σε 7.4 συμπληρώνεται ο όγκος στο 1 L με (ΙΗςΟ. Στο διάλυμα 

αυτό προστίθενται 5 mL διαλύματος 10% EDTA. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

• Μεμβράνη διαπίδυσης. Η μεμβράνη ενεργοποιείται σε PBS για 3 h και κατακρατά 

οποιοδήποτε συστατικό έχει μοριακό βάρος μεγαλύτερο από 12 kDa.

• To KBr. To KBr ξηραίνεται σε κλίβανο στους 100°C για 24 h και διατηρείται σε 

ξηραντήρα.

• Αντιβιω τικό Garamycin. Το διάλυμα περιέχει 40 mg θειικής γενταμυκίνης/mL και 

υπάρχει σε φιαλίδια των 2 mL.

Αρχή της μεθόδου

Ο διαχωρισμός των λιποπρωτεϊνών του πλάσματος με υπερφυγοκέντρηση βασίζεται 

στην παρατήρηση ότι διαφορές στο λιπιδιακό περιεχόμενο των λιποπρωτεϊνών έχουν ως 

αποτέλεσμα την επίπλευσή τους σε διαφορετικές πυκνότητες [496]. Απομονώνονται οι εξής 

λιποπρωτεΐνες στις αντίστοιχες πυκνότητες.

Λιποπρωτεΐνες Πυκνότητα (d=density)

VLDL + DDL 0.096-1,019 g/mL

LDL 1.019-1.063 g/mL

HDL 1.063-1.210 g/mL

Lp(a) 1.060-1.107 g/mL
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Πειραματική διαδικασία

Απομόνωση του πλάσματος

Η συλλογή του αίματος γίνεται σε πλαστικό σωληνάκι το οποίο περιέχει 10% EDTA 

σε αναλογία 100 pL για κάθε 10 mL αίματος. Το σωληνάκι φυγοκεντρείται στις 1500xg για 

20 min, σε θερμοκρασία δωματίου, σε φυγόκεντρο πάγκου για να καταβυθιστούν τα κύτταρα 

του αίματος. Το πλάσμα συλλέγεται με πιπέτα. Σ ’ αυτό προσθέτσνται 5 pL 10% EDTA και 

1.25 pL Garamycin ανά mL πλάσματος.

Απομόνωση της VLDL και IDL

Μετριέται ο όγκος του πλάσματος σε mL και πολλαπλασιάζεται με το συντελεστή

0.0212. Ο αριθμός που προκύπτει ισούται με τα g στερεού ΚΒγ που προσθέτονται στο 

πλάσμα ώστε η πυκνότητά του να γίνει 1.019 g/mL. Το πλάσμα μοιράζεται σε σωληνάκια 

υπερφυγοκέντρου Quickseal, ο όγκος των οποίων συμπληρώνεται με διάλυμα ΚΒγ 

πυκνότητας 1.019 g/mL. Τα σωληνάκια, αφού ζυγοσταθμιστούν, σφραγίζονται και 

τοποθετούνται σε υπερφυγόκεντρο, όπου φυγοκεντρούνται στις 40,000 rpm (152,000xg), για 

10 h, στους 14°C. Μετά το τέλος της υπερφυγοκέντρησης η VLDL έχει συγκεντρωθεί στην 

κορυφή του σωλήνα διαχωρισμένη από τα υπόλοιπα συστατικά του πλάσματος. Η VLDL 

συλλέγεται προσεκτικά με σύριγγα από την κορυφή του σωλήνα (2-2.5 mL). Στη συνέχεια 

συλλέγεται και το υπόλειμμα το οποίο περιέχει την LDL, HDL και άλλες πρωτεΐνες.

Απομόνωση της LDL

Μετριέται ο όγκος του υπολείμματος της πρώτης υπερφυγοκέντρησης σε mL και 

πολλαπλασιάζεται με το συντελεστή 0.060. Ο αριθμός που προκύπτει ισούται με τα g 

στερεού ΚΒγ που προσθέτονται στο υπόλειμμα ώστε η πυκνότητά του να μεταβληθεί από 

1.019 σε 1.063 g/mL. Το υπόλειμμα μοιράζεται σε σωληνάκια υπερφυγοκέντρου Optiseal. ο 

όγκος των οποίων συμπληρώνεται με διάλυμα ΚΒγ πυκνότητας 1.063 g/mL Τα σωληνάκια, 

αφού ζυγοσταθμιστούν, σφραγίζονται και τοποθετούνται σε υπερφυγόκεντρο, όπου
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φυγοκεντρούνται στις 40,000 rpm (152,000xg), για 10 h, στους 14°C. Μετά το τέλος της 

υπερφυγοκέντρησης η LDL έχει μαζευτεί στην κορυφή του σωλήνα διαχωρισμένη από τα 

υπόλοιπα συστατικά του πλάσματος. Η LDL συλλέγεται προσεκτικά με σύριγγα από την 

κορυφή του σωλήνα (2-2.5 mL).

ι Έκπλυση της LDL

• <

Η απομονωμένη LDL υπερφυγοκεντρείται ακόμα μία φορά ώστε να καθαριστεί όσο 

! το δυνατό περισσότερο από την αλβουμίνη του πλάσματος. Η LDL μοιράζεται σε σωληνάκια 

υπερφυγοκέντρου Optiseal, ο όγκος των οποίων συμπληρώνεται με διάλυμα KBr πυκνότητας 

1 1.063 g/mL. Τα σωληνάκια, αφού ζυγοσταθμιστούν, σφραγίζονται και τοποθετούνται σε

υπέρφυγόκεντρο, όπου φυγοκεντρούνται στις 40,000 rpm (152,000xg), για 10 h, στους 14°C. 

Μετά το τέλος της υπερφυγοκέντρησης η LDL έχει μαζευτεί στην κορυφή του σωλήνα απ’ 

όπου συλλέγεται με σύριγγα (2-2.5 mL). Ακολουθεί διαπίδυση της LDL για 24 h στους 4°C 

στο σκοτάδι έναντι ρυθμιστικού διαλύματος PBS 10 mM, pH 7.4 και μέτρηση της πρωτεΐνης 

■ με τη μέθοδο BCA.
ι

Απομόνωση της HDL
ί

1 Μετριέται ο όγκος του υπολείμματος της δεύτερης υπερφυγοκέντρησης σε mL και

πολλαπλασιάζεται με το συντελεστή 0.2199. Ο αριθμός που προκύπτει ισούται με τα g 

στερεού KBr που προσθέτονται στο υπόλειμμα ώστε η πυκνότητά του να μεταβληθεί από 

1.063 σε 1.210 g/mL. Το υπόλειμμα μοιράζεται σε σωληνάκια υπερφυγοκέντρου Optiseal, ο 

' όγκος των οποίων συμπληρώνεται με διάλυμα KBr πυκνότητας 1.210 g/mL. Τα σωληνάκια, 

ί αφού ζυγοσταθμιστούν, σφραγίζονται και τοποθετούνται σε υπερφυγόκεντρο, όπου 

φυγοκεντρούνται στις 40,000 rpm (152,000xg), για 10h, στους 14°C. Μετά το τέλος της 

υπερφυγοκέντρησης η HDL έχει μαζευτεί στην κορυφή του σωλήνα διαχωρισμένη από τα 

υπόλοιπα συστατικά του πλάσματος. Η HDL συλλέγεται προσεκτικά με σύριγγα από την 

κορυφή του σωλήνα (2-2.5 mL).
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Έ κπλυση της HDL

Η απομονωμένη HDL υπερφυγοκεντρείται ακόμα μία φορά ώστε να καθαριστεί όσο 

το δυνατό περισσότερο από την αλβουμίνη του πλάσματος. Η HDL μοιράζεται σε σωληνάκια 

υπερφυγοκέντρου Optiseal, ο όγκος των οποίων συμπληρώνεται με διάλυμα ΚΒγ πυκνότητας 

1.210 g/mL. Τα σωληνάκια, αφού ζυγοσταθμιστούν, σφραγίζονται και τοποθετούνται σε 

υπερφυγόκεντρο, όπου φυγοκεντρούνται στις 40,000 rpm (152,000xg), για 10 h, στους 14°C. 

Μετά το τέλος της υπερφυγοκέντρησης η HDL έχει μαζευτεί στην κορυφή του σωλήνα απ’ 

όπου συλλέγεται με σύριγγα (2-2.5 mL). Ακολουθεί διαπίδυση της HDL για 24 h στους 4°C 

στο σκοτάδι έναντι ρυθμιστικού διαλύματος PBS 10 mM, pH 7.4 και μέτρηση της πρωτεΐνης 

με τη μέθοδο BCA.

Οξείδωση της LDL και της HDL παρουσία των PMPs 

Αντιδραστήρια- Όργανα

•  Απομονωμένη LDL
• Απομονωμένη HDL
• C11SO4 (Μ.Β. 159.61 g/mol, Riedel-deHaen)
•  Μεμβράνη διαπίδυσης (Sigma)
• Φίλτρα διήθησης 0.20 μ (Coming)
•  Πλακίδιο microELISA 96 θέσεων (Costar, Maxisorp)
• Μετρητής microELISA (Spectra Max 190, Molecular Devises)

Διαλύματα Εργασίας

• Διάλυμα 10% E D T A ,pH  7.0. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 85.

• Ρ υθμιστικό διάλυμα 10 m M  PBS, p H  7.4. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 84.

•  Διάλυμα 20 m M  CuSO4. 0.0319 g CUSO4 διαλυτοποιούνται σε 100 mL dH:0 

δίνοντας διάλυμα 20 mM CUSO4. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

•  Διάλυμα 0.5 m M  CuSO4. 0.25 mL του διαλύματος 20 mM Q 1SO4 προσθέτονται σε 10 

mL dH20 δίνοντας διάλυμα 0.5 mM CUSO4. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.
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•  Απομονωμένη LDL. Η LDL απομονώνεται υπερφυγοκεντρικά, όπως έχει περιγραφεί 

και διατηρείται στο ψυγείο, στους 4°C, παρουσία EDTA 0.05%.

• Απομονωμένη HDL. Η HDL απομονώνεται υπερφυγοκεντρικά, όπως έχει περιγραφεί 

και διατηρείται στο ψυγείο, στους 4°C, παρουσία EDTA 0.05%.

• Μ εμβράνη διαπίδυσης. Η μεμβράνη ενεργοποιείται σε PBS για 3 h και κατακρατά

οποιοδήποτε συστατικό έχει μοριακό βάρος μεγαλύτερο από 12 kDa.
♦ «

Αρχή της μεθόδου

' Η οξειδωτική τροποποίηση των λιποπρωτεϊνών (LDL και HDL) επιτυγχάνεται με την

ί επώασή τους, σε κατάλληλες συνθήκες, με ιόντα Cu στους 37°C. Η παρακολούθηση της 

οξείδωσης γίνεται στα 234 nm, περιοχή όπου απορροφούν τα συζυγή διένια που
!

σχηματίζονται από τις λιποπρωτεΐνες κατά την υπεροξείδωση των ενδογενών πολυακόρεστων

λιπαρών οξέων.
ί

Πειραματική διαδικασία

ί
Προετοιμασία της LDL για  οξείδωση

|

Οι απομονωμένες λιποπρωτεΐνης (LDL και HDL) διατηρούνται στους 4°C παρουσία 

1 EDTA 0.05%, οπότε πριν την οξείδωση υφίσταται εκτενή διαπίδυση για την απομάκρυνση 

του EDTA. Μεταφέρονται χωριστά σε μεμβράνη διαπίδυσης και τοποθετούνται σε ποτήρι 

ι που περιέχει 200πλάσιο όγκο, σε σχέση με τον όγκο της LDL, PBS 10 mM, pH 7.4. Η 

i διαπίδυση γίνεται στους 4°C, υπό συνεχή ανάδευση. Μετά από 5 h το PBS αντικαθιστάται με 

ι καινούργιο και η διαπίδυση συνεχίζεται για άλλες 19 h. Μετά το τέλος της διαπίδυσης οι 

LDL και η HDL συλλέγονται προσεκτικά με σύριγγα και διηθείται από φίλτρο 0.20 μ. 

Ακολουθεί προσδιορισμός της πρωτεΐνης της LDL ή της HDL με τη μέθοδο BCA.
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Οξείδωση της LDL και της HDL

Οι LDL και HDL αραιώνονται στα 100 μg πρωτεΐνης/mL με την προσθήκη 

κατάλληλου όγκου PBS 10 mM, pH 7.4. Η οξείδωση αρχίζει με την προσθήκη διαλύματος 

0.5 mM CUSO4, δίνοντας τελική συγκέντρωση ιόντων 5 μΜ Cu2+, παρουσία διάφορες 

συγκέντρωσης PMPs ή oxPMPs (0-100 pg πρωτεΐνης/mL). Η οξείδωση των PMPs (100 pg 

πρωτεΐνης/mL, oxPMPs) πραγματοποιείται με την προσθήκη διαλύματος 0.5 mM C11SO4, 

δίνοντας τελική συγκέντρωση ιόντων 5 μΜ Cu2+, για 3 h στους 37°C. Ο έλεγχος της 

οξείδωσης των PMPs έγινε με την έκφραση της αννεξίνης-V με χρήση κυτταρομετρία ροής. 

Στην συνέχεια, οι απομονωμένες λιποπρωτεΐνης τοποθετούνται σε πλακίδιο microELISA 96 

θέσεων στους 37°C για 3 h παρουσία των PMPs ή των oxPMPs σε διάφορες συγκεντρώσεις. 

Η οξείδωση παρακολουθείται στα 234 nm με καταγραφή της σιγμοειδούς καμπύλης 

παραγωγής των συζυγών διενίων κάθε 10 min.

Τερματισμός της οξείδωσης

Η οξείδωση της LDL αλλά και της HDL σταματά με την προσθήκη 5 pIVmL 

διαλύματος 10% EDTA, pH 7.0, δίνοντας τελική συγκέντρωση EDTA 0.05%. Η οξειδωμένη 

LDL (oxLDL) ή η οξειδωμένη μορφή της HDL παρουσία και απουσία των PMPs είτε 

κατεργάζονται αμέσως ή διατηρούνται στους 4°C.

Ηλεκτροφόρηση λιποπρωτεΐνών σε πήκτωμα αγαρόζης

Αντιδραστήρια-Όργανα

•  Συσκευή ηλεκτροφόρησης Sebia -Κ20
• Τροφοδοτικό
•  Εμπορική συσκευασία Kit ηλεκτροφόρησης Hydragel Lipo + Lp(a) (Sebia) που 

περιλαμβάνει:
1. 10 πλάκες με πήκτωμα αγαρόζης, έτοιμες για χρήση
2. Φιαλίδια συμπυκνωμένου ρυθμιστικού διαλύματος Tris-βαρβιτουρικού
3. Φιαλίδια συμπυκνωμένης χρωστικής 3% Sudan black
4. Διάλυμα χρώσης
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5. Ειδική μεμβράνη με θέσεις τοποθέτησης των δειγμάτων
6. Διηθητικά χαρτιά

• Διάλυμα αιθανόλης (45%) σε <1Η2θ (ν/ν)

Διαλύματα Εργασίας
Λ

• Φιαλίδια συμπυκνωμένου ρυθμιστικού διαλύματος Tris-βαρβιτουρικού. Το 

περιεχόμενο κάθε φιολιδίου αραιώνεται στα 1,000 mL με dH^O.

ι' ·  Διάλυμα'χρώσης. Η παρασκευή του διαλύματος χρώσης γίνεται ως εξής: Σε κωνική 

) φιάλη αναμιγνύονται 160 mL απόλυτης αιθανόλης με 2 mL 3% Sudan black. Υπό

συνεχή ισχυρή ανάδευση ακολουθεί προσθήκη 140 mL dl^O .

i\
Αρχή της μεθόδου

ι

)
Η ηλεκτροφόρηση είναι ποιοτική κυρίως μέθοδος διαχωρισμού των λιποπρωτεϊνών με 

βάση το ηλεκτρικό φορτίο και το μέγεθος τους. Κατά την ηλεκτροφόρηση των 

‘ λιποπρωτεϊνών μεταναστεύουν και οι πρωτεΐνες του πλάσματος όμως η χρωστική που 

χρησιμοποιείται χρωματίζει μόνο λιπίδια.

/

Δ είγμα '

ι
Χρησιμοποιείται ορός ή πλάσμα με EDTA καθώς και απομονωμένες λιποπρωτεΐνες 

Lp(a), HDL, για το έλεγχο της καθαροτητάς τους, αλλά και για την οξειδωτική τροποποίηση 

των λιποπρωτεϊνών. Η συντήρηση των δειγμάτων γίνεται στους 4°C το πολύ για 3 μέρες.
ί

Η ηλεκτροφόρηση ενός νορμολιπιδαιμικού ατόμου με Lp(a) θα είναι ως εξής (σε αυτό το
■>

j πήκτωμα φαίνονται όλες οι λιποπρωτεΐνης αλλά και η oxLDL)
I
ι
I
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Εκτέλεση της ηλεκτροφόρησης

Η πλάκα με το πήκτωμα αγαρόζης τοποθετείται σε επιφάνεια καθαρισμένη εκ των 

προτέρων με αιθανόλη (45%). 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 μ ι  ενώ 

για άλλο υλικό δεν πρέπει να ξεπερνά τα 10 pL. Χρησιμοποίηση μεγάλων ποσοτήτων 

δείγματος έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση ουρών που καθιστούν δύσκολη την ταυτοποίηση 

των λιποπρωτεϊνών. Τα δείγματα αφήνονται για 7 min ώστε να προσροφηθούν πλήρως στην 

αγαρόζη. Στη συνέχεια αφαιρείται η ειδική μεμβράνη και το πήκτωμα είναι έτοιμο για την 

ηλεκτροφόρηση. Σε κάθε διαμέρισμα της συσκευής ηλεκτροφόρησης προστίθενται 150 mL 

ρυθμιστικού διαλύματος Tris-βαρβιτουρικού και το πήκτωμα της αγαρόζης τοποθετείται 

ανεστραμένη πάνω στη γέφυρα της ηλεκτροφόρησης με τα δείγματα προς την καθοδική 

πλευρά.
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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 λιποπρωτεΐνών

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 

αιθανόλη (45%) για 5 min. Η περίσσεια της αιθανόλης στεγνώνεται σε ρεύμα θερμού αέρα.

Έλεγχος της καθαρότητας των απομονωμένων λιποπρωτεΐνών

Μία υπερφυγοκεντρικά απομονωμένη λιποπρωτεΐνη για να θεωρηθεί καθαρή πρέπει 

να δίνει .μία και μόνο ζώνη στο πήκτωμα 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 λιποπρωτέΐνες.

Έλεγχος της οξειδωτικης τροποποίησης τω ν λιποπρωτεΐνών (LDL)

Η μετανάστευση της LDL και της oxLDL μελετήθηκε με πήκτωμα αγαρόζης και 

προσδιορίστηκε η σχετική ηλεκτοφορητική κινητικότητα (REM), παρουσία ή απουσία των 

PMPs.

I
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Μελέτη της πρόσθεσης (binding) του επισημασμένου με FITC LDL στα 

PMPs με χρήση κυτταρομετρίας ροής

Αντιδραστήρια -Όργανα

•  CD61-PerCP (Becton Dickinson)
• Απομονωμένη LDL
• FITC, isomer on celite 10% (Calbiochem)
• Σωληνάκια πολυστυρενίου των 5 mL (12x75 mm, Becton Dickinson)
•  Cell Quest πρόγραμμα (Becton Dickinson)
• Μικροφυγόκεντρος eppendorf
• Κυτταρόμετρο ροής FACScalibur (Becton Dickinson)

Διαλύματα εργασίας

• Ρ υθμιστικό διάλυμα 10 m M P B S (pH 7.4). Όπως περιγράφεται στην σελίδα 84.

• Αιάλυμα 5% 5 g Na2C03 διαλυτοποιείται σε 100 mL Η2Ο. Το διάλυμα

διατηρείται στους 4°C.

Αρχή της μεθόδου

Η επισήμανση της LDL με τη φθορίζουσα ουσία (FITC) μας δίνει τη δυνατότητα να 

μελετήσουμε την πρόσδεση της LDL τόσο στα αιμοπετάλια όσο και στα PMPs.

Επισήμανση LDL με FITC

Η επισήμανση της LDL με FITC έγινε σύμφωνα με την μεθόδο που περιγράφουν οι 

Smythe et al. [497]. Η απομονωμένη LDL (με πρωτεΐνη περίπου 2.3 mg/mL) υποβλήθηκε σε 

διαπίδυση για 24 h στους 4°C στο σκοτάδι έναντι ρυθμιστικού διαλύματος PBS 10 mM. pH 

8.6 (το pH ρυθμίστηκε με 5% Na2C03), με δυο αλλαγές.

Η επισήμανση της LDL γίνεται ως εξής: αρχικά ρυθμίζεται το pH του ρυθμιστικού 

διαλύματος PBS με διάλυμα 5% Na2C03 στο 8.6 (Ρυθμιστικό PBS-NajCOj). Επίσης 

προστίθεται ορισμένη ποσότητα celite-FITC στο διάλυμα PBS-NaiC03 υπό ισχυρή
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ανάδευση. Η συγκέντρωση του celite-FITC δεν πρέπει να ξεπερνά τα 2mg/mL. Σε eppendorf 

που περιέχει LDL (τελική συγκέντρωση 1.4 mg/mL) προσθέτουμε στάγδην, τέτοια ποσότητα 

celite-FITC ώστε η τελική συγκέντρωση του να είναι 0.2 mg/mL. Τα eppendorf επωάζονται 

σε θερμοκρασία δωματίου για 60 min υπό περιοδική ανάδευση στο σκοτάδι. Ακολουθεί μια 

φυγοκέντρηση στα 10,000xg (σε μικροφυγόκεντρο eppendorf) για 5min, και στη συνεχεία το 

υπερκείμενο υποβάλλεται σε διαπίδυση. Η διαπίδυση γίνεται έναντι 2 L PBS 10 mM, pH 8,6 

με δυο αλλαγές *γΐα 24 h στους 4°C στο σκοτάδι. Μετά από την διαπίδυση γίνεται μια 

φυγοκέντρηση στα 10,000xg (σε μικροφυγόκεντρο eppendorf) για 1 min και φυλάσσεται 

στους 4°C. Η LDL-FITC χρησιμοποιείται μέσα σε δυο ημέρες μετά από την επισήμανση.

Πειραματική διαδικασία

Τα PMPs (100 pg πρωτεΐνης/mL) επωάζονται με LDL-FITC σε διαφορές 

συγκεντρώσεις (50-400 pg πρωτεΐνης/mL) σε eppendorf για 1 h στους 37°C. Μεταφέρονται 

50 pL σε σωληνάκια της Becton Dickinson, που περιέχει 5 pL του anti-CD61 και επωάζονται 

για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου. Στην συνεχεία ακολουθεί αραίωση 1:10 με PBS 10 

mM, pH 7.4 και ανάλυση στο κυτταρόμετρο. Ως θετικό control χρησιμοποιήθηκαν τα 

πλυμένα αιμοπετάλια, ενώ η πρόσδεση μελετήθηκε με τον ίδιο τρόπο που περιγράφεται 

παραπάνω. Ως αρνητικό δείγμα έλεγχου χρησιμοποιήθηκε το IgG του οποίου η πρόσδεση 

ήταν αμελητέα.

Προσδιορισμός ενεργότητας της PAF-AH

Αντιδραστήρια- Όργανα

• Μετρητής υγρού σπινθηρισμού, Packard (TriCarb 2100 TR)
• Μικροφυγόκεντρος για eppendorf
• Υδατόλουτρο 37°C
• Φιαλίδια σπινθηρισμού των 4 mL
• PAF (1-0-δεκαεξάκολο-2-ακετυλο-8η-γλυκερο-3-<ρωσφοχολίνη, Μ.Β. 523.7 g/mol, 

Sigma)



Μεθοδολογία

•  Πρότυπο διάλυμα [3H]-PAF (1-0-δεκαεξέκυλο-2-[3Ηακετυλο]-8η-γλυκερο-3- 
φωσφοχολίνη, 0.25 mCi/0.5 mL, 10 Ci/mmol, DuPont New England Nuclear Boston 
MA)

•  Υγρό σπινθηρισμού, Sdntilation liquid Optiphase Hisafe 3
•  Τριχλωροξεικό οξύ (TCA, Merck)
• Αλβουμίνη βοδινού ορού ελεύθερη λιπαρών οξέων ( FFA BSA, Sigma)
•  HEPES (Ci8Hi8N20 4S, Μ.Β. 238.31 g/mol, Sigma)

Διαλύματα εργασίας

•  Διάλυμα 20 m M P AF . Όπως περιγράφεται στην σελίδα 90.

•  Διάλυμα 20% TCA. 20 g TCA διαλυτοποιούνται σε 100 mL Η20 . Το διάλυμα 

διατηρείται στους 4°C.

•  Διάλυμα 2.5 mg/mL B SA . Όπως περιγράφεται στην σελίδα 90.

•  Διάλυμα 100 mg/mL BSA. 1 g BSA διαλυτοποιείται σε 10 mL φυσιολογικό ορό. Το 

διάλυμα διατηρείται στους -20°C.

•  Ρ υθμιστικό διάλυμα Hepes p H  7.4. Διαλύονται 1.0009 g Hepes, 8.0063 g NaCl,

0.1939 g KC1 και 0.7445 g Titriplex ΠΙ σε 1 L dH20. To pH ρυθμίζεται στο 7.4 και το 

διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

• Διάλυμα 1000 μ Μ  fH J-PAF. Σε πλαστικό σωληνάκι πολυπροπυλενίου 

αναμιγνύονται 50 μ ί  από τον 20 mM PAF με 15.5 μ ι  από το πρότυπο διάλυμα [3Η]- 

PAF. Εξατμίζονται μέχρι ξηρού σε ρεύμα Ν2 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.

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 ραδιοσημασμένων 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 [3H]-PAF και του
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παραγόμενου lyso-PAF, οι οποίοι βρίσκονται δεσμευμένοι σε BSA που μετουσιώνεται και 

καταβυθίζεται από το TCA [498].

Πειραματική διαδικασία

Προετοιμασία δειγμάτων

Ως πηγή του ένζυμου χρησιμοποιούνται:

1. 8 pg πρωτεΐνης LDL, 8 pg πρωτεΐνης HDL, 8 pg πρωτεΐνης PMPs και 8 pg πρωτεΐνης 

oxPMPs τα οποία αναμιγνύονται με ρυθμιστικό διάλυμα Hepes pH 7.4 μέχρι τελικού όγκου 

90 μ ί ή

2. 85 pL εναιωρήματος αιμοπεταλίων (ενεργοποιημένα η μη) ή και το κυτταρικό λύμα 

των αιμοπεταλίων στα όποια προστίθοονται 5 pL 10% EDTA ή

3. 85 pL υπερκείμενου ή λυμμένων κυττάρων, στα οποία προσθέτονται 5 pL 10% 

EDTA.

Παράλληλα ετοιμάζεται και δείγμα ελέγχου (τυφλό) όπου περιέχει 90 pL Hepes pH 

7.4. Τα eppendorf τοποθετούνται σε υδατόλουτρο. Η ενζυμική αντίδραση ξεκινά με την 

προσθήκη 10 pL [3H]-PAF σε δείγμα και τυφλό ενώ ακολουθεί επώαση στους 37°C για 10 

min ακριβώς για τα δείγματα με την LDL και για 1 h ακριβώς για τα δείγματα με την HDL, 

τα PMPs και κυττάρων. Μόλις συμπληρωθεί ο απαραίτητος χρόνος επώασης, η ενζυμική 

αντίδραση σταματά με την προσθήκη 20 pL διαλύματος 100 mg/mL BSA. Στη συνέχεια τα 

eppendorf αναδεύονται ισχυρά σε Vortex και τοποθετούνται σε θερμοκρασία 4°C 

(παγόλουτρο) για 15 min τουλάχιστον. Έπειτα προστίθενται 80 pL διαλύματος 20% TCA, τα 

eppendorf αναδεύονται ισχυρά σε Vortex και τοποθετούνται σε θερμοκρασία 4°C για άλλα 

30 min τουλάχιστον. Ακολουθεί φυγοκέντρηση, σε μικροφυγόκεντρο eppendorf, σε 10,000 

rpm (7,200xg) για 3.5 min ώστε να καταβυθιστούν οι πρωτεΐνες. Στην συνέχεια 100 pL 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 

; (counts/min, cpm).
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Υπολογισμός ειδικής ενεργότητας (Ε.Ε.)

Στο μετρητή υγρού σπινθηρισμού μετρούνταν οι κρούσεις που δίνουν τα 10 pL των 

διαλυμάτων [3H]-PAF 1000 μΜ για τον υπολογισμό της ειδικής ενεργότητας (Ε.Ε.). Έτσι, π.χ 

τα 10 pL [3H]-PAF 100 μΜ περιέχουν 10 nmol [3H]-PAF, άρα:

cPmst
Ε.Β. (cpm/nmol) ---------

10

Υπολογισμός ενζυμικής ενεργότητας

Στο μετρητή υγρού σπινθηρισμού μετρούνται οι κρούσεις των 100 pL του δείγματος 

(cpms) και του δείγματος ελέγχου (cpmT). Πριν από την μέτρηση υπήρχε συνολικά όγκος 200 

pL, ο οποίος δίνει 2 x cpm$ κρούσεις από τις οποίες αφαιρούνται οι κρούσεις που οφείλονται 

στο δείγμα ελέγχου (τυφλό) 2 x cpmx. Άρα, οι καθαρές κρούσεις που οφείλονται στο δείγμα 

είναι 2 χ (cpms- cpmT). Έτσι η ενεργότητα της PAF-AH υπολογίζεται από τον παρακάτω 

τύπο:

(cpnic-cpm) χ 1000 
Ενεργότητα PAF-AH = 2 — — —■

Ε.Ε. χ α χ β

οπού 1000, είναι ο συντελεστής για την μετατροπή των pg πρωτεΐνης σε mg, ή των μ ί  

εναιωρήματος σε mL

α, είναι τα pg πρωτεΐνης ή τα pL εναιωρήματος 

β, είναι ο χρόνος επώασης του δείγματος σε min
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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.

Απενεργοποίηση της PAF-AH «τον ορό εμβρύου μόσχου (FCS)

♦ «

Αντιδραστήρια-Όργανα

• Ορός εμβρύου μόσχου (FCS, Gibco-BRL)
• Pefabloc (4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride, M.B. 279 g/mol, Merck)
•  Μεμβράνη διαπίδυσης (Sigma). Η μεμβράνη ενεργοποιείται σε PBS για 3h και
• κατακρατά οποιονδήποτε συστατικό έχει μοριακό βάρος μεγαλύτερο από 12kDa
• Φίλτρα διήθησης 0.20 μ (Coming)

Διαλύματα εργασίας

• Ρυθμιστικό διάλυμα P B S 10 mM, p H  7.4. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 84.

•  Διάλυμα 100 m M  Pefabloc. 0.0187 g Pefabloc διαλύονται σε 670.25 μΈ dH^O. To 

διάλυμα διατηρείται στους 4°C.
m

Πειραματική διαδικασία

Η απενεργοποίηση της PAF-AH του FCS επιτυγχάνεται με την προσθήκη διαλύματος 

100 mM Pefabloc, 10 pL/mL, δίνοντας τελική συγκέντρωση 1 mM Pefabloc. Το μίγμα 

επωάζεται στους 37°C για 1 h. Μετά το τέλος της απενεργοποίησης της ενδογενούς PAF-AH, 

το FCS υποβάλλεται σε εκτενή διαπίδυση για την απομάκρυνση της περίσσειας του Pefabloc. 

To FCS μεταφέρεται σε μεμβράνη διαπίδυσης και τοποθετείται σε ποτήρι που περιέχει 

200πλάσιο όγκο, σε σχέση με τον όγκο της, 10 mM PBS, pH 7.4. Η διαπίδυση γίνεται στους 

4°C, υπό συνεχή ανάδευση. Μετά από 5 h το PBS αντικαθιστάται με καινούριο και η 

διαπίδυση συνεχίζεται για άλλες 19 h. Μετά το τέλος της διαπίδυσης το FCS συλλέγεται

1 προσεκτικά με σύριγγα και διηθείται από φίλτρο 0.20 μ υπό στείρες συνθήκες.
I

ί
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Απομόνωση μονοκυττάρων με FICOLL

Αντιδ ρ αστή ρια-Ό ργονα

• Αποστειρωμένο ρυθμιστικό διάλυμα 10Χ PBS (G1BCO BRL)
• Αποστειρωμένο διάλυμα FICOLL (BIOCHROM )
•  Θρεπτικό υλικό R PM I1640 με L- γλουταμίνη (GDBCO BRL)
•  Αποστειρωμένο dFLO (Fresenius Kabi)
•  Giemsa (Ferak Berlin)
•  Titriplex ΙΠ (Merck)
• Αντιβιωτικό Garamycin, (Gentamicin sulfate, Schering-Plough).
•  Αποστειρωμένα σωληνάκια με αντιπηκτικό EDTA (Becton Dickinson)
•  Αποστειρωμένοι κωνικοί βαθμονομημένοι σωλήνες των 15 mL και 50 mL (Coming)
• Πλακίδια καλλιέργειας κυττάρων 24 θέσεων (18x10 mm, Primaria Falcon)
•  Αποστειρωμένα σιφώνια των 5 ,10 ,25  mL
• Θάλαμος νηματικής ροής (Class Π, Type Α/Β3, NUAIRE)
• Κλίβανος επώασης με ατμόσφαιρα 5% σε CO2 (NUAIRE)
• Ανάστροφο μικροσκόπιο (AKriiss Optrometics)
•  Κλίβανος υγρής αποστείρωσης
• Ορός εμβρύου μόσχου, θερμικά απενεργοποιημένος (FCS, Gibco-BRL)
• CCR2-PE (R&D Systems)
• CD14-FITC (Pharmingen, Becton Dickinson)
•  Φυγόκεντρος πάγκου (HermLe, Z 320)
• PAF (1-0-δεκαεξάκυλο-2-ακετυλο-8η-γλυκερο-3-φωσφοχολίνη, M.B. 523.7 g/mol, 

Sigma)

Διαλύματα εργασίας

•  Ρ υθμιστικό διάλυμα PBS. Προκύπτει με αραίωση 1/10 (ν/ν), έτοιμου

αποστειρωμένου 10Χ PBS, με αποστειρωμένο (ΙΗ2Ο. Η αραίωση γίνεται υπό στείρες 

συνθήκες. Το διάλυμα φυλάσσεται σε θερμοκρασία δωματίου.

•  Αποστειρω μένο διάλυμα 100Χ EDTA. 2 g EDTA διαλύονται σε 80 mL dH^O. 

Ρυθμίζεται το pH στο 7.4 και ο όγκος συμπληρώνεται μέχρι τα 100 mL. Το διάλυμα 

αποστειρώνεται στον κλίβανο υγρής αποστείρωσης και φυλάσσεται σε θερμοκρασία 

δωματίου.

•  Ρυθμιστικό διάλυμα PBS-10% EDTA. 100 mL 10Χ PBS και 10 mL 100X EDTA 

αναμιγνύονται με αποστειρωμένο dlLO, μέχρι τελικού όγκου 1000 mL. Η ανάμειξη 

γίνεται υπό στείρες συνθήκες. Το διάλυμα φυλάσσεται σε θερμοκρασία δωματίου.
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• Α νηβιω τικό Garamycin. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 99.

• Θ ρεπτικό υλικό R PM I εργασίας. Σε 500 mL RPMI με L- γλουταμίνη προστίθενται 

250 pL garamycin. Η ανάμιξη γίνεται υπό στείρες συνθήκες. Το θρεπτικό υλικό RPMI 

εργασίας φυλάσσεται στους 4°C.

• RPM I εργασίας- 10% FCS. Σε 45 mL RPMI εργασίας προστίθεται 5 mL FCS. Το 

διάλυμα παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του.

• Αιάλυμα ' Giemsa. 10 μΐ. Giemsa αναμιγνύονται με 490 pL αποστειρωμένου 

διαλύματος 10 mM PBS. Το διάλυμα παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του.

• Α ιάλυμα-λύσης των κυττάρω ν. 10 pL Triton Χ-100 και 1 mL 10% EDTA 

αναμιγνύονται με 9 mL (ΙΗ2Ο. Το διάλυμα φυλάσσεται στους 4°C.

• Ρυθμιστικό διάλυμα P B S 10 mM, p H  7.4. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 84.

• Αιάλυμα 2.5 mg/mL B SA . Όπως περιγράφεται στην σελίδα 90.

• Αιάλυμα 40 μ Μ  και 20 μΜ  PAF. 100 pL από τον PAF (40 μΜ και 20 μΜ σε 

αιθανόλη) εξατμίζονται σε ρεύμα Ν 2. Στην συνέχεα αναδιασπείρεται ο PAF σε 100 pL 

2.5 mg/mL BSA δίνοντας μια συγκέντρωση όμοια με την αρχική. Τα δείγματα αυτά 

τοποθετούνται σε υδατόλουτρο με θερμοκρασία 37°C για 30 min. Ακλουθεί ισχυρό 

vortex και το διαλύμα φυλάσσεται στους -4°C.

9

Πειραματική διαδικασία 

Απομόνωση μονοκυττάρων

Χρησιμοποιείται φρέσκο αίμα το οποίο συλλέγεται σε αποστειρωμένα σωληνάκια των 

8 mL που περιέχουν αντηπηκτικό EDTA. Συνολικά για κάθε παρασκευή μονοκυττάρων 

χρησιμοποιούνται 6-8 σωληνάκια αίμα. Όλη η διαδικασία απομόνωσης μονοκυττάρων 

γίνεται υπό στείρες συνθήκες, στο χώρο ιστοκαλλιεργειών, στο θάλαμο νηματοειδούς ροής.

I Ο χώρος καθαρίζεται με αιθανόλη (70%) πριν από τη χρήση του. Το αίμα συλλέγεται σε
I
ι αποστειρωμένα σωληνάκια που περιέχουν αντιπηκτικό. Ακολουθεί φυγοκέντρηση αυτού στις 

J 1500xg για 20 min, σε θερμοκρασία δωματίου, σε φυγόκεντρο πάγκου για να καταβυθιστούν 

τα κύτταρα του αίματος. Μετά την απομάκρυνση του πλάσματος το εναιώρημα των 

κυττάρων του αίματος προστίθεται, με τη βοήθεια αποστειρωμένου σιφωνιού των 10 mL, σε
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κωνικό βαθμονομημένο αποστειρωμένο σωλήνα των 50 mL όπου αναμιγνύεται με το 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS-EDTA μέχρι τελικού όγκου 25 mL. Τα 25 mL επιστοιβάζονται στη 

συνέχεια με μεγάλη προσοχή σε 19 mL Ficoll που βρίσκονται σε κωνικό σωλήνα των 50 mL. 

Η επιστοίβαση γίνεται με πλαστικό αποστειρωμένο σιφώνι των 25 mL. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στα l,000xg για 25 min σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά το πέρας της 

φυγοκέντρησης στον πυθμένα του σωλήνα βρίσκονται τα ερυθροκύτταρα και τα 

πολυμορφοπύρηνα λευκοκύτταρα. Πάνω από αυτά βρίσκονται επιστοιβασμένα τα 

αιμοπετάλια και περίπου στη μέση του σωλήνα υπάρχει ο δακτύλιος των μονοκυττάρων μαζί 

με τα λεμφοκύτταρα. Πάνω από αυτή υπάρχει διαυγές διάλυμα PBS το οποίο αφαιρείται με 

πιπέτα Pasteur υπό κενό. Στη συνέχεια συλλέγεται κατά το δυνατό ποσοτικά και χωρίς πολλές 

προσμίξεις με ερυθροκύτταρα η στιβάδα των μονοκυττάρων και λεμφοκυττάρων, η οποία 

μεταφέρεται σε νέο κωνικό σωλήνα. Ο όγκος συμπληρώνεται στα 50 mL με διάλυμα PBS- 

EDTA και ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 340xg για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά 

την έκπλυση απομακρύνεται το υπερκείμενο με άντληση υπό κενό και τα κύτταρα 

αναδιασπείρονται στα 50 mL με το ρυθμιστικό διάλυμα PBS-EDTA με τη βοήθεια πλαστικού 

αποστειρωμένου σιφωνιού. Ακολουθεί νέα φυγοκέντρηση στα 290xg για 10 min σε 

θερμοκρασία δωματίου. Μετά την έκπλυση απομακρύνεται το υπερκείμενο με άντληση υπό 

κενό και γίνεται αναδιασπορά των κυττάρων σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS-EDTA μέχρι τα 50 

mL και ακολουθεί νέα φυγοκέντρηση στα 160xg για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου. Με 

τη μέθοδο αυτή των διαδοχικών φυγοκεντρήσεων απομακρύνονται κατά το δυνατόν 

ποσοτικά τα διάφορα σε μεγέθη λεμφοκύτταρα, τα αιμοπετάλια που έχουν απομείνει μετά τη 

φυγοκέντρηση παρουσία Ficoll καθώς και τα μεμβρανικά υπολείμματα κατεστραμμένων 

κυττάρων. Σε όλες τις εκπλύσεις η παρουσία του EDTA είναι απαραίτητη για την αποφυγή 

της ενεργοποίησης και συγκόλλησης των κυττάρων, τόσο μεταξύ τους όσο και στον πλαστικό 

σωλήνα. Στη συνέχεια απομακρύνεται το υπερκείμενο με άντληση υπό κενό και γίνεται 

αναδιασπορά των κυττάρων σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS χωρίς EDTA. Συμπληρώνεται ο 

όγκος του σωλήνα στα 50 mL και ακολουθεί νέα φυγοκέντρηση στα 160xg για 10 min σε 

θερμοκρασία δωματίου. Τα κύτταρα αναδιασπείρονται σε 3 mL θρεπτικού υλικού RPMI 

εργασίας μετά την απομάκρυνση του PBS με άντληση υπό κενό. Ακολουθεί η μέτρηση των 

κυττάρων.
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Μέτρηση κυττάρων

10 pL από το εναιώρημα των κυττάρων τοποθετούνται σε σωληνάκι eppendorf που 

περιέχει 90 pL Giemsa αραιωμένη 1/50 (ν/ν) με 10 mM PBS και αναδεύονται. 10 pL από το 

εναιώρημα που προκύπτει τοποθετείται και στις δύο πλευρές του αιματοκυττομέτρου 

Newbauer. Μετρούνται τα μεγάλα μόνο κύτταρα που είναι στην πλειονότητα τους 

μονοκύτταρα τα «οποία βρίσκονται στα εννέα τετράγωνα της μιας πλευράς του 

αιματοκυττομέτρου Newbauer. Ο αριθμός των κυττάρων στο εναιώρημα RPMI υπολογίζεται 

ως εξής:

Συνολικός αριθμός κυττάρων 
αριθμός κυττάρων/ mL εναιωρήματος = --------------------------------------- χ ΙΟ5

Καλλιέργεια μονοκυττάρων

Σε κάθε θέση του πλακιδίου καλλιέργειας των 24 θέσεων, τοποθετείται 1 mL 

κυττάρων συγκέντρωσης 2x106 κύτταρα/mL. Τα κύτταρα αφήνονται να κολλήσουν στον 

πυθμένα για 60 min στους 37°C σε κλίβανο επώασης με ατμόσφαιρα 5% σε CO2. Στη 

συνέχεια το υπερκείμενο απομακρύνεται με αναρρόφηση υπό κενό με τη χρήση 

αποστειρωμένης πιπέτας Pasteur. Ακολουθούν δύο εκπλύσεις των κυττάρων με PBS lOmM, 

pH 7.4 για την απομάκρυνση των κυττάρων που δεν έχουν κολλήσει στον πυθμένα και στη 

συνέχεια τα μονοκύτταρα καλλιεργούνται για 3 ημέρες παρουσία 1 mL RPMI με 10% FCS. 

Λαμβάνεται δείγμα 200 \ih  για τον προσδιορισμό της ενεργότητας PAF-AH τις χρονικές 

στιγμές 0, 24 και 48 h. Μετά το πέρας των 3 ημερών συλλέγεται το υπερκείμενο της 

καλλιέργειας των κυττάρων όπου φυγοκεντρείται στα 10,000 rpm για 2 min για την 

απομάκρυνση κυττάρων ή κυτταρικών υπολειμμάτων. Τα κύτταρα εκπλύνονται με 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS. Στη συνέχεια προστίθενται σε αυτά 0.2 mL διαλύματος λύσης των 

κυττάρων και αφήνονται για 10 min στους 37°C στον κλίβανο επώασης. Τα εναιωρήματα 

των κυττάρων που λαμβάνονται μετά την προσθήκη του διαλύματος λύσης φυγοκεντρούνται 

στα 10,000 rpm για 2 min για την απομάκρυνση κυττάρων και κυτταρικών υπολειμμάτων
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(κυτταρικές μεμβράνες και ίνες). Τα υπερκείμενα της καλλιέργειας των κυττάρων καθώς και 

τα εναιωρήματα των κυττάρων που λαμβάνονται μετά την προσθήκη του διαλύματος λύσης 

φυλάσσονται στους 4°C, για χρονικό διάστημα 48 h, για τη μέτρηση της ενεργότητας PAF- 

ΑΗ και της πρωτεΐνης με τη μέθοδο Lowry και στη συνέχεια καταψύχονται στους -80°C.

Στην περίπτωση που θέλουμε να επιδράσουμε στα PMPs με τα μονοκύτταρα για να 

δούμε την έκφραση του CCR2, τα μονοκύτταρα (2x106 κύτταρα/mL) επωάζονται με τα PMPs 

(30 pg πρωτεΐνης/mL) ή με το PAF (100 ηΜ) για 1 h σε κλίβανο επώασης με ατμόσφαιρα 5% 

σε CC>2 σε πλαστικά βιδωτά σωληνάκια των 15 mL. Κατά την διάρκεια παραμονής στο 

κλίβανο τα καπάκια ξεβιδώνονται ώστε τα κύτταρα να μπορούν να «αναπνέουν». Μετά από 

την 1 h επώαση τα κύτταρα μεταφέρονται με παγόλουτρο και φυγοκεντρούνται για 5 min 

στους 2,000 rpm (HermLe, Ζ 320). Το υπερκείμενο απομακρύνεται με απλή απόχυση και 

αναδιασπείρονται τα κύτταρα σε μικρό όγκο PBS, 10mM (500 pL), pH 7.4 και ακλουθεί 

φυγοκέντρηση στους 2,000 rpm (HermLe, Ζ 320) για 5 min. Στην συνέχεια, το υπερκείμενο 

απομακρύνεται με απλή απόχυση και αναδιασπείρονται τα κύτταρα σε 100 pL PBS, lOmM, 

pH 7.4. Προετοιμάζουμε ειδικά σωληνάκια της Becton Dickinson με 5 pL από τα κατάλληλα 

αντισώματα (anti-CD 14, anti-CCR2). Στην συνέχεια προσθέτουμε 5 pL από τα μονοκύτταρα 

και PMPs ή PAF και συμπληρώνουμε με ρυθμιστικό διάλυμα PBS, 10 mM μέχρι τα 50 pL, 

επωάζουμε στο σκοτάδι για 20 min. Μετά ακολουθεί αραίωση αυτών 1:10 με ρυθμιστικό 

διάλυμα PBS, 10 mM, pH 7.4, και ανάλυση των δειγμάτων με κυτταρομετρίας ροής. Η 

απορρόφηση του δείγματος γίνεται με χαμηλή ροή (12 pL ± 3 pL/min) χωρίς καμία άλλη 

επεξεργασία στο δείγμα και μετά ακολουθεί ανάλυση από τον υπολογιστή.

Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE 5-19%

Αντιδραστήρια-Όργανα

•  Κάθετη συσκευή ηλεκτροφόρησης (Mini Protean II, Bio-Rad)
• Συσκευή βαθμίδωσης πυκνοτήτων
• Περισταλτική αντλία (Gilson, Minipuls 3)
•  Τροφοδοτικό
•  Διάλυμα εμπορίου Ν,Ν-τετραμεθυλοαιθυλενοδιαμίνη (TEMED)
• Διάλυμα ανασυνδυασμένης ΡΑΕ-ακετυλοϋδρολάσης (4 mg/dL, Cayman)
•  Διθειοθρεϊτόλη (Sigma)
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Διαλύματα εργασίας

• Αιάλυμα Α. 29.2%  Ακρυλαμίδιο, 0.8% δις ακρυλαμίδιο. 58.4 g ακρυλαμιδίου και 1.6 

g δις ακρυλαμιδίου διαλύονται σε 1ΙΗ2Ο μέχρι τελικού όγκου 200 mL. Το διάλυμα 

διατηρείται σε σκοτεινόχρωμο δοχείο στους 4°C για ένα μήνα.

• Αιάλυμα Β . .Ρυθμιστικό διάλυμα διαδρομής (running) pH 8.8. 36.34 g Tris base και 

0.8 g SDS,διαλύονται σε 100 mL dlLO. Ρυθμίζεται το pH στο 8.8 και συμπληρώνεται 

ο όγκος στα 200 mL. Το διάλυμα είναι σταθερό για ένα μήνα σε θερμοκρασία 

δωματίου.

• Αιάλυμα Γ. Ρυθμιστικό διάλυμα επιστοίβασης, (stacking), pH 6.8. 6.6 g Tris base 

διαλύονται σε 50 mL CIH2O, ρυθμίζεται το pH στο 6.8 και συμπληρώνεται ο όγκος στα 

100 mL με (ΙΗ2Ο. Το διάλυμα είναι σταθερό για ένα μήνα σε θερμοκρασία δωματίου.

•  Αιάλυμα Α. Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης. 72.5 g γλυκίνης 7.5 g SDS και 15 g 

Tris base διαλύονται σε 5 L dH20. To pH επιβεβαιώνεται ότι είναι 8.2 χωρίς όμως να 

ρυθμίζεται. Το διάλυμα παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του.

• Αιάλυμα Ε  (Αιάλυμα δειγμάτων). 6.61 g SDS και 0.32 g Tris base διαλύονται σε 120 

mL dH20. To pH ρυθμίζεται στο 6.8 και ο όγκος συμπληρώνεται στα 200 mL με 

(ΙΗ2Ο. Το διάλυμα είναι σταθερό για ένα μήνα σε θερμοκρασία δωματίου.

•  Αιάλυμα 1 Μ  D T T  (διθειοθρεϊτόλη). 0.3086 g DTT διαλύονται σε 2 mL dH20. 

Διατηρείται στους -20°C σε δείγματα των 20 μΐ..

•  Αιάλυμα κατεργασίας δειγμάτων. Σε 2 mL διαλύματος δειγμάτων προστίθενται 20 

μ ί  από το διάλυμα 1 Μ DTT, έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση της DTT στο διάλυμα 

να είναι 10 mM. Το διάλυμα παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του.

• Αιάλυμα 10% υπερθεΰκού αμμωνίου (Ammonium Persulfate, APS). 0.1 g 

υπερθεϊικού αμμωνίου διαλύεται σε 1 mL dH20 . Το διάλυμα παρασκευάζεται λίγο 

πριν τη χρήση του.

•  Πρότυπα μοριακά βάρη
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Μυοσίνη 210 kDa

β-^αλακτοζαμίνη 127 kDa

Φωσφορυλάση D 116 kDa

Αλβουμίνη βοδιού 84 kDa

Αλβουμίνη αυγού 49 kDa

Καρβονικη ανυδράση 49.5 kDa

Αναστολέας της τρυψίνης 35.3 kDa

Λυσοζύμη 20.5 kDa

Αποπροτονίνη 7 kDa

•  Διάλυμα φόρτωσης: το διάλυμα περιέχει 50% γλυκόζη σε (IH2C) και μία μικρή 

ποσότητα μπλε βρωμοφαινόλης.

•  Διάλυμα 10% SDS. 10 g SDS διαλύονται σε 100 mL (ΙΗ2Ο. Το διάλυμα διατηρείται σε 

θερμοκρασία δωματίου.

Αρχή της μεθόδου

Η ηλεκτροφόρηση βαθμίδωσης πυκνοτήτων πολυακρυλαμιδίου, (PAGE), κάτω από 

συνθήκες αποδιάταξης (SDS), συνδυάζει 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 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 μέγεθός τους , 

παγιδεύονται όταν φτάνουν σε περιοχές πηκτής όπου το μέγεθος των πόρων είναι τέτοιο ώστε ; 

δεν μπορούν να εισέλθουν [499].

120
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Μεθοδολογία

. Πειραματική διαδικασία

. Προετοιμασία του πηκτώματος διαδρομής (running gel)

Προετοιμασία συσκευής
ι

ΧρησιμοΛοίούνται γυάλινες πλάκες διαστάσεων 7x10 cm οι οποίες καθαρίζονται 

προσεκτικά με dP^O και στη συνέχεια με απόλυτη αιθανόλη. Οι πλάκες τοποθετούνται η μια
I
, πάνω στην άλλη-και στις 2 πλάγιες άκρες τους τοποθετούνται διαχωριστές πάχους 1.5 mm.
ι

Στη βάση στήριξης των πλακών της κάθετης συσκευής ηλεκτροφόρησης τοποθετούνται
I
( ελάσματα καουτσούκ που εξασφαλίζουν στεγανότητα. Οι γυάλινες πλάκες τοποθετούνται 

♦
ι στη βάση στήριξης και σταθεροποιούνται με σφιγκτήρες. Με τη χρήση αλφαδιού 

εξασφαλίζεται η ευθύγραμμη τοποθέτησή τους.

1
I

Προετοιμασία διαλυμάτων πηκτώματος 5% και 19%

I

Πυκνότητα

5% 19%

Διάλυμα A 0.63 mL 2.38 mL

Διάλυμα Β 0.93 mL 0.94 mL

η 2ο 2.19 mL 0.43 mL

APS 16 μ ί 16 μ ί

TEMED 2 \iL 2 \lL

I

! To APS και το TEMED προστίθενται λίγο πριν την επιστοίβαση των πυκνοτήτων,

αφού και τα δύο δρουν καταλυτικά στον πολυμερισμό του πολυακρυλαμιδίου. Μόλις 

! παρασκευαστούν τα διαλύματα τοποθετούνται στα διαμερίσματα της συσκευής που θα 

I δημιουργηθεί η βαθμίδωση πυκνοτήτων. Στο διαμέρισμα ανάμειξης των διαλυμάτων 

) τοποθετείται το διάλυμα 19% που είναι και η τελευταία πυκνότητα της βαθμίδωσης. Το

12 1



Μεθοδολογία

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 διάλυμα 5%. Η συσκευή που 

δημιουργεί τη βαθμίδωση πυκνοτήτων συνδέεται με περισταλτική αντλία η οποία μεταφέρει 

και επιστοιβάζει τα διαλύματα στο χώρο σχηματισμού της πηκτής. Κατά την επιστοίβαση 

πρέπει να αποφεύγεται η δημιουργία φυσαλίδων 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 τοποθετείται προσεκτικά 

ώστε να μη διαταραχθεί η επιφάνεια του πολυακρυλαμιδίου. Έτσι η πηκτή δεν έρχεται σε 

επαφή με τον αέρα και ο πολυμερισμός γίνεται mo γρήγορα. Ο πολυμερισμός ολοκληρώνεται 

σε μια περίπου ώρα και το νερό αφαιρείται ποσοτικά με διηθητικό χαρτί. Στον χρόνο αυτό 

γίνεται η προετοιμασία του 3% διαλύματος επιστοίβασης των δειγμάτων (stacking gel).

3% stacking gel

Διάλυμα A 0.75 mL

Διάλυμα Γ 1.87 mL

ί^Ο 4.87 mL

Ακολουθεί απαέρωση

10% SDS 75 μΐ.

10%APS 50 μ ί

TEMED 7.5 μ ί

Το προκύπτον διάλυμα αναδεύεται και επιστοιβάζεται με τη χρήση σύριγγας πάνω 

από την πηκτή 5-19%. Μεταξύ των γυάλινων πλακών έχει ήδη τοποθετηθεί 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. Σε αυτό το χρονικό διάστημα ετοιμάζονται τα δείγματα.



Μεθοδολογία

• Προετοιμασία δειγμάτων

Ποσότητα δείγματος που περιέχει 10 pg πρωτεΐνης τοποθετείται σε κωνικό σωλήνα 

eppendorf και λυοφιλοποιείται μέχρι ξηρού. Σε κάθε δείγμα προστίθενται 20 μΐ^ από το 

διάλυμα κατεργασίας των δειγμάτων, και ακολουθεί βρασμός για 5 λεπτά, αφού τρυπηθούν 

τα καπάκια των eppendorf. Στη συνέχεια προστίθενται 20 pL από το διάλυμα φόρτωσης. Τα 

δείγματα αναδεύονται και είναι έτοιμα για ηλεκτροφόρηση. Το ίδιο γίνεται και με την 

ανασυνδυασμένη. PAF-AH, χωρίς όμως να λυοφιλιοποιείται πιο πριν, από την οποία 

χρησιμοποιείται τόση ποσότητα όση υπολογίζεται για να είναι ανιχνεύσιμη η ενεργότητα (2 

pL από το διάλυμα ανασυνδιασμένης PAF-AH). Τα πρότυπα μοριακών βαρών, από τα οποία 

χρησιμοποιούνται 10 pL, 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 περίπου 1 h (ο απαραίτητος χρόνος ώστε να

1 εξέλθει η χρωστική από το πήκτωμα) και γίνεται υπό σταθερή τάση 200 V (η ένταση 

' ρεύματος είναι περίου 25 mA ανά πήκτωμα).

I



Μεθοδολογία

Χρώση του πηκτώματος

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.

Μεταφορά και ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών

Αντιδ ραστή ρια-Όργανα

• Κάθετη συσκευή ηλεκτροφόρησης για μεταφορά πρωτεϊνών και κασέτα (Mini Protean 
Π, Bio-Rad)

• Τροφοδοτικό
•  Υπερφιλμ ECL (Enchanced Chemiluminecence Detection film, Amersham)
•  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 sheep anti-rabbit IgG HRP-conjugated (Serotec): 

Χρησιμοποιείται σε αραίωση 1:3000 (ν/ν)
• Διάλυμα εμφάνισης του υπερφίλμ (Kodak)

Διαλύματα Εργασίας

•  Ρ υθμιστικό διάλυμα μεταφοράς 10Χ  Tris-Base 30.3 g/L, γλυκίνη 144 g/L. SDS 5 

g/L.

•  Ρ υθμιστικό διάλυμα μεταφοράς IX . Αναμιγνύονται 100 mL του 10Χ με 200 mL 

μεθανόλης. Ο όγκος συμπληρώνεται στα 1000 mL με dH20.

• Ρ υθμιστικό διάλυμα TBS (Tris-Base φυσιολογικός ορός). Το διάλυμα περιέχει 20 

mM Tris-base, 100 mM NaCl. To pH ρυθμίζεται στο 7.5.

•  Ρ υθμιστικό διάλυμα TBS-BSA 5%. Το διάλυμα περιέχει 20 mM Tris-base, 100 mM 

και 5% BSA. To pH ρυθμίζεται στο 7.5.
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Μεθοδολογία

• Αντιδραστήριο χημειοφω ταύγειας 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
it  2■ μίγματος για κάθε cm μεμβράνης (1.5 mL από το καθένα).

!

I Πειραματική διαδικασία
* f

1 Προετοιμασία της μεμβράνης

ι Η μεμβράνη κόβεται προσεκτικά στις διαστάσεις του πηκτώματος (7x10cm) και

ενεργοποιείται για 5 min σε μεθανόλη (100%). Στη συνέχεια εκπλένεται με dH^O και 

*· αφήνεται στο ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς πρωτεϊνών, όπου πρέπει και να είναι απόλυτα
f

βυθισμένη για μισή ώρα τουλάχιστον. Η μεμβράνη πρέπει σε όλα τα στάδια να είναι υγρή. 

Στο σημείο αυτό κόβονται και διηθητικά χαρτιά Whatman επίσης στις διαστάσεις του 

πηκτώματος και διαποτίζονται με το ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς πρωτεϊνών.
ί

*

Μεταφορά πρωτεϊνών
ι

ί Η μεταφορά των πρωτεϊνών γίνεται με εφαρμογή ηλεκτρικού ρεύματος 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
ί

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.

, Ανοσοαποτύπωση

\
! Όταν ολοκληρωθεί η μεταφορά των πρωτεϊνών, η μεμβράνη επωάζεται με διάλυμα

ί TBS/BSA 5% για 1 h στους 37°C ή για 12 h στους 4°C. Ακολουθεί έκπλυση της μεμβράνης 

,.pcTBS.

5
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Μεθοδολογία

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 έως ότου 

εμφανιστούν οι ζώνες, στην συνέχεια στο υγρό σταθεροποίησης για 5 min και τέλος 

εκπλένεται με dH^O.

Ανοσοκαταβύθιση PAF-AH των αιμοπεταλίων

Αντιδραστήρια-Όργανα

•  Μικροφυγόκεντρος eppendorf
•  Κάθετος κυκλοαναδευτήρας
•  Sepharose-πρωτεΐνη A
• ΓΙολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού κατά της ανασυνδυασμένης PAF-AH του 

πλάσματος (Cayman)
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• Διαλύματα Εργασίας

, ·  Διάλυμα εκπλύσεων φωσφορικών. Διαλύονται 0.41 g Na3P04»12H20 , 0.255 g

Na2H P04*2H20 , 3 g NaH2P 0 4*H20  και 0.3725 g Titriplex ΠΙ σε 500 mL dHzO. To 

pH ρυθμίζεται στο 6.85 με την προσθήκη διαλύματος 10 Ν NaOH. Διατηρείται στους 

4°C.

Αρχή της μεθόδου

Η μέθοδος στηρίζεται στην δέσμευση της PAF-AH των αιμοπεταλίων ανθρώπου από 

\ το αντίσωμα κατά της PAF-AH του πλάσματος το οποίο είναι ακινητοποιημένο στην 

Sepharose-πρωτεΐνη Α.

, Πειραματική διαδικασία

' Προετοιμασία της Sepharose-πρωτεΐνης Α

1 Σε ένα eppendorf τοποθετείται λίγο από το υλικό της Sepharose-πρωτεΐνης Α και

προστίθέται 1 mL διαλύματος φωσφορικών. Αφήνεται στους 4°C για όλη την διάρκεια της 

( νύχτας για να διογκωθεί. Στην συνεχεία, αφαιρείται προσεκτικά το υπερκείμενο μετά από
1

φυγοκέντρηση στα 12,000xg για 1 min και το διογκωμένο υλικό εκπλένεται δύο φορές με 1 

mL διαλύματος φωσφορικών. Η τελική αναδιασπορά του διογκωμένου υλικού γίνεται σε 0.5 

mL διαλύματος φωσφορικών. Η Sepharose-πρωτεΐνη Α διατηρείται στους 4°C.

I Στάδια επώασης

Από τον πυθμένα του eppendorf, που περιέχει το εναιώρημα της Sepharose-πρωτεΐνης 

Α, λαμβάνονται προσεκτικά 5 pL χρησιμοποιώντας πλαστικό tip με κομμένο ρύγχος και 

| μεταφέρονται σε eppendorf που περιέχει 400 μ ΐ, διαλύματος φωσφορικών. Γίνεται ανάδευση 

\ για 15 min σε κάθετο κυκλοαναδευτήρα. Στην συνέχεια προσθέτονται στο εναιώρημα, 5 μί, 

! του αντισώματος και ακολουθεί ανάδευση για 3 h στους 4°C, για να δεσμευτεί το αντίσωμα

5 *
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στην Sepharose-πρωτεΐνη Α. Από το eppendorf απομακρύνεται προσεκτικά το υπερκείμενο, 

μετά από φυγοκέντρηση στα 12,000xg για 1 min. Ακολουθούν δύο εκπλύσεις, με 1 mL από 

το διάλυμα των φωσφορικών, για να απομακρυνθεί ποσοτικά το αντίσωμα που δεν 

δεσμεύτηκε στην Sepharose-πρωτεΐνη Α. Κατόπιν προσθέτονται 150 μ ί  PAF-AH των 

αιμοπεταλίων σε διάλυμα φωσφορικών. Ο όγκος συμπληρώνεται στα 500 pL με διάλυμα 

φωσφορικών και ακολουθεί ανάδευση στο κυκλοαναδευτήρα για 12 h στους 4°C.

Μετά από φυγοκέντρηση στα 12,000xg για 3 min, το υπερκείμενο και το ίζημα 

διατηρούνται στους 4°C. Η ίδια πειραματική διαδικασία πραγματοποιείται συγχρόνως σε δύο 

eppendorf. Στο ένα η επώαση του ενζύμου γίνεται παρουσία αντισώματος (+Ab) ενώ το άλλο 

απουσία του (-Ab).

Στα ιζήματα και τα υπερκείμενα παρουσία και ατιουσία Ab προσδιορίστηκε η 

ενεργότητα PAF-AH και έγινε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE 5-19%.

Απομόνωση αγγελιοφόρου RNA (mRNA) από ανθρώπινα αιμοπετάλια

Αντιδραστήρια-Όργανα

•  Φυγόκεντρος πάγκου
• Μικροφυγόκεντρος ψυχόμενη (Eppendorf)
•  Φασματοφωτόμετρο UV
• Θάλαμος νηματικής ροής
• Διάλυμα εκχύλισης του mRNA (Bioprobes)
•  Χλωροφόρμιο (CHCI3, Merck)
•  Ισοπροπανόλη (C3H7OH, Merck)
• Αιθανόλη (C2H5OH, Merck)
•  Tips αποστειρωμένα και ελεύθερα από ΚΝΑσες
• Eppendorfs αποστειρωμένα και ελεύθερα από ΚΝΑσες

Διαλύματα εργασίας

•  Διάλυμα A CD. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 80.

• Διάλυμα χρω στικής Giemsa 1:50 (νΛ>). Όπως περιγράφεται στην σελίδα 115.
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• Χλωροφόρμιο και Ισοπροπσνόλη (από μπουκάλια που δεν έχουν ανοιχτεί). 

Μεταφέρεται ποσότητα σε αποστειρωμένες φιάλες των 100 mL και διατηρούνται σε 

θερμοκρασία περιβάλλοντος.

• 80% αιθανόλη (ν/ν). Από φιάλη με απόλυτη αιθανόλη, που δεν έχει ανοιχτεί, 

μεταφέρονται 80 mL σε αποστειρωμένη φιάλη των 100 mL και προσθέτονται 20 mL 

αποστειρωμένου dL^O. Διατηρείται στους -20°C.

Πειραματική διαδικασία

Ολόκληρη η διαδικασία πραγματοποιείται υπό στείρες συνθήκες σε θάλαμο 

νηματικής ροής, φορώντας γάντια τα οποία είναι επίσης αποστειρωμένα, γιατί το mRNA 

είναι πολύ λίγο (1-2% του συνολικού RNA) και διασπάται ταχύτητα από τις ΙΙΝΑσες που 

υπάρχουν στο νερό, στα χέρια μας κτλ. Οι πάγκοι είναι καθαρισμένοι με αποστειρωμένο 

dH^O και αιθανόλη (70%).

Συλλέγονται 40-50 mL αίμα (αναλογία 1:9 ν/ν με ACD) σε αποστειρωμένα κωνικά 

σωληνάρια των 15 mL. Φυγοκεντρούνται στα 100xgγια 15 min στους 15°C, χωρίς φρένο. Το 

PRP, το οποίο περιέχει επίσης λίγα λευκοκύτταρα και ερυθροκύτταρα του αίματος, 

μεταφέρεται υπό στείρες συνθήκες, σε αποστειρωμένα κωνικά σωληνάρια των 15 mL. 

Φυγοκεντρείται, για να καθιζάνουν τα άλλα κύτταρα του αίματος, έκτος των αιμοπεταλίων, 

στα l,500xg για 30 ακριβώς sec στους 15°C, με φρένο. Μετά την φυγοκέντρηση γίνεται η 

μέτρηση των αιμοπεταλίων στο PRP καθώς και των άλλων κυττάρων που πιθανώς να 

υπάρχουν. Η μέτρηση γίνεται σε 10 pL PRP, αραιωμένο 1:20 (ν/ν) με το διάλυμα χρωστικής 

Giemsa. Το διάλυμα αυτό βάφει τα αιμοπετάλια κόκκινα.

Στην συνέχεια το PRP φυγοκεντρείται στα l,500xg για 15 min στους 15°C, με φρένο. 

Το υπερκείμενο απομακρύνεται ποσοτικά και το ίζημα (αιμοπετάλια) τοποθετείται αμέσως 

στους 4°C. Προσθέτονται 200 μΐ, RNAplus ανά 5x108 αιμοπετάλια και γίνεται πολύ ισχυρή 

ανάδευση, έως ότου οι φαινόλες που περιέχει το αντιδραστήριο να διαρρήξουν τις μεμβράνες 

των κυττάρων. Κατόπιν τοποθετούνται στους 4°C για 5 min. Προσθέτονται 200 μΐ^ 

χλωροφόρμιο και αναδεύεται για 20 sec. Αφήνεται στους 4°C για 15 min ώστε να διαχωριστεί 

το RNA από το DNA και τις πρωτεΐνες. Το εναιώρημα μεταφέρεται σε eppendorf των 2 mL 

και φυγοκεντρείται στις 14,000 rpm για 15 min στους 4°C. Η χ^ωροφορμική φάση (πάνω
I
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φάση) μεταφέρεται σε άλλο eppendorf και προστίθεται ισοπροπανόλη σε αναλογία 1:1 (ν/ν). 

Το μίγμα αφήνεται στους -20°C για όλο το βράδυ, για να καθιζάνει το RNA.

Φορώντας πάντα γάντια, το μίγμα φυγοκεντρείται στην μικροφυγόκεντρο στις 

14,000xg για 60 min στους -9°C. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και στο ίζημα προστίθεται 1 

mL αιθανόλης (80%), για έκπλυση από τα άλατα. Το ίζημα δεν αναδιασπείρεται. 

Φυγοκεντρείται σε θερμοκρασία δωματίου στις 14,000 rpm για 20 min, από την ίδια γωνία 

που φυγοκεντρήθηκε και πριν έτσι ώστε το ίζημα να μην ξεκολλήσει.

Η αιθανόλη αποχόνεται και το eppendorf τοποθετείται ανοιχτό κάτω και κοντά σε μια 

λάμπα για 1 h, για να στεγνώσει το ίζημα. Προσθέτονται κατόπιν 50 μ ι  αποστειρωμένο 

dEfeO και γίνεται ισχυρή ανάδευση. Το εναιώρημα RNA διατηρείται στους -80°C [500].

Μέτρηση του RNA

Γίνεται αραίωση 1 pL του παραπάνω διαλύματος RNA σε 200 pL αποστειρωμένου 

dHbO. Η μέτρηση στο δείγμα αυτό καθώς και στο τυφλό ((ΙΗ2Ο) πραγματοποιείται στα 260 

nm και στα 280 nm σε φασματοφωτόμετρο UV. Υπολογίζεται η καθαρή απορρόφηση 

(Ασίγματος- Α^φχού) για κάθε μήκος κύματος και προσδιορίζεται ο λόγος Α260/Α280· Όσο πιο 

κοντά στο 2 βρίσκεται ο λόγος, τόσο mo καθαρό RNA έχει απομονωθεί. Τέλος υπολογίζεται 

η συγκέντρωση του RNA σε pg/mL με βάση τον τύπο:

C—40xA280xd

όπου C: η συγκέντρωση του mRNA σε pg/mL

Α260: η απορρόφηση του δείγματος στα 260 nm και 

d: η αραίωση του δείγματος ίση με 125

Τα συνολικά pg RNA υπολογίζονται με βάση τον τύπο:

I pg RNA= C^g/mL)x(U00
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Κατεργασία του mRNA με ΌΝΑση

Αντιδραστήρια-Όργανα

 ̂ ·  Υδατόλουτρο 37°C
i ·  Μικροφυγόκεντρος eppendorf
,· · DNAcrq (DNAse, RNAse free, Promega, 1000 U/mL)
! · Θάλαμος νηματικής ροής
*, · Tris-base,(Merck)
I

f Διαλύματα εργασίας

i
< ·  Διάλυμα 5 M  NaCl (αποστειρωμένο). Διαλύονται 58.44 g σε 200 mL αποστειρωμένοι ·
■ dH20 .

] · Διάλυμα 0.5 M  EDTA (pH 8). Διαλύονται 18.6 g EDTA σε 80 mL αποστειρωμένο

i dlLO. Ρυθμίζεται το pH στο 8 και ο όγκος συμπληρώνεται στα 100 mL.

\ · Διάλυμα 1 Μ  Tris Base (pH  8). Διαλύονται 24.23 g Tris Base σε 180 mL
4

αποστειρωμένο dH20 . Ρυθμίζεται το pH στο 8 και ο όγκος συμπληρώνεται στα 200

j mL.
*
j ·  Διάλυμα TAE 50Χ. Διαλύονται 242 g Tris base, 57.1 g οξεικού οξέος και 100 mL 0.5 

Μ EDTA pH 8, σε τελικό όγκο 1 L αποστειρωμένο dH20 . Φυλάσσεται σε 

 ̂ θερμοκρασία δωματίου.

•  CHsCOONa (3 Μ  και p H  5.5). Αποστειρωμένο.

ϊ ·  Διάλυμα ΤΕ I X  Αναμιγνύονται με αναλογία 5/1 (ν/ν) τα διαλύματα 1 Μ Tris Base, 

, pH 8 και 0.5 Μ EDTA, pH 8, σε τελικό όγκο 100 mL (για να έχουν τελικές

συγκεντρώσεις στο διάλυμα 10 mM το Tris Base και 1 mM το EDTA, αναλογία 10/1

ί (ν/ν)).
I
(] ·  Μ ίγμα Φαινόλης: Χλωροφορμίου: Ισοαμυλικής Α λκοόλης 25:24:1 (ν/ν/ν) (Sigma).

j Το διάλυμα είναι έτοιμο. Διατηρείται στους 4°C.

*ί ·  Μ ίγμα Χλωροφορμίου: Ισοαμυλικής Αλκοόλης 24:1 (ν/ν). Αναμιγνύονται υπό 

στείρες συνθήκες σε αναλογία 24:1 (ν/ν). Διατηρείται στους 4°C.

•  80% αιθανόλης (ν/ν). Όπως περιγράφεται στην σελίδα 129.

4
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Αρχή της μεθόδου

Η προσθήκη ϋΝΑσης στο mRNA, καταστρέφει τις διπλές αλυσίδες του 

χρωμοσωμικού DNA, που ίσως να συνυπάρχουν στο παρασκεύασμα. Η ϋΝΑση δεν 

καταστρέφει μονές αλυσίδες. Το αντιδραστήριο φαινόλης: χλωροφορμίου: ισοαμυλικής 

αλκοόλης 25:24:1 σταμάτα την δράση της ϋΝΑσης, όταν όμως απομακρυνθεί το μίγμα των 

διαλυτών η δράση της ϋΝΑσης επανέρχεται.

Πειραματική διαδικασία

Η διαδικασία απομόνωσης του mRNA επαναλαμβάνεται, με διπλή ποσότητα 

αιμοπεταλίων, έως το στάδιο της προσθήκης 50 pL αποστειρωμένου (ΙΗ2Ο (λίγο πριν την 

μέτρηση του RNA). Στο δείγμα προστίθενται επιπλέον 50 pL αποστειρωμένου cffibO και 

χωρίζεται σε δύο eppendorf. Το ένα (50 pL) φυλάσσεται για μέτρηση και αντίστροφη 

μεταγραφή (-20°C) ενώ στο άλλο (υπόλοιπα 50 pL) προστίθενται 2 pL (2U) ϋΝΑσης και 

επωάζεται στους 37°C για 30 min. Προστίθενται ίσος όγκος ΤΕ IX (50 pL) και διπλάσιος 

όγκος από το αντιδραστήριο φαινόλη: χλωροφόρμιο: ισοαμυλική αλκοόλη 25:24:1 (100 pL). 

Γίνεται ισχυρή ανάδευση και ακολουθεί φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 5 

min στις 12,000 rpm.

Από την πάνω φάση της φυγοκέντρησης φυλάσσεται περίπου 95 pL. Προστίθενται σε 

αυτό ίσος όγκος χλωροφόρμιο: ισοαμυλική αλκοόλη 24:1, ν/ν (100 pL), για να απομακρυνθεί 

ποσοτικά η φαινόλη. Γίνεται πάλι ισχυρή ανάδευση και φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία 

περιβάλλοντος για 5 min στις 12,000 rpm. Η πάνω φάση μεταφέρεται σε άλλο eppendorf και 

στην κάτω φάση προστίθενται εκ νέου 100 pL χλωροφόρμιο: ισοαμυλική αλκοόλη 24:1 (ν/ν). 

Ακολουθεί ισχυρή ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 12,000 rpm για 5 min.

Οι πάνω φάσεις ενώνονται και προστίθενται σε αυτές 100 pL χλωροφόρμιο: 

ισοαμυλική αλκοόλη 24:1 (ν/ν). Ακολουθεί ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 12,000 rpm για 

5 min. Η πάνω φάση περίπου 100 pL υπερκειμένου μεταφέρεται σε άλλο eppendorf και 

προστίθενται 10 pL CJ^COONa (αναλογία 1/10 (ν/ν)) και 250 pL απόλυτης αιθανόλης 

(αναλογία 25/10 (ν/ν)). Γίνεται ισχυρή ανάδευση και τοποθετείται στους -20°C για 12 h. Στην 

συνέχεια φυγοκεντρείται στις 14,000 rpm για 60 min στους -9°C. Το υπερκείμενο
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. απορρίπτεται και το ίζημα προστίθενται σε 1 mL 80% αιθανόλης. Το ίζημα δεν 

αναδιασπείρεται. Φυγοκεντρείται ξανά σε θερμοκρασία δωματίου στις 14,000 rpm για 20 

min, από την ίδια γωνία που φυγοκεντρήθηκε και πριν. Η αιθανόλη αποχύνεται και 

^  εξατμίζεται μέχρι ξηρού. Προστίθενται κατόπιν 50 pL αποστειρωμένο dH^O και γίνεται 

" ισχυρή ανάδευση.

I Τόσο το δείγμα μετά την κατεργασία με την ΌΝΑση, όσο και το δείγμα χωρίς την

κατεργασία φωτομετρούνται στα 260 nm και στα 280 nm με φασματοφωτόμετρο UV 

1 (μέτρηση RNA).*.

ι -
ι
ι Αντίστροφη μεταγραφή του RNA (RT)

ι
’ι Αντιδραστήρια-Όργανα

\ ·  Υδατόλουτρο 37°C
\ ·  Thermoblock 70°C
, ·  Μικροφυγόκεντρος
‘ ·  Απόλυτη αιθανόλη (συντήρηση -20°C)

•  Θάλαμος νηματικής ροής

’ Διαλύματα εργασίας

• 80% αιθανόλη (ν/ν). Όπως περιγράφεται στην σελίδα 129.

•  R T  αντιδραστήρια. Αντίστροφη μεταγραφάση (Superscript RNase Η reverse 

transcriptase, RT), 40 U/mL RNAsine, Oligo-mix, 10 mM dNTP και 0.1 M DTT. 

Διάλυμα first strand 5X και αποστειρωμένο H20rt (διατηρούνται στους -20°C, 

GIBCO).

■ Πειραματική διαδικασία

Ολόκληρη η διαδικασία πραγματοποιείται υπό στείρες συνθήκες. Ως υλικό 

1 χρησιμοποιήθηκε το mRNA μακροφάγων, το mRNA αιμοπεταλίων και το mRNA 

αιμοπεταλίων μετά από κατεργασία με ΌΝΑση.

■

1
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Για την αντίστροφη αντιγραφή χρειάζονται 5 pg RNA 71ου αντιστοιχούν σε 

συγκεκριμένη ποσότητα εναιωρήματος RNA (pL). Η ποσότητα αυτή μεταφέρεται σε 

αποστειρωμένο eppendorf και προσθέτονται 10 pL από το oligo-mix, 1 pL από την RNAsine 

(η οποία καταστρέφει τις ΚΝΑσες) και ο όγκος συμπληρώνεται στα 30 pL με το H20rT. Η 

ανάμιξη γίνεται ήπια με την βοήθεια της αυτόματης πιπέτας. Το μίγμα του RNA, για να 

μετουσιωθεί, τοποθετείται στους -70°C για 5-10 mm. Αμέσως μετά υποβάλλεται σε μια 

γρήγορη φυγοκέντρηση και αφήνεται να αποκτήσει την θερμοκρασία περιβάλλοντος.

Κατόπιν προσθέτονται 10 pL του διαλύματος 5Χ, 5 pL του 0.1 Μ DTT και 3 pL του 

dNTP. Η RT απομακρύνεται από τους -20°C και πολύ γρήγορα τοποθετείται χωρίς καμία 

ανάμιξη, στο παγόλουτρο. Προσθέτονται στο μίγμα του RNA 2.5 pL της RT και 

αναμιγνύεται με ήπια αναδιασπορά. Τοποθετείται στους 37°C για 2 h  30 min. Το τελικό 

προϊόν της επώασης είναι το cDNA. Η συντήρηση του γίνεται στους -20°C.

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)

Αντιδραστήρια-Όργανα

•  Θερμοκυκλοποιητής (PCR)

Διαλύματα εργασίας

• Α ντιδραστήρια  PCR. Διάλυμα DyNasyme 10Χ, 2 U/pL DyNasyme II (Taq- 

Πολυμεράση), 10 mM dNTP, H2OPCR (όλα σε ένα κουτί στους -20°C, GIBCO).

•  Μ ίγμα 10 m M  dNTP. Αποτελείται από 20 pL dATP, 20 pL dCTP, 20 pL dGTP και 

20 pL dTTP σε 120 pL H 2O p c r  (GEBCO).

•  Μ ίγμα-Taq (Taq-mix). Αποτελείται από 1 pL 10 mM dNTP, 5 pL διαλύματος 

DyNasyme 10X, 0.5 pL DyNasyme II και 3.5 pL H:Opcr. Οι ποσότητες αυτές 

χρησιμοποιούνται για ένα δείγμα, για αυτό πολλαπλασιάζεται ανάλογα με τα δείγματα 

του PCR. Πάντα παρασκευάζεται για περισσότερα δείγματα.
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• Ολιγονονκλεοτίδια Π ριμοδότες (Oligo Primers sense/antisense) για PAF-AH. Οι 

αρχικές συγκεντρώσεις όλων των πριμοδοτών είναι 10 pg/pL. Χρησιμοποιούνται σε 

συγκέντρωση 0.2 pg/pL, μετά από αραίωση 1:50 (ν/ν) σε H^Opcr.

Η αλληλουχία τους είναι η εξής:

AH 1/6R  

♦ «

5' A T A C A A G T A C T G A TG G C TG C T G C A A G  3» sense  

5 ’ G G A C TG A A C C C C TG A TT G T A A  3' antisense

A H 2/6R 5' T C T T T G G A A C A C A C T G G C T TA T G G G C  3 ’ 

5' G G A C TG A A C C C C TG A TT G T A A  3'

A H 4/6R 5* G A C C TG G C A T C TC A T G G  3*

5* G G A C TG A A C C C C TG A TT G T A A  3 f

A H 1/7R 5* A T A C A A G T A C T G A T G G C T G C T G C A A G  3* 

5* G T G A A G T C A G C A A A A T T C T G G T G G  3 ’

A H 4/7R 5 ’ G A C C T G G C A T C T C A T G G  3*

5’ G TG A A G TC A G C A A A A T T C T G G T G G  3'

Πειραματική διαδικασία

Χρησιμοποιήθηκε το cDNA μακροφάγων, το cDNA αιμοπεταλίων και το cDNA 

αιμοπεταλίων μετά από κατεργασία του RNA με ϋΝΑση.

Χρησιμοποιήθηκαν πριμοδότες που αναγνωρίζουν το mRNA ολόκληρης της περιοχής 

του ενεργού κέντρου της PAF-AH των μακροφάγων (ΑΗ) καθώς και κάποιοι που 

αναγνωρίζουν στο mRNA, την ύπαρξη της αλληλουχίας του υποδοχέα του PAF, του
Λ I

υποδοχέα εκκαθαριστή, της Ca -ΑΤΡάσης και της ακτίνης.

Στα ειδικά eppendorf του PCR τοποθετούνται 35 pL H20pcr, 10 pL μίγμα-Taq, 2 pL 

από κάθε πριμοδότη και 3 pL του cDNA. Στην περίπτωση που η ποσότητα των 3 pL είναι 

περισσότερη από ότι χρειάζεται για την ηλεκτροφόρηση (αυτό διαπιστώνεται μετά το τέλος 

της ηλεκτροφόρησης με αγαρόζη), προστίθεται λιγότερη ποσότητα (1 pL) του cDNA και η 

διαφορά έως 50 pL συμπληρώνεται με 2 pL Η2Οροκ. Κατόπιν τοποθετούνται στο PCR και 

αρχίζει το πρόγραμμα, ανάλογα με τους πριμοδότες που χρησιμοποιήθηκαν (κάποιοι 

πριμοδότες δρουν βέλτιστα στους 59°C και κάποιοι άλλοι στους 55°C.

!

i
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Τα προγράμματα αυτά είναι τα εξής:

Α) Για τους πριμοδότες της PAF-AH: AH1/6R, AH2/6R, AH4/6R, AH1/7R, AH4/7R 

καθώς και για της ακτίνης και του υποδοχέα του PAF:

• 5 min στους 95°C (μετουσίωση του cDNA, διαχωρισμός των αλυσίδων) (1)

•  30 sec στους 94°C (μετουσίωση του cDNA, διαχωρισμός των αλυσίδων) (2)

•  45 sec στους 59°C (σύνδεση, βέλτιστη δράση του πριμοδότη) (3)

• 2 min στους 72°C (δράση της Taq πολυμεράσης, δημιουργία συμπληρωματικής 

αλυσίδας (4)

•  7 min στους 72°C (5)

Το στάδιο (1) πραγματοποιείται για έναν κύκλο. Τα στάδια (2)-(4) για 35 κύκλους. 

Μετά η διαδικασία τελειώνει με το στάδιο (5) και το δείγμα, το πολυμερισμένο cDNA, 

διατηρείται στους 4°C. Με την χρήση του συγκεκριμένου προγράμματος έγινε ο 

πολυμερισμός στο cDNA που παρασκευάστηκε από το mRNA των αιμοπεταλίων και το 

mRNA των μακροφάγων (μάρτυρας).

Β) Για τους πριμοδότες της Οε2+-ΑΤΡάσης και τον υποδοχέα του εκκαθαριστή:

•  10 min στους 95°C (μετουσίωση του cDNA, διαχωρισμός των αλυσίδων) (1)

•  1 min στους 95°C (μετουσίωση του cDNA, διαχωρισμός των αλυσίδων) (2)

• 1 min στους 55°C (σύνδεση, βέλτιστη δράση του πριμοδότη) (3)

•  1 min στους 72°C (δράση της Taq πολυμεράσης, δημιουργία συμπληρωματικής 

αλυσίδας (4)

•  7 min στους 72°C (5)

Το στάδιο (1) πραγματοποιείται για έναν κύκλο. Τα στάδια (2)-(4) για 30 κύκλους. 

Μετά η διαδικασία τελειώνει με το στάδιο (5) και το δείγμα, το πολυμερισμένο cDNA, 

διατηρείται στους 4°C. Με την χρήση του συγκεκριμένου προγράμματος έγινε ο 

πολυμερισμός στο cDNA που παρασκευάστηκε από το mRNA των αιμοπεταλίων και το 

mRNA των μακροφάγων (μάρτυρας).
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Ηλεκτροφόρηση αγαρόζης 1% για cDNA

Αντιδραστήρια- όργανα

• Οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης (Fotodyne Incorporated)
• Τροφοδοτικό (BIO-RAD, Power Pac 200)
• Φούρνος μικροκυμάτων
• Φωτογραφική κάμερα (UV ακτινοβολία)
• Αγαρόζη -(GIBCO BRL)
• Βρωμιούχο αιθίδιο, 10 mg/mL (EtBr, Sigma). Το διάλυμα αυτό είναι εξαιρετικά 

επικίνδυνο γι’ αυτό το λόγο η χρήση του γίνεται πολύ προσεκτικά. Φυλάσσεται στους 
4°C, πολύ καλά προστατευμένο.

• Πρότυπα ζευγών DNA (1 OObp, BioRad)

Διαλύματα εργασίας

• Διάλυμα 0.5 M E D TA  (p H 8.0). 18.6g EDTA διαλύονται σε 80 mL δις-απεσταγμένου 

Η2Ο (ddHaO). To pH ρυθμίζεται στο 8.0 και ο όγκος συμπληρώνεται στα 100 mL.

• Διάλυμα TAE 50Χ. 242 g Tris Base, 57.1 g οξεικού οξέος και 100 mL 0.5 Μ EDTA 

(pH 8.0) διαλύονται σε τελικό όγκο 1 L d d ^ O . Το διάλυμα φυλάσσεται σε 

θερμοκρασία δωματίου.

•  Διάλυμα TAE IX . Σε 980 mL ddHiO προστίθενται 20 mL διαλύματος TAE 50Χ. Το 

διάλυμα φυλάσσεται σε θερμοκρασία δωματίου.

• Π ήκτω μα αγαρόζης 1%. Σε κωνική φιάλη των 500 mL διαλύονται 2 g αγαρόζης σε

, 200m LTA E IX.

I ·  Χρω στική DNA. Σε διάλυμα TAE IX διαλύονται σε τελική συγκέντρωση 0.1% (ν/ν) 

ι γλυκερόλη και 0.1% (ν/ν) μπλε βρωμοφαινόλη. Διατηρείται στους 4°C.

I Πειραματική διαδικασία1
I

i Προετοιμασία πηκτώματος

\

i Το πήκτωμα αγαρόζης τοποθετείται στο φούρνο μικροκυμάτων για 3 min. Στη

) συνέχεια απομακρύνεται η φιάλη από το φούρνο και το διάλυμα ψύχεται υπό ελαφρά
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ανάδευση κάτω από συνεχή ροή κρύου νερού. Πολύ προσεκτικά προστίθενται στο διάλυμα 

αγαρόζης 10 pL EtBr. Αναδεύεται ελαφρώς και αποχύνεται στη θέση τοποθέτησης του 

πηκτώματος. Αμέσως τοποθετείται χτένι των 20 θέσεων ή δύο χτένια των 40 θέσεων 

συνολικά. Πριν αρχίσει να πήζει η αγαρόζη, απομακρύνονται τυχόν φυσαλίδες που 

δημιουργήθηκαν. Το πήκτωμα αγαρόζης είναι έτοιμο όταν ασπρίσει.

Προετοιμασία δειγμάτων

Η προετοιμασία των δειγμάτων μετά από PCR γίνεται ως εξής: σε eppendorf 

τοποθετούνται 3 pL χρωστικής και 15 pL cDNA. Η ανάδευση γίνεται με την πιπέτα.

Τοποθέτηση δειγμάτων

Μετά την πήξη το πήκτωμα αγαρόζης τοποθετείται στη θέση εκκίνησης. Προστίθεται 

διάλυμα ΤΑΕ IX  ώστε να καλυφθεί όλη η επιφάνειά του, περίπου μισό εκατοστό. 

Απομακρύνονται τα χτένια πολύ προσεκτικά. Σε κάθε θέση (πηγαδάκι) που έχει σχηματιστεί, 

τοποθετείται το μίγμα δείγματος/χρωστικής. Σε μια από τις θέσεις τοποθετείται και 15 pL από 

το πρότυπο των ζευγών DNA.

Η διάρκεια της ηλεκτροφόρησης είναι τουλάχιστον 1 h με σταθερή τάση 100 V. Μετά 

το τέλος της ηλεκτροφόρησης (μετακίνηση της χρωστικής περίπου στη μέση του 

πηκτώματος), το πήκτωμα φωτογραφίζεται σε σκοτεινό θάλαμο κάτω από ακτινοβολία UV.

Ανίχνευση των PMPs και προσδιορισμός ενεργότητας της PAF-AH στο 

πλάσμα με μέθοδο ELISA

Αντιδραστήρια -Όργανα

•  Μετρητής υγρού σπινθηρισμού, Packard (TriCarb 2100 TR)
• Μικροφυγόκεντρος για eppendorf
• Υδατόλουτρο 37°C
• Φιαλίδια σπινθηρισμού των 4 mL
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• PAF (1-0-δεκαεξάκυλο-2-ακετυλο-8η-γλυκερο-3-φωσφοχολίνη, Μ.Β. 523.7 g/mol, 
Sigma)

■ ·  Πρότυπο διάλυμα [3H]-PAF (1-Ό-δεκαεξέκυλο-2-[3Ηακετυλο]-8η-γλυκερο-3-
φωσφοχολίνη, 0.25 mCi/0.5 mL, 10 Ci/mmol, DuPont New England Nuclear Boston 

if MA)
• Υγρό σπινθηρισμού, Scintilation liquid Optiphase Hisafe 3

i ·  Τριχλωροξεικό οξύ (TCA, Merck)
I ·  Αλβουμίνη βοδινού ορού ελεύθερη λιπαρών οξέων ( FFA BSA, Sigma)

• CD61-PerCP (Becton Dickinson)
• CD61 (Becton Dickinson)
• CD41a-FITC (Becton Dickinson)

, ·  CD31 -PE (Becton Dickinson)
' ·  CD 14-FITC (Becton Dickinson)
' ·  CD45-PE (Becton Dickinson)
i ·  Αννεξίνη-V-FrrC (Pharmingen, Becton Dickinson)
!( ·  Σωληνάκια πολυστυρενίου των 5 mL (12x75 mm, Becton Dickinson)

• Cell Quest πρόγραμμα (Becton Dickinson)
• Κυτταρόμετρο ροής FACScalibur (Becton Dickinson)

‘ ·  Μετρητής microELISA (SpectraMAX 190, Molecular Devices)
• Πλακίδια ELISA 96 θέσεων (Coming Costar)
• Tris-Base(C4H,iN03,M.B. 121.14 g/mol, Riedel-deHaen)
• NaCl (M.B. 58.44 g/mol, Merck)
• Φυσιολογικός ορός
•  Οκτακάναλη πολυτππέτα μεταβαλλόμενου όγκου 20-200 μ ι  (Costar)

Διαλύματα εργασίας

•  Αιάλνμα 20 m M P A F . Όπως περιγράφεται στην σελίδα 90. ;

• Αιάλνμα 20% TCA. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 110. |
ί

• Διάλυμα 2.5 mg/mL B SA . Όπως περιγράφεται στην σελίδα 90. I
5

• Διάλυμα 100 mg/mL B SA . Όπως περιγράφεται στην σελίδα 110. \
*

• Ρυθμιστικό διάλυμα Hepes p H  7.4. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 110. |

• Διάλυμα 1000 μ Μ  [3H]-PAF. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 110.

• Διάλυμα 10% EDTA , p H  7.0. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 85.

• Διάλυμα P B S 10 M m , p H  7.4. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 84.

• Διάλυμα 0.1% EDTA. Αναμιγνύονται 1 mL του διαλύματος 10% EDTA με 99 mL 

φυσιολογικού ορού σε τελικό όγκο 100 mL. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C. *;
\
!
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•  Διάλυμα 1% EDTA. Αναμιγνύονται 10 mL του διαλύματος 10% EDTA με 90 mL 

φυσιολογικού ορού σε τελικό όγκο 100 mL. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

•  Διάλυμα 50 m M  TBS. Διαλύονται 0.15 g Tris-Base και 0.225 g NaCl σε 25 mL dEbO. 

To pH ρυθμίζεται στο 7.6 και διατηρείται στους 4°C.

•  Διάλυμα 1% FFA BSA/PBS. Διαλύεται 1 g FFA BSA σε 100 mL PBS 10 mM, pH 

7.4. To διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

Αρχή της μεθόδου

Έγινε η απομόνωση των μικροσωματιδίων από πλάσμα και χαρακτηρισμός της 

προέλευσής τους και προσδιορισμός της ενεργότητα της PAF-AH συσχετιζόμενης με τα 

PMPs. Η μέθοδος η οποία περιγράφεται πιο κάτω βασίζεται σε αυτή των Osumi et al. [501] 

με κάποιες τροποποιήσεις.

Πειραματική διαδικασία

Σε σωληνάκια τα οποία περιέχουν αντιπηκτικό διάλυμα ACD συλλέγονται 8.5 mL 

περιφερικού φλεβικού αίματος. Το αίμα φυγοκεντρείται στα 150xg για 10 min, σε 

θερμοκρασία δωματίου παρασκευάζοντας με αυτό το τρόπο πλάσμα πλούσιο σε αιμοπετάλια 

(PRP). Τα 2/3 από την επάνω επιφάνεια του PRP απομονώνεται πολύ προσεκτικά, για να 

αποφευχθεί η πρόσληψη ποσότητας ερυθροκυττάρων και λευκοκυττάρων. Στην συνέχεια το 

PRP αραιώνεται με 0.1% EDTA/φυσιολογικό ορό, σε αναλογία 3:2 (ν/ν) και ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στα l,500xg για 20 min. Το υπερκείμενο (πλούσιο σε PMPs) απομακρύνεται 

και αραιώνεται σε αναλογία 1:1 (ν/ν) με 1% EDTA και φυλάσσεται για ανάλυση με 

κυτταρομετρία ροής ή προδιορισμός PAF-AH.

Η ταυτοποίηση της προέλευσης των μικροσωματιδίων έγινε με κυτταρομετρία ροής. 

Αρχικά προσδιορίστηκε η έκφραση της αννεξίνης-V στα δείγματα, όπως έχει ήδη περιγραφεί 

στην μεθοδολογία. Στην συνέχεια χρησιμοποιώντας ειδικά μονοκλωνικά αντισώματα κατά 

των αιμοπεταλίων (anti-CD41a-FITC), των μονοκυττάρων (anti-CD 14-FITC), των 

αιμοπεταλίων και ενδοθηλιακών κυττάρων (anti-CD31-PE) και των λευκοκυττάρων (CD45- 

ΡΕ), χαρακτηρίστηκαν τα μικροσωματίδια του πλάσματος. ί
i >
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Χρησιμοποιούνται δείγματα PRP τα οποία αμέσως μετά την παρασκευή τους (εντός 

τριών ωρών από την αιμοληψία) διατηρούνται στους 4°C για τουλάχιστον τρείς ώρες.

1. Η ακινητοποίηση του αντισώματος anti-CD61 (που αναγνωρίζει την β3 ιντεγκρίνη του 

υποδοχέα α ιη^) στο πλακίδιο ELISA γίνεται με την προσθήκη αυτού σε συγκέντρωση 100 

pg/mL σε PBS (50 pL/θέση) σε κάθε θέση του πλακιδίου ή 50 pL από το anti-CD45 (100 

pg/mL σε PBS) ή το ισοτυπικό αρνητικό δείγμα ελέγχου IgG (100 pg/mL σε PBS). Στη 

συνέχεια ακολουθεί επώαση του πλακιδίου ELISA στους 4°C για 24h.

2. Το πλακίδιο ELISA εκπλύνεται τρείς φορές με το διάλυμα 50 mM TBS με τη βοήθεια 

χειροκίνητου πλυστικού μηχανήματος και το υγρό έκλυσης αποχύνεται με αναστροφή του 

πλακιδίου. Η έκπλυση γίνεται ώστε να απομακρυνθεί η περίσσεια του αντισώματος που δεν 

έχει δεσμευτεί σε κάθε θέση του πλακιδίου ELISA.

3. * Σε κάθε θέση του πλακιδίου ELISA προστίθενται 300 μ ΐ. 1% FFA-BSA σε PBS (pH 

7.4) για τη δέσμευση της επιφάνειας κάθε θέσης του πλακιδίου η οποία δεν έχει καταληφθεί 

από το αντίσωμα. Ακολουθεί επώαση για 2.5 h στους 37°C.

4. Ακολουθούν τρείς εκπλύσεις με PBS 10 mM, pH 7.4, και απόχυση του υπερκειμένου 

όπως αναφέρεται παραπάνω, ώστε να απομακρυνθεί η περίσσεια του 1% FFA-BSA.

5. Προστίθενται 100 μΐ, από το πλάσμα πλούσιο σε μικροσωματίδια ή PMPs (150 pg 

πρωτεΐνης/mL) που απομονώθηκαν από ενεργοποιημένα αιμοπετάλια από ιονοφόρο Ca2+- 

Α23187 όπως περιγράφεται στην παράγραφο Απομόνωση των PM Ps σε κάθε θέση που έχει 

επικαλυφθεί με τα διάφορα αντισώματα. Γίνεται επώαση για 2 h στους 37°C.

6. Ακολουθούν τρεις εκπλύσεις με PBS 10 mM, pH 7.4 και απόχυση του υπερκειμένου με 

τέτοιο τρόπο ώστε να απομακρυνθεί η περίσσεια ποσότητα δείγματος.

7. Προστίθενται 90 μΐ. του ρυθμιστικού διαλύματος HEPES (το διάλυμα αυτό έχει 

θερμανθεί στους 37°C) και στην συνέχεα 10 pL από το διάλυμα 1000 μΜ [3Η-ακέτυλο]ΡΑΡ 

(100 μΜ τελική συγκέντρωση/θέση). Γίνεται επώαση για 1 h στους 37°C.

j 8. Σταματάμε την αντίδραση με την προσθήκη 20 pL/Θέση ψυχρής FFA-BSA (100 

mg/mL). Στην συνέχεα προσθέτουμε το πλακίδιο στους 4°C για 15 min.

9. Μετά από τα 15 min το μίγμα κάθε θέσης απομακρύνεται και τοποθετείται σε 

ξεχωριστά eppendorfs που περιέχουν 80 μΐ, ψυχρού TCA (20%). Ακολουθεί η υπόλοιπη 

\ πειραματική πορεία όπως περιγράφεται στην παράγραφο Προσδιορισμός ενεργότητας της 

.1 PAF-AH.
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Μικροσκόπιο συνεστιασμού (Confocal Microscope)

Αντιδραστήρια -Όργανα

•  Αντισώματα κατά της PAF-AH του πλάσματος και της ενδοκοττάριας τύπου Π 
μορφής της PAF-AH ήταν δωρεά από των Δρ. C. Macphee (SmithKline Beecham)

• Δευτερογενές IgG αντίσωμα (anti-mouse) επισημασμένο με FUC (Dianova 
Company, Hamburg, Germany)

• Πλακίδια καλλιέργειας κυττάρων 6 θέσεων (35x10 mm, Primaria Falcon)
• CD41 a-FITC (Becton Dickinson)
• MOWIOL (Calbiochem)
• DAPCO (l,4-Diazabicylclo[2.2.2] octane, C6H12N2, M.B. 112.2 g/mol, Sigma)
•  Tris-HCl (C4H 1 iN 0 3*C1H, M.B. 157.60 g/mol, Merck)
•  Γλυκερόλη 87% (Carlo-Erba)
•  Leica TCS-SP Μικροσκόπιο συνεστιασμού (Leica Microsystems AG, Wetzlar, 

Germany)
•  Leica TCS λογισμικό
• Ψηφιακή κάμερα Leica TCS NT (Leica Microsystems AG)
• Αποστειρωμένοι κωνικοί βαθμονομημένοι σωλήνες των 50 mL (Coming)

Διαλύματα εργασίας

• Διάλυμα P B S 10 mM, p H  7.4. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 84.

• Διάλυμα 1 % FFA BSA/PBS. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 140.

•  Διάλυμα 0.2 Μ  Tris-HCL Διαλύονται 1.6 g Tris-HCl σε 50 mL (ΙΗ2Ο. To pH 

ρυθμίζεται στο 8.5.

•  Διάλυμα MOWIOL. Ζυγίζονται 2.49 g MOWIOL και τοποθετούνται σε κωνικό 

βαθμονομημένο σωλήνα των 50 mL στην συνέχεια προσθέτονται 5.5 mL γλυκερόλης 

(87%) και 6 mL ddH20 αφήνεται υπό ανάδευση για 2 h σε θερμοκρασία δωματίου. 

Στην συνέχεια προσθέτονται 12 mL από το διάλυμα 0.2 Μ Tris-HCl, pH 8.5 και 

αφήνεται σε υδατόλουτρο με θερμοκρασία 53°C, μέχρι να γίνει διάλυμα το MOWIOL 

(περίπου 30 min). Ακολουθεί φυγοκέντρηση στους 4,000 rpm για 20 min. Το 

υπερκείμενο χωρίζεται σε aliquots του 1 mL και φυλάσσεται στους -80°C.

•  MOWIOL+ DAPCO. Προσθτίθεται τέτοια ποσότητα του DAPCO ώστε στο 1 mL του 

MOWIOL να έχουμε τελική συγκέντρωση του DAPCO 100 mg/mL.
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Αρχή της μεθόδου

Στην μικροσκοπία συνεστιασμού, οι φακοί του μικροσκοπίου εστιάζουν το λέιζερ στο 

β  δείγμα σημείο προς σημείο γνωστό και ως εστιακό σημείο (focal point). Το λέιζερ σαρώνει το 

' δείγμα και έτσι συλλέγονται πληροφορίες για αυτό. Οι πληροφορίες αυτές αποτελούνται τόσο 

ι από φώς της φθορίζουσας χρωστικής που χρησιμοποιείται όσο και από φώς που 

ί αντανακλάται από το ίδιο το δείγμα. Στην συνέχεα το φώς που εκπέμπει το εστιακό σημείο 

ί εστιάζεται σε ένα δεύτερο σημείο γνωστό ως σημείο συνεστιασμού (Confocal point). Στο 

σημείο αυτό υπάρχει ένα μικρό άνοιγμα (pinhole aperture) που επιτρέπει στο φως να περνά 

! προς τον ανιχνευτή. Αντίθετα, πληροφορίες εκτός του εστιακού σημείο δεν καταγράφονται 

1 από τον ανιχνευτή.

Πειραματική διαδικασία
ιI

' Η πειραματική διαδικασία που χρησιμοποιήθηκε προέρχεται από αυτή που προτάθηκε

* από τον Leng et al. [108] με ορισμένες τροποποιήσεις.

1. Γυάλινες καλυπτρίδες (coverslips) τοποθετούνται σε πλακίδια καλλιέργειας κυττάρων
ι

6 θέσεων και επικαλύπτονται με ινωδογόνο (100 μg/mL) για 2 h σε θερμοκρασία δωματίου.
!

2. Το πλακίδιο εκπλένεται τρεις φορές με PBS 10 mM, pH 7.4 ώστε να απομακρυνθεί η 

περίσσεια του ινωδογόνου που δεν έχει δεσμευτεί στο πλακίδιο.

I 3. Στην συνέχεα προστίθενται 500 pL 1% FFA-BSA σε PBS (10 mM, pH 7.4) ώστε να 

δεσμευτεί η επιφάνεια που δεν έχει καταληφθεί από το ινωδογόνο. Ακολουθεί επώαση για 1.5 

h σε θερμοκρασία δωματίου. Τα πλυμένα αιμοπετάλια παρασκευάστηκαν όπως περιγράφεται 

στην παράγραφο Μελέτη της συσσώρευσης τω ν πλυμένων αιμοπεταλίων. Αιμοπετάλια σε 

συγκέντρωση 2.0><107/mL τοποθετήθηκαν σε κάθε φρεάτιο του πλακιδίου και αφέθηκαν να 

' προσκολληθούν στις καλυπτρίδες για 1.5 h σε θερμοκρασία δωματίου.

1 4. Τα αιμοπετάλια που δεν έχουν προσκολληθεί απομακρύνθηκαν με τρεις εκπλύσεις με 

' PBS 10mM, ρΗ7.4.

5. Η μονιμοποίηση των αιμοπεταλίων έγινε με την προθήκη ψυχρής μεθανόλης (70%) 

για 7 min, και ακολούθησαν τρείς εκπλύσεις με PBS 10 mM, pH 7.4.
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6. Οι μη ειδικές θέσεις ελαχιστοποιήθηκαν με την προσθήκη 500 μ ί  1% FFA-BSA σε 

PBS (10 mM, pH 7.4) για 20 min σε θερμοκρασία δωματίου.

7. Ακλούθησαν τρεις εκπλύσεις με PBS 10 mM, pH 7.4.

8. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 60 min σε θερμοκρασία δωματίου με τα πρωτογενή 

αντισώματα με (1:5 (ν/ν)) αραίωση για τα μονοκλωνικά αντισώματα anti-CD41a-FITC και 

για το αρνητικό IgG-FITC και 1:50 (ν/ν) αραίωση για τα αντισώματα κατά της PAF-AH του 

πλάσματος και της ενδοκυττάριας τύπου II PAF-AH) και στην συνέχεα οι καλυπτρίδες 

ξεπλύθηκαν τρεις φόρες.

9. Ακλουθεί η προσθήκη του δευτερογενούς αντισώματος επισημασμένου με FITC (1:50 

αραίωση (ν/ν)) για 30 min σε θερμοκρασία δωματίου.

10. Μετά το πέρας της επώασης ξεπλένουμε τρεις φόρες με PBS 10 mM, pH 7.4.

11. Στην συνέχεα η γυάλινες καλυπτρήδες αντιστρέφονται σε αντικειμενοφόρα πλάκα 

παρουσία MOWIOL+DAPCO (5 pL) και επωάζεται στους 37°C για 30 min; μετά 

πραγματοποιείται οπτική παρατήρηση.

Καλλιέργεια ενδοθηλιακών κυττάρων

Αντιδραστήρια -Όργανα •

•  Πλακίδια καλλιέργειας κυττάρων 24 θέσεων (18x10 mm, Primaria Falcon)
•  Αποστειρωμένα σιφώνια των 5,10,25 mL
• Θάλαμος νηματικής ροής
•  Κλίβανος επώασης με ατμόσφαιρα 5% σε CO2 (NUAIRE)
•  Κλίβανος υγρής αποστείρωσης
• Αποστειρωμένοι καθετήρες τριών δρόμων (3 way stopcock)
• Αποστειρωμένο νυστέρι #11
• Αποστειρωμένα γάντια
•  Σύριγγες
•  Γυάλινα ποτήρια των 250 και 600 mL
• Αποστειρωμένες Γάζες
•  Dulbecco’s PBS (Biowhittaker, Walkersville, MD)
• Medium 199 (Biowhittaker, Walkersville, MD)
• Hank’s balanced salt solution (HBSS, Biowhittaker, Walkersville, MD)
• L-γλυταμίνη (Biowhittaker, Walkersville, MD)
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• Πενυαλίνη/Στρεπτομυκίνη (25,000 U/mL και 25,000 mg/mL, αντίστοιχα; 
Biowhittaker, Walkersville, MD)

• Τύπου I Κολλαγενάση (5 g/btl, Worthington Biochemical Corp. Freehold, NJ)
• Ορός από έμβρυο βοδιού (FCS, Gibco-BRL)
• Trypsin+EDTA (Gibco-BRL)
• MgCl2*6H20 (M.B. 203.31 g/mol, Sigma)
• CaCl2 (M.B. 110.99 g/mol, Merck)
• Ανθρώ7ΐινος όρος (Biowhittaker, Walkersville, MD)
• VEGF (Immunotools)
• Ζελατίνη (Sigma)
• PAF (1-0-δεκαεξάκυλο-2-ακετυλο-5η-γλυκερο-3-φωσφοχολίνη, M.B. 523.7 g/mol, 

Sigma)
• Αλβουμίνη βοδινού ορού ελεύθερη λιπαρών οξέων ( FFA BSA, Sigma)
• Πλακίδια καλλιέργειας κυττάρων 24 θέσεων (18x10 mm, Primaria Falcon)
• Φίλτρα διήθησης 0.20 μ (Coming)
• Αποστειρωμένοι κωνικοί βαθμονομημένοι σωλήνες των 15 mL και 50 mL (Coming) 

Διαλύματα εργασίας

• Διάλνμα 250 U/mg κολλαγενάσης σε PBS. Διαλύεται 1 g κολλαγενάσης σε 10 mL 

PBS που έχει θερμανθεί στους 37°C δίνοντας το stock διάλυμα. Το διάλυμα 

αποστειρώνεται με φίλτρο διήθησης 0.20 μ κάτω από στείρες συνθήκες. Το διάλυμα 

εργασίας προέρχεται από αραίωση 1:100 σε PBS του αρχικού stock. Όμως πριν 

χρησιμοποιηθεί η κολλαγενάση θερμαίνεται στους 37°C για 1 h. Το διάλυμα 

διατηρείται στους -80°C.

• Θρεπτικό M edium 199. Προστίθενται στο εμπορικό διαθέσιμο διάλυμα 20% FCS, 

θερμικά απενεργοποιημένη (ν/ν), 1:100 L-γλυταμίνη (200 ηΜ) και 1:250 

Πενικιλίνη/Στρεπτομυκίνη (25,000 U/mL και 25,000 mg/mL).

• Διάλυμα 10 m M H EPES. 10 mM HEPES, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2«6H20 και 0.5% 

ανθρώπινο όρο. To pH ρυθμίζεται στο 7.4.

• Διάλυμα 2.5 mg/m L BSA. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 90.

• Διάλυμα 40 μ Μ  και 20 μ Μ  PAF. Όπως περιγράφεται στην σελίδα 115.

• Διάλυμα 0.2% gelatin. 0.2 g ζελατίνη διαλύονται σε 100 mL PBS. Το διάλυμα αυτό 

αποστειρώνεται σε κλίβανο υγρής αποστείρωσης.

•  Διάλυμα VEGF (10 μg/mL). Το εμπορικό αντιδραστήριο περιέχει 2 pg VEGF σε 

λυοφιλοποιημένη μορφή τα οποία διαλυτοποιούνται σε 0.2 mL 0.2% ζελατίνη
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δίνοντας διάλυμα συγκέντρωσης 10 pg/mL. Τα διαλύματα διατηρούνται στους -80 °C 

σε κλάσματα των 10 pL.

Πειραματική διαδικασία

Από τη στιγμή που λαμβάνεται ο ομφάλιος λώρος μπορεί να διατηρηθεί μέσα σε PBS 

έως και 6 h σε θερμοκρασία δωματίου.

1. Όλη η διαδικασία απομόνωσης των ενδοθηλιακών κυττάρων γίνεται υπό στείρες 

συνθήκες, στο χώρο ιστοκαλλιεργειών, στο θάλαμο νηματικής ροής. Ο χώρος καθαρίζεται με 

αιθανόλη (70%) πριν από τη χρήση του. Λαμβάνεται ο λώρος με καθαρά αποστειρωμένα 

γάντια.

2. Στο λώρο υπάρχουν δυο αρτηρίες και μια μεγαλύτερη φλέβα η οποία πρέπει να 

εντοπιστεί. Εντοπίζονται στο λώρο τα σημάδια από τους αιμοστάτες; στην περιοχή αυτή 

κόβονται 1-2 cm από κάθε πλευρά με αποστειρωμένο νυστέρι #11.

3. Ξεπλένεται η φλέβα με το PBS, προσθέτοντας το στόμιο της σύριγγας στην μια άκρη 

της φλέβας. Η διαδικασία αυτή συνεχίζεται μέχρι το διάλυμα βγει καθαρό από τον λώρο.

4. Εφαρμόζονται και στις δύο πλευρές των καθετήρων τριών δρόμων (3 way stop cocks) 

και στην συνέχεια με την χρήση χειρουργικού νήματος τα σταθεροποιούμε στο λώρο, 

δένοντας τους στις άκρες. Με την βοήθεια σύριγγας των 20 mL διοχετεύεται το διάλυμα 

κολλεγενάσης έως ότου γεμίσει. Κλείνουμε τις στρόφιγγες των καθετήρων τριών δρόμων και 

βάζουμε το λώρο σε προθερμασμένο στους 37°C PBS για 12 min ακριβώς.

5. Μετά την παρέλευση 12 min ανοίγεται η μια στρόφιγγα και αδειάζουμε το διάλυμα 

κολλαγενάσης που βρίσκεται μέσα στο λώρο σε αποστειρωμένο κωνικό βαθμονομημένο 

σωλήνα των 50 mL. Από την άλλη πλευρά του καθετήρα εφαρμόζουμε μια σύριγγα των 20 

mL με θρεπτικό Medium 199 έτσι ώστε να ανασταλεί η δράση της κολλαγενάσης. Στη 

συνέχεια, ξεπλένουμε με PBS για να πάρουμε τυχόν υπολείμματα κυττάρων που έχουν 

απομείνει στο τοίχωμα της φλέβας.

6. Φυγοκεντρούνται τα κύτταρα στους 1000 rpm για 10 min σε 4°C. Μετά από την 

φυγοκέντρηση το υπερκείμενο αποχύνεται και το ίζημα επαναιωρείται σε θρεππκό υλικό 

(θρεπτικό Medium 199), ο όγκος του θρεπτικού υλικού καθορίζεται από το μήκος του 

ομφάλιου λώρου, όπως περιγράφεται στον παρακάτω πίνακα:
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Μ ήκος του ομφάλιου λώ ρου Ό γκ ος του θρεπτικού  
υλικού

Φ λάσκα

20 cm 5 cc Τ -25 (1) ή  Π λακίδια  
καλλιέργειας κυττάρω ν 24

θέσεω ν (20 θέσης)

80 cm 10 cc Τ -75 (1) ή Τ-25 (3) ή  
Π λακίδια  καλλιέργειας

* « κυττάρω ν 24 θέσεω ν (80  
θέσης)

7. Τα κύτταρα επωάζονταν σε κλίβανο επώασης με ατμόσφαιρα 5% σε CO2 καν

θερμοκρασία 37°C. Αλλάζουμε θρεπτικό υλικό την πρώτη φόρα στις 12-24 h και μετά κάθε

48-72 h.♦

Γίνεται διαίρεση των κυττάρων (split (1:4)) και καλλιεργούνται σε καινούργια πλακίδια 

καλλιέργειας κυττάρων, για να αποκτήσουμε καινούργια γενιά κυττάρων (ανακαλλιέργειας,

Ρ).

Στην περίπτωση που θέλουμε να επιδράσουμε τα PMPs στα ενδοθηλιακά κύτταρα για 

να δούμε την έκφραση του ICAM-1 και VCAM-1, τα ενδοθηλιακά κύτταρα επωάζονται με 

τα PMPs (30 μg πρωτεΐνης/mL), το PAF (100 ηΜ), και με VEGF (50 ng/mL) για 1, 5 και 24 

h σε κλίβανο επώασης με ατμόσφαιρα 5% σε CO2 σε πλακίδια καλλιέργειας κυττάρων 24 

θέσεων. Μετά από την επώαση με τα κύτταρα, απομακρύνουμε και φυλάμε το υπερκείμενο 

και προσθέτουμε 200 pL από το εμπορικό διαθέσιμο διάλυμα trypsin+EDTA. Τα κύτταρα 

τοποθετούνται στο κλίβανο επώασης με ατμόσφαιρα 5% σε CO2 για 2-3 min και στην 

συνέχεα απομακρύνονται τα 200 pL και τοποθετούνται σε eppendorf που περιέχει 1.2 mL 

HEPES 10 mM, pH 7.4 (αραίωση 1:10 της trypsin+EDTA). Τα δείγματα φυγοκεντρούνται σε 

μικροφυγόκεντρο eppendorf για 2 min στους 2,000 rpm. Το υπερκείμενο απομακρύνεται με 

απλή απόχυση και αναδιασπείρωνται τα κύτταρα σε μικρό όγκο HEPES 10 mM, pH 7.4 (500 

, pL) και ακλουθεί φυγοκέντρηση στους 2,000 rpm 2 min. Στην συνέχεια, το υπερκείμενο 

I απομακρύνεται με απλή απόχυση και αναδιασπείρωνται τα κύτταρα σε 20 pL HEPES 10 

1 mM, pH 7.4. Προετοιμάζουμε ειδικά σωληνάκια της Becton Dickinson με 5 pL από τα 

ί κατάλληλα αντισώματα (anti-CD54, anti-CD 106). Στην συνέχεια προσθέτουμε 20 pL από τα 

κύτταρα στα σωληνάκια αυτά και επωάζουμε στο σκοτάδι για 20 min. Μετά ακολουθεί 

αραίωση αυτών 1:10 με ρυθμιστικό διάλυμα HEPES 10 mM, pH 7.4, και ανάλυση των

1 4 7



Μεθοδολογία

δειγμάτων με κοτταρομετρία ροής. Η απορρόφηση του δείγματος γίνεται με χαμηλή ροή (12 

pL ± 3 pL/min) χωρίς καμία άλλη επεξεργασία στο δείγμα και μετά ακολουθεί ανάλυση από 

τον υπολογιστή.

Προσδιορισμός επιπέδων MCP-1 σε υπερκείμενο κυίττάρων με τη μέθοδο 

ELISA τύπου σάντουιτς

Αντιδραστήρια-Όργανα

Εμπορική συσκευασία kit προσδιορισμού του MCP-1 που περιέχει:

Πλακίδιο ELISA
Πρότυπο διάλυμα TNF-α (2000pg/mL)
Πολυκλωνικό αντίσωμα κατά MCP-1 επισημασμένο με ένζυμο 
Διάλυμα RD1-83 
Διάλυμα RD5L (5Χ)
Διάλυμα RD6Q
Αρχικό διάλυμα αραίωσης προτύπων διαλυμάτων 
Αρχικό διάλυμα έκπλυσης 
Χρωμοφόρο A 
Χρωμοφόρο Β
Διάλυμα τερματισμού της αντίδρασης (2Ν H2SO4)
MicroELISA φασματοφωτόμετρο (SpectraMax 190, Molecular Devices)
Οκτακάναλη πολυπιπέτα μεταβαλλόμενου όγκου 20-200 pL (Costar)

Διαλύματα εργασίας

Διάλυμα έκπλυσης. 20 mL του αρχικού διαλύματος έκπλυσης αναμιγνύονται με 480 

m LdH 20 .

Διάλυμα αραίω σης πρότυπων διαλυμάτων MCP-1 ((RD5L (5Χ)). 20 mL διαλύματος, 

του αρχικού διαλύματος αραίωσης πρότυπων διαλυμάτων MCP-1 αναμιγνύονται με| 

80 mL dH20 .

Υπόστρωμα. Παρασκευάζεται με ανάμιξη ίσων όγκων χρωμοφόρου Α και| 

χρωμοφόρου Β.

1 4 8



Μεθοδολογία

• Πρότυπο διάλυμα MCP-1. Η ανασύσταση του πρότυπου διαλύματος γίνεται σε 1 mL 

dH20 .

• Π ρότυπα διαλύματα MCP-1. Τα πρότυπα διαλύματα MCP-1 παρασκευάζονται ως

f  εξής:
I
I

I

I

i

I

I
I

ι

I

500 μ ι  500 μ ε  500 μ ε  500  μ ε  500  μ ε

2000
pg/mL

1000 500 250
pg/mL pg/mL pg/mL

125 62 .5
pg/mL pg/mL

jKi
m&

31.2
pg/mL

' Αρχή της μεθόδουi

) To υπερκείμενο των κυττάρων καθώς και τα πρότυπα διαλύματα επωάζονται σε

! πλακίδια ELISA που περιέχουν ακινητοποιημένο μονοκλωνικό αντίσωμα εξειδικευμένο προς 

1 τον MCP-1. Οποιαδήποτε ποσότητα MCP-1 υπάρχει δεσμεύεται στο αντίσωμα. Με 

, διαδοχικές εκπλύσεις το MCP-1 που δεν έχει δεσμευθεί απομακρύνεται και ακολουθεί μια 

1 επώαση με πολυκλωνικό έναντι του MCP-1 αντίσωμα. Η περίσσεια του αντισώματος 

απομακρύνεται και ακολουθεί η προσθήκη κατάλληλου υποστρώματος για την ανάπτυξη 

χρώματος. Η ένταση του χρώματος που παρατηρείται είναι ανάλογη της ποσότητας της MCP- 

1 που έχει δεσμευθεί. Η αντίδραση διακόπτεται με την προσθήκη οξέος και μετρείται η

! απορρόφηση στα 450 nm.
I
ί

Πειραματική διαδικασία
i
ι

Όλα τα δείγματα και αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό 

αφήνονται να αποκτήσουν θερμοκρασία δωματίου.
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1. Σε κάθε θέση του πλακιδίου ELISA προστίθενται 200 pL των προτύπων διαλυμάτων 

ή υπερκείμενου κυττάρων σε κάθε θέση και ακολουθεί επώαση για 2 h σε θερμοκρασία 

δωματίου.

2. Ακολουθούν τρεις εκπλύσεις με το αντιδραστήριο έκπλυσης με τη χρήση 

χειροκίνητου πλαστικού μηχανήματος για να απομακρυνθεί η περίσσεια του MCP-1 που δεν 

έχει δεσμευθεί.

3. Προστίθενται 200 pL του πολυκλωνικού αντισώματος έναντι MCP-1 και ακολουθεί 

επώαση για 1 h σε θερμοκρασία δωματίου.

4. Ακολουθούν τρεις εκπλύσεις με το αντιδραστήριο έκπλυσης με τη χρήση 

χειροκίνητου πλαστικού μηχανήματος για να απομακρυνθεί η περίσσεια του πολυκλωνικού 

αντισώματος που δεν έχει δεσμευθεί.

5. Στη συνέχεια προστίθενται 200 pL υποστρώματος και ακολουθεί επώαση για 20 min 

απουσία φωτός.

6. Τέλος, προστίθενται 50 pL του διαλύματος τερματισμού της αντίδρασης. Το χρώμα 

παραμένει σταθερό για 30 min.

7. Μετράται η απορρόφηση στα 450 nm.

Επεξεργασία των αποτελεσμάτων

Με τη βοήθεια των πρότυπων διαλυμάτων κατασκευάζεται η πρότυπη καμπύλη. Από 

την εξίσωση της ευθείας που προκύπτει υπολογίζεται η ποσότητα του MCP-1 που περιέχουν 

τα δείγματα. Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε pg/mL.

Στατιστική ανάλυση

Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε με τη βοήθεια του στατιστικού 

λογισμικού Statistica. Οι τιμές εκφράστηκαν ως η μέση τιμή ± τυπική απόκλιση (SD). Η 

σύγκριση των τιμών έγινε χρησιμοποιώντας το student’s t-test, έκτος από την μελέτη της 

έκκρισης της PAF-AH από τα μονοκύτταρα, που οι διαφορές συγκρίθηκαν μεταξύ τους με τη 

βοήθεια Mann-Whitney. Σε κάθε περίπτωση το επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας 

θεωρήθηκε ως Ρ< 0.05.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7°

Αποτελέσματα

Παραγωγή και χαρακτηρισμός των PMPs

Αρχικά παρασκευάστηκαν πλυμένα αιμοπετάλια όπως περιγράφεται στη μεθοδολογία 

! και στη συνεχεία έγινε η ενεργοποίησή τους με θρομβίνη (0.5 U/mL) και ανάλυση με 

1 κυτταρομετρία ροής των ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων σε διάφορα χρονικά διαστήματα.

Παρατηρήθηκε με βάση το ιστόγραμμα FSC vs SSC ότι σε σχέση με τα μη ενεργοποιημένα 

1 αιμοπετάλια υπήρχε χρονο-εξαρτώμενη αύξηση των συμβαμάτων (events) στην περιοχή των 

PMPs όπως φαίνεται στην Εικόνα 26Α. Η περιοχή των PMPs χαρακτηρίζεται από μικρά σε 

μέγεθος σωματίδια και θετική έκφραση ως προς την αννεξίνη-V. Η πρόσδεση της αννεξίνης- 

. V, που αναγνωρίζει την μετάθεση στην εξωτερική επιφάνεια της με έκθεση των αρνητικών 

φωσφολιπιδίων (όπως είναι η PS) των PMPs [145,146], επιβεβαιώνει ότι ο πληθυσμός που 

βρίσκεται στην περιοχή των PMPs είναι μικροσωματίδια. Επίσης τα PMPs χαρακτηρίστηκαν, 

ως προς πην έκφραση της αννεξίνης-V αλλά και ως προς την έκφραση διαφόρων πρωτεϊνών 

που χαρακτηρίζουν τα αιμοπετάλια. Είναι γνωστό ότι τα PMPs είναι εμπλουτισμένα με 

1 διάφορες πρωτεΐνες που βρίσκονται στα αιμοπετάλια, όπως για παράδειγμα η ιντεγκρίνη 

airbp3 [126]. Επιπρόσθετα, τα PMPs εκφράζουν Ρ-σελεκτίνη, η οποία στα μη ενεργοποιημένα 

αιμοπετάλια βρίσκεται αποθηκευμένη στα α-κοκκία των αιμοπεταλίων [145,147]. Όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 26Β και Γ η μέση ένταση φθορισμού (MFI) ως προς την έκφραση της 

αννεξίνης-V, του CD41a (ειδικό αντίσωμα έναντι της ιντεγκρίνης αιη>β3) και του CD62p 

(αντίσωμα που αναγνωρίζει την Ρ-σελεκτίνη) είναι αυξημένη στην περιοχή των PMPs

' υποδηλώνοντας την παραγωγή αυτών.
1
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Η προσθήκη της θρομβίνης στα αιμοπετάλια έχει ως αποτέλεσμα τη συσσώρευση των 

αιμοπεταλίων αλλά και την παραγωγή των PMPs σύμφωνα με τα παραπάνω αποτελέσματα 

(Εικόνα 26). Όμως σύμφωνα με την διεθνή βιβλιογραφία ο καλύτερος αγωνιστής για την 

παραγωγή των PMPs είναι αυτός που προκαλεί αναδιοργάνωση της κυτταρικής μεμβράνης με 

ν αποτέλεσμα την παραγωγή των PMPs. Με βάση μελέτες in vitro, η ισχύς των αγωνιστών, 

όσον αφορά την ικανότητά τους να επάγουν το σχηματισμό PMPs, ακολουθεί την εξής σειρά: 

ιονοφόρο Ca2+-A23187 > C5b9-τoυ συστήματος του συμπληρώματος > συνδυασμός 

θρομβίνης και κολλαγόνου > θρομβίνη ή κολλαγόνο > επινεφρίνη ή ADP [126]. Για αυτό στη 

συνέχεια επιλέχθηκε ως αγωνιστής το ιονοφόρο Ca2+-A23187 και μελετήθηκε η παραγωγή 

των PMPs μετά από ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων για 30 min. Επιλέχθηκαν τα 30 min 

ενεργοποίησης αφού αυτός ήταν αρκετός χρόνος για την μεγίστη παραγωγή των PMPs 

συμφώνα με τα παραπάνω αποτελέσματα (Εικόνα 26). Η βασική διαφορά της ενεργοποίησης 

των αιμοπεταλίων, προς παραγωγή των PMPs, με το ιονοφόρο Ca2+-A23187 σε σύγκριση με 

την αντίστοιχη με θρομβίνη είναι ότι η ενεργοποίηση παρουσία του πρώτου δεν απαιτεί 

ανάδευση διότι η παραγωγή των PMPs βασίζεται στην αναδιοργάνωση της κυτταρικής 

μεμβράνης και όχι στη συσσώρευση. Η λειτουργικότητα των αιμοπεταλίων δεν επηρεάστηκε 

από τον οργανικό διαλύτη διμεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO), στον οποίο είναι διαλυμένο το 

ιονοφόρο Ca -Α23187. Στο πειραματικό μοντέλο που χρησιμοποιήσαμε η συγκέντρωση του 

DMSO δεν ξεπέρασε το 1% (ν/ν) στο διάλυμα των αιμοπεταλίων. Όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 27Α, μετά από την ενεργοποίηση παρατηρήθηκε μια μετατόπιση των συμβαμάτων σε 

σχέση με τα μη ενεργοποιημένα αιμοπετάλια προς την περιοχή των PMPs, έχουμε δηλαδή 

την παραγωγή σωματιδίων με μικρότερο μέγεθος. Επιπρόσθετα, απομακρύνοντας τα 

υπολείμματα των αιμοπεταλίων με φυγοκέντρηση, παραλαμβάνεται ένα υπερκείμενο πλούσιο 

σε PMPs, όμως αυτό επιβεβαιώνεται από τις εικόνες της κυτταρομετρίας ροής. Επίσης όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 27Β και Γ η MFI ως προς την έκφραση της αννεξίνης-V, CD41a και 

του CD62p αυξάνεται στην περιοχή των PMPs, υποδηλώνοντας την παραγωγή αυτών. Σε 

σύγκριση με τα PMPs που παράγονται παρουσία θρομβίνης η έκφραση του CD62p είναι 

μεγαλύτερη με αυτά που παράγονται παρουσία του ιονοφόρου Ca2+-A23187. Αυτό εξηγείται 

| από το γεγονός ότι η ενεργοποίηση παρουσία θρομβίνης οδηγεί στην έκκριση του 

I περιεχομένου των α- και πυκνών-κοκκίων, με αποτέλεσμα την απελευθέρωση της Ρ- 

σελκτίνης από τις ενδοκυττάριες αποθήκες. Αντίθετα η ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με
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Α ι
το ισνοφόρο Ca -Α23187 οδηγεί στην αναδιοργάνωση των φωσφολιπιδίων της κυτταρικής 

μεμβράνης και στην παραγωγή PMPs και όχι στην απελευθέρωση του τιεριεχόμενου των α- 

και 7Π)κνών-κοκκίων. Συνεπώς, η έκφραση της Ρ-σελκτίνης είναι μικρότερη στα PMPs που 

παράχθηκαν με το ισνοφόρο Ca -Α23187. Μετά την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων 

παρουσία του ιονοφόρου Ca2+-A23187 το πλούσιο σε PMPs υπερκείμενο επιστοιβάστηκε σε 

διάλυμα 20% σουκρόζης, όπως περιγράφεται στην μεθοδολογία, και στη συνεχεία 

υποβλήθηκε σε φυγοκέντρηση. Μετά από την φυγοκέντρηση απομακρύνεται το υπερκείμενο 

που είναι πλούσιο σε PMPs και υποβάλλεται σε υπερφυγοκέντρηση. Το ίζημα που προκύπτει 

μετά από την υπερφυγοκέντρηση αναδιασπείρεται σε μικρό όγκο ρυθμιστικού διαλύματος 

PBS. Ακολουθεί ανάλυση με χρήση κυτταρομετρίας ροής και φύλαξη στους 4°C για 

τουλάχιστον μια εβδομάδα. Στην Εικόνα 28 φαίνεται το κυτταρομετρικό προφίλ των 

απομονωμένων PMPs. Τα PMPs εκφράζουν θετικότητα για την αννεξίνη-V αλλά και το 

CD41a.
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Αποτελέσματα

CD41a-FITC

Εικόνα 28: A7toμόνωση των PMPs μετά από υπερφυγοκέντρηση και χαρακτηρισμός τους με την 
έκφραση της αννεξίνης-V και του CD41a σε σύγκριση με το αρνητικό δείγμα έλεγχου (IgG).
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Ποσοτικοποίηση του PAF των PMPs

Ο ποσοτικός προσδιορισμός του PAF των δειγμάτων βασίζεται στη σύγκριση 

συσσώρευσης που προκαλούν διάφορες ποσότητες δείγματος σε εναιώρημα πλυμένων 

αιμοπεταλίων κουνελιού σε σχέση με τις συσσωρεύσεις που προκαλούν γνωστές ποσότητες 

εμπορικά διαθέσιμου C16:0 PAF. Με βάση τη συσσώρευση των αιμοπεταλίων υπολογίζεται
• 4

η βέλτιστη ευθεία από την εξίσωση της οποίας υπολογίζεται η συγκέντρωση του PAF των 

άγνωστων δειγμάτων (Εικόνα 29).

ί
ί,
κ

)

ί

1

ί

I
ι

t

,

f

Ί

A) 0,007 pg PAF/pL

ί Εικόνα 29: Ποσοτικοποίηση του PAF. Α) Αντιπροσωπευτικές καμπύλες συσσώρευσης πλυμένων 
) αιμοπεταλίων κουνελιού με πρότυπα διαλύματα του PAF. Β) Η καμπύλη με βάση την οποία γίνεται η 
i ποσοτικοποίηση του PAF.
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Με βάση τα παραπάνω, έγινε ανίχνευση και ποσοτικός προσδιορισμός του PAF στα 

PMPs που παράγονται από τα αιμοπετάλια με τη δράση του ιονοφόρου Ca2+-A23187. Η 

ποσότητα του PAF που εκκρίνεται από τα αιμοπετάλια μετά από ενεργοποίηση με το 

ιονοφόρο Ca2+-A23187 είναι 31.0±14.1 ρΜ ή 2.5±0.7 pg PAF/pg πρωτεΐνης υπερκειμένου 

(Εικόνα 30Α). Στην συνεχεία ποσοτικοποίησαμε την περιεκτικότητα των PMPs σε PAF και 

βρέθηκε να είναι 18.0±8.5 ρΜ ή 2.7±2.0 pg PAF/pg PMPs πρωτεΐνης (Εικόνα 30Β).

A )

3 ^ i E » c n A n K t a L

Β)

Εικόνα 30: Α) Η επίδραση του υπερκειμένου των ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων από το ιονοφόρο 
Ca2+-A23187 στην συσσώρευση των πλυμένων αιμοπεταλίων κουνελιού Β) Η επίδραση των 
απομονωμένων PMPs στην συσσώρευση των πλυμένων αιμοπεταλίων κουνελιού. Τα πειράματα 
έγιναν εις τριπλούν.

I
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Αποτελέσματα

. Για να επιβεβαιωθούμε ότι η συσσωρευτική δράση που παρατηρήσαμε στα PMPs ως 

προς τα πλυμένα αιμοπετάλια κουνελιού οφείλεται στον PAF και όχι σε άλλους 

βιοδραστικούς παράγοντες που εκκρίνονται κατά την διάρκεια της συσσώρευσης των 

αιμοπεταλίων και πιθανώς να υπάρχουν στα PMPs, έγινε παρασκευή εναιωρήματος 

αιμοπεταλίων κουνελιού στα οποία προσθέσαμε το σύστημα CP/CPK το όποιο δρα σαν 

εκκαθαριστής του ενδογενούς παραγόμενου ADP καθώς και ασπιρίνη η όποια αναστέλλει μη 

αντιστρεπτά την δράση του ενζύμου COX-1 και παρεμποδίζει την σύνθεση του ΤχΑς (προϊόν 

μεταβολισμού του ΑΑ). Σύμφωνα με τα αποτελέσματά μας, παρουσία της ασπιρίνης 

παρατηρήθηκε πλήρης αναστολή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων κουνελιού όταν 

χρησιμοποιήθηκε το ΑΑ ως αγωνιστής (Εικόνα 3 ΙΑ). Επιπλέον, στην ιδία παρασκευή των 

αιμοπεταλίων χρησιμοποιήθηκε ο ειδικός αναστολέας του PAF, CV-3988. Παρουσία του 

τελευταίου παρατηρήθηκε πλήρης αναστολή της βιολογικής δράσης του εμπορικά διαθέσιμου 

(πρότυπο διάλυμα) PAF όσο και αυτής των PMPs (Εικόνα 31Β και Γ). Η δράση του 

συγκεκριμένου αναστολέα είναι ειδική έναντι του PAF αφού αυτός δεν παρουσίασε ανάλογη 

ανασταλτική δράση έναντι άλλου αγωνιστή όπως η θρομβίνη (Εικόνα 32).



Αποτελέσματα

A) Β)
ΑΑ (250 μΜ) ΙΟμΜ CV-3988 + 0,02ρε PAF/pL

Ό
ΙΟμΜ CV-3988 + PMPs (10 η ρ α η ^ η ς/ιη ί)

Εικόνα 31: Αντιπροσωπευτικές καμπύλες συσσώρευσης αιμοπεταλίων κουνελιού παρουσία του ΑΑ 
(Α), παρουσία του PAF και 10 μΜ CV-3988 (Β) και παρουσία των PMPs και 10 μΜ CV-3988 (Γ)·

Εικόνα 32: Η επαγόμενη από θρομβίνη (0.5 U/mL) συσσώρευση των αιμοπεταλίων 
παρουσία και απουσία του CV-3988 (10 μΜ).

κουνελιού
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Η έκκριση της PAF-AH από τα ανθρώπινα αιμοπετάλια

I
Στη συνεχεία, μελετήθηκε η έκκριση της PAF-AH από πλυμένα αιμοπετάλια 

γ : ανθρώπου μετά από την επίδραση της θρομβίνης και του ADP. Η επαγόμενη από την 

θρομβίνη ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων έδειξε μια δοσο- (Εικόνα 33) αλλά και χρονο- 

I εξαρτώμενη έκκριση της PAF-AH (Εικόνα 34). Η μέγιστη έκκριση του ένζυμου (716±144 

ί pmol/109 κύτταρα/h) πραγματοποιήθηκε με την χρησιμοποίηση 0.2 U/mL θρομβίνης ως 

ι αγωνιστή. Αποκλείσαμε την πιθανότητα η επαγόμενη από την θρομβίνη έκκριση της PAF- 

I ΑΗ να οφείλεται στην λύση των κυττάρων διότι δεν παρατηρήθηκε απελευθέρωση της 

I γαλακτικής αφυδρογονάσης κατά την διάρκεια της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων.

I Επιπρόσθετα, πρέπει να τονιστεί ότι απομακρύνθηκε πλήρως η ενεργότητα της PAF-AH του 

1 πλάσματος κατά την διάρκεια της παρασκευής των πλυμένων αιμοπεταλίων, διότι δεν 

1 προσδιορίστηκε ενεργότητα του ενζύμου στο υπερκείμενο των αιμοπεταλίων πριν την

j ενεργοποίηση με θρομβίνη.
ί!

I ·

I

Εικόνα 33: Δοσο-εξαρτώμενη έκκριση της PAF-AH μετά από ενεργοποίηση των ανθρώπινων 
i αιμοπεταλίων με θρομβίνη.

II
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Χρόνος (min)

Εικόνα 34: Χρονο-εξαρχώμενη έκκριση της PAF-AH μετά από ενεργοποίηση με θρομβίνη. Τα 
αποτελέσματα αντιπροσωπεύουν το έπι τοις % ποσοστό ως προς την συνολική ενεργότητα που 
υπάρχει στα αιμοπετάλια (κυτταρόλυμα, platelet lysate). Η ενεργότητα προσδιορίστηκε με την μέθοδο 
ιζηματοποίησης με TCA. Ως πηγή του ενζύμου χρησιμοποιήθηκαν 85 pL από το δείγμα 
αιμοπεταλίων. Οι τιμές εκπροσωπούν την μέση τιμή±8ϋ από 10 πειράματα. *Ρ<0.03 συγκρινόμενο 
με την έκκριση της PAF-AH στα 15 min.

Σε αντίθεση με την θρομβίνη το ADP δεν προκάλεσε έκκριση της PAF-AH σε 

οποιαδήποτε συγκέντρωση μέχρι τα 10 μΜ παρά το γεγονός ότι παρατηρήθηκε μια δοσο- 

εξαρτώμενη συσσώρευση των αιμοπεταλίων, με μέγιστο στο 41 ±8% (η=5) σε συγκέντρωση 

των 5 μΜ. Επιπρόσθετα, παρατηρήθηκε έκκριση των α-κοκκίων των αιμοπεταλίων μετά από 

την ενεργοποίηση με ADP, την έκφραση Ρ-σελκτίνης (CD62p) όπως προσδιορίστηκε με 

χρήση κυτταρομετρίας ροής. Το 34.8±17.0% των ενεργοποιημένων κυττάρων εκφράζουν 

θετικότητα για CD62p σε σχέση μετά τα μη-ενεργοποιημένα αιμοπετάλια (1.7±0.3%, η=5).

Χαρακτηρισμός της PAF-AH των αιμοπεταλίων

Η επαγόμενη από θρομβίνη ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων προκάλεσε την έκκριση 

του 22±5% της συνολικής ενεργότητας της PAF-AH που βρίσκεται στο κυτταρόλυμα 

(platelet lysate) των μη-ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων (3,254±654 pmol/109 κύτταρα/h).

162
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Στην συνεχεία το συνολικό κυτταρόλυμα υποβλήθηκε σε υπερφυγοκέντρηση. Η ενεγότητα 

του ενζύμου κατανεμήθηκε ως εξής: 75.1±14.3% στο υπερκείμενο (κυτοσολικό κλάσμα, 

2,444±306 pmol/109 κύτταρα/h) ενώ το υπόλοιπο 24.9±7.3% στο ίζημα (μεμβρανικό 

κλάσμα). Τόσο η ενεργότητα του κυτοσολικού, όσο και του μεμβρανικού αλλά και η 

εκκρινόμενη χαρακτηρίστηκαν ως PAF-AH, διότι παρουσίασαν μια δράση ανεξάρτητη των 

ιόντων Ca2+. Ακόμα και παρουσία πολύ υψηλών συγκεντρώσεων ιόντων Ca2+ δεν επάγεται η 

ενεργότητά τους. Επίσης δεν παρατηρήθηκε μεταβολή της ενεργότητας παρουσία EDTA, 

ένδειξη η όποια τνισχύει την υπόθεση ότι το ένζυμο δεν παρουσιάζει ενεργότητα κλασσικής 

PLA2 (Πίνακας 6). Επιπρόσθετα, η παρουσία 1 mM του ειδικού αναστολέα των 

σερινοεστερασών (Pefabloc) [502] ανέστειλλε την ενεργότητα των τριών κλασμάτων αυτών 

σε υψηλό ποσοστό (Πίνακας 6). Όταν σαν υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε η PC ακόμα και σε 

πενταπλάσια ποσότητα σε σχέση με το PAF, η ενεργότητα του ενζύμου παράμεινε 

ανεπηρέαστη. Το εύρημα αυτό υποδηλώνει ότι το ένζυμο αυτό παρουσιάζει εξειδίκευση 

έναντι υποστρωμάτων με μικρές ακυλο-ομάδες στην sn-2 θέση. Σημαντικό, είναι και το 

γεγονός ότι η παρουσία 1 mM DTNB ανέστειλλε την ενεργότητα του κυτοσολικού 

κλάσματος αντίθετα όμως δεν επηρέασε την ενεργότητα του μεμβρανικού κλάσματος αλλά 

και την εκκρινόμενη PAF-AH (Πίνακας 6).
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Πίνακας 6: Κατεργασίες για την ταυτοποίηση της PAF-AH των αιμοπεταλίων.

Αντιδραστήριο Ενεργότητα PAF-AH, % του συνόλου

Κυτοσολικό κλάσμα Μεμβρανικό
κλάσμα

Εκκρινόμενη

Τυφλό 100 100 100

Ca2+, 1 mM 97 100 103

Ca2+, 10 mM 93 95 91

EDTA, 1 mM 110 108 96

EDTA, 5 mM 107 93 96

Pefabloc, 1 
mM 30min, 
37°C

15 10 12

DTNB, 1 mM, 
30min, 37°C

10 78 80

PC, 0.1 mM 98 106 103

PC, 0.5 mM 94 104 96

Οι τιμές εκπροσωπούν την μέση τιμή±8ϋ από 3 πειράματα. Η ενεγότητα προσδιορίστηκε με 
την μέθοδο ιζηματοποίησης με TCA. To DTNB διαλύθηκε σε DMSO ενώ η PC διαλύθηκε 
σε αιθανόλη. Η συγκέντρωση του DMSO δεν ξεπέρασε το 1% στο διάλυμα (ν/ν) και η 
συγκέντρωση της αιθανόλης δεν ξεπέρασε το 0.5% στο διάλυμα (ν/ν). EDTA; 
αιθυλενοδιαμινοτετραοξίκο οξύ, DTNB; 5,5-διθεο-δις-2-νιτροβενζοϊκό οξύ, και PC; 
Φωσφατιδυλοχολίνη.

Στην συνεχεία μελετήθηκε η ύπαρξη της PAF-AH στα αιμοπετάλια με 

ανοσοφθορισμό και χρήση του μικροσκοπίου συνεστιασμού. Χρησιμοποιήθηκαν αντισώματα 

κατά της PAF-AH του πλάσματος αλλά και της ενδοκυττάριας τύπου II PAF-AH. Τα 

αιμοπετάλια εκφράζουν θετικότητα και για τις δύο μορφές της PAF-AH, με την ένταση 

φθορισμού της PAF-AH του πλάσματος να είναι χαμηλότερη σε σχέση με αυτής της 

ενδοκυττάριας μορφής τύπου II (Εικόνα 35). Στην Εικόνα 35Δ φαίνεται η χρώση του θετικού 

δείγματος ελέγχου των αιμοπεταλίων με την χρήση ειδικού αντισώματος έναντι της 

ιντεγκρίνης αιη,β3·

JL
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Β)

Εικόνα 35: Αντιπροσωπευτικές εικόνες ανοσοφθορισμού σε πλυμένα αιμοπετάλια παρουσία και 
απουσία 'αντισωμάτων έναντι της PAF-AH. Τα αιμοπετάλια προσκολλήθηκαν σε καλυπτρίδρα 
επικαλυμμένα με Fg. Α) Αντίσωμα έναντι της ενδοκυττάριας Τύπου II PAF-AH, Β) Αντίσωμα έναντι 
της PAF-AH του πλάσματος, Γ) το αρνητικό control IgG, D) anti-CD41a. Τα πειράματα έγιναν εις 
τριπλούν.

Για την επιβεβαίωση του παραπάνω ευρήματος σύμφωνα με το οποίο τα αιμοπετάλια 

του ανθρώπου περιέχουν δύο τύπους PAF-AH, την ενδοκυττάρια τύπου II και την PAF-AH 

του πλάσματος, έγινε μερικώς καθαρισμός του ενζύμου από συνολικό κυτταρόλυμα των 

αιμοπεταλίων όπως περιγράφεται στη μεθοδολογία. Το ένζυμο συμπυκνώθηκε κατά 117 

φόρες και η ανάκτηση ήταν 9%. Το μερικώς καθαρισμένο ένζυμο υποβλήθηκε σε 

ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE 5-19% και στην συνεχεία σε ανοσοαποτύπωση παρουσία των 

μονοκλωνικών αντισωμάτων έναντι της PAF-AH του πλάσματος και της ενδοκυττάριας 

• τύπου II PAF-AH. Πράγματι βρέθηκε ότι τα αιμοπετάλια περιέχουν και τους δύο τύπους της 

[ PAF-AH (Εικόνα 36Α και Β). Επιπρόσθετα, η PAF-AH του πλάσματος των αιμοπεταλίων
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δεν είναι γλυκοζυλιωμένη διότι δεν εμφανίζει τα ιδία χαρακτηριστικά με την Ν- 

γλυκοζυλιωμένη μορφή της PAF-AH της LDL (Εικόνα 36Α) [422].

Α)

Rec
PAF-AH του Τύπου Π 

LDL Πλάσματος PAF-AH

55KDa
45KDa
40KDa

B)
PAF-AH του Τύπου Η 

Rec LDL Πλάσματος PAF-AH

55KDa
45KDa
40KDa

Εικόνα 36: Ανοσοαποτύπωση της μερικώς καθαρισμένης PAF-AH των αιμοτιεταλίων. Α) 
Ανοσοαποτύπωση παρουσία του μονοκλωνικού αντισώματος έναντι της PAF-AH του πλάσματος. Β) 
Ανοσοαποτύπωση παρουσία του μονοκλωνικού αντισώματος έναντι της ενδοκυττάριας τύπου Π PAF- 
AH. Ανασυνδιασμένη PAF-AH του πλάσματος (Rec).

Σύμφωνα με τα παραπάνω αποτελέσματα, η PAF-AH των αιμοπεταλίων μοιάζει 

ανοσοενζυμικά με την PAF-AH του πλάσματος. Η τεχνική του RT-PCR χρησιμοποιήθηκε για 

την διερεύνηση της προέλευσης της PAF-AH των αιμοπεταλίων. Θελήσαμε δηλαδή να 

διερευνήσουμε το κατά πόσο τα αιμοπετάλια προσλαμβάνουν την PAF-AH από το πλάσμα ή 

κληρονομούν το mRNA από τα μεγακαρυοκύτταρα οπότε και την παράγουν σε επόμενο 

στάδιο. Η μελέτη έγινε σε σύγκριση με το mRNA της PAF-AH των μακροφάγων που 

θεωρείται ως η κυρία πηγή της PAF-AH του πλάσματος.

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 37Α και Β, τα αιμοπετάλια περιέχουν το mRNA της 

PAF-AH του πλάσματος με τιμή κυκλικού ορίου (cycle threshold, CT) 24.3 όταν 

χρησιμοποιήθηκαν 20 ng cDNA για την ανάλυση με QPCR. Αντίθετα η ενδοκυττάρια τύπου .
r

II PAF-AH δεν εντοπίστηκε με την κλασσική μέθοδο του PCR. Εν τούτοις, χρησιμοποιώντας ]

1 6 6
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την μέθοδο QPCR η οποία παρουσιάζει μεγαλύτερη ευαισθησία για την ανίχνευση του 

y, mRNA, εντοπίστηκε μια μικρή ποσότητα της ενδοκυττάριας τύπου II PAF-AH με τιμή CT 

1 30.4 (Εικόνα 37Β). Στην συνεχεία μελετήθηκε και η ύπαρξη των διάφορων υπομονάδων της

*  PAF-AH ΕΒ. Βρέθηκε σε πολύ μικρό ποσοστό το mRNA της γ υπομονάδας ενώ οι 

I υπομονάδες α και β δεν βρέθηκαν διότι οι τιμές CT ήταν πάνω από το 31 (Εικόνα 37Β). Δεν 

I υπήρχε μόλυνση από αλλά κύτταρα του αίματος γιατί δεν βρέθηκε στα δείγματα των 

I αιμοπεταλίων το .mRNA της β2 ιντεγκρίνης/C D llc  και του CD14. Τα οποία είναι ειδικοί 

I δείκτες των λευκοκυττάρων (Εικόνα 37Β). Ως θετικός μάρτυρας για το PCR 

) χρησιμοποιήθηκε το mRNA των μονοκυττάρων/μακροφάγων (τιμές CT 24 με 26, Εικόνα 

1 37Β).
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A)

β-ακτίνη 837 bp

PAF-R190 bp

M · 927 bp 
^  721 bp 

555 bp

P L A 2G 7 ή  
P A F -A H  του  

πλάσιιατος

B)

Γ ονίδ ιο C T

β ακ τίνη 27.2

P A F -A H 24.3

P A F -A H  Π 30.4

P A F -A H  Ι α 31.9

P A F -A H  1β 32.1

P A F -A H  1γ 29.3

C D llc /p 2 Ιντεγρίνη 34.2

C D  14 34.0

Εικόνα 37: A) Η ανίχνευση της PAF-AH του πλάσματος με RT-PCR στα ανθρώπινα αιμοπετάλια, 
θετικός μάρτυρας η έκφραση της β-ακτίνης αλλά και του PAF-R (ο υποδοχέας του PAF). Β) 
Ανίχνευση του mRNA της PAF-AH στα αιμοπετάλια ανθρώπου με QPCR (χρησιμοποιήθηκε 20 ng 
από το cDNA).

Η έκκριση της PAF-AH από τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια συσχετίζεται 

με τα PMPs

Σύμφωνα με τα παραπάνω αποτελέσματα ένα ποσοστό της PAF-AH των 

αιμοπεταλίων εκκρίνεται στο υδρόφιλο περιβάλλον κατά την ενεργοποίησή τους με 

θρομβίνη. Θελήσαμε να διευκρινίσουμε τον μηχρνισμό με τον οποίο εκκρίνεται η PAF-AH

168
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και το αν η έκκριση αύτη συσχετίζεται με την παραγωγή των PMPs μετά από ενεργοποίηση 

με θρομβίνη.

Πραγματοποιήθηκε ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με θρομβίνη (0.2 U/mL) που 

-  οδήγησε στην χρονο-εξαρτώμενη παράγωγη των PMPs (Εικόνα 38, αύξηση του πληθυσμού 

? στην κάτω αριστερή περιοχή του ιστογράμματος FSC vs SSC) και στην παράλληλη έκκριση 

I της PAF-AH όπως αυτή που παρουσιάζεται στην Εικόνα 34.

|
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Εικόνα 38: Αντιπροσωπευτικές εικόνες κυτταρομετρίας ροής όπου φαίνεται η χρονο-εξαρτώμενη '
1 παραγωγή των PMPs μετά από ενεργοποίηση με θρομβίνη (0.2 U/mL). j

|

Στην συνεχεία διερευνήσαμε ποιος είναι ο ρόλος της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων [

και αν αυτή είναι απαραίτητη για την έκκριση της PAF-AH. Ενεργοποιήσαμε τα αιμοπετάλια ;

I παρουσία του πεπτιδίου RGDS (230 μΜ), το οποίο αναστέλλει τη συσσώρευση των [
\1

ί αιμοπεταλίων δεσμευόμενο στην ιντεγκρίνη αιη>β3 [503]. To RGDS στην παραπάνω ί

συγκέντρωση ανέστελλε την επαγόμενη από θρομβίνη συσσώρευση των αιμοπεταλίων όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 39.
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Εικόνα 39: Αντιπροσωπευτική καμπόλη συσσώρευσης των ανθρώπινων πλυμένων αιμοπεταλίων από 
τη θρομβίνη (0.2 U/mL) παρουσία και απουσία του RGDS (230 μΜ).

Η δράση του RGDS δεν επηρέασε την παραγωγή των PMPs (Εικόνα 40). Όπως 

φαίνεται στην εικόνα αυτή το 79.2% των κυττάρων εκφράζει αννεξίνη-V και CD61 απουσία 

του RGDS ενώ το 65.6% των κυττάρων εκφράζει αννεξίνη-V και CD61 παρουσία του 

RGDS. Επίσης όπως φαίνεται στην Εικόνα 41, το RGDS δεν ανέστειλε την έκκριση της PAF- 

ΑΗ. Με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα η διαδικασία της συσσώρευσης δεν (ραίνεται να 

διαδραματίζει σημαντικό ρολό στη έκκριση την PAF-AH αλλά και στην παραγωγή των 

PMPs.
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Μη ενεργοποιημένα 
αιμοπετάλια -RG DS

79.21%

io° ίο1 io2 «r nr 
Αννεξίνη-V

+ RGDS

65.58%

Αννεξίνη-V

. Εικόνα 40: Αντιπροσωπευτικό κυτταρομετρικό προφίλ της παραγωγής των PMPs μετά από 
ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με θρομβίνη (0.2 U/mL) παρουσία και απουσία του RGDS (230 
μΜ). Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως %  των αιμοπεταλίων που εκφράζουν τα δύο αντισώματα στην 
πάνω δεξιά γωνία.
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Μ η ενεργοποιημένα  
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+
RGDS

*
Ε παγόμενη  από θρομβίνη  ενεργοποίηση

Εικόνα 41: Επίδραση του RGDS (230 μΜ) στην επαγόμενη από θρομβίνη (0.2 U/mL) έκκριση 
της PAF-AH από πλυμένα αιμοπετάλια ανθρώπου. Τα αποτελέσματα εκφράζουν την μέση 
τιμή±8ϋ. Τα πειράματα έγιναν εις τριπλούν.
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Σύμφωνα με τα παραπάνω αποτελέσματα η επαγόμενη από θρομβίνη ενεργοποίηση 

των αιμοπεταλίων, προκαλεί την έκκριση αλλά και παραγωγή των PMPs η οποία δεν 

επηρεάζεται από την παρουσία του RGDS. Φαίνεται λοιπόν ότι η συσσώρευση των 

αιμοπεταλίων δεν είναι απαραίτητη για την έκκριση της PAF-AH αλλά και για την παραγωγή 

των PMPs. Σε επόμενα πειράματα δοκιμάσαμε έναν άλλο αγωνιστή των αιμοπεταλίων, το 

ιονοφόρο Ca2+-A23187 ως προς την δράση του στην παραγωγή και έκκριση της PAF-AH. Το 

ιονοφόρο Ca2+-A23187 θεωρείται ένας από τους καλύτερους αγωνιστές για την παραγωγή 

των PMPs επειδή προκαλεί αναδιοργάνωση της κυτταρικής μεμβράνης και όχι συσσώρευση 

των αιμοπεταλίων [126,141].
Λ I

Η επίδραση του ιονοφόρου Ca -Α23187 (10 μΜ) στα αιμοπετάλια προκάλεσε μια 

χρονο-εξαρτώμενη έκκριση της PAF-AH παρόμοια με την έκκριση της PAF-AH που
Οι

προκαλεί η θρομβίνη. Παράλληλα η επίδραση του ιονοφόρου Ca -Α23187 παρουσίασε μια 

αύξηση της διαπερατότητας στο συσσωρευόμετρο η οποία καταγράφεται ως συσσώρευση 

ενώ στην πραγματικότητα είναι η μείωση του πληθυσμού των αιμοπεταλίων και η παραγωγή 

των PMPs (Εικόνα 42). Κάτω από αυτές της πειραματικές συνθήκες το RGDS (230 μΜ) δεν 

επηρέασε την επαγόμενη από το ιονοφόρο Ca2+-A23187 αύξηση της διαπερατότητας στο 

συσσωρευόμετρο (Εικόνα 42). Παράλληλα η παρουσία του RGDS δεν επηρέασε την 

παραγωγή των PMPs. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 43 το 37.3% των κυττάρων βρίσκεται στην 

περιοχή των PMPs στο ιστόγραμμα FSC vs SSC απουσία του RGDS έναντι του 22.4% των 

κυττάρων παρουσία του RGDS. Τέλος το RGDS δεν επηρέασε την έκκριση της PAF-AH 

(Εικόνα 44). Με βάση τα αποτελέσματα αυτά συνάγεται το συμπέρασμα ότι η συσσώρευση 

των αιμοπεταλίων δεν διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην παραγωγή και έκκριση της PAF- 

AH, αλλά η αναδιοργάνωση της κυτταρικής μεμβράνης και η παραγωγή των PMPs φαίνεται 

να παίζει καθοριστικό ρόλο στην διαδικασία αυτή.

1 7 2
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(-) RGDS

i Εικόνα 42: Αύξηση της διαπερατότητας στο συσσωρευόμετρο μετά από ενεργοποίηση των πλυμένων 
αιμοπεταλίων με το ιονοφόρο Ca2+-A23187 (10 μΜ), παρουσία και απουσία του RGDS (230 μΜ). Τα 

1 πειράματα έγιναν εις τριπλούν.
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' Εικόνα 43: Τυ7ηκές κυτταρομετρικές εικόνες στης οποίες απεικονίζεται η επίδραση του RGDS (230 
| μΜ) στην επαγόμενη από το ιονοφόρο Ca2+-A23187 (10 μΜ) παραγωγή των PMPs από πλυμένα 
■ι αιμοπετάλια ανθρώπου. Τα πειράματα έγιναν εις τριπλούν.
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Επαγόμενη από ιονοφόρο Ca2+-A23187 
ενεργοποίηση

Εικόνα 44: Επίδραση του RGDS (230 μΜ) στην επαγόμενη από το ιονοφόρο Ca2+-A23187 (10 μΜ) 
έκκριση της PAF-AH από πλυμένα αιμοπετάλια ανθρώπου. Τα αποτελέσματα εκφράζουν την μέση 
-npr|±SD. Τα πειράματα έγιναν εις τριπλούν.

Ο επόμενος προβληματισμός που τέθηκε ήταν σχετικά με το ποια είναι η σχέση της 

παραγωγής των PMPs με την έκκριση της PAF-AH. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήσαμε την 

καλπεπτίνη, έναν ειδικό αναστολέα της καλπαΐνης η όποια διαδραματίζει σημαντικό ρόλο 

στην παραγωγή των PMPs [141,504]. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 45, η καλπεπτίνη (300 

μΜ), μετά από 30 min επώασης με τα αιμοπετάλια, παρουσίασε μια ανασταλτική δράση στην
Λ I

επαγόμενη από ιονοφόρο Ca -Α23187 αύξηση της διαπερατότητας στο συσσωρευόμέτρο. Η 

δράση της καλπεπτίνης στην παραγωγή των PMPs φαίνεται από το κυτταρομετρικό προφίλ 

των αιμοπεταλίων (Εικόνα 46) όπου απουσία αυτής, το 61.1% των κυττάρων εκφράζουν το 

CD61 και βρέθηκαν στην κάτω αριστερή περιοχή του ιστογράμματος FSC vs SSC έναντι του 

15.0% των κυττάρων παρουσία της καλπεπτίνης. Επιπρόσθετα, στην Εικόνα 47 απεικονίζεται 

η δράση της καλπεπτίνης στην έκκριση της PAF-AH. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα 

παρατηρήθηκε σημαντική μείωση της έκκρισης της PAF-AH παρουσία της καλπεπτίνης σε 

σύγκριση με το αντίστοιχο δείγμα απουσία αυτής (640±60 pmol/109 κύτταρα/h απουσία και 

20±7 pmol/109 κύτταρα/h παρουσία της καλπεπτίνης, αντίστοιχα Ρ<0.01).
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. Εικόνα 45: Αύξηση της διαπερατότητας στο συσσωρευόμετρο μετά από ενεργοποίηση των πλυμένων 
αιμοπεταλίων με το ιονοφόρο Ca2+-A23187 (10 μΜ), παρουσία και απουσία την καλπεπτίνη (300 
μΜ). Τα πειράματα έγιναν εις τριπλούν.
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) Εικόνα 46: Επίδραση της καλπεπτίνης (300 μΜ) στην επαγόμενη από το ιονοφόρο Ca2+-A23187 (10 
| μΜ) παραγωγή των PMPs από πλυμένα αιμοπετάλια ανθρώπου. Τα πειράματα έγιναν εις τριπλούν.
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Μη ενεργοποιημένα -  +
αιμοπετάλια καλπεπτίνη

« >
Επαγόμενη από ιονοφόρο Ca2+-A23187 

ενεργοποίηση

Εικόνα 47: Επίδραση της καλπεπτίνης (300 μΜ) στην επαγόμενη από το ιονοφόρο Ca2+-A23187 (10 
μΜ) έκκριση της PAF-AH από πλυμένα αιμοπετάλια ανθρώπου. Τα αποτελέσματα εκφράζουν την 
μέση τιμή±8ϋ. *Ρ<0.01 συγκρινόμενο με απουσία της καλπεπτίνης. Τα πειράματα έγιναν εις 
τριπλούν.

Χαρακτηρισμός της PAF-AH των PMPs

Στην συνεχεία θελήσαμε να διαπιστώσουμε αν τα PMPs τα όποια απομονώθηκαν 

μετά από ενεργοποίηση με ιονοφόρο Ca2+-A23187 εκφράζουν ενεργότητα PAF-AH. 

Απομονώσαμε PMPs μετά από υπερφυγοκέντρηση του υπερκείμενου των ενεργοποιημένων 

αιμοπεταλίων και προσδιορίσαμε την ενεργότητα της PAF-AH τόσο στο κυτταρόλυμα όσο 

και στα PMPs. Τα PMPs εμφανίζουν μεγαλύτερη ειδική ενεργότητα σε σχέση με το 

κυτταρόλυμα (10.1 ±2.4 nmol/mg πρωτεΐνης/h vs 4.9±0.3 nmol/mg πρωτεΐνης/h, αντίστοιχα, 

ρ<0.01, n=7). To CV-3988 σε συγκέντρωση 30 μΜ ανέστελλε την συσχετιζόμενη με τα 

PMPs ενεργότητα PAF-AH, αντίθετα το DTNB σε συγκέντρωση 1 mM δεν επηρέασε την j 

ενεργότητα των PMPs (Εικόνα 48). I
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Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν ότι τα PMPs παρουσιάζουν ενεργότητα PAF- 

ΑΗ όμοια με εκείνη του πλάσματος. Στην συνέχεια χαρακτηρίσαμε την PAF-AH των PMPs 

με πειράματα ανοσοκαταβύθισης χρησιμοποιώντας πολυκλωνικό αντιορό από κουνέλια που 

αναγνωρίζει την ανασυνδυασμένη PAF-AH του πλάσματος. Η ενεργότητα καταβυθίστηκε 

παρουσία του αντιορού, ένδειξη ότι η PAF-AH των PMPs έχει χαρακτηριστικά παρόμοια με 

την PAF-AH του πλάσματος (Εικόνα 49).

Εικόνα 48: Η επίδραση των CV-3988 (30 μΜ) ή των DTNB (1 mM) στην ενεργότητα της PAF-AH 
που εκφράζουν τα PMPs. Οι τιμές εκπροσωπούν την μέση τιμή^Ό  από 7 πειράματα. *Ρ<0.02 
συγκρινόμενο με το τυφλό.
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Εικόνα 49: Ανοσοκαταβύθιση της PAF-AH του πλάσματος χρησιμοποιώντας πολυκλωνικό ανπορρό 
από κουνέλια που αναγνωρίζει την ανασυνδυασμένη PAF-AH του πλάσματος. Οι τιμές εκπροσωπούν 
την μέση τιμή±8ϋ από 3 πειράματα.

Τα PMPs του πλάσματος είναι φορείς της PAF-AH

Τα παραπάνω αποτελέσματα δείχνουν ότι τα PMPs που παράγονται από τα 

ενεργοποιημένα αιμοπετάλια in vitro είναι εμπλουτισμένα με PAF-AH του πλάσματος. Όμως 

είναι αδιευκρίνιστο αν τα PMPs της κυκλοφορίας παρουσιάζουν ενεργότητα PAF-AH in vivo. 

Για να διερευνήσουμε αν υπάρχει συσχέτιση μεταξύ της PAF-AH και των PMPs in vivo, 

παρασκευάσαμε πλάσμα από νορμολιπιδαιμικούς ασθενείς. Αρχικά τόσο ο πληθυσμός όσο 

και την προέλευση των μικροσωματιδίων χαρακτηρίστηκε με κυτταρομετρία ροής. Το 

μικροσωματίδια του πλάσματος έδειξαν μια τυπική εικόνα κυτταρομετρίας ροής με βάση το . 

προφίλ τους FSC vs SSC. Συμφώνα με τα αποτελέσματα, το 11±3% του πληθυσμού ήταν 

θετικό για την αννεξίνη-V. Ο πληθυσμός των μικροσωματιδίων χαρακτηρίστηκε επιπλέον με 

χρήση διαφόρων φθορισμένων αντισωμάτων που αναγνωρίζουν αντιγόνα χαρακτηριστικά ί 

των διαφόρων κυττάρων που παράγουν μικροσωματίδια. Μεταξύ των θετικών σε αννεξίνη-V | 

μικροσωματιδίων, το 89±3% εκφράζουν το CD41a και το CD31 ενώ το 11 ±2% εκφράζουν ] 

μονό το CD41a. Δεν βρέθηκε θετικότητα για το CD45 (ειδικό αντιγόνο για τα λευκοκύτταρα) ] 

ή για το CD 14 (ειδικό αντιγόνο για τα μονοκύτταρα) μεταξύ των μικροσωματιδίων που
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. εκφράζουν αννεξίνη-V. Είναι γνωστό ότι το CD41a είναι δείκτης για τα PMPs διότι 

ρ αναγνωρίζει την am, υπομονάδα της ιντεγκρίνης αιη>β3 που βρίσκεται στην επιφάνεια των 

PMPs ενώ το CD31 (PECAM-1) χαρακτηρίζει τόσο τα PMPs όσο και τα μικροσωματίδια που
§
f  προέρχονται από τα ενδοθηλιακά κύτταρα. Σύμφωνα με τα αποτελέσματά μας τα 

'[ μικροσωματίδια τα οποία βρίσκονται στο πλάσμα είναι κυρίως PMPs ένα εύρημα που είναι 

i σε συμφωνία με προηγούμενες μελέτες από άλλους ερευνητές [319]. Επιπρόσθετα, αυτό τον 

I πληθυσμό των μικροσωματιδίων που ήταν αρνητικός προς την αννεξίνη-V το 5±1% βρέθηκε 

1 να είναι θετικός" για το CD31, ενώ δεν υπήρχε θετικότητα ως προς τα CD41a, CD45 και 

! CD14. Τα αποτελέσματα μας είναι σε συμφωνία με αυτά άλλων ερευνητών [320] οι οποίοι 

1 έχουν δείξει ότι τα μικροσωματίδια των ενδοθηλιακών κυττάρων δεν εκφράζουν θετικότητα 

! προς την αννεξίνη-V. Η μη-ειδική πρόσδεση των αντισωμάτων μελετήθηκε χρησιμοποιώντας 

τα μονοκλωνικά IgG αντισώματα επισημασμένα με FITC και με ΡΕ και βρέθηκε ότι η μη-
ί

ειδική πρόσδεση ήταν αμελητέα.
(

).
ί:
I”

(
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Εικόνα 50: Αντιπροσωπευτικό κυτταρομετρικό προφίλ των μικροσωματιδίων του πλάσματος όπου 
φαίνονται τα θετικά προς αννεξίνη-V μικροσωματίδια (Α). Η περιοχή που βρίσκεται πάνω και δεξιά 
(ΠΔ) είναι η περιοχή που είναι θετικά προς και τα δύο αντισώματα που μελετάμε. Η μη-ειδική 
πρόσδεση των IgG αντισωμάτων (Β). Τα PMPs (Γ) και τα μτκοσωματίδια που προέρχονται από τα 
λευκοκύτταρα (Δ). Οι τιμές εκπροσωπούν το επί τοις % της συνολικής έκφρασης για όλο τον 
πληθυσμό.

ι
t

Σύμφωνα με τα παραπάνω αποτελέσματά μας τα μικροσωματίδια που βρίσκονται στο ’ 

πλάσμα αποτελούνται κυρίως από PMPs αλλά το ερώτημα που παραμένει είναι αν τα PMPs : 

εκφράζουν ενεργότητα PAF-AH in vivo. Για το σκοπό αυτό αναπτύχθηκε μια νέο μέθοδος ! 

ELISA για την ανίχνευση της PAF-AH στον πληθυσμό των μικροσωματιδίων του | 

πλάσματος. Χρησιμοποιώντας την μέθοδο αυτή ανιχνεύσαμε ενεργότητα PAF-AH στις j 

θέσεις της πλάκας που περιείχαν το anti-CD61 αντίσωμα (Εικόνα 51). Είναι γνωστό ότι το I  

CD61 είναι ένα ειδικό αντιγόνο που αντιστοιχεί στην β) υπομονάδα της ιντεγκρίνης αιη,β*, I  

όποτε μικροσωματίδια που εκφράζουν τον υποδοχέα αυτό θα κατακρατηθούν στις θέσεις που 1
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στο πλακιδίο ELISA περιέχουν ακινητοποιημένο το anti-CD61. Αντίθετα στις θέσεις που 

περιείχαν αντισώματα χαρακτηριστικά για άλλα κύτταρα (CD45 και CD 14) δεν ανιχνεύτικε 

ενεργότητα της PAF-AH. Το ίδιο φαινόμενο παρατηρήθηκε και στα απομονωμένα PMPs από 

το υπερκείμενο ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων τα οποία εκφράζουν ενεργότητα PAF-AH 

I μονό στις θέσεις οι οποίες είχαν επικαλυφθεί με το anti-CD61. Τα παραπάνω αποτελέσματα 

I δείχνουν για πρώτη φορά ότι τα PMPs που κυκλοφορούν στο αίμα εκφράζουν ενεργότητα 

1 PAF-AH και αποτελούν το μεγαλύτερο ποσοστό μικροσωματιδίων στην κυκλοφορία.

!

ί

' IgG a n ti-  a n ti-  IgG  a n t i-  a n ti-
C D 45 C D 61 C D 45 C D 61

j ◄------------------------------------------------------------ M -----------------------------------------------------------►

Απομονωμένα PMPs Πλάσμα πλούσιο σε
< μικροσωματίδια

w
I

Εικόνα 51: Η ανίχνευση της ενεργότητας της PAF-AH σε PMPs in vivo  πραγματοποιήθηκε με 
ELISA. Ειδικά πλακίδια ELISA επικαλύφτηκαν με διάφορα μονοκλωνικά αντισώματα (anti-CD61, 
anti-CD45 η το ισοτυπικό IgG). Η επικάλυψη έγινε στους 4°C για 12 h. 100pL από το πλάσμα 
πλούσιο σε μικροσωματίδια ή PMPs (150 pg πρωτεΐνης/mL) που παρασκευάστηκαν από 
ενεργοποιημένα αιμοπετάλια, επωάστηκαν στα πηγαδάκια για 2h στους 37°C. Το πλακίδιο ξεπλύθηκε 
3 φορές με διάλυμα HEPES που περιέχει 0.01% EDTA (το διάλυμα της PAF-AH) και η ενεγότητα 

• προσδιορίστηκε σε κάθε πηγαδάκι με την μέθοδο ιζηματοποίησης με TCA. Οι τιμές εκπροσωπούν την 
| μέση τιμή±8ϋ από 10 διαφορετικά πλάσματα.

ί

J_______:_____
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Τα PMPs περιέχουν διάφορα βιολογικά δραστικά συστατικά. Στην εργασία αυτή 

δείξαμε ότι τα PMPs που παράγονται από τα ανθρώπινα αιμοπετάλια μετά από την 

ενεργοποίηση με το ιονοφόρο Ca -Α23187 περιέχουν τόσο PAF όσο και PAF-AH όμοια με 

αυτή του πλάσματος. Ο PAF είναι ένας ισχυρός διαμεσολαβητής της φλεγμονής. Δρα σε 

πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις (10'10-1 0 12Μ). Ο PAF ενεργοποιεί τα λευκοκύτταρα και τα 

αιμοπετάλια και προκαλεί την προσκόλληση των λευκοκυττάρων στο αρτηριακό τοίχωμα. 

Επιπρόσθετα, ο PAF είναι ένας αγγειοδραστικός διαμεσολαβητής ο οποίος μπορεί να 

συντίθεται τοπικά σε σημεία βλάβης του ενδοθηλίου. Επιπλέον, ο PAF παράγεται κατά τη 

διάρκεια της οξείδωσης της LDL και πιστεύεται ότι διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στο 

σχηματισμό των αθηρωματικών πλακών. Η PAF-AH επομένως υδρολύοντας τον PAF μπορεί 

να δρα ως αντιαθηρογόνο ένζυμο. Επίσης είναι γνωστό ότι η κυρία πηγή της PAF-AH του 

πλάσματος είναι τα μονοκύτταρα.

Διερευνήθηκε λοιπόν η επίδραση των PMPs στην έκκριση της PAF-AH από 

καλλιέργειες μονοκυττάρων περιφερικού αίματος. Τα PMPs χρησιμοποιήθηκαν σε 

συγκεντρώσεις από 2.5 έως 30 pg πρωτεΐνης/mL. Παρατηρήθηκε ότι τα PMPs ανέστειλαν 

την έκκριση του ενζύμου σε σύγκριση με το τυφλό με δοσο-εξαρτώμενο τρόπο (Εικόνα 52). 

Αυξανομένης της συγκέντρωσης του PMPs παρατηρήθηκε μείωση της ενεργότητας PAF-AH 

που εκκρίθηκε στο υπερκείμενο των κυττάρων μετά από επώαση 24 h. Επιπρόσθετα, ο PAF 

στην συγκέντρωση που χρησιμοποιήθηκε έδειξε μια σημαντική μείωση στην έκκριση της 

PAF-AH από τα μονοκύτταρα, ένα εύρημα που είναι σε συμφωνία με προηγούμενες μελέτες 

από άλλους ερευνητές [505].

Η επίδραση των PMPs στα μονοκύτταρα

1 8 2
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600 η

500 -

PMPs (pg πρωτεΤνης/mL)

Εικόνα 52: Η επίδραση των PMPs στην έκκριση της PAF-AH από τα μονοκύτταρα. *Ρ<0.05 σε 
σύγκριση με το PBS; **Ρ<0.02 σε σύγκριση με του PAF (5 pg/mL); $Ρ<0.001 σε σύγκριση με το PBS, 

) με του PAF (5 pg/mL), με τα PMPs (2.5 pg πρωτεΐνης/mL), με τα PMPs (5 μg πρωτεΐνης/mL), με τα 
PMPs (10 μg πρωτεΐνης/mL), και με τα PMPs (15 μg πρωτεΐνης/mL) ; *Ρ<0.006 σε σύγκριση με τα 
PMPs (2.5 μg πρωτεΐνης/mL) και με τα PMPs (10 μg πρωτεΐνης/mL).

Στην συνεχεία θέλαμε να δούμε αν τα PMPs επηρεάζουν την έκφραση του CCR2 στα 

μονοκύτταρα. Υπενθυμίζοντας ότι ο CCR2 είναι ο υποδοχέας της MCP-1 και διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στην διαδικασία του χημειοτακτισμού των μονοκυττάρων. Απομονώσαμε 

ένα πληθυσμό λευκοκυττάρων, πλούσιο σε μονοκύτταρα και λεμφοκύτταρα από περιφερικό 

( φλεβικό αίμα όπως περιγράφεται στην μεθοδολογία και επιδράσαμε στα κύτταρα αυτά PMPs 

(30 pg πρωτεΐνης/mL) για 1 h στους 37°C. Αρχικά ταυτοποιήσαμε τα μονοκύτταρα με 

κυτταρομετρία ροής με βάση την έκφραση του CD 14 (γενικός δείκτης μονοκύτταρων). Όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 53 Α και Β ο πληθυσμός των μονοκυττάρων εκφράζει θετικότητα για το 

CD 14 ενώ στην αντίστοιχη περιοχή του αρνητικού δείγματος έλεγχου δεν υπάρχουν κύτταρα 

’ αφού δεν εμφανίζονται παρουσία του μη ειδικού IgG αντισώματος. Στην συνέχεα, αναλύσαμε 

! τα δείγματα αυτά με βάση την έκφρασή τους στο CD 14 και του CCR2. Όπως φαίνεται στην 

1 Εικόνα 54Α μετά από την επίδραση με PAF (100 ηΜ) υπήρχε ένας πληθυσμός που ήταν 

I θετικός τόσο για το CD14 όσο και για το CCR2 (η περιοχή που είναι πάνω δεξιά στο

j ιστόγραμμα). Επιπλέον, το ποσοστό των μονοκυττάρων που εκφράζουν μονό CD 14 είναι το
I
j 3.76% των απομονωθέντων λευκοκυττάρων. Αντίθετα, η επίδραση των PMPs (30 μg

1
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πρωτεΐνης/mL) στα μονοκύτταρα μείωσε το ποσοστό που εκφράζει τόσο το CD14 αλλά όσο 

και το CCR2 στην πάνω δεξιά περιοχή του ιστογράμματος. Ενώ αυξήθηκε ο πληθυσμός που 

εκφράζει μόνο το CD14. Επιπρόσθετα, δεν υπήρχε έκφραση του CCR2 απουσία αγωνιστή. 

Συνεπώς, τα PMPs ανέστειλαν την έκκριση της PAF-AH από τα μονοκύτταρα με δοσο- 

εξαρτώμενο τρόπο άλλα προκάλεσαν και μείωση στην έκφραση του CCR2 στα μονοκύτταρα.

A) Β)

IgG-FITC CD14-FITC

Εικόνα 53: Η ταυτοποίηση των μονοκύτταρων σε ολικό πληθυσμό λευκοκυττάρων. Α) αρνητικού 
δείγμα έλεγχου IgG-FITC και Β) το CD14-FITC.

Α)

CCR-2 ΡΕ

Εικόνα 54: Η επίδραση του PAF (Α) και των PMPs (Β) στην έκφραση των CCR2 των μονοκυττάρων.

184
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Είναι γνωστό ότι η αλληλεπίδραση των αιμοπεταλίων με το ενδοθήλιο οδηγεί στην 

ενεργοποίηση αυτών [290,291], αφού επάγει την έκφραση διαφόρων φλεγμονωδών μορίων, 

όπως το ICAM-1 (CD 54), το VCAM-1 (CD106) καθώς και την έκκριση της MCP-1 [292]. Η 

αλληλεπίδραση των ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων με τα ενδοθηλιακά κύτταρα έχει ως 

αποτέλεσμα την έκφραση του ICAM-1 αλλά και την έκκριση του MCP-1 [294]. 

Επιπρόσθετα, μια πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι τα PMPs επάγουν την έκφραση του ICAM-1 

στα ενδοθηλιακά κύτταρα, με αποτέλεσμα την προσκόλληση των λευκοκυττάρων στο 

ενεργοποιημένο ενδοθήλιο [312]. Επίσης μελέτες έχουν δείξει ότι διάφοροι αγωνιστές 

επάγουν την έκφραση των μορίων αυτών όπως η θρομβίνη [506,507] και ο αυξητικός 

παράγοντας των ενδοθηλιακών κυττάρων του αγγείου (Vascular Endothelial Growth Factor, 

VEGF) [508]. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα εκφράζουν σε μόνιμη βάση ένα ποσοστό του ICAM- 

1 στην επιφάνεια τους ενώ ο VCAM-1 εκφράζεται μόνο κατά την ενεργοποίηση των 

κύτταρων αυτών.

Στη συνέχεια της μελέτης θέλαμε να δούμε την επίδραση των PMPs απομονωμένα

μετά από ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με το ιονοφόρο Ca -Α23187 στην ενεργοποίηση

των ενδοθηλιακών κυττάρων. Απομονώσαμε ενδοθηλιακά κύτταρα από ομφάλιο λώρο, όπως *
περιγράφεται στην μεθοδολογία, και στην συνέχεα επιδράσαμε στα κύτταρα αυτά PAF (100 

nM), VEGF (50 ng/mL) και PMPs (30 pg πρωτεΐνης/mL) για 1, 5 και 24 h. Τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν στην μελέτη αυτή ήταν 1ης ως 3ηξ ανακαλλιέργειας. Στην 

συνέχεια προσδιορίσαμε την έκκριση της MCP-1 με ELISA. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα 

μας, τα ενδοθηλιακά κύτταρα εκκρίνουν αυθόρμητα μια ποσότητα MCP-1 ανεξάρτητα από 

την παρουσία αγωνιστών (Εικόνα 55). Επίσης παρουσία τόσο του PAF (100 nM) όσο και του 

VEGF (50 ng/mL) δεν παρατηρήθηκε μεταβολή της αυθόρμητης έκκρισης της MCP-1 σε 

σχέση με τα μη ενεργοποιημένα ενδοθηλιακά κύτταρα. Επιπρόσθετα, τα PMPs (30 pg 

■ πρωτεΐνης/mL) επάγουν την έκκριση του MCP-1 σε σύγκριση με αυτή που παρατηρείται είτε 

ι απουσία αγωνιστή ή παρουσία τόσο του PAF (100 nM) όσο και του VEGF (50 ng/mL) 

ι (Εικόνα 55). Με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα η ενεργοποίηση για 5 h είναι αρκετός 

I χρόνος για να δούμε την δράση των PMPs στην έκφραση και έκκριση των ενδοθηλιακών 

κυττάρων.

Η επίδραση των PMPs στα ενδοθηλιακά κύτταρα

I

1
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37822.1
Pft/mL

Μ η ενεργοποιημένα VEGF (50 ng/mL) PAF (100 nM) PMPs (30 pg/mL)

Εικόνα 55: Η επίδραση διαφόρων αγωνιστών και PMPs στην έκκριση της MCP-1 στα ενδοθηλιακά 
κύτταρα.

Υπό τις παραπάνω πειραματικές συνθήκες, μελετήσαμε στη συνέχεια τη δράση των 

PMPs στη μεμβρανική έκφραση του προσκολλητικού μορίου CD54 (ICAM-1) στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα. Αρχικά επιδράσαμε PAF (100 nM) στα ενδοθηλιακά κύτταρα και 

προσδιορίσαμε την έκφραση του ICAM-1 με χρήση κυτταρομετρίας ροής. Ο PAF προκάλεσε 

μια σημαντική αύξηση στην έκφραση του ICAM-1 μετά από 5 h ενεργοποίησης με MFI 

105.62 (Εικόνα 56). Παράλληλα τα PMPs στην συγκέντρωση των 30 pg πρωτέϊνης/mL 

προκάλεσαν μια σημαντική αύξηση της έκφρασης του ICAM-1 μετά από 5 h ενεργοποίησης 

με MFI 202.27 (Εικόνα 57). Επιπλέον, η έκφραση του ICAM-1 παρουσία των PMPs ήταν 

διπλάσια σε σχέση με αυτή που παρατηρείται παρουσία του PAF. Αντίθετα, στην 1 h δεν 

υπήρχαν σημαντικές διαφορές ως προς την έκφραση του ICAM-1 τόσο στα ενεργοποιημένα 

με PAF όσο και στα ενεργοποιημένα με PMPs ενδοθηλιακά κύτταρα. Η επιφανειακή 

έκφραση του ICAM-1 στα ενδοθηλιακά κύτταρα βασίζεται στην μεταγραφή και μετάφραση 

του mRNA μετά από την επίδραση του αγωνιστή. Η έκφραση του ICAM-1 είναι ανιχνεύσιμη 

μετά από 4 h ενεργοποίησης ενώ η μεγίστη έκφραση του ICAM-1 γίνεται μετά από 16-24 h 

[509]. Τα αποτελέσματα αυτά είναι συμβατά με τα ευρήματα αυτής της μελέτης.

1 8 6
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ι
, Εικόνα 56: Αντιπροσωπευτική εικόνα κυτταρομετρίας ροής που δείχνει την ενεργοποίηση των 
J ενδοθηλιακών κυττάρων παρουσία του PAF (100 nM). Α) παρουσία του IgG Β) μετά από 1 h 
; ενεργοποίηση με PAF Γ) μετά από 5 h ενεργοποίηση με PAF Δ) αντιπροσωπευτικό ιστόγραμμα που 

δείχνει την έκφραση του CD54 (ICAM-1), παρουσία PAF.

i

!

\

\! Π
FSC-Height

Δ)
FSC-Height

Εικόνα 57: Αντιπροσωπευτική εικόνα κυτταρομετρίας ροής που δείχνει την ενεργοποίηση των 
ενδοθηλιακών κυττάρων παρουσία των PMPs (30 μg πρωτεΐνης/mL). Α) παρουσία του IgG Β) μετά 
από 1 h ενεργοποίηση με PMPs Γ) μετά από 5 h ενεργοποίηση με PMPs Δ) αντιπροσωτιευτικό 
ιστόγραμμα που δείχνει την έκφραση του CD54 (ICAM-1), παρουσία των PMPs.
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Επίσης, προσδιορίσαμε και την έκφραση του CD 106 (VCAM-1) στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα παρουσία των PMPs. Παρουσία του PAF (100 ηΜ) δεν επάγεται η έκφραση του 

CD106 μετά από 5 h ενεργοποίησης με MFI 12.42 (Εικόνα 58). Αντίθετα παρουσία των 

PMPs (30 pg πρωτεΐνης/mL) υπήρχε μια σημαντική αύξηση της έκφρασης του CD106 μετά 

από 5 h ενεργοποίησης με MFI 26.28 (Εικόνα 59). Συνεπώς τα PMPs επάγουν τόσο την 

έκφραση του ICAM-1 όσο και την έκφραση του VCAM-1 στα ενδοθηλιακά κύτταρα.

Α)

FSC-Helght

Εικόνα 58: Αντιπροσωπευτική εικόνα κυτταρομετρίας ροής που δείχνει την ενεργοποίηση των 
ενδοθηλιακών κυττάρων παρουσία του PAF (100 nM) Α) παρουσία του IgG Β) μετά από 1 h 
ενεργοποίηση με PAF Γ) μετά από 5 h ενεργοποίηση με PAF Δ) αντιπροσωπευτικό ιστόγραμμα που 
δείχνει την έκφραση του CD 106 (VCAM-1), παρουσία PAF.
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Εικόνα 59: Αντιπροσωπευτική εικόνα κυτταρομετρίας ροής που δείχνει την ενεργοποίηση των 
ενδοθηλιακών κυττάρων παρουσία των PMPs (30 \ig πρωτεΐνης/mL) Α) παρουσία του IgG Β) μετά 
από 1 h ενεργοποίηση με PMPs Γ) μετά από 5 h ενεργοποίηση με PMPs Δ) αντιπροσωπευτικό 
ιστόγραμμα που δείχνει την έκφραση του CD 106 (VCAM-1), παρουσία PMPs.

Στην συνέχεια, μελετήθηκε η επίδραση των PMPs στην προσκόλληση των 

μονοκυττάρων σε μονοστοιβάδα καλλιέργειας ενδοθηλιακών κυττάρων. Σύμφωνα με τα 

αποτελέσματα, τα PMPs δεν επηρεάζουν σημαντικά την προσκόλληση των μονοκυττάρων 

στα ενδοθηλιακά κύτταρα λόγω κυρίως της μείωσης της έκφρασης του CCR2 που προκαλούν 

στα μονοκύτταρα. Παράλληλα, μελετήθηκε η έκφραση και η έκκριση προσκολλητικών 

μορίων και της PAF-AH από τα παραπάνω κύτταρα. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, τα PMPs 

προκαλούν σημαντική αύξηση της έκφρασης των προσκολλητικών μορίων ICAM-1 και 

VCAM-1 στα ενδοθηλικά κύτταρα, ενώ αντίθετα προκαλούν μείωση της έκκρισης της PAF- 

AH από τα μονοκύτταρα. Τέλος δεν επηρεάζουν την έκφραση της PSGL-1 και CD1 la/CD18.
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Η Αλληλεπίδραση των PMPs με την LDL

Όπως περιγράφεται στην μεθοδολογία, η οξείδωση της LDL παρουσία των PMPs in 

vitro έγινε με συνεχή καταγραφή της απορρόφησης των συζυγών διενίων στα 234 nm. Η 

καμπύλη της απορρόφησης σε συνάρτηση με το χρόνο, είναι σιγμοειδής και χωρίζεται σε 3 

φάσεις από τις οποίες προσδιορίζεται ο λανθάνων χρόνος, ο ρυθμός παραγωγής διενίων 

καθώς και τα συνολικά παραγόμενα διένια. Εκτός από τον λανθάνοντα χρόνο ο οποίος 

υπολογίζεται σε min, για τον υπολογισμό του ρυθμού παραγωγής των διενίων και του 

συνολικού αριθμού διενίων χρησιμοποιείται ο συντελεστής μοριακής απορρόφησης των 

συζυγών διενίων (ο οποίος στα 234 nm ισούται με 29500 L/mol/cm), έτσι ώστε οι τιμές της 

απορρόφησης να εκφραστούν σε nmol/mg πρωτεΐνης.

Όπως φαίνεται στον Πίνακα 7 τα PMPs με δοσο-εξαρτώμενο τρόπο προστατεύουν
Λ ι

την LDL από την επαγόμενη με Cu οξείδωση. Το αποτέλεσμα αυτό συνάγεται από την α) 

παράταση του λανθάνοντα χρόνου β) τη μείωση του ρυθμού παραγωγής συζυγών διενίων και 

γ) τη μείωση του συνολικού αριθμού διενίων. Τα PMPs σε συγκέντρωση 100 pg 

πρωτεΐνης/mL παρουσίασαν πλήρη αναστολή της επαγόμενης από Cu οξείδωση της LDL. 

Στατιστικά σημαντικές διάφορες υπήρχαν στο λανθάνοντα χρόνο οξείδωσης της LDL 

παρουσία 60 pg πρωτεΐνης/mL PMPs (126.7±20.8 min) και 30 pg πρωτεΐνης/mL 110.0±34.6 

min) σε σύγκριση με την οξειδωμένη LDL (oxLDL, 72.5±12.6 min, Ρ<0.008 και Ρ<0.05, 

αντίστοιχα). Επίσης στατιστικά σημαντικές είναι και οι διαφορές στην μείωση του ρυθμού 

παραγωγής συζυγών διενίων παρουσία PMPs 60 pg πρωτεΐνης/mL (3.8±0.6 nmol/mg 

πρωτεΐνης/min) και 30 pg πρωτεΐνης/mL (5.1 ±1.8 nmol/mg πρωτεΐνης/min) σε σύγκριση με 

την oxLDL (6.0±0.5 nmol/mg πρωτεΐνης/min, Ρ<0.002 και Ρ<0.05, αντίστοχα). Στην Εικόνα 

60 απεικονίζεται αντιπροσωπευτική δοσο-εξαρτώμενη αναστολή της επαγόμενης από Cu‘+ 

οξείδωσης της LDL.

Η αλληλεπίδραση των PMPs με τις λιποπρωτεΐνες του πλάσματος
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Π ίν α κ α ς  7: Επίδραση των PM Ps στην οξείδωση της LDL.

PMPs (pg/mL)

oxLDL 10 30 60 100

Λανθάνων χρόνος 
(min)

72.5±12.6 77.5±5.0 110.0±34.6* 126.7±20.8#* Πλήρης
αναστολή

Ρυθμός παραγωγής 
συζυγών διενίων 

(nmol/mg 
πρωτεΐνη ς7ιηίη)

6.0±0.5 6.1±1.0 5.1±1.8* 3.8±0.6* Πλήρης
αναστολή

Συνολικός αριθμός 
διενίων (nmol 

διενίων/mg 
πρωτεΐνης)

570.4±30.1 649.0±113.5 S68.4±179.8 363.2±135.0* Πλήρης
αναστολή

REM 2.09 2.09 1.91 1.64 1.27

ι

Η οξείδωση πραγματοποιήθηκε στους 37°C με επώαση 100 LDL σε PBS με 5 μΜ
Q 1SO4 παρουσία και απουσία των PMPs σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. Η κινητική 
μελέτη της οξείδωσης έγινε με καταγραφή της απορρόφησης των συζυγών διενίων στα 
234 nm κάθε 10 min για 3 h. Η σχετική ηλεκτροφορητική κινητικότητα (REM) 
μελετήθηκε σε πήκτωμα αγαρόζης. Οι τιμές εκπροσωπούν την μέση τιμή±8Ώ από 4 
πειράματα. *Ρ<0.05, **Ρ<0.008, *Ρ<0.002, συγκρινόμενο με την oxLDL.

{
1
ί
iι
i{

oxLDL
oxLDL + HVlft (10 pg πρωτεΤνης/mL) 
oxLDL + RMft (30 pg πρωτεΤνης/mL)

50 100 150
Χρόνος (min)

200 250

l Εικόνα 60: Αντιπροσωπευτική δοσο-εξαρτώμενη αναστολή από τα PMPs της επαγόμενης από Cu2+ 
J οξείδωσης της LDL. Η κινητική μελέτη της οξείδωσης έγινε με καταγραφή της απορρόφησης των 
< συζυγών διπλών δεσμών στα 234 nm κάθε 10 min για 3 h.
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Στην Εικόνα 61 φαίνεται η δοσο-εξαρτώμενη μείωση της σχετικής ηλεκτροφορητικής 

κινητικότητας (REM) της oxLDL παρουσία των PMPs σε σχέση με τη φυσική LDL (nLDL).

I *

Θέση 1: nLDL 
Θέση 2: oxLDL
Θέση 3: oxLDL + PMPs (10 μg πρωτεΐνης/mL) 
Θέση 4: oxLDL + PMPs (30 pg itpanttVijg/mL) 
Θέση 5: oxLDL + PMPs (60 pg πρωτεϊνης/mL) 
Θέση 6: oxLDL + PMPs (100 pg πρωτεϊνης/mL)

Εικόνα 61: Αντιπροσωπευτική δοσο-εξαρτώμενη αναστολή της REM της oxLDL από τα PMPs.

Ενεργότητα της PAF-AH πριν και μετά την οξείδωση της LDL παρουσία 

των PMPs

Η ενεργότητα της PAF-AH μετρήθηκε στην LDL πριν και μετά την οξείδωσή της με ; 

ιόντα Cu2+ παρουσία των PMPs, in vitro. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 62 τα PMPs ■ 

ανέστελλαν την μείωση της ενεγότητας της PAF-AH που παρατηρείται κατά την οξείδωση 

της LDL. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα μας, η ενεργότητα της PAF-AH στην oxLDL 

μειώθηκε κατά 74% (από 59.5±3.0 nmol/mg πρωτεΐνης/min σε 15.5±3.5 nmol/mg 

πρωτεΐνης/min, /Μ ).0000) μετά από 3 h οξείδωσης παρουσία ιόντων Cu σε σχέση με την 

nLDL. Επίσης παρουσία PMPs σε συγκέντρωση 60 pg πρωτεΐνης/mL παρατηρήθηκε μια | 

μείωση της ενεργότητας της PAF-AH κατά 53% (από 59.5±3.0 nmol/mg πρωτεΐνης/min σε | 

28.1±3.1 nmol/mg πρωτεΐνης/min, Ρ<0.0000) ενώ δεν παρατηρήθηκε μεταβολή της 

ενεργότητας της PAF-AH παρουσία των 100 pg πρωτεΐνης/mL PMPs (από 59.5±3.0 nmol/mg 

πρωτεΐνης/min σε 61.2±9.7 nmol/mg πρωτεΐνης/min).
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Εικόνα 62: Η ενεργότητα της PAF-AH κατά την οξείδωση της LDL παρουσία και απουσία των 
PMPs. Η ενεργότητα προσδιορίστηκε με την μέθοδο ιζηματοποίησης με TCA. Η συγκέντρωση του 
υποστρώματος είναι 100 μΜ 3H-PAF και η πηγή του ενζύμου είναι η πρωτεΐνη της LDL (8 μ% 
πρωτεΐνης/mL). Οι τιμές εκπροσωπούν την μέση τιμή±8Ό από 4 πειράματα. *Ρ<0.0000 συγκρινόμενο 
με την nLDL. *Ρ<0.04 και **Ρ<0.003 και $Ρ<0.0001 συγκρινόμενο με οξειδωμένη LDL (oxLDL) 
απουσία των PMPs.

Η επίδραση των PMPs με την HDL

0
η ι

Στην συνέχεια μελετήθηκε η δράση των PMPs στην επαγόμενη από Cu οξείδωση 

της HDL. Τα PMPs με δοσο-εξαρτώμενο τρόπο προστατεύουν την HDL από την επαγόμενη 

με Cu οξείδωση. Στην Εικόνα 63 απεικονίζεται αντιπροσωπευτική δοσο-εξαρτώμενη 

αναστολή της επαγόμενης από Cu2+ οξείδωση της HDL. Τα 100 μg πρωτεΐνης/xnL PMPs 

παρουσίασαν την μεγίστη καθυστέρηση της οξείδωσης της HDL (λανθάνοντα χρόνο 80 min) 

σε σχέση με την οξειδωμένη HDL (λανθάνοντα χρόνο 50 min).
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” ♦ oxHDL (100 pg np(OT£Vi}^mL)

“ ■ oxHDL (100 με npoiTdVi|q/iiiL) + PM Pi (10 με nfXOT£Vi)̂ /mL) 

* oxHDL (100 με πρωτΑνης/ηΛι) + PM Ps (30 με npoitaV q^inL)

oxHDL (100 με τφ η τ£ νη ςίιη ί) + PM P· (60 με λρΦ τΑ νης/οί)

Εικόνα 63: Αντιπροσωπευτική δοσο-εξαρτώμενη αναστολή από PMPs της επαγόμενης από Cu 
οξείδωση της HDL. Η κινητική μελέτη της οξείδωσης έγινε με καταγραφή της απορρόφησης των 
συζυγών διπλών δεσμών στα 234 nm κάθε 10 min για 3 h.

Στην Εικόνα 64 φαίνεται η κατανομή της ενεργότητας της PAF-AH παρουσία των 

PMPs. Η ενεργότητα της PAF-AH στην HDL μειώθηκε κατά 60% μετά από 3 h οξείδωσης 

παρουσία Cu2+ σε σχέση με την φυσική HDL, ενώ παρουσία των PMPs (100 pg 

πρωτεΐνης/mL) μειώθηκε κατά 19% υποδηλώνοντας ότι τα PMPs αναστέλλουν την μείωση 

της ενεργότητας του ενζύμου.
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4,00 η

i

PMPs (μδ πρωτείνης/mL)I Μ-- -------- ► 4------- - -------- - --------►
nHDL oxHDL(

Εικόνα 64: Η ενεργότητα της PAF-AH παρουσία καν απουσία των PMPs. Η ενεργότητα 
προσδιορίστηκε με την μέθοδο ιζηματοποίησης με TCA. Η συγκέντρωση του υποστρώματος είναι 

: 100 μΜ 1 * 3H-PAF και η πηγή του ένζυμου είναι η πρωτεΐνη της HDL (8 pg πρωτεΐνης/mL).

1 Οξειδωτική τροποποίηση των PMPs

i
! Η οξειδωτική τροποποίηση των PMPs πραγματοποιήθηκε στους 37°C με επώαση 100
i
j μg πρωτεΐνης/mL PMPs με 5 μΜ C11SO4. Στην συνέχεια μελετήθηκε με χρήση 

κυτταρομετρίας ροής η έκφραση τόσο της αννεξίνης-V όσο και του CD41a. Παρατηρήθηκε 

μια μείωση της έκφρασης της αννεξίνης-V κατά 50% στα οξειδωμένα PMPs (Εικόνα 65Α).

I Πιθανώς αυτή η μείωση να αποτελεί ένα δείκτη οξείδωσης των PMPs. Επίσης, η οξειδωτική 

τροποποίηση των PMPs δεν επηρέασε την έκφραση του CD41a στην επιφάνεια των PMPs

■ (Εικόνα 65Β).

1 9 5
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Αννεξίνη-V CD41a-FTTC

Εικόνα 65: Α) Αντιπροσωπευτικό ιστόγραμμα της έκφρασης της αννεξίνης-V πριν και μετά την 
οξείδωση των PMPs (oxPMPs) σε σύγκριση με το τυφλό (το IgG) Β) Αντιπροσωπευτικό ιστόγραμμα 
της έκφρασης του CD41a-FITC πριν και μετά την οξείδωση των PMPs.

Στην συνέχεα έγινε ποσοτικός προσδιορισμός του PAF στα oxPMPs με την μέθοδο 

της συσσώρευσης των πλυμένων αιμοπεταλίων κουνελιού. Τα oxPMPs περιέχουν 23.0±1.4 

ρΜ PAF (ή 2.4±0.1 pg PAF/ pg oxPMPs πρωτεΐνης) εναντί 18.0±8.5 ρΜ PAF στα μη 

οξειδωμένα PMPs. Αντιπροσωπευτική καμπύλη συσσώρευσης παρουσία διαφόρων 

συγκεντρώσεων oxPMPs φαίνεται στην Εικόνα 66. Φαίνεται ότι η οξείδωση των PMPs δεν 

επηρεάζει την σύσταση των σωματιδίων αυτών ως προς την περιεκτικότητα τους σε PAF.
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f

Εικόνα 66: Αντιπροσωπευτική καμπύλη συσσώρευσης αιμοπεταλίων κουνελιού παρουσία διαφόρων 
, συγκεντρώσεων oxPMPs.

Προσδιορίστηκε η ενεργότητα της PAF-AH στα PMPs μετά την οξείδωση και 

βρέθηκε, ότι η ενεργότητα των PMPs μειώνεται σημαντικά μετά από την οξείδωση (9.2±1
I
! nmol/mg πρωτεΐνης/h και 5.5±0.8 nmol/mg πρωτεΐνης/h, αντίστοιχα Ρ<0.02, Εικόνα 67).

I
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12 η

*

Μετά

Εικόνα 67: Η ενεργότητα της PAF-AH πριν και μετά την οξείδωση των PMPs. Η ενεργότητα 
προσδιορίστηκε με την μέθοδο ιζηματοποίησης με TCA. Η συγκέντρωση του υποστρώματος είναι 
100 μΜ 3H-PAF και η πηγή του ενζύμου είναι η πρωτεΐνη των PMPs (8 pg πρωτεΐνης/mL). *Ρ<0.02 
σε σύγκριση με πριν την οξείδωση.

Τέλος μελετήθηκε η ικανότητα των oxPMPs να προστατεύουν την LDL από την 

οξειδωτική τροποποίηση. Όπως φαίνεται από τον Πίνακα 8 τα PMPs και τα oxPMPs ασκούν 

διαφορετικές δράσεις στην οξειδωτική τροποποίηση της LDL. Τα oxPMPs στην ίδια 

συγκέντρωση που τα PMPs προκαλούν πλήρη αναστολή της οξείδωσης δεν παρατηρείται το 

ίδιο φαινόμενο. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, ο λανθάνων χρόνο οξείδωσης παρουσία των 

oxPMPs (100 pg πρωτεΐνης/inL) ήταν 118.0±20.2 min σε σχέση με την oxLDL που ήταν 

88.8±12.6 min (P=NS). Επίσης δεν υπήρχαν στατιστικά σημαντικές διαφορές στην μείωση 

του ρυθμού παραγωγής συζυγών διενίων παρουσία 100 pg πρωτεΐνης/mL oxPMPs (4.20±0.4 

nmol/mg πρωτεΐνης/min) σε σύγκριση με την oxLDL (5.8±1.1 nmol/mg πρωτεΐνης/min, 

/^N S ). Επιπρόσθετα, δεν υπήρχαν διαφορές στο συνολικό αριθμό διενίων στα oxPMPs 

(482.0± 126.1 mnol διενίων/mg πρωτεΐνης) σε σχέση με την oxLDL (583.3±105.9 nmol 

διενίων/mg πρωτεΐνης, /*=NS).
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Πίνακας 8: Επίδραση των PMPs και oxPMPs στην οξείδωση της LDL.

oxLDL oxLDL + PMPs oxLDL + oxPMPs

Λανθάνων χρόνος 
(min)

88.8 ±12.6 Πλήρης αναστολή 118.0 ±20.2

Ρυθμός παραγωγής 
συζυγών διενίων 

(nmol/mg πρωτεΐνης 
/min)

5.8 ±1.1 Πλήρης αναστολή 4.2 ±0.4

Συνολικός αριθμός 
διενίων (nmol 

διενίων/mg πρωτεΐνης)

583.3 ±105.9 Πλήρης αναστολή 482.2 ±126.1

Η οξείδωση πραγματοποιήθηκε στους 37°C με επώαση 100 pg πρωτεΐνης/mL LDL με 5μΜ 
CuS04 παρουσία των PMPs (100 pg πρωτεΐνης/mL) ή παρουσία των oxPMPs (100 pg 

•πρωτεΐνης/mL). Η κινητική μελέτη της οξείδωσης έγινε με καταγραφή της απορρόφησης των 
συζυγών διπλών δεσμών στα 234 nm κάθε 10 min για 3 h. Οι τιμές εκπροσωπούν την μέση 
τιμή+SD από 3 πειράματα.

Στην Εικόνα 68 απεικονίζεται αντιπροσωπευτική καμπύλη οξείδωσης της LDL από 

Cu2+ παρουσία των PMPs και των oxPMPs. Τα PMPs (100 pg πρωτεΐνης/mL) παρουσίασαν 

πλήρη αναστολή της οξείδωσης της LDL. Αντίθετα, τα oxPMPs στην ιδία συγκέντρωση 

χάνουν την ικανότητα τους να προστατεύουν την LDL από την οξειδωτική τροποποίηση.

—· —  oxLDL (100 μg πρω τεΐνης/m L)

Χρόνος (min)

Εικόνα 68: Αντιπροσωπευτική καμπύλη οξείδωσης της LDL από ιόντα Cu2+ παρουσία των PMPs και 
των oxPMPs σε συγκέντρωση 100 pg πρωτεΐνης/mL. Η κινητική μελέτη της οξείδωσης έγινε με 
καταγραφή της απορρόφησης των συζυγών διπλών δεσμών στα 234 nm κάθε 10 min για 3 h.
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Στην Εικόνα 69 φαίνεται η REM της oxLDL παρουσία των PMPs και των oxPMPs σε 

σχέση με την nLDL. Παρουσία των oxPMPs (100 μg πρωτείνης/mL) δεν παρατηρείται 

σημαντική μεταβολή της REM σε σχέση με την oxLDL. Αντίθετα, η παρουσία των PMPs 

(100 μg πρωτεΐνης/mL) ανέστειλε σημαντικά τη REM της oxLDL.

Θέση

1 2 3 4 5 6 7

Θέση 1: nLDL
Θέση 2: LDL στους 37°C
Θέση 3: oxLDL (100 πρωτεΐνης/mL)
Θέση 4: LDL (100 μg πρωτεΐνης/mL)

+ PMPs (100 μg πρωτεΐνης/mL) 
Θέση 5: oxLDL (100 μg πρωτεΐνης/mL)

+ PMPs (100 μg πρωτεΐνης/mL) 
Θέση 6: LDL (100 μg πρωτεΐνης/mL)

+ oxPMPs (100 μg πρωτεΐνη ς/mL) 
Θέση 7: oxLDL (100 μg πρωτεΐνης/mL)

+ oxPMPs (100 μg πρωτεΐνης/mL)

Εικόνα 69: Αντιπροσωπευτική αναστολή του REM παρουσία των PMPs και των oxPMPs σε 
σύγκριση με την nLDL με χρήση πηκτώματος αγαρόζης.

Συμπερασματικά, η οξειδωτική τροποποίηση των PMPs οδηγεί στην μείωση της 

ικανότητάς τους να προστατεύουν την LDL από την οξείδωση και μειώνει σημαντικά την 

ενεργότητα της PAF-AH, αλλά δεν επηρεάζεται η σύσταση τους ως προς τον PAF.

Σύνδεση των PMPs με την LDL

Αρχικά μελετήθηκε με κυτταρομετρία ροής η πρόσδεση της LDL σε αιμοπετάλια 

χρησιμοποιώντας LDL-FITC. Τα αιμοπετάλια επωάστηκαν με την LDL-FITC (100 μg 

πρωτεΐνης/mL) για 30 min στους 37°C και μετά έγινε ανάλυση με κυτταρομετρία ροής. 

Παρατηρήθηκε η αύξηση της MFI προς τα δεξιά όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 70Α, όπου 

φαίνεται η πρόσδεση της LDL στα αιμοπετάλια. Το ίδιο φαινόμενο παρατηρήθηκε όταν και 

τα PMPs (100 pg πρωτεΐνης/mL) επωάστηκαν με την LDL-FITC (100 pg πρωτεΐνης/mL) υπό 

τις παραπάνω πειραματικές συνθήκες (Εικόνα 70Β). Στην συνεχεία παρατήθηκε μια δοσο-



Αποτελέσματα

εξαρτώμενη πρόσθεση της LDL-FITC τόσο στα αιμοπετάλια (Εικόνα 70Γ) όσο και στα PMPs 

(Εικόνα 70Δ). Σε συγκεντρώσεις άνω των 200 μg πρωτεΐνης/mL της LDL-FITC 

παρατηρήθηκε υψηλό background με αποτέλεσμα να υπάρχει πρόβλημα στην ανάλυση αυτών 

των δειγμάτων με την κυτταρομετρία ροής.

Α)

10’ ΙΟ2 UT

LDL-FITC

Γ)

Β)

Δ)

Εικόνα 70: Αντιπροσωπευτικά ιστογράματα κυτταρομετρίας ροής που δείχνουν την πρόσδεση της 
LDL-FITC (100 pg πρωτεΐνης/mL) Α) στα αιμοπετάλια Β) στα PMPs (100 pg πρωτεΐνης/mL) Γ) 
Δοσο-εξαρτώμενη πρόσδεση της LDL-FITC στα αιμοπετάλια Δ) Δοσο-εξαρτώμενη πρόσδεση της 
LDL-FITC στα PMPs (100 pg πρωτεΐνης/mL).
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 8°

Συζήτηση ί

Παραγωγή και χαρακτηρισμός των PMPs

Στην διεθνή επιστημονική κοινότητα δεν υπάρχει ακόμα κάποιο πρωτόκολλο για την 

ταυτοποίηση των PMPs. Έχει όμως προταθεί ότι αν ένας μικρού μεγέθους πληθυσμός 

σωματιδίων (0.05-1 μιη) εκφράζει θετικότητα για την αννεξίνη-V τότε τα σωματίδια αυτά 

μπορούν να χαρακτηριστούν ως μικροσωματίδια. Είναι γνωστό ότι η αννεξίνη-V είναι μια 

πρωτεΐνη που προέρχεται από τον πλακούντα και η οποία εμφανίζει αντιθρομβωτική δράση
A ♦

δεσμευόμενη με αρνητικά φωσφολιπίδια, (κυρίως την PS) διαμέσου γεφυρών Ca . Τα PMPs 

που παράγονται από τα αιμοπετάλια μετά την ενεργοποίηση με θρομβίνη ή από ιονοφόρο 

Ca2+-A23187 παράγουν PMPs τα οποία περιέχουν μεγάλη ποσότητα PS στην εξωτερική 

επιφάνεια της κυτταρικής μεμβράνης. Υπό φυσιολογικές συνθήκες, η επιφανειακή έκφραση 

της PS είναι το κύριο χαρακτηριστικό των PMPs. Η θετικότητα προς την αννεξίνη-V όμως 

δεν είναι επαρκές στοιχείο ώστε να χαρακτηριστούν τα σωματίδια αυτά ως PMPs. Πρέπει τα 

σωματίδια αυτά να εκφράζουν και άλλες πρωτεΐνες χαρακτηριστικό των κυττάρων 

προέλευσής τους. Για παράδειγμα PMPs θα πρέπει να εκφράζουν πρωτεΐνες που προέρχονται 

από τα αιμοπετάλια όπως είναι το CD41a το όποιο αναγνωρίζει την α® υπομονάδα της 

ιντεγκρίνης αιη>β3· Χρησιμοποιώντας λοιπόν την αννεξίνη-V και το μονοκλωνικό αντίσωμα 

anti-CD41a ταυτοποιήσαμε τα PMPs της εκάστοτε παρασκευής μας.

Η πρώτη παρασκευή έγινε με την επίδραση της θρομβίνης υπό συνθήκες ανάδευσης. 

ενώ η δεύτερη στην επίδραση του ιονοφόρου Ca -Α23187 χωρίς ανάδευση. Παρατηρήθηκε 

και στις δύο περιπτώσεις παρόμοια θετικότητα ως προς την έκφραση αντισωμάτων που 

αναγνωρίζουν πρωτεΐνες των αιμοπεταλίων καθώς και έκφραση αννεξίνης-V στην 

χαρακτηριστική περιοχή των PMPs, ενώ το μόνο γεγονός που διαφοροποίησε τους δύο
ί

αγωνιστές ήταν η έκφραση της Ρ-σελεκτίνης, η οποία ήταν μεγαλύτερη στην περίπτωση της |

1
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ενεργοποίησης με θρομβίνη. Αυτό οφείλεται στις διαφορετικές πειραματικές συνθήκες αφού
Λ ι

η ενεργοποίηση με ιονοφόρο Ca -Α23187 έχει ως αποτέλεσμα την αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού και την παραγωγή μικροσωματιδίων ενώ η ενεργοποίηση με θρομβίνη 

οδηγεί στην συσσώρευση και έκκριση του περιεχομένου των πυκνών- και α-κοκκίων.

Ο τρόπος παραγωγής των PMPs ο οποίος τελικά επιλέχθηκε τόσο για την μελέτη της 

επίδρασης αυτών σε μονοκύτταρα και ενδοθηλιακά κύτταρα όσο και στην μελέτη της 

αλληλεπίδρασής ̂ τους με τις λιποπρωτεΐνες του πλάσματος κατά την διάρκεια της οξειδωτικής 

τροποποίησης τδυς, ήταν διαμέσου της ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων με ιονοφόρο Ca -
Λ ι

Α23187 χωρίς_ ανάδευση. Επιπρόσθετα, το ιονοφόρο Ca -Α23187 επιλέχθηκε ως 

ενεργοποιητής γιατί βρίσκεται στην κορυφή της λίστας των αγωνιστών ως προς την 

ικανότητα τους να επάγουν τον σχηματισμό των PMPs [126].

Ποσοτικοποίηση του PAF των PMPs

Ο PAF είναι ένας χημικός διαβιβαστής ο οποίος μεταξύ των άλλων διαδραματίζει 

ρόλο στην διακυτταρική επικοινωνία, έχοντας έτσι παρόμοια λειτουργική συμπεριφορά με τις 

ορμόνες, τις κυτταροκίνες και τις ιντερλευκίνες [76, 77]. Επιπρόσθετα, ο PAF εκκρίνεται από 

τα αιμοπετάλια, μετά από την ενεργοποίηση τους [88,89].

Ποσοτικοποιήσαμε τον PAF στα PMPs χρησιμοποιώντας τα πλυμένα αιμοπετάλια 

κουνελιού ως πειραματικό μοντέλο. Είναι γνωστό ότι τα αιμοπετάλια αυτά είναι ευαίσθητα 

στον PAF [492]. Επιβεβαιώσαμε στην μελέτη αυτή ότι τα PMPs που παράγονται από το
Λ ι

ιονοφόρο Ca -Α23187 είναι εμπλουτισμένα με PAF. Για να βεβαιωθούμε ότι η βιολογική 

δράση των PMPs οφείλεται στον PAF και όχι σε άλλους βιοδραστικούς παράγοντες που 

εκκρίνονται κατά την διάρκεια της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων επωάσαμε το εναιώρημα 

των αιμοπεταλίων κουνελιού με το σύστημα CP/CPK καθώς και με την ασπιρίνη. Το 

σύστημα CP/CPK δρα ως εκκαθαριστής του ενδογενώς παραγόμενου ADP ενώ η ασπιρίνη 

αναστέλλει μη αντιστρεπτά την δράση του ενζύμου COX-1 και παρεμποδίζει την σύνθεση 

του ΤχΑ2 (προϊόν μεταβολισμού του ΑΑ). Σύμφωνα με τα αποτελέσματά μας, η βιολογική 

δράση των PMPs οφειλόταν στην περιεκτικότητά τους σε PAF και όχι σε άλλους 

βιοδραστικούς παράγοντες που εκκρίνονται από τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια, αφού η
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συσσωρευτική ικανότητα των PMPs αναστάλθηκε παρουσία του ειδικού αναστολέα του PAF, 

CV-3988 [510].

Η έκκριση της PAF-AH από τα ανθρώπινα αιμοπετάλια

Για πρώτη φόρα η μελέτη αυτή έδειξε ότι τα αιμοπετάλια περιέχουν δύο μορφές της 

PAF-AH, την PAF-AH του πλάσματος και την ενδοκυττάρια Τύπου Π PAF-AH. Σε 

συμφωνία με προηγούμενες μελέτες [511] βρέθηκε ότι το 75% της συνολικής ενεργότητας 

βρίσκεται στο κυτοσολικό κλάσμα και μοιάζει με την ενδοκυττάρια Τύπου Π PAF-AH, ενώ 

το υπόλοιπο 25% συσχετίζεται με της κυτταρικές μεμβράνες και μοιάζει με την PAF-AH του 

πλάσματος. Είναι γνωστό ότι τα αιμοπετάλια έχουν την ικανότητα να απορροφούν πρωτεΐνες 

του πλάσματος όπως το Fg και την αλβουμίνη διαμέσου της ενδοκύτωσης με αποτέλεσμα την 

αποθήκευσή τους στα ενδοκυττάρια κοκκία. Μια πρόσφατη μελέτη του Del Conde et al.

[512] έδειξε ότι μικροσωματίδια που προέρχονται από τα μονοκύτταρα προσκολλούνται στα 

αιμοπετάλια και μεταφέρουν το περιεχόμενό τους σε πρωτεΐνες άλλα και σε λιπίδια στη 

μεμβράνη των αιμοπεταλίων. Όποτε μπορούμε να υποθέσουμε ότι τα αιμοπετάλια 

απορροφούν την PAF-AH από το πλάσμα είτε από τις λιποπρωτεΐνες ή από μικροσωματίδια 

των μονοκυττάρων/μακροφάγων, την κύρια πηγή της PAF-AH του πλάσματος. Εν τούτοις, η 

παραπάνω υπόθεση δεν είναι πιθανή διότι η PAF-AH του πλάσματος άλλα και αυτή που 

εκκρίνεται από τα μονοκύτταρα/μακροφάγα είναι Ν-γλυκοζυλιωμένη [422], ενώ σύμφωνα με 

τα αποτελέσματα της μελέτης μας η PAF-AH των αιμοπεταλίων δεν είναι γλυκοζυλιωμένη. 

Επιπρόσθετα, η μελέτη αυτή έδειξε ότι τα αιμοπετάλια περιέχουν υψηλά επίπεδα του mRNA 

της PAF-AH του πλάσματος υποδηλώνοντας ότι τα κύτταρα αυτά πιθανώς να συνθέτουν την 

PAF-AH του πλάσματος de novo. Μελέτες έχουν δείξει ότι τα αιμοπετάλια μπορούν να 

συνθέσουν πρωτεΐνες όπως την ιντερλευκίνη 1β όταν τα κύτταρα αυτά ενεργοποιούνται

[513] . Στην μελέτη μας, η συνολική ενεργότητα που προσδιορίστηκε στο κυτταρόλυμα πριν 

την ενεργοποίηση ήταν ίδια με αυτή μετά από την ενεργοποίηση, υποδηλώνοντας ότι η 

μετάφραση του mRNA που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη της PAF-AH του πλάσματος δει' 

εξαρτάται από την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων.
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Κατά την ενεργοποίηση με θρομβίνη παρατηρήσαμε έκκριση της PAF-AH σε 

ποσοστό 22±5% της συνολικής ενεργότητας που βρίσκεται στο κυτταρόλυμα και το εύρημα 

αυτό είναι σε συμφωνία με προηγούμενη μελέτη μας [514]. Επιπρόσθετα, κατά την 

ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων, η έκκριση της PAF-AH έγινε παράλληλα με την παραγωγή 

των PMPs. Όμως η διαδικασία της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων δεν είναι βασική 

προϋπόθεση για την έκκριση του ενζύμου άλλα και για την παραγωγή των PMPs, όπως 

φαίνεται από τα -πειράματα παρουσία του πεπτιδίου RGDS. Το πεπτίδιο RGDS αναστέλλει 

την συσσώρευσή των αιμοπεταλίων δεσμευόμενο στην ιντεγκρίνη αιπ>β3 παρεμποδίζοντας με 

αυτό τον τρόπο την δέσμευση του Fg στον υποδοχέα αυτό [503]. Το πεπτίδιο αυτό ανέστειλε 

την συσσώρευση των αιμοπεταλίων άλλα δεν επηρέασε την έκκριση της PAF-AH ή την 

παραγωγή των PMPs. Επιπλέον, η υπόθεση αυτή ενισχύεται από το γεγονός ότι το ADP 

πρόκάλεσε συσσώρευση και έκκριση των α-κοκκίων, με βάση την έκφραση της Ρ-σελκτίνης, 

άλλα δεν παράχθηκαν PMPs. Αλλες μελέτες έχουν δείξει ότι ο αγωνιστής ADP δεν προκαλεί 

την παραγωγή των PMPs [141,194].

Η μελέτη αυτή δείχνει για πρώτη φορά ότι η έκκριση της PAF-AH από τα 

αιμοπετάλια βασίζεται στην παραγωγή των PMPs και ίσως αυτό αποτελεί το μηχανισμό 

έκκρισης της PAF-AH κατά την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων. Με βάση τα αποτελέσματα
Λ I

με το ιονοφόρο Ca -Α23187 ενισχύεται η υπόθεση ότι η έκκριση συσχετίζεται με την
Λ I

παραγωγή των PMPs, διότι, I) το ιονοφόρο Ca -Α23187 προκαλεί αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού και όχι συσσώρευση των αιμοπεταλίων [141], II) παρά την έλλειψη 

συσσώρευσης παρατηρήθηκε τόσο έκκριση της PAF-AH όσο και παραγωγή των PMPs, III) η 

παρουσία της καλπεπτίνης, ενός ειδικού αναστολέα της καλπαΐνης, οδήγησε στην σημαντική 

μείωση τόσο της παραγωγής των PMPs όσο και της έκκρισης της PAF-AH. Είναι γνωστό ότι 

η πρωτεάσες, καλπαΐνη I και II, παίζουν σημαντικό ρόλο στο σχηματισμό των PMPs. Η 

ενεργοποίηση των καλπαϊνών I και II οδηγεί στην κατάρρευση της δομικής ακεραιότητας της 

κυτταρικής μεμβράνης των αιμοπεταλίων οδηγώντας στην αναδιοργάνωση αυτής με 

αποτέλεσμα την παραγωγή των PMPs [141]. Συνοψίζοντας η αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού και ο σχηματισμός των PMPs είναι απαραίτητη προϋπόθεση για την 

| έκκριση της PAF-AH.

| Η PAF-AH των PMPs έχει παρόμοια χαρακτηριστικά με την PAF-AH του πλάσματος

| και έχει μεγαλύτερη ειδική ενεργότητα σε σχέση με αυτή του κυτταρολύματος όπως

ι
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παραχηρείται και για άλλους βιοδραστικούς παράγοντες των αιμοπεταλίων [126], όπως ο 

PAF [88,89], Ένα σημαντικό εύρημα της μελέτης μας ήταν ότι με χρήση ELISA 

προσδιορίστηκε ενεργότητα της PAF-AH τόσο σε απομονωμένα PMPs όσο και σε PMPs του 

πλάσματος από νορμολιπιδαιμικούς εθελοντές. Για πρώτη φόρα υπάρχει ένδειξη ότι πέρα από 

της λιποπρωτείνες, τα PMPs τις κυκλοφορίας είναι φορείς της PAF-AH του πλάσματος.

Η ύπαρξη της PAF-AH στα PMPs μπορεί να έχει παθοφυσιολογική σημασία σε 

συνδυασμό με τους υποδοχείς και τα άλλα βιοδραστικά μόρια που εκφράζονται στην 

επιφάνεια των σωματιδίων αυτών άλλα και ως προς το περιεχόμενό τους σε βιοδρατικά 

λιπίδια όπως ο PAF, ο όποιος διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη φλεγμονή και στην 

αθηρογένεση [139,316], Επιπρόσθετα, ο PAF φαίνεται να διαδραματίζει σημαντικό ρόλο 

στην διακυτταρική επικοινωνία όπως έχει παρατηρηθεί σε μοντέλα με οξεία ή χρόνια 

φλεγμονή [436,515], Δηλαδή η δράση του δεν περιορίζεται μόνο στο κύτταρο από το όποιο 

εκκρίθηκε, ή σε παρακείμενα κύτταρα, αλλά εμφανίζει και συνδετοκρινή δράση. Συνεπώς, η 

PAF-AH που συνδέεται στα PMPs μπορεί να ελέγχει την δράση του PAF στην 

σηματοδότηση που προκαλεί στα κύτταρα στόχους. Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι υπάρχουν 

αυξημένα επίπεδα των PMPs στην κυκλοφορία των ασθενών με οξύ στεφανιαίο σύνδρομο 

[516, 517], Μελέτη του εργαστηρίου μας έδειξε ότι υπάρχει ισοζύγιο μεταξύ της παραγωγής 

του PAF και της έκκρισης της PAF-AH από τα αιμοπετάλια σε ασθενείς που υποβληθήκαν σε 

αγγειοπλαστική [91], Η αλλαγή στο ισοζύγιο μεταξύ του PAF και της PAF-AH μπορεί να 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της αθηροθρόμβωσης κατά την διάρκεια της 

επέμβασης της αγγειοπλαστικής [91],

Πρόσφατες κλινικές μελέτες έδειξαν ότι υπάρχει θετική συσχέτιση μεταξύ του 

κινδύνου για καρδιαγγειακά συμβάματα με την μάζα ή την ενεργότητα της PAF-AH της LDL 

(Lp-PLA2) [481,485], Σε αντίθεση όμως με την συσχετιζόμενη με την HDL ενεργότητα της 

PAF-AH που εμφανίζει αντιαθηρογόνες ιδιότητες [452], ο ρόλος της PAF-AH της 

συσχετιζόμενης με τα PMPs βρίσκεται ακόμα υπό διερεύνηση. Επιπρόσθετα, η 

ποσοτικοποίηση της PAF-AH των PMPs στο πλάσμα μπορεί να αποτελέσει προγνωστικό ή 

και διαγνωστικό εργαλείο για την αθηρωμάτωση. Όμως είναι απαραίτητο να γίνουν κλινικές 

μελέτες για να διευρυνθεί ο ρόλος της PAF-AH των PMPs στην αθηρωμάτωση.
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Η επίδραση των PMPs στα μονοκύτταρα

|  Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, η PAF-AH είναι ένα ένζυμο το οποίο

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην αθηρογένεση και την καρδιαγγειακή νόσο λόγω της 

ικανότητάς του να υδρολύει βιοδραστικά λιπίδια, όπως είναι ο ΡΑΡ και τα οξειδωμένα 

1 φωσφολιπίδια [433].

Μελέτες έχουν δείξει ότι τα μακροφάγα που προέρχονται από μονοκύτταρα του
!

περιφερικού αίματος αποτελούν την κύρια πηγή της PAF-AH του πλάσματος. Η κυτταρική 

έκφραση της PAF-AH του πλάσματος υπόκειται σε ρύθμιση από διάφορους παράγοντες. Σε 

. αυτούς τους παράγοντες συμπεριλαμβάνεται ο βαθμός διαφοροποίησης των κυττάρων καθώς 

ί επίσης και ο βαθμός ενεργοποίησής τους από προφλεγμονώδεις παράγοντες. Μονοκύτταρα 

από περιφερικό αίμα δεν εκφράζουν την PAF-AH. Παρόλα αυτά, καθώς διαφοροποιούνται σε 

μακροφάγα in vitro ανιχνεύεται το mRNA της PAF-AH και το ένζυμο εκκρίνεται στο μέσο 

; καλλιέργειας.

Έτσι λοιπόν θελήσαμε να διερευνήσουμε την επίδραση των PMPs στην παραγωγή και 

έκκριση της PAF-AH από καλλιέργειες μονοκυττάρων περιφερικού αίματος. Παρατηρήθηκε 

μια δοσο-εξαρτώμενη μείωση στην έκκριση της PAF-AH παρουσία των PMPs. Οι 

j συγκεντρώσεις των PMPs που χρησιμοποιήσαμε δεν ήταν κυτταροτοξικές για τα
9

μονοκύτταρα. Επίσης η ενεργότητα της PAF-AH των PMPs ήταν αμελητέα σε σχέση με την 

ενεργότητα της PAF-AH που έκκρινεται από τα μονοκύτταρα. Ο Pennewitz et al. [518] έδειξε 

ότι τα αιμοπετάλια αναστέλλουν την έκκριση της PAF-AH άλλα και την διαφοροποίηση τους 

προς μακροφάγα. Ο ακριβής μηχανισμός με τον οποίο τα PMPs ασκούν την ανασταλτική 

τους δράση στα μονοκύτταρα δεν είναι γνωστός. Τα αιμοπετάλια εκκρίνουν διάφορες 

βιοδραστικές ουσίες που οδηγούν στην αύξηση της πρόσληψης της LDL από τα μονοκύτταρα 

[519]. Αντίθετα τα αιμοπετάλια επάγουν την έκφραση του ιστικού παράγοντα και το 

σχηματισμό ελευθέρων ριζών και αυξάνουν την ενεργότητα της λιποξογενάσης στα 

μονοκύτταρα [520,521]. Ο μηχανισμός με τον όποιο τα PMPs αναστέλλουν την έκκριση της 

PAF-AH μπορεί να οφείλεται στην περιεκτικότητα τους σε PAF. Παρατηρήθηκε ότι ο PAF 

στην δόση που χρησιμοποιήθηκε ανέστειλε την έκκριση του ενζύμου σε σύγκριση με το 

τυφλό. Το εύρημα αυτό είναι σε συμφωνία με τα αποτελέσματα του Narahara et al. [505] που 

; έδειξε επίσης ότι η παρουσία του PAF ανέστειλε την έκκριση της PAF-AH από περιτοναϊκά
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μακροφάγα. Ο μηχανισμός που πρότειναν για να εξηγήσουν τη δράση του PAF περιλαμβάνει 

την αύξηση του [Ca2+], και την ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης C. Ο μηχανισμός με 

τον οποίο τα PMPs ασκούν την δράση τους στα μονοκύτταρα/μακροφάγα βρίσκεται υπό 

διερεύνηση από το εργαστήριο μας.

Στην συνέχεια διερευνήσαμε την επίδραση των PMPs στη έκφραση του CCR2 στα 

μονοκύτταρα. Στο πληθυσμό των μονοκυττάρων που απομονώσαμε παρατηρήσαμε μια 

μείωση στην έκφραση του CCR2 παρουσία των PMPs. Υπό φυσιολογικές συνθήκες στα 

ΊΉΡ-1 μονοκύτταρα εκφράζονται περίπου 5,000 μόρια CCR2 στην κυτταρική τους μεμβράνη 

[522]. Μελέτες έχουν δείξει ότι η oxLDL, που είναι εμπλουτισμένη σε οξειδωμένα 

φωσφολιπίδια, προκαλεί μείωση στην έκφραση του CCR2 στα μονοκύτταρα, με αποτέλεσμα 

την αναστολή της πρόσδεσης της MCP-1 στονυποδοχέα αυτό [522]. 'Οπότε μπορούμε να 

υποθέσουμε ότι η επώαση των PMPs με τα μονοκύτταρα οδηγεί στην οξείδωση των PMPs, 

αυτό έχει ως αποτέλεσμα την απελευθέρωση οξειδωμένων φωσφολιπίδιων από αυτά. Οπότε 

τα PMPs ασκούν μια παρόμοια ανασταλτική δράση όπως αυτή της oxLDL στην μείωση της 

έκφρασης του CCR2 πιθανώς διαμέσου των οξειδωμένων φωσφολιπίδιων. Αντίθετα η CRP 

προκαλεί αύξηση κατά 70% στην επιφανειακή έκφραση του CCR2 στα μονοκύτταρα [523].

Η επίδραση των PMPs στα ενδοθηλιακά κύτταρα

Η αλληλεπίδραση των αιμοπεταλίων με τα ενδοθηλιακά κύτταρα οδηγεί στην 

ενεργοποίηση αυτών με αποτέλεσμα την έκκριση και έκφραση διάφορων φλεγμονωδών 

μορίων που οδηγούν στην πρώιμη ανάπτυξη της αθηρωματικής πλάκας [290-292]. Είναι 

γνωστό ότι όταν αιμοπετάλια ενεργοποιημένα, με το ADP [524] ή με τη θρομβίνη [292], 

επωαστούν με ενδοθηλιακά κύτταρα προκαλούν στα τελευταία την έκκριση της MCP-1. 

Επιπρόσθετα, η ρ38ΜΑΡ κινάση πιθανώς να οφείλεται για την έκκριση της MCP-1 από τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα όταν αυτά ενεργοποιούνται από τα αιμοπετάλια [294], Η ενεργοποίηση 

των ενδοθηλιακών κυττάρων μεταξύ των άλλων οδηγεί στην επιφανειακή έκφραση των 

προσκολλητικών μορίων ICAM-1 ή VCAM-1. Η επιφανειακή έκφραση του ICAM-1 

βασίζεται στην ενεργοποίηση της μεταγραφής και μετάφρασης του mRNA που κωδικοποιεί 

την πρωτεΐνη αυτή μετά από την επίδραση ενός αγωπστή. Η έκφραση του ICAM-1 είναι 

ανιχνεύσιμη μετά από 4 h ενεργοποίησης ενώ η μεγίστη έκφραση του ICAM-1 γίνεται μετά
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από 16-24 h [509]. Μελέτες έχουν δείξει ότι τα αιμοπετάλια επάγουν την έκφραση του 

ICAM-1 στα ενδοθηλιακά κύτταρα [292,293,524]. Επιπρόσθετα, μελέτες έδειξαν ότι η 

j επίδραση PMPs με ενδοθηλιακά κύτταρα επάγει την έκφραση του ICAM-1 με αποτέλεσμα να 

$  ισχυροποιείται η προσκόλληση των λευκοκυττάρων σε αυτά [312]. Πιθανολογείται ότι η 

δράση των PMPs οφείλεται στην περιεκτικότητα τους σε ΑΑ και ότι πραγματοποιείται 

| διαμέσου μιας PKC κινάσης [312].

Σε συμφωνία με τα παραπάνω βιβλιογραφικά δεδομένα τα PMPs τα όποια 

απομονώθηκαν >ιετά από την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με ιονοφόρο Ca -Α23187 

βρέθηκαν να επάγουν τόσο την έκκριση της MCP-1 όσο και την έκφραση του ICAM-1 άλλα 

και του VCAM-1 στην επιφάνεια των ενδοθηλιακών κύτταρων. Ως θετικό μάρτυρα 

χρησιμοποιήθηκε το VEGF που ενεργοποιεί τα ενδοθηλιακά κύτταρα τόσο ως προς την 

έκφραση των ICAM-1, VCAM-1 [508]. Έχοντας ως δεδομένο ότι τα PMPs είναι 

εμπλουτισμένα σε PAF θελήσαμε να διερευνήσουμε κατά πόσο ο PAF αυτών συμμετέχει 

στην παραπάνω βιολογική δράση των PMPs. Αρχικά τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

ενεργοποιηθήκαν με PAF. Βρέθηκε ότι ο PAF επάγει σε μικρό ποσοστό την έκκριση της 

* MCP-1, την έκφραση του ICAM-1 αλλά όχι του VCAM-1. Σε σύγκριση με τα PMPs η 

ενεργοποίηση των ενδοθηλιακών κυττάρων με PAF ήταν λιγότερο ισχυρή γεγονός που

! υποδηλώνει την πιθανή συμμετοχή και άλλων βιοδραστικών παραγόντων των PMPs στην
]

ενεργοποίηση των ενδοθηλιακών κυττάρων.

I Η επίδραση των PMPs με τις λιποπρωτεινες του πλάσματος

1
. Σε επόμενο στάδιο της μελέτης μας θελήσαμε να διερευνήσουμε την πιθανή

I συμμετοχή της αλληλεπίδρασης PMPs με τις λιποπρωτεινες του πλάσματος στην οξειδωτική 

j τροποποίηση των τελευταίων. Με βάση τα αποτελέσματα μας τα PMPs παρουσίασαν μια 

δοσο-εξαρτώμενη αναστολή τόσο της οξείδωσης της LDL όσο και της οξείδωσης της HDL 

παρουσία ιόντων Cu2+. Είναι πιθανόν η ανασταλτική δράση των PMPs να οφείλεται στην 

| περιεκτικότητα τους σε PS αφού είναι γνωστό ότι κατά την διάρκεια την ενεργοποίησης των 

αιμοπεταλίων τα αρνητικά φωσφολιπίδια (όπως είναι η PS) μεταφέρονται προς την 

εξωκυττάρια πλευρά της κυτταρικής μεμβράνης με αποτέλεσμα να βρίσκονται στην 

επιφάνεια των PMPs. Έχει προταθεί ότι η PS ανέστειλε την επαγόμενη από ιόντα Cu2+

ι

Iϊ
J
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οξείδωση της LDL [525]. Αυτό επιβεβαιώνεται και στην παρούσα μελέτη, όπου η οξειδωτική 

τροποποίηση των PMPs μειώνει την ικανότητα τους να προστατεύουν την LDL από την 

οξείδωση. Επίσης παρατηρήθηκε ότι η οξειδωτική τροποποίηση των PMPs με ιόντα Cu2+ 

οδήγησε στη μείωση της πρόσδεσης της αννεξίνης-V συνεπώς την μείωση της έκφρασης της 

PS στην επιφάνεια των PMPs. Με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα φαίνεται ότι η PS 

πιθανώς να παίζει σημαντικό ρόλο στην αντιοξειδωτική ικανότητα των PMPs.

Μια δεύτερη υπόθεση είναι ότι τα πλασμαλογόνα των αιμοπεταλίων [526, 527] 

πιθανώς να παίζουν ρόλο στην αναστολή της οξείδωσης των λιποπρωτεϊνών του πλάσματος 

από τα PMPs. Τα πλασμαλογόνα είναι γλυκεροφωσφολιπίδια που περιέχουν έναν α,β- 

ακόρεστο αιθέρα στην sn-Ι  θέση και βρίσκονται σε διάφορα κύτταρα αλλά και ιστούς [528]. 

Μελέτες έχουν δείξει ότι τα πλασμαλογόνα προστατεύουν τα κύτταρα από το οξειδωτικό 

στρες δρώντας σαν αντιοξειδωτικό διάμεσου του α,β-ακόρεστου αιθέρα συνδεδεμένου στην 

sn-Ι  θέση [529-531]. Ειδικότερα, στις μελέτες των Hahnel et al. η παρουσία των
Λ ·

πλασμαλογόνων οδήγησε στην μείωση της επαγόμενης από ιόντα Cu οξείδωση της LDL 

[532,533]. Η ανασταλτική αυτή δράση των πλασμαλογόνων αποδόθηκε σε πιθανή «χηλική»
Λ I

δέσμευση των ιόντων Cu άλλα και στην ικανότητα τους να παρεμποδίζουν την 

υπεροξείδωση των λιπιδίων. Επιπρόσθετα, τα πλασμαλογόνα βρέθηκαν στις μικροπεριοχές 

λιπιδίων (Lipid Rafts) κυτταρικής σειράς ανθρώπινων επιδερμικών καρκινικών κυττάρων 

[534]. Είναι γνωστό ότι μικροπεριοχές λιπιδίων, εμπλέκονται στην ενδοκυττάρια 

σηματοδότηση [170]. Οι μικροπεριοχές λιπιδίων αυτές είναι λιγότερο ρευστές σε σχέση με 

την υπόλοιπη κυτταρική μεμβράνη διότι είναι πλούσιες σε σφιγγολιπίδια αλλά και σε 

χοληστερόλη [170,171]. Μελέτες έχουν δείξει ότι η ακεραιότητα των μικροπεριοχών αυτών 

είναι απαραίτητη για τη φυσιολογική λειτουργία του SOCE αλλά και για την αναδιοργάνωση 

και μεταφορά της PS σε ενεργοποιημένα μεγακαρυοκύτταρα [162]. Είναι γνωστό ότι η 

βασική λειτουργία του SOCE είναι η αύξηση του [Ca2+]; μέσα στο κύτταρο με αποτέλεσμα 

την παραγωγή των PMPs. Οπότε μια πιθανή εξήγηση της βιολογικής δράσης των PMPs κατά 

την διάρκεια της οξειδωτικής τροποποίησης της LDL θα μπορούσε να είναι η παρουσία στην 

επιφάνεια των PMPs πλασμαλογόνων τα όποια αποδεδειγμένα ασκούν ανασταλτική δράση 

ως προς την οξείδωση της LDL.

Στην παρούσα μελέτη δείξαμε επίσης ότι τόσο τα αιμοπετάλια όσο και τα PMPs έχουν 

την δυνατότητα να δεσμεύσουν την LDL με δοσο-εξαρτώμενο τρόπο. Αυτό βρίσκεται σε
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συμφωνία με την βιβλιογραφία άλλα ο ακριβής μηχανισμός με τον οποίο επιτυγχάνεται αυτό 

βρίσκεται ακόμα υπό διερεύνηση. Τα σημερινά πειραματικά αποτελέσματα παραμένουν 

αντικρουόμενα για το ποιο είναι το σημείο πρόσδεσης της LDL στα αιμοπετάλια αλλά και 

στην άμεση συνέπεια της πρόσδεσης αυτής. Φαίνεται ότι η apo Β-100 της LDL είναι 

υπεύθυνη για τη σύνδεση του σωματιδίου με τα αιμοπετάλια με αποτέλεσμα τη μεταφορά 

των λιπιδίων στη μεμβράνη των αιμοπεταλίων [366]. Άλλη μια πρόσφατη μελέτη του 

Hussain et al. [367] έδειξε ότι η LDL αλληλεπιδρά με τα αιμοπετάλια διάμεσου του ApoER2 

που ανήκει στην οικογένεια των υποδοχέων της LDL. Άλλες μελέτες έχουν δείξει ότι τα 

αιμοπετάλια εκφράζουν στην επιφάνεια τους περιοχές που παρουσιάζουν υψηλή συγγένεια 

για την LDL οι οποίες διαφέρουν ανοσολογικά από τους κλασσικούς LDL-υποδοχείς [368]. 

Επιπρόσθετα, έχει προταθεί ότι η αλληλεπίδραση της LDL με τα αιμοπετάλια γίνεται 

διάμεσου των γλυκοπρωτεϊνικών υπομονάδων του υποδοχέα am$3 [369,370]. Τα παραπάνω 

έρχονται σε αντίθεση με το Pedreno et al. [371] που υποστηρίζει ότι τα αιμοπετάλια δε 

δεσμεύονται στην LDL διάμεσου του υποδοχέα α ^ β 3 ή των υπομονάδων αιη> και β3· Τα 

αιμοπετάλια και τα PMPs δεσμεύονται στην LDL, άλλα ο ακριβής μηχανισμός και περιοχή 

δέσμευσης δεν έχει διευκρινιστεί ακόμη. Πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι τα PMPs 

εσωτερικεύονται από τα αιμοποιητικά κύτταρα, με αποτέλεσμα την μεταφορά των διαφόρων 

πρωτεϊνών τους στα κύτταρα αυτά [316]. Οπότε η σημασία της πρόσδεσης της LDL στα 

PMPs, 'μπορεί να είναι η μεταφορά δραστικών ουσιών των PMPs σε κύτταρα που 

αναγνωρίζουν και δεσμεύουν την LDL ή η LDL να μεταφέρεται σε κύτταρα που 

αναγνωρίζουν και δεσμεύουν τα PMPs. Συνεπώς τα PMPs μπορεί να εμπλέκονται σε 

διάφορες παθοφυσιολογικές καταστάσεις.

Συνοψίζοντας, τα PMPs περιέχουν δύο μορφές της PAF-AH, και εκκρίνουν την Ρ ΑΕ

Ι ΑΗ του πλάσματος σε μορφή PMPs. Επιπρόσθετα η PAF-AH των PMPs διαφέρει από την 

PAF-AH της LDL, διότι δεν είναι γλυκοζυλιωμένη. Τα PMPs αποτελούν παράλληλα και 

I φορέα του ενζύμου στην κυκλοφορία σε συνδυασμό με τις λιποπρωτείνες του πλάσματος.

I Στην συνεχεία τα PMPs ασκούν διάφορες βιολογικές δράσεις τόσο στα μονοκύτταρα όσο και 

στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Επίσης τα PMPs αναστέλλουν την οξείδωση τόσο της LDL όσο 

| και της HDL, δράση η οποία μπορεί να οφείλεται στην περιεκτικότητά τους σε PS. Τα 

j παραπάνω ευρήματα υποδεικνύουν έναν νέο μηχανισμό με το οποίο πιθανώς τα PMPs να 

1 συμμετέχουν στην παθοφυσιολογία της αθηροθρόμβωσης.
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

ΒΙΟΔΡΑΣΤΙΚΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΤΩΝ ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΩΝ. ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ‘
ΕΚΚΡΙΣΗΣ ΚΑΙ ΡΟΛΟΣ ΣΤΗΝ ΑΘΗΡΟΓΕΝΕΣΗ.

Ιωάννης Β. Μήτσιος

Διδακτορική Διατριβή }
Τ μήμα Χημείας, Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων

Τα αιμοπετάλια είναι κύτταρα του αίματος, των οποίων ο βασικός τους ρόλος είναι να 

συμμετέχουν στην πήξη του αίματος μετά από τραυματισμό. Επίσης τα κύτταρα αυτά 

συμβάλλουν στην ανάπτυξη και εξέλιξη την αθηρωμάτωσης. Είναι γνωστό ότι κατά την 

διάρκεια την ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων εκκρίνονται διάφοροι βιοδραστικοί 

παράγοντες που διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην λειτουργία αυτών. Τα μικροσωματίδια 

των αιμοπεταλίων (PMPs) παράγονται κατά την διάρκεια της ενεργοποίησης των 

αιμοπεταλίων. Τα PMPs συμμετέχουν σε διάφορες παθοφυσιολογικές καταστάσεις όπως
t

είναι η φλεγμονή, η πήξη του αίματος άλλα και η λειτουργία του ενδοθηλίου. Στην παρούσα 

διατριβή θελήσαμε να μελετήσουμε την αλληλεπίδραση των PMPs με τα κύτταρα του 

αίματος όπως είναι τα ενδοθηλιακά κύτταρα και τα μονοκύτταρα, αλλά και την επίδραση των 

PMPs στην οξείδωση των λιποπρωτεϊνών του πλάσματος όπως και την συσχέτιση τους με το * 

ένζυμο της PAF-ακετυλοϋδρολάσης (PAF-AH). j

Αρχικά παράχθηκαν PMPs με την χρησιμοποίηση των αγωνιστών των αιμοπεταλίων : 

θρομβίνη και ιονοφόρο Ca2+-A23187. Παρατηρήθηκε ότι τα PMPs εκφράζουν 

χαρακτηριστικές πρωτεΐνες των αιμοπεταλίων όπως και την αννεξίνη-V. Με αυτό τον τρόπο 

χαρακτηρίσαμε τα μικροσωματίδια μας ως PMPs διότι εκφράζουν θετικότητα ως προς την 

αννεξίνη-V άλλα και ως προς πρωτεΐνες που προέρχονται από τα κύτταρα προέλευσης που 

είναι τα αιμοπετάλια. Επιπρόσθετα, ποσοτικοποίησαμε και το περιεχόμενο των PMPs σε PAF ! 

χρησιμοποιώντας πλυμένα αιμοπετάλια κουνελιού. Παρατηρήθηκε, ότι τα PMPs που 

παράγονται κατά την διάρκεια της ενεργοποίησης των ανθρωπινών αιμοπεταλίων παρουσία 

του ιονοφόρου Ca2+-A21387 είναι εμπλουτισμένα στον ισχυρό διαμεσολαβητή της 1 

φλεγμονής PAF. Η παρουσία του PAF στα απομονωμένα PMPs ταυτοποιήθηκε τόσο με την I
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χρήση του ειδικού αναστολέα αυτού το CV-3988 όσο και με την χρήση του συστήματος 

CP/CPK και ασπιρίνη.

Στην συνέχεια διερευνήσαμε την ύπαρξη της PAF-AH στα αιμοπετάλια και τον 

πιθανό τρόπο έκκρισής της από αυτά. Παρατηρήθηκε ότι παρουσία θρομβίνης το ένζυμο 

εκκρίνεται με δοσο- και χρονο-εξαρτώμενο τρόπο. Χρησιμοποιώντας ανοσοφθορισμό και 

μικροσκοπία συνεστιάσμου παρατηρήθηκε η ύπαρξη τόσο της ενδοκυττάριας τύπου II 

μορφής της PAF-AH όσο και της μορφής του πλάσματος. Ειδικότερα, έγινε μερικώς 

καθαρισμός του ένζυμου και ταυτοποίηση με ανοσοαποτύπωση, παρουσία των 

μονοκλωνικών αντισωμάτων έναντι της PAF-AH του πλάσματος και της ενδοκυττάριας 

τύπου II μορφής. Βρέθηκε ότι τα αιμοπετάλια περιέχουν και τις δύο μορφές του ένζυμου 

αυτού, με την PAF-AH των αιμοπεταλίων να εμφανίζεται στην μη γλυκοζυλιωμένη της 

μορφή. Επιπρόσθετα, ταυτοποιήθηκε η παρουσία του mRNA της PAF-AH του πλάσματος 

στα αιμοπετάλια. Στην συνέχεια θελήσαμε να δούμε με ποιο τρόπο εκκρίνεται η PAF-AH 

από τα αιμοπετάλια. Παρατηρήσαμε ότι η παραγωγή των PMPs γινόταν παράλληλα με την 

έκκριση του ενζύμου. Παρουσία της θρομβίνης και του πεπτιδίου RGDS δεν παρατηρήθηκε 

μείωση ούτε της έκκρισής του ένζυμου αλλά ούτε και της παραγωγής των PMPs. Το ίδιο 

φαινόμενο παρατηρήθηκε όταν σαν αγωνιστής των αιμοπεταλίων χρησιμοποιήθηκε το 

ιονοφόρο Ca2+-A23187. Αντίθετα, παρουσία της καλπεπτίνης μειώθηκε σημαντικά τόσο η 

έκκριση1 της PAF-AH όσο και η παραγωγή των PMPs. Αυτό αποτελεί μια ένδειξη ότι η 

παραγωγή των PMPs συσχετίζεται άμεσα με την έκκριση της PAF-AH. Επιπλέον, η PAF-AH 

των απομονωμένων PMPs μοιάζει ενζυμικά με την PAF-AH του πλάσματος. Επιπρόσθετα 

για πρώτη φόρα προσδιορίστηκε η PAF-AH του πλάσματος σε PMPs της κυκλοφορίας, 

χρησιμοποιώντας μια μέθοδο ELISA, μια ένδειξη που πέρα από τις λιποπρωτεΐνες του 

πλάσματος και τα PMPs μπορούν να αποτελόσουν φορείς του ιδίου ενζυμού.

Επίσης τα PMPs προκαλούν μια δοσο-εξαρτώμενη μείωση της έκκρισής της PAF-AH 

από καλλιέργεια μονοκυττάρων, τα οποία αποτελούν την κύρια πηγή της PAF-AH του 

πλάσματος. Πιθανώς η δράση των PMPs να οφείλεται στην περιεκτικότητά τους σε PAF, 

αφού ο PAF προκαλεί μείωση της έκκρισής της PAF-AH από τα μονοκύτταρα. Παράλληλα 

i τα PMPs προκάλεσαν μείωση της έκφρασης του CCR2 στα μονοκύτταρα. Επίσης τα PMPs 

επάγουν τόσο την έκφραση του ICAM-1, VCAM-1 άλλα και την έκκριση της MCP-1 από τα 

1 HUVECs. Φαίνεται λοιπόν ότι τα PMPs συμβάλλουν στην ανάπτυξη και εξέλιξη της

ι
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αθηρωμάτωσης. Τα PMPs ανέστειλαν την επαγόμενη από ιόντα Cu2+ οξείδωση των LDL, 

HDL. Η ανασταλτική δράση αυτή μπορεί να οφείλεται είτε στην περιεκτικότητα των PMPs 

σε φωσφατιδυλοσερίνη ή στην παρουσία των πλασμαλογάνων. Τα παραπάνω ευρήματα 

υποδεικνύουν ένα νέο μηχανισμό με τον όποιο τα PMPs πιθανά να συμβάλουν στην 

παθοφυσιολσγία της αθηροθρόμβωσης.
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ABSTRACTt··

1  PLATELET DERIVED BIOACTIVE FACTORS. MECHANISM OF SECRETION 
Γ AND THEIR ROLE IN ATHEROGENESIS.
i
| John V. Mitsios

! Doctoral Dissertation
[ Department of Chemistry, University o f Ioannina

i
Blood platelets play a central role in the physiology o f primary hemostasis and in theI

. pathophysiological processes of arterial thrombosis. It has been well documented that the 

' blood platelet plays a central role in the development o f the atherosclerosis. Upon platelet 

activation a variety of bioactive compounds are secreted which mediate this process. Platelet 

; derived microparticles (PMPs) are also produced upon platelet activation and exhibit a variety 

j of actions ranging from their effect on inflammation, the coagulation cascade as well as on 

vascular function. In the present study we focused on the interaction of PMPs with that o f 

endothelial cells and monocytes, the interaction o f PMPs with lipoproteins during their 

oxidative modification as well as the relationship between platelet-activating factor 

i  acetylhydrolase (PAF-AH) and PMPs.
9

] Initially PMPs were produced using two agonists under different experimental

I conditions; these were thrombin and Ca2+ ionophore A23187. As was determined by flow 

cytometry PMPs express a variety of proteins that are present on platelets including annexin- 

V. Therefore, when microparticles express both annexin-V as well as proteins that are found 

i on the cell o f origin, in this case platelets, one then can characterize these microparticles as 

j PMPs. In addition, PAF was also determined on PMPs using the washed rabbit platelet assay.

| Isolated PMPs derived from Ca2+ ionophore A23187 stimulated washed human platelets are 

enriched in the potent mediator of inflammation PAF. The aggregatory effect o f PMPs was 

further attributed to PAF since it was inhibited by the PAF specific inhibitor CV-3988. In 

1 addition, other bioactive compounds were excluded that might affect the aggregatory effect of 

* PMPs since CP/CPK and aspirin were present in the washed rabbit platelet assay.

■ Previous studies conducted in our lab have shown that activated platelets secrete the

! plasma type o f PAF-AH, in vitro. Therefore, we next studied the possible existence o f PAF-
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AH in platelets and the mechanism through which this enzyme is secreted from activated 

platelets. A time- and concentration-dependent secretion of the enzyme was observed when ; 

washed human platelets were activated with thrombin. In addition, using immunofluorescence 

and confocal microscopy we were able to detect the intracellular type Π as well as the plasma 

type of PAF-AH in the platelet. Thus it might be envisioned that platelets absorb the plasma ! 

type of PAF-AH either from circulating lipoproteins or from microvesicles derived from ■ 

monocytes/macrophages, the main cellular source o f the plasma type of PAF-AH. However, 

the above possibilities are unlikely, since both the plasma and the monocytes/macrophage- jj 

secreted PAF-AH are N-glycosylated, whereas we show here that platelet PAF-AH lacks j 

glycosylation. Furthermore, we showed that platelets contain high levels of mRNA *Γ
corresponding to the plasma type o f PAF-AH, suggesting that these cells may synthesize de I

f
novo plasma PAF-AH. Importantly, PAF-AH secretion occurred in parallel to the shedding of 

PMPs observed during platelet aggregation, although the latter is not required either for PAF- 

AH secretion or for PMPs production, as documented in the experiments with the peptide | 

RGDS, which inhibited platelet aggregation but did not affect PAF-AH secretion or PMPs j 

production independent o f  platelet agonist used. In addition, we showed that the shedding of j 

PMPs is required for the secretion of PAF-AH since calpeptin, a specific inhibitor of calpain, ■ 

significantly inhibited the generation of PMPs as well as the secretion of PAF-AH. Most 

importantly, by using an immunocaptured ELISA method we demonstrated that not only 

PMPs generated upon platelet activation in vitro but also PMPs existing in plasma of 

normolipidemic volunteers contain the plasma type of PAF-AH. This is the first indication 

that in addition to lipoproteins, circulating PMPs are carriers of PAF-AH in human plasma.

We next studied the interaction of PMPs with monocytes, a dose-dependent decrease 

in the secretion o f PAF-AH was observed from monocytes in the prescence of PMPs. This 

inhibitory response may be attributed to the PAF present on PMPs since PAF alone inhibits 

PAF-AH secretion from monocytes. In addition, PMPs also decreased the expression of 

CCR2 on monocytes. Therefore, we next studied the interaction o f PMPs with endothelial
j

cells and found that PMPs induce the expression of various adhesion molecules such as :
i

ICAM-1, VCAM-1 as well as the secretion o f MCP-1. In addition, PMPs exhibited an j 

antioxidant effect on Cu -induced oxidation o f LDL and HDL. This ability to inhibit the 

oxidation o f lipoproteins may be attributed to the phospatidylserine content of the PMPs or to ..

i
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that o f plasmalogens. The above findings suggest that PMPs exhibit a variety o f  functions and 

may promote atherothormbosis, however, further studies are needed to fully understand the 

role o f PMPs in the development o f  atherosclerosis.
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