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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Η συσσώρευση των αιμοπεταλίων αποτελεί μία από τις σημαντικότερες συνιστώσες της 
διαδικασίας της αιμόστασης, αλλά και βασική παράμετρο πολλών παθολογικών καταστάσεων, όταν 
δεν διενεργείται φυσιολογικά. Τα τελευταία χρόνια πολλοί ερευνητές έχουν προσπαθήσει να 
διευκρινίσουν τους λεπτούς μηχανισμούς και τις μεταξύ αυτών σχέσεις, που συμβάλλουν στην 
συσσώρευση των αιμοπεταλίων.

Στα πλαίσια της έρευνας για την μελέτη των μηχανισμών αυτών χρησιμοποιήθηκαν 
αιμοπεταλιακοί διεγέρτες, μεταξύ των οποίων ήταν οι κατεχολαμίνες, το ADP, το αραχιδονικό οξύ, ο 
PAF και η θρομβίνη. Έ γινε έτσι γνωστό ότι ο ι κατεχολαμίνες παίζουν σημαντικό ρόλο στην 
αιμοπεταλιακή ενεργοποίηση και συσσώρευση. Η επινεφρίνη δε, αποδείχθηκε ισχυρότερος 
αιμοπεταλιακός διεγέρτης από την νορεπινεφρίνη.

Στην πορεία της έρευνας σχετικά με τις κατεχολαμίνες και τα αιμοπετάλια αποδείχθηκε ότι τα 
επίπεδα των κατεχολαμινών αυξάνονται στο αίμα κατά την διάρκεια stress, σωματικής άσκησης ή 
καπνίσματος, με αποτέλεσμα να αυξάνεται παράλληλα και η συγκολλητικότητα των αιμοπεταλίων, 
λόγω της δράσης των κατεχολαμινών σε αυτά. Εάν η δράση αυτή των κατεχολαμινών δεν ρυθμιστεί 
έγκαιρα, είναι πιθανό να παρατηρηθούν φαινόμενα αυθόρμητης αιμοπεταλιακής συσσώρευσης στο 
εσωτερικό των αγγείων κατά την διάρκεια της κατεχολαμινικής διέγερσης.

Π ερί τα μέσα της δεκαετίας του 1990, στο Εργαστήριο της Πειραματικής Φυσιολογίας του 
Ιατρικού Τμήματος του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, άρχισε μία μελέτη που στόχευε στην εξακρίβωση 
των πιθανών μηχανισμών που εμπλέκονται στην ρύθμιση της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης που 
προκαλείται από διάφορους διεγέρτες των αιμοπεταλίων. Δεδομένου ότι η αιμοπεταλιακή διέγερση 
από φυσιολογικούς διεγέρτες παίζει σημαντικό ρόλο στην διαδικασία της δημιουργίας των θρόμβων, 
διατυπώθηκε η άποψη ότι είναι πιθανόν η σταδιακή απευαισθητοποίηση των αιμοπεταλίων στην 
δράση των διεγερτών αυτών να μην είναι ο μοναδικός ρυθμιστικός μηχανισμός της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης. Για την ερμηνεία του φαινομένου της άμεσης ρύθμισης του βαθμού της 
αιμοπεταλιακής διέγερσης έγινε η υπόθεση ότι η συσσώρευση που προκαλείται από την επινεφρίνη 
και άλλους διεγέρτες των αιμοπεταλίων, πιθανόν να αυτορυθμίζεται άμεσα από προϊόντα 
μεταβολισμού των κατεχολαμινών στον ανθρώπινο οργανισμό, με έναν μηχανισμό αρνητικής 
παλίνδρομης ρύθμισης (negative feed-back mechanism).

Είναι επίσης γνωστό ότι ο καταβολισμός των κατεχολαμινών μέσω κυρίως της 
μονοαμινοξειδάσης (ΜΑΟ), οδηγεί στην παραγωγή δραστικών μορφών οξυγόνου (Ελευθέρων Ριζών 
Οξυγόνου), που συμβάλλουν στο οξειδωτικό stress. Π ερί τα τέλη της δεκαετίας του 1970 έγινε 
γνωστό από Γερμανούς ερευνητές ότι τα αιμοπετάλια είναι δυνατόν να ενεργοποιηθούν μέσω 
παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου από εξωγενώς χορηγούμενα οξειδωτικά μέσα και σχεδόν 
ταυτόχρονα βρέθηκε ότι τα αιμοπετάλια παράγουν ελεύθερες ρίζες οξυγόνου. Αργότερα αποδείχθηκε 
ότι ο ι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου στα αιμοπετάλια παράγονται κυρίως κατά τον μεταβολισμό του 
αραχιδονικού οξέος μέσω της λιποξυγονάσης και της κυκλοξυγονάσης. Κατά συνέπεια, η διαδικασία 
σύνθεσης των θρομβοξανίων στα αιμοπετάλια συσχετίζεται με την παραγωγή ελευθέρων ριζών 
οξυγόνου από τα συγκεκριμένα ενζυμικά συστήματα των εν λόγω κυττάρων.

Π ερί τα μέσα της δεκαετίας του 1980, στο Εργαστήριο της Πειραματικής Φυσιολογίας του 
Ιατρικού Τμήματος του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, άρχισε μία μελέτη που είχε σκοπό την 
εξακρίβωση των πιθανών μηχανισμών που διαθέτουν ο ι οργανισμοί των θηλαστικών για την ρύθμιση



των δράσεων του PAF στο επίπεδο του αίματος, των αγγείων και της καρδιάς. Οι έρευνες αυτές 
κατέδειξαν ότι υπάρχουν ποικίλοι παράγοντες που μπορούν να αναστείλουν την συσσωρευτική δράση 
του PAF στα αιμοπετάλια και ότι οι περισσότεροι ήσαν μόρια με κλασσικές αντιοξειδωτικές ιδιότητες 
που μπορούσαν να λειτουργήσουν και ως εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών οξυγόνου.

Ο ι μελέτες αυτές επεκτάθηκαν και στους τρεις δρόμους της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης και τα 
αποτελέσματά τους έδειξαν ότι: α) Ουσίες που λειτουργούν ως εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών 
(scavengers) μπορούσαν να αναστείλουν, in vitro, την συσσώρευση των αιμοπεταλίων την 
προκαλούμενη από αγωνιστές που ενεργοποιούν ξεχωριστά τους τρεις γνωστούς δρόμους 
συγκόλλησής τους, β) Ουσίες με ιδιότητες εκκαθαριστή ελευθέρων ριζών, εκτός από την αναστολή 
της συσσώρευσης, λειτουργούν και αποσυσσωρευτικά στα αιμοπετάλια, ακόμη και όταν η 
συσσώρευση έχει εισέλθει στη μη αναστρέψιμη φάση της, γ) Ορισμένες από τις ουσίες αυτές, που 
χρησιμοποιούνται και στην κλινική πράξη, όπως η βιταμίνη C και η τριμεταζιδίνη, λόγω της 
αποσυσσωρευτικής τους δράσης θα μπορούσαν να δοκιμαστούν ως πιθανά θρομβολυτικά και δ) 
Στους μηχανισμούς της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων οι ελεύθερες ρίζες παίζουν σημαντικό ρόλο 
τόσο για την πυροδότηση, όσο και τον έλεγχο των βιοχημικών αντιδράσεων, αποτελώντας πιθανώς 
τον κοινό μεσολαβητή των διαφορετικών οδών συσσώρευσης.

Μ ε βάση τα παραπάνω, στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε ο πιθανός έλεγχος της δράσης της 
επινεφρίνης και άλλων αιμοπεταλιακών διεγερτών από μεταβολικά προϊόντα των κατεχολαμινών 
κατά την διαδικασία της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης καθώς και ο ρόλος των ελευθέρων ριζών 
οξυγόνου στην εξέλιξη των ανωτέρω φαινομένων.

Η παρούσα μελέτη ξεκίνησε το 1999 και ολοκληρώθηκε το 2003 στο Εργαστήριο της 
Πειραματικής Φυσιολογίας του Ιατρικού Τμήματος του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων. Μερικά 
σημαντικά τμήματά της έγιναν στο Εργαστήριο Βιολογικής Χημείας του Ιατρικού Τμήματος του 
Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης, όπως επίσης και στο Ιατρείο Αιμόστασης & Θρόμβωσης της Α' 
Παθολογικής Προπαιδευτικής Κλινικής Α.Π.Θ. του Π.Γ.Ν. ΑΧΕΠΑ Θεσσαλονίκης.

Καταθέτοντας την μελέτη αυτή, επιθυμώ να εκφράσω τις θερμότερές μου ευχαριστίες προς τον 
Καθηγητή Φυσιολογίας και Διευθυντή του Εργαστηρίου Πειραματικής Φυσιολογίας του Ιατρικού 
Τμήματος του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, Δρ. Άγγελο Ευαγγέλου, ο οποίος μου έδωσε την 
δυνατότητα της συνολικής εκπόνησης της διδακτορικής μου διατριβής και συγχρόνως το ερέθισμα για 
γνωστική εμβάθυνση σε εξαιρετικά ενδιαφέροντες τομείς της ιατροβιολογικής έρευνας. Τον 
ευχαριστώ επίσης θερμά για την υποστήριξη που μου προσέφερε με ιδέες, γνώσεις και κριτικές 
παρατηρήσεις όπως και για την πολύτιμη καθοδήγηση που μου παρείχε κατά την διάρκεια όλων των 
σταδίων της παρούσας μελέτης.

Ιδιαίτερες ευχαριστίες οφείλω στον συνεργάτη και φίλο Δρ. Σπύρο Καρκαμπούνα, Λέκτορα του 
Εργαστηρίου Φυσιολογίας, για την βοήθεια που μου προσέφερε τόσο στην απόκτηση της 
απαραίτητης τεχνικής κατάρτισης όσο και στην εκτέλεση πολλών σημαντικών και ποικίλων 
πειραμάτων και την υποστήριξή του σε όλα τα στάδια της εκπόνησης της μελέτης, τόσο σε πρακτικό 
όσο και σε θεωρητικό επίπεδο. Η προσπάθεια που κατέβαλε μαζί μου, η ενθάρρυνση και η στήριξη 
που μου παρείχε κατά τις δύσκολες φάσεις της εργασίας μου, συνέβαλαν ουσιαστικά στην 
ολοκλήρωσή της. Τον Δρ. Καρκαμπούνα ευχαριστώ επίσης για την πολύτιμη προσφορά ιδεών και 
συζητήσεων καθ’ όλη την διάρκεια της εκπόνησης της παρούσης διατριβής, τόσο στα Ιωάννινα όσο 
και στην Θεσσαλονίκη.

Ευχαριστώ επίσης θερμά τον Αναπληρωτή Καθηγητή Αιματολογίας του Ιατρικού Τμήματος του 
Α.Π.Θ. και υπεύθυνο του Ιατρείου Αιμόστασης & Θρόμβωσης της Α' Παθολογικής Προπαιδευτικής



Κλινικής Α.Π.Θ. του Π.Γ.Ν. ΑΧΕΠΑ Θεσσαλονίκης, Δρ. Παντελή Μακρή, για την καθοδήγηση που 
μου παρείχε στα πρώτα στάδια της εκπόνησης της παρούσας μελέτης τόσο σε θεωρητικό όσο και σε 
πειραματικό επίπεδο, για την παραχώρηση της υλικοτεχνικής υποδομής του Ιατρείου Αιμόστασης & 
Θρόμβωσης ώστε να ολοκληρωθεί σ’ αυτό μέρος των πειραμάτων καθώς και για τις παρεμβάσεις και 
τις υποδείξεις του οι οποίες συνέβαλαν καθοριστικά στην επιστημονικά ορθή σχεδίαση και εκτέλεση 
των πειραμάτων αυτών. Τις θερμές μου ευχαριστίες θέλω να εκφράσω επίσης στην συνεργάτιδα του 
Δρ. Μακρή, Παρασκευάστρια στο Ιατρείο Αιμόστασης &  Θρόμβωσης, κα. Ελευθερία Πυθαρά για την 
βοήθεια που μου προσέφερε στην απόκτηση της απαραίτητης τεχνικής κατάρτισης για την ορθή 
εκτέλεση των σχετικών με την αιμοπεταλιακή συσσώρευση πειραμάτων.

Ιδιαίτερες ευχαριστίες οφείλω επίσης στον Αναπληρωτή Καθηγητή Βιοχημείας του Ιατρικού 
Τμήματος του Α.Π.Θ., Δρ. Μιχάλη Καραμούζη, για την παραχώρηση της υλικοτεχνικής υποδομής 
του Εργαστηρίου Βιολογικής Χημείας του Ιατρικού Τμήματος του Α.Π.Θ., όπου και ολοκληρώθηκε 
τμήμα των πειραμάτων της παρούσας μελέτης, την φιλοξενία -  με την πραγματική έννοια του όρου -  
που μου παρείχε στο εργαστήριό του, όπως και για την αμέριστη βοήθειά του κατά την εκτέλεση των 
πειραμάτων και την στενή του υποστήριξη καθ' όλη την διάρκεια της εκπόνησης της παρούσας 
διδακτορικής διατριβής.

Ευχαριστώ ακόμη θερμά την Διευθύντρια του Ανοσολογικού Εργαστηρίου του Π.Γ.Ν. ΑΧΕΠΑ, 
Δρ. Χριστίνα Αγγουριδάκη για την παραχώρηση του εξοπλισμού του εργαστηρίου, ώστε να 
εκτελεστεί σ’αυτό μέρος των πειραμάτων, όπως και την Αναπληρώτρια Καθηγήτρια Μικροβιολογίας 
της Ιατρικής Σχολής του Α.Π.Θ. και Διευθύντρια του Μικροβιολογικού Εργαστηρίου του Π.Γ.Ν. 
ΑΧΕΠΑ, Δρ. Στέλλα Αλεξίου-Δανιήλ για την υποστήριξη που μου παρείχε κατά την διάρκεια της 
εκπόνησης της παρούσης μελέτης.

Ακόμη ευχαριστώ θερμά το επιστημονικό προσωπικό του Εργαστηρίου Φυσιολογίας για την 
βοήθεια που μου προσέφερε κατά την εκτέλεση πολλών και ποικίλων πειραμάτων της παρούσας 
μελέτης όπως επίσης και για την υπομονή και την προθυμία του, έτσι ώστε να υπερνικηθεί κάθε 
δυσκολία κατά την εκπόνηση της διδακτορικής μου διατριβής.
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ΣΥ Ν ΤΟ Μ Ο ΓΡΑ  Φ ΙΕ Σ

ΑΑ =  Αραχιδονικό οξύ
ΑΒΡ =  Πρωτεΐνη συνδέουσα την ακτίνη
ADP =  Διφωσφορική αδενοσίνη
ADR =  Αδρεναλίνη
ΑΜΤ =  Μονοφωσφορική αδενοσίνη
ΑΝΣ =  Αυτόνομο νευρικό σύστημα
ASC =  Ασκορβικό οξύ
ΑΤΡ =  Τρκρωσφορική αδενοσίνη
Α23187=  Ιονοφόρος του ασβεστίου
ΒΗΑ = Βουτυλική υδροξυανισόλη
ΒΗΤ =  Βουτυλικό υδροξυτολουένιο
c-AMP =  Κυκλικό ΑΜΡ
COMT =  Κατεχολ-Ο-μεθυλ-τρανσφεράση
CP-CPK =  Διάλυμα φωσφορικής κρεατίνης και κινάσης της φωσφορικής κρεατίνης
Ca2+ =  Ιονισμένο ασβέστιο
c-GMP =  Κυκλικό GMP
DAG =  Διακυλγλυκερόλη
DHPG =  3 ,4-διυδροξυ-φαινυλγλυκόλη
DOMA =  3 ,4-διυδροξυ-μανδελικό οξύ
DPPD =  Ν-Ν-διφαινυλ-Ρ-φαινυλενο-διαμίνη
DPPH =  Δκραινυλ-πικρυλ-υδραζίνη
EDTA =  Αιθυλεν-διαμινο-τετραοξειδικό δινάτριο
EGTA =  Αιθυλεν-γλυκολ-δις [-2-αμινοαιθυλαιθήρ] Ν,Ν-τετραοξειδικό οξύ
ΕΡ =  Ερυθροποιητίνη
ΕΡΟ =  Ελεύθερες ρίζες οξυγόνου
ESR =  Παρμαγνητικός ηλεκτρονικός συντονισμός
ΦΝΣ =  Φυτικό νευρικό σύστημα
GDP =  Διφωσφορική γουανοσίνη
GMP =  Μονοφωσφορική γουανοσίνη
GnRH =  Εκκριτική ορμόνη των γοναδοτροπινών
GP (I, II, ΠΙ, V) =  Γλυκοπρωτεΐνη (I, Π, ΙΠ, V) αντιστοίχως
GSH =  Αναχθεΐσα γλουταθειόνη
GS-SG =  Οξειδωθείσα γλουταθειόνη
GTP =  Τριφωσφορικη γουανοσίνη
5-ΗΤ =  5-υδροξυτρυπταμίνη (σεροτονίνη)
12-ΗΡΕΤΕ= 1 2 ,1-υδροϋπεροξυ-5, 8 ,1 0 ,14-εικοσιτετράενοϊκό οξύ
12-ΗΕΤΕ= 1 2 ,1-υδροξυ-5, 8 ,1 0 ,14-εικοσιτετραενοϊκό οξύ
Η Η Τ= 1 2 ,1-υδροξυ-5, 8 , 10-δεκαεπτατριενοϊκό οξύ
IL-3 =  Ιντερλευκίνη-3
IL-6 =  Ιντερλευκίνη-6
INS =  Ινοσιτόλη
Ι? 3  =  Τριφωσφορική ινοσιτόλη
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IRP =  Πρωτεΐνη πλούσια σε ιστιδίνη 
KD =  Χιλιοδάλτον 
ΚΝΣ =  Κεντρικό νευρικό σύστημα 
ΜΑΟ =  Μονοαμινοξειδάση 
MDA =  Μαλονική δεαλδεύδη
M eg-CSF =  Παράγοντας διέγερσης αποικιών μεγακαρυοκυττάρων
Μκ =  Μεγακαρυοκύτταρο
NDGA =  Νορ-διυδρο-γουαιτερικό οξύ
NOR =  Νορεπινεφρίνη
ΡΑ =  Φωσφατιδικό οξύ
PAF =  Παράγοντας ενεργοποίησης αιμοπεταλίων
PF-4 =  Αιμοπεταλιακός παράγοντας 4
PGD2 =  Προσταγλανδίνη D2
PGE2 =  Προσταγλανδίνη Ε2
PGF2 =  Προσταγλανδίνη F2
PGG2 =  Προσταγλανδίνη G2
PGH2 =  Προσταγλανδίνη Η2
PGI2 =  Προσταγλανδίνη Ι2ή Προστακυκλίνη
ΡΙ =  Φωσφατιδυλινοσιτόλη
ΡΙΡ =  4-φωσφορική φωσφατιδυλινοσιτόλη
ΡΙΡ2 =  4, 5-διφωσφορικη φωσφατιδυλινοσιτόλη
ΡΚΑ =  Πρωτεϊνική κινάση A
PLA2 =  Φωσφολιπάση Α2
PLC =  Φωσφολιπάση C
ΡΝΜΤ =  Φαινυλαιθανολαμινο-Ν-μεθυλ-Ο-τρανσφεράση
ΡΡΡ =  Πλάσμα φτωχό σε αιμοπετάλια
PRP =  Πλάσμα πλούσιο σε αιμοπετάλια
ΡΤΗ =  Παραθορμόνη
ΡΤΚ =  Πρωτεϊνική κινάση τυροσίνης
SOD =  Υπεροξειδιοδισμουτάση
ΣΝΣ =  Συμπαθητικό νευρικό σύστημα
TG-EGTA =  Διάλυμα έκπλυσης αιμοπεταλίων κουνελιού
TG-Ca2+ =  Διάλυμα συσσώρευσης αιμοπεταλίων κουνελιού
THR =  Θρομβίνη
ΤΜΖ =  Τριμεταξιδίνη
Tris =  Τρις-υδροξυ-μεθυλ-αμινοαιθάνιο
TSH =  Θυρεοειδοτρόπος ορμόνη
TSF =  Παράγοντας διέγερσης θρομβοποίησης
ΤΧΑ2 =  Θρομβοξάνη Α2
Τ Χ Β 2 =  Θρομβοξάνη Β 2
VIP =  Αγγειοδραστικό εντερικό πεπτίδιο
VMA =  3-μεθοξυ-4-υδροξυ-μανδελικό οξύ
XOD =  Ξανθίνη οξειδάση
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ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Α. ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΑ

I. Ιστορική αναδρομή

Περισσότερο από μισό αιώνα χρειάστηκαν οι ερευνητές για να καταλήξουν σχετικά με τη φύση 
των αιμοπεταλίων. Πρώτος ο Donne το 1842 αναφέρθηκε στα αιμοπετάλια και τα θεώρησε προϊόντα 
της λέμφου. Αργότερα άλλοι, όπως ο Zimmerman και ο Hayem, νόμισαν ότι τα αιμοπετάλια ήταν 
πρόδρομοι των ερυθρών αιμοσφαιρίων. Το 1865 ο Schultze πίστεψε πως τα σωματίδια που οι άλλοι 
περιέγραφαν, δεν ήταν παρά τμήματα των λευκοκυττάρων, ενώ ο Wooldridge το 1891 υποστήριξε ότι 
είναι κατακρημνίσεις των πρωτεϊνών του πλάσματος. Μόνο το 1894 ο Wlassov τα θεώρησε ότι είναι 
ξεχωριστή σειρά κυττάρων1.

Το γεγονός ότι τα αιμοπετάλια αντιπροσωπεύουν υπαρκτά και μόνιμα στοιχεία του αίματος των 
υγιών ενηλίκων καταδείχτηκε πρώτη φορά το 1906 από τον Buekmaster, που συμπέρανε ότι είναι 
δύσκολο να εμφανιστούν στα μικροσκοπικά παρασκευάσματα σαν αυτοτελείς κυτταρικές οντότητες 
εξ αιτίας της μεγάλης ευαισθησίας τους στις κλασσικές μεθόδους παρασκευής που τα μετέτρεπαν σε 
μορφώματα ομοιάζοντα με τεχνήματα ή κυτταρικά ράκη2,3. Την ίδια χρονική περίοδο αποδείχθηκε 
από τον Wright, χάρη στις μελέτες του σχετικά με τα κύτταρα του μυελού των οστών, ότι τα 
αιμοπετάλια κατάγονται από τα μεγακαρυοκύτταρα, τα οποία για πρώτη φορά είχαν περιγράφει το 
1869 από τον Bizzozero. Παρ' όλα αυτά, το 1925 στο Textbook o f  Medicine του Starling αναφέρεται 
η άποψη ότι σε φυσιολογικές συνθήκες δεν υπάρχουν αιμοπετάλια στον ανθρώπινο οργανισμό!1.

Από τις πρώτες σοβαρές έρευνες σχετικά με τα αιμοπετάλια προέκυψε ότι τα στοιχεία αυτά 
σχετίζονται με την διαδικασία της πήξης του αίματος4. Με την πάροδο των χρόνων έγινε σταδιακά 
σαφές ότι τα κύτταρα αυτά του αίματος συμμετείχαν όχι μόνο στην πήξη και την θρομβογένεση αλλά 
και σε άλλες φυσιολογικές και παθολογικές διεργασίες που λαμβάνουν χώρα στους οργανισμούς των 
θηλαστικών, συμπεριλαμβανομένου και του ανθρώπου. Έτσι σήμερα θεωρείται με βεβαιότητα ότι τα 
αιμοπετάλια λαμβάνουν μέρος στην διαδικασία της θρομβογένεσης, της αρτηριοσκλήρυνσης και της 
μετάστασης των καρκινικών κυττάρων, ενώ υπάρχουν σοβαρές ενδείξεις ότι είναι σε θέση να δώσουν 
αντιδράσεις που σχετίζονται με τα φαινόμενα της αγγειοσύσπασης και της σύσπασης των 
διακλαδώσεων του βρογχικού δέντρου. Με αυτά τα δεδομένα γίνεται φανερό ότι η έρευνα για την 
κατανόηση του συνόλου των λειτουργιών των αιμοπεταλίων με στόχο τον φαρμακολογικό χειρισμό 
τους αποτελεί έρευνα αιχμής για τις ιατρικές επιστήμες5.

2. Προέλευση - Παραγωγή των αιμοπεταλίων

Τα αιμοπετάλια είναι κυτταρικά τμήματα που στερούνται πυρήνα και προέρχονται από το 
πρωτόπλασμα των μεγακαρυοκυττάρων, τα οποία φαίνεται ότι έχουν κοινό πρόδρομο με τα κύτταρα 
της λευκής και ερυθράς σειράς6'8,2. Από την στιγμή που το πολυδύναμο προδρομικό κύτταρο (stem 
cell) αρχίσει να διαφοροποιείται προς μεγακαρυοκύτταρο, μέχρι την ωρίμανσή του, παρεμβάλλεται
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ένα χρονικό διάστημα 70 περίπου ωρών, κατά την διάρκεια του οποίου η μάζα του κυττάρου αυξάνει 
σημαντικά, ώστε να μπορεί να παράγει αρκετές εκατοντάδες αιμοπεταλίων5 (Εικόνα 1).

Η παραγωγή των αιμοπεταλίων από το μεγακαρυοκύτταρο (Μκ), γίνεται με τεμαχισμό 
(fragmentation) του κυτταροπλάσματος του, σε αντίθεση με την παραγωγή όλων των άλλων κυττάρων 
του αίματος, που παράγονται με “ διαξονική” διαίρεση, δηλαδή ταυτόχρονη διαίρεση του πυρήνα και 
του πρωτοπλάσματος. Επικρατέστερη θεωρία για την παραγωγή των αιμοπεταλίων είναι ότι 
παράγονται στο μυελό των οστών. Είναι γεγονός όμως ότι η θεωρία αυτή δεν έχει επιβεβαιωθεί 
ακόμη, γι' αυτό και από πολλούς αμφισβητείται.

Ανεξάρτητα από τον τόπο παραγωγής των αιμοπεταλίων, είναι σίγουρο ότι τα Μκ κάποια στιγμή 
προετοιμάζονται για την παραγωγή των κυττάρων αυτών. Αυτή η προετοιμασία σημαίνει πριν απ' όλα 
σύνθεση αλλά και παραγωγή όλων εκείνων των πρωτεϊνών που βρίσκονται μέσα στα αιμοπετάλια είτε 
ως υλικό, το οποίο απελευθερώνεται στη φάση της ενεργοποίησής τους, είτε ως δομικό υλικό των 
ενδοαιμοπεταλιακών οργανυλίων στο σύνολό τους1. Στο τέλος της περιόδου της ωρίμανσης, κάθε 
ώριμο Μκ εμφανίζει ανώμαλη μορφή, σε αντίθεση με τους ανώριμους προδρόμους του οι οποίοι 
έχουν σφαιρικό σχήμα, ενώ το κυτταρόπλασμά του εμφανίζεται περιφερικά διαχωρισμένο σε 
σχηματισμούς, οι οποίοι θα δώσουν τα αιμοπετάλια.

Όσον αφορά την φυσιολογία του σχηματισμού των αιμοπεταλίων από τα Μκ, αυτή δεν έχει 
απόλυτα διευκρινιστεί. Κατά τον Harker, ο κύριος ρυθμιστής της είναι το επίπεδο του αριθμού των 
αιμοπεταλίων. Η ελάττωσή του διεγείρει την παραγωγή νεαρών αιμοπεταλίων, που εκδηλώνεται μετά 
4-5 ημέρες, ενώ η αύξησή του αναστέλλει την παραγωγή και οδηγεί σε παροδική 
θρομβοκυτταροπενία. Όλες αυτές οι παρατηρήσεις συνηγορούν στο ότι υπάρχει σχέση αρνητικής 
εξάρτησης του ρυθμού παραγωγής από το επίπεδο των αιμοπεταλίων που κυκλοφορούν, δηλαδή στην 
ύπαρξη ενός μηχανισμού ανάστροφης ρύθμισης “ feedback mechanism”, στον οποίο εμπλέκονται 
επιμέρους ρυθμίσεις όπως η διακυτταρική-στρωματική ρύθμιση του μικροπεριβάλλοντος, η μοριακή 
και η χυμική (ορμονική “ ετεροκρινής” και “αυτοκρινής”).

Στους διεγέρτες της θρομβοκυτταροποίησης συγκαταλέγονται ουσίες όπως η θρομβοποιητίνη ή 
"Thrombopoietic Stimulator Factor (TSF), o Meg-Colony Stimulator Factor (Meg-CSF), η
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Ιντερλευκίνη 3(IL-3), η Ερυθροποιητίνη (ΕΡ), οι γαγγλιοσίδες GDI a και GM1 και η Ιντερλευκίνη 6 

(JL-6).
Στους “αυτοκρινείς” ανασταλτές της θρομβοκυτταροποίησης συγκαταλλέγονται παράγοντες οι 

οποίοι δημιουργούνται στα Μκ και αργά ή γρήγορα ενσωματώνονται σχεδόν αποκλειστικά στα 
αιμοπετάλια. Τέτοιοι παράγοντες, οι οποίοι δρουν μόνοι ή συνεργικά είναι: ο PF4, ο β-TG, το 
Connective tissue Activated-Peptide-ΠΙ, ο Transforming growth Factor-b (TGF-b), οι ιντερφερόνες α 
και γ, οι υψηλές συγκεντρώσεις μονοκυττάρων και η PGE.

Όπως υπολογίστηκε από τους Harker και Finch, το 1/3 των παραγόμενων αιμοπεταλίων 
παγιδεύεται στον σπλήνα (σπληνική αποθήκη), ενώ τα 2/3 κυκλοφορούν στο αίμα. Από τους ίδιους 
υπολογίστηκε επίσης ότι τα 2/3 των αιμοπεταλίων καταστρέφονται στον σπλήνα και το 1/3 στο ήπαρ.

Τα κυκλοφορούντο αιμοπετάλια διαφέρουν ως προς το πλήθος τους ανά κυβικό εκατοστό 
αίματος από είδος σε είδος, ξεκινώντας από τον άνθρωπο με 2 X 1 0 8/ml και φθάνοντας στον επίμυ τα 
109/ml. Για τον άνθρωπο ο ρυθμός παραγωγής τους ανέρχεται στα 3,5X107/ml την ημέρα. Είναι 
προφανές ότι για να διατηρείται σταθερός ο αριθμός τους, μια ίση κατά προσέγγιση ποσότητα πρέπει 
να καταστρέφεται κυρίως στον σπλήνα και το ήπαρ. Η μέση ζωή των φυσιολογικών αιμοπεταλίων 
στον άνθρωπο δεν υπερβαίνει τις 10 ημέρες. Μ ερικοί ερευνητές θεωρούν ότι ο μηχανισμός 
αναγνώρισης των γηρασμένων αιμοπεταλίων δεν έχει να κάνει με την λειτουργική τους υποβάθμιση, 
αλλά μάλλον με την μείωση κάποιων χαρακτηριστικών μορίων της κυτταρικής τους επιφάνειας, όπως 
είναι το σιαλικό οξύ9.

3. Μορφολογία - Δομή

Η περιγραφή των μορφολογικών γνωρισμάτων των αιμοπεταλίων σχετίζεται με τις πληροφορίες, 
οι οποίες προκύπτουν από την χρήση διαφόρων τεχνικών μέσων, που χρησιμοποιήθηκαν για την 
μελέτη τους.

Τα ξηρά και χρωματισμένα επιχρίσματα του περιφερικού αίματος παρέχουν πληροφορίες 
σχετικές με την στατική πλευρά της μορφολογίας των αιμοπεταλίων, ενώ αντίθετα τα νωπά 
παρασκευάσματα προσφέρουν δυνατότητες για μία δυναμική μελέτη των ζωντανών αιμοπεταλίων.

♦  Μορφολογικά γνωρίσματα με το απλό μικροσκόπιο: Στα ξηρά παρασκευάσματα τα 
αιμοπετάλια εμφανίζουν σχήμα αμφίκυρτο δισκοειδές (σχήμα κοκκίου φακής) ή ελλειπτικό3,1 (Εικόνα 
2α, 2β), έχουν δε διάμετρο 1-5μ και πλάτος γύρω στο 1μ. Ο όγκος τους είναι 5-7μ3.

Στην επιφάνειά τους διακρίνονται δύο μέρη3,10. Το υαλόμερο, που καταλαμβάνει τον 
μεγαλύτερο όγκο και κείται στο εξωτερικό μέρος του αιμοπεταλίου και το κοκκιόμερο που βρίσκεται 
συνήθως προς το κέντρο του. Το υαλόμερο είναι διαυγές και αποτελείται από μια βασική ουσία η 
οποία χρωματίζεται με τις συνήθεις χρωστικές του αίματος με αχνή κυανή χροιά, ενώ το κοκκιόμερο 
αποτελείται από σαφώς έγχρωμο υλικό (μπλε ή πορφυρό), το οποίο εμφανίζει κοκκιώδη υφή, 
αποτελείται δε από κοκκία και σωματίδια. Όταν τα αιμοπετάλια ενεργοποιηθούν, τα κοκκία 
μαζεύονται προς το κέντρο και μοιάζουν με τον πυρήνα των άλλων κυττάρων.

Επίσης, κάτω από ανώμαλες συνθήκες λήψης και παρασκευής (δονήσεις, μη τήρηση των 
χρόνων, ακατάλληλα υλικά, κακή χρήση φυγοκέντρου κ.λ.π.), τα αιμοπετάλια μπορούν να 
παρουσιάσουν διαφορετικές όψεις. Ακόμη είναι δυνατόν τα νεώτερα αιμοπετάλια να εμφανίζουν στο 
οπτικό μικροσκόπιο όψεις που απέχουν πολύ από εκείνες που επιδεικνύονται από τα γηραιότερα10.
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Εικόνα 2α κ ά θ ε τ η  τομή α ιμ οττεταλ ίου .Δ ια κρ ίνετα ι η π ερ ιφ ερ ικ ή  στεφάνη 
των μικρσσωληνίσκων.

ικόνα 2β Σ χ η μ α τ ικ ή  παράσταση εγκάρσιας τομής α ιμοπεταλίου .Ι.πλασματική 
μεμβράνη. 2.Μ ικροσωληνίσκοι.3. Τμήματα του συστήματος σύνδεσης μ ε  
τη ν  επ ιφ ά νε ια . 4. κοκκία- δ.ΣυμπαΥΠ σ ω μάτια .6 .Μιτοχόνδρια.7 Γλυκογόνο.
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♦  Μορφολογικά γνωρίσματα με το μικροσκόπιο αντιθετικής φάσης: Παρατηρώντας τα 
αιμοπετάλια σε νωπά παρασκευάσματα, δηλαδή σε ζωντανή κατάσταση, με το μικροσκόπιο αυτό 
διαπιστώνεται ότι αυτά παίρνουν τρεις διαφορετικούς μορφολογικά τύπους, που χρονικά διαδέχεται ο 
ένας τον άλλον στην πορεία της ενεργοποίησής τους. Οι τύποι αυτοί είναι: α) ο ήρεμος τύπος, με τον 
οποίο κυκλοφορούν (circulating form), β) ο δενδριτικός τύπος (dendritic form) και γ) ο 
προσκολλημένος ή απλωμένος τύπος (spread form). Αυτοί έγινε δυνατό να περιγραφούν λεπτομερώς 
με τη χρήση του ηλεκτρονικού μικροσκοπίου σάρωσης. 

α) ο ήρεμος τύπος
Είναι ο τύπος των αιμοπεταλίων που παρατηρείται με τη συλλογή του αίματος (Εικόνες 3α, 3β).

Εικόνες 3α, 3β.

Σε εικόνες με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης διαπιστώνεται ότι η επιφάνεια των 
αιμοπεταλίων έχει τρισδιάστατη και δισκοειδή όψη, διάτρητη από οπές (λίγες από αυτές είναι 
ανοικτές) και μικρά στόματα. Έτσι, τα αιμοπετάλια μοιάζουν με τα ερυθρά αιμοσφαίρια, με τη 
διαφορά ότι αυτά είναι πολύ μεγαλύτερα και έχουν αμφίκοιλο δισκοειδές σχήμα (Εικόνα 4). Ο ι 
ανοικτές οπές παριστούν πόρους του συστήματος των ανοικτών σωληνίσκων, με τους οποίους το 
εσωτερικό των αιμοπεταλίων επικοινωνεί με το εξωτερικό.

1. * Ερυθρό κύτταρα "I
J- Περιφερικό ρεύμα

2. Αιμοπετάλια J
3. Μεμονωμένα αιμοπετάλια μέ 

παραλλαγή σχήματος

4. ’Αγγειακά ένδοθήλιο

5. Ελαστικές καί συνδετικές ϊνες  (έσω 
έλσστική στιβάδα)

6. Ίνσκύτταρο

Εικόνα 4
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Σε λεπτές τομές το αιμοπετάλιο μοιάζει να διαπερνάται από μια δέσμη με μικρά σωληνάρια, 
τα οποία σχηματίζουν την περιφερική δέσμη ακριβώς κάτω από την επιφάνεια (από τη μεμβράνη). Τα 
διάφορα αιμοπεταλιακά σωματίδια (όπως τα μιτοχόνδρια, τα πυκνά σωματίδια αλλά και τα α- 
σωματίδια) είναι ακίνητα, διασπαρμένα στην τύχη μέσα στο κυτταρόπλασμα. Υπάρχουν ακόμη 
στοιχεία από τα δύο συστήματα καναλιών, των ανοικτών σωληνίσκων και των πυκνών σωληνάριων.

Τα κανάλια του συστήματος των ανοικτών σωληνίσκων εκτείνονται από τη μία άκρη της 
επιφάνειας μέχρι την άλλη και δημιουργούν ανοικτές επικοινωνίες του εσωτερικού με το εξωτερικό 
του κυττάρου. Το σύστημα των πυκνών σωληνάριων βρίσκεται ακριβώς κάτω από την περιφερική 
ζώνη των μικροσωληναρίων και αναπτύσσει κλειστές σχέσεις επικοινωνίας με το κανάλι του 
συστήματος των ανοικτών σωληνίσκων. Ετσι αυτά παραμένουν συνδεδεμένα και σχηματίζουν 
συμπλέγματα με την μεμβράνη1 2 3 4 5 6 7 8 9 10. 

β) ο δενδριτικός τύπος
Ο τύπος αυτός παρατηρείται στην αρχική φάση της ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων (όπως π.χ. 

αν παραμείνουν εκτός κυκλοφορίας έστω για λίγα λεπτά) και σχετίζεται με την εμφάνιση 
προσεκβολών ή ψευδοποδίων στην επιφάνειά τους. Τα ψευδοπόδια στην αρχή είναι βραχέα, με πλατιά 
βάση και οξύ άκρο, ακολούθως γίνονται μακρύτερα (2 ή 3 φορές μεγαλύτερα από το συνολικό 
μέγεθος του αιμοπεταλίου) και λεπτότερα. Έτσι, τα αιμοπετάλια χάνουν το δισκοειδές σχήμα τους και 
γίνονται σχεδόν σφαιρικά. Η παρατήρηση ζωντανών αιμοπεταλίων αποκαλύπτει μία δυναμική 
διαδικασία, στην οποία ενυπάρχει η διαρκής εναλλαγή θέσης, έκτασης ή μεγέθους, συστολής και 
διεύθυνσης των ψευδοποδίων.

Ο δενδριτικός τύπος παρατηρείται επίσης στη φάση της διέγερσης των αιμοπεταλίων με 
ισχυρούς διεγέρτες, που οδηγούν στη μη αναστρέψιμη συσσώρευση. Στη φάση αυτή επισυμβαίνει 
αναδιοργάνωση της λεπτής κατασκευής του εσωτερικού των αιμοπεταλίων (Εικόνα 5).

1. UJeυδοπόδια

2 .  Μ ι κ ρ ο σ ω λ η ν ά ρ ι α
3 .  Δ ο μ ι κ ά  Ι ν ίδ ια

4 .  Σ ω μ ά τ ι α  τ ο ϋ  G o l g i
5 .  Κ ο κ κ ία  γ λ υ κ ο γ ό ν ο υ
6 .  Μ ι τ ο χ ό ν δ ρ ι α
7 .  Κ ο κ κ ία
8. Κενοτόπια

9. Έ ν δ ο π λ α σ μ α τ ι κ ό  δ ί κ τ υ ο
1 0 .  Ά ρ γ υ ρ ό ψ υ λ α  κ ο κ κ ία

Εικόνα 5
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1. Ένδοθηλιακά κύτταρα

2 . Ένδοθηλιακή βλάβη

3. Αιμοπετάλια σέ σχήμα άντιδράσεως 
πού προσφύονται στίς συνδετικές 
ΐν ες  τού ενδοθηλίου.

4. ‘Έ ντονη εξοίδηση αιμοπεταλίου

5 . Λευκό αιμοσφαίριο πού έγκατέλειψ ε 
τό άγγεΐο.

6. ‘Ινοκύτταρο

Εικόνα 6

Έτσι, τα τυχαία διεσπαρμένα σωματίδια στο κυτταρόπλασμα των ήρεμων αιμοπεταλίων 
μαζεύονται στο κέντρο του κυττάρου (Εικόνες 6 , 7). Η περιφερική δέσμη των μικροσωληναρίων 
συνεισφέρει στη μεταβολή του δισκοειδούς σχήματος και συσπάται σε λεπτούς κύκλους γύρω από τα 
κεντρικά διατεταγμένα σωματίδια, ενώ τα μικροϊνίδια μολονότι υπάρχουν, είναι δύσκολο να 
διακριθούν, επειδή έχουν υποστεί βλάβη από το οσμικό οξύ1.

1 . Σ υ γ κ ε ν τ ρ ώ σ ε ι ς  α ι μ ο π ε τ α λ ί ω ν  α τ ό  
ε ν δ ο θ ή λ ι ο

2 .  ' Ε ξ ο ί δ η σ η  τ ω ν  α ι μ ο π ε τ α λ ί ω ν

3. ΆποκοκκΙωση μέ Απελευθέρωση τού 
θρορβοκυτταρικού π ερ ιεχομένου

4. Δημιουργία Ινώδους δικτύου
5. ’Ενδοθήλιο

Εικόνα 7

γ) ο προσκολλη μένος ή απλωμένοξ τύποα
0  απλωμένος τόπος μορφοποιείται τη στιγμή που μία από τις προσεκβολές του δενδριτικού 

τύπου θα έλθει σε επαφή με την γυάλινη επιφάνεια της αντικειμενοφόρου πλάκας, στην οποία 
παρατηρούμε το παρασκεύασμα. Τότε το αιμοπετάλιο ενεργοποιείται έκδηλα και στην αρχή 
προσηλώνει, στη συνέχεια προσκολλά και τελικά απλώνει την προσεκβολή πάνω στην γυάλινη 
επιφάνεια (που είναι ξένη επιφάνεια) με τρόπο σα να ήταν ένα λεπτό, “αραχνοΰφαντο” , απλωμένο 
φύλλο πίτας. Τα τμήματα ανάμεσα στα ψευδοπόδια γεμίζουν και παίρνουν μορφή που θυμίζει τα 
τηγανισμένα αυγά. Η κεντρική αύξηση της πυκνότητας στα απλωμένα αιμοπετάλια φαίνεται να 
οφείλεται στα κεντρικά διατεταγμένα σωματίδια μεταξύ των κέντρων των κυττάρων. Το ίδιο γίνεται 
με όλες τις προσεκβολές. Το αιμοπετάλιο τείνει να “αγκαλιάσει” και στη συνέχεια να 
“ φαγοκυτταρώσει”  την ερεθιστική γι' αυτό επιφάνεια, μιμούμενο το αρχέγονο αντανακλαστικό της
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σύλληψης, πράγμα που επιτυγχάνει αν η ερεθιστική επιφάνεια είναι μικρότερή του. Αν όμως, όπως 
συνήθως συμβαίνει, η επιφάνεια είναι “τεράστια” , τότε - προσπαθώντας να την αγκαλιάσει -, 
απλώνεται, τελικά κολλά πάνω της και αυτοκαταστρέφεται1 (Εικόνα 8 ).

♦  Μορφολογικά γνωρίσματα με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο: Οι πληροφορίες από την 
μελέτη της μορφολογίας των αιμοπεταλίων με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο αντιστοιχούν στον τύπο 
του αιμοπεταλίου που κυκλοφορεί χωρίς να ενεργοποιηθεί από κανένα ιστικό ή βιοχημικό μέσο. Έτσι 
τα αιμοπετάλια δέχονται την επίδραση μόνο των μονιμοποιητικών μέσων, που χρησιμοποιούνται για 
την προετοιμασία των παρασκευασμάτων του ηλεκτρονικού μικροσκοπίου. Φυσικά, η παρατήρηση με 
το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο παρέχει πολύ περισσότερες πληροφορίες από την παρατήρηση με το 
κλασσικό οπτικό μικροσκόπιο.

Με την ηλεκτρονική μικροσκόπηση διακρίνονται στα αιμοπετάλια τρεις βασικές ζώνες: η 
περιφερική ζώνη, η ζώνη Sol-Gel (ζώνη λεπτόρευστου-πυκνόρευστου κυτταροπλάσματος) και η ζώνη 
των οργανυλίων (Εικόνα 2α, 2β).

Α) Περιφερική ζώνη
Η περιφερική ζώνη αποτελείται από τρεις στοιβάδες: α) Το εξωτερικό επικάλυμμα (ή 

γλυκοκάλυκα), β) Την μεμβρανική μονάδα καιγ) Την υπομεμβρανική περιοχή10,2.
Το εξωτερικό επικάλυμμα έχει πάχος 10-50ημ, επαλείφει την κυτταρική μεμβράνη και 

αποτελείται από βλενοπολυσακχαρίτες, γλυκοπρωτεΐνες, ΑΤΡάσες, μεγάλη ποσότητα σιαλικού οξέος 
και προσροφηθείσες πρωτεΐνες. Στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο εμφανίζει χαμηλή ηλεκτρονική 
πυκνότητα. Η στοιβάδα αυτή, η οποία απαντάται και σε άλλα κύτταρα του σώματος και είναι 
αρνητικά φορτισμένη στο φυσιολογικό πλασματικό περιβάλον του αίματος, παρουσιάζει αντιγονικούς 
προσδιοριστές και φέρει υποδοχείς διαφόρων ερεθισμάτων. Το περιφερικό σωληναριακό σύστημα 
διαπερνά την στιβάδα αυτή και εκβάλει προς τα έξω. Το επικάλυμα τέλος συμμετέχει τόσο στην 
πρόσφυση όσο και στην συσσώρευση των αιμοπεταλίων. Τέλος, το σιαλικό οξύ μαζί με τις 
γλυκοπρωτεΐνες, προσδίδουν ηλεκτραρνητικό φορτίο στην μεμβράνη.

Η μεμβρανική μονάδα (πλασματική μεμβράνη) βρίσκεται ακριβώς κάτω από το εξωτερικό 
επικάλυμμα και αποτελείται από τρία στρώματα: δύο πρωτεϊνικά και ένα λιπιδικής φύσης που 
παρεμβάλλεται μεταξύ τους. Η δομή της μεμβράνης ακολουθεί το κλασικό υπόδειγμα των Singer και 
Nicolson10,2.

Η υπομεμβρανική περιοχή χαρακτηρίζεται από την παρουσία μιας στεφανιαίας δέσμης 
περιφερικών μικροσωληνίσκων που προσδίδουν στα εν ηρεμία αιμοπετάλια το φακοειδές-δισκοειδές 
σχήμα τους10,11,2. Η στεφάνη αυτή των μικροσωληνίσκων, διαπερνά τις δύο προαναφερθείσες 
στιβάδες και συνδέει το εξωτερικό της μεμβράνης με τα αιμοπεταλιακά κοκκία, αποτελώντας ένα 
αγωγό σύστημα που θέτει σε αμοιβαία επικοινωνία το αιματικό πλάσμα με το εσωτερικό του 
αιμοπεταλίου. Η δομή αυτή των μικροσωληνίσκων επιτρέπει σε ουσίες του πλάσματος να περνούν 
στο εσωτερικό των αιμοπεταλίων όπως επίσης και στα συστατικά των κοκκίων να εξέρχονται στο 
αιματικό περιβάλον, για να επάγουν την ενεργοποίηση και άλλων αιμοπεταλίων.

Β) Ζώνη Sol - Gel (ζώνη λεπτόρευστου-πυκνόρευστου κυτταροπλάσματος)
Η ζώνη αυτή αποτελείται από ένα ανώμαλο τρισδιάστατο δίκτυο που παρουσιάζει ινώδη 

σύσταση. Το δίκτυο αυτό σχηματίζει ένα είδος σκελετού (ικρίωμα) και συγκρατεί μέσα στις θηλές του 
σωματίδια γλυκογόνου, περιφερικές δέσμες μικροσωληνίσκων, υπομεμβρανικά νημάτια και 
μικρονημάτια. Όλα αυτά τα νηματοειδή στοιχεία κατανέμονται σε δύο ομάδες:
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α) Σ'αυτά που παίζουν το ρόλο κυτταροσκελετού και είναι υπεύθυνα για την διατήρηση του 
σχήματος των αιμοπεταλίων και την διατήρηση της θέσης των διαφόρων οργανυλίων όταν το κύτταρο 
βρίσκεται σε “ηρεμία” και

β) σε εκείνα που ευθύνονται για τις δυναμικές μεταβολές του αιμοπεταλίου και προκαλούν τα 
κύματα συστολής που προωθούν το περιεχόμενο των αιμοπεταλιακών κοκκίων στο αιματικό 
περιβάλον (αντίδραση έκλυσης), εκπληρώνοντας έτσι ένα σημαντικό βήμα της λειτουργίας των 
θρομβοκυττάρων κατά την ενεργοποίησή τους.

Τά μικροϊνίδια του δικτύου αυτού θεωρούνται ότι είναι ανατομικά συνδεδεμένα με τους 
μικροσωληνίσκους. Το όλο σύμπλεγμα, σύμφωνα με την ερμηνεία που δίνουν αρκετοί σύγχρονοι 
κυτταρολόγοι, φαίνεται να παρουσιάζει μία δομή ανάλογη προς εκείνη του σαρκοπλάσματος των 
λείων μυϊκών κυττάρων, παρά το γεγονός πως η ομοιότητα δεν είναι εύκολο να καταστεί προφανής.

Ωστόσο οι αναλογίες με το λείο μυϊκό κύτταρο αναδύονται κατά την μελέτη της λειτουργίας του 
αιμοπεταλίου, όπως επίσης και από την βιοχημική ανάλυση των συστατικών πού απαρτίζουν το 
ικρίωμα. Πράγματι στις προαναφερθείσες δομές συμμετέχουν πρωτεΐνες όπως η ακτίνη και η 
μυοσίνη, οι οποίες είναι όμοιες με εκείνες του λείου μυός, ενώ η ενεργοποίησή τους φαίνεται να 
ρυθμίζεται από ένα σύμπλεγμα τύπου τροπονίνης-τροπομυοσίνης12.

Γ) Ζώνη οργανυλίων
Στο βαθύτερο μέρος των αιμοπεταλίων απαντώνται τα διάφορα συστατικά του κοκκιομερούς 

της κλασσικής οπτικής μικροσκοπίας. Η ηλεκτρονική μικροσκοπία αποκάλυψε στην περιοχή αυτή μία 
ποικιλία δομών που περιγράφεται κατωτέρω. Οι δομές αυτές αποτελούν τα οργανίδια του 
αιμοπεταλίου τα οποία είναι: α) κοκκία, β) πυκνωτικά σωμάτια, γ) μιτοχόνδρια, δ) αδρό σωληναρικό 
σύστημα και σχηματισμούς τύπου συσκευής Golgi. Ο Schulz και οι συνεργάτες του ταξινομούν τα 
κοκκία των αιμοπεταλίων σε άλφα κοκκία, βήτα κοκκία (μιτοχόνδρια), γάμμα κοκκία 
(μικροσωληνίσκοι), δέλτα κοκκία (σιδηροσώματα) και έψιλον κοκκία (γλυκογόνο).

Τα άλφα κοκκία αποτελούνται από τρίστοιβη μεμβράνη. Έχουν ωοειδές σχήμα, διάμετρο 
μεταξύ 0,2 και 0,3 μ. Περιέχουν μικροσωληνίσκους, φωσφολιπίδια, θειούχους βλενοπολυσακχαρίτες, 
κατιονικές πρωτεΐνες, υδρολυτικά ένζυμα, όξινη φωσφατάση, θρομβοσθενίνη, ινωδογόνο, 5- 
υδροξυτρυπταμίνη (5-ΗΤ), τριφωσφορική αδενοσίνη (ΑΤΡ), διφωσφορική αδενοσίνη (ADP), και 
ΑΤΡάση. Κάθε αιμοπετάλιο περιέχει 20 με 200 άλφα κοκκία.

Εικόνα 8 . Απεικόνιση ενεργοποιημένου αιμοπετάλιου-απλωμένος τύπος.

Τα πυκνωτικά σωμάτια αποταμιεύουν σεροτονίνη, Ca**, ADP, ΑΤΡ, κατεχολαμίνες και τον 
αιμοπεταλιακό παράγοντα 4 (PF-4). Ο αριθμός των πυκνωτικών σωματίων στα αιμοπετάλια των 
διαφόρων ειδών μεταβάλλεται ανάλογα με την ποσότητα σεροτονίνης που αυτά τα κύτταρα 
περιέχουν. (Η σεροτονίνη μπορεί ως γνωστόν, να προκαλέσει την σύσπαση ή την χάλαση των μυϊκών
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ινών των αρτηριολίων και των αρτηριών). Τα αιμοπετάλια του ανθρώπινου είδους δεν περιέχουν 
μεγάλες ποσότητες σεροτονίνης και συνεπώς τα πυκνωτικά τους σωμάτια δεν είναι πολυάριθμα, όπως 
αντίθετα συμβαίνει στα αιμοπετάλια των κουνελιών. Στον άνθρωπο τα πυκνωτικά σωμάτια φαίνεται 
ότι μεταπίπτουν σε κοκκία άλφα αφού προηγουμένως προσλάβουν σεροτονίνη από το πλασματικό 
τους περιβάλον μέσω του σωληναριακού συστήματος που συνδέει την επιφάνεια της εξωτερικής 
μεμβράνης με τον εσωτερικό χώρο του αιμοπεταλίου2.

Τα μιτοχόνδρια (βήτα κοκκία κατά την ταξινόμηση του Schulz) παρατηρούνται στις λεπτές 
τομές των αιμοπεταλίων στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο. Αποτελούν - όπως και σε όλα τα κύτταρα 
γενικά - το κύριο μέρος του μηχανισμού ενέργειας υπο την μορφή της ΑΤΡ. Είναι η δεξαμενή του 
μεταβολισμού των νουκλεοτιδίων και της αδενίνης και οπωσδήποτε η έδρα των φαινομένων της 
κυτταρικής αναπνοής. Χρησιμεύουν και ως αποθήκες Ca^\ Στις περισσότερες λεπτές τομές των 
αιμοπεταλίων αντιστοιχούν 2 έως 3 μικρού μεγέθους μιτοχόνδρια τα οποία εμφανίζουν 2 ως 3 
εσωτερικές πτυχές - συνολικά 10-60 μιτοχόνδρια ανά αιμοτετάλιο - και συνεπώς σχετικά μικρή 
ποσότητα αναπνευστικών αλυσίδων, άρα όχι αυξημένη μεταβολική ένταση.

Το σύστημα σωλήνων και φυσσαλίδων περιγράφεται συνήθως ως αποτελούμενο από 
κενοτόπια συνδεόμενα μεταξύ τους. Το σύστημα αυτό διαιρείται σε δύο κύρια μέρη: Το πρώτο μέρος 
συνδέεται καθώς φαίνεται με την επιφάνεια της πλασματικής μεμβράνης και γι' αυτό ονομάστηκε 
σύτημα σύνδεσης μ ε  την επιφάνεια. Η εσωτερική επιφάνεια των μεμβρανών των κενοτοπίων του εν 
λόγω συστήματος παρουσιάζει τον ίδιο τύπο επιφανειακού επικαλύματος με εκείνον πού απαντάται 
στην πλασματική μεμβράνη των αιμοπεταλίων. Δεδομένου ότι τα αιμοπετάλια παρουσιάζουν 
φαγοκυτταρική δραστηριότητα12' 15 φαίνεται λογικό ότι το σύστημα αυτό συσχετίζεται με την 
λειτουργία μεταφοράς ουσιών στο εσωτερικό του κυττάρου. Το δεύτερο μέρος ονομάζεται πυκνό 
σωληναριακό δίκτυο, γιατί οι μεμβρανώδεις μικροσωληνίσκοι του αποτελούνται από ένα υλικό 
μέτριας ηλεκτρονικής πυκνότητας10. Τα μέρη του συστήματος αυτού προέρχονται πιθανόν από τις 
συσκευές Golgi του μεγακαρυοκυττάρου από το οποίο παρήχθη το αιμοπετάλιο.

Σιδηροσώματα. Πρόκειται για σφαιροειδείς, φυσαλιδωτούς σχηματισμούς, με διαυγές 
περιεχόμενο, εκτός της εσωτερικής επιφάνειας της μεμβράνης τους η οποία φαίνεται επενδυμένη με 
μικρά κοκκία διαμέτρου 55 Α. Δεδομένου ότι τα σωματίδια της φερριτίνης (που περιέχουν σίδηρο) 
έχουν αυτές τις διαστάσεις, ο ι φυσαλίδες που παρουσιάζουν τα πυκνά αυτά κοκκία ονομάστηκαν 
σιδηροσώματα. Γενικά είναι δομές που σπανίζουν μέσα στα αιμοπετάλια και η λειτουργική τους 
σημασία δεν είναι σαφής.

Κοκκία γλυκογόνου. Είναι μικρά κοκκία που απαντώνται στο κυτταρόπλασμα του αιμοπεταλίου 
σε μικρές ομάδες ή σπανιώτερα σε μεγαλύτερα συσσωματώματα που περιέχουν μερικές εκατοντάδες 
κοκκίων. Αποτελούν μία σημαντική ενεργειακή παρακαταθήκη της οποίας ο ρόλος γίνεται κρίσιμος 
κατά τη διάρκεια της αιμοπεταλιακής λειτουργίας, όταν το γλυκογόνο αποικοδομείται προς γλυκόζη, 
η οποία με τη σειρά της μεταβολίζεται προς ΑΤΡ για την παροχή της αναγκαίας ενέργειας για τις 
αντιδράσεις ενεργοποίησης, έκλυσης και συσσώρευσης των αιμοπεταλίων.

Ριβοσώματα. Συνήθως δεν ανευρίσκονται στα αιμοπετάλια. Ωστόσο όταν τα αιμοπετάλια είναι 
νεαρά τότε πολλές φορές μέσα στο κυτταρόπλασμά τους παρατηρούνται κυρίως μεμονωμένα 
ριβοσώματα ή θραύσματά τους16.

Η δομή αυτή των αιμοπεταλίων επιτρέπει την σύσπαση των συσταλτών πρωτεϊνών με την οποία 
επιτυγχάνεται η έκκριση των ενδογενών τους ουσιών στη διάρκεια της ενεργοποίησής τους. Συνεπώς 
τα αιμοπετάλια είναι συσταλτά και εκκριτικά κύτταρα.
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Γενικά ο μεταβολισμός τους είναι δραστήριος. Μπορούν να παράγουν μέσα στα μιτοχόνδριά 
τους ΑΤΡ σε αξιοσημείωτες ποσότητες. Η γλυκόλυση είναι παρούσα στα κύτταρα αυτά, αλλά 
φαίνεται ότι ο ρόλος της είναι δευτερεύουσας σημασίας για την παραγωγή ενέργειας. Στα νεαρά 
αιμοπετάλια έχει βρεθεί βιοσυνθετική ικανότητα γλυκογόνου, φωσφοπρωτεϊνών, και 
γλυκοπρωτεϊνών. Παρουσιάζουν ιδιότητες αντιπλασμίνης, εμφανίζουν λιποσώματα ενώ τα κατάλοιπα 
των ριβοσωμάτων στο κυτταρόπλασμα συνηγορούν υπέρ μιας περιορισμένης πρωτεϊνοσυνθετικής 
ικανότητας για δύο τουλάχιστον πρωτεΐνες: του ινωδογόνου και του παράγοντα ΧΙΠ. Φυσικά, η 
έλλεψη γενετικού υλικού, όπως και εμφανούς πρωτεϊνοσυνθετικού μηχανισμού καθιστούν τα 
αιμοπετάλια ευάλωτα στις μεταβολές και ανίκανα να διορθώσουν τις συσσωρευόμενες μοριακές τους 
βλάβες, πράγμα που αν συνέβαινε, πιθανόν να έβλαπτε τις λειτουργίες τους, που είναι μεταξύ άλλων 
και ο σχηματισμός λευκών θρόμβων και η προστασία των αγγείων από τα αποτελέσματα μικρών ή 
μεγάλων τραυματισμών. Γενικά η έλλειψη πυρήνα και ριβοσωμιακού συστήματος, κάνει τα 
αιμοπετάλια δομικά ανάλογα με τα ερυθρά αιμοσφαίρια, από τα οποία φυσικά διαφοροποιούνται εξ' 
αιτίας της λειτουργίας, της προέλευσης και του μεταβολισμού τους. Ωστόσο, δεν αποκλείεται να 
υπάρχει ένας λειτουργικός δεσμός μεταξύ ερυθρών αιμοσφαιρίων και αιμοπεταλίων, σχετικός με την 
αναστολή της εξάπλωσης του θρόμβου πέραν ενός ορισμένου μεγέθους.

Η κυτταρική μεμβράνη των αιμοπεταλίων

Η μεμβράνη με πάχος 7-9 ημ, είναι διάτρητη από ένα σύστημα μικροσωληναρίων, τα οποία 
διαπερνούν όλο το αιμοπετάλιο, αυξάνοντας έτσι εκπληκτικά την έκταση και την λειτουργικότητά 
της. Η διάτρητη αυτή όψη αποδίδει την πραγματικότητα, αφού σε πάρα πολλές θέσεις η μεμβράνη, 
αλλά και ολόκληρο το αιμοπετάλιο, διασχίζεται και από το σύστημα των ανοικτών σωληνίσκων, από 
τους οποίους άλλοι έρχονται σε επαφή με τα αιμοπεταλιακά σωματίδια και άλλοι με την ακτομυοσίνη. 
Η καταγωγή της μεμβράνης ανάγεται στο ενδοπλασματικό δίκτυο των μεγακαρυοκυττάρων ή στο 
σύστημα της διακριτής μεμβράνης τους.

Στα θηλαστικά η μεμβράνη των αιμοπεταλίων αποτελεί το φυσικό και χημικό φραγμό που 
χωρίζει το εσωτερικό του κυττάρου από τις διάφορες τοξικές επιδράσεις, και εκτός από τις 
λειτουργίες ανταλλαγής ουσιών επιτελεί επιπλέον μία ακόμη ουσιαστική λειτουργία, μεταδίδει 
δηλαδή μηνύματα και επιδράσεις από το εξωκυττάριο περιβάλλον στο εσωτερικό του κυττάρου. 
Εξάλλου μηχανισμοί ελέγχου της λειτουργίας της κυτταρικής μεμβράνης καθορίζουν τον τρόπο, το 
χρόνο και το είδος των ενδοκυττάριων παραγώγων, τα οποία προβάλλουν στην εξωτερική πλευρά της 
μεμβράνης των αιμοπεταλίων.

Η μεμβράνη των αιμοπεταλίων έχει ασύμμετρη όψη και δομή, αποτελείται από τρεις στιβάδες 
(τρίστιβη), δύο φωσφολιπιδικές και ανάμεσά τους μια πρωτεϊνική, και είναι πλούσια σε πρωτεΐνες, 
γλυκοπρωτεΐνες και διάφορους υποδοχείς. Η δομή της μεμβράνης των αιμοπεταλίων εκφράζεται με 
τον καλύτερο τρόπο στο κλασικό μοντέλο του ρευστού μωσαϊκού της δίστιβης μεμβράνης των Singer 
και Nicholson. Αυτό επιτρέπει την ελεύθερη διάχυση λιπιδίων και πρωτεϊνών μεταξύ των δύο 
λιπιδικών στίχων και αποτρέπει τη ροή πολικών μορίων, υποδηλώνοντας έτσι τον αμφίτροπο 
χαρακτήρα των φωσφολιπιδίων, που οδήγησε στον αυθόρμητο σχηματισμό της “διπλής στιβάδας” 
τους. Η “στιβάδα” αυτή σταθεροποιείται με ηλεκτροστατικές δυνάμεις-έλξεις που ασκούνται μεταξύ 
των πολικών κεφαλών των λιπιδίων και των μορίων του νερού, καθώς επίσης και με δυνάμεις van der 
Waals, οι οποίες αναπτύσσονται στην υδρόφοβο περιοχή της “στιβάδας”  των λιπιδίων. Οι
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ομοιοπολικές ομάδες των μορίων τους βρίσκονται στην εξωτερική και εσωτερική επιφάνεια της 
μεμβράνης, όμως μόνον οι ομάδες της εξωτερικής επιφάνειας συνδέονται με γλυκοπρωτεΐνες. Στα 
φωσφολιπίδια της μεμβράνης βρίσκονται μόρια χοληστερόλης, που με την πολικότητά τους φαίνεται 
ότι παίζουν σημαντικό ρόλο στη ρευστότητά της, αφού αυτή εξαρτάται από τη λιπιδική σύνθεση και 
συγκέντρωση των συστατικών της λιπαρών οξέων των φωσφολιπιδίων.

Η χοληστερόλη τοποθετείται προς την εξωτερική πλευρά της μεμβράνης σε περιοχές όπου το 
σχετικά υδρόφοβο μόριό της ταιριάζει με το κενό που υπάρχει ανάμεσα σε κορεσμένες και ακόρεστες 
αλυσίδες υδρογονανθράκων. Με τον τρόπο αυτό η χοληστερόλη σταθεροποιεί την υδρόφοβη περιοχή 
της μεμβράνης, που βρίσκεται προς την εξωτερική επιφάνεια. Σε φυσιολογικές συνθήκες αύξηση του 
λόγου χοληστερόλης/φωσφολιπιδίων οδηγεί σε αύξηση και της γλοιότητας της μεμβράνης. Όσο 
περισσότερη χοληστερόλη υπάρχει τόσο μεγαλύτερη είναι η γλοιότητα της μεμβράνης και όσο 
μεγαλύτερη είναι η συγκέντρωση λιπαρών οξέων τόσο μεγαλύτερη και η σταθερότητά της. 
Μεμβράνες, οι οποίες έχουν μικρή συγκέντρωση χοληστερόλης και υψηλή συγκέντρωση ακόρεστων 
λιπαρών οξέων, είναι περισσότερο ρευστές.

Το μωσαϊκό μοντέλο της μεμβράνης είναι πιθανό να διατηρείται με 3 περιορισμούς:
1. Οι εξωτερικές γλυκοπρωτεΐνες συνδέονται με σιαλικό οξύ, το οποίο εμποδίζει άλλες 
γλυκοπρωτεΐνες και λεκτίνες να ασκούν επίδραση στις πρωτεΐνες του πλάσματος.
2. Οι πρωτεΐνες της μεμβράνης, προτιμώντας το υδρόφοβο περιβάλλον των λιπιδίων, συνδέονται με 
τα υδρόφοβα συστατικά των γλυκοπρωτεϊνών της επιφάνειας και σχηματίζουν συνάθροιση ενός 
μωσαϊκού λιπιδίων εδάφους και
3. Η επίδραση του κυτταροπλασματικού δεσμού ασκείται με τις συσταλτές πρωτεΐνες σε πρωτεϊνικά 
μόρια, που διαπερνούν το λιπιδικό δίστιβο στρώμα, έτσι ώστε να διασφαλίζονται οι αιχμηρές 
πρωτεΐνες της μεμβράνης.

Ορισμένες γλυκοπρωτεΐνες της επιφάνειας επίσης συνδέονται ισοσθενικά με 
κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες και ένζυμα, όπως π.χ. η αδενυλική κυκλάση. Έτσι επηρεάζουν τη 
σύνθεση της μεμβράνης μεταβολικά γεγονότα του κυτταροπλάσματος των κυττάρων. Μεταβολές 
δηλαδή στα λιπίδια της μεμβράνης αλλάζουν τη ρευστότητά της, ενώ μεταβολές στα συστατικά των 
συσταλτών πρωτεϊνών αλλάζουν την έκφραση επάνω στην επιφάνεια των συνδεδεμένων ή ασύνδετων 
γλυκοπρωτεϊνών. Παρόμοιες μεταβολές επιδρούν στην εξωτερική σύνθεση των λιπιδίων του 
πλάσματος. Συνεπώς, ο κυτταροπλασματικός μεταβολισμός ή και εξωτερικές δυνάμεις τροποποιούν 
τη ρευστότητα και ίσως και τη σταθερότητα της μεμβράνης. Τέτοιες μεταβολές μπορεί να είναι 
σημαντικές για την ανθρώπινη παθολογία.

Τα κύρια συστατικά της μεμβράνης είναι λιπίδια και γλυκοπρωτεΐνες.
α) Λιπίδια: Είναι το κύριο δομικό υλικό της βιολογικά ενεργής μεμβράνης των αιμοπεταλίων. 

Τα μόρια αυτά αποτελούνται από μία υδρόφιλη κεφαλή και δύο υδρόφοβες ουρές. Η κεφαλή μπορεί 
να έχει θετικό ή αρνητικό φορτίο. Οι υδρόφοβες ουρές αποφεύγουν την επαφή με το υγρό διάλυμα 
που τις περιβάλλει και στρέφονται από κοινού προς το εσωτερικό της μεμβράνης, ενώ οι υδρόφιλες 
κεφαλές στρέφονται προς το εξωτερικό της. Η εξωτερική πλευρά της μεμβράνης συνδέεται και 
μεταφέρει σταθερά κάθε τ ι που έχει αρνητικό φορτίο, ενώ σχεδόν αποκλειστικά αρνητικά 
φορτισμένες κεφαλές βρίσκονται και στο εσωτερικό του ακέραιου και μη ενεργοποιημένου κυττάρου. 
Αυτή η διπλή θωράκιση της μεμβράνης και από τις δύο πλευρές της με αρνητικό φορτίο είναι ο λόγος 
που τα άθικτα κύτταρα δεν είναι προπηκτικά. Ένα ποσοστό των αιμοπεταλιακών λιπιδίων είναι 
φωσφολιπίδια, ενώ το υπόλοιπο αποτελείται από ουδέτερα λίπη, ιδιαίτερα από ελεύθερη χοληστερόλη 
και κατά δεύτερο λόγο από γλυκολιπίδια. Το φωσφολιπιδικό δυναμικό της αιμοπεταλιακής μεμβράνης
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αντιπροσωπεύεται από πέντε βασικά είδη φωσφολιπιδίων: την φωσφατιδυλχολίνη (37%), την 
φωσφατιδυλαιθανολαμίνη (27%), την σφιγγομυελίνη (17%), την φωσφατιδυλσερίνη (10%) και την 
φωσφατιδυλινοσιτόλη (5%). Τα δύο φωσφολιπίδια της χολίνης, η φωσφατιδυλχολίνη και η 
σφιγγομυελίνη, απαντώνται κυρίως στο εξωτερικό φύλλο της μεμβρανικής διπλοστιβάδας, ενώ η 
φωσφατιδυλσερίνη -με προπηκτικές κυρίως ιδιότητες- και η φωσφατιδυλαιθανολαμίνη είναι πιο 
συχνές στο εσωτερικό φύλλο της διπλοστιβάδας, σε στενή επαφή με το κυτταρόπλασμα. Η ασύμετρη 
αυτή διάταξη των φωσφολιπιδίων εκφράζει έναν συγκεκριμένο λειτουργικό ρόλο που συσχετίζεται με 
τις γενικότερες λειτουργίες των αιμοπεταλίων και είναι σαφώς διαφορετική από την διάταξη που 
παρουσιάζει η μεμβράνη των ερυθροκυττάρων. Είναι γνωστό ότι μία μικρού βαθμού υδρόλυση των 
φωσφολιπιδίων της χολίνης στην επιφάνεια των αιμοπεταλίων από την φωσφολιπάση Α2, είναι 
αρκετή για να πυροδοτηθεί η αντίδραση έκλυσης17,18.

Ακόμη, ορισμένα γλυκολιπίδια φαίνεται να χρησιμεύουν σαν υποδοχείς για την πυροδότηση της 
αιμοστατικής λειτουργίας των αιμοπεταλίων, ενώ τα φωσφοϊνοσιτίδια συμμετέχουν αποφασιστικά 
στη μεταβολή του σχήματος όπως επίσης και στη λειτουργία της συσσώρευσης των κυττάρων 
αυτών18.

β) Γλυκοπρωτεΐνες: Τα αιμοπετάλια - όπως και άλλα κύτταρα των θηλαστικών - παρουσιάζουν 
στην πλασματική τους μεμβράνη μία ποικιλία γλυκοπρωτεϊνών, οι οποίες ευθύνονται για πολλές από 
τις αλληλεπιδράσεις των κυττάρων αυτών με το εξωτερικό τους περιβάλλον. Η πλασματική μεμβράνη 
λειτουργεί σαν διαχωριστική γραμμή, ενώ οι μεμβρανικές γλυκοπρωτεΐνες ρυθμίζουν την ενεργό 
μεταφορά ιόντων και άλλων ουσιών. Ακόμη οι γλυκοπρωτεΐνες αυτές φαίνονται απαραίτητες για τη 
δημιουργία δεσμών μεταξύ των στοιχείων του κυτταροσκελετού και των διαφόρων ξένων επιφανειών 
(συμπεριλαμβανομένων και των άλλων αιμοπεταλίων) στις οποίες μπορεί να προσκολληθεί το 
αιμοπεταλιακό κύτταρο. Ένα χαρακτηριστικό των αιμοπεταλίων που αναδύεται από την διέγερσή 
τους μέσω ενός ευρέος φάσματος φυσιολογικών και μη ερεθισμάτων, είναι η προεκβολή ψευδοποδίων 
που είναι ταυτόχρονη με την αλλαγή του σχήματός τους από δισκοειδές σε σφαιρικό και η παράλληλη 
πυροδότηση της αντίδρασης έκλυσης. Όταν τα αιμοπετάλια συσσωρευθούν, τα ψευδοπόδια 
επανέλκονται προς τα πίσω οπότε το συσσωμάτωμα των κυττάρων αυτών μειώνεται και σε όγκο, 
πράγμα που συμβαίνει στη συστολή των θρόμβων. Τά τελευταία χρόνια έχει αυξηθεί το ποσό των 
παρατηρήσεων που αποδεικνύουν ότι ο ι μεμβρανικές γλυκοπρωτεΐνες έχουν και ρόλους υποδοχέων 
για τους αγωνιστές που ενεργοποιούν τις αιμοπεταλιακές λειτουργίες17. Αρχικά περιγράφησαν τρεις 
βασικές γλυκοπρωτεΐνες ύστερα από διάλυση των αιμοπεταλιακών μεμβρανών με SDS και 
ηλεκτροφόρηση του υλικού σε πηκτή SD S-πολυακρυλαμιδίου. Τά ληφθέντα από την ηλεκτροφόρηση 
φάσματα χαρακτηρίστηκαν σαν κλάσμα I, κλάσμα II, κλάσμα ΙΠ 19'22.

Η γλυκοπρωτεΐνη I (GPI) διαθέτει το μικρότερο μοριακό βάρος (90.000 daltons), ενώ οι 
γλυκοπρωτεΐνες II (GPII) και III (GPIII) διαθέτουν μεγαλύτερα μοριακά βάρη (μέχρι 150.000 
daltons). Με την χρησιμοποίηση τροποποιημένων ηλεκτροφορητικών τεχνικών, με μικρότερες 
ποσότητες πολυακρυλαμιδίου, διαπιστώθηκε ότι τα κλάσματα I, II, ΠΙ είναι ανομοιογενή και ότι το 
καθένα τους διαχωρίζεται σε δύο επιμέρους κλάσματα la, lb, Ila, lib, και Ilia, IHb, ενώ εντοπίστηκε 
και η γλυκοπρωτεΐνη V (GPV). Η γλυκοπρωτεΐνη la (GPIa) αποτελεί ένα μακρομόριο που βρίσκεται 
σε σχετικά μικρές ποσότητες στην πλασματική μεμβράνη του αιμοπεταλίου, παρουσιάζει μοριακή 
μάζα 153 KD και ισοηλεκτρικό σημείο (ΡΙ) μεταξύ 4,5 και 5,5. Περιέχει μία σειρά δισουλφιδικών 
γεφυρών και πιθανόν έχει τον ρόλο του υποδοχέα για το κολλαγόνο δοθέντος ότι έχουν περιγράφει 
ασθενείς οι οποίοι παρουσιάζουν αιμοπετάλια με ελαττωματική ανταπόκριση στο κολλαγόνο και 
ταυτοχρόνως ένα ποσοστό GPIa ελαττωμένο στα 15-20% των φυσιολογικών επιπέδων της17. Τά
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αιμοπετάλια των ασθενών αυτών εμφανίζουν επίσης αδράνεια στη διέγερση αγλουτίνης από σπόρους 
σιταριού, πράγμα το οποίο αποτελεί ένδειξη ότι η GPIa λειτουργεί και σαν υποδοχέας της εν λόγω 
αυτής λεκτίνης23. Υπάρχουν αρκετές ενδείξεις οι οποίες υποδεικνύουν ότι η γλυκοπρωτεΐνη GPIa μαζί 
με την GPlb συνδέονται στον κυτταροσκελετό του αιμοπεταλίου μέσω μίας ειδικής πρωτεΐνης (actin 
binding protein)24. Αυτά φανερώνουν ότι πιθανώς υπάρχει μία σχέση μεταξύ του σημείου πρόσδεσης 
του παράγοντα Vw και του θεωρούμενου ως υποδοχέα του κολλαγόνου στην αιμοπεταλιακή 
πλασματική μεμβράνη και γενικά υποδεικνύουν το μέγεθος της σημασίας της γλυκοπρωτεΐνης la για 
την πρόσδεση του αιμοπεταλίου στους υπενδοθηλιακούς ιστούς.

Η γλυκοπρωτεΐνη GPlb αποτελεί την μεγαλύτερη σιαλοπρωτεΐνη της πλασματικής μεμβράνης 
των αιμοπεταλίων και είναι γενικά παραδεκτό ότι αντιπροσωπεύει τον υποδοχέα του παράγοντα vW, 
ο οποίος υπεισέρχεται στη διαδικασία προσκόλλησης των αιμοπεταλίων, στον υπενδοθηλιακό ιστό 
των τραυματισμένων αγγείων. Οι αρχικές ενδείξεις για την κατανόηση του ρόλου της GPlb προήλθαν 
από την μελέτη των αιμοπεταλίων ασθενών πασχόντων από το σύνδρομο Bemard-Soulier, στο οποίο 
συνυπάρχει ελάττωση της ικανότητας προσκόλλησης των αιμοπεταλίων και έλλειψη των 
γλυκοπρωτεϊνών GPlb, GPV και 22KDa25'28.

Ο ι πρωτεάσες που απομακρύνουν το εξωτερικό τμήμα της GPlb οδηγούν σε μία σχετική μείωση 
της συσσωρευτικής ικανότητας των αιμοπεταλίων που ενεργείται από τον παράγοντα vW, ενώ τα 
μονοκλωνικά και πολυκλωνικά αντισώματα κατά της GPlb προκαλούν αναστολή της δράσης του vW 
στα αιμοπετάλια που έχουν υποστεί την επεξεργασία αυτή. Τα δεδομένα αυτά δείχνουν ότι η GPlb 
είναι ο υποδοχέας του παράγοντα vW. Η GPlb περιέχει επιπλέον ένα σημείο πρόσδεσης για την 
θρομβίνη, αλλά από διάφορες μελέτες φαίνεται ότι το σημείο αυτό δεν παίζει σημαντικό ρόλο για την 
ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων από την θρομβίνη29,30. Όπως η GPIa έτσι και η GPlb φαίνεται πως 
διαθέτει αρκετές ενδομοριακές δισουλφιδικές γέφυρες22. Η GPlb συνδέεται με τον κυτταροσκελετό 
του αιμοπεταλίου και συγκεκριμένα με την εξειδικευμένη πρωτεΐνη πρόσδεσης της ακτίνης (actin 
binding protein), αλλά δεν είναι σαφές το κατά πόσον η σύνδεση αυτή γίνεται κατ' ευθείαν ή μέσω της 
παρεμβολής ενός άλλου παράγοντα. Κατά την διάρκεια της αιμοπεταλιακής ενεργοποίησης, το 
απελευθερούμενο ιονισμένο ασβέστιο ενεργοποιεί κάποιες πρωτεάσες που υδρολύουν σε ένα βαθμό 
την πρωτεΐνη πρόσδεσης της ακτίνης, δίνοντας έτσι στην GPlb την δυνατότητα να κινείται πολύ πιο 
ελεύθερα στην αιμοπεταλιακή επιφάνεια και να έρχεται πιο εύκολα σε επαφή με τον παράγοντα vW, 
πράγμα που διευκολύνει τη συσσωρευτική ανταπόκριση των αιμοπεταλίων στον παράγοντα αυτό. 
Είναι ενδεχόμενο, ο ι στερεοτατικές αλλαγές του μορίου της GPlb που προκαλούνται από την 
διάσπαση των γεφυρών θείου να επιφέρουν και μεταβολές στη λειτουργία της εν λόγω πρωτεΐνης. Η 
γλυκοπρωτεΐνη GPIIa έχει μοριακή μάζα 150KDa και ΡΙ 4,1-4,8. Περιέχει κι αυτή δισουλφιδικές 
ομάδες, ενώ η λειτουργία της δεν έχει εξιχνιαστεί. Η GPIIa εκτός από τα αιμοπετάλια ανευρίσκεται 
και στο ενδοθήλιο των αγγείων. Έχει αναφερθεί ότι συμμετέχει στους υποδοχείς των IgG 
αντισωμάτων της αιμοπεταλιακής επιφάνειας.

Η γλυκοπρωτεΐνη GPIIb αποτελεί την μοναδική από τις κύριες γλυκοπρωτεΐνες της 
αιμοπεταλιακής πλασματικής μεμβράνης της οποίας δεν έχει κατανοηθεί ο ρόλος. Έχει μοριακή μάζα 
ίση προς 95KDa και ισοηλεκτρικό σημείο (ΡΙ) μεταξύ 4,5 και 5,7. Εμφανίζεται πολύ υδροφοβική και 
αντέχει εξαιρετικά στη δράση των πρωτεασών.

Ή γλυκοπρωτεΐνη V έχει μοριακή μάζα 82KDa και ισοηλεκτρικό σημείο μεταξύ 6,5 και 7,5. 
Θεωρείται ότι αποτελεί τον κύριο υποδοχέα της θρομβίνης στην αιμοπεταλιακή εξωτερική μεμβράνη, 
χωρίς ωστόσο η υπόθεση αυτή να είναι αναμφισβήτητα τεκμηριωμένη25,17.



23

Τέλος, στην πλασματική μεμβράνη των αιμοπεταλίων υπάρχουν και άλλες γλυκοπρωτεΐνες σε
μικρές ποσότητες των οποίων η λειτουργία δεν είναι προς το παρόν γνωστή. Ως τώρα έχουν
ταυτοποιηθεί περίπου 50 τέτοιες πρωτεΐνες στην μεμβράνη των αιμοπεταλίων. Είναι ωστόσο σαφές,
ότι οι υποδοχείς για τους περισσότερους παράγοντες της ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων (μεταξύ
των οποίων το ADP, η σεροτονίνη και η αδρεναλίνη) παραμένουν ακόμη άγνωστοι, οπότε είναι
πιθανόν οι γλυκοπρωτεΐνες αυτές να παίζουν τον ρόλο των υποδοχέων τους. Υπάρχει ακόμη η
πιθανότητα οι εν λόγω γλυκοπρωτεΐνες να ασκούν τις ίδιες λειτουργίες και σε άλλους τύπους
κυττάρων εκτός από τα αιμοπετάλια αλλά προς το παρόν η ύπαρξη διαφόρων τεχνικών προβλημάτων
επιβραδύνει την ανάπτυξη της έρευνας στο χώρο αυτό. Η χρήση μονοκλωνικών αντισωμάτων και της*
μοριακής γενετικής υπόσχονται μια ταχεία εξέλιξη στην ανάπτυξη της έρευνας για την κατανόηση της 
λειτουργικής ταυτότητας των εν λόγω πρωτεϊνών25,17.

4. Φυσικές ιδιότητες

Οι φυσικές ιδιότητες των αιμοπεταλίων, οι οποίες έχουν ήδη μελετηθεί, είναι: α) η πυκνότητα, 
β) η ταχύτητα καθίζησης, γ) οι ηλεκτρικές ιδιότητες, δ) η ωσμωτική τους αντίσταση και ε) η 
ρευστότητα της μεμβράνης.

α) Πυκνότητα: Αυτή ποσοτικά εκφράζεται ως το ειδικό βάρος τους. Υπάρχει μεγάλη 
διακύμανση στις τιμές του ειδικού βάρους, που δίνονται από διάφορους ερευνητές. Ο ι πρώτες 
αναφορές έδωσαν μέση τιμή 1030, κατ' άλλους1053 ή ακόμη και τιμές που κυμαίνονται από 1062 
μέχρι 1084.

β) Ταχύτητα καθίζησης: Η φυσική αυτή παράμετρός τους εξαρτάται από το ειδικό βάρος,, το 
μέγεθος καθώς επίσης και από τις πρωτεΐνες του πλάσματος. Υπολογίζεται ως δείκτης του αριθμού 
των αιμοπεταλίων πριν και μετά την καθίζησή τους. Φυσιολογικές τιμές για την ταχύτητα καθίζησης 

είναι 0,74±0,129.
γ) Ηλεκτρικές ιδιότητες: Τα αιμοπετάλια έχουν αρνητικό φορτίο, το οποίο αποδίδεται στην 

μεγάλη αναλογία σιαλικού οξέος στον γλυκοκάλυκά τους. Χάρη σ' αυτό το φορτίο μπορεί να 
υπολογιστεί η ηλεκτροφορητική κινητικότητά τους. Έ τσι σε φυσιολογικές συνθήκες (pH 7,4 και 
ισότονο διάλυμα φυσιολογικού ορού), η ηλεκτροφορητική κινητικότητα ανέρχεται σε -0,85 έως - 
0,04p/sec/V/cm.

δ) Ωσμωτική αντίσταση: Τα αιμοπετάλια μεταβάλλονται μορφολογικά με την επίδραση 
υπότονου διαλύματος. Έτσι τα ανθρώπινα αιμοπετάλια μέσα σε υπότονο διάλυμα (0,30-0,20% NaCl) 
παίρνουν σχήμα ξιφοειδές.

ε) Ρευστότητα μεμβράνης: Αυτή επηρεάζεται από μεταβολές στη σύνθεση των λιπιδικών 
στιβάδων της μεμβράνης και από την κινητικότητα των υποδοχέων. Αυτές οι επιδράσεις φανερώνουν 
ότι η λειτουργία των αιμοπεταλίων δεν είναι μία απλή συνιστώσα. Ο μηχανισμός, με τον οποίο οι 
λιποπρωτεΐνες επιδρούν σ' αυτή, φαίνεται πιθανό να σχετίζεται με τη μεταφορά χοληστερόλης στη 
μεμβράνη τους, αφού τα εμπλουτισμένα με χοληστερόλη αιμοπετάλια είναι πιο ευαίσθητα από τα 
φυσιολογικά σε διέγερση με αδρεναλίνη και ADP, ενώ παράλληλα έχουν μειωμένη ρευστότητα στη 
μεμβράνη τους. Αντίθετα, αιμοπετάλια φτωχά σε χοληστερόλη έχουν αυξημένη ρευστότητα στην 
μεμβράνη τους και ελαττωμένη ικανότητα απάντησης σε αδρεναλίνη. Ο ι Tandom et al έδειξαν επίσης 
ότι μεταβολές στη γλοιότητα της μεμβράνης των αιμοπεταλίων, επιδρούν στον αριθμό και το επίπεδο 
συγγένειας των υποδοχέων της θρομβίνης (υψηλής και χαμηλής συγγένειας), ενώ μεταβολές στη
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ρευστότητα της μεμβράνης δεν επιδρούν στην αποκάλυψη των υποδοχέων του ινωδογόνου πάνω στην 
επιφάνεια των αιμοπεταλίων1.

5. Λειτουργίες και αντιδράσεις των αιμοπεταλίων

♦  Γενικά
Τα αιμοπετάλια παίζουν σημαντικότατο ρόλο στην αιμόσταση (πήξη και θρομβογένεση). Για 

τον λόγο αυτό η κατανόηση των λειτουργιών τους μπορεί να συμβάλλει σημαντικά στην πρόληψη 
των νόσων οι οποίες σχετίζονται με την αρτηριοσκλήρυνση και την συνακόλουθη μερική ή ολική 
απόφραξη των αγγείων. Γενικότερα η πήξη του αίματος είναι μία ιδιαίτερα περίπλοκη διαδικασία, της 
οποίας η κατανόηση και ο έλεγχος εκ μέρους του κλινικού γιατρού είναι κρίσιμης σημασίας για τον 
έλεγχο για ένα μεγάλο φάσμα παθήσεων (καρδιαγγειακές παθήσεις), γύρω από τις οποίες 
συγκεντρώνεται ο μεγαλύτερος αριθμός θανάτων στην καθημερινή κλινική πράξη. Εκτός, π.χ., από το 
έμφραγμα του μυοκαρδίου και τα εμφράγματα που αφορούν άλλα όργανα, η λειτουργία της πήξης του 
αίματος φαίνεται να παίζει έναν σημαντικό ρόλο και στη διαδικασία της μετάστασης των καρκινικών 
κυττάρων από την έδρα του πρωτοπαθούς όγκου προς άλλες κατευθύνσεις μέσα στο σώμα31. Γίνεται 
λοιπόν φανερό ότι η εμβάθυνση στην γνώση των λειτουργιών τους, αποτελεί έναν πολύ σημαντικό 
παράγοντα για την βελτίωση των παλιών και την ανάπτυξη νέων θεραπευτικών σχημάτων που 
αφορούν τα προαναφερθέντα πεδία της παθολογίας. Αν και υπάρχουν αρκετά κενά στις γνώσεις μας 
τις σχετικές με το κυτταρικό σύστημα που είναι το αιμοπετάλιο, ωστόσο κατά την τελευταία 
δεκαπενταετία ο ρυθμός εξαγωγής πληροφοριών από την μελέτη του συστήματος αυτού είναι 
εντυπωσιακός και προφανώς οδηγεί σε μια όλο και ουσιαστικότερη διαλεύκανση των λειτουργικών 
του ρόλων στο φυσιολογικό και παθολογικό πεδίο.

5.1 Ο ρόλος των αιμοπεταλίων στην αιμόσταση

Ο ι αιμοστατικές αντιδράσεις που συντελούνται για την προστασία του οργανισμού από 
την απώλεια αίματος, μπορεί σχηματικά να ταξινομηθούν σε πέντε διαφορετικά αλλά 

επικαλυπτόμενα φαινόμενα: α) την τοπική αγγειοσύσπαση, β) την αιμοπεταλιακή πρόσφυση, 

γ) τον αιμοπεταλιακό θρόμβο, δ) την ενίσχυση του αιμοπεταλιακού θρόμβου με ινική και ε) 

την απομάκρυνση των εναποτεθέντων υλικών μέσω ινωδολυτικών και άλλων μηχανισμών. 

Κάθε ένα από τα φαινόμενα αυτά εμπεριέχει μία πολύπλοκη σειρά αλληλεπιδράσεων, μεταξύ 

του αίματος και των αγγειακών τοιχωμάτων, στην οποία τα αιμοπετάλια παίζουν πρωτεύοντα 

ρόλο32. Τα αιμοπετάλια εμφανίζουν in vivo τις εξής διαδικασίες με τις οποίες μετέχουν στην 

αιμόσταση: Πρόσφυση, μεταβολές σχήματος, συσσώρευση και έκλυση. Αν και τα 

ερεθίσματα και η ανταπόκριση των αιμοπεταλίων είναι ποικίλα,, εν τούτοις η ενεργοποίηση 

των αιμοπεταλίων ρυθμίζεται από ένα ορισμένο αριθμό μηχανισμών. Κοινή διαδικασία 

όλων των φυσιολογικών ερεθισμάτων των αιμοπεταλίων είναι η πρόσδεσή τους σε ειδικούς 

υποδοχείς της επιφάνειας της μεμβράνης. Το σήμα το οποίο “ εκπέμπεται”  από τους
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ενεργοποιημένους υποδοχείς μεταβιβάζεται μετά στην πλασματική μεμβράνη μέσω ειδικώ ν 

πρωτεϊνών, που δεσμεύουν το GTP. Αυτοί ο ι διαβιβαστικοί και μετατρεπτικοί μηχανισμοί 

διεγείρουν και ρυθμίζουν ειδικά δραστικά συστήματα, όπως η φωσφολιπάση C, η  οποία 

υδρολύει τα φωσφολιποειδή και τα κανάλια C a**. Τα δραστικά αυτά συστήματα τροποποιούν 

τα επίπεδα ειδικών ενδοκυττάριων μεσολαβητών, όπως η τριφωσφωρική 1,4,5-ινοσιτόλη, το 

C a **  και η διακυλγλυκερόλη, ο ι οποίοι στη συνέχεια πυροδοτούν τη φυσιολογική 

ανταπόκριση του κυττάρου με μεταβολές της φωσφορυλίωσης, μεταβολές της 

δραστηριότητας των κυτταρικών ένζυμων και των δομικών ιδιοτήτων των πρωτεϊνών. Ε ίνα ι 

προφανές ότι τα μοριακά αυτά φαινόμενα που πυροδοτούνται από την ενεργοποίηση των 

υποδοχέων, πραγματώνονται με υψηλές ταχύτητες και εμφανίζουν πολλαπλές 

αλληλεπιδράσεις. Ενίσχυση π.χ. ή αναστολή του σήματος που εκπέμπεται από την 

ενεργοποίηση του υποδοχέα μπορεί να συμβεί σε κάθε φάση της διαδικασίας αυτής. Επιπλέον 

το αιμοπετάλιο διαθέτει δύο μεγάλα αναδραστικά κυκλώματα (παλίνδρομης ρύθμισης): το 

σχηματισμό ενδοϋπεροξειδίων, θρομβοξάνης Α2 και την έκλυση A D P. Ο ι ουσίες αυτές 

απελευθερούμενες από τα αιμοπετάλια δρουν σαν τοπικές ορμόνες, καθώς προσδένονται 

στους ειδικούς μεμβρανικούς υποδοχείς και πυροδοτούν μία παρόμοια αλυσίδα μοριακών 

φαινομένων, όπως και ο ι υπόλοιποι φυσιολογικοί δ ιεγέρτες (αγωνιστές).

Σχηματικά η μετατροπή εξωκοττάριων “σημάτων” σε κυτταρική ανταπόκριση (ενεργοποίηση) 
μπορεί να δοθεί όπως παρακάτω:

ΕΞΩΚΥΤΤΑΡΙΚΟ ΣΗΜΑ
Ψ

ΥΠΟΔΟΧΕΑΣ
Ψ

ΜΕΤΑΤΡΟΠΕΑΣ
Ψ

ΔΡΑΣΤΙΚΑ ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ
Ψ

ΕΝΔΟΚΥΤΤΑΡΙΟΣ ΜΕΤΑΒΙΒΑΣΤΗΣ
Ψ

ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΑΚΗ ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ

α) Τοπική αγγειοσύσπαση
Η αρχική σύσπαση των αγγείων σε περίπτωση τοπικής βλάβης οφείλεται στη διέγερση των 

νευρικών απολήξεων του συμπαθητικού των λείων μυϊκών ινών των αγγείων με αντανακλαστικό 
μηχανισμό. Η αγγεισύσπαση επιτείνεται με την επακολουθούσα ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων και 
την έκλυση από αυτά σεροτονίνης, αλλά και θρομβοξάνης Α2, που είναι και ισχυρή αγγειοσυσπαστική 
ουσία. Το αγγειακό ενδοθήλιο μπορεί να μεταβολίσει τα παραγόμενα από την ενεργοποίηση των
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αιμοπεταλίων κυκλικά ενδοϋπεροξείδια σε προστακυκλίνη (προσταγλανδίνη I2-PG2). Η 
προστακυκλίνη είναι ισχυρός αναστολέας της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, αλλά και ισχυρή 
αγγειοδιασταλτική ουσία. Έτσι στην αντίδραση μεταξύ αίματος-αγγείων στην αιμοστατική διαδικασία 
εμπλέκονται νευρικοί και χημικοί μηχανισμοί που καθορίζουν τη συμπεριφορά του αγγείου33,34.

β) Αιμοπεταλιακή πρόσφυση
Η αιμοπεταλιακή πρόσφυση είναι το πρώτο βήμα του σχηματισμού του αιμοπεταλιακού 

θρόμβου. Για να γίνει πρόσφυση των αιμοπεταλίων, απαιτείται αποκάλυψη των υπενδοθηλιακών 
στοιβάδων των αγγείων, που συμβαίνει λόγω τραυματισμού ή αγγειακής βλάβης. Στους 
υπενδοθηλιακούς αυτούς σχηματισμούς γίνεται η πρόσφυση των αιμοπεταλίων με τη βοήθεια άλλων 
παραγόντων, όπως ο παράγοντας Von Willebrand (VWf), ο οποίος , εκτός από το πλάσμα, απαντάται 
τόσο στα αιμοπετάλια, όσο και στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Εκτός από τον VWf, ένα άλλο σημαντικό 
στοιχείο της αιμοπεταλιακής πρόσφυσης είναι τα ερυθρά αιμοσφαίρια. Πιστεύεται ότι τα ερυθρά 
αιμοσφαίρια συμβάλλουν στην αιμοπεταλιακή πρόσφυση με δύο τρόπους: Ο ένας είναι μηχανικός και 
οφείλεται στην άπωση των αιμοπεταλίων από τα βαρύτερα κύτταρα στην περιφέρεια των αγγείων 
κατά τη ροή του αίματος και την πίεσή τους πάνω στα αγγειακά τοιχώματα32'36.

Ο δεύτερος αφορά την έκλυση ADP από τα καταστρεφόμενα ερυθρά στην περιοχή της 
αγγειακής βλάβης, το οποίο διεγείρει την αιμοπεταλιακή πρόσφυση37. Και στο φαινόμενο της 
αιμοπεταλιακής πρόσφυσης οι αλληλεπιδράσεις αγγειακών τοιχωμάτων και στοιχείων του αίματος 
είναι βασικής σημασίας.

γ) Σχηματισμός αιμοπεταλιακού θρόμβου
Όταν τα αιμοπετάλια προσφύονται στα αγγειακά τοιχώματα ή ενεργοποιούνται από 

συσσωρευτικούς παράγοντες, πολύ γρήγορα μεταβάλλουν το δισκοειδές (φακοειδές) σχήμα τους και 
διασπείρονται στην αγγειακή επιφάνεια. Σε πολύ σύντομο χρονικό διάστημα νέα αιμοπετάλια 
προσκολλώνται στα άλλα αιμοπετάλια που έχουν προσκολληθεί στο αγγειακό τοίχωμα και

“χασχηματίζεται ο αιμοπεταλιακός θρόμβος .
Η διαδικασία της διασποράς των αιμοπεταλίων και ο σχηματισμός επιμήκων ψευδοποδίων 

αποδίδεται στην ενεργοποίηση μίας συσταλτικής διαδικασίας. Η διαδικασία της προσκόλλησης 
κυκλοφορούντων αιμοπεταλίων σ' αυτά που έχουν ήδη προσφυθεί στο αγγειακό τοίχωμα αποδίδεται 
σε ουσίες “ διαβιβαστές” , όπως η θρομβοξάνη Α2 και το ADP, που περιέχονται στα κοκκία των 
αιμοπεταλίων38,39.
Τρία είναι τα βασικά φαινόμενα της φάσης σχηματισμού του αιμοπεταλιακού θρόμβου:
1. Η αιμοπεταλιακή συστολή και χάλαση
2. Η σύνθεση θρομβοξάνης και
3. Η έκλυση του περιεχομένου των αιμοπεταλιακών κοκκίων.

/ . Α ιμοπεταλιακή Σύσπαση και Χάλαση
Οι περισσότεροι φυσιολογικά απαντώμενοι αγωνιστές της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, όπως 

το κολλαγόνο, η θρομβίνη, το ADP κ.α., προκαλούν μία αντίδραση συστολής των αιμοπεταλίων. 
Αυτή αποδίδεται στην απελευθέρωση ιόντων Ca2+ από τις αποθηκευτικές δεξαμενές του αιμοπεταλίου 
και στην ενεργοποίηση του Ca2+, της Ca2+ εξαρτώμενης ΑΤΡάσης της αιμοπεταλιακής ακτομυοσίνης 
και θρομβοσθενίνης. Παρόμοιο αποτέλεσμα μπορεί να προκαλέσουν και άλλες ουσίες που προάγουν 
την είσοδο εξωκυττάριου ασβεστίου στο αιμοπετάλιο, όπως π.χ. τα ιονοφόρα Ca2+. Η σύσπαση οδηγεί 
στη μεταβολή του σχήματος της μεμβράνης και την αλλαγή των φυσικοχημικών χαρακτηριστικών
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της. Αποτέλεσμα αυτής της μεταβολής είναι η “κολλώδης” σύσταση της μεμβράνης, που ευνοεί τη 
συγκόλληση και η αποκάλυψη των μεμβρανικών υποδοχέων για άλλους φυσιολογικά απαντώμενους 
διεγέρτες της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, που εδράζονται στις μεμβρανικές γλυκοπρωτεΐνες, όπως 
του vWf, του κολλαγόνου, της θρομβίνης, του ADP, του ινωδογόνου κ.ά. 32,38.

Η μεταβολή της μεμβράνης των ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων οδηγεί στην εμφάνιση 
ιδιοτήτων που προάγουν την πήξη και αναφέρονται σαν αιμοπεταλιακός παράγοντας-3 (PF3). Ο PF3 

αντιστοιχεί στις μεμβρανικές μεταβολές που προάγουν την προσρόφηση από το αιμοπετάλιο 
παραγόντων πήξης και ευνοούν τις αλληλεπιδράσεις τους, κυρίως του παράγοντα Χ α, V και της 
προθρομβίνης. Με τη δράση του PF3 εκτίθενται στη μεμβρανική επιφάνεια νέα φωσφολιπίδια, τα 
οποία μέχρι τότε παρέμεναν “κρυμμένα” . Τη δράση αυτή μπορεί να την εμφανίσει και η θρομβίνη32. 
Εκτός από την συστολή τα αιμοπετάλια μπορούν επίσης να χαλώνται. Η χάλαση αποδίδεται στην 
επαναποθήκευση του ενδοκυττάριου Ca2+. Η επαναποθήκευση αποδίδεται στην φωσφορυλίωση μέσω 
της c-AMP εξαρτώμενης φωσφορικής κινάσης, μίας φωσφοπρωτεΐνης33, η οποία δεσμεύει το Ca2+. 
Για το λόγο αυτό η αύξηση του κυκλικού-AMP στο κύτταρο ενισχύει τη φωσφορυλίωση της 
πρωτεΐνης αυτής και οδηγεί μέσω της δέσμευσης του κυτταροπλασματικού Ca2+ στην αιμοπεταλιακή 
χάλαση και αποσυσσώρευση. Στην ενεργοποίηση της αδενυλ-κυκλάσης και την ενδοαιμοπεταλιακή 
αύξηση του c-AMP αποδίδεται κατά μεγάλο μέρος η αντισυσσωρευτική δράση της προστακυκλίνης 
(PG12) στα αιμοπετάλια40. Όπως προαναφέρθηκε, τα υγιή αγγειακά ενδοθήλια μετατρέπουν τα 
κυκλικά ενδοϋπεροξείδια που παράγονται από τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια σε PG12 και έτσι 
ελέγχεται κατά σημαντικό μέρος η έκταση του αιμοπεταλιακού θρόμβου32,40. 2 3

2. Σύνθεση της Θρομβοξάνης-Α2 (ΤΧΑ £
Η σύνθεση της θρομβοξάνης Α2 είναι μία σύνθετη βιοχημική διαδικασία, που επιτελείται στα 

αιμοπετάλια, συντελείται μέσω του αραχιδονικού οξέος και θα αναπτυχθεί στους μηχανισμούς 
συσσώρευσης των αιμοπεταλίων. Η ΤΧΑ2 είναι ένας ισχυρός συσσωρευτικός παράγοντας των 
αιμοπεταλίων, ο οποίος πιθανότατα ασκεί την δράση του προάγοντας την έκλυση του περιεχομένου 
των αίμοπεταλιακών κοκκίων41.

3. Εκλυση του Περιεχομένου των Α ίμοπεταλιακώ ν Κοκκίω ν
Η έκλυση του περιεχομένου των αίμοπεταλιακών κοκκίων-μπορεί να προκληθεί τόσο μέσω της 

δράσης της ΤΧΑ2, οσο και ανεξάρτητα, όπως έχει αποδειχθεί ότι συμβαίνει με την δράση της 
θρομβίνης σε ασπιρινισμένα αιμοπετάλια. Τα αιμοπεταλιακά κοκκία με τη σειρά τους 
απελευθερώνουν παράγοντες, οι οποίοι προκαλούν ή ενισχύουν τη συσσώρευση, μεταξύ των οποίων, 
όπως προαναφέρθηκε, οι σημαντικότεροι είναι: Η ADP, η σεροτονίνη, ο αιμοπεταλιακός παράγοντας 
4 (PF4), η β-θρομβοσφαιρίνη, ο μιτογόνος παράγων και λυσοσωματικά ένζυμα39. Μ ε την αντίδραση 
έκλυσης ολοκληρώνεται η ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με την απελευθέρωση των παραπάνω 
ουσιών στον περιαιμοπεταλιακό χώρο και την πραγματοποίηση των παρακάτω παράλληλων 
φαινομένων:
♦  Κεντρική διάταξη σωματιδίων με αναδιάταξη του κυτταρικού σκελετού.
♦  Πολυμερισμός της ακτίνης σε ακτίνη F και σχηματισμός περιφερικών μικροϊνιδίων.
♦  Πολυμερισμός της μυοσίνης και σύνδεσή της με τα ινίδια της ακτίνης, που σχηματίζουν κύκλο 
γύρω από τα σωματίδια.
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♦  Σύνδεση της ΑΒΡ με πολυμερισμένα μυοϊνίδια ακτίνης και με ακτίνη Α της μεμβράνης, η οποία 
είναι ήδη συνδεδεμένη με το σύμπλεγμα γλυκοπρωτεϊνών της μεμβράνης (GIIb-GIIIa), όπου 
εδράζονται και ο ι περισσότεροι υποδοχείς αγωνιστών (διεγερτών) της συσσώρευσης.
♦  Συστολή ακτίνης-μυοσίνης.
♦  Έκκριση των ενδοαιμοπεταλιακών ουσιών42,32.

Με την έκλυση, εκτός από τη μεγιστοποίηση της συσσώρευσης, ολοκληρώνεται η αιμοστατική 
διαδικασία με το σχηματισμό της θρομβίνης (PF3, FV, FVID, F1) η οποία θα υδρολύσει το ινωδογόνο 
και θα σχηματισθεί ο θρόμβος (Σχήμα 1).
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Σχήμα 1: Σχηματική παράσταση του ρόλου των αιμοπεταλίων στην αιμόσταση.
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5.2 Συσσώρευση των αιμοπεταλίων

Η συσσώρευση των αιμοπεταλίων in vitro θεωρείται ότι επιτυγχάνεται με την ενεργοποίηση 
τριών διαφορετικών ανεξάρτητων μεταβολικών οδών, που μέσω της καθεμιάς μπορεί να 
συσσωρευθούν τα αιμοπετάλια, ακόμη και αν με διάφορες ουσίες αποκλείσουμε την ενεργοποίηση 
των δύο άλλων οδών. Όταν η διαδικασία συσσώρευσης συντελείται in vivo χωρίς τη συμμετοχή 
εξωγενών αναστολέων, τότε στην αιμοπεταλιακή συσσώρευση εμπλέκονται και συμμετέχουν 
διαδοχικά ή ταυτόχρονα και οι τρεις αυτές μεταβολικές διαδικασίες. Ο ι “οδοί” αυτοί ή “ δρόμοι” 
ονομάζονται συνήθως δρόμος του ADP, του αραχιδονικού (ή κυκλοξυγονάσης) και του PAF (ή 
λιποξυγονάσης), γιατί κλασικά ενεργοποιούνται από αυτούς τους τρεις παράγοντες (αγωνιστές)43'46.

Τόσο in vitro όσο και in vivo η ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με οποιονδήποτε αγωνιστή 
οδηγεί σε μια αρχική περιορισμένη απάντηση, που ονομάζεται αναστρέψιμη συσσώρευση, ενώ η 
μέγιστη απάντηση οδηγεί στη μη αναστρέψιμη συσσώρευση. Στη μη αναστρέψιμη συσσώρευση 
συμμετέχει και η αντίδραση έκλυσης, κατά την οποία η απελευθέρωση των ενδοαιμοπεταλιακών 
παραγόντων ολοκληρώνει την συσσώρευση και επεκτείνει την ενεργοποίηση in vivo σε νέα 
αιμοπετάλια, που προσέρχονται στο σημείο της βλάβης με την κυκλοφορία43.

Ανεξάρτητα από τη διέγερση που πυροδοτεί την αναστρέψιμη συσσώρευση, αυτή μπορεί να 
οδηγηθεί με αύξηση της δόσης του αγωνιστή σε μη αναστρέψιμη με τρεις κυρίως τρόπους:

♦  Με την απελευθέρωση ενδοαιμοπεταλιακού ADP
♦  Με την παραγωγή θρομβοξάνης Α2 και
♦  Με την απελευθέρωση ενδοαιμοπεταλιακού PAF 47'49

Οι τρεις προαναφερθέντες δρόμοι μπορεί σε πειραματικά in vitro μοντέλα συγκόλλησης να 
αποκλεισθούν:

Ο δρόμος του ADP με επώαση των αιμοπεταλίων με CP/CPK, που υδρολύει την φωσφορική 
αδενοσίνη44

Ο δρόμος του Αραχιδονικού οξέος με ασπιρίνη, που αναστέλλει, δεσμεύοντας μη αντιστρεπτά την 
κυκλοξυγονάση50,47 και
Ο δρόμος του PAF με αναστολείς των υποδοχέων του ή με αναστολείς της λιποξυγονάσης 
(BW755C) 51

Έχει ακόμη δειχθεί ότι η αναστολή των δρόμων ανά δύο δεν εμποδίζει τη συσσώρευση με 
αγωνιστές που ενεργοποιούν τον τρίτο δρόμο που παραμένει ελεύθερος.
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Ο ρόλος του Ca2+ στη συσσώρευση των αιμοπεταλίων

Η συσσώρευση των αιμοπεταλίων από όλες τις γνωστές οδούς προϋποθέτει την ενδοκυττάρια 
αύξηση των ιόντων Ca2+ . Για τον λόγο αυτό περιγράφεται περιληπτικά ο ρόλος του Ca2+ στη 
διαδικασία συσσώρευσης.
>  To Ca2+ διεγείρει την ΑΤΡάση Ca2+-Mg2+ στο σύστημα πυκνών σωληνάριων του αιμοπεταλίου 
αυξάνοντας την κινητοποίηση-απελευθέρωση των ενδοαιμοπεταλιακών ιόντων Ca2+.
>  Ενεργοποιεί την φωσφολιπάση-Α2.
>  Ενεργοποιεί την πρωτεϊνική κινάση C, που φωσφορυλιώνει περισσότερα μόρια της πρωτεΐνης Ρ40 
KDalton, η οποία αποτελεί το κύριο βήμα της λύσης των μεμβρανών των αιμοπεταλιακών κοκκίων.
>  Ενεργοποιεί μαζί με την καλμοδουλίνη την κινάση των ελαφρών αλύσεων της μυοσίνης, που είναι 
το κύριο βήμα για τη συστολή της ακτινομυοσίνης.
>  Συνδέει την γλυκοπρωτεΐνη IIp(GPIIb) με την γλυκοπρωτεΐνη IIIa(GPIHa) σχηματίζοντας το 
σύμπλεγμα GPIIb-IIIa των μεμβρανικών γλυκοπρωτεϊνών, πάνω στις οποίες εδράζεται το μεγαλύτερο 
μέρος των υποδοχέων των αγωνιστών συσσώρευσης48,52.

Ο δρόμος του ADP

To ADP προκαλεί συσσώρευση αιμοπεταλίων με μηχανισμούς, οι οποίοι δεν είναι πλήρως 
διευκρινισμένοι. Σε μικρές δόσεις η συσσώρευση είναι αντιστρεπτή, ενώ σε μεγαλύτερες είναι 
διφασική, λόγω της συμμετοχής και της αντίδρασης έκλυσης44.

Όταν η συσσώρευση γίνεται απουσία αντίδρασης έκλυσης, τότε το ADP συνδέεται πιθανώς με 
τη μορφή αδενοσίνης με έναν ειδικό υποδοχέα της αιμοπεταλιακής μεμβράνης. Το σύμπλεγμα αυτό 
προκαλεί την αναστολή μίας ΑΤΡάσης, που είναι συνδεδεμένη με μία συσταλτή πρωτεΐνη της 
κυτταρικής μεμβράνης. Ο ρόλος της πρωτεΐνης αυτής συνδέεται άμεσα με τη διατήρηση των 
αιμοπεταλίων σε κατάσταση μη-συγκόλλησης. Η αναστολή της ΑΤΡάσης αυτής επιφέρει την 
αντιστρεπτή αποσύζευξη της συσταλτής πρωτεΐνης, η οποία σε κατάσταση ηρεμίας είναι 
ενσωματωμένη στο σύμπλεγμα ακτίνης-μυοσίνης. Όταν η πρωτεΐνη αυτή αποσυζεύγνυται, τότε τα 
συμπλέγματα ακτίνης-μυοσίνης των αιμοπεταλίων συνδέονται μεταξύ τους συσσωρεύοντας τα 
αιμοπετάλια.

Όταν το ADP χορηγείται εξωγενώς, θεωρείται πιθανόν ότι το παραπάνω φαινόμενο γίνεται 
μέσω ενός άλλου ενζύμου της κυτταρικής επιφάνειας, της νουκλεοσιδιοδιφωσφορικής κινάσης, το 
οποίο φωσφορυλιώνοντας το ADP σε ΑΤΡ προκαλεί πιθανώς μείωση του c-AMP, το οποίο αυξάνει 
την ενδοαιμοπεταλιακή απελευθέρωση Ca2+ και μέσω αυτού αποσυζεύγνυται η προαναφερθείσα 
συσταλτή πρωτεΐνη. Αν και η υπόθεση αυτή έχει αμφισβητηθεί, δεν μπορεί εν τούτοις να 
αποκλεισθεί52'54,45.

Έχει προταθεί ακόμα ότι η αντίδραση αυτή επηρεάζει την ανταλλαγή των φωσφορικών ομάδων 
της φωσφατιδυλινοσιτόλης και μεταβάλλει τη μεταφορά ιόντων Ca2+ διά μέσω των μεμβρανών των 
αιμοπεταλίων. Η διαδικασία αυτή φαίνεται ότι γίνεται μέσω της ενεργοποίησης της φωσφολιπάσης C 
και πιθανόν μέσω αναστολής της σύνθεσης της 4,5-διφωσφορικής ινοσιτόλης55' 58 και χωρίς την 
ενεργοποίηση της οδού του αραχιδονικού και την αντίδραση έκλυσης.
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Τέλος έχει προταθεί ότι το ADP “εκτρέπει” το ΑΤΡ από διάφορα σημεία της κυτταρικής 
μεμβράνης εκεί όπου αυτό χρησιμοποιείται για τη διατήρηση της συσταλτής πρωτεΐνης σε κατάσταση 
μη συστολής και οδηγεί έτσι στη συσσώρευση59,60.

Όταν οι δόσεις ή η έκλυση ADP είναι υψηλές, τότε το φαινόμενο συμπληρώνεται με το δεύτερο 
κύμα, που οφείλεται στην αντίδραση έκλυσης των αιμοπεταλίων και οδηγεί στη μη αντιστρεπτή 
συσσώρευση60"63 (Σχήμα 2).

Ο δρόμος του αραχιδονικού οξέος

Για να γίνει κατανοητός ο μηχανισμός της δράσης αγωνιστών της συσσώρευσης των 
αιμοπεταλίων μέσω αυτής της οδού, απαιτείται μια παράθεση του ρόλου του αραχιδονικού οξέος στα 
αιμοπετάλια.

Το αραχιδονικό οξύ, εφ' όσον δεν προστίθεται εξωγενώς για πειραματικούς λόγους αυξάνεται 
στα αιμοπετάλια με την ενεργοποίηση μιας ομάδας μεμβρανικών φωσφολιπασών, από τις οποίες οι 
πιο σημαντικές είναι κυρίως η φωσφολιπάση Α2 (PLA2) και η φωσφολιπάση C (PLC). Αυτό γίνεται 
με την ενεργοποίηση του συμπλέγματος διεγέρτη (αγωνιστή)-υποδοχέα στην κυτταρική μεμβράνη. Ο ι 
φωσφολιπάσες αυτές καταβολίζουν τα μεμβρανικά φωσφολιπίδια οδηγώντας στην απελευθέρωση 
αραχιδονικού οξέος. Το αραχιδονικό οξύ στη συνέχεια μεταβολίζεται με τη δράση δύο ενζύμων, της 
κυκλοξυγονάσης και της λιποξυγονάσης. Με την κυκλοξυγονάση η μεταβολική οδός οδηγείται στη 
βιοσύνθεση προσταγλανδινών και θρομβοξάνης Α2, ενώ με την λιποξυγονάση σε ΗΡΕΤΕ, ΗΕΤΕ και 
Λευκοτριένια64"66 (Σχήμα 3).

Αναλυτικότερα η διαδικασία βιοσύνθεσης των προσταγλανδινών έχει ως ακολούθως:
Από το αραχιδονικό οξύ με τη δράση του ενζύμου κυκλοξυγονάση των λιπαρών οξέων σχηματίζεται 
προσταγλανδίνη G2 (PGG2) με ενδοϋπεροξειδική δομή (κυκλικό ενδοϋπεροξείδιο). Από εκεί με τη 
δράση της υπεροξειδάσης σχηματίζεται η προσταγλανδίνη Η2 (PGH2) και με τη δράση 
ενδοϋπεροξειδικών ισομερασών, η 15-υδροξυπεροξυ-προσταγλανδίνη Ε2. Και τα δύο ένζυμα, 
ενδοϋπεροξειδική ισόμεράση και υπεροξειδάση, φαίνεται ότι διεγείρονται από την αναχθείσα 
γλουταθειόνη και η υπεροξειδάση θεωρείται ταυτόσημη με την υπεροξειδάση της γλουταθειόνης. Με 
τη βοήθεια των δύο ενζύμων, τα οποία καταλύουν τώρα αντίστροφα τά προϊόντα της PGG2, και τα 
δύο προϊόντα μπορεί να μετατραπούν σε προσταγλανδίνη E2 (PGE2) 61,66,67 (Σχήμα 4).
Το αραχιδονικό οξύ, όταν επωάζεται με αιμοπετάλια, μετατρέπεται σχεδόν αποκλειστικά σε προϊόντα 
διαφορετικά από τις κλασικές προσταγλανδίνες (Σχήμα 5).

Η σημαντική διαφορά από την κλασική οδό βιοσύνθεσης προσταγλανδινών είναι ότι στα 
αιμοπετάλια τα κυκλικά ενδοϋπεροξείδια PGG2 και PGH2 μετατρέπονται σχεδόν πλήρως σε μη 
προστανοϊκές ενώσεις. Με την κυκλοξυγονάση σχηματίζονται τα ενδοϋπεροξείδια PGG2, PGH2 και 
με την αφαίρεση της μαλονδιαλδεύδης (MDA), τά ενδοϋπεροξείδια μετατρέπονται σε θρομβοξάνη Α2 

(ΤΧΑ2), πού αρχικά είχε ονομασθεί ΗΗΤ. Η θρομβοξάνη Α2 είναι ένα πολύ ασταθές μεταβολικό 
προϊόν με βιολογικό χρόνο ημιζωής 32 δευτερόλεπτα, το οποίο στη συνέχεια μετατρέπεται σε 8-(1- 
υδροξυ-3-οξυπροπυλ)-9,12Ε-διυδροξυ-5,10-επταδεκαδιενοϊκό οξύ, που ονομάζεται θρομβοξάνη Β2. 
Με την λιποξυγονάση το αραχιδονικό οξύ οδηγείται, όπως προαναφέρθηκε στο 
υδροξυεικοσιτετραενοϊκό οξύ (ΗΕΤΕ) και στη σύνθεση Λευκοτριενίων45,61,66,68 (Σχήμα 6 ).
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Ο δρόμος του PAF

Η ικανότητα του PAF να προκαλεί συσσώρευση ήταν γνωστή πριν αποκαλυφθεί η χημική δομή 
του. Σε μικρές συγκεντρώσεις ΙΟ'9 έως ΙΟ' 8 Μ, ο PAF, σε ανθρώπινο PRP, προκαλεί αντιστρεπτή 
συσσώρευση, ενώ σε μεγαλύτερες (ΙΟ'8-ΙΟ-7 Μ) μη αντιστρεπτή. Τα αιμοπετάλια του κουνελιού είναι 
πιο ευαίσθητα από του ανθρώπου και είναι δυνατό να συσσωρεύονται και in vivo μετά από 
ενδοφλέβια χορήγηση PAF69,70.

Ο PAF εκτός από τη συσσώρευση προκαλεί μεταβολή του σχήματος των αιμοπεταλίων και 
έκκριση β-θρομβοσφαιρίνης, σεροτονίνης και PF4, που οφείλονται στην έκλυση των πυκνών 
σωματιδίων των αιμοπεταλίων. Η δράση του PAF στα αιμοπετάλια απαιτεί την εξωκυττάρια ή την 
ενδοκυττάρια κινητοποίηση του Ca2+. Το σύμπλεγμα PAF-υποδοχέα ενεργοποιεί την φωσφολιπάση C 
της αιμοπεταλιακής μεμβράνης, με αποτέλεσμα τη διάσπαση των φωσφατιδιλινοσιτολών της 
μεμβράνης και το σχηματισμό διακυλγλυκερόλης και φωσφατιδικού οξέος (Σχήμα 2).

Τα δύο αυτά προϊόντα αυξάνουν το ελεύθερο ενδοαιμοπεταλιακό Ca2+, είτε εισάγοντάς το 
(δράση ιονοφόρου) είτε απελευθερώνοντάς το από τις ενδοκυττάριες αποθήκες. Στην αύξηση αυτή 
του Ca2+ δρουν ενισχυτικά η αναστολή της αδενυλκυκλάσης και η διέγερση της φωσφοδιεστεράσης 
που προκαλεί ο PAF, με αποτέλεσμα τη μείωση του 3,5-κυκλικού ΑΜΡ, το οποίο προκαλεί δέσμευση 
του ενδοκυττάριου Ca2+. Η ενδοαιμοπεταλιακή αύξηση του Ca2+ προκαλεί αυξημένη φωσφορυλίωση 
με διέγερση των φωσφορυλασών, της καλμοδουλίνης, μίας πρωτεΐνης της ελαφράς αλύσου της 
μυοσίνης 20KD και μιας πρωτεΐνης 40KD, η οποία ενέχεται στην αντίδραση έκλυσης. Ταυτόχρονα 
ενεργοποιείται η φωσφολιπάση Α2, με αποτέλεσμα την αύξηση του αιμοπεταλιακού αραχιδονικού 
οξέος, το οποίο στη συνέχεια μέσω κύκλο- και λιποξυγονάσης ακολουθεί τις πορείες που 
περιγράφηκαν71' 73 (Σχήμα 5, 6 ).

Έχει διαπιστωθεί ότι τόσο τα κυκλικά ενδοϋπεροξείδια (PGG2, PGH2), όσο και η ΤΧΑ 2 είναι 
ισχυροί αγωνιστές της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων. Με τη χρήση αναστολέων της 
κυκλοξυγονάσης (ασπιρίνη, ινδομεθακίνη) έχει διαπιστωθεί ότι ο PAF δεν αναστέλλει τη 
συσσωρευτική δράση στα αιμοπετάλια, αν και αναστέλλεται η παραγωγή προσταγλανδινών και 
θρομβοξανίων. Έτσι σήμερα είναι παραδεκτό ότι ο PAF εισάγει τη συσσώρευση των αιμοπεταλίων 
και μέσω της λιποξυγονάσης (τρίτος δρόμος) και την παραγωγή αυξημένων ποσοτήτων ΗΕΤΕ, όταν η 
κυκλοξυγονάση είναι ανεσταλμένη. Η αύξηση ιδίως των 12-ΗΕΤΕ έχει διαπιστωθεί ότι αυξάνει την 
ενδοαιμοπεταλιακή συγκέντρωση του c-GMP, το οποίο θεωρείται υπεύθυνο για τη μη αντιστρεπτή 
συσσώρευση που προκαλείται από τον PAF. Είναι επίσης γνωστό ότι η αύξηση του c-GMP οδηγεί σε 
αύξηση του GTP, το οποίο αυξάνει την είσοδο Ca2+ στα αιμοπετάλια και αποτελεί το υπόστρωμα μίας 
πρωτεΐνης που συνδέεται με τη φωσφολιπάση c 49,73'78.

Συνοπτικά οι διαδικασίες με τις οποίες προκαλείται συσσώρευση με το δρόμο του PAF είναι:
>  Διέγερση της φωσφολιπάσης C και σχηματισμός διακυλγλυκερόλης και φωσφατιδικού οξέος, τα 
οποία αυξάνουν το ελεύθερο αιμοπεταλιακό Ca2+, είτε εισάγοντάς το είτε προκαλώντας 
απελευθέρωσή του από τις ενδοαιμοπεταλιακές αποθήκες.
>  Διέγερση, στη συνέχεια, της φωσφολιπάσης-Α2 και ενεργοποίηση του μεταβολισμού του 
αραχιδονικού οξέος προς παραγωγή θρομβοξανίων και ΗΕΤΕ.
>  Ενεργοποίηση αναστρέψιμης και μη συσσώρευσης, ακόμη και όταν έχει αποκλεισθεί η μεταβολική 
οδός της κυκλοξυγονάσης στα αιμοπετάλια (τρίτος δρόμος).
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5.3 Μεταβολισμός και αντιδράσεις των αιμοπεταλίων 

α. Μεταβολική ενέργεια
Τα αιμοπετάλια εκτός από την ενέργεια πού απαιτούν για τη διατήρησή τους στη ζωή, έχουν 

ανάγκη και ενός έκτακτου ενεργειακού ποσού υπό μορφή ΑΤΡ για την πρόσληψη και αποδέσμευση 
σεροτονίνης, την ενεργό μεταφορά καλίου, την εξαγωγή ψευδοποδίων και την μεταβολή του 
σχήματός τους, την αντίδραση έκλυσης του περιεχομένου των κοκκίων τους, την συσσώρευση και 
τέλος την συστολή τους, που οδηγεί στην συστολή του αιμοπεταλιακού θρόμβου ' . Τα
αιμοπετάλια εξάγουν την απαιτούμενη για τις λειτουργίες τους ενέργεια από το γλυκογόνο και την 
γλυκόζη, μέσω της γλυκολυτικής αλυσίδας και της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης.

Τα νουκλεοτίδια της αδενίνης που αποτελούν το βασικό υπόστρωμα για την σύνθεση του ΑΤΡ, 
βρίσκονται αποθηκευμένα μέσα σε δύο κύρια διαμερίσματα του αιμοπεταλιακού κυττάρου: 
α) Στα πυκνά κοκκία τα οποία περιέχουν κυρίως νουκλεοτίδια, τα οποία προορίζονται για 
αποδέσμευση στο αιματικό περιβάλλον και
β) Στο κυτταρόπλασμα, στα μιτοχόνδρια και στο δίκτυο των μεμβρανών.

Το πρώτο διαμέρισμα θεωρείται αδρανές για την παραγωγή του ΑΤΡ, ενώ το δεύτερο 
διαμέρισμα είναι εκείνο το οποίο συμμετέχει άμεσα στην παραγωγή του. Έχει δειχθεί ότι μεταξύ των 
δύο αυτών διαμερισμάτων υπάρχει μία βραδεία ανταλλαγή αδενικών νουκλεοτιδίων84,85. Όταν τα 
αιμοπετάλια διεγερθούν τότε το περιεχόμενό τους σε ΑΤΡ μειώνεται σημαντικά, μέσα κιόλας στα 
πρώτα δευτερόλεπτα από τη στιγμή της ενεργοποίησής τους.

Ταυτόχρονα παρατηρείται μία μείωση του περιεχομένου τους σε γλυκογόνο, το οποίο, όπως 
έχουμε ήδη προαναφέρει, βρίσκεται αποθηκευμένο στα αντίστοιχα κοκκία. Αν τα αιμοπετάλια 
στερηθούν τη γλυκόζη, τότε έχει αποδειχθεί ότι είναι ανίκανα να αντιδράσουν στην θρομβίνη18’86,87.

Κατά την ενεργοποίησή τους τα αιμοπετάλια παρουσιάζουν το φαινόμενο της εκρηκτικής 
αναπνοής, πράγμα που δηλώνει ότι η κατανάλωση οξυγόνου εκ μέρους τους αυξάνεται87,88. Αν η 
οξειδωτική φωσφορυλίωση παρεμποδιστεί μέσω του αντιβιοτικού αντιμυκίνη πού χορηγείται στο 
αιμοπεταλιακό εναιώρημα πριν από την προσθήκη της γλυκόζης, τότε η αντίδραση των αιμοπεταλίων 
είναι υποτονική ή λείπει εντελώς18,87,88. Η γλυκολυτική αλυσίδα φαίνεται ότι από μόνη της δεν μπορεί 
να παράγει την ποσότητα ενέργειας που απαιτείται για την αντίδραση έκλυσης και συσσώρευσης των 
αιμοπεταλίων.

Πράγματι, τα αιμοπετάλια στα οποία έχει ανασταλεί η οξειδωτική φωσφορυλίωση ενώ η 
γλυκόλυση είναι ανέπαφη, δεν είναι ικανά να αντιδράσουν φυσιολογικά στις δράσεις των διαφόρων 
αγωνιστών. Συνεπώς η ενεργειακή συνιστώσα της αιμοπεταλιακής λειτουργίας βασίζεται κατά τα 
φαινόμενα κυρίως στα μιτοχόνδρια και το γεγονός αυτό είναι ικανή και αναγκαία συνθήκη για την 
εκτύλιση των φαινομένων, που απαρτίζουν την αντίδραση των κυττάρων αυτών στους διάφορους 
διεγέρτες τους. Προφανώς το ΑΤΡ, είναι απαραίτητο και για το σχηματισμό των διαφόρων ενδογενών 
μεσολαβητών της αιμοπεταλιακής αντίδρασης18.

β. Μεταβολισμός των φωσφοϊνοσιτιδίων και η φωσφορυλίωση πρωτεϊνών
Ήδη από το 1953 είχε παρατηρηθεί ότι ο μεταβολισμός των φωσφολιπιδίων υπεισέρχεται στις 

αντιδράσεις των κυττάρων από την δράση διαφόρων ερεθισμάτων . Είχε για παράδειγμα δειχθει, ότι 
διάφοροι εκκριτικοί ιστοί, όπως το πάγκρεας, όταν διεγείρονται από ακετυλχολίνη εμφανίζουν μία 
ταχεία αποικοδόμηση ακολουθούμενη από ανασύνθεση της φωσφατιδυλινοσιτόλης. Εφ' όσον η 
φωσφατιδυλινοσιτόλη αποτελούσε το πλέον ανιχνευόμενο φωσφοϊνοσιτίδιο, οι περισσότερες από τις
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έρευνες αυτές στράφηκαν αρχικά προς τη μελέτη των μεταβολών του εν λόγω φωσφολιπιδίου. Μια 
σειρά άλλων ερευνών έδειξε ότι η επώαση ιστών ή κυττάρων με ραδιενεργό φώσφορο 32Ρ, οδηγεί σε 
μία ταχεία εμφάνιση της ραδιενέργειας στο φωσφατιδικό οξύ (ΡΑ), στη φωσφατιδυλινοσιτόλη (ΡΙ), 
στην 4-φωσφορική φωσφατιδυλινοσιτόλη (ΡΙΡ) και στην 4,5 δκρωσφορική φωσφατιδυλινοσιτόλη 
(ΡΙΡ2). Το φαινόμενο αποδόθηκε στην ταχεία ανταλλαγή των φωσφορικών τμημάτων των 
φωσφολιπιδίων αυτών90'94. Δοθέντος ότι η αύξηση της ραδιενέργειας που περνά στο ΡΑ από την ΡΙ 
συμβαίνει όταν τα κύτταρα διεγείρονται, είναι λογικό να θεωρηθεί ότι οι αλλαγές του μεταβολισμού 
των φωσφολιπιδίων μπορεί να αντιπροσωπεύουν σημαντικά βήματα ενός αριθμού φυσιολογικών 
διεργασιών, όπως τα φαινόμενα έκκρισης, η αποπόλωση των νευρικών κυττάρων, η φαγοκυττάρωση 
εκ μέρους των λευκών αιμοσφαιρίων και η αντίδραση συσσώρευσης και έκλυσης των 
αιμοπεταλίων92,93, 95'97. Οι μεταβολές των πολυφωσφοϊνοσιτιδίων που συνυπάρχουν στις ποικίλες 
αυτές αντιδράσεις θεωρείται ότι συζευγνύονται με αλλαγές της μεμβρανικής διαπερατότητας στο 
νάτριο και το κάλιο, όπως επίσης και στην απόδοση του ασβεστίου94,98"100 (Σχήμα 7,8).

Όσον αφορά τα αιμοπετάλια έχει δειχθεί ότι, όταν αυτά συσσωρεύονται με ADP σε ένα μέσον 
που περιέχει ασβέστιο, χωρίς την αντίδραση έκλυσης, τότε η ΡΙΡ2 εμφανίζει ελάττωση μέσα στο 
αιμοπεταλιακό κύτταρο101,102. Όμως όταν τα αιμοπετάλια συσσωρεύονται από ADP δεν εμφανίζουν 
αντίδραση έκλυσης (ή την εμφανίζουν πολύ περιορισμένη) και δεδομένου ότι η αποικοδόμηση της 
ΡΙΡ2 από την φωσφολιπάση C με συνακόλουθο σχηματισμό ΙΡ3 και 1,2-διακυλγλυκερόλης συνδέεται 
με την αντίδραση έκλυσης, είναι λογικό να υποθέσει κανείς ότι η μείωση της ΡΙΡ2 οφείλεται στη 
δράση μιας φωσφομονοεστεράσης και μιας ΡΙΡ κινάσης, οι οποίες ρυθμίζουν την ανταλλαγή μεταξύ 
των ΡΙΡ και ΡΙΡ3102. Η αποικοδόμηση της ΡΙΡ2 από την φωσφολιπάση C συνοδεύεται από σχηματισμό 
ΙΡ3, η οποία προκαλεί αύξηση του ελεύθερου ιονισμένου ασβεστίου μέσα στο κύτταρο και κατά 
συνέπεια διάφορες ενδοκυτταρικές αντιδράσεις όπως π.χ. την ενεργοποίηση του συσταλτού 
συστήματος του κυτταροσκελετού103. Όταν τα αιμοπετάλια διεγείρονται κατά τρόπον ώστε να 
παρουσιάσουν την αντίδραση έκλυσης (όπως π.χ. με την χορήγηση ADP σε PRP χωρίς ασβέστιο ή 
μέσω χορήγησης θρομβίνης), τότε ενεργοποιείται η φωσφολιπάση C και διασπά τα 
πολυφωσφοϊνοσιτίδια σε 1 ,2 -διακυλγλυκερόλη και φωσφορικές ινοσιτόλες οι οποίες φαίνεται πως 
σχετίζονται με την φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών 20 και 47Kda. Ο ι υποδοχείς της αιμοπεταλιακής 
μεμβράνης συνδέονται λειτουργικά με τη φωσφολιπάση C μέσω μίας πρωτεΐνης που χρησιμοποιεί 
σαν υπόστρωμά της το GTP104. Η σύνδεση ενός αγωνιστή με τον υποδοχέα του φαίνεται πως 
ενεργοποιεί την πρωτεΐνη αυτή η οποία δρα πάνω στην φωσφολιπάση C και την θέτει σε λειτουργία 
χωρίς να απαιτεί αύξηση του ενδοκυττάριου ελεύθερου ασβεστίου. Η ενεργοποιημένη φωσφολιπάση 
C με την σειρά της διασπά την ΡΙΡ2 (ή άλλα φωσφολιπίδια της ινοσιτόλης) και παράγει 1,2- 
διακυλγλυκερόλη και ΙΡ3. Η 1,2-διακυλγλυκερόλη που σχηματίζεται, ενεργοποιεί την πρωτεϊνική 
κινάση C, η οποία οδηγεί στην φωσφορυλίωση και στην αντίδραση έκλυσης. Παράλληλα, η ΙΡ3 

απελευθερώνει Ca2+ το οποίο επιτρέπει στη φωσφολιπάση C να διασπάσει την ΡΙ και ΡΙΡ σε 1,2- 
διακυλγλυκερόλη και τα αντίστοιχα ινοσιτίδια IP και ΙΡ2. Η 1,2-διακυλγλυκερόλη μπορεί να 
διασπαστεί περαιτέρω από μια διγλυκερική λιπάση και μία μονογλυκερική λιπάση, αποδεσμεύοντας 
αραχιδονικό οξύ. Επίσης η φωσφολιπάση Α2 μπορεί να ενεργοποιηθεί από την αύξηση του ελεύθερου 
Ca2+ και να εξάγει αραχιδονικό οξύ από την ΡΙ ή άλλα φωσφολιπίδια, όπως την φωσφατιδυλχολίνη 
και φωσφατιδυλαιθανολαμίνη. Όλες αυτές οι αντιδράσεις φαίνονται υπό την μορφή ενός 
διαγράμματος ροής στο Σχήμα 7. Οι αλληλοσχέσεις του μεταβολισμού των πολυφωσφοϊνοσιτιδίων 
συμπυκνώνονται στο Σχήμα 8 .
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Όσον αφορά τις πρωτεΐνες 20 και 47KDa συνοπτικά αναφέρουμε τα εξής: Το 1977 δείχθηκε ότι 
η ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων από θρομβίνη, με συνακόλουθη συσσώρευση και έκλυση των 
κοκκίων τους, συνδέεται με φωσφορυλίωση δύο πρωτεϊνών, μίας που εμφανίζει μοριακό βάρος 40- 
47KDa και μίας δεύτερης, που μοιάζει με την μυοσίνη και έχει βάρος 20KDa. Οταν τα αιμοπετάλια 
ενεργοποιούνταν από το ADP απουσία της αντίδρασης έκλυσης, οι δύο αυτές πρωτεΐνες φαινόταν να 
μην φωσφορυλιώνονται, με αποτέλεσμα την εξαγωγή του συμπεράσματος ότι η αντίδραση έκλυσης 
προϋποθέτει ή συνοδεύεται από την φωσφορυλίωση των εν λόγω πρωτεϊνών. Πολύ πρόσφατα 
δείχτηκε ότι το ADP προκαλεί κι αυτό φωσφορυλίωση των δύο πρωτεϊνών απουσία της αντίδρασης 
έκλυσης, μόνο που η φωσφορυλίωση είναι αντιστρεπτή και εξαιρετικά φευγαλέα105. Δείχθηκε επίσης 
ότι η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης των 20KDa έχει ως μεσολαβητές της το Ca2+ και μία προπεϊνική 
κινάση εξαρτώμενη από την καλμοδουλίνη106.

γ. Ασβέστιο-Νάτριο-Ενδοκυττάριο pH
Το ασβέστιο παίζει πρωτεύοντα ρόλο σε πάρα πολλές κυτταρικές λειτουργίες όλων των τύπων 

των κυττάρων των διαφόρων οργανισμών, τόσο στο ζωικό όσο και στο φυτικό βασίλειο. Όσον αφορά 
τα αιμοπετάλια έχει δειχθεί ότι, όταν τα μέσα που χρησιμοποιούνται για τη διασπορά τους έχουν 
χαμηλότερες του φυσιολογικού περιεκτικότητες σε Ca2+ ή το Ca2+ έχει δεσμευτεί μέσω EGTA ή 
EDTA, τότε δεν είναι σε θέση να παρουσιάσουν την αντίδραση συσσώρευσης, αν και διατηρούν την 
ικανότητά τους να μεταβάλουν σχήμα, διαγειρόμενα από αγωνιστές όπως το ADP και ενίοτε να 
εκλύουν το περιεχόμενο των κοκκίων τους στο μέσο διασποράς. Τα αιμοπετάλια διαφόρων ανώτερων 
ζώων όπως π.χ. του κουνελιού, παρουσιάζουν αλλαγή σχήματος ενεργοποιούμενα από διάφορους 
συσσωρευτικούς παράγοντες απουσία ασβεστίου, αλλά δεν παρουσιάζουν αντίδραση έκλυσης. Όσον 
αφορά τη δράση του ασβεστίου υπάρχουν διάφορα σημεία στο αιμοπεταλιακό κύτταρο, όπως και 
πολλά βήματα αρκετών βιοχημικών αντιδράσεων στα οποία το ασβέστιο παίζει καθοριστικό ρόλο.

Κατ' αρχάς, στο επίπεδο της αιμοπεταλιακής μεμβράνης (πλασματικής), το Ca2+ συμμετέχει στην 
διατήρηση της δομής του γλυκοπρωτεϊνικού συμπλέγματος Ilb/IIIa, το οποίο είναι απαραίτητο για την 
αλληλεπίδραση με το ινωδογόνο αλλά επίσης και στην ενσωμάτωση του ινωδογόνου στο 
"ενεργοποιημένο" γλυκοπρωτεϊνικό σύμπλεγμα Ilb/IIIa, ώστε τα γειτονικά αιμοπετάλια να μπορούν 
να συγκροτούνται μεταξύ τους κατά τη συσσώρευση (Σχήμα 9). Επιπλέον το ασβέστιο συνεισφέρει 
στη σταθεροποίηση του αιμοπεταλιακού συσσωματώματος, γιατί επιβοηθεί κάποιες εκκρινόμενες 
πρωτεΐνες, όπως η θρομβοσπονδίνη, να προσδένουν μεταξύ τους τα αιμοπετάλια μετά την αντίδραση 
έκλυσης. Εν συνεχεία, στο εσωτερικό των αιμοπεταλίων το ασβέστιο παίζει διάφορους ρόλους 
συμμετέχοντας σε ποικίλες βιοχημικές αντιδράσεις που ενισχύουν τα διάφορα φαινόμενα τα οποία 
σχετίζονται τόσο με τη συσσώρευση και την αντίδραση έκλυσης, όσο και με τη συστολή του λευκού

Λ  I

θρόμβου και πλήρους αιματικού θρόμβου, π.χ. το Ca είναι απαραίτητος παράγοντας για την 
ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης Α2 και της φωσφολιπάσης C. Η φωσφολιπάση Α2, εξάγει 
αραχιδονικό οξύ από την φωσφατιδυλχολίνη και την φωσφατιδυλαιθανολαμίνη, ενώ η φωσφολιπάση 
C, μπορεί μεν να ενεργοποιηθεί από την γουνοσυν-νουκλεϊτιδική πρωτεΐνη της μεμβράνης, αλλά η 
δραστηριότητά της μεγεθύνεται από την παρουσία του Ca2+, οδηγώντας σε παραγωγή 1,2- 
διακυλγλυκερόλης και ΙΡ3. Η σύσπαση των συσταλτών πρωτεϊνών του αιμοπεταλιακού 
κυτταροσκελετού φαίνεται πως για την πραγματοποίησή της απαιτεί ασβέστιο, όπως συμβαίνει και 
για κάθε συστολή μυϊκού χαρακτήρα. Το αιμοπετάλιο, ναι μεν δεν είναι αμιγές μυϊκό κύτταρο, αλλά 
εν τούτοις κατέχει μερικά λειτουργικά και δομικά χαρακτηριστικά τα οποία του προσδίδουν κάποιες 
αναλογίες με τα λεία μυϊκά κύτταρα16. To Ca2+ μέσα στα αιμοπετάλια προέρχεται από διάφορες πηγές.
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Σε πολλά είδη φαίνεται να βρίσκεται μαζί με τα αδενικά νουκλεοτίδια, τη σεροτονίνη και τα 
πυροφωσφορικά, στα πυκνωτικά αιμοπεταλιακά κοκκία16. Φαίνεται ότι το 60% του συνολικού 
αιμοπεταλιακού ασβεστίου βρίσκεται συγκεντρωμένο στα κοκκία αυτά, από τα οποία κινητοποιείται 
ευθύς μόλις το αιμοπεταλιακό κύτταρο διεγερθεί από αγωνιστές όπως η θρομβίνη107,80. Ωστόσο σε 
μερικά είδη όπως τα κουνέλια, τους ινδόχοιρους, τους χοίρους, τις γάτες και μερικές φορές τους 
αρουραίους, είναι πιθανό ότι το κύριο δισθενές μεταλλοϊόν δεν αντιπροσωπεύεται από το Ca2+ αλλά 
από το μαγνήσιο31,108'111.

Σχήμα 8 Δρόμοι του μεταβολισμού των πολυφωσφοϊνοσιτιδίων ΡΙ: 
Φωσφατιδυλινοσιτόλη, ΡΙΡ: 4-Φωσφσρική φωσφατιδυλινοσιτόλη, 
ΡΙΡ2·’ 4, 5-Δΐφωσφορική φωσφατιδυλινοσιτόλη, ΡΑ:
Φωσφαπδικό οξύ, PCMP: Μονσφωσφορικη ψωσφατιδυλ-κυτιδίνη, 
INS: ινοσιτόλη, IP: 1 -Μονοφωσφορική ινοσιτόλη, (Pg: 1, 4-
Διψωσφορική ινοσιτόλη, IPg. 1, 4, 5 Τριφωσφορική ινοσιτόλη

Μία άλλη πηγή εσωτερικού ασβεστίου βρίσκεται στο πυκνό σωληναριακό δίκτυο. Έ χει προταθεί 
ότι κατά την ενεργοποίηση του αιμοπεταλίου, το ασβέστιο απελευθερώνεται από διάφορα σημεία στα 
οποία βρίσκεται συγκεντρωμένο και διοχετεύεται στο εσωτερικό του εν λόγω δικτύου, κατά τρόπο 
όμοιο με τον παρατητούμενο στο σαρκοπλασματικό δίκτυο των μυϊκών ινών112,113.

Ο Gerrard και οι συνεργάτες του112 υπογραμμίζουν ορισμένα σημεία τα οποία οδηγούν στο 
συμπέρασμα αυτό:
1) Το πυκνό σωληναριακό δίκτυο είναι το διαμέρισμα του αιμοπεταλιακού κυττάρου στο οποίο 
εντοπίζεται κατ' εξοχήν η ΑΤΡάση του ασβεστίου και του μαγνησίου, που θεωρείται υπεύθυνη για την 
μετακίνηση του Ca2+.
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Σχήμα 9 Ενεργοποίηση του συμπλέγματος GpIIb-IIIa. και σύνδεσή του με τη 
βοήθεια ιόντων Ca** με το ινωδογόνο (FI).

2) Ο ι μεμβράνες του πυκνού σωληναριακού δικτύου περιέχουν τμήματα εξαιρετικά πλούσια σε 
προσταγλανδίνη συνθετάση όπως και άλλα ένζυμα, τα οποία ανευρίσκονται άφθονα στο 
ενδοπλασματικό δίκτυο. Τα μεμβρανικά αυτά τμήματα έχουν την ικανότητα να αποδεσμεύουν πολύ 
περισσότερα ιόντα ασβεστίου σε σύγκριση με τα κλάσματα που είναι εμπλουτισμένα με ένζυμα 
απαντώμενα στις πλασματικές μεμβράνες και τα οποία παρουσιάζουν μία πολύ χαμηλή ικανότητα 
αποδέσμευσης Ca2+ 114.
3) Η μεταβολή του σχήματος των αιμοπεταλίων θεωρείται ότι είναι αποτέλεσμα της ανακατανομής 
μέσα στο κύτταρο των ιόντων του ασβεστίου. Η μεταβολή αυτή μπορεί να συμβεί ακόμη κι όταν τα 
πυκνωτικά κοκκία είναι άδεια από Ca2+, τα μιτοχόνδρια είναι μη λειτουργικά, όπως επίσης όταν 
παροχή Ca2+ από το περιβάλλον είναι ελαχιστότατη (χρησιμοποίηση μέσω διασποράς χωρίς Ca2+). Η 
μεταβολή του σχήματος επίσης, συμβαίνει κ ι όταν τα αιμοπετάλια έχουν αποκοκκιωθεί μέσω 
χορήγησης κατάλληλων ποσοτήτων θρομβίνης. Το συμπέρασμα απ' όλα αυτά είναι ότι πρέπει να 
υπάρχει κάποια εναλλακτική πηγή Ca2+, εφ' όσον η ύπαρξή του είναι απαραίτητη για την αλλαγή 
σχήματος και η πιθανότερη υποψήφια πηγή είναι ακριβώς το πυκνό σωληναριακό δίκτυο.

Στην αλλαγή του σχήματος των αιμοπεταλίων παίζουν ρόλο και οι μεταβολές του 
ένδοκυττάριου νατρίου, όπως και του pH. Όταν ένα ερέθισμα δρα επάνω στην αιμοπεταλιακή 
μεμβράνη, τότε επισυμβαίνει μία άμεση αλλαγή του διαμεμβρανικού δυναμικού, η οποία συνοδεύεται 
από αλλοιώσεις του ένδοκυττάριου pH και της κατανομής των ιόντων νατρίου και ασβεστίου μέσα 
στο κύτταρο. Τα αιμοπετάλια έχουν την δυνατότητα να διατηρούν κλίσεις συγκέντρωσης για το 
νάτριο και το κάλιο μέσω της πλασματικής τους μεμβράνης, κατά τρόπο ώστε το νάτριο να είναι 
υψηλότερο από εκείνο του αιματικού πλάσματος. Αυτές οι κλίσεις συγκέντρωσης διατηρούνται λόγω 
της συνεχούς δράσης μίας εξαρτώμενης από το μαγνήσιο ΑΤΡάσης, που λειτουργεί σαν αντλία 
νατρίου-καλίου και είναι ευαίσθητη στην ουαμπάΐνη107. Όταν τα αιμοπετάλια διεγείρονται απουσία 
ιόντων νατρίου, τότε παρουσιάζουν μία μειωμένης έντασης και έκτασης συσσώρευση, όπως επίσης 
και μία έντονα μειωμένη απελευθέρωση σεροτονίνης, στο μέσο διασποράς. Η ελάττωση της έκτασης 
και έντασης της συσσώρευσης παρατηρείται στη διέγερση από επινεφρίνη, ADP και χαμηλής 
συγκέντρωσης θρομβίνη115.

Οι Connolly και Limbird, εξετάζοντας την υφιστάμενη σχέση μεταξύ πτώσης της 
αιμοπεταλιακής ανταπόκρισης λόγω της απομάκρυνσης του εξωκυτταρικού νατρίου και της
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αντίστοιχης που παρατηρείται όταν επεξεργαστούμε τα αιμοπετάλια με ινδομεθακίνη, βρήκαν ότι 
υπάρχει ένας ισχυρός δεσμός μεταξύ της παρουσίας του εξωκυττάριου νατρίου και των διαφόρων 
λειτουργιών, των εν λόγω κυττάρων, που διαμεσολαβούνται από την οδό του αραχιδονικού οξέος. Οι 
ίδιοι ερευνητές βρήκαν ότι η απομάκρυνση του εξωκυττάριου νατρίου μειώνει την εκοκκίωση των 
αιμοπεταλίων την επαγόμενη από επινεφρίνη, υποδεικνύοντας ότι η ενδοαιμοπεταλιακή μείωση των 
επιπέδων του κυκλικού ΑΜΡ, είναι μία διαδικασία μάλλον ανεξάρτητη από την ελάττωση του 
εξωκυτταρικού νατρίου116.

Η θρομβίνη αυξάνει κατά τρεις φορές την περιεκτικότητα σε νάτριο των αιμοπεταλίων όπως 
επίσης και το ADP, πράγμα που φαίνεται από την αύξηση του φθορισμού της 3,3-διπροπυλ- 
θειοκαρβοκυανίνης και δείχνει ότι η πλασματική μεμβράνη έχει εκπολωθεί. Μέσα στα πλαίσια των 
μεταβολών του δυναμικού της πλασματικής μεμβράνης βρέθηκε ότι και το pH του αιμοπεταλίου 
υφίσταται αλλαγές. Το ενδοκυττάριο pH αυξάνεται περισσότερο από 0,3 μονάδες. Όταν το 
ενδοκυτταρικό νάτριο αυξάνει, π.χ. λόγω αδρανοποίησης της αντλίας Na+-K+ με ουαμπάΐνη, τα 
αιμοπετάλια γίνονται υπερευαίσθητα στο ADP. Έχει ακόμη δειχθεί ότι η αύξηση των ιόντων Na+ στο 
εσωτερικό του αιμοπεταλίου δεν συνοδεύεται από αύξηση των ιόντων του C1" κατά τη διάρκεια της 
συσσώρευσης με ADP, υποδεικνύοντας έτσι την ύπαρξη ενός εκλεκτικού μηχανισμού μεταφοράς του 
Na+ και όχι του NaCl, πράγμα που πιθανότατα αποκλείει την μεταφορά μέσω μίας απλής ωσμωτικής 
προσρόφησης οφειλόμενης σε μια κλίση συγκέντρωσης. Γενικά φαίνεται ότι υπάρχει κάποια σχέση 
μεταξύ των κλίσεων συγκέντρωσης του νατρίου στην πλασματική αιμοπεταλιακή μεμβράνη και της 
ομοιόστασης του ασβεστίου στο αιμοπετάλιο117.

Όταν η κλίση συγκέντρωσης του νατρίου αλλοιώνεται μέσω της ουαμπαΐνης ή μέσω 
απομάκρυνσής του από το εξωκυττάριο μέσον, τότε παρατηρείται μία αύξηση του ανταλλάξιμου 
ασβεστίου του κυτταροπλάσματος, μία αύξηση του ανταλλάξιμου ασβεστίου που απάγεται από το 
πυκνό σωληναριακό δίκτυο και μία αύξηση της ροής των ιόντων ασβεστίου μέσω της πλασματικής 
μεμβράνης. Ωστόσο δεν υπάρχει αλλαγή στη συνολική ποσότητα του αιμοπεταλιακού ασβεστίου. Οι 
παρατηρήσεις αυτές μπορεί να δείχνουν ότι η κλίση συγκέντρωσης νατρίου της πλασματικής 
μεμβράνης επηρεάζει έντονα την ομοιοστασία του Ca2+, αλλά η ανταλλαγή Na+/Ca2+ δεν είναι η μόνη 
αναγκαία συνθήκη της εκροής Ca2+ από το αιμοπετάλιο117.

δ. Σεροτονίνη
Η σεροτονίνη ανευρίσκεται στα αιμοπετάλια σε σχετικά υψηλές ποσότητες. Η ουσία αυτή 

συγκεντρώνεται μέσα στα αιμοπεταλιακά κοκκία (κατά πρώτο λόγο στα πυκνωτικά και εν συνεχεία 
στα άλφα κοκκία), όπου σχηματίζει σύμπλοκα με νουκλεοτίδια της αδενίνης όπως επίσης με ιόντα, 
σαν το ασβέστιο. Η σεροτονίνη συσσωρεύεται στα αιμοπετάλια - ενάντια σε κλίση συγκέντρωσης - με 
ενεργό μεταφορά, η οποία είναι συζευγμένη με τη διακίνηση του νατρίου και προφανώς καταναλώνει 
ενέργεια υπό μορφή ΑΤΡ118'120. Η σεροτονίνη μπορεί και διαχέεται από τα αιμοπετάλια προς το μέσο 
στο οποίο βρίσκονται εμβαπτισμένα, όπως επίσης ανταλλάσσεται ελεύθερα με την σεροτονίνη του 
μέσου αυτού121'123. Όταν τα αιμοπετάλια ενεργοποιηθούν, τότε οι περιεχόμενες στα κοκκία αμίνες 
όπως επίσης και η σεροτονίνη, αποδεσμεύονται στο αιματικό περιβάλλον και μεγεθύνουν τη 
διέγερση. Τα αιμοπετάλια ανταποκρίνονται στη σεροτονίνη κατά διάφορους τρόπους:
1) Ένα τμήμα της σεροτονίνης που αποδεσμεύεται επιστρέφει πίσω στο αιμοπετάλιο, από τους 

υποδοχείς που ενεργούν την πρόσληψή της.
2) Τα αιμοπετάλια μπορούν να συσσωρευθούν από την σεροτονίνη, αλλά ο βαθμός της 

συσσώρευσης εξαρτάται από το ζωικό είδος απ' το οποίο προέρχονται. Ο υποδοχέας της
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αιμοπεταλιακης μεμβράνης που υπεισέρχεται στην ενεργοποίηση από σεροτονίνη, είναι του τύπου 
5ΗΤ2 και διαφέρει από εκείνον ο οποίος ευθύνεται για την πρόσληψη της ουσίας αυτής124.

3) Η σεροτονίνη πιθανόν παίζει κι έναν ρόλο μεγέθυνσης της αιμοπεταλιακης ανταπόκρισης στο 
κολλαγόνο, την επινεφρίνη, το ADP και την νορεπινεφρίνη, αλλά αυτό εξαρτάται από την 
συγκέντρωση των αγωνιστών και το χρονικό διάστημα μεταξύ των διαδοχικών διεγέρσεων.

4) Συμβαίνει, στα αιμοπετάλια ορισμένων ειδών να μην παρατηρείται συσσώρευση ακόμη κι όταν η 
ουσία αυτί'·) προστίθεται μαζί με άλλους αγωνιστές, όπως η επινεφρίνη, τότε επέρχεται έντονη 
συσσώρευση, πράγμα που δηλώνει ότι η συνέργεια των δύο αυτών ουσιών είναι απαραίτητη για 
την πραγματοποίηση διαφόρων αντιδράσεων των αιμοπεταλιακών κυττάρων125.

5) Η φαρμακευτική ουσία κετανσερίνη που αποτελεί έναν εκλεκτικό ανταγωνιστή της 5-ΗΤ στον 
εγκεφαλικό ιστό, αναστέλλει τη μεγεθυντική δράση της σεροτονίνης πάνω στην αιμοπεταλιακή 
αντίδραση που προκαλείται από κολλαγόνο, ADP ή επινεφρίνη και επιφέρει πλήρη αναστολή της 
αιμοπεταλιακης συσσώρευσης, όταν αυτή πραγματοποιείται μόνο μέσω της σεροτονίνης. Η 
συνέργεια μεταξύ σεροτονίνης κι άλλων αγωνιστών είναι περίπλοκη. Τά αιμοπετάλια που έχουν 
κορεστεί με 5-ΗΤ, δεν ενεργοποιούνται από επινεφρίνη. Επιπλέον τα αιμοπετάλια που έχουν 
επωαστεί επί μακρόν με σεροτονίνη, παρουσιάζουν πτώση της ικανότητάς τους να 
ανταποκρίνονται σε άλλους αγωνιστές όπως τα προσταγλανδινικά ενδοϋπεροξείδια, το 
κολλαγόνο, το ADP, η θρομβίνη και η αντιδιουρητική ορμόνη18.

ε. Δομικές και συσταλτές πρωτεΐνες
1. Ακτίνη

Η ακτίνη ανευρίσκεται στα κύτταρα σε δύο μορφές: στη σφαιρική μορφή (G-ακτίνη)- η οποία 
είναι συνήθως συνδεδεμένη με την προφιλίνη- και τη νηματοειδή μορφή (F-ακτίνη). Τα αιμοπετάλια 
περιέχουν μεγάλη ποσότητα ακτίνης που ανέρχεται στο 15-20% των συνολικών τους πρωτεϊνών. 
Κατά τη διάρκεια της ενεργοποίησής τους το μεγαλύτερο ποσοστό της ακτίνης (70-80% ίσως και 
περισσότερο), λαμβάνει την νηματοειδή μορφή F. Τα ινίδια της νηματοειδούς μορφής φαίνονται να 
είναι συνδεδεμένα με μυοσίνη και ταυτόχρονα με μία ειδικευμένη πρωτεΐνη γνωστή με τον όρο 
“ πρωτεΐνη συνδεόμενη με την ακτίνη” . Όσο τα αιμοπετάλια βρίσκονται εν ηρεμία, το μέγιστο μέρος 
της ακτίνης τους αποπολυμερίζεται και φαίνεται ότι υπάρχουν συγκεκριμένοι μηχανισμοί οι οποίοι 
εμποδίζουν τον αποπολυμερισμό της πρωτεΐνης αυτής κατά την διάρκεια της ήρεμης κατάστασης των 
αιμοπεταλιακών κυττάρων. Υπό την έννοια αυτή, η προφιλίνη λειτουργεί συνδεόμενη με τα ακτινικά 
μονομερή ώστε να αποτρέπει την συνένωσή τους και τον σχηματισμό νηματοειδών πολυμερών.126,127

Εκτός από την προφιλίνη, πρέπει να υπάρχουν κι άλλες πρωτεΐνες πού καταλαμβάνουν τα άκρα 
κάθε σωματιδίου σφαιρικής ακτίνης, εμποδίζοντας τον πολυμερισμό127,128.

Γία τον σχηματισμό των ακτινικών νηματίων φαίνεται ότι συμβαίνουν τα εξής φαινόμενα:
Η πρωτεΐνη σύνδεσης με την ακτίνη λειτουργεί σαν πυρήνας ή σαν στήριγμα πάνω στο οποίο 

προσκολλώνται τα μονομερή της ακτίνης, όταν ενεργοποιούνται τα αιμοπετάλια. Η πρωτεΐνη 
αυτή θα μπορούσε να παίζει το ρόλο της τροπομυοσίνης που συγκρατεί τα μονομερή της ακτίνης 
στις μυϊκές ίνες. Η πρόσδεση αυτή οδηγεί σε πολυμερισμό της σφαιρικής μορφής.

Ο πολυμερισμός προάγεται ακόμη περισσότερο, μέσω απόρριψης των πρωτεϊνών που 
καλύπτουν τα άκρα ήδη υπαρχόντων νηματιδίων ακτίνης. Οι πρωτεΐνες αυτές, όπως αναφέρθηκε, 
εμποδίζουν την σύνδεση των μονομερών κατά την φάση ηρεμίας του αιμοπεταλίου και 
απορρίπτονται όταν το αιμοπετάλιο διεγείρεται.

Τα υπάρχοντα νημάτια ακτίνης αναδιοργανώνονται δομικά όταν τα αιμοπετάλια διεγείρονται 
και συνδέονται μεταξύ τους128.
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Οι μεταβολές αυτές και κυριώτερα η επαγωγή του πολυμερισμού της ακτίνης, φαίνεται ότι 
συνδέεται με τον μεταβολισμό των πολυφωσφοϊνοσιτιδίων. Ο ι μελέτες που οδήγησαν στο 
συμπέρασμα αυτό ξεκίνησαν από την παρατήρηση πως ο πολυμερισμός της ακτίνης φαίνεται να 
λαμβάνει χώρα πάνω στην πλασματική μεμβράνη του αιμοπεταλίου και η πρόδρομη μορφή της 
ακτίνης βρίσκεται κοντά και πιθανόν αλληλεπιδρά με την λιπιδική διπλοστιβάδα. Η προφυλίνη και η 
προφυλακτίνη, συμπεριφέρονται σαν πρωτεΐνες μεμβράνης, οπότε μπορεί να θεωρήσει κανείς ότι 
αλληλεπιδρούν άμεσα με τα φωσφολιπίδια129,130. Σχετικά πρόσφατα έχει δειχθεί ότι, τα φωσφολιπίδια 
της ινοσιτόλης και κυριώτερα η ΡΙΡ2, μπορούν να αποσυνθέσουν το σύμπλεγμα της προφυλακτίνης 
(προφυλίνη+ακτίνη), επειδή σχηματίζουν δεσμούς με την προφυλίνη. Οι ισχυρότεροι δεσμοί 
σχηματίζονται μεταξύ προφυλίνης και ΡΙΡ2, ενώ η ΡΙΡ και η ΡΙ σχηματίζουν ασθενέστερους δεσμούς. 
Η σειρά δύναμης των δεσμών είναι: ΡΙΡ2>ΡΙΡ>ΡΙ. Πιθανόν τα φωσφοϊνοσιτίδια να ανταγωνίζονται 
ένα σημείο πρόσδεσης πάνω στην προφυλίνη με την ακτίνη. Το απελευθερούμενο μονομερές της 
ακτίνης δεν φαίνεται να αλληλεπιδρά με τα φωσφολιπίδια. Έτσι η ακτίνη μπορεί πλέον να αντιδράσει 
και ν' αρχίσει τη διαδικασία του πολυμερισμού της. Η δράση της ΡΙΡ2 (ή της ΡΙΡ) πάνω στο πρόδρομο 
των μικροϊνιδίων, δηλαδή στο σύμπλεγμα της προφυλακτίνης και συνεπώς η έναρξη της αύξησης της 
κυτταρικής κινητικότητας, μπορεί να ρυθμίζεται μέσω της αύξησης της ανταλλαγής του κύκλου των 
φωσφολιπιδίων της ινοσιτόλης18. Δεδομένου ότι η αύξηση της ανταλλαγής των φωσφολιπιδίων της 
ινοσιτόλης συμβαίνει όταν τα αιμοπετάλια ενεργοποιούνται από αγωνιστές όπως η θρομβίνη ή το 
ΑΤΡ, είναι λογικό να δεχθεί κανείς ότι η αύξηση του πολυμερισμού της ακτίνης είναι ένα από τα 
πολλαπλά παρεπόμενα της δραστηριοποίησης του μεταβολισμού των φωσφοϊνοσιτιδίων, που 
επισυμβαίνει από τη δράση των διαφόρων αγωνιστών και κατέχει έναν σπουδαίο ρόλο στην 
πυροδότηση πολλών ενζυμικών διαδικασιών καίριας σημασίας για τις αιμοπεταλιακές λειτουργίες. 2 3

2. Μυοσίνη

Όταν τα αιμοπετάλια βρίσκονται εν ηρεμία τότε η μυοσίνη τους είναι διαχωρισμένη από την 
ακτίνη. Ευθύς μόλις τα αιμοπετάλια ενεργοποιηθούν, ο ι ελαφρές αλυσίδες των 20KDa της μυοσίνης 
φωσφορυλιώνονται ταχύτατα και κατόπιν αρχίζουν να αποφωσφορυλιώνονται131'133. Η 
φωσφορυλίωσή τους καταλύεται από μία κινάση των ελαφρών αλυσίδων της μυοσίνης που εξαρτάται 
από το ασβέστιο και περιέχει καλμοδουλίνη134,135. Στα εν ηρεμία αιμοπετάλια είναι φωσφορυλιωμένο 
μόνο το 10% των ελαφρών αλυσίδων των 20KDa, αλλά μετά από διέγερσή τους φωσφορυλιώνεται 
σχεδόν το 100%. Διάφορες μελέτες έδειξαν ότι ο χρόνος που απαιτείται για την φωσφορυλίωσή των 
ελαφρών αλυσίδων της μυοσίνης, σε απάντηση σε ποικίλα και διαφορετικής φύσης συσσωρευτικά 
ερεθίσματα, είναι ίσος με αυτόν που απαιτείται για τη σύνδεση των νηματιδίων ακτίνης με τη μυοσίνη 
κι ότι η έκταση της φωσφορυλίωσης συσχετίζεται με το ποσοστό συνδεόμενων νηματιδίων ακτίνης με 
τα σωματίδια μυοσίνης. Τα ευρήματα αυτά οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η σύνδεση ακτίνης και 
μυοσίνης ρυθμίζεται από τον βαθμό φωσφορυλίωσης των ελαφρών αλυσίδων της μυοσίνης136.

Οί Fox και Phillips136 έδειξαν ότι όταν τα αιμοπετάλια διεγείρονται με ADP υπό συνθήκες κατά 
τις οποίες δεν έχουμε αντίδραση έκλυσης, τότε η ακτίνη και η μυοσίνη τους δεν συζευγνύονται, παρά 
το γεγονός της εμφάνισης τόσο μεταβολής του αιμοπεταλιακού σχήματος, όσο και συσσώρευσης των 
αιμοπεταλίων.

3. Πρωτεΐνη σύνδεσηα αε την ακτίνη (actin binding protein)

Η “πρωτεΐνη σύνδεσης με την ακτίνη” βρίσκεται κατανεμημένη γενικά μέσα στα αιμοπετάλια, 
αλλά η συγκέντρωσή της είναι πολύ μεγάλη στα ψευδοπόδια μέσα στα οποία συνδέεται με την ακτίνη
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όταν τα αιμοπετάλια διεγερθούν. Διάφορες in vitro μελέτες έδειξαν ότι η οργάνωση των ινιδίων της 
ακτίνης επηρεάζεται σημαντικά από την σύνδεσή τους με την πρωτεΐνη αυτή οδηγώντας τα σε μία 
κατάσταση πηκτής127.

Το 1977 περιγράφηκε μία πρωτεάση εξαρτώμενη από το ασβέστιο, η οποία είχε σαν 
υποστρώματα την εν λόγω πρωτεΐνη και μία άλλη πρωτεΐνη, την Ρ235137. Και οι δύο αυτές πρωτεΐνες 
δρουν πάνω στον πολυμερισμό και την οργάνωση των ινιδίων της ακτίνης, έχει δε αποδειχθεί σε in 
vitro πειράματα, ότι συνδέονται στον αιμοπεταλιακό κυτταροσκελετό, όταν τα αιμοπετάλια 
ενεργοποιούνται. Τα αποτελέσματα των πειραμάτων αυτών (που περιέλαβαν και τη δράση διαφόρων 
αναστολέων όπως το EGTA ή την Ν-αιθυλμαλειμίδη, την λεπεπτίνη ή τη μερσαρίλη που αναστέλουν 
τη δράση της εν λόγω πρωτεάσης), οδήγησαν στα εξής συμπεράσματα:
1) Η ασβέστιο-εξαρτώμενη πρωτεάση ενεργοποιείται κατά τη διάρκεια της διέγερσης των 

αιμοπεταλίων από φυσιολογικά ερεθίσματα, όπως η θρομβίνη ή το κολλαγόνο και
2) Η πρωτεΐνη σύνδεσης με την ακτίνη (actin binding protein) υδρολύεται εκ μέρους της πρωτεάσης 

που προαναφέρθηκε, μειώνοντας την ικανότητα σύνδεσής της με τα ινίδια της ακτίνης.
Έχοντας υπ' όψη τις δύο αυτές παρατηρήσεις έγινε η υπόθεση ότι η αύξηση του 

κυτταροπλασματικού ελεύθερου ασβεστίου, που συμβαίνει όταν τα αιμοπετάλια ενεργοποιούνται, 
προκαλεί μεταξύ των άλλων και την ενεργοποίηση της Ca2+ εξαρτώμενης πρωτεάσης, η οποία 
υδρολύει την πρωτεΐνη που συνδέεται με την ακτίνη, με αποτέλεσμα την αποσυναρμολόγηση του 
νηματοειδούς δικτύου της ακτίνης. Όμως τώρα άλλες πρωτεΐνες είναι σε θέση να ενσωματωθούν στα 
ινίδια και να αναδιοργανώσουν τη δομή τους127.

στ) Πρωτεΐνες πού αποδεσμεύονται από τα αιμοπετάλια στην αντίδραση έκλυσης

Γενικά
Όταν τα αιμοπετάλια ενεργοποιηθούν και υποστούν την αντίδραση έκλυσης τότε 

εξωκυτταρώνουν το περιεχόμενο των κοκκίων τους που περιλαμβάνει ADP, σεροτονίνη και μία 
ποικιλία αμινών, οι οποίες διαφέρουν από είδος σε είδος, λ.χ. ισταμίνη και επινεφρίνη. 
Απελευθερώνεται το περιεχόμενο των α-κοκκίων, όπως επίσης και αυτό των λυσσοσωμάτων. Μέσα 
στις ουσίες που αποδεσμεύονται από τα α-κοκκία συμπεριλαμβάνονται η θρομβοσπονδίνη, η 
φιμπρονεκτίνη, το ινωδογόνο και μία γλυκοπρωτεΐνη πλούσια σε ιστιδίνη. Υπάρχουν όλο και 
περισσότερες ενδείξεις ότι κάθε μία από τις πρωτεΐνες αυτές συνεισφέρει στον σχηματισμό και τη 
σταθεροποίηση των αιμοπεταλιακών συσσωρευμάτων .
1. Ινωδογόνο

Το ινωδογόνο ενισχύει τη συσσώρευση των αιμοπεταλίων που προκαλείται από ADP και 
άλλους αγωνιστές138. Η πρωτεΐνη αυτή ενσωματώνεται στα αιμοπετάλια κατά τη διάρκεια της 
αλλαγής του σχήματός τους και αποχωρίζεται απ' αυτά όταν έχουμε την αποσυσσώρευσή τους139.

Διάφορες μελέτες έδειξαν ότι το ADP προκαλεί μία αποκάλυψη των σημείων πρόσδεσης του 
ινωδογόνου στην εξωτερική επιφάνεια των αιμοπεταλίων, καθιστώντας έτσι δυνατή την ενσωμάτωση 
του ινωδογόνου στους εξειδικευμένους του υποδοχείς. To ADP ως γνωστόν, προστίθεται είτε 
εξωγενώς είτε απελευθερώνεται από τα ίδια τα αιμοπετάλια μεγεθύνοντας τις αντιδράσεις τους και 
διαδίδοντάς τες σε μεγαλύτερο αιμοπεταλιακό πληθυσμό. Ο υποδοχέας του ινωδογόνου είναι 
περίπλοκος και περιλαμβάνει στη δομή του το γλυκοπρωτεϊνικό σύμπλεγμα lib και Ilia, όπως επίσης 
και ασβέστιο18. Τα θρομβοσθενικά αιμοπετάλια τα οποία εμφανίζουν ανωμαλίες στις γλυκοπρωτεΐνες
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lib και Ilia, δεν ενσωματώνουν ινωδογόνο και δεν συσσωρεύονται από το ADP, παρά το γεγονός του 
ότι αλλάζουν μορφή18. Άτομα τα οποία παρουσιάζουν συγγενή έλλεψη ινωδογόνου, εμφανίζουν 
μείωση ή ακόμη και απουσία της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης της επαγόμενης από το ADP και 
αυτή η λειτουργική ανεπάρκειά τους είναι δυνατόν να διορθωθεί μέσω της προσθήκης φυσιολογικού 
ινωδογόνου στο αιματικό τους πλάσμα18140. Επίσης, όταν πλυμμένα αιμοπετάλια διασπείρονται σε 
ένα μέσο απουσία ινωδογόνου, τότε η αντίδρασή τους στο ADP είναι ασθενής140. Ο ι παρατηρήσεις 
αυτές δείχνουν ότι το ινωδογόνο φαίνεται απαραίτητο, τουλάχιστον σε εκείνες τις περιπτώσεις κατά 
τις οποίες η αιμοπεταλιακή συσσώρευση λαμβάνει χώρα χωρίς την ταυτόχρονη ή πρότερη εμφάνιση 
και της αντίδρασης έκλυσης, κατά την οποία το ινωδογόνο προσφέρεται από τα ίδια τα αιμοπετάλια. 
Στα αιμοπετάλια του κουνελιού έχουμε την απελευθέρωση ινωδογόνου από τα α-κοκκία τους και την 
άμεση χρησιμοποίησή του για την σταθεροποίηση του αιμοπεταλιακού θρόμβου, ενώ στον άνθρωπο η 
ποσότητα ινωδογόνου που εκλύεται από τα αιμοπετάλια φαίνεται να είναι μικρότερη140.

2. Θρομβοσπονδίνη
Η θρομβοσπονδίνη είναι μία γλυκοπρωτεΐνη μοριακού βάρους 420.000Dalton, αποτελούμενη 

από τρεις πολυπεπτιδικές αλυσίδες συνδεόμενες μεταξύ τους μέσω δισουλφιδικών γεφυρών18,141. Η 
θρομβοσπονδίνη, που καλείται επίσης και γλυκοπρωτεΐνη G και πρωτεΐνη “ ευαίσθητη στην 
θρομβίνη” , αποτελεί το σημείο ενδογενούς λεκτινικής δραστηριότητας στην εξωτερική επιφάνεια των 
αιμοπεταλίων και είναι ικανή να ενσωματώνει ινωδογόνο και φιμπρονεκτίνη (ινονεκτίνη). Διάφοροι 
ερευνητές θεωρούν ότι η θρομβοσπονδίνη ενισχύει την σταθερότητα των αιμοπεταλιακών 
συσσωματωμάτων .

Έχει δειχθεί ότι τα αντισώματα ενάντια στην θρομβοσπονδίνη δεν επηρεάζουν την πρωτογενή 
συσσώρευση από ADP, αλλά προκαλούν ταχεία αποσυσσώρευση και καταργούν τη δεύτερη φάση 
συσσώρευσης από ADP. Τα δεδομένα αυτά συμβαδίζουν με την παρατήρηση των Gardner και 
συν Η2,ΐ43 σι3μφωνα ^  Χα αντισώματα ενάντια στο τμήμα (υπομονάδα) 23KDa της

θρομβοσπονδίνης, που ενσωματώνει και την ηπαρίνη, αναστέλλουν την αιμοπεταλιακή συσσώρευση 
την επαγόμενη από κολλαγόνο, θρομβίνη και ADP (υπό συνθήκες στις οποίες το ADP προκαλεί 
αντίδραση έκλυσης). Επιπλέον, ο Leung έδειξε ότι τα αντιθρομβοσπονδινικά αντισώματα, 
ελαττώνουν την ικανότητα ενσωμάτωσης του ινωδογόνου στην εξωτερική επιφάνεια των 
ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων. Ακόμη, δοθέντος ότι, όταν επεξεργασθούν τα αιμοπετάλια με 
αντιθρομβοσπονδινικά ορό συμβαίνει εκτόπιση του σεσημασμένου ινωδογόνου από ινωδογόνο μη 
σεσημασμένο, ο Leung κατέληξε ότι η θρομβοσπονδίνη σταθεροποιεί την πρόσδεση του ινωδογόνου 
σε σημεία διαφορετικά του γλυκοπρωτεϊνικού Ila-IIIb υποδοχέα του και ενισχύει τις αλληλεπιδράσεις 
μεταξύ των αιμοπεταλίων, οδηγώντας στο σχηματισμό συσσωματωμάτων πιο σταθερών142,18.

3. Ινονεκτίνη (Φιμπρονεκτίνη)

Η ινονεκτίνη είναι παρούσα στα α-κοκκία, ενώ δεν απαντάται στη μεμβρανική εξωτερική 
επιφάνεια των εν ηρεμία αιμοπεταλίων144. Όταν τα αιμοπετάλια ενεργοποιηθούν, τότε η ινονεκτίνη 
απελευθερώνεται μαζί με άλλες πρωτεΐνες μέσω της αντίδρασης έκλυσης στο αιματικό πλάσμα και 
ταυτόχρονα εμφανίζεται στην επιφάνεια της πλασματικής μεμβράνης των αιμοπεταλίων18. Η 
ινονεκτίνη δεν είναι απαραίτητη για τη συσσώρευση των αιμοπεταλίων την επαγόμενη από ADP και 
δεν ενσωματώνεται σ' αυτά, όταν ενεργοποιούνται και συσσωρεύονται από απουσία της αντίδρασης 
έκλυσης19. Ωστόσο, όταν τα αιμοπετάλια διαγείρονται από άλλους αγωνιστές όπως η θρομβίνη, τότε η 
ινονεκτίνη συνδέεται με την εξωτερική τους επιφάνεια. Αυτό δείχνει ότι υπάρχει κάποια σχέση
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μεταξύ ενσωμάτωσης της ινονεκτίνης και των απελευθερούμενων πρωτεϊνών από τα α-κοκκία, 
δηλαδή της θρομβοσπονδίνης, του ινωδογόνου, του παράγοντα von Willebrand και της “πλούσιας σε 
ιστιδίνη πρωτεΐνης” . Μολαταύτα οι πρωτεΐνες αυτές, δεν φαίνεται να αλληλεπιδρσύν με ένα κοινό 
σημείο ενσωμάτωσης, αλλά ενσωματώνονται σε διάφορα σημεία και η μεταξύ τους αλληλεπίδραση 
φαίνεται πως συνεισφέρει στη σταθεροποίηση των αιμοπεταλιακών συσσωματωμάτων145.

4. Ο παράγοντα von W illebrand

Είναι μία μεγάλου μοριακού βάρους πρωτεΐνη πού εναποθηκεύεται στα α-κοκκία και εκλύεται 
όταν τα αιμοπετάλια διεγείρονται από αγωνιστές όπως η θρομβίνη. Ο παράγοντας von Willebrand 
(vWf) δεν παίζει σημαντικό ρόλο στην αιμοπεταλιακή συσσώρευση, εφ' όσον ενσωματώνεται στα 
αιμοπετάλια και απουσία του ινωδογόνου. Ο κύριος ρόλος του σαν ενδογενούς μεσολαβητή της 
αιμοπεταλιακής ενεργοποίησης πιθανόν σχετίζεται με την ικανότητά του να προωθεί την 
αιμοπεταλιακή σύνδεση με τους υπενδοθηλιακούς ιστούς1.

5. Η  "πρωτεΐνη πλούσια σε ιστιδίνη" (I.R.P. protein)
Η πρωτεΐνη αυτή είναι μία γλυκοπρωτεΐνη που εκκρίνεται από τα αιμοπετάλια κατά την 

αντίδραση έκλυσης και ο λειτουργικός της ρόλος είναι απροσδιόριστος. Δεδομένου ότι αλληλεπιδρά 
με το πλασμινογόνο και ενσωματώνει ηπαρίνη, πιθανόν να συνεισφέρει στη σταθεροποίηση των 
αιμοπεταλιακών θρόμβων, ρυθμίζοντας την ινωδόλυση και την τοπική δράση της ηπαρινης .

Το γλυκοπρωτεϊνικό σύμπλεγμα Ilb/IIIa φαίνεται να είναι η σημαντικώτερη μεμβρανική 
γλυκοπρωτεΐνη για την αντίδραση της συσσώρευσης, ενώ η γλυκοπρωτεΐνη lb είναι μία σημαντική 
πρωτεΐνη για την πρόσδεση των αιμοπεταλίων στις επιφάνειες και την εξάπλωσή τους πάνω σ' αυτές 
(Σχήματα 10, 11).

Σχήμα 10 Σχηματική αναπαράσταση του σκελετού της μεμβράνης των αιμοπετα­
λίω ν και κυρίως των συμπλεγμάτων OpJb-IX και GpIa—IIa.

Α ) μη -βιβΎκρμένο

βομική μμταΡοΧή

Β) 8ιβγβρμ<νο

συαταλτές κρ«τ«1ν*ς

Γ )  αόνββοη ηροοκολληττκής Λροοτβ’ίνης

Τ ι / Λ ι ι π  λ \  J Z x n u a tT iK T f jr c v x ic r r a e T r r  η »  ε ο μ ι κ τ ί τ  Μ ε τ α Ρ ο Λ ,τ ίς  τ ο υ  σ ι # ι / τ Λ ^ χ ι / β » ο ς ·
'PsSjf rea l Jjs-rdi -ΓΤ7 rca&c&G tea t e n c  S riem c  σ ιίκ Λ ϊσ η ί erarv rrjaoarccrA.-
A .r rc - ir e tO \r  a t r a ic H ν '.
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Β. ΕΛΕΥΘΕΡΕΣ ΡΙΖΕΣ

1. Γενικά χαρακτηριστικά των ελευθέρων ριζών

Οι πρώτοι οργανικοί χημικοί ονόμασαν “ ρίζα” το τμήμα διαφόρων οργανικών ενώσεων που 
προκύπτει από την αφαίρεση κάποιου στοιχείου από το μόριο ενός υδρογονάνθρακα. Για παράδειγμα, 
στα παράγωγα του μεθανίου C H 3 C I, C H 3J , C H 3 F , το τμήμα του μορίου C H 3  ονομάστηκε “ ρίζα 
μεθυλίου” ή “ομάδα μεθυλίου” με τη σύγχρονη ονοματολογία. Ορίστηκαν δηλαδή ως ρίζες οργανικές 
ενώσεις που περιέχουν ένα σθένος ελεύθερο στο μόριό τους.

Έρευνες κατά το πρώτο τέταρτο του 20ου αιώνα επιβεβαίωσαν την ύπαρξη ελεύθερων ριζών, 
αλλά το ενδιαφέρον εξέλιπε μέχρι το τέλος της δεκαετίας του 1950. Την εποχή εκείνη η κατάκτηση 
του διαστήματος ενεργοποίησε έρευνες για ισχυρά προωθητικά πυραύλων. Παράλληλα η ανάπτυξη 
των πλαστικών υλικών που συντίθενται με ριζικές αλυσιδωτές αντιδράσεις αναζωπύρωσε το 
ενδιαφέρον για έρευνες στις ελεύθερες ρίζες. Το 1960 μερικοί βιοχημικοί και ιδιαίτερα ο αμερικανός 
Irvine Fridovich άρχισαν να διερωτώνται μήπως οι ριζικές διεργασίες παρεμβαίνουν στις αντιδράσεις 
της ζώσας ύλης με το οξυγόνο146.

Σήμερα ως ελεύθερες ρίζες θεωρούνται εξ' ορισμού άτομα ή μόρια που περιέχουν μονό αριθμό 
ηλεκτρονίων. Έχουν δηλαδή στην εξωτερική τους στιβάδα ένα ασύζευκτο ηλεκτρόνιο. Επειδή η 
μαγνητική ροπή αυτού του ηλεκτρονίου δεν αντισταθμίζεται από αντίθετη ροπή άλλου ηλεκτρονίου, 
οι ελεύθερες ρίζες αποκτούν παραμαγνητικές ιδιότητες και είναι παραμαγνητικά υλικά. 
Συμβολίζονται με τον χημικό τους τύπο, που ακολουθείται από μια τελεία (■ ). Η τελεία αυτή δείχνει 
συμπεριφορά-ύπαρξη ελεύθερης ρίζας147"149. Το φορτίο τους είναι θετικό ή αρνητικό ή μπορεί να είναι 
ηλεκτρικά ουδέτερες.

Παραδείγματα ελευθέρων ριζών δίνονται στο παρακάτω σχήμα (Σχήμα 12):

Ο υ δ έ τ ε ρ ε ς  ρ ί ζ ε ς

Η- α·
Η

Υ δ ρ ο γ ό ν ο υ  Μ ε θ υ λ ί ο υ  θ ε ι υ λ ί κ ή  Υ δ ρ ο ξ υ λ ν , κ π  Χ λ ω ρ ί ο υ

Α ν ί ο ν ί κ έ ς  ρ ί ζ ε ς C H a C H a O H

Β ε  ν  ζ  ο  π μ L κ l ν ό ν η Υ π ε ρ ο ξ ε ϊ δ ι ο
Ρ. ί  ζ  α  μ ε τ ρ ο ν ε δ α ζ ό λ η ς

1 » 1 -  δ  lu ε θ  ύ λ  — 4 , 4 -  δ  t  π u p  t  -
δ ύ λ  LO

Η ·
Ρ ί ζ α  β ε ν ζ ο ( α ) π υ ρ ε ν ί ο υ  

c h 3
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Από την χημική σκοπιά οι ρίζες είναι σχηματισμοί εξαιρετικά δραστικοί εφ'όσον τείνουν να 
συζεύξουν το ασύζευκτο ηλεκτρόνιό τους μ' ένα άλλο αντιθέτου spin, ευρισκομένου σε μια δεύτερη 
ρίζα ( R* +  R* R**R). Πέρα όμως απ' αυτό μπορούν να προκαλέσουν αντιδράσεις μεταφοράς 
ηλεκτρονίων οπότε μπορούν να συμπεριφερθούν σαν δέκτες ηλεκτρονίων (οξειδωτικά) ή σαν δότες 
ηλεκτρονίων (αναγωγικά):

•ΟΗ +  Η ·*Χ Χ ·+  Η2Ο (οξειδωτική ρίζα)

Ο· +  Fe3+ -> Ο2 +  Fe2+ (αναγωγική ρίζα)

Στην πρώτη αντίδραση παρατηρείται πως η οξειδωτική ρίζα μπορεί να αποσπά ένα άτομο 
υδρογόνου από το υπόστρωμα ΗΧ, που έτσι οξειδώνεται. Αντίθετα, στην δεύτερη αντίδραση η ρίζα 
του ανιόντος υπεροξειδίου δρα σαν αναγωγικό μέσο παραχωρώντας ένα ηλεκτρόνιό στο τρισθενές ιόν 
του σιδήρου που μεταβάλλεται έτσι σε δισθενές (Fe2+).

Ο χρόνος ημιζωής και η σταθερότητα των ελευθέρων ριζών ποικίλει εξαιρετικά. Γία παράδειγμα 
η ρίζα μεθύλιο (CH3·) έχει χρόνο ζωής μερικά τρισεκατομυριοστά του δευτερολέπτου (nsec), το 
υπεροξείδιο (CV-) έχει χρόνο ζωής μερικά χιλιοστά του δευτερολέπτου (msec), σε φυσιολογικό pH. 
Άλλες ρίζες είναι σταθερές για μεγαλύτερα χρονικά διαστήματα, επειδή έχουν συντονιζόμενες δομές, 
που τους επιτρέπουν τη διασπορά του ασύζευκτου ηλεκτρονίου τους. Π.χ. τα παράγωγα τοκοφερόλη 
και ασκορβύλη των βιταμινών Ε και C αντίστοιχα είναι σταθερές ελεύθερες ρίζες και η παρουσία τους 
στους οργανισμούς είναι σημαντική.

Ο σχηματισμός των ελευθέρων ριζών μπορεί να προκληθεί μέσω της ομοιοπολικής διάσπασης 
του ομοιοπολικού δεσμού. Όπως είναι γνωστό, ο ομοιοπολικός δεσμός δημιουργείται από αμοιβαία 
συνεισφορά δύο αντίθετου spin ηλεκτρονίων, των ατόμων που συνδέονται148,149. Η διάσπαση του 
δεσμού μπορεί να γίνει κατά δύο τρόπους: α) Ετερολυτική διάσπαση: τα ηλεκτρόνια του δεσμού 
μένουν στο ένα άτομο, οπότε σχηματίζονται δύο ιόντα αντίθετου φορτίου και β) Ομολυτική 
διάσπαση: ο δεσμός θραύεται κατά τέτοιον τρόπο ώστε το ένα ηλεκτρόνιό του δεσμού μένει στο 
πρώτο άτομο και το άλλο στο δεύτερο. Έτσι σχηματίζονται δύο ελεύθερες ρίζες.

Ομοιοπολικός δεσμός Α ··Β  -> Α+ +  :Β ' Ετερολυτική διάσπαση

Ομοιοπολικός δεσμός Α·*Β -> Α' +  Β Ομολυτική διάσπαση

Ένα κλασικό παράδειγμα σχηματισμού ελευθέρων ριζών είναι ο μετασχηματισμός του 
μοριακού χλωρίου σε ατομικό από τη δράση φωτεινής ακτινοβολίας hv.

c rc i cr + cr

Εκτός από την θερμική και την φωτοχημική διάσπαση υπάρχει και μία τρίτη δυνατότητα 
δημιουργίας ελεύθερων ριζών, εξαρτώμενη από οξειδοαναγωγικές διαδικασίες. Στις αντιδράσεις 
αυτές οι ελεύθερες ρίζες προκύπτουν από την αλληλεπίδραση ενός υποστρώματος μ' ένα μεταλλικό 
ιόν που υφίσταται μία οξειδοαναγωγική αντίδραση στην οποία εμπλέκεται μόνον ένα ηλεκτρόνιό. Το 
πιο γνωστό παράδειγμα αποτελείται από το “αντιδραστήριο του Fenton” που προκύπτει από ένα 
διάλυμα Η2Ο2 και ιόντων υποσιδήρου:
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Η20 2 +  Fe2+ -> HO' +  OH +  Fe3+

To ιόν του υποσιδήρου περνά στην κατάσταση του σιδήρου με την ταυτόχρονη απελευθέρωση 
μίας ρίζας υδροξυλίου που αποτελεί τον ουσιαστικό οξειδωτικό παράγοντα του συστήματος.

Στη ζώσα ύλη η δημιουργία ελευθέρων ριζών γίνεται κατά κανόνα με σύλληψη ατόμων 
υδρογόνου (ηλεκτρόνιο και πρωτόνιο) σε βάρος γειτονικών μορίων. Έχουμε έτσι ρήξη ενός 
ομοιοπολικού δεσμού μεταξύ ενός ατόμου άνθρακα και ενός ατόμου υδρογόνου, που παρουσιάζει τη 
μεγαλύτερη ευκολία στη διάσπασή του. Προκαλούνται λοιπόν αφυδρογονώσεις που δημιουργούν νέες 
ρίζες, που δεσμεύουν με τη σειρά τους άλλα ηλεκτρόνια. Η αλυσίδα αυτή διακόπτεται αρκετά 
γρήγορα με τον συνδυασμό δύο ελεύθερων ριζών, που συνεισφέρουν από κοινού τα μη συζευγμένα 
ηλεκτρόνιά τους, σχηματίζοντας έναν ομοιοπολικό δεσμό150.

2. Μορφές αντιδράσεων ελευθέρων ριζών (Αλυσιδωτές Ριζικές Αντιδράσεις)

Οι ελεύθερες ρίζες είναι γενικά πολύ δραστικές, ικανές να προκαλέσουν “Αλυσιδωτές 
Αντιδράσεις” . Οι αντιδράσεις αυτές είναι μια σειρά καταστάσεων σε καθεμιά από τις οποίες 
δημιουργείται μια ελεύθερη ρίζα, που ενεργοποιεί την επόμενη κατάσταση. Έ τσι έχουμε τρεις φάσεις: 
Αρχή, Διάδοση, Τερματισμός149.

Στην πρώτη φάση, στην Αρχή, απορροφάται ενέργεια από το μόριο και μέσω της ομολυτικής 
διάσπασης σχηματίζεται το δραστικό σωματίδιο, δηλαδή η ελεύθερη ρίζα. Στη δεύτερη φάση, στη 
Διάδοση, έχουμε αντιδράσεις στις οποίες καταναλίσκεται μία ελεύθερη ρίζα και σχηματίζεται μία 
άλλη, χωρίς καθαρή κατανάλωση ριζών. Τέλος, στη φάση του Τερματισμού της "αλυσιδωτής 
αντίδρασης" καταναλώνονται οι ελεύθερες ρίζες χωρίς να δημιουργούνται άλλες, γιατί στην φάση 
αυτή οι ρίζες συνδέονται μεταξύ τους147,148.

Όπως μπορεί να παρατηρήσει κανείς, οι αλυσιδωτές αντιδράσεις είναι διαδικασίες ο ι οποίες 
αυτοδιατηρούνται μέσω της γένεσης νέων ριζών στο στάδιο της διάδοσης της αλυσίδας και για το 
λόγο αυτό μια πρωταρχική ρίζα σχηματισμένη στο αρχικό στάδιο μπορεί να προξενήσει την 
δημιουργία χιλιάδων μορίων προϊόντος:

Η2Ό Η· +  ·ΟΗ

Η· +  0 2 -» ·ΟΟΗ

RH + ·ΟΗ -» R- +  Η20

Σύνολο Η20  +  RH +  0 2 -» R* +  -ΟΟΗ +  Η20  -» ROOH +  Η20

Αλυσιδωτή Ριζική Αντίδραση
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2.1 Αντίδραση Fenton

Ο Fenton το 1894 διαπίστωσε ότι ένα μίγμα υπεροξειδίου του υδρογόνου και αλάτων Fe (Π) 
μπορεί να ανπδράσει με πολλά οργανικά μόρια, μέσω της παραγωγής κυρίως ρίζας 
υδροξυλίου'5 u52’147·'48:

Fe2+ + Η20 2 -> Fe3+ +  ·ΟΗ + ΟΗ*
Ίχνη Fe3+ μπορεί στη συνέχεια να αντιδράσουν με Η20 2:

Fe3+ +  Η20 2 -» Fe2+ +  0 {  +  2ΗΤ 
Επιπλέον μπορούν να συμβούν οι παρακάτω αντιδράσεις:

ΟΗ· +  Η20 2 -> Η20  +  FT +  0 2*

Ο / +  Fe3+ Fe2+ +  0 2

•OH +  Fe2+ -» Fe3+ +  OH*

Έτσι, αυτό το απλό μίγμα αλάτων σιδήρου και υπεροξειδίου του υδρογόνου, το οποίο 
δημιουργείται υπό ορισμένες συνθήκες στα βιολογικά συστήματα μπορεί να προκαλέσει μία σειρά 
ριζικών αντιδράσεων. Το τελικό αποτέλεσμα αυτών των αντιδράσεων, εάν δεν προστεθεί κάποιο 
αντίδοτο, είναι μία σιδηροκαταλυόμενη διάσπαση του υπεροξειδίου του υδρογόνου:

άλας Fe
2 Η20 2 -» CV +  2 Η20

Άλλα στοιχεία, όπως ο χαλκός Cu (I), εάν είναι παρόντα, μπορεί να αντιδράσουν με ποικίλες 
ρίζες και να μεταβάλουν το μηχανισμό της αντίδρασης:

Cu+ +  Η20 2 Cu2+ +  ΌΗ +  ΟΗ"

3. Δράση των ελευθέρων ριζών στα βιολογικά συστήματα

Κατά τα στάδια εξέλιξης πολλών βιολογικών αντιδράσεων σχηματίζονται ελεύθερες ρίζες 
διαφόρων τύπων. Ο σχηματισμός και η εξουδετέρωση των ριζών αυτών ακολουθεί την φυσιολογική 
διαδικασία εξέλιξης των αντιδράσεων οι οποίες συμβαίνουν στο εσωτερικό ενός μικροδιαμερίσματος, 
στο οποίο είναι τιαρών και ο φυσιολογικός τους αποδέκτης. Έτσι, ελέγχεται η παραγωγή ελευθέρων 
ριζών, άρα και η τοξικότητά τους. Παραδείγματα του τύπου αυτού είναι οι μεταφορικές αλυσίδες 
ηλεκτρονίων των μιτοχονδρίων, των μικροσωμάτων και των χλωροπλαστών. (Σχήμα 13).
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a  -H eO

Σχήμα 13
Σ χ η μ α τ ικ ή  Π α ρ ο υ σ ία σ η  τ η ς  μ ε τ α φ ο ρ ά ς  η λ ε κ τ ρ ο ν ίω ν  σ τ η ν  α ν α π ν ε υ σ τ ικ ή  

α λ υ σ ίδ α  τω ν  μ ιτ ο χ ο ν δ ρ ίω ν .

Αντίθετα, οι ελεύθερες ρίζες εξωγενούς, μη φυσιολογικής προέλευσης (από χημικές ουσίες, 
φάρμακα, δραστικές συνιστώσες της αιθολομίχλης, καρκινιγόνα κ,λ.π.) ή ρίζες που σχηματίζονται 
λόγω αλλοιώσεων, παρεκκλίσεων ή απορρύθμισης του φυσιολογικού μεταβολισμού, δρουν αδιάκριτα 
με τα βιολογικά μόρια και μετατρέπονται σε παράγοντες επικίνδυνους για την ακεραιότητα του

<· 146,147κυττάρου ’ .
Ένα σημαντικό παράδειγμα της δράσης των ελευθέρων ριζών στα βιολογικά συστήματα είναι η 

καταστροφή των κυτταρικών μεμβρανών από παράγωγα οξυγόνου150.
Όταν τά κύτταρα στερηθούν οξυγόνο για ένα μεγάλο χρονικό διάστημα και στην συνέχεια 

επανοξυγονώνονται, έχουμε το φαινόμενο της ανοξοεπανοξυγόνωσης. Κατά την διάρκεια έλλειψης 
οξυγόνου διακόπτεται ο μηχανισμός μεταφοράς ηλεκτρονίων διά μέσου της μιτοχονδριακής 
αναπνευστικής αλυσίδας. Τα μιτοχόνδρια ως γνωστό, είναι οι μονάδες παραγωγής ενέργειας του 
κυττάρου. Στις μεμβράνες τους υπάρχουν πρωτεΐνες (κυττοχρώματα) πού είναι μεταφορείς 
ηλεκτρονίων. Κατά την αναπνοή οι πρωτεΐνες αυτές μεταφέρουν ηλεκτρόνια, μέχρις ότου ανάγουν σε 
νερό ένα μόριο οξυγόνου, που είναι ο τελικός αποδέκτης ηλεκτρονίων της αναπνοής. Η μεταφορά 
αυτή των ηλεκτρονίων και η αναγωγή του οξυγόνου επιτρέπει το σχηματισμό μορίων τριφωσφορικής 
αδενοσίνης (ΑΤΡ) με αποτέλεσμα την δέσμευση και αποθήκευση ενέργειας στο κύτταρο. Αν διακοπεί 
η παροχή οξυγόνου, διακόπτεται και η μεταφορά ηλεκτρονίων. Κατά την επανοξυγόνωση το σύστημα 
των κυττοχρωμάτων δεν τίθεται αυτομάτως σε λειτουργία και το οξυγόνο δεν ανάγεται σε νερό, αλλά 
σε ανιόν υπεροξείδιο 0 2. Στην συνέχεια παράγονται υπεροξείδιο του υδρογόνου Η2Ό2 και υδροξυλική 
ρίζα ΟΗ·. Ο ι ισχυροί αυτοί οξειδωτικοί παράγοντες (ελεύθερες ρίζες) που δημιουργούνται στο 
εσωτερικό του κυττάρου προσβάλλουν τις πρωτεΐνες, το DNA και τα λιπίδια της μεμβράνης. Οι 
βλάβες αυτές που αρχίζουν στα μιτοχόνδρια, επεκτείνονται στο σύνολο του κυττάρου μέσω της 
NADPH - οξειδάσης, της οποίας η δράση διεγείρεται έμμεσα από την είσοδο ασβεστίου στο
„ -Λ .~ ™ .λ λ 147,148κύτταρο

Με την διακοπή της αναπνευστικής αλυσίδας σταματά η παραγωγή ΑΤΡ και οι μεμβρανικές 
αντλίες, που συντηρούν μία χαμηλή συγκέντρωση ασβεστίου μέσα στα κύτταρα, παύουν να
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λειτουργούν, με αποτέλεσμα μία ανεξέλεγκτη αύξηση του ενδοκυτταρικού ασβεστίου, που 
ενεργοποιεί την ξανθίνη-οξειδάση. Η ενεργοποίηση αυτή έχει σαν αποτέλεσμα την παραγωγή 
ανιόντος υπεροξειδίου 0 2 και τον σχηματισμό ελευθέρων ριζών (RO·, ROO*, ΟΗ·), που προκαλούν 
λιποϋπεροξείδωση στα πολυακόρεστα λιπαρά οξέα της κυτταρικής μεμβράνης. Η λιποϋπεροξείδωση 
προκαλεί την καταστροφή των μεμβρανών και τελικά τον θάνατο του κυττάρου.

Εκτός από τις βλάβες των μεμβρανών, η λιποϋπεροξείδωση ελευθερώνει στο κύτταρο ρίζες πού 
μπορούν να προσβάλλουν και άλλες μοριακές δομές, ιδίως νουκλεϊκά οξέα. Έτσι, προκαλούν 
μεταλλάξεις. Με τον τρόπο αυτό, σύμφωνα με τον Maneghini και συν. 1988, οι ελεύθερες ρίζες 
συμμετέχουν στην καρκινογένεση146,153'155.

Οι ελεύθερες ρίζες παίρνουν μέρος και σε πολλές άλλες βιολογικές αντιδράσεις όπως: α) στην 
ανοξία-επανοξυγόνωση στο σύνδρομο ισχαιμίας-επαναιμάτωσης προκαλώντας λιποϋπεροξειδώσεις, 
αλλοιώσεις κυττάρων και νέκρωση της ισχαιμικής περιοχής156'159, β) στη διαδικασία της γήρανσης 
των κυττάρων. Ο D. Harman θεωρεί ότι η γήρανση είναι προοδευτική συσσώρευση βιοχημικών 
αλλαγών στον οργανισμό. Η συσσώρευση αυτή οφείλεται σε ριζικές αντιδράσεις. Ο R.G. Cytler 
θεωρεί ότι ο κυτταρικός εκφυλισμός είναι συνέπεια μίας προοδευτικής αλλοίωσης των γονιδίων, σε 
εξαιρετικά διαφοροποιημένα κύτταρα, που επιτελούν πολύ εξειδικευμένες και αναντικατάστατες 
λειτουργίες146. Η προοδευτική αλλοίωση οφείλεται στη συμμετοχή ελευθέρων ριζών160"163.

Ο οργανισμός όμως είναι σε θέση να απενεργοποιήσει τις ελεύθερες ρίζες πριν αυτές 
κατορθώσουν να αναπτύξουν τη βλαπτική τους δράση. Όλες οι φυσικές ή συνθετικές ουσίες που 
δρουν κατά των ελευθέρων ριζών ονομάζονται με τον γενικό αγγλικό όρο “ scavengers” ή 
“ εκκαθαριστές”  σε ελληνική απόδοση.

Ορισμένες φορές όμως, στους διάφορους οργανισμούς κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες, οι 
ενδογενείς “ εκκαθαριστές” ελαττώνονται, με αποτέλεσμα να είναι ανεπαρκείς για να εξουδετερώσουν 
την κανονική παραγωγή των ελευθέρων ριζών.

Στις περιπτώσεις αυτές, οι ελεύθερες ρίζες αντιδρούν με τα διάφορα τμήματα του κυττάρου 
προξενώντας σοβαρές αλλοιώσεις σε μοριακό επίπεδο, όπως φαίνεται στο παρακάτω σχήμα:
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Ελεύθερες Ρίζες

Ακόρεστα λιπαρά οξέα Νουκλεϊνικά οξέα

Τ
Υπεροξείδωση
Αλλοίωση
Πολυμερισμός

Τ
Αλλοιώσεις τών 
μεμβρανών

Μετασχηματισμός βάσεων

▼

Μεταλλάξεις

Πρωτεΐνες Πολυσακχαρίτες
Ένζυμα ^

\  1
Αδρανοποίηση Αποπολυμερισμός

Δομικές αλλοιώσεις

Αποδιοργάνωση πρωτεϊνών

Η λιποϋπεροξείδωση προκαλεί ρήξη 
της μεμβράνης και της ακεραιότητας 
του κυττάρου

Η «επίθεση» στο DNA προκαλεί 
«ξεδίπλωμα» των αλυσίδων του

Συγκέντρωση οξειδωμένης LDL 
οδηγεί στη δημιουργία “Foam cells”

Η «επίθεση» προκαλεί 
ενεργοποίηση ενζύμων. Π.χ. 
πρωτεϊνικής κινάσης

Εικόνα 9

4. Προϊόντα αναγωγής του Οξυγόνου
Υπεροξείδιο, Οξυγονούχο ύδωρ, Ρίζα υδροξύλιο, Οξυγόνο Singlet
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4.1 Τοξική δράση του οξυγόνου στους ζωντανούς οργανισμούς

Το οξυγόνο είναι αναγκαίο για τη ζωή των αερόβιων οργανισμών, είναι όμως και τοξικό όταν η 
συγκέντρωσή του υπερβαίνει ακόμη και ελάχιστα τη συγκέντρωση του οξυγόνου της ατμόσφαιρας 
(21%). Οργανισμοί που βρίσκονται σε ατμόσφαιρα που περιέχει μεγαλύτερη συγκέντρωση οξυγόνου 
από την ατμοσφαιρική παθαίνουν βλάβες στον αμφιβληστροειδή και στους πνεύμονες. Το οξυγόνο 
(μοριακό) είναι δυνητικά τοξικό αλλά η τοξικότητά του αυξάνεται κατακόρυφα στις ενδιάμεσες 
μοριακές μορφές που προκύπτουν από την αναγωγή του. Οι αναχθείσες αυτές μορφές είναι πολύ πιο 
δραστικές από την κλασσική μοριακή μορφή του. Η τοξικότητα του οξυγόνου εκδηλώνεται όχι μόνον 
στο επίπεδο των οργανισμών θεωρούμενων ως σύνολα κυττάρων αλλά και σε κυτταρικές 
καλλιέργειες και σε εναιωρήματα υποκυτταρικών οργανιδίων όπως τα μιτοχόνδρια και οι 
χλωροπλάστες.

Ο ι αναερόβιοι οργανισμοί που δεν διαθέτουν κανένα μηχανισμό άμυνας έναντι του οξυγόνου, 
φονεύονται από αυτό ταχύτατα ακόμη κι όταν οι συγκεντρώσεις του είναι χαμηλότατες. Οι αερόβιοι 
οργανισμοί έχουν αναπτύξει ένα περίπλοκο αμυντικό σύστημα ενάντια στον κίνδυνο που το αέριο 
αυτό αντιπροσωπεύει. Αν η συγκέντρωση του οξυγόνου ξεπεράσει τις κανονικές τιμές της, οι άμυνες 
αυτές καθίστανται ανεπαρκείς, οπότε αρχίζουν να εκδηλώνονται τοξικά φαινόμενα που οφείλονται 
στην υπεροξία148,160'162,164·166.

4.2 Χημικές ιδιότητες του μορίου του Οξυγόνου

Στην θεμελιώδη κατάσταση το οξυγόνο έχει δύο ασύζευκτα ηλεκτρόνια τοποθετημένα σε 
διαφορετικά τροχιακά. Η κατάσταση αυτή του οξυγόνου λέγεται triplet και συμβολίζεται 3θ 2. Στην 
μορφή αυτή τα ηλεκτρόνια ισοκατανέμονται μεταξύ των δύο ατόμων του μορίου. Η ενεργειακή 
τακτοποίηση των ηλεκτρονίων στο μόριο του οξυγόνου είναι αυτή της ελάχιστης ενέργειας και δίνει 
στο μόριο την μεγαλύτερη δυνατή σταθερότητα.

Η πλήρης αναγωγή του οξυγόνου σε νερό απαιτεί 4 ηλεκτρόνια:

0 2 +  4e +  4Η* 2Η20

Η ίδια διαδικασία μπορεί να γίνει μέσω τεσσάρων σταδίων:

0 2 +  le  +  ΗΓ Η 02· Η" +  0 2·

Η 0 2· +  le  +  Η* -» Η20 2

Η20 2 +  le  +  Η* -» [Η30 2] -» Η20  +  ·ΟΗ

•OH +  le* +  Η* -» Η20

'Οπως φαίνεται από τις αντιδράσεις δημιουργούνται 3 ενδιάμεσα μόρια:
1. Η ρίζα ανιόντος υπεροξειδίου 0 2·
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2. Το οξυγονούχο ύδωρ Η2Ο2

3. Η ρίζα υδροξυλίου ·ΟΗ
Από τα προϊόντα αυτά το οξυγονούχο ύδωρ είναι σταθερό.

4.3 Η ρίζα ανιόν υπεροξείδιο 0 2·

Το οξυγόνο που ανάγεται μονοσθενώς είναι μία ελεύθερη ρίζα, που ονομάζεται ανιόν 
υπεροξείδιο στην ιονισμένη μορφή 0 2· και υδροϋπεροξείδιο στην πρωτονιωμένη μορφή Η 0 2*. Το 
υδροϋπεροξείδιο είναι ένα ασθενές οξύ, του οποίου η ρΚ αντιστοιχεί στο 4.88: Η 0 2* Η* +  ο 2·

4.3.1. Βιολογικές πηγές της ρίζας Υπεροξειδίου Ο2
Στο κανονικό κύτταρο ένα μικρό σταθερό ποσοστό του ολικά καταναλισκόμενου οξυγόνου 

χρησιμοποιείται για την δημιουργία ρίζας υπεροξειδίου. Το ποσοστό αυτό είναι δυνατόν να αυξηθεί 
σε ειδικές παθολογικές συνθήκες ή από την παρουσία ξένων ενώσεων162.

Η ρίζα του υπεροξειδίου μπορεί να παραχθεί από αυτοοξείδωση αναχθεισών φλαβινών, 
υδροκινονών, αναχθείσης γλουταθειόνης, κατεχολαμινών, τετραϋδροπτερίνης, ρουμπρεδοξίνης και 
αναχθεισών αιμοπρωτεϊνών148.
Οξειδωτικά ένζυμα όπως η διυδροοροτική αφυδρογονάση, η αλδεΰδη οξειδάση και η ξανθίνη- 
οξειδάση παράγουν ρίζες υπεροξειδίου. Η ξανθίνη-οξειδάση (XOD) είναι ένα ένζυμο που περιέχει 
μολυβδένιο, σίδηρο όχι σε μορφή αίμης, και FAD σαν προσθετικές ομάδες. Μετατρέπει την 
υποξανθίνη σε ξανθίνη και την ξανθίνη σε ουρικό οξύ. Η ξανθίνη προκαλεί δισθενή και μονοσθενή 
αναγωγή του οξυγόνου παράγοντας αντίστοιχα οξυγονούχο ύδωρ και υπεροξείδιο147:

Ξανθίνη +  Η20  +  0 2 Ουρικό οξύ +  Η20 2

Ξανθίνη +  Η20  +  2 0 2 Ουρικό οξύ +  2 0 2 +  2Η+

Στην δημιουργία υπεροξειδίου από φλαβοπρωτεΐνες σημαντική θέση έχουν τά μέταλλα που 
υπάρχουν στο ενεργό κέντρο των ενζύμων.

Ανιόν υπεροξείδιο παράγεται στα λευκοκύτταρα κατά την φαγοκύττωση στις μιτοχονδριακές 
και μικροσωματικές αλυσίδες μεταφοράς ηλεκτρονίων και στους χλωροπλάστες κατά την 
φωτοσύνθεση.
4.3.2 Ο κίνδυνος από το υπεροξείδιο

Το ανιόν υπεροξείδιο αντιδρά με πρωτεΐνες, λιπίδια, πολυσακχαρίτες και νουκλεϊκά οξέα. Η 
δραστικότητά του χαρακτηρίζεται χαμηλή, αν συγκριθεί με τη δραστικότητα των άλλων ριζών του 
οξυγόνου. Η τοξικότητα του υπεροξειδίου φαίνεται ότι εξαρτάται από την αλληλεπίδραση με 
οξυγονούχο ύδωρ. Προϊόν αυτής της αντίδρασης είναι η άκρως οξειδωτική ρίζα υδροξύλιο (ΟΗ·).

4.4 Οξυγονούχο ύδωρ Η20 2

Το οξυγονούχο ύδωρ είναι το σταθερότερο προϊόν των ενδιάμεσων μορίων που σχηματίζονται 
από την διαδοχική αναγωγή του οξυγόνου. Μπορεί να δημιουργηθεί απευθείας με δισθενή αναγωγή 
του οξυγόνου:
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Οι +  2e +  2Η* -» Η20 2

Το οξυγονούχο ύδωρ παράγεται στα κύτταρα σαν πρωτογενές προϊόν της αναγωγής του 
οξυγόνου από πολυάριθμες οξειδάσες, οι οποίες υπάρχουν στα υπεροξεισώματα. Ακολούθως το Η20 2 
ανάγεται σε νερό από την καταλάση.

0 2 οΕειδάσες ^  Η20 2 καταλάση ^  Η20

Το οξυγονούχο ύδωρ παράγεται στα υπεροξεισώματα των ανώτερων θηλαστικών και του 
ανθρώπου από αμινοξυοξειδάσες, από την ξανθίνη οξειδάση και άλλα ένζυμα.

Το οξυγονούχο ύδωρ προκαλεί την οξείδωση πολυάριθμων ουσιών, μεταξύ των οποίων οι 
σουλφυδριλικές ομάδες και τα μεθειονυλικά υπολείμματα των πρωτεϊνών. Οι οξειδώσεις αυτές 
συμβαίνουν σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από αυτές που υπάρχουν in vivo. Θεωρείται επομένως ότι 
το Η20 2 είναι τοξικό όχι εξαιτίας μίας κατευθείαν αντίδρασης με διάφορα τμήματα του κυττάρου, 
αλλά γιατί μπορεί να δημιουργήσει την ελεύθερη ρίζα υδροξύλιο, μέσω αντίδρασης με το υπεροξείδιο 
ή με δισθενή ιόντα σιδήρου (αντιδραστήριο Fenton)151.

4.5 Ρίζα υδροξυλίου

Στις αντιδράσεις τύπου Fenton σχηματίζεται η ρίζα υδροξύλιο ΟΗ· που έιναι άκρως οξειδωτική 
και αντιδρά με πολλές οργανικές ουσίες με πολύ υψηλές ταχύτητες147,148,150.

Όταν τα βιολογικά συστήματα παράγουν ρίζα υπεροξειδίου και οξυγονούχο ύδωρ πάνω από μία 
ορισμένη συγκέντρωση, τότε αλληλεπιδρούν η ρίζα υπεροξείδιο και το υξυγονούχο ύδωρ και 
παράγουν ρίζα υδροξυλίου ·ΟΗ. Τα ένζυμα υπεροξειδιο-δισμουτάση, που εξουδετερώνει τη ρίζα 
υπεροξειδίου και η καταλάση με τις υπεροξειδάσες, που διασπούν το οξυγονούχο ύδωρ, διατηρούν 
χαμηλές τις συγκεντρώσεις 0 2. και Η2Ό2 με αποτέλεσμα η παραγωγή ρίζας υδροξυλίου ·ΟΗ να είναι 
αμελητέα167.

4.6 Οξυγόνο Singlet (Μονήρες Οξυγόνο)

Το μόριο του οξυγόνου εκτός από την θεμελιώδη κατάσταση μπορεί να έχει δύο ακόμη 
ενεργειακές διεγερμένες καταστάσεις. Η θεμελιώδης κατάσταση λέγεται κατάσταση triplet, και 
ενεργειακά συμβολίζεται με 3Σε. Ο ι διεγερμένες καταστάσεις λέγονται καταστάσεις Singlet και 
συμβολίζονται με ι0 2 ή Ό2*.

Σε βιολογικά συστήματα το οξυγόνο Singlet σχηματίζεται με αυθόρμητη δισμεταλλαγή του 
ανιόντος υπεροξειδίου με ρίζα υδροξυλίου ή με οξυγονούχο ύδωρ:

0 2' +  Ο / +  2ΚΓ ’θ 2 +  Η2Ό2

0 2 +  ·ΟΗ ‘θ 2 +  O ff
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0 2' +  Η20 2 -> 'θ 2 +  OH' +  ΟΗ

Οξυγόνο Singlet παράγεται και κατά τη διάρκεια της υπεροξείδωσης των λιπιδίων όταν 
υπάρχουν δύο ενδιάμεσες υπεροξυλικές ρίζες ROO. Ο ι υπεροξυλικές ρίζες αντιδρούν μεταξύ τους και 
σχηματίζουν ένα τεταρτοξείδιο πού αποσυντίθεται και παράγει οξυγόνο Singlet.

4.6.1. Αντιδράσεις του οξυγόνου Singler
Το οξυγόνο singlet αντιδρά με αρκετές κατηγορίες ενώσεων που έχουν βιολογικό 

ενδιαφέρον147,148. Τέτοιες κατηγορίες είναι:
1. Ολεφίνες: Οι ολεφίνες αντιδρούν με το οξυγόνο Singlet και σχηματίζουν υδροϋπεροξείδια. Τέτοια 

αντίδραση είναι ο σχηματισμός υδροϋπεροξειδίων από τα ακόρεστα λιπαρά οξέα και τη 
χοληστερίνη.

2. Φαινόλες: Η ΒΗΤ (2,6-δι-τερβουτυλ-4-μεθυλφαινόλη) οξειδώνεται από το οξυγόνο singlet.
3. ΑμινοΕέα: Το οξυγόνο singlet αντιδρά με πολυάριθμα αμινοξέα όπως: μεθειονίνη, ιστιδίνη, 

τρυπτοφάνη, τυροσίνη, κυστεΐνη. Για παράδειγμα η αντίδραση μεθειονίνης με οξυγόνο singlet 
οδηγεί στην παραγωγή σουλφοξειδίου της μεθειονίνης. Στην ιστιδίνη το οξυγόνο singlet προκαλεί 
θραύση του ιμιδαζολικού δακτυλίου. Η τυροσίνη αντδρά με το οξυγόνο singlet κατά τρόπο 
ανάλογο με τις φαινόλες. Η κυστεΐνη μετατρέπεται βραδέως σε κυστεϊνικό οξύ.

4. Νουκλεϊκά ΟΕέα: Οι πουρινικές και πυριμιδινικές βάσει των νουκλεϊκών οξέων οξειδώνονται από 
το οξυγόνο singlet με αποτέλεσμα το άνοιγμα του δακτυλίου.

5. Βιολογικές άμυνες στις Ελεύθερες Ρίζες και τα παράγωγά τους

Η επικινδυνότητα του οξυγόνου εξαρτάται από τα μερικώς αναχθέντα προϊόντα του ( 0 2, Η20 2, 
•ΟΗ), από την ενεργοποιημένη μορφή του *0 2, από τα υδροϋπεροξείδια (ROOH), τις υπεροξυλικές 
ρίζες (ROO*), όπως επίσης και από τις αλκοξυλικές ρίζες (RO·) που παράγονται γενικά στις 
αντιδράσεις ριζών παρουσία του οξυγόνου.

Η χρησιμοποίση του οξυγόνου βεβαίως εκ μέρους των αερόβιων οργανισμών προϋποθέτει την 
ενεργοποίησή του και συνεπώς τον ενδεχόμενο κίνδυνο της δημιουργίας ενδιάμεσων μορφών του 
περισσότερο ή λιγότερο τοξικών. Για τον λόγο αυτόν ένα σύνολο ενζύμων και άλλων παραγόντων 
ανατίθενται στην βλαπτική δράση αυτών των χημικών μορφών, εξουδετερώνοντάς τες σιγά-σιγά 
καθώς παράγονται ή δυνητικά επιδιορθώνοντας τις βλάβες που προκλήθηκαν από την διαφυγή των εν 
λόγω ριζών.

Στην πρώτη γραμμή άμυνας βρίσκεται το ένζυμο υπεροξειδιο-δισμουτάση (SOD), η οποία 
εξουδετερώνει τη ρίζα υπεροξειδίου και το ένζυμο καταλάση που αποτοξινώνει, σε συνεργασία με τις 
υπεροξειδάσες, τα κύτταρα από το οξυγονούχο ύδωρ (Η20 2). Η δεύτερη γραμμή άμυνας 
αντιπροσωπεύεται από τα διάφορα αντιοξειδωτικά που καταστέλλουν τις αλυσίδες αντιδράσεων των 
ριζών επιβραδύνοντας και σταματώντας αυτές τις διαδικασίες.

5.1 Υπεροξείδιο Δισμουτάση (SOD)
Το 1969 ο Fridovich και άλλοι ερευνητές ανακάλυψαν ότι πρωτεΐνες που περιέχουν χαλκό (Cu) 

και είχαν ονομαστεί ηπατοκουπρεΐνη, εγκεφαλοκουπρεΐνη κλπ, ανάλογα με το όργανο στο οποίο
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απομονώθηκαν, έχουν την κοινή ιδιότητα να μετασχηματίζουν το ανιόν υπεροξείδιο σε οξυγονούχο 
ύδωρ. Ο ι πρωτεΐνες αυτές καταχωρήθηκαν σε μια ομάδα με τον κοινό τίτλο Υπεροξείδιο Δισμουτάση 
(SOD)168’169·170.

Επειδή η SOD υπάρχει στα κύτταρα σε συγκεντρώσεις πολύ μεγαλύτερες από τις φυσιολογικές 
συγκεντρώσεις του ανιόντος υπεροξειδίου 0 2", η πιθανότητα αντίδρασης μεταξύ δύο ανιόντων 
υπεροξειδίων είναι πολύ μικρότερη από την πιθανότητα αντίδρασης ανιόντος υπεροξειδίου και SOD. 
Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την παραγωγή μη τοξικού οξυγόνου triplet171.

Η SOD βρίσκεται σε όλους τους αερόβιους οργανισμούς, φυτικούς και ζωικούς. Στα ζωικά 
κύτταρα εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα και στα μιτοχόνδρια, δεν βρίσκεται όμως στα 
υπεροξεισώματα147 148.

Το ιόν του χαλκού που βρίσκεται στο ενεργό κέντρο της SOD (E-Cu2+) ανάγεται και 
οξειδώνεται κατά τις αλληλεπιδράσεις με το ανιόν υπεροξείδιο, σε δύο διαδοχικές αντιδράσεις. Η 
πρώτη αντίδραση οδηγεί στην οξείδωση του ανιόντος υπεροξειδίου σε οξυγόνο. Η δεύτερη το ανάγει 
σε οξυγονούχο ύδωρ.

5.2 Καταλάση -  Υπεροξειδάσες
Η καταλάση και η υπεροξειδάση είναι ένζυμα που δεσμεύουν το οξυγονούχο ύδωρ. Η καταλάση 

είναι μία πρωτεΐνη με μοριακό βάρος 250.000 και περιέχει 4 ομάδες αίμης με το σίδηρο στην 
τρισθενή του μορφή Fe3+. Η δράση της είναι εμφανής σ'όλα τα ζωικά κύτταρα, σ' όλα τα φυτά και 
τους μικροοργανισμούς με εξαίρεση τους αναγκαστικά αναερόβιους.

Η καταλάση έχει μια ταχύτητα ανταλλαγής υψηλότατη (44.000 moles Η2Ο2 ανά δευτερόλεπτο 
ανά mole ενζύμου) και προλαμβάνει συνεπώς την κυτταρική συσσώρευση του οξυγονούχου ύδατος.

Οι υπεροξειδάσες εκτελούν τον ίδιο αποτοξινώτικό ρόλο, αλλά είναι λιγότερο διαδεδομένες από 
την καταλάση στους ζωικούς ιστούς. Ονομάζονται σύμφωνα με το όνομα του αναγωγικού 
υποστρώματος που χρησιμοποιούν.

Μεταξύ των υπεροξειδασών σημαντικό ρόλο παίζει η γλουταθειόνη-υπεροξειδάση η οποία είναι 
σε θέση να αδρανοποιεί τόσο το Η20 2 όσο και τα ποικίλα υδροϋπεροξείδια χρησιμοποιώντας σαν 
υπόστρωμα την αναχθείσα γλουταθειόνη (GSH):

2GSH +  Η20 2 GS - SG +  2Η20

ROOH* +  2GSH -> ROH +  GS - SG +  Η20

*  ROOH =  ter-butil-υδροϋπεροξείδιο, υδροϋπεροξείδιο του κομενίου, υδροϋπεροξείδιο του 
λινελαϊκού οξέος, υδροϋπεροξείδιο της προγεστερόνης κ.ά.

Η οξειδωθείσα γλουταθειόνη GS - SG επαναμετατρέπεται εν συνεχεία σε αναχθείσα 
γλουταθειόνη GSH εκ μέρους ενός άλλου ενζύμου, της αναγωγάσης της γλουταθειόνης της 
εξαρτώμενης από το NADPH:

GS - SG +  NADPH + Η* ->  2GSH +  NADP+

To NADPH προέρχεται από την οξείδωση της 6-Ρ-γλυκόζης εκ μέρους της γλυκόζης-6Ρ- 
αφυδρογονάσης.
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Η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης είναι ευρύτατα κατανεμημένη στα κύτταρα των θηλαστικών 
και είναι πιο ευέλικτο αποτοξινωτικό από την καταλάση. Αυτό αποδεικνύεται από το γεγονός πως 
άτομα που στερούνται γενετικά την καταλάση (ακαταλασαιμικοί) μπορούν να ζήσουν φυσιολογικά 
χάρη στην παρουσία της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης στα ερυθροκύτταρά τους. Η συγγενής 
έλλειψη της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης στα ερυθροκύτταρα προδιαθέτει αντιθέτως στην 
αιμολυτική αναιμία, ενώ η απουσία του ενζύμου αυτού στα αιμοπετάλια προξενεί την 
θρομβοκυττοπενία του Glanzmann148,172.

Η γλουταθειάνη υπεροξειδάση έχει μοριακό βάρος 84.000 D., αποτελείται από τέσσερις όμοιες 
υπομονάδες, κάθε μία από τις οποίες περιέχει ένα άτομο σεληνίου συνδεδεμένο ομοιοπολικά με το 
αποένζυμο ως σελήνιο-κυστεΐνη. Το σελήνιο είναι απαραίτητο για την δραστηριότητα του 
ενζύμου172,173.

5.3 Αμυντικοί παράγοντες ενάντια στο μονήρες οξυγόνο (Οξυγόνο Singlet)

Στην περίπτωση του μονήρους οξυγόνου η άμυνα είναι δύο κατηγοριών. Υπάρχουν κατά πρώτο 
λόγο συστήματα που εμποδίζουν την δημιουργία του και κατά δεύτερο λόγο συστήματα που 
εξουδετερώνουν την ενεργοποιημένη αυτή μορφή του.

Οι χρωστικές της επιδερμίδας, των λεπτών και των φτερών λειτουργούν σαν προστατευτικές 
ασπίδες απέναντι στο φως.

Τα καροτενοειδή που βρίσκονται στα φυτά αλληλεπιδρούν αποτελεσματικά με το μονήρες 
οξυγόνο. Η β-καροτίνη μπορεί να απενεργοποιήσει το οξυγόνο Singlet με εξαιρετικά μεγάλη 
ταχύτητα. Η διαδικασία περιορίζεται ουσιαστικά μόνο από την διάχυση148.

Η α-τοκοφερόλη (βιταμίνη Ε) καθώς και οι άλλες τοκοφερόλες έχουν αποτοξινωτική δράση 
έναντι του οξυγόνου Singlet. Αποτελούν δε, τα κύρια φυσικά αντιοξειδωτικά, ευρισκόμενες κυρίως 
στις κυτταρικές μεμβράνες.

Σε αντιδράσεις με ελεύθερες ρίζες οι τοκοφερόλες είναι δότες ηλεκτρονίων. Για παράδειγμα η 
οξείδωση με την ελεύθερη ρίζα διφαινυλ-πικρυλ-υδραζίνη (DPPH) καθαρών ή διαλυμένων 
τοκοφερολών, δίνουν χαρακτηριστικά σήματα καταγράψιμα με φασματοσκοπία ESR. Τα σήματα 
αυτά προκύπτουν από τις τοκοφερολικές ρίζες που δημιουργούνται από την απομάκρυνση ενός 
υδρογόνου από το υδροξύλιο της 6ης θέσης, και έχουν χρόνο ζωής σε θερμοκρασία δωματίου περίπου
1 Γί 147,148lUmin

5.4 Φυσικά και συνθετικά αντιοξειδωτικά

Η υπεροξείδιο-δισμουτάση, η καταλάση και οι υπεροξειδάσες, διατηρούν χαμηλά την 
συγκέντρωση της ρίζας υπεροξειδίου και του οξυγονούχου ύδατος. Για τον λόγο αυτό, τα εν λόγω 
ένζυμα αποτελούν την πρώτη γραμμή της άμυνας του οργανισμού.

Τα αντιοξειδωτικά λειτουργούν σαν δεύτερη γραμμή άμυνας μειώνοντας την βλάβη που 
προκαλείται από υδροξυλικές και άλλες ρίζες ενδογενούς και εξωγενούς προέλευσης. Αντιδρούν με 
τις ελεύθερες ρίζες και σχηματίζουν προϊόντα που διακόπτουν τις αλυσιδωτές ριζικές αντιδράσεις.
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Οι τοκοφερόλες - με πιο διαδεδομένη την α-τοκοφερόλη -, βρίσκονται κυρίως στις κυτταρικές 
μεμβράνες και αποτελούν τα κύρια φυσικά αντιοξειδωτικά174 175.

Τα συνθετικά αντιοξειδωτικά είναι συνθετικές ουσίες με αντιοξειδωτική δράση. 
Χρησιμοποιούνται συνήθως ως συντηρητικά για διατήρηση λιπών, ελαίων, κονσερβών, φαρμάκων, 
προστασία βιταμίνης C, Ε και άλλων ουσιών που οξειδώνονται εύκολα. Μερικές από τις συνήθεις 
αντιοξειδωτικές ουσίες είναι: Βουτυλικό υδροξυτολουένιο (ΒΗΤ), Βουτυλική υδροξυανισόλη (ΒΗΑ), 
Νορ-διυδρο-γουαιαρετικό οξύ (NDGA), Γαλλικό προπύλιο, Ν-Ν-δ«ραινυλ-Ρ-φαινυλενο-διαμίνη 
(DPPD), 6 -διυδροξυ, 1-4-διμεθυλκαρβαζόλη.

5.4 Υπεροξείδωση ακόρεστων λιπιδίων και αλλοιώσεις βιολογικών μεμβρανών

Το μοριακό οξυγόνο χρησιμοποιείται στις μεταβολικές αντιδράσεις κατά διάφορους τρόπους176: 
α) Στην οξείδωση των υδατανθράκων, λιπιδίων και μερικών αμινοξέων το μοριακό οξυγόνο δρα 

σαν τελικός αποδέκτης ηλεκτρονίων, αλληλεπιδρώντας με την κυττόχρωμο οξειδάση της 
μιτοχονδριακής αναπνευστικής αλυσίδας. Στην αντίδραση αυτή το οξυγόνο δημιουργεί νερό και δεν 
ενσωματώνεται στους ενδιάμεσους μεταβολίτες.

β) Το μοριακό οξυγόνο επεμβαίνει σε άλλες μεταβολικές αντιδράσεις αλληλεπιδρώντας 
απευθείας με μεταβολίτες, φάρμακα ή ξένες ουσίες. Αυτές οι αντιδράσεις καταλύονται από τις 
διοξυγενάσες που ενσωματώνουν δύο άτομα οξυγόνου και από τις μονοξυγενάσες που ενσωματώνουν 
στα υποστρώματά τους ένα μόνο άτομο οξυγόνου.

γ) Το μοριακό οξυγόνο στα βιολογικά συστήματα, μπορεί ακόμη να αλληλεπιδράσει με ουσίες 
που οξειδώνονται εύκολα, όπως τα ακόρεστα ακυλικά υπολείμματα των φωσφολιπιδίων.

Ο τύπος αυτός οξείδωσης των λιπιδίων πυροδοτείται από ελεύθερες ρίζες που μπορεί να 
παραχθούν από ορισμένες μεταβολικές αντιδράσεις, από εξωγενείς ουσίες και από ιονίζουσες 
ακτινοβολίες.

Υπάρχουν τέσσερις οικογένειες ακόρεστων λιπαρών οξέων, των οποίων οι τυπικοί 
αντιπρόσωποι είναι αντίστοιχα το παλμιτολεϊκό, το ολεϊκό, το λινολεϊκό και το λινολενικό οξύ. Τα 
δύο τελευταία δεν μπορούν να συντεθούν από τον οργανισμό μας και πρέπει συνεπώς να εισαχθούν 
με την διατροφή. Όλα τα άλλα μονο- και πολυακόρεστα αλειφατικά οξέα σχηματίζονται με βάση αυτά 
τα τέσσερα, με επιμήκυνση της αλυσίδας και δημιουργίας διπλών δεσμών (απαλειφατοποίηση ή 
ακορεστοποίηση). Στο παρακάτω σχήμα φαίνεται ο γενικός μηχανισμός της λιποϋπεροξείδωσης 
(Σχήμα 14).

κυκλικά υπεροξεΐδια και διάφορα προϊόντα 
αποσύνθεσης

Πολυακόρεστο λιπαρά οξύ 
Απόσπαση ενός ατόμου υδρογόνου

Ελεύθερη ρίζα του πολυακόρεστου 
λιπαρού οξέος

Συνεζευγμένο διένιο

Vπε ροξυλική ρίζα

υδροϋι ιεροξε (διο

Σχι̂ .ο 14 Α λ υ σ ίδ α  α ν σ δ ρ δ σ α ο ν ρ ιζ ώ ν
πην λιηιδική υηεροξαΙΟαχττ)
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5.5 Ενζυματική Λιποϋπεροξείδωση (Σχηματισμός Προσταγλανδινών)

Mux κατηγορία ενώσεων που προκύπτουν από λιποϋπεροξείδωση ακόρεστων λιπαρών οξέων 
είναι οι προσταγλανδίνες. Το εικοσιτριενικό οξύ είναι ο πρόδρομος των προσταγλανδινών PGEi και 
PGFia Το αραχιδονικό οξύ (ΑΑ) είναι ο πρόδρομος των PGE2 και PGF2a και το εικοσιπεντενεϊκό οξύ 
των PGE3 και PGF3a. Η σύνθεση των προσταγλανδινών καταλύεται από ένα σύμπλεγμα ενζύμων που 
βρίσκεται στις μεμβράνες των μικροσωμάτων και ονομάζεται Συνθετάση Προσταγλανδινών177'179.

Η αντίδραση ξεκινά με την απόσπαση ενός ατόμου υδρογόνου από τη θέση 13 της αλυσίδας του 
αραχιδονικού οξέος. Η ελεύθερη ρίζα που σχηματίζεται αντιδρά με μοριακό οξυγόνο και σχηματίζεται 
μια υπεροξυλική ρίζα. Η ρίζα αυτή κυκλοποιείται και σχηματίζεται ένα ενδοϋπεροξείδιο, που 
ονομάζεται PGG2. Το ένζυμο του συμπλέγματος προσταγλανδίνη-συνθετάση, που καταλύει την 
αντίδραση μέχρι τον σχηματισμό του ενδοϋπεροξειδίου PGG2, λέγεται κυκλοξυγονάση. Το 
ενδοϋπεροξείδιο PGG2, παρουσία γλουταθειόνης (GSH) μετατρέπεται σε PGH2 με τελικά προϊόντα 
τις προσταγλανδίνες PGE2 και PGF2a180. Η αντίδραση φαίνεται στο Σχήμα 15.

Σχήμα 15 Μηχανισμός βιοσύνθεσης προστανλανδ L νών

1. Ο ι Ελεύθερες Ρίζες Οξυγόνου στην ανθρώπινη φυσιοπαθολογία

Το ανθρώπινο είδος κατά την διάρκεια των ιστορικών χρόνων ήλθε κατά τρόπο έμμεσο σε 
επαφή με την χημεία των ελευθέρων ριζών του οξυγόνου. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί 
η βαλσάμωση πού είχε αναπτυχθεί στην αρχαία Αίγυπτο. Οι ομάδες των αιγυπτιακών ιερατείων είχαν 
ανακαλύψει διάφορες μεθόδους διατήρησης των νεκρών σωμάτων, μέσα στις συνταγές των οποίων 
περιεχονταν διάφορα έλαια και άλλα φυτικά εκχυλίσματα τα οποία λειτουργούσαν ως αντιοξειδωτικά. 
Τις τελευταίες δεκαετίες τα φαινόμενα της οξείδωσης τα σχετιζόμενα με τις διάφορες 
ενεργοποιημένες μορφές του οξυγόνου, έχει δειχθεί πως όχι απλώς συμμετέχουν, αλλά συχνά 
αποτελούν ένα από τα απαραίτητα κρίσιμα στάδια των διαδικασιών που οδηγούν στην δημιουργία 
ενός ευρύτερου φάσματος παθολογιών.

Λόγω της σπουδαιότητας αυτών των οξειδωτικών φαινομένων, αναπτύχθηκε ένας σημαντικός 
κλάδος της βιοχημείας και της παθοφυσιολογίας που ασχολείται με τα φαινόμενα αυτά και την 
επίδρασή τους στην γένεση και την εξέλιξη των ασθενειών, με αποτέλεσμα σήμερα να είναι γνωστά
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πολλά στοιχεία σχετικά με τις φυσικοχημικές ιδιότητες των ελευθέρων ριζών οξυγόνου. Έχει επίσης 
αναπτυχθεί ένας σημαντικός αριθμός τεχνικών, που επιτρέπουν τον ποιοτικό και ποσοτικό 
προσδιορισμό αυτών των εξαιρετικά δραστήριων και πολύ συχνά εξαιρετικά φευγαλέων χημικών 
οντοτήτων, τόσο in vitro όσο και in vivo181,182.

1.1 Παραγωγή ελευθέρων ριζών στον ανθρώπινο οργανισμό

Τα κύτταρα του ανθρώπινου οργανισμού μπορούν να παράγουν ελεύθερες ρίζες με πολλούς 
τρόπους.

Οι συχνότερες πηγές παραγωγής ελευθέρων ριζών στον ανθρώπινο οργανισμό φαίνονται στον 
παρακάτω πίνακα:

Ενδογενείς πηνέα ♦  Αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων στα μιτοχόνδρια
♦  Αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων στα μικροσωμάτια
♦  Αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων στους χλωροπλάστες
♦  Οξειδωτικά ένζυμα: Οξειδάση της ξανθίνης

Διοξυγονάση της τρυπτοφάνης 
Κυκλοξυγονάση 
Λιποξυγονάση 
Μονοαμινοξειδάσες

♦  Κύτταρα που φαγοκυττώνουν: Ουδετερόφιλα
Μονοκύτταρα και μακροφάγα 
Ενδοθηλιακά κύτταρα

♦  Αυτοξειδωτικές αντιδράσεις (π,χ. Fe2+, επινεφρίνη)

ΕΕωνενείς παράγοντες: ♦  Ουσίες ανακύκλωσης του Redox (π.χ. Paraquat, Diquat,
αλλοξάνη, δοξορουμπίνη )

♦  Οξειδώσεις φαρμάκων (π.χ. παρακεταμόλη)
♦  Κάπνισμα
♦  Ιονΐζουσα ακτινοβολία
♦  Ηλιακή ακτινοβολία
♦  Θερμικό shock
♦  Ουσίες που οξειδώνουν την γλουταθειόνη
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6.2 Κλινικές καταστάσεις στις οποίες εμπλέκονται ελεύθερες ρίζες οξυγόνο

Δράση σε πολλά όργανα 

Φλεγμονή -  ανοσολογική βλάβη 
Σπειραματονεφρίτιδα 
Αγγειίτιδα
Καταστάσεις ισχαιμίας-επαναιμάτωσης 
Αντιδράσεις από φάρμακα και τοξίνες 
Υπερβολική πρόσληψη σιδήρου 
Ιδιοπαθής αιμοχρωμάτωση 
Διαιτητική υπερπρόσληψη σιδήρου 
Θαλασσαιμία και άλλες χρόνιες αναιμίες 
Π ρω τοπαθής δράση σε ξεχω ριστά όργανα

Ερυθροκύτταρα

Τοξίκωση από φαινυλυδραζίνη 
Τοξίκωση από πριμακίνη 
Δηλητηρίαση από μόλυβδο 
Πρωτοπορφυρινική φωτο-οξείδωση 
Ελονοσία
Δρεπανοκυτταρική αναιμία 
Κυάμωση (Φαβισμός)
Αναιμία Fanconi

Καρδιά και αγγειακό σύστημα

Αλκοολική μυοκαρδιοπάθεια
Νόσος Keshay (ελλιπής πρόσληψη σεληνίου)
Αρτηριοσκλήρυνση
Τοξικότητα από δοξορουβισίνη

Διατροφικά ελλείμματα 
Ένδεια βιταμίνης Ε 
Αλκοολισμός 
Βλάβες από ακτινοβολία 
Γήρας
Διαταραχές από “πρώιμο γήρας” 
Ανοσολογική ανεπάρκεια των γερόντων 
Καρκίνος
Αμυλοειδείς νόσοι (Alzheimer) 

Π νεύμονας

Δράσεις του εισπνεόμενου καπνού
Εμφύσημα
Υπεροξία
Βρογχοπνευμονική δυσπλασία 
Οξειδωτικοί ρύποι
Σύνδρομο οξείας αναπνευστικής δυσχέρειας 
Πνευμονοκονίαση των μεταλλωρύχων 
Τοξικότητα από παρακουάτ

Ν εφ ροί

Νεφροτοξικότητα από αμινογλυκοσίδες 
Νεφροτοξικότητα από βαρέα μέταλλα 
Απόρριψη νεφρικού μοσχεύματος

Γαστρεντερικό σύστημα

Ηπατική βλάβη από ενδοτοξίνη 
Ηπατική βλάβη από τετραχλωράνθρακα 
Διαβητογόνος δράση της αλλοξάνης

Παγκρεατίτιδα από ελεύθερα λιπαρά οξέα
Βλάβες από δράση μη στεροειδών
αντιφλεγμονωδών φαρμάκων
Ο φθαλμοί
Καταρρακτογένεση

Ενδοφθάλμιες αιμορραγίες 
Αμφιβληστροειδοπάθεια των πρόωρων νεογνών 
Ακτινική αμφιβληστροειδοπάθεια

Α ρθροπάθειες 

Ρευματοειδής αρθρίτιδα

Κ εντρικό νευρικό σύστημα 

Χορήγηση υπερβαρικού οξυγόνου 
Νευροτοξίνες 
Γεροντική άνοια 
Νόσος του Πάρκινσον
Εγκεφαλικές βλάβες της υπέρτασης, 
εγκεφαλικό τραύμα
Κηροειδής λιποφουσκίνωση των νευρώνων 
Αλλεργική εγκεφαλομυελίτις και άλλες 
απομυελινωτικές νόσοι
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6 3  Ενδοκυτταρικές και εξωκυτταρικές αντιοξειδωτικές άμυνες του ανθρώπινου οργανισμού

Στο εσωτερικό των κυττάρων οι αντιοξειδωτικές άμυνες αντιπροσωπεύονται ευρέως από 
εξειδικευμένες ενζυμικές πρωτεΐνες όπως είναι η υπεροξειδιοδισμουτάση (SOD) και η γλουταθειόνη- 
υπεροξειδάση. Ωστόσο στο πλάσμα όπως επίσης και στο αρθρικό υγρό η συγκέντρωση της 
υπεροξειδιοδισμουτάσης είναι πάρα πολύ μικρή ενώ η καταλάση και η γλουταθειόνη-υπεροξειδάση 
είναι ουσιαστικά ανύπαρκτες. Στα εν λόγω εξωκυττάρια υγρά λειτουργούν άλλα μόρια ως 
αντιοξειδωτικοί παράγοντες. Τα μόρια αυτά φαίνονται αναλυτικά στον παρακάτω πίνακα183,184:

♦  Τρανσφερρίνη - Λακτοφερίνη:
Ενσωματώνουν τον σίδηρο και σταματούν ή επιβραδύνουν την καταλυτική του συμμετοχή σε 

αντιδράσεις Haber-Weiss που οδηγούν σε λιπούπεροξείδωση και φαύλους οξειδωτικούς κύκλους.

♦  Σερουλοπλασμίνη:
Οξειδώνει τον δισθενή σίδηρο προς τρισθενή χωρίς να απελευθερώνει στο αιματικό πλάσμα 

ελεύθερες ρίζες οξυγόνου. Αναστέλλει την λιποϋπεροξειδωτική δράση του σιδήρου και του χαλκού. 
Αντιδρά επίσης στοιχειομετρικά με το ανιόν υπεροξειδίου, χωρίς ωστόσο η δράση της αυτή να 
θεωρείται ιδιαίτερα σημαντική. Ένα μεγάλο μέρος της αντιοξειδωτικής δράσης του ανθρώπινου 
αιματικού πλάσματος οφείλεται στην σερουλοπλασμίνη.

♦  Λευκωματίνη:
Ενσωματώνει τον χαλκό ισχυρά και τον σίδηρο με ασθενή τρόπο. Η συγκέντρωση στο πλάσμα 

είναι υψηλή (50-60 mgr/ml). Ο χαλκός που ενσωματώνεται στην λευκωματίνη μπορεί να συμμετάσχει 
σε αντιδράσεις Fenton, αλλά οι σχηματιζόμενες οξειδωτικές ρίζες υδροξυλίου εξουδετερώνονται από 
την ίδια την λευκωματίνη και έτσι δεν διαφεύγουν στο περιβάλον μέσο. Η δράση αυτή 
αντιπροσωπεύει μία βιολογικώς μη σημαντική εξειδικευμένη αντίδραση. Η λευκωματίνη θεωρείται ως 
“αυτοθυσιαζόμενος” αντιοξειδωτικός παράγοντας.

♦  Απτοσφαιρίνη:
Ενσωματώνει την ελεύθερη αιμοσφαιρίνη και την αίμη.

♦  Αιμοσφαιρίνη και Μεθαιμοσφαιρίνη:
Είναι ισχυρότατες υπεροξειδάσες και μπορούν να επιταχύνουν την λιπούπεροξείδωση. Η 

ενσωμάτωση μπορεί να παρεμποδίσει την υπεροξειδασική τους δράση. Η απτοσφαιρίνη μπορεί να 
εμποδίσει την οξείδωση του διμεθυλσουλφοξειδίου εκ μέρους της αιμοσφαιρίνης.

♦  Ουοικό οΕύ:
Αναστέλλει την λιπούπεροξείδωση και εξουδετερώνει τις ελεύθερες ρίζες. Η ικανότητά του να 

δεσμεύει ισχυρά τον σίδηρο και τον χαλκό αντιπροσωπεύουν ένα σημαντικό τμήμα του 
αντιοξειδωτικού του ρόλου.

♦  Γλυκόζη:
Εξουδετερώνει τις ελεύθερες ρίζες. Συμπεριφέρεται χημικά, ως προς την εκκαθαριστική της 

ιδιότητα, κατά ανάλογο τρόπο με την μαννιτόλη. Η φυσιολογική της αιματική συγκέντρωση είναι ίση 
περίπου προς 4,5 mmol αμέσως μετά από ένα γεύμα πλούσιο σε υδατάνθρακες.

♦  Βιταμίνη Ε :
Λειτουργεί ως ισχυρό αντιοξειδωτικό διακόπτοντας τις αλυσιδωτές αντιδράσεις ελευθέρων ριζών 

παγιδεύοντας τις υπερόξυ- και άλλες ρίζες. Η βιταμίνη Ε είναι το σπουδαιότερο, αλλά όχι το
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μοναδικό, μέσο του ανθρώπινου αιματικού πλάσματος. Τα υπόλοιπα αντιοξειδωτικά που 
προαναφέρθηκαν λειτουργούν στην υδατική φάση.

♦  Ασκορβικό ο£ύ (βιταμίνη Ο
Η ενζυμική εξουδετέρωση του ανιόντος υπεροξειδίου του οξυγόνου όπως επίσης και του 

υπεροξειδίου του υδρογόνου στο εσωτερικό των κυττάρων είναι σημαντική, αν λάβουμε υπ' όψιν μας 
ότι ο ελεύθερος σίδηρος πού βρίσκεται εκεί αποτελεί μία διαρκή πηγή ενεργοποιημένων μορφών 
οξυγόνου. Πάντως, στα εξωκυττάρια υγρά η μεγαλύτερη γραμμή άμυνας εναντίον των οξειδωτικών 
παραγόντων αντιπροσωπεύεται από μόρια που εμποδίζουν τον σίδηρο να ελευθερωθεί και να 
συμπεριφερθεί σαν εκλυτικός παράγοντας ελευθέρων ριζών, ερμηνεύοντας έτσι και την λειτουργία 
της περίσσειας της τρανσφερρίνης στο αίμα.

Έτσι, το ουρικό οξύ, η λευκωματίνη, η απτογλοβίνη και η αιμοπυξίνη εμφανίζουν 
αντιοξειδωτική συμπεριφορά η οποία οφείλεται πιθανώς στην ιδιότητά τους να δεσμεύουν διάφορα 
μέταλλα ικανά να καταλύσουν αντιδράσεις ελευθέρων ριζών στο αιματικό περιβάλον184,185.

Η σερουλοπλασμίνη, ένας σημαντικός εξωκυττάριος αντιοξειδωτικός παράγοντας, έχει την 
ιδιότητα να οξειδώνει τον δισθενή σίδηρο προς τρισθενή ο οποίος μπορεί υπό την μορφή αυτή να 
ενσωματωθεί στην τρανσφερίνη, όπως επίσης και κάθε άτομο σιδήρου που κινητοποιείται από την 
πλασματική φερριτίνη186.

Εδώ όμως δημιουργείται το ερώτημα: Για ποιους λόγους τα εξωκυττάρια υγρά διαθέτουν 
αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς διαφορετικούς από εκείνους που υπάρχουν στο εσωτερικό των 
κυττάρων; Αυτή η διαφορά φαίνεται να βασίζεται στον λειτουργικό ρόλο που παίζουν το ανιόν 
υπεροξειδίου όπως επίσης και το υπεροξείδιο του υδρογόνου στο εξωκυττάριο περιβάλλον. Όταν τα 
διάφορα φαγοκύτταρα ενεργοποιούνται, εμφανίζουν το φαινόμενο της εκρηκτικής αναπνοής με 
αποτέλεσμα να απελευθερώνουν στο άμεσο περιβάλλον τους μικρές ποσότητες ανιόντος υπεροξειδίου 
και υπεροξειδίου του υδρογόνου τα οποία φαίνεται να παίζουν τον ρόλο χρήσιμων μηνυμάτων που 
ανταλλάσσουν μεταξύ τους τα κύτταρα που συμμετέχουν στις φλεγμονώδεις διαδικασίες. Για 
παράδειγμα το ανιόν υπεροξειδίου συμμετέχει στην χημειοταξία που επάγεται από το λευκοτριένιο Β4 
στα πολυμορφοπύρηνα λευκά, ενώ το υπεροξείδιο του υδρογόνου φαίνεται να παίζει ένα σημαντικό 
ρολο στην αιμοπεταλιακή ενεργοποίηση όπως επίσης και άλλες ελεύθερες ρίζες ’ . Συνεπώς ο 
οργανισμός πρέπει, από την μια πλευρά, να επιτρέψει την εκπομπή σε μικρές ποσότητες των 
χρησίμων μορφών ενεργοποιημένου οξυγόνου, αλλά πρέπει ταυτοχρόνως να εξασφαλίσει την μη 
παραγωγή καταστροφικών οξειδωτικών ριζών υδροξυλίου και για τον λόγο αυτό επιλέγει την 
στρατηγική αποκλεισμού του σιδήρου και άλλων βαρέων μετάλλων ικανών να καταλύσουν την 
αντίδραση Haber-Weiss η οποία παράγει ΟΗ· από 0 2' και Η2θ 2·

Ωστόσο υπάρχουν μερικά εξωκυττάρια υγρά τα οποία είναι φτωχά σε μεταλλοδεσμευτικά 
αντιοξειδωτικά. Το εγκεφαλονωτιαίο υγρό, για παράδειγμα, έχει ελάχιστη ή και μηδενική 
σιδηροδεσμευτική ικανότητα, ενώ ο εγκέφαλος είναι πλούσιος σε σίδηρο.

Όταν ο εγκεφαλικός ιστός θραύεται, υφίσταται μια ταχεία λιποϋπεροξείδωση, ίσως επειδή τα 
μέταλλα που απελευθερώνονται από τα κύτταρα δεν απομακρύνονται με ασφαλή τρόπο184,186,189. Ο 
σίδηρος είναι στενά συνδεδεμένος με διάφορες νευρολογικές λειτουργίες χωρίς ωστόσο να έχουμε μια 
ακριβή γνώση των διαφόρων αλληλεπιδράσεων που προκαλεί στο εσωτερικό των νευρικών 
κυττάρων189. Η υψηλή περιεκτικότητα του εγκεφάλου σε λιπίδια καθιστά το όργανο αυτό ιδιαίτερα 
τρωτό στις δράσεις των ελευθέρων ριζών που δύνανται να παραχθούν από αντιδράσεις Haber-Weiss 
που λαμβάνουν χώρα όταν έχουμε απελευθέρωση σιδήρου λόγω τραυματισμών, αγγειακής 
καταστροφής ή ισχαιμικων φαινομένων .
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6.4 Το φάσμα των παθολογικών καταστάσεων

Κατά την διάρκεια της τελευταίας εικοσιπενταετίας η έρευνα επί θεμάτων ιστικής καταστροφής 
αποκάλυψε έναν μεγάλο αριθμό ενδείξεων ότι η ενεργοποίηση του οξυγόνου και η γένεση ελευθέρων 
ριζών αποτελούν φαινόμενα συσχετιζόμενα στενά με την εξέλιξη πολλών παθολογιών181,183·190'195.
6.4.1 Φλεγμονώδες παθήσεκ

Ο ερεθισμός των πολυμορφοπύρηνων λευκοκυττάρων εκ μέρους πολλών ενεργοποιητικών 
ουσιών παράγει συν τοις άλλοις και ενεργοποιημένες μορφές οξυγόνου όπως το υπεροξείδιο του 
οξυγόνου και το ανιόν του υπεροξειδίου (0*2). Σήμερα θεωρείται ότι οι οξειδωτικές διαδικασίες που 
σχετίζονται με την ενεργοποίηση των πολυμορφοπύρηνων λευκοκυττάρων και την εντατικοποίηση 
της λειτουργίας των διαφόρων κλάδων της αραχιδονικής οδού στο εσωτερικό τους, είναι υπεύθυνες 
για την πλειοψηφία των βλαβερών φαινομένων που συνοδεύουν την εξέλιξη της φλεγμονής και 
οδηγούν σε καταστροφή των ιστών του σώματος, στους οποίους συναθροίζονται μεγάλοι αριθμοί 
ενεργοποιημένων πολυμορφοπύρηνων και άλλων “ επαγγελματικών” φαγοκυττάρων. Αυτές οι 
οξειδωτικές διαδικασίες βλάπτουν σημαντικά τα ενδοθήλια των τριχοειδών αγγείων και γενικότερα 
της μικροκυκλοφορίας (αρτηριόλια και φλεβίδια) όλων των οργάνων που εμφανίζουν φλεγμονή, 
οδηγώντας στις διάφορες εικόνες της ανθρώπινης φλεγμονώδους-ανοσολογικής παθολογίας και στις 
συνθήκες που παράγονται στα πειραματικά μοντέλα της φλεγμονής191,196,197.

Η μελέτη της φλεγμονής των αρθρώσεων στα διάφορα είδη αρθρίτιδας έχει φωτίσει μέχρι 
σήμερα αρκετά σημεία της αλληλεπίδρασης μεταξύ των φαινομένων φλεγμονώδους παραγωγής 
ενεργοποιημένων μορφών οξυγόνου και ιστικής βλάβης184,198,199.

Η φλεγμονή των αρθρώσεων είτε αυτή προκαλείται από ανοσοσυμπλέγματα, είτε από 
βακτηριακά προϊόντα είτε από κρυστάλλους, ξεκινά από την τοπική ενεργοποίηση των 
πολυμορφοπύρηνων λευκοκυττάρων από τους προαναφερθέντες παράγοντες, με άμεση συνέπεια την 
παραγωγή ελευθέρων ριζών. Το υαλουρονικό οξύ καταστρέφεται βραδέως από τις ελεύθερες ρίζες, 
όπως συμβαίνει και με διάφορα πρωτεογλυκάνια, ίνες κολλαγόνου και ελαστίνης183. Χαρακτηριστικό 
είναι το γεγονός ότι οι διάφορες περιπτώσεις χρόνιων φλεγμονών και καταστροφής του DNA που 
συνοδεύουν τις αυτοάνοσες παθήσεις αλλά και η πρωταρχική ενεργοποίηση των λεμφοκυττάρων Τ 
που οδηγεί τους υποπληθυσμούς τους να πολλαπλασιάζονται για να αντιμετωπίσουν τον 
συγκεκριμένο εισερχόμενο κίνδυνο, σχετίζονται στενά με την διατήρηση των συγκεντρώσεων των 
ελευθέρων ριζών σε ψηλά επίπεδα191,200,201. Δεν υπάρχουν διαθέσιμες αποδείξεις που να δείχνουν ότι 
αντιοξειδωτικά συμπληρώματα διατροφής μπορούν να “ανακουφίσουν” τον πάσχοντα από αρθρίτιδα. 
Παρ’ όλα αυτά, σε μελέτη των επιπέδων της βιταμίνης Ε στο υγρό του αρθρικού υμένα ασθενών με 
ρευματοειδή αρθρίτιδα, βρέθηκε ότι αυτά είναι σημαντικά ελαττωμένα σε σχέση με εκείνα υγιών 
ατόμων202. Σε μία άλλη μελέτη βρέθηκε ότι χαμηλά επίπεδα βιταμίνης Ε, β-καροτένιου και σεληνίου 
σχετίζονται με αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης ρευματοειδούς αρθρίτιδας203. Ακόμη βρέθηκε ότι τα 
επίπεδα της γλουταθειόνη-υπεροξειδάσης και του σεληνίου είναι ελαττωμένα στο αίμα ασθενών με 
ρευματοειδή αρθρίτιδα204.

6.4.2 Αυτοάνοσα νοσήματα
Τα αυτοάνοσα νοσήματα αποτελούν μία μεγάλη κατηγορία νοσημάτων τα οποία φαίνεται να 

έχουν κάποιες κοινές βάσεις και κατά τις οποίες εκδηλώνεται μία σοβαρή διαταραχή στις λειτουργίες 
του ανοσοποιητικού συστήματος, χαρακτηριζόμενη ως αυτοανοσία. Το ανοσοποιητικό σύστημα 
αναπτύσσεται σταδιακά μέσα στα πρώτα χρόνια της παιδικής ηλικίας συσσωρεύοντας διαρκώς 
πληροφορίες σχετικές με την φύση της ταυτότητας των διαφόρων τμημάτων του σώματος και 
συνεπώς είναι ένα σύστημα που η διάρθρωση και η λειτουργία του έχει “γνωστικά” και “μαθησιακά”
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χαρακτηριστικά, χωρίς ωστόσο η “ μάθηση” εν προκειμένω να έχει τους χαρακτήρες της νευρολογικής 
μαθήσεως που βασίζεται σε συναπτικά φαινόμενα και σε αλληλεπιδράσεις νευρωνικών κυκλωμάτων 
με σταθερές ανατομικές θέσεις. Αν και δεν γνωρίζουμε ακριβώς με ποιόν τρόπο το ανοσοποιητικό 
σύστημα “μαθαίνει” τα χαρακτηριστικά του σώματος φαίνεται ωστόσο ότι τα χαρακτηριστικά αυτά 
δηλώνονται από κάθε κύτταρο μέσω ειδικών πρωτεϊνικών σημάτων τα οποία λειτουργούν ως 
διακριτικά που δηλώνουν ότι ένα κύτταρο ανήκει στον εν λόγω οργανισμό. Τα διακριτικά αυτά 
φαίνεται να συσχετίζονται με το λεγόμενο “Μέγιστο Σύμπλοκο Ιστοσυμβατότητας” . Συνεπώς 
οποιοσδήποτε οργανισμός εξωγενούς προέλευσης βρεθεί στην ακτίνα εποπτείας των ανοσολογικών 
κυττάρων χωρίς να διαθέτει τα διακριτικά του οργανισμού θα καταστραφεί ταχέως από τα 
λευκοκύτταρα και τα στοιχεία που τον συναποτελούν θα αρχειοθετηθούν στις μνημονικές αποθήκες 
του ανοσοποιητικού συστήματος που είναι τα Τ λεμφοκύτταρα.

Συμβαίνει όμως τα κύτταρα αυτού καθ' αυτού του οργανισμού για λόγους τόσον ενδογενείς όσο 
και εξωγενείς να υφίστανται ποικίλες μεταλλάξεις με αποτέλεσμα κάποια στιγμή να κωδικοποιούν 
πρωτεΐνες οι οποίες διαφέρουν από τις πρωτεΐνες αναγνώρισης του σώματος. Επειδή τα μεταλλαγμένα 
κύτταρα συχνά εκτρέπονται από την φυσιολογική τους λειτουργία και παρασιτούν εις βάρος του 
οργανισμού, το ανοσοποιητικό σύστημα τα αναγνωρίζει και τα καταστρέφει. Η μεγαλύτερη και πλέον 
επικίνδυνη εκτροπή είναι η καρκινική εξαλλαγή. Ένα ανοσοποιητικό που λειτουργεί κανονικά 
διακρίνει τα καρκινικά κύτταρα και τα φαγοκυτταρώνει μη επιτρέποντάς τα να δώσουν γένεση σε 
όγκο και σε μεταστατική διασπορά.

Η εφαρμογή των αντιοξειδωτικών είναι ικανή να επιφέρει, σε θεωρητικό πλαίσιο, μια ύφεση της 
φλεγμονώδους διαδικασίας μόνον όταν τα αντιοξειδωτικά μπορούν να χορηγούνται επί μακρό 
χρονικό διάστημα και σε υψηλές δόσεις. Σε μικρές δόσεις τα αντιοξειδωτικά τελικού σταδίου, δηλαδή 
οι εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών, είναι πιθανώς επιβλαβή, διότι μπορούν να μετατραπούν σε 
υποστρώματα για την αντίδραση Haber-Weiss εφ' όσον ανάγουν τον σίδηρο και του δίνουν έτσι την 
δυνατότητα να παράγει καταλυτικά ελεύθερες ρίζες. Η εφαρμογή των αντιοξειδωτικών τελικού 
σταδίου θα μπορούσε να λειτουργήσει ικανοποιητικά με την παράλληλη χορήγηση χολικών 
δεσμευτών των μετάλλων μεταπτώσεως, οι οποίοι δεσμεύοντας τον σίδηρο θα ήταν σε θέση να 
αποκλείσουν εντελώς αντιδράσεις παραγωγής ελευθέρων ριζών του τύπου Haber-Weiss. Η εφαρμογή 
μιας αντιφλεγμονώδους αγωγής βασιζόμενης σε αναστολείς της κυκλοξυγονάσης καθώς και η 
προσθήκη στην διατροφή λιπαρών οξέων προερχομένων από ιχθυέλαια, θα μείωνε περαιτέρω την 
αντιδραστικότητα της αραχιδονικής οδού και την ένταση των βλαβών.

6.4.3 Γεροντική ανοσολονική ανεπάρκεια
Με την αύξηση της ηλικίας αυξάνονται και οι αντιδράσεις των ελευθέρων ριζών ενώ μειώνονται 

οι αντιοξειδωτικές άμυνες205. Έ χει δειχθεί ότι η προσθήκη μερικών αντιοξειδωτικών όπως το 
ασκορβικό οξύ, η α-τοκοφερόλη, το ιχνοστοιχείο σελήνιο, ο ψευδάργυρος και ο χαλκός ενισχύουν την 
αντιοξειδωτική άμυνα των ανοσοκυττάρων ενδυναμώνοντας τις ανοσολογικές τους αντιδράσεις.

Ακόμη, μετρήσεις των επιπέδων των ενδογενών αντιοξειδωτικών, όπως η γλουταθειόνη- 
υπεροξειδάση, δείχνουν μείωσή τους με την αύξηση της ηλικίας, γεγονός που συνηγορεί υπέρ της 
εμπλοκής αυτής της μείωσης σε παθολογικές καταστάσεις που σχετίζονται με το γήρας206.

6.4.4 Ισχαιμία - Επαναιμάτωση
Οι παθολογικές καταστάσεις που προκαλούνται από ισχαιμία, από ανεπαρκή δηλαδή αιμάτωση 

και συνακολούθως οξυγόνωση των ιστών αντιπροσωπεύουν το μεγαλύτερο αίτιο θανάτου στον 
βιομηχανοποιημένο κόσμο με υψηλό επίπεδο ζωής.
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Η μεθοδική ανάλυση αυτής της αντιστοιχίας έδειξε ότι η πειραματική ισχαιμία αυτή καθαυτή 
πολλές φορές είναι δυνατόν να διαρκέσει επί αρκετό χρόνο χωρίς το όργανο να υποστεί μη 
αντιστρέψιμες βλάβες των δομών και των λειτουργιών του. Τα μεγάλα προβλήματα προκύπτουν 
αμέσως μόλις αποκατασταθεί η επανατροφοδοσία του οργάνου είτε από την κανονική του οδό είτε 
από την παράπλευρη κυκλοφορία του. Ενώ δηλαδή οι πειραματιστές περίμεναν την πλήρη ανάνηψη 
του οργάνου μετά την αποκατάσταση της κυκλοφορίας του, παρατηρήθηκε ότι πολλές βλάβες 
εγκαθίσταντο ακριβώς την στιγμή της επαναιμάτωσης και συνεπώς της επανοξυγόνωσης. Για τον 
λόγο αυτό χρησιμοποίησαν τον όρο “ βλάβη από επανακυκλοφορία” ή “παράδοξο του 
οξυγόνου”207,208. Για να μπορέσουν να ερμηνεύσουν την βλάβη από την επανακυκλοφορία 
χρησιμοποίησαν την υπόθεση της δημιουργίας ελευθέρων ριζών οξυγόνου και πράγματι οι ισχαιμικές 
συνθήκες μπορούν να λειτουργήσουν ως συνθήκες ικανές να ευνοήσουν την εκρηκτική παραγωγή 
ενεργοποιημένων μορφών οξυγόνου, όταν το οξυγόνο επαναχορηγηθεί στο ισχαιμούν σύστημα.

Η θεωρία ότι οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου ευθύνονται για την παρατηρούμενη βλάβη 
δοκιμάστηκε σε μία σειρά επιτυχών πειραμάτων τα οποία έδωσαν σημαντικά αποτελέσματα209. Σε 
μελέτες πειραματικής ισχαιμίας που αφορούσε το έντερο γάτας βρέθηκε ότι η ενδοφλέβια χορήγηση 
του ενζύμου υπεροξείδιο δισμουτάσης (SOD) προστάτευε τους θίγόμενους ιστούς σε υψηλό βαθμό 
έναντι της αυξήσεως της διαβατότητας των ενδοθηλιακών μεμβρανών των τριχοειδών αγγείων, η 
οποία παρατηρείτο στους μάρτυρες των πειραμάτων ισχαιμίας-επαναιμάτωσης209.

Ήδη από τα πρώτα πειράματα και γενικά από διάφορες αναφορές είχε δειχθεί ότι η 
αλλοπουρινόλη παρείχε προστασία έναντι της ισχαιμικής βλάβης ή του αιμορραγικού shock2'0,211. 
Δοθείσης της παρατηρήσεως αυτής έγινε η υπόθεση ότι η οξειδάση της ξανθίνης (XOD) έπρεπε να 
ενεπλέκετο κατά έναν τρόπο στις βλάβες τις προερχόμενες από την επανοξυγόνωση των 
ισχαιμούντων ιστών. Η οξειδάση της ξανθίνης αποτελεί την πρώτη αναφερθείσα βιολογική πηγή ρίζας 
ανιόντος υπεροξειδίου (OV) και ως ένζυμο είναι ευρέως κατανεμημένο και υψηλώς συγκεντρωμένο 
στους ιστούς του ήπατος και του πεπτικού212. Ωστόσο το ένζυμο αυτό, ευθύς μόλις παραχθεί από τα 
ριβοσώματα, και πριν υποστεί άλλες μεταβολές, λειτουργεί ως αφυδρογονάση και όχι σαν οξειδάση 
του αντίστοιχου υποστρώματος. Η αφυδρογονασική παραλλαγή του, δηλαδή η ξανθίνη- 
αφυδρογονάση, αναφέρεται και ως μορφή D, η δε λειτουργία της συνίσταται στο να μεταφέρει 
ηλεκτρόνια στην ισοκιτρική αφυδρογονάση και όχι στο μοριακό οξυγόνο. Έτσι, η ξανθίνη 
αφυδρογονάση δεν είναι σε θέση να παράγει ελεύθερες ρίζες ανιόντος υπεροξειδίου213. Στους υγιείς 
ιστούς το 90% της δραστηριότητας αυτού του ενζύμου αντιπροσωπεύεται από την μορφή D. Αν όμως 
η εν λόγω ενζυμική μορφή υποστεί 1) την δράση κάποιων ήπιων οξειδωτικών με αποτέλεσμα την 
οξείδωση των σουλφυδρυλικών ομάδων της ή 2) μία περιορισμένη πρωτεόλυση, τότε μετατρέπεται 
από αφυδρογονάση σε οξειδάση της ξανθίνης, λαμβάνοντας την λεγάμενη μορφή Ο (από το oxidase).

Μία πειραματική επιβεβαίωση του θεωρητικού αυτού σχήματος δόθηκε κατ' αρχάς από 
πειράματα που αφορούσαν ισχαιμία και επαναιμάτωση του εντέρου γάτας. Σε ένα μοντέλο 
συνιστώμενο σε μερική απόφραξη των μεσεντέριων αρτηριών για 30 λεπτά, η ενδοφλέβια χορήγηση 
διαλυμάτων υπεροξείδιο δισμουτάσης μείωσε κατά πολύ τις ενδοθηλιακές αλλοιώσεις των τριχοειδών 
αγγείων που εμφανιζόταν στους μάρτυρες μετά την επαναιμάτωση, όπως έχει ήδη αναφερθεί2'6. Σε 
μια παραλλαγή του ίδιου μοντέλου, στην οποία η χρονική διάρκεια της ισχαιμίας ήταν τρεις ώρες 
(παρατεινόμενη ισχαιμία) η υπεροξείδιο δισμουτάση προσέφερε εξαιρετική υψηλή προστασία σε 
σχέση με τους μάρτυρες214'217.

Η χορήγηση στα πειραματόζωα αλλοπουρινόλης - η οποία είναι αναστολέας της οξειδάσης της 
ξανθίνης - παρείχε επίσης προστασία από τις βλάβες της επανοξυγόνωσης. Η μετατροπή της
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αφυδρογονάσης της ξανθίνης σε οξειδάση λόγω ισχαιμίας αποδείχθηκε ότι λαμβάνει χώρα τόσο στο 
έντερο όσο και σε άλλα όργανα των επιμύων218. Σε παρασκεύασμα απομονωμένης καρδιάς επίμυος in 
vitro δείχθηκε ότι η κυτταροπλασματική αύξηση του ασβεστίου είναι ικανή να πυροδοτήσει την 
μετατροπή της ξανθίνης αφυδρογονάσης προς οξειδάση σε καταστάσεις ενεργειακής εκπτώσεως ή 
υποξίας, όπως ακριβώς προβλέπεται από την θεωρητική προσέγγιση. Τα γενικά σημεία της όλης 
θεωρίας, έχουν επαληθευθεί σε διάφορα μοντέλα πολλών οργάνων προερχομένων από μία ποικιλία 
ειδών. Μέσα σ' αυτά περιλαμβάνονται το ήπαρ και το δέρμα του επίμυος, η καρδιά, ο σκελετικός μυς 
και το πάγκρεας των σκυλιών219'223.

Στην απομονωθείσα in vitro καρδιά του επίμυος πραγματοποιήθηκε μία ισχυρότατη επαλήθευση 
της υπόθεσης της ξανθίνης οξειδάσης224. Στα πειράματα αυτά οι απομονωθείσες καρδιές, μετά την 
ανάρτησή τους, αφέθηκαν να πάλλουν ελευθέρως διαβρεχόμενες από ένα οξυγονωμένο ρυθμιστικό 
διάλυμα που περιείχε γλυκόζη, επί μία εξισορροπιστική περίοδο διάρκειας 15 λεπτών.

Κατόπιν οι καρδιές διαβράχησαν επί 40 λεπτά από ένα ανοξικό ρυθμιστικό διάλυμα γλυκόζης, 
για να επιτευχθεί η κατάσταση της πλήρους ισχαιμίας και της ενεργειακής έκπτωσης. Αμέσως μετά 
την πάροδο της σαραντάλεπτης ισχαιμίας οι καρδιές επανατροφοδοτούντο με το αρχικό οξυγονωμένο 
διάλυμα και μετά πάροδο ενός λεπτού γινόταν διαδοχικοί προσδιορισμοί της κρεατινίνης - 
φωσφοκινάσης στο υγρό που είχε διέλθει από το μυοκάρδιο. Η συγκέντρωση της φωσφοκινάσης 
ανέρχετο σε μία μέγιστη τιμή μετά την πάροδο δύο περίπου λεπτών από την επανοξυγόνωση και 
ελαττωνόταν βραδέως επί δέκα συνολικά λεπτά από την έναρξή της. Η προσθήκη στο διάλυμα 
υπεροξείδιο δισμουτάσης, καταλάσης ή αναστολέων της οξειδάσης της ξανθίνης (αλλοπουρινόλη ή 
πτεριναλδεΰδη), μείωνε σε υψηλότατο ποσοστό την απελευθέρωση της κρεατινίνης - φωσφοκινάσης 
παρέχοντας προστασία της τάξεως του 87% στο σύνολο των πειραμάτων225.

Ο υψηλός βαθμός προστασίας που επιτυγχάνεται από τους ενζυμικούς εκκαθαριστές του 
ανιόντος υπεροξειδίου και του υπεροξειδίου του υδρογόνου μας υπογραμμίζει τον βασικό ρόλο που 
παίζουν για την πραγματοποίηση της βλάβης οι δύο αυτές μορφές ενεργοποιημένου οξυγόνου. Η 
προστασία που παρέχει η SOD φθάνει ένα μέγιστο του 77%, ενώ η προσθήκη της καταλάσης 
βελτιώνει λίγο περισσότερο την κατάσταση. Ίσως η συνολική βλάβη να οφείλεται σε ένα μεγάλο 
ποσοστό στο Η2θ 2 και σε ένα τρίτο ποσοστό στην ανάπτυξη ριζών Ο Η \ οι οποίες για να παραχθούν 
απαιτούν την ταυτόχρονη παρουσία 0 '2· και Η2Ο2 όπως επίσης και σιδήρου226. Η προστασία του 
μυοκαρδίου από την αλλοπουρινόλη δεικνύει ότι η οξειδάση της ξανθίνης υπεισέρχεται κατά 
καθοριστικό τρόπο στην παραγωγή των ζημιογόνων ελευθέρων ριζών του οξυγόνου.

6.4.5 Α ρτη ριοσ κλή ρω ση  - Κ α ρδιοα γγεια κ ές π αθήσεις

Οι αρτηριοσκληρυντικές βλάβες τείνουν να σχηματισθούν σε εκείνες τις περιοχές του αγγειακού 
συστήματος οι οποίες υπόκεινται σε διάφορους τραυματισμούς, συχνά μηχανικής αιτιολογίας. Οι 
βλάβες αυτές ωστόσο, μπορούν να ξεκινήσουν και να επαυξηθούν από ουσίες οι οποίες προκαλούν 
ερεθισμό στο αρτηριακό τοίχωμα. Μία σταθερή πηγή παραγωγής ερεθιστικών ουσιών 
αντιπροσωπεύεται από τις αντιδράσεις του μοριακού οξυγόνου, ή των ενεργοποιημένων μορφών του, 
με τα πολυακόρεστα λιπίδια που κυκλοφορούν στο πλάσμα ή που βρίσκονται στα κύτταρα του 
αγγειακού τοιχώματος. Τα προϊόντα της οξείδωσης συμπεριλαμβάνουν μεταξύ των άλλων 
υπεροξείδια, όπως επίσης και βαρύτερα μόρια προκύπτοντα από τις αντιδράσεις οξειδωτικού 
πολυμερισμού ριζών λιπιδίων, πρωτεϊνών και άλλων οργανικών ουσιών. Τα προϊόντα αυτά 
παράγονονται σε αξιοσημείωτες ποσότητες ώστε να συνεισφέρουν σημαντικά στην διαδικασία 
δημιουργίας της αρτηριοσκλήρωσης. Επιπλέον ελεύθερες ρίζες οξυγόνου μπορούν να παραχθούν από
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την ενεργοποίηση των πολυμορφοπύρηνων και των αιμοπεταλίων συμμετέχοντας έτσι στον ερεθισμό 
του αγγειακού τοιχώματος . Έχει ακόμη δειχθεί ότι οι λιποπρωτεΐνες χαμηλού μοριακού βάρους 
(LD L) οι οποίες ενοχοποιούνται για την εναπόθεση της χοληστερίνης στους ιστούς πρέπει να 
υποστούν οξείδωση από διάφορα κύτταρα του αίματος (μακροφάγα) προκειμένου να προσληφθούν 
από τους υποδοχείς των κυττάρων του αγγειακού τοιχώματος227,469. Είναι αξιοσημείωτο ακόμη το 
γεγονός ότι η οξειδωμένη χοληστερίνη φαίνεται να εναποτίθεται στα αγγεία σε πολύ μεγαλύτερα 
ποσοστά από την μη οξειδωμένη και η παραγωγή ΟΥ να είναι αυξημένη στα αιμοπετάλια 
υπερχοληστερολαιμικών ασθενών465. Η αυξημένη αρτηριοσκλήρωση των νεφροπαθών που 
υποβάλλονται χρονίως σε αιμοδιάλυση μπορεί να οφείλεται σε ενδοθηλιακές βλάβες οφειλόμενες σε 
ελεύθερες ρίζες. Κατά την διάρκεια της αιμοδιάλυσης συχνά λαμβάνει χώρα ενεργοποίηση του 
συμπληρώματος και το σύμπλοκο C5A προκαλεί συσσώρευση των πολυμορφοπύρηνων λευκών με την 
ταυτόχρονη απελευθέρωση Η20 2 και ΟΥ- Επιπλέον πρέπει να σημειωθεί ότι οι αντιδράσεις 
ελευθέρων ριζών που λαμβάνουν χώρα από τις ιονίζουσες ακτινοβολίες μπορεί να οδηγήσουν σε 
αρτηριοσκλήρωση. Ακόμη φαίνεται ότι οι εκτεταμένες αρτηριοσκληρωτικές βλάβες που απαντώνται 
στα αγγεία των πασχόντων από ομοκυστινουρία είναι πιθανόν να σχετίζονται με τον σχηματισμό 
ανιόντος υπεροξειδίου κατά την μετατροπή της ομοκυστεΐνης σε ομοκυστίνη από την δράση του 
μοριακού οξυγόνου228,229.

Παράλληλα με τις διαπιστώσεις αυτές έχει δειχθεί πειραματικά ότι τα πλυμμένα αιμοπετάλια 
του κουνελιού όπως και τά ex vivo αιμοπετάλια του ανθρώπου αφ' ενός μπορούν να ενεργοποιηθούν 
από χημικά συστήματα που παράγουν ελεύθερες ρίζες οξυγόνου, αφ' ετέρου η συσσώρευσή τους όταν 
προκαλείται από τους φυσιολογικούς τους διεγέρτες (ADP, PAF, επινεφρίνη) μπορεί να ανασταλλεί 
αλλά και να αντιστραφεί (αποσυσσώρευση) μέσω χορήγησης αναστολέων ελευθέρων ριζών, 
υπογραμμίζοντας έτσι την συμμετοχή των ελευθέρων ριζών στην αιμοπεταλιακή ενεργοποίηση. 
Επομένως, χαμηλά επίπεδα ενδογενών αντιοξειδωτικών (Total antioxidant status: TAS), προκαλούν 
αυξημένη ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων με αποτέλεσμα την αύξηση του κινδύνου 
αρτηριοσκλήρωσης και καρδιοαγγειακών παθήσεων. Πράγματι, χαμηλά επίπεδα TAS έχουν 
παρατηρηθεί σε ασθενείς μετά από έμφραγμα του μυοκαρδίου και στηθάγχη230. Ειδικότερα, χαμηλά 
επίπεδα υπεροξειδιο δισμουτάσης έχουν παρατηρηθεί σε ασθενείς μετά από έμφραγμα του 
μυοκαρδίου και στηθάγχη231,232. Οπως και χαμηλά επίπεδα σεληνίου και γλουταθειόνη-υπεροξειδάσης 
θεωρείται ότι αυξάνουν την πιθανότητα εμφάνισης καρδιοαγγειακής νόσου, όπως η νόσος Keshan και 
η αρτηριοσκλήρυνση233.

Επίσης, χαμηλή αντιοξειδωτική ικανότητα στο πρώτο τρίμηνο της κύησης έχει περιγράφει ως 
θετικός παράγοντας κινδύνου για την εμφάνιση προεκλαμψίας234.

6.4.6 Σακγαοώδης διαβήτης
Ο σακχαρώδης διαβήτης είναι μία συνήθης πάθηση, που συναντάται σε πολλά άτομα όπου η 

υπεργλυκαιμία συμβαίνει σαν αποτέλεσμα ελλειπούς έκκρισης ή δραστικότητας της ινσουλίνης. Ο 
σακχαρώδης διαβήτης σχετίζεται με τον αυξημένο κίνδυνο επιπλοκών όπως αμφιβληστροειδοπάθεια, 
νεφρική ανεπάρκεια, νευρική καταστροφή, κυκλοφοριακά προβλήματα και καρδιοπάθειες, γεγονότα 
που αποδίδονται στην υπερλειτουργικότητα των αιμοπεταλίων των διαβητικών ασθενών445.

Μελέτες σε ζώα έχουν δείξει ότι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου συμβάλλουν στην καταστροφή των 
κυττάρων των παγκρετικών νησιδίων κατά την παθογένεση του ινσουλινοεξαρτώμενου σακχαρώδη 
διαβήτη. Ελαττωμένος μεταβολισμός του ασκορβικού οξέος έχει παρατηρηθεί επίσης στον 
σακχαρώδη διαβήτη. Το ασκορβικό χρειάζεται για την ανασύσταση της βιταμίνης Ε in vivo και
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μπορεί να οξειδώνεται σε δεϋδροασκορβικό οξύ, το οποίο μπορεί να διασπάσει τις κυτταρικές δομές 
και να δράσει σαν νευροτοξίνη. Σε υγιείς ιστούς το δεϋδροασκορβικό οξύ γενικά ανακυκλώνεται προς 
ασκορβικό οξύ. Αυξημένη έκθεση σε ψηλά επίπεδα δεϋδροασκορβικού οξέος και χαμηλά επίπεδα 
ασκορβικού οξέος καταλήγει σε αυξημένη ευαισθησία των κυττάρων στην οξείδωση235.

Η συμπληρωματική χορήγηση βιταμίνης C έχει δειχθεί ότι βελτιώνει τον έλεγχο της γλυκόζης 
και ελαττώνει τις τιμές του σακχάρου, των τριγλυκεριδίων και της χοληστερίνης στο αίμα ασθενών με 
μη ινσουλινοεξαρτώμενο διαβήτη236.

Σε άλλες μελέτες έχει δειχθεί ότι το ασκορβικό οξύ είναι ελαττωμένο σε διαβητικούς ασθενείς 
σε σχέση με τους υγιείς237. Ακόμη, έχει δειχθεί ότι τά επίπεδα της γλουταθειόνη-υπεροξειδάσης είναι 
αυξημένα σε διαβητικούς ασθενείς σε σύγκριση με υγιείς238, γεγονός που είναι ένδειξη ότι υπάρχει 
αυξημένη οξείδωση σε διαβητικούς ασθενείς. Πρόσφατες μελέτες έχουν αποδείξει επίσης ότι η 
ινσουλίνη προάγει την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκαλείται από ADP433. Τέλος, τα επίπεδα 
της αλβουμίνης είναι ελαττωμένα σε διαβητικούς ασθενείς συγκρινόμενα με εκείνα υγιών ατόμων239.

6 .4 .7  Α νδ ρ ικ ή  στεψ ότητα

Η ανδική στειρότητα γενικά προκαλείται α πό  ελλειπή λειτουργικότητα του σπέρματος, σε ένα 
π ο σ ο σ τό  που αντιστοιχεί στο 24% των ζευγαριών που επισκέπτονται κλινικές στειρότητας. Μία 
ποικιλία δυσλειτουργιών του σπέρματος έχει περιγράφει, όπως ανώμαλη κινητικότητα των 
σπερματοζωαρίων, αδυναμία αναγνώρισης του ωαρίου και αναστολή της εισόδου στο ωάριο. 
Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει επίσης ότι στείροι άνδρες έχουν χαμηλότερα επίπεδα 
αντιοξειδωτικών απ' ότι γόνιμοι άνδρες, ειδικά αυτοί με μειωμένη κινητικότητα των 
σπερματοζωαρίων τους240. Παράλληλα, θεραπεία με γλουταθειόνη φαίνεται να αυξάνει την 
κινητικότητα παθολογικών σπερματοζωαρίων στείρων ανδρών, βελτιώνοντας τις μεταβολικές 
παραμέτρους241.

6.4.8  Ν εφ ρικές παθήσεις

Πολλές παθολογικές καταστάσεις έχουν σχετιστεί με την χρόνια νεφρική ανεπάρκεια, 
συμπεριλαμβανομένων της αθηροσκλήρωσης, του καταρράκτη, της δυσλειτουργίας των αιμοπεταλίων 
και του γήρατος.

Ασθενείς που υπόκεινται σε αιμοδιάλυση, είναι γνωστό ότι χάνουν αντιοξειδωτικά χαμηλού 
μοριακού βάρους. Αυτό προκαλεί μία ανισορροπία στην αντιοξειδωτική άμυνα και φυσικά μία 
ελάττωση των επιπέδων των αντιοξειδωτικών242. Τα επίπεδα της γλουταθειόνη-υπεροξειδάσης στους 
ασθενείς αυτούς είναι χαμηλότερα απ' ότι σε φυσιολογικούς ανθρώπους, και επειδή παίζει σημαντικό 
ρόλο στην προστασία από την λιποϋπεροξείδωση, φαίνεται ότι η ελάττωσή της ενέχεται στην 
παθογένεση πολλών νεφρικών παθήσεων242.

6 .4 .9  Ν ευρολογικές παθήσεις

Οξειδωτικό stress στον εγκέφαλο είναι πιθανόν να συμβεί, αφού ο εγκέφαλος χρησιμοποιεί το 
20% του εισπνεόμενου οξυγόνου ενώ ζυγίζει μόνο το 2% του συνολικού σωματικού βάρους. Ο 
εγκέφαλος επίσης φιλοξενεί ψηλές συγκεντρώσεις πολυακόρεστων λιπαρών οξέων, τα οποία μπορούν 
να υποστούν λιποϋπεροξείδωση σε ένα περιβάλλον τόσο πλούσιο σε οξυγόνο.

Ο μεταβολισμός της ντοπαμίνης παράγει ελεύθερες ρίζες. Αυξημένη παραγωγή ντοπαμίνης 
υπάρχει σε ασθενείς με νόσο του Πάρκινσον, γεγονός που τους καθιστά εκτεθειμένους σε ψηλά 
επίπεδα υπεροξειδίου του υδρογόνου243. Το υπεροξείδιο του υδρογόνου μπορεί να μετατραπεί σε πολύ 
δραστικές ρίζες υδροξυλίου, οι οποίες είναι πολύ τοξικές και μπορούν να προκαλέσουν βλάβες στους 
ντοπαμινεργικούς νευρώνες.
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Πολλές χαρακτηριστικές νευροπαθολογίες σχετίζονται με απώλεια νευρώνων και ινώδεις 
εκφυλίσεις, μεταξύ άλλων. Στον εγκέφαλο νευρολογικών ασθενών βρέθηκε επίσης αυξημένο 
οξειδωτικό stress  και ελαττωμένα επίπεδα βιταμινών C και Ε στο πλάσμα244.

6.4.10 Π νευ μ ονικ ές π α θ ή σ εκ

Ένας μεγάλος αριθμός πνευμονικών παθήσεων σχετίζεται με το οξειδωτικό stress, όπως 
καρκίνος, εμφύσημα, κυστική ίνωση κ.ά. Οι πνεύμονες είναι επιρρεπείς στην οξείδωση, καθδ)ς είναι 
εκτεθειμένοι σ' ένα περιβάλλον πλούσιο σε οξυγόνο όπως επίσης και σε μεγάλο αριθμό τοξινών του 
περιβάλλοντος.

Παρατεταμένη έκθεση στο οξυγόνο και στις τοξίνες του περιβάλλοντος διεγείρει τα 
φαγοκύτταρα στον πνεύμονα, τα οποία παράγουν ελεύθερες ρίζες που προκαλούν λιποϋπεροξείδωση. 
Μερικές παθολογικές καταστάσεις, π.χ. η κυστική ίνωση, οδηγούν σε αυξημένα επίπεδα ελεύθερου 
σιδήρου, ελαττωμένα επίπεδα γλουταθειόνης και σεληνίου και αυξημένες οξειδωτικές βλάβες στο 
DNA245.

6.4. Ι Ι Ο ϋ ειδω τικέε β λά β ες του D N A . καρκίνος και γήρα ς

Έχει δειχθεί ότι ο συσσωρευτικός κίνδυνος εκδήλωσης νεοπλασματικής νόσου αυξάνει 
προσεγγιστικά με την τέταρτη δύναμη της ηλικίας, τόσο στα βραχύβια ζωικά είδη όσο και στα 
μακρόβια. Έτσι, είδη όπως οι μύες και οι επίμυες, περί τα τέλη της ζωής τους, που διαρκεί 2 έως 3 
χρόνια, πάσχουν σε ποσοστό 30% του συνολικού έσχατου γεροντικού τους πληθυσμού από καρκίνο, 
ενώ τα μακρόβια είδη όπως του ανθρώπου, παρουσιάζουν το ποσοστό αυτό καρκίνου περί τα τέλη της 
ζωής τους, που για τον άνθρωπο είναι περίπου τα 85 έτη246’250.

Ένας σημαντικός παράγοντας για την μακροζωία φαίνεται να είναι ο ρυθμός του μεταβολισμού, 
ο οποίος είναι πολύ χαμηλότερος στους ανθρώπους σε σύγκριση με τους επίμυες και φαίνεται να 
επηρεάζει έντονα το επίπεδο των ενδογενών μεταλλαξιογόνων που παράγονται υπερβολικά. Η 
οξειδωτική φθορά του DNA φαίνεται να αποτελεί τον βασικότερο παράγοντα που συνεισφέρει στην 
καρκινογένεση και στην γήρανση την συσχετιζόμενη με τον μεταβολικό ρυθμό251’252.

Οι ελεύθερες ρίζες μπορούν να προκύψουν από πολλές και διάφορες πηγές στο εσωτερικό των 
ζωντανών οργανισμών. Οι μορφές του ενεργοποιημένου οξυγόνου, δηλαδή το υπεροξείδιο του 
υδρογόνου, το ανιόν υπεροξειδίου, η ρίζα ΟΗ* δημιουργούνται in vivo σε διάφορα σημεία του 
φυσιολογικού μεταβολισμού όπως η αναπνευστική αλυσίδα των μιτοχονδρίων και στην 
μικροσωμιακή αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων467, ενώ οι ιονίζουσες ακτινοβολίες κατέχουν κι αυτές 
έναν σημαντικό ρόλο στην γένεση ελευθέρων ριζών οι οποίες βλάπτουν κατ' ευθείαν το DNA των

, 253-255κυττάρων
Η δράση αυτών των ριζών σε διάφορα κυτταρικά συστατικά συνεισφέρει στην πρόκληση τόσο 

των φαινομένων γήρανσης του οργανισμού, όσο και στην εμφάνιση των νόσων που σχετίζονται με 
την διαδικασία του γήρατος ’ ’ . Οι ελεύθερες ρίζες υδροξυλίου, έχει δειχθεί ότι προκαλούν 
καταστροφές τόσο στις βάσεις του DNA, όσο και θραύσεις στα μόριά του. Γενικά οι οξειδωτικοί 
παράγοντες παρουσία μεταλλικών ιόντων προκαλούν έναρξη λιποϋπεροξειδωτικών διαδικασιών μέσω 
των οποίων παράγονται ποικίλα μεταλλαξιογόνα, καρκινογόνο και προωθητικά της καρκινογένεσης 
μόρια256·257'258'259·260,262’262’263*265'265 όπως τα υδροϋπεροξείδια, το υδροϋπεροξείδιο της χοληστερίνης, τα 
ποικίλα ενδοϋπεροξείδια , τα εποξείδια της χοληστερίνης και των λιπαρών οξέων, διάφορες 
κυτταροτοξικές αλδεΰδες, αλκοξυ- και υπεροξυ- ρίζες, καθώς και οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου.

Ο πεπτικός σωλήνας εκτίθεται κατά τρόπο έντονο σε αρκετά από τα λιποειδικής προελεύσεως 
καρκινογόνο. Το έκκριμα του ανθρώπινου μαζικού αδένα μπορεί να περιέχει υψηλά επίπεδα 
(υψηλότερα από 780 pg) εποξειδίου της χοληστερίνης το οποίο αποτελεί ένα μεταλλαξιογόνο και
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καρκινογόνο προϊόν οξείδωσης της χοληστερίνης259’266, που φαίνεται να προέρχεται τόσο από την 
βρώση οξειδωμένων λιπών (οξείδωση λόγω παρασκευής της αντίστοιχης τροφής π.χ. τηγάνισμα ή 
ψήσιμο σε πυρακτωμένο μέταλλο ή κάρβουνο), όσο και από διάφορες οξειδωτικές διαδικασίες που 
λαμβάνουν χώρα στο εσωτερικό του σώματος και αφορούν το σωματικό λίπος.

Τα υπεροξυσώματα οξειδώνουν σημαντικές ποσότητες λιπιδίων διαιτητικής προέλευσης μέσω 
μίας διαδικασίας απόσπασης ενός ζεύγους γειτονικών ανθράκων από την αλυσίδα του οξειδούμενου 
λιπιδίου (β-οξείδωση) παράγοντας για κάθε ζεύγος ανθράκων ένα μόριο υπεροξειδίου του υδρογόνου 
το οποίο είναι από μόνο του μεταλλαξιογόνος, καρκινογόνος και προωθητικός παράγοντας της

, 267-273καρκινογένεσης
Πολύ σοβαρές ενδείξεις για την ενοχοποίηση των ελευθέρων ριζών στην παθολογία των 

μεταλλάξεων και του καρκίνου παρέχουν τα αποτελέσματα μελετών που έχουν γίνει στα παραπάνω 
πεδία.

Η Κίνα έχει μία από τις μεγαλύτερες συχνότητες εμφάνισης καρκίνου του οισοφάγου 
παγκοσμίως. Μια πενταετής μελέτη έδειξε ότι η χορήγηση αντιοξειδωτικών σε συγκεκριμένη ομάδα 
πληθυσμού ελάττωσε την θνησιμότητα από τον εν λόγω καρκίνο κατά 13% στο τέλος της τιενταετίας, 
όπως επίσης και την τοξικότητα των χρησιμοποιούμενων φάρμακων

Χαμηλά επίπεδα ενδογενών αντιοξειδωτικών έχουν βρεθεί σε ασθενείς με καρκίνο276. Αυτό 
βέβαια δεν είναι ακόμη γνωστό αν αποτελεί αίτιο ή αποτέλεσμα. Ίσως ένας συνδυασμός και των δύο 
να δίνει την απάντηση στην αιτιοπαθογένεια του καρκίνου. Πάντως τα επίπεδα των ενδογενών 
αντιοξειδωτικών μπορούν να αποτελέσουν ένα δείκτη επικινδυνότητας για την εμφάνιση καρκίνου.

Μετρήσεις σε ζώα έχουν δείξει ότι το σελήνιο είναι προστατευτικό έναντι του καρκίνου ’ , 
γεγονός που μπορεί να αντανακλά την αντιστοιχία που υπάρχει με ανθρώπους που είχαν αυξημένο 
κίνδυνο εμφάνισης καρκίνου και στους οποίους βρέθηκαν χαμηλά επίπεδα σεληνίου στον ορό.

Όσον αφορά το γήρας, 7ηστεύεται ότι προκαλείται από αντιδράσεις ελευθέρων ριζών που 
συμβαίνουν κυρίως στα μιτοχόνδρια και έχουν συσσωρευτικό χαρακτήρα με την πάροδο του χρόνου. 
Οι ελεύθερες ρίζες προκαλούν την σταδιακή οξείδωση των πρωτεϊνών και των λιπιδίων των 
κυτταρικών μεμβρανών ενώ συγχρόνως ενεργοποιούν φωσφολιπάσες, πρωτεάσες και 
ενδονουκλεάσες. Αυξημένη λιποϋπεροξείδωση έχει ενοχοποιηθεί για την διαδικασία του γήρατος. 
Κατά συνέπεια, σ' έναν οργανισμό με την πάροδο των ετών, πραγματοποιείται μία συσσώρευση 
ελαττωματικών μορίων, χρωμοσωμιακών βλαβών και κυτταρικών υπολειμμάτων. Όλες αυτές οι 
θεωρήσεις καταλήγουν στην υπόθεση πως οι ελεύθερες μπορεί να αποτελούν μία καθοριστική αιτία 
για την διαδικασία του γήρατος.

7. Ελεύθερες ρίζες οξυγόνου και αιμοπετάλια

Ε λεύθερες ρ ίζ ε ς  ο ξυγόνου κ α ι α ιμ οπ ετα λια κές λειτουργίες

Οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου (ΕΡΟ), οι οποίες περιλαμβάνουν το ανιόν υπεροξείδιο (0 2 "’)> την 
ρίζα υδροξυλίου (ΗΟ*) και άλλες μορφές ριζών όπως το οξυγονούχο ύδωρ (Η2Ο2) και το οξυγόνο 
singlet (μονήρες οξυγόνο) ( ιθ 2), είναι πολύ δραστικές ενώσεις οι οποίες αντιδρούν με λιπίδια, 
πρωτεΐνες K at DNA προκαλώντας μη αντιστρε7ΐτές αλλαγές στην μοριακή τους δομή. Υπάρχει μέχρι 
σήμερα ένας μεγάλος όγκος πειραματικών αποδείξεων σχετικά με τον ρόλο των ΕΡΟ στην ρύθμιση 
των κυτταρικών λειτουργιών. Οι ΕΡΟ είναι ενδιάμεσοι μεταβολίτες σε πολλές ενζυμικές αντιδράσεις,
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παίζουν δε σημαντικό ρόλο στην μεταφορά ενδοκυτταρικών σημάτων. Πολλά κύτταρα, όπως τα 
λευκοκύτταρα, τα μονοκύτταρα και τα κύτταρα του ενδοθηλίου των αγγείων είναι ικανά να 
ελευθερώσουν ΕΡΟ μετά από κατάλληλη διέγερση. Μέχρι πριν λίγα χρόνια δεν ήταν ακόμη γνωστό 
αν και τα αιμοπετάλια είναι ικανά να παράγουν ΕΡΟ. Την τελευταία δεκαετία αρκετές μελέτες έχουν 
διερευνήσει τον ρόλο των ΕΡΟ στις αιμοπεταλιακές λειτουργίες. Ιδιαίτερα στον τομέα των 
καρδιαγγειακών νόσων υπάρχουν πλέον αποδείξεις σχετικά με τον ρόλο ΕΡΟ και αιμοπεταλίων στην 
αιτιοπαθογένεια και την εξέλιξη των συγκεκριμένων παθήσεων.

7.1 Παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου από τα αιμοπετάλια

Σήμερα θεωρείται βέβαιο ότι τα αιμοπετάλια εκτός από τον μηχανισμό της πήξης συμμετέχουν 
και σε φλεγμονώδεις αντιδράσεις. Η συμμετοχή τους στην διαδικασία της φλεγμονής γίνεται μέσω 
της έκκρισης δραστικών ουσιών οι οποίες εκλύονται κατά την διέγερση των αιμοπεταλίων. Τέτοιες 
ουσίες όπως η σεροτονίνη, η θρομβοξάνη Α2 (ΤΧΑ2), ο αιμοπεταλιακός παράγοντας 4 (PF-4), ο 
παράγοντας ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων (PAF) και άλλα εικοσανοειδή επηρεάζουν τις 
λειτουργίες και πολλών άλλων κυττάρων (ουδετεροφίλων, λεμφοκυττάρων, μακροφάγων κ.α.) 
προκαλώντας την έκλυση μεσολαβητών-διαβιβαστών279' 281 και μεταβάλλουν την συσταλτότητα και 
την διαβατότητα των τριχοειδών . Ακόμη, τα αιμοπετάλια διαθέτουν φαγοκυτταρικές ιδιότητες . 
Μπορούν να φαγοκυτταρώνουν διάφορα σωματίδια όπως το latex, η φερριτίνη, η σιλικόνη και το 
thoriotrast. Αυτή η διαδικασία συνοδεύεται από αλλαγές του μεταβολισμού των αιμοπεταλίων, αν και 
δεν είναι πλήρως διευκρινισμένο σε ποιό ποσοστό οι μεταβολές αυτές οφείλονται στην φαγοκύττωση 
και στην επακολουθούσα αιμοπεταλιακή συσσώρευση284. Τέλος, τα αιμοπετάλια κάτω από ορισμένες 
συνθήκες όπως π.χ. σε ασθενείς με άσθμα που εκλύεται από την ασπιρίνη, μπορεί να εμφανίζουν in 
vivo κυτταροτοξική δράση285.

Πολλές από αυτές τις δράσεις των αιμοπεταλίων προϋποθέτουν την ικανότητα παραγωγής ΕΡΟ 
εκ μέρους των κυττάρων αυτών. Ήδη από το 1976 έχει δειχθεί ότι τα αιμοπετάλια παράγουν υψηλής 
δραστικότητας ελεύθερες ρίζες 0 2'· και ΗΟ·, ανιχνευόμενες στο υπερκείμενο των εναιωρημάτων 
τους284. Ο ι Marcus και συν. χρησιμοποιώντας τις δοκιμασίες του ferricytochrome C και του 
nitrobluetetrazolium, συμπέραναν ότι η παραγωγή των ελευθέρων ριζών 0 2"· είναι ένα συνεχές 
φαινόμενο, ανεξάρτητο από την διέγερσή τους, και δεν αυξάνεται ποσοτικά με την επίδραση 
αγωνιστών της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης όπως π.χ. θρομβίνη και κολλαγόνο. Ακόμη 
διαπιστώθηκε ότι η παραγωγή τους είναι ανεξάρτητη από την δράση της ασπιρίνης, ενδεικτικό του ότι 
αυτή σχετίζεται με ένα μεμβρανικό σύστημα καί δεν οφείλεται στην διέγερση του δρόμου του 
αραχιδονικού μέσω κυκλοξυγονάσης. Ακόμη μετρήθηκαν τα επίπεδα των παραγόμενων υπεροξειδίων 
σε αιμοπετάλια σε ηρεμία αλλά αυτά δεν άλλαξαν μετά την πάροδο της αιμοπεταλιακής 
ενεργοποίησης και συσσώρευσης286. Εν τούτοις, in vitro μελέτες από τον Mills και συν. έδειξαν ότι 
κατά την αντίδραση της αιμοπεταλιακής κυκλοξυγονάσης με λινελαϊκό οξύ μπορεί να παραχθούν 
ελεύθερες ρίζες ικανές να προκαλέσουν χημειοφωταύγεια287. Μεταγενέστερα δεδομένα παρέχουν 
ενδείξεις ότι τα διαγειρόμενα αιμοπετάλια παράγουν ελεύθερες ρίζες ανιόντος υπεροξειδίου (0 2‘·) και 
υδροξυλίου (Η Ο ) που ανιχνεύονται με παραμαγνητικό ηλεκτρονικό συντονισμό (ESR) και μερικές

, . , ^288-293,462φορές με την αναγωγή του κυττοχρωματος C
Αλλες μελέτες έδειξαν ότι κατά την διάρκεια της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης 

απελευθερώνονται από τα αιμοπετάλια και άλλα είδη ενεργών μορφών οξυγόνου, όπως π.χ. το 
Η20 2290·293·294. Έχει επίσης αποδειχθεί ότι ένα μέρος του Η20 2 που παράγεται από τα αιμοπετάλια 
μετατρέπεται στην πολύ δραστική μορφή της ρίζας υδροξυλίου (ΗΟ·) - με έναν τρόπο παρόμοιο της
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αντίδρασης Fenton - εφ’ όσον εκκαθαριστές του Η Ο  αναστέλλουν την αιμοπεταλιακή συσσώρευση 
που προκαλείται από ADP, κολλαγόνο, αραχιδονικό οξύ και PAF295'297. Νεότερα δεδομένα δείχνουν 
ότι η αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκαλείται από κολλαγόνο σχετίζεται με την παραγωγή ριζών 
0 2'· και Η Ο , η οποία εξαρτάται από την ποσότητα του αραχιδονικού οξέος που απελευθερώνεται298. 
Οι Krinsky και συν. διαπίστωσαν την παραγωγή Η20 2 κατά την φαγοκύττωση σωματιδίων latex από 
αιμοπετάλια. Την απέδωσαν όμως στην “ μόλυνση” των παρασκευασμάτων τους από μικρό αριθμό 
λευκοκυττάρων284.

Νεότερες μελέτες έχουν δείξει ότι λιποπολυσακχαρίτες της μεμβράνης στελεχών του Gram(-) 
μικροβίου Proteus mirabilis προκαλούν συσσώρευση των αιμοπεταλίων, αύξηση της παραγωγής 
ριζών υπεροξειδίου από αυτά καθώς και αύξηση της απεκκρινόμενης μαλονικής διαλδεΰδης, πράγμα 
που δεικνύει την αύξηση του ρυθμού του μεταβολισμού του αραχιδονικού οξέος και της σύνθεσης 
θρομβοξάνης Α2299

7.2 Μηχανισμοί απελευθέρωσης ΕΡΟ από τα αιμοπετάλια

Σύμφωνα με νεότερες απόψεις, η παραγωγή ελευθέρων ριζών ανιόντος υπεροξειδίου και 
υδροξυλίου από τα αιμοπετάλια απαιτεί την παρουσία ελευθέρου αραχιδονικού οξέος και ακολουθεί 
διαφορετική διαδικασία από αυτήν της παραγωγής τους στα πολυμορφοπύρηνα. Οι ελεύθερες ρίζες 
στα αιμοπετάλια παράγονται κατά τον μεταβολισμό των εικοσανοειδών κυρίως μέσω του ενζύμου 
λιποξυγονάσης - την δραστηριότητα της οποίας διεγείρει ο PAF478 - δεδομένου ότι η ποσότητά τους 
δεν μειώνεται σημαντικά με αναστολείς της κυκλοξυγονάσης όπως η ασπιρίνη και η ινδομεθακίνη300. 
Όμως, υπάρχουν νεώτερα δεδομένα που δεικνύουν ότι ένα μικρό ποσοστό, περίπου 10-20% των ριζών

ΛΟΟ
0 2'· καιΉΟ* μπορεί να παραχθεί μέσω του ενζύμου κυκλοξυγονάση .

Η παραγωγή ΕΡΟ από τα αιμοπετάλια εμπλέκεται και σε άλλους μεταβολικούς δρόμους, όπως 
της μεμβρανικής οξειδάσης και της συνθάσης του NO. Οι Finazzi, Agro et al. απέδειξαν την ύπαρξη 
μιας οξειδάσης της αιμοπεταλιακής μεμβράνης η οποία παράγει υπεροξείδιο του υδρογόνου παρουσία 
NADH και ενεργοποιείται από παράγοντες οι οποίοι διαταράσσουν την ισορροπία της 
αιμοπεταλιακής μεμβράνης292. Μια πρόσθετη ισχυρή πηγή 0 2’· και Η20 2 θα μπορούσε να είναι η 
συνθάση του NO. Έχει δειχθεί ότι ο συνδυασμός της έλλειψης της L -αργινίνης και της επάρκειας 
NADPH προκαλεί την ενεργοποίηση της συνθάσης του NO και την παραγωγή από αυτήν 0 2'· και 
Η20 2301’463.

Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι ΕΡΟ σχηματίζονται και κατά την διάρκεια του μεταβολισμού 
των εικοσανοειδών στο επίπεδο της συνθάσης της PGH. Η συνθάση της PGH εμφανίζει δράσεις 
παρόμοιες μ’ αυτές της κυκλοξυγονάσης και της υδροξυπεροξειδάσης. Μ ε την δράση 
κυκλοξυγονάσης καταλύει τον σχηματισμό PGG2 και με την δράση υπεροξειδάσης ελαττώνει την 15- 
υδροξυπεροξυ-ομάδα από την PGG2 προς την PGH2, χρησιμοποιώντας μια σειρά από δότες 
ηλεκτρονίων. Αυτά τα ελαττούμενα υποστρώματα οξειδώνονται κατά την διάρκεια της αντίδρασης 
της υπεροξειδάσης με σχηματισμό ενδιάμεσων ριζών και οδηγούν σε πιθανή έναρξη αλυσιδωτών 
αντιδράσεων που οφείλονται στην “ έξοδο”  των ριζών στο ελεύθερο διάλυμα ' .

7.2 Ο ρόλος των ΕΡΟ στις λειτουργίες των αιμοπεταλίων

Η δράση των ΕΡΟ στις λειτουργίες των αιμοπεταλίων έχει διερευνηθεί με χημικούς και 
κυτταρικούς τρόπους παραγωγής ελευθέρων ριζών. Ο Handin et al. επώασαν αιμοπετάλια με ένα 
σύστημα παραγωγής 0 2'* (Ξανθίνη-Ξανθίνη Οξειδάση) και απέδειξαν ότι το 0 2'· προκαλεί 
αιμοπεταλιακή συσσώρευση και αύξηση της έκκρισης σεροτονίνης. Η υπεροξειδιοδισμουτάση
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(SOD) ελάττωνε την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκαλούσε το 0 2'· ενώ η καταλάση και η 
μαννιτόλη δεν την ελάττωναν, γεγονός που δείχνει ότι τουλάχιστον σ’ αυτό το σύστημα, το 0 2'· ήταν 
το μόριο που εμπλεκόταν στην διαδικασία της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης306. Αιμοπεταλιακή 
συσσώρευση μπορούν να προκαλέσουν επίσης και ρίζες ΗΟ·, 'θ 2 και Η20 2 οι οποίες παράγονται από 
τετραϋπεροξυχρωμικό κάλιο. Πιθανότατα η εξωγενής χορήγηση υψηλών συγκεντρώσεων ΕΡΟ σε 
πλυμμένα αιμοπετάλια να προκαλεί συσσώρευση των αιμοπεταλίων μέσω ενός μηχανισμού 
ενεργοποίησης της μεμβρανικής φωσφολιπάσης Α2 και καταβολισμού των φωσφολιποειδών προς 
αραχιδονικό οξύ και άλλα προϊόντα (φωσφατιδυλινοσιτόλη, φωσφατιδικό οξύ) που ενέχονται στους 
μηχανισμούς συσσώρευσης των αιμοπεταλίων307. Μελέτες που επικεντρώθηκαν στην διερεύνηση του 
ρόλου του Η20 2 στις αιμοπεταλιακές λειτουργίες έδωσαν αντιφατικά αποτελέσματα. Συγκεκριμένα 
αποδείχθηκε ότι το Η20 2 αναστέλλει αλλά και διεγείρει την αιμοπεταλιακή συσσώρευση16, 308'311. 
Αυτό το παράδοξο μπορεί να ερμηνευθεί από το γεγονός ότι η αναστολή της συσσώρευσης συνέβαινε 
μόνο όταν χρησιμοποιούνταν ψηλές συγκεντρώσεις Η20 2. Ο Ohyashiki et al. αναφέρουν αναστολή 
της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης από ADP με 2-10 mM Η20 2, μία συγκέντρωση που είναι κατά 
πολύ υψηλότερη από τις συγκεντρώσεις του Η20 2 σε φυσιολογικές συνθήκες311. Για παράδειγμα, η 
απελευθέρωση από ενεργοποιημένα λευκοκύτταρα μπορεί να φτάσει τοπικά σε συγκεντρώσεις 1 0 - 1 2  

μΜ. Κάτι ανάλογο συμβαίνει και με την ενεργοποίηση των αιμοπεταλίων μέσω του οξυγόνου singlet 
που παράγουν τα πολυμορφοπύρηνα λευκοκύτταρα, τα οποία μέσω αυτού δημιουργούν μια 
“αντιπηκτική” ζώνη στην περιφέρεια του κυτταροπλάσματος τους. Φαίνεται λοιπόν ότι το οξυγόνο 
singlet σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις αποτελεί έναν αντιπηκτικό παράγοντα312. Πρόσφατα έχει 
αποδειχθεί ότι η ενεργοποίηση αιμοπεταλίων που εκτίθενται σε Η20 2, τροποποιείται από ρίζες 
υδροξυλίου (ΗΟ·) οι οποίες σχηματίζονται σε μία εξωκυτταρική αντίδραση παρόμοια με την 
αντίδραση Fenton και μετριούνται με ESR296. Αυτός ο ρόλος των ριζών ΗΟ· επιβεβαιώθηκε και με 
άλλα πειράματα και προτάθηκε ότι οι ΕΡΟ δρουν ως “δευτερεύοντες διαβιβαστές” κατά την διάρκεια 
της αιμοπεταλιακής ενεργοποίησης. Η βιολογική σημασία αυτών των μελετών επιβεβαιώθηκε με 
πειράματα όπου μελετήθηκε η σχέση μεταξύ ερυθροκυττάρων και αιμοπεταλιακών λειτουργιών. Έτσι, 
αποδείχθηκε ότι νανομοριακά επίπεδα αιμοσφαιρίνης που ελευθερώθηκε από κατεστραμένα ερυθρά 
αιμοσφαίρια, μπορούν να προκαλέσουν αιμοπεταλιακή ενεργοποίηση με έναν μοριακό μηχανισμό - 
άγνωστο ακόμη - στον οποίον εμπλέκονται ΕΡΟ που προέρχονται από την αιμοσφαιρίνη313. Πιθανόν, 
στον μηχανισμό της αιμοπεταλιακής ενεργοποίησης με ΕΡΟ να εμπλέκεται η φωσφολιπάση Α2 

(PLA2), αφού αναστολείς της PLA2 αναστέλλουν την αιμοπεταλιακή συσσώρευση από ΕΡΟ296,314. 
Σχετική μ ’ αυτήν την πρόταση είναι και η ευαισθησία της PLA2 σε λιποϋπεροξείδια που 
σχηματίστηκαν στην μεμβράνη από F e^ /τετραβουτυλυδροϋπεροξείδιο315 ή κατά την διάρκεια της 
LDL οξείδωσης318.

Ο σίδηρος (Fe++) μπορεί να αντιδράσει άμεσα με τα αιμοπετάλια. Η δράση του αυτή ελέγχεται 
από την παραγωγή ΗΟ· και εμπεριέχει την δραστηριοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης (ΡΤΚ)317. 
Ενδείξεις υπάρχουν ακόμη ότι παραγωγή ελευθέρων ριζών 0 *2· μπορεί να σχετίζεται με τον 
ενδοκυττάριο κύκλο της γλουταθειόνης318’319.

Σοβαρές ενδείξεις υπάρχουν ακόμη ότι η εξωγενής χορήγηση ουσιών στα εναιωρήματα 
αιμοπεταλίων όπως η ξανθίνη-ξανθινοξειδάση που προκαλεί την παραγωγή ελευθέρων ριζών 0 '2· και 
το τετραϋπεροξυχρωμικό κάλιο που παράγει ρίζες υδροξυλίου (ΗΟ), οξυγόνου singlet και 
υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η20 2), μπορεί να προκαλέσουν in vitro συσσώρευση των αιμοπεταλίων. 
Πιθανότατα η εξωγενής χορήγηση υψηλών συγκεντρώσεων ελευθέρων ριζών οξυγόνου σε πλυμένα
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αιμοπετάλια να προκαλεί συσσώρευση των αιμοπεταλίων μέσω ενός μηχανισμού ενεργοποίησης της 
μεμβρανικής φωσφολιπάσης-Α2 και καταβολισμού των φωσφολιποειδών προς αραχιδονικό οξύ αλλά 
και άλλα προϊόντα (φωσφατιδυλινοσιτόλη -  φωσφατιδικό οξύ), που ενέχονται στους μηχανισμούς 
συσσώρευσης των αιμοπεταλίων320.

Ακόμη, το Η2Ο2 σε ελάχιστες συγκεντρώσεις ενισχύει την συσσώρευση των αιμοπεταλίων που 
προκαλείται από άλλους αγωνιστές, ενώ τέτοιου είδους συσσώρευση αναστέλλεται από την προσθήκη 
καταλάσης και ενισχύεται από την αμινοτετραζόλη, έναν αναστολέα της ενδοκυττάριας καταλάσης, 
ευρήματα ενδεικτικά της ενδοκυττάριας παραγωγής Η20 2 κατά την ενεργοποίηση των 
αιμοπεταλίων321. Ενίσχυση της πρόσφυσης και συσσώρευσης των αιμοπεταλίων προκαλείται in vitro 
με την προσθήκη πυρογαλόλης που προκαλεί την παραγωγή ριζών 0 '2·, ενώ οι ίδιες ρίζες μειώνουν τα 
ελάχιστα επίπεδα πρόκλησης συσσώρεύσης από την θρομβίνη290,322. Νεότερες μελέτες έδειξαν ότι 
αιμοπετάλια που είχαν υποστεί ανοξία και στη συνέχεια οξυγονώθηκαν, παρήγαγαν ρίζες CV* και 
Η Ο  οι οποίες ενεργοποίησαν τον μεταβολισμό του αραχιδονικού οξέος μέσω της φωσφολιπάσης Α2 

και C323.
Συμπερασματικά, μπορούμε να πούμε ότι τα αιμοπετάλια διαθέτουν μηχανισμούς παραγωγής 

ελευθέρων ριζών 0 '2·, Η2Ο2 και ΟΗ* τουλάχιστον, μέσω κυρίως του μεταβολισμού του αραχιδονικού 
από την λιποξυγονάση και την κυκλοξυγονάση. Ο ι ρίζες αυτές φαίνεται ότι χρησιμεύουν για την 
βακτηριοκτόνο και παρασιτοκτόνο δράση των αιμοπεταλίων ενώ συμμετέχουν και στους μηχανισμούς 
συσσώρευσης των κυττάρων όπως φαίνεται από την αναστολή της με αντιοξειδωτικά ή εκκαθαριστές 
ελευθέρων ριζών. Ακόμη, οι ελεύθερες ρίζες μπορεί δρώντας εξωγενώς να προκαλέσουν ή να 
ενισχύσουν την συσσώρευση των αιμοπεταλίων που προκαλείται από διάφορους αγωνιστές324.

Τα ανωτέρω δεδομένα δείχνουν ότι τα αιμοπετάλια ενεργοποιούνται κατά την έκθεσή τους σε 
συστήματα πού παράγουν ΕΡΟ, συμπεριλαμβανομένων των πολυμορφοπύρηνων λευκοκυττάρων και 
των ερυθρών αιμοσφαιρίων454. Στα βιολογικά συστήματα τα αιμοπετάλια βρίσκονται σε στενή σχέση 
με τα λευκοκύτταρα και τα ερυθροκύτταρα και μάλιστα σε παθολογικές καταστάσεις που συνδέονται 
με αγγειακές βλάβες όπως το έμφραγμα του μυοκαρδίου και η ασταθής στηθάγχη325. Ένα ακόμη 
σημαντικό στοιχείο είναι ότι σε καταστάσεις καρδιακής ισχαιμίας έχει βρεθεί να συνυπάρχει 
αυξημένη δραστηριότητα της αιμοπεταλιακής ξανθίνης οξειδάσης και αύξηση των επιπέδων της 
μαλονικής δεαλδεΰδης (MDA) με ελάττωση της δράσης ενζύμων “ εκκαθαριστών”  ελευθέρων ριζών 
(υπεροξειδιοδισμουτάση, καταλάση, γλουταθειόνη υπεροξειδάση, γλουταθειόνη ρεντουκτάση)326. 
Εκτός όμως από τις παθήσεις του κυκλοφορικού συστήματος, η αυξημένη συγκολλητικότητα των 
αιμοπεταλίων φαίνεται να συνδέεται και με τον σακχαρώδη διαβήτη. Εκεί έχει αποδειχθεί ότι η 
υπεργλυκαιμία προκαλεί αύξηση της παραγωγής υπεροξειδίου από τα μιτοχόνδρια των αιμοπεταλίων 
που οδηγεί σε αυξημένη αιμοπεταλιακή δραστηριότητα in vitro. Στο γεγονός αυτό ίσως οφείλονται 
και οι μικρό- και μακροαγγειοπάθειες που συναντώνται σε διαβητικούς ασθενείς327. Επίσης, έχει 
αποδειχθεί ότι τα αιμοπετάλια ασθενών με σακχαρώδη διαβήτη παρουσιάζουν αυξημένη 
διεγερσιμότητα στην δράση του PAF, με αποτέλεσμα την δημιουργία μικροθρόμβων328. Η παρουσία 
ΕΡΟ στο περιβάλλον μέσο αποτελεί επομένως έναν σημαντικό διεγέρτη για την αιμοπεταλιακή 
συσσώρευση και μπορεί να συμβάλει στην θρομβογένεση.

7.3 Αλληλεπιδράσεις μεταξύ ΕΡΟ και δρόμων σηματοδότησης της αιμοπεταλιακής 
ενεργοποίησης

Αρκετοί δρόμοι μπορούν να συμπεριληφθούν στον μηχανισμό με τον οποίο οι ΕΡΟ προκαλούν 
αιμοπεταλιακή ενεργοποίηση. Το ελεύθερο αραχιδονικό οξύ είναι ο πρόδρομος του κύριου
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αιμοπεταλιακού ενεργοποιητή, της θρομβοξάνης Α2. Η διαθεσιμότητα του αραχιδονικού οξέος 
ρυθμίζεται από δύο μηχανισμούς: ί) Την απελευθέρωσή του από φωσφολιπίδια, μέσω δράσης 
φωσφολιπασών και ii) Τον επανασχηματισμό φωσφολιπιδίων από το ένζυμο αραχιδονυλ-CoA 
συνθετάση. Ο Homberger et al. αναφέρουν ότι η δράση του ενζύμου αυτού αναστέλλεται από Η2Ο2 με 
συνεπακόλουθη αύξηση του ελεύθερου αραχιδονικού το οποίο μετατρεπόταν σε θρομβοξάνη Α2329. 
Επίσης, πολλοί ακόμη ερευνητές αναφέρουν ότι οι ΕΡΟ ενεργοποιούν την φωσφολιπάση Α2 με 
διέγερση αρκετών δρόμων “σηματοδότησης”296'314'315’325. Η φωσφολιπάση Α2 ενεργοποιείται επίσης 
από την κινητοποίηση του Ca++ αλλά μέχρι τώρα δεν υπάρχει σαφής απόδειξη ότι οι ΕΡΟ διεγείρουν 
την είσοδο του Ca++. Ο Mirabelli et al. έδειξαν μια αύξηση της συγκέντρωσης του 
κυτταροπλασματικού Ca++ μετά από έκθεση των αιμοπεταλίων σε οξειδωτικό στρες330 ενώ άλλοι 
ερευνητές δεν παρατήρησαν ανάλογα αποτελέσματα296.

Η διέγερση της φωσφολιπάσης Α2 μπορεί επίσης να συμβεί έμμεσα, μέσω της ενεργοποίησης με 
ΕΡΟ του συστήματος της πρωτεϊνικής τυροσίνη-κινάσης (ΡΤΚ). Η φωσφορυλίωση της ΡΤΚ φαίνεται 
να παίζει σημαντικό ρόλο στην επαγωγή των κυτταρικών λειτουργιών από εξωκυττάρια διέγερση σε 
πολλούς τύπους κυττάρων331. Στα αιμοπετάλια, ΡΤΚ αναστολείς, όπως οι τυρφοστίνες, η γενιστεΐνη 
και η ερμπαστατίνη έχει βρεθεί ότι αναστέλλουν πολλές ατμοπεταλιακές λειτουργίες 
συμπεριλαμβανομένου και της ενεργοποίησης του υποδοχέα Ilb/IIla και της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης332. Αρκετές πρόσφατες μελέτες δηλώνουν τον ρόλο των ΕΡΟ στην ρύθμιση της 
δραστηριότητας της ΡΤΚ. Έχει αποδειχθεί ότι το Η2Ο2 αναστέλλει τις φωσφατάσες της τυροσίνης 
οδηγώντας σε ενεργοποίηση της ΡΤΚ333.

Η ακτινοβολία UVB παράγει ελεύθερες ρίζες και αυξάνει την βιοσύνθεση των προσταγλανδινών 
μέσω ενός δρόμου που οδηγεί σε ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης Α2325,334. Η φωσφολιπάση Α2 

φαίνεται ότι αυξάνει την δραστηριότητά της μετά από φωσφορυλίωση που προκαλείται από την 
ενεργοποιημένη μιτοχονδριακή πρωτεϊνική κινάση (MAP)335,336. Η MAP φωσφορυλιώνεται και 
ενεργοποιείται από έναν ΡΤΚ-εξαρτώμενο δρόμο337. Περιληπτικά μπορούμε να πούμε ότι το 
οξειδωτικό στρες ενεργοποιεί τις ΡΤΚ που σχετίζονται με την κυτταρική μεμβράνη. Αυτό προκαλεί 
φωσφορυλίωση της τυροσίνης η οποία στην συνέχεια φωσφορυλιώνει την MAP κινάση. Η κινάση 
αυτή στην συνέχεια φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί την κυτταροπλασματική PLA2 η οποία παράγει 
υπόστρωμα (αραχιδονικό οξύ) για το ένζυμο ενδοπεροξυ-συνθάση των προσταγλανδινών. Ο Chao et 
al έδειξαν ότι η φωσφορυλίωση της ΡΤΚ μπορεί να ρυθμιστεί και από μια NADPH-εξαρτώμενη 
διαδικασία, όπως η παραγωγή ΕΡΟ338. Στην πραγματικότητα η φωσφορυλίωση της ΡΤΚ είναι 
ευαίσθητη σε εξωγενείς αλλά και σε ενδογενείς οξειδωτικούς παράγοντες και αντιοξειδωτικά339. 
Πρόσφατα ερευνητικά δεδομένα δεικνύουν ότι και η πρωτεϊνική κινάση D (PKD, παρόμοια της PKC) 
ενεργοποιείται στα αιμοπετάλια από την ΡΤΚ477.

Οι ΕΡΟ επάγουν επίσης τον μεταβολισμό του αραχιδονικού οξέος δρώντας σε διαφορετικά 
επίπεδα, όπως π.χ. αυξάνοντας την δραστηριότητα του ενζύμου κυκλοξυγονάση. Έχει δειχθεί ότι το 
Η2Ο2 και άλλα υδροϋπεροξείδια διεγείρουν το ένζυμο αυτό και έτσι προκαλούν αύξηση της 
παραγωγής θρομβοξάνης Α2340. Η ασπιρίνη αναστέλλει την συσσώρευση αιμοπεταλίων τα οποία 
διεγέρθηκαν με Η2θ 2341. Αλλά οι ΕΡΟ μπορούν να ενεργοποιήσουν τα αιμοπετάλια και σε ένα επίπεδο 
ανεξάρτητο από τον δρόμο των εικοσανοειδών, όπως έχει αποδειχθεί σε πειράματα όπου 
αντιοξειδωτικά ανέστειλαν την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που εξαρτιόταν από την κυκλοξυγονάση. 
Έτσι, η βιταμίνη Ε και το σαλικυλικό, που είναι εκκαθαριστές ΗΟ* και η διπυριδαμόλη, η οποία είναι 
εκκαθαριστής 0 2'* και ΗΟ·341'344, μείωσαν την συσσώρευση ασπιρινισμένων αιμοπεταλίων τα 
οποία διεγέρθηκαν με μεγάλες συγκεντρώσεις αγωνιστών345'347. Οι ΕΡΟ ίσως επηρεάζουν τις
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λειτουργίες των αιμοπεταλίων αντιδρώντας με ΝΟ·, μία αγγειοδιασταλτική ουσία που ελευθερώνεται 
από το ενδοθήλιο των αγγείων ως αντίδραση στην διέγερση από διάφορους ενδογενείς 
παράγοντες435,436,438'440’443’444,450’452’453,459,468,470'472’474. To N O  παράγεται επίσης από αιμοπετάλια στα 
οποία αναστέλλει την συσσώρευση αυξάνοντας το c-GMP348'351’448,458,460. Η βιολογική δραστικότητα 
του N O  ελαττώνεται παρουσία 0 2 ·, το οποίο αντιδρά με το NO* σε υδατικό διάλυμα (κ=3,7Χ107Μ' 

V) για να σχηματίσει το ανιόν περοξυνιτρίτη (ΟΟΝΟ), το οποίο μετατρέπεται σε Η Ο  σε ουδέτερο 
pH352,353. To NO* πιθανόν να είναι ένας ισχυρός αναστολέας της λιποξυγονάσης και της 
κυκλοξυγονάσης στα αιμοπετάλια. Το Η20 2 φαίνεται να παίζει τον ρόλο ενός σημαντικού ρυθμιστή 
της δράσης του NO*354. Η α-τοκοφερόλη διεγείρει την παραγωγή του NO* in vitro και in vivo πιθανώς 
μέσω αντιοξειδωτικών μηχανισμών στους οποίους φαίνεται να εμπλέκεται η πρωτεΐνη κινάση C355.

Τα δεδομένα αυτά δεικνύουν ότι οι ΕΡΟ συμπεριφέρονται ως διεγέρτες της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης, δρώντας σε διαφορετικά επίπεδα “ σηματοδότησης” όπως αναστέλλοντας το ΝΟ·, 
διεγείροντας την οδό του μεταβολισμού του αραχιδονικού οξέος, προκαλώντας την είσοδο C a^  και 
δραστηριοποιώντας την ΡΤΚ.

7.4 Αιμοπεταλιακές λειτουργίες και αντιοξειδωτικά

Ο ρόλος των ΕΡΟ στους μηχανισμούς της αιμοπεταλιακής ενεργοποίησης έχει μελετηθεί 
έμμεσα, χρησιμοποιώντας αντιοξειδωτικά και εξετάζοντας τον ρόλο τους στην ρύθμιση των 
αιμοπεταλιακών λειτουργιών. Πειράματα σε ζώα έχουν δείξει ότι η έλλειψη βιταμίνης Ε σχετίζεται 
με την αύξηση της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης και αύξηση της σύνθεσης μεταβολιτών του 
αραχιδονικού οξέος (θρομβοξάνης και 12-υδροξυεικοσιτετρανοϊκού οξέος)356'358. Ακόμη, σε 
πειράματα με ποντίκια η τροφή των οποίων δεν περιείχε βιταμίνη Ε, φάνηκε αυξημένη δραστηριότητα 
της φωσφολιπάσης Α2359. Έχει επίσης αποδειχθεί ότι η βιταμίνη Ε  προκαλεί αξιοσημείωτη ελάττωση 
της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης345,449. Ακόμη έχει αναφερθεί αναστολή της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης από ασκορβικό οξύ360 και από συνθετικά αντιοξειδωτικά όπως η βουτυλική 
υδροξυανισόλη361 και το βουτυλικό υδροξυτολουένιο362. Η βιταμίνη C όταν χορηγείται από το στόμα 
σε ποσότητα 2 gr, ελαττώνει τον βαθμό σκλήρυνσης των αγγείων σε υγιείς εθελοντές. Παράλληλα 
αναστέλλει in vitro την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκαλείται από ADP434. Αν τα 
αποτελέσματα αυτά επιβεβαιωθούν και σε ασθενείς με αθηροσκλήρωση, τότε ίσως η βιταμίνη C 
αποδειχθεί ένα καλό φάρμακο για τις αγγειακές παθήσεις363. Η βιταμίνη C σε μεγάλες συγκεντρώσεις 
(3mM) βρέθηκε να έχει προστατευτικό ρόλο εναντίον του οξειδωτικού stress που προκλήθηκε σε 
αιμοπετάλια από σισπλαστίνη (συγκέντρωση: 20μΜ). Ελάττωσε την λιποϋπεροξείδωση και την 
παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου461, που προκλήθηκαν από την σισπλαστίνη364. Ακόμη, η 
βιταμίνη C βρέθηκε να αναστέλει την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκαλείται από 
επινεφρίνη365.

Τα τελευταία χρόνια δοκιμάζεται η δράση ενός πλήθους ουσιών με ιδιότητες “ εκκαθαριστών” 
ελευθέρων ριζών πάνω στην αιμοπεταλιακή δραστηριότητα. Η ρεσβερατρόλη, η γενιστεΐνη και άλλες 
πολυφαινόλες, φλαβονοειδή και ξανθόνες473, ουσίες που βρίσκονται σε πολλά φυτά, έχουν εμφανίσει 
προστατευτικές ιδιότητες στην στεφανιαία νόσο, όπως επίσης και αντιφλεγμονώδεις και 
αντικαρκινικές δράσεις366,437,441,447. Όσον αφορά την δράση τους στα αιμοπετάλια, αναστέλλουν την 
συσσώρευσή τους από επινεφρίνη464 και θρομβίνη, δρώντας ως “εκκαθαριστές” ριζών 0 2'*, Η20 2 και 
οξυγόνου singlet366,437,441,451,461. Δύο άλλες ουσίες, η νικαραβένη και η κινετίνη, με ιδιότητες 
“εκκαθαριστών” ελευθέρων ριζών ΗΟ·, αναστέλλουν την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που 
προκλήθηκε από ADP και κολλαγόνο σε υγιείς εθελοντές και ασθενείς με εγκεφαλική θρόμβωση (η
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νικαραβένη)367,442. Η αμιφοστίνη, ένας άλλος “ εκκαθαριστής” ελευθέρων ριζών οξυγόνου με ραδιο- 
και χημειοπροστατευτικές ιδιότητες, αναστέλλει την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκαλείται 
από ADP, κολλαγόνο και PAF368. Το εκχύλισμα από το φυτό Gingo Biloba (GBLE), παρουσιάζει 
επίσης αντιοξειδωτικές ιδιότητες ως “εκκαθαριστης” ελευθέρων ριζών οξυγόνου. Παράλληλα, 
προκαλεί αναστολή των δράσεων του PAF (Platelet Activating Factor) και βελτίωση της 
μικροκυκλοφορίας με σύγχρονη ελάττωση των προϊόντων της λιποϋπεροξείδωσης369. Η καρνιτίνη 
επίσης βρέθηκε ότι αναστέλλει την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από κολλαγόνο, 
όπως και την παραγωγή ριζών 0 2'·455. Συστατικά του φυστικιού areca έχει δειχθεί ότι εμφανίζουν 
αντιαιμοπεταλιακές δράσεις466.

Θέματα υπό διερεύνηση αποτελούν ακόμη οι μηχανισμοί με τους οποίους τα αντιοξειδωτικά 
επηρεάζουν τις αιμοπεταλιακές λειτουργίες καθώς και οι συγκεντρώσεις στο πλάσμα των ουσιών 
αυτών, οι οποίες είναι απαραίτητες για να εμφανιστεί η δράση τους στα αιμοπετάλια. Είναι επίσης 
ενδιαφέρον να σημειωθεί εδώ ότι το γνωστό φάρμακο διπυριδαμόλη, το οποίο χρησιμοποιείται στην 
στεφανιαία νόσο για τις αντιαιμοπεταλιακές και αγγειοδιασταλτικές του ιδιότητες, βρέθηκε να έχει 
αντιοξειδωτικές ιδιότητες και συγκεκριμένα ιδιότητες “εκκαθαριστή” ριζών 0 2'· και Η Ο 342'344,446. 
Φαίνεται λοιπόν ότι η διπυριδαμόλη ασκεί την αντιαιμοπεταλιακή της δράση κυρίως μέσω ενός 
αντιοξειδωτικού μηχανισμού, δεδομένου ότι οι ΕΡΟ διεγείρουν την αιμοπεταλιακή δραστηριότητα.

Σκευάσματα που αποτελούνται από συνδυασμό ασπιρίνης-διπυριδαμόλης, εμφανίζουν επίσης 
σημαντικές αντιαιμοπεταλιακές δράσεις476.

Ένα άλλο φάρμακο, η τριμεταζιδίνη (ομάδα πιπεραζίνης) χρησιμοποιείται ως αντιστηθαγχικό 
στην αντιμετώπιση της ισχαιμίας του μυοκαρδίου370. Η ουσία αυτή σε πειράματα in vitro αναστέλλει 
δοσοεξαρτώμενα την αιμοπεταλιακή συσσώρευση πού προκαλείται από θρομβίνη, κολλαγόνο, ADP, 
αραχιδονικό οξύ, Α23ΐ87 και U466i9371· Παράλληλα βρέθηκε ότι ελαττώνει την είσοδο Ca++ στα 
αιμοπετάλια, σε βαθμό ανάλογο του βαθμού της αναστολής της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης372. Ο 
Kiyosue et al. επίσης πρότειναν ότι η τριμεταζιδίνη δρά ως ένας μη ειδικός αναστολέας Ca++. Αυτός 
όμως δεν είναι ο μόνος τρόπος δράσης της, δεδομένου ότι αναστέλλει την αιμοπεταλιακή 
συσσώρευση πού προκαλείται από ADP, χωρίς να επηρεάζει τα αιμοπεταλιακά επίπεδα του Ca^. 
Ακόμη, η τριμεταζιδίνη αυξάνει το pH του αιμοπεταλιακού πρωτοπλάσματος και “προστατεύει” την 
κυτταρική ομοιόσταση από την έκθεση σε ΕΡΟ δρώντας ως “εκκαθαριστής” . Έτσι εξασφαλίζει την 
ακεραιότητα της λειτουργίας των αντλιών ιόντων και την διαμεμβρανική ροή νατρίου-καλίου και 
αποτρέπει την κατακόρυφη πτώση των ενδοκυτταρικών συγκεντρώσεων του ΑΤΡ. Έχει αποδειχθεί 
επίσης η δυνατότητα της ΤΜΖ να εκκαθαρίζει και ελεύθερες ρίζες ΗΟ* καθώς και 
αλκυλοϋπεροξυλικές ρίζες373. Στις μελέτες αυτές έχει προταθεί σαν πιθανός μηχανισμός εκκαθάρισης 
των ριζών 0 2'* η αντίδρασή τους με μερικές λειτουργικές ομάδες του μορίου της ΤΜΖ και κυρίως με 
τις μεθοξυλικές ομάδες του αζώτου του μορίου της, με αποτέλεσμα τον σχηματισμό σταθερών ριζών 
ή άλλων προϊόντων. Για τις ρίζες ΗΟ· φαίνεται ότι παρόμοιες αντιδράσεις λαμβάνουν χώρα στην 
βενζυλική ομάδα του μορίου της ΤΜΖ με αποτέλεσμα τον σχηματισμό υδροξυλικών προϊόντων. Η 
εκκαθαριστική δράση της τριμεταζιδίνης στις ΕΡΟ φαίνεται ότι ασκείται σε συγκεντρώσεις της τάξης 
των ΙΟ^Μ ως 10‘3M 374.

Τα ανωτέρω δεδομένα αποδεικνύουν ότι οι ΕΡΟ παίζουν ένα σημαντικό ρόλο στην 
αιμοπεταλιακή συσσώρευση in vitro και in vivo και μάλιστα αποτελούν ισχυρούς διεγέρτες της. Η 
χορήγηση αντιοξειδωτικών ουσιών, οι οποίες δρουν ως “εκκαθαριστές” των ΕΡΟ αναστέλλει την 
αιμοπεταλιακή συσσώρευση. Επομένως, τέτοιες ουσίες θα μπορούσαν να χορηγηθούν θεραπευτικά
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και προληπτικά σε θρομβοαγγειακές παθήσεις, αντιπροσωπεύοντας μία νέα και μάλιστα 
αποτελεσματική προσέγγιση στις νόσους του καρδιαγγειακού συστήματος.

Η σχέση ανάμεσα στις ΕΡΟ και τις αιμοπεταλιακές λειτουργίες όπως επίσης και η δυνατότητα 
της ρύθμισής της από αντιοξειδωτικές ουσίες, θα πρέπει να ληφθεί υπ’ όψιν ως ένα σημαντικό 
υπόβαθρο για την περαιτέρω  διερεύνηση του ρόλου των ΕΡΟ σε κλινικές οντότητες στην εξέλιξη των 
οποίων η αιμοπεταλιακή υπερδιέγερση παίζει σημαντικό ρόλο. Ειδικότερα, η μελέτη της 
αλληλεπίδρασης μεταξύ ΕΡΟ και αιμοπεταλίων αποδεικνύεται πολύ χρήσιμη στην κατανόηση της 
αθηροσκληρωτικής αιτιοπαθογένειας, όπου υπάρχει μια ανισορροπία ανάμεσα στις οξειδωτικές 
αντιδράσεις και στις αντιοξειδωτικές άμυνες, με αποτέλεσμα την επίταση της οξειδωτικής 
διαδικασίας. Ακόμη, υπάρχουν αποδείξεις πως η χρήση αντιοξειδωτικών ουσιών επιβραδύνει την 
πορεία της αθηροσκλήρωσης και βελτιώνει την λειτουργικότητα του αγγειακού ενδοθηλίου. 
Περαιτέρω έρευνα είναι απαραίτητη για να διερευνηθεί αν οι αντιοξειδωτικές αυτές ουσίες δρουν 
απευθείας στο αγγειακό ενδοθήλιο ή αν στην όλη διαδικασία εμπλέκονται - και μάλιστα με ποιόν 
τρόπο - λειτουργικές αλλαγές των αιμοπεταλίων και των άλλων κυττάρων του αίματος, έτσι ώστε να 
καταστεί πληρέστερη και αποτελεσματικότερη η θεραπευτική προσέγγιση των παθήσεων του 
κυκλοφορικού συστήματος.
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Γ . ΚΑΤΕΧΟΛΑΜΓΝΕΣ

1. Κατεχολαμίνες και Αυτόνομο Νευρικό Σύστημα

1.1 Το Αυτόνομο Νευρικό Σύστημα

Το τμήμα του νευρικού συστήματος το οποίο ρυθμίζει τις σπλαχνικές λειτουργίες του σώματος
ονομάζεται Αυτόνομο Νευρικό Σύστημα 
(ΑΝΣ), ή διαφορετικά Φυτικό Νευρικό 
Σύστημα (Εικόνα 10). Το ΑΝΣ 
ενεργοποιείται κυρίως από κέντρα που 
εντοπίζονται στο νωτιαίο μυελό, το 
εγκεφαλικό στέλεχος και τον υποθάλαμο. 
Επίσης, τμήματα του εγκεφαλικού φλοιού 
και ιδιαίτερα του μεταιχμιακού φλοιού, 
είναι δυνατόν να μεταδίδουν νευρικές 
ώσεις προς τα κατώτερα κέντρα και με 
αυτόν τον τρόπο να επηρεάζουν τον 
έλεγχο που ασκείται από το ΑΝΣ. Συχνά 
επίσης το ΑΝΣ λειτουργεί και με τα 
σπλαχνικά αντανακλαστικά.

Τα φυγόκεντρα νευρικά σήματα 
από το αυτόνομο νευρικό σύστημα 
μεταδίδονται προς το σώμα με δύο 
μείζονες κλάδους του, που ονομάζονται 
αντίστοιχα συμπαθητικό και 
παρασυμπαθητικό νευρικό σύστημα 
(Σχήματα 16,17).

Τα συμπαθητικά και τα 
παρασυμπαθητικά νεύρα διαφέρουν από 
τα κινητικά νεύρα των σκελετικών μυών 
στο γεγονός ότι κάθε συμπαθητική ή 
παρασυμπαθητική νευρική οδός, από τον 
νωτιαίο μυελό προς τον νευρούμενο ιστό, 
αποτελείται από μία προγαγγλιακή και 
μία μεταγαγγλιακή νευράδα, ενώ η 
κινητική νευρική οδός για τους 

σκελετικούς μύες αποτελείται 
από μια μόνο νευράδα. Ωστόσο, 
μεταξύ των συμπαθητικών και

των παρασυμπαθητικών νεύρων υπάρχουν κάποιες χαρακτηριστικές ανατομικές διαφορές, ως προς το 
μήκος των προγαγγλιακών και των μεταγαγγλιακών τους νευρώνων. Στο συμπαθητικό σύστημα οι 
προγαγγλιακές ίνες εισέρχονται στα αντίστοιχα συμπαθητικά γάγγλια τα οποία βρίσκονται δεξιά και 
αριστερά κατά μήκος της σπονδυλικής στήλης και από αυτά ξεκινούν οι μεταγαγγλιακές

Εικόνα 10. Το φυτικό νευρικό σύστημα
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συμπαθητικές ίνες, που κατευθύνονται προς το νευρούμενο όργανο. Στο παρασυμπαθητικό σύστημα 
οι προγαγγλιακές ίνες φέρονται χωρίς διακοπή προς το νευρούμενο όργανο και στη συνέχεια, μέσα 
στο τοίχωμά του βρίσκουν τα παρασυμπαθητικά γάγγλια απ’ όπου εκφύονται βραχείες 
μεταγαγγλιακές ίνες μήκους ενός ή και λίγων εκατοστόμετρων οι οποίες κατανέμονται στο 
νευρούμενο όργανο.

Όλες οι συμπαθητικές και οι παρασυμπαθητικές νευρικές ίνες εκκρίνουν μία από τις δύο 
νευροδιαβιβαστικές ουσίες, την ακετυλοχολίνη είτε την νοραδρεναλίνη. Αυτές που εκκρίνουν 
ακετυλοχολίνη χαρακτηρίζονται ως χολινεργικές, ενώ εκείνες που εκκρίνουν νοραδρεναλίνη 
ονομάζονται αδρενεργικές.

Όλες οι προγαγγλιακές νευράδες, τόσο του συμπαθητικού όσο και του παρασυμπαθητικού 
νευρικού συστήματος είναι χολινεργικές. Γ ι ’ αυτό τον λόγο, η ακετυλοχολίνη, είτε ουσίες που 
μοιάζουν με την ακετυλοχολίνη, όταν επιδρούν πάνω στα γάγγλια, προκαλούν διέγερση τόσο των 
συμπαθητικών όσο και των παρασυμπαθητικών μεταγαγγλιακών νευράδων.

Ανορθωτήρας 
μυς τριχσς g

Ιδρωτοποιός
αδένας Βρόγχοι

Πυλωρός

Μυελώδης μοί 
(^επινεφριδίων

Νεφρός 

υρητήρας

Υπογάστριο πλέγμα

Εντε^

Ειλεοκολική βαλβίδα

φιγπτήρας του πρωκ 

Εξωστήρας μυς 

Τρίγωνο

Σχήμα 16. Το συμπαθητικό νευρικό 
σύστημα. Με τις διακεκομμένες γραμμές 
παριστάνονται οι μεταγαγγλιακές ίνες μέσα 
στους φαιούς αναστομωτικούς κλάδους, που 
φέρονται προς τα νωτιαία νεύρα για 
κατανομή στα αιμοφόρα αγγεία τους

Οφθαλμικό γάγγλιο

^ ^ Α κ τ ιν ω τ ό ς  μυς 

Σφιγκτήρας κόρης 

Ιφηνοϋιτερώιο γάγγλιο 
Δακρυικοί αδένες 
Αδένες ρινός 

Υπογνάθιο γάγγλιο 
Υπογνάθιος αδένας

Οφθαλμικό γάγγλιο 
αρωτιδα

Κ,αρδια

Στόμαχός

Πυλωρός

Παχύ έντερο

Λεπτό έντερο

Ειλεοκολική βαλβίδα 

Σφιγκτήρας προικτου 

Ουροδοχος κυατη 

Εςωστηρας μυς 

Τρίγωνο

Σχήμα 17. Το παρασυμπαθητικό νευρικό 
σύστημα
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Οι μεταγαγγλιακές νευράδες του παρασυμπαθητικού νευρικού συστήματος είναι επίσης 
χολινεργικές. Εξ’ άλλου, οι περισσότερες από τις μεταγαγγλιακές νευράδες του συμπαθητικού είναι 
αδρενεργικές, άλλες όμως μεταγαγγλιακές συμπαθητικές ίνες, όπως αυτές που νευρώνουν τους 
ιδρωτοποιούς αδένες, τους ανορθωτήρες μύες των τριχών, καθώς και λίγα αιμοφόρα αγγεία, είναι 
χολινεργικές. Κάθε προγαγγλιακός νευρώνας συνδέεται κατά μέσο όρο με 8 ή 9 μεταγαγγλιακούς 
νευρώνες με αποτέλεσμα την διάχυση του νευρικού ερεθίσματος.

Έτσι, όλες οι τελικές νευρικές απολήξεις του παρασυμπαθητικού νευρικού συστήματος 
εκκρίνουν ακετυλοχολίνη και οι περισσότερες από τις συμπαθητικές νευρικές απολήξεις εκκρίνουν 
νορεπινεφρίνη (νοραδρεναλίνη), ενώ υπάρχουν και άλλες ουσίες όπως η ντοπαμίνη, το αγγειδραστικό 
εντερικό πεπτίδιο (vasoactive intestinal peptide, VIP), η τριφωσφορική αδενοσίνη (ATP), η εκκριτική 
ορμόνη των γοναδοτροπινών (GnRH) και το νευροπεπτίδιο Υ οι οποίες εκκρίνονται σε πολύ 
μικρότερα ποσά. Οι ορμόνες αυτές με τη σειρά τους επιδρούν πάνω στα διάφορα όργανα για να 
εξασκήσουν τις αντίστοιχες επιδράσεις του παρασυμπαθητικού και του συμπαθητικού νευρικού 
συστήματος. Γ ι’ αυτό το λόγο συχνά οι ουσίες αυτές αποκαλούνται αντίστοιχα νευρδιαβιβαστικές 
ουσίες του παρασυμπαθητικού και του συμπαθητικού.

Ειδικά για τα επινεφρίδια, υπάρχει μία ειδική φύση των συμπαθητικών νευρικών απολήξεων στη 
μυελώδη μοίρα τους. Οι προγαγγλιακές συμπαθητικές νευρικές ίνες φέροντας χωρίς να 
πραγματοποιούν συνάψεις, από την μεσοκυττάρια ζώνη της φαιάς ουσίας του νωτιαίου μυελού, μέσα 
από το συμπαθητικό στέλεχος, και στην συνέχεια, με τα σπλαχνικά νεύρα, προς την μυελώδη μοίρα 
των επινεφριδίων. Εκεί μέσα, απολήγουν κατ’ ευθείαν πάνω σε τροποποιημένα νευρικά κύτταρα, από 
τα οποία εκκρίνονται επινεφρίνη (αδρεναλίνη) και νορεπινεφρίνη (νοραδρεναλίνη) που αποδίδονται 
προς το αίμα. Τα εκκριτικά αυτά κύτταρα προέρχονται από εμβρυολογική άποψη, από νευρικό ιστό, 
και είναι ανάλογα προς τις μεταγαγγλιακές νευράδες. Πράγματι, διατηρούν ακόμη και υποτυπώδεις 
νευρικές ίνες, από τις οποίες εκκρίνονται και οι ορμόνες που αναφέρονται παραπάνω. Δηλαδή, 
ουσιαστικά, ο μυελός των επινεφριδίων αν και αποτελεί τμήμα ενός ενδοκρινούς οργάνου, στην 
πραγματικότητα είναι ένα συμπαθητικό γάγγλιο, δηλαδή ένα παράγωγο του συμπαθητικού τμήματος 
του ΑΝΣ, που δεν διαθέτει μεταγαγγλιακές ίνες και εκκρίνει κυρίως αδρεναλίνη αλλά και 
νοραδρεναλίνη και ντοπαμίνη απευθείας στην κυκλοφορία και όχι στην συναπτική σχισμή. Αποτελεί 
δε την μόνη πηγή παραγωγής αδρεναλίνης, καθώς διαθέτει το απαραίτητο ένζυμο 
φαινυλαιθανολαμινο-Ν-μεθυλ-Ο-τρανσφεράση (ΡΝΜΤ) που λείπει από τα συμπαθητικά νεύρα. Παρ’ 
όλο ότι επιτελεί ποικίλες φυσιολογικές λειτουργίες δεν είναι απαραίτητος για την ζωή, εφ’ όσον το 
ΑΝΣ παραμένει ανατομικά ακέραιο και λειτουργικό375.

Χ ημεία

Οι ορμόνες του μυελού των επινεφριδίων σχετίζονται δομικά με μία ομάδα οργανικών 
συμπλοκών που ορίζονται ως κατεχόλες. Το όνομα της ομάδας αυτής είναι μια συντόμευση του 
αρχικού όρου που ήταν πυροκατεχόλες. Το οργανικό σύμπλοκο που τώρα ονομάζεται κατεχόλη 
παρασκευάστηκε για πρώτη φορά το 1839 με απόσταξη κατεχίνης, ενός χυμού που προέρχεται από το 
ασιατικό φυτό που λέγεται Mimosa catechu. Αν και οι ορμόνες του μυελού των επινεφριδίων 
συνήθως καλούνται “κατεχολαμίνες” , αυτός ο όρος δεν είναι αυστηρά ακριβής, όπως μπορούμε να 
παρατηρήσουμε από τις δομικές φόρμες που φαίνονται στο παρακάτω σχήμα. (Σχήμα 18). Ο 
αρωματικός πυρήνας αυτών των ορμονών είναι όντως πυρήνας κατεχόλης, αλλά η αμινοομάδα είναι 
συνδεδεμένη με πλευρά αλειφατικής αλυσίδας και όχι κατευθείαν με αρωματικό δακτύλιο όπως 
εννοείται με τον όρο κατεχολαμίνη.
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Παρ’ όλα αυτά, η κλινική βιβλιογραφία σήμερα έχει επιλέξει να κατηγοριοποιεί τις διάφορες 
διυδροξυφαινυλαλκυλαμίνες κάτω από τον γενικό όρο κατεχολαμίνη, και αυτή θα είναι και η 
ορολογία πού χρησιμοποιείται και σ ’ αυτό το κείμενο.

Το 80% της δραστηριότητας των κατεχολαμινών στο μυελό των επινεφριδίων αποδίδεται στην 
επινεφρίνη που υπάρχει μέσα στον αδένα σε συγκέντρωση 1-3 mg/g ιστού. Η χημική δομή της 
επινεφρίνης φαίνεται στο παρακάτω σχήμα (Σχήμα 18). Η επινεφρίνη που προκύπτει “φυσικά” είναι 
το L-ισομερές. Η μη φυσική D-μορφή είναι δραστική μόνο κατά το 1/15. Παρ’ όλα αυτά, η L- 
επινεφρίνη πού παράγεται συνθετικά είναι παρόμοια σε δραστικότητα με το φυσικό προϊόν. Η 
νορεπινεφρίνη βρίσκεται αρχικά στα συμπαθητικά νεύρα, όπου δρα σαν νευροδιαβιβαστής. Η περιοχή 
αυτή είναι αποτέλεσμα αφ’ενός μεν της σύνθεσής της στο νευρικό ιστό και αφετέρου δε της λήψης 
της από τον ιστό μέσω της κυκλοφορίας. Όπως φαίνεται στο παραπάνω σχήμα, η επινεφρίνη διαφέρει 
από την νορεπινεφρίνη μόνο στο ότι η πρώτη μεθυλιώνεται στην αρχική αμινοομάδα της πλευράς της 
αλεκρατικής αλυσίδας.
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Οι κατεχολαμίνες, νοραδρεναλίνη, αδρεναλίνη και η ντοπαμίνη, αποτελούν τους κύριους 
νευροδιαβιβαστές του Συμπαθητικού Νευρικού Συστήματος (ΣΝΣ). Η ντοπαμίνη, πρόδρομη ουσία 
της νοραδρεναλίνης, είναι ο κύριος νευροδιαβιβαστής στο Κεντρικό Νευρικό Σύστημα (ΚΝΣ). Η 
αδρεναλίνη δρα κυρίως ως ορμόνη στην περιφέρεια αφού απελευθερωθεί από τον μυελό των 
επινεφριδίων στο περιφερικό αίμα. Τέλος, η νοραδρεναλίνη αποτελεί τον κύριο μεταβιβαστή του 
ΣΝΣ, ενώ πολύ μικρό ποσοστό της κυκλοφορούσης νοραδρεναλίνης προέρχεται από τον μυελό των 
επινεφριδίων.

Η σύνθεση της νορεπινεφρίνης (νοραδρεναλίνης) αρχίζει μέσα στο αξονόπλασμα της τελικής 
νευρικής απόληξης της αδρενεργικής νευρικής ίνας, αλλά συμπληρώνεται μέσα στα εκκριτικά 
κυστίδια (Εικόνα 11). Οι βασικές βαθμίδες αυτής της σύνθεσης είναι οι ακόλουθες:

Υδροξυλίωση
1. Τυροσίνη ------------------------- ►  DOPA

Αποκαρβοξυλίωση
2. DOPA ^  Ντοπαμίνη

1. Μεταφορά της ντοπαμίνης μέσα στα εκκριτικά κυστίδια 
Υδροξυλίωση

4. Ντοπαμίνη ----------------------- ►  Νορεπινεφρίνη

Μέσα στην μυελώδη μοίρα των επινεφριδίων αυτή η αντίδραση προχωρεί ακόμη μία βαθμίδα 
παρακάτω, για την μετατροπή του 80% περίπου της νορεπινεφρίνης σε επινεφρίνη:

Μεθυλίωση
5. Νορεπινεφρίνη _________________ ^  Επινεφρίνη

Εικόνα 11. Αδρενεργική νευροδιαβίβαση

to
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Σχήμα 19:
Βιοσύνθεση
κατεχολαμινών

Αναλυτικότερα, η διαδικασία έχει ως εξής: Το αμινοξύ τυροσίνη είτε προσλαμβάνεται με την 
τροφή είτε παράγεται στο ήπαρ από την φαινυλαλανίνη με την δράση της υδροξυλάσης της 
φαινυλαλανίνης. Με ενεργό μεταφορά εισέρχεται στους μεταγαγγλιακούς νευρώνες ή στα 
χρωμαφινικά κύτταρα του μυελού των επινεφριδίων, όπου με τη δράση του ενζύμου υδροξυλάση της 
τυροσίνης μετατρέπεται σε DOPA και ακολούθως με την δράση της αποκαρβοξυλάσης της DOPA σε 
ντοπαμίνη. Η αποκαρβοξυλάση της DOPA είναι μη ειδικό ένζυμο και δρα και σε άλλα αμινοξέα, γ ι’ 
αυτό και λέγεται αποκαρβοξυλάση των αρωματικών L -αμινοξέων και είναι παρόμοια αλλά όχι ίδια με 
την αποκαρβοξυλάση της 5-υδροξυτρυπτοφάνης. Η μετατροπή της τυροσίνης σε DOPA φαίνεται ότι 
αποτελεί τον κύριο ρυθμιστικό μηχανισμό σύνθεσης των κατεχολαμινών. Το ένζυμο υδροξυλάση της 
τυροσίνης που καταλύει αυτό το στάδιο υφίσταται αρνητική παλίνδρομη ρύθμιση από την ντοπαμίνη 
και την νοραδρεναλίνη.

Η ντοπαμίνη με την δράση της β-υδροξυλάσης της ντοπαμίνης μετατρέπεται σε νοραδρεναλίνη 
στα αποθηκευτικά κυστίδια που ευρίσκονται στις τελικές μεταγαγγλιακές απολήξεις, όπου και 
παραμένει μέχρι να απελευθερωθεί (Σχήμα 19).

Στα κύτταρα του μυελού των επινεφριδίων καθώς και σε ορισμένους νευρώνες η νοραδρεναλίνη 
εξέρχεται από τα κυστίδια στο κυτταρόπλασμα και με την δράση του ενζύμου φαινυλαιθανολαμινο- 
Ν-μεθυλοτρανσφεράση (ΡΝΜΤ) μετατρέπεται σε αδρεναλίνη η οποία με την σειρά της αποθηκεύεται 
σε άλλη ομάδα κυστιδίων όπου και παραμένει μέχρι την έκλυσή της. Η δραστηριότητα του ενζύμου 
επάγεται από την επίδραση της κορτιζόλης η οποία ευρίσκεται σε μεγάλες πυκνότητες στο αίμα το 
οποίο από τον φλοιό των επινεφριδίων φτάνει στον μυελό. Σε περιπτώσεις υποφυσιεκτομής η 
ελάττωση των επιπέδων της κορτιζόλης στο αίμα που φθάνει στον μυελό των επινεφριδίων 
ακολουθείται από ελάττωση της σύνθεσης αδρεναλίνης.

Οι κατεχολαμίνες δεν διαπερνούν τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό. Έ τσι η νορεπινεφρίνη του 
εγκεφάλου πρέπει να συντεθεί μέσα στον ιστό. Η L-dopa, ο πρόδρομος των κατεχολαμινών διαπερνά 
τον φραγμό, γ ι’αυτό τον λόγο χρησιμοποιείται για να αυξήσει την σύνθεση των κατεχολαμινών στην 
νόσο του Parkinson.

Η αδρεναλίνη στα κύτταρα του μυελού των επινεφριδίων αποτελεί το 80%, ενώ η 
νοραδρεναλίνη το 20% του συνολικού ποσού των κατεχολαμινών. Στα αποθηκευτικά κυστίδια η 
αδρεναλίνη και η νοραδρεναλίνη συνδέονται με την τριφωσφορική αδενοσίνη (ΑΤΡ), σε μια αναλογία 
περίπου 4 moles ορμόνης προς 1 mole ΑΤΡ, καθώς και με μια πρωτεΐνη, την χρωμογρανίνη Α. Σε 
ορισμένους αλλά όχι σε όλους τους αδρενεργικούς νευρώνες τα κυστίδια περιέχουν και το
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νευροπεπτίδιο Υ. Οι κατεχολαμίνες διατηρούνται μέσα στα αποθηκευτικά κυστίδια με ενεργό 
σύστημα μεταφοράς του οποίου η δράση αναστέλλεται από την ρεσερπίνη.

Η απελευθέρωση των κατεχολαμινών ακολουθεί την εκπόλωση ενός νευρικού μεταγαγγλιακού 
νευρώνα. Η εκπόλωση αυτή ακολουθείται από είσοδο ιόντων ασβεστίου, σε ίδια αναλογία με αυτήν 
που αποθηκεύονται, με αποτέλεσμα μετακίνηση των κυστιδίων προς την κυτταρική μεμβράνη, 
συνένωση των μεμβρανών και απελευθέρωση του περιεχομένου των κυστιδίων στην συναπτική 
σχισμή. Μαζί με την νοραδρεναλίνη εκκρίνονται και ΑΤΡ, χρωμογρανίνη Α και το ένζυμο β- 
υδροξυλάση τη ντοπαμίνης που βρίσκονται επίσης μέσα στα αποθηκευτικά κυστίδια376.

Στο πλάσμα το 95% της ντοπαμίνης και περίπου το 70% της νοραδρεναλίνης και αδρεναλίνης 
κυκλοφορούν συζευγμένες με θειικές ρίζες. Στην μορφή αυτή οι κατεχολαμίνες είναι ανενεργείς και η 
σημασία τους άγνωστη. Σε ύπτια θέση τα επίπεδα της νοραδρεναλίνης είναι περίπου 3000pg/ml, ενώ 
στην όρθια θέση αυξάνονται κατά 50 έως 100%. Μετά από επινεφριδεκτομή τα επίπεδα της 
νοραδρεναλίνης παραμένουν αμετάβλητα, ενώ της αδρεναλίνης, που φυσιολογικά κυμαίνονται περί 
τα 30pg/ml, πέφτουν πρακτικά στο μηδέν. Η αδρεναλίνη υπό φυσιολογικές συνθήκες βρίσκεται σε 
όργανα πλην του μυελού των επινεφριδίων και του εγκεφάλου, προέρχεται από την αδρεναλίνη του 
αίματος377. Μετά από επινεφριδεκτομή χαμηλά επίπεδα αδρεναλίνης επανεμφανίζονται στο αίμα 
χωρίς η προέλευσή τους να είναι γνωστή. Συνθετικά ένζυμα της οδού των κατεχολαμινών έχουν 
βρεθεί στα καρδιακά γάγγλια378. Η ντοπαμίνη στο πλάσμα κυμαίνεται σε επίπεδα περίπου 35pg/ml. Ο 
χρόνος ημιζωής των κατεχολαμινών στην κυκλοφορία είναι περίπου 2 min.

Η νοραδρεναλίνη που απελευθερώνεται στη συναπτική σχισμή δρά στους προσυναπτικούς β2 
υποδοχείς. Η διέγερση των β2 υποδοχέων ακολουθείται από αύξηση της παραγωγικής κυκλικής 
μονοφωσφορικής αδενοσίνης (c-AMP) από την τριφωσφορική αδενοσίνη (ΑΤΡ), είναι δε η c-AMP 
απαραίτητη για την περαιτέρω εξωκύττωση και αύξηση της απελευθέρωσης της νοραδρεναλίνης. Ένα 
μέρος της νοραδρεναλίνης διαφεύγει από την συναπτική σχισμή στην συστηματική κυκλοφορία και η 
νοραδρεναλίνη που ανιχνεύεται στο πλάσμα αποτελεί έμμεση εκτίμηση της συνολικής διέγερσης του 
ΣΝΣ, καθώς αντιπροσωπεύει ποσοστό λιγότερο από 10% της νοραδρεναλίνης που απελευθερώνεται 
στη συναπτική σχισμή. Στη συνέχεια μεταβολίζεται στο ήπαρ ή απεκκρίνεται από τους νεφρούς.

Μετά την έκκριση της νοραδρεναλίνης από τις τελικές νευρικές απολήξεις, η απομάκρυνσή της 
από τον τόπο της έκκρισης γίνεται με τρεις διαφορετικούς τρόπους: (1) Επαναπρόσληψη με 
ενεργητική διεργασία μεταφοράς, μέσα στις ίδιες τις αδρενεργικές νευρικές απολήξεις και μάλιστα 
κυρίως από τον προσυναπτικό νευρώνα και αποθήκευση μέσα στα προσυναπτικά κυστίδια. Με τον 
τρόπο αυτό απομακρύνονται τα 50 ως 80% από την εκκρινόμενη νοραδρεναλίνη και εξοικονομούνται 
κατεχολαμίνες για επόμενη απελευθέρωση. Η επαναπρόσληψη αυτή μέσα στον νευρώνα μετατρέπει 
τις κατεχολαμίνες σε αδρανείς μορφές αποθήκευσης και αποτελεί έναν σημαντικό μηχανισμό 
γρήγορης λήξης της ορμονικής και νευροδιαβιβαστικής δραστηριότητας. Η αναστολή της 
επαναπρόσληψης προκαλεί σημαντική επίταση της δράσης των κατεχολαμινών. Η υπερευαισθησία 
των οργάνων στόχων μετά από συμπαθητική απονεύρωση οφείλεται στην μη επαναπρόσληψη των 
κατεχολαμινών που προέρχονται από άλλες πηγές και έρχονται σε παρατεταμένη επαφή με τους 
μεταγαγγλιακούς αδρενεργικούς υποδοχείς. Ένα μικρό ποσοστό κατεχολαμινών προσλαμβάνεται και 
μεταβολίζεται από τον μετασυναπτικό νευρώνα. (2) Διάχυση από τις νευρικές απολήξεις προς το 
γύρω υγρό των ιστών και από εκεί προς το αίμα -  με τον τρόπο αυτό απομακρύνεται το μεγαλύτερο 
ποσό από την υπολειπόμενη νοραδρεναλίνη, και (3) Καταστροφή από ένζυμα, όπως η 
μονοαμινοξειδάση (ΜΑΟ), πού προκαλεί οξείδωση, και η κατεχολ-Ο-μεθυλτρανσφεράση (COMT) 
που προκαλεί αδρανοποίηση των κατεχολαμινών με μεθυλίωση της υδροξυ-1 ομάδας σε τρεις θέσεις.
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Η MAO, η οποία στην πραγματικότητα αποτελείται από μία σειρά ισοενζύμων, βρίσκεται κυρίως στις 
νευρικές απολήξεις από όπου απελευθερώνονται οι κατεχολαμίνες, στην έξω επιφάνεια των 
μιτοχονδρίων. Είναι ένζυμο με μεγάλη ειδικότητα, ικανό να καταλύει την οξείδωση των παράπλευρων 
αλυσίδων σε μια μεγάλη ποικιλία κατεχολαμινών. Η COMT δεν βρίσκεται στις νευρικές απολήξεις 
αλλά απαντάται στο ήπαρ, στους νεφρούς και στις λείες μυϊκές ίνες. To M g *  εξαρτώμενο αυτό 
ένζυμο βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα και είναι ικανό να μεθυλιώνει μία ποικιλία κατεχολαμινικών 
παραγώγων, χρησιμοποιώντας την S-αδενοσυλμεθειονίνη σαν πηγή των μεθυλομάδων. Αν και τα δύο 
ένζυμα, ΜΑΟ και COMT, απαντώνται στους περισσότερους ιστούς, η δραστηριότητά τους είναι 
ιδιαίτερα υψηλή στο ήπαρ, όπου συμβαίνει και το μεγαλύτερο μέρος του καταβολισμού των 
κυκλοφορούντων κατεχολαμινών.

Το πρώτο βήμα στον μεταβολισμό των κατεχολαμινών μπορεί να είναι είτε η μεθυλίωση είτε η 
οξείδωση της πλευρικής αλυσίδας, γεγονός που δεν έχει ακόμη πλήρως διευκρινιστεί. Το σύμπλεγμα 
της νορεπινεφρίνης που είναι ισχυρά συνδεδεμένο στον ιστό αρχικά μεταβολίζεται από την 
μιτοχονδριακή μονοαμινοοξειδάση, ενώ το λιγότερο ισχυρά συνδεδεμένο σύμπλεγμα αρχικά 
μεθυλιώνεται από την κατεχολ-Ο-μεθυλτρανσφεράση. Στους νευρώνες, ευνοείται ο μεταβολισμός της 
νορεπινεφρίνης από την μονοαμινοοξειδάση, εφ’ όσον τα επίπεδα της κατεχολ-Ο- 
μεθυλτρανσφεράσης είναι χαμηλά σ’αυτόν τον ιστό. Εφ’ όσον και τα δύο ένζυμα αντιδρούν με τα 
μεταβολικά προϊόντα στο ήπαρ, οι τελικοί μεταβολίτες που εμφανίζονται στα ούρα δεν μπορούν να 
δώσουν απάντηση σχετικά με το ποια αντίδραση συνέβη πρώτη.

Συνήθως, η νοραδρεναλίνη που εκκρίνεται κατ’ ευθείαν μέσα σε έναν ιστό, παραμένει σε 
δραστική κατάσταση για λίγα μόνο δευτερόλεπτα, γεγονός που αποδεικνύει ότι η επαναπρόσληψη και 
η διάχυσή της γίνονται με αρκετά μεγάλη ταχύτητα. Εν τούτοις, η νοραδρεναλίνη και η αδρεναλίνη 
που εκκρίνονται προς το αίμα από την μυελώδη μοίρα των επινεφριδίων, παραμένουν σε δραστική 
κατάσταση μέχρι τη διάχυσή τους σε κάποιον ιστό, όπου καταστρέφονται από την κατεχολ-Ο- 
μεθυλοτρανσφεράση. Αυτό συμβαίνει κατά κύριο λόγο μέσα στο ήπαρ. Για τον λόγο αυτό, η 
νοραδρεναλίνη και η αδρεναλίνη, όταν εκκρίνονται προς το αίμα, παραμένουν σε εξαιρετικά δραστική 
μορφή για 10 ως 30 δευτερόλεπτα, ακολουθεί δε μια χρονική περίοδος από 1 ως μερικά λεπτά, κατά 
την οποία η δραστικότητά τους εμφανίζει προοδευτική ελάττωση.

Στην κυκλοφορία η αδρεναλίνη και η νοραδρεναλίνη έχουν ως επί το πλείστον υποστεί 
μεθυλίωση και αποβάλλονται από τα ούρα σαν Ο-μεθυλιωμένα παράγωγα μετανεφρίνη και 
νορμετανεφρίνη. Τα Ο-μεθυλιωμένα παράγωγα που δεν αποβάλλονται υφίστανται οξείδωση και το 3- 
μεθοξυ-4-υδροξυμανδελικό οξύ (VMA) είναι ο κυριότερος μεταβολίτης των κατεχολαμινών στα 
ούρα.

Στις απολήξεις των αδρενεργικών νεύρων η νοραδρεναλίνη μετατρέπεται από την ΜΑΟ σε 
ανενεργά παράγωγα, 3,4-διυδροξυμανδελικό οξύ (DOMA) και στην αντίστοιχη γλυκόλη, 3,4- 
διυδροξυφαινυλγλυκόλη (DHPG), τα οποία στη συνέχεια μετατρέπονται στα Ο-μεθυλιωμένα 
παράγωγα, όπως το 3-μεθοξυ-4-υδροξυμανδελικό οξύ (VMA) και η 3-μεθοξυ-4- 
υδροξυφαινυλγλυκόλη (MHPG). Συνολικά, περίπου το 50% των εκκρινόμενων κατεχολαμινών είναι 
υπό την μορφή ελεύθερης ή συζευγμένης μετανεφρίνης ή νορμετανεφρίνης και το 40% σαν VMA. 
Επίσης μπορεί να βρεθούν και μικρές ποσότητες από ακετυλιωμένα παράγωγα. Μόνο μικρές 
ποσότητες ελεύθερης νοραδρεναλίνης και αδρεναλίνης εκκρίνονται στα ούρα (Σχήμα 20).
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Σχήμα 20. Μεταβολική οδός της νοραδρεναλίνης και της αδρεναλίνης COMT, κατεχολ- 
Ο-μεθυλτρανσφεράση ΜΑΟ, μονοαμινο-οξειδάση

Μία τυπική αναλογία των μεταβολιτών των κατεχολαμινών στα ούρα που ανευρίσκονται μετά 
από ένεση ραδιοσημασμένης επινεφρίνης, είναι η εξής:

Αμετάβλητη επινεφρίνη 6%
Μετανεφρίνη 40%
Βανυλμανδελικό οξύ 41%
4-υδροξυ-3-μεθοξυ-φαινυλγλυκόλη 7%
3,4-διυδροξυμανδελικό οξύ 2%
Διάφορα 4%



91

Τα μεταβολικά προϊόντα των κατεχολαμινών στον άνθρωπο, που απεκκρίνονται στα ούρα, 
απαντώνται με την μορφή θειικών αλάτων.

Ρύθμιση

Η ποσότητα των ενεργών κατεχολαμινών ελέγχεται στα επίπεδα της σύνθεσης, της έκκρισης, 
της επαναπρόσληψης και του καταβολισμού. Οι κατεχολαμίνες είναι αλλοστερικοί ανασταλτές της 
σύνθεσής τους, στο επίπεδο της υδροξυλάσης της τυροσίνης. Έτσι, όταν οι ορμόνες κινητοποιούνται 
γρήγορα, η σύνθεση αντίστοιχα μειώνεται. Κατά την διάρκεια παρατεταμένου stress, β-αδρενεργικής 
διέγερσης, υπερδραστηριότητας της υπόφυσης και έκκρισης ACTH και κορτικοστεροειδών, όλα τα 
ένζυμα σταδιακά αυξάνονται. Γλυκοκορτικοειδή από τον γειτονικό φλοιό των επινεφριδίων, ειδικά 
διεγείρουν την φαινυλαιθανολαμινο-Ν-μεθυλτρανσφεράση, το τελικό ένζυμο που είναι απαραίτητο 
για την σύνθεση της επινεφρίνης. Η έκκριση είναι επίσης ευαίσθητη σε χολινεργικό έλεγχο και η 
ακετυλοχολίνη είναι ένας ισχυρός θετικός διεγέρτης της. Αυτή η χολινεργική διέγερση φαίνεται να 
ρυθμίζεται απ’ευθείας από ένα σήμα του υποθαλάμου, το οποίο σχετίζεται άμεσα με το stress.

Η δισουλφιράμη αναστέλλει την β-υδροξυλάση της ντοπαμίνης, μειώνοντας την σύνθεση των 
κατεχολαμινών. Επομένως είναι ένας χρήσιμος παράγοντας για την ρύθμιση της υπέρτασης. Η 
ρεσερπίνη και η γουανεθιδίνη είναι αντιυπερτασικοί και ηρεμιστικοί παράγοντες, οι οποίοι μειώνουν 
τις κατεχολαμίνες αυξάνοντας την καταστροφή τους. Η κοκαΐνη και ο ι αντικαταθλιπτικές 
αμφεταμίνες εμποδίζουν τη σταθεροποίηση και επαναπρόσληψη των κατεχολαμινών στους ιστούς, με 
αποτέλεσμα την αυξημένη βιολογική τους διαθεσιμότητα. Παρ’ όλα αυτά, πιθανώς αυτή να μην είναι 
η κυριότερη δράση αυτών των ουσιών.

Πολλές ουσίες μορφολογικά όμοιες με την επινεφρίνη και την νορεπινεφρίνη, αν και με 
μικρότερη βιολογική δράση μπορούν να αποθηκευτούν στους ιστούς σε θέσεις φυσιολογικά 
“κρατημένες” για τις ενεργείς ορμόνες. Ο ι παράγοντες αυτοί, γνωστοί ως “ ψευδείς 
νευροδιαβιβαστές” , εμποδίζουν είτε την σύνθεση είτε την αποθήκευση των ορμονών και εκλύονται 
κατά την φυσιολογική συμπαθητική διέγερση στη θέση τους. Έτσι, αυτοί ο ι παράγοντες ή οι 
πρόδρομοί τους μπορούν να χρησιμοποιηθούν κλινικά για να ελαττώσουν την έκκριση των ενεργών 
ορμονών και έτσι να λειτουργήσουν ως αντιυπερτασικοί παράγοντες. “ Ψευδείς νευροδιαβιβαστές” , 
όπως η β-υδροξυτρυπταμίνη, η α-μεθυλνορεπινεφρίνη και η μεταραμινόλη παράγονται με 
επεξεργασία τυραμίνης, μεθυλντόπα, α-μεθυλτυροσίνης ή και μεταραμινόλης. Αρχικά, αυτοί ο ι 
παράγοντες οδηγούν σε αυξημένα επίπεδα κυκλοφορούντων ορμονών, αποκλείοντας την σύνδεσή 
τους στους ιστούς.

Η αντίδραση “ συναγερμού” του συμπαθητικού νευρικού συστήματος

Όταν μεγάλα τμήματα του συμπαθητικού νευρικού συστήματος εκφορτίζονται συγχρόνως - δηλαδή 
σε περιπτώσεις μαζικής εκφόρτισης - παρατηρείται αύξηση, με πολλούς τρόπους, της ικανότητας
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του σώματος να επιδίδεται σε έντονη μυϊκή δραστηριότητα, δηλαδή συμβαίνουν τα ακόλουθα:
1) Αύξηση της αρτηριακής πίεσης.
2) Αύξηση της αιμάτωσης των λειτουργούντων μυών, με συνακόλουθη ελάττωση της αιμάτωσης 

οργάνων, όπως είναι ο γαστρεντερικός σωλήνας και οι νεφροί, η λειτουργία των οποίων δεν 
απαιτείται για ταχεία κινητική δραστηριότητα.

3) Αύξηση του μεταβολισμού των κυττάρων σε ολόκληρο το σώμα.
4) Αύξηση της συγκέντρωσης της γλυκόζης στο αίμα.
5) Αύξηση της γλυκογονόλυσης στο ήπαρ και στους μύες.
6) Αύξηση της δύναμης συστολής των μυών.
7) Αύξηση της διανοητικής δραστηριότητας.
8) Αύξηση της πηκτικότητας του αίματος.

Με το σύνολο αυτών των επιδράσεων επιτρέπεται στο άτομο να επιδίδεται σε πολύ εντονότερη 
φυσική δραστηριότητα από την συνήθη. Επειδή η πνευματική είτε η σωματική ένταση είναι εκείνη 
που συνήθως αποτελεί το αίτιο της διέγερσης του συμπαθητικού συστήματος, συχνά λέγεται ότι η 
αποστολή του συμπαθητικού νευρικού συστήματος συνίσταται στην παροχή επιπρόσθετης 
δράστηριοποίησης του σώματος σε καταστάσεις έντασης (stress). Γ ι’ αυτό και η μαζική κινητοποίηση 
του συμπαθητικού συστήματος συχνά χαρακτηρίζεται ως συμπαθητική αντίδραση προς το stress.

Το συμπαθητικό σύστημα διεγείρεται ιδιαίτερα έντονα σε πολλές συναισθηματικές καταστάσεις. 
Για παράδειγμα, στην κατάσταση της οργής (μανίας), η οποία προκαλείται κυρίως με τον ερεθισμό 
του υποθαλάμου, νευρικά σήματα μεταδίδονται προς τα κάτω, μέσα από τον δικτυωτό σχηματισμό 
και τον νωτιαίο μυελό, για να προκαλέσουν τη μαζική εκφόρτιση του συμπαθητικού, οπότε αμέσως 
εκδηλώνονται όλες οι αντιδράσεις που αναγράφονται παραπάνω. Η κατάσταση αυτή ονομάζεται 
συμπαθητική αντίδραση συναγερμού. Συχνά επίσης αποκαλείται και αντίδραση πάλης ή φυγής, γιατί 
το ζώο που βρίσκεται σ’ αυτήν την κατάσταση αποφασίζει σχεδόν αμέσως αν θα σταθεί να πολεμήσει 
ή αν “θα το βάλει στα πόδια” . Και στις δύο περιπτώσεις, η συμπαθητική αντίδραση συναγερμού 
καθιστά τις επόμενες δραστηριότητες του ζώου εξαιρετικά έντονες.

Αδρενεργικοί υποδοχείς

Οι δράσεις των κατεχολαμινών ασκούνται μέσω των αδρενεργικών υποδοχέων. Πριν η 
νορεπινεφρίνη είτε η επινεφρίνη, που εκκρίνονται από τις νευρικές απολήξεις του αυτόνομου 
νευρικού συστήματος μπορέσουν να διεγείρουν το εκτελεστικό όργανο, πρέπει να συνδέονται με 
εξαιρετικά εξειδικευμένους υποδοχείς, που βρίσκονται στα εκτελεστικά όργανα. Ο υποδοχέας 
συνήθως βρίσκεται στην εξωτερική επιφάνεια της κυτταρικής μεμβράνης, συνδεδεμένος ως 
προσθετική ομάδα με μόριο πρωτεΐνης, που διαπερνά ολόκληρο το πάχος της κυτταρικής μεμβράνης. 
Όταν η νευροδιαβιβαστική ουσία συνδέεται με τον υποδοχέα, προκαλείται μία μορφολογική 
αλλοίωση στη δομή του μορίου της πρωτεΐνης. Με τη σειρά του, το μεταβληθέν μόριο της πρωτεΐνης 
προκαλεί τη διέγερση είτε την αναστολή του κυττάρου, συνήθως (1) με την πρόκληση μεταβολής της 
διαπερατότητας της κυτταρικής μεμβράνης προς ένα ή περισσότερα ιόντα, είτε (2) με την 
ενεργοποίηση είτε την απενεργοποίηση, ενός ενζύμου που βρίσκεται συνδεδεμένο με το άλλο άκρο 
της δεκτικής πρωτεΐνης, κατά το σημείο που προέχει προς το εσωτερικό του κυττάρου.

Από πειραματικές έρευνες που έχουν γίνει με διάφορα φάρμακα τα οποία μιμούνται την 
επίδραση της νορεπινεφρίνης (συμπαθητικομιμητικά φάρμακα) σε εκτελεστικά όργανα που 
νευρώνονται από το συμπαθητικό, αποκαλύπτεται ότι υπάρχουν δύο μείζονες τύποι αδρενεργικών 
υποδοχέων, οι άλφα υποδοχείς και οι βήτα υποδοχείς. Με τη σειρά τους, οι α υποδιαιρούνται σε αι
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(« ια , οιiB, otic) και α2, οι οποίοι επίσης υποδιαιρούνται σε κατηγορίες, χωρίς να είναι πλήρως 
ταξινομημένοι (α2Α, α2β, a 2C). Τέλος, οι τύπου β υποδιαιρούνται σε βι, β2 και β3.

Οι αδρενεργικοί υποδοχείς είναι γλυκοπρωτεΐνες που διασχίζουν την κυτταρική μεμβράνη επτά 
φορές, με εξωκυττάριο αμινοτελικό τμήμα και ενδοκυττάριο καρβοξυτελικό τμήμα. Συνδέονται με τις 
G πρωτεΐνες με αμινοξέα της τρίτης ενδοκυττάριας έλικας που ευρίσκεται πλησιέστερα προς το 
καρβοξυτελικό τμήμα. Το σύστημα των G πρωτεϊνών χρησιμοποιείται από πολλές ουσίες, όπως 
νευροδιαβιβαστές, ορμόνες, ταχυκινίνες, για την ενδοκυττάρια μετάδοση των ερεθισμάτων. Τέτοιες 
ουσίες είναι: αδρεναλίνη, νοραδρεναλίνη, ντοπαμίνη, σεροτονίνη, ισταμίνη, ακετυλχολίνη, αδενοσίνη, 
νευροκινίνη Α, νευροπεπτίδιο Υ, αγγειοτενσίνη II, αργινίνη-βασοπρεσίνη, αγγειοδραστικό εντερικό 
πεπτίδιο (VTP), θυρεοειδοτρόπος ορμόνη (TRH), παραθορμόνη (ΡΤΗ), θρομβοξάνη Α2, ενδοθηλίνες, 
ενεργοποιητικός παράγοντας των αιμοπεταλίων (PAF), ιντερλευκίνη-8 κ.ά. Η σύνδεση με τις 
κατεχολαμίνες γίνεται μέσω αμινοξέων των υδρόφοβων τμημάτων που διασχίζουν την κυτταρική 
μεμβράνη.

Οι G πρωτεΐνες αποτελούν ένα σύστημα ενδοκυττάριας μεταβίβασης σημάτων και ονομάζονται 
έτσι επειδή πρόκειται για πρωτεΐνες που συνδέονται με την τριφωσφορική γουανοσίνη (GTP), το 
γουανοσινικό ανάλογο της τριφωσφορικής αδενοσίνης (ΑΤΡ). Πρόκειται για 22 διαφορετικές 
ετεροτριμερείς πρωτεΐνες που αποτελούνται από τρεις υπομονάδες που αποκαλούνται α,β και γ. 
Μέχρι στιγμής έχουν απομονωθεί πολλές ισομορφές των τριών αυτών υπομονάδων και συγκεκριμένα 
16 της α, 5 της β και 12 της γ υπομονάδας. Η α υπομονάδα είναι συνδεδεμένη με διφωσφορική 
γουανοσίνη (GDP) στην φάση ηρεμίας. Όταν ένας διεγέρτης συνδέεται με τον υποδοχέα, το GDP 
ανταλλάσσεται με GTP και η α υπομονάδα αποσυνδέεται από το σύμπλεγμα αβγ. Συνήθως η 
υπομονάδα α είναι η υπεύθυνη για τις δράσεις του υποδοχέα. Στην συνέχεια η υπομονάδα α με την 
ενδογενή δράση της σαν υδροξυλάση μετατρέπει το GTP σε GDP με αποτέλεσμα επανασύνδεση των 
υπομονάδων α και βγ και παύση της δράσης του υποδοχέα481.

Η ενεργοποίηση του συμπλέγματος υποδοχέα της κυτταρικής μεμβράνης και της G πρωτεΐνης 
ακολουθείται από τη μεσολάβηση ενός δεύτερου μεταβιβαστού που πρόκειται είτε για το σύστημα 
τριφωσφορικής ινοσιτόλης (ΙΡ3)-διακυλγλυκερόλης (DAG) είτε του c-AMP (Σχήμα 21).

Όσον αφορά το σύστημα της τριφωσφορικής ινοσιτόλης (ΙΡ3)-διακυλγλυκερόλης (DAG), η 
ενεργοποίηση της πρωτεΐνης Gq ακολουθείται από ενεργοποίηση μίας φωσφολιπάσης C στο 
εσωτερικό της κυτταρικής μεμβράνης. Συνολικά οκτώ ισομορφές της φωσφολιπάσης C (PLC) έχουν 
αναγνωρισθεί μέχρι τώρα και οι Ρ ΙΧ β ι και Ρ ΙΧ β2 ενεργοποιούνται από G πρωτεΐνες. Καταλύουν την 
υδρόλυση της 4,5-διφωσφορικής φωσφοτυδυλινοσιτόλης (ΡΙΡ2) σε ΙΡ3 και διακυλγλυκερόλη. Η ΙΡ3 
δρα στο ενδοπλασματικό δίκτυο και προκαλεί την απελευθέρωση ιόντων ασβεστίου στο 
κυτταρόπλασμα. Η διακυλγλυκερόλη ασκεί τη δράση της στην κυτταρική μεμβράνη όπου ενεργοποιεί 
μια πρωτεϊνική κινάση C που φωσφορυλιώνει κυτταρικές πρωτεΐνες. Το σύστημα αυτό 
χρησιμοποιείται από τους αι-αδρενεργικούς υποδοχείς.

Το δεύτερο σύστημα της κυκλικής 3,5-μονοφωσφορικής αδενοσίνης (c-AMP) προέρχεται 
από την υδρόλυση της τριφωσφορικής αδενοσίνης (ΑΤΡ) με την δράση της αδενυλικής κυκλάσης. Το 
σύστημα αυτό χρησιμοποιείται από τους α2 και όλους τους β αδρενεργικούς υποδοχείς.

To c-AMP ενεργοποιεί μία πρωτεϊνική κινάση Α που όπως η πρωτεϊνική κινάση C προκαλεί 
φωσφορυλίωση πρωτεϊνών. Στη συνέχεια το c-AMP μεταβολίζεται με την δράση της 
φωσφοδιεστεράσης στο ανενεργό 5-ΑΜΡ. Η αδενυλική κυκλάση είναι πρωτεΐνη η οποία διαπερνά την 
κυτταρική μεμβράνη δώδεκα φορές και υπάρχει σε οχτώ ισομορφές.
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Η σύνδεση ενός αγωνιστή με έναν διεγερτικό υποδοχέα ακολουθείται από την δράση μιας 
πρωτεΐνης Gs (s=stimulatory, διεγερτική) που αυξάνει την παραγωγή του c-AMP.

ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ

Σχήμα 21. Το σύστημα τριφωσφορικής ινοσιτόλης (ΙΡ3)-διακυλγλυκερόλης (DAG). Η σύνδεση ενός 
αγωνιστή με την πρωτεΐνη Gq ενεργοποιεί τη φωσφολιπάση C (PLC). Η υδρόλυση της 
διφωσφορικής φωσφατιδυλινοσιτόλης (ΡΙΡ2) παράγει ΙΡ3 η οποία απελευθερώνει Ca^ το 
ενδοπλασματικό δίκτυο και DAG η οποία ενεργοποιεί την πρωτεΐνική κινάση C (PKC). Από Review 
of Medical Physiology, WF Ganong, 1997.

Αντιθέτως, η σύνδεση ενός αγωνιστή με έναν ανασταλτικό υποδοχέα ακολουθείται από την 
δράση μίας πρωτεΐνης Gi (i=inhibitory, ανασταλτική), που ελαττώνει την παραγωγή c-AMP. Στη 
συνέχεια η αύξηση του c-AMP ενεργοποιεί μία πρωτεΐνική κινάση A (ΡΚΑ), η οποία με την σειρά 
της φωσφορυλιώνει τους τύπου L  διαύλους ασβεστίου με αποτέλεσμα μεγαλύτερη είσοδο ιόντων 
ασβεστίου ενδοκυτταρίως κατά την ενεργοποίησή τους από το δυναμικό ενεργείας.

Συμπερασματικά, όσον αφορά τους αδρενεργικούς υποδοχείς, αυτοί συνδέονται: οι μεν τύπου β 
με Gs, αυξάνοντας την παραγωγή c-AMP, οι τύπου α2 με Gi, ελαττώνοντας την παραγωγή c-AMP και 
οι αι με Gq, που ακολουθείται από ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης C.

Κατανομή των υποδοχέων -  Δράσεις των κατεχολαμινών

Η νοραδρεναλίνη και η αδρεναλίνη, που εκκρίνονται από την μυελώδη μοίρα των επινεφριδίων, 
εμφανίζουν κάποιες διαφορές όσον αφορά την επίδρασή τους στους άλφα και στους βήτα υποδοχείς. 
Η νοραδρεναλίνη διεγείρει, κατά κύριο λόγο, τους άλφα υποδοχείς, αλλά διεγείρει και ως ένα μικρό 
βαθμό και τους βήτα υποδοχείς. Εξάλλου, η αδρεναλίνη διεγείρει και τους δύο αυτούς τύπους των 
υποδοχέων στον ίδιο περίπου βαθμό. Γ ι’ αυτό το λόγο, η σχετική επίδραση της νοραδρεναλίνης και 
της αδρεναλίνης σε διάφορα εκτελεστικά όργανα καθορίζεται από τον τύπο των υποδοχέων που 
υπάρχουν σ’ αυτά τα όργανα. Είναι προφανές ότι εάν όλοι οι υποδοχείς είναι βήτα υποδοχείς, η 
αδρεναλίνη θα είναι η περισσότερο αποτελεσματική διεγερτική ουσία.

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η γενικευμένη εκφόρτιση του ΣΝΣ συμβαίνει συνήθως σε επείγουσες 
καταστάσεις και τα αποτελέσματά της είναι σημαντικά για την αντιμετώπισή τους. Έτσι, 
παρατηρείται χάλαση της προσαρμογής και μυδρίαση (επιτρέπει την είσοδο περισσότερου φωτός στον 
οφθαλμό), ταχυκαρδία και άνοδος της αρτηριακής πίεσης (καλύτερη αιμάτωση των μυών και των 
ζωτικών οργάνων), αγγειοσύσπαση των αγγείων του δέρματος (ελάττωση της αιμορραγίας και 
απώλειας θερμότητας), αύξηση της γλυκόζης και των λιπαρών οξέων (προσφορά ενέργειας). Εκτός 
αυτών οι αδρενεργικές ίνες επιτελούν και άλλες εξ’ ίσου σημαντικές λειτουργίες. 
Χαρακτηριστικότερο παράδειγμα οι σταθερές και μικρού βαθμού εκφορτίσεις αδρενεργικών ινών 
προς τα αρτηριόλια, που συμβάλλουν στη διατήρηση σταθερής αρτηριακής πίεσης, ενώ με μεταβολές
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αυτών των εκφορτίσεων επηρεάζεται με αρνητικό παλίνδρομο μηχανισμό μέσω των τασεοϋποδοχέων 
η ρύθμιση της αρτηριακής πίεσης σε διάφορες καταστάσεις.

Η νοραδρεναλίνη (NOR) και η αδρεναλίνη (ADR) αυξάνουν την συχνότητα και την ένταση της 
καρδιακής συστολής (βι) υποδοχείς. Επίσης αυξάνουν την διεγερσιμότητα, προκαλούν έκτακτες 
συστολές και σε ορισμένες περιπτώσεις σοβαρές καρδιακές αρρυθμίες.

Η NOR προκαλεί αγγειοσύσπαση πρακτικά σε όλα τα όργανα (αι υποδοχείς) ενώ η ADR 
προκαλεί αγγειοδιαστολή στα αγγεία των μυών και στο ήπαρ (β2 υποδοχείς), με αποτέλεσμα 
ελάττωση των ολικών περιφερικών αντιστάσεων. Μάλιστα νεώτερα πειραματικά δεδομένα 
αποδεικνύουν ότι η αγγειοδιασταλτική αυτή δράση των β2 υποδοχέων εξαρτάται από την παραγωγή 
μονοξειδίου του αζώτου (NO) από το ενδοθήλιο379 ενώ παλαιότερα δεδομένα δείχνουν ελαττωμένη 
αγγειοδιαστολή της βραχιόνιας κυκλοφορίας στην έγχυση ισοπροτερενόλης380.

Η βραχεία έγχυση NOR ακολουθείται από αύξηση τόσο της συστολικής όσο και της 
διαστολικής αρτηριακής πίεσης. Αυτή η αύξηση της πίεσης διεγείρει τους καρωτιδικούς και 
αορτικούς τασεοϋποδοχείς με αποτέλεσμα αντανακλαστική βραδυκαρδία παρά την άμεση 
ταχυκαρδιακή δράση της NOR στην καρδιά. Έτσι η καρδιακή παροχή ελαττώνεται.

Η ADR προκαλεί διεύρυνση του εύρους παλμού, καθώς δε η διέγερση των τασεοϋποδοχέων 
είναι ανεπαρκής για να υπερνικήσει την άμεση δράση της στο μυοκάρδιο, προκαλείται ταχυκαρδία 
και αύξηση της καρδιακής παροχής.

Οι κατεχολαμίνες αυξάνουν την εγρήγορση, είναι δε ADR και NOR εξ’ ίσου αποτελεσματικές. 
Στους ανθρώπους φαίνεται ότι η ADR επιτείνει άγχος και φόβο.

Οι δράσεις των κατεχολαμινών στα επίπεδα του σακχάρου στο αίμα είναι πολλαπλές. Κατ’ 
αρχήν προκαλούν γλυκογονόλυση μέσω πολλαπλών μηχανισμών, όπως με τους β υποδοχείς και 
αύξηση του c-AMP, ενεργοποίηση της φωσφορυλάσης και τέλος μέσω των α υποδοχέων και αύξηση 
του ενδοκυττάριου ασβεστίου. Επιπλέον οι β υποδοχείς αυξάνουν και οι α υποδοχείς ελαττώνουν την 
έκκριση ινσουλίνης και γλουκαγόνου. Οι κατεχολαμίνες αυξάνουν τον μεταβολικό ρυθμό άμεσα και 
ανεξάρτητα από την ηπατική λειτουργία καθώς και καθυστερημένα σε σχέση με το ήπαρ και την 
αύξηση του γαλακτικού στο αίμα. Η αρχική αύξηση στηρίζεται στην άθικτη λειτουργία του 
θυρεοειδούς και του φλοιού των επινεφριδίων. Η αύξηση των κατεχολαμινών ακολουθείται από 
αρχική αύξηση του καλίου στο πλάσμα λόγω απελευθέρωσης από το ήπαρ και ακολουθείται από 
παρατεταμένη πτώση που οφείλεται σε είσοδό του στους γραμμωτούς μύες μέσω των β2 υποδοχέων.

Η αύξηση της NOR και ADR στο πλάσμα που είναι απαραίτητη για να προκαλέσει τα ανωτέρω 
αποτελέσματα έχει προσδιοριστεί με την έγχυσή τους σε φυσιολογικά άτομα. Έτσι διαπιστώθηκε ότι 
απαιτείται αύξηση της NOR σε επίπεδα περίπου 5 φορές πάνω από τα φυσιολογικά, που σπάνια 
απαντούνται στις καθημερινές δραστηριότητες του ανθρώπου. Φαίνεται δε ότι η NOR ασκεί τις 
διάφορες δράσεις της κυρίως με την απελευθέρωση στην συναπτική σχισμή. Αντίθετα οι δράσεις της 
ADR είναι εμφανείς σε επίπεδα πού συχνά επιτυγχάνονται στην καθημερινή πράξη. Η πρόκληση 
ταχυκαρδίας (50pg/ml), η αύξηση της συστολικής αρτηριακής πίεσης και η λιπόλυση (75pg/ml) 
επιτυγχάνεται με επίπεδα ADR 2-3 φορές υψηλότερα από τα φυσιολογικά. Η πρόκληση 
υπογλυκαιμίας, η αύξηση του γαλακτικού στο πλάσμα και η ελάττωση της διαστολικής αρτηριακής 
πίεσης παρατηρούνται με επίπεδα 5 φορές υψηλότερα από τα φυσιολογικά (150pg/ml). Η ελάττωση 
της έκκρισης ινσουλίνης με επίπεδα 10 φορές υψηλότερα από τα φυσιολογικά (400pg/ml).

Οι φυσιολογικές δράσεις της ντοπαμίνης στην κυκλοφορία είναι άγνωστες. Εξωγενώς 
χορηγούμενη ντοπαμίνη προκαλεί αγγειοδιαστολή στην νεφρική και στην μεσεντέρια κυκλοφορία. Σε 
άλλα αγγεία προκαλεί αγγειοσύσπαση πιθανόν λόγω απελευθέρωσης NOR και έχει θετική ινότροπη
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δράση στην καρδιά μέσω των βι υποδοχέων. Συνολικά η ντοπαμίνη προκαλεί αύξηση της συστολικής 
αρτηριακής πίεσης χωρίς μεταβολή της διαστολικής με διατήρηση της νεφρικής αιμάτωσης και έτσι 
είναι παράγων χρήσιμος στη θεραπεία της καρδιογενούς και τραυματικής καταπληξίας.

Απευαισθητοποίηση των αδρενεργικών υποδοχέων (downregulation)

Απευαισθητοποίηση είναι η σταδιακή ελάττωση της λειτουργίας των υποδοχέων παρά την 
ύπαρξη ενός ερεθίσματος σε σταθερή ένταση.

Πολλοί παράγοντες ρυθμίζουν την έκφραση των αδρενεργικών υποδοχέων. Κατ’ αρχήν 
διάφορες ορμόνες, όπως τα γλυκοκορτικοειδή και η θυροξίνη αυξάνουν την έκφραση των 
αδρενεργικών υποδοχέων.

Κλινικά σημαντικότερη είναι η ρύθμιση των υποδοχέων υπό την επίδραση αγωνιστών και 
ανταγωνιστών ουσιών των υποδοχέων. Παραδείγματα είναι η απευαισθητοποίηση των β-υποδοχέων 
στο βρογχικό άσθμα μετά την δράση αγωνιστών, η ταχυφυλαξία μετά α-αγωνιστές ως ρινικά 
αποσυμφορητικά και το σύνδρομο απόσυρσης μετά από απότομη διακοπή β-αποκλειστών.

Η απευαισθητοποίηση των αδρενεργικών υποδοχέων μετά τη δράση αγωνιστών περιλαμβάνει 
πολλά στάδια. Η σύνδεση ενός διεγέρτη με τον υποδοχέα προκαλεί μέσω αυξημένης φωσφορυλίωσης 
αύξηση στην μεταγραφή του mRNA του υποδοχέα με αποτέλεσμα αύξηση του αριθμού των 
υποδοχέων. Παρ’ όλα αυτά ακολουθεί απευαισθητοποίηση των υποδοχέων καθώς ο αυξημένος αυτός 
αριθμός των αδρενεργικών υποδοχέων συγκεντρώνεται στο εσωτερικό του κυττάρου χωρίς να έρχεται 
σε άμεση επαφή με το εξωτερικό του κυττάρου.

Η απευαισθητοποίηση των υποδοχέων επέρχεται ταχύτατα. Η πρώτη διαταραχή πού ακολουθεί 
την παρατεταμένη σύνδεση αδρενεργικών αγωνιστών με τους υποδοχείς αφορά την παραγωγή του 
δεύτερου μεταβιβαστού. Η φωσφορυλίωση των β-υποδοχέων με την δράση δύο διαφορετικών 
κινασών, της ΡΚΑ και της κινάσης των β υποδοχέων (β-ARK) ελαττώνει την ικανότητα των 
υποδοχέων να ενεργοποιούν την πρωτεΐνη Gs. Μάλιστα στο μυοκάρδιο ασθενών με καρδιακή 
ανεπάρκεια και διατασική μυοκαρδιοπάθεια, καταστάσεις που χαρακτηρίζονται από μεγάλη 
απευαισθητοποίηση των β-υποδοχέων, έχει βρεθεί αυξημένη ποσότητα β-ARK381. Από τους δύο 
αυτούς μηχανισμούς η ύπαρξη υψηλών συγκεντρώσεων κατεχολαμινών προκαλεί ενεργοποίηση και 
των δύο κινασών (ΡΚΑ και β-ARK), ενώ όταν η συγκέντρωση των κατεχολαμινών είναι χαμηλή, τον 
κυρίαρχο ρόλο παίζει η ΡΚΑ. Επίσης μετά παρατεταμένη διέγερση των β υποδοχέων η αύξηση του 
c-AMP αυξάνει την παραγωγή της πρωτεΐνης Gi ενώ η πρωτεΐνη Gs παραμένει σταθερή. Τελικά 
ακολουθεί ελάττωση του αριθμού των υποδοχέων, γεγονός που απαιτεί μεγαλύτερη χρονική διάρκεια. 
Όταν η αυξημένη διέγερση παραταθεί, το mRNA του υποδοχέα ελαττώνεται, πιθανόν λόγω 
βράχυνσης της διάρκειας ημίσειας ζωής, με αποτέλεσμα την ελάττωση του αριθμού των β-υποδοχέων 
μετά παρατεταμένη διέγερσή τους. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η συμφορητική καρδιακή 
ανεπάρκεια, κατάσταση στην οποία παρατηρείται μακροχρόνια διέγερση του ΣΝΣ και αύξηση των 
κατεχολαμινών στο πλάσμα. Στο μυοκάρδιο των ασθενών παρατηρείται ελάττωση του αριθμού των β- 
υποδοχέων, κυρίως των βι, ελάττωση της διέγερσης της αδενυλικής κυκλάσης από την 
ισοπροτερενόλη και ελαττωμένη συσταλτική απάντηση στις εξωγενείς κατεχολαμίνες382. Η πυκνότητα 
των α υποδοχέων παραμένει αμετάβλητη ή αυξάνει.

Η υπερευαισθητοποίση των οργάνων που νευρώνονται από το συμπαθητικό και το 
παρασυμπαθητικό μετά από απονεύρωση τους (Υπερευαισθησία από απονεύρωση)

Σε αντίθεση με την απευαισθητοποίση των αδρενεργικών υποδοχέων έρχεται το φαινόμενο της 
υπερευαισθησίας από απονεύρωση, όπου μετά την καταστροφή ενός συμπαθητικού είτε
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παρασυμπαθητικού νεύρου, το νευρούμενο όργανο καθίσταται ολοένα και περισσότερο ευαίσθητο 
προς ενιέμενη επινεφρίνη είτε ακετυλχολίνη αντίστοιχα. Αυτό το φαινόμενο παριστάνεται στο 
παρακάτω σχήμα (Σχήμα 22) όπου φαίνεται η αιμάτωση του αντιβραχίου, πριν από την διακοπή της 
συμπαθητικής του νεύρωσης να είναι περίπου 200ml/min. Με μια δοκιμαστική δόση επινεφρίνης, 
ελάχιστη μόνο καταστολή αυτής της αιμάτωσης παρατηρείται. Στη συνέχεια, αφαιρείται το 
αστεροειδές γάγγλιο, με αποτέλεσμα την απώλεια του τόνου του συμπαθητικού. Στην αρχή, η 
αιμάτωση αυξάνεται σε σημαντικό βαθμό εξαιτίας της απώλειας του αγγειακού τόνου, αλλά μέσα σε 
χρονικό διάστημα ημερών ως εβδομάδων, η αιμάτωση αποκαθίσταται σχεδόν στο φυσιολογικό της 
επίπεδο, εξαιτίας της προοδευτικής αύξησης του ενδογενούς τόνου των ίδιων των λείων μυϊκών ινών 
του αγγειακού τοιχώματος, η οποία με αυτόν τον τρόπο αντισταθμίζει την απώλεια του τόνου του 
συμπαθητικού. Σ ’ αυτό το σημείο ενίεται και πάλι μια άλλη δοκιμαστική δόση νορεπινεφρίνης. Σ ’ 
αυτή την περίπτωση, η αιμάτωση ελαττώνεται πολύ περισσότερο σε σύγκριση με την προηγούμενη 
δόση, γεγονός πού αποτελεί ένδειξη ότι τα αιμοφόρα αγγεία αποκρίνονται προς την νορεπινεφρίνη 
δύο ως τέσσερις φορές περισσότερο σε σύγκριση με την προηγούμενή τους κατάσταση. Αυτό το 
φαινόμενο ονομάζεται υπερευαισθησία από απονεύρωση. Αυτό το φαινόμενο παρατηρείται τόσο στα 
όργανα που νευρώνονται από το συμπαθητικό, όσο και σε εκείνα που νευρώνονται από το 
παρασυμπαθητικό και σε πολύ μεγαλύτερο βαθμό σε ορισμένα όργανα σε σύγκριση με άλλα. Συχνά η 
απάντηση προς τη χημική νευροδιαβιβαστική ουσία αυξάνεται μέχρι και στο δεκαπλάσιο περίπου. Το 
αίτιο της υπερευαισθησίας από απονεύρωση δεν είναι επακριβώς γνωστό. Κατά ένα μέρος, αυτό 
οφείλεται στο γεγονός ότι ο αριθμός των υποδοχέων που βρίσκονται στην μετασυναπτική μεμβράνη 
των εκτελεστικών κυττάρων αυξάνεται - πολλές φορές στο πολλαπλάσιο - όταν η νορεπινεφρίνη είτε 
η ακετυλοχολίνη δεν απελευθερώνεται πια στις συνάψεις, διεργασία που χαρακτηρίζεται ως 
υπερρύθμιση των υποδοχέων. Γ ι ’ αυτό το λόγο, όταν αυτές οι ορμόνες ενίονται πρόσκαιρα προς το 
κυκλοφορούμενο αίμα, η απάντηση του εκτελεστικού οργάνου εμφανίζεται πολλαπλά ενισχυμένη383.

Σχή μ α  22. Η  επίδραση τη ς συμπαθεκτομής στην αιμάτωση του βραχίονα, και η επίδραση μιας δοκιμαστικής 
δόσης νορεπινεφρίνης πριν και μετά τη συμπαθεκτομή. Φαίνεται η ευαισθητοποίηση των αγγείων προς τη 
νορεπινεφρίνη.
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2. Κατεχολαμίνες και αιμοπετάλια

Οι δράσεις των αγωνιστών που αυξάνουν την συγκολλητικότητα των αιμοπεταλίων, όπως η 
αδρεναλίνη (επινεφρίνη), ADP, PAF, θρομβίνη, ΤΧΑ2, κολλαγόνο, ασκούνται μέσω υποδοχέων στην 
κυτταρική μεμβράνη (Σχήμα 23).

Σχήμα 23. Σχηματική απεικόνιση των γλυκοπρωτείνικών συμπλεγμάτων της 
μεμβράνης των αιμοπεταλίων

Οι κατεχολαμίνες μέσω των α2 υποδοχέων αναστέλλουν την αδενυλική κυκλάση και 
προκαλούν ελάττωση του c-AMP. (Ελαττωμένα επίπεδα c-AMP εμφανίζονται και σε ασθενείς με 
σύνδρομο πανικού475). Οι υποδοχείς συνδέονται με G πρωτεΐνες που ενεργοποιούν την φωσφολιπάση 
C, με αποτέλεσμα την παραγωγή ΙΡ3 και διακυλγλυκερόλης και τελικά αύξηση του ενδοκυττάριου 
ασβεστίου. Τελικό αποτέλεσμα είναι η έκφραση του υποδοχέα GPIIb-IIIa432, έκκριση του 
περιεχομένου των κοκκίων των αιμοπεταλίων και ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης Α2, με 
αποτέλεσμα την παραγωγή ΤΧΑ2. Η άποψη περί δράσης των κατεχολαμινών στα αιμοπετάλια μέσω 
α2 υποδοχέων ενισχύεται από πειραματικά δεδομένα που δείχνουν ότι ένας άλφα αδρενεργικός 
ανταγωνιστής, η φεντολαμίνη, αναστέλλει την αύξηση του ενδοκυττάριου Ca++, η οποία προκαλείται 
από την αδρεναλίνη, ενώ ένας βήτα αδρενεργικός ανταγωνιστής, η προπρανολόλη, δεν έχει επίδραση 
στην ενδοαιμοπεταλιακή συγκέντρωση του Ca^, που προκαλείται από την αδρεναλίνη384. Ανάλογα 
πειράματα έχουν γίνει και με έναν άλλον α2-αδρενεργικό ανταγωνιστή, την ιοχιμβίνη, η οποία 
ανέστειλλε την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από την επινεφρίνη, ενώ η πρασοζίνη 
(αι-ανταγωνιστής) και η προπρανολόλη (β-ανταγωνιστής) δεν ανέστειλαν την αιμοπεταλιακή 
συσσώρευση από επινεφρίνη385. Ένας άλλος α2-ανταγωνιστής, η ατιπαμεζόλη, ανέστειλε επίσης την 
αιμοπεταλιακή συσσώρευση από επινεφρίνη, όντας μάλιστα και πιο ισχυρός από την ιοχιμβίνη386.

Οι ανταγωνιστές, η προστακυκλίνη και το NO, αναστέλλουν την συγκολλητικότητα των 
αιμοπεταλίων. Συγκεκριμένα η προστακυκλίνη αυξάνει την δραστηριότητα της γουανυλικής 
κυκλάσης και προκαλεί αύξηση του c-GMP ενώ το NO αυξάνει την δραστηριότητα της αδενυλικής 
κυκλάσης με αποτέλεσμα την αύξηση της παραγωγής c-AMP. Σχετικά με το NO και την 
δραστηριότητα των β2-αδρενεργικών υποδοχέων, οι Queen, Xu και συνεργάτες υποστηρίζουν ότι οι 
β2-αδρενεργικοί αγωνιστές, ενεργοποιούν την NO συνθάση, αυξάνοντας το c-AMP με ενεργοποίηση 
η οποία εξαρτάται από το Ca++. Το γεγονός αυτό επηρεάζει την δρασακότητα των αιμοπεταλίων ως
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προς την προσκόλληση στο ενδοθήλιο των αγγείων, αλλά όχι ως προς την συσσώρευση387. Ακόμη, 
έχει αποδειχθεί ότι το ΑΤΡ σε πειράματα in vitro προάγει την συσσώρευση που προκαλείται από 
επινεφρίνη και νορεπινεφρίνη αλλά όχι από σεροτονίνη430.

Οι αγωνιστές χρησιμοποιούν διπλή οδό ενεργοποίησης. Η πρώτη διαμέσου της οδού του 
αραχιδονικού οξέος και της θρομβοξάνης Α2 και η δεύτερη με άμεση δράση στον υποδοχέα. (Σχήμα 
24). Έτσι η ασπιρίνη που αναστέλλει μόνο την οδό της θρομβοξάνης Α2, δεν μπορεί να αναστείλει την 
δεύτερη οδό. Το αποτέλεσμα της δράσεως των ανωτέρω παραγόντων είναι η ελάττωση της 
παραγωγής του c-AMP και αύξηση της παραγωγής θρομβοξάνης Α2. Η ΤΧΑ2 επιτείνει την αύξηση 
του ασβεστίου και την υδρόλυση της φωσφοτιδυλινοσιτόλης. Ανάλογη είναι και η δράση της 
θρομβίνης. Οι παράγοντες αυτοί επιταχύνουν την συγκόλληση και άλλων αιμοπεταλίων, ενώ 
συμβάλλουν στην παραγωγή θρομβίνης με τελικό αποτέλεσμα την παραγωγή του οριστικού θρόμβου 
ινικής. Η ΤΧΑ2 προκαλεί εκτός της ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων και αγγειοσύσπαση με τελικό 
αποτέλεσμα επίταση της στένωσης και της θρόμβωσης.

Η θρομβοξάνη Α2 μετά την απελευθέρωσή της δρα στους υποδοχείς της στην κυτταρική
μεμβράνη των αιμοπεταλίων και προκαλεί την αντίδραση έκλυσης των αιμοπεταλίων με αποτέλεσμα
επίταση της συγκόλλησης. Η έκκριση του περιεχομένου των α κοκκίων απαιτεί τη δράση
χαμηλότερων πυκνοτήτων των αγωνιστών από ότι η έκκριση των πυκνών κοκκίων. Η έκκριση
οφείλεται στην σύσπαση της περιφερικής ζώνης των μικροσωληναρίων. Επίσης η Ρ-σελεκτίνη από τα
κοκκία μεταφέρεται στην επιφάνεια των αιμοπεταλίων και διαδραματίζει ρόλο στην συγκόλλησή
τους. Η θρομβίνη και το κολλαγόνο μπορεί να προκαλέσουν την αντίδραση έκλυσης χωρίς την
συμμετοχή της ΤΧΑ2. Με την παραγωγή θρομβίνης και τους ανωτέρω παράγοντες, η συνάθροιση των 

*
αιμοπεταλίων μετατρέπεται πλέον σε μια αυτοτροφοδοτούμενη αλυσίδα.

Σχήμα 24. Αντιδράσεις που 
εμπλέκονται στη λειτουργική απάντηση 
των αιμοπεταλίων. Ειδικοί αγωνιστές 
(όπως η θρομβίνη, το κολλαγόνο, ο PAF 
και η ΤΧΑ2) αντιδρούν με ειδικούς 
υποδοχείς τη μεμβράνης και οδηγούν 
στον καταβολισμό των
πολυφωσφοϊνοσιτιδίων.
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Εκτός των τοπικών παραγόντων που ευθύνονται για την πρόκληση θρόμβωσης, υπάρχουν 
πλέον αποδείξεις ότι πολλές καταστάσεις χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη συστηματικής 
υπερπηκτικότητας ή θρομβογόνου διάθεσης. Ενδεικτικά αναφέρονται οι κατεχολαμίνες που 
προκαλούν διέγερση των αιμοπεταλίων και παραγωγή θρομβίνης. Πιθανόν δε η αυξημένη συχνότητα 
των ισχαιμικών επεισοδίων μετά από καταστάσεις stress ή ο κιρκάρδιος ρυθμός εμφάνισής τους 
(αύξηση κατά τις πρωινές ώρες) να συνδέεται με την αύξηση των κατεχολαμινών που παρατηρείται

,  /  f t  388στις καταστάσεις stress και κατα τις πρωινές ώρες .
Η αυξημένη συγκολλητικότητα των αιμοπεταλίων - λόγω αλλαγής του σχήματος των υποδοχέων 

τους - που παρατηρείται στους καπνιστές μπορεί να ευθύνεται για την αυξημένη συχνότητα των 
ισχαιμικών επεισοδίων389,431. Υπάρχει δε η πιθανότητα να σχετίζεται τόσο με την αύξηση των 
κατεχολαμινών στους καπνιστές390, όσο και με ελαττωμένη παραγωγή NO από τα αιμοπετάλια των 
καπνιστών391.

Ανάλογες μελέτες με αιμοπετάλια καπνιστών έχουν δείξει ότι η αυξημένη συγκολλητικότητά 
τους οφείλεται πιθανώς σε αυξημένη ευαισθησία των εν λόγω κυττάρων στην αδρεναλίνη392, αλλά και 
σε ελαττωμένη ευαισθησία στο NO·456.

Η αδρεναλίνη και η σεροτονίνη αποτελούν συγκριτικά ασθενέστερους αγωνιστές της 
συγκόλλησης των αιμοπεταλίων, παρουσία όμως και άλλων αγωνιστών ή ουσιών, όπως το 
λυσοφωσφατιδικό οξύ479, προκαλούν περαιτέρω επίταση της συγκόλλησης των αιμοπεταλίων, ενώ 
ουσίες όπως τα αντιδιουρητική που αναστέλλουν την καρβονική ανυδράση ελαττώνουν τις δράσεις 
των κατεχολαμινών στα αιμοπετάλια480. Φαίνεται ότι το κολλαγόνο και η θρομβίνη (THR) αποτελούν 
τους κυριότερους και ισχυρότερους ενεργοποιητές της αιμοπεταλιακής συγκόλλησης. Πειραματικά 
δεδομένα δείχνουν ότι η αδρεναλίνη μέσω των α2 αδρενεργικών υποδοχέων αυξάνει την 
συγκολλητικότητα των αιμοπεταλίων υπό συνθήκες υψηλής διατμητικής τάσης393. Το εύρημα πιθανόν 
να έχει κλινική σημασία για την δημιουργία θρόμβων σε στενωμένα στεφανιαία αγγεία, όπου 
παρατηρείται υψηλή διατμητική τάση, υπό συνθήκες διέγερσης του Σ.Ν.Σ.

Η αδρεναλίνη (ADR) δρα μέσω των α2 υποδοχέων χωρίς ο τρόπος δράσης της να έχει 
διευκρινιστεί πλήρως. Είναι γνωστό όμως ότι εισάγει υδρόλυση των φωσφοϊνοσιτιδών με έναν 
μηχανισμό ευαίσθητο στην ασπιρίνη, εξαρτημένο από την παραγωγή ΤΧΑ2. Οι υποδοχείς αυτοί δρουν 
ως μέλη ενός τριαδικού συστήματος μεταφοράς του μηνύματος στο εσωτερικό του αιμοπεταλίου. Το 
σύστημα αποτελείται από τον υποδοχέα, την G-πρωτεΐνη και το ένζυμο αποδέκτη. Αυτοί οι υποδοχείς 
έχουν χαρακτηριστική δομή στην οποία περιλαμβάνεται μια απλή πολυπεπτιδική αλυσίδα, η οποία με 
επτά περιοχές της διαπερνά την πλασματική μεμβράνη επτά φορές. Παράλληλα, υπάρχουν σειρές 
αμινοξέων πού συνδέουν αυτές τις περιοχές προς την κυτταροπλασματική πλευρά (όπου βρίσκεται το 
C-τελικό άκρο της πεπτιδικής αλυσίδας), ή προς την εξωτερική πλευρά (όπου βρίσκεται το Ν- τελικό 
άκρο της αλυσίδας). Στους υποδοχείς αυτούς περιλαμβάνονται οι υποδοχείς της ΤΧΑ2, του PAF και 
της ADR. (Σχήμα 25). Η ADR προκαλεί αναστολή της αδενυλικής κυκλάσης και ελάττωση του c- 
ΑΜΡ όπως επίσης και ενεργοποίηση υποδοχέων του ινωδογόνου, με αποκάλυψη των πλευρών 
σύνδεσης του ινωδογόνου με τους υποδοχείς του στην μεμβράνη των αιμοπεταλίων, με αποτέλεσμα 
να αυξάνει την λεγόμενη δευτεροπαθή συγκόλληση που εξαρτάται από την παραγωγή ΤΧΑ2 και 
αναστέλλεται από την ασπιρίνη. Άλλες ουσίες όμως πού αναστέλλουν την αδενυλική κυκλάση δεν 
έχει βρεθεί να προκαλούν συγκόλληση των αιμοπεταλίων. Η ADR και η THR αναστέλλουν την 
σύνθεση του c-AMP και ενεργοποιούν την φωσφολιπάση-Α2, αλλά μόνο η θρομβίνη ενεργοποιεί 
άμεσα και την φωσφολιπάση-C ενεργοποιώντας τους υποδοχείς της θρομβοξάνης.
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Φαίνεται ότι η διέγερση των α2-αδρενεργικών υποδοχέων στα αιμοπετάλια δεν επιδρά στην 
ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης C, αλλά προκαλεί αύξηση του ενδοκυττάριου ασβεστίου394. Άλλοι 
πιθανοί μηχανισμοί είναι η αύξηση του ενδοκυττάριου ασβεστίου ή η ενεργοποίηση του 
αντιμεταφορέα Na+-H+ 395. Πειράματα με χλωροκίνη σε σχέση με διεγερμένα με αδρεναλίνη 
αιμοπετάλια, έδειξαν ότι η αιμοπεταλιακή συσσώρευση πού προκλήθηκε από αδρεναλίνη 
αναστάλθηκε από την χλωροκίνη, η οποία ανέστειλε: 1) την είσοδο C a^  στα αιμοπετάλια και 2) την 
ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης Α2396. Πειραματικά δεδομένα δείχνουν ότι η αντίδραση 
απελευθέρωσης των αιμοπεταλίων με ήπιους διεγέρτες - όπως το ADP και η ADR - σε συνθήκες 
έλλειψης ιόντων Ca++, παρουσιάζει παροδική αναστολή, ύστερα από την εμφάνιση του πρώτου 
κύματος της συσσώρευσης, όπως συμβαίνει και στην πλήρη δέσμευσή τους από τα κιτρικούχα 
αντιπηκτικά άλατα. Αντίθετα, σε φυσιολογική παρουσία Ca++, η αναστολή απουσιάζει, οπότε 
πραγματοποιείται το δεύτερο κύμα της συσσώρευσης και η αντίδραση απελευθέρωσης με 
δοσοεξαρτώμενο τρόπο. Επίσης, έχει δειχθεί ότι οι ανασταλτές των ιόντων Ca++ (Nifedipine, 
Verapamil), αναστέλλουν πλήρως την συσσώρευση με PAF ή PAF και ADR. Φαίνεται ότι ο 
συνδυασμός PAF και ADR έχει μία συνεργική δράση που μεγιστοποιεί την αρχική απάντηση στον 
PAF, με δύο δρόμους: α) εξαρτημένο από την κυκλοξυγονάση και β) ανεξάρτητο από την 
κυκλοξυγονάση. Η ομάδα de Gaetano, με την χρησιμοποίηση ειδικών ανασταλτών της λιποξυγονάσης 
(BW755c) ταύτισε τον ανεξάρτητο από την κυκλοξυγονάση δρόμο, με αυτόν της λιποξυγενάσης, 
αφού ο συνδυασμός δεν υπερπηδούσε την αναστολή της BW755c. Επίσης, ο Μακρής και οι 
συνεργάτες του, προσδιορίζοντας προϊόντα μεταβολισμού του αραχιδονικού οξέος (ΑΑ) διά του 
δρόμου της λιποξυγονάσης, επιβεβαίωσαν τά ευρήματα της ομάδας του de Gaetano. Σύμφωνα 
μάλιστα'με την άποψη των Dutilh et al, τα παράγωγα του ΑΑ με την λιποξυγονάση (12-ΗΕΤΕ), 
αυξάνουν την συγκέντρωση του c-GMP, το οποίο και θεωρούν υπεύθυνο για την μη αναστρέψιμη 
συσσώρευση των αιμοπεταλίων. Επίσης, ο Fox (1987) έκανε γνωστό ότι η αυξημένη δίοδος Ca** στα 
αιμοπετάλια διευκολύνεται από το GTP.

Q  K C  Α * * Α  ο  W U *

Σχήμα 25. Στο σχήμα αυτό παρουσιάζεται 
με σαφή τρόπο α) η σύνθεση του μορίου των 
G-πρωτεϊνών, με τις 7 περιοχές που 
διαπερνούν τη μεμβράνη των αιμοπεταλίων, 
και β) το σημείο όπου η θρομβίνη «κόβει» το 
Ν-τελικό άκρο της G-πρωτεΐνης και 
αποκαλύπτει τους υποδοχείς της.
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Ο υποδοχέας GPIlb/IIIa λόγω της κεντρικής του θέσης στη συγκόλληση των αιμοπεταλίων 
απετέλεσε στόχο για την ανάπτυξη επιτυχούς και ισχυρής αντιαιμοπεταλιακής θεραπείας. Η 
αντιαιμοπεταλιακή δράση της τικλοπιδίνης στηρίζεται στην αναστολή της σύνδεσης του ινωδογόνου 
με τον υποδοχέα GPIlb/IIIa και αναστέλλει την συγκόλληση που προκαλείται από ADP397,398.

Το 1987 αναπτύχθηκαν ειδικά μονοκλωνικά αντισώματα έναντι του υποδοχέα GPIlb/IIIa399 και 
στην συνέχεια μελετήθηκαν στην κλινική πράξη σε ασθενείς με οξέα στεφανιαία σύνδρομα400,485·490 
καθώς και σε ασθενείς μετά από αγγειοπλαστική401,402.

Μελετήθηκαν ακόμη πεπτιδικές ουσίες που συνδέονται άμεσα με τον υποδοχέα και προκαλούν 
αναστολή της συγκόλλησης των αιμοπεταλίων, όπως το Eptifibatide403 αλλά και μη πεπτιδικές ουσίες, 
όπως το Lamifiban404, το Tirofiban405,406,457, το Roxifiban482, το Abciximab484 και σε πειραματικό 
επίπεδο το SR121566A483. Πρόσφατα έχουν παρασκευαστεί ανάλογες ουσίες αποτελεσματικές μετά 
χορήγηση και από το στόμα407. Η χρήση τους στα οξέα ισχαιμικά επεισόδια συνοδεύεται από 
ενθαρρυντικά αποτελέσματα408,409.

Απευαισθητοποίηση υποδοχέων

Τα αιμοπετάλια, όπως και άλλα κύτταρα “απευαισθητοποιούνται” , χάνουν δηλαδή την 
ικανότητα να απαντούν στους διεγέρτες ή ανασταλτές τους, και γίνονται λιγότερο “ευαίσθητα” στην 
επίδρασή τους. Αυτό διαπιστώνεται με προηγούμενη έκθεσή τους σε λιγότερο χρόνο και σε μικρότερη 
δόση στον συγκεκριμένο διεγέρτη ή ανασταλτή του κυττάρου. Πρόκειται για την τυπικά ομόλογη 
απευαισθητοποίηση, η οποία επηρεάζει μόνο την υπεύθυνη απάντηση προς τον συγκεκριμένο 
παράγοντα και εξαρτάται από την συνεχή ή μη κατάληψη του ειδικού επιφανειακού υποδοχέα της 
μεμβράνης από τον αγωνιστή του. Οι απαντήσεις σε άλλους αγωνιστές ή δεν επηρεάζονται ή δεν 
αυξάνονται. Εξαιρούνται οι περιπτώσεις που απευαισθητοποίηση εισάγεται από την σεροτονίνη, η 
οποία σε παρατεταμένη έκθεση γενικά ελαττώνει την απάντηση σε όλους τους άλλους διεγέρτες εκτός 
από την αδρεναλίνη. Η βάση γι αυτό το τελευταίο αποτέλεσμα, ενώ δεν είναι ακόμη κατανοητή, είναι 
ανεξάρτητη από την συνεχιζόμενη κατάληψη των υποδοχέων της σεροτονίνης ή από την πρόσληψη 
αυτών των αμινών από τα αιμοπετάλια.

Για λίγους αγωνιστές, όπως η αδρεναλίνη και το ADP, η απευαισθητοποίηση φαίνεται να 
προέρχεται από εκλεκτική ελάττωση της πυκνότητας των υποδοχέων της μεμβράνης. Σε τέτοιες 
περιπτώσεις η απευαισθητοποίηση εξελίσσεται αργά, διαρκεί πολλές ώρες, ενώ η απομάκρυνση του 
αγωνιστή οδηγεί επίσης σε αργή απελευθέρωση ανάλογη με την απαντητικότητα και την πυκνότητα 
του υποδοχέα της μεμβράνης. Σύμφωνα με την άποψη αυτή, επειδή η ικανότητα των αιμοπεταλίων 
για de novo σύνθεση πρωτεΐνης είναι πολύ περιορισμένη, οι μεταβολές στην πυκνότητα των 
υποδοχέων της μεμβράνης είναι μονιμότερες. Εντούτοις, ο μηχανισμός με τον οποίο ένας αγωνιστής 
εισάγει κατάληψη των υποδοχέων, δεν είναι ακόμη σαφής.

Οι περισσότεροι διεγέρτες με την ταχεία απευαισθητοποίηση χάνουν την ικανότητα 
χαρακτηριστικών απαντήσεων. Αυτό εξηγείται από την αποδέσμευση των υποδοχέων από τους 
μηχανισμούς μεταφοράς του σήματος. Δεν είναι σαφές προς το παρόν αν η απευαισθητοποίηση παίζει 
κάποιο μείζονα ρόλο στην τροποποίηση της απαντητικότητας των αιμοπεταλίων in vivo. Εν τούτοις 
το φαινόμενο προσμετράται στην μεταφορά ελαττωμένων απαντήσεων, οι οποίες παρατηρούνται 
συχνά, όταν τα αιμοπετάλια απομονώνονται από το πλάσμα και ειδικά, όταν δεν παίρνονται 
προφυλάξεις, που να αποκλείουν τη λειτουργία έκκρισης. Οι ιδιότητες της απευαισθητοποίησης των 
αιμοπεταλίων θεωρούνται ειδικές σε άλλη σύνθεση της μεμβράνης. Ελάττωση της ρευστότητας της 
μεμβράνης των αιμοπεταλίων και της ικανότητας για απευαισθητοποίηση εισάγεται τεχνητά με την
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επώασή της με χοληστερόλη, η οποία εισάγει επίσης και μία μη ειδική αύξηση της απαντητικότητας 
των αιμοπεταλίων1.

r
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ΣΚΟ Π Ο Σ

Δεδομένου ότι η συσσώρευση των αιμοπεταλίων αποτελεί μία από τις σημαντικότερες 
συνιστώσες της διαδικασίας της αιμόστασης, αλλά και βασική παράμετρο πολλών παθολογικών 
καταστάσεων, όταν δεν διενεργείται φυσιολογικά, πολλοί ερευνητές έχουν προσπαθήσει να 
διευκρινίσουν τους λεπτούς μηχανισμούς και τις μεταξύ αυτών σχέσεις, που συμβάλλουν στην 
συσσώρευση των αιμοπεταλίων.

Στα πλαίσια της έρευνας για την μελέτη των μηχανισμών αυτών έγινε έτσι γνωστό ότι οι 
κατεχολαμίνες παίζουν σημαντικό ρόλο στην αιμοπεταλιακή ενεργοποίηση και συσσώρευση.

Στην πορεία της έρευνας σχετικά με τις κατεχολαμίνες και τα αιμοπετάλια αποδείχθηκε ότι τα 
επίπεδα των κατεχολαμινών αυξάνονται στο αίμα κατά την διάρκεια stress, σωματικής άσκησης ή 
καπνίσματος, με αποτέλεσμα να αυξάνεται παράλληλα και η συγκολλητικότητα των αιμοπεταλίων, 
λόγω της δράσης των κατεχολαμινών σε αυτά. Εάν η δράση αυτή των κατεχολαμινών δεν ρυθμιστεί 
έγκαιρα, είναι πιθανό να παρατηρηθούν φαινόμενα αυθόρμητης αιμοπεταλιακής συσσώρευσης στο 
εσωτερικό των αγγείων κατά την διάρκεια της κατεχολαμινικής διέγερσης.

Περί τα μέσα της δεκαετίας του 1990, στο Εργαστήριο της Πειραματικής Φυσιολογίας του 
Ιατρικού Τμήματος του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, άρχισε μία μελέτη που στόχευε στην εξακρίβωση 
των πιθανών μηχανισμών που εμπλέκονται στην ρύθμιση της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης που 
προκαλείται από διάφορους διεγέρτες των αιμοπεταλίων. Δεδομένου ότι η αιμοπεταλιακή διέγερση 
από φυσιολογικούς διεγέρτες παίζει σημαντικό ρόλο στην διαδικασία της δημιουργίας των θρόμβων, 
διατυπώθηκε η άποψη ότι είναι πιθανόν η σταδιακή απευαισθητοποίηση των αιμοπεταλίων στην 
δράση των διεγερτών αυτών να μην είναι ο μοναδικός ρυθμιστικός μηχανισμός της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης. Για την ερμηνεία του φαινομένου της άμεσης ρύθμισης του βαθμού της 
αιμοπεταλιακής διέγερσης έγινε η υπόθεση ότι η συσσώρευση που προκαλείται από την επινεφρίνη 
και άλλους διεγέρτες των αιμοπεταλίων, πιθανόν να αυτορυθμίζεται άμεσα από προϊόντα 
μεταβολισμού των κατεχολαμινών στον ανθρώπινο οργανισμό, με έναν μηχανισμό αρνητικής 
παλίνδρομης ρύθμισης (negative feed-back mechanism).

Είναι επίσης γνωστό ότι ο καταβολισμός των κατεχολαμινών μέσω κυρίως της 
μονοαμινοξειδάσης (ΜΑΟ), οδηγεί στην παραγωγή δραστικών μορφών οξυγόνου (Ελευθέρων Ριζών 
Οξυγόνου), που συμβάλλουν στο οξειδωτικό stress. Περί τα τέλη της δεκαετίας του 1970 έγινε 
γνωστό από Γερμανούς ερευνητές ότι τα αιμοπετάλια είναι δυνατόν να ενεργοποιηθούν μέσω 
παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου από εξωγενώς χορηγούμενα οξειδωτικά μέσα και σχεδόν 
ταυτόχρονα βρέθηκε ότι τα αιμοπετάλια παράγουν ελεύθερες ρίζες οξυγόνου. Αργότερα αποδείχθηκε 
ότι οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου στα αιμοπετάλια παράγονται κυρίως κατά τον μεταβολισμό του 
αραχιδονικού οξέος μέσω της λιποξυγονάσης και της κυκλοξυγονάσης. Κατά συνέπεια, η διαδικασία 
σύνθεσης των θρομβοξανίων στα αιμοπετάλια συσχετίζεται με την παραγωγή ελευθέρων ριζών 
οξυγόνου από τα συγκεκριμένα ενζυμικά συστήματα των εν λόγω κυττάρων.

Περί τα μέσα της δεκαετίας του 1980, στο Εργαστήριο της Πειραματικής Φυσιολογίας του 
Ιατρικού Τμήματος του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, άρχισε μία μελέτη που είχε σκοπό την 
εξακρίβωση των πιθανών μηχανισμών που διαθέτουν οι οργανισμοί των θηλαστικών για την ρύθμιση 
των δράσεων του PAF στο επίπεδο του αίματος, των αγγείων και της καρδιάς. Ο ι έρευνες αυτές 
κατέδειξαν ότι υπάρχουν ποικίλοι παράγοντες που μπορούν να αναστείλουν την συσσωρευτική δράση
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του PAF στα αιμοπετάλια και ότι οι περισσότεροι ήσαν μόρια με κλασσικές αντιοξειδωτικές ιδιότητες 
που μπορούσαν να λειτουργήσουν και ως εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών οξυγόνου.

Οι μελέτες αυτές επεκτάθηκαν και στους τρεις δρόμους της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης και τα 
αποτελέσματά τους έδειξαν ότι: α) Ουσίες που λειτουργούν ως εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών 
(scavengers) μπορούσαν να αναστείλουν, in vitro, την συσσώρευση των αιμοπεταλίων την 
προκαλούμενη από αγωνιστές που ενεργοποιούν ξεχωριστά τους τρεις γνωστούς δρόμους 
συγκόλλησής τους, β) Ουσίες με ιδιότητες εκκαθαριστή ελευθέρων ριζών, εκτός από την αναστολή 
της συσσώρευσης, λειτουργούν και αποσυσσωρευτικά στα αιμοπετάλια, ακόμη και όταν η 
συσσώρευση έχει εισέλθει στη μη αναστρέψιμη φάση της, γ) Ορισμένες από τις ουσίες αυτές, που 
χρησιμοποιούνται και στην κλινική πράξη, όπως η βιταμίνη C και η τριμεταζιδίνη, λόγω της 
αποσυσσωρευτικής τους δράσης θα μπορούσαν να δοκιμαστούν ως πιθανά θρομβολυτικά και δ) 
Στους μηχανισμούς της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων οι ελεύθερες ρίζες παίζουν σημαντικό ρόλο 
τόσο για την πυροδότηση, όσο και τον έλεγχο των βιοχημικών αντιδράσεων, αποτελώντας πιθανώς 
τον κοινό μεσολαβητή των διαφορετικών οδών συσσώρευσης.

Με βάση τα παραπάνω, στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε ο πιθανός έλεγχος της δράσης της 
επινεφρίνης και άλλων αιμοπεταλιακών διεγερτών από μεταβολικά προϊόντα των κατεχολαμινών 
κατά την διαδικασία της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης καθώς και ο ρόλος των ελευθέρων ριζών 
οξυγόνου στην εξέλιξη των ανωτέρω φαινομένων.

Παράλληλα μελετήθηκαν οι δράσεις του ασκορβικού οξέος και της τριμεταζιδίνης -  γνωστών 
εκκαθαριστών ελευθέρων ριζών οξυγόνου -  στην ρύθμιση της λειτουργικότητας των αιμοπεταλίων 
κατά την διάρκεια της αιμοπεταλιακής διέγερσης και συσσώρευσης.
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Ε ΙΔ ΙΚ Ο  Μ Ε Ρ Ο Σ

ΥΛΙΚΟ Κ Α Ι Μ ΕΘ Ο ΔΟ Ι

1.1 Στατιστικά δείγματα

α) Ανθρωποι: Για τα πειράματα αυτά ελήφθη αίμα από 28 υγιείς εθελοντές (18 άνδρες και 10 
γυναίκες) ηλικίας μεταξύ 22 και 46 ετών. Η συμμετοχή τους στην όλη μελέτη υπήρξε αυθόρμητη και 
όχι αμειβόμενη, σύμφωνα με τις διατάξεις της συνδιάσκεψης του Ελσίνκι περί ανθρωπίνων 
δικαιωμάτων (1979). Ο ι εθελοντές ήσαν μη καπνιστές, ελεύθεροι από ιστορικό βαρείας νόσου και δεν 
έκαναν χρήση φαρμακευτικών ουσιών για διάστημα 15 ημερών πριν από κάθε αιμοληψία.

Κατά την διάρκεια της συμμετοχής τους στην μελέτη υποβάλλοντο σε πλήρεις εργαστηριακούς 
ελέγχους αίματος και ούρων, καθώς και σε πλήρη κλινική εξέταση. Ο ι αντιδράσεις των αιμοπεταλίων 
τους δεν παρουσίασαν κάποια χαρακτηριστική ανωμαλία και υπήρξαν φυσιολογικές και σταθερές 
καθ’ όλη την διάρκεια της μελέτης.

β) Πειραματόζωα: Για την εκτέλεση της ανά χείρας εργασίας χρησιμοποιήθηκαν 30 κουνέλια 
(15 άρρενα και 15 θήλεα) πολυφυλετικής προελεύσεως. Τα πειραματόζωα είχαν γεννηθεί σε 
κονικλοτροφείο και κατά την ένταξή τους στο εκτροφείο των πειραματοζώων του εργαστηρίου 
Φυσιολογίας είχαν υποβληθεί σε δύο πλήρεις κτηνιατρικούς ελέγχους και σε μηνιαία απομόνωση 
στους χώρους του εργαστηρίου.

Κατά την διάρκεια της απομόνωσης υποβλήθησαν σε πλήρεις μικροβιολογικούς, 
αιματολογικούς και βιοχημικούς ελέγχους, οι οποίοι συνεχίστηκαν καθ’ όλη την διάρκεια της 
μελέτης, ενώ μία εβδομάδα προ της λήξης της απομόνωσης υπεβλήθησαν σε προληπτικούς 
εμβολιασμούς. Οι αιμοληψίες από τα πειραματόζωα έγιναν μετά την ενηλικίωσή τους, όταν το 
σωματικό τους βάρος κυμαινόταν μεταξύ 3,5 και 5 χιλιογράμμων.

Κατά την διάρκεια της μελέτης τα ζώα δεν εμφάνισαν νόσους και οι αιμοπεταλιακές τους 
αντιδράσεις παρέμειναν σταθερές.

1.2 Α ιμοληψίες -  Απομόνωση αιμοπεταλίων

α) Ανθρωποι: Οι αιμοληψίες έγιναν από την μεσοβασιλική φλέβα, με χρήση κατάλληλης 
βελόνας (19G) και με ελεύθερη ροή από το στόμιο της βελόνας. Σε κάθε αιμοληψία λαμβάνονταν 40 
ml αίματος σε δοκιμαστικό σωλήνα αποτελούμενο από αδρανή πλαστική ύλη, ώστε να μην 
διεγείρονται τα αιμοπετάλια και τα λευκά αιμοσφαίρια. Το χρησιμοποιούμενο αντιπηκτικό ήταν το 
κιτρικό τρινάτριο (διάλυμα 3% κ.β.) και σε αναλογία 1 ml διαλύματος αντιπηκτικού προς 9 ml 
αίματος (1:10). Ήπιες κυκλικές κινήσεις των σωλήνων γίνονταν, έτσι ώστε να αναμιχθεί καλά το αίμα 
με το αντιπηκτικό.

Στην συνέχεια, οι δοκιμαστικοί σωλήνες ετίθεντο σε υδατόλουτρο σταθερής θερμοκρασίας 37° 
C για 5 λεπτά και κατόπιν φυγοκεντρούντο στις 1.000 στροφές ανά λεπτό επί δέκα λεπτά, ώστε να 
καταπέσουν τα ερυθρά και τα λευκά αιμοσφαίρια και να διαχωριστεί το πλούσιο σε αιμοπετάλια 
πλάσμα (PRP). Εν συνεχεία το PRP αφαιρείτο προσεκτικά κατά τα 2/3 με ορολογική πιπέτα 
πλαστικού ρύγχους μέχρις ύψους λίγων χιλιοστών από την διαχωριστική επιφάνεια της πλασματικής 
και της ερυθράς στιβάδας κατά τρόπο τέτοιον ώστε να μην αναρροφηθούν λευκά και ερυθρά



108

αιμσφαίρια, τα οποία μπορούν να αλλοιώσουν σημαντικά την αντίδραση των αιμοπεταλίων, τόσο 
προς την πλευρά της διέγερσης όσο και προς την πλευρά της αναστολής τους.

Μετά τον διαχωρισμό, το πλούσιο σε αιμοπετάλια πλάσμα (σε πλαστικό δοκιμαστικό σωλήνα) 
τοποθετείτο σε υδατόλουτρο, ενώ το υπόλοιπο αίμα φυγοκεντρείτο εκ νέου στις 3.000 στροφές ανά 
λεπτό, επί δεκάλεπτο ώστε να καταπέσουν πλήρως τα λευκά αιμοσφαίρια και τα ερυθρά και να 
προκόψει το πτωχό σε αιμοπετάλια πλάσμα (ΡΡΡ). Το ΡΡΡ ελαμβάνετο προσεκτικά από τον σωλήνα 
ώστε να μην υπάρξει αναρρόφηση ερυθρών και λευκών αιμοσφαιρίων και φυλαγόταν επίσης εντός 
του υδατόλουτρου μέχρι την στιγμή της χρησιμοποιήσεώς του.

β) Πειραματόζωα: Το αίμα των πειραματοζώων λαμβανόταν από τις ωτιαίες φλέβες - με 
κατάλληλη βελόνα - με ελεύθερη ροή και συλλεγόταν σε δοκιμαστικό σωλήνα από αδρανές πλαστικό 
υλικό. Για να διασταλούν οι φλέβες των πτερύγων των αυτιών χρησιμοποιείτο ξυλόλη και θέρμανση 
με αερόθερμο. Τα αυτιά των κουνελιών καθαριζόταν και απολυμαινόταν (αντιμικροβιακή αλοιφή 
Citatrex στην έσω και στην έξω επιφάνειά τους) πριν από την αιμοληψία ώστε να μην έχουμε 
τυχαίους ενοφθαλμισμούς μικροβίων στο χρησιμοποιούμενο αίμα, διότι η μόλυνση με μικροβιακούς 
παράγοντες απευαισθητοποιεί τα αιμοπετάλια. Τα ζώα ακινητοποιούνταν σε κατάλληλη παγίδα και 
όλοι οι χειρισμοί της αιμοληψίας γίνονταν υπό άσηπτες συνθήκες. Κατά την λήψη του αίματος 
λαμβάνονταν δείγματά του για βιοχημικούς και αιματολογικούς ελέγχους. Σε κάθε πειραματόζωο 
γινόταν μία αιμοληψία το μήνα.

Η συνολική ποσότητα αίματος που λαμβανόταν σε κάθε αιμοληψία ήταν 40 ml. Το 
χρησιμοποιούμενο αντιπηκτικό ήταν ένα διάλυμα άλατος EDTA με Κάλιο ή Νάτριο (0,2%) σε 
αναλογία 1 ml αντιπηκτικού ανά 10 ml αίματος. Κατά την λήψη το αίμα αναδευόταν με ήπιες 
κυκλικές κινήσεις του σωλήνα ενώ μετά το πέρας της αιμοληψίας ο σωλήνας τοποθετείτο σε 
υδατόλουτρο με σταθερή θερμοκρασία 37° C. Το αίμα παρέμενε στο υδατόλουτρο για 5 λεπτά και 
κατόπιν έμπαινε στην φυγόκεντρο για τον διαχωρισμό του πλούσιου σε αιμοπετάλια πλάσματος 
(PRP).

β ΐ )  Έκπλυση α ιμοπετα λίω ν κουνελιού, μέτρηση, σταθεροποίηση του αριθμού τους: Για τα in vitro 
πειράματα στα οποία είχαμε ως μοντέλο συσσώρευσης τα πλυμμένα αιμοπετάλια των κουνελιών, 
χρησιμοποιήσαμε δύο ρυθμιστικά διαλύματα. Ένα διάλυμα έκπλυσης (TG-EGTA) και ένα διάλυμα 
συσσώρευσης (TG-Ca). Η λογική της έκπλυσης των αιμοπεταλίων βασίζεται στο γεγονός πως με τον 
τρόπο αυτό απομακρύνονται όλες οι διαλυτές ουσίες του αιματικού πλάσματος, οι οποίες θα 
μπορούσαν να αλληλεπιδράσουν με τους δοκιμαζόμενους αγωνιστές και τους υπό δοκιμήν αναστολείς 
τους, έτσι ώστε να προκόψουν επικαλυπτόμενα φαινόμενα που θα μπορούσαν να οδηγήσουν σε 
εσφαλμένα συμπεράσματα και παρερμηνείες. Απομακρύνοντας όλους τους φυσιολογικούς διεγέρτες 
των αιμοπεταλίων και δίνοντας σ’ αυτά ένα μέσο που εξασφαλίζει επί τινά χρόνο την επιβίωση και 
την καλή τους λειτουργικότητα μπορεί κανείς να ελέγξει την δράση μιας συγκεκριμένης ποσότητας 
ενός συγκεκριμένου παράγοντα ή ενός μίγματος παραγόντων των οποίων ζητείται η αλληλεπίδραση. 
Το πρώτο διάλυμα ή διάλυμα έκπλυσης (TG-EGTA buffer) που χρησιμοποιήσαμε είχε σαν σκοπό να 
απομακρύνει τα στοιχεία του αιματικού πλάσματος και να διατηρήσει ζωντανά και λειτουργικά τα 
αιμοπετάλια παρεμποδίζοντας την αυτόματη ενεργοποίησή τους κατά την διάρκεια των χειρισμών 
έκπλυσης και αναδιασποράς. Για την εξασφάλιση της συνθήκης αυτής το διάλυμα TG-EGTA δεν 
περιέχει ιόντα ασβεστίου, τα οποία παίζουν κεφαλαιώδη ρόλο στην συσσώρευση, ενώ περιέχει 
EGTA, ουσία που δεσμεύει το ιονισμένο ασβέστιο, σχηματίζοντας μαζί του χηλικές ενώσεις. Ακόμη, 
το pH του διαλύματος TG-EGTA ρυθμίζεται στο 6,5, τιμή στην οποία η λειτουργικότητα των 
αιμοπεταλίων είναι ιδιαίτερα χαμηλή, επειδή πολλά ένζυμα τους είναι υπολειτουργικά. Η ρύθμιση του
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pH γίνεται με διαλύματα HC1 και NaOH. Η σύνθεση του ρυθμιστικού διαλύματος έκπλυσης είναι η 
εξής: KC1 195 mg, MgCl26H20  212,5 mg, NaCl 8 gr, N aH C03 1,015 gr, Tris 0 gr, CaCl22H20  0 gr, 
EGTA 1 ml διαλύματος 0,2 M (76,02 gr/L H20 ) , Άνυδρη γλυκόζη 1 gr, Ζελατίνη 10% (25 ml), Νερό 
απεσταγμένο 800 ml, pH 6,5. Για την επιτυχή παρασκευή του διαλύματος αυτού η ζελατίνη διαλύεται 
σε θερμό απεσταγμένο νερό και το διάλυμα αυτό προστίθεται αργά στο υπό παρασκευή buffer, υπό 
σταθερή ανάδευση. Το τελικό pH του TG-EGTA ρυθμίζεται την στιγμή της χρησιμοποίσής του.

Το δεύτερο χρησιμοποιούμενο διάλυμα ονομάζεται διάλυμα συσσώρευσης διότι αποτελεί το 
μέσον στο οποίο αναδιασπείρονται τα αιμοπετάλια προκειμένου να ενεργοποιηθούν στο 
συσσωρευμόμετρο και συμβολίζεται με την συντομογραφία TG-Ca. To TG-Calcium έχει την ίδια 
ωσμωτικότητα με το προηγούμενο διάλυμα, αλλά διαφέρει απ’ αυτό στα εξής σημεία: 1) Περιέχει 
ιόντα ασβεστίου, 2) Δεν περιέχει N aH C03, 3) Δεν περιέχει EGTA, 4) Περιέχει Tris και 5) To pH του 
ρυθμίζεται στο 7,4 δηλαδή σε μία τιμή όπου η αιμοπεταλιακή λειτουργία μπορεί να είναι άριστη. Η 
σύνθεση του διαλύματος αυτού είναι η εξής: KC1 195 mg, MgCl26H20  212,5 mg, NaCl 8 gr, N aH C 03 
0 gr, Tris 1,21 gr, CaCl22H20  191 mg, EGTA 0 gr, Άνυδρη γλυκόζη 1 gr, Ζελατίνη 10% (25 ml), 
Νερό απεσταγμένο 800 ml, pH 7,4. Η ρύθμιση του pH γίνεται με μικρές ποσότητες HC1 και NaOH. 
Τα δύο αυτά διαλύματα παρασκευάζονται με άσηπτο τρόπο διότι τα μικρόβια καταστρέφουν τα 
υποστρώματα που περιέχουν αλλά επίσης προξενούν και απευαισθητοποίηση των αιμοπεταλίων. Τα 
διαλύματα χωρίζονται σε ποσότητες 200 ml και αποθηκεύονται στον καταψύκτη στους -20 °C, όπου 
παραμένουν σταθερά για χρονικό διάστημα μεγαλύτερο του ενός έτους. Όταν πρόκειται να 
χρησιμοποιηθούν, θερμαίνονται σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 37 °C και ποτέ σε θερμοκρασίες 
μεγαλύτερες των 40 °C, οι οποίες μπορεί να επιφέρουν μεταβολές στα συστατικά τους. 
Παρασκευάζονται σε μεγάλες ποσότητες και αποθηκεύονται ώστε να μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
ανάλογα με τις περιστάσεις.

Τα αιμοπετάλια του κουνελιού διαχωριζόμενα από το πλάσμα και εκπλυνόμενα, παρουσιάζουν 
μεγάλη ευαισθησία έναντι των διαφόρων αγωνιστών της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, 
αποτελώντας έτσι ένα αξιόπιστο και ακριβές υπόδειγμα για την έρευνα των διαδικασιών της 
θρόμβωσης. Τα πλυμένα αιμοπετάλια κουνελιού παρασκευάζονται ως ακολούθως: Μετά την λήψη 
του αίματος -  που έγινε όπως περιγράφηκε προηγουμένως -  ο δοκιμαστικός σωλήνας αφού εξέλθει 
από το υδατόλουτρο ανατρέπεται ήπια μερικές φορές ώστε να έχουμε μία καλή ανάμιξη του 
περιεχομένου του και τίθεται σε φυγοκέντρηση στις 1500 στροφές για 20 λεπτά. Μετά την 
φυγοκέντρηση λαμβάνεται με αυτόματη πιπέτα πλαστικού στομίου το υπερκείμενο πλάσμα κατά 
τρόπον ώστε να μην αναρροφώνται ερυθρά αιμοσφαίρια. Το πλάσμα αυτό έχει μεγάλη περιεκτικότητα 
σε αιμοπετάλια και λέγεται PRP (Platelet Rich Plasma), όπως και στην περίπτωση του ανθρωπίνου 
αίματος. To PRP τίθεται σε φυγοκέντρηση στις 3000 στροφές για 15 λεπτά, οπότε το μεγαλύτερο 
ποσοστό των αιμοπεταλίων κατακρημνίζεται στον πυθμένα του σωληνάριου σχηματίζοντας ένα 
λευκωπό στρώμα, ενώ το υπερκείμενο γίνεται αρκετά διαυγές και χρησιμοποιείται κατόπιν για την 
ρύθμιση του συσσωρευμόμετρου. Το πλάσμα αυτό έχει πολύ μικρή περιεκτικότητα σε αιμοπετάλια -  
λέγεται ΡΡΡ (Platelet Poor Plasma) -  μεταγγίζεται με πολλή προσοχή από τον σωλήνα ώστε να μην 
αποσπώνται τεμαχίδια από το λεπτό στρώμα των κατακρημνισθέντων αιμοπεταλίων. Μετά την 
απομάκρυνση του ΡΡΡ τοποθετείται στον δοκιμαστικό σωλήνα 40ml από το διάλυμα έκπλυσης (TG- 
EGTA) του οποίου το pH έχει ρυθμιστεί στα 6,5 ώστε να μην ενεργοποιούνται τα αιμοπετάλια από 
τις τυχούσες μηχανικές και χημικές διαταραχές τις οποίες υφίστανται. Χρησιμοποιώντας την 
αυτόματη πιπέτα γίνεται μία σειρά διαδοχικών ήπιων αναρροφήσεων και εξωθήσεων του διαλύματος 
αυτού ώστε τα κατακρημνισθέντα αιμοπετάλια να αποκολληθούν από τον πυθμένα του σωλήνα και να
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αναδιασπαρούν στο διάλυμα έκπλυσης που αντικαθιστά τώρα το πλάσμα. Μόλις διαπιστωθεί ότι όλα 
τα συσσωματώματα έχουν διαλυθεί και τα αιμοπετάλια βρίσκονται εν αιωρήσει, τότε συμπληρώνουμε 
με TG-EGTA μέχρι του ορίου των 40ml και γίνονται διαδοχικές ήπιες ανατροπές ώστε ακόμη και τα 
μη ορατά αιμοπεταλιακά συσσωματώματα να αποκολληθούν και να αποδώσουν τα αιμοπετάλια στο 
εναιώρημα. Ακολουθεί ολιγόλεπτη επώαση και κατόπιν ανάδευση με ήπιες ανατροπές όπως και 
προηγουμένως. Στην συνέχεια ο δοκιμαστικός σωλήνας τίθεται ξανά σε φυγοκέντρηση στις 3000 
στροφές για 15 λεπτά, οπότε και πάλι τα αιμοπετάλια κατακρημνίζονται σχηματίζοντας το γνωστό 
λευκωπό στρώμα στον πυθμένα του δοκιμαστικού σωλήνα. Το υπερκείμενο αφαιρείται προσεκτικά 
και η διαδικασία αναδιασποράς των θρομβοκυττάρων επαναλαμβάνεται όπως προηγουμένως 
χρησιμοποιώντας το διάλυμα έκπλυσης. Μετά την αναδιασπορά ο σωλήνας ξαναφυγοκεντρείται στις 
3000 στροφές για 15 λεπτά, το υπερκείμενο αφαιρείται, προστίθεται ποσότητα διαλύματος έκπλυσης, 
ακολουθεί νέα αναδιασπορά και επαναπλήρωση του σωλήνα στα 40ml με TG-EGTA. Όταν τα 
αιμοπετάλια αποχωριστούν και βρεθούν σε πλήρη εναιώρηση, πράγμα το οποίο ελέγχεται με το μάτι 
-  τοποθετώντας τον σωλήνα ενάντια στο φως και ανακινώντας τον ελαφρά οπότε τα κύτταρα 
φαίνονται σαν “νέφη σκόνης” -  τότε λαμβάνονται 20ml του εναιωρήματος τα οποία τίθενται σε 
380ml οξαλικού αμμωνίου 1% το οποίο έχει την ιδιότητα να καθιστά διπλοθλαστικά τα αιμοπετάλια 
ώστε να φαίνονται σαν “πέρλες” στο οπτικό πεδίο του μικροσκοπίου. Αφού το νέο αυτό εναιώρημα 
ανακινηθεί καλώς με ήπιες κινήσεις και επωασθεί επί λίγα λεπτά, μία μικρή ποσότητά του 
χρησιμοποιείται για την επίστρωση μιας πλάκας Newbauer (αιμοκυτόμετρο) πάνω στην οποία έχει 
τοποθετηθεί καλυπτρίδα. Το αιμοκυτόμετρο με την επίστρωση μεταφέρεται σε τριβλίο, σκεπάζεται 
ώστε να είναι όσο το δυνατόν στεγανό και τίθεται σε χώρο σταθερής θερμοκρασίας, μακριά από 
δονήσεις και ρεύματα αέρα, ώστε τα αιμοπετάλια να αφεθούν να καθιζάνουν και να σταθεροποιηθούν 
πάνω στον σταυρό της πλάκας σε διάστημα μισής έως μίας ώρας, κατά τρόπο που η μετέπειτα 
αρίθμησή τους να αποδίδει τον πραγματικό τους αριθμό με την μεγίστη δυνατή προσέγγιση. Μετά την 
σταθεροποίηση η καταμέτρηση των αιμοπεταλίων γίνεται με το κοινό μικροσκόπιο του οποίου το 
σύστημα Abbe βρίσκεται στην κατώτερη θέση, χρησιμοποιώντας φακό μεγέθυνσης 40Χ. Μετριούνται 
τα αιμοπετάλια πέντε μεσαίου μεγέθους τετραγώνων (80 μικρά τετράγωνα) του κεντρικού μεγάλου 
τετραγώνου του σταυρού του αιμοκυτομέτρου. Το συνολικό άθροισμα πολλαπλασιάζεται επί 1000 και 
δίδει τον αριθμό των αιμοπεταλίων ανά ml αίματος. Το σφάλμα της μεθόδου είναι 11-15% (μέθοδος 
Brecher -  Cronkite). Τα αιμοπετάλια διακρίνονται καθαρά από τα τυχόντα λευκοκύτταρα τόσον 
εξαιτίας του μεγέθους και του σχήματός τους, όσο και εκ της διπλοδιαθλαστικότητάς τους και δεν 
συγχέονται.

Η αρίθμηση έγινε επίσης με την χρήση Coulter Counter (D. Industrial με αραιωτή D.D.III).
Η σταθεροποίηση του αριθμού των αιμοπεταλίων στο εναιώρημα που θα χρησιμοποιηθεί για τις 

δοκιμασίες στο συσσωρευμόμετρο γίνεται ως εξής: Μετά την τελική φυγοκέντρηση στην διαδικασία 
της έκπλυσης τα αιμοπετάλια αναδιασπείρονται ξανά σε τόση ποσότητα διαλύματος έκπλυσης, ώστε 
να έχουμε συγκεκριμένο αριθμό αιμοπεταλίων ανά ml εναιωρήματος. Η ποσότητα αυτή δίνεται από 
τον μαθηματικό τύπο: X = 212.000 x 4/Ν, όπου Ν είναι ο αριθμός αιμοπεταλίων ανά ml αίματος και 
X είναι τα ζητούμενα ml του διαλύματος έκπλυσης. Το τελικό αυτό εναιώρημα είναι το standard PRP 
πού χρησιμοποιείται για τα πειράματα συσσώρευσης στο συσσωρευμόμετρο.

1.3 Λειτουργικές δοκιμασίες συσσώρευσης αιμοπεταλίων στο συσσωρευμόμετρο

Το συσσωρευμόμετρο είναι ένα φωτόμετρο που καταγράφει την διέλευση του φωτός μέσω μίας 
κυψελίδας στην οποία τοποθετούνται τα αιμοπετάλια μέσα σε συγκεκριμένα διαλύματα. Στο
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εσωτερικό της κυψελίδας τοποθετείται μικρός μαγνήτης με πλαστικό κάλυμα ή κάλυμα σιλικόνης. 
Αυτό συμβαίνει διότι ο σίδηρος, από τον οποίον είναι κατασκευασμένος ο μαγνήτης, είναι δυνατόν να 
προκαλέσει αλλοιώσεις στην συμπεριφορά των αιμοπεταλίων, όπως π.χ. την αυθόρμητη 
ενεργοποίησή τους απουσία αγωνιστών. Το κάτω μέρος της θέσης στην οποία τοποθετείται η 
κυψελίδα περιλαμβάνει μία ηλεκτρονικά θερμοστατούμενη αντίσταση η οποία λειτουργεί ως 
θερμαντικό σώμα και μας επιτρέπει να ρυθμίζουμε την θερμοκρασία στο εσωτερικό της κυψελίδας 
μεταξύ 36 και 40 βαθμών Κελσίου, ανάλογα με τις συνθήκες εκτέλεσης του πειράματος. Κατά 
κανόνα, η ελάττωση της θερμοκρασίας κάτω των 37°C μειώνει την αιμοπεταλιακή αντιδραστικότητα, 
ενώ η επαύξησή της μεταξύ 37 και 40°C την αυξάνει. Το κάτω μέρος της θέσης της κυψελίδας 
περιλαμβάνει εκτός του θερμαντικού σώματος και έναν αναδευτήρα, ο οποίος περιστρέφει τον 
μαγνήτη εντός της κυψελίδας με τέτοια συχνότητα ώστε επιβοηθά την αιμοπεταλιακή συσσώρευση, 
διότι απουσία ταχείας περιστροφικής κίνησης, τα αιμοπετάλια δεν μπορούν να σχηματίσουν ικανούς 
σε μέγεθος και ποσότητα λευκούς θρόμβους. Όταν τα αιμοπετάλια που έχουν τοποθετηθεί στο 
εσωτερικό της κυψελίδας δεν συσσωρεύονται, τότε η διέλευση του φωτός καταγράφεται στην οθόνη 
του υπολογιστή που είναι συνδεδεμένος με το συσσωρευμόμετρο ως ευθεία γραμμή. Αντιστοίχως, 
όταν τα αιμοπετάλια, λόγω συσσωρευτικού ερεθίσματος μεταβάλλουν σχήμα προσεκβάλλοντας 
ψευδοπόδια, τότε η οπτική πυκνότητα του μέσου μειώνεται με αποτέλεσμα στην οθόνη του 
υπολογιστή να καταγράφεται ένα μικρό κύμα πού ονομάζεται κύμα μεταβολής σχήματος.

Αν το ερέθισμα υπερβαίνει το κατώφλι ενεργοποίησης, τότε τα αιμοπετάλια περιδινούμενα, 
αρχίζουν να συσσωρεύονται σχηματίζοντας μικρούς ορατούς θρόμβους. Το γεγονός αυτό 
καταγράφεται στην οθόνη ως κύμα συσσώρευσης α. Μέχρι του σταδίου αυτού η αιμοπεταλιακή 
συσσώρευση μπορεί να είναι και αντιστρεπτή. Αν όμως η ένταση του ερεθίσματος είναι αρκετά 
ισχυρή, τότε το κύμα α ακολουθείται από το κύμα β  και τα αιμοπετάλια σχηματίζουν πλέον 
ευκρινέστερους και οργανωμένους λευκούς θρόμβους οι οποίοι περιδινούνται και γίνονται ορατοί 
μέσα στην κυψελίδα ως “νιφάδες χιονιού” . Στο στάδιο αυτό η αιμοπεταλιακή συσσώρευση λαμβάνει 
μία μέγιστη τιμή η οποία δεικνύεται στην οθόνη από την διακοπή της ανόδου της γραμμής 
συσσώρευσης, η οποία έχει την εικόνα μιας πυκνά τεθλασμένης ευθείας γραμμής. Ο ι διακυμάνσεις 
της γραμμής είναι ενδεικτικές του μεγέθους των αιμοπεταλιακών θρόμβων.

Η ταχύτητα με την οποία συσσωρεύονται τα αιμοπετάλια, το τελικό ύψος της συσσώρευσης, οι 
διακυμάνσεις της τελικής γραμμής συσσώρευσης, η αναστροφή της γραμμής και η επάνοδός της σε 
χαμηλά επίπεδα ή ακόμη και στο επίπεδο έναρξης της ανόδου αποτελούν χρήσιμους διαγνωστικούς 
δείκτες της λειτουργικής κατάστασης των αιμοπεταλίων του εξεταζόμενου ατόμου και μας βοηθούν 
να εξατομικεύσουμε και να ρυθμίσουμε την ένταση με την οποία ασκούμε μία θεραπευτική αγωγή 
που επηρεάζει την αιμοπεταλιακή λειτουργικότητα ενός συγκεκριμένου ασθενούς. Οι λειτουργικές 
δοκιμασίες των αιμοπεταλίων απουσία του αιματικού πλάσματος ή παρουσία αυτού μπορούν να μας 
προσφέρουν χρήσιμες πληροφορίες για διαταραχές της πήξης και της θρομβόλυσης οφειλόμενες 
αντιστοίχως σε παράγοντες ενδογενείς του αιμοπεταλιακού κυττάρου ή σε παράγοντες αφορώντες το 
αιματικό περιβάλλον του.

Τα συσσωρευμόμετρα που χρησιμοποιήθηκαν για την μελέτη των αιμοπεταλιακών λειτουργιών 
στην ανα χείρας εργασία, ήταν τα μοντέλα: 1) PICA και 2) CA-500 της CHRONOLOG τα οποία 
εκτός από την συσσώρευση των αιμοπεταλίων έχουν την δυνατότητα να καταγράψουν και την 
ποσότητα του ΑΤΡ πού απελευθερώνεται από τα αιμοπετάλια κατά την διαδικασία της συσσώρευσης. 
Αυτό επιτυγχάνεται με την προσθήκη ειδικού αντιδραστηρίου, το οποίο είναι ένα διάλυμα 
λουσιφερίνης-λουσιφεράσης, που φθορίζει όταν από τα αιμοπετάλια απελευθερώνεται ΑΤΡ. Η
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καταγραφή της απελευθέρωσης του ΑΤΡ γίνεται μέσω ενός ειδικού καναλιού του 
συσσωρευμόμετρου, όπου με ειδικούς ενισχυτές σήματος η ένταση του φθορισμού πολλαπλασιάζεται 
και μετατρέπεται τελικά σε ηλεκτρικό σήμα πού καταγράφεται στην οθόνη του υπολογιστή - ο οποίος 
είναι συνδεδεμένος με το συσσωρευμόμετρο με μία ηλεκτρονική διάταξη (Aggro/Link Interface) - ως 
μία καμπύλη γραμμή, ανάλογη των καμπύλών που καταγράφουν την συσσώρευση, αλλά με 
διαφορετικό χρώμα. Επίσης, στα εν λόγω συσσωρευμόμετρα υπάρχει η δυνατότητα καταγραφής της 
παρουσίας υπεροξειδίων. Οι συγκεντρώσεις στις οποίες οι αιμοπεταλιακοί αγωνιστές ευρέθησαν να 
επιτυγχάνουν μη αναστρέψιμη συσσώρευση ήταν για την επινεφρίνη 5±0,7 μΜ, για το ADP 12±2 

μΜ, για το αραχιδονικό οξύ 0,7±0,2 mM, για τον PAF 40±5 μg/ml και για την θρομβίνη 1 ±0,2 
units/ml. Η ποσότητα των διαλυμάτων των αγωνιστών και των ανταγωνιστών που προστιθόταν για 
κάθε μέτρηση στην κυβέττα του συσσωρευμόμετρου δεν ήταν μεγαλύτερη των 5μ1. Η αναστολή της 
συσσώρευσης υπολογίστηκε ως ποσοστό % της μέγιστης μη αναστρέψιμης συσσώρευσης που 
προκαλούσαν οι αιμοπεταλιακοί διεγέρτες.

α) Μ έθ ο δ ο ς πειραματισμού μ ε  πλυμένα αιμοπετάλια κουνελιού.

Οι λειτουργικές δοκιμασίες συσσώρευσης πλυμένων αιμοπεταλίων κουνελιού γίνονται ως εξής:
Κατ’ αρχάς χρησιμοποιούμε το διάλυμα συσσώρευσης το οποίο έχει έλθει σε θερμοκρασία 37° 

C και το pH του έχει ρυθμιστεί στο 7,4. Αν θέλουμε να ελέγξουμε την συνολική αιμοπεταλιακή 
λειτουργικότητα τότε χρησιμοποιούμε αιμοπετάλια στα οποία δεν έχουμε προσθέσει κανέναν ειδικό ή 
γενικό αναστολέα ουδεμίας των τριών γνωστών δρόμων συσσώρευσης (ADP, PAF, Αραχιδονικού 
Οξέος). Αν οι στόχοι του πειράματος απαιτούν τον αποκλεισμό της οδού του ADP, τότε μέσα σε 
ποσότητα 50 περίπου ml διαλύματος συσσώρευσης θέτουμε 1ml διαλύματος Κρεατίνης- 
Φωσφοκινάσης της Κρεατίνης (CP/CPK). Αν θέλουμε να διακόψουμε την οδό του αραχιδονικού 
οξέος έχουμε ήδη μεριμνήσει κατά την έκπλυση των αιμοπεταλίων να ασπιρινίσουμε το εναιώρημά 
τους, όπως ήδη έχει περιγράφει ανωτέρω (έκπλυση αιμοπεταλίων κουνελιού, μέτρηση, 
σταθεροποίηση του αριθμού τους). Αν τέλος είναι αναγκαία η διακοπή της οδού του PAF, 
προσθέτουμε στην κυβέτα στην οποία έχουμε τοποθετήσει τα αιμοπετάλια, μία ποσότητα 
τιτλοποιημένου εκχυλίσματος του φυτού Gingo Biloba ώστε τα θρομβοκύτταρα να μην διεγείρονται 
καθόλου, ακόμη και από δόσεις PAF ίσες ή μεγαλύτερες από εκείνες που προκαλούν μέγιστη 
συσσώρευση (>50pg PAF). Το εκχύλισμα της Gingo Biloba περιέχει τους εκλεκτικούς αναστολείς του 
PAF ΒΝ-5021 και ΒΝ-5020 που αντιστοιχούν σε δύο τερπενοειδή σώματα. Η πρώτη ύλη του 
εκχυλίσματος χρησιμοποιείται για την παρασκευή του ενδοφλέβιου παρασκευάσματος Tebonin το 
οποίο χρησιμοποιείται ως φάρμακο βελτίωσης της μικροκυκλοφορίας.
Το συσσωρευμόμετρο ρυθμίζεται στις σταθερές συνθήκες λειτουργίας ως εξής: Εφ’ όσον η 
θερμοκρασία της συσκευής φθάσει και σταθεροποιηθεί στους 37° C, τίθεται στην κυψελίδα 1) Ένας 
μικρός μαγνήτης επενδεδυμένος με πλαστικό ή εμβαπτισμένος σε σιλικόνη, 2) 400μ1 ρυθμιστικού 
διαλύματος συσσώρευσης και η κυψελίδα τοποθετείται στην ειδική για την ρύθμιση του 
συσσωρευμόμετρου θέση υποδοχής. Μετά την τοποθέτηση της κυψελίδας πατούμε το κουμπί του 
συσσωρευμόμετρου με την ένδειξη “base line” , έτσι ώστε η θολερότητα του διαλύματος να 
αντιστοιχεί στο σημείο 0 της οθόνης του υπολογιστή. Με τον τρόπο αυτό καθορίζεται το σημείο από 
το οποίο θα αρχίσει η καμπύλη της συσσώρευσης στην οθόνη του υπολογιστή.

Αφού διαπιστώνεται ότι η ανάδευση του περιεχομένου της κυψελίδας γίνεται ομαλά, 
προχωρούμε στις δοκιμασίες της συσσώρευσης. Κάθε κυψελίδα παρασκευάζεται με 400μ1 διαλύματος
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συσσώρευσης, μία συγκεκριμένη ποσότητα αγωνιστή και τοποθετείται στην σχισμή της συσκευής, 
οπότε ελέγχεται η καταγραφή στην οθόνη του υπολογιστή, όπου θα πρέπει η καμπύλη καταγραφής 
της συσσώρευσης να ξεκινάει από το σημείο 0. Εφ’ όσον η ανάδευση γίνεται χωρίς πρόβλημα και δεν 
υπάρχουν φυσαλίδες ή αιωρούμενα στερεά, τότε προστίθενται στο εσωτερικό της κυψελίδας ΙΟΟμΙ 
του PRP μέσω αυτόματης πιπέτας και με ήπια εκκένωση. Αν τα αιμοπετάλια είναι λειτουργικά, τότε 
φυσιολογικά αρχίζει η συσσώρευσή τους η οποία καταγράφεται στην οθόνη του υπολογιστή με την 
μορφή μίας σιγμοειδούς καμπύλης. Επαναλαμβάνοντας τις δοκιμές με διαδοχικά αυξανόμενες 
ποσότητες αγωνιστή, εξακριβώνεται η ποσότητα του τελευταίου η οποία επιφέρει την μέγιστη 
αιμοπεταλιακή συσσώρευση στις συνθήκες του συσσωρευμομέτρου.

Εφ’ όσον διαπιστούται η επαναληψιμότητα των δοκιμών -  η οποία κατά τακτά χρονικά 
διαστήματα επανελέγχεται με μετρήσεις ρύθμισης, διότι η λειτουργική κατάσταση των αιμοπεταλίων 
εκπίπτει συναρτήσει του χρόνου -  τοποθετούνται στην κυψελίδα οι ίδιες ποσότητες αγωνιστή και 
αυξανόμενες διαδοχικά ποσότητες της υπό εξέταση ουσίας, επαναλαμβάνοντας τους περιγραφέντες 
χειρισμούς προκειμένου να διαπιστωθεί ο τύπος δράσης της ουσίας έναντι του συγκεκριμένου 
αγωνιστή. Αν η ουσία είναι “αδρανής” , τότε οι καμπύλες συσσώρευσης είναι όμοιες με εκείνες των 
αντίστοιχων μαρτύρων. Αντίθετα, αν η ουσία προκαλεί αναστολή της δράσης του αγωνιστή, τότε οι 
καμπύλες συσσώρευσης είναι χαμηλότερες ή διαφορετικής μορφής ή λείπουν εντελώς. Αν τέλος η 
υπό εξέταση ουσία προκαλεί επίταση της δράσης του αγωνιστή, τότε το κύμα συσσώρευσης γίνεται 
πιο υψηλό ή πιο απότομο από εκείνο του αντίστοιχου μάρτυρα.

β ) Μ έθ ο δ ο ι πειραματισμού μ ε  α ιμ οπ ετά λια  α νθρώ π ου  e x  vivo.

Στα ex vivo αιμοπετάλια ανθρώπου το πείραμα είναι απλούστερο διότι δεν χρησιμοποιούνται 
ρυθμιστικά διαλύματα παρά μόνο το αιμοπεταλιακό εναιώρημα του αιματικού πλάσματος που 
απομονώθηκε όπως έχει ήδη περιγράφει. Στα πειράματα που περιγράφονται χρησιμοποιήσαμε 
αγωνιστές τόσο τυποποιημένους όσο και παρασκευασμένους στο εργαστήριο της Πειραματικής και 
Κλινικής Φυσιολογίας της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων. Για την εκτέλεση της 
κάθε δοκιμής θέτουμε στην κυψελίδα του συσσωρευμόμετρου 450μ1 ΡΡΡ και το ρυθμίζουμε 
πατώντας το κουμπί με την ένδειξη “base line” . Εφ’ όσον το όργανο ρυθμιστεί και σταθεροποιηθεί, 
θέτουμε σε άλλη κυψελίδα 450μ1 PRP και συγκεκριμένη ποσότητα αγωνιστή και καταγράφουμε τις 
αιμοπεταλιακές αντιδράσεις του δείγματος ελέγχου. Κατόπιν επαναλαμβάνουμε τους ίδιους 
χειρισμούς και με την προσθήκη των υπό εξέταση ουσιών και προχωρούμε όπως και για τα πλυμένα 
αιμοπετάλια κουνελιού.

1.4 Μέτρηση Ελευθέρων Ριζών Οξυγόνου με την μέθοδο D-Roms test

Η μέθοδος D-Roms test (Determine Reactive Oxygen Metabolites)410 βασίζεται στην ικανότητα 
μετάλλων που μεταβάλλουν το σθένος τους να καταλύουν παρουσία υπεροξειδίων τον σχηματισμό 
ελευθέρων ριζών (Αντίδραση Fenton), οι οποίες στην συνέχεια παγιδεύονται από μία αμίνη (Ν,Ν- 
diethyl-para-phenylendiamine)411. Η εν λόγω αμίνη έχει χαρακτηριστικά παγιδευτή ηλεκτρονικής 
ιδιοστροφορμής (spin trap) και όταν λαμβάνει ελεύθερες ρίζες ενώ γίνεται παραμαγνητικό μόριο, άρα 
ανιχνευόμενο από το ESR (Φασματοσκοπία Συντονισμού Ηλεκτρονικής Ιδιοστροφορμής), 
ταυτοχρόνως αυξάνει και την οπτική της απορρόφηση στα 505 nm παράγοντας μία χρωμογόνο ρίζα η 
οποία ανιχνεύεται φωτομετρικά στα 505 nm μέσω μίας κινητικής αντίδρασης η οποία είναι γραμμική 
μέχρι τις 500 Units Carratelli (U-Carrs). 1 U-Carr αντιστοιχεί σε συγκέντρωση Η2Ο2 0,08 mg%412. 
Πρέπει να σημειωθεί ότι η ένταση του ESR σήματος και η μεταβολή του χρώματος έχουν πλήρη
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αναλογία, οπότε η εν λόγω μέθοδος μεταφέρει σε μία δοκιμή προσπελάσιμη χρωματομετρικώς αυτό 
που συμβαίνει στην βαριά αναλυτική συσκευή του ESR με μεγάλη ακρίβεια. Η ίδια χρωμογόνος 
αντίδραση της αμίνης λαμβάνει χώρα όταν ένα μικρό ποσό μίγματος PRP-όξινου διαλύματος 
προστεθούν σε διάλυμα αμίνης. Η ένταση του χρώματος αντιστοιχεί στο ποσό ελευθέρων ριζών 
οξυγόνου που παράγονται στο προς εξέταση δείγμα. Τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται είναι το 
χρωμογόνο R1 (Ν,Ν-diethyl-para-phelylendiamine) και το R2 (ρυθμιστικό διάλυμα με pH 4,8).

Κατά την διάρκεια των πειραμάτων, ΙΟμΙ PRP προστίθονταν σε 1ml R2 και το μίγμα αμέσως 
προστιθόταν σε 10 μΐ R1. Το δείγμα αναδευόταν ήπια και επωαζόταν για 1 πρώτο λεπτό στους 37°C. 
Αμέσως μετά γινόταν φωτομέτρηση του δείγματος στα 505 nm με το ειδικό σπεκτροφωτόμετρο 
PHARMALAB d-Roms της εταιρείας Callegari, που δίνει το αποτέλεσμα σε U-Carrs. Η αρχή της 
φωτομέτρησης είναι η εξής: Γίνεται αρχικά μία μέτρηση και μετά από 1 πρώτο λεπτό γίνεται και 
δεύτερη φωτομέτρηση του δείγματος. Η διαφορά των δύο τιμών των φωτομετρήσεων (delta A) 
υπολογίζεται και πολλαπλασιάζεται με μία σταθερά Κ (9000). Έτσι, το τελικό αποτέλεσμα προκύπτει 
από την εξίσωση: delta A X  Κ =  U-Carr.

1.5 Προσδιορισμός της αντιοξειδωτικής ικανότητας των υπό μελέτη ουσιών με την μέθοδο TAS
(Total Antioxidant Status)

Η μέθοδος Total Antioxidant Status σχεδιάστηκε για την εκτίμηση της συνολικής αντιοξειδωτικής 
ικανότητας ενός διαλύματος που περιέχει έναν ή περισσότερους αντιοξειδωτκούς παράγοντες. Η 
μέθοδος, βιβλιογραφικά, δεν φαίνεται να έχει μία εκλεκτικότητα εφαρμογής σε λιποδιαλυτά ή 
υδατοδιαλυτά αντιοξειδωτικά και τα τεχνικά της φύλλα δείχνουν ότι μπορεί κάλιστα να εφαρμοστεί 
σε όλα εκείνα τα διαλύματα στα οποία ένας αντιοξειδωτικός παράγοντας μπορεί να ευρίσκεται υπό 
μορφήν ομογενούς διαλύματος. Δεν είναι γνωστό αν η μέθοδος έχει ισχύ σε γαλακτώματα αλλά 
μπορούμε να υποθέσουμε ότι τα πολύ λεπτά κολλοειδή διαλύματα απαιτούν καλά στην μέθοδο αυτή.

Η βασική αρχή της μεθόδου είναι η ακόλουθη: To ABTS (2,2’-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline 
sulphonate]) είναι μία ουσία η οποία μπορεί να προσδώσει ηλεκτρόνια στον αιμικό σίδηρο μίας 
μεταλλοπρωτεΐνης, της μεταμυοσφαιρίνης, και έτσι να προκαλέσει την αναγωγή της. Ταυτοχρόνως 
και το ABTS μετατρέπεται σε κατιονική ελεύθερη ρίζα η οποία είναι οπτικώς ενεργή και παρουσιάζει 
απορρόφηση στα 600 nm. Η ανάπτυξη του χρώματος του καρβοκατιόντος είναι ταχύτατη όταν οι 
αντιδράσεις της εκπομπής ηλεκτρονίων λαμβάνουν χώρα σε διαλύματα χωρίς αντιοξειδωτικά και 
χαρακτηρίζεται από μία συγκεκριμένη ταχύτητα εμφάνισης. Όταν όμως οι αντιδράσεις αυτές 
λαμβάνουν χώρα παρουσία ενός ή περισσοτέρων αντιοξειδωτικών παραγόντων, τότε η ανάπτυξη του 
χρώματος καθυστερεί τόσο περισσότερο χρόνο όσο μεγαλύτερη είναι η συγκέντρωση των 
αντιοξειδωτικών (διότι πρέπει πρώτα να οξειδωθούν τα αντιοξειδωτικά). Για να μπορέσει να 
εκκινήσει η αντίδραση απαιτείται προηγουμένως η επεξεργασία της μεταμυοσφαιρίνης με υπεροξείδιο 
του υδρογόνου, οπότε έχουμε οξείδωση του σιδήρου από τον αριθμό οξειδώσεως III στον αριθμό 
οξειδώσεως IV (Μεταμυοσφαιρίνη —> Σιδηρυλμυοσφαιρίνη). Συνεπώς η μεταμυοσφαιρίνη λειτουργεί 
εδώ ως υπεροξειδάση413"415.

Στα πειράματα της παρούσης διατριβής χρησιμοποιήσαμε ως αντιοξειδωτικά διαλύματα τα 
διαλύματα της μετανεφρίνης, του βανυλ-αμυγδαλικού οξέος, της τριμεταζιδίνης, του ασκορβικού 
οξέος και της επινεφρίνης. Ως αντιοξειδωτικά διάλυμα αναφοράς για την αξιολόγηση της 
αντιοξειδωτικής ισχύος ενός προς μέτρηση διαλύματος χρησιμοποιείται το διάλυμα 6-υδροξυ-2,5,7,8- 
τετραμεθυλ-χρωμαν-2-καρβοξυλικό οξύ (TROLOX) το οποίο είναι μία τροποποιημένη μορφή 
τοκοφερόλης ώστε να είναι υδατοδιαλυτή.
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1.6 Εκτίμηση της παραγωγής ΤΧΑ2 από αιμοπετάλια ανθρώπου ex vivo με μέθοδο RIA (Radio 
Immuno Assay)

Η θρομβοξάνη Α2 (ΤΧΑ2) αποτελεί έναν πολύ σημαντικό τελικό μεταβολίτη της αραχιδονικής 
οδού μέσω της δράσης του ενζύμου κυκλοξυγονάση416, ο οποίος είναι υπεύθυνος για την 
πραγματοποίηση της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης όπως επίσης και της αγγειοσύσπασης κατά την 
διάρκεια ενός αγγειακού τραυματισμού417'421. Δεδομένου ότι η ΤΧΑ2 καταβολίζεται ταχύτατα προς 
θρομβοξάνη Β2 (ΤΧΒ2), η οποία αποτελεί και ένα μόριο σταθερότερης δομής αλλά μηδενικής 
συσσωρευτικής και αγγειοσυσπαστικής ικανότητας423,424, μετρήσαμε τα επίπεδα του μεταβολίτη Τ Χ Β 2 
της ΤΧΑ2 χρησιμοποιώντας ραδιοανοσολογική μέθοδο (RIA) - που βασίζεται στην αντίδραση 
αντιγόνου-αντισώματος - και η οποία έχει τυποποιηθεί σε αντίστοιχο KIT: T X B 2/2,3-DINOR- 
ΤΧΒ2[125] RIA ΚΙΤ, με κωδικό RK-17M της εταιρείας ΙΖΟΤΟΡ, INSTITUTE OF ISOTOPES Co. 
Ltd. Πρόκειται για ραδιοανοσολογική μέθοδο ανταγωνιστικού τύπου όπου η προς μέτρηση Τ Χ Β 2, η 
οποία παράγεται από τα αιμοπετάλια στο PRP, ανταγωνίζεται συγκεκριμένη ποσότητα 
ραδιοσημασμένης με 125Ι ΤΧΒ2 για την κατάληψη ορισμένου αριθμού περιοχών σύνδεσης ειδικού 
αντισώματος έναντι της ΤΧΒ2. Μετά από έκπλυση του συμπλέγματος αντιγόνου-αντισώματος, στον 
δοκιμαστικό σωλήνα παραμένει ποσότητα ραδιοσημασμένης Τ Χ Β2 που αντιστοιχεί στην ποσότητα 
της παραγόμενης από τα αιμοπετάλια Τ Χ Β2, η οποία εκτόπισε την ραδιοσημασμένη Τ Χ Β 2 από τις 
θέσεις σύνδεσης του ειδικού αντισώματος έναντι της Τ Χ Β2.

Ο μεταβολίτης αυτός της ΤΧΑ2 μετρήθηκε στο PRP πριν την συσσώρευση και μετά από αυτήν 
παρουσία και απουσία του αντίστοιχου υπό μελέτη αιμοπεταλιακού αναστολέα. Σε κάθε δείγμα 450 μΐ 
PRP αμέσως μετά την παρέλευση 5 πρώτων λεπτών από την έναρξη της συσσώρευσης χορηγήσαμε 
50 μΐ διαλύματος ινδομεθακίνης και ΒΝ 52021 -  ΒΝ 52020 για την διακοπή της λειτουργίας των 
ενζύμων της αραχιδονικής οδού και της οδού του PAF. Τα δείγματα αναμίχθησαν με ισχυρή 
ανάδευση στο Vortex και κατόπιν φυγοκεντρήθηκαν στις 10000 στροφές/λεπτό επί 5 πρώτα λεπτά. 
Συλλέξαμε το υπερκείμενο και επεξεργαστήκαμε με εκχύλιση425 400 μΐ από κάθε δείγμα μέσω 
διέλευσης της εν λόγω ποσότητας εκάστου δείγματος από στήλες κατάλληλες για την συγκράτηση 
λιποειδών θρομβοξανικού τύπου (Amprep ethyl C2 microcolums). Τα λιποειδή παρελήφθησαν με 
έκπλυση από τις στήλες σε 5 ml Ethyl acetate το οποίο ξηράνθηκε σε ρεύμα αζώτου. Αναλυτικότερα, 
η διαδικασία της προετοιμασίας των δειγμάτων έχει ως εξής:
1. Έκπλυση κάθε στήλης με 2ml μεθανόλη και κατόπιν με 4ml απεσταγμένο νερό.
2. Φυγοκέντρηση δειγμάτων στις 3000 στροφές για 5 λεπτά (σε κρυοφυγόκεντρο στούς 0° C).
3. Αήψη μίας ποσότητας από το υπερκείμενο του φυγοκεντρημένου δείγματος και οξίνισή του με 25μ1 

αραιού HC1 οξέος.
4. Αραίωση του οξινισμένου δείγματος με 4 όγκους νερού απεσταγμένου.
5. Τοποθέτηση του τελικού αυτού αραιωμένου δείγματος στην στήλη, ασκώντας μία ελαφρά πίεση 

ώστε να υπάρχει μία ροή περίπου 0,5 ml/min.
6. Έκπλυση της στήλης με 3ml νερό απεσταγμένο και απόρριψη του εκπλύματος.
7. Έκπλυση της στήλης με 3ml αιθανόλης 10% και απόρριψη του εκπλύματος.
8. Έκπλυση της στήλης με 3ml νερό απεσταγμένο και απόρριψη του εκπλύματος.
9. Έκπλυση της στήλης με 3ml εξανίου και απόρριψη του εκπλύματος.
10. Εφαρμογή 5ml ethyl-acetate στην στήλη και συγκέντρωση του εκπλύματος σε μεγάλο γυάλινο 

δοκιμαστικό σωλήνα.
11. Ξήρανση του εκχυλίσματος με ρεύμα αζώτου σε θερμοκρασία δωματίου και φύλαξη των 

“ στεγνωμένων” σωληνάριων στον καταψύκτη (-20° C).
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Μετά την ανασύσταση και την επεξεργασία με τα ειδικά αντιδραστήρια του kit μετρήθηκε η 
ραδιενέργεια σε γ-camera και το αποτέλεσμα εξήχθη σε pgr TXB2/ml, της οποίας το ποσό 
αντιπροσωπεύει και την ΤΧΑ2.

Τα ειδικά χαρακτηριστικά της μεθόδου ήταν:

α) Ειδικότητα 
Thromboxane Β 2: 100%
11-dehydrothromboxane: 3,4 %
Prostaglandin D2: 2,5 %
Prostaglandin E2: 0,3%
Prostaglandin F2a: 0,4 %
Prostaglandin B2: 0,002 %
Prostaglandin A2: 0,01 %
11-epi-prostaglandin F2a: 0,02 %
Prostaglandin Εμ 0,1 %
Prostaglandin Fja: 0,1 %
15-keto-prostaglandin E2: <0,01 %
13, 14-dihydro-15-keto-prostaglandin A2: <0,01 %
13, 14-dihydro-15-keto-prostaglandin D2: <0,01 %
13, 14-dihydro-15-keto-prostaglandin E2: <0,01 %
13, 14-dihydro-15-keto-prostaglandin F2a: <0,01 %

β ) Ε υα ισθη σ ία

Η ευαισθησία της μεθόδου θεωρήθηκε αποδεκτή και ήταν περίπου 7,5 pg/ml.

γ) Α κρίβ εια

Οι συντελεστές μεταβλητότητας της μεθόδου - intra και inter coefficients o f variation (CV) - ήταν 
αντίστοιχα 4,7 και 9,0 %.

1.7 Προσδιορισμός του αριθμού των υποδοχέων GP nb-EBa ανά αιμοπετάλιο μέσω 
κυτταρομετρίας ροής

Οι αιμοπεταλιακοί υποδοχείς προσδιορίστηκαν μέσω ανάλυσης διά κυτταρομετρίας ροής. Πρόκειται 
για αυτοματοποιημένη μέθοδο μέτρησης κυττάρων (ή γενικότερα σωματιδίων) με βάση συγκεκριμένα 
φυσικοχημικά χαρακτηριστικά τους, που προσδιορίζονται άμεσα και ξεχωριστά πάνω σε καθένα από 
τα κύτταρα του υπό εξέταση δείγματος. Αυτό επιτυγχάνεται με την υδροδυναμική διάταξη του 
κυτταρικού εναιωρήματος σε ρεύμα μονήρων κυττάρων, που διασταυρώνεται κάθετα με δέσμη 
LASER. Οι φυσικοχημικοί χαρακτήρες των κυττάρων ανιχνεύονται είτε ως το μέτρο της άμεσης 
αλληλεπίδρασης της φωτεινής δέσμης με αυτά (σκεδασμός) είτε ως αποτέλεσμα της επίδρασης του 
φωτός επί φθοριζουσών ουσιών, με τις οποίες έχουν σημανθεί, ειδικά, συγκεκριμένα ενδοκυτταρικά ή 
εξωκυτταρικά μόρια. Η δυνατότητα ταυτόχρονου προσδιορισμού πολλαπλών παραμέτρων (πρόσθιος 
και πλάγιος σκεδασμός και δύο τουλάχιστον φθόριό χρώματα), κατά την απλή διέλευση κάθε 
κυττάρου μπροστά από την φωτεινή δέσμη, αυξάνει θεαματικά την αναλυτική ικανότητα και την
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αξιοπιστία της κυτταρομετρίας ροής, σε σύγκριση με τις συμβατικές τεχνικές (μικροσκοπία). Η 
ταχύτητα δε, με την οποία επιτυγχάνονται οι προσδιορισμοί, επιτρέπει τον έλεγχο τεράστιου αριθμού 
κυττάρων και την ανίχνευση πολύ μικρών κυτταρικών πληθυσμών που ενδεχομένως εμπεριέχονται σε 
κάποιο εναιώρημα (ένα κύτταρο σε εναιώρημα ΙΟ5 κυττάρων). Στην παρούσα εργασία, για τον 
προσδιορισμό του αριθμού των υποδοχέων Gpnb/IIIa, χρησιμοποιήθηκε το KIT ADIAflo Platelet 
Occupancy, το οποίο είναι εξειδικευμένο για τον ποσοτικό προσδιορισμό GpIIb/IHa του 
αιμοπεταλιακού υποδοχέα GpIIb/IIIa μέσω κυτταρομετρίας ροής426"428. Ο συνολικός αριθμός των 
αιμοπεταλιακών υποδοχέων GpIIb/IIIa προσδιορίζονται με την χρησιμοποίηση μονοκλωνικών 
αντισωμάτων (Mabs) έναντι του υποδοχέα GpIIb/IIIa, ανάλογα με την ένταση του φθορισμού που 
μετράται σε κυτταρομετρητή ροής και βάσει συγκεκριμένης καμπύλης (Σχήμα 28).

Σχήμα 28.

Το ΚΙΤ περιλαμβάνει τα ακόλουθα αντιδραστήρια:
>  Ένα συμπυκνωμένο ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (buffer) (αντιδραστήριο 1), το οποίο 
χρησιμοποιείται ως αραιωτικό μέσο για τα διαλύματα της δοκιμής και αραιώνεται 1:10 με 
δισαπεσταγμένο ύδωρ πρό της χρήσης του,

>  Ένα αντιδραστήριο αποτελούμενο από μονοκλωνικά αντισώματα μυός, αποκλειστικώς τύπου IgG, 
το οποίο χρησιμοποιείται ως αρνητικός ισοτυπικός έλεγχος (αντιδραστήριο 2α),
>  Ένα αντιδραστήριο αποτελούμενο από μονοκλωνικά αντισώματα μυός εξειδικευμένα για την 
πρωτεΐνη GpHIa M abl (CD 61) (αντιδραστήριο 2β),
>  Ένα αντιδραστήριο αποτελούμενο από μονοκλωνικά αντισώματα μυός εξειδικευμένα για την 
πρωτεΐνη GpIIIa Mab2 (CD 61) (αντιδραστήριο 2γ).
>  Ένα αντιδραστήριο που περιέχει σφαιρίδια καλυμμένα με γνωστές ποσότητες ανοσοσφαιρινών IgG 
μυός (αντιδραστήριο 3).
>  Ένα αντιδραστήριο χρώσης που περιέχει πολυκλωνικά αντισώματα anti-mouse IgG-FITC 
(αντιδραστήριο 4).
Συνολικά η διαδικασία της επεξεργασίας έχει ως εξής: Γίνεται απομόνωση του PRP κατά τα ως άνω 
γνωστά. Το απομονωθέν PRP φυλάσσεται, όχι περισσότερο από μία ώρα, σε υδατόλουτρο στους 37°C 
και προφυλαγμένο από δονήσεις ώστε να μην ενεργοποιηθούν τα αιμοπετάλια μέχρι την στιγμή της 
χρήσης τους. Πρίν από την χρήση και αμέσως μετά, μία μικρή ποσότητα αιμοπεταλίων ενεργοποιείται 
στο συσσωρευμόμετρο για να διαπιστωθεί η φυσιολογική τους λειτουργικότητα. Εφ’ όσον τα



118

αιμοπετάλια είναι λειτουργικά προχωρούμε στα επόμενα βήματα: Χρησιμοποιούμε για έκαστο δείγμα 
5 πλαστικούς δοκιμαστικούς σωλήνες (ή γυάλινους επιχρισμένους εσωτερικά με σιλικόνη) οι οποίοι 
χαρακτηρίζονται ως Τ Ι, Τ2, Τ3, Τ4, Τ5. Σε έκαστο των δοκιμαστικών σωλήνων τοποθετούμε τα 
προαναφερθέντα αντιδραστήρια ως ακολούθως:

1) Τ Ι: Θέτουμε 25μ1 PRP και 25μ1 αραιωμένου αντιδραστηρίου 1, ώστε να προκύψει PRP 
αραιωμένο 1:2. Προσθέτουμε ακόμη 150μ1 αραιωμένου αντιδραστηρίου 1. (Στην παρούσα 
ερευνητική εργασία, για την εκτίμηση των δράσεων των υπό μελέτη ουσιών, προστέθηκαν 
και 5μ1 της κάθε ουσίας, με συγκέντρωση 3Χ10'3Μ). Αναδεύουμε στον αναδευτήρα.

3) Τ2: Θέτουμε 20μΙ αντιδραστηρίου 2α.
3) Τ3: Θέτουμε 20μ1 αντιδραστηρίου 2β (Mab 1).
4) Τ4: Θέτουμε 20μ1 αντιδραστηρίου 2γ (Mab 2).
5) Τ5: Θέτουμε 20μ1 αντιδραστηρίου 3. (Καλή ανάδευση πριν την αναρρόφηση του δείγματος 

και την ανάλυσή του στον κυτταρομετρητή ροής).
Η ανοσοσήμανση των δειγμάτων και του μάρτυρα γίνεται ως εξής:

Σε έκαστο των δοκιμαστικών σωλήνων Τ2, Τ3 και Τ4 προσθέτουμε 20μ1 από το περιεχόμενο 
του σωλήνα ΤΙ και ομογενοποιούμε με την χρήση ενός αναδευτήρα. Μετά την ανάδευση επωάζουμε 
επί 20 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου.

Η φθορίζουσα χρώση πραγματοποιείται ως ακολούθως: Σε έκαστο των δοκιμαστικών σωλήνων 
από Τ2 έως και Τ5 προσθέτουμε: 20μ1 από το αντιδραστήριο 4 και ομογενοποιούμε με έναν 
αναδευτήρα. Εν συνεχεία επωάζουμε για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και κατόπιν 
προσθέτουμε σε όλους τους δοκιμαστικούς σωλήνες 2ml αραιωθέντος αντιδραστηρίου 1. Τα 
παρασκευασθέντα δείγματα τοποθετούνται για δύο ώρες σε θερμοκρασία 2-8°C (συντήρηση ψυγείου) 
πριν από την ανάλυση στον κυτταρομετρητή ροής.
Για την κυτταρομετρία ροής χρησιμοποιήθηκε το σύστημα Epics XL-MCL της εταιρείας Beckman- 
Coulter. Αρχικά, με την χρήση του αντιδραστηρίου 3, που αποτελείται από σφαιρίδια καλυμένα με 4 
γνωστές συγκεντώσεις IgG μυός, σε συνάρτηση με τις αντίστοιχες τιμές Mnlx (ένταση φθορισμού 
πού καταγράφεται από τον κυτταρομετρητή ροής), δημιουργούμε την πρότυπη γραμμική καμπύλη 
αναφοράς, στην οποία στον άξονα χ αναγράφονται οι τιμές της έντασης φθορισμού και στον άξονα ψ 
οι τιμές του αριθμού των υποδοχέων GpIIb/UIa ανά αιμοπετάλιο. Στην συνέχεια, με την ανάλυση των 
δειγμάτων στον κυτταρομετρητή ροής λαμβάνουμε την τιμή της έντασης φθορισμού του κάθε 
δείγματος και βάσει της πρότυπης γραμμικής καμπύλης υπολογίζουμε τον αριθμό των υποδοχέων

i A n  < ΑΑ

GpIIb/IIIa ανά αιμοπετάλιο ’
Ο ι τιμές εκφράστηκαν ως μέσες τιμές ± σταθερή απόκλιση.
Η στατιστική ανάλυση έγινε με το t-test.
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜ ΑΤΑ

1) Αποτελέσματα πειραμάτων αιμοπεταλιακής συσσώρευσης

□ Στους πίνακες 1 έως 20 φαίνονται τα αποτελέσματα της εκατοστιαίας αναστολής της μέγιστης 
συσσώρευσης των αιμοπεταλίων του ανθρώπου, με διεγέρτες συσσώρευσης την επινεφρίνη (ΕΡΝ), 
τον PAF, το ADP, το αραχιδονικό οξύ (ARA) και την θρομβίνη (THR), παρουσία διαφόρων 
συγκεντρώσεων μετανεφρίνης (MET), βανυλμανδελικού οξέος (VMA), ασκορβικού οξέος (A SC) και 

τριμεταζιδίνης (ΤΜΖ). Οι τιμές είναι οι μέσες τιμές συν-πλην (±) η σταθερή απόκλιση από 28 
μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση.

Τα αποτελέσματα εμφανίζονται επίσης παραστατικά στα αντίστοιχα διαγράμματα 1 έως 20 
υπό τον τύπο ιστογράμματος.

□ Στα συσσωρευμογραφήματα 1 έως 5 φαίνεται η αναστολή που προκαλείται στην 
συσσώρευση των αιμοπεταλίων του ανθρώπου (με διεγέρτες συσσώρευσης την ADR, το ADP, τον 

PAF, το ARA και την THR) από τις ουσίες MET, VMA, ASC και ΤΜΖ σε συγκέντρωση 3 c ΙΟ'3 Μ.

□ Στους πίνακες 21 και 22 φαίνεται η επι τοις %  συσσώρευση των αιμοπεταλίων του ανθρώπου 
(με διεγέρτες συσσώρευσης την ADR, το ADP, τον PAF, το ARA και την THR), καθώς επίσης και η 
επί τοις % συσσώρευση μετά από χορήγηση των ουσιών MET, VMA, ASC και ΤΜΖ σε συγκέντρωση 

3 c ΙΟ'3 Μ για κάθε ουσία. Ο ι τιμές είναι οι μέσες τιμές συν-πλην (±) η σταθερή απόκλιση από 28 
μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση.

Τα αποτελέσματα εμφανίζονται επίσης παραστατικά στα αντίστοιχα διαγράμματα 21 και 22 
υπό τον τύπο ιστογράμματος.

□ Στον πίνακα 22* φαίνονται οι συγκεντρώσεις των ουσιών MET, VMA, A SC και ΤΜΖ που 
προκαλούν 50% αναστολή της μέγιστης συσσώρευσης (1C 50) που προκαλείται από τους 
αιμοπεταλιακούς διεγέρτες ΕΡΝ, ADP, THR, ARA και PAF.

Τα αποτελέσματα εμφανίζονται επίσης παραστατικά στο διάγραμμα 22 * υπό τον τύπο 
ιστογράμματος.

□ Στα διαγράμματα 22α, 22β, 22γ και 22δ φαίνεται η αναστολή της συσσώρευσης (%) 
πλυμένων αιμοπεταλίων κουνελιού (wRP) διεγειρόμενων από ADR και αναστειλόμενων από 
διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώσεις MET, VMA, ASC και ΤΜΖ.
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Αναστολή (%) τηςμέγιστηςσυσσώρευσης πού προκαλείται από τηνεπινεφρίνη (ΕΡΝ) 

παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεωνμετανεφρίνης (MET)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Πίνακας 1

Συγκέντρωση Α\σστολή συσσώρευσης (%)

0,000001 0
0,00001 2±1
0,0001 15±3

0,5X0,001 35±7
0,001 57±8

2X0,001 78±6
3X0,001 96±2 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 1
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Πίνακας 2

Αναστολή (%) τηςμέγιστηςσυσσώρευσης πού προκαλείται από τηνεπινεφρίνη (ΕΡΝ)

παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεωνβανυλ-μανδελ/κού οξέος (VMA)

(ΜΤ+ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση VMA (Μ) Αναστολή συσσώρευσης (%)

0,000001
0,00001

0,0001

2X0,0001

0,5X0,001

0,001

2X0,001

3X0,001

0
0

7±3

19±5

28±5

48±9

68±7

92±3 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 2

Αναστολή (% ) της μέγιστης συσσώρευσης ττου προκαλείται από την επινεφρίνη (ΕΡΝ) 
παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων βανυλμανδελικού οξέος (VMA)

*7
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Πίνακας 3

Αναστολή (%) της μέγιστης συσσώρευσης πού προκαλείται από τονPAF
παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων μετά νεφρίνης (MET)

5

j

(ΜΤ±ΣΑ οπτό 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση MET (Μ)

0,000001
0,00001
0,0001

2X0,0001
0,5X0,001

0,001

2X0,001
3X0,001

Αναστολή συσσώρευσης (%) 

0
2±1

18±4
40±7
47±9
61±8
79±6
100 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 3

Αναστολή (% ) της μέγιστης συσσώρευσης που προκαλείται από τον RAF παρουσία 
διαφόρων συγκεντρώσεων μετανεφρίνης (MET)

120 j
100 -

1
80 -

1 60 -

40 --

20 -
§

0 -
0,000001 0,00001 0,0001 0,0002 0,0005 0,001

Συγκέντρωση MET (Μ)
0.002 0,003
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Πίνακας 4

Αναστολή (%) της μεγίστης συσσώρευσης πού προκαλείται από t o v P A F

παρουσία δ/αφόρω ν συγκεντρώσεω ν βανυλ-μανδελικού οξέος (VMA)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση VMA (Μ) Αναστολή συσσώρευσης (%)

0,000001

0,00001
0,0001

2X0,0001
0,5X0,001

0,001
2X0,001
3X0,001

0
0

9+2
17±4
34±7
53+9
76±8
95+3 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 4

Αναστολή της μεγίστης συσσώρευσης που προκαλείται από τον PAF παρουσία 
διαφόρων συγκεντρώσεων βανυλμανδελικού οξέος (VMA)

|
I

Συγκέντρωση VMA (Μ )
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Πίνακας 6

Αναστολή (%) τηςμέγιστηςσυσσώρευσης πού προκαλείτσι από το ADP
παρουσία διαφόρω ν συγκεντρώσεων μετανεφρίνης (MET)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση MET (Μ)

0,000001

0,00001
0,0001

2X0,0001
0,5X0,001

0,001

2X0,001
3X0,001

Αναστολή συσσώρευσης (%) 

0
2±1

11±3
26±6
47±6
58±7
74±8
92±5 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 5

Αναστολή (% ) της μέγκπης συσσώρευσης που προκαλείτσι από το ΑϋΡπαρουσία 
διαφόρων συγκεντρώσεων μετανεφρίνης (MET)

120 ι
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Αναστολή (%) τηςμέγιστης συσσώρευσης πού προκαλείται από το ADP  

παρουσία διαφόρω ν συγκεντρώσεω ν βανυλ-μανδελικού οξέος (VMA)  

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Πίνακας 6

Συγκέντρωση VMA (Μ) Α\«στολή συσσώρευσης (%)

0,000001

0,00001

0,0001
2X0,0001
0,5X0,001

0,001
2X0,001
3X0,001

0
0

16±4
30±7
46±6
53±6
77±7
96±3 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 6

Αναστολή (% ) της μέγιστης συσσώρευσης που προκαλείται από το ADP παρουσία 
διαφόρων συγκεντρώσεων βανυλμανδελικού οξέος (VMA)

Συγκέντρωση VMA (Μ )
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Πίνακας 7

Αναστολή (%) τηςμέγιστης συσσώρευσης πού προκαλείτσ/ από το Αραχιδονικό Οξύ (ΑΑ)
παρουσία διαφόρω ν συγκεντρώσεω ν μετανεφρί νης (MET)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση MET (Μ)

0,000001
0,00001
0,0001

2 X 0 ,0 0 0 1

0 ,5 X 0 ,0 0 1

0,001
2 X 0 ,0 0 1

3 X 0 ,0 0 1

8 X 0 ,0 0 1

Αναστολή συσσώρευσης (%)

0
0
0
0

2±1

3±1

3±1

4±1

2 6 ± 7

Διάγραμμα 7

Αναστολή (% ) της μέγιστης συσσώρευσης ττου προκαλείται από το αραχιδονικό οξύ (ARA) 
παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων μετανεφρίνης (MET)

_  100 Ί 
£
V* on .OU *

IQ. fin

|  40 ■

6  on ♦
k 4Μ '
s
*  0 -----■ » . ------<8-----------8----- ------8 -— * -  . *f* .■>---- :$ ---- -------------

0,000001 0,00001 0.0001 0,0002 0,0005 0,001 0,002 0.003 0.008

Συγκέντρωση MET (Μ)
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Πίνακας 8

Αναστολή (%) τηςμέγιστηςσυσσώρευσης πού προκαλείται οπτό το Αραχιδονικό Οξύ (ΑΑ)
παρουσία διαφόρω ν συγκεντρώσεων βανυλ-μανδελικού οξέος (VMA)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση VMA (Μ) Αναστολή συσσώρευσ ης (%)

0,000001 
0,00001 
0,0001 

2X0,0001 
0,5X0,001 

0,001 
2X0,001 
3X0,001 
8X0,001

Διάγραμμα 8

Αναστολή (% ) της μεγίστης συσσώρευσης ττου προκαλείται από το αραχιδονικό οξύ (ARA) 
παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων βανυλμανδελικού οξέος (VMA)

__________________________________________________________J L

---♦ ----- 1-----■+■------1----- ♦ ------1----- ’♦* ' ■— ---*>~~ [:—ΤΓΓ̂ -— If?— τ 'ψ------1------ ,—
0,000001 0,00001 0,0001 0,0002 0,0005 0,001 0,002 0,003 0,008

Συγκέντρωση VMA (Μ )

100 -τ

80 ■

I 60 ■

I 40

|
I 20

0

0
0
0
0

2±1
2±1

2±1

3±1
25+4
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Πίνακας 9

Αναστολή (%) τηςμέγιστης συσσώρευσης πού προκαλείται από την θρομβίνη (THR)
παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεωνμετανεφρίνης (MET)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση MET (Μ) Αναστολή συσσ

0,000001 0±
0,00001 0±
0,0001 0±

2X0,0001 1±
0,5X0,001 0±
2X0,001 0±
5X0,001 0±

Διάγραμμα 9

Αναστολή (% ) της μέγιστης συσσώρευσης που προκαλείται από την θρομβίνη (THR) 
παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων μετανεφρίνης (MET)

100 -J-

δ 80 - -

|
\

60 -

I 40
1

20 -

0 -
0,000001 0,00001 0,0001 0,0002

Συγκέντρωση MET (Μ)
0,0005 0,002 0,005
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Πίνακας 10

Αναστολή (%) της μέγιστης συσσώρευσης πού προκαλείται από την Θρομβίνη (THR)

παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεωνβανυλ-μανδελικού οξέος (VMA)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση VMA (Μ) Αναστολή συσσώρευσης (%)

0,000001 0±

0,00001 0±

0,0001 0±

2X0,0001 0±
0,5X0,001 1±1
2X0,001 3±1
3X0,001 2±2

Διάγραμμα 10

Αναστολή (% ) της μέγιστης συσσώρευσης που προκαλείται από την θρομβίνη (THR) 
παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων βανυλμανδελικού οξέος (VMA)

100

80
|

I 60

1 40

1 20§
0

0,000001 0,00001 0,0001 0,0002 0,0005

Συγκέντρωση VMA (Μ )

0,002 0,003
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ΓΗνακας 11

Αναστολή (%) τηςμέγιστηςσυσσώρευσης πού προκαλείτοα από την επινεφρίνη (ΕΡΝ) παρουσία
διαφόρω ν συγκεντρώσεω ν ασκορβικού οξέος (ASC)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση ASC (Μ) Αναστολή συσσώρευσης (%)

0,00001

0,0001

0,001
3X0,001

0
9±2

57±8
100 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 11

120

100
80

60
b̂

 40

20

0

Αναστολή (% ) της μέγιστης συσσώρευσης που προκαλεπαι από τήν επινεφρίνη (ΕΡΝ) 
παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων ασκορβικού οξέος (ASC)

0,00001 0,0001 0,001 
Συγκέντρωση ASC (Μ)

0,003

I
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Πίνακας 12

Αναστολή (%) τηςμέγιστης συσσώρευσης πού προκολείται από τηνεπινεφρίνη (ΕΡΝ)

παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων τριμεταζιδίνης (ΤΜΖ)

(ΜΓ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση ΤΜΖ (Μ) Αναστολή συσσώρευσης (%)

0,00001 
0,0001 

0,001 

3X0,001

0

10±4

59±3
100 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 12

Α ν α σ τ ο λ ή  ( % )  τ η ς  μ ε γ ίσ τη ς σ υ σ σ ώ ρ ε υ σ η ς  π ο υ  π ρ ο κ ο λ ε ίτα ι α π ό  τ η ν  ε π ινε φ ρ ίν η  ( Ε Ρ Ν )  
π α ρ ο υ σ ία  διαφ όρω ν σ υ γ κ ε ν τρ ώ σ ε ω ν  τρ ιμ ε τα ζιδ ίνη ς ( Τ Μ Ζ )

Συγκέντρωση ΤΜΖ (Μ )

h
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Πίνακας 13

Αναστολή (%) της μέγιστης συσσώρευσης πού προκαλείτσι από tovPAF παρουσία διαφόρων
συγκεντρώσεων ασκορβικού οξέος (ASC)

(ΜΓ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση ASC (Μ) Αναστολή συσσώρευσης (%)

0,00001
0,0001
0,001

3X0,001

0
15±2
73±3
100 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 13

Αναστολή (% ) της μέγιστης συσσώρευσης που προκαλείτσι από τον PAF παρουσία 
διαφόρων συγκεντρώσεων ασκορβικού οξέος (ASC)

&

ϊ

Συγκέντρωση ASC (Μ)
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Πίνακας 14

Αναστολή (%) τηςμέγιστηςσυσσώρευσης πού προκαλείται από τονPAF

παρουσία διαφόρω ν συγκεντρώσεω ν τριμεταζιδίνης (ΤΜΖ)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση ΤΜΖ (Μ) Αναστολή συσσώρευσης (%)

0,00001

0,0001
0,001

3X0,001

0

17±4
76±3
100 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 14

Αναστολή (% ) της μέγιστης συσσώρευσης που προκαλείται από τον PAF παρουσία 
διαφόρων συγκεντρώσεων τριμεταζιδίνης (ΤΜΖ)

|

Συγκέντρωση ΤΜΖ (Μ )
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Πίνακας 15

Αναστολή (%) τηςμέγιστηςσυσσώρευσης πού προκαλείται από τοΑΟΡ
παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων ασκορβικού οξέος (ASC)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση ASC (Μ) Ανατολή συσσώρευσης (%)

0,00001 0
0,0001 12±4
0,001 65±3

3X0,001 100 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 15

Αναστολή (%) της μέγιστης συσσώρευσης που προκαλείται από το ΑΟΡπαρουσία 
διαφόρων συγκεντρώσεων ασκορβικού οξέος (ASC)

II

Συγκέντρωση ASC (Μ)
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Πίνακας 16

Αναστολή (%) τηςμέγιστηςσυσσώρευσης πού προκαλείται από το ADP

παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων τριμεταζιδίνης (ΤΜΖ)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση ΤΜΖ (Μ) Αναστολή συσσώρευσης (%)

0,00001
0,0001
0,001

3X0,001

0

15+2
75+6
100 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 16

Αναστολή (% ) της μέγιστης συσσώρευσης ττου προκαλείται από το ADPπαρουσία 
διαφόρων συγκεντρώσεων τριμεταζιδίνης (ΤΜΖ)

Συγκέντρωση ΤΜΖ (Μ )
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Πίνακας 17

Αναστολή (%) της μέγιστηςσυσσώρευσης πού προκαλείταα από το Αρσχιδονικό Οξύ (ΑΑ)
παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων ασκορβικού οξέος (ASC)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση ASC (Μ) Αναστολή συσσώρευσης (%)

0,00001
0,0001

0,001
3X0,001

0
6±1

60±3
100 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 17

Αναστολή (% ) της μεγίστης συσσώρευσης που προκαλείται από το αραχιδονικό οξύ 
(ARA) παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων ασκορβικού οξέος (ASC)

Συγκέντρωση ASC (Μ)
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Πίνακας 18

Αναστολή (%) τηςμέγιστηςσυσσώρευσης που προκαλείται από το Αραχιδονικό Οξύ (ΑΑ)

παρουσία δ/αφόρω ν συγκεντρώσεω ν τριμεταζι δίνης (ΤΜΖ)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση ΤΜΖ (Μ) Αναστολή συσσώρευσης (%)

0,00001
0,0001
0,001

3X0,001

0

8±1

56±3
100 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 18

Αναστολή (% ) της μέγιστης συσσώρευσης που προκαλείται από το αραχιδονικό οξύ 
(ARA) παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων τριμεταζιδίνης (ΤΜΖ)

120 y
Nw
Vsi 100 -
£·

1
80 -

δ 60 -
Ό
1 40 -

I 20 -

0 -
ο,οοοοι 0,0001 0,001 

Συγκέντρωση ΤΜΖ (Μ )

0,003
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Πίνακας 19

Αναστολή (%) της μέγιστης συσσώρευσης πού προκαλείτοα από την θρομβίνη (THR)
παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεω ν ασκορβικούι οξέος (ASC)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση ASC (Μ) Αναστολή συσσώρευσης (%)

0,00001
0,0001
0,001

3X0,001

0

3±1
50±2
100 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 19

Αναστολή (% ) της μέγιστης συσσώρευσης που προκαλείται από την θρομβίνη (THR) 
παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων ασκορβικού οξέος (ASC)

mA ο -ι

g
$

100 -

{

80 -

1 60 -
§
f 40 -

20 -

0 -
0.00001 ο,οοοι ο,οοι'

Συγκέντρωση ASC (Μ)
0,003



139

Πίνακας 20

Αναστολή (%) της μέγιστης συσσώρευσης πού προκαλείται από την θρομβίνη (THR)

παρουσία διαφόρω ν συγκεντρώσεω ν τριμεταζι δίνης (ΤΜΖ)

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε συγκέντρωση)

Συγκέντρωση ΤΜΖ (Μ) Αναστολή συσσώρευσης (%)

0,00001

0,0001
0,001

3X0,001

0
0

44±1

100 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 20

Αναστολή (% ) της μέγιστης συσσώρευσης που προκαλείται από τήν θρομβίνη (THR) 
παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων τριμεταζιδίνης (ΤΜΖ)

Συγκέντρωση ΤΜΖ (Μ )
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Συσσωρευμαγραφήματα 1 Διεγέρτης: ADR
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Συσσωρενμογραφήματα 2
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Συσσωρευμογραφήματα 3 Διεγέρτης: AM
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Σνσσωρενμογραφήματα 4 διεγέρτης: PAF
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Συσσωρευμογραφήματα 5 Δυ&φτης: THR

Timnrotn*oe>

THR + M E T __

30- ------- ----------------70

THR+VMA

!0i · · BO
so

030 100 1 30 200 3 30 3 00 3 30 400 4 30 500 

"weinV'secl

THR + ASC
0" too

•5 ...............  TO

29, --------------, — <~ - - - .00

»  - · -  - TO

40 ■· ■ - ■ ------------------' · ' ' ' «

SO -  -  ■ *.............................................- s o

TO' - ............. - 3 0

90 ............ ............. . · · ■ »

*· ■ to

<« a  MD ttt »  tto

THR+TMZo- -------------------  I»
to ·----------------------------------------------- '9 0

20— -------------------,·—„ ........... ... go

30; · - ·  " -  · > ·-"  — ·>    TO

40 - . - · · *  ' - -

I » —--------------------- so

I
TO---------------- ---- ---------  . - T O

TO - ....... . - - ja

TO· - · - ----------------- ------ ------------— ---------- ----------X

TO- 10
100 C

100 2.00 3 00 4TO «00
Trmnxnuri



145

Πίνακας 21

Αιμοπεταλιακή συσσώρευση (% ) 5  λεπτά μετά την χορήγηση των διεγερτών 

κοα με συγκέντρωση ASC και ΤΜΖ 3X0,0 0 1 Μ  

(Μ Τ από 2 8  μετρήσεις για κάθε χορηγηθείσα ουσία)

Χορηγηθείσες ουσίες Αιμοπεταλιακή ouc

ΕΡΝ 100
THR 100
ARA 100
PAF 100
ADP 100

EPN+ASC 0±
THR+ASC 0±
ARA+ASC 0±
PAF+ASC 0±
ADP+ASC 0±
ΕΡΝ+ΤΜΖ 0±
THR+TMZ 0±
ARA+TMZ 0+
PAF+TMZ 0±
ADP+TMZ 0±

Διάγραμμα 21

Αιμοπεταλιακή συσσώρευση (%) 5 λεπτά μετά από την χορήγηση των 
διεγερτών και με συγκέντρωση ASC και ΤΜΖ 3X0,001 Μ
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Πίνακας 22
Αιμοπεταλιακή συσσώρευση (%) 5  λεπτά μετά την χορήγηση των διεγερτών 

και με συγκέντρωση MET και VMA 3X0,001 Μ  

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε χορηγηθείσα ουσία)

Χορηγηθείσες ουσίες Αιμοπεταλιακή συσσώρευση

ΕΡΝ 100
THR 100
ARA 100
PAF 100
ADP 100

ΕΡΝ+ΜΕΤ 4±2
THR+MET 100
ARA+MET 96±1
PAF+MET 0
ADP+MET 8±5
EPN+VMA 8±3
THR+VMA 98±2
ARA+VMA 97±1
PAF+VMA 5±3
ADP+VMA 4±3

Διάγραμμα 22

Αιμοπεταλιακή συσσώρευση (%) στα 5 Λεπτά μετά την χορήγηση των 
διεγερτών και με συγκέντρωση MET και VMA 3X0,001 Μ
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Πίνακας 22

Συγκεντρώσεις (Μ) των ουσιών MET, VMA, ASC και ΤΜΖ που προκαλούν 50% αναστολή της 
μεγίστης συσσώρευσης (1C 50) για κάθε αιμοπεταλ/ακό διεγέρτη (ΕΡΝ, ADP, THR, ARA, PAF)

1C 50 (Μ)

Διεγέρτες MET VMA ASC ΤΜΖ

ΕΡΝ 1,6X10'3 1,8X10'3 1,5X10'3 1,5X1 θ'3

ADP 1,7X10'3 1,6X10'3 1,5X10'3 1,5X10'3

THR 1,5X1 Ο*3 1,5X10’3

ARA 1,6X10'2 1,7X10'2 1,5X10'3 1,5X10'3

PAF 1,5X10'3 1,6X10'3 1,5X1 θ’3 1,5X10'3

Διάγραμμα 22

Συγκεντρώσεις (Μ) των ουσιών MET, VMA, ASC και ΤΜΖ που προκαλούν 50% αναστολή 
της μεγίστης συσσώρευσης (1C 50) για κάθε διεγέρτη

B N  ADP THR ARA PAF

Αιμοπεταλιακοί διεγέρτες

1



Ct
HK

tm
Ue

liO
ft 

Ιμ
Μ

ί

148

Inhibition X
Διάγραμμα 22α: Αναστολή συσσώρευσης wRP από την M ET

\

Δΐ«.γρ«.μμ£χ. 2 2 β : Ανοοστολή οτυσσώρευσης w R P  ουπεό το VMA
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Διάγραμμα 22γ: Αναστολή συσσώρευσης wRP από το ASC
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Από τα αποτελέσματα των πειραμάτων της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης προέκυψε ότι τα 
μεταβολικά προϊόντα των κατεχολαμινών, μετανεφρίνη και βανυλμανδελικό οξύ (VMA), ανέστειλαν 
σε σημαντικό βαθμό την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από την επινεφρίνη (Πίνακας 
1 και Διάγραμμα 1, Πίνακας 2 και Διάγραμμα 2), τον PAF (Πίνακας 3 και Διάγραμμα 3, Πίνακας 4 
και Διάγραμμα 4) και το ADP (Πίνακας 5 και Διάγραμμα 5, Πίνακας 6 και Διάγραμμα 6), ενώ δεν 
είχαν σχεδόν καμία επίδραση στην αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από το αραχιδονικό 
οξύ (Πίνακας 7 και Διάγραμμα 7, Πίνακας 8 και Διάγραμμα 8) και την θρομβίνη (Πίνακας 9 και 
Διάγραμμα 9, Πίνακας 10 και Διάγραμμα 10), μέχρι την συγκέντρωση 3X10'3 Μ, στην οποία 
χρησιμοποιήθηκαν. Αντίθετα, το ασκορβικό οξύ και η τριμεταζιδίνη (σε συγκέντρωση 3X10'3 Μ) 
ανέστειλαν σε ποσοστό 100% την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από όλους τους 
αιμοπεταλιακούς διεγέρτες που χρησιμοποιήθηκαν (αδρεναλίνη, PAF, ADP, αραχιδονικό οξύ και 
θρομβίνη) (Πίνακες 11 έως 20 και Διαγράμματα 11 έως 20).

Όσον αφορά το ποσοστό της αναστολής της αιμοπεταλιακης συσσώρευσης, αυτό φαίνεται να 
εξαρτάται από την συγκέντρωση στην οποία χορηγήθηκαν οι αιμοπεταλιακοί αναστολείς 
(μετανεφρίνη, VMA, ασκορβικό και τριμεταζιδίνη). Έτσι, όπως προέκυψε από τα αποτελέσματα των 
πειραμάτων αυτών, το ποσοστό της αναστολής της αιμοπεταλιακης συσσώρευσης αυξάνεται όσο 
αυξάνονται και οι συγκεντρώσεις στις οποίες χορηγούνται οι αναστολείς, με μέγιστη αναστολή 
(ποσοστό 100%) να επιτυγχάνεται στην συγκέντρωση 3X10'3 Μ για κάθε αιμοπεταλιακό αναστολέα. 
Φαίνεται έτσι, ότι η αναστολή της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης είναι δοσοεξαρτώμενη, εξαρτάται 
δηλαδή από την συγκέντρωση του χορηγούμενου αναστολέα. Αυτό βέβαια ισχύει, όσον αφορά την 
μετανεφρίνη και το VMA, για την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από την επινεφρίνη, 
τον PAF και το ADP (Πίνακες 1 έως 6 και Διαγράμματα 1 έως 6), αφού, όπως προαναφέρθηκε, οι εν 
λόγω κατεχολαμινικοί μεταβολίτες δεν προκάλεσαν καμία αναστολή στην συσσώρευση που 
προκλήθηκε από το αραχιδονικό οξύ και την θρομβίνη, μέχρι την συγκέντρωση των 3X10'3 Μ, στην 
οποία χρησιμοποιήθηκαν (Πίνακες 7 έως 10 και Διαγράμματα 7 έως 10). Όσον αφορά το ασκορβικό 
οξύ και την τριμεταζιδίνη, οδηγούν σε δοσοεξαρτώμενη αναστολή της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης 
η οποία προκαλείται από όλους τους αιμοπεταλιακούς διεγέρτες που χρησιμοποιήθηκαν (αδρεναλίνη, 
PAF, ADP, αραχιδονικό οξύ και θρομβίνη). Η αναστολή αυτή φτάνει στο μέγιστο ποσοστό (100%), 
όταν το ασκορβικό και η τριμεταζιδίνη χορηγηθούν στην συγκέντρωση 3X10*3 Μ, και αφορά την 
αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκαλείται από όλους τους αιμοπεταλιακούς διεγέρτες που 
χρησιμοποιήθηκαν.

Στα Συσσωρευμογραφήματα 1 έως 5 φαίνεται η αναστολή που προκαλείται στην 
συσσώρευση των αιμοπεταλίων του ανθρώπου (με διεγέρτες συσσώρευσης την ADR, το ADP, τον 
PAF, το ARA και την THR) από τις ουσίες MET, VMA, ASC και ΤΜΖ σε συγκέντρωση 3 c ΙΟ'3 Μ. 
Αναλυτικότερα, στα Συσσωρευμογραφήματα 1, φαίνονται οι καμπύλες καταγραφής στο 
συσσωρευμόμετρο της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης που προκαλείται από την αδρεναλίνη 
(Διεγέρτης: ADR), όπως επίσης και η αναστολή της προκαλούμενης από την αδρεναλίνη 
συσσώρευσης, όταν στο αιμοπεταλιακό εναιώρημα χορηγούνται παράλληλα με την αδρεναλίνη και 
μετανεφρίνη (ADR +  MET), VMA (ADR + VMA), ασκορβικό οξύ (ADR + ASC) και τριμεταζιδίνη 
(ADR + ΤΜΖ). Φαίνεται δηλαδή, ότι όταν χορηγείται στο αιμοπεταλιακό εναιώρημα μόνο 
αδρεναλίνη, το συσσωρευμόμετρο καταγράφει ως καμπύλη την αιμοπεταλιακή συσσώρευση η οποία 
είναι η μέγιστη δυνατή και μάλιστα μη αναστρέψιμη. Όταν όμως χορηγηθούν παράλληλα οι 
αναφερθέντες αιμοπεταλιακοί αναστολείς, η αιμοπεταλική συσσώρευση αναστέλλεται, γεγονός που 
καταγράφεται στο συσσωρευμόμετρο ως μία πυκνά τεθλασμένη γραμμή που παραμένει “παράλληλη”
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με τον άξονα των χ, ξεκινώντας από την τιμή 0 (μηδενική συσσώρευση) και καταλήγοντας μετά την 
πάροδο 5 λεπτών πάλι στην τιμή 0, γεγονός που δεικνύει την πλήρη αναστολή της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης.

Αντίστοιχα, στα Συσσωρευμογραφήματα 2 , φαίνονται ο ι καμπύλες καταγραφής στο 
συσσωρευμόμετρο της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης που προκαλείται από το ADP (Διεγέρτης: 
ADP), καθώς και η αναστολή της προκαλούμενης από το ADP συσσώρευσης, όταν στο 
αιμοπεταλιακό εναιώρημα χορηγούνται παράλληλα με ADP και μετανεφρίνη (ADP +  MET), VMA 
(ADP +  VMA), ασκορβικό οξύ (ADP +  ASC) και τριμεταζιδίνη (ADP +  ΤΜΖ). Φαίνεται και εδώ ότι 
οι εν λόγω αιμοπεταλιακοί αναστολείς προκαλούν πλήρη αναστολή της αιμοπεταλιακής 

συσσώρευσης που προκαλείται το ADP, όταν χορηγηθούν στην συγκέντρωση 3c 10'3 Μ. Αντίστοιχα, 
στα Συσσωρευμογραφήματα 4, φαίνεται η καταγραφόμενη από το συσσσωρευμόμετρο πλήρης 
αναστολή της προκαλούμενης από τον PAF αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, όταν χορηγούνται 
παράλληλα μετανεφρίνη, VMA, ασκορβικό οξύ και θρομβίνη σε συγκέντρωση 3 c  10'3 Μ για κάθε 
ουσία.

Στα Συσσωρευμογραφήματα 3 φαίνεται η αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκαλείται από 
το αραχιδονικό οξύ και καταγράφεται ως μία καμπύλη στο συσσωρευμόμετρο (Διεγέρτης: ARA), 
όπως επίσης και οι καμπύλες συσσώρευσης όταν παράλληλα με το αραχιδονικό οξύ χορηγείται στο 
αιμοπεταλιακό εναιώρημα μετανεφρίνη (ARA +  M ET) και VMA (ARA +  VMA). Στις καμπύλες 
αυτές φαίνεται ότι η παράλληλη χορήγηση μετανεφρίνης ή βανυλμανδελικού οξέος δεν επηρεάζει την 
συσσώρευση, η οποία καταλήγει και πάλι μέγιστη και μη αναστρέψιμη. Αντίθετα, η παράλληλη 
χορήγηση-ασκορβικού (ARA +  ASC) και τριμεταζιδίνης (ARA +  ΤΜΖ) προκαλεί πλήρη αναστολή 
της συσσώρευσης, όπως φαίνεται και από την πορεία της καμπύλης που καταγράφεται από το 
συσσωρευμόμετρο. Οι συγκεντρώσεις των ουσιών μετανεφρίνης, βανυλμανδελικού οξέος, 

ασκορβικού οξέος και τριμεταζιδίνης ήταν και εδώ 3 c ΙΟ"3 Μ.
Στα Συσσωρευμογραφήματα 5 φαίνεται αντίστοιχα η αιμοπεταλιακή συσσώρευση που 

προκαλείται από την θρομβίνη και καταγράφεται ως καμπύλη στο συσσωρευμόμετρο (Διεγέρτης: 
THR), όπως επίσης και καμπύλες συσσώρευσης όταν παράλληλα με την θρομβίνη χορηγείται στο 
αιμοπεταλιακό εναιώρημα μετανεφρίνη (THR +  MET) και VMA (THR +  VMA). Στις καμπύλες αυτές 
φαίνεται ότι η παράλληλη χορήγηση μετανεφρίνης ή βανυλμανδελικού οξέος δεν επηρεάζει την 
συσσώρευση, ενώ αντίθετα η παράλληλη χορήγηση ασκορβικού (THR +  A SC) ή τριμεταζιδίνης 
(THR +  ΤΜΖ) προκαλεί πλήρη αναστολή της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης. Ο ι συγκεντρώσεις των 
ουσιών μετανεφρίνης, βανυλμανδελικού οξέος, ασκορβικού οξέος και τριμεταζιδίνης είναι επίσης 

3 c  10'3 Μ.
Τα ανωτέρω αποτελέσματα εμφανίζονται συγκεντρωτικά στους Πίνακες 21 και 22, καθώς και 

στα Διαγράμματα 21 και 22.
Όπως προέκυψε από τα αποτελέσματα των πειραμάτων της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, οι 

συγκεντρώσεις (Μ) των ουσιών MET, VMA, ASC και ΤΜΖ που προκαλούν 50% αναστολή της 
μέγιστης αιμοπεταλιακής συσσώρευσης (1C 50) για κάθε αιμοπεταλιακό διεγέρτη, είναι ανάλογες για 
όλες τις ανωτέρω ουσίες όταν διεγέρτες είναι η επινεφρίνη, το ADP και ο PAF, ενώ όταν διεγέρτης 
είναι το αραχιδονικό, για την μετανεφρίνη και το VMA είναι 1,6X10'2 Μ και 1,7X10'2 Μ αντίστοιχα, 
ενώ για το ασκορβικό και την τριμεταζιδίνη είναι 1,5X10'3 Μ (Πίνακας 22 * και Διάγραμμα 22*).
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2) Αποτελέσματα πειραμάτων μέτρησης ελευθέρων ριζών οξυγόνου

□ Στον πίνακα 23 φαίνονται οι u-Carrs κατά την εξέλιξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης (5 
και 10 λεπτά μετά την έναρξή της), μετά από χορήγηση των διεγερτών ADR, ADP, PAF, ARA και 
THR. Οι τιμές είναι οι μέσες τιμές συν-πλην (±) η σταθερή απόκλιση από 28 μετρήσεις για κάθε 
συγκέντρωση.

Τα αποτελέσματα εμφανίζονται επίσης παραστατικά στο αντίστοιχο διάγραμμα 23 υπό τον 
τύπο ιστογράμματος.

□ Στον πίνακα 24 φαίνονται οι u-Carrs 10 λεπτά μετά την έναρξη της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης (με διεγέρτες συσσώρευσης την ADR, το ADP, τον PAF, το ARA και την THR) και με 
την χορήγηση ASC και ΤΜΖ σε συγκέντρωση 3ςι10~3 Μ για κάθε ουσία. Οι τιμές είναι οι μέσες τιμές 
συν-πλην (±) η σταθερή απόκλιση από 28 μετρήσεις για κάθε ουσία.

Τα αποτελέσματα εμφανίζονται επίσης παραστατικά στο αντίστοιχο διάγραμμα 24 υπό τον 
τύπο ιστογράμματος.

□ Στον πίνακα 25 φαίνονται οι u-Carrs 10 λεπτά μετά την έναρξη της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης (με διεγέρτες συσσώρευσης την ADR, το ADP, τον PAF, το ARA και την THR) και με 
την χορήγηση MET και VMA σε συγκέντρωση 3 c  10*3 Μ για κάθε ουσία. Οι τιμές είναι οι μέσες 
τιμές συν-πλην (±) η σταθερή απόκλιση από 28 μετρήσεις για κάθε ουσία.

Τα αποτελέσματα εμφανίζονται επίσης παραστατικά στο αντίστοιχο διάγραμμα 25 υπό τον 
τύπο ιστογράμματος.
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Πίνακας 23

u-Carrs κατά τη ν εξέλιξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης (5  και 10 λεπτά μετά τη ν έναρξή 

της), μετά από χορήγηση των διεγερτών ΕΡΝ, THR, ARA, PAF και ADP  

(ΜΤ±ΣΑ από 28  μετρήσεις για κάθε διεγέρτη)

Χορηγηθείσες ουσίες FR (u-Carrs) 5min FR (u-Carrs) 10min

Κσμμία 331+10 335±8
ΕΡΝ 342±8 468±33
THR 452±24 526±38
ARA 423+19 458±30
PAF 404±20 411 ±32
ADP 360±16 382±28

Διάγραμμα 23

u-Carrs κατά τήν εξέλιξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης 
(5 και 10 πρώτα λεπτά μετά την έναρξή της)

Χορηγηθείσες ουσίες
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Πίνακας 24
υ-Carrs 10 λεπτά μετά την έναρξη της αμοπεταλιακής συσσώρευσης 

με ASCkcb ΤΜΖ σε συγκέντρωση 3X0,001 Μ  

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε ουσία)

ΧορηγηθεΙσες ουσίες

Καμμία
ΕΡΝ

EPN+ASC
ΕΡΝ+ΤΜΖ

THR
THR+ASC
THR+TMZ

ARA
ARA+ASC
ARA+TMZ

PAF
PAF+ASC
PAF+TMZ

ADP
ADP+ASC
ADP+TMZ

FR (u-Carrs) 10mln

335±8

468±33

6±3 (ρ<0,001)

10±4 (Ρ<0.001)

526±38

20±8 (ρ<0.001)

22±6 (Ρ<0,001)

458±30

26±5 (Ρ<0,001)

30±4 (Ρ<0,001)

411±32

12±3 (Ρ<0,001)

14±2 (Ρ<0,001)

382±28

4±1 (Ρ<0,001)

3+1 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 24

u-Carrs 10 λεπτά μετά την έναρξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης

ΧορηγηθεΙσεςουσίες
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Πίνακας 25
u-Carrs 10 λεπτά μετά την έναρξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης 

με M ET και VMA σε συγκέντρωση 3X0,001 Μ  

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε ουσία)

Χορηγηθείσες ουσίες FR (u-Carrs) 10min

Καμμία 335+8

ΕΡΝ 468+33

ΕΡΝ+ΜΕΤ 284±18 (Ρ<0,01)

EPN+VMA 302±19 (Ρ<0,01)

THR 526+38

THR+MET 334±23 (Ρ<0,01)

THR+VMA 420±26 (Ρ<0,02)

ARA 458±30

ARA+MET 273+16 (Ρ<0,01)

ARA+VMA 411±27 (ρ<0,05)

PAF 411±32

PAF+MET 244±14 (Ρ<0,01)

PAF+VMA 271±15 (ρ<0,02)

ADP 382+28

ADP+MET 272112 (ρ<0,03)

ADP+VMA 306+20 (ρ<0,04)

Διάγραμμα 25

u-Carrs 10 λεπτά μετά την έναρξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης
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Από τα δεδομένα των πειραμάτων μέτρησης των παραγομένων από τα αιμοπετάλια ελευθέρων ριζών 
οξυγόνου κατά το φαινόμενο της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, προκύπτει ότι κατά την 
αιμοπεταλιακή διέγερση και συσσώρευση παράγονται από τα αιμοπετάλια ελεύθερες ρίζες οξυγόνου, 
το ποσό των οποίων αυξάνεται κατά την εξέλιξη της συσσώρευσης. Ειδικότερα, το ποσό των ριζών 
Η2Ο2 αυξάνεται κατά πολύ περισσότερο όταν διεγέρτες είναι η θρομβίνη, το αραχιδονικό και η 
αδρεναλίνη σε σχέση με αυτό που παράγεται όταν διεγέρτες είναι το ADP και ο PAF (Πίνακας 23 και 
Διάγραμμα 23).

Όσον αφορά την επίδραση της μετανεφρίνης και του VMA στην διαδικασία του σχηματισμού 
ελευθέρων ριζών οξυγόνου από τα αιμοπετάλια, (συγκεκριμένα ριζών Η2Ο2), από τα πειραματικά 
δεδομένα προκύπτει ότι όταν χορηγούνται μετανεφρίνη και VMA στο PRP παράλληλα με τους 
αιμοπεταλιακούς διεγέρτες (αδρεναλίνη, ADP, PAF, αραχιδονικό οξύ και θρομβίνη), υπάρχει 
σημαντική μείωση του ποσού των ριζών Η2Ο2 που παράγονται από τα αιμοπετάλια και οι οποίες 
ανιχνεύονται στο υπερκείμενο. Φαίνεται δηλαδή ότι η μετανεφρίνη και το VMA πιθανώς να δρσύν 
ως “ εκκαθαριστές”  ελευθέρων ριζών οξυγόνου, όπως φαίνεται και από τα αποτελέσματα των 
πειραμάτων της εκτίμησης της αντιοξειδωτικής τους ικανότητας (Πίνακας 25 και Διάγραμμα 25).

Αντίστοιχα, η επίδραση του ασκορβικού οξέος και της τριμεταζιδίνης στην παραγωγή ριζών Η2θ 2 

από τα αιμοπετάλια είναι σημαντικότατη. Όταν χορηγούνται στο PRP ασκορβικό και τριμεταζιδίνη 
(σε συγκέντρωση 3X10'3 Μ για κάθε ουσία) παράλληλα με τους διεγέρτες (αδρεναλίνη, ADP, PAF, 
αραχιδονικό οξύ και θρομβίνη), το ποσό των ριζών Η2θ 2 σχεδόν μηδενίζεται. Η αναστολή δηλαδή της 
αιμοπεταλιακής συσσώρευσης συμβαδίζει απόλυτα με την αναστολή της παραγωγής ριζών Η2Ό2 από 
τα αιμοπετάλια. Σε σχέση δε με την δράση της μετανεφρίνης και του VMA στο φαινόμενο της 
παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου από τα αιμοπετάλια, φαίνεται ότι το ασκορβικό και η 
τριμεταζιδίνη αποτελούν ισχυρότερους “εκκαθαριστές” ελευθέρων ριζών οξυγόνου, δεδομένου ότι η 
ελάττωση που προκαλούν στο ποσό των παραγομένων από τα αιμοπετάλια ριζών Η2θ 2 είναι 
μεγαλύτερη από την προκαλούμενη από τη μετανεφρίνη και το VMA (Πίνακας 24 και Διάγραμμα 
24).
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3) Αποτελέσματα πειραμάτων μέτρησης ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας

□ Στον πίνακα 25α και στο διάγραμμα 25α φαίνεται υπό τον τόπο ιστογράμματος η 
αντιοξειδωτική ικανότητα των κατεχολαμινικών μεταβολιτών M ET και VMA, η οποία 
προσδιορίστηκε με την μέθοδο TAS (Total Antioxidant Status) της εταιρείας RANDOX.

Πίνακας 25α.

Ο ΰ ώ ς T.A.S.
Α α νθά νονοα  
π ερ ίο δ ο ς (sec)

Επινεφρίνη 2,10 140

VMA 2,30 150

Μετανεφρίνη 2,40 165
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Από τα αποτελέσματα των πειραμάτων εκτίμησης της αντιοξειδωτικής ικανότητας των υπό 
μελέτη ουσιών (MET και VMA) με την μέθοδο TAS προέκυψε ότι υπήρξε καθυστέρηση στην 
εμφάνιση του χρώματος του καρβοκατιόντος (όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο “Υλικό και 
Μέθοδοι” ), μετά την προσθήκη στο διάλυμα μετανεφρίνης, όπως και μετά την προσθήκη 
βανυλμανδελικού οξέος. Η καθυστέρηση της εμφάνισης του χρώματος υποδεικνύει ότι οι εν λόγω 
ουσίες εμφανίζουν αντιοξειδωτικές ιδιότητες. Για την μετανεφρίνη η καθυστέρηση (λανθάνουσα 
περίοδος) ήταν 165 sec, ενώ για το VMA ήταν 150 sec. Η αξιολόγηση της αντιοξειδωτικής ισχύος των 
εν λόγω ουσιών έγινε με το διάλυμα αναφοράς TROLOX, το οποίο είναι μία τροποποιημένη μορφή 
τοκοφερόλης ώστε να είναι υδατοδιαλυτή, και βρέθηκε για την μετανεφρίνη 2,4 mM/L Trolox και για 
το VMA 2,3 mM/L Trolox (Πίνακας 25α και Διάγραμμα 25α).

4) Αποτελέσματα πειραμάτων μέτρησης ΤΧ Β2

□ Στον πίνακα 26 φαίνονται οι ποσότητες της ΤΧΒ2 (pg/ml) 5 λεπτά μετά την έναρξη της 
αιμοπεταλιακής συσσώρευσης (με διεγέρτες συσσώρευσης την ADR, το ADP, τον PAF, το ARA και 
την THR). Οι τιμές είναι οι μέσες τιμές συν-πλην (±) η σταθερή απόκλιση από 28 μετρήσεις για κάθε 
ουσία.

Τα αποτελέσματα εμφανίζονται επίσης παραστατικά στο αντίστοιχο διάγραμμα 26 υπό τον 
τύπο ιστογράμματος.

□ Στον πίνακα 27 φαίνονται οι ποσότητες της ΤΧΒ2 (pg/ml) 5 λεπτά μετά την έναρξη της 
αιμοπεταλιακής συσσώρευσης (με διεγέρτες συσσώρευσης την ADR, το ADP, τον PAF, το ARA και 
την THR) και με χορήγηση ASC και ΤΜΖ σε συγκέντρωση 3 c  10*3 Μ για κάθε ουσία. Οι τιμές είναι 
οι μέσες τιμές συν-πλην (±) η σταθερή απόκλιση από 28 μετρήσεις για κάθε ουσία.

Τα αποτελέσματα εμφανίζονται επίσης παραστατικά στο αντίστοιχο διάγραμμα 27 υπό τον 
τύπο ιστογράμματος.

□ Στον πίνακα 28 φαίνονται οι ποσότητες της ΤΧΒ2 (pg/ml) 5 λεπτά μετά την έναρξη της 
αιμοπεταλιακής συσσώρευσης (με διεγέρτες συσσώρευσης την ADR, το ADP, τον PAF, το ARA και 
την THR) και με χορήγηση MET και VMA σε συγκέντρωση 3 c  1 Ο*3 Μ για κάθε ουσία. Οι τιμές είναι 
οι μέσες τιμές συν-πλην (±) η σταθερή απόκλιση από 28 μετρήσεις για κάθε ουσία.

Τα αποτελέσματα εμφανίζονται επίσης παραστατικά στο αντίστοιχο διάγραμμα 28 υπό τον 
τύπο ιστογράμματος.
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Πίνακας 26

TXB2 (pg/πιί) 5  λεπτά μετά την έναρξη της α/μοπεταλ/σκής συσσώρευσης 

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε ουσία)

Χορηγηθείσες ουσίες ΤΧΒ2 (pg/ml)

Καμμία 160±17
ΕΡΝ 1237+127
THR 2375±152
ARA 1375±45
PAF 1783±357
ADP 1087±48

Διάγραμμα 26

ΤΧΒ2 (pg/ml) 5 λεπτά μετά την έναρξη 
της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης
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Πίνακας 27
ΤΧΒί (pg/ml) 5 λεπτά μετά τη ν έναρξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης 

και με συγκέντρωση ASC και ΤΜΖ 3X0,001 Μ 

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε ουσία)

Χορηγηθείσες ουσίες ΤΧΒ2 (pg/ml)

Καμμία 160±17

ΕΡΝ 1237±127

EPN+ASC 90±12 (Ρ<0,001)

ΕΡΝ+ΤΜΖ 275±17 (ρ<0,002)

THR 2375±152

THR+ASC 562±36 (Ρ<0,001)

THR+TMZ 525±32 (Ρ<0,001)

ARA 1375±45

ARA+ASC 655±41 (ρ<0,005)

ARA+TMZ 723±32 (ρ<0,005)

PAF 1783±357

PAF+ASC 325±35 (Ρ<0,001)

PAF+TMZ 466150 (pcO.002)

ADP 1087148

ADP+ASC 637168 (Ρ<0,005

ADP+TMZ 525156 (Ρ<0,004)

Διάγραμμα 27

ΤΧΒ2 (pg/ml) 5 λεπτά μετά την έναρξη 
της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης
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Πίνακας 28
TXB2 (pg/ml) 5  λεπτά μετά την έναρξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης 

και με συγκέντρωση M ET και VMA 3X0,001 Μ  

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε ουσία)

Χορηγηθείσες ουσίες ΤΧΒ2 (pg/ml)

Καμμία 160+17

ΕΡΝ 1237+127

ΕΡΝ+ΜΕΤ 262±18 (ρ<0,001)
EPN+VMA 387±35 (ρ<0,002)

THR 2375±152

THR+MET 1050+138 (ρ<0,005)

THR+VMA 1750±153 (Ρ<0,01)

ARA 1375±45

ARA+MET 980±87 (Ρ<0,01)

ARA+VMA 940+113 (ρ<0,01)
PAF 1783±357

PAF+MET 1066+123 (ρ<0,005)

PAF+VMA 425±25 (ρ<0,004)

ADP 1087+48

ADP+MET 837+39 (Ρ<0,03)

ADP+VMA 825±52 (ρ<0,03)

Διάγραμμα 28

ΤΧΒ2 (pg/ml) 5 λεπτά μετά την έναρξη τρς αιμοπεταλιακής συσσώρευσης
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Από τα αποτελέσματα των πειραμάτων εκτίμησης της παραγωγής ΤΧΒ2 από τα αιμοπετάλια 
προκύπτει ότι το ποσό της αυξάνεται κατά πολύ όταν τα αιμοπετάλια διεγείρονται και μάλιστα είναι 
μεγαλύτερο όταν αιμοπεταλιακοί διεγέρτες είναι η θρομβίνη, το αραχιδονικό οξύ και PAF από αυτό 
που παράγεται όταν διεγέρτες είναι η επινεφρίνη και το ADP (Πίνακας 26 και Διάγραμμα 26).

Όταν παράλληλα με τους διεγέρτες (αδρεναλίνη, ADP, PAF, αραχιδονικό οξύ και θρομβίνη), 
χορηγούνται στο PRP μετανεφρίνη και VMA, υπάρχει μία σημαντική μείωση του ποσού της 
παραγόμενης από τα αιμοπετάλια ΤΧΒ2 (Πίνακας 28 και Διάγραμμα 28). Ακόμη μεγαλύτερη είναι η 
μείωση της παραγωγής ΤΧΒ2, όταν παράλληλα με τους διεγέρτες χορηγούνται στο PRP ασκορβικό 
οξύ ή τριμεταζιδίνη (Πίνακας 27 και Διάγραμμα 27).

Η αύξηση του ποσού της παραγόμενης από τα διεγειρόμενα αιμοπετάλια ΤΧΒ2 συμβαδίζει με 
την εξέλιξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης όπως και με την αύξηση των παραγομένων από τα 
αιμοπετάλια ριζών Η20 2, γεγονός που δεικνύει ότι στο όλο φαινόμενο της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης εμπλέκονται μηχανισμοί παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου, οι οποίοι σχετίζονται 
άμεσα με την παραγωγή της ΤΧΒ2. Ως γνωστόν, η ΤΧΒ2 αποτελεί σταθερό μεταβολίτη της σχετικά 
ασταθούς ΤΧΑ2, η οποία παράγεται με την δράση του ενζύμου κυκλοξυγονάση.

5) Αποτελέσματα πειραμάτων κυτταρομετρίας ροής

□ Στον πίνακα 29 φαίνεται η έκφραση του υποδοχέα Gp Ilb-HIa των αιμοπεταλίων ανθρώπου 
(υποδοχείς ανά αιμοπετάλιο) μετά από χορήγηση MET, VMA, ASC και ΤΜΖ (σε συγκέντρωση 
3 c ΙΟ'3 Μ για κάθε ουσία). Οι τιμές είναι οι μέσες τιμές συν-πλην (±) η σταθερή απόκλιση από 28 
μετρήσεις για κάθε ουσία.

Τα αποτελέσματα εμφανίζονται επίσης παραστατικά στο αντίστοιχο διάγραμμα 29 υπό τον 
τύπο ιστογράμματος.

□ Στον πίνακα 30 φαίνεται η αναστολή έκφρασης (%) του αιμοπεταλιακού υποδοχέα Gp Ilb- 
Illa μετά από χορήγηση MET, VMA, ASC και ΤΜΖ (σε συγκέντρωση 3 c ΙΟ'3 Μ για κάθε ουσία). Οι 
τιμές είναι οι μέσες τιμές συν-πλην (±) η σταθερή απόκλιση από 28 μετρήσεις για κάθε ουσία.

Τα αποτελέσματα εμφανίζονται επίσης παραστατικά στο αντίστοιχο διάγραμμα 30 υπό τον 
τύπο ιστογράμματος.

□ Στα διαγράμματα 31 έως 35 φαίνεται η έκφραση του υποδοχέα Gp Ilb-IIIa των αιμοπεταλίων 
ανθρώπου (υποδοχείς ανά αιμοπετάλιο) μετά από χορήγηση MET, VMA, ASC και ΤΜΖ (σε 
συγκέντρωση 3 c  10'3 Μ για κάθε ουσία), όπως επίσης και οι υποδοχείς ανά αιμοπετάλιο ανθρώπου, 
χωρίς να χορηγηθεί καμία από τις προαναφερθείσες ουσίες.
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Πίνακας 29

Έκφραση του υποδοχέα Gp llb -llla  των αιμοπεταλίων μετά από χορήγηση 

MET, VMA, ASC και ΤΜΖ (σε συγκέντρωση 3X0,001 Μ )

(ΜΤ±ΣΑ από 28 μετρήσεις για κάθε ουσία)

Χορηγηθείσες ουσίες Υττοδοχεί ς/Αιμοπετάλιο

Καμία
MET
VMA
ASC
ΤΜΖ

90138±4562 
79591±3874 
88484±3425

1408±112 (ρ<0,001)

10339+618 (ρ<0,001)

Διάγραμμα 29

Έκφραση του υποδοχέα Gp llb-llla των αιμοπεταλίων μετά από 
χορήγηση MET, VMA, ASC και TflflZ
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Πίνακας 30

Αναστολή έκφρασης (%) του ωμοπετσλιακού υποδοχέα Gp llb-llla  

μετά από χορήγηση MET, VMA, ASC και ΤΜΖ (σε συγκέντρωση 3X0,001 Μ )

ΧορηγηθεΙσες ουσίες Αναστολή έκφρασης (%) υποδοχέα Gp llb-llla

MET
VMA
ASC
TMZ

11,7±0,7
0,2±0,1

98,5±0,4
88,5±1,2

Διάγραμμα 30

Αναστολή έκφρασης (%) υποδοχέα Gp llb-llla μετά από χορήγηση 
MET, VMA, ASC και TMZ
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Από τα αποτελέσματα των πειραμάτων για την εκτίμηση του βαθμού έκφρασης του 
αιμοπεταλιακού υποδοχέα GpIIb-IIIa προκύπτει ότι το ασκορβικό οξύ προκαλεί αναστολή της 
έκφρασής του σε ποσοστό 98,5% και η τριμεταζιδίνη σε ποσοστό 88,5% (Πίνακας 30 και Διάγραμμα 
30). Αναλυτικότερα, όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο “Υλικό και Μέθοδοι” παρ. 1.7, και φαίνεται 
ενδεικτικά από το Διάγραμμα 31 του κυτταρομετρητή ροής, ένταση του φθορισμού ΜηΧ= 109,8 
αντιστοιχεί σε 90138 υποδοχείς Gp Ilb/IIIa ανά αιμοπετάλιο ανθρώπου, όταν αυτό δεν είναι 
διεγερμένο (Πίνακας 29 και Διάγραμμα 29). Όταν χορηγηθεί στο αιμοπεταλιακό εναιώρημα 
ασκορβικό οξύ, η ένταση του φθορισμού, όπως καταγράφεται από τον κυτταρομετρητή ροής είναι 
ΜηΧ=0,804 και αντιστοιχεί σε 1408 υποδοχείς Gp Ilb/IIIa ανά αιμοπετάλιο (Πίνακας 29 και 
Διάγραμμα 29). Παράλληλα, το ασκορβικό οξύ φαίνεται να προκαλεί και μία μεταβολή στην 
στερεοχημική διάταξη του μορίου του εν λόγω υποδοχέα, όπως προκύπτει από τα γραφήματα του 
κυτταρομετρητή ροής (Διάγραμμα 34).

Αντίστοιχα, η τριμεταζιδίνη προκαλεί σημαντικότατη ελάττωση της έκφρασης του εν λόγω 
υποδοχέα όταν χορηγείται στο αιμοπεταλιακό εναιώρημα (Ενταση φθορισμού ΜηΧ=13,3 που 
αντιστοιχεί σε 10339 υποδοχείς Gp Ilb/IIIa ανά αιμοπετάλιο), όπως φαίνεται στο Διάγραμμα 35 του 
κυτταρομετρητή ροής και στους Πίνακες 29 και 30, όπως επίσης και στα Διαγράμματα 29 και 30.

Το γεγονός ότι μετά την χορήγηση ασκορβικού ή τριμεταζιδίνης αναστέλλεται η έκφραση 
του αιμοπεταλιακού υποδοχέα GpIIb-IIIa κατά 98,5% και 88,5% αντίστοιχα, δεικνύει ότι οι δύο 
ουσίες πιθανόν να δρουν και σε επίπεδο μεμβρανικών υποδοχέων αναστέλλοντας την έκφρασή τους 
και κατά συνέπεια την δημιουργία του αιμοπεταλιακού θρόμβου.

Αντίθετα, τα κατεχολαμινικά μεταβολικά προϊόντα μετανεφρίνη και VMA δεν φαίνεται να 
έχουν επίδραση στην έκφραση του εν λόγω υποδοχέα, γεγονός που δεικνύει ότι η αντιαιμοπεταλιακή 
τους δράση τους δεν ασκείται μέσω του συγκεκριμένου υποδοχέα (Πίνακες 29 και 30, Διαγράμματα 
29 και 30). Αναλυτικότερα, όταν χορηγείται μετανεφρίνη στο αιμοπεταλιακό εναιώρημα, η ένταση 
του φθορισμού γίνεται ΜηΧ= 105,3 (φαίνεται ενδεικτικά στο Διάγραμμα 32) και αντιστοιχεί σε 79591 
υποδοχείς Gp Ilb/IIIa ανά αιμοπετάλιο (Πίνακας 29 και Διάγραμμα 29), ενώ όταν χορηγείται VMA 
στο αιμοπεταλιακό εναιώρημα, η ένταση του φθορισμού γίνεται ΜηΧ= 107,2 (φαίνεται ενδεικτικά στο 
Διάγραμμα 33) και αντιστοιχεί σε 88484 υποδοχείς Gp Ilb/UIa ανά αιμοπετάλιο (Πίνακας 29 και 
Διάγραμμα 29).
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ΣΥ ΖΗ ΤΗ ΣΗ

Από τα αποτελέσματα των πειραμάτων της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης φάνηκε ότι τα 
μεταβολικά προϊόντα των κατεχολαμινών, μετανεφρίνη και βανυλμανδελικό οξύ (VMA), ανέστειλαν 
σε σημαντικό βαθμό την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από την αδρεναλίνη, το ADP 
και τον PAF, ενώ δεν είχαν σχεδόν καμία επίδραση στην αιμοπεταλιακή συσσώρευση που 
προκλήθηκε από την θρομβίνη και το αραχιδονικό οξύ (μέχρι την συγκέντρωση 3X10' Μ, στην οποία 
χρησιμοποιήθηκαν). Αντίθετα, το ασκορβικό οξύ και η τριμεταζιδίνη (σε συγκέντρωση 3X10'3 Μ) 
ανέστειλαν σε ποσοστό 100% την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από όλους τους 
αιμοπεταλιακούς διεγέρτες που χρησιμοποιήθηκαν (αδρεναλίνη, ADP, PAF, αραχιδονικό οξύ και 
θρομβίνη).

Από τα δεδομένα των πειραμάτων μέτρησης των παραγομένων από τα αιμοπετάλια ελευθέρων 
ριζών οξυγόνου κατά το φαινόμενο της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, προκύπτει ότι κατά την 
αιμοπεταλιακή διέγερση και συσσώρευση παράγονται από τα αιμοπετάλια ελεύθερες ρίζες οξυγόνου, 
το ποσό των οποίων αυξάνεται κατά την εξέλιξη της συσσώρευσης. Ειδικότερα, το ποσό των ριζών 
Η2Ο2 αυξάνεται κατά πολύ περισσότερο όταν διεγέρτες είναι η θρομβίνη, το αραχιδονικό και η 
αδρεναλίνη σε σχέση με αυτό που παράγεται όταν διεγέρτες είναι το ADP και ο PAF.

Όσον αφορά την επίδραση της μετανεφρίνης και του VM A στην διαδικασία του σχηματισμού 
ελευθέρων ριζών οξυγόνου από τα αιμοπετάλια, (συγκεκριμένα ριζών Η2Ο2), από τα πειραματικά 
δεδομένα προκύπτει ότι όταν χορηγούνται μετανεφρίνη και VM A στο PRP παράλληλα με τους 
αιμοπεταλιακούς διεγέρτες (αδρεναλίνη, ADP, PAF, αραχιδονικό οξύ και θρομβίνη), υπάρχει 
σημαντική μείωση του ποσού των ριζών Η2Ο2 που παράγονται από τα αιμοπετάλια και οι οποίες 
ανιχνεύονται στο υπερκείμενο. Φαίνεται δηλαδή ότι η μετανεφρίνη και το VMA πιθανώς να δρούν 
ως “εκκαθαριστές” ελευθέρων ριζών οξυγόνου, όπως φαίνεται και από τα αποτελέσματα των 
πειραμάτων της εκτίμησης της αντιοξειδωτικής τους ικανότητας.

Αντίστοιχα, η επίδραση του ασκορβικού οξέος και της τριμεταζιδίνης στην παραγωγή ριζών Η2θ 2 

από τα αιμοπετάλια είναι σημαντικότατη. Όταν χορηγούνται στο PRP ασκορβικό και τριμεταζιδίνη 
(σε συγκέντρωση 3X10'3 Μ για κάθε ουσία) παράλληλα με τους διεγέρτες (αδρεναλίνη, ADP, PAF, 
αραχιδονικό οξύ και θρομβίνη), το ποσό των ριζών Η2Ο2 σχεδόν μηδενίζεται. Η αναστολή δηλαδή της 
αιμοπεταλιακής συσσώρευσης συμβαδίζει απόλυτα με την αναστολή της παραγωγής ριζών Η2Ό2 από 
τα αιμοπετάλια. Σε σχέση δε με την δράση της μετανεφρίνης και του VM A στο φαινόμενο της 
παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου από τα αιμοπετάλια, φαίνεται ότι το ασκορβικό και η 
τριμεταζιδίνη αποτελούν ισχυρότερους “εκκαθαριστές” ελευθέρων ριζών οξυγόνου, δεδομένου ότι η 
ελάττωση που προκαλούν στο ποσό των παραγομένων από τα αιμοπετάλια ριζών Η2θ 2 είναι 
μεγαλύτερη από την προκαλούμενη από τη μετανεφρίνη και το VMA.

Από τα αποτελέσματα των πειραμάτων εκτίμησης της παραγωγής Τ Χ Β 2 από τα αιμοπετάλια 
προκύπτει ότι το ποσό της αυξάνεται κατά πολύ όταν τα αιμοπετάλια διεγείρονται και μάλιστα είναι 
μεγαλύτερο όταν αιμοπεταλιακοί διεγέρτες είναι η θρομβίνη, το αραχιδονικό οξύ και PAF από αυτό 
που παράγεται όταν διεγέρτες είναι η επινεφρίνη και το ADP.

Όταν παράλληλα με τους διεγέρτες (αδρεναλίνη, ADP, PAF, αραχιδονικό οξύ και θρομβίνη), 
χορηγούνται στο PRP μετανεφρίνη και VMA, υπάρχει μία σημαντική μείωση του ποσού της 
παραγόμενης από τα αιμοπετάλια ΤΧΒ2. Ακόμη μεγαλύτερη είναι η μείωση της παραγωγής Τ Χ Β 2, 
όταν παράλληλα με τους διεγέρτες χορηγούνται στο PRP ασκορβικό οξύ ή τριμεταζιδίνη.
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Η αύξηση του ποσού της παραγόμ£νης από τα διεγειρόμενα αιμοπετάλια ΤΧΒ2 συμβαδίζει με την 
εξέλιξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης όπως και με την αύξηση των παραγομενών από τα 
αιμοπετάλια ριζών Η20 2, γεγονός που δεικνύει ότι στο όλο φαινόμενο της αιμοπεταλιακης 
συσσώρευσης εμπλέκονται μηχανισμοί παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου, οι οποίοι σχετίζονται 
άμεσα με την παραγωγή της ΤΧΒ2. Ως γνωστόν, η ΤΧΒ2 αποτελεί σταθερό μεταβολίτη της σχετικά 
ασταθούς ΤΧΑ2, η οποία παράγεται με την δράση του ενζύμου κυκλοξυγονάση.

Τέλος, από τα αποτελέσματα των πειραμάτων για την εκτίμηση του βαθμού έκφρασης του 
αιμοπεταλιακού υποδοχέα GpIIb-IIIa προκύπτει ότι το ασκορβικό οξύ προκαλεί αναστολή της 
έκφρασής του σε ποσοστό 98,5% και η τριμεταζιδίνη σε ποσοστό 88,5%. Παράλληλα, το ασκορβικό 
οξύ φαίνεται να προκαλεί και μία μεταβολή στην στερεοχημική διάταξη του μορίου του εν λόγω 
υποδοχέα, όπως προκύπτει από τα γραφήματα του κυτταρομετρητή ροής. Αντίθετα, τα 
κατεχολαμινικά μεταβολικά προϊόντα μετανεφρίνη και VMA δεν φαίνεται να έχουν καμία επίδραση 
στην έκφραση του εν λόγω υποδοχέα, γεγονός που δεικνύει ότι η αντιαιμοπεταλιακή τους δράση τους 
δεν ασκείται μέσω του συγκεκριμένου υποδοχέα.

Όπως έχει ήδη αναφερθεί στο ανά χείρας κείμενο, περί τα μέσα της δεκαετίας του 1990, στο 
Εργαστήριο της Πειραματικής Φυσιολογίας του Ιατρικού Τμήματος του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, 
άρχισε μία μελέτη που στόχευε στην εξακρίβωση των πιθανών μηχανισμών που εμπλέκονται στην 
ρύθμιση της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης που προκαλείται από διάφορους διεγέρτες των 
αιμοπεταλίων. Στα πλαίσια αυτής της μελέτης διατυπώθηκε η άποψη ότι είναι πιθανόν η σταδιακή 
απευαισθητοποίηση των αιμοπεταλίων στην δράση διεγερτών τους να μην είναι ο μοναδικός 
ρυθμιστικός μηχανισμός της αιμοπεταλιακης συσσώρευσης. Για την ερμηνεία του φαινομένου της 
άμεσης ρύθμισης του βαθμού της αιμοπεταλιακής διέγερσης έγινε η υπόθεση ότι η συσσώρευση που 
προκαλείται από την αδρεναλίνη και άλλους διεγέρτες των αιμοπεταλίων, πιθανόν να αυτορυθμίζεται 
άμεσα από προϊόντα μεταβολισμού των κατεχολαμινών στον ανθρώπινο οργανισμό, με έναν 
μηχανισμό αρνητικής παλίνδρομης ρύθμισης (negative feed-back mechanism). Επίσης είναι γνωστό 
ότι ο καταβολισμός των κατεχολαμινών μέσω κυρίως της μονοαμινοξειδάσης (ΜΑΟ), οδηγεί στην 
παραγωγή δραστικών μορφών οξυγόνου (Ελευθέρων Ριζών Οξυγόνου), που συμβάλλουν στο

κ c· ' 491-493οξειδωτικο stress
Σήμερα είναι πλέον γνωστό ότι τα αιμοπετάλια συμμετέχουν εκτός από τον πηκτικό μηχανισμό 

και σε φλεγμονώδεις αντιδράσεις μέσω της έκκρισης δραστικών ουσιών οι οποίες εκλύονται κατά την 
διέγερση των εν λόγω κυττάρων. Τέτοιες ουσίες όπως η σεροτονίνη, η θρομβοξάνη Α2 (ΤΧΑ2), ο 
αιμοπεταλιακός παράγοντας 4 (PF-4), ο παράγοντας ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων (PAF) και 
άλλα εικοσανοειδή επηρεάζουν τις λειτουργίες και πολλών άλλων κυττάρων (ουδετεροφίλων, 
λεμφοκυττάρων, μακροφάγων κ.α.) προκαλώντας την έκλυση μεσολαβητών-διαβιβαστών279'281 και 
μεταβάλλουν την συσταλτότητα και την διαβατότητα των τριχοειδών282. Ακόμη, τα αιμοπετάλια 
διαθέτουν φαγοκυτταρικές ιδιότητες283 και κάτω από ορισμένες συνθήκες όπως π.χ. σε ασθενείς με 
άσθμα που εκλύεται από την ασπιρίνη, μπορεί να εμφανίζουν in vivo κυτταροτοξική δράση285.

Πολλές από αυτές τις δράσεις των αιμοπεταλίων προϋποθέτουν την ικανότητα παραγωγής ΕΡΟ 
εκ μέρους των κυττάρων αυτών. Ήδη από το 1976 έχει δειχθεί από τον Marcus και συν. ότι τα 
αιμοπετάλια παράγουν υψηλής δραστικότητας ελεύθερες ρίζες 0 2'· και ΗΟ·, ανιχνευόμενες στο 
υπερκείμενο των εναιωρημάτων τους284. Παράλληλα, in vitro μελέτες από τον Mills και συν. έδειξαν 
ότι κατά την αντίδραση της αιμοπεταλιακής κυκλοξυγονάσης με λινελαϊκό οξύ μπορεί να παραχθούν 
ελεύθερες ρίζες ικανές να προκαλέσουν χημειοφωταύγεια287. Μεταγενέστερα δεδομένα παρέχουν 
ενδείξεις ότι τα διαγειρόμενα αιμοπετάλια παράγουν ελεύθερες ρίζες ανιόντος υπεροξειδίου (0 2 ·) και
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υδροξυλίου (H O ) που ανιχνεύονται με παραμαγνητικό ηλεκτρονικό συντονισμό (ESR) και μερικές
λοο Λ(\η ί ί1)

φορές με την αναγωγή του κυττοχρώματος C ' ’ .
Άλλες μελέτες έδειξαν ότι κατά την διάρκεια της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης 

απελευθερώνονται από τα αιμοπετάλια και άλλα είδη ενεργών μορφών οξυγόνου, όπως π.χ. το 
Η20  2290,293,294. Έχει επίσης αποδειχθεί ότι ένα μέρος του Η20 2 που παράγεται από τα αιμοπετάλια 
μετατρέπεται στην πολύ δραστική μορφή της ρίζας υδροξυλίου (Η Ο ) - με έναν τρόπο παρόμοια της 
αντίδρασης Fenton - εφ’ όσον εκκαθαριστές του Η Ο  αναστέλλουν την αιμοπεταλιακή συσσώρευση 
που προκαλείται από ADP, κολλαγόνο, αραχιδονικό οξύ και PAF ' . Νεότερα δεδομένα δείχνουν 
ότι η αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκαλείται από κολλαγόνο σχετίζεται με την παραγωγή ριζών 
0 2*· και Η Ο , η οποία εξαρτάται από την ποσότητα του αραχιδονικού οξέος που απελευθερώνεται . 
Οι Krinsky και συν. διαπίστωσαν επίσης την παραγωγή Η20 2 κατά την φαγοκύττωση σωματιδίων 
latex από αιμοπετάλια284.

Περί τα τέλη της δεκαετίας του 1970 έγινε γνωστό από Γερμανούς ερευνητές ότι τα αιμοπετάλια 
είναι δυνατόν να ενεργοποιηθούν μέσω παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου από εξωγενώς 
χορηγούμενα οξειδωτικά μέσα. Έτσι, οι Peter Wumer, Heinrich Patscheke και W aif Paschen έδειξαν 
ότι αιμοπεταλιακή συσσώρευση μπορούν να προκαλέσουν ρίζες ΗΟ·, J0 2 και Η20 2 οι οποίες 
παράγονται από τετραϋπεροξυχρωμικό κάλιο306. Οι συγγραφείς καταλήγουν επίσης στο συμπέρασμα 
ότι το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η20 2) λειτουργεί ως παράγοντας μεταβολής του σχήματος και ως 
συσσωρευτής των αιμοπεταλίων, ενώ το μονήρες οξυγόνο ( ’θ 2) και η ενεργότατη οξειδωτική ρίζα του 
υδροξυλίου (ΗΟ·) λειτουργούν ως πυροδότες των αντιδράσεων έκλυσης των αιμοπεταλιακών 
κοκκίων. Στην ίδια δημοσίευση αναφέρεται ακόμη ότι το Η20 2 φαίνεται να διαβιβάζει τις δράσεις 
του μέσω της οδού βιοσύνθεσης των προσταγλανδινών, δοθέντος ότι η προσθήκη στα αιμοπετάλια 
ινδομεθακίνης ή ακετυλοσαλικυλικού οξέος αναστέλλουν τα αποτελέσματα της δράσης του, ενώ το 
Η Ο  και το μονήρες οξυγόνο ενδέχεται να λειτουργούν μέσω μίας οδού η οποία πιθανόν να μην είναι 
ενζυματική και που οπωσδήποτε δεν σχετίζεται με την οδό βιοσύνθεσης των προσταγλανδινών. Το 
πείραμα με το τετραϋπεροξυχρωμικό κάλιο έδειξε ότι οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου φαινόταν να 
εμπλέκονται στην διαδικασία της αιμοπεταλιακης συσσώρευσης ως εξωγενές λειτουργικό αίτιο. 
Δεδομένου ότι σε όλα τα βήματα της αιμοπεταλιακης ενεργοποίησης φαίνεται να υπεισέρχεται η οδός 
του αραχιδονικού οξέος και δεδομένου ότι τα προϊόντα της διάσπασης του τετραϋπεροξυχρωμικού 
καλίου ήταν σε θέση να προκαλέσουν τόσο την αλλαγή σχήματος, την αντίδραση έκλυσης και την 
συσσώρευση, είναι λογικό να αναρωτηθούμε μήπως κάποια από τα ένζυμα που ρυθμίζουν τις επί 
μέρους αντιδράσεις της αραχιδονικής οδού λειτουργούν παράγοντας ελεύθερες ρίζες, ο ι οποίες με την 
σειρά τους συμμετέχουν στον σχηματισμό των μεταβολιτών που καθορίζουν την κλιμάκωση των 
αιμοπεταλιακών ανταποκρίσεων.

Την ίδια χρονική περίοδο που η μελέτη για την πιθανή συμμετοχή ελευθέρων ριζών στην 
λειτουργία των ενζύμων της αραχιδονικής οδού βρισκόταν σε εξέλιξη, άλλοι ερευνητές έδειχναν ότι 
πιθανότατα η εξωγενής χορήγηση υψηλών συγκεντρώσεων ΕΡΟ σε πλυμμένα αιμοπετάλια να 
προκαλεί την συσσώρευσή τους μέσω ενός μηχανισμού ενεργοποίησης της μεμβρανικής 
φωσφολιπάσης Α2 και καταβολισμού των φωσφολιποειδών προς αραχιδονικό οξύ και άλλα προϊόντα 
(φωσφατιδυλινοσιτόλη, φωσφατιδικό οξύ) που ενέχονται στους μηχανισμούς συσσώρευσης των 
αιμοπεταλίων307.

Το 1989 οι ερευνητές της ομάδας του Εργαστηρίου Πειραματικής Φυσιολογίας της Ιατρικής 
Σχολής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων μελετώντας μία σειρά ενδογενών ουσιών οι οποίες ανέστειλαν 
τον Παράγοντα Ενεργοποίησης των Αιμοπεταλίων (PAF), υπέθεσαν ότι η εν λόγω ουσία έπρεπε να
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ασκεί την δράση της μέσω του ενζύμου λιποξυγονάσης. Στην βιβλιογραφία υπήρχαν ενδείξεις ότι η 
λιποξυγονάση λειτουργούσε μέσω ενός μηχανισμού ο οποίος περιελάμβανε την δημιουργία 
ελευθέρων ριζών. Διάφορες ουσίες όπως η αναχθείσα γλουταθειόνη, η μερκαπτοπροπιονυλ-γλυκίνη, 
το ασκορβικό οξύ κ.ά. ανέστειλαν τόσο την δράση του PAF στα αιμοπετάλια, όσο και την 
λιποξυγονάση σε in vitro πειράματα. Δοθέντος ότι οι εν λόγω ουσίες ήταν τυπικοί εκκαθαριστές 
ελευθέρων ριζών, ενισχύθηκαν οι ενδείξεις οι οποίες υποδήλωναν την συμμετοχή των τελευταίων 
στην αιμοπεταλιακή συσσώρευση την πραγματοποιούμενη διά του PAF4'5'494. Ωστόσο, ουσίες που δεν 
διέρχονται την μεμβράνη των αιμοπεταλίων, όπως η SOD, δεν ανέστειλαν την αιμοπεταλιακή 
συσσώρευση που προκλήθηκε από διάφορους διεγέρτες των αιμοπεταλίων4,5.

Η συνέχιση της έρευνας στο ίδιο αντικείμενο από την ομάδα αυτή έδειξε ότι η αιμοπεταλιακή 
συσσώρευση που ο PAF προκαλούσε ήταν δυνατόν να περιοριστεί, να σταματήσει αλλά και να 
αντιστραφεί χρησιμοποιώντας μία σειρά ουσιών, τους λεγάμενους “παγιδευτές της ιδιοστροφορμής 
του ηλεκτρονίου” που περιέχουν όλοι στα μόριά τους την ομάδα νιτροξειδίου (-ΝΟ). Δεδομένου ότι οι 
παγιδευτές του spin είναι μόρια τα οποία αντιδρούν εκλεκτικά με ορισμένες φευγαλέες ελεύθερες 
ρίζες όπως π.χ. τη ρίζα υδροξυλίου με αποτέλεσμα να μετατρέπονται και αυτά σε ελεύθερες ρίζες 
μεγάλης όμως διάρκειας ζωής, η υπόθεση εργασίας της ομάδας ενισχύθηκε ακόμη περισσότερο. Από 
τα πειράματα δηλαδή γινόταν ολοένα και πιο φανερό ότι το σύνολο των αντιδράσεων που οδηγούσαν 
στην συσσώρευση των αιμοπεταλίων περιείχε ένα ή περισσότερα κομβικά σημεία τα οποία 
λειτουργούσαν μέσω σχηματισμού ελευθέρων ριζών.

Αργότερα αποδείχθηκε ότι οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου στα αιμοπετάλια παράγονται κυρίως κατά 
τον μεταβολισμό του αραχιδονικού οξέος μέσω της λιποξυγονάσης και της κυκλοξυγονάσης. Βρέθηκε 
δηλαδή ότι οι ελεύθερες ρίζες στα αιμοπετάλια παράγονται κατά τον μεταβολισμό των εικοσανοειδών 
κυρίως μέσω του ενζύμου λιποξυγονάσης - την δραστηριότητα της οποίας διεγείρει ο PAF478 - 
δεδομένου ότι η ποσότητά τους δεν μειώνεται σημαντικά με αναστολείς της κυκλοξυγονάσης όπως η 
ασπιρίνη και η ινδομεθακίνη300. Όμως, υπάρχουν νεώτερα δεδομένα που δεικνύουν ότι ένα μικρό 
ποσοστό, περίπου 10-20% των ριζών Ο2'· και ΗΟ· μπορεί να παραχθεί μέσω του ενζύμου 
κυκλοξυγονάση287,288,290. Υποστηρίζεται ότι για την δραστηριοποίηση του ενζύμου αυτού απαιτείται 
μία ελάχιστη ποσότητα ενδοϋπεροξειδίου PGG2 ώστε να αντιδράσει με τον Fe3+ της κυκλοξυγονάσης 
ώστε να σχηματιστεί μία υπερόξυ-ρίζα, που αν και δεν ανήκει στο ίδιο είδος έχει αρκετές ιδιότητες 
που μοιάζουν με αυτές της υδροξυλικής. Η ρίζα αυτή αφαιρεί από το υπόστρωμα (αραχιδονικό οξύ) 
ένα άτομο υδρογόνου και εκκινεί η αντίδραση. Κατά την διάρκεια της αντίδρασης με την βοήθεια 
μίας υπεροξειδάσης, η PGG2 μετατρέπεται σε PGH2 με ταυτόχρονη παραγωγή οξυγόνου singlet. 
Επιπλέον, υδροϋπεροξείδια λειτουργώντας ως υποστρώματα της υδροϋπεροξειδάσης των 
προσταγλανδινών μπορεί να προκαλέσουν την παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου (ΗΟ· και Ο2'·
3̂00-305

Κατά συνέπεια, η διαδικασία σύνθεσης των θρομβοξανίων στα αιμοπετάλια φαίνεται να 
σχετίζεται με την παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου από τα συγκεκριμένα ενζυμικά συστήματα 
των εν λόγω κυττάρων.

Στην ανά χείρας εργασία μελετήθηκαν οι επιδράσεις τεσσάρων ουσιών (μετανεφρίνη, 
βανυλμανδελικό οξύ, τριμεταζιδίνη και ασκορβικό οξύ) στην διαδικασία της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης - η οποία προκλήθηκε από αδρεναλίνη, ADP, PAF, αραχιδονικό οξύ και θρομβίνη -, 
της παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου από τα αιμοπετάλια κατά την διάρκεια της αιμοπεταλιακής 
διέγερσης και συσσώρευσης, της παραγωγής ΤΧΑ2 από τα αιμοπετάλια, όπως επίσης και στην



175

έκφραση του υποδοχέα GpIIb-IIIa της αιμοπεταλιακής μεμβράνης. Παράλληλα μελετήθηκαν και οι 
πιθανές αντιοξειδωτικές ικανότητες των τεσσάρων αυτών ουσιών.

Όσον αφορά την τριμεταζιδίνη, στα πειράματα με πλυμένα αιμοπετάλια κουνελιού τα οποία 
διεγέρθηκαν με αδρεναλίνη, η δράση της προκάλεσε δοσοεξαρτώμενη αναστολή της συσσώρευσης. 
Συγκεκριμένα, προκαλούσε πλήρη αναστολή της συσσώρευσης σε συγκέντρωση 1 μΜ.

Στα πειράματα συσσώρευσης ανθρώπινων αιμοπεταλίων ex vivo, με διεγέρτες την αδρεναλίνη, το 
ADP, το αραχιδονικό οξύ, την θρομβίνη και τον PAF, η τριμεταζιδίνη προκάλεσε επίσης 
δοσοεξαρτώμενη αναστολή της συσσώρευσης. Συγκεκριμένα, η 1C 50 της τριμεταζιδίνης (δηλαδή η 
συγκέντρωσή της που προκαλούσε 50% αναστολή της μέγιστης συσσώρευσης) για όλους τους 
διεγέρτες βρέθηκε να είναι της τάξης των 1,5X10'3 Μ.

Στα πειράματα μέτρησης των ριζών Η20 2, στο υπερκείμενο των αιμοπεταλίων μετά την διέγερσή 
τους από τους παραπάνω διεγέρτες, η τριμεταζιδίνη χορηγούμενη σε συγκέντρωση 3X10' Μ, 
βρέθηκε να προκαλεί σημαντικότατη ελάττωση του ποσού των εν λόγω ριζών. Η ελάττωση δε αυτή 
συμβάδιζε με την αναστολή της συσσώρευσης.

Στα πειράματα μέτρησης της παραγόμενης από τα αιμοπετάλια ΤΧΑ2, η χορήγηση τριμεταζιδίνης 
σε συγκέντρωση 3X10’3 Μ, προκάλεσε σημαντική ελάττωση της παραγωγής ΤΧΑ2, η οποία ήταν 
παράλληλη με την αναστολή της συσσώρευσης και την αναστολή παραγωγής ριζών Η20 2 από τα 
αιμοπετάλια.

Στα πειράματα προσδιορισμού του αριθμού των υποδοχέων Ilb-IIIa ανά αιμοπετάλιο, βρέθηκε ότι
ο

η χορήγηση τριμεταζιδίνης σε συγκέντρωση 3X10" Μ, προκαλεί αναστολή της έκφρασης του 
συγκεκριμένου υποδοχέα σε ένα ποσοστό της τάξης του 88%, γεγονός που συμβαίνει παράλληλα με 
την αναστολή της συσσώρευσης και της παραγωγής ριζών Η20 2 και ΤΧΑ2 από τα αιμοπετάλια.

Όσον αφορά την δράση της μοριακής δομής της τριμεταζιδίνης, προσδιορίστηκαν τα εξής: Ως 
γνωστόν, η τριμεταζιδίνη αντιπροσωπεύεται από ένα μόριο το οποίο περιέχει έναν 
τριμεθοξυφαινολικό δακτύλιο και έναν δακτύλιο πιπεραζίνης, συνεπώς ο ι όποιες δράσεις της ουσίας 
αυτής - συμπεριλαμβανομένων και των φαρμακολογικών - έπρεπε να είναι συναρτήσεις της 
συνολικής αυτής δομής.

Οι πρώτες μελέτες που απέδειξαν την δράση της τριμεταζιδίνης ως εκκαθαριστή ελευθέρων ριζών 
δημοσιεύθηκαν από τους Maridonneau και Harpey το 1985370. Ο ι μελέτες τους στα ερυθρά 
αιμοσφαίρια του ανθρώπου έδειξαν ότι η τριμεταζιδίνη προφυλάσσει τα κύτταρα από την δράση του 
υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η20 2) και του ανιόντος υπεροξειδίου ( 0 2'·), που παράγονται με την 
επώαση των ερυθρών αιμοσφαιρίων με μεθειονινοθειϊκή φαιναζίνη. Ως δείκτες της προστατευτικής 
δράσης της ΤΜΖ στα ερυθρά χρησιμοποιήθηκαν τα επίπεδα των μεμβρανικών υπεροξειδωμένων 
λιπιδίων και ο βαθμός της απώλειας ενδοκυτταρίου Κ+, που είναι αποτέλεσμα της δράσης των 
ελευθέρων ριζών στο ερυθρό αιμοσφαίριο.

Η ουσία αυτή σε πειράματα in vitro βρέθηκε να αναστέλλει δοσοεξαρτώμενα την αιμοπεταλιακή 
συσσώρευση πού προκαλείται από θρομβίνη, κολλαγόνο, ADP, αραχιδονικό οξύ, Α23ΐ87 και U466i9371· 
Παράλληλα βρέθηκε ότι ελαττώνει την είσοδο Ca + στα αιμοπετάλια, σε βαθμό ανάλογο του βαθμού 
της αναστολής της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης372. Ο Kiyosue et al. επίσης πρότειναν ότι η 
τριμεταζιδίνη δρά ως ένας μη ειδικός αναστολέας Ca++. Αυτός όμως δεν είναι ο μόνος τρόπος δράσης 
της, δεδομένου ότι αναστέλλει την αιμοπεταλιακή συσσώρευση πού προκαλείται από ADP, χωρίς να 
επηρεάζει τα αιμοπεταλιακά επίπεδα του Ca++. Ακόμη, η τριμεταζιδίνη αυξάνει το pH του 
αιμοπεταλιακού πρωτοπλάσματος και “προστατεύει” την κυτταρική ομοιόσταση από την έκθεση σε 
ΕΡΟ δρώντας ως “εκκαθαριστής” Έτσι εξασφαλίζει την ακεραιότητα της λειτουργίας των αντλιών



176

ιόντων και την διαμεμβρανική ροή νατρίου-καλίου και αποτρέπει την κατακόρυφη πτώση των 
ενδοκυτταρικών συγκεντρώσεων του ΑΤΡ. Έχει αποδειχθεί επίσης η δυνατότητα της ΤΜΖ να 
εκκαθαρίζει και ελεύθερες ρίζες ΗΟ· καθώς και αλκυλοϋπεροξυλικές ρίζες373. Στις μελέτες αυτές έχει 
προταθεί σαν πιθανός μηχανισμός εκκαθάρισης των ριζών 0 2'* η αντίδρασή τους με μερικές 
λειτουργικές ομάδες του μορίου της ΤΜΖ και κυρίως με τις μεθοξυλικές ομάδες του αζώτου του 
μορίου της, με αποτέλεσμα τον σχηματισμό σταθερών ριζών ή άλλων προϊόντων. Για τις ρίζες ΗΟ 
φαίνεται ότι παρόμοιες αντιδράσεις λαμβάνουν χώρα στην βενζυλική ομάδα του μορίου της ΤΜΖ με 
αποτέλεσμα τον σχηματισμό υδροξυλικών προϊόντων. Η εκκαθαριστική δράση της τριμεταζιδίνης 
στις ΕΡΟ φαίνεται ότι ασκείται σε συγκεντρώσεις της τάξης των 1 Ο^Μ ως 10'3Μ 374.

Σε μελέτες που έχουν γίνει την δεκαετία του 1990 στο Εργαστήριο Πειραματικής Φυσιολογίας 
της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων σχετικά με την δράση της τριμεταζιδίνης στην 
αιμοπεταλιακή συσσώρευση, για να διαπιστωθεί η πιθανή συμμετοχή των δύο δακτυλίων του μορίου 
της (τριμεθοξυφαινολικού και πιπεραζινικού) στην αναστολή της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, 
δοκιμάστηκε η δράση μερικών σχετικά απλών μορίων - τα οποία περιείχαν τον τριμεθοξυφαινολικό 
δακτύλιο - επί των αιμοπεταλίων. Παρατηρήθηκε ότι το 1,2,3-τριμεθοξυφαινολικό οξύ, το 2,3,5- 
τριμεθοξυφαινολικό οξύ, η 1,2,3-τριμεθοξυφαινολική αλδεΰδη, η τριμεθοπρίμη και η κολχικίνη 
ασκούσαν αναστολή στην αιμοπεταλιακή συσσώρευση την προκαλούμενη από PAF, ενώ οι δράσεις 
τους επί του αραχιδονικού οξέος και επί του ADP ήταν ασθενέστερες. Επίσης οι δράσεις τους 
υπήρξαν ιδιαίτερα εμφανείς επί της συσσώρευσης διά επινεφρίνης και λιγότερο διά κολλαγόνου. 
Αντίθετα, η δράση της πιπεραζίνης δεν υπήρξε ανασταλτική στην αιμοπεταλιακή συσσώρευση την 
προκαλούμενη από οποιονδήποτε αιμοπεταλιακό διεγέρτη495. Δεδομένου ότι οι ανασταλτικές δράσεις 
όλων των χρησιμοποιηθέντων τριμεθοξυφαινολικών μορίων υπήρξαν ασθενέστερες της ΤΜΖ, αυτό 
σημαίνει ότι στην εν λόγω ουσία ο τριμεθοξυφαινολικός δακτύλιος φαίνεται να “δυναμοποιείται” από 
την αλληλεπίδρασή του με την πιπεραζινική ομάδα. Πρέπει ακόμη να σημειωθεί ότι όχι μόνον ο 
τριμεθοξυφαινολικός δακτύλιος, αλλά και οι δακτύλιοι με δύο ή και μία μεθοξυλική ρίζα είναι σε 
θέση να αναστείλουν την αιμοπεταλιακή διέγερση. Στην υπάρχουσα βιβλιογραφία αναφέρεται ότι ένα 
τριμεθοξυφαινολικό μόριο και συγκεκριμένα το 3,4,5-τριμεθοξυφαινολικό-8-(Ν,Ν-διαιθυλαμινο)- 
οκτύλιο (ΤΜΒ-8) δρα ως αναστολέας της κινητοποίησης του ενδοκυτταρίου ασβεστίου που είναι 
αποθηκευμένο στο πυκνό σωληναριακό σύστημα των αιμοπεταλίων496. Το εν λόγω μόριο (ΤΜΒ-8) 
φαίνεται να ακινητοποιεί το ασβέστιο μέσα στις φυσικές του ενδοαιμοπεταλιακές αποθήκες και να 
εμποδίζει την διαρροή του προς εκείνα τα σημεία των ενδοπλασματικών μεμβρανών στα οποία 
βρίσκεται τοποθετημένη η φωσφολιπάση Α2. Η απουσία ροής ασβεστίου εμποδίζει την ενεργοποίηση 
της φωσφολιπάσης Α2 και συνεπώς την απελευθέρωση αραχιδονικού οξέος από τις μεμβράνες, με 
αποτέλεσμα την αναστολή της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης λόγω μη ενεργοποίησης της 
αραχιδονικής οδού.

Δεδομένου ότι η τριμεταζιδίνη, όπως και οι άλλες συγγενείς μοριακά ως προς αυτήν χημικές 
ενώσεις που αναστέλλουν την αιμοπεταλιακή συσσώρευση, έχουν ως κοινό τους σημείο τον 
τριμεθοξυφαινολικό δακτύλιο, είναι λογικό να υποθέσουμε ότι όλες οι ενώσεις αυτές πιθανόν να 
λειτουργούν και ως αναστολείς της φωσφολιπάσης Α2. Συνεπώς, η κινητοποίηση του ενδοκυττάριου 
ασβεστίου, οι διαδικασίες παραγωγής ελευθέρων ριζών από κάποιο συγκεκριμένο χημικό σύστημα 
των αιμοπεταλίων, η ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης Α2 και η ενεργοποίηση της αραχιδονικής οδού 
είναι πιθανόν να συνδέονται με λειτουργικούς ή και δομικούς δεσμούς και να αποτελούν ένα 
ολοκληρωμένο σύστημα ρύθμιση της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης.
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Στην βιβλιογραφία αναφέρεται μία στενή συσχέτιση μεταξύ της ενεργοποίησης διαφόρων 
τοξικών μορίων495, της αραχιδονικής οδού και μίας σχεδόν ταυτόχρονης διαταραχής της ομοιοστασίας 
του ενδοκυττάριου ασβεστίου497'500. Στο σύνολο των φαινομένων αυτών, ο σχηματισμός ελευθέρων 
ριζών φαίνεται να παίζει πρωταρχικό ρόλο ’ ’ ’ .Ο ι ελεύθερες ρίζες δημιουργούνται από την 
ενεργοποίηση του τοξικού μορίου -  π.χ. τετραχλωράνθρακα -  μέσω ενός ενζυμικού συστήματος 
γνωστού ως κυττόχρωμα Ρ-450 (όπου Ρ: pigment-χρωστική και 450 το μήκος κύματος σε νανόμετρα 
στο οποίο απορροφά η χρωστική). Η λειτουργία του κυττοχρώματος Ρ-450, η φωσφολιπάση Α2 και η 
αραχιδονική οδός σχετίζονται στενά με την οδό των φωσφορικών πεντοζών, την μιτοχονδριακή 
λειτουργία και το αναγωγικό σύστημα του μιτοχονδρίου, του οποίου η περιγραφή δεν είναι ακόμη 
σαφής, υπό την έννοια ότι δεν γνωρίζουμε κατά πλήρη τρόπο τις δομές και τις λειτουργίες του.

Μερικοί συγγραφείς έχουν δείξει ότι οι συνθετάσες των προσταγλανδινών και των θρομβοξανίων 
στα αιμοπετάλια μοιάζουν φασματοφωτομετρικά με το κυττόχρωμα Ρ-450, ώστε να θεωρούνται 
παραλλαγές του αυτού ενζυμικού συστήματος495.

Τόσο στην λειτουργία των μικροσωμάτων, που επικεντρώνεται γύρω από το κυττόχρωμα Ρ-450, 
όσο στην λειτουργία των αιμοπεταλίων που επικεντρώνεται γύρω από το σύστημα της συνθετάσης 
των προσταγλανδινών και των θρομβοξανίων, όσο και στο σύστημα της λιποξυγονάσης, φαίνεται ότι 
η διακίνηση ιόντων του ενδοκυττάριου ασβεστίου παίζει έναν κεφαλαιώδη ρόλο, διότι συμμετέχει 
πιθανόν σε έναν μηχανισμό θετικής αναδράσεως, η οποία μεγεθύνει τις κυτταρικές ενεργοποιήσεις.

Αν η απελευθέρωση του ασβεστίου λάβει χώρα κατά τρόπο ανώμαλο, μη ελεγχόμενο και 
υπερβολικό, τότε θα έχουμε μία μέγιστη και καταστροφική ενεργοποίηση του κυττάρου, που θα 
οδηγήσει το πιθανότερο σε κυτταρικό θάνατο και το φαινόμενο αυτό ακολουθεί σταθερά εκείνες τις 
καταστάσεις κατά τις οποίες έχουμε εκτεταμένη και ανεξέλεγκτη παραγωγή ελευθέρων ριζών, η οποία 
δύναται να συμβεί κατά τον μεταβολισμό διαφόρων τοξικών μορίων.

Κυτταρική καταστροφή λαμβάνει χώρα επίσης μετά την διαδικασία της μη αντιστρεπτής 
αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, όπου τα θρομβοκύτταρα συντήκονται με τον σχηματισμό του θρόμβου 
και χάνουν την κυτταρική τους φυσιογνωμία. Των μη αντιστρεπτών αυτών μεταβολών προηγείται μία 
πολύ μεγάλη και συνεπώς καταστροφική απελευθέρωση ασβεστίου, η οποία σχετίζεται με την 
παραγωγή προσταγλανδινών και θρομβοξανίων εκ μέρους των αντίστοιχων ενζύμων της αραχιδονικής 
οδού. Τα δεδομένα πειραμάτων σχετικών με την δράση της τριμεταζιδίνης στην ενεργοποίηση των 
αιμοπεταλίων, που έγιναν στο Εργαστήριο της Πειραματικής Φυσιολογίας του Ιατρικού Τμήματος 
του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων κατά την δεκαετία του 1990, δείχνουν ότι η συνολική παραγωγή των 
ως άνω αναφερθέντων δραστικών μεταβολιτών της αραχιδονικής οδού πρέπει να συνοδεύεται ή και 
να προκαλείται από διεργασίες ελευθέρων ριζών, οι οποίες λαμβάνουν χώρα στα ενεργά κέντρα των 
ενζύμων της προσταγλανδίνης-συνθετάσης και της λιποξυγονάσης495. Νεότερα πειραματικά δεδομένα

9051 9 1Λ 3 9 9  3 9 S
επιβεβαιώνουν αυτά τα ευρήματα ’ 7 ’

Σύμφωνα με υπόθεση πού διατυπώθηκε από ερευνητές του Εργαστηρίου Πειραματικής 
Φυσιολογίας του Ιατρικού Τμήματος του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, ο ι δραστικοί μεταβολίτες της 
αραχιδονικής οδού πιθανόν να λειτουργούν όχι μόνον ως ιονοφόρα, αλλά και να αποδιοργανώνουν 
κάποιες συγκεκριμένες μεμβρανικές περιοχές που λειτουργούν ως θυρίδες των διαύλων του 
ασβεστίου. Η αποδιοργάνωση αυτή πρέπει να είναι αντιστρεπτή όταν τα επίπεδα των δραστικών 
αραχιδονικών μεταβολιτών είναι χαμηλά και συνεπώς η προηγηθείσα παραγωγή ελευθέρων ριζών 
είναι ελεγχόμενη, ενώ είναι μη αντιστρεπτή και πολύ εκτεταμένη όταν η παραγωγή των ριζών είναι 
υψηλή και ανεξέλεγκτη, συνοδευόμενη αναγκαστικά και από υψηλά επίπεδα φυσιολογικών 
αραχιδονικών μεταβολιτών. Δεδομένου ότι οι συνθετάσες προσταγλανδινών και θρομβοξανίων
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θεωρούνται ως κυττοχρώματα Ρ-450 και μας είναι γνωστό ότι η λειτουργία τους σχετίζεται με την 
παραγωγή μίας ελεύθερης ρίζας υπεροξυλικού τύπου εντοπιζόμενης σε ένα άτομο άνθρακα191, είναι 
πολύ πιθανόν η παραγωγή των προσταγλανδινών και θρομβοξανίων να είναι αποτέλεσμα αυτής της 
ρίζας η οποία θα μπορούσε συν τοις άλλοις να προκαλέσει και την παραγωγή μίας πληθώρας άλλων 
ριζών μη εξειδικευμένων, που με την σειρά τους θα μπορούσαν να σπάσουν τα κωλύματα των 
διαύλων ασβεστίου ή ακόμη και τις μεμβράνες των αποθηκών του ιόντος αυτού, απελευθερώνοντάς 
το εκρηκτικά και προκαλώντας τις γνωστές μέγιστες κυτταρικές ενεργοποιήσεις, οι οποίες οδηγούν 
αναπόφευκτα στην καταστροφή του θρομβοκυττάρου που βεβαίως έχει χαρακτήρα λειτουργικό και 
και είναι τμήμα της διαδιασίας σχηματισμού του θρόμβου.

Οι εκκαθαριστές των ελευθέρων ριζών, όπως η τριμεταζιδίνη, αναστέλλουν την διαδικασία της 
συσσώρευσης πιθανώς εκκαθαρίζοντας την υπεροξυλική ρίζα του ενεργού κέντρου της συνθετάσης, 
όπως επίσης και τις λοιπές ελεύθερες ρίζες οι οποίες δημιουργούνται δευτερογενώς και εξαπλώνουν 
τις ριζοπαραγωγικές αντιδράσεις σε ευρύτερες κυτταρικές περιοχές. Η δέσμευση των ριζών αυτών, 
που φαίνεται να συντελείται από την τριμεταζιδίνη λόγω της ύπαρξης του τριμεθυξυφαινολικού 
δακτυλίου (ο οποίος δυναμοποιείται λόγω της ύπαρξης και πιπεραζινικού δακτυλίου) στο μόριο της εν 
λόγω ουσίας, οδηγεί σε σημαντικότατη μείωση της παραγωγής θρομβοξανίων μέσω της αραχιδονικής 
οδού των αιμοπεταλίων, όπως έδειξαν τα πειράματα της παρούσης μελέτης. Η μείωση αυτή της 
παραγωγής ΤΧΑ2 προκάλεσε την αναστολή της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, δεδομένου ότι η 
ΤΧΑ2 αποτελεί έναν από τους ισχυρότερους διεγέρτες των αιμοπεταλίων. Παράλληλα, η μείωση της 
παραγωγής της από τα αιμοπετάλια ανέστειλε την αντίδραση έκλυσης των αιμοπεταλίων, με 
αποτέλεσμα να μην είναι δυνατή η διέγερση των εν λόγω κυττάρων από προϊόντα που αποθηκεύονται 
στα κοκκία του κυτταροπλάσματος τους. Η όλη διαδικασία της αναστολής της παραγωγής ΤΧΑ2, 
όπως έδειξαν τα πειράματα μέτρησης των παραγόμενων από τα αιμοπετάλια ελευθέρων ριζών 
οξυγόνου, συνοδευόταν από σημαντικότατη ελάττωση των εν λόγω ριζών, γεγονός πού ενισχύει την 
υπόθεση ότι η εκκαθάριση ελευθέρων ριζών οξυγόνου από την τριμεταζιδίνη οδηγεί σε αναστολή της 
δραστηριότητας της προσταγλανδίνη-συνθετάσης. Η αναστολή αυτή προκαλεί σημαντικότατη μείωση 
της παραγωγής ΤΧΑ2 από τα αιμοπετάλια, τα οποία παρά την χορήγηση διεγερτών στα εναιωρήματά 
τους παραμένουν μη διεγερμένα και μη συσσωρευμένα.

Όπως έχει ήδη αναφερθεί στο ανά χείρας κείμενο, περί τα μέσα της δεκαετίας του 1990, στο 
Εργαστήριο της Πειραματικής Φυσιολογίας του Ιατρικού Τμήματος του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, 
στα πλαίσια μελετών για την εξακρίβωση των πιθανών μηχανισμών που εμπλέκονται στην ρύθμιση 
της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης που προκαλείται από διάφορους διεγέρτες των αιμοπεταλίων, 
διατυπώθηκε η άποψη ότι η συσσώρευση που προκαλείται από την αδρεναλίνη και άλλους διεγέρτες 
των αιμοπεταλίων, είναι πιθανόν να αυτορυθμίζεται άμεσα από προϊόντα μεταβολισμού των 
κατεχολαμινών στον ανθρώπινο οργανισμό, με έναν μηχανισμό αρνητικής παλίνδρομης ρύθμισης 
(negative feed-back mechanism). Στην διάρκεια της εν λόγω μελέτης, διαπιστώθηκε ότι τα μόρια 
ορισμένων μεταβολικών προϊόντων των κατεχολαμινών παρουσιάζουν δομικές ομοιότητες με το 
μόριο της τριμεταζιδίνης. Συγκεκριμένα, η μετανεφρίνη και το βανυλ-μανδελικό οξύ (VMA) 
περιέχουν στο μόριό τους από μία μεθοξυ- ( - O C H 3)  ομάδα, η οποία βρίσκεται συνδεδεμένη στην θέση 
3 του φαινολικού τους δακτυλίου. Αντίστοιχα, η τριμεταζιδίνη (ομάδα πιπεραζίνης) περιέχει στο 
μόριό της τρείς μεθοξυ- (-OCHj) ομάδες, οι οποίες είναι συνδεδεμένες επίσης στον φαινολικό 
δακτύλιο του μορίου της. Αντίθετα, τα κατεχολαμινικά μεταβολικά προϊόντα 3, 4-διυδροξυ-φαινυλ- 
γλυκολ-αλδεΰδη (DHPGA) και 3, 4-διυδροξυ-φαινυλ-γλυκόλη (DHPG) δεν περιέχουν στα μόριά 
τους μεθοξυ- (-OCH3) ομάδες συδεδεμένες με τον φαινολικό δακτύλιο του μορίου τους. (Σχήμα 29).
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Σχ ή μ α  29. Μ οριακή δομή ετπνεφρίνης, μεταβολικών τη ς  προϊόντων και τριμεταζιδίνης.
[ 1 . Επινεφρίνη, 2. Μετανεφρίνη, 3 . 3-μεθοξυ-4-υδροξυ-φαινυλ-γλυκολ-αλδεΰδη,
4. 3-μεθοξυ-4-υδροξυ-μανδελικό οξύ ( V M A ) ,  5. Τριμεθοξυ-φαινυλ-μεθυλ-πτπεραζίνη 
( Τ Μ Ζ ) ,  6. 3,4-διυδροξυ-φαινυλ-γλυκολ-αλδεΰδη ( D H P G A ) ,  7 . 3,4-διυδροξυ-φαινυλ- 
γλυκόλη ( D H P G ) ] .

Στα πλαίσια των πειραμάτων της εκτίμησης του βαθμού αναστολής της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης προκαλούμενης από επινεφρίνη, όταν χορηγούνταν στο εναιώρημα των αιμοπεταλίων 
κατεχολαμινικά μεταβολικά προϊόντα, διαπιστώθηκε ότι ιδιότητες αναστολέων της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης είχαν μόνο τα μεταβολικά προϊόντα που είχαν μεθοξυ- (-OCH3) ομάδα συνδεδεμένη 
στον φαινολικό δακτύλιο του μορίου τους. Αντίθετα, κατεχολαμινικά μεταβολικά προϊόντα χωρίς την 
μεθυξυ- (-OCH3) ομάδα στον φαινολικό δακτύλιο του μορίου τους, δεν εμφάνισαν καμία ανασταλτική 
δράση επί της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης που προκαλούσε η επινεφρίνη και το ADP501. Εδώ 
πρέπει επίσης να αναφερθεί ότι το μόριο της επινεφρίνης, στην οποία οφειλόταν η αιμοπεταλιακή 
συσσώρευση, δεν περιέχει μεθοξυ- (-OCH3) ομάδα στον φαινολικό δακτύλιο του μορίου της, παρά 
μόνο υδροξυ- ομάδες (Σχήμα 29). Φαίνεται λοιπόν ότι η μεθοξυ- ομάδα του φαινολικού δακτυλίου, 
είναι πιθανόν να προσδίδει συγκεκριμένα χαρακτηριστικά στα κατεχολαμινικά μεταβολικά προϊόντα 
που την εμπεριέχουν και συγκεκριμένα να τους δίνει ιδιότητες αναστολέων της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης, η οποία προκαλείται από επινεφρίνη και ADP501.

Έχει διατυπωθεί η άποψη από άλλους ερευνητές, ότι η αιμοπεταλιακή συσσώρευση που 
προκαλείται από την επινεφρίνη και το ADP ρυθμίζεται μέσω μηχανισμών στους οποίους 
υπεισέρχεται η ενεργοποίηση α2-αδρενεργικών υποδοχέων78. Από τα αποτελέσματα όμως της εν λόγω 
μελέτης, δεν φάνηκε η αντιαιμοπεταλιακή δράση της μετανεφρίνης και του VMA να ασκείται μέσω 
δράσης στον υποδοχέα, είτε με απενεργοποίηση του υποδοχέα, είτε με ανταγωνιστική δράση ως προς 
την επινεφρίνη για τον ίδιο υποδοχέα. Το συμπέρασμα αυτό εξάγεται από το γεγονός ότι ενώ όλα τα
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κατεχολαμινικά μεταβολικά προϊόντα παρουσιάζουν δομικές ομοιότητες μεταξύ τους όπως και με την 
επινεφρίνη, μόνο αυτά που περιέχουν μεθοξυ- (-OCH3) ομάδα στον φαινολικό δακτύλιο του μορίου 
τους, αναστέλλουν την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από επινεφρίνη και ADP. Η 
άποψη αυτή ενισχύεται από το γεγονός ότι η αντιαιμοπεταλιακή δράση των εν λόγω μεταβολιτών 
εκδηλώθηκε και σε πειράματα όπου πρώτα χορηγήθηκε στο εναιώρημα των αιμοπεταλίων η 
επινεφρίνη (ή το ADP) και κατά την διάρκεια της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων χορηγήθηκαν οι 
μεθυξυ- μεταβολίτες. Φαίνεται δηλαδή πως η δράση των μεθοξυ- μεταβολιτών δεν ασκείται στα 
αιμοπετάλια μέσω δράσης σε κάποιον υποδοχέα. Όσον αφορά τα κατεχολαμινικά μεταβολικά 
προϊόντα DHPGA και DHPG, τα μόρια των οποίων παρουσιάζουν μεγαλύτερες ομοιότητες με το 
μόριο της επινεφρίνης απ’ ότι τα μεθυξυ- μεταβολικά προϊόντα, δεν αναστέλλουν την αιμοπεταλιακη 
συσσώρευση.

Στην ίδια μελέτη διερευνήθηκε και ο ρόλος των μεθοξυ- μεταβολιτών και της τριμεταζιδίνης στην 
αντίδραση οξείδωσης του λινελαϊκού οξέος μέσω της λιποξυγενάσης in vitro. Η αντίδραση 
λινελαϊκού-λιποξυγονάσης χρησιμοποιείται πειραματικά in vitro αντί της αντίδρασης αραχιδονικού- 
λιποξυγονάσης, που λαμβάνει χώρα in vivo στα αιμοπετάλια κατά την ενεργοποίησή τους. Κατά την 
αντίδραση αυτή, η λιποξυγονάση καταλύει την αντίδραση μεταξύ του οξέος και του οξυγόνου και 
παράγει σαν προϊόν το 13-ΗΡΟΌ-13-(5)-υπεροξυ-9(Ζ), 11-(Ε)-οκταδεκανοϊκό οξύ. Τα δεδομένα που 
προέκυψαν έδειξαν ότι η τριμεταζιδίνη και τα μεθοξυ- κατεχολαμινικά μεταβολικά προϊόντα 
ανέστειλαν την αντίδραση σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες των 0,3 μΜ501.

Στα πειράματα της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης της παρούσης διατριβής, όπως έχει ήδη 
αναφερθεί, η μετανεφρίνη και το VMA ανέστειλαν σε πολύ σημαντικό βαθμό την αιμοπεταλιακή 
συσσώρευση που προκλήθηκε από την επινεφρίνη, το ADP και τον PAF, ενώ δεν είχαν σχεδόν καμία 
επίδραση στην αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από την θρομβίνη και το αραχιδονικό 
οξύ (μέχρι την συγκέντρωση 3X10'3 Μ, στην οποία χρησιμοποιήθηκαν). Συγκεκριμένα, όταν 
χορηγήθηκαν στο PRP σε συγκέντρωση 3X10'3 Μ, ανέστειλαν σε ποσοστό 95-100% την 
αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από την αδρεναλίνη, το ADP και τον PAF, ενώ δεν 
επηρέασαν την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από την θρομβίνη και το αραχιδονικό 
οξύ. Παράλληλα, στα πειράματα της μέτρησης των παραγομένων από τα αιμοπετάλια ελευθέρων 
ριζών οξυγόνου κατά την διάρκεια του φαινομένου της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, παρατηρείται 
ελάττωση των ριζών οξυγόνου όταν χορηγούνται η μετανεφρίνη και το VMA στο εναιώρημα των 
αιμοπεταλίων (με διεγέρτες την αδρεναλίνη, το ADP, τον PAF, την θρομβίνη και το αραχιδονικό οξύ), 
οποία είναι στατιστικώς σημαντική. Επίσης, η αναστολή παραγωγής ΤΧΑ2 από τα αιμοπετάλια, όταν 
στο εναιώρημά τους χορηγείται μετανεφρίνη ή VMA είναι στατιστικώς σημαντική και ακολουθεί την 
αναστολή της παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου από τα αιμοπετάλια. Το γεγονός ότι η αναστολή 
της παραγωγής ΤΧΑ2 και ελευθέρων ριζών οξυγόνου δεν συμβαδίζει με την αναστολή της 
αιμοπεταλιακής συσσώρευσης (όταν διεγέρτες είναι το αραχιδονικό οξύ και η θρομβίνη), μπορεί να 
εξηγηθεί για το μεν αραχιδονικό με την υπόθεση ότι εφ’ όσον η αιμοπεταλιακή συσσώρευση 
σχετίζεται με την παραγωγή ριζών 0 2'· και ΗΟ·, η οποία εξαρτάται από την ποσότητα του 
αραχιδονικού οξέος που απελευθερώνεται298, όταν ως αιμοπεταλιακός διεγέρτης χορηγείται το 
αραχιδονικό οξύ, υπάρχει μεγάλη ποσότητα υποστρώματος για την κυκλοξυγονάση, με αποτέλεσμα 
να προάγεται η συσσώρευση παρ’ όλη την ανασταλτική δράση της μετανεφρίνης και του VMA. 
Αλλωστε, στα πειράματα της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης της παρούσης διατριβής, όταν η 
μετανεφρίνη και το VMA χρησιμοποιήθηκαν σε συγκέντρωση 8X10'3Μ (με διεγέρτη το αραχιδονικό), 
προκλήθηκε αναστολή της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης της τάξης του 25%, ενώ σε συγκέντρωση
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3Χ10'3Μ δεν προκλήθηκε αναστολή, γεγονός που ενισχύει την ανωτέρω υπόθεση. Όταν χορηγήθηκε 
στα διεγερμένα με αραχιδονικό αιμοπετάλια τριμεταζιδίνη σε συγκέντρωση 3X10’ παρατηρήθηκε 
αναστολή της συσσώρευσης σε ποσοστό 100%, δηλαδή πλήρης αναστολή της. Αν λάβουμε υπ’ όψιν 
τις χημικές δομές των μορίων της τριμεταζιδίνης, της μετανεφρίνης και του VMA, όπως επίσης και τις 
ιδιότητές τους ως εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών οξυγόνου -  όπως προέκυψε από τα πειράματα 
προσδιορισμού της ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας - , μπορούμε να διατυπώσουμε την άποψη ότι 
εφ’ όσον η τριμεταζιδίνη διαθέτει στο μόριό της τρεις μεθοξυ- (-OCH3) ομάδες, ενώ η μετανεφρίνη 
και το VMA από μία, το μόριο της τριμεταζιδίνης εμφανίζει ισχυρότερη εκκαθαριστική δράση για τις 
ελεύθερες ρίζες οξυγόνου που παράγονται από αιμοπεταλιακούς ενζυμικούς μηχανισμούς, με 
αποτέλεσμα την μεγαλύτερη αναστολή της συσσώρευσης. Όπως υπολογίστηκε δε από τα 
αποτελέσματα των πειραμάτων της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, η 1C 50 της τριμεταζιδίνης για το 
αραχιδονικό είναι 1,5X10', ενώ για την μετανεφρίνη και το VMA είναι 1,6X10' και 1,7X10' 
αντίστοιχα. Το γεγονός αυτό δεικνύει ότι η αναστολή που προκαλείται από τις ανωτέρω ουσίες είναι 
δοσοεξαρτώμενη και μάλιστα φαίνεται να εξαρτάται από τον αριθμό των μεθοξυ- (-OCH3) ομάδων 
που χορηγούνται συνολικά -  μέσω των μορίων στα οποία περιέχονται -  στο αιμοπεταλιακό 
εναιώρημα.

Όσον αφορά την δράση της μετανεφρίνης και του VMA στα αιμοπετάλια που διεγέρθηκαν με 
θρομβίνη, από τα αποτελέσματα των πειραμάτων της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, προκύπτει ότι 
ακόμη και σε συγκέντρωση 5Χ10'3Μ, η μετανεφρίνη και το VM A δεν ανέστειλαν την αιμοπεταλιακή 
συσσώρευση. Ανέστειλαν όμως την παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου όπως και την παραγωγή 
ΤΧΑ2 σε στατιστικώς σημαντικό βαθμό. Το γεγονός αυτό μπορεί να ερμηνευθεί με την παραδοχή ότι 
εφ’ όσον η θρομβίνη δύναται να προκαλεί αιμοπεταλιακή συσσώρευση χωρίς την συμμετοχή της 
αντίδρασης έκλυσης των αιμοπεταλίων1, η αναστολή της παραγωγής θρομβοξάνης, η οποία 
συνοδεύεται από την αναστολή παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου, δεν παρεμποδίζει την 
συσσωρευτική δράση της θρομβίνης, η οποία ασκείται στα αιμοπετάλια ανεξάρτητα από την 
αντίδραση έκλυσης. Έτσι, παρ’ όλη την σημαντική ελάττωση του ποσού της παραγόμενης 
θρομβοξάνης, η συσσωρευτική διαδικασία εξελίσσεται χωρίς αναστολή. Όσον αφορά την δράση της 
τριμεταζιδίνης στα διεγερμένα από θρομβίνη αιμοπετάλια, προκύπτει ότι η αναστολή της 
συσσώρευσης συμβαδίζει με την αναστολή της παραγωγής θρομβοξάνης και ελευθέρων ριζών 
οξυγόνου από τα αιμοπετάλια. Όπως και στην περίπτωση του αραχιδονικού οξέος, έτσι και στην 
περίπτωση της θρομβίνης, φαίνεται ότι η τριμεταζιδίνη είναι ισχυρότερος αντιαιμοπεταλιακός 
παράγοντας απ’ ότι η μετανεφρίνη και το VMA, λόγω της δομής του μορίου της, το οποίο περιέχει 
τρεις μεθοξυ- (-OCH3) ομάδες σε σχέση με αυτά της μετανεφρίνης και του VMA, που περιέχουν από 
μία.

Όσον αφορά την δράση του ασκορβικού οξέος στα διεγερμένα αιμοπετάλια, φαίνεται να είναι 
ανάλογη με αυτή της τριμεταζιδίνης στα πειράματα της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης όπως και στα 
πειράματα υπολογισμού των παραγομένων από τα αιμοπετάλια ελευθέρων ριζών οξυγόνου και της 
παραγόμενης από τα αιμοπετάλια θρομβοξάνης. Η αναστολή της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, της 
παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου και θρομβοξάνης φαίνεται να είναι αποτέλεσμα της 
ικανότητας του ασκορβικού οξέος να εκκαθαρίζει ελεύθερες ρίζες οξυγόνου363'365’434,461, οι οποίες 
όπως είδαμε και στα πειράματα της παρούσης διατριβής εμπλέκονται στην διαδικασία της 
αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, παραγόμενες κυρίως από την κυκλοξυγονάση και την λιποξυγονάση 
των αιμοπεταλίων288,290,293’294. Το ασκορβικό οξύ, όπως και οι περισσότεροι εκκαθαριστές ελευθέρων 
ριζών οξυγόνου φαίνεται πως αναστέλλει την διαδικασία της συσσώρευσης πιθανώς εκκαθαρίζοντας
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την υπεροξυλική ρίζα του ενεργού κέντρου της συνθετάσης, όπως επίσης και τις λοιπές ελεύθερες 
ρίζες οι οποίες δημιουργούνται δευτερογενώς και εξαπλώνουν τις ριζοπαραγωγικές αντιδράσεις σε 
ευρύτερες κυτταρικές περιοχές. Η δέσμευση των ριζών αυτών οδηγεί σε σημαντικότατη μείωση της 
παραγωγής θρομβοξανίων μέσω της αραχιδονικής οδού των αιμοπεταλίων. Η μείωση αυτή της 
παραγωγής ΤΧΑ2 προκάλεσε την αναστολή της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, όπως επίσης και την 
αναστολή της αντίδρασης έκλυσης των αιμοπεταλίων, με αποτέλεσμα να μην είναι δυνατή η διέγερση 
των εν λόγω κυττάρων από προϊόντα που αποθηκεύονται στα κοκκία του κυτταροπλάσματος τους. Η 
όλη διαδικασία της αναστολής της παραγωγής ΤΧΑ2, όπως προέκυψε από αποτελέσματα των 
πειραμάτων μέτρησης των παραγόμενων από τα αιμοπετάλια ελευθέρων ριζών οξυγόνου, 
συνοδευόταν από σημαντικότατη ελάττωση των εν λόγω ριζών, γεγονός πού ενισχύει την υπόθεση ότι 
η εκκαθάριση ελευθέρων ριζών οξυγόνου από το ασκορβικό οδηγεί σε αναστολή της δραστηριότητας 
της προσταγλανδίνη-συνθετάσης. Η αναστολή αυτή προκαλεί σημαντικότατη μείωση της παραγωγής 
ΤΧΑ2 από τα αιμοπετάλια, τα οποία παρά την χορήγηση διεγερτών στα εναιωρήματά τους 
παραμένουν μη διεγερμένα και δεν συσσωρεύονται.

Σχετικά με την δράση των ουσιών που μελετήθηκαν στην παρούσα διατριβή (μετανεφρίνη, VMA, 
τριμεταζιδίνη και ασκορβικό οξύ) στην έκφραση του μεμβρανικού υποδοχέα GpIIb-IIIa των 
αιμοπεταλίων, προέκυψε ότι η μετανεφρίνη και το VMA δεν είχαν σχεδόν καμία επίδραση στην 
έκφρασή του. Φαίνεται λοιπόν, ότι η μετανεφρίνη και το VMA δεν δρουν απευθείας στον 
συγκεκριμένο υποδοχέα, ούτε αναστέλλουν την έκφρασή του, γεγονός που ενισχύει την άποψη ότι η 
ανασταλτική τους δράση στην αιμοπεταλιακή συσσώρευση συνδέεται με τις αντιοξειδωτικές τους 
ιδιότητες οι οποίες φαίνεται να οφείλονται στη μεθοξυ- (-OCH3) του φαινολικού δακτυλίου του 
μορίου τους. Σχετικά με την δράση των παραπάνω ουσιών στον εν λόγω υποδοχέα δεν υπάρχουν προς 
το παρόν βιβλιογραφικά δεδομένα, γεγονός που υποδεικνύει την ανάγκη για περαιτέρω διερεύνηση 
της επίδρασης των ουσιών αυτών στον συγκεκριμένο υποδοχέα και γενικότερα στους 
αιμοπεταλιακούς μεμβρανικούς υποδοχείς.

Αντίθετα με την μετανεφρίνη και το VMA, η τριμεταζιδίνη και το ασκορβικό οξύ προκάλεσαν 
αναστολή της έκφρασης του εν λόγω υποδοχέα σε ποσοστά 88,5 και 98,5% αντίστοιχα. Το γεγονός 
αυτό δεικνύει ότι οι δύο ουσίες πιθανόν να δρουν και σε επίπεδο μεμβρανικών υποδοχέων 
αναστέλλοντας την έκφρασή τους και κατά συνέπεια την δημιουργία του αιμοπεταλιακού θρόμβου. 
Είναι ακόμη πιθανόν, οι εν λόγω ουσίες να μεταβάλλουν συνολικώς την διάταξη του συστήματος των 
μεμβρανικών G πρωτεϊνών -  τμήματα των οποίων είναι οι μεμβρανικοί υποδοχείς -  με τελικό 
αποτέλεσμα την αναστολή της έκφρασής τους. Το ασκορβικό οξύ μάλιστα, όπως προκύπτει από τα 
αποτελέσματα των πειραμάτων, φαίνεται να μεταβάλει την διάταξη του υποδοχέα GpIIb-IIIa, με 
αποτέλεσμα να καθιστά αδύνατη την προσκόλληση του ινωδογόνου σ’ αυτόν, και κατά συνέπεια να 
εμποδίζεται ο σχηματισμός του δικτύου ινικής με το οποίο συνδέονται τα αιμοπετάλια κατά την 
εξέλιξη της διαδικασίας της αιμόστασης. Μέχρι στιγμής δεν υπάρχουν βιβλιογραφικά δεδομένα 
σχετικά με την δράση του ασκορβικού οξέος στον υποδοχέα GpIIb-IIIa των αιμοπεταλίων, γεγονός 
που σημαίνει ότι ο τρόπος δράσης της εν λόγω ουσίας στον συγκεκριμένο υποδοχέα χρήζει περαιτέρω 
διερεύνησης.
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ΣΥΜ ΠΕΡΑΣΜ Α ΤΑ

Από την παρούσα εργασία προέκυψαν τα παρακάτω:
1) Τα μεταβολικά προϊόντα των κατεχολαμινών, μετανεφρίνη και βανυλμανδελικό οξύ (VMA), τα 
οποία περιέχουν στο μόριό τους μία μεθοξυ- (-OCH3) ομάδα, συνδεδεμένη στην θέση 3 του 
φαινολικού τους δακτυλίου, ανέστειλαν σε σημαντικό βαθμό την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που 
προκλήθηκε από την αδρεναλίνη, το ADP και τον PAF, ενώ δεν είχαν σχεδόν καμία επίδραση στην 
αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από την θρομβίνη και το αραχιδονικό οξύ (μέχρι την 
συγκέντρωση 3X10'3 Μ, στην οποία χρησιμοποιήθηκαν). Η αναστολή της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης προκλήθηκε τόσο σε κατάσταση έκπλυσης όσο και στο φυσικό περιβάλλον των 
αιμοπεταλίων (στο πλάσμα-ex vivo).
2) Αντίστοιχα, η τριμεταζιδίνη (ομάδα πιπεραζίνης) η οποία περιέχει στο μόριό της τρεις μεθοξυ- (- 
OCH3) ομάδες, συνδεδεμένες επίσης στον φαινολικό δακτύλιο του μορίου της, ανέστειλε σε ποσοστό 
100% την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από όλους τους αιμοπεταλιακούς διεγέρτες 
που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία (αδρεναλίνη, ADP, PAF, αραχιδονικό οξύ και 
θρομβίνη), όταν χορηγήθηκε σε συγκέντρωση 3X10"3 Μ.
3) Το ασκορβικό οξύ (σε συγκέντρωση 3X10'3 Μ) ανέστειλε σε ποσοστό 100% την αιμοπεταλιακή 
συσσώρευση που προκλήθηκε από όλους τους αιμοπεταλιακούς διεγέρτες που χρησιμοποιήθηκαν 
(αδρεναλίνη, ADP, PAF, αραχιδονικό οξύ και θρομβίνη).
4) Το γεγονός ότι η τριμεταζιδίνη αποτελεί ισχυρότερο αναστολέα της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης 
από την μετανεφρίνη και το VMA, φαίνεται να συνδέεται με το ότι περιέχει τρεις μεθοξυ- (-OCH3) 
ομάδες συνδεδεμένες στον φαινολικό δακτύλιο του μορίου της, σε σχέση με τις ανωτέρω 
αναφερθείσες ουσίες, οι οποίες περιέχουν αντίστοιχα από μία μεθοξυ- (-OCH3) ομάδα συνδεδεμένη 
με τον φαινολικό δακτύλιο του μορίου τους. Το γεγονός αυτό (σε συνδυασμό με τα υπόλοιπα 
αποτελέσματα των πειραμάτων της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης της παρούσης εργασίας) δεικνύει 
ότι η αναστολή της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης είναι δοσοεξαρτώμενη, εξαρτάται δηλαδή από την 
συγκέντρωση του χορηγούμενου αναστολέα και πιο συγκεκριμένα από τον αριθμό των μεθοξυ- (- 
OCH3) ομάδων που χορηγούνται στο αιμοπεταλιακό εναιώρημα.
5) Τα κατεχολαμινικά προϊόντα (μετανεφρίνη και VMA) έχουν αντιοξειδωτικές ιδιότητες, έχουν 
δηλαδή ιδιότητες “ εκκαθαριστών” ελευθέρων ριζών οξυγόνου, γεγονός στο οποίο φαίνεται να 
οφείλεται κυρίως η αντιαιμοπεταλιακή τους δράση.
6) Η τριμεταζιδίνη και το ασκορβικό οξύ αντίστοιχα, είναι γνωστοί “ εκκαθαριστές” ελευθέρων ριζών 
οξυγόνου, γεγονός στο οποίο φαίνεται να οφείλουν επίσης την δράση τους στα αιμοπετάλια.
7) Από την έρευνα προέκυψαν ισχυρές ενδείξεις ότι οι ελεύθερες ρίζες αποτελούν κοινό βήμα των 
διαφόρων βιοχημικών οδών της αιμοπεταλιακής ενεργοποίησης που οδηγεί στην συσσώρευση των 
αιμοπεταλίων.
8) Η παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου από τα αιμοπετάλια αυξάνει κατά την φάση της διέγερσης 
και συσσώρευσής τους και ελαττώνεται μετά την χορήγηση των κατεχολαμινικών μεταβολιτών 
μετανεφρίνης και VMA, συνοδευόμενη από αναστολή της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης (όταν 
διεγέρτες είναι η επινεφρίνη, ο PAF και το ADP). Αντίστοιχα, όταν ως αναστολείς της 
αιμοπεταλιακής συσσώρευσης χρησιμοποιούνται η τριμεταζιδίνη και το ασκορβικό οξύ, η ελάττωση 
της παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου από τα αιμοπετάλια συνοδεύεται από αναστολή της
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αιμοπεταλιακής συσσώρευσης όταν διεγέρτες είναι η επινεφρίνη, ο PAF, το ADP, η θρομβίνη και το 
αραχιδονικό οξύ.
8) Οι κατεχολαμινικοί μεταβολίτες μετανεφρίνη και VMA ελαττώνουν σημαντικά την παραγωγή 
ΤΧΑ2 από τα αιμοπετάλια, ουσία που αποτελεί έναν ισχυρότατο αιμοπεταλιακό διεγέρτη (προϊόν της 
κυκλοξυγονάσης των αιμοπεταλίων).
9) Η τριμεταζιδίνη και το ασκορβικό οξύ ελαττώνουν επίσης σημαντικά την παραγωγή ΤΧΑ2 από 
τα αιμοπετάλια. Η δράση όλων των ανωτέρω ουσιών φαίνεται να οφείλεται στην ικανότητά τους να 
“εκκαθαρίζουν” ελεύθερες ρίζες οξυγόνου. Πιθανώς η δράση τους να ασκείται εκκαθαρίζοντας την 
υπεροξυλική ρίζα του ενεργού κέντρου της συνθετάσης των προσταγλανδινών, όπως επίσης και τις 
λοιπές ελεύθερες ρίζες οι οποίες δημιουργούνται δευτερογενώς και εξαπλώνουν τις ριζοπαραγωγικές 
αντιδράσεις σε ευρύτερες κυτταρικές περιοχές.
10) Η αναστολή της παραγωγής ΤΧΑ2 από τα αιμοπετάλια, μετά την χορήγηση των προς μελέτη 
ουσιών (μετανεφρίνη, VMA, τριμεταζιδίνη και ασκορβικό οξύ), συνοδεύεται από αναστολή 
παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου από τα αιμοπετάλια, γεγονός που παρέχει ισχυρές ενδείξεις ότι 
οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου ρυθμίζουν την λειτουργικότητα του ενζυμικού συστήματος της 
κυκλοξυγονάσης-συνθετάσης των προσταγλανδινών και κατ’ επέκταση την αιμοπεταλιακή 
ενεργοποίηση, η οποία οδηγεί στην συσσώρευση.
11) Τα κατεχολαμινικά μεταβολικά προϊόντα μετανεφρίνη και VMA δεν φαίνεται να δρουν σε 
επίπεδο αιμοπεταλιακού μεμβρανικού υποδοχέα GpIIb-IIIa.
12) Η τριμεταζιδίνη και το ασκορβικό οξύ αναστέλλουν την έκφραση του αιμοπεταλιακού 
μεμβρανικού υποδοχέα GpIIb-IIIa σε ποσοστά 88,5 και 98,5% αντίστοιχα, γεγονός που δεικνύει ότι 
είναι πιθανόν οι εν λόγω ουσίες να ασκούν την δράση τους και μέσω του συγκεκριμένου υποδοχέα 
είτε με άμεση δράση σ’ αυτόν είτε με δράσεις στην αιμοπεταλιακή μεμβράνη, επηρεάζοντας έτσι και 
την έκφραση του υποδοχέα GpIIb-IIIa.
13) Με βάση τα ανωτέρω, μπορούμε να συμπεράνουμε πως η άμεση ρύθμιση του βαθμού της 
αιμοπεταλιακής διέγερσης που προκαλείται από την αδρεναλίνη και άλλους διεγέρτες των 
αιμοπεταλίων, πιθανόν να αυτορυθμίζεται άμεσα από προϊόντα μεταβολισμού των κατεχολαμινών 
στον ανθρώπινο οργανισμό, με έναν μηχανισμό αρνητικής παλίνδρομης ρύθμισης (negative feed-back 
mechanism), με αποτέλεσμα την αποφυγή ανεξέλεγκτης αιμοπεταλιακής συσσώρευσης στο 
εσωτερικό των αγγείων. Στον μηχανισμό αυτό φαίνεται να εμπλέκονται ελεύθερες ρίζες οξυγόνου, οι 
οποίες αποτελούν και ρυθμιστές της λειτουργικότητας του ενζυμικού συστήματος της 
κυκλοξυγονάσης-συνθετάσης των προσταγλανδινών των αιμοπεταλίων.
14) Η τριμεταζιδίνη και το ασκορβικό οξύ, βάσει των αποτελεσμάτων της παρούσης εργασίας, θα 
μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ως αντιαιμοπεταλιακοί παράγοντες, είτε μόνοι είτε συμπληρωματικά, 
με στόχο την πρόληψη και πιθανώς την θεραπεία των θρομβοεμβολικών νόσων.
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Π ΕΡΙΛ Η Ψ Η

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκαν οι δράσεις των κατεχολαμινικών προϊόντων μετανεφρίνης 
και VMA (βανυλμανδελικό οξύ) όπως επίσης και της τριμεταζιδίνης και του ασκορβικού οξέος στην 
αιμοπεταλιακή συσσώρευση, με σκοπό την διευκρίνιση της εμπλοκής των ελευθέρων ριζών οξυγόνου 
στην συσσώρευση των αιμοπεταλίων.

Για την μελέτη χρησιμοποιήθηκαν οι ενώσεις Μετανεφρίνη (MET), Βανυλμανδελικό οξύ (VMA), 
Τριμεταζιδίνη (ΤΜΖ) και Ασκορβικό οξύ (ASC).

Ως αιμοπεταλιακοί διεγέρτες χρησιμοποιήθηκαν οι ενώσεις Αδρεναλίνη (ADR), Διφωσφορική 
αδενοσίνη (ADP), Platelet Activating Factor (PAF), Αραχιδονικό οξύ (ΑΑ) και Θρομβίνη (THR).

Η μελέτη διεξήχθη σε πλυμένα αιμοπετάλια κουνελιού και σε πλούσιο σε αιμοπετάλια πλάσμα 
ανθρώπου, που παρασκευάσθηκαν με τον τρόπο που περιγράφεται στην εργασία.

Η συσσώρευση των αιμοπεταλίων ελέγχθηκε με την χρήση φωτοσυσσωρευμόμετρου κάτω από 
διαρκή ανάδευση υπό 1200 rpm σε θερμοκρασία 37° C.

Στην συσσώρευση πλυμένων αιμοπεταλίων κουνελιού χρησιμοποιήθηκε ως αγωνιστής η 
αδρεναλίνη, ενώ στην συσσώρευση με πλούσιο σε αιμοπετάλια πλάσμα ανθρώπου χρησιμοποιήθηκαν 
αδρεναλίνη, ADP, PAF, αραχιδονικό οξύ και θρομβίνη. Όλοι οι αγωνιστές χρησιμοποιήθηκαν σε 
συγκεντρώσεις που προκαλούν την μέγιστη συσσώρευση (100%). Οι συγκεντρώσεις στις οποίες οι 
αιμοπεταλιακοί διεγέρτες ευρέθησαν να επιτυγχάνουν μη αναστρέψιμη συσσώρευση ήταν για την 
αδρεναλίνη 5±0,7 μΜ, για το ADP 12±2 μΜ, για το αραχιδονικό οξύ 0,7±0,2 mM, για τον PAF 40±5 

pg/ml και για την θρομβίνη 1±0,2 units/ml. Η ποσότητα των διαλυμάτων των αγωνιστών και των 
ανταγωνιστών που προστιθόταν για κάθε μέτρηση στην κυβέττα του συσσωρευμόμετρου δεν ήταν 
μεγαλύτερη των 5μ1. Η αναστολή της συσσώρευσης υπολογίστηκε ως ποσοστό % της μεγίστης μη 
αναστρέψιμης συσσώρευσης που προκαλούσαν οι αιμοπεταλιακοί διεγέρτες.

Όλα τα προς μελέτη μόρια (μετανεφρίνη, VMA, τριμεταζιδίνη και ασκορβικό οξύ), που 
ελέγχθηκαν για την αναστολή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων, η οποία προκλήθηκε από τους 
ανωτέρω αναφερθέντες αιμοπεταλιακούς διεγέρτες, χρησιμοποιήθηκαν σε συγκεντρώσεις από ΙΟ"6 Μ 
μέχρι 3X10'3 Μ. Ειδικά για τα πειράματα συσσώρευσης με διεγέρτη το αραχιδονικό οξύ, τα 
κατεχολαμινικά μεταβολικά προϊόντα μετανεφρίνη και VM A χρησιμοποιήθηκαν μέχρι την 
συγκέντρωση 8X10'3 Μ.

Έγινε ακόμη εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας των προς μελέτη μορίων με την μέθοδο 
TAS της εταιρείας Randox, όπως επίσης και μέτρηση των παραγόμενων από τα αιμοπετάλια 
ελευθέρων ριζών οξυγόνου κατά την διάρκεια της διέγερσής τους με τους ανωτέρω αναφερθέντες 
διεγέρτες, με και χωρίς την παρουσία των προς μελέτη ουσιών, οι οποίες στα πειράματα αυτά 
χορηγήθηκαν σε συγκέντρωση 3X10"3 Μ σε πλούσιο σε αιμοπετάλια πλάσμα ανθρώπου. Η μέτρηση 
των ελευθέρων ριζών οξυγόνου έγινε με την μέθοδο d-Rom test της εταιρείας Callegari.

Έγινε ακόμη εκτίμηση της παραγωγής Θρομβοξάνης-Α2 (ΤΧΑ2) από τα αιμοπετάλια κατά την 
διάρκεια της διέγερσής τους από τους αναφερθέντες αιμοπεταλιακούς διεγέρτες, με και χωρίς την 
παρουσία των προς μελέτη ουσιών, οι οποίες χορηγήθηκαν επίσης σε συγκέντρωση 3X10"3 Μ σε 
πλούσιο σε αιμοπετάλια πλάσμα ανθρώπου. Η εκτίμηση της παραγωγής Θρομβοξάνης-Α2 από τα 
αιμοπετάλια έγινε με την μέτρηση του ποσού της Θρομβοξάνης-Β2 (ΤΧ Β2), σταθερού μεταβολικού 
προϊόντος της Θρομβοξάνης-Α2, με ραδιοανοσολογική μέθοδο (RLA).
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Ακόμη έγινε εκτίμηση της δράσης των προς μελέτη ουσιών στον αιμοπεταλιακό μεμβρανικό 
υποδοχέα GpIIb-IIIa, που αποτελεί την θέση σύνδεσης του ινωδογόνου στα αιμοπετάλια. Στα 
πειράματα αυτά οι προς μελέτη ουσίες χορηγήθηκαν σε συγκέντρωση 3X10'3 Μ σε πλούσιο σε 
αιμοπετάλια πλάσμα ανθρώπου, χρησιμοποιήθηκε δε το kit ADIAflo Platelet Occupancy της 
εταιρείας American Diagnostica, το οποίο είναι εξειδικευμένο για τον ποσοτικό προσδιορισμό του 
αιμοπεταλιακού υποδοχέα GpIIb-IIIa μέσω κυτταρομετρίας ροής και ο κυτταρομετρητής Epics XL- 
MCL της εταιρείας Beckman-Coulter.

Από τα αποτελέσματα των πειραμάτων της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης προέκυψε ότι τα 
μεταβολικά προϊόντα των κατεχολαμινών, μετανεφρίνη και βανυλμανδελικό οξύ (VMA), ανέστειλαν 
σε σημαντικό βαθμό την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από την αδρεναλίνη, το ADP 
και τον PAF, ενώ δεν είχαν σχεδόν καμία επίδραση στην αιμοπεταλιακή συσσώρευση που 
προκλήθηκε από την θρομβίνη και το αραχιδονικό οξύ (μέχρι την συγκέντρωση 3X10"3 Μ, στην οποία 
χρησιμοποιήθηκαν). Αντίθετα, το ασκορβικό οξύ και η τριμεταζιδίνη (σε συγκέντρωση 3X1 Ο*3 Μ) 
ανέστειλαν σε ποσοστό 100% την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που προκλήθηκε από όλους τους 
αιμοπεταλιακούς διεγέρτες που χρησιμοποιήθηκαν (αδρεναλίνη, ADP, PAF, αραχιδονικό οξύ και 
θρομβίνη).

Από τα δεδομένα των πειραμάτων μέτρησης των παραγομένων από τα αιμοπετάλια ελευθέρων 
ριζών οξυγόνου κατά το φαινόμενο της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, προκύπτει ότι κατά την 
αιμοπεταλιακή διέγερση και συσσώρευση παράγονται από τα αιμοπετάλια ελεύθερες ρίζες οξυγόνου, 
το ποσό των οποίων αυξάνεται κατά την εξέλιξη της συσσώρευσης. Ειδικότερα, το ποσό των ριζών 
Η2Ο2 αυξάνεται κατά πολύ περισσότερο όταν διεγέρτες είναι η θρομβίνη, το αραχιδονικό και η 
αδρεναλίνη σε σχέση με αυτό που παράγεται όταν διεγέρτες είναι το ADP και ο PAF.

Όσον αφορά την επίδραση της μετανεφρίνης και του VMA στην διαδικασία του σχηματισμού 
ελευθέρων ριζών οξυγόνου από τα αιμοπετάλια, (συγκεκριμένα ριζών Η2Ο2), από τα πειραματικά 
δεδομένα προκύπτει ότι όταν χορηγούνται μετανεφρίνη και VMA στο PRP παράλληλα με τους 
αιμοπεταλιακούς διεγέρτες (αδρεναλίνη, ADP, PAF, αραχιδονικό οξύ και θρομβίνη), υπάρχει 
σημαντική μείωση του ποσού των ριζών Η2θ 2 που παράγονται από τα αιμοπετάλια και οι οποίες 
ανιχνεύονται στο υπερκείμενο του εναιωρήματος τους. Φαίνεται δηλαδή ότι η μετανεφρίνη και το 
VMA πιθανώς να δρούν ως “εκκαθαριστές” ελευθέρων ριζών οξυγόνου, όπως φαίνεται και από τα 
αποτελέσματα των πειραμάτων της εκτίμησης της αντιοξειδωτικής τους ικανότητας.

Αντίστοιχα, η επίδραση του ασκορβικού οξέος και της τριμεταζιδίνης στην παραγωγή ριζών Η2Ο2 

από τα αιμοπετάλια είναι σημαντικότατη. Όταν χορηγούνται στο PRP ασκορβικό και τριμεταζιδίνη 
(σε συγκέντρωση 3X10'3 Μ για κάθε ουσία) παράλληλα με τους διεγέρτες (αδρεναλίνη, ADP, PAF, 
αραχιδονικό οξύ και θρομβίνη), το ποσό των ριζών Η20 2 σχεδόν μηδενίζεται. Η αναστολή δηλαδή της 
αιμοπεταλιακής συσσώρευσης συμβαδίζει απόλυτα με την αναστολή της παραγωγής ριζών Η20 2 από 
τα αιμοπετάλια. Σε σχέση δε με την δράση της μετανεφρίνης και του VMA στο φαινόμενο της 
παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου από τα αιμοπετάλια, φαίνεται ότι το ασκορβικό και η 
τριμεταζιδίνη αποτελούν ισχυρότερους “εκκαθαριστές” ελευθέρων ριζών οξυγόνου, δεδομένου ότι η 
ελάττωση που προκαλούν στο ποσό των παραγομένων από τα αιμοπετάλια ριζών Η2θ 2 είναι 
μεγαλύτερη από την προκαλούμενη από τη μετανεφρίνη και το VMA.

Από τα αποτελέσματα των πειραμάτων εκτίμησης της παραγωγής ΤΧΑ2 από τα αιμοπετάλια 
προκύπτει ότι το ποσό της αυξάνεται κατά πολύ όταν τα αιμοπετάλια διεγείρονται και μάλιστα είναι 
μεγαλύτερο όταν αιμοπεταλιακοί διεγέρτες είναι η θρομβίνη, το αραχιδονικό οξύ και PAF από αυτό 
που παράγεται όταν διεγέρτες είναι η επινεφρίνη και το ADP.
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Όταν παράλληλα με τους διεγέρτες (αδρεναλίνη, ADP, PAF, αραχιδονικό οξύ και θρομβίνη), 
χορηγούνται στο PRP μετανεφρίνη και VMA, υπάρχει μία σημαντική μείωση του ποσού της 
παραγόμενης από τα αιμοπετάλια ΤΧΑ2. Ακόμη μεγαλύτερη είναι η μείωση της παραγωγής ΤΧΑ2, 
όταν παράλληλα με τους διεγέρτες χορηγούνται στο PRP ασκορβικό οξύ ή τριμεταζιδίνη.

Η αύξηση του ποσού της παραγόμενης από τα διεγειρόμενα αιμοπετάλια ΤΧΑ2 συμβαδίζει με την 
εξέλιξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, όπως και με την αύξηση των παραγομένων από τα 
αιμοπετάλια ριζών Η2Ο2, γεγονός που δεικνύει ότι στο όλο φαινόμενο της αιμοπεταλιακής 
συσσώρευσης εμπλέκονται μηχανισμοί παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου, οι οποίοι σχετίζονται 
άμεσα με την παραγωγή της ΤΧΑ2, η οποία παράγεται με την δράση του ενζύμου κυκλοξυγονάση.

Τέλος, από τα αποτελέσματα των πειραμάτων για την εκτίμηση του βαθμού έκφρασης του 
αιμοπεταλιακού υποδοχέα GpIIb-IIIa προκύπτει ότι το ασκορβικό οξύ προκαλεί αναστολή της 
έκφρασής του σε ποσοστό 98,5% και η τριμεταζιδίνη σε ποσοστό 88,5%. Παράλληλα, το ασκορβικό 
οξύ φαίνεται να προκαλεί και μία μεταβολή στην στερεοχημική διάταξη του μορίου του εν λόγω 
υποδοχέα, όπως προκύπτει από τα γραφήματα του κυτταρομετρητή ροής.

Από την παρούσα εργασία προέκυψαν ισχυρές ενδείξεις ότι οι ελεύθερες ρίζες αποτελούν κοινό 
βήμα των διαφόρων βιοχημικών οδών της αιμοπεταλιακής ενεργοποίησης που οδηγεί στην 
συσσώρευση των αιμοπεταλίων.

Τα μεταβολικά προϊόντα των κατεχολαμινών, μετανεφρίνη και βανυλμανδελικό οξύ (VMA), τα 
οποία περιέχουν στο μόριό τους μία μεθοξυ- (-OCH3) ομάδα, συνδεδεμένη στην θέση 3 του 
φαινολικού τους δακτυλίου, αποτελούν αναστολείς της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης δρώντας 
πιθανώς ως “εκκαθαριστές” ελευθέρων ριζών οξυγόνου (όπως προέκυψε και από τα πειράματα της 
εκτίμησης της αντιοξειδωτικής τους ικανότητας), ενδεχομένως εκκαθαρίζοντας την υπεροξυλική ρίζα 
του ενεργού κέντρου της συνθετάσης των προσταγλανδινών, όπως επίσης και τις λοιπές ελεύθερες 
ρίζες οι οποίες δημιουργούνται δευτερογενώς και εξαπλώνουν τις ριζοπαραγωγικές αντιδράσεις σε 
ευρύτερες κυτταρικές περιοχές.

Αντίστοιχα, η τριμεταζιδίνη, η οποία περιέχει στο μόριό της τρεις μεθοξυ- (-OCH3) ομάδες, 
συνδεδεμένες επίσης στον φαινολικό δακτύλιο του μορίου της, φαίνεται να αποτελεί ισχυρότερο 
αιμοπεταλιακό αναστολέα, δρώντας επίσης ως “εκκαθαριστής” ελευθέρων ριζών οξυγόνου, ιδιότητα 
που εμφανίζει λόγω της ύπαρξης των τριών μεθοξυ- (-OCH3) ομάδων στο μόριό της.

Το ασκορβικό οξύ οξυγόνου φαίνεται πως ασκεί την αντιαιμοπεταλιακή του δράση λόγω της 
ιδιότητάς του ως “εκκαθαριστή” ελευθέρων ριζών.

Οι κατεχολαμινικοί μεταβολίτες μετανεφρίνη και VMA ελαττώνουν σημαντικά την παραγωγή 
ΤΧΑ2 από τα αιμοπετάλια.

Η τριμεταζιδίνη και το ασκορβικό οξύ ελαττώνουν επίσης σημαντικά την παραγωγή ΤΧΑ2 από 
τα αιμοπετάλια. Η δράση όλων των ανωτέρω ουσιών φαίνεται να οφείλεται στην ικανότητά τους να 
“εκκαθαρίζουν” ελεύθερες ρίζες οξυγόνου. Η αναστολή της παραγωγής ΤΧΑ2 από τα αιμοπετάλια, 
μετά την χορήγηση των προς μελέτη ουσιών (μετανεφρίνη, VMA, τριμεταζιδίνη και ασκορβικό οξύ), 
συνοδεύεται από αναστολή παραγωγής ελευθέρων ριζών οξυγόνου από τα αιμοπετάλια, γεγονός που 
παρέχει ισχυρές ενδείξεις ότι οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου ρυθμίζουν την λειτουργικότητα του 
ενζυμικού συστήματος της κυκλοξυγονάσης-συνθετάσης των προσταγλανδινών και κατ’ επέκταση 
την αιμοπεταλιακή ενεργοποίηση, η οποία οδηγεί στην συσσώρευση.

Τα κατεχολαμινικά μεταβολικά προϊόντα μετανεφρίνη και VMA δεν φαίνεται να δρουν σε 
επίπεδο αιμοπεταλιακού μεμβρανικού υποδοχέα GpIIb-IIIa.
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Η τριμεταζιδίνη και το ασκορβικό οξύ «ραίνεται να ασκούν την αντιαιμοπεταλιακή τους δράση 
και μέσω του αιμοπεταλιακού μεμβρανικού υποδοχέα Gpllb-Illa, είτε με άμεση δράση σ’ αυτόν είτε 
με δράσεις στην αιμοπεταλιακή μεμβράνη, επηρεάζοντας έτσι και την έκφραση του υποδοχέα GpIIb- 
Illa.

Με βάση τα ανωτέρω, μπορούμε να συμπεράνουμε πως η άμεση ρύθμιση του βαθμού της 
αιμοπεταλιακής διέγερσης που προκαλείται από την αδρεναλίνη και άλλους διεγέρτες των 
αιμοπεταλίων, πιθανόν να αυτορυθμίζεται άμεσα από προϊόντα μεταβολισμού των κατεχολαμινών 
στον ανθρώπινο οργανισμό, με έναν μηχανισμό αρνητικής παλίνδρομης ρύθμισης (negative feed-back 
mechanism), με αποτέλεσμα την αποφυγή ανεξέλεγκτης αιμοπεταλιακής συσσώρευσης στο 
εσωτερικό των αγγείων. Η δράση τους αυτή φαίνεται να οφείλεται στην μοριακή δομή των ανωτέρω 
μεταβολικών προϊόντων. Συγκεκριμένα, η μετανεφρίνη και το βανυλ-μανδελικό οξύ (VMA) 
περιέχουν στο μόριό τους από μία μεθοξυ- (-OCH3) ομάδα, η οποία βρίσκεται συνδεδεμένη στην θέση 
3 του φαινολικού τους δακτυλίου. Αντίστοιχα, η τριμεταζιδίνη (ομάδα πιπεραζίνης) περιέχει στο 
μόριό της τρεις μεθοξυ- (-OCH3) ομάδες, οι οποίες είναι συνδεδεμένες επίσης στον φαινολικό 
δακτύλιο του μορίου της. Αντίθετα, τα κατεχολαμινικά μεταβολικά προϊόντα 3, 4-διυδροξυ-φαινυλ- 
γλυκολ-αλδεΰδη (DHPGA) και 3, 4-διυδροξυ-φαινυλ-γλυκόλη (DHPG) δεν περιέχουν στα μόριά 
τους μεθοξυ- (-OCH3) ομάδες «τυδεδεμένες με τον φαινολικό δακτύλιο του μορίου τους και δεν 
παρουσιάζουν αντιαιμοπεταλιακές δράσεις.

Στον μηχανισμό της αρνητικής παλίνδρομης ρύθμκτης που αναφέρθηκε παραπάνω, φαίνεται να 
εμπλέκονται ελεύθερες ρίζες οξυγόνου, οι οποίες αποτελούν και ρυθμιστές της λειτουργικότητας του 
ενζυμικού συστήματος της κυκλοξυγονάσης-συνθετάσης των προσταγλανδινών των αιμοπεταλίων.

Όσον αφορά την τριμεταζιδίνη και το ασκορβικό οξύ, βάσει των αποτελεσμάτων της παρούσης 
εργασίας, αποτελούν ισχυρούς ανταγωνιστές της αιμοπεταλιακής ενεργοποίησης και συσσώρευσης 
αναστέλοντας την παραγωγή θρομβοξάνης Α2, δρώντας τόσο στο επίπεδο του ενζυμικού συστήματος 
της κυκλοξυγονάσης των αιμοπεταλίων, όσο και στο επίπεδο του αιμοπεταλιακού μεμβρανικού 
υποδοχέα GpIIb-IHa. Ως εκ τούτου θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ως αντιαιμοπεταλιακοί 
παράγοντες, είτε μόνοι είτε συμπληρωματικά, με στόχο την πρόληψη και πιθανώς την θεραπεία των 
θρομβοεμβολικών νόσων.
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Introduction

Platelets play a fundamental role in hemostasis and aggregation is the major step of their 
contribution to the process. Platelets are also considered as inflammatory cells and free radicals 
producers, when activated by various stimulators.

Catecholamines’ levels in plasma increase during the catecholaminic stress. As catecholamines 
are platelets’ stimulators, there is a major risk of thrombosis during this stress.

However, since the role of free radicals produced by platelets in relation to their physiology and 
pathophysiology is speculated as a very important one, the present study is encountered with the 
involvement of free radicals into platelet aggregation and the influence of catecholamines degradation 
products on platelet activation and aggregation.

Materials and Methods

Female and male New Zealand white rabbits and healthy female and male human volunteers aged 
22-46 years old were used as platelet sources.

Substances tested: Metanephrine (MET), Vanylmandelic acid (VMA), Trimetazidine (TMZ), 
Ascorbic acid (ASC) (Sigma).

Platelets stimulators: Adrenaline (ADR), Adenosine diphosphate (ADP), Platelet activating factor 
(PAF), Arachidonic acid (AA), Thrombin (THR) (Chronolog).

Buffers and reagents: i) Tyrode’s-gelatin-EGTA buffer solution (TG-EGTA): KC1 2,6 mM, 
MgCh 1,0 mM, NaCl 137 mM, NaHC0 3  12 mM, Glucose 1 g/L, EGTA 0,2 mM and Gelatin (Merck) 
0,25% (by volume), ii) ACD solution (Merck): (Citric acid, Trisodium citrate and Glucose 0,1 M each 
one), iii) EDTA (Merck).

Preparation of human Platelet Rich Plasma (hPRP): Peripheral blood samples were collected 
from an antecubical vein into plastic tubes and mixed with ACD solution at a ratio 9:1 (v/v). The 
anticoagulated specimen was centrifuged at 1000 rpm for 10 minutes at room temperature and the 2/3 
of the upper phase platelet rich plasma (hPRP) was separated. The remaining blood specimens were 
centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes to prepare poor platelet plasma (PPP). Platelets of the
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specimens were counted by a Coulter counter. The platelet count o f PRP was then adjusted to 2,5X109 
cells/ml with homologus PPP.

Preparation o f washed Rabbit Platelets (wRP): Blood from rabbits’ear vessels was collected into 
polyethylene tubes and mixed with EDTA solution at a ratio 9:1 (v/v). The anticoagulated specimen 
was centrifuged at 1000 rpm for 10 minutes at room temperature and the 2/3 of the upper phase 
platelet rich plasma (PRP) was separated. Then, PRP was centrifuged at 1500 rpm for 10 minutes at 
room temperature for Platelet Poor Plasma (PPP) preparation. The remaining is restored to 40 ml 
volume with TG-EGTA buffer solution and by successive centrifugations and dilutions, according to 
the method o f Ardlie et al., modified by Benveniste et al., washed rabbit platelets were obtained. 
Platelet counts were determined in a Coulter Counter (Coulter Electronics, Ltd) and the washed 
platelets were suspended in the appropriate volume o f TG-EGTA to yield a concentration o f 2,9X109 
cells/ml.

Platelet aggregom etry: Platelet aggregation was monitored by two Chronolog Aggregometers 
(Models PICA and CA-500), under constant stirring o f 1200 rpm, at 37 °C. For hPRP, aliquots o f 0,5 
ml were used.

For wRP, aggregometry was monitored as follows: 100μ1 o f platelet suspension was transferred 
into the cuvette o f the aggregometer in which 400μ1 o f the TG-Ca buffer was added. Measurments 
were as well performed under constant stirring at 1200 rpm at 37 °C.

Aggregation was studied by adding the agonist into the cuvettes of the aggregometer at increasing 
concentrations until irreversible aggregation o f human and rabbit platelets was succeeded. The 
concentrations that succeeded irreversible aggregation were: for epinephrine 5±0,7 Mm, for ADP 
12±2 μΜ, for arachidonic acid 0,7±0,2 mM, for PAF 40+5 μg/ml and for thrombine 1±0,2 units/ml. 
For studies concerning the inhibition o f the above agonists-induced platelet aggregation, the 
antagonists were transfered into the cuvettes o f the aggregometer within one minute prior to the 
addition of the agonists. The volumes o f the agonists and the antagonists solutions added into the 
cuvettes did not exceed 5 μΐ.

Inhibition o f aggregation was calculated as the percentage (%) o f the agonists-induced irreversible 
platelet aggregation curve, which was expressed as the percentage o f light transmition calibrated for 
each specimen. Concentrations o f the antagonists resulting in 50% inhibition (IC 5o) o f the irreversible 
platelet aggregation induced by the above mentioned agonists were also calculated. All results were 
expressed as means±SD.

Determination o f Free R adicals (D-Roms test): For the determination o f Free Radicals (FRs), a 
portable system (D-Roms test, Diacron) was used. This test is based on the ability o f transition metals 
to catalyse in the presence o f peroxides with formation o f FRs which are trapped by an alchilamine. 
The alchilamine reacts forming a coloured radical detectable at 505 nm. FRs were determed in the 
upper platelet suspensions before, during and after the complition of aggregation progress, with and 
without the antagonists addition.

Estimation o f the tested substances antioxidant ability: For the estimation o f the tested substances 
antioxidant ability the Total Antioxidant Status method (Randox Co) was used. The principle o f the 
method is: Incubation o f ABTS® with a peroxidase (metmyoglobin) and hydrogen peroxide results in
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the production of the radical cation A B TS‘+. This species is blue-green in colour and can be detected 
at 600 nm. Antioxidants present in the sample inhibit the reaction and development o f  the blue-green 
colour. The degree o f inhibition is proportional to the concentration o f antioxidants in the sample.

Estim ation o f TXA2 production by the p late le ts: For the estimation o f TXA2 production by the 
platelets, a Radio Immunoassay (RIA) method was used (TXB2/2,3-Dinor-TXB2[125I]RIA Kit, 
IZOTOP, Institute o f Isotopes Co, Ltd). The measurement o f the amount o f  the TXA2 produced by the 
platelets took place before, during and after the complition o f  the aggregation progress, with and 
without the antagonists addition.

Estim ation o f  G plIb-IIIa expression on the human p latelets m em brane: For the estimation o f 
GpIIb-IIIa expression on human platelets membrane, the under study substances were supplied at the 
concentration o f 3X1 O'3 M to the human PRP and the kit ADLAflo Platelet Occupancy, American 
Diagnostica was used. This kit is specific for the quantitative determination o f  the platelet membranic 
glycoproteinic receptor GpIIb-IIIa through flow cytometry. The cytometric machine Epics XL-M CL, 
Beckman-Coulter was also used.

Results

The catecholamines biological degradation products MET and VM A remarkably inhibited 
platelet aggregation (in both PRP and wRP) which was induced by ADR, ADP and PAF. Inhibition 
was dose depended and reached its maximum (almost 100%) at concentrations o f  3X1 O'3 M for each 
substance. MET and VMA at concentrations from 10'6 to 3X1 O'3 M didn’t have any influence on the 
aggregation which was induced by AA and THR. On the contrary, ASC and TMZ at concentrations o f 
3X10'3 M for each substance, caused 100% inhibition o f the aggregation which was induced by ADR, 
ADP, PAF, AA and THR.

From the experiments for the determination o f  free radicals production by the platelets appeared 
that during platelet stimulation and aggregation, platelets produce oxygen free radicals. The total 
amount o f these free radicals seems to increase during aggregation and it’ s much higher when THR 
and AA are used as platelet stimulators. When M ET and VMA, at concentrations o f  3X10'3 M for each 
substance are added to PRP, the amount o f the oxygen free radicals is decreased. The same result 
occurs when ASC and TMZ, at concentrations o f 3X10‘3 M for each substance are added to PRP.

From the experiments for the estimation o f the tested substances antioxidant ability appeared that 
the catecholamines biological degradation products M ET and VMA have a remarkable antioxidant 
ability. According to ASC and TMZ antioxidant ability, it’ s well known that these substances are free 
radical scavengers.

The data from the experiments for the estimation o f TXA 2 production by the platelets showed 
that the amount of the TXA2 producted by the platelets during their stimulation and aggregation is 
higher when THR and AA were used as platelet stimulators. When M ET and VMA at concentrations 
o f 3X10‘3 M for each substance are added to PRP, there is a significant decrease o f the TX A 2 
producted by the platelets. The decrease o f the TXA 2 is more significant when ASC and TMZ at 
concentrations o f 3X10'3 M for each substance are added to PRP.

Finally, from the experiments for the estimation o f GpIIb-IIIa expression on the human platelets 
membrane appeared that ASC and TMZ inhibited platelet GpIIb-IIIa receptor’s expression at a degree
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of 98,5 and 88,5% respectively. In contrast, MET and VMA didn’t cause any inhibition of the platelet 
GpIIb-IIIa receptor expression.

Discussion

According to our results, platelet aggregation induced by ADR, ADP and PAF is significantly 
and dose-depended inhibited in vitro and ex vivo by MET and VMA, which are substances generated 
through catecholamines biological metabolic degradation. These substances (MET and VMA) possess 
one methoxy- (-OCH3) group at position 3 of the phenolic ring o f their molecule. Thus, the methoxy- 
group at position 3 o f the phenolic ring, may provide certain characteristics to phenolic degradation 
products o f catecholamines.

The above is supported by evidence that TMZ, the synthetic methoxyphenolic substance which 
was also tested in our experiments, possessing three methoxy- groups in its molecule, exerted 
inhibiting effects on platelet aggregation induced by ADR, ADP, PAF, AA and THR. TMZ is also a 
known free radical scavenger. Therefore, it is possible for MET and VMA to exert free radical 
scavenging abilities, which are the result o f the presence o f the methoxy- group at position 3 o f their 
phenolic ring.

According to bibliographic data and our results, there are strong indications o f participation of 
free radicals in platelets stimulation and aggregation. Oxygen free radicals as OH· play a very 
important role in platelets enzymic systems function. The methoxy- group in position 3 o f the phenolic 
ring in the molecules o f MET and VMA may provide antioxidant characteristics to these substances 
by scavenging the OH- radical from the active center o f cycloxygonase’s enzymic system. As a result 
o f this scavenging, a significant decrease o f TXA2 production by the platelets during their stimulation 
by various stimulators occurs. As it is known, TXA2 plays a very important role in platelet 
aggregation, because it is a very strong platelet stimulator, which is secreted by the platelets during 
their stimulation. The inhibition of TXA2 production, after the addition of MET, VMA or TMZ leads 
to a significant inhibition o f the platelet aggregation.

As it is well known, ASC is a free radical scavenger. Therefore it is possible to exhibit inhibitory 
effects on platelet aggregation because o f its free radical scavenging abilities. In addition, ASC and 
TMZ seem to act also at the level o f the platelet GpIIb-IIIa receptor by significantly inhibiting its 
expression. It is possible for these two substances to act in positions o f the platelet membrane and 
change the stereochemic arrangement of the platelet membrane receptors. In contrast, MET and VMA 
didn’t show any influence on the platelet GpIIb-IIIa receptor’s expression. This fact support the 
hypothesis that these substances’ inhibitory effects occur because o f their antioxidant properties. 
These properties seem to protect the organism from thrombosis during catecholaminic stress. Our 
results indicate that platelet aggregation may also be autoregulated in vivo by catecholamines 
metabolic products. Such a downregulation may play a role in a rapid acting network which supports 
mechanisms such as the desensitization or the number reduction of a2-adrenergic receptors, which 
takes time to evolve and finally regulate platelet activation and aggregation.

Our results also indicate that the final products of metabolism may play functional roles in the 
human body and we should focus our investigation on such an alternative.

In addition, ASC and TMZ could be used alone or together with other substances in order to 
protect from thrombotic incidents.
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Couclusions

Our investigation indicates that:

Π Platelet aggregation induced by ADR, ADP and PAF is significantly and dose-depended inhibited 
in vitro and ex vivo by MET and VMA at the concentration o f 3X1 O' 3 M for each substance, which 
are substances generated through catecholamines biological metabolic degradation and possess 
one methoxy- (-OCH3) group at position 3 o f the phenolic ring o f their molecule.

Π Platelet aggregation induced by ADR, ADP, PAF, AA and THR is significantly and dose- 
depended inhibited in vitro and ex vivo by TMZ at the concentration o f 3X1 O' 3 M, a synthetic 
methoxyphenolic substance possessing three methoxy- groups in its molecule.

Π Platelet aggregation induced by ADR, ADP, PAF, AA and THR is significantly and dose-
• * 3depended inhibited in vitro and ex vivo by A SC at the concentration o f  3X10' M.

Π TMZ and ASC are stronger platelet aggregation inhibitors than M ET and VM A at the 
concentration o f 3 X 1 O' M .

Π MET and VMA show antioxidant properties.

Π Platelets produce oxygen free radicals during their activation and aggregation.

Π The addition o f M ET and VMA in the PRP at the concentration o f 3X1 O' 3 M for each substance, 
causes significant inhibition o f  the production o f oxygen free radicals by the platelets.

Π The addition o f ASC and TMZ in the PRP at the concentration o f 3X1 O' 3 M for each substance, 
causes-significant inhibition o f the production o f oxygen free radicals by the platelets.

Π The addition o f MET and VMA in the PRP at the concentration o f 3X10 ' 3 M for each substance, 
causes significant inhibition o f the production o f  TXA 2 by the platelets.

Π The addition o f ASC and TMZ in the PRP at the concentration o f  3X10 ' 3 M for each substance, 
causes significant inhibition o f the production o f TXA 2 by the platelets.

Π ASC and TMZ seem to act also at the level o f  the platelet GpIIb-IIIa receptor by significantly 
inhibiting its expression.

Π MET and VMA have no influence on the platelet GpIIb-IIIa receptor’s expression.
platelet aggregation may also be autoregulated in vivo by catecholamines metabolic products. 
Such a downregulation may play a role in a rapid acting network which supports mechanisms such 
as the desensitization or the number reduction o f a2-adrenergic receptors, which takes time to 
evolve and finally regulate platelet activation and aggregation.

Π ASC and TMZ could be used alone or together with other substances in order to protect from 
thrombotic incidents.

Key words

Platelet Aggregation, Metanephrine, Vanylmandelic Acid, Adrenaline, ADP, Arachidonic Acid,
PAF, Thrombin, Ascorbic Acid, Trimetazidine, Oxygen Free Radicals, Free Radicals Scavengers,
Thromboxane A2, Platelet Glycoprotein Receptors.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜ Α

Πίνακες αποτελεσμάτων



2 2 1

Συγκέντρωση 

(Μ) -»
ίο·6 ΙΟ’5 ΙΟ"4 0,5X10'3 ΙΟ’3 2X10'3 3X10"3

α/α

4

1

0

2 15 38 57 72 96

3 13 29 61 80 95
2

1 14 33 63 83 95
3

3 16 42 49 78 96
4

2 14 39 51 82 97
5

1 17 42 63 73 94
6

3 15 41 54 76 96
7

1 16 40 65 84 95
8

3 14 32 56 79 98
9

1 16 28 53 76 96
10

1 16 40 65 83 97
11

2 17 37 60 73 9812
~~ 3 15 28 51 77 9713

2 14 34 58 74 9614
3 13 41 65 72 9415
1 14 35 52 83 9816
2 16 30 57 75 9517
1 15 35 56 81 9718
3 14 29 64 79 9619
2 16 31 51 84 9720
1 14 42 58 75 9821
1 14 28 63 78 9522

23 3 16 30 50 80 96

1 14 35 49 72 9424

3 15 37 49 77 9525

26 3 12 35 50 84 94

27 n 2 18 36 62 81 97

28 2 17 33. 64 73 96

Πίνακας Γ. Α ναστολή %  τη ς α ιμο π ετα λ ια κής σ υ σ σ ώ ρευσ ης μ ε  δ ια δοχικά  α υ ξα νό μ ενες

σ υγκεντρώ σ εις μετα νεφ ρ ίνης επ ί 2 8  μ ετρ ή σ εω ν  γ ια  κ ά θε σ υγκέντρω σ η κ α ι μ ε  α ιμ ο π ετα λ ια κ ό  δ ιεγ έρ τη

τη ν  επ ινεφ ρ ίνη .



2 2 2

Συγκέντρωση 

(Μ) -►
ΙΟ-6 ΙΟ'5 ίο·4 2X1 θ'4 0,5X10'3 ΙΟ*3 2X10'3 3X1 Ο*3α/α

ι

1

0 0

6 23 28 40 68 95
2 10 14 25 56 75 94
3 5 24 31 56 66 89
4 5 19 28 43 63 95
5 8 15 26 57 68 90
6 7 19 24 46 62 93
7 9 22 33 57 75 93
8 7 15 33 40 66 95
9 10 19 28 30 61 90
10 5 17 30 44 62 94

11 7 20 23 48 68 92

12 6 19 29 45 75 94

13 10 23 33 40 71 89

14 8 15 28 47 62 91

15 4 18 24 57 68 89

16 7 24 32 48 75 92

17 9 19 26 51 74 89

18 9 23 25 52 61 94
19 4 16 28 39 68 95

20 9 19 27 56 74 91

21 7 21 23 50 70 90

22 5 15 31 49 68 92

23 6 19 28 40 61 90

24 7 23 30 48 73 95

25 8 20 32 53 65 91

26 4 18 28 56 61 93

27 5 19 23 48 74 92

28 9 14 28 39 70 89

Πίνακας 2: Α ναστολή %  της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης με διαδοχικά αυξανόμενες

συγκεντρώ σεις V M A  επ ί 28  μετρήσεω ν γ ια  κάθε συγκέντρωση κα ι μ ε αιμοπεταλιακό δ ιεγέρτη την

επ ινεφ ρίνη.



223

Συγκέντρωση 

(Μ) ->
ΙΟ’5 ΙΟ"4 ΙΟ’3 3Χ10'3

α/α

ι

1 11 65

2 8 57

3 8 52

4 9 59

5 11 54

6 8 53

7 7 49

8 9 64

9 10 57

10 10 55

11 7 60

12 9 51

13 8 57

14 11 65
0 100

15 9 53

16 10 57

17 7 59

18 11 61

19 8 54

20 10 63

21 9 57

22 7 61

23 11 50

24 8 55

25 10 62

26 10 60

27 9 46

28 7 57

Π ίνακας 3: Αναστολή % της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης με διαδοχικά αυξανόμενες
συγκεντρώσεις ASC επί 28 μετρήσεων για κάθε συγκέντρωση και με αιμοπεταλιακό διεγέρτη την
επινεφρίνη.



2 2 4

Συγκέντρωση

(Μ)
ίο·5 ΙΟ"4 ΙΟ*3 3X1 Ο*3

α/α

ι

1 10 62

2 13 58

3 6 60

4 9 58

5 12 61

6 14 58

7 10 60

8 13 57

9 7 61

10 11 59

11 8 57

12 10 62

13 6 61

14
0

12 57
100

15 10 57

16 7 59

17 11 56

18 9 62

19 14 61

20 8 59

21 14 56

22 12 60

23 10 57

24 7 59

25 13 61

26 8 58

27 6 60

28 10 56

Πίνακας 4\ Α ναστολή α ιμοπεταλιακής συσσώ ρευσης (% ) με διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώ σεις

Τ Μ Ζ  επ ί 28 μετρήσεω ν για  κάθε συγκέντρω ση κα ι με αιμοπεταλιακό δ ιεγέρτη  την επ ινεφρίνη.



225

Συγκέντρωση 

(Μ) -»
ΙΟ'6 ΙΟ'5 ίο-4 2Χ10-4 0,5X10"3 ΙΟ'3 2Χ10'3 3X10"3

α/α

ϊ

1 1 14 32 53 61 68 97

2 2 ίο Ί 26 42 58 79 88

3 3 11 21 52 55 72 96

4 2 8 28 51 63 66 88

5 1 13 22 44 54 80 92

6 3 10 24 43 60 80 95

7 1 8 30 46 56 82 89

8 2 11 26 53 65 76 96

9 1 10 23 47 58 71 94

10 3 13 25 43 56 77 88

11 2 11 22 52 62 68 94

12 1 9 20 44 58 74 90

13 1 14 26 46 52 67 96

Η
0

1 9 32 46 64 73 92

15 2 11 31 47 58 66 89

16 3 14 22 47 56 81 97

17 1 12 26 50 53 75 87

18 3 13 20 42 61 67 90

19 2 11 32 48 52 72 88

20 3 9 30 41 60 68 96

21 3 8 26 51 58 74 92

22 2 14 29 48 64 82 94

23 2 12 24 42 55 76 90

24 3 13 30 47 51 70 88

25 3 11 27 52 54 69 95

26 2 9 28 48 60 80 96

27 1 12 26 50 62 78 92

28 2 8 20 41 58 81 87

Πίνακας 5 : Α νασ τολή α ιμοπ ετα λ ια κής σ υσ σ ώ ρευσ ης (% )  μ ε  δ ια δοχικά  α υ ξα νό μ ενες  σ υ γ κ εν τρ ώ σ εις

μ ετα νεφ ρ ίνης επ ί 2 8  μ ετρ ή σ εω ν  γ ια  κ ά θε σ υγκέντρω σ η κ α ι μ ε  α ιμο π ετα λ ια κό  δ ιε γ έ ρ τ η  το  A D P .



2 2 6

Συγκέντρωση 

(Μ) ->
10* 10'5 10* 2X10* 0,5X10'3 10'3 2X1 Ο*3 3X10'3α/α

ι
1

0 0

19 37 52 53 75 94
2 12 25 46 59 72 99
3 16 36 42 48 70 95
4 20 30 49 59 81 96
5 13 27 43 57 84 98
6 17 36 40 58 82 94
7 14 33 41 50 71 99
8 18 23 44 47 74 95
9 16 23 46 57 79 99
10 20 32 46 59 81 96
11 17 30 41 53 73 93
12 19 37 49 56 76 98
13 15 28 52 52 73 94
14 16 29 46 49 77 97
15 13 30 48 47 83 93

16 16 30 52 56 73 93

17 12 31 43 48 70 98

18 14 24 46 53 81 94

19 15 28 40 58 73 97

20 18 30 51 49 78 99

21 12 33 49 47 82 96

22 16 37 44 54 79 93

23 19 32 48 59 75 95

24 20 24 51 57 81 97

25 17 27 43 53 72 99

26 16 30 46 49 80 93

27 15 35 50 50 77 96

28 13 23 40 47 84 98

Π ίνακας 6: Αναστολή αιμοπεταλιακής συσσώρευσης (%) με διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώσεις
VMA επί 28 μετρήσεων για κάθε συγκέντρωση και με αιμοπεταλιακό διεγέρτη το ADP.



2 2 7

Συγκέντρωση 

(Μ) ->
ΙΟ'5 ίο-4 ΙΟ'3 3Χ10"3

α/α

ι

1 16 67

2 9 62

3 14 65

4 15 63

5 11 66

6 16 62

7 8 66

8 12 64

9 9 65

10 12 64

11 10 68

12 8 67

13 16 65

14 12 64
0 100

15 8 66

16 16 63

17 12 65

18 14 62

19 12 64

20 15 66

21 8 68

22 16 65

23 9 66

24 13 64

25 15 67

26 10 68

27 8 63
28 12 65

Πίνακας 7: Α να σ τολή  α ιμοπ ετα λ ια κής σ υ σ σ ώ ρευ σ ης (% )  μ ε  δ ια δοχικά  α υ ξα νό μενες  σ υ γ κ εν τρ ώ σ εις

A S C  ε π ί 28  μ ετρ ή σ εω ν  γ ια  κ ά θε σ υγκέντρω σ η κ α ι μ ε  α ιμο π ετα λ ια κό  δ ιεγ έρ τη  το  A D P .



2 2 8

Συγκέντρωση

(Μ)
ΙΟ'5 ίο-4 ΙΟ*3 3Χ10"3

α/α

ι

1 15 80

2 13 70

3 16 81

4 14 73

5 15 80

6 17 75

7 13 70

8 16 77

9 13 76

10 15 71

11 17 70

12 13 81

13 16 78

14
0

15 72
100

15 17 69

16 17 75

17 13 75

18 14 70

19 17 80

20 14 79

21 15 74

22 13 73

23 17 80

24 15 70

25 13 77

26 16 69

27 14 80

28 17 75

Πίνακας 8: Α ναστολή αιμοπεταλιακής συσσώ ρευσης (% ) μ ε διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώ σεις

Τ Μ Ζ  επ ί 28  μετρήσεω ν γ ια  κάθε συγκέντρω ση κ α ι μ ε αιμοπεταλιακό δ ιεγέρτη  το A D P.
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Συγκέντρωση 

(Μ) -►  

α/α

4

ΙΟ*6 ΙΟ'5 ΙΟ-4 2X1 Ο*4 0,5X10"3 ΙΟ’3 2Χ10'3 3Χ10"3 8X10-3

1

2

3

4

5

6 

7

0 0 0 0

1 4 3 3 33

2 3 2 4 22

3 2 4 3 25

1 3 3 5 22

2 3 2 4 26

1 4 2 4 33

3 4 3 3 30

8

9

1 3 2 5 27

2 3 4 3 20

10 3 2 2 4 24

11 2 4 4 5 21

12 1 3 2 3 30

13 2 4 3 3 19

14 1 2 4 3 33

15 2 4 3 5 21

16
*

3 3 4 4 26

17 3 2 2 5 31

18 2 4 3 3 28

19 2 2 3 4 32

20 3 4 4 4 25

21 3 2 4 5 22

22 2 3 3 5 19

23 3 2 3 4 26

24 1 2 2 5 31

25 3 3 4 5 27

26 2 4 3 4 30

27 1 2 4 3 19

28 1 3 2 4 26

Πίνακας 9: Αναστολή αιμοπεταλιακής συσσώρευσης (%) με διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώσεις 
μετανεφρίνης επί 28 μετρήσεων για κάθε συγκέντρωση και με αιμοπεταλιακό διεγέρτη το 
αραχιδονικό οξύ.



2 3 0

Συγκέντρωση 

(Μ) —►
ί ο-6 ΙΟ*5 ΙΟ-4 2Χ10"4 0.5Χ10-3 ΙΟ’3 2Χ10'3 3Χ103 8Χ10"3α/α

ι

1

0 0 0 0

1 2 2 3 21
2 1 1 1 2 23
3 2 2 2 4 29
4 3 3 3 3 26
5 3 1 3 2 29
6 3 2 1 2 22
7 2 3 2 3 25

8 1 2 3 2 25

9 2 1 2 4 28

10 3 3 1 2 23

11 2 3 2 4 27

12 1 1 1 2 22

13 2 3 3 3 29

14 1 2 1 4 25

15 2 1 2 2 21

16 3 2 3 4 28

17 1 1 3 3 22

18 3 2 1 4 29

19 3 3 3 2 25

20 1 2 2 3 21

21 2 1 1 3 28

22 3 2 3 4 23

23 2 3 2 4 27

24 1 3 2 3 22

25 3 3 1 3 28

26 2 2 3 2 21

27 1 1 2 4 24

28 2 1 1 3 27

Πίνακας 10. Α ναστολή α ιμοπεταλιακής συσσώ ρευσης (% ) μ ε διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώ σεις

V M A  επ ί 28 μετρήσεω ν για  κάθε συγκέντρω ση κα ι με αιμοπεταλιακό δ ιεγέρτη  το αραχιδονικό οξύ.



2 3 1

Συγκέντρωση

(Μ)
10'5 ΙΟ"4 10'3 3X10'3

α/α

1 6 63

2 5 58

3 7 58

4 6 62

5 5 59

6 5 61

7 7 62

8 6 59

9 5 60

10 7 62

11 6 61

12 7 60

13 6 58

14 6 63
0 100

15 7 57

16 5 59

17 6 60

18 5 61

19 6 60

20 5 62

21 7 58

22 5 59

23 7 61

24 7 60

25 7 58

26 6 62

27 5 57

28 6 60

Πίνακας 11. Α ναστολή α ιμοπ ετα λια κής σ υ σ σ ώ ρευσ ης (% ) μ ε  δ ια δοχικά  α υξα νό μενες σ υ γ κ εν τρ ώ σ εις

A S C  επ ί 28  μ ετρ ή σ εω ν  γ ια  κάθε συγκέντρω σ η κ α ι μ ε  α ιμοπ ετα λ ια κό  δ ιεγ έρ τη  το  α ρα χ ιδο ν ικό  οξύ.



2 3 2

Συγκέντρωση 

(Μ) ->
ΙΟ'5 ΙΟ-4 ΙΟ4 3X104α/α

4

1 7 59
2 8 54
3 7 56
4 9 53
5 8 54
6 9 55
7 9 53
8 8 58
9 7 55
10 9 59
11 7 56
12 8 53
13 7 58
14 8 54

0 100
15 9 53
16 9 57
17 8 59

18 8 56

19 7 57

20 7 59

21 9 55

22 8 57

23 9 54

24 8 58

25 7 53

26 8 59

27 9 56

28 7 58

Πίνακας 12: Αναστολή αιμοπεταλιακής συσσώ ρευσης (% ) μ ε διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώ σεις

Τ Μ Ζ  επ ί 28  μετρήσεω ν για  κάθε συγκέντρω ση κα ι με αιμοπεταλιακό δ ιεγέρτη  το αραχιδονικό οξύ.



2 3 3

Συγκέντρωση

(Μ)
ΙΟ*6 ΙΟ*5 ΙΟ*4 2X1 Ο*4 0,5X1 Ο*3 ΙΟ'3 2X1 Ο*3 3X1 Ο*3

α/α

ι

1

0

2 14 43 44 64 80

100

2 1 20 40 56 68 79

3 2 18 33 43 64 82

4 3 22 37 50 56 73

5 3 15 41 51 57 81

6 2 17 40 54 54 75

7 2 18 35 38 65 79

8 3 16 42 48 64 81

9 3 17 47 41 56 79

10 2 15 40 56 58 78

11 3 18 37 47 61 77

12 1 21 41 54 66 79

13 3 16 33 44 62 83

,14 2 19 39 47 64 77

15 1 22 40 43 65 76

16 1 17 47 40 61 79

17 1 14 45 46 68 80

18 2 19 39 55 58 78

19 3 18 40 39 57 85

20 1 20 43 47 65 80

21 2 16 38 51 60 73

22 1 21 46 46 61 78

23 3 19 33 48 58 84

24 1 18 40 40 66 79

25 2 20 39 47 69 85

26 3 14 41 50 57 78

27 2 22 34 53 53 80

28 1 18 47 38 61 74

Πίνακας 13: Α νασ τολή α ιμοπ ετα λ ια κής σ υσ σ ώ ρευσ ης (% ) μ ε  δ ια δοχικά  α υ ξα νό μενες  σ υ γ κ εν τρ ώ σ εις

μ ετα νεφ ρ ίνης ε π ί 2 8  μ ετρ ή σ εω ν  γ ια  κά θε σ υγκέντρω σ η κ α ι μ ε  α ιμο π ετα λ ια κ ό  δ ιεγ έρ τη  το ν  P A F .



2 3 4

Συγκέντρωση

(Μ)
10* 10* 10* 2X10* 0,5X10* 10* 2X10* 3X10*α/α

ι

1

0 0

9 17 34 46 74 95
2 11 16 39 58 83 98
3 8 19 32 45 76 97
4 10 17 35 45 75 95
5 9 21 34 61 71 95
6 10 16 39 59 76 94
7 8 15 27 53 80 96
8 9 17 28 62 68 93
9 8 14 34 48 78 95
10 7 19 41 60 83 97
11 9 17 33 49 76 97
12 10 20 29 60 81 93
13 8 18 27 53 69 94
14 7 15 35 47 75 93
15 11 13 40 53 77 92
16 9 19 34 48 81 97
17 10 18 29 61 69 96
18 7 17 36 53 70 95
19 8 20 38 58 80 92
20 9 13 40 60 76 98
21 7 16 27 50 84 97
22 11 14 34 44 68 93
23 9 15 30 53 84 96
24 9 20 41 56 71 98
25 7 14 28 53 72 93
26 11 17 33 46 77 95
27 11 21 41 46 72 94

28 10 18 34 57 82 92

Πίνακας 14: Α ναστολή αιμοπεταλιακής συσσώ ρευσης (% ) με διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώ σεις

V M A  επ ί 28  μετρήσ εω ν για  κάθε συγκέντρω ση κα ι μ ε αιμοπεταλιακό διεγέρτη τον PA F.
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Συγκέντρωση

(Μ)
ΙΟ'5 ΙΟ"4 ΙΟ'3 3X10'3

α/α

1 17 76

2 14 73

3 16 71

4 13 76

5 15 74

6 17 71

7 13 73

8 15 75

9 14 72

10 17 74

11 14 70

12 13 70

13 17 76

14 17 75
0 100

15 15 73

16 16 71

17 13 76

18 17 70

19 15 76

20 13 72

21 16 74

22 13 71

23 17 75
24 15 72
25 14 70
26 16 73

27 13 75
28 13 70

Πίνακας IS . Αναστολή αιμοπεταλιακής συσσώρευσης (%) με διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώσεις 
ASC επί 28 μετρήσεων για κάθε συγκέντρωση και με αιμοπεταλιακό διεγέρτη τον PAF.



2 3 6

Συγκέντρωση 

(Μ) -►
10*5 ΙΟ*4 10'3 3Χ10*3

α/α

ι

1 17 79
2 21 77
3 16 76
4 14 73
5 19 79

6 13 77

7 20 74

8 17 79

9 19 75

10 14 73

11 16 75

12 18 76

13 17 77

14
0

21 78
100

15 17 74

16 13 79

17 16 76

18 18 77

19 15 76

20 . 17 73

21 14 78

22 20 75

23 21 73

24 15 76

25 20 79

26 17 75

27 18 73

28 13 76

Πίνακας 16: Α ναστολή αιμοπεταλιακής συσσώ ρευσης (% ) με διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώ σεις

Τ Μ Ζ  επ ί 28  μετρήσεω ν για  κάθε συγκέντρω ση κα ι μ ε αιμοπεταλιακό δ ιεγέρτη  τον PA F.



2 3 7

Πίνακας 17. Α να σ τολή  α ιμοπ ετα λ ια κής σ υ σ σ ώ ρευσ ης (% )  μ ε  δ ια δοχικά  α υ ξα νό μενες  σ υ γ κ εν τρ ώ σ εις

μετα νεφ ρ ίνης επ ί 28  μ ετρ ή σ εω ν  γ ια  κ ά θε σ υγκέντρω σ η κ α ι μ ε  α ιμο π ετα λ ια κό  δ ιεγ έρ τη  τ η ν  θ ρ ο μ β ίν η .



2 3 8

Συγκέντρωση 

(Μ) ->
ίο·6 10 s ίο·4 2Χ10·4 0,5X10 3 2Χ10"3 3X10’3α/α

ι

1 0 3 4
2 2 4 1
3 1 2 0
4 2 3 2
5 0 3 4
6 1 4 4
7 2 3 1
8 0 4 2
9 2 2 0
10 1 4 3
11 2 3 3
12 0 2 2
13 1 4 4
14

0 0 0 0
1 4 3

15 2 3 0
16 0 3 2

17 1 2 1

18 0 4 1

19 1 2 2

20 2 4 4

21 1 2 0

22 1 3 3

23 0 4 0

24 1 2 4

25 2 3 3

26 2 2 2

27 0 2 0

28 0 3 2

Πίνακας 18: Α ναστολή αιμοπεταλιακής συσσώ ρευσης (% ) με διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώ σεις

V M A  επ ί 28 μετρήσεω ν για  κάθε συγκέντρω ση κα ι με αιμοπεταλιακό δ ιεγέρτη  την θρομβίνη.



2 3 9

Συγκέντρωση

(Μ)
ΙΟ'5 ίο-4 ΙΟ'3 3Χ10"3

α/α

ι

1 4 52

2 2 49

3 3 51

4 4 52

5 3 48

6 3 52

7 3 52

8 2 48

9 4 50

10 3 49

4911 2 51

12 3 50

13 3 49

14 2 48
0 100

15 4 50

16 4 51

17 3 49

18 2 50

19 4 50

20 3 52

21 3 48

22 2 51

23 4 49

24 3 50

25 3 48

26 2 52

27 4 51

28 3 48

Πίνακας 19: Α να σ τολή  α ιμοπ ετα λιακής σ υ σ σ ώ ρ ευ σ η ς (% )  μ ε  δ ιαδοχικά  α υξα νό μενες σ υ γ κ εν τρ ώ σ εις

A S C  επ ί 2 8  μ ετρ ή σ εω ν  γ ια  κά θε σ υγκέντρω σ η κ α ι μ ε  α ιμο π ετα λ ια κό  δ ιεγ έρ τη  τη ν  θ ρ ο μ β ίν η .



2 4 0

Συγκέντρωση 

(Μ) ->·
ΙΟ'5 ΙΟ*4 10'3 3Χ10'3

α/α

1

1 44
2 45
3 45
4 44
5 43
6 44
7 43
8 45

9 44

10 45

11 43

12 44

13 43

14
0 0

45
100

15 43

16 44

17 45

18 44

19 43

20 44

21 45

22 45

23 44

24 43

25 45

26 44

27 43

28 43

Πίνακας 20: Α ναστολή α ιμοπεταλιακής συσσώ ρευσης (% ) με διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώ σεις

Τ Μ Ζ  επ ί 28  μετρήσεω ν για  κάθε συγκέντρω ση κα ι μ ε αιμοπεταλιακό δ ιεγέρτη  την θρομβίνη.



241

Χορηγηθείσες 

ουσίες ->
Καμία ΕΡΝ THR ARA PAF ADP

α/α

4

1 338 341 467 442 424 376

2 323 337 438 423 397 361

3 329 349 469 431 385 352

4 335 336 476 418 390 373

5 332 348 430 436 421 350

6 330 343 429 407 404 355

7 326 350 460 417 401 365

8 331 345 456 441 417 374

9 337 334 448 405 403 366

10 341 340 474 412 395 353

11 352 349 431 409 413 354

12 341 341 452 420 405 369

- 13 323 335 470 440 391 346

14 331 350 435 426 407 351

15 327 344 473 434 412 345

16 336 338 468 406 387 362

17 322 348 458 437 418 348

18 334 342 454 429 400 360

19 339 339 436 408 404 367

20 328 347 475 439 396 370

21 333 335 466 410 408 347

22 321 339 437 428 423 368

23 324 343 452 419 411 359

24 339 345 444 423 398 349

25 330 336 434 427 384 371

26 332 346 450 438 410 344

27 321 334 446 415 420 360

28 340 342 428 404 388 358

Πίνακας 21: u-Carrs 5 λεπτά μετά την έναρξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, μετά από χορήγηση 

των διεγερτών ΕΡΝ, THR, ARA, PAF και ADP επί 28 μετρήσεων για κάθε διεγέρτη.



2 4 2

Χορηγηθείσες 

ουσίες —►
Καμία ΕΡΝ THR ARA PAF ADPα/α

1

1 332 470 491 446 400 394
2 330 497 523 435 385 358
3 341 435 504 428 410 383
4 333 449 528 455 394 374
5 337 495 556 459 441 397
6 330 480 488 481 417 364
7 333 498 545 465 379 398
8 328 467 562 486 418 387
9 327 436 501 461 423 369
10 339 458 553 470 433 357
11 337 463 555 445 390 406
12 332 437 519 457 440 354
13 328 455 503 476 435 365
14 342 494 499 485 404 390
15 341 442 549 469 399 381
16 333 481 533 429 428 402
17 340 473 564 443 382 370
18 337 478 500 430 412 388
19 343 469 490 472 387 400
20 333 456 552 440 405 376
21 329 441 524 473 381 367
22 337 487 507 488 437 407
23 342 501 529 471 443 410
24 338 499 497 487 439 366
25 329 439 548 451 422 399
26 331 466 561 444 389 362
27 340 500 496 447 432 395
28 338 438 551 431 383 377

Πίνακας 22: u-Carrs 10 λεπτά μετά την έναρξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης, μετά από 

χορήγηση των διεγερτών ΕΡΝ, THR, ARA, PAF και ADP επί 28 μετρήσεων για κάθε διεγέρτη.



2 4 3

Χορηγηθείσες 

ουσίες ->
ΕΡΝ ΕΡΝ+ΜΕΤ EPN+VMA EPN+ASC ΕΡΝ+ΤΜΖ

α/α

4

1 494 268 293 9 12

2 435 302 304 4 11

3 497 273 283 7 14

4 464 289 314 7 9

5 492 298 307 3 6

6 466 271 291 4 8

7 500 287 285 8 9

8 467 290 308 8 6

9 443 267 317 3 12

10 482 277 321 5 9

11 496 291 294 6 14

12 480 283 286 7 13

13 493 297 310 9 11

14 458 277 305 8 10

15 436 286 284 7 9

16 454 299 296 5 14

17 436 291 320 9 11

18 444 278 318 4 6

19 472 285 313 5 7

20 501 270 287 7 11

21 440 269 290 3 12

22 469 295 321 6 7

23 478 282 300 9 8

24 456 301 299 5 13

25 442 266 311 8 6

26 500 279 283 5 10

27 439 300 297 4 8

28 470 281 319 3 14

Πίνακας 23: u -C arrs 10 λεπ τά  από τη ν  ένα ρξη  τη ς  α ιμο π ετα λ ια κής σ υσ σ ώ ρ ευ σ η ς μ ετά  από χ ο ρ ή γη σ η

Ε Ρ Ν , Ε Ρ Ν + Μ Ε Τ , E P N + V M A , E P N + A S C  κ α ι Ε Ρ Ν + Τ Μ Ζ  επ ί 28  μ ετρ ή σ εω ν  γ ια  κ ά θ ε χ ο ρ η γ η θ ε ίσ α

ουσία  ή  συνδυασμό ο υσ ιώ ν (Σ υ γκέντρ ω σ η  M E T , V M A , A S C  κ α ι Τ Μ Ζ : 3 X 1 0 '3 Μ  γ ια  κά θε ο υ σ ία ).



2 4 4

Χορηγηθείσες

ουσίες-»
THR THR+MET THR+VMA THR+ASC THR+TMZ

α/α

4

1 491 339 419 18 21

2 523 342 441 15 27

3 504 330 394 12 20

4 528 327 411 25 18

5 556 353 401 22 21

6 488 328 442 19 16

7 545 318 439 13 24

8 562 332 423 15 26

9 501 311 404 12 17

10 553 349 427 21 22

11 555 317 400 14 20

12 519 333 445 19 23

13 503 319 413 28 16

14 499 336 407 26 21

15 549 340 395 27 18

16 533 349 432 13 24

17 564 351 440 15 27

18 500 335 446 12 28

19 490 315 395 25 17

20 552 326 408 19 23

21 524 357 433 21 17

22 507 338 417 28 20

23 529 356 399 25 26

24 497 319 429 22 28

25 548 312 436 27 23

26 561 341 445 21 27

27 496 350 421 18 22

28 551 329 398 28 24

Πίνακας 24: u-Carrs 10 λεπτά από τη ν  έναρξη της αιμοπεταλιακής συσσώ ρευσης μετά από χορήγηση

T H R , T H R + M E T , T H R + V M A , T H R + A S C  κα ι T H R + T M Z  επ ί 28  μετρήσεω ν για  κάθε χορηγηθείσα

ουσία  ή  συνδυασμό ουσιώ ν (Συγκέντρω ση M E T , V M A , A S C  και Τ Μ Ζ : 3 X 1 0 3 Μ  για  κάθε ουσία).



2 4 5

Χορηγηθείσες

ουσίες
ARA ARA+MET ARA+VMA ARA+ASC ARA+TMZ

αία

ι

1 446 285 434 22 28

2 435 259 401 29 31

3 428 289 412 31 33

4 455 282 395 27 29

5 459 271 437 22 30

6 481 276 385 25 32

7 465 266 426 30 26

8 486 288 434 21 33

9 461 262 386 23 34

10 470 265 416 25 28

11 445 270 422 27 30

12 457 284 402 31 27

13 476 264 403 23 33

14 485 284 417 21 26

15 469 268 420 25 32

16 429 275 388 30 30

17 443 282 410 27 29

18 430 257 437 21 34

19 472 264 406 29 31

20 440 281 385 30 32

21 473 277 410 27 27

22 488 287 427 31 34

23 471 262 421 26 28

24 487 280 388 22 30

25 451 258 400 31 29

26 444 261 396 26 27

27 447 278 436 25 31

28 431 269 412 21 26

Πίνακας 25: u -C arrs 10 λεπτά από τη ν  ένα ρξη  τη ς  αιμοπεταλιχχκής σ υ σ σ ώ ρ ευ σ η ς μ ετά  από χορή γη σ η

A R A , A R A + M E T , A R A + V M A , A R A + A S C  κ α ι A R A + T M Z  επ ί 28  μ ετρ ή σ εω ν  γ ια  κ ά θ ε χ ο ρ η γ η θ ε ίσ α

ουσία  ή  συνδυασμό ο υσ ιώ ν (Σ υ γκέντρω σ η  M E T , V M A , A S C  κ α ι Τ Μ Ζ : 3 X 1 0"3 Μ  γ ια  κ ά θ ε ου σ ία ).



2 4 6

Χορηγηθείσες 

ουσίες —►
PAF PAF+MET PAF+VMA PAF+ASC PAF+TMZ

α/α

4

1 442 234 281 13 13
2 420 243 268 12 14

3 426 223 260 10 12
4 412 249 272 12 15
5 394 236 284 9 16

6 381 244 258 15 16

7 383 240 283 11 15
8 434 238 263 15 14

9 422 241 259 10 12

10 408 257 261 13 14

11 423 242 282 9 16

12 414 232 270 14 13

13 440 258 283 15 12

14 419 239 285 12 15

15 403 265 259 11 13

16 382 231 272 10 14

17 408 254 257 9 12

18 399 248 284 14 16

19 414 250 270 13 13

20 400 245 281 14 14

21 388 255 279 10 12

22 439 244 282 15 15

23 441 230 260 11 16

24 428 246 274 12 12

25 410 252 258 8 13

26 396 256 283 14 15

27 402 233 259 13 14

28 380 247 261 11 16

Πίνακας 26: u-Carrs 10 λεπτά από την έναρξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης μετά από χορήγηση

P A F , P A F + M E T , P A F + V M A , P A F + A S C  κα ι P A F + T M Z  επ ί 28 μετρήσεω ν για κάθε χορηγηθείσα

ουσία  ή συνδυασμό ουσιώ ν (Συγκέντρω ση M E T , V M A , A S C  και Τ Μ Ζ : 3 X 1 0 '3 Μ  για  κάθε ουσία).

hi



2 4 7

Χορηγηθείσες 

ουσίες -»
ADP ADP+MET ADP+VMA ADP+ASC ADP+TMZ

α/α

4

1 361 275 303 3 4

2 395 280 292 4 2

3 377 273 322 5 2

4 406 266 325 3 4

5 393 276 312 5 2

6 368 281 314 3 4

7 408 260 323 4 3

8 386 264 307 5 2

9 354 261 291 3 4

10 379 262 287 5 3

11 356 274 324 3 2

12 380 269 304 3 4

13 405 283 316 3 2

14 357 264 296 5 4

15 385 280 288 5 2

16 408 284 305 4 3

17 384 261 317 5 4

18 378 283 295 5 2

19 396 270 300 3 4

20 371 264 320 3 3

21 359 268 289 4 2

22 407 275 309 5 4

23 358 282 325 5 3

24 410 271 287 3 3

25 369 280 308 4 2

26 403 269 290 4 4

27 387 263 321 3 4

28 356 278 298 5 3

Πίνακας 27: u -C arrs 10 λεπ τά  από τη ν  ένα ρξη  τη ς  α ιμο π ετα λ ια κής σ υ σ σ ώ ρευ σ ης μ ετά  από χ ο ρ ή γη σ η

A D P , A D P + M E T , A D P + V M A , A D P + A S C  κ α ι A D P + T M Z  επ ί 28  μ ετρ ή σ εω ν  γ ια  κ ά θε χ ο ρ η γ η θ ε ίσ α

ουσία  ή  συνδυα σμό ουσ ιώ ν (Σ υ γκέντρω σ η  M E T , V M A , A S C  κ α ι Τ Μ Ζ : 3 X 1 0 '3 Μ  γ ια  κ ά θ ε ο υ σ ία ).



2 4 8

Χορηγηθείσες 

ουσίες ->
Καμία ΕΡΝ THR ARA PAF ADPα/α

1

1 176 1205 2451 1379 1770 1040
2 169 1187 2394 1340 1850 1118
3 162 1113 2242 1376 2115 1052
4 157 1275 2223 1420 1736 1135
5 143 1165 2381 1391 2137 1070
6 165 1345 2462 1362 2034 1133
7 162 1210 2346 1409 1782 1102
8 151 1129 2249 1352 2140 1045
9 146 1146 2376 1409 1477 1086
10 150 1226 2478 1337 1597 1065
11 164 1364 2274 1378 1787 1109
12 175 1323 2523 1404 1984 1055
13 156 1148 2469 1343 1446 1110
14 177 1264 2268 1331 1662 1105

15 163 1326 2272 1372 1779 1127

16 157 1328 2452 1419 1904 1119

17 172 1199 2527 1341 1784 1047

18 148 1287 2476 1330 1969 1064

19 170 1309 2288 1374 1830 1039

20 163 1151 2501 1407 1426 1129

21 144 1274 2356 1341 2120 1104

22 158 1269 2434 1413 1716 1056

23 155 1345 2299 1388 1582 1072

24 169 1361 2227 1371 1429 1134

25 158 1110 2508 1410 1796 1069

26 145 1248 2374 1398 2089 1122

27 174 1127 2281 1346 1532 1088

28 151 1202 2369 1359 1451 1041

II

Πίνακας 28: TXB2 (pg/ml) 5 λεπτά από την έναρξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης μετά από την 
χορήγηση ΕΡΝ, THR, ARA, PAF και ADP επί 28 μετρήσεων για κάθε χορηγηθείσα ουσία.



2 4 9

Χορηγηθείσες 

ουσίες —»
ΕΡΝ ΕΡΝ+ΜΕΤ EPN+VMA EPN+ASC ΕΡΝ+ΤΜΖ

α/α

4

1 1166 269 411 81 269

2 1363 246 385 97 287

3 1216 266 352 101 292

4 1189 272 380 90 279

5 1274 244 400 88 274

6 1285 265 391 93 286

7 1347 270 353 89 278

8 1149 257 413 95 290

9 1325 275 399 82 284

10 1168 263 360 78 270

11 1306 275 412 83 285

12 1331 245 386 96 258

13 1233 273 420 100 283

14 1110 254 363 79 264

15 1348 249 354 79 281

16 1126 258 422 87 266

17 1241 264 369 80 291

18 1321 280 375 98 260

19 1127 . 267 388 91 265

20 1258 259 361 82 271

21 1182 250 394 102 263

22 1143 261 421 84 280

23 1292 252 374 90 276

24 1153 279 389 92 277

25 1112 255 362 101 259

26 1363 251 414 99 272

27 1306 274 383 85 273

28 1202 260 405 98 267

Πίνακας 29: ΤΧΒ2 (pg/ml) 5 λεπτά από την έναρξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης μετά από την 
χορήγηση ΕΡΝ, ΕΡΝ+ΜΕΤ, EPN+VMA, EPN+ASC και ΕΡΝ+ΤΜΖ επί 28 μετρήσεων για κάθε 
χορηγηθείσα ουσία ή συνδυασμό ουσιών (Συγκέντρωση MET, VMA, ASC και ΤΜΖ: 3X10' Μ για 
κάθε ουσία).



2 5 0

Χορηγηθείσες

ουσίες
THR THR+MET THR+VMA THR+ASC THR+TMZα/α

ι

1 2482 1101 1720 587 513
2 2249 1175 1745 535 540
3 2434 912 1603 561 554
4 2527 1073 1899 583 512
5 2223 1039 1731 534 494
6 2299 915 1598 597 528
7 2272 923 1902 532 550
8 2508 1051 1876 564 519
9 2242 999 1749 588 551
10 2316 1187 1602 569 526
11 2274 1031 1597 526 552
12 2381 1055 1850 559 537
13 2501 1049 1780 563 495
14 2523 924 1901 541 493
15 2478 1061 1787 565 522
16 2374 1027 1751 527 507
17 2268 1188 1622 590 539
18 2462 1036 1649 578 556
19 2288 1177 1756 536 499
20 2451 1102 1898 594 531
21 2356 912 1903 556 524
22 2394 1185 1612 559 509
23 2469 1069 1902 589 558

24 2476 1003 1889 537 498

25 2227 919 1768 592 543

26 2281 1064 1601 530 504

27 2376 1178 1713 598 499

28 2369 1045 1599 546 497

Πίνακας 30: ΤΧΒ2 (pg/ml) 5 λεπτά από την έναρξη της αιμοπεταλιακης συσσώρευσης μετά από την 
χορήγηση THR, THR+MET, THR+VMA, THR+ASC και THR+TMZ επί 28 μετρήσεων για κάθε 
χορηγηθείσα ουσία ή συνδυασμό ουσιών (Συγκέντρωση MET, VMA, ASC και ΤΜΖ: 3X10'3 Μ για 
κάθε ουσία).



251

Χορηγηθείσες 

ουσίες -»
ARA ARA+MET ARA+VMA ARA+ASC ARA+TMZ

α/α

ι

1 1409 990 830 663 712

2 1330 1059 851 682 725

3 1341 981 998 616 731

4 1398 999 881 664 699

5 1362 972 827 614 695

6 1376 1066 1050 647 694

7 1410 1057 834 661 701

8 1352 893 1002 637 705

9 1341 901 939 690 696

10 1379 898 977 663 730

11 1359 985 881 621 728

12 1407 992 950 633 755

13 1340 979 1053 626 717

14 1346 1047 891 696 725

15 1372 970 1035 665 747

16 1404 894 959 632 741

17 1420 988 1049 641 691

18 1388 1067 911 689 733

19 1371 910 893 619 727

20 1331 968 930 684 752

21 1343 913 903 677 745

22 1409 1060 1052 694 718

23 1391 901 845 678 750

24 1419 1061 1029 628 704

25 1378 975 987 651 751

26 1314 961 1046 624 732

27 1413 1050 696 686 711

28 1337 903 828 659 728

Πίνακας 31: ΤΧΒ2 (pg/ml) 5 λεπτά από την έναρξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης μετά από την 
χορήγηση ARA, ARA+MET, ARA+VMA, ARA+ASC και ARA+TMZ επί 28 μετρήσεων για κάθε 
χορηγηθείσα ουσία ή συνδυασμό ουσιών (Συγκέντρωση MET, VMA, ASC και ΤΜΖ: 3X10'3 Μ για 
κάθε ουσία).



2 5 2

Χορηγηθείσες 

ουσίες->
PAF PAF+MET PAF+VMA PAF+ASC PAF+TMZ

α/α

4

1 1716 1044 445 355 420
2 1597 1182 430 326 514
3 2140 1043 409 351 461
4 1451 943 447 290 432
5 1429 952 402 323 416
6 1446 1188 446 300 469
7 2137 1032 420 359 515
8 1779 950 439 308 418
9 1770 1007 418 340 470
10 1782 949 426 312 499
11 1984 1067 415 291 467
12 1830 998 428 352 422
13 1904 1087 401 317 505
14 2120 964 410 330 417
15 1532 1089 432 296 433
16 1477 1065 450 334 462
17 1787 1183 429 323 516
18 1582 1102 405 360 463

19 1426 1053 411 298 427

20 1784 1189 440 342 502

21 1850 1054 424 310 470

22 2034 1087 441 299 465

23 1796 1168 403 254 510

24 1662 944 449 295 425

25 2089 1133 421 338 471

26 2115 1180 422 320 512

27 1969 1079 402 327 460

28 1736 1046 435 350 507

Πίνακας 32: TXB2 (pg/ml) 5 λεπτά από την έναρξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης μετά από την 
χορήγηση PAF, PAF+MET, PAF+VMA, PAF+ASC και PAF+TMZ επί 28 μετρήσεων για κάθε 
χορηγηθείσα ουσία ή συνδυασμό ουσιών (Συγκέντρωση MET, VMA, ASC και ΤΜΖ: 3X10"3 Μ για 
κάθε ουσία).

&·.



253

Χορηγηθείσες

ουσίες
ADP ADP+MET ADP+VMA ADP+ASC ADP+TMZ

α/α

ι

1 1127 834 830 650 531

2 1102 875 781 581 565

3 1039 869 875 569 524

4 1104 841 819 657 476

5 1088 798 773 695 509

6 1056 804 Γ 851 591 481

7 1135 838 787 701 469

8 1040 860 876 637 575

9 1086 833 820 580 474

10 1072 847 799 624 519

11 1133 799 780 703 470

12 1052 840 869 568 535

13 1110 872 774 699 526

14 1065 801 873 635 580

15 1041 835 826 648 511

16 1134 814 870 705 479

17 1047 868 822 574 541

18 1109 870 775 702 520

19 1045 827 809 685 569

20 1069 803 877 573 581

21 1129 876 824 636 475

22 1122 818 860 579 530

23 1064 802 841 617 574

24 1119 805 831 704 539

25 1105 856 776 683 571

26 1055 874 791 575 515

27 1070 806 828 626 576

28 1118 871 863 639 485

Πίνακας 33: ΤΧ Β2 (pg/ml) 5 λεπτά από την έναρξη της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης μετά από την 
χορήγηση ADP, ADP+MET, ADP+VMA, ADP+ASC και ADP+TMZ επί 28 μετρήσεων για κάθε 
χορηγηθείσα ουσία ή συνδυασμό ουσιών (Συγκέντρωση MET, VMA, ASC και ΤΜΖ: 3X10'3 Μ για 
κάθε ουσία).



2 5 4

Χορηγηθείσες 

ουσίες ->
Καμία MET VMA ASC ΤΜΖα/α

ι

1 88134 83446 86498 1308 10136
2 93545 81923 91156 1361 9775
3 86015 75913 87076 1502 10128
4 87372 78391 90488 1358 10827
5 94702 77587 91909 1296 9721
6 91935 78771 85959 1463 10795
7 88152 79438 88346 1339 10898
8 94668 83465 88553 1443 9718
9 88620 77792 85823 1414 9889
10 85617 76238 91694 1449 10797
11 92304 81845 85083 1296 10672
12 87668 77136 88144 1455 10903
13 92142 83269 89892 1331 10542
14 94261 79743 91009 1325 9782
15 85608 81595 88234 1391 10004
16 91796 80412 85059 1519 10963
17 88339 77259 91145 1314 10786
18 92608 82944 86481 1521 10551
19 85576 80791 87783 1424 9881
20 92124 75717 88415 1402 10944
21 86924 77791 88824 1458 9883
22 89969 82045 88622 1491 10957
23 94659 75736 85274 1508 9726

24 91656 81577 89184 1373 10952

25 93352 77337 90471 1477 9851

26 90307 81392 85811 1353 10783

27 88482 77605 88734 1367 9895

28 86729 81390 91885 1485 9734

Πίνακας 34: Αιμοπεταλιακοί υποδοχείς GpIIb-IIIa ανά αιμοπετάλιο ανθρώπου μετά από την 
χορήγηση MET, VMA, ASC και ΤΜΖ επί 28 μετρήσεων για κάθε χορηγηθείσα ουσία. (Συγκέντρωση 
MET, VMA, ASC και ΤΜΖ: 3X10'3 Μ για κάθε ουσία). / /  / ν j


