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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1. ΑΙΜΟΣΤΑΣΗ

Η αιμόσταση είναι ένας θεμελιώδης αμυντικός μηχανισμός για τον άνθρωπο, ο οποίος περιλαμβάνει ένα 

σύνολο πολύπλοκων βιοχημικών μηχανισμών και μηχανισμών αλληλεπίδρασης μεταξύ κυττάρων του αίματος 

και ενδοθηλίου του αγγείου, με σκοπό την προστασία του οργανισμού από την αιμορραγία όταν υπάρχει 

τραυματισμός και ταυτόχρονα τη διατήρηση του αίματος στα αγγεία σε μια ρευστή κατάσταση ώστε να 

εμποδίζεται η θρόμβωση.

Όταν τα αιμοφόρα αγγεία υφίστανται βλάβη, ενεργοποιούνται τρεις διαδικασίες για να σταματήσουν τη 

ροή του αίματος: αγγειοσύσπαση, δημιουργία αιμοπεταλικού θρόμβου και πήξη του αίματος.

1.Α) Αγγειοσύσπαση

Ο τραυματισμός ενός αιμοφόρου αγγείου προκαλεί συστολική απόκριση του λείου μυός του τοιχώματος 

του και επομένως στένωση του αγγείου, που περιορίζει αφενός την απώλεια αίματος και αφετέρου επιταχύνει 

την έναρξη της αιμοστατικής διαδικασίας. Η αγγειοσύσπαση σε τετμημένα αρτηρίδια ή μικρές αρτηρίες, 

μπορεί να εξαφανίσει πλήρως τον αυλό του αγγείου και να σταματήσει τη ροή του αίματος. Η σύσπαση του 

λείου μυός του τοιχώματος του αγγείου, οφείλεται πιθανώς σε άμεση μηχανική διέγερση από το διεισδύον 

αντικείμενο, καθώς και σε μηχανική διέγερση των περιαγγειακών νεύρων.

Ι.Β) Αιιιοπεταλικη συσσώρευση (Θρόμβος)

Η βλάβη στο ενδοθήλιο ενός αιμοφόρου αγγείου προκαλεί την προσκόλληση των αιμοπεταλίων στο 

σημείο του τραύματος, η οποία πραγματοποιείται με τη μεσολάβηση ενός μορίου που παίζει το ρόλο της 

γέφυρας, του παράγοντα Von Willebrand (von Willebrand factor, VWF). To μόριο αυτό συνδέεται με το 

κολλαγόνο του υποενδοθηλίου και στη συνέχεια με τη γλυκοπρωτέί'νη GPIb που βρίσκεται στην επιφάνεια των 

αιμοπεταλίων. Τα προσκολλημένα αιμοπετάλια απελευθερώνουν διφωσφορική αδενοσίνη (ADP) και 

θρομβοξάνη Α2 (ΤχΑ^), με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση και άλλων αιμοπεταλίων και την ενίσχυση της 

συσσώρευσής τους. Τα ενεργοποιημένα αιμοπετάλια ενώνονται μεταξύ τους, μέσοι των εξής μορίων: 

ινωδογόνο, φιμπρονεκτίνη και βιτρονεκτίνη. Οι πιο σημαντικοί παράγοντες, είναι η γλυκοπρωτέί'νη 

GPIIb/IIIa και η γλυκοπρωτέί'νη GPIb των αιμοπεταλίων, που συνδέονται με το ινωδογόνο και τον 

παράγοντα Von Willebrand αντίστοιχα (εικόνα 1). Τα μόρια αυτά, που παίζουν το ρόλο της γέφυρας, 

συμμετέχουν στη δημιουργία ενός πρωτογενούς αιμοστατικού θρόμβου. Η συσσώρευση των αιμοπεταλίων, 

μπορεί να συνεχισθεί με αυτόν τον τρόπο μέχρι να αποφραχθούν ορισμένα μικρά αγγεία από τη μάζα των 

συσσωρευμένων αιμοπεταλίων. Ο θρόμβος αυτός, ονομάζεται και «λευκός θρόμβος», γιατί στο εσωτερικό του
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δεν «παγιδεύονταν» ερυθρά αιμοσφαίρια. Σχηματίζεται μέσα σε λίγα λεπτά από τη στιγμή του τραυματισμού, 

σταματά προς στιγμήν την απώλεια του αίματος, αλλά δεν είναι αρκετά σταθερός για να αποτρέψει την 

αιμορραγία. Τα αιμοπετάλια απελευθερώνουν σεροτονίνη (5-υδροξυτρυπταμίνη), η οποία αυξάνει την 

αγγειοσυστολή, όπως και θρομβοπλαστίνη, η οποία επιταχύνει την πήξη του αίματος. Η εξάπλωση του 

αιμοπεταλικού θρόμβου κατά μήκος του αγγείου, αποτρέπεται με την αντιθρομβωτική δράση της 

προστακυκλίνης. Αυτή η ουσία απελευθερώνεται από τα φυσιολογικά ενδοθηλιακά κύτταρα στο παρακείμενο 

άθικτο τμήμα του αγγείου.

Συσσώρευση

Προσκόλληση

VWF
F fi do "4Η > .■·.*'

Platelet
I Gpllh'llia_______ Gpllta'lllft

Ινωδογόνο ->

1 Gpllhllla Gf/IItVIlla

Platelet Gplb Binding 
Induces GplIbISIa 
Expression

Subendoihelial 
Collagen Receptors 

Exposed at Injury Site

Cndo’Jidiun

Εικόνα 1. Ο ρόλος του παράγοντα von Willebrand στην προσκόλληση των αιμοπεταλίων στο τοίχωμα του 
αιμοφόρου αγγείου που έχει υποστεί βλάβη και του ινωδογόνου στη συσσώρευση των αιμοπεταλίων.

Ι.Γ) Πιίςιι του αίματος

Το σύστημα της πήξης του αίματος, αποτελείται από πρωτεΐνες του πλάσματος (παράγοντες πήξης και 

φυσικούς ανασταλτές της πήξης), κυτταρικά στοιχεία (αιμοπετάλια, λευκά αιμοσφαίρια) και συστατικά του 

αγγειακού ενδοθηλίου. Σε φυσιολογικές συνθήκες οι περισσότεροι παράγοντες του συστήματος, είτε δεν είναι 

εκτεθειμένοι στην κυκλοφορία, είτε κυκλοφορούν σε ανενεργό μορφή. Η εμφάνιση αγγειακής βλάβης, έχει ως 

αποτέλεσμα την ενεργοποίηση του μηχανισμού της πήξης και τη μετατροπή των παραγόντων αυτών σε 

βιολογικά δραστικούς.

Η πήξη του αίματος πραγματοποιείται σε τρία στάδια: α) Σε απάντηση σε ρήξη του αγγείου, πραγματοποιείται 

στο αίμα μια σειρά διαδοχικών χημικών αντιδράσεων, στην οποία εμπλέκονται περισσότεροι από δώδεκα 

παράγοντες πήξης, όπου ο ένας ενεργοποιημένος παράγοντας ενεργοποιεί τον άλλον. Τελικό αποτέλεσμα είναι 

ο σχηματισμός ενός συμπλέγματος ουσιών, που ονομάζεται ενεργοποιητής της προθρομβίνης, β) ο
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ενεργοποιητής της προθρομβίνης, καταλύει τη μετατροπή της προθρομβίνης σε θρομβίνη και γ) η θρομβίνη 

επιδρά ως ένζυμο για να μετατρέψει το ινωδογόνο σε δοκίδες ινώδους, στο δίκτυο των οποίων εγκλωβίζονται 

αιμοπετάλια, ερυθροκύτταρα και άλλα κύτταρα του αίματος και πλάσμα για το σχηματισμό του θρόμβου.

Ι.Γ1) Η έναρςη τικ πικικ του αίιιατοις: Ο σγηιιατισιιός του ενεΡΥοποηιτή τικ 

προθρομβίνης

Ο ενεργοποιητής της προθρομβίνης μπορεί να σχηματίζεται με δύο τρόπους, εάν και στην 

πραγματικότητα υφίσταται αλληλεπίδραση μεταξύ των δύο αυτών διεργασιών: 1) με την εξωγενή οδό, η οποία 

ξεκινά με τον τραυματισμό του αγγειακού τοιχώματος και των γειτονικών ιστών, και 2) με την ενδογενή οδό, η 

οποία αρχίζει από το ίδιο το αίμα.

Τόσο στην εξωγενή όσο και στην ενδογενή οδό, μια σειρά από πρωτεΐνες του πλάσματος ιδιαίτερα β 

σφαιρίνες, διαδραματίζουν σημαντικούς ρόλους. Οι πρωτεΐνες αυτές, μαζί με τους άλλους παράγοντες που 

συμμετέχουν στη διεργασία της πήξης του αίματος, ονομάζονται παράγοντες της πήξης του αίματος. Οι 

παράγοντες αυτοί στην πλειονότητα τους, αποτελούν ενεργοποιημένες μορφές πρωτεολυτικών ενζύμων, των 

οποίων η καταλυτική δραστηριότητα προκαλεί τις αλλεπάλληλες σαν καταρράκτη, αντιδράσεις της διεργασίας 

της πήξης (Beme R. & Levy Μ. 2002).

Ο εξωγενής μηχανισμός για την έναρξη της πήξης του αίματος: Ο εξωγενής μηχανισμός για την 

έναρξη του σχηματισμού του ενεργοποιητή της προθρομβίνης, αρχίζει με την επαφή του αίματος με 

τραυματισμένο αγγειακό τοίχωμα ή εξωαγγειακό ιστό και επιτελείται με τις ακόλουθες τρεις φάσεις: ί) 

Απελευθέρωση του ιστικού παράγοντα (tissue factor, TF): από τον τραυματισμένο ιστό απελευθερώνεται ένα 

σύμπλεγμα από διάφορους παράγοντες, που ονομάζεται ιστικός παράγοντας ή θρομβοπλαστίνη των ιστών. 

Αποτελείται κυρίως από φωσφολιπίδια, που προέρχονται από την κυτταρική μεμβράνη των κυττάρων των 

ιστών, καθώς και από το λιποπρωτεϊνικό σύμπλεγμα που περιέχει μια σημαντική γλυκοπρωτεΐνη που 

λειτουργεί ως πρωτεολυτικό ένζυμο, ϋ) ενεργοποίηση του παράγοντα Χ-ο ρόλος του παράγοντα VII και του 

ιστικού παράγοντα: Το λιποπρωτεϊνικό σύμπλεγμα της ιστικής θρομβοπλαστίνης στην επιφάνεια των 

κυττάρων. έρχεται σε επαφή με τον παράγοντα πήξης του αίματος VII (FVII), με τον οποίο εμφανίζει υψηλή 

συγγένεια και σχηματίζει πάνω στην επιφάνεια του κυττάρου, ένα ισχυρό σύμπλεγμα στην ενεργοποιημένη 

μορφή του (σύμπλεγμα TF/FVIIa). Το σύμπλεγμα αυτό, με την παρουσία ιόντων ασβεστίου (Ca++), εξασκεί 

ενζυμική επίδραση στον παράγοντα X, για να σχηματισθεί ο ενεργοποιημένος παράγοντας X (FXa), iii) Η 

επίδραση του ενεργοποιημένου παράγοντα X για το σχηματισμό της προθρομβίνης-ο ρόλος του 

παράγοντα V: Ο ενεργοποιημένος παράγοντας X σχηματίζει αμέσως σύμπλεγμα με τα φωσφολιπίδια των 

ιστών, που αποτελούν μέρος του ιστικού παράγοντα, είτε με επιπρόσθετα φωσφολιπίδια, που 

απελευθερώνονται από αιμοπετάλια, καθώς και με τον παράγοντα V, με αποτέλεσμα τον σχηματισμό του
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ενεργοποιητή της προθρομβίνης. Σε λίγα δευτερόλεπτα αυτός ο παράγοντας διασπά την προθρομβίνη για να 

σχηματιστεί η θρομβίνη (εικόνα 2). Στην αρχή, ο παράγοντας V που βρίσκεται στο σύμπλεγμα του 

ενεργοποιητή της προθρομβίνης είναι ανενεργός, με την έναρξη όμως της διαδικασίας της πήξης, η 

πρωτεολυτική ενέργεια της θρομβίνης προκαλεί την ενεργοποίηση του παράγοντα V. Με αυτόν τον τρόπο, ο 

παράγοντας αυτός καθίσταται ένας ισχυρός επιπρόσθετος επιταχυντής της ενεργοποίησης της προθρομβίνης. 

Έτσι στο τελικό σύμπλεγμα του ενεργοποιητή της προθρομβίνης, ο ενεργοποιημένος παράγοντας X αποτελεί 

την πραγματική πρωτεάση. που προκαλεί τη διάσπαση της προθρομβίνης σε θρομβίνη (Berne R. & Levy Μ. 

2002).

Εικόνα 2. Εξωγενής οδός πήξης του αίματος

Ο ενδογενής μηχανισμός για την έναρξη της πήξης του αίματος: Ο ενδογενής μηχανισμός για την 

έναρξη του σχηματισμού του ενεργοποιητή της προθρομβίνης και κατά συνέπεια και της διεργασίας της πήξης, 

αρχίζει με την έκθεση του αίματος στο κολλαγόνο, που εκκρίνεται από το τραυματισμένο αγγειακό τοίχωμα. Η 

σειρά των διαδοχικών αντιδράσεων, είναι η εξής: ί) Ενεργοποίηση του παράγοντα XII και απελευθέρωση 

φωσφολιπιδίων από τα αιμοπετάλια: Η έκθεση του αίματος προς το κολλαγόνο του αγγειακού τοιχώματος, 

μεταβάλλει δύο σημαντικούς παράγοντες της πήξης του αίματος, τον παράγοντα XII και τα αιμοπετάλια. Όταν 

ο παράγοντας XII διαταραχθεί, όπως όταν έρχεται σε επαφή με κολλαγόνο, είτε με επιφάνεια που μπορεί να 

υποστεί διαβροχή όπως είναι το γυαλί, η διαμόρφωση του μορίου του μεταβάλλεται και μετατρέπεται σε
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πρωτεολυτικό ένζυμο, που ονομάζεται ενεργοποιημένος παράγοντας XII (FXIIa). Παράλληλα, προκαλείται 

βλάβη στα αιμοπετάλια, εξαιτίας είτε της επαφής τους με το κολλαγόνο ή με επιφάνεια που μπορεί να υποστεί 

διαβροχή, με αποτέλεσμα την απελευθέρωση φωσφολιπιδίων απ’ αυτά, ϋ) Ενεργοποίηση του παράγοντα XI: 

Ο ενεργοποιημένος παράγοντας XII, επενεργεί ως ένζυμο στον παράγοντα XI και καταλύει την ενεργοποίησή 

του. iii) Ενεργοποίηση του παράγοντα IX από τον ενεργοποιημένο παράγοντα XI: Ο ενεργοποιημένος 

παράγοντας XI (FXIa), στη συνέχεια επιδρά ως ένζυμο στον παράγοντα IX για να ενεργοποιήσει και αυτόν τον 

παράγοντα, παρουσία ιόντων ασβεστίου, ίν) Ενεργοποίηση του παράγοντα Χ-ο ρόλος του παράγοντα VIII: 

Ο ενεργοποιημένος παράγοντας IX (FIXa), επιδρά με τον ενεργοποιημένο παράγοντα VIII και με τα 

φωσφολιπίδια που προέρχονται από τα τραυματισμένα αιμοπετάλια, καθώς και με τον αιμοπεταλικό παράγοντα 

3 στην ενεργοποίηση του παράγοντα X, παρουσία ιόντων ασβεστίου. Η ενεργοποίηση αυτή πραγματοποιείται, 

συνήθως στην κυτταροπλασματική μεμβράνη των αιμοπεταλίων που έχουν ενεργοποιηθεί, μπορεί όμως να 

γίνει και επάνω στο αγγειακό ενδοθήλιο. Είναι σαφές ότι σε περιπτώσεις, όπου τα επίπεδα του παράγοντα VIII, 

είτε τα αιμοπετάλια είναι μειωμένα, αυτή η φάση είναι ανεπαρκής. Χαρακτηριστικά, στην κλασική 

αιμορροφιλία απουσιάζει ο παράγοντας VIII και γι’ αυτό αυτός ο παράγοντας ονομάζεται αντιαιμορροφιλικός 

παράγοντας (Berne R. & Levy Μ. 2002) και ν) Η ενέργεια του ενεργοποιημένου παράγοντα X για το 

σχηματισμό του ενεργοποιητή της προθρομβίνης-ο ρόλος του παράγοντα V: Αυτή η φάση της ενδογενούς 

οδού είναι ίδια με τη φάση της εξωγενούς οδού, δηλαδή ο ενεργοποιημένος παράγοντας X συνδέεται με τον 

παράγοντα V και με φωσφολιπίδια από τα αιμοπετάλια είτε από τους ιστούς, για να σχηματίσει το σύμπλεγμα 

που ονομάζεται ενεργοποιητής της προθρομβίνης. Στη συνέχεια, ο ενεργοποιητής της προθρομβίνης αρχίζει σε 

δευτερόλεπτα τη διάσπαση της προθρομβίνης για το σχηματισμό της θρομβίνης και μ’ αυτό τον τρόπο θέτει σε 

κίνηση το τελευταίο στάδιο της διεργασίας της πήξης (Berne R. & Levy Μ. 2002) (εικόνα 3).
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Εικόνα 3. Ενδογενής οδός πήξης του αίματος

COLLAGEN IV

««Inhibitor

FIX

ANTITHROMBIN III Cii++

F Xa F Villa PF3

PROTHROMBIN II

I FVa
------] F Xa PF3

Thrombin

Ι.Γ2) Μετατροπή της προθρομβίνης σε θρομβίνη

Η προθρομβίνη είναι μια πρωτεΐνη του πλάσματος, συγκεκριμένα μια α2- σφαιρίνη με μοριακό βάρος 

68700. Είναι ασταθής πρωτεΐνη και μπορεί να διασπάται εύκολα σε μικρότερα μόρια, ένα από τα οποία είναι η 

θρομβίνη, η οποία έχει μοριακό βάρος 33700, το μισό εκείνου της προθρομβίνης. Συγκεκριμένα, ο 

ενεργοποιητής της προθρομβίνης, παρουσία ικανών ποσών ιοντισμένου ασβεστίου, μετατρέπει τη προθρομβίνη 

σε θρομβίνη (εικόνα 4), η οποία με τη σειρά της προκαλεί τον πολυμερισμό των μορίων του ινωδογόνου σε 

δοκίδες ινώδους, μέσα σε 10 έως 15 δευτερόλεπτα, για να προκληθεί ο σχηματισμός του θρόμβου (Babior Μ & 

Stossel ΤΡ. 1984).

Η προθρομβίνη παράγεται από το ήπαρ συνεχώς, χρησιμοποιείται δε σε ολόκληρο το σώμα για τη πήξη 

του αίματος. Εάν το ήπαρ αδυνατεί να παράγει προθρομβίνη, η συγκέντρωση της στο πλάσμα ελαττώνεται σε 

λίγες ώρες τόσο χαμηλά, ώστε να μην είναι σε θέση να προκαλεί πήξη του αίματος. Κατά συνέπεια, τόσο η 

παρουσία της ηπατικής νόσου, η οποία παρακωλύει τη φυσιολογική σύνθεση της προθρομβίνης, όσο και η 

έλλειψη της βιταμίνης Κ (απαραίτητη για την παραγωγή της προθρομβίνης από το ήπαρ), είναι δυνατό αρκετά 

συχνά να ελαττώνουν τη συγκέντρωση της προθρομβίνης στο πλάσμα τόσο ώστε να εμφανίζεται αιμορραγική 

διάθεση.
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FXa

FII
προθρομβίνη

Εικόνα 4. ΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΘΡΟΜΒΙΝΗΣ (Flla). Ο FXa με την ενίσχυση των FV, PF3 και Ca++ ενεργοποιεί την

προθρομβίνη σε θρομβίνη.

Ι.Γ3) Η επίδραση της θρομβίνης στο ινωδογόνο για το σχηματισμό του ινώδους-Σγηιιατισιιός του 

θρόμβου

Το ινωδογόνο είναι μια πρωτεΐνη μεγάλου μοριακού βάρους (340.000 kDa) και βρίσκεται στο πλάσμα 

σε ποσά από 100 ως 700 mg/dL. Το ινωδογόνο παράγεται από το ήπαρ, και η ηπατική νόσος μπορεί σε μερικές 

περιπτώσεις να προκαλεί ελάττωση της συγκέντρωσης του στο πλάσμα, όπως και της συγκέντρωσης της 

προθρομβίνης. Εξαιτίας του μεγάλου του μεγέθους, ελάχιστο μόνο ινωδογόνο διαφεύγει προς το μεσοκυττάριο 

υγρό και εφόσον αποτελεί ένα από τους ουσιαστικούς παράγοντες της πήξης, τα μεσοκυττάρια υγρά 

εμφανίζουν πενιχρή ή καθόλου πηκτικότητα.

Η θρομβίνη είναι πρωτεϊνικό ένζυμο με πρωτεολυτικές ικανότητες. Επιδρά στο μόριο του ινωδογόνου, 

από το οποίο απομακρύνει τέσσερα πεπτίδια χαμηλού μοριακού βάρους, με αποτέλεσμα το σχηματισμό 

μονομερών μορίων ινώδους, και επίσης έχει την ικανότητα να ενεργοποιεί τον παράγοντα XIII (FXIIIa). Τα 

παραγόμενα μονομερή του ινώδους μέσα σε λίγα δευτερόλεπτα πολυμερίζονται, οδηγώντας έτσι στο 

σχηματισμό δομών που συγκροτούν έναν ασταθή θρόμβο. Ο θρόμβος αυτός, μέσα σε λίγα λεπτά υπό την 

επίδραση του παράγοντα Xllla μετατρέπεται σε αδιάλυτο θρόμβο ινώδους (εικόνα 5). Γι’ αυτό το λόγο, ο 

FXIIIa ονομάζεται σταθεροποιητικός παράγοντας του ινώδους και βρίσκεται σε μικρά ποσά με τις 

σφαιρίνες του πλάσματος, αλλά απελευθερώνεται επίσης από τα αιμοπετάλια που εγκλωβίζονται μέσα στο 

θρόμβο. Δρα ως ένζυμο, που καταλύει το σχηματισμό ομοιοπολικών δεσμών μεταξύ των μονομερών μορίων 

του ινώδους, με αποτέλεσμα την ενίσχυση της ανθεκτικότητας του μεγάλου δικτύου του ινώδους (Eastham RD. 

1984).
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Εικόνα 5. Μηχανισμός σχηματισμού και σταθεροποίησης του ινώδους

Ι.Α) Φυσικοί ανασταλτές του ιιηγανισμού τικ πιί£τκ του αίματος

Ο αποτελεσματικός έλεγχος και η ρύθμιση της διαδικασίας σχηματισμού του θρόμβου είναι αναγκαίος, 

έτσι ώστε ο θρόμβος αφενός να περιορίζεται στο σημείο της βλάβης και αφετέρου να λύεται ικανοποιητικά 

όταν αυτό απαιτείται.

Πιθανώς, οι σημαντικότεροι παράγοντες για τη παρακώλυση της πήξης του αίματος στο φυσιολογικό 

αγγειακό σύστημα, είναι η λεία επιφάνεια του ενδοθηλίου και διάφορες πρωτεΐνες που είναι συνδεδεμένες με 

τα ενδοθηλιακά κύτταρα και αποτρέπουν την ενεργοποίηση του ενδογενούς συστήματος πήξης. Όταν 

προκληθεί βλάβη του ενδοθηλιακού τοιχώματος, τόσο η ελαστικότητα όσο και οι συνδεδεμένες πρωτεΐνες 

χάνονται, γεγονός που συντελεί στην ενεργοποίηση του παράγοντα XII και των αιμοπεταλίων, με αποτέλεσμα 

την έναρξη της ενδογενούς οδού πήξης.

α) Η αντιθρομβινική επίδραση του ινώδους και της αντιθρομβίνης III: Ανάμεσα στα 

σημαντικότερα αντιπηκτικά που περιέχονται στο αίμα, είναι εκείνα που απομακρύνουν τη θρομβίνη από το 

αίμα. Τα ισχυρότερα από αυτά, είναι οι δοκίδες του ινώδους που σχηματίζονται κατά τη διάρκεια της πήξης και 

μια α-σφαιρίνη. η αντιθρομβίνη III (ΑΤΙΙΙ).

Κατά το σχηματισμό του θρόμβου, το 85-90% περίπου της παραγόμενης θρομβίνης από την 

προθρομβίνη, προσροφάται στις δοκίδες του ινώδους κατά το σχηματισμό τους. Με αυτόν τον τρόπο 

προφανώς, παρακωλύεται η διοχέτευση της θρομβίνης προς το υπόλοιπο αίμα, με αποτέλεσμα την προφύλαξη 

από υπέρμετρη επέκταση του θρόμβου.

Η θρομβίνη που δεν προσροφάται από τις δοκίδες του ινώδους, πολύ γρήγορα συνδέεται με την 

αντιθρομβίνη III, η οποία αποκλείει την επίδραση της θρομβίνης στο ινωδογόνο και στη συνέχεια αδρανοποιεί 

τη συνδεδεμένη θρομβίνη στα επόμενα 12 έως 20 λεπτά (Erslev AJ & Gabuzda T.G. 1997). Η ΑΤΙΙΙ

απενεργοποιεί και τους παράγοντες IXa, Xa, XIa, δημιουργώντας συμπλέγματα 1:1.
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β) Η οδός της πρωτεΐνης C: Το σύστημα που αποτελείται από την πρωτεΐνη C (PC), και τον 

συμπαράγοντά της, την πρωτεΐνη S (PS), απενεργοποιεί έμμεσα τη θρομβίνη. Η οδός της PC, ενεργοποιείται 

από το σύμπλεγμα θρομβίνη ς/Ορομβομοντουλίνης (Τ/ΤΜ) που βρίσκεται στο ενδοθήλιο. Η ενεργοποιημένη PC 

(APC) με την παρουσία του συμπαράγοντά της PS, είναι ικανή να απενεργοποιεί τους παράγοντες Va και 

Villa, αναστέλλοντας έτσι αποτελεσματικά τον ενεργοποιητή της προθρομβίνης.

1.Ε) Μηγανισιιός ινωδόλυσικ

Παράλληλα με τη δημιουργία του θρόμβου, δραστηριοποιείται το ινωδολυτικό σύστημα. Πρόκειται για 

ένα σύνολο ενζύμων και αναστολέων που αποτελούν τον κύριο αμυντικό μηχανισμό, ο οποίος προστατεύει από 

τη θρόμβωση. Περιλαμβάνει ένα ανενεργό προένζυμο, που απαντά στο πλάσμα του αίματος και ονομάζεται 

πλασμινογόνο ή προινωδολυσίνη. Το πλασμινογόνο όταν ενεργοποιείται, μετατρέπεται σε πλασμίνη ή 

ινωδολυσίνη (ενεργό ένζυμο). Η πλασμίνη είναι πρωτεολυτικό ένζυμο, το οποίο πέπτει τις δοκίδες του ινώδους 

σε διαλυτά προϊόντα.

Η ενεργοποίηση του πλασμινογόνου γίνεται από ειδικά ένζυμα, τους ενεργοποιητές του πλασμινογόνου, 

προκειμένου να σχηματισθεί η πλασμίνη (εικόνα 6). Δυο σημαντικοί τύποι ενεργοποιητών του πλασμινογόνου 

είναι: ο ιστικός ενεργοποιητής (tissue-type plasminogen activator, tPA) και ο ενεργοποιητής τύπου 

ουροκινάσης (urokinase-type plasminogen activator, uPA). Από τους ιστούς και το ενδοθήλιο των αγγείων που 

έχουν υποστεί βλάβη, απελευθερώνεται ο t-PA. Ο t-PA και μεγάλα ποσά του πλασμινογόνου προσροφούνται 

στο ινώδες, οπότε ο t-PA σε μια ή δυο ημέρες, μετά την επίσχεση της αιμορραγίας από το θρόμβο, ενεργοποιεί 

το πλασμινογόνο και η πλασμίνη που σχηματίζεται απομακρύνει το θρόμβο. Πράγματι πολλά μικρά αιμοφόρα 

αγγεία στα οποία η ροή του αίματος είχε διακοπεί, διανοίγονται και πάλι με αυτό το μηχανισμό (Beme R. & 

Levy Μ. 2002). Ο uPA, που παράγεται στα νεφρικά κύτταρα, συνδέεται με ειδικό κυτταρικό υποδοχέα και 

προκαλεί ενεργοποίηση του κυτταρικά συνδεδεμένου πλασμινογόνου. Επιπρόσθετα, υπάρχουν και πλασματικοί 

ενεργοποιητές του πλασμινογόνου, όπως οι παράγοντες XI, XII και η καλλικρεϊνη.

Ι.Ε1) Ανασταλτές του ινωδολυτικού μηχανισμού

Οι ανασταλτές του ινωδολυτικού μηχανισμού που απαντώνται στον οργανισμό, ταξινομούνται σε δύο 

ομάδες: τους αναστολείς των ενεργοποιητών του πλασμινογόνου και τους αδρανοποιητές της πλασμίνης 

(εικόνα 6). Ο κύριος αναστολέας των ενεργοποιητών του πλασμινογόνου, tPA και uPA, και επομένως της 

ινωδόλυσης (της φυσιολογικής δηλαδή διάσπασης των πηγμάτων του αίματος) είναι ο αναστολέας-1 του 

πλασμινογόνου (plasminogen activator inhibitor-1, ΡΑΙ-1). Παράγεται κυρίως από το ενδοθήλιο των αγγείων 

και το ήπαρ, αλλά εκκρίνεται επίσης και από άλλους τύπους ιστών, όπως το λιπώδη ιστό. Το γονίδιο για τον 

ΡΑΙ-1, PLANH1, βρίσκεται στο χριομόσωμα 7 (7q21,3-q22).



Η άλλη μορφή του ΡΑΙ-1. ο αναστολέας-2 του πλασμινογόνου (plasminogen activator inhibitor-2, 

ΡΑΙ-2), εκκρίνεται μόνο από τον πλακούντα και υφίσταται σε σημαντικές ποσότητες μόνο κατά τη διάρκεια 

της κύησης. Ο ΡΑΙ-2, αδρανοποιεί κυρίως την ουροκινάση και δευτερευόντως τον tPA.

Σημαντικοί αδρανοποιητές της πλασμίνης, είναι η α2-αντιπλασμίνη και η α2-μακροσφαιρίνη, με 

κυριότερο την α2-αντιπλασμίνη. η οποία παράγεται κυρίως στα ηπατικά κύτταρα και απαντά στο πλάσμα του 

αίματος και στα άλλα υγρά του σώματος.

Tissue plasminogen

Εικόνα 6. Ρύθμιση του ινωδολυτικού μηχανισμού

II. ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΟΙ & ΠΑΘΟΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΟΙ ΡΟΛΟΙ ΤΟΥ ΡΑΙ-1

Ο αναστολέας-1 του ενεργοποιητή του πλασμινογόνου (ΡΑΙ-1), ανήκει στην οικογένεια των 

αναστολέων πρωτεασών σερίνης (serine protease inhibitors, SERPINs). Ανακαλύφθηκαν 3 διαφορετικές 

μορφές του αναστολέα των ενεργοποιητών του πλασμινογόνου (ΡΑΙ): ο ΡΑΙ-1 που απαντάται στην 

κυκλοφορία του αίματος, ο ενδοκυττάριος ΡΑΙ-2 που περιέχεται κυρίως στα λευκοκύτταρα, τον πλακούντα και 

στο πλάσμα εγκύων γυναικών και ο ΡΑΙ-3, ο οποίος αποτελεί αναστολέα της πρωτεΐνης C. Σήμερα έχει 

προταθεί μια καινούρια ονοματολογία για τα ΡΑΙ, με βάση τις φυλογενετικές τους σχέσεις. Τώρα λοιπόν το 

ΡΑΙ-1 αποκαλείται Serpin El. το ΡΑΙ-2 Serpin Β2 και το ΡΑΙ-3 Serpin Α5. Στην οικογένεια των SERPINs, 

συμπεριλαμβάνονται: η αντιθρομβίνη III, η οποία αποτελεί τον σημαντικότερο αναστολέα της πήξης του
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αίματος, η α2-αντιπλασμίνη, ο αναστολέας των αΐ-πρωτεασών, που είναι ο σπουδαιότερος αναστολέας της 

ελαστάσης των ουδετερόφιλων και ο αναστολέας της πρωτεΐνης C, ο οποίος είναι ένας σημαντικός αναστολέας 

διαφόρων πρωτεασών, που παρουσιάζονται στο αναπαραγωγικό σύστημα. Ελλείψεις των παραπάνω 

αναστολέων, διασαφηνίστηκαν από μοντέλα γονιδιακών ελλειμμάτων που δημιουργήθηκαν σε ποντίκια ή από 

παθολογίες ασθενών. Συγκεκριμένα, η έλλειψη της αντιθρομβίνης III οδηγεί σε θρομβωτική διάθεση, 

ανεπαρκείς ποσότητες της α2-αντιπλασμίνης επάγουν αιμορραγικές διαταραχές, η έλλειψη του αναστολέα της 

αΐ-πρωτεάσης προκαλεί πνευμονικό εμφύσημα, ενώ στην περίπτωση έλλειψης του αναστολέα της πρωτεΐνης 

C. προκαλείται στειρότητα στους άνδρες.

Ο ΡΑΙ-1, αποτελεί τον κύριο αναστολέα της ενεργοποίησης του πλασμινογόνου από τον ιστικού τύπου 

(t-) και τον τύπου ουροκινάσης (υ-) ενεργοποιητές του πλασμινογόνου (ΡΑ) στους ανθρώπους. Επίσης, ο ΡΑΙ-1 

αναστέλλει τις πλασμίνη και θρυψίνη, καθώς και τη θρομβίνη και την ενεργοποιημένη πρωτεΐνη C σε 

μικρότερο όμως βαθμό.

Ο t-PA θεωρείται γενικά υπεύθυνος για την ενδοαγγειακή ενεργοποίηση του πλασμινογόνου και η 

δράση του ρυθμίζεται από τη παρουσία του ινώδους. Από την άλλη πλευρά, ο u-PA είναι ο σημαντικότερος 

ενεργοποιητής του πλασμινογόνου σε μεταναστευτικά κύτταρα και η δραστικότητά του ρυθμίζεται από τη 

παρουσία του υποδοχέα του (u-PAR), ο οποίος εντοπίζεται στη μεμβράνη διαφορετικών κυττάρων. Συνεπώς ο 

αναστολέας-1 του πλασμινογόνου, είναι ικανός να αναστέλλει όχι μόνο την ενδοαγγειακή ινωδόλυση, αλλά 

επίσης και τη συνδεδεμένη με κύτταρα πρωτεόλυση. Επιπρόσθετα, ο ΡΑΙ-Ι εκτός από τη δυνατότητά του να 

δεσμεύει και να αδρανοποιεί τους ενεργοποιητές του πλασμινογόνου, διαθέτει και άλλους προσδέτες, οι οποίοι 

μπορούν να διαμεσολαβήσουν στις λειτουργίες του. Αυτοί οι προσδέτες περιλαμβάνουν τις 

γλυκοζαμινογλυκάνες, τις πρωτεΐνες της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας, όπως είναι η βιτρονεκτίνη, και μέλη 

της υπεροικογένειας των υποδοχέων της λιποπρωτεΐνης χαμηλής πυκνότητας (low-density lipoprotein 

receptor, LDLR), και ειδικότερα τον υποδοχέα λιποπρωτεΐνης που συνδέεται με πρωτεΐνη (lipoprotein 

receptor-associated protein, LRP).

Η δράση του ΡΑΙ-1, ρυθμίζεται στενά στο επίπεδο της μεταγραφής. Ο κύριος ρυθμιστής της έκφρασης 

του ΡΑΙ-Ι και κατά συνέπεια της τοπικής του δράσης, είναι μια κυτοκίνη, που ονομάζεται αυξητικός 

παράγοντας μεταμόρφωσης β (transforming growth factor-β, TGF-β). Το σύστημα ενεργοποίησης του 

πλασμινογόνου από το u-PA, είναι ικανό να μετατρέπει τον TGF-β στην ενεργή του μορφή και διαδοχικά αυτός 

ο παράγοντας επάγει τον ΡΑΙ-1, ο οποίος όπως προαναφέρθηκε αναστέλλει τον u-PA. Έτσι, η δράση του TGF- 

β ρυθμίζεται με τη σειρά της από τον ΡΑΙ-1, και αυτή η <TGF·^ αυτορυθμιστική θηλιά> που δημιουργείται. 

συνδέει τον ΡΑΙ-1 με την επούλωση του τραύματος. Αρκετές άλλες συναινετικές αλληλουχίες μεταγραφικών 

παραγόντων, έχουν αναγνωριστεί στην περιοχή του υποκινητή του γονιδίου του ΡΑΙ-1, όπως για παράδειγμα οι 

ρυθμιστές του πολλαπλασιασμού των υπεροξειδιοσωμάτων (peroxisomal proliferator regulators, PPARs), που
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μεσολαβούν στις επιδράσεις των λιπιδίων πάνω στην έκφραση του ΡΑΙ-1. Ωστόσο καμία από αυτές τις 

συναινετικές θέσεις πρόσδεσης. δε φαίνεται να μεσολαβεί σε κάποια φλεγμονώδη απόκριση, γεγονός που έχει 

παρατηρηθεί σε αρκετές in vivo έρευνες και κυτταροκαλλιέργειες. Η δράση του ΡΑΙ-1. ελέγχεται επίσης από το 

περιβάλλον. Χαρακτηριστικά, στην ελεύθερη, μη δεσμευμένη μορφή του, ο χρόνος ημιζωής του ΡΑΙ-1 είναι 

μικρός και αυτός ο αναστολέας μετατρέπεται στην ανενεργή μορφή του, ύστερα μόνο από λίγα λεπτά. Όταν 

όμως δεσμεύεται με μια πρωτεΐνη της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας, τη βιτρονεκτίνη, ο χρόνος ημιζωής του 

ΡΑΙ-1 ως ενεργή πρωτεΐνη, παρατείνεται περισσότερο από 10 φορές, κάνοντας την θεμέλια ουσία ανθεκτική 

στην πρωτεόλυση που δημιουργείται από κύτταρα-εισβολείς.

Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, ο ΡΑΙ-1, απελευθερώνεται στην κυκλοφορία και τον εξωκυττάριο 

χώρο από λίγα μόνο κύτταρα. Συγκεκριμένα, τα κύτταρα του ήπατος, τα λεία μυϊκά κύτταρα (smooth muscle 

cells, SMC), τα λιποκύτταρα και τα αιμοπετάλια, αποτελούν τις σημαντικότερες πηγές του αναστολέα-1 του 

πλασμινογόνου. Τα επίπεδα του ενεργού ΡΑΙ-1 που καταλήγουν στο πλάσμα, είναι μόνο 5-20 ng/mL και είναι 

επαρκή για τον έλεγχο της ινωδόλυσης και της εξωκυτταρικής πρωτεόλυσης. Ωστόσο κάτω από παθολογικές 

συνθήκες, διάφοροι άλλοι ιστοί εκκρίνουν αρκετά μεγάλες ποσότητες του ΡΑΙ-1, όπως τα καρκινικά κύτταρα, 

τα ενδοθηλιακά κύτταρα ως απόκριση σε φλεγμονώδεις κυτοκίνες και άλλα ενεργοποιημένα από φλεγμονή 

κύτταρα. Αυξημένα επίπεδα του ΡΑΙ-1 στο πλάσμα συνεπώς, ανευρίσκονται σε ασθενείς με σοβαρή σήψη, 

αλλά επίσης και σε άτομα με άλλες οξείες ή χρόνιες φλεγμονώδεις ασθένειες, όπως η αρτηριοσκλήρυνση. Ο 

αναστολέας-1 του πλασμινογόνου ρυθμίζεται θετικά από τις φλεγμονώδεις κυτοκίνες και επομένως μπορεί να 

εκτιμηθεί ως δείκτης για μια προοδευτική φλεγμονώδη διαδικασία. Επίσης, είναι σημαντικό να τονιστεί ότι 

κανένα τυπικό στοιχείο απόκρισης στη φλεγμονή, δεν έχει βρεθεί στην περιοχή του υποκινητή του γονιδίου του 

ΡΑΙ-1 και έτσι παραμένει ακόμη άγνωστος ο μηχανισμός μέσω του οποίου διεγείρεται η έκφραση του ΡΑΙ-1 

κατά τη διάρκεια της φλεγμονής.

Μη ξεκάθαρη παραμένει η ακριβής φυσιολογική ή παθοφυσιολογική λειτουργία του ΡΑΙ-1 στους 

ανθρώπους. Είναι κατανοητό ότι η έλλειψη αυτού του αναστολέα, προκαλεί φαινοτυπικά αιμορραγία σε 

γενετικώς τροποποιημένα ποντίκια. Το ίδιο παρατηρείται επίσης και σε ασθενείς με ανεπαρκείς ποσότητες του 

ΡΑΙ-1. ενώ στην περίπτωση που τα ποντίκια υπερεκφράζουν τον ΡΑΙ-1, σημειώνεται θρομβωτική διάθεση. 

Ωστόσο, δε έχουν ξεκαθαριστεί ακόμη τα συμπτώματα που μπορούν να προκληθούν από τα μετρίως αυξημένα 

επίπεδα του ΡΑΙ-1, το κατά πόσο τα αυξημένα επίπεδα αυτού του αναστολέα, που βρίσκονται σε ασθενείς είναι 

βλαβερά και το αν συμβάλλουν στην πρόκληση ασθένειας ή πετυχαίνουν μια προοδευτική διαδικασία 

επανόρθωσης. Επιπρόσθετα, δεν υπάρχει μια σαφή συσχέτιση ανάμεσα στα αυξημένα επίπεδα του αναστολέα 

των ενεργοποιητών του πλασμινογόνου και σε θρομβωτική διάθεση στους ανθρώπους. Θα μπορούσε να 

θεωρηθεί ότι ο ΡΑΙ-1 εμπλέκεται σε διαδικασίες επούλωσης, επάγοντας έτσι τη ρύθμιση του δυναμικού της 

τοπικής πρωτεόλυσης και με αυτό τον τρόπο να ελέγχει την κυτταρική μετανάστευση. Έχουν βρεθεί ότι ο
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υψηλός ρυθμός έκφρασης του ΡΑΙ-Ι σε καρκινικά κύτταρα, συσχετίζεται με τη κακοήθεια αυτών των 

κυττάρων, ότι ποντίκια με έλλειψη του ΡΑΙ-1 είναι επιρρεπή σε επιταχυνόμενη αρτηριοσκλήρυνση και 

επαναστένωση και ότι η έλλειψη αυτού του αναστολέα συνδέεται με κάποιο τρόπο με ανωμαλίες στην τοπική 

αγγειογένεση, στο μοντέλο της μεταμόσχευσης όγκου. Τα παραπάνω ευρήματα υποδηλώνουν επιπρόσθετες 

λειτουργίες του ΡΑΙ-1, οι οποίες δεν αποδίδονται στην κύρια δράση του, να αναστέλλει δηλαδή τους 

ενεργοποιητές του πλασμινογόνου.

Η δομή του ΡΑΙ-1

Ο ΡΑΙ-1 είναι μια γλυκοπρωτεΐνη που έχει μια μόνο αλυσίδα και μοριακό βάρος -50.000. Η ώριμη 

μορφή αυτού του αναστολέα, που εκκρίνεται από τα κύτταρα, συνίσταται από 379 αμινοξέα και περιέχει -13% 

υδατάνθρακα. Το μόριο του ΡΑΙ-1. παρουσιάζει έλλειψη σε κατάλοιπα κυστεϊνης, αλλά περιέχει πολλαπλά 

κατάλοιπα μεθειονίνης, τα οποία μπορούν να εξηγήσουν την ευαισθησία αυτού του μορίου στη μη αντιστρεπτή 

αδρανοποίησή του από οξειδωτικούς παράγοντες. Η έλλειψη των καταλοίπων κυστεϊνης και κατά συνέπεια των 

δισουλφιδικών δεσμών, μπορεί εναλλακτικά να ερμηνεύσει την αστάθεια του ΡΑΙ-1 σ’ ένα διάλυμα. Το ενεργό 

κέντρο αυτού του αναστολέα (Arg346-Met347), περιέχεται εντός της εκτεθειμένης περιοχής (εικόνα 7), που 

βρίσκεται στο καρβοξυτελικό άκρο του μορίου και λειτουργεί ως ψευδοϋπόστρωμα για τις πρωτεάσες σερίνης- 

στόχους.
Θηλιά που περιέχει ίο ενεργό κέντρο 
(Reactive Center Loop, RCL)

Εικόνα 7. Τρισδιάστατη δομή του μορίου του ΡΑΙ-1, στη φυσική 

ενεργή του διαμόρφωση (S), που παρουσιάζεται με τη μορφή 

κορδελών. Ο χωρικός προσανατολισμός της θηλιάς που περιέχει το 

ενεργό κέντρο (Ser’~"-Lys,46), καθορίζει την κατάσταση δράσης του 

μορίου και ρυθμίζει τις ικανότητες του δέσμευσης. Στη περίπτωση 

σχηματισμού συμπλόκου του ΡΑΙ-1 με τους PAs, η μυστική 

επικράτεια πρόσδεσης (Lys69), καθίσταται ευπρόσιτη για πρόσδεση 

\. στον LRP.

\ Μυστική LRP -επικράτεια πρόσδεσης

Ο αναστολέας-1 του πλασμινογόνου απαντάται σε διάφορες διαμορφώσεις, ενεργές, μη ενεργές ή 

λανθάνουσες. Η φυσική ενεργή μορφή του αναστολέα (S), μετατρέπεται αυθόρμητα στη λανθάνουσα μορφή 

του (R), με χρόνο ημιζωής ~lh. Αντίθετα, η λανθάνουσα μορφή μπορεί να μετατραπεί στην ενεργή, με τη 

χρήση αποδιατακτικών ουσιών, αρνητικά φορτισμένων φωσφολιπιδίων ή βιτρονεκτίνης, αν και αυτή η τρίτη 

αντίδραση είναι ιδιαίτερα αργή. Ο ΡΑΙ-1 είναι ο μοναδικός SERPIN, που μπορεί και μεταβαίνει από τις ενεργές 

στις ανενεργές καταστάσεις διαμόρφωσης και αντίστροφα. Πρόσφατα, αναλύθηκε η τρισδιάστατη δομή της
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λανθάνουσας-ανενεργής μορφής του ΡΑΙ-1. Σ’ αυτή τη δομή, ολόκληρη η αμινοτελική πλευρά της θηλιάς που 

περιέχει το ενεργό κέντρο, παρεμβάλλεται ως ένας κεντρικός κλώνος μέσα στο β-φύλλο Α (εικόνα 8). και αυτό 

ερμηνεύει την αυξημένη σταθερότητα του ΡΑΙ-Ιστη λανθάνουσα μορφή του, καθώς και την έλλειψη της 

ανασταλτικής του δράσης σ’ αυτή τη μορφή.

Εικόνα 8. Η λανθάνουσα μορφή του ΡΑΙ-1, κατά την οποία η θηλιά με το ενεργό κέντρο (με 

κόκκινο), παρεμβάλλεται στο κέντρο του αναστολέα, ως ένας επιπρόσθετος κλώνος του β- 

φύλλου Α (με μπλε).

Έχει αναγνωριστεί μια δεύτερη επίσης ανενεργή μορφή του ΡΑΙ-1, η οποία προκύπτει από την 

οξείδωση ενός ή περισσοτέρων κρίσιμων καταλοίπων μεθειονίνης στον ενεργό αναστολέα. Η ανάλυση του 

οξειδωμένου αναστολέα, υποδεικνύει ότι η αδρανοποίησή του σχετίζεται με τη γρήγορη αλλαγή της 

διαμόρφωσής του σε μια δομή, η οποία διακρίνεται από την ενεργή και τη λανθάνουσα μορφές του. Η 

αδρανοποίηση του ΡΑΙ-1 μέσω οξείδωσης, μπορεί να είναι ένας σημαντικός μηχανισμός ρύθμισης των 

ενεργοποιητών του πλασμινογόνου. Οι ελεύθερες ρίζες του οξυγόνου, που παράγονται τοπικά από 

ουδετερόφιλα ή άλλα κύτταρα, μπορούν να απενεργοποιήσουν τον ΡΑΙ-1, επιτρέποντας έτσι την αναγέννηση 

της δράσης της πλασμίνης στις θέσεις της μόλυνσης ή σε περιοχές ιστικής ανακατασκευής.

Ο αναστολέας-1 του πλασμινογόνου μπορεί να σχηματίσει σύμπλεγμα με τον u-PA, ο οποίος είναι 

ειδικά προσδεδεμένος στον υποδοχέα του, τον u-PAR. Στη συνέχεια, το σύμπλοκο αναστολέας-πρωτεάση- 

υποδοχέας που δημιουργείται, μπορεί να απομακρυνθεί από τη κυτταρική επιφάνεια, μέσω των μελών της 

οικογένειας των LDLR, όπως ο LRP. Μάλιστα, ο ΡΑΙ-1 αποτελεί τον παράγοντα γεφύρωσης ανάμεσα στο 

σύμπλοκο u-PA - u-PAR και τον LRP. Χαρακτηριστικά, η επικράτεια πρόσδεσης της ηπαρίνης του αναστολέα, 

περιλαμβάνει μια υψηλής συγγένειας μυστική θέση πρόσδεσης του LRP (Lys69), η οποία είναι εκτεθειμένη και 

καθίσταται προσιτή για την πρόσδεση του LRP, όταν ο ΡΑΙ-1 βρίσκεται συμπλοκοποιημένος με πρωτεάσες. 

Κατόπιν, το σύμπλεγμα u-PA - αναστολέας υποβάλλεται σε αποικοδόμηση στα λυσοσώματα, ενώ ο u-PAR 

ανακυκλώνεται και επανεμφανίζεται στη κυτταρική επιφάνεια. Επίσης, μέσω της ενδοκυττάρωσης του 

συ μπλόκου LRP-PAI-1-u-PAR. είναι πολύ πιθανό να λαμβάνουν χώρα ενδοκυτταρικά σηματοδοτικά γεγονότα, 

τα οποία θα μπορούσαν να συνδέονται με τις ανεξήγητες μέχρι τώρα επιδράσεις του ΡΑΙ-1 στη κυτταρική
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προσκόλληση. Ο ΡΑΙ-1 διαδραματίζει εξίσου σημαντικό ρόλο στην εκκαθάριση του t-PA. κατά την οποία το 

ενδοκυτταρωμένο t-PA μεταφέρεται στα λυσοσώματα και αποικοδομείται (εικόνα 9).

Εικόνα 9. Σχηματική αναπαράσταση της δράσης του ΡΑΙ-1. Ο ΡΑΙ-1 δεν αναστέλλει μόνο την τοπική πρωτεόλυση και 

ινωδόλυση, αλλά επίσης επάγει την ανακύκλωση των συμπλοκών, που δημιουργούνται μεταξύ των ενεργοποιητών του 

πλασμινογόνου και αυτού του αναστολέα, με ή χωρίς υποδοχείς και επιπρόσθετα επάγει ενδοκυτταρικά σηματοδοτικά 

γεγονότα.

Το γονίδιο του ΡΑΙ-1 και οι ρυθμιστικές περιοχές του

Το ανθρώπινο γονίδιο του ΡΑΙ-Ι, έχει μέγεθος -12.2 kb και αποτελείται από 9 εξόνια και 8 ιντρόνια. Το

γονίδιο εντοπίζεται στον μεγάλο βραχίονα του χρωμοσώματος 7. Η μεταγραφή του γονιδίου δίνει 2 διακριτά

μετάγραφα. τα οποία καταλήγουν σε ώριμα mRNA με διαφορετικά μήκη των αμετάφραστων περιοχών τους,

λόγω της εναλλακτικής πολυαδενυλίωσης. Το 3' άκρο του μακρύτερου μεταγράψου, περιέχει μια αλληλουχία

πλούσια σε AT (αυτή απουσιάζει από το βραχύτερο μετάγραφο), η οποία είναι ομόλογη με τις αλληλουχίες που

εμπλέκονται στον έλεγχο της σταθερότητας του mRNA και άρα είναι σημαντική για τη διαφορική ρύθμιση του

αναστολέα. Συγκρίσεις αλληλουχιών αποκαλύπτουν συναινετικές αλληλουχίες για αρκετά γνωστά ρυθμιστικά

στοιχεία, που οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η περιοχή που τις περιλαμβάνει αποτελεί τον υποκινητή του

γονιδίου του ΡΑΙ-1. Επίσης, δυο είδη επαναλαμβανόμενου DNA, εντοπίζονται μέσα στο δομικό γονίδιο του

ΡΑΙ-1. καθώς και στις αλληλουχίες που το πλαισιώνουν και είναι τα εξής: ί) 12 στοιχεία Alu και ϋ) 5

επαναλήψεις ενός μακρύ πολύ (Pur) στοιχείου. Αυτά τα Alu-Pur στοιχεία, αποτελούν υποσύνολο της πλούσιας

Alu οικογένειας επαναληπτικών αλληλουχιών. Επιπλέον, στην περιοχή του υποκινητή του γονιδίου του ΡΑΙ-1,
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υπάρχει η συναινετική ΤΑΤΑΑ αλληλουχία για την πρόσδεση της RNA πολυμεράσης και 2 επίσης είδη 

πολυμορφισμών, οι 4G/5G & G/A πολυμορφισμοί.

Ρύθμιση της βιοσύνθεσης του ΡΑΙ-1 in vitro

In vitro μελέτες υποδεικνύουν ότι ο ΡΑΙ-1 συντίθεται από μια ποικιλία κυττάρων και ότι η βιοσύνθεσή 

του παρακινείται από διάφορους αυξητικούς παράγοντες, κυτοκίνες και ορμόνες.

• Μεσολαβητές φλεγμονής: Ο λιποπολυσακχαρίτης (LPS), επιφέρει αύξηση των επιπέδων του ΡΑΙ-1 

στο πλάσμα, σε ασθενείς με Gram-αρνητική σηψαιμία. Ανάλυση των επιδράσεων του LPS πάνω στην έκφραση 

του γονιδίου του αναστολέα, σε καλλιέργειες κυττάρων, υποδείχνει ότι η σύνθεση του ΡΑΙ-1 από ανθρώπινα 

και βοδινά ενδοθηλιακά κύτταρα διεγείρεται από τον λιποπολυσακχαρίτη. Οι επιδράσεις του LPS, 

επιτυγχάνονται εν μέρει με τη μεσολάβηση του παράγοντας νέκρωσης όγκων-α (tumor necrosis factor-α, 

TNF-α). Αυτή η κυτταροκίνη, παρουσιάζει αντιινωδολυτική δράση, καθώς διεγείρει τη σύνθεση του ΡΑΙ-1 από 

τα ενδοθηλιακά κύτταρα και τα ΗΤ-1080 κύτταρα ινοσαρκώματος και ελαττώνει την παραγωγή του t-PA απ' 

αυτά τα κύτταρα. Μία άλλη κυτοκίνη, η ιντερλευκίνη-1 (IL-1), παρουσιάζει την ίδια αντιινωδολυτική δράση 

με αυτή του TNF-α. Αυτοί οι δυο μεσολαβητές της φλεγμονής, επάγουν τη δράση του ιστικού παράγοντα στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα, ο οποίος με τη σειρά του επάγει τελικά την αυξημένη παραγωγή της θρομβίνης και έτσι 

προωθείται ο σχηματισμός και η εναπόθεση του ινώδους.

• TGF-βΙ: Η κυτοκίνη TGF-βΙ, βρίσκεται άφθονη στα α-κοκκία των αιμοπεταλίων, από όπου μπορεί 

να απελευθερωθεί ύστερα από αγγειακή βλάβη και να διεγείρει την τοπική έκφραση του ΡΑΙ-1 σε μεταγραφικό 

επίπεδο. Χαρακτηριστικά, στην περιοχή του υποκινητή του γονιδίου του ΡΑΙ-1, περιέχονται στοιχεία 

απόκρισης στον TGF-βΙ, στα οποία προσδένονται πυρηνικές πρωτεΐνες, όπως οι SMAD πρωτεΐνες (GAGA 

boxes). Προκειμένου να αποκριθούν τα κύτταρα στην απελευθέρωση του TGF-βΙ, θα πρέπει πρώτα αυτή η 

κυτοκίνη να προσδεθεί στους ειδικούς υποδοχείς της τύπου I και II, που είναι κινάσες σερίνης-θρεονίνης. Στη 

συνέχεια, το ενεργό σύμπλοκο του υποδοχέα του TGF-βΙ, φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί τις smad2 και 

smad3 πρωτεΐνες, οι οποίες σχηματίζουν σύμπλοκο με την smad4. Αυτές οι πυρηνικές πρωτεΐνες, 

παρουσιάζουν ρόλο-κλειδί στο TGF-βΙ σηματοδοτικό μονοπάτι. Στη συνέχεια, μεταφέρονται στον πυρήνα, 

προσδένονται στις ειδικές τους αλληλουχίες που περιέχονται στην περιοχή του υποκινητή του γονιδίου του 

ΡΑΙ-1, αλληλεπιδρούν με άλλους παράγοντες πρόσδεσης στην περιοχή του υποκινητή του γονιδίου (TFE3, c- 

Ski & c-Sno ογκοπρωτεΐνες, SKIP) και ρυθμίζουν τη μεταγραφή του. Συγκεκριμένα, η αλληλεπίδραση των 

προσδεδεμένων smad3 και smad4 και μεταγραφικού παράγοντα του ενισχυτή ελαφριάς αλυσίδας 

ανοσοσφαιρίνης 3 (transcriptional factor for immunoglobulin heavy chain enhancer 3, TFE3), στις αντίστοιχες 

ειδικές τους αλληλουχίες εντός του υποκινητή του αναστολέα-1, επάγει τη μεταγραφή του γονιδίου του ΡΑΙ-1. 

Οι ογκοπρωτεΐνες c-Ski και c-Sno. αλληλεπιδρούν άμεσα με τις smad2, smad3 και smad4 και καταστέλλουν τη 

μεταγραφή του γονιδίου του αναστολέα, μέσω της στρατολόγησης ενός πυρηνικού συμπλόκου συγκαταστολέα.
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Η Ski-αλληλεπιδρώσα πρωτεΐνη (Ski-interacting protein, SKIP), η οποία είναι ένας συνενεργοποιητής 

πυρηνικού υποδοχέα ορμόνης, αλληλεπιδρά in vivo με τις πυρηνικές smad2 και smad3 πρωτεΐνες και επαυξάνει 

την εξαρτώμενη από τον TGF-βΙ, μεταγραφή του γονιδίου του αναστολέα.

• Τριγλυκερίδια και ελεύθερα λιπαρά οξέα.· Ένα στοιχείο απόκρισης στη λιποπρωτεΐνη πολύ χαμηλής 

πυκνότητας (καλύπτει την περιοχή από -672 έως -657 του υποκινητή του ΡΑΙ-1), είναι υπεύθυνο για την 

επίδραση των τριγλυκεριδίων του πλάσματος πάνω στην έκφραση του ΡΑΙ-1. Πλησιέστερα του στοιχείου 

απόκρισης στη VLDL. εντοπίζεται ο πολυμορφισμός 4G/5G και πιθανότατα μπορεί να υπάρχει κάποια 

σύνδεση μεταξύ τους. Τα ελεύθερα λιπαρά οξέα (free fatty acids, FFA) είναι αυξημένα σε άτομα με 

σακχαρώδη διαβήτη. Τα FFA αυξάνουν την έκφραση του ΡΑΙ-Ι στην ανθρώπινη ηπατωματική κυτταρική 

σειρά Hep G2, ενεργοποιώντας συγκεκριμένα έναν μεταγραφικό παράγοντα, που προσδένεται στην αλληλουχία 

5 -TG(G C) 1-2CTG-3'. Η αλληλουχία αυτή επαναλαμβάνεται 4 φορές στην περιοχή του υποκινητή του 

γονιδίου του αναστολέα, μεταξύ των βάσεων -528 και -599 και είναι σχεδόν όμοια με τη θέση πρόσδεσης στο 

DNA της ρυθμιστικής πρωτεΐνης Spl. Επίσης, ο μεταγραφικός παράγοντας PPARy (πυρηνικός υποδοχέας που 

εκφράζεται κυρίως στον λιπώδη ιστό και παίζει σημαντικό ρόλο στη διαφοροποίηση των λιποκυττάρων, τη 

λιπογένεση και την πρόσληψη γλυκόζης), μπορεί να εμπλέκεται στη ρύθμιση του ΡΑΙ-1 και γενικά οι PPARs 

μπορεί να συμμετέχουν σε αγγειακές ασθένειες.

• Εστέρες φορβόλης: Οι μεταγραφικοί παράγοντες c-Jun/c-Fos είναι σημαντικοί για την επαγωγή της 

ενεργοποίησης της μεταγραφής του ΡΑΙ-1. Χαρακτηριστικά, η επαγωγή του 1,2- μυριστικού, 13-οξικού εστέρα 

φορβόλης (phorbol 1,2-myristate 13-acetate, PMΑ), επάγει πρώτα την αύξηση των επιπέδων mRNA των 

παραγόντων c-Jun/c-Fos και δευτερευόντως μόνο, την ενεργοποίηση της μεταγραφής του αναστολέα-1 του 

πλασμινογόνου. Δυο ΡΜΑ-στοιχεία απόκρισης (μεταξύ -79 και -72 & μεταξύ -58 και -50), έχουν αναγνωριστεί 

στον υποκινητή του ΡΑΙ-1, στα οποία προσδένονται δυο διακριτά σύμπλοκα που και τα δυο περιέχουν τον c- 

Jun. Ο μεταγραφικός παράγοντας που μοιάζει με ελικάση (helicase-like transcription factor, HLTF), έχει 

την ικανότητα να προσδένεται στο αποκαλούμενο B-box (-82 έως -65) του υποκινητή του ΡΑΙ-Ι και φαίνεται 

να μην εμπλέκεται στην επαγόμενη από τον ΡΜΑ ενεργοποίηση της μεταγραφής, αλλά αντιθέτως στη βασική 

ενεργοποίηση της μεταγραφής του ΡΑΙ-1 μέσω της αλληλεπίδρασής του με τους μεταγραφικούς παράγοντες, 

Spl και Sp3.

• ρ53 και κυτταρικός κύκλος: Μια θέση πρόσδεσης της ρ53 στην περιοχή (-160 μέχρι -139) του 

υποκινητή του ΡΑΙ-1, έχει αναγνωριστεί ότι είναι υπεύθυνη για τη διέγερση της μεταγραφής του αναστολέα 

ύστερα από την πρόσδεσή της ρ53. Ο ίδιος μεταγραφικός παράγοντας ρ53, μπορεί να καταστείλει τη 

μεταγραφή των u-PA και t-PA, οι οποίοι θα μπορούσαν να επάγουν με τη σειρά τους την ενεργοποίηση 

διάφορων παραγόντων υπεύθυνων για την πρωτεολυτική αποδόμηση της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας και μ’ 

αυτό τον τρόπο η ρ53 προάγει την τοπική κυτταρική εισβολή και μετάσταση. Επίσης, φαίνεται να υπάρχει μια
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εξαρτώμενη από τον κυτταρικό κύκλο ρύθμιση του ΡΑΙ-1. Είναι γνωστό ότι ο ΡΑΙ-1, ρυθμίζεται από τον 

κυτταρικό κύκλο, παρουσιάζοντας αυξημένη έκφραση κατά τη διάρκεια της ενεργοποίησης της αύξησης 

(μετάβαση από τη G0 στη G| φάση του κύκλου) και επομένως ο ΡΑΙ-1 μπορεί να χαρακτηριστεί ως ένας 

έμμεσος δείκτης του πολλαπλασιασμού.

ΡΑΙ-1 & ασθένειες

•Ο ρόλος του ΡΑΙ-1 στις αγγειακές ασθένειες: Τα αυξημένα επίπεδα του ΡΑΙ-1 στο πλάσμα, 

σχετίζονται θετικά με τον κίνδυνο ανάπτυξης ασθένειας σε στεφανιαία αρτηρία, καθώς επίσης με την έκταση 

της αρτηριοσκλήρυνσης, την επαναστένωση. το έμφραγμα του μυοκαρδίου και την εν τω βάθει φλεβική 

θρόμβωση. Η αυξημένη τοπική έκφραση του ΡΑΙ-1. παρατηρείται κατά την επαναστένωση και στις 

αθηροσκληρωτικές πλάκες. Συνεπώς αυτός ο αναστολέας, φαίνεται να αποτελεί μόριο-κλειδί στις θρομβωτικές 

αγγειακές ασθένειες. Η έκφραση του ΡΑΙ-Ι στην αθηροσκλήρωση, συσχετίζεται με τη γήρανση των αγγειακών 

SMC in vitro.

• ΡΑΙ-1 και μεταβολικές διαταραχές: Τα επίπεδα του ΡΑΙ-1 στο πλάσμα, σχετίζονται στενά με τις 

συγκεντρώσεις των τριακυλογλυκερολών του ορού και με την αντίσταση στην ινσουλίνη. Επομένως, ο 

αναστολέας μπορεί να εκπροσωπεί έναν σύνδεσμο ανάμεσα στην αντίσταση στην ινσουλίνη και την ασθένεια 

σε στεφανιαία αρτηρία. Τα επίπεδα των ελεύθερων λιπαρών οξέων, των τριακυλογλυκερολών και της 

ινσουλίνης στο πλάσμα, είναι αυξημένα στην περίπτωση του σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2 και της αντίστασης 

στην ινσουλίνη και μπορεί να αποτελούν τους μεσολαβητές της αύξησης του ΡΑΙ-1. Η προινσουλίνη, η VLDL- 

τριακυλογλυκερόλη και τα FFAs, διεγείρουν την παραγωγή του ΡΑΙ-Ι από τα ηπατοκύτταρα, δεδομένου ότι οι 

VLDL και τα FFAs ενισχύουν την έκφραση του αναστολέα σε καλλιέργειες ανθρώπινων ενδοθηλιακών 

κυττάρων. Σε μια πρόσφατη έρευνα, ο συνδυασμός υπερινσουλιναιμίας, υπεργλυκαιμίας, και 

υπερτριγλυκεριδαιμίας, κατέληξε σε αύξηση του ΡΑΙ-1 στο πλάσμα υγιών ανθρώπων.

• ΡΑΙ-1 και άλλες ασθένειες: Προκειμένου να εξετάσουμε τη σημασία της ισορροπίας ανάμεσα στους 

PAs και τον ΡΑΙ-1, έχουν δημιουργηθεί διάφορες σειρές γενετικώς τροποποιημένων ποντικιών. οι οποίες είτε 

υπερεκφράζουν είτε στερούνται πλήρως τον ΡΑΙ-1. Σε αντίθεση με τους ασθενείς με χαμηλά ή ανύπαρκτα 

επίπεδα του αναστολέα, ποντίκια ανεπαρκή στον ΡΑΙ-1, δεν εκδηλώνουν αυτόματη ή καθυστερημένη 

αιμορραγία, ακόμη και ύστερα από τραύμα. Από την άλλη πλευρά, διαγονιδιακά ποντίκια με υψηλά επίπεδα 

του ΡΑΙ-1 στο αίμα, λόγω της έκφρασής του κάτω από τον έλεγχο του υποκινητή της μυϊκής μεταλλοθειονίνης, 

αναπτύσσουν φλεβικούς θρόμβους και βλάβες στην ουρά και στα πόδια, μέσα στην πρώτη εβδομάδα ύστερα 

από την γέννηση. Εκτός των αιμοστατικών διαταραχών, τα υψηλά επίπεδα του αναστολέα-1 του 

πλασμινογόνου στο αίμα, συσχετίζονται επίσης με την παχυσαρκία. Κλινικές μελέτες αποδεικνύουν ότι η 

απώλεια βάρους λόγω της χειρουργικής θεραπείας ή της δίαιτας, ελαττώνει σημαντικά τα επίπεδα του ΡΑΙ-1 

στο αίμα σε παχύσαρκα άτομα. Ο ΡΑΙ-1 παίζει επίσης σημαντικό ρόλο σε οξείες και χρόνιες φλεγμονώδεις

20



πνευμονικές διαταραχές. Στο σύνδρομο αναπνευστικής δυσχέρειας σε ενήλικες, στην ιδιοπαθή πνευμονική 

ίνωση. τη υπεροξειδική πνευμονική βλάβη και τη βρογχοπνευμονική δυσπλασία, βρέθηκαν ενδοκυψελώδη 

εναπόθεση ινώδους και πνευμονική ίνωση. Όλες αυτές οι ασθένειες, χαρακτηρίζονται από υψηλά επίπεδα του 

ΡΑΙ-1. τα οποία βρέθηκαν σε βρογχοκυψελιδικά υγρά . Ο ΡΑΙ-1 φαίνεται να παίζει επίσης ρόλο στις νεφρικές 

ασθένειες. Έχει αναφερθεί ότι τα αυξημένα επίπεδα αυτού του αναστολέα, συνδέονται με το νεφρωσικό 

σύνδρομο και το αιμολυτικό ουραιμικό σύνδρομο (απόθεση ινώδους στο σπείραμα). Σημαντικός είναι επίσης, ο 

ρόλος του ΡΑΙ-1 και σε διάφορες διαδικασίες που σχετίζονται με κακοήθεια, όπως η εισβολή του κυτταρικού 

όγκου, η μετάσταση και η νεοαγγείωση. Όγκοι σε ΡΑΙ-1 knockout ποντίκια, επιδεικνύουν χαμηλότερους 

δείκτες πολλαπλασιασμού και υψηλότερους δείκτες απόπτωσης και παρουσιάζουν διαφορετική νεοαγγειακή 

μορφολογία, εν συγκρίσει με τα ποντίκια άγριου τύπου. Αυτά τα αποτελέσματα συμφωνούν με του μειωμένους 

ρυθμούς ανάπτυξης των όγκων, σ' αυτά τα ΡΑΙ-1 knockout ποντίκια.

III. ΠΑΘΟΦΥΣΙΟΛΟΠΑ ΤΗΣ ΑΘΗΡΟΓΕΝΕΣΗΣ (ΑΘΗΡΩΜΑΤΙΚΗΣ ΠΛΑΚΑΣ)

Οι αρτηρίες του ανθρώπου υφίστανται αλλαγές με την πάροδο της ηλικίας. Η αύξηση του πάχους των 

αρτηριών είναι μια φυσιολογική διαδικασία και συμβαίνει σε όλους τους ανθρώπους. Κανένας δεν μπορεί να 

αποφύγει μια σκλήρυνση των αρτηριών σε μικρότερο ή μεγαλύτερο βαθμό. Αυτές όμως οι αλλαγές που 

συμβαίνουν με την πάροδο της ηλικίας στις αρτηρίες, δεν εμποδίζουν κατά κανόνα την κύρια αποστολή τους, 

να μεταφέρουν δηλαδή το οξυγόνο και τις θρεπτικές ουσίες σε όλα τα σημεία του σώματος. Στην περίπτωση 

της αρτηριοσκλήρυνσης, η αύξηση του πάχους μιας αρτηρίας, οφείλεται στη δημιουργία μιας πλάκας στο 

εσωτερικό του αγγείου. Αυτή είναι η περίφημη αθηρωματική πλάκα.

Αν κόψουμε εγκάρσια μια αρτηρία θα δούμε ότι το τοίχωμά της, αποτελείται από διάφορα στρώματα. Η 

φυσιολογική αρτηρία, μπορεί να θεωρηθεί ένας σωλήνας με λεία μυϊκά κύτταρα, όπου στο εσωτερικό της 

υπάρχει ένα στρώμα από κύτταρα σαν <φόδρα>, που ονομάζεται ενδοθήλιο (εικόνα 10). Η διάμετρος του 

αυλού της κάθε αρτηρίας, μπορεί να αυξομειώνεται ανάλογα με τις ανάγκες του οργάνου στο οποίο στέλνει 

αίμα. Στην άσκηση πχ. οι μύες χρειάζονται περισσότερο αίμα και οι αρτηρίες που το μεταφέρουν αυξάνουν τη 

διάμετρό τους. Αυτό επιτυγχάνεται με την παραγωγή διαφόρων ουσιών από τα κύτταρα του ενδοθηλίου των 

αγγείιον. 11 αρτηριοσκλήρωση αρχίζει όταν τραυματίζεται το ενδοθήλιο. Οι παράγοντες κινδύνου ή αλλιώς οι 

προδιαθεσικοί παράγοντες της αρτηριοσκλήρυνσης, δηλαδή τα υψηλά επίπεδα χοληστερόλης και 

τριγλυκεριδίων στο αίμα, η αρτηριακή υπέρταση, ο σακχαρώδης διαβήτης, το κάπνισμα, το βεβαρημένο 

οικογενειακό ιστορικό (γονείς με στεφανιαία νόσο σε ηλικία μικρότερη των 60 ετών), προκαλούν κάποιας 

μορφής <τραυματισμό> στο ενδοθήλιο. Κατόπιν τα μονοκύτταρα, ενεργοποιούνται και κινούνται από το αίμα 

και μέσω του τραυματισμένου ενδοθηλίου μιας αρτηρίας στο τοίχωμα αυτής. Μέσα στο τοίχωμα τα μακροφάγα
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μετασχηματίζονται σε αφρώδη κύτταρα, τα οποία είναι κύτταρα που συλλέγουν λιπαρά υλικά, κυρίως 

χοληστερόλη.

Αρτηρία

Διάμεσος χιτώνας: λεία 
μυϊκά κύτταρα και 
ελαστικές ίνες.

χιτώνας: 
ενδοθηλιακά κύτταρα που 
επικαλύπτουν τον αυλό όλων 
των αγγείων.

χιτώνας: ινες 
κολλαγόνου

Εικόνα 10. Σχηματική απεικόνιση μιας αρτηρίας

Ταυτόχρονα, τα λεία μυϊκά κύτταρα κινούνται από το μέσο χιτώνα προς το ενδοθήλιο και εκεί 

πολλαπλασιάζονται. Επίσης, συνδετικός και ελαστικός ιστός συσσωρεύονται κάτω από το ενδοθήλιο, καθώς 

και συντρίμμια κυττάρων, κρύσταλλοι χοληστερόλης και ασβέστιο. Αυτή η συσσώρευση των αφρωδών 

κυττάρων, των λείων μυϊκών κυττάρων και άλλων υλικών, διαμορφώνει μια ετερόκλητη συσσώρευση, 

αποκαλούμενη αθήρωμα ή αθηρωσκληρυντική πλάκα (εικόνα 1 I). Καθώς η πλάκα μεγαλώνει από τη συνεχή 

εναπόθεση των ανωτέρω υλικών, παχύνεται και καταλαμβάνει το εσωτερικό της αρτηρίας. Αυτό δημιουργεί 

τοπικά στένωση της αρτηρίας, που εμποδίζει την ομαλή ροή του αίματος.

Η στένωση των στεφανιαίων αρτηριών, γίνεται από το σχηματισμό μιας πλάκας (αθήρωμα) στο 

τοίχωμα της αρτηρίας. Με το χρόνο η πλάκα αυξάνει σε πάχος, έτσι ώστε να μικραίνει τη διάμετρο του αυλού 

της αρτηρίας, δηλαδή προκαλείται στένωση του αγγείου. Η ροή του αίματος ελαττώνεται, εφ’ όσον η στένωση 

του αυλού της αρτηρίας γίνει μεγαλύτερα του 50% της διαμέτρου ή μεγαλύτερα του 75% του εμβαδού της 

επιφάνειας του αυλού της αρτηρίας. Η ελάττωση της προσφοράς οξυγόνου στο μυοκάρδιο, εκφράζεται κλινικά 

με τη στηθάγχη.
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Εικόνα 11. Βλάβη του ενδοθηλίου οδηγεί στην εναπόθεση λιπιδίων, χοληστερόλης, αιμοπεταλίων, άχρηστων 

κυτταρικών προϊόντων, ασβεστίου και άλλων ουσιών στο τοίχωμα της αρτηρίας. Το αποτέλεσμα είναι να μειώνεται 

η διάμετρος της αρτηρίας και κατά συνέπεια να ελαττώνεται η ροή του αίματος, περιορίζοντας έτσι την παροχή 

οξυγόνου. Συχνά θρόμβος αίματος, σχηματίζεται κοντά στην πλάκα και την αποφράσει, διακόπτοντας έτσι τη ροή του 

αίματος.

Η εξέλιξη της αθηρωματικής πλάκας, μπορεί να γίνει με διαφορετικούς τρόπους. Άλλες φορές οι πλάκες 

μεγαλώνουν σιγά-σιγά, με αποτέλεσμα να περιορίζουν όλο και περισσότερο το αίμα προς τον καρδιακό μυ και 

να προκαλείται επιδείνωση της στηθάγχης, με συχνότερα και πιο παρατεταμένης διάρκειας επεισόδια πόνου. 

Πολλές φορές όμως, οι πλάκες υφίστανται ρήξη και αναπτύσσεται θρόμβος στην επιφάνειά τους. 

Συγκεκριμένα, ο θρόμβος συνήθως αρχίζει να αναπτύσσεται, εκεί όπου η πλάκα έχει αναπτυχθεί σε τέτοιο 

βαθμό, ώστε να έχει διαβρώσει το ενδοθήλιο του αγγείου και να έρχεται σε επαφή με το αίμα που ρέει μέσα 

από την αρτηρία. Επειδή η επιφάνεια της πλάκας δεν είναι λεία, αρχίζουν να προσκολλώνται στην τραχεία της 

επιφάνεια, αιμοπετάλια, να σχηματίζεται και να εναποτίθεται ινώδες και να εγκλωβίζονται τα έμμορφα 

συστατικά του αίματος, με αποτέλεσμα το σχηματισμό του θρόμβου (εικόνα 12). Στην περίπτωση αυτή, 

διακόπτεται τελείως η ροή του αίματος προς μια περιοχή της καρδιάς, η οποία μη λαμβάνοντας οξυγόνο, 

νεκρώνεται. Η νέκρωση ενός μέρους του μυοκαρδίου, καλείται έμφραγμα.
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Αναπτυσσόμενη αθηρωματική πλάκα

Εικόνα 12. Αύξηση της αθηρωματικής πλάκας 
& ανάπτυξη θρόμβου στην επιφάνειά της.

Θρόμβος αίματος που σχηματίζεται 
στην επιφάνεια της πλάκας.

ΙΙΙ.Α) Συμμετοχή ττκ Φλεγμονής στη δημιουργία τικ αθηρωματικικ πλάκας

Διάφοροι παράγοντες φαίνεται να αποτρέπουν ή να συμβάλλουν στην ανάπτυξη ινωδών πλακών, 

όπως τα αυξημένα επίπεδα ομοκυστεϊνης στον ορό, η υπέρταση και ορμόνες, όπως τα οιστρογόνα. Τα 

αυξημένα επίπεδα ομοκυστεϊνης, βλάπτουν τα ενδοθηλιακά κύτταρα και διεγείρουν τα λεία μυϊκά κύτταρα να 

υπερπλαστούν (Gerhard GT et al., 1999). Η επίδραση της αυξημένης αρτηριακής πίεσης στην εξέλιξη των 

βλαβών, διαμεσολαβείται έως ένα βαθμό από το σύστημα ρενίνης-αγγειοτενσίνης. Χαρακτηριστικά, η 

αγγειοτενσίνη II διεγείρει άμεσα την υπερπλασία των λείων μυϊκών κυττάρων και την παραγωγή εξωκυττάριας 

ουσίας. Τα οιστρογόνα έχουν πολλαπλές αντιαθηρωματικές ιδιότητες, συμπεριλαμβανομένου και των θετικών 

επιδράσεων στο λιπιδαιμικό προφίλ και διεγείρουν την παραγωγή προστακυκλίνης και NO (Nathan L et al.,

(1997

Στα σημερινά δεδομένα της αθηρωμάτωσης, η αλλαγή της ενδοθηλιακής ομοιόστασης, λόγω της δράσης 

ανταγωνιστών με τοπική ή συστηματική δράση, όπως η δράση της LDL χοληστερόλης, μηχανικές 

καταπονήσεις (αρτηριακή υπέρταση), τοξικές ουσίες από το τσιγάρο ή οξειδωτικές ενώσεις, μολυσματικοί 

παράγοντες, αυτοάνοσες ασθένειες και ομοκυστεϊναιμία, αποτελούν σημαντικούς παράγοντες διαμόρφωσης και 

σχηματισμού της αθηρωματικής πλάκας. Επίσης, παρατηρείται μεταβολή της κινητικής ικανότητας των 

κυττάρων της κυκλοφορίας, εξαιτίας της προσκόλλησής τους στα ενδοθηλιακά κύτταρα μέσω των ιντεγκρινών 

και των σελεκτινών. Αυτά τα μόρια προσκόλλησης, διαμορφώνουν τη στρατολόγηση και τη συνάθροιση των
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μονοκυττάρων, των μακροφάγων, των λεμφοκυττάρων καν των αιμοπεταλίων, τα οποία τροποποιούν τη 

διαπερατότητα της ενδοθηλιακής στιβάδας. Η μετανάστευση των λευκοκυττάρων στο αρτηριακό τοίχωμα, 

ακολουθείται από την απελευθέρωση προφλεγμονωδών παραγόντων, συγκεκριμένα ιντερλευκινών, TNF, 

πμοσδέτη CD40 (CD40 ligand), κυκλοοξυγενάσης τύπου 2 (cyclooxygenase-2, COX2) και 

μεταλλοπρωτεασών (metalloproteinases, ΜΜΡ). Η κατάσταση της φλεγμονής, υποβάλλεται σε θετική 

ανάδραση μέσω των συστημικών επιδράσεων, της επιπρόσθετης απελευθέρωσης κυτοκινών από τα 

λευκοκύτταρα, της μεγαλύτερης συσσώρευσης οξειδωμένων μορίων LDL (oxidized LDL particles, LDL-OX) 

στην ενδοθηλιακή επιφάνεια, της ηπατικής παραγωγής και απελευθέρωσης φλεγμονωδών ουσιών, όπως η 

αντιδραστική πρωτεΐνη C (reactive C protein, RCP) και της ενεργοποίησης του συστημικού καταρράκτη της 

φλεγμονής και του συστήματος του συμπληρώματος (πίνακας 1). Η παρουσία των μακροφάγων, ενεργοποιεί τη 

φαγοκυττάρωση των αντιγονικών λιπιδιακών μορίων, διαμορφώνοντας έτσι τα αφρώδη κύτταρα στον 

υποενδοθηλιακό χώρο, τα οποία έχουν πιθανώς άμεση σχέση με το βαθμό αποσταθεροποίησης της πλάκας 

(εικόνα 13).

Εικόνα 13. Ένα μολυσμένο μονοκύτταρο, προσκολλάται στο ενδοθήλιο της αρτηρίας και στη συνέχεια μεταναστεύει στον έσω 

χιτώνα της. Κατόπιν, τα μακροφάγα του εσωτερικού χιτώνα της αρτηρίας, φαγοκυτταρώνουν το αντιγόνο και διεγείρεται έτσι 

αυξημένη η πρόσληψη και η οξείδωση της LDL, με αποτέλεσμα τη μετατροπή τους σε αφρώδη κύτταρα. Τα λεία μυϊκά κύτταρα 

επίσης μολύνονται από το αντιγόνο και διεγείρεται ο πολλαπλασιασμός τους. Η μόλυνση των ενδοθηλιακών κυττάρων, οδηγεί στην 

παραγωγή των: ιστικού παράγοντα, ιντερλευκινών 6, 8, Ε-σελεκτίνης, αγγειακού μορίου 1 κυτταρικής προσκόλλησης (vascular-cell- 

adhesion molecule 1, VCAM-1) και ενδοκυττάριου μορίου 1 προσκόλλησης (intracellular-adhesion molecule 1, ICAM-1). Η 

παραγωγή κυτοκινών από τα λεία μυϊκά κύτταρα, επιδρά στη βιολογία του αθηρώματος. Η μόλυνση των μακροφάγων, επάγει την 

παραγωγή μεταλλοπρωτεασών της θεμέλιας ουσίας και ιστικού παράγοντα, τα οποία οδηγούν σε αποσταθεροποίηση της πλάκας και 

σχηματισμό του θρόμβου.
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Πίνακας 1. Στον πίνακα 1, μπορούμε να διακρίνουμε τη λειτουργική διαφοροποίηση του οργανισμού, τα κύτταρα που 

συμμετέχουν σε αυτή, τα μόρια που εκκρίνονται και το βιολογικό αποτέλεσμα που προκαλούν. Κατά την αθηρογένεση, οι κύριοι 

παράγοντες που συμμετέχουν, είναι η Α2 φωσφολιπάση, η αγγειοτενσίνη II, οι ενδοθηλίνες, η θρομβοξάνη. τα οξειδωτικά 

λευκοτριένια, οι τοξίνες του τσιγάρου, η σεροτονίνη και τα κυτταρικά στοιχεία είναι τα αιμοπετάλια και τα ενδοθηλιακά κύτταρα. Η 

ενεργοποίηση μορίων και κυτταρικών στοιχείων, επιτείνει την αιμορραγία στο σημείο της πλάκας, το σχηματισμό του ινώδους, 

την αθηροθρόμβωση και την πιθανή εμβολή.
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Με τη συνέχιση των προφλεγμονωδών ερεθισμάτων, ξεκινά η πολλαπλασιαστική φάση, κατά την 

οποία επιτυγχάνεται ενεργοποίηση των ινοβλαστών. οι οποίοι συνθέτουν κολλαγόνο και έτσι σχηματίζεται το 

ινώδες κάλυμμα του θρόμβου. Η φάση αυτή είναι ιδιαίτερα αξιοσημείωτη, εξαιτίας της έντονης παραγωγής 

ιντερλευκινών, TNF-a και TNF-b, ινοβλαστικού αυξητικού παράγοντα (platelet growth factor, PDGF) και 

λόγω της ωρίμανσης και διαμόρφωσης της πλάκας. Μεταβολές στη συγκρότηση της ενδοκυττάριας μήτρας, 

κυρίως από την δράση των μεταλλοπρωτεασών, καθορίζουν την αποδόμηση του κολλαγόνου, την αύξηση της 

σύνθεσης της ελαστίνης καθώς και χαμηλότερα επίπεδα υδροξυπατίτη. Η εξασθένηση του ινώδους 

καλύμματος, αν και δεν αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση για τη ρήξη της πλάκας, συνδέεται με το βαθμό 

της απόπτωσης των λείων μυϊκών κυττάρων και με την παρουσία των συμπτωμάτων (εικόνα 14).

Stable Unstable Ruptured

Fibrin

WBC

RBC

Platelet

Rupture

Abundant Thick fibrous 
smooth cap

muscle cells

Abundant Thin fibrous
macrophages cap 
and lipid rich

Εικόνα 14. Η στένωση των στεφανιαίων αρτηριών γίνεται από το σχηματισμό μιας πλάκας (αθήρωμα) στο τοίχωμα της 

αρτηρίας, με την πλάκα να αυξάνει σε πάχος έτσι ώστε μικραίνει τη διάμετρο του αυλού της αρτηρίας, δηλαδή να 

προκαλείται στένωση του αγγείου. RBC: red blood cell, WBC: white blood cell.

Πρόσφατες μελέτες, έχουν δείξει ότι η αλληλεπίδραση μεταξύ του αντιγόνου επιφάνειας CD40 (Cluster 

Designation. CD) και του προσδέτη του, CD40L, διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη 

προχωρημένων βλαβών. Η αλληλεπίδραση αυτή είχε προσδιοριστεί αρχικά, ως μέρος βασικών ανοσολογικών 

αντιδράσεων μεταξύ Τ- και Β-κυττάρων, ωστόσο είναι σαφές ότι το CD40 επιπλέον εκφράζεται σε μακροφάγα, 

ενδοθηλιακά και λεία μυϊκά κύτταρα. Η πρόσδεση του CD40 στο CD40L, προκαλεί την παραγωγή 

φλεγμονωδών κυτταροκινών, πρωτεασών που αποδομούν την εξωκυττάρια ουσία και προσκολλητικών μορίων 

(Schonbeck U et al., 2000).
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II1.B) Προγωριηιένες βλάβε€ και θρόμβωση

Από παθολογοανατομίες μελέτες, έχει φανεί ότν η ανάπτυξη του θρόμβου που προκαλεί τα οξέα 

στεφανιαία επεισόδια, εξαρτάται κυρίως από τη σύσταση και την ευπάθεια της αθηρωματικής πλάκας και 

λιγότερο από το βαθμό της μόνιμης στένωσης που προκαλεί. Οι ευπαθείς πλάκες, χαρακτηρίζονται από λεπτή 

ινώδη καλύπτρα (fibrous cap) και αυξημένο αριθμό φλεγμονωδών κυττάρων. Η διατήρηση της ακεραιότητας 

της ινώδους καλύπτρας εξαρτάται από προϊόντα των φλεγμονωδών κυττάρων. Για παράδειγμα, τα Τ-κύτταρα 

παράγουν ιντερφερόνη-γ (IFN-γ), που αναστέλλει την παραγωγή θεμέλιας ουσίας από τα λεία μυϊκά κύτταρα, 

ενώ τα μακροφάγα παράγουν διάφορες πρωτεάσες που διασπούν την εξωκυττάρια ουσία, όπως κολλαγονάσες, 

γελατινάσες και στρωμολυσίνη (Libby Ρ et al., 1999). Συχνά η ρήξη της πλάκας, πραγματοποιείται στα άκρα 

της που είναι πλούσια σε αφρώδη κύτταρα, γεγονός που υποδεικνύει τη σχέση φλεγμονωδών παραγόντων με τη 

θρόμβωση. Αξίζει στο σημείο αυτό να σημειωθεί, ότι παρατηρείται αύξηση των εμφραγμάτων και των 

αγγειακών εγκεφαλικών επεισοδίων κατά τη διάρκεια οξέων λοιμώξεων.

Επιπλέον, η σταθερότητα των αθηροσκληρυντικών βλαβών μειώνεται από τις διαδικασίες της 

αποτιτάνωσης και της νεοαγγείωσης. Η αποτιτάνωση του έσω χιτώνα είναι μια ενεργή διαδικασία, όπου 

κύτταρα που μοιάζουν με περιθηλιακά κύτταρα (pericyte-like cells), οικοδομούν έναν σκελετό, που εν συνεχεία 

αποτιτανώνεται με μια διαδικασία που μικροσκοπικά προσομοιάζει με το σχηματισμό οστού. Η αποτιτάνωση 

ρυθμίζεται από οξυστερόλες και κυτταροκίνες (Watson ΚΕ et al., 1994). Η νεοαγγείωση, δηλαδή η ανάπτυξη 

μικρών αγγείων που ξεκινούν από το μέσο χιτώνα και αναπτύσσονται προς τον έσω χιτώνα, πιθανόν να είναι 

ένα μέσο μεταφοράς και εισόδου και άλλων φλεγμονωδών κυττάρων (Murray CJ & Lopez AD. 1997). Η 

θρομβογονικότητα του πυρήνα της βλάβης, κατά πάσα πιθανότητα εξαρτάται από την παρουσία του ιστικού 

παράγοντα, μιας πρωτεΐνης που αποτελεί κλειδί στην ενεργοποίηση των διαδοχικών αντιδράσεων που 

καταλήγουν στην πήξη. Η παραγωγή ιστικού παράγοντα από τα ενδοθηλιακά κύτταρα και τα μακροφάγα, 

ενισχύεται από οξειδωμένα σωματίδια LDL ή από λοιμώξεις ή από τη σύνδεση του CD40 των ενδοθηλιακών 

κυττάρων στο CD40L των φλεγμονωδών κυττάρων (Schonbeck U et al., 2000). Η έκφραση και άλλων 

προθρομβωτικών μορίων, όπως ο ενεργοποιητής του πλασμινογόνου, φαίνεται να διαδραματίζει επίσης 

σημαντικό ρόλο (Εικόνα 15).
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Εικόνα 15. Προχωρημένες βλάβες και θρόμβωση. Οι αθηρωματικές πλάκες, εξελίσσονται σε ευπαθείς που χαρακτηρίζονται από 

λεπτή ινώδη καλύπτρα, εξαιτίας της αποδόμησης της θεμέλιας ουσίας από διάφορες πρωτεϊνάσες, όπως κολλαγενάσες, γελατινάσες, 

στρωματολυσίνη και καθεψίνες. Μεταξύ των παραγόντων που αποσταθεροποιούν τις πλάκες και επάγουν τη θρόμβωση, είναι οι 

λοιμώξεις, είτε μέσω συστηματικών επιδράσεων, όπως η παραγωγή πρωτεϊνών οξείας φάσης, είτε μέσω τοπικών επιδράσεων, όπως η 

αυξημένη έκφραση ιστικού παράγοντα και η μειωμένη έκφραση του ενεργοποιητή του πλασμινογόνου. Η αποτιτάνωση του έσω 

χιτώνα, είναι μια ενεργή ρυθμιζόμενη διαδικασία, όπου κύτταρα που μοιάζουν με περιθηλιακά κύτταρα, εκκρίνουν και οικοδομούν 

έναν σκελετό, όπου εναποτίθεται φωσφορικό ασβέστιο. Ο σχηματισμός ενός θρόμβου, αποτελούμενου από προσκολλημένα μεταξύ 

τους αιμοπετάλια, που ενισχύεται από δίκτυο ινικής, είναι συνήθως αποτέλεσμα της ρήξης της πλάκας, που εκθέτει τον ιστικό 

παράγοντα του νεκρωτικού πυρήνα στην κυκλοφορία του αίματος. Ο σχηματισμός του θρόμβου, έχει ως αποτέλεσμα το οξύ 

στεφανιαίο επεισόδιο (Lusis AJ. 2000).

IV. ΈΜΦΡΑΓΜΑ ΤΟΥ ΜΥΟΚΑΡΔΙΟΥ ΣΕ ΝΕΑΡΗ ΗΛΙΚΙΑ (ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΓΕΝΕΤΙΚΩΝ & 

ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΙΚΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ)

Έχουν πραγματοποιηθεί πολλές έρευνες, σχετικές με εμφράγματα του μυοκαρδίου σε νέους ανθρώπους, 

με ηλικία μικρότερη από 40 χρονών. Ωστόσο, σύμφωνα με πολλούς συγγραφείς, έμφραγμα μυοκαρδίου σε 

ασθενείς ηλικίας κάτω των 45, θεωρείται έμφραγμα σε νέους. Περίπου το 6-10% των περιστατικών ΜΙ. 

συμβαίνει σε άτομα ηλικίας κάτω των 40 ή 45. Η πλειοψηφία των πασχόντων είναι άντρες, αλλά στις μέρες μας 

έχει παρατηρηθεί σημαντικέ] αύξηση εμφάνισης εμφράγματος του μυοκαρδίου, ανάμεσα στις γυναίκες, καθώς
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ένας στους 4 ασθενείς με ΜΙ, ηλικίας μικρότερης των 45 χρόνων, είναι γυναίκα. Αυτό υποσημειώνει τη 

σημασία της πρόληψης των καρδιαγγειακών ασθενειών στους νέους.

Η κύρια αιτία εμφράγματος στους νέους ανθρώπους (περίπου στο 80% των περιπτώσεων), είναι η 

στεφανιαία αρτηριοσκλήρυνση. μια ασθένεια που λαμβάνει χώρα συνήθως σ' ένα αγγείο. Η αθηροσκληρωτική 

διαδικασία, ξεκινά κατά τη γέννηση και σημαντικές βλάβες στις στεφανιαίες αρτηρίες, μπορούν να 

εμφανιστούν νωρίς, κατά την ηλικία των 25-30 χρόνων. Πολλοί ερευνητές εστιάζουν στο γεγονός, ότι παρόλο 

που η δυναμική της αρτηριοσκλήρυνσης καθορίζεται από τους κλασσικούς παράγοντες κινδύνου, η ευαισθησία 

στους προαθηροσκληρωτικούς παράγοντες, είναι προγραμματισμένη από εξωτερικές επιρροές κατά τη 

διάρκεια της ενδομήτριας ανάπτυξης, πχ. υπερχοληστερολαιμία της μητέρας. Πρόσφατες έρευνες, 

αποδεικνύουν ότι η περιβαλλοντική επίδραση στο γονότυπο, ίσως προάγει την ανάπτυξη ασθένειας στις 

στεφανιαίες αρτηρίες, σε μικρές ηλικίες.

Δεν υπάρχει αμφιβολία για το ότι η παρουσία των κλασσικών παραγόντων κινδύνου, είναι στενά 

συνδεδεμένη με την αθηροσκλήρωση και το έμφραγμα του μυοκαρδίου σε νεαρά άτομα. Με βάση 

μεταθανάτιες εξετάσεις παιδιών και ενηλίκων μικρής ηλικίας, πράγματι αποδεικνύεται ότι η εξέλιξη και η 

έκταση της αρτηριοσκλήρυνσης σ’ αυτό τον πληθυσμό, έχουν ισχυρή σύνδεση με έναν αριθμό παραγόντων 

κινδύνου (πίνακας 2).

Παράγοντος κινδύνου Επικράτηση

Κάπνισμα Γυναίκες: 23%, Ανδρες: 41%

Υπερχοληστερολαιμία Γυναίκες: 23%, Ανδρες: 25%

Υπερτριγλυκεριδαιμία 17%

Αρτηριακή υπέρταση 5%

Αυξημένο βάρος 19%

Παχυσαρκία 5%

Πίνακας 2. Παράγοντες κινδύνου για ΜΙ σε ηλικίες 18-30 χρονών.

■ Κάπνισμα: Πιο πρόσφατες μελέτες, έχουν προσδιορίσει το κάπνισμα, ως τον επικρατέστερο παράγοντα 

κινδύνου σε άνδρες και γυναίκες κάτω των 40 ετών, που πάσχουν από οξύ στεφανιαίο σύνδρομο. Σε έρευνες 

επιδημιολογίας (WOBASZ 2005, NATPOL PLUS 2002), στο γενικό πληθυσμό βρέθηκε ότι περίπου το 25% 

των γυναικών και το 42% των ανδρών, που είχαν επιβιώσει από το πρώτο επεισόδιο ΜΙ, ήταν καπνιστές, 

πολλοί δε απ' αυτούς ηλικίας 18-31.

■ Υπερλιπιδαιιιία: Η υπερλιπιδαιμία απαντάται περίπου στο 29% των ασθενών με ΜΙ, ηλικίας κάτω των 40. Η 

πρόωρη ασθένεια σε στεφανιαία αρτηρία (coronary artery disease, CAD), είναι περισσότερο συνηθισμένη σε
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ασθενείς με οικογενή υπερχοληστερολαιμία, και λιγότερο συχνή σε άτομα με οικογενή μικτή υπερλιπιδαιμία. 

Τα αποτελέσματα πολλών ερευνών, υποδεικνύουν σημαντικά υψηλότερα επίπεδα τριγλυκεριδίων και ολικής 

χοληστερόλης και χαμηλότερη συγκέντρωση HDL-χοληστερόλης, σε ασθενείς με CAD κάτω των 40, σε 

σύγκριση με εκείνους, στους οποίους η ασθένεια συνέβη μετά την ηλικία των 60. Η υψηλή συγκέντρωση της 

LDL-χοληστερόλης στο πλάσμα, αποτελεί ένα σημαντικό παράγοντα κινδύνου για έμφραγμα του μυοκαρδίου, 

σε άνδρες ηλικίας μικρότερης των 45 ετών (Cremer et al. 1997). Η ανύψωση των επιπέδων της ολικής 

χοληστερόλης και της LDL-χοληστερόλης στο αίμα, είναι ισχυρά συνδεδεμένα με την αύξηση του κινδύνου για 

καρδιακή ισχαιμία. Σε ασθενείς με υπερτριγλυκεριδαιμία, ο ανώτατος κίνδυνος καρδιακής ισχαιμίας, επέρχεται 

όταν τα επίπεδα των τριγλυκεριδίων είναι μετρίως αυξημένα, αλλά συνοδεύονται συχνά από σημαντική αύξηση 

της VLDL. Η πρόωρη καρδιακή ισχαιμία σε πρώτου-βαθμού συγγενείς, χαρακτηρίζεται ως ένας ανεξάρτητος 

παράγοντας κινδύνου γι’ αυτή την ασθένεια, σε ηλικία μικρότερη των 40 ετών. Αυτή η επί πολύ καιρό γνωστή 

συγγένεια και οι εθνικές διαφορές στην ευαισθησία για αρτηριοσκλήρυνση, πρόκειται να εξηγηθούν, καθώς η 

έρευνα πάνω στη δομή του DNA συνεχίζεται. Πολλοί προαθηρογενετικοί γενετικοί παράγοντες 

ανακαλύφθηκαν. Η αποπρωτείνη Ε αποτελεί ένα καλό παράδειγμα γενετικού πολυμορφισμού, που τροποποιεί 

τη διεργασία της αθηροσκλήρωσης. Τρία αλληλόμορφα έχουν ανακαλυφθεί για το γονίδιο της Αρο Ε: ε2, ε3 

και ε4. Μια μεγάλη μετα-ανάλυση, που διεξάχθηκε το 2004, προσδιόρισε τη παρουσία του αλληλομόρφου ε4, 

ως ένα σημαντικό παράγοντα κινδύνου για αρτηριοσκλήρυνση και καρδιακή ισχαιμία.

■ Αρτηριακή υπέρταση: Η αρτηριακή υπέρταση, είναι λιγότερο συνηθισμένη στους νέους ασθενείς.

■ Σακγαρώδτκ διαβήτης: Ο σακχαρώδης διαβήτης τύπου 2, επιδρά μόνο στο 3-5% των ασθενών κάτω της 

ηλικίας των 45, ύστερα από έμφραγμα μυοκαρδίου.

■ Παγυσαρκία: Η παχυσαρκία είναι αρκετά συνηθισμένη στην ομάδα των νέων ενηλίκων. Μεταξύ του 35-58% 

των ασθενών κάτω των 45 ετών με ΜΙ, είναι παχύσαρκοι. Χαρακτηριστικά, η παχυσαρκία διπλασιάζει τον 

κίνδυνο εμφράγματος στους άνδρες και αυξάνει τον κίνδυνο στις γυναίκες κατά 2.5 φορές. Ωστόσο ο μοριακός 

μηχανισμός, που εξηγεί την παθογένεση πολλών καρδιαγγειακών ασθενειών σε παχύσαρκα άτομα, δεν είναι 

ξεκάθαρος. Η διαταραχή στον ενδοκυτταρικό μεταβολισμό των λιπιδίων, είναι ένα σημαντικό σημείο στην 

παθογένεση του μεταβολικού συνδρόμου. Συγκεκριμένα, η υπερβολική συσσώρευση των τριγλυκεριδίων, 

εξασθενεί τη λειτουργία των καρδιομυοκυττάρων, του ήπατος και του παγκρέατος.

Οι παράγοντες κινδύνου που παρουσιάστηκαν παραπάνω, εμπλέκονται κυρίως στην ανάπτυξη 

εμφράγματος του μυοκαρδίου, που προκαλείται από αθηροσκλήρωση στις στεφανιαίες αρτηρίες. 

Ωστόσο, στο 20% περίπου των νεαρών ασθενών με ΜΙ, δεν παρουσιάζεται στένωση των στεφανιαίων 

αρτηριών. Σ’ αυτή τη περίπτωση, οι πιο συχνές αιτίες ισχαιμίας, είναι: εμβολή σε στεφανιαίες αρτηρίες 

(5%), θρόμβωση (5%), ανωμαλίες (4%) και φλεγμονή ή σύσπαση του αγγείου.
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Η χρήση κοκαΐνης και αμφεταμίνης, είναι ένας παράγοντας που συνδέεται με αύξηση του αριθμού των 

Mis. Έμφραγμα μυοκαρδίου, ύστερα από κατάχρηση κοκαΐνης, πρωτοδημοσιεύτηκε το 1982. Αυτό το 

ναρκωτικό, προκαλεί αύξηση του καρδιακού ρυθμού και της συστολικής πίεσης του αίματος, μαζί με 

αρτηριακή συστολή. Το αποτέλεσμα είναι η ελάττωση της ροής στις στεφανιαίες αρτηρίες, η οποία καταλήγει 

στην έλλειψη ισορροπίας ανάμεσα στην κατανάλωση και τη παροχή οξυγόνου. Η αύξηση της συσσώρευσης 

των αιμοπεταλίων, που διεγείρεται από τη κοκαΐνη, μπορεί να είναι ένας άμεσος παράγοντας, ο οποίος εκκινεί 

τη θρόμβωση στις στεφανιαίες αρτηρίες. Επιπρόσθετα, το μπλοκάρισμα των καναλιών Na+ στη μεμβράνη του 

προσυναπτικού νευρώνα και η επακόλουθη εκτεταμένη έκλυση νευροδιαβιβαστών, όπως νορεπινεφρίνη και 

ντοπαμίνη, από τις απολήξεις των προσυναπτικών νευρώνων, ύστερα από τη χρήση κοκαΐνης ή αμφεταμίνης, 

αποτελεί έναν άλλο παράγοντα, που πιθανώς να επάγει την ανάπτυξη εμφράγματος. Επί πλέον, η κοκαΐνη 

μπορεί να προκαλέσει άμεση τοξική βλάβη στο μυοκάρδιο, η οποία με τη σειρά της να καταλήξει σε εστιακή 

νέκρωση. Παρουσιάζονται επίσης εμφράγματα σε καπνιστές μαριχουάνας.

Περίπου το 5% των εμφραγμάτων μυοκαρδίου, προκαλείται από διαταραχές στο μηχανισμό της πήξης. 

Η έλλειψη ισορροπίας ανάμεσα στην πήξη και την ινωδόλυση, μπορεί να αυξήσει τον κίνδυνο σχηματισμού 

του θρόμβου στην αμετάβλητη αρτηρία. Τα αιμοπετάλια, και συγκεκριμένα οι διάφοροι πολυμορφισμοί στους 

υποδοχείς τους, (GP lb και GP Ilb/IIIa), παίζουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της θρόμβίωσης (Weiss et al. 

1996). Ασθενείς που φέρουν κάποιον από τους πολυμορφισμούς στους υποδοχείς της επιφάνειας των ΑΜΠ, 

παρουσιάζουν 6 φορές μεγαλύτερο κίνδυνο θρόμβωσης στις στεφανιαίες αρτηρίες. Επίσης, η αύξηση της 

συνάθροισης των ΑΜΠ, ως απόκριση στην απελευθέρωση του ADP, είναι περισσότερο έκδηλη στους νέους 

ασθενείς με ΜΙ, από ότι στην υγιή ομάδα ελέγχου. Επί πλέον μειωμένη δραστικότητα του αναστολέα-1 του 

ενεργοποιητή του πλασμινογόνου, έχει αναφερθεί σε πολλά νεαρά άτομα με ιστορικό εμφράγματος. Ο 

πολυμορφισμός στο Bel 1 γονίδιο (κωδικοποιεί τη β-αλυσίδα του ινωδογόνου), που σχετίζεται με αυξημένα 

επίπεδα του ινωδογόνου, έχει αποδειχθεί ότι είναι περισσότερο συνηθισμένος σε νέους ασθενείς ύστερα από 

έμφραγμα του μυοκαρδίου. Πρόσφατα, δημοσιεύτηκε ότι ο κίνδυνος για ΜΙ, είναι 12 φορές μεγαλύτερος σε 

γυναίκες καπνίστριες με μετάλλαξη της προθρομβίνης, απ' ότι στην ομάδα ελέγχου και διπλασιασμένος για τις 

γυναίκες που καπνίζουν και φέρουν τη μετάλλαξη, παράγοντα V Leiden (Tanis et al. 2003).

To αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο, αποτελεί μια σπάνια αιτία εμφράγματος σε νεαρές γυναίκες. Σ' 

αυτή την ασθένεια, η αρτηριακή θρομβοεμβολή είναι πολύ πιθανή, η οποία μπορεί να οδηγήσει σε έμφραγμα. 

Το σύνδρομο αυτό, χαρακτηρίζεται από φλεβική θρομβοεμβολή, αρτηριακές θρομβώσεις που εντοπίζονται 

κυρίως στην εγκεφαλική κυκλοφορία, μετριοπαθή θρομβοκυττοπενία και μαιευτικές επιπλοκές, κυρίως 

συνήθεις αποβολές εμβρύων. Ο μηχανισμός των θρομβωτικών περιπλοκών, είναι πολυπαραγοντικός και όχι 

πλήρως ξεκάθαρος. Σίγουρα πάντως οι βλάβες στο ενδοθήλιο, η υπερβολική δραστηριοποίηση των 

αιμοπεταλίων, καθώς και η έλλειψη ισορροπίας μεταξύ πήξης και ινωδόλυσης, παίζουν σημαντικό ρόλο.
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Σε σπάνιες περιπτώσεις εμφράγματος του μυοκαρδίου σε νέους ασθενείς, διαγιγνώσκεται κάποια 

ανωμαλία στις στεφανιαίες αρτηρίες.

Συμπερασματικά, οι περισσότεροι νέοι ασθενείς με έμφραγμα του μυοκαρδίου, έχουν τυπική 

αθηροσκληρωτική στένωση, συνήθως σε μια στεφανιαία αρτηρία. Στο 19% περίπου των νέων με ΜΙ, βρέθηκε 

αρτηριοσκλήρυνση σε 3 αγγεία, αν και πολυαγγειακές βλάβες εμφανίστηκαν κυρίως σε εκείνους που είχαν 

διάφορους παράγοντες κινδύνου, ειδικότερα διαβήτη (Klein et al. 1987).

Ποιες είναι όμως οι διαφορές στην κλινική πορεία της καρδιακής ισχαιμίας σε νέους ανθρώπους; ποια 

είναι τα πιο χαρακτηριστικά χωρίσματα σ' αυτό τον πληθυσμό;

Νέοι ασθενείς ύστερα από έμφραγμα μυοκαρδίου, έχουν υψηλότερα επίπεδα του κλάσματος εξώθησης 

της αριστερής κοιλίας και χαμηλότερα επίπεδα pro-BNP, εν συγκρίσει με την ομάδα των μεγαλύτερων σε 

ηλικία ασθενών. Τα αποτελέσματα μιας έρευνας, υποδεικνύουν ότι η νεότερη ηλικία, αποτελεί έναν 

ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα ευνοϊκής κλινικής πορείας στην περίπτωση εμφράγματος (Machete et al. 

1997). Υπολογίζεται ότι αυξημένος κίνδυνος επαναλαμβανόμενων στεφανιαίων περιστατικών, αφορά μόνο των 

5% των ασθενών με ΜΙ, ηλικίας κάτω των 40. Ωστόσο, ο κίνδυνος για απότομο και αιφνίδιο θάνατο παραμένει, 

διότι σύμφωνα με ορισμένους συγγραφείς, είναι σημαντικά υψηλότερος απ’ ότι στην ομάδα των μεγαλύτερων 

σε ηλικία ασθενών. Τέλος, πρέπει να τονιστεί ότι ασθενείς ηλικίας μικρότερης των 45 χρόνων, στους οποίους 

επιτελέστηκε πρωταρχική διαδερμική στεφανιαία αγγειοπλαστική, ιδιαίτερα επωφελήθηκαν από την καλή 

πρόγνωση κατά τη νοσοκομειακή τους περίθαλψη από νωρίς, καθώς επίσης και από τη μακροπρόθεσμη 

παραμονή τους στο νοσοκομείο.

IV.A) ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΚΑΙ ΑΘΗΡΟΣΚΛΗΡΥΝΣΗ

Η στεφανιαία νόσος αποτελεί πολυπαραγοντική νόσο και ως τέτοια, η εκδήλωσή της εξαρτάται από 

έναν μεγάλο αριθμό γονιδίων, αλλά και από εξωγενείς περιβαλλοντικούς παράγοντες που επιδρούν στην 

έκφρασή τους. Παρά το μεγάλο αριθμό και την πολυπλοκότητα με την οποία τα γονίδια αλληλεπιδρούν, έχουν 

πραγματοποιηθεί προσπάθειες για τον προσδιορισμό του ρόλου τους, με αντιφατικά ως επί το πλείστον 

αποτελέσματα. Στον πίνακα 3, παρουσιάζονται πολυμορφισμοί γονιδίων που έχουν συνδεθεί με στεφανιαία 

νόσο.

Τα τελευταία χρόνια πραγματοποιείται μια μεγάλης κλίμακας αλληλούχιση γενετικών τόπων για την 

ανίχνευση πολυμορφισμών πολλών ακόμη υποψήφιων γονιδίων για υπέρταση, διαβήτη, υπερλιπιδαιμία. 

χαμηλά επίπεδα HDL και άλλους παράγοντες κινδύνου για αθηροσκλήρυνση (Cargill Μ et al., 1999). Ωστόσο, 

ελάχιστοι είναι οι γενετικοί τόποι ή τα γονίδια για τα οποία υπάρχουν σημαντικά στοιχεία σύνδεσης με τη 

στεφανιαία νόσο.
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Επιπλέον, στην εποχή του προγράμματος του ανθρώπινου γονιδιώματος. αναδεικνύονται δεκάδες 

χιλιάδες πολυμορφισμών που αφορούν την αλλαγή ενός νουκλεοτιδίου (single-nucleotide polymorphisms, 

SNPs). γεγονός που σε συνδυασμό με την τεχνολογία των DNA chip, καθιστά δυνατή την ταυτοποίηση 

μεγάλου αριθμού πολυμορφισμών σε χιλιάδες άτομα. Παρόλο αυτά παραμένουν σημαντικά «ανοικτά» 

προβλήματα γενετικής σύνδεσης και στατιστικής ανάλυσης (Risch NJ et al, 2000).

Χαρακτηριστικό

γνώρισμα

Γονίδιο Παραλλαγή

LDL/VLDL Αρο Ε 3 κοινές παρερμηνεύσιμες 

μεταλλάξεις αλληλομόρφων, 

επεξηγούν -5% της μεταβλητότητας 

στα επίπεδα της χοληστερόλης.

Επίπεδα HDL Ηπατική λιπάση Πολυμορφισμός στον υποκινητή

ApoAl-CIII-AIV σύμπλεγμα Πολλαπλοί πολυμορφισμοί

Πρωτεΐνη μεταφοράς εστέρων 

χοληστερόλης

Συνηθισμένες ουδέτερες μεταλλάξεις, 

παρερμηνεύσιμοι πολυμορφισμοί

Αιποπρωτεϊνική λιπάση Παρερμηνεύσιμοι πολυμορφισμοί

LP(a) Απολιποπρωτεΐνη (a) Πολλά αλληλόμορφα διερμηνεύουν 

>90% της μεταβλητότητας

Ομοκυστεϊνη Μεθυλένο-τετραϋδροφολική αναγωγάση Παρερμηνεύσιμος πολυμορφισμός

Πήξη Ινωδογόνο Β Πολυμορφισμός στον υποκινητή

ΡΑΙ-1 Πολυμορφισμός στον υποκινητή

Παράγοντας VIII Παρερμηνεύσιμος πολυμορφισμός

Πίεση αίματος Αγγειοτενσινογόνο Παρερμηνεύσιμος πολυμορφισμός & 

πολυμορφισμός στην περιοχή του 

υποκινητή

β2-αδρενεργικός υποδοχέας Παρερμηνεύσιμος πολυμορφισμός

CHD Ένζυμο μετατροπής της αγγειοτενσίνης Πολυμορφισμός ένθεσης-εξάλειψης

Ενδοθηλιακή συνθάση του NO Παρερμηνεύσιμος πολυμορφισμός

Παράγοντας XIII Παρερμηνεύσιμος πολυμορφισμός

Πίνακας 3. Οι κυριότερες γενετικές παραλλαγές και πολυμορφισμοί, που έχουν συσχετιστεί σε δύο ή περισσότερες μελέτες 

με τη στεφανιαία νόσο ή τους παράγοντες κινδύνου για αυτή (Lusis AJ. 2000).

34



1V.B) Η συγγενής θρομβοφιλία και η συμμετογή τικ otic αρτηριακές ποθήσει

Η θρομβοφιλία είναι η τάση που έχει ο ανθρώπινος οργανισμός να δημιουργεί θρόμβους και διακρίνεται 

σε συγγενή και επίκτητη. Στην επίκτητη θρομβοφιλία, ανήκουν τα αντιφωσφολιπιδικά αντισώματα και ο 

TNF. Στην συγγενή θρομβοφιλία, ανήκουν οι διαταραχές της πρωτεΐνης C και της ελεύθερης πρωτεΐνης S, η 

αντίσταση στην πρωτεΐνη C (APCR), καθώς επίσης οι διαταραχές στα γονίδια της αντιθρομβίνης III. της 

προθρομβίνης και της ομοκυστεϊνης. Οποιαδήποτε διαταραχή σε κάποιο παράγοντα, που συμβάλλει σε 

θρομβοφιλία, μπορεί να οδηγήσει σε θρόμβωση (Rodger ΜΑ et al. 2008).

Οι πιο συχνά ευρισκόμενοι γενετικοί παράγοντες, που οδηγούν σε συγγενή θρομβοφιλία είναι: 

•Παράγοντας V Leiden (5% του πληθυσμού είναι ετερόζυγοι για τον παράγοντα FVL) 

•Η μετάλλαξη τη προθρομβίνης (FII G20210A)

•Τα επίπεδα της ομοκυστεϊνης. Υψηλά επίπεδα λόγω μετάλλαξης στο γονίδιο του MTHFR 

•Ανεπάρκεια της αντιθρομβίνης III 

•Ανεπάρκεια της C πρωτεΐνης 

•Ανεπάρκεια της S πρωτεΐνης

• Ανεπάρκεια του πλασμινογόνου και διαταραχές ινωδόλυσης (πολύ σπάνια).

Παράγοντας V Leiden (Factor V Leiden, FVL): Στο φυσιολογικό άτομο, ο παράγοντας V λειτουργεί 

ως συμπαράγοντας που επιτρέπει στο X παράγοντα, την ενεργοποίηση του ενζύμου ενεργοποίησης της 

θρομβίνης. Η μετάλλαξη στο γονίδιο του παράγοντα V (G169ΙΑ), γνωστή και ως παράγοντας V Leiden, που 

εκδηλώνεται φαινοτυπικά ως αντίσταση στην ενεργοποιημένη πρωτεΐνη C (APCR), είναι αυτοσωματική 

επικρατούσα. Η μετάλλαξη αυτή, οδηγεί σε ανεπαρκή αδρανοποίηση (10 φορές μικρότερη ταχύτητα 

αδρανοποίησης) του FVa από την APC, οδηγώντας σε υπερπαραγωγή της θρομβίνης, με αποτέλεσμα την 

περίσσεια παραγωγή ινώδους και περίσσεια πήξη (Gregg JP et al, 1997). Επίσης, η μετάλλαξη αυτή ευθύνεται 

για το 20-40% των περιπτώσεων θρόμβωσης και περισσότερες από τις μισές περιπτώσεις οικογενούς 

θρομβοφιλίας. FI υπερβολική θρόμβωση που συμβαίνει σ' αυτή τη διαταραχή, περιορίζεται σχεδόν πάντα στις 

φλέβες, όπου μπορεί να προκαλέσει κάποια εν τω βάθει φλεβική θρόμβωση (DVT). Είναι εξαιρετικά σπάνιο η 

διαταραχή αυτή, να προκαλέσει τη δημιουργία θρόμβων στις αρτηρίες, που μπορεί να οδηγήσει σε εγκεφαλικό 

επεισόδιο ή καρδιακή προσβολή, αν και η πιθανότητα εμφάνισης ενός μικρού εγκεφαλικού επεισοδίου, γνωστή 

ως παροδικό ισχαιμικό επεισόδιο, είναι πιο πιθανή (Beilina RM et al. 1994).

Η μετάλλαξη της προθρομβίνης (FII G20210A): Το γονίδιο της προθρομβίνης βρίσκεται στο 

ενδέκατο χρωμόσωμα (1 lpl 1-Ε12). Η μετάλλαξη G20210A στο 3' άκρο του γονιδίου της προθρομβίνης, που 

ονομάζεται μετάλλαξη παράγοντα II, οδηγεί σε αυξημένα επίπεδα προθρομβίνης στην κυκλοφορία και 

αποτε^ί τον δεύτερο πιο συχνό παράγοντα κινδύνου για θρόμβωση (βρίσκεται στο 6-8% των ασθενών με 

θρομβώσεις).
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Αρκετές έρευνες, έχουν αποδείξει ότι υπάρχει συνεργική αλληλεπίδραση μεταξύ του καπνίσματος και 

του FII G20210A πολυμορφισμού στον κίνδυνο πρόκλησης ΜΙ. Κάποιες άλλες μελέτες, υποδεικνύουν τη 

θρομβοφιλία, ειδικότερα τον παράγοντα V Leiden και τη μετάλλαξη της προθρομβίνης, ως ένα σημαντικό 

παράγοντα πρόκλησης εμφράγματος, σε συνδυασμό με μεταβολικούς παράγοντες (διαβήτης, παχυσαρκία, 

υπερλιπιδαιμία), καθώς και με τη στοματική χρήση αντισυλληπτικών.

Τα επίπεδα της ομοκυστεΐνης: Τα υψηλά επίπεδα της ομοκυστέίνης στον ορό του αίματος, είναι ένας 

ισχυρός παράγοντας κινδύνου για καρδιαγγειακή νόσο. Η ομοκυστέίνη αποτελεί μια «διαβρωτική ένωση» με 

μεγάλη διάρκεια ζωής και με χαμηλό ρυθμό μεταβολισμού, η οποία αναστέλλει το σχηματισμό τριών κύριων 

δομικών συστατικών της αρτηρίας, κολλαγόνο, ελαστίνη και πρωτεογλυκάνες.

Η επονομαζόμενη ομοκυστεϊναιμία, αποτελεί μια ομάδα διαταραχών με κλινικές και βιοχημικές 

εκδηλώσεις, που οφείλονται στην έλλειψη ή την μειωμένη δραστικότητα κάποιου από τα ένζυμα ή συνένζυμα, 

τα οποία συμμετέχουν στο μεταβολισμό της μεθειονίνης αρχικά, και της ομοκυστεΐνης στη συνέχεια. Η 

συχνότερη μορφή της νόσου, οφείλεται στην έλλειψη του ενζύμου κυσταθειονινο-β-συνθετάση (CBS), που 

κληρονομείται με αυτοσωματικό απολειπόμενο χαρακτήρα (χρωμόσωμα 21 q). Επίσης, μπορεί να οφείλεται και 

σε μετάλλαξη του ενζύμου μεθυλενοτετραϋδροφιλική αναγωγάση (MTHFR). Τα υψηλά επίπεδα 

ομοκυστεΐνης στο αίμα > 11 mmoL/L, είναι παράγοντας υψηλού κινδύνου αρτηριοσκλήρυνσης, εμφράγματος 

του μυοκαρδίου, περιφερικής αρτηριοπάθειας και φλεβικής θρόμβωσης.

Ανεπάρκεια της αντιθρομβίνης III: Ο σημαντικός ρόλος που διαδραματίζει η αντιθρομβίνη στη 

φυσιολογική ρύθμιση της πήξης του αίματος, αποδεικνύεται από τη σχέση ανάμεσα σε κληρονομικές ή 

επίκτητες ανεπάρκειες αντιθρομβίνης και στον αυξημένο κίνδυνο για οποιαδήποτε από τις επηρεαζόμενες 

μεμονωμένες αναπτυσσόμενες θρομβωτικές ασθένειες. Η ανεπάρκεια αντιθρομβίνης γενικά έρχεται στο φως, 

όταν ένας ασθενής πάσχει από επαναλαμβανόμενη φλεβοθρόμβωση και πνευμονική εμβολή (Moerloose Ρ. et 

al. 2007).

Η επίκτητη ανεπάρκεια της αντιθρομβίνης. μπορεί να προκόψει από ένα φάσμα διαταραχών, όπως η 

ηπατική δυσλειτουργία (διαταραχή της πήξης), σήψη, πρόωρος τοκετός, νεφρική νόσο με απώλεια πρωτεΐνης 

στα ούρα σε ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο, είτε ως αποτέλεσμα παρεμβάσεων, όπως σε σημαντική 

χειρουργική επέμβαση ή καρδιοπνευμονική παράκαμψη. Η συχνότητα εμφάνισης της κληρονομικής 

ανεπάρκειας της αντιθρομβίνης, έχει εκτιμηθεί μεταξύ 1:2000 και 1:5000 στο φυσιολογικό πληθυσμό.

Ανεπάρκεια της πρωτεΐνης C: Η ανεπάρκεια της πρωτεΐνης C, είναι μια σπάνια γενετική ασθένεια που 

συνδέεται με αυξημένο κίνδυνο για θρομβώσεις. Η συχνότητά της στο γενικό πληθυσμό είναι χαμηλή, περίπου 

0.8-1%. Η ανεπάρκεια της πρωτεΐνης C, σχετίζεται με αυξημένη συχνότητα εμφάνισης φλεβικής 

θρομβοεμβολής, ενώ δεν εμφανίζει σύνδεση με αρτηριακή θαμβωτική νόσο (Moerloose Ρ. et al. 2007).
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Ανεπάρκεια της πρωτεΐνης S: είναι μια διαταραχή, που σχετίζεται με αυξημένο κίνδυνο φλεβικής 

θρόμβωσης. Μειωμένα επίπεδα ή δυσλειτουργία της πρωτεΐνης S, οδηγεί σε μειωμένη αποικοδόμηση του 

παράγοντα Va και του παράγοντα Villa και αυξημένη τάση για φλεβική θρόμβωση. Η πρωτεΐνη S κυκλοφορεί 

στο ανθρώπινο πλάσμα με δύο μορφές (περίπου το 60 % είναι συνδεδεμένη με την συνιστώσα του 

συμπληρώματος C4b, ενώ το υπόλοιπο 40 % είναι ελεύθερη) και μόνο η ελεύθερη πρωτεΐνη S έχει 

δραστηριότητα ενεργοποίησης του C συμπαράγοντα ((Moerloose Ρ. et al. 2007).

IV.Q Επίκτητη Θροιιβοφιλία

Αιτίες που παρουσιάζουν υψηλό κίνδυνο για θρόμβωση (επίκτητη θρομβοφιλία):

• Αντισώματα αντιφωσφολιπιδικά

• Θρομβοκυτταροπενία εξ ηπαρίνης

• Παροξυσμική νυκτερινή αιμοσφαιρινουρία

IV.A) Έιιφραγιια σε νεαρές ηλικίες - Γενετικός καθορισμός της δράσης του αναστολέα-1 του 

πλασμινογόνου

Ο ΡΑΙ-1, καθίσταται κεντρικό συστατικό του ινωδολυτικού συστήματος, καθώς αποτελεί τον κύριο 

φυσιολογικό αναστολέα των ενεργοποιητών του πλασμινογόνου in vivo (t-PA και u-PA), της ενδογενούς 

δηλαδή ινωδολυτικής δραστηριότητας. Η σύνθεσή του ρυθμίζεται από πλήθος παραγόντων, κυριότεροι εκ των 

οποίων είναι η ινσουλίνη, τα λίπη, η γλυκόζη, οι ενδοτοξίνες και οι φλεγμονώδεις κυτοκίνες. Η υπερέκφραση 

του ΡΑΙ-1, διαδραματίζει κρίσιμο ρόλο στην ανάπτυξη εμφράγματος του μυοκαρδίου (myocardial infarction, 

ΜΙ), σε ασθενείς με προϋπάρχουσα αθηρωσκληρυντική βλάβη. Αυτό προκύπτει από το ότι τα αυξημένα 

επίπεδα του ΡΑΙ-1 στο αίμα, ελαττώνουν σημαντικά το ρυθμό της θρομβόλυσης και επίσης περιορίζουν τη 

μετανάστευση των λείων μυϊκών κυττάρων. Τα λεία μυϊκά κύτταρα (smooth muscle cells, SMC), παράγουν 

κολλαγόνο και άλλες πρωτεΐνες της εξωκυτταρικής θεμέλιας ουσίας, παρέχοντας έτσι μηχανική ισχύ στο 

αθήρωμα. Η υπερέκφραση όμως του ΡΑΙ-1, συμβάλλει στο σχηματισμό πλακών που είναι ανεπαρκείς σε SMC, 

με αποτέλεσμα να αναστέλλεται η αύξηση και η σταθερότητα των πλακών, και τελικά να επέρχεται ρήξη των 

πλακών και σχηματισμός θρόμβου στην επιφάνειά τους.

Το ανθρώπινο γονίδιο που κωδικοποιεί τον παράγοντα ΡΑΙ-1 (PLANH1), εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 

7q21.3-q22, το οποίο έχει μέγεθος 12.2 kb και αποτελείται από 9 εξόνια και 8 ιντρόνια. Περίπου 100 

πολυμορφισμοί του γονιδίου έχουν ανιχνευθεί (Ding J. et al. 2006) (εικόνα 16).
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Εικόνα 16. 7 πολυμορφισμοί στο γονίδιο του ΡΑΙ-1 στο χρωμόσωμα 7q21.3-q22. Οι θέσεις 

πολυμορφισμού προέρχονται από ανάλυση απλού νουκλεοτιδίου SNP ( Ding J. et al. 2006).

Σε πρόσφατες επιστημονικές έρευνες, έχει δειχθεί ότι μια μετάλλαξη που αφορά την ένθεση ή την 

απώλεια μιας μόνο γουανίνης (4G/5G πολυμορφισμός), στην περιοχή του υποκινητή του γονιδίου του ΡΑΙ-1 

που βρίσκεται -675 bp ανοδικά του σημείου έναρξης της μεταγραφής, ρυθμίζει τα επίπεδα έκφρασης του 

καταστολέα στο αίμα. Η μετάλλαξη αυτή στη θέση του υποκινητή του PLANH1 γονιδίου, δημιουργεί δυο 

αλληλόμορφα, όπου στο ένα εντοπίζονται 4 γουανίνες, ενώ στο άλλο 5, στα 675 ζεύγη βάσεων (εικόνα 17).

4G/5G 
- 675 bp

mum

CGTCT 
G C A G A

mi
mi

5G

4G

Εικόνα 17. Η αλληλουχία του υποκινητή του ΡΑΙ-1, που περιέχει τον 4G/5G πολυμορφισμό.

Αμφότερα τα αλληλόμορφα, έχουν μια θέση πρόσδεσης ενός μεταγραφικού παράγοντα, που οδηγεί 

στην έκφραση του γονιδίου (Ding J. et al. 2006). Όμως το αλληλόμορφο με τις 5 γουανοσίνες, (σε αντίθεση με 

εκείνο με τις 4 γουανοσίνες), διαθέτει μια επιπλέον θέση πρόσδεσης για έναν καταστολέα της μεταγραφής του 

γονιδίου του ΡΑΙ-1. Επομένως, το 4G αλληλόμορφο, εμφανίζει υψηλότερους μεταγραφικούς ρυθμούς σε 

σχέση με το αλληλόμορφο 5G. Κατά συνέπεια το αλληλόμορφο 4G, συνδέεται με υψηλότερες ποσότητες 

του αναστολέα του πλασμινογόνου στο πλάσμα του αίματος και έτσι με υψηλό κίνδυνο πρόκλησης 

ενδοαγγειακής θρόμβωσης (Tsantes A. et al. 2007). Ο πολυμορφισμός αυτός, είναι πιθανότερο να προκύπτει 

ως συνέπεια περιβαλλοντικών και/ή παθολογικών παραμέτρων (πολυμορφισμός απόκρισης).

38



Η σχέση του 4G/5G ΡΑΙ-1 πολυμορφισμού με τις καρδιαγγειακές παθήσεις

Μια μετα-ανάλυση από 9 έρευνες, έδειξε ότι σε άτομα που φέρουν το γενότυπο 4G/4G, αυξάνεται κατά 

20% ο κίνδυνος εμφάνισης εμφράγματος του μυοκαρδίου. Όπως ήδη αναφέρθηκε, το 4G αλληλόμορφο, 

συνδέεται με υψηλά επίπεδα του ΡΑΙ-1 στο αίμα, τα οποία έχουν συσχετισθεί με το λιπιδικό επίπεδο έκφρασης. 

Συγκεκριμένα, οι υψηλές ποσότητες του ΡΑΙ-1 στο πλάσμα, σχετίζονται θετικά με τα υψηλά επίπεδα 

χοληστερόλης. LDL- χοληστερόλης, VLDL-χοληστερόλης και τριγλυκεριδίων, ενώ αρνητικά με τα υψηλά 

επίπεδα της HDL χοληστερόλης στο αίμα. Επιπρόσθετα, ο γενότυπος 4G/4G συνδέεται με τα υψηλά επίπεδα 

χοληστερόλης. Υψηλά επίπεδα έκφρασης του αναστολέα ΡΑΙ-1, συνδέονται επίσης με την αντίσταση στην 

ινσουλίνη και με τα υψηλά επίπεδα του ενεργοποιημένου συμπλόκου ρενίνης-αγγειοτενσίνης. Με βάση τα 

ανωτέρω δεδομένα, που συσχετίζουν τον 4G/5G πολυμορφισμό με τους θρομβωτικούς παράγοντες κινδύνου 

(Tsantes A. et al. 2007), συμπεραίνουμε ότι το 4G αλληλόμορφο, μπορεί να δηλώνει αυξημένο κίνδυνο 

εμφράγματος του μυοκαρδίου σε πληθυσμούς υψηλού κινδύνου σε σχέση με τους υπολοίπους, εξαιτίας 

των αλληλεπιδράσεων γενοτύπου-περιβάλλοντος. Ορισμένοι μελετητές προτείνουν να υπολογίζεται ο χρόνος 

εμφάνισης των πρώτων συμπτωμάτων καρδιαγγειακής πάθησης και εξέλιξης του εμφράγματος του 

μυοκαρδίου, σε άτομα που φέρουν τον πολυμορφισμό 4G/5G. Τέλος, η παρουσία του αλληλομόρφου 4G, 

επιφέρει αύξηση του κινδύνου εμφάνισης εμφράγματος του μυοκαρδίου έως και 2 φορές σε σχέση με άτομα 

που δεν φέρουν τον πολυμορφισμό (Tsantes A. et al. 2007).

2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Ο σκοπός της εργασίας, είναι η εξέταση της συσχέτισης του ΡΑΙ-1 με το οξύ έμφραγμα του μυοκαρδίου 

σε ασθενείς ηλικίας κάτω των 40 ετών.

Για το σκοπό αυτό, μετρήθηκαν τα επίπεδα του αναστολέα-1 του πλασμινογόνου στο πλάσμα των 

ασθενών, με τη χρήση της ανοσοχημικής τεχνικής ELISA και προσδιορίστηκε ο πολυμορφισμός 4G/5G του 

ΡΑΙ-1, με τη χρήση των μοριακών τεχνικών που περιγράφονται παρακάτω.
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3. ΑΣΘΕΝΕΙΣ - ΜΕΘΟΔΟΙ

3.Α) Ασθενείς

Στην παρούσα διπλωματική εργασία, εξετάσαμε 201 ασθενείς ηλικίας <35 χρονών. οι οποίοι επέζησαν 

από το πρώτο επεισόδιο οξέος εμφράγματος του μυοκαρδίου. Οι ασθενείς προσήλθαν στην μονάδα εντατικής 

θεραπείας του Γενικού Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου «Αττικόν» και στο Γενικό Κρατικό Νοσοκομείο 

Νίκαιας. Η διάγνωση του εμφράγματος του μυοκαρδίου βασίστηκε στα κριτήρια του παγκόσμιου οργανισμού 

υγείας. Οι παράγοντες καρδιαγγειακού κινδύνου καταγράφηκαν για όλα τα άτομα. Έγιναν οι ακόλουθοι 

προσδιορισμοί: για υπέρταση, τιμή πίεσης αίματος >140/90mmHg, για υπερχοληστερολαιμία, τιμή ολικής 

χοληστερόλης >200mg/dL (5.7 mmoL/L), για σακχαρώδη διαβήτη, τιμή γλυκόζης πλάσματος >125mg/dL 

(6.94 mmoL/L). Ως καπνιστές, χαρακτηρίστηκαν τα άτομα που ανέφεραν ότι καπνίζουν επί του παρόντος και 

τακτικά (τουλάχιστον 5 τσιγάρα την ημέρα).

Δείγματα περιφερικού αίματος, συλλέχθηκαν από τους ασθενείς και τους μάρτυρες, ύστερα από 

ολονύχτια νηστεία, για τον καθορισμό των επιπέδων του παράγοντα ΡΑΙ-1 και για τη γονιδιακή ανάλυση αυτού 

του αναστολέα. Συγκεκριμένα, το αίμα από τους ασθενείς με καρδιακή νόσο, συλλέχθηκε εντός 24 ωρών πριν 

την ανάλυση. Για τη μέτρηση του ΡΑΙ-1, τα δείγματα αίματος συλλέχθηκαν σε σωληνάρια με αντιπηκτικό 

κιτρικά. Στη συνέχεια, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στις 3000 στροφές για 15 λεπτά, εντός 15 λεπτών από τη 

συλλογή. Κατόπιν, τα δείγματα του πλάσματος αποθηκεύτηκαν στους -80°C έως τη διεκπεραίωση της 

ανάλυσης. Τα επίπεδα του ΡΑΙ-1, προσδιορίστηκαν με την ποσοτική sandwich ανοσοενζυμική ανάλυση, που 

αναλύεται παρακάτω. Το γενωμικό DNA, που προέκυψε ύστερα από τη διαδικασία απομόνωσης 

(παρουσιάζεται παρακάτω), χρησιμοποιήθηκε για την ενίσχυση των αλληλομόρφων 4G και 5G, μέσω της PCR 

με τη χρήση των αντίστοιχων εκκινητών. Τα ενισχυμένα τμήματα χρησιμοποιήθηκαν στην τεχνική του 

ανάστροφου υβριδισμού, όπως αυτή περιγράφεται παρακάτω στις μεθόδους.

3.Β) Μέθοδοι

3.Β1) ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

11 διαδικασία που ακολουθείται στην ELISA, περιλαμβάνει την προσρόφηση και ακινητοποίηση μιας 

ποσότητας του αντισώματος ή του αντιγόνου σε μια στερεή επιφάνεια. Στη συνέχεια, προστίθεται το προς 

μελέτη αντιγόνο ή αντίσωμα, το οποίο εμφανίζει υψηλή ειδικότητα και συγγένεια για το ακινητοποιημένο 

αντίσωμα ή αντιγόνο αντίστοιχα. Τέλος, προστίθεται ένα δεύτερο αντίσωμα το οποίο αλληλεπιδρά με το 

σύμπλοκο αντιγόνου-αντισώματος. Αυτό το δεύτερο αντίσωμα είναι συζευγμένο με ένα ειδικό ένζυμο που 

μετατρέπει ένα άχρωμο υπόστρωμα σε ένα έγχρωμο προϊόν (εικόνα 18).
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Εικόνα 18. Η αρχή λειτουργίας της ELISA

Στην πλειοψηφία των περιπτώσεων, τα ένζυμα που χρησιμοποιούνται για την παρασκευή των 

συζευγμάτων, είναι η υπεροξειδάση (HRP-από μαύρο ρεπάνι), η αλκαλική φωσφατάση (ΑΡ-από E.coli ή 

έντερο μοσχαριού) και η β-γαλακτοζιδάση (β Gal-από E.coli). Για τα ένζυμα αυτά υπάρχει μια μεγάλη 

ποικιλία υποστρωμάτων, τα οποία μετατρέπονται σε διαλυτά και έγχρωμα προϊόντα αντίδρασης, με 

αποτέλεσμα να πραγματοποιούνται ακριβείς μετρήσεις της απορρόφησης ακτινοβολίας σε ορισμένο μήκος 

κύματος. Ως υπόστρωμα της υπεροξειδάσης, χρησιμοποιείται το υπεροξείδιο του υδρογόνου και ως 

χρωμογόνο κυρίως η ο-φαινυλενοδιαμίνη (OPD), η ο-διανισιδίνη και η 3,3,5,5-τετραμεθυλοβενζιδίνη 

(ΤΜΒ). Ως υπόστρωμα της αλκαλικής φωσφατάσης, χρησιμοποιείται η φωσφορική π-νιτροφαινόλη. Η 

σύζευξη αυτών των ενζύμων με το αντίσωμα γίνεται με διάφορα διδύναμα ή πολυδύναμα αντιδραστήρια (π.χ. 

γλουταραλδεϋδη και υπεριωδικό νάτριο).

0 ποσοτικός προσδιορισμός του αντιγόνου σε πλάκα τιτλοποίησης, επιτυγχάνεται με σύγκριση της 

οπτικής απορρόφησης (Optical Density-OD) του δείγματος με την οπτική απορρόφηση δειγμάτων γνωστής 

συγκέντρωσης. Συγκεκριμένα, το δείγμα γνωστής συγκέντρωσης, υπόκειται σε διαδοχικές αραιώσεις και 

μετράται η οπτική απορρόφηση των επιμέρους δειγμάτων. Κατασκευάζεται πρότυπη καμπύλη αναφοράς 

(οπτική απορρόφηση/ποσότητα), ορίζεται το εύρος συγκεντρώσεων στο οποίο η καμπύλη είναι γραμμική και 

στη συνέχεια η οπτική απορρόφηση του άγνωστου δείγματος αντιστοιχίζεται με την ποσότητα του (εικόνα 19). 

Το αποτέλεσμα εκφράζεται είτε σε συγκέντρωση (pg/mL), είτε σε διεθνείς μονάδες IU.
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r
Πρότυπη καμπύλη μη ανταγωνιστικής ονοσοανάλυσης

Εικόνα 19. Πρότυπη καμπύλη μη ανταγωνιστικής ανοσοανάλυσης

Σε αντίθεση με τον προσδιορισμό αντιγόνου, ο προσδιορισμός του αντισώματος είναι ποιοτικός και 

γίνεται μόνο κατά προσέγγιση σε αυθαίρετες μονάδες. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι η σύνδεση του 

αντισώματος με το αντιγόνο, εξαρτάται από τη φύση του αντισώματος και κυρίως από τη συγγένεια του για το 

αντιγόνο. Κατά συνέπεια, με τη τιτλοποίηση του αντισώματος, προσδιορίζεται ουσιαστικά η δραστηριότητα 

σύνδεσης του με το αντιγόνο και όχι η απόλυτη ποσότητα του. Εντούτοις, με διαδοχικές αραιώσεις στο υπό 

μελέτη βιολογικό δείγμα, επιτυγχάνεται ένας ημι-ποσοτικός προσδιορισμός του αντισώματος. Συγκεκριμένα, 

όσο περισσότερες αραιώσεις του δείγματος απαιτούνται, ώστε να γίνει η αντιστοίχιση του αντισώματος με την 

πρότυπη καμπύλη αναφοράς, τόσο μεγαλύτερη είναι και η συγκέντρωση του αντισώματος στο βιολογικό 

δείγμα.

Η ανάπτυξη της βιοχημείας και της μοριακής βιολογίας, οδήγησε στην ανακάλυψη διάφορων τύπων 

ELISA, οι οποίοι αποσκοπούν στον ακριβέστερο και ευκολότερο προσδιορισμό του αντιγόνου ή αντισώματος:

• Αμεση ELISA: Είναι μια γρήγορη μέθοδος, καθώς το ακινητοποιημένο αντιγόνο αναγνωρίζεται απευθείας 

από το αντίσωμα, το οποίο είναι συζευγμένο με ένα ειδικό ένζυμο (π.χ. υπεροξειδάση). Η άμεση ELISA, 

χρησιμοποιείται ευρύτατα για τον ποσοτικό προσδιορισμού του αντισώματος στο βιολογικό δείγμα.

• Έμμεση ELISA: Στη μικροπλάκα τιτλοποίησης, που είναι ακινητοποιημένο το αντιγόνο, προστίθενται δύο 

αντισώματα. Το πρώτο αντίσωμα, δημιουργεί ένα σύμπλοκο με το αντιγόνο και το δεύτερο αντίσωμα, το 

οποίο είναι συζευγμένο με ένα ειδικό ένζυμο, αναγνωρίζει τη σταθερή περιοχή του πρώτου αντισώματος.

• Sandwich ELISA: Είναι μια σπάνια μέθοδος, η οποία χρησιμοποιείται κυρίως για τον προσδιορισμό 

ορμονών, καρκινικών δεικτών κλπ. Σε αυτή την περίπτωση, στη μικροπλάκα τιτλοποίησης είναι 

ακινητοποιημένο το αντίσωμα το οποίο αλληλεπιδρά με το προστιθέμενο αντιγόνο. Στη συνέχεια, 

προστίθεται ένα σύζευγμα ενζύμου-αντισώματος, το οποίο αναγνωρίζει το σύμπλοκο αντισώματος- 

αντιγόνου.
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• Ανταγωνιστική ELISA: Η προς προσδιορισμό ουσία του βιολογικού υγρού, συναγωνίζεται με περίσσεια 

ουσίας, η οποία είναι συζευγμένη με το ειδικό ένζυμο (π.χ. αλκαλική φωσφατάση), για συγκεκριμένο 

αριθμό θέσεων πρόσδεσης στο αντίσωμα. Η πρόσδεση αντιγόνου-αντισώματος, οδηγεί στην παραγωγή 

ενός ανιχνεύσιμου σήματος, η ένταση του οποίου είναι αντιστρόφως ανάλογη με την αρχική συγκέντρωση 

του αντιγόνου (εικόνα 20).

Εικόνα 20. Πρότυπη καμπύλη ανταγωνιστικής ανοσοανάλυσης

Τα τελευταία χρόνια, σε όλους τους τύπους EL1SA, χρησιμοποιούνται ευρύτατα τα συστήματα 

αβιδίνης-βιοτίνης, υπεροξειδάσης-αντι-υπεροξειδάσης (ΡΑΡ) και αλκαλικής φωσφατάσης-αντι-αλκαλικής 

φωσφατάσης (ΑΡΑΡ), με αποτέλεσμα την αύξηση της ευαισθησίας της μεθόδου. Η υψηλή συγγένεια της 

στρεπταβιδίνης (και αβιδίνης) για τη βιοτίνη, χρησιμοποιήθηκε στην ανάπτυξη νέων ανοσολογικών 

αντιδραστηρίων, ικανών να αντικαταστήσουν τα συζεύγματα αντισώματος-ενζύμου. Έτσι, αντισώματα στα 

οποία έχουν προσδεθεί μόρια βιοτίνης, συνδέονται με το ειδικό αντιγόνο και στη συνέχεια, το σύμπλεγμα 

αντιγόνου-αντισώματος-βιοτίνης που σχηματίζεται, ανιχνεύεται με τη χρήση αβιδίνης ή στρεπταβιδίνης, 

σημασμένης με ένζυμο (εικόνα 21).

<Η1ΗΡ

Microplate

Εικόνα 21. Ο ρόλος του συστήματος βιοτίνης-στρεπταβιδίνης στην EL1SA
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Η αρχή της μέτρησης του ΡΑΙ-1 με ELISA

Η μέτρηση του αναστολέα-1 του πλασμινογόνου στο πλάσμα των ασθενών, πραγματοποιείται μέσω της 

Sandwich ELISA. Η ανάλυση αυτή, χρειάζεται αντι-ανθρώπινο ΡΑΙ-1 μονοκλωνικό αντίσωμα από ποντικό, το 

οποίο ακινητοποιείται στα πηγαδάκια της μικροπλάκας και θα «αιχμαλωτίσει» τα μόρια του ΡΑΙ-1 που θα 

μετρηθούν, αντι-ανθρώπινα ΡΑΙ-1 αντισώματα από κατσίκα σημασμένα με βιοτίνη, καθώς και στρεπταβιδίνη 

συζευγμένη με υπεροξειδάση (horseradish peroxidase-HRP) για την ανίχνευση του αντιγονικού ΡΑΙ-Ι. Το 

δείγμα ελέγχου αντιδρά ταυτοχρόνως και με τα δυο αντισώματα, με επακόλουθο τα ΡΑΙ-Ι μόρια να γίνονται 

σαν σάντουιτς μεταξύ της στερεός φάσης και των συνδεδεμένων με το ένζυμο αντισωμάτων. Ύστερα από την 

επώαση, ακολουθεί το ξέπλυμα της πλάκας για την απομάκρυνση των μη δεσμευμένων σημασμένων 

αντισωμάτων. Στη συνέχεια, προστίθεται το υπόστρωμα της υπεροξειδάσης, το ΤΜΒ, το οποίο και οδηγεί στην 

εμφάνιση ενός μπλε χρώματος. Η ανάπτυξη αυτού του χρώματος, έπειτα σταματά με την προσθήκη του Stop 

διαλύματος, το οποίο με τη σειρά του μετατρέπει το χρώμα σε κίτρινο (εικόνα 22). Η συγκέντρωση του ΡΑΙ-1 

είναι ευθέως ανάλογη με την ένταση του χρώματος του δείγματος ελέγχου (εικόνα 23). Η απορρόφηση 

μετριέται φασματοφωτομετρικά στα 450nm.

Ίυυυυυ Γ

Ίτττττ Γ
Α*

*

Plate coated with capture antibody

Add samples

Add biotin-labeled detection antibody

Add streptavidin HRP

HRP |

Add substrate

Εικόνα 22. Διάγραμμα της Sandwich ELISA για την μέτρηση του ΡΑΙ-1
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Εικόνα 23. Πρότυπη καμπύλη Sandwich PAI-1 ELISA

Αυτή η ποσοτική ανάλυση, ανιχνεύει το ολικό ΡΑΙ-1 που κυκλοφορεί στο πλάσμα, τόσο σε ελεύθερη 

μορφή όσο και ως σύμπλεγμα με τον ιστικό ενεργοποιητή του πλασμινογόνου, δεσμευμένο και μη με τη 

βιτρονεκτίνη, σε ενεργή και ανενεργός μορφές. Το όριο ανίχνευσης αυτής της ανάλυσης, είναι 0.1 ng/mL για 

τον αναστολέα του πλασμινογόνου.

Η διαδικασία της Sandwich ELISA για την μέτρηση του ΡΑΙ-1

* Περικόβουμε το φιλμ επισφράγισης εξωτερικά της πλάκας και το αφαιρούμε από τα επιθυμητά πηγαδάκια. 

Πρέπει να σιγουρευτούμε ότι τα υπόλοιπα πηγαδάκια είναι καλά σφραγισμένα.

* Προσθέτουμε 100 mL δείγματος ανά πηγαδάκι και επωάζουμε για 1 h σε θερμοκρασία δωματίου με ήπια 

ανάδευση.

* Αναρροφούμε κάθε πηγαδάκι και ξεπλένουμε προσθέτοντας 200 μί 1X Assay wash buffer. 

Επαναλαμβάνουμε άλλες δυο φορές αυτό το βήμα (3 ξεπλύματα συνολικά). Απομακρύνουμε πλήρως το υγρό, 

ύστερα από κάθε πλύση. Έπειτα από το τελευταίο ξέπλυμα, απομακρύνουμε οποιοδήποτε απομένων υγρό, 

αντιστρέφοντας την πλάκα πάνω σε καθαρές χαρτοπετσέτες.

* Προσθέτουμε 100 μί αραιωμένου αντι-ανθρώπινου ΡΑΙ-1 αντισώματος από κατσίκα, σημασμένου με 

βιοτίνη στο κάθε πηγαδάκι της πλάκας και ακολουθεί επώαση για 1 h σε θερμοκρασία δωματίου με ήπια 

ανάδευση.

* Επαναλαμβάνουμε την αναρρόφηση /ξέπλυμα, όπως στο 3° βήμα.

* Προσθέτουμε 100 μί αραιωμένου συζεύγματος στρεπταβιδίνης-HRP σε κάθε πηγαδάκι και επωάζουμε 45 

min για 1 h. σε θερμοκρασία δωματίου με ήπια ανάδευση.

* Επαναλαμβάνουμε αναρρόφηση /ξέπλυμα, όπως στο 3° βήμα.
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* Προσθέτουμε 100 μί υποστρώματος στο κάθε πηγαδάκι και ακολουθεί επώαση για 5-30 min.

* I Ιροσθήκη 50 μί Stop διαλύματος στο κάθε πηγαδάκι. Το χρώμα στα πηγαδάκια, πρέπει να αλλάξει από 

μπλε σε κίτρινο.

* Προσδιορίζουμε την οπτική πυκνότητα σε κάθε πηγαδάκι, με τη χρήση ενός reader μικροπλάκας στα 450 nm 

μέσα σε 30 min.

3.Β2) Απομόνωση DNA

Η απομόνωση του DNA σε καθαρή μορφή είναι απαραίτητη προϋπόθεση για κάθε παραπέρα 

διαδικασία. Φυσικά, για κάθε διαφορετικό τύπο DNA (χρωμοσωμικό, πλασμιδιακό, μιτοχονδριακό κλπ), 

υπάρχουν διαφορετικές μέθοδοι απομόνωσης. Όλες, όμως, έχουν κοινά στοιχεία:

■ Ελευθέρωση του DNA σε διαλυτή μορφή μετά από ρήξη των κυτταρικών μεμβρανών, καθώς και 

μεμβρανών υποκυτταρικών οργανιδίων, όπως οι πυρήνες.

■ Διαχωρισμός του DNA από άλλα μακρομόρια.

Η μέθοδος που θα ακολουθήσουμε ξεκινάει με την ομογενοποίηση των κυττάρων του αίματος σε 

διάλυμα το οποίο:

♦ διατηρεί την οσμωτικότητα του διαλύματος, ώστε να μη γίνει απότομη ρήξη των μεμβρανών κατά τη 

διάρκεια λύσης των κυττάρων (παρουσία σουκρόζης και ΝαΟ στο buffer ομογενοποίησης)

♦ διασπά τα μεμβρανικά τοιχώματα (παρουσία του απορρυπαντικού, SDS).ιδιαίτερα στους 65°C

♦ διατηρεί το pH σε ουδέτερη περιοχή (~7.3) (παρουσία του ρυθμιστικού Tris)

♦ παρεμποδίζει τη δράση νουκλεασών με την παρουσία του χηλικού παράγοντα, EDTA. Γενικά όλα τα 

κύτταρα περιέχουν ενεργές δεσοξυριβονουκλεάσες, που θα μπορούσαν να καταστρέψουν το DNA. Για να 

δράσει όμως η ΌΝΑάση έχει ανάγκη από δισθενή κατιόντα. To EDTA παρεμποδίζει αποτελεσματικά τη δράση 

του ενζύμου αυτού, γιατί δεσμεύει Ca+2 και Mg+2.

Πρέπει να σημειωθεί ότι κατά την απομόνωση, το DNA σπάει σε μικρότερα κομμάτια (κυρίως κατά την 

ομογενοποίηση). αλλά αυτό δεν αλλάζει την πρωτοταγή και τη δευτεροταγή δομή του μορίου.

Στη συνέχεια κατακρημνίζονται κυτταρικά υπολείμματα και ένα μεγάλο ποσοστό πρωτεϊνών, παρουσία 

υψηλής συγκέντρωσης οξικού καλίου. Για την πλήρη απομάκρυνση των πρωτεϊνών, χρειάζεται εκχύλιση με 

φαινόλη και χλωροφόρμιο. Τέλος, ακολουθεί κατακρήμνιση του DNA σε διάλυμα αιθανόλης και επαναδιάλυση 

σε αραιό διάλυμα αλάτων, αφού το DNA είναι αδιάλυτο στην αιθανόλη και διαλυτό σε διαλύματα αλάτων.

Κάτω από τις συνθήκες που γίνεται η απομόνωση, μπορεί να προκληθούν δομικές αλλαγές στο DNA 

από διάφορους παράγοντες: ί) σπάσιμο φωσφοδιεστερικών δεσμών (από επίδραση νουκλεολυτικών ενζύμων, 

οξέος ή θερμότητας), ϋ) σπάσιμο των Ν-γλυκοσιδικών δεσμών μεταξύ δεσοξυριβόζης και πουρινών με την 

επίδραση οξέος, ίϊί) σπάσιμο της διπλής αλυσίδας σε μικρότερα κομμάτια με την επίδραση μηχανικών αιτιών
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και iv) καταστροφή των υδρογονικών δεσμών που κρατούν μαζί τις δυο αλυσίδες του DNA (από επίδραση 

αλκάλεος. οξέος, θερμότητας ή από μειωμένη ιονική ισχύ). Έτσι στην διαδικασία απομόνωσης του DNA. θα 

πρέπει να αποφεύγονται οι ακραίες τιμές pH. η υψηλή θερμοκρασία και η χαμηλή ιονική ισχύς.

Διαδικασία απομόνωσης DNA

Για την απομόνωση χρησιμοποιούμε φρέσκο ή παγωμένο αίμα που περιέχει EDTA ή κιτρικό 

αντιπηκτικό και αποφεύγουμε αίμα που περιέχει ηπαρίνη. Το αίμα δεν αποθηκεύεται περισσότερο από 3 μέρες 

σε θερμοκρασία δωματίου ή περισσότερο από μια βδομάδα σε θερμοκρασία 2-8° C. πριν τη χρήση. Το αίμα το 

οποίο έχει κρατηθεί στο ψυγείο πάνω από ένα χρόνο ή έχει υποστεί περισσότερους από 3 κύκλους κατάψυξης- 

ξεπαγώματος, δεν χρησιμοποιείται. Η διαδικασία περιλαμβάνει την επαναφορά των δειγμάτων σε θερμοκρασία 

δωματίου καθώς και των αντιδραστηρίων GENK TRACT και διαλύματος λύσης, την ανάδευση και τη λύση των 

κυττάρων ως εξής:

• Πιπετάρουμε 100pL δείγματος αίματος σε μικροσωληνίσκο των 1.5mL με βιδωτό καπάκι.

• Προσθέτουμε lmL διαλύματος λύσης και αναδεύουμε ορισμένες φορές.

• Αφήνουμε το δείγμα για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου.

• Φυγοκεντρούμε για 5 min σε 3000 rpm σε μικροφυγόκεντρο.

• Πετάμε lmL από το υπερκείμενο.

• Προσθέτουμε lmL διαλύματος λύσης και αναδεύουμε ορισμένες φορές.

• Φυγοκεντρούμε για 5 min στις 12.000 rpm.

• Αφαιρούμε το υπερκείμενο εκτός από περίπου 50pL του ορατού σχηματιζόμενού ιζήματος.

• Πρώτα αναδεύουμε καλά το GENATRACT αντιδραστήριο και στη συνέχεια προσθέτουμε 200 μΕ 

GENATRACT ρητίνης στο ίζημα, κλείνουμε το καπάκι του μικροσωληνίσκου και ακολουθεί vortex 

για 10 sec.

• Επωάζουμε για 20 min στους 56" C και ακολουθεί vortex για 10 sec.

• Επωάζουμε για 10 min στους 98" C και στη συνέχεια vortex για 10 sec.

• Φυγοκεντρούμε για 5 min σε 12.000 rpm σε μικροφυγόκεντρο.

• Συλλέγουμε το υπερκείμενο το οποίο περιέχει το DNA μήτρα, το οποίο και μπορούμε να 

χρησιμοποιήσουμε άμεσα για PCR.

3.Β3) Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (polymerase chain reaction, PCR), είναι μία ευαίσθητη τεχνική 

της Βιοχημείας και της Μοριακής Βιολογίας, για την απομόνωση και τον ειδικό πολλαπλασιασμό μιας 

αλληλουχίας DNA. μέσω της ενζυμικής αναπαραγωγής του. Με την PCR μια συγκεκριμένη περιοχή του 

γονιδιώματος. μπορεί να πολλαπλασιαστεί μέχρι και δισεκατομμύρια φορές, δεδομένου ότι είναι γνωστή η
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νουκλεοτιδική του αλληλουχία. Η αλληλουχία του γονιδίου (ή DNA θραύσματος), είναι απαραίτητη για το 

σχεδίασμά των συνθετικών DNA ολιγονουκλεοτιδίων, το καθένα συμπληρωματικό με μία από τις αλυσίδες του 

δίκλωνου DNA. Τα ολιγονουκλεοτίδια που θα χρησιμοποιηθούν ως εκκινητές, πρέπει να δεσμεύονται σε θέσεις 

συμπληρωματικές προς την αλληλουχία που πρόκειται να ενισχυθεί, με άλλα λόγια καθορίζουν τα άκρα του 

DNA θραύσματος που πρόκειται να ενισχυθεί. Ένας πλήρης κύκλος μιας PCR αντίδρασης, περιλαμβάνει τα 

εξής τρία στάδια:

• Αποδιάταξη του DNA (denaturation)

• Πρόσδεση των εκκινητών στο DNA εκμαγείο (annealing)

• Επιμήκυνση των εκκινητών (extension).

1. Αποδιάταξη (denaturation): Κατά τη θέρμανση του δείγματος στους 94-95°C, τα δίκλωνα μόρια DNA 

αποχωρίζονται πλήρως, με αποτέλεσμα να παράγονται μονόκλωνες αλυσίδες που στη συνέχεια θα 

χρησιμοποιηθούν ως μήτρες για τους εκκινητές και την DNA πολυμεράση.

2. Επανασύνδεση (annealing): Η θερμοκρασία μειώνεται στους 50-65°C, έτσι ώστε οι εκκινητές να

προσδεθούν με τις συμπληρωματικές τους αλληλουχίες στα μονόκλωνα μόρια του DNA. Η θερμοκρασία 

εξειδίκευσης της αντίδρασης της PCR, καθορίζεται από την σχέση Tm=2(A+T)+4(C+G).

3. Σύνθεση (extension): Στο βήμα αυτό η θερμοκρασία αυξάνεται στους 72°C, που είναι η βέλτιστη

θερμοκρασία δράσης της θερμοανθεκτικής Taq (Thermus aquaticus) DNA πολυμεράσης. ώστε να εκτελέσει 

τη σύνθεση των συμπληρωματικών αλυσίδων, παρουσία των τεσσάρων δεοξυριβονουκλεοτιδίων. 

Συγκεκριμένα, η επέκταση των εκκινητών, γίνεται με τη προσθήκη δεοξυνουκλεοτιδίων, κατά την κατεύθυνση 

5 ► 3', κατά την οποία σχηματίζεται φωσφοδιεστερικός δεσμός, ανάμεσα στο 3' υδροξύλιο του εκκινητή και

την 5' φωσφορική ομάδα του δεοξυνουκλεοτιδίου, με τη βοήθεια της Taq πολυμεράσης και σύμφωνα με τον 

κανόνα της συμπληρωματικότητας των βάσεων. Ο χρόνος επώασης στους 72°C. ποικίλει ανάλογα με το 

μέγεθος του DNA στόχου που πρόκειται να ενισχυθεί (εικόνα 24).
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Εικόνα 24. Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης είναι μία τεχνική Βιοχημείας και (polymerase chain reaction, PCR), 

Μοριακής Βιολογίας για την απομόνωση και τον πολλαπλασιασμό αλληλουχίας DNA, μέσω της ενζυμικής αναπαραγωγής 

του DNA, χωρίς τη χρήση ζωντανών μικροοργανισμών, όπως η Ε. col ϊ ή οι ζύμες.

Καθώς η διαδικασία επαναλαμβάνεται, οι νεοσύστατοι κλώνοι με τη σειρά τους χρησιμοποιούνται ως 

εκμαγεία για την in vitro σύνθεση του DNA. Μετά από μερικούς κύκλους, το επικρατές προϊόν είναι ένα DNA 

θραύσμα, που το μέγεθος του οποίου αντιστοιχεί στην απόσταση μεταξύ των δύο αρχικών εκκινητών. Στη 

πράξη 20 με 30 κύκλοι της αντίδρασης, είναι αρκετοί για την αποτελεσματική ενίσχυση του DNA θραύσματος. 

Σε κάθε κύκλο που διαρκεί περίπου πέντε λεπτά, η ποσότητα του DNA διπλασιάζεται. Χαρακτηριστικά, το 

μίγμα της αντίδρασης, θερμαίνεται ξανά για να αποχωριστούν οι παλιοί και οι νέοι κλώνοι του DNA και 

επαναλαμβάνεται ο κύκλος της υβριδοποίησης των εκκινητών, του πολλαπλασιασμού του DNA και τέλος του 

αποχωρισμού των κλώνων. Είναι χαρακτηριστικό ότι τα πρώτα προϊόντα προέκτασης, προέρχονται από το 

αρχικό DNA και δεν χαρακτηρίζονται από σταθερό μήκος, ενώ στους επόμενους κύκλους σχηματίζεται σε 

πολλή μεγάλη περίσσεια το ειδικό προϊόν. Ένα ακόμα σημαντικό χαρακτηριστικό της αντίδρασης PCR, είναι η 

εκθετική ενίσχυση της συγκεκριμένης περιοχής του DNA στόχου. Το τελικό αποτέλεσμα της αντίδρασης 

PCR. μετά από η κύκλους είναι η παραγωγή θεωρητικά, 2" δίκλωνων μορίων DNA. που είναι πιστά αντίγραφα 

της αλληλουχίας του DNA που περικλείεται μεταξύ των εκκινητών.

49



Διαδικασία

• Προετοιμάζουμε την αραίωση της Taq DNA πολυμεράσης σε Taq ρυθμιστικό διάλυμα (0.2 U/pL).

• Προετοιμάζουμε 2 σωληνάκια αντίδρασης, για το κάθε δείγμα που πρόκειται να ενισχυθεί. Τοποθετούμε τα 

σωληνάκια στον πάγο.

• Για το κάθε δείγμα, προετοιμάζουμε 2 τελικά PCR μείγματα αντίδρασης (Α και Β) στον πάγο:

15 pL Amplification Mix A & 15 pL Amplification Mix B

5 pL αραιωμένης Taq DNA πολυμεράσης (1U) 5 pL αραιωμένης Taq DNA πολυμεράσης (1U)

5 pL DNA μήτρας 5 pL DNA μήτρας

• Κλείνουμε καλά τα σωληνάκια. Προθερμαίνουμε τον θερμοκυκλοποιητή στους 94°C.

• Τοποθετούμε τα σωληνάκια, στα οποία θα λάβει χώρα η αντίδραση, στον θερμοκυκλοποιητή και τρέχουμε ττ 

ακόλουθο πρόγραμμα σ' αυτόν:

Προ-PCR: 94°C/2 min.

Θερμοκυκλοποίηση: 94°C/15 sec. -58°C/30 sec. -72°C/30 sec. (35 κύκλοι)

Τελική επέκταση: 72°C/3 min.

Μπορούμε να αποθηκεύσουμε τα ενισχυμένα προϊόντα, στον πάγο στους 2-8°C, για περαιτέρω χρήση.

3.Β4) Ανάστροφος Υβριδισμός (reverse-hybridization)

Η ανάλυση των ΡΑ1-1 πολυμορφισμών 4G/5G, πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο του ανάστροφου 

υβριδισμού (CVD strip assay, Viennalab, Austria), σύμφωνα με την οποία τα ενισχυμένα από την PCR 

προϊόντα, υβριδοποιούνται σε μια δοκιμαστική ταινία (test strip). Αυτό το test strip, περιέχει ειδικούς για το 

αλληλόμορφο που εξετάζουμε, ολιγονουκλεοτιδικούς ανιχνευτές, οι οποίοι και βρίσκονται ακινητοποιημένοι 

πάνω στην ταινία, σχηματίζοντας μια παράταξη από παράλληλες γραμμές (εικόνα 25). Οι προσδεδεμένες 

βιοτυνιλιομένες αλληλουχίες, αποκαλύπτονται με τη χρήση στρεπταβιδίνης-αλκαλικής φωσφατάσης και το 

αντίστοιχο υπόστρωμα.
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Εικόνα 25. Σχεδιασμένο Teststrip για την ερμηνεία 12 μεταλλάξεων: FV G1691A (Leiden), FV FU299R (R2), 

Προθρομβίνη G20210A, Παράγοντας XIII V34L, β-Ινωδογόνο -455 G-A, PAI-1 4G/5G, GPIIIa L33P (ΗΡΑ-1), 

MTHFR C677T, MTHFR A1298C, ACE I/D, Apo B R3500Q, Apo E2/E3/E4.

Διαδικασία

Ρυθμίζουμε τη θερμοκρασία στο υδατόλουτρο ακριβώς στους 45° C και ελέγχουμε τη θερμοκρασία του 

νερού με βαθμονομημένο θερμόμετρο. Προθερμαίνουμε το Buffer υβριδοποίησης και το Wash Solution Α στους 

45° C. Αφήνουμε τα Teststrips, DNAT, Conjugate Solution, Wash Solution B και Color Developer,να φτάσουν τη 

θερμοκρασία δωματίου. Για κάθε δείγμα, χρησιμοποιούμε 1 Teststrip.

• Πιπετάρουμε 20pL DNAT (1.6% NaOH), στο κάθε πηγαδάκι του σκαφιδιού που χρησιμοποιούμε (1 

πηγαδάκι για το κάθε δείγμα).

• Προσθέτουμε ΙΟμί από το ενισχυμένο προϊόν Α στην αντίστοιχη σταγόνα του DNAT και άλλα 10pL 

από το ενισχυμένο προϊόν Β στην ίδια σταγόνα και αναμειγνύουμε καλά με την πιπέτα (το διάλυμα 

παραμένει μπλε).

• Ακολουθεί επώαση για 5 min, σε θερμοκρασία δωματίου.

51



• Προσθέτουμε 1 mL Buffer υβριδοποίησης (προθερμασμένο στους 45° C), σε κάθε πηγαδάκι. 

Αναδεύουμε το σκαφίδιο σιγά-σιγά (το μπλε χρώμα εξαφανίζεται).

• Εισαγάγουμε τα Teststrips (σημειώνουμε με μολύβι έναν αριθμό για κάθε ασθενή) στα αντίστοιχα 

πηγαδάκια του σκαφιδιού. Τα Teststrips βυθίζονται πλήρως.

• Επωάζουμε για 30 min, στους 45° C στο υδατόλουτρο (με κλειστό το καπάκι του για να αποφύγουμε τις 

αλλαγές στη θερμοκρασία) με γρήγορο κούνημα (~50 rpm).

• Μετά το τέλος της επώασης, αφαιρούμε τα διαλύματα υβριδισμού, αναποδογυρίζοντας το σκαφίδιο σε 

μία στοίβα από χαρτοπετσέτες, με προσοχή να μη φύγουν τα Teststrips από τις θέσεις τους.

Αυστηρά πλυσίματα

• Προσθέτουμε 1 mL Wash Solution Α (προθερμασμένο στους 45° C) και το αφήνουμε για λίγο (10 sec). 

Στη συνέχεια, το απομακρύνουμε (είτε με πιπέτα, είτε αντιστρέφοντας το σκαφίδιο με προσοχή σε μια 

στοίβα χαρτοπετσέτες).

• Προσθέτουμε ξανά 1 mL Wash Solution A (45° C). Ακολουθεί επώαση για 15 min, στους 45° C στο 

υδατόλουτρο με γρήγορη ανάδευση. Μετά το τέλος της επώασης, απομακρύνουμε πάλι το διάλυμα.

• Προσθέτουμε για τρίτη φορά, 1 mL Wash Solution A (45° C). Ξανά επώαση, στους 45° C στο 

υδατόλουτρο με shaking για 15 min και ύστερα αφαίρεση του Wash Solution A.

Α νά.πτυςη χρώματος

• Προσθέτουμε 1 mL Conjugate Solution (στρεπταβιδίνη-αλκαλική φωσφατάση). Επώαση για 15 

min, σε θερμοκρασία δωματίου, αναδεύοντας σιγά-σιγά. Ύστερα απομάκρυνση του αντιδραστηρίου.

• Προσθέτουμε 1 mL Wash Solution Β (0.05% NaNs), το αφήνουμε για 10 περίπου sec και ύστερα το 

αφαιρούμε.

• Προσθέτουμε ξανά 1 mL Wash Solution Β. Ακολουθεί επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 5 min 

με ήπια ανάδευση και μετά το τέλος της επώασης, αναρροφούμε το αντιδραστήριο.

• Αυτό το τελευταίο βήμα, το επαναλαμβάνουμε ακόμη 1 φορά.

• Προσθέτουμε 1 mL Color Developer (nitro blue tetrazolium, NBT & 5-bromo-4-chloro-3-indolyl 

phosphate, BCIP). Επωάζουμε στη συνέχεια, για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου, στο σκοτάδι (ιιια 

ερυθροκυανή χρώση θα εμφανιστεί, εάν είναι θετική η αντίδραση).

• Τα Teststrips ξεπλένονται αρκετές φορές με απεσταγμένο νερό και τα αφήνουμε να στεγνώσουν στο 

σκοτάδι πάνω σε διηθητικό χαρτί.
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Ερμηνεία των αποτελεσμάτων

Ο γενότυπος κάθε δείγματος, καθορίζεται με βάση τη κλίμακα της εικόνας 25. Αντιπαραβάλουμε τη 

βαθμονομημένη κλίμακα με την ταινία των αποτελεσμάτων μας, ευθυγραμμίζοντάς τα, με τη χρήση της 

κόκκινη γραμμής (στην κορυφή του Teststrip) και της πράσινης γραμμής (στη βάση του Teststrip). Η θετική 

αντίδραση στην υψηλότερη θέση των Control γραμμών, υποδεικνύει την καλή λειτουργία των Conjugate 

Solution και Color Developer και θα πρέπει πάντα να χρωματίζεται από τη θετική αντίδραση.

Γ ονότυποι

MGR ηε: ηομ

Ζώνη για μεταλλαγμένο αλληλόμορφο 

Ζώνη για άγριου τύπου αλληλόμορφο

Εικόνα 26. Εμφάνιση των αποτελεσμάτων σ’ ένα Teststrip

Στην εικόνα 26, βλέπουμε την τυπική εμφάνιση των αποτελεσμάτων σε μία ταινία αντίδρασης. Στην 

περίπτωση που χρωματιστεί μόνο η ζώνη του γονιδίου άγριου τύπου ή του μεταλλαγμένου αλληλομόρφου, τότε 

μιλάμε για ομοζυγωτία, ενώ εάν χρωματιστούν και οι δύο ζώνες, τότε αναφερόμαστε σε ετεροζυγωτία 

(πίνακας 4).

Άγριου τύπου αλληλόμορφο Μεταλλαγμένου αλληλόμορφο Γονότυπος

NOR θετικό αρνητικό φυσιολογικός

HET θετικό θετικό ετερόζυγος

HOM αρνητικό θετικό ομόζυγος

Πίνακας 4. Ερμηνεία των αποτελεσμάτων υβριδισμού

Στατιστική ανάλυση

Για την ανάλυση των διαφορών για τις μεταβλητές, με κανονική κατανομή χρησιμοποιήθηκε το Student 

t-test (τιμή Ρ < 0.05, θεωρείται στατιστικά σημαντική), ενώ το Mann-Whitney U test εφαρμόστηκε για την 

Lp(a). Οι κανονικά κατανεμημένες μεταβλητές, παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± σταθερή απόκλιση, ενώ η 

Lp(a), η οποία δεν αποτελεί κανονικά κατανεμημένη μεταβλητή, εκφράζεται ως διάμεσος τιμή. Για τις 

συγκρίσεις επαναλαμβανόμενων μετρήσεων ανάμεσα στις ομάδες, χρησιμοποιήθηκε αρχικά η Freedman 

ανάλυση διασποράς. Οι ασυνεχείς μεταβλητές εξετάστηκαν με το χ2 test. Η αναλογία πιθανοτήτων (Odds ratio,
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OR) καν 95% CIs, υπολογίστηκαν με τη χρήση του λογισμικού στατιστικής ανάλυσης SPSS (SPSS Inc., 

Chicago, USA).

4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Στον πίνακα 5, φαίνεται η συχνότητα εμφάνισης των κυριότερων παραγόντων κινδύνου στεφανιαίας 

νόσου και η συχνότητα του πολυμορφισμού 4G/5G του ΡΑΙ-1, σε μικρής ηλικίας επιζώντες από έμφραγμα του 

μυοκαρδίου και σε μάρτυρες. Εξετάστηκαν 201 ασθενείς, από τους οποίους οι 176 ήταν άνδρες (87,6%) και οι 

25 γυναίκες (12,4%), με μέσο όρο ηλικίας 32±3 χρονών. Η ομάδα ελέγχου απαρτιζόταν από 140 άτομα, εκ των 

οποίων οι 123 ήταν άνδρες (87,9%) και οι 17 γυναίκες (12,1%), του ίδιου μέσου όρου ηλικίας με την ομάδα 

των ασθενών. Οι 188 από τους 201 ασθενείς ήταν καπνιστές, ενώ στην ομάδα ελέγχου, τα 69 από τα 140 άτομα 

που την αποτελούσαν ήταν καπνιστές, το οποίο είναι στατιστικά σημαντικό (Ρ<0.001). Επίσης, οι 145 από τους 

201 ασθενείς παρουσίαζαν υπερχοληστερολαιμία, σε αντίθεση με τους 67 από τους 140 μάρτυρες, και είναι 

στατιστικά σημαντικό (Ρ<0.001). Επιπλέον, 24 από τους 201 ασθενείς διαγνώστηκαν με υπέρταση, εν 

συγκρίσει με τους 6 από τους 140 μάρτυρες, και εδώ υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφοροποίηση (Ρ=0.01). 

Επιπρόσθετα, μόνο 6 ασθενείς είχαν σακχαρώδη διαβήτη, ενώ κανένας από τους μάρτυρες δεν παρουσίαζε 

διαβήτη. Το κάπνισμα λοιπόν η υπερχοληστερολαιμία και η υπέρταση, αποτελούν επικρατέστερους παράγοντες 

κινδύνου για έμφραγμα στους ασθενείς απ’ ότι στους μάρτυρες, σε στατιστικά σημαντικό επίπεδο.

Στατιστικά σημαντική διαφορά (Ρ=0.02) παρουσιάστηκε, ύστερα από τη μέτρηση των επιπέδων του 

ΡΑΙ-1 στο πλάσμα, με υψηλότερα επίπεδα του αναστολέα να εμφανίζονται στο πλάσμα των ασθενών με ΜΙ σε 

σχέση με την ομάδα ελέγχου (28.9 ± 22 vs 23.5 ± 15 ng/mL).

Στη συνέχεια, η ανάλυση των γονοτύπων, έδειξε ότι οι 29 από τους 201 ασθενείς παρουσίαζαν 4G/4G 

γονότυπο και 111 ήταν ετερόζυγοι 4G/5G, σε αντίθεση με την ομάδα ελέγχου, όπου οι 28 από τους 140 ήταν 

ομόζυγοι ως προς το αλληλόμορφο 4G και 89 ετερόζυγοι 4G/5G.

Παρατηρούμε λοιπόν ότι η συχνότητα εμφάνισης των γονοτύπων που φέρουν το 4G αλληλόμορφο 

(4G/4G και 4G/5G) είναι μικρότερη στους ασθενείς σε σχέση με τους μάρτυρες (14.4%+ 55.2% vs 

20.3% + 63.3%), με τη διαφοροποίηση αυτή να είναι στατιστικά σημαντική (Ρ=0.007). Έτσι, η συχνότητα του 

4G αλληλομόρφου, βρέθηκε να είναι μικρότερη στους ασθενείς σε σύγκριση με τους μάρτυρες, σε στατιστικά 

σημαντικό επίπεδο (39.6 vs 51.8%, Ρ=0.002) (πίνακας 5).

Οι 61 από τους 201 ασθενείς, βρέθηκαν ομόζυγοι στο 5G αλληλόμορφο σε σχέση με τους 23 από τους 

140 μάρτυρες, υποδεικνύοντας ότι ο γονότυπος 5G/5G απαντάται σε μεγαλύτερο ποσοστό στους ασθενείς σε 

σχέση με τα υγιή άτομα (30.3 vs 16.4%, Ρ=0.007).
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Μέσος όρος 
(τυπική 

απόκλιση) σε 
ασθενείς

Ασθενείς, (η = 201)
Ασθενείς

πλήθος, |η|
ποσοστό %

Μέσος όρος 
(τυπική 

απόκλιση) σε 
μάρτυρες

Μάρτυρες
ποσοστό

%

Μάρτυρες 
(η = 140)

πλήθος, |η|
Ρ-

value

Ηλικία (years) 32.2 ±3.4 31.8 ± 3.5 0.27
Ανδρικό φύλο 87.6 176S- 25 $ 87.9 123^-17? 0.94
Καπνιστές 93.5 188 49.3 69 <0.001
Υπερχοληστερολαιμία 72.1 145 47.8 67 <0.001
Υπέρταση 11.9 24 4.3 6 0.01
Σακχαρώδης διαβήτης 3 6 0 0 n/a
ΡΑΙ-1 (ng/mL) 28.9 ±22 23.5 ± 15 0.02
4G/5G πολυμορφισμός του ΡΑΙ-1
4G/4G & 4G/5G 14.4 ±55.2 29 + 111 20.3 ± 63.3 28 ± 89 0.007
5G/5G 30.3 61 16.4 23 0.007
Συχνότητα του 39.6 51.8 0.002αλληλομόρφου 4G

Πίνακας 5. Η συχνότητα εμφάνισης των κυριότερων παραγόντων κινδύνου στεφανιαίας νόσου και του πολυμορφισμού του ΡΑΙ-1, σε 

μικρής ηλικίας επιζώντες από έμφραγμα μυοκαρδίου και σε μάρτυρες.

Σε πολυπαραγοντική προσαρμοστική ανάλυση των παραγόντων κινδύνου για έμφραγμα του 

μυοκαρδίου (λαμβάνοντας υπ’όψιν το ιστορικό υπερχοληστερολαιμίας, υπέρτασης και καπνίσματος), φάνηκε 

ότι το 4G αλληλόμορφο συνδέεται με μικρότερο κίνδυνο εμφάνισης εμφράγματος του μυοκαρδίου 

(Adjusted OR*=0.45). Αντίθετα, η υπερχοληστερολαιμία, η υπέρταση και το κάπνισμα σχετίζονται με 

υψηλότερο κίνδυνο εμφάνισης πρώιμου καρδιακού εμφράγματος (Adjusted ORs* 3.2, 2.9 και 14.5 

αντίστοιχα) (πίνακας 6).

Μη ”P°(95%cT° °R nP°TOP Μ0«Μί*0 OR* (95% CI)

4G/5G πολυμορφισμός του ΡΛΙ-1

4G/4G & 4G/5G vs. 5G/5G 0.44 (0.26-0.77) 0.45 (0.23-0.88)

Κάπνισμα (y/n) - 14.5(7.5-32.4)

Υπερχοληστερολαιμία (y/n) - 3.2 (1.9-5.5)

Υπέρταση(γ/η) - 2.9(1.13-9.24)

Πίνακας 6. Αποτελέσματα από λογισμικό στατιστικής ανάλυσης, που αποτιμά τη σχέση ανάμεσα στον πολυμορφισμό 

4G/5G του αναστολέα-1 των ενεργοποιητών του πλασμινογόνου και τον κίνδυνο πρώιμου εμφράγματος του μυοκαρδίου.
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Ακολούθως, συγκρίναμε τα επίπεδα των λιπιδίων και του ΡΑΙ-1, καθώς και το ιστορικό υπέρτασης, 

καπνίσματος, σακχαρώδη διαβήτη μεταξύ των κάτωθι ομάδων (πίνακας 7):

α) ασθενών που φέρουν το αλληλόμορφο 4G (4G/4G και 4G/5G γονότυποι) και μαρτύρων, 

β) ασθενών με γονότυπο 5G/5G και μαρτύρων και

γ) ασθενών με 4G/4G και 4G/5G γονότυπους και ασθενών που παρουσιάζουν 5G/5G γονότυπο.

Από τους 201 ασθενείς μέσου όρου ηλικίας 32±3 ετών που εξετάστηκαν, οι 140 έφεραν το 

αλληλόμορφο 4G, εκ των οποίων οι 122 ήταν άνδρες και 18 γυναίκες, ενώ οι υπόλοιποι 61 ασθενείς εμφάνιζαν 

τον γονότυπο 5G/5G, από τους οποίους οι 54 ήταν άνδρες και οι 7 γυναίκες. Οι 129 από τους 140 ασθενείς που 

έφεραν το 4G αλληλόμορφο ήταν καπνιστές, σε αντίθεση με τους 69 από τους 140 μάρτυρες, και αυτό είναι 

στατιστικά σημαντικό (Ρ* < 0.001). Οι 58 από τους 61 ασθενείς που ήταν ομόζυγοι ως προς το 5G 

αλληλόμορφο κάπνιζαν, σε σχέση με τους 69 από τους 140 μάρτυρες, και είναι στατιστικά σημαντικό (Ρ' < 

0.001). Οι 129 από τους 140 ασθενείς με γονότυπους 4G/4G και 4G/5G ήταν καπνιστές, εν συγκρίσει με τους 

58 από τους 61 ασθενείς με γονότυπο 5G/5G, χωρίς αυτό να είναι στατιστικά σημαντικό (Ρ* = 0.65).

Επιπλέον, οι 16 από τους 140 ασθενείς που φέρουν το 4G αλληλόμορφο παρουσίαζαν υπέρταση, σε 

σύγκριση με τους 6 από τους 140 μάρτυρες, και δεν είναι στατιστικά σημαντικό (Ρ* = 0.07). Οι 8 από τους 61 

ασθενείς με γενότυπο 5G/5G ήταν υπερτασικοί, σε σχέση με τους 6 από τους 140 μάρτυρες, χωρίς να είναι 

στατιστικά σημαντικό (Ρ' = 0.05). Οι 16 από τους 140 ασθενείς που έφεραν το 4G αλληλόμορφο εμφάνιζαν 

υπέρταση, σε αντίθεση με τους 8 από τους 61 ασθενείς με γενότυπο 5G/5G, χωρίς ούτε και αυτό να είναι 

σημαντικό σε στατιστικό επίπεδο (Ρ * = 0.79).

Επιπρόσθετα, μόνο 2 από τους 140 ασθενείς με 4G/4G και 4G/5G γονότυπους διαγνώστηκαν με 

σακχαρώδη διαβήτη, σε σύγκριση με κανέναν από τους μάρτυρες. Κανένας από τους ασθενείς με γενότυπο 

5G/5G και τους μάρτυρες δεν είχε σακχαρώδη διαβήτη. Η σύγκριση μεταξύ ασθενών που φέρουν το 

αλληλόμορφο 4G και εκείνων με γονότυπο 5G/5G όσον αφορά το διαβήτη, δεν είναι στατιστικά σημαντική (Ρ* 

= 0.60).

Στατιστικά σημαντική διαφορά (Ρ* < 0.001), υπάρχει στα ποσά της ολικής χοληστερόλης μεταξύ 

ασθενών φορέων του αλληλομόρφου 4G και μαρτύρων, με υψηλότερο ποσά να εμφανίζονται στους πρώτους 

(242.2 ± 63 vs 192.5 ± 27 mg/dL). Τα επίπεδα της ολικής χοληστερόλης βρέθηκαν υψηλότερα στους ασθενείς 

με γονότυπο 5G/5G σε σύγκριση με τους μάρτυρες, σε στατιστικά σημαντικό επίπεδο (267.3 ± 88 vs 192.5 ± 

27 mg/dL, Pj<0 .001). Οι ασθενείς με γενότυπο 5G/5G παρουσίαζαν υψηλότερα ποσά ολικής χοληστερόλης 

στο πλάσμα, εν αντιθέσει με εκείνους που έφεραν το 4G αλληλόμορφο, γεγονός που είναι στατιστικά 

σημαντικό (267.3 ± 88 vs 242.2 ± 63 mg/dL, Ρ* = 0.01).

Κατόπιν, βρέθηκε ότι τα επίπεδα των τριγλυκεριδίων ήταν υψηλότερα στους ομόζυγους και 

ετερόζυγους ασθενείς ως προς το 4G αλληλόμορφο από ότι στους μάρτυρες, με στατιστικά σημαντική διαφορά
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(169.5 ± 89 vs 119.7 ± 67 mg/dL, P* < 0.001). Στατιστικά σημαντική ήταν και η διαφορά στα ποσά των 

τριγλυκεριδίων ανάμεσα στους ομόζυγους για το 5G αλληλόμορφο ασθενείς και τους μάρτυρες (Pf < 0.001), με 

υψηλότερα ποσά να παρουσιάζονται στους ασθενείς (174.6 ± 72 vs 119.7 ± 67 mg/dL). Η τιμή της 

συγκέντρωσης των τριγλυκεριδίων, ήταν υψηλότερη στο πλάσμα των ασθενών με γενότυπο 5G/5G από εκείνη 

των ασθενών με τους γενότυπους 4G/4G και 4G/5G του ΡΑΙ-1, χωρίς να είναι αυτό στατιστικά σημαντικό 

(174.6 ± 72 vs 169.5 ± 89 mg/dL, Ρ% = 0.70).

Τα επίπεδα της καλής HDL χοληστερόλης, ήταν χαμηλότερα στους ασθενείς με το αλληλόμορφο 4G 

από εκείνα της ομάδας ελέγχου (40.8 ± 11.8 vs 51.9 ± 11.3 mg/dL, Ρ* < 0.001), ενώ η τιμή της συγκέντρωσης 

της LDL χοληστερόλης βρέθηκε υψηλότερη στους ασθενείς, σε στατιστικά σημαντικό βαθμό (169.3 ± 57.9 vs 

117.9 ± 22 mg/dL, Ρ* < 0.001). Υψηλότερα ποσά HDL χοληστερόλης σε στατιστικά σημαντικό επίπεδο 

παρατηρήθηκαν στους μάρτυρες πάλι, σε αντίθεση με τους ομόζυγους ασθενείς ως προς το 5G αλληλόμορφο 

(51.9 ± 11.3 vs 39.8 ± 10.2 mg/dL, />t < 0.001), ενώ τα επίπεδα της LDL χοληστερόλης βρέθηκαν χαμηλότερα 

στους μάρτυρες από εκείνα των 5G/5G ασθενών, σε στατιστικά σημαντικό βαθμό (117.9 ± 22 vs 192.1 ± 88 

mg/dL, Pf < 0.001). Η διαφορά στη συγκέντρωση της HDL χοληστερόλης μεταξύ ασθενών με 4G/4G και 

4G/5G γενότυπους και εκείνων με 5G/5G γενότυπο, δεν ήταν στατιστικά σημαντική (Ρ* = 0.50), με υψηλότερη 

τιμή να παρουσιάζεται στους πρώτους (40.8 ± 11.8 vs 39.8 ± 10.2 mg/dL). Αντίθετα στατιστικά σημαντική, 

φαίνεται η διαφορά στα επίπεδα της LDL χοληστερόλης ανάμεσα στους ασθενείς που έφεραν το αλληλόμορφο 

4G και τους 5G/5G ασθενείς (/>ί = 0.02), με υψηλότερα ποσά να ανευρίσκονται στους ομόζυγους ασθενείς για 

το 5G αλληλόμορφο (169.3 ± 57.9 vs 192.1 ± 88 mg/dL).

Εν συνεχεία, βρέθηκαν υψηλότερα σε στατιστικά σημαντικό βαθμό (Ρ* < 0.001) επίπεδα της Lp(a) 

στους 4G/4G και 4G/5G ασθενείς, σε αντίθεση με τους μάρτυρες (10.1 vs 7.9 mg/dL). Σε στατιστικά 

σημαντικό βαθμό υψηλότερη ήταν επίσης η συγκέντρωση της Lp(a) στους 5G/5G ασθενείς από εκείνη της 

ομάδας ελέγχου (15.3 vs 7.9 mg/dL, Pf < 0.001). Υψηλότερα μετρήθηκαν επίσης τα επίπεδα της Lp(a) στο 

πλάσμα των ομόζυγων για το 5G αλληλόμορφο ασθενών από εκείνα των 4G/4G και 4G/5G ασθενών (15.3 vs 

10.1 mg/dL).

Τέλος, στατιστικά σημαντική υπήρξε η διαφορά στα επίπεδα του ΡΑΙ-1 μεταξύ 4G/4G και 4G/5G 

ασθενών και μαρτύρων, με υψηλότερα επίπεδα να εμφανίζονται στους πρώτους (32.5 ± 25 vs 23.5 ± 15 ng/mL, 

Ρ* = 0.003). Τα επίπεδα του αναστολέα βρέθηκαν επίσης, χαμηλότερα στους 5G/5G ασθενείς από εκείνα της 

ομάδας ελέγχου, χωρίς να είναι αυτό στατιστικά σημαντικό (22.2 ±11.3 vs 23.5 ± 15 ng/mL, Ρ' = 0.60). Το 

ποσό του αναστολέα-1 του πλασμινογόνου, ήταν σε στατιστικά σημαντικό επίπεδο υψηλότερο στους ασθενείς 

με το αλληλόμορφο 4G από εκείνο των ασθενών με γονότυπο 5G/5G (32.5 ± 25 vs 22.2 ±11.3 ng/mL, Ρ* = 

0.006) (πίνακας 7).
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Συμπερασματικά λοιπόν, οι ασθενείς που έφεραν το αλληλόμορφο 4G, είχαν σημαντικά υψηλότερα 

επίπεδα του ΡΑΙ-1, αλλά χαμηλότερα ποσά ολικής χοληστερόλης, LDL χοληστερόλης και Lp(a) σε 

σύγκριση με τους ασθενείς με τον γενότυπο 5G/5G. Επιπρόσθετα, οι ασθενείς με το 4G αλληλόμορφο, 

είχαν στο πλάσμα σημαντικά υψηλότερα επίπεδα του αναστολέα-1 των ενεργοποιητών του 

πλασμινογόνου από εκείνα της ομάδας ελέγχου.

Ασθενείς με πρώιμο ΜΙ

Μέσος όρος 
(τυπική 

απόκλιση)

4G/4G + 
4G/5G 

(« = 140) 
ποσοστό 

%

4G/4G + 
4G/5G

πλήθος
Ν

5G/5G (/ι = 61) 
ποσοστό %

5G/5G

πλήθος|η|

Μάρτυρες 
(« = 140) 
ποσοστό

%

Μέσος όρος 
(τυπική 

απόκλιση)

Μάρτυρες

πλήθος|η|

pi-
value

Pf-
value

Pl-
value

Ηλικία (years) 32.1 ±3.1 32.3 ± 3.4 31.8 ± 3.5 0.41 0.30 0.86
Ανδρες 87.1 1226'- 88.5 54c?- 7$ 87.9 123c?- 1.00 0.92 0.9718$ 17$
Καπνιστές 92.2 129 95.1 58 49.3 69 <0.001 <0.001 0.65
Υπέρταση 11.4 16 13.1 8 4.3 6 0.07 0.05 0.79
Σακχαρώδης 2 1 0
Διαβήτης 1.43 1.64 0 n/a n/a 0.60

Ολική 242.2 ± 63 192.5 ±27
χοληστερόλη 267.3 ± 88 <0.001 <0.001 0.01
(mg/dL)
Γριγλυκερίδια 169.5 ±89 119.7 ±67
(mg/dL) 174.6 ±72 <0.001 <0.001 0.70

HDL 40.8 ± 11.8 51.9 ± 11.3
χοληστερόλη 39.8 ± 10.2 <0.001 <0.001 0.50
(mg/dL)
LDL 169.3 ±57.9 117.9 ±22
χοληστερόλη 192.1 ±88 <0.001 <0.001 0.02
(mg/dL)
Lp(a) (mg/dL) 10.1 (2.1- 7.9(1.5-15)

29.9) 15.3 (8.2-57.1) <0.001 <0.001 0.03

ΡΑΙ-1 32.2 ±25 22.2 ± 11.3 23.5 ±15 0.003 0.60 0.006

[Ιίνακας7. Τα ποσά των λιπιδίων και τα επίπεδα τουΡΑΙ-Ι,σε νεαρής ηλικίας επιζώντες από έμφραγμα του μυοκαρδίου, με τον 

1G/5G πολυμορφισμό του ΡΑΙ-1 (4G/4G και 4G/5G vs 5G/5G γενότυποι) και σε μάρτυρες.

* Ρ ασθενείς με 4G/4G και 4G/5G γενοτύπους vs μάρτυρες.

Ρ ασθενείς με 5G/5G γενότυπο vs μάρτυρες.

* Ρ ασθενείς με 4G/4G και 4G/5G γενοτύπους vs ασθενείς με 5G/5G γενότυπο.
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Ο ρόλος της γενετικής προδιάθεσης για στεφανιαία νόσο (CAD), φαίνεται να είναι αρκετά σημαντικός 

σε ασθενείς νεαρής ηλικίας. Τα τελευταία χρόνια η προσοχή έχει εστιαστεί στους πολυμορφισμούς, που 

επηρεάζουν τις εξής βιολογικές λειτουργίες: πήξη, ινωδόλυση, λειτουργίες αιμοπεταλίων, αγγειακή λειτουργία, 

λιπιδικό μεταβολισμό και φλεγμονή.

Συγκεκριμένα, η μελέτη των προθρομβωτικών πολυμορφισμών, έχει προκαλέσει βαθύ ενδιαφέρον. Ο 

ρόλος της αθηροσκλήρωσης και της θρόμβωσης, είναι διαφορετικός σε διαφορετικές ηλικίες. Μεγάλος αριθμός 

ερευνών, απέδειξε ότι ο πολυμορφισμός G20210A στο γονίδιο της προθρομβίνης συνδέεται με αυξημένο 

κίνδυνο ΑΜΙ, σε άτομα νεαρής ηλικίας, ειδικότερα παρουσία και άλλων παραγόντων κινδύνου. Αντιφατικά 

αποτελέσματα, έχουν βρεθεί από έρευνες για τον παράγοντα V Leiden. Σύμφωνα με πολλούς συγγραφείς, η 

APCR συνδέεται με αυξημένο κίνδυνο ΑΜΙ, μόνο σε καπνιστές και προπαντός αν είναι γυναίκες. Από την 

άλλη μεριά, ορισμένοι πολυμορφισμοί στο γονίδιο του παράγοντα VII, φαίνεται να έχουν προστατευτικό ρόλο. 

Οξύ έμφραγμα του μυοκαρδίου σε νεαρή ηλικία, μπορεί επίσης να προκληθεί από τη μείωση της ινωδολυτικής 

δραστηριότητας, εξαιτίας της παρουσίας του 4G αλληλομόρφου στον υποκινητή του γονιδίου του ΡΑΙ-1. Η 

προσοχή έχει εστιαστεί επίσης, στις επιδράσεις παραλλαγών σε γονίδια που επηρεάζουν λειτουργίες των ΑΜΠ. 

Σύμφωνα με μια μετα-ανάλυση ερευνών που δημοσιεύτηκαν έως το 1999, υποστηρίζεται ότι δεν υπάρχει σχέση 

ανάμεσα στον πολυμορφισμό ΡΙΑ1/Α2 του γονιδίου του GPIIIa και ΑΜΙ σε μικρής ηλικίας άτομα, αν και 

υπάρχει αμφιβολία σχετικά με τον ρόλο του πολυμορφισμού στα γονίδια των GPIIb και GPIb. Επιπλέον, 

φαίνεται να παρουσιάζεται σχέση με τους πολυμορφισμούς στο γονίδιο που κωδικοποιεί τη θρομβοποιητίνη. 

Επίσης, έχει εκτιμηθεί ο ρόλος μερικών γονιδίων, που κωδικοποιούν πρωτεΐνες, οι οποίες επηρεάζουν 

αγγειακές λειτουργίες. Αποτελέσματα από μικρό αριθμό ερευνών πάνω στη γενετική του συστήματος ρενίνης- 

αγγειοτενσίνης-αλδοστερόνης, είναι ανεπαρκή και αντιφατικά, όπως εκείνα σχετικά με τη σχέση ανάμεσα στον 

πολυμορφισμό G894T του γονιδίου της ενδοθηλιακής συνθάσης του NO (eNOS), ή στον πολυμορφισμό C677T 

του γονιδίου του MTHFR και το ΑΜΙ σε νεαρές ηλικίες. Έχουν εξεταστεί και γονίδια που κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες, οι οποίες εμπλέκονται στον μεταβολισμό των λιπιδίων. Αρκετοί πολυμορφισμοί βρέθηκαν στο 

γονίδιο που κωδικοποιεί την Αρο Β, συγκεκριμένα η παραλλαγή C-516Τ βρέθηκε να συνδέεται με αυξημένα 

επίπεδα της LDL, ενώ τα αποτελέσματα σχετικά με τη σχέση ανάμεσα σ’ αυτόν και σε άλλους 

πολυμορφισμούς στο ίδιο το γονίδιο και το πρόωρο ΑΜΙ, είναι ασύμφωνα. Αντίθετα, to αλληλόμορφο ε4 του 

γονιδίου της ΑροΕ συνδέθηκε με αυξημένο κίνδυνο εμφράγματος σε νεαρά άτομα σε πολλές μελέτες. Τα 

τελευταία χρόνια, ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχει προκαλέσει η έρευνα που αφορά τη σχέση ανάμεσα σε φλεγμονή, 

αθηροσκλήρωση και CAD. Παρόλο που έχουν πραγματοποιηθεί λίγες έρευνες, ωστόσο υποδεικνύουν ότι 

υπάρχει σύνδεση ανάμεσα στο πρόωρο ΑΜΙ και τον πολυμορφισμό C-260T του γονιδίου του CD 14, ανάμεσα

59



σε στεφανιαία αθηροσκλήρωση και τον πολυμορφισμό A516C του γονιδίου της Ε σελεκτίνης ή τους 

πολυμορφισμούς Leul25Val και Ser563Asn του γονιδίου του PECAM1 (platelet endothelial cell adhesion 

molecules).

Ο PAI-1 θεωρείται παράγοντας οξείας φάσης και η απελευθέρωση του ρυθμίζεται από ποικίλους 

φλεγμονώδεις παράγοντες, όπως ιντερλευκίνη-1, TNF-a, TGF-β. Αυτοί οι αγωνιστές, άμεσα επηρεάζουν την 

έκφραση του γονιδίου του ΡΑΙ-1. Επομένως, η αύξηση των επιπέδων του ανασταλτικού ινωδολυτικού 

παράγοντα, έπειτα από φλεγμονώδεις αντιδράσεις, λόγω της άμεσης ενεργοποίησης του γονιδίου του ΡΑΙ-1 

από κυτοκίνες, μπορεί να υποδηλώνει τον αυξημένο κίνδυνο εμβολικού επεισοδίου σε νεαρά άτομα που εν 

δυνάμει φέρουν τον γενότυπο 4G/4G (Tsantes A. et al. 2007).

Στον ομογενή πληθυσμό που εξετάσαμε στην παρούσα εργασία για το αλληλόμορφο 4G για το ΡΑΙ-1 

γονίδιο ήταν λιγότερο επικρατές σε ασθενείς με πρώιμο έμφραγμα του μυοκαρδίου. Συγκεκριμένα από τα 

άτομα που επέζησαν και είχαν το αλληλόμορφο 4G, εμφάνιζαν 55% μικρότερο κίνδυνο να αναπτύξουν πρώιμο 

έμφραγμα του μυοκαρδίου, ανεξάρτητα από τους υπόλοιπους παράγοντες κινδύνου που εξετάστηκαν. 

Παραδόξως, αυτή η συσχέτιση προέκυψε παρά το γεγονός ότι το αλληλόμορφο σχετίζεται με υψηλότερα 

επίπεδα του ΡΑΙ-1 σε σύγκριση με τα άτομα με γενότυπο 5G/5G.

Πρόσφατη έρευνα σχετικά με τον ρόλο του πλασμινογονικού αναστολέα ΡΑΙ-1 στην εμφάνιση 

εμφράγματος του μυοκαρδίου, υπέδειξε επίσης την αυξημένη έκφραση του παράγοντα σε άτομα παρουσία του 

αλληλομόρφου 4G. Αναλύθηκε δείγμα 2995 ατόμων (41% μαύροι και 51% γυναίκες) ηλικίας 70 έως 79 ετών, 

και μελετήθηκε η προδιάθεση τους να εμφανίσουν έμφραγμα του μυοκαρδίου. Τα άτομα που εμφάνισαν 

έμφραγμα του μυοκαρδίου ήταν άνδρες, καπνιστές, με ιστορικό καρδιαγγειακής νόσου, εγκεφαλικού και 

διαβήτη, με χαμηλά επίπεδα καλής χοληστερόλης σε σχέση με εκείνους που δεν εμφάνισαν έμφραγμα του 

μυοκαρδίου (Ding J. et al. 2006). Στον πληθυσμό των λευκών, εκείνοι που εμφάνισαν έμφραγμα είχαν 

υψηλότερα επίπεδα του ανασταλτικού παράγοντα ΡΑΐ-1. Η συχνότητα εμφάνισης του πολυμορφισμού 4G/5G 

στους λευκούς, ήταν υψηλότερη σε σχέση με τους μαύρους (54% * 28%). Το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου 

του ΡΑΙ-1, φαίνεται να είναι όμοιο στους πληθυσμούς λευκών και μαύρων.

Στην αναφερόμενη έρευνα, τα άτομα που φέρουν τον πολυμορφισμό 4G/5G, δε φάνηκε να αντιμετωπίζουν 

υψηλότερο κίνδυνο εμφράγματος του μυοκαρδίου, χωρίς να επηρεάζεται το αποτέλεσμα αυτό από 

δευτερογενείς παράγοντες, όπως το κάπνισμα, η ηλικία, το φύλο, ο δείκτης σώματος, η πίεση, η καλή 

χοληστερόλη ή ο διαβήτης.

Αντιφατικά αποτελέσματα που έχουν προκόψει από επιστημονικές έρευνες, σχετικά με την πιθανότητα 

εμφάνισης εμφράγματος του μυοκαρδίου και των αυξημένων επιπέδων του ΡΑΙ-1, πιθανά θα μπορούσαν να 

εξηγηθούν από το ιστορικό υψηλού κινδύνου εμφάνισης καρδιαγγειακής νόσου των ατόμων με το 

αλληλόμορφο 4G στο γενότυπο τους, σε σχέση με εκείνα με μικρότερο κίνδυνο, πιθανά ως αποτέλεσμα
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γενετικών και περιβαλλοντικών αλληλεπιδράσεων. Τα αμφιλεγόμενα αυτά αποτελέσματα, δηλώνουν την 

ανάγκη περαιτέρω διερεύνησης της άμεσης συσχέτισης του αλληλομόρφου 4G και των αυξημένων επιπέδων 

του ΡΑΙ-1 με το έμφραγμα του μυοκαρδίου, σε πληθυσμούς που εμφανίζουν υψηλό κίνδυνο καρδιακών νόσων, 

όπως καπνιστές, άτομα με υψηλά επίπεδα χοληστερόλης και τριγλυκεριδίων, διαβητικούς, άτομα με γενετική 

προδιάθεση, με στόχο τη διαβάθμιση του κινδύνου εμφάνισης θρομβοεμβολής και τον συνδυασμό γενετικών 

και μεταβολικών παραγόντων (Ding J. et al. 2006).

Στην δική μας έρευνα προσπαθήσαμε να διερευνήσουμε την συμμετοχή των γενετικών παραγόντων σε 

άτομα πολύ νεαρής ηλικίας (κάτω των 35 ετών) που έπασχαν από έμφραγμα του μυοκαρδίου. Όμως, τα 

αποτελέσματα της δικής μας έρευνας δεν μπορούν ευθέως να συγκριθούν με εκείνα άλλων ερευνών που 

αναλύουν τους θρομβωτικούς παράγοντες κινδύνου καθώς τα ηλικιακά όρια εκείνων είναι υψηλότερα. Με το 

να μειώνουμε τα ηλικιακά όρια σχηματίζουμε μια νέα ομάδα ατόμων με ειδικά χαρακτηριστικά εμφάνισης 

καρδιακής νόσου. Η χαμηλή αθηρωματική ανάπτυξη σε συνδυασμό με παράγοντες κινδύνου όπως ο 

σακχαρώδης διαβήτης, η υπέρταση και γενετικοί προδιαθεσικοί παράγοντες πιθανά έχουν σημαντικό ρόλο στην 

παθογένεια του πρώιμου εμφράγματος του μυοκαρδίου.

Όπως ήδη αναφέρθηκε, οι κοινοί απλότυποι που περιλαμβάνουν το αλληλόμορφο 4G συνδέονται με 

υψηλά επίπεδα έκφρασης του ανασταλτικού παράγοντα του πλασμινογόνου. Το πρότυπο έκφρασης φαίνεται να 

είναι όμοιο σε πληθυσμούς λευκών και μαύρων. Προγενέστερες μελέτες σε πληθυσμούς Λευκών και Κινέζων 

το αλληλόμορφο 4G, σε γενότυπους 4G/5G συσχετίστηκε με τα υψηλά επίπεδα έκφρασης του ΡΑΙ-1. Τα 

αλληλόμορφα 4G και 5G έχουν την ικανότητα να προσδένεται σε αυτά ένας ενεργοποιητής έκφρασης του 

γονιδίου αλλά στο 5G μπορεί να προσδένεται και ένας καταστολέας ο οποίος μειώνει την έκφραση του ΡΑΙ-1. 

Επομένως το αλληλόμορφο 4G εμφανίζει υψηλότερους μεταγραφικούς ρυθμούς σε σχέση με το αλληλόμορφο 

5G (Ding J. et al. 2006). Τα αντιφατικά αποτελέσματα των επιστημονικών ερευνών σχετικά με την πιθανότητα 

εμφάνισης εμφράγματος του μυοκαρδίου και των αυξημένων επιπέδων του ΡΑΙ-1, πιθανά θα μπορούσαν να 

εξηγηθούν από το ατομικό υψηλό ιστορικό κινδύνου εμφάνισης καρδιαγγειακής νόσου των ατόμων με 

αλληλόμορφο 4G στο γενότυπο τους, σε σχέση με εκείνα με μικρότερο κίνδυνο, πιθανά ως αποτέλεσμα 

γενετικών και περιβαλλοντικών αλληλεπιδράσεων (Ding J. et al. 2006).

Επιπρόσθετα ανάλυση της εμφάνισης του αλληλομόρφου μεταξύ των ασθενών 4G συνδέεται με χαμηλά 

επίπεδα χοληστερόλης και λιποπρωτεϊνών συγκρινόμενα με αυτά των ατόμων με γενότυπο 5G/5G. 

Συνδυάζοντας τα δεδομένα της χαμηλής ποσότητας λιποπρωτεϊνών και επίδρασης στο ινωδολυτικό σύστημα 

και τον ΡΑΙ-1, τα χαμηλότερα επίπεδα συνδέονται με μειωμένη δραστικότητα του ινωδολυτικού συστήματος.

Συμπερασματικά, τα αποτελέσματα μας δείχνουν ότι το αλληλόμορφο 4G του γονιδίου ΡΑΙ-1 σε άτομα 

με γενότυπο 4G/5G είναι λιγότερο επικρατές μεταξύ των νεαρών ατόμων που επέζησαν από έμφραγμα του 

μυοκαρδίου παρά τα υψηλά επίπεδα του παράγοντα ΡΑΙ-1 στο πλάσμα. Όμως περισσότερες έρευνες
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χρειάζονται να πραγματοποιηθούν με μεγαλύτερο δείγμα σε συγκεκριμένες ηλικιακές ομάδες για να εξαχθούν 

ασφαλέστερα συμπεράσματα για την σχέση του παράγοντα ΡΑΙ-1 με την εμφάνιση του εμφράγματος του 

μυοκαρδίου.
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