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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι διττός και αφορά αρχικά τη διερεύνηση της 
ύπαρξης και της δοµής βιολογικώς δραστικών λιποειδών στα Υγρά Απόβλητα 
Ελαιουργίας (ΥΑΕ), και στη συνέχεια τη µελέτη των πιθανών αντιαθηρογόνων 
δράσεων ενός νέου λειτουργικού τροφίµου το οποίο είναι γιαούρτι 2% σε λιπαρά, 
εµπλουτισµένο µε το αιθανολικό εκχύλισµα από τα ΥΑΕ σε πειραµατόζωα. Τα 
βιολογικώς δραστικά λιποειδή αρχικά εκχυλίστηκαν από τα ΥΑΕ µε χρήση 
καταλλήλων διαλυτών, στη συνέχεια διαχωρίστηκαν/αναλύθηκαν µε τη χρήση HPLC. 
Τα κλάσµατα που συλλέχθηκαν δοκιµάστηκαν σε πλυµένα αιµοπετάλια κουνελιού και 
το δραστικότερο από αυτά χαρακτηρίστηκε µε φασµατοµετρία µάζας. Το εκχύλισµα 
των ΥΑΕ προστέθηκε σε γιαούρτι 2% και µελετήθηκε η αλληλεπίδραση των ΥΑΕ µε 
τους µικροοργανισµούς του γιαουρτιού, οπού διαπιστώθηκε ότι δεν υπήρχε µεταβολή 
ούτε στο γιαούρτι ούτε στα βιολογικώς δραστικά λιποειδή. Για την in vivo µελέτη της 
αναστολής των αθηρωµατικών πλακών χρησιµοποιήθηκαν 30 κουνέλια Νέας 
Ζηλανδίας τα οποία χωρίστηκαν σε 3 οµάδες και οι οποίες τράφηκαν για 48 ηµέρες 
µε αθηρογόνο δίαιτα, ενώ σε µία συγχορηγήθηκε γιαούρτι 2% εµπλουτισµένο µε 
500mg Β∆Λ/120g γιαουρτιού και στην τρίτη συγχορηγήθηκε γιαούρτι εµπορίου 2%. 
Για την υποστροφή των αθηρωµατικών πλακών τα πειραµατόζωα τράφηκαν µε 
αθηρογόνο δίαιτα για 45 ηµέρες και χωρίστηκαν σε 3 οµάδες που η µια τράφηκε µε 
τυπική κουνελοτροφή ΤΚ, η δεύτερη µε ΤΚ και γιαούρτι εµπλουτισµένο µε ΥΑΕ και η 
Τρίτη µε ΤΚ και γιαούρτι εµπορίου 2%. Μετά το τέλος της παρέµβασης τα 
πειραµατόζωα ευθανατώθηκαν και έγινε µορφοµετρική αξιολόγηση των 
αθηρωµατικών βλαβών στα αγγεία τους ύστερα από µονιµοποίηση σε παραφίνη. 
Επιπλέον µετρήθηκαν τα λιποειδή αίµατος, κυτταροκίνες και τα µεταβολικά ένζυµα 
του PAF πριν και µετά την παρέµβαση.  Τα πειραµατόζωα δεν εµφάνισαν πρόβληµα 
στην πρόσληψη της τροφής ενισχυµένη µε γιαούρτι είτε εµπορίου ή ενισχυµένο µε 
ΥΑΕ και αναπτύχθηκαν κανονικά. Στις οµάδες της αναστολής τα πειραµατόζωα της 
Οµάδας που τράφηκαν µε γιαούρτι και ΥΑΕ εµφάνισαν µείωση του πάχους των 
αθηρωµατικών πλακών σε σύγκριση µε την Οµάδα ελέγχου, ενώ το απλό γιαούρτι 
έδειξε µόνο µια τάση µείωσης τους αλλά όχι στατιστικώς σηµαντική. Τα 
αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε τη µείωση της IL-1b στην οµάδα Β. Τα 
µεταβολικά ένζυµα του PAF στα κύτταρα και τους ιστούς διαφοροποιούνται µε τέτοιο 
τρόπο που συµφωνούν µε τα ευνοϊκά αποτελέσµατα από τη χρήση του γιαουρτιού 
απλού ή ενισχυµένου. Όσον αφορά την παρέµβαση της υποστροφής των 
αθηρωµατικών πλακών, η χορήγηση γιαουρτιού απλού ή ενισχυµένου µείωσε τα 
λιποειδή αίµατος σε πολλές περιπτώσεις στα βασικά επίπεδα πριν τη χορήγηση 
χοληστερόλης. Στην περίπτωση της ολικής και της LDL χοληστερόλης, το 
εµπλουτισµένο γιαούρτι µείωσε τις τιµές στα βασικά επίπεδα, ενώ και τα δύο 
γιαούρτια µείωσαν τα επίπεδα των τριακυλογλυκερολών χαµηλότερα και από τις 
αρχικές τιµές. Οι αθηρωµατικές πλάκες µειώθηκαν σηµαντικά στην οµάδα που 
τράφηκε µε εµπλουτισµένο γιαούρτι, που συµφωνεί µε τη µείωση της IL-1b κάτω και 
από τα αρχικά της επίπεδα σε σχέση µε την οµάδα ελέγχου αλλά και την Οµάδα που 
τράφηκε µε απλό γιαούρτι. Ως προς τα ένζυµα µεταβολισµού του PAF η Lp-PLA2 
αυξάνεται σε όλες τις Οµάδες µε την πρόσληψη της αθηρογόνου δίαιτας, αλλά 
µειώνεται κάτω και από τα βασικά της επίπεδα στο χρόνο 0 µετά την πρόσληψη των 
γιαουρτιών. Όπως και στην περίπτωση της αναστολής στα κύτταρα και τους ιστούς 
τα µεταβολικά ένζυµα του PAF διαφοροποιούνται µε τέτοιο τρόπο που συµφωνούν 
µε τα ευνοϊκά αποτελέσµατα από τη χρήση του γιαουρτιού απλού ή ενισχυµένου. 

ΘΕΜΑΤΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ: Βιοχηµεία φυσικών προϊόντων  

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙ∆ΙΑ: αθηροσκλήρωση, PAF, υγρά απόβλητα ελαιουργίας, γιαούρτι  
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ABSTRACT 

The purpose of this thesis is two-fold and concerns initially the investigation of the 
existence and structure of biologically active lipids in Olive Mill Wastes (OMW), and 
their potential as anti-atherogenic compounds when added to a new functional food 
which is yogurt 2 % fat, enriched with the OMW ethanolic extract. The biologically 
active lipids originally extracted from the OMW using suitable solvents, were 
separated/analyzed using HPLC. The collected fractions were tested in washed 
rabbit platelets and the most potent molecule was characterized by mass 
spectrometry. The OMW extract was added to yogurt 2% for the study of the 
interaction of microorganisms with the OMW extract, where it was found that there 
was no effect in either yogurt or biologically active lipids. For the in vivo study of 
atherosclerotic plaques inhibition by OMW 30 New Zealand rabbits were used, which 
were divided into 3 groups fed for 48 days with atherogenic diet. One of them was 
also co-administered with yogurt 2% fortified with 500mg OMW extract/120g yogurt 
and the third was co administered with commercial yoghurt 2%. For the study of 
atherosclerotic plaques regression animals were fed the atherogenic diet for 45 days 
and then divided into three groups: one fed standard rabbit food (SF), the second 
with SF and yogurt fortified with OMW extracts and the third with SF and commercial 
yogurt 2%. After the intervention the animals were euthanized and the atherosclerotic 
lesions in blood vessels were morphometrically assessed, after fixation in paraffin. 
Moreover blood lipids, cytokines and PAF metabolic enzymes were measured before 
and after the intervention. The animals showed no problem in food intake with either 
of the yoghurt enriched diets and grew normally. In the inhibition study the test 
animals fed with yoghurt fortified with OMW extracts showed a reduction in the 
thickness of atherosclerotic lesions in comparison with the control group , while the 
plain yogurt only showed a declining trend, but not statistically significant. These 
results are consistent with the reduction of IL-1b in enriched yoghurt fed animals. The 
PAF metabolic enzymes in cells and tissues vary in a way consistent with the 
favorable results from the use of plain or fortified yogurt. In regard of the 
atherosclerotic lesions regression study, administration of yogurt either plain or 
fortified lowered blood lipids in many cases to baseline levels prior to cholesterol 
administration. More specifically total and LDL cholesterol levels in enriched yogurt 
fed animals slashed prices to baseline levels, while both yoghurt diets reduced 
triacylglycerol levels to lower concentrations than the baseline values. Atherosclerotic 
lesions were significantly reduced in the group fed with enriched yogurt, correlating 
agrees with the IL-1b reduction in the group below the baseline levels compared with 
the control group and the group fed with plain yogurt. Lp-PLA2 increased in all 
groups due to the cholesterol uptake, but dropped below the basal levels of time 0 
after the yoghurt diet intake. As in the case of lesion inhibition protocol cells and 
tissues PAF metabolic enzymes differ in ways that are consistent with the favorable 
results from the use of yogurt plain or fortified. 

 

SUBJECT AREA: Natural products biochemistry  

KEYWORDS: Atherosclerosis, PAF, Olive mill wastes, yogurt 
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1. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1: Αθηροσκλήρωση και Παράγοντας 

Ενεργοποίησης Αιµοπεταλίων (PAF) 

1.1 Θεωρία της απόκρισης σε τραυµατισµό 

Από τις πρώτες θεωρίες αθηροσκλήρωσης ήταν η «θεωρία της επικάλυψης» 

[1, 2] που πρότεινε ότι η πάχυνση του έσω χιτώνα ήταν αποτέλεσµα της 

απόθεσης ινώδους στο αρτηριακό τοίχωµα και η θεωρία «λιποειδικής 

διαπίδυσης» [3-6] βάσει της οποίας σύµπλοκα λιποειδών µε 

βλενο(µυκο)πολυσακχαρίτες προκαλούσαν την αθηροσκλήρωση. Ένα κοινό 

θέµα στις πρώτες αυτές θεωρίες ήταν ότι βασίζονταν στην παθητική 

εναπόθεση από όχι στα ενεργά κυτταρικά συστατικά. Οι Ross και Glomset 

πρόσφεραν µια ριζοσπαστική αποµάκρυνση από αυτή τη φιλοσοφία µε το να 

προτείνουν τη θεωρία της «απόκρισης στον τραυµατισµό» (response-to-

injury) [7]. Σε αυτήν την υπόθεση το προτεινόµενο αρχικό στάδιο της 

αθηρογένεσης είναι η απογύµνωση του ενδοθηλίου που οδηγεί σε διάφορες 

αντισταθµιστικές αποκρίσεις οι οποίες αλλάζουν τη φυσιολογική οµοιοστασία 

των αγγείων. Ο τραυµατισµός αυξάνει τη συγκολλητικότητα των 

ενδοθηλιακών κυττάρων µε τα λευκοκύτταρα και τα αιµοπετάλια, και 

µεταβάλλει το τοπικό περιβάλλον από αντιθροµβωτικό σε προθροµβωτικό. Τα 

προσκολληµένα λευκοκύτταρα και αιµοπετάλια απελευθερώνουν στη 

συνέχεια πλήθος από κυτταροκίνες, διάφορους αγγειοδραστικούς και 

αυξητικούς παράγοντες οι οποίοι προάγουν µια φλεγµονώδη απόκριση που 

τη χαρακτηρίζει η µετανάστευση των λείων µυϊκών κυττάρων (smooth muscle 

cells, SMC) στον µέσω χιτώνα (intima) και τον πολλαπλασιασµό τους οπότε 

σχηµατίζουν µια πρωταρχική βλάβη. Ένα άλλο συστατικό της φλεγµονώδους 

απόκρισης είναι η προσέλκυση των µακροφάγων στο αρτηριακό τοίχωµα, 

όπου προσλαµβάνουν τα λιποειδή των LDL που έχουν εναποτεθεί εκεί και 

σχηµατίζουν αφρώδη κύτταρα (foam cells), που είναι το χαρακτηριστικό 

γνώρισµα µιας πρώιµης αρτηριοσκληρωτικής βλάβης. Η διαδικασία της 

συσσώρευσης λιποειδών και του σχηµατισµού αφρωδών κυττάρων διαιωνίζει 

µια φλεγµονώδη απόκριση η οποία οδηγεί σε µια εντοπισµένη συσσώρευση 

κυττάρων στο αρτηριακό τοίχωµα που οµοιάζει µε ένα απόστηµα που θα 

παρατηρούνταν σε άλλους ιστούς. Οι κύριοι κυτταρικοί µεσολαβητές αυτής 

της πρώιµης φλεγµονώδους απόκρισης είναι τα αιµοπετάλια [8], τα 
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µακροφάγα, τα Τ-λεµφοκύτταρα και τα λεία µυϊκά κύτταρα [9]. Μέσα στο 

εντοπισµένο αυτό τραύµα η συνεχιζόµενη φλεγµονή, µπορεί να οδηγήσει στη 

νέκρωση των κυττάρων και την περαιτέρω προσκόλληση των µονοκυττάρων 

και των λεµφοκυττάρων µε µια συνακόλουθη απελευθέρωση κυτταροκινών 

(cytokine), αυξητικών παραγόντων και πρωτεολυτικών ενζύµων. Αυτό µπορεί 

να αποτελέσει την έναρξη για νέκρωση µέσα στο τραύµα, και µπορεί να 

προκαλέσει την αυτοκαταλυτική επέκταση του τραύµατος. Καθώς το τραύµα 

διευρύνεται δεν µπορεί πλέον να αντισταθµιστεί η εισβολή των στοιχείων που 

απαρτίζουν τη βλάβη στον αρτηριακό αυλό, µε αποτέλεσµα η ροή του αίµατος 

να µειώνεται [2]. Παρά το ότι η θεωρία της απόκρισης στον τραυµατισµό 

βασίστηκε αρχικά στην απογύµνωση του ενδοθηλίου ως κύριο στάδιο για την 

έναρξη της αθηροσκλήρωσης [10, 11], πιο πρόσφατα, έγινε σαφές ότι 

αναπτυσσόµενες αρτηριοσκληρωτικές βλάβες, είναι δυνατόν να καλύπτονται 

από ένα άθικτο στρώµα ενδοθηλιακών κυττάρων, και ότι η απογύµνωση του 

ενδοθηλίου αποτελεί την εξαίρεση παρά τον κανόνα. Αυτά τα στοιχεία, µεταξύ 

άλλων, προώθησαν την βελτίωση της αρχικής υπόθεσής έτσι ώστε η 

δυσλειτουργία των ενδοθηλιακών κυττάρων είναι επαρκής για την έναρξη της 

αθηρογένεσης µέσω της αυξηµένης διαπερατότητας του ενδοθηλίου από τις 

αθηρογόνες λιποπρωτεΐνες [12]. Αυτός όµως ο ισχυρισµός έχει τις ελλείψεις 

του καθώς τα φυσιολογικά αρτηριακά τµήµατα επιδεικνύουν ρυθµούς 

εισαγωγής των Λιποπρωτεινών Χαµηλής Πυκνότητας (Low Density 

Lipoproteins, LDL) που υπερβαίνουν τον ρυθµό συσσώρευσης των LDL [13]. 

Αυτό υποδεικνύει ότι η είσοδος των αθηρογόνων λιποπρωτεϊνών στο 

αρτηριακό τοίχωµα µπορεί να µην εξαρτάται από την δυσλειτουργία του 

ενδοθηλίου. Στην πραγµατικότητα, ο ρυθµός εισόδου των LDL µέσα στο 

αρτηριακό τοίχωµα είναι µάλλον οµοιόµορφος, αλλά η συσσώρευση των 

αθηρογόνων λιποπρωτεϊνών είναι εντοπισµένη σε περιοχές που έχουν τη 

τάση για δηµιουργία µελλοντικών αλλοιώσεων [14, 15]. Τέτοια σηµεία µε τάση 

προς αλλοίωση τείνουν να επιδεικνύουν µια ενισχυµένη κατακράτηση 

αθηρογόνων λιποπρωτεϊνών που περιέχουν απολιποπρωτεΐνη Β 

(apolipoprotein B, apoB) [14-16]. Αυτές οι  παρατηρήσεις έδωσαν το έναυσµα 

για την ανάπτυξη εναλλακτικών θεωριών για την έναρξη της 

αθηροσκλήρωσης, όπως η θεωρία της κατακράτησης. 
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1.2 Θεωρία της Κατακράτησης  

Πολλά χαρακτηριστικά της αθηροσκλήρωσης µπορούν να αποδοθούν στην 

ενισχυµένη κατακράτηση των LDL µέσα στο αρτηριακό τοίχωµα και στη 

σύνδεσή τους µε τις πρωτεογλυκάνες. Σύµφωνα µε αυτή τη θεωρία η 

κατακράτησης των λιποπρωτεϊνών είναι το εναρκτήριο βιοχηµικό φαινόµενο 

για την αθηροσκλήρωση. Η απολιποπρωτεΐνη Β-100, η µόνη πρωτεΐνη που 

σχετίζεται µε την LDL, κατακρατείται µέσα στο αρτηριακό τοίχωµα σε στενή 

ένωση µε αρτηριακές πρωτεογλυκάνες [17, 18]. Αυτή η αλληλεπίδραση είναι 

µεσολαβούµενη από ειδικά αµινοξέα  [19] τα οποία όταν µεταλλαχθούν, 

προστατεύουν τα πειραµατόζωα από τη δηµιουργία αθηροσκλήρωσης [19, 

20]. Η απολιποπρωτεΐνη Β-48, που φαίνεται να είναι τόσο αθηρογόνος όσο 

και η απολιποπρωτεΐνη Β-100 σε ποντίκια [21],που επίσης προσδένεται 

ισχυρά σε πρωτεογλυκάνες [22]. Με την πρόσδεση στις πρωτεογλυκάνες 

αρχίζουν να επιδρούν λιπολυτικά και λυσοσωµικά ένζυµα της εξωκυττάριας 

ύλης. Συγκεκριµένα η λιποπρωτεϊνική λιπάση ενισχύει την προσκόλληση των 

LDL in vitro [23], και αυτή η δράση είναι ανεξάρτητη από την ενζυµική 

δραστικότητα [24]. Από τη στιγµή που κατακρατηθεί στο αρτηριακό τοίχωµα η 

LDL µπορεί να σχηµατίσει µικροσυσσωµατώµατα [25, 26], ίσως µέσω της 

δράσης της εκκρινόµενης σφιγγοµυελινάσης [27], ενός ενζύµου το οποίο 

επίσης παράγει κηραµίδια τα οποία προάγουν την απόπτωση και την 

µιτογένεση [28, 29], καθώς επίσης των λυσοσωµικών ενζύµων, όπως η 

καθεψίνη D και η όξινη λυσοσωµική λιπάση (lysosomal acid lipase, LAL) [30]. 

Το κυριότερο χαρακτηριστικό είναι ότι η συσσωρευµένη LDL προσλαµβάνεται 

ισχυρά από τα µακροφάγα και τα λεία µυϊκά κύτταρα [31] σχηµατίζοντας 

αφρώδη κύτταρα [32].  

 

1.3 Θεωρία της Οξειδωτικής Τροποποίησης 

Η οξειδωτική τροποποίηση εστιάζει στην αντίληψη ότι η LDL στη φυσική της 

µορφή δεν είναι αθηρογόνος, ενώ η χηµικώς τροποποιηµένη LDL 

φαγοκυτώνεται εύκολα από τα µακροφάγα µέσω εκκαθαριστών υποδοχέων 

[33]. Πλέον είναι ξεκάθαρο ότι τα κύτταρα in vitro καθιστούν την LDL 

προσδενόµενο µόριο στον εκκαθαριστή υποδοχέα µέσω της οξείδωσης των 

λιποειδών της LDL που έχει ως αποτέλεσµα την τροποποίηση της 
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απολιποπρωτεΐνης Β-100 [34]. Αυτές οι παρατηρήσεις θεωρούνται η βάση για 

τη θεωρία της οξειδωτικής τροποποίησης στην οποία η LDL διεισδύει στον 

υποενδοθηλιακό χώρο των αρτηριακών σηµείων και καθίσταται ευπρόσβλητη 

σε αλλοιώσεις. Κατά τη διάρκεια αυτής της διαδικασίας, τα λιποειδή της LDL 

οξειδώνονται και, ως αποτέλεσµα, οι οµάδες λυσίνης της απολιποπρωτεΐνης 

Β-100 τροποποιούνται έτσι ώστε το καθαρό αρνητικό φορτίο των 

λιποπρωτεϊνικών σωµατιδίων να αυξάνεται [35]. Αυτή η τροποποίηση των 

απολιποπρωτεϊνών Β-100 καθιστά την LDL «στόχο» για την πρόσληψη από 

τα µακροφάγα µέσω εκκαθαριστών υποδοχέων, δηµιουργώντας αφρώδη 

κύτταρα «φορτωµένα» µε εστέρες χοληστερόλης [36]. Η συσσώρευση 

αφρωδών κυττάρων αποτελεί την εστία της αναπτυσσόµενης 

αθηροσκληρωτικής βλάβης. Η διαδικασία της οξείδωσης της LDL σχετίζεται µε 

ένα µεγάλο αριθµό άλλων πιθανώς προαθηρογόνων γεγονότων. Για 

παράδειγµα, κατά τη διάρκεια των αρχικών σταδίων της in vitro οξείδωσης της 

LDL, η τροποποίηση των λιποειδών της LDL µπορεί να συµβεί απουσία 

οποιασδήποτε αλλαγής στην απολιποπρωτεΐνη Β-100. Τέτοια τροποποιηµένη 

LDL έχει οριστεί ως «µηδαµινώς τροποποιηµένη LDL (Minimally modified 

LDL, mmLDL» και in vitro επάγει τη σύνθεση της χηµειοτακτικής πρωτεΐνης-1 

των µονοκυττάρων (Monocyte chemotactic protein-1, MCP-1) και στα λεία 

µυϊκά και στα ενδοθηλιακά κύτταρα [37, 38], µε αποτέλεσµα την κινητοποίηση 

των φλεγµονωδών κυττάρων [39]. Αυτό το συγκεκριµένο βήµα φαίνεται να 

είναι κρίσιµο καθώς τα ποντίκια, που τους λείπει ο υποδοχέας της MCP-1, 

είναι ανθεκτικά στην αθηροσκλήρωση [40, 41]. Η περισσότερο οξειδωµένη 

LDL, που έχει οριστεί ως «ox-LDL», είναι χηµειοτακτική για τα µονοκύτταρα 

[42] και τα Τ λεµφοκύτταρα [43], πιθανά µέσω της λυσοφωσφατιδυλοχολίνης 

(lyso-phospatidyl choline, lyso-PC) που δηµιουργείται κατά τη διάρκεια της 

οξείδωσης [34]. Η οξειδωµένη LDL επίσης διεγείρει τον πολλαπλασιασµό των 

λείων µυϊκών κυττάρων [44] και είναι ανοσογόνος καθώς προάγει την 

παραγωγή αντισωµάτων [45, 46] και την ανάπτυξη ανοσο-συµπλεγµάτων 

που επίσης βοηθούν τη φαγοκύτωση της LDL από τα µακροφάγα [47, 48]. Η 

στρατολόγηση των φλεγµονωδών κυττάρων µπορεί να έχει ως αποτέλεσµα τη 

συνεχόµενη οξείδωση της LDL, βάζοντας τις βάσεις για την καταλυτική 

εξάπλωση των αθηροσκληρωτικών βλαβών και της εξέλιξης του πλήρους 

φάσµατος της αθηροσκλήρωσης [2].  
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Συνοψίζοντας, οι ανωτέρω θεωρίες αθηροσκλήρωσης προσπαθούν η κάθε 

µία ξεχωριστά να εξηγήσουν τα πολύπλοκα κυτταρικά γεγονότα της 

αθηροσκλήρωσης µε ένα κοινό θέµα. Η θεωρία απόκρισης στον τραυµατισµό 

εστιάζει στον αγγειακό τραυµατισµό ως το εναρκτήριο γεγονός στην 

αθηροσκλήρωση, µε ολόκληρο το φάσµα της ασθένειας να αντιπροσωπεύει 

µια προσπάθεια να επουλωθεί µια αγγειακή προσβολή που είναι σε εξέλιξη. 

Σε αντίθεση η θεωρία κατακράτησης χρησιµοποιεί τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ 

λιποπρωτεϊνών και µήτρας (matrix) ως το κρίσιµο γεγονός στην πρώιµη 

αθηροσκλήρωση, ενώ η θεωρία οξειδωτικής τροποποίησης έχει ως 

απαραίτητο στοιχείο την οξείδωση των λιποειδών της LDL. Παρότι η κάθε 

θεωρία δίνει έµφαση στο δικό της κρίσιµο εναρκτήριο γεγονός, υπάρχουν 

πολλά κοινά στοιχεία ανάµεσα σε αυτές τις ανταγωνιστικές θεωρίες. Το 

κυριότερο είναι ότι και στις δύο θεωρίες περιλαµβάνεται σαν σηµαντικό 

στοιχείο της νόσου η φλεγµονή, που είναι γνωστό χαρακτηριστικό της 

αθηροσκλήρωσης [49]. Η κάθε θεωρία επίσης περιλαµβάνει την LDL ως 

κεντρικό στοιχείο, που είναι σηµαντικό σηµείο εφόσον η µείωση της LDL 

χοληστερόλης είναι ανάµεσα στους πιο αποτελεσµατικούς τρόπους για την 

αντιµετώπιση της αθηροσκλήρωσης [2], καθώς επίσης, την οξείδωση της LDL 

και το σχηµατισµό των αφρωδών κυττάρων. Η ενοποίηση των µηχανισµών 

που προτείνουν οι τρεις θεωρίες µπορεί να καταστεί δυνατή µε την παραδοχή 

του PAF ως το γενεσιουργό αίτιο και κεντρικό µόριο στην εµφάνιση και εξέλιξη 

της αθηρωµατικής νόσου [50]. 

 

1.4 Η Θεωρία αθηροσκλήρωσης µε εµπλοκή του Παράγοντα 

Ενεργοποίησης Αιµοπεταλίων (PAF)  

Ο PAF είναι ο δραστικότερος µέχρι σήµερα γνωστός φλεγµονώδης 

παράγοντας εµφανίζοντας τις παθοφυσιολογικές δράσεις του σε 

συγκεντρώσεις της τάξης των 10-9Μ ενώ σε ορισµένα συστήµατα µπορεί να 

φτάσει ακόµα και στο 10-12Μ [51, 52]. Ο PAF παράγεται από πληθώρα 

κυττάρων όπως τα αιµοπετάλια, τα µονοκύτταρα, τα µακροφάγα, τα αφρώδη 

και τα ενδοθηλιακά κύτταρα τόσο σε φυσιολογικές συνθήκες όσο και µετά από 

διέγερση [53-56], ενώ υποδοχείς του υπάρχουν εκτός από τα παραπάνω και 

σε κύτταρα της καρδιάς, της σπλήνας, των νεφρών, του εγκεφάλου και του 

ήπατος [57, 58]. Σαν PAF ονοµάστηκε το µόριο 1-O-αλκυλ-2-ακετυλ-sn-
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γλυκερο-3-φωσφοχολίνη, του οποίου η δοµή διαλευκάνθηκε το 1979 [59]. Οι 

συνεχείς έρευνες γύρω από το µόριο ανέδειξαν την ύπαρξη και άλλων µορίων 

µε παρόµοια δοµή και βιοχηµικές δράσεις µε τον PAF, την οικογένεια των 

«PAF-like» µορίων [60]. Τα µόρια αυτά διαφέρουν στο µήκος της αλυσίδας 

στις θέσεις sn-1 και sn-2 ή στο είδος του δεσµού σε αυτές τις θέσεις 

(εστερικός, αιθερικός ή βινυλαιθερικός) ενώ η προέλευσή τους µπορεί να είναι 

είτε από µεταβολισµό των φωσφολιποειδών ή από την µη ενζυµική οξείδωσή 

τους [61]. Εκτός όµως από τα δοµικά ανάλογα του PAF υπάρχει πληθώρα 

µορίων τα οποία προσδένονται στον επταδιαµεµβρανικό υποδοχέα του PAF 

χωρίς να έχουν καµία δοµική οµοιότητα µε τον PAF. Σε αυτή την οµάδα 

µορίων ανήκουν οι γνωστότεροι αναστολείς του PAF όπως το BN 52021 το 

WΕΒ 2086, η ρουπαταδίνη αλλά και τα µικροσυστατικά της Μεσογειακής 

∆ίαιτας.  

Το πρώτο και κυριότερο στάδιο του προτεινόµενου µηχανισµού είναι η 

αύξηση των επιπέδων PAF στο αίµα, πράγµα το οποίο µπορεί να συµβεί σε 

περιπτώσεις παθοφυσιολογικών φλεγµονωδών καταστάσεων, όπως επίσης 

και κατά τη διάρκεια του οξειδωτικού στρες µέσω της οξείδωσης των LDL και 

της υπεροξείδωσης των φωσφολιποειδών των κυτταρικών µεµβρανών. Τα 

ανωτέρω µπορεί να είναι το αποτέλεσµα: 1) της ανεπάρκειας, ενδογενών ή 

προερχοµένων από την τροφή, αντιοξειδωτικών και 2) της µειωµένης 

δραστικότητας της PAF ακετυλο-υδρολάση (PAF-AH). Επιπλέον, είναι 

σηµαντικό να αναφερθεί ότι η δράση του PAF µπορεί να µειωθεί από την 

ύπαρξη, ενδογενών ή προερχοµένων από την τροφή, ανταγωνιστών του PAF. 

Η απουσία τέτοιων ανταγωνιστών του PAF µπορεί να τον αφήσει  να 

εκδηλώσει πλήρως και ανεµπόδιστα τη βιολογική του δράση [50]. Τα επίπεδα 

του PAF στον οργανισµό αυξάνονται σε διάφορες παθοφυσιολογικές 

καταστάσεις όπως η φλεγµονή [62], η αλλεργία [63], το άσθµα [64], ο 

διαβήτης [65, 66] και το κάπνισµα [67], που ταυτόχρονα αποτελούν 

παράγοντες κινδύνου για την εξέλιξη της αθηρωµατικής νόσου.   

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι τα PAF-like είναι σε θέση να 

προκαλέσουν περαιτέρω τη βιοσύνθεση του PAF [68]. Ο PAF και τα PAF-like, 

προκαλούν από κοινού την ελευθέρωση δραστικών µορφών οξυγόνου [69-

73], που οδηγούν στην οξείδωση των LDL [74], οι οποίες µε τη σειρά τους 
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παράγουν PAF και PAF-like µόρια δηµιουργώντας έτσι ένα ατέρµονα κύκλο 

ανατροφοδότησης της διαδικασίας [75-78].  

Προστατευτική δράση σε αυτό το φαινόµενο παρέχει το βασικό καταβολικό 

ένζυµο του PAF η PAF-AH [79] η οποία βρίσκεται τόσο στις LDL όσο και στις, 

Υψηλής Πυκνότητας Λιποπρωτεΐνες (High Density Lipoproteins, HDL), η 

ισοµορφή των οποίων στο αίµα αναφέρεται συνήθως µε το όνοµα 

Λιποπρωτεϊνική Φωσφολιπάση Α2 (Lipoprotein-associated Phospholipase 

A2, LpPLA2). Η PAF-AH εκτός από την υδρόλυση της ακετυλοµάδας στην sn-

2 θέση του µορίου του PAF έχει την ικανότητα να υδρολύει και τα οξειδωµένα 

PAF-like λιποειδή µε έως 8 άτοµα άνθρακα στην ανθρακική αλυσίδα της sn-2 

θέσης, ανεξάρτητα από την αλυσίδα της sn-1 θέσης [80].  Έτσι η PAF-AH 

µπορεί να καταστείλει τη φλεγµονή και την ενεργοποίηση των λευκοκυττάρων 

που προκαλεί η οξειδωτικά τροποποιηµένη ox-LDL [81]. Η ενζυµική δράση 

της PAF-AH µειώνεται σταδιακά όσο οξειδώνεται η LDL χάνοντας έτσι την 

προστατευτική της δράση έναντι του PAF και των ανάλογών του[75, 82]. 

Επιπλέον η δράση της PAF-AH στο πλάσµα εθελοντών αναστέλλεται από τις 

ελεύθερες ρίζες οξυγόνου [83]. Η χορήγηση ειδικών ανταγωνιστών του 

υποδοχέα του PAF, όπως το WEB 2086 και το CV-6209, προκαλεί πλήρη 

αναστολή της παραγωγής Ο2- που επάγεται από τον PAF [72, 84], ενώ 

έρευνες δείχνουν ότι η δισµουτάση του υπεροξειδίου (Superoxide dismutase, 

SOD), που αποτελεί ένα ενδογενές αντιοξειδωτικό, µειώνει τις βιολογικές 

δράσεις του PAF [85].  

Εκτός από την υδρολυτική της ικανότητα η PAF-AH εµφανίζει και δράσεις 

τρανσακετυλλάσης, µεταφέροντας την ακετυλοµάδα της από το µόριο του 

PAF σε µόρια λυσο-φωσφατιδύλο χολίνης [86], ενώ σε πιο πρόσφατη έρευνα 

η δραστικότητά της  στη µαστική αρτηρία οδήγησε τους ερευνητές να 

διατυπώσουν τη θεωρία ότι η PAF-AH σε φυσιολογικά αγγεία δεν επιτρέπει 

την αύξηση των επιπέδων του PAF, ενώ στα αθηρωµατικά αγγεία 

παρατηρείται µικτή δράση του ενζύµου (λειτουργεί τόσο ως υδρολάση όσο και 

ως τρανσακετυλάση) που οδηγεί σε αύξηση των επιπέδων του PAF [87]. 

Οι οx-LDL οι οποίες είναι πλούσιες σε PAF και PAF-like µόρια (Εικόνα 1) 

ενεργοποιούν τα ενδοθηλιακά κύτταρα µέσω του PAF-R αυξάνοντας τη 

βιοσύνθεση κυτταροκινών και συγκολλητικών παραγόντων µε ταυτόχρονη 

αύξηση της διακυτταρικής απόστασης επιφέροντας αύξηση της 
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διαπερατότητας του ενδοθηλίου

δεσµεύουν αιµοπετάλια και

κυλούν πάνω στον αρτηριακό

στον υποενδοθηλιακό χώρο

µακροφάγα προσλαµβάνουν

αφρώδη κύτταρα τα

απελευθερώνοντας το περιεχόµενό

Ταυτόχρονα η έκκριση κυτταροκινών

αφρώδη και τα αιµοπετάλια

των λείων µυϊκών κυττάρων

κάλυµµα. 

Εικόνα 1: Συνοπτική σχηµατική
εµπλοκή του PAF 
 

1.5 ∆ράσεις του PAF 

αθηροσκλήρωση

Ο PAF έχει την ικανότητα

πολλών διαφορετικών ειδών

είναι ένα αρχέγονο µόριο

σήµερα [91]. Η συσσώρευση
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διαπερατότητας του ενδοθηλίου [88]. Οι συγκολλητικοί 

αιµοπετάλια και µονοκύτταρα τα οποία σε φυσιολογικές

στον αρτηριακό αυλό. Στη συνέχεια τα µονοκύτταρα εισέρχονται

υποενδοθηλιακό χώρο όπου διαφοροποιούνται σε µακροφάγα

προσλαµβάνουν ανεξέλεγκτα τις ox-LDL σχηµατίζοντας

κύτταρα τα οποία τελικά οδηγούνται σε 

απελευθερώνοντας το περιεχόµενό τους σχηµατίζοντας το νεκρωτικό

έκκριση κυτταροκινών και αυξητικών παραγόντων

αιµοπετάλια οδηγεί στο πολλαπλασιασµό και τη µετανάστευση

τάρων προς το ενδοθήλιο σχηµατίζοντας

Συνοπτική σχηµατική αναπαράσταση του µηχανισµού αθηρωµάτωσης

του PAF στα κύτταρα που εµπλέκονται

αθηροσκλήρωση  

την ικανότητα να ενεργοποιεί και να συσσωρεύει τα αιµοπετάλια

διαφορετικών ειδών [89, 90], επιβεβαιώνοντας τη θεωρία

αρχέγονο µόριο που έχει διατηρηθεί στους οργανισµούς

συσσώρευση των αιµοπεταλίων γίνεται µέσω σηµατοδότησης

 παράγοντες 

φυσιολογικές συνθήκες 

µονοκύτταρα εισέρχονται 

διαφοροποιούνται σε µακροφάγα. Τα 

σχηµατίζοντας τα 

οδηγούνται σε απόπτωση 

το νεκρωτικό πυρήνα. 

παραγόντων από τα 

πολλαπλασιασµό και τη µετανάστευση 

σχηµατίζοντας το ινώδες 

 
µηχανισµού αθηρωµάτωσης µε 

εµπλέκονται στην 

συσσωρεύει τα αιµοπετάλια 

επιβεβαιώνοντας τη θεωρία ότι ο PAF 

στους οργανισµούς µέχρι 

γίνεται µέσω σηµατοδότησης 



Βιοµόρια από απόβλητα ελαιουργίας: Μελέτη δοµής και in vitro και in vivo δράσεις αυτών 

 

24 
Γεώργιος Μ. Σταµατάκης 

από το εσωτερικό προς το εξωτερικό του κυττάρου, από την ιντεγκρίνη 

αΙΙbβ3, την οποία ακολουθεί σύνδεση του ινωδογόνου (Εικόνα 1). Η 

δέσµευση της ιντεγκρίνης αΙΙbβ3 µπορεί, στη συνέχεια, να σηµατοδοτήσει από 

το εξωτερικό προς το εσωτερικό του κυττάρου µε αποτέλεσµα πρόσθετες 

ενισχυτικές δράσεις [92]. Μετά την ενεργοποίηση των αιµοπεταλίων 

απελευθερώνεται αραχιδονικό οξύ από τα µεµβρανικά φωσφολιποειδή το 

οποίο οδηγεί στη σύνθεση εικοσανοειδών [93], µε την ταυτόχρονη 

αποκοκκίωση των αιµοπεταλίων και την απελευθέρωση των περιεχοµένων σε 

αυτά κυτταροκινών [94], ενισχύοντας περαιτέρω το φαινόµενο της φλεγµονής 

και της αθηροσκλήρωσης. Στα αιµοπετάλια περιέχονται επίσης αρκετά µόρια 

m-RNA τα οποία µε το κατάλληλο σήµα µεταφράζονται κάτω από αυστηρά 

ρυθµισµένες συνθήκες [95, 96]. Με αυτό το µηχανισµό ρυθµίζεται η 

παραγωγή της Ιντερλευκίνης-1β (IL-1β) η οποία απελευθερώνεται από τα 

διεγερµένα αιµοπετάλια και προκαλεί την προσκόλληση των 

πολυµορφοπύρηνων λευκοκυττάρων στα ενδοθηλιακά κύτταρα, 

αναδεικνύοντας τη σύνδεση µεταξύ φλεγµονής και αθηροσκλήρωσης [97], µε 

διαµεσολαβητή τον PAF [98].  

Συγχρόνως, τα ουδετερόφιλα ενεργοποιούνται από τον PAF µέσω του 

υποδοχέα του. Η ενεργοποίηση αυτή προκαλεί σηµατοδότηση, από το 

εσωτερικό προς το εξωτερικό του κυττάρου, µέσω των β2 (CD11/CD18) 

ιντεγκρινών, µε συνακόλουθα την προσκόλληση και τη συσσώρευσή τους, 

που ενισχύουν τη φλεγµονώδη απόκριση, την πόλωση, τη µετανάστευση, την 

αποκοκκίωση, και την παραγωγή ριζών οξυγόνου [99]. Ο PAF ενεργοποιεί 

την αυξηµένη ελευθέρωση παραγόντων από τα κοκκία, όπως την ελαστάση, η 

οποία εµπλέκεται στον φλεγµονώδη τραυµατισµό των ιστών και έχει επίσης 

την ικανότητα να προκαλέσει πήξη αίµατος όταν ελευθερώνεται τοπικά [98, 

100]. Αποκρίσεις της ενεργοποίησης των ουδετερόφιλων που για πολύ καιρό 

δεν είχαν αναγνωριστεί, αναγνωρίζονται στις µέρες µας, ενώ µερικές από 

αυτές προκαλούνται από τον PAF. Αυτό είναι σύµφωνο µε το γεγονός ότι ο 

PAF ενεργοποιεί τη µετάφραση, η οποία εξαρτάται από τη σηµατοδότηση 

ενός υποσυνόλου mRNAs σε ανθρώπινα ουδετερόφιλα [99]. 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί τα µονοκύτταρα περιέχουν στη µεµβράνη τους τον 

υποδοχέα του PAF, δηλαδή µπορούν να ενεργοποιηθούν από αυτόν [99]. 

Αυτή η ενεργοποίηση οδηγεί στην έκφραση του γλυκοπρωτεϊνικού προσδέτη 
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της P-σελεκτίνης (P-selectin glycoprotein ligand-1, PSGL-1) [98]. Τα 

ανθρώπινα µονοκύτταρα προσκολλώνται ταχύτατα στα ενεργοποιηµένα 

αιµοπετάλια ή ενδοθηλιακά κύτταρα τα οποία έχουν εµφανίσει στη µεµβράνη 

τους τη P-σελεκτίνη µε αποτέλεσµα τη σύνθεση χηµοκινών, κυτταροκινών και 

ιστικών παραγόντων. Συγκεκριµένα ο PAF κινητοποιεί τον πυρηνικό 

παράγοντα κΒ (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, 

NF-kB) στον πυρήνα των µονοκυττάρων που είναι προσδεδεµένα στη P-

σελεκτίνη, αυξάνοντας δραµατικά τη βιοσύνθεση της MCP-1, της 

Ιντερλευκίνης-8 (Interleukin-8, IL-8, του παράγοντα νέκρωσης όγκων-a 

(Tumor Necrosis Factor, TNF-a), και άλλων προϊόντων γονιδίων που 

σχετίζονται µε τη φλεγµονή [101]. 

Η σηµατοδότηση στον πυρήνα των κυττάρων αυτών και οι αλλαγές στην 

έκφραση των γονιδίων είναι κυρίαρχα φαινόµενα στα µονοκύτταρα, τα οποία 

είναι σταθερά προσκολληµένα µε ενεργοποιηµένα αιµοπετάλια [102]. Αυτή η 

αλληλεπίδραση κυττάρου-κυττάρου µεταξύ των προσκολληµένων 

µονοκυττάρων στα ενεργοποιηµένα αιµοπετάλια και των ενεργοποιηµένων 

αιµοπεταλίων είναι πολύ συχνή σε θροµβωτικά φαινόµενα και ποικίλα 

αγγειακά σύνδροµα [103]. 

Τα ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα της αορτικής κοιλότητας, επίσης, 

ενεργοποιούνται από τον PAF µέσω δέσµευσής του στον ειδικό υποδοχέα 

του, οδηγώντας σε αυξηµένη διαπερατότητα του ενδοθηλίου [104] (Εικόνα 1), 

φαινόµενο που αποτελεί ένα κρίσιµο γεγονός για την έναρξη της 

αθηροσκλήρωσης σύµφωνα µε τη θεωρία της απόκρισης σε τραυµατισµό. Τα 

ενεργοποιηµένα ενδοθηλιακά κύτταρα βιοσυνθέτουν γρήγορα και εκθέτουν 

τον PAF στην επιφάνεια των πλασµατικών τους µεµβρανών. Στη συνέχεια, ο 

PAF διαδραµατίζει έναν ακόµα σηµαντικό ρόλο, για την έναρξη της 

αθηροσκλήρωσης, µε τη δράση του ως συνδετοκρινές σήµα για την 

ενεργοποίηση και την προσκόλληση στο ενδοθήλιο, των ουδετερόφιλων και 

των µονοκυττάρων [100, 105]. Τα ανωτέρω λαµβάνουν χώρα µέσω 

βιοσύνθεσης και τοπικής έκφρασης µηνυµατοφόρων µορίων για τα 

λευκοκύτταρα, όπως η P-σελεκτίνη, η οποία ταχέως µεταφέρεται, από τα 

ενδοκυτταρικά αποθηκευτικά κοκκία της στην επιφάνεια των ενδοθηλιακών 

κυττάρων που έχουν υποστεί διατάραξη [98]. Σε αυτή τη δράση, ο PAF 

ενεργεί συνεργιστικά µε την Ρ-σελεκτίνη [51]. 



Βιοµόρια από απόβλητα ελαιουργίας: Μελέτη δοµής και in vitro και in vivo δράσεις αυτών 

 

26 
Γεώργιος Μ. Σταµατάκης 

Οι ανωτέρω βιοχηµικές και κυτταρικές διεργασίες οδηγούν στην ελευθέρωση 

πολλών άλλων λιποειδικών µεσολαβητών, κυτταροκινών και ενζύµων, καθώς 

επίσης και στην έκφραση µορίων προσκόλλησης, όπως οι σελεκτίνες και οι 

ιντεγκρίνες, µόρια τα οποία συµβάλλουν στην ανάπτυξη της 

αθηροσκλήρωσης [106]. Σε ένα τέτοιο περιβάλλον, τα ανθρώπινα 

ενδοθηλιακά κύτταρα της αορτικής κοιλότητας είναι ήδη ενεργοποιηµένα, 

όπως περιγράφτηκε προηγουµένως. Η διαπερατότητα του ενδοθηλίου έχει 

ήδη αυξηθεί, µε αποτέλεσµα να προκύψει ένα δυσλειτουργικό ενδοθήλιο 

[104]. Η οικογένεια των µορίων των σελεκτινών και τα µόρια που 

προσδένονται σε αυτές, µεσολαβούν στην αρχική αλληλεπίδραση των 

αιµοπεταλίων και των λευκοκυττάρων µε το ενδοθήλιο. Αυτό επιτρέπει στα 

λευκοκύτταρα και τα αιµοπετάλια να εκτελούν µια κυλιόµενη κίνηση κατά 

µήκος του αγγειακού ενδοθηλίου. Στη συνέχεια, τα µόρια των ιντεγκρινών 

ενεργοποιούνται, µέσω της δέσµευσης του PAF από τον ειδικό υποδοχέα του, 

και σταµατούν την κυλιόµενη κίνηση των λευκοκυττάρων και των 

αιµοπεταλίων, επιφέροντας καθήλωση των κυττάρων αυτών στο ενδοθήλιο. Η 

µοριακή βάση για τη προσέλκυση των λευκοκυττάρων στο αγγειακό τοίχωµα 

έχει περιγραφεί παρουσιάζοντας έναν ακόµα σηµαντικό ρόλο που παίζει ο 

PAF στην ανάπτυξη αυτή τη φορά της αθηροσκλήρωσης [107]. Τα 

ενεργοποιηµένα ενδοθηλιακά κύτταρα εκφράζουν την P-σελεκτίνη στην 

επιφάνειά τους, οδηγώντας σε µια χαλαρή σύνδεση των λευκοκυττάρων µε το 

ενδοθήλιο µέσω (PSGL-1). Τα λευκοκύτταρα ενεργοποιούνται µόνο όταν ο 

PAF, που έχει συντεθεί από τα ενδοθηλιακά κύτταρα και βρίσκεται στην 

επιφάνεια της πλασµατικής τους µεµβράνης, συνδεθεί στον υποδοχέα του 

PAF που φέρουν τα λευκοκύτταρα, πράγµα που οδηγεί στην αλλαγή του 

σχήµατος των κυττάρων αυτών, σε αύξηση της συγκέντρωσης του ασβεστίου 

και σε θετική ρύθµιση των β2 ιντεγκρινών, που οδηγούν σε µια σταθερή 

προσκόλληση [107]. Μετά από την ισχυρή σύνδεση, τα λευκοκύτταρα 

µεταναστεύουν µέσα από του κυτταρικούς συνδέσµους των ενδοθηλιακών 

κυττάρων στον υποενδοθηλιακό χώρο [108], µε αποτέλεσµα την ακανόνιστη 

συσσώρευση των µονοκυττάρων, τα οποία διαφοροποιούνται προς 

µακροφάγα. Η αυξηµένη διαπερατότητα του δυσλειτουργικού ενδοθηλίου 

[104] επιτρέπει, πέρα από τα κύτταρα του αίµατος και σε µεγάλα σωµατίδια, 

όπως είναι οι Ox-LDLs, να µεταναστεύουν στον υποενδοθηλιακό χώρο µέσω 
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των συνδέσεων των ενδοθηλιακών κυττάρων. Οι Ox-LDLs προσλαµβάνονται 

χωρίς έλεγχο από τους εκκαθαριστές υποδοχείς των µακροφάγων, πράγµα 

που οδηγεί στο σχηµατισµό των χαρακτηριστικών αφρωδών κυττάρων [109]. 

Η φαγοκυτταρική ενεργοποίηση των µακροφάγων και των παραγόµενων 

αφρωδών κυττάρων έχει αναφερθεί ως σηµαντικό χαρακτηριστικό γνώρισµα 

στην πρόοδο της αρτηριοσκληρωτικής πλάκας [110]. Αυτό είναι σύµφωνο µε 

το γεγονός ότι τα ανθρώπινα µακροφάγα και τα παραγόµενα αφρώδη κύτταρα 

βιοσυνθέτουν τον µεσολαβητή της φλεγµονής, PAF, κατά την ενεργοποίηση 

της φαγοκυτταρικής δραστηριότητάς τους [55]. Τέτοια βιοσύνθεση λαµβάνει 

χώρα µέσω της οδού ανασχηµατισµού (remodeling), όπου ο λυσο-PAF 

ακετυλιώνεται άµεσα προς PAF σε µια αντίδραση, που καταλύεται από την 

ακετυλο-CoA ακετυλοτρανσφεράση (PAF-AT). Η δραστικότητα της PAF-AT 

είναι αυξηµένη, συγκρινόµενη µε την ενζυµική δραστικότητα που ανιχνεύεται 

σε άλλα κύτταρα, όπως τα µονοκύτταρα και ουδετερόφιλα [55, 111], λόγω της 

µόνιµης ενεργοποίησης του ενζύµου στα ανθρώπινα µακροφάγα και αφρώδη 

κύτταρα.  

Καθώς τα αφρώδη κύτταρα συσσωρεύονται, το πάχος του έσω χιτώνα 

αυξάνεται, ενώ τα λεία µυϊκά κύτταρα (SMC) πολλαπλασιάζονται και 

µεταναστεύουν προκαλώντας αλλοιώσεις  στη δοµή του υποενδοθηλίου [112]. 

Έχει αποδειχθεί ότι ο PAF ενεργοποιεί τη µεταγραφή του επιδερµικού 

αυξητικού παράγοντα (Epidermal growth factor, EGF) στα µονοκύτταρα, µέσω 

ενίσχυσης της δραστικότητας του NF-κB, και εποµένως ο PAF εµπλέκεται 

άµεσα στον πολλαπλασιασµό των SMC [113]. Στη συνέχεια, το αρχικό σήµα 

από τον PAF ενισχύεται, δεδοµένου ότι τα µακροφάγα και αφρώδη κύτταρα 

βιοσυνθέτουν PAF [55]. Η συσσώρευση των λευκοκυττάρων και των 

αφρωδών κυττάρων µέσα στον έσω χιτώνα, οδηγεί στο σχηµατισµό των 

χαρακτηριστικών «λιπαρών ραβδώσεων», που αποτελεί αρχικό στάδιο της 

αθηροσκλήρωσης ορατό µε γυµνό µάτι [114]. Η φαγοκυτταρική ενεργοποίηση 

των αφρωδών κυττάρων οδηγεί στην παραγωγή του PAF στις περιοχές των  

«λιπαρών ραβδώσεων» και των προχωρηµένων αθηροσκληρωτικών βλαβών 

[55, 115]. Επιπλέον, ο πολλαπλασιασµός των SMC αυξάνεται σηµαντικά από 

τον PAF [113], την ενεργοποίηση των αιµοπεταλίων και των λευκοκυττάρων, 

καθώς επίσης και από τις Ox-LDLs που είναι πλούσιες σε PAF-ανάλογα. Αυτή 

η επίδραση αναστέλλεται από τους αναστολείς/αγωνιστές του PAF ή 
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εξαλείφεται από τη δράση της  PAF-AH [116, 117]. Αυτά τα στοιχεία, 

φανερώνουν ότι ο PAF έχει έναν σηµαντικό ρόλο για την πρόοδο αυτής της 

ασθένειας. 

Οι παραπάνω µοριακοί µηχανισµοί, έχουν ως αποτέλεσµα µορφολογικές 

αλλαγές. Ο πολλαπλασιασµός και η µετανάστευση των SMC οδηγεί στο 

σχηµατισµό του ινώδους καλύµµατος στην άκρη των λιπαρών ραβδώσεων. 

Τα SMC µεταναστεύουν µέσα στις λιπαρές ραβδώσεις και συγχρόνως τα 

µονοκύτταρα εξακολουθούν να προσκολλώνται στο ενδοθήλιο και 

µεταναστεύουν στον υποενδοθηλιακό χώρο µε αποτέλεσµα να  αυξάνεται σε 

µέγεθος η αθηροσκληρωτικής βλάβη. Τα SMC συνεχίζουν να 

πολλαπλασιάζονται και σχηµατίζουν ένα κάλυµµα που καλύπτει τη βλάβη 

[114]. Μέσα σε αυτή την εντοπισµένη βλάβη, η συνεχής φλεγµονώδης 

απόκριση µπορεί να οδηγήσει στην κυτταρική νέκρωση και την περαιτέρω 

προσέλκυση των µονοκυττάρων και των λεµφοκυττάρων µε µια συνακόλουθη 

απελευθέρωση των κυτταροκινών, αυξητικών παραγόντων, και 

πρωτεολυτικών ενζύµων. Οι διεργασίες αυτές αποτελούν το έναυσµα για 

εστιακή νέκρωση µέσα στη βλάβη, που µπορεί να προκαλέσει την 

αυτοκαταλυτική επέκταση της βλάβης. Καθώς η αθηρωµατική πλάκα 

διευρύνεται, η αρτηρία δεν µπορεί πλέον να αντισταθµίσει τις µορφολογικές 

αλλαγές καθώς η βλάβη αρχίζει να εισβάλει στον αρτηριακό αυλό 

παρεµποδίζοντας τη ροή του αίµατος [118]. Ο PAF προκαλεί την έκκριση 

ελαστάσης [119], η οποία αποικοδοµεί τα συστατικά της εξωκυττάριας ύλης 

του έσω και µέσω χιτώνα, πράγµα το οποίο αποτελεί ένα σηµαντικό 

χαρακτηριστικό γνώρισµα της αθηροσκλήρωσης [118]. Τα αφρώδη κύτταρα 

στον πυρήνα της βλάβης νεκρώνονται, σχηµατίζοντας έναν νεκρωτικό 

πυρήνα, ο οποίος είναι πλούσιος σε κρυστάλλους χοληστερόλης [120], 

ενεργοποιηµένα λεµφοκύτταρα και αποθέσεις ασβεστίου, δηµιουργώντας την 

ινώδη πλάκα. Στις «ινώδεις πλάκες» προχωρηµένων αρτηριοσκληρυντικών 

βλαβών, το ενδοθήλιο µπορεί να σχίσει, ιδιαίτερα στα λεπτά άκρα του 

ινώδους καλύµµατος, µε συνέπεια την αιµορραγία, τη θρόµβωση και τελικά 

την απόφραξη του αρτηριακού αυλού. Η ισχαιµία που προκαλείται είναι το 

πρώτο συµβάν που οδηγεί στην κλινική διαπίστωση µιας διαδικασίας που έχει 

εξελιχθεί κατά τη διάρκεια δεκαετιών. 
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2. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2: Αναστολείς του PAF 

 

2.1 Γενικά στοιχεία για αναστολείς/αγωνιστές του PAF 

Μια µεγάλη γκάµα αναλόγων του PAF έχει συντεθεί ή αποµονωθεί από 

φυσικές πηγές. Η σύνθεσή τους βοήθησε στην κατανόηση των µηχανισµών 

σύνδεσης του PAF στον υποδοχέα του (PAF-R), την ακόλουθη µετάδοση 

σήµατος από τον PAF-R αλλά και την εµπλοκή του PAF σε διάφορες 

παθοφυσιολογικές καταστάσεις. Επιπλέον κατέστη δυνατό να προσδιοριστεί : 

α) η απαραίτητη δοµή των µορίων για να εµφανίζουν ιδιότητες αγωνιστή του 

PAF, β) για το διαχωρισµό των βιολογικών δράσεων, όπως τη δράση τους 

σαν αντι-υπερτασικά, είτε αναστέλλοντας τη συσσώρευση των αιµοπεταλίων 

ή την αγγειοσυστολή και γ) να βρεθούν τα δοµικά χαρακτηριστικά του µορίου, 

τα οποία το καθιστούν αγωνιστή ή ανταγωνιστή του PAF. Οι φαρµακολογικές 

ιδιότητες των αναστολέων του PAF συνήθως προσδιορίζονται in vitro σε 

κυτταρικά συστήµατα (συσσώρευση αιµοπεταλίων, αποκοκκίωση 

ουδετερόφιλων, χηµειοταξία) και σε πειραµατόζωα (PAF προκαλούµενο 

shock, αγγειοσυστολή και υπόταση). Παρότι η προκαλούµενη από τον PAF 

συσσώρευση των αιµοπεταλίων ανθρώπου ή κουνελιού είναι µια µέθοδος 

που αναπτύχθηκε στις αρχές της δεκαετίας του ’60 η εύκολη µεθοδολογία της 

την έχει καθιερώσει σαν την κύρια εργαστηριακή µέθοδο αξιολόγησης 

πιθανών αναστολέων του PAF.Κλινικές µελέτες τέλος έχουν πραγµατοποιηθεί 

µόνο µε τους αναστολείς που εµφανίζουν ισχυρή αντι-PAF δράση και έχουν 

κριθεί ασφαλείς [52, 121-123].  

Οι αναστολείς του PAF µπορούν να χωριστούν αρχικά σε 2 κατηγορίες, τους 

ειδικούς και τους µη ειδικούς αναστολείς. Ο διαχωρισµός των δύο οµάδων 

γίνεται µε βάση την ικανότητα των µορίων να αποµακρύνουν από τον PAF-R 

ή να ανταγωνίζονται τη σύνδεση σε αυτόν επισηµασµένου [Η3]PAF. Οι µη 

ειδικοί αναστολείς είναι µόρια που δρουν µε τελείως διαφορετικό µεταξύ τους 

τρόπο, αναστέλλοντας, σε διαφορετικά σηµεία ο καθένας, το µηχανισµό 

µετάδοσης σήµατος του PAF κυρίως µέσο του PAF-R. Στην κατηγορία 

συµπεριλαµβάνονται παρεµποδιστές των καναλιών ασβεστίου (verapamil), 

ενδοκυτταρικούς χηλικούς υποκαταστάτες του ασβεστίου (BAPTA/AM), 

αναστολείς των G-πρωτεϊνών (τοξίνη της χολέρας), αναστολείς των PKC 
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(σταυροσπορίνη), αναστολείς της τυροσινικής κινάσης (γενιστεϊνη) και 

αναστολείς των φωσφολιπασών, κυκλοξυγενασών και λιποξυγενασών. Η 

ευρεία αυτή δράση τους, µειώνει την ειδικότητά τους και συνεπώς την πιθανή 

χρήση τους σαν φαρµακευτικά σκευάσµατα ή πρόσθετα τροφίµων, καθώς 

µπορεί να επιφέρουν απρόβλεπτες παρενέργειες στον οργανισµό [57, 58, 

124, 125].  

 

2.1. Ανταγωνιστές-δοµικά ανάλογα του PAF 

Τα δοµικά ανάλογα του PAF (ειδικά τα συνθετικά) µπορεί να διαθέτουν ένα 

θετικό φορτίο είτε απεντοπισµένο ή σαν τετρα-υποκατεστηµένη δραστική 

οµάδα ή σαν µια ετεροκυκλική οµάδα. Οι ανταγωνιστές που είναι δοµικά 

ανάλογα του PAF και µπορούν να χωριστούν σε α) ανοιχτής αλύσου ανάλογα 

και β) κυκλικά ανάλογα του PAF.  

 

2.1.1. Ανοιχτής αλύσου δοµικά ανάλογα του PAF 

Τα πιο δραστικά ανάλογα ανοιχτής αλύσου διαθέτουν σκελετό γλυκερόλης και 

είτε ένα θετικά φορτισµένο άτοµο αζώτου ή ένα τετρα-υποκατεστηµένο 

αλκύλιο. Στην sn-1 θέση είναι υποκατεστηµένοι είτε µε αιθερικό, εστερικό ή 

καρβαµιδικό δεσµό µε κορεσµένο ή ακόρεστο λιπαρό οξύ 16 ή 18 ατόµων 

άνθρακα. Στην sn-2 θέση το οξικό οξύ του PAF µπορεί να έχει αντικατασταθεί 

µε υδροξύλιο, µεθυλ- και αιθυλαιθέρα, καρβοξυλικό ή αµιδικό υποκαταστάτη. 

Η φωσφορική οµάδα διατηρείται σε κάποιους ανταγωνιστές, ενώ σε άλλους 

αντικαθίσταται από αλκύνια ή εστέρες. 

Ο πρώτος φωσφολιποειδικός αναστολέας που αναφέρθηκε ήταν το CV 3988, 

µια ένωση που συντέθηκε για την αξιολόγηση της αντιµικροβιακής και 

κυτοτοξικής της δράσης. Οι τιµές Ki του CV 3988 έναντι της ειδικής σύνδεσης 

του [Η3]PAF στον υποδοχέα του σε αιµοπετάλια ανθρώπου, κουνελιού και 

χοίρου είναι 1,6 ×10-7, 1,2 ×10-7, 1,8 ×10-7 αντίστοιχα [126]. Σε πολύ 

υψηλότερες δόσεις εµφάνισε ανταγωνιστική δράση έναντι του αραχιδονικού 

οξέως, του ADP και του κολλαγόνου[127, 128]. Ο CV 3988 αναστέλλει 

δοσοεξαρτώµενα την υπόταση σε αρουραίους και το θάνατο σε κουνέλια που 

προκαλείται όταν δοθεί στα πειραµατόζωα PAF[129, 130]. Η ενδοφλέβια 

χορήγηση CV 3988 σε εθελοντές σε δόσεις των 750-2000 µg/Kg προκάλεσε 

απευαισθητοποίηση των αιµοπεταλίων τους έναντι στη δράση του PAF[131]. 
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Όταν ο αναστολέας δόθηκε σε χοίρους, στους οποίους πραγµατοποιήθηκε 

µεταµόσχευση καρδιάς, βελτίωσε τη λειτουργία τόσο της καρδιάς όσο και των 

πνευµόνων, ενώ ανέδειξε την εµπλοκή του PAF στον τραυµατισµό στην 

κατάσταση ισχαιµίας-επαναιµάτωσης[132]. 

Η αντικατάσταση της φωσφορικής οµάδας του CV 3988 από COCH3 και 

τροποποίηση της πλευρικής αιθερικής του οµάδας οδήγησε στη σύνθεση των 

ισχυρών ανταγωνιστών Ro 18-7953, Ro 19-1400, Ro 18-8736, οι οποίοι είχαν 

τιµές IC50 σε αιµοπετάλια ανθρώπου 0,5, 0,4 και 0,07 µΜ αντίστοιχα [133]. Το 

µόριο CV 6209, το οποίο είναι ανάλογο του CV 3988 εµφανίζει 80 φορές 

µεγαλύτερη δραστικότητα, αναστέλλει ή και υποστρέφει την υπόταση που 

προκαλεί ο PAF σε αρουραίους, ενώ απέτρεψε το θάνατο των ποντικιών, από 

θανατηφόρα δόση PAF, όταν σε αυτά δόθηκαν µόλις 9µg CV 6209/Kg βάρους 

[134]. Τόσο το CV 3988 όσο CV 6209 απέτρεψαν τη ρήξη στοµάχου 

δοσοεξαρτώµενα σε αρουραίους, υποδεικνύοντας τη συµµετοχή του PAF στο 

φαινόµενο [135].  

Εκτός όµως από τους συνθετικούς αναστολείς του PAF που προαναφέρθηκαν 

υπάρχουν και αναστολείς που αποµονώθηκαν από φυτικές πηγές και ήταν 

δοµικά ανάλογα του PAF µε δοµή παρόµοια µε αυτή του CV 6209. Οι 

αναστολείς αυτοί βρέθηκαν και χαρακτηρίστηκαν πλήρως µε προκαλούµενη 

από τον PAF συσσώρευση των αιµοπεταλίων, χηµικούς προσδιορισµούς και 

φασµατοµετρία µάζας (MS) στο ελαιόλαδο, το κρασί, τον ελαιοπυρήνα και τα 

υγρά απόβλητα ελαιουργίας [136-138], ενώ αυτοί που αποµονώθηκαν από το 

φυτό Kalimeris indica χαρακτηρίστηκαν περαιτέρω µε πυρηνικό µαγνητικό 

συντονισµό (NMR) [139]. Στους αναστολείς αυτούς η φωσφορική οµάδα στη 

sn-3 θέση της γλυκερόλης είτε έχει αντικατασταθεί ή έχει υποκατασταθεί από 

γλυκοζυτικό δεσµό µε υποκατεστηµένους πολυσακχαρίτες, ενώ στη sn-2 θέση 

παραµένει το οξικό οξύ, όπως στο µόριο του PAF. Τα in vivo πειράµατα σε 

κουνέλια Νέας Ζηλανδίας έδειξαν ότι το κλάσµα των πολικών λιποειδών 

ελαιολάδου και ελαιοπυρήνα (τα οποία περιέχουν τους εν λόγο αναστολείς 

του PAF) είχαν την ικανότητα να αναστέλλουν, στατιστικώς σηµαντικά, το 

σχηµατισµό αθηρωµατικών πλακών, ενώ ειδικά τα πολικά λιποειδή του 

ελαιοπυρήνα είχαν τη δυνατότητα και να υποστρέψουν (θεραπεύσουν) τις ήδη 

σχηµατισµένες αθηρωµατικές πλάκες [140, 141]. Τέλος φωσφολιποειδείς 

αναστολείς του PAF ανοιχτής αλύσου βρέθηκαν και στα κυανοφύκη 
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Chroococcidiopsis sp. Ο διαχωρισµός τους µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής 

απόδοσης (HPLC), διαχώρισε 3 µόρια µε ανασταλτική δράση έναντι του PAF. 

Η ανάλυσή τους µε MS έδειξε ότι το ένα µόριο ήταν γλυκοζυλιωµένο ανάλογο 

της φωσφορικής οµάδας στην sn-3 της γλυκερόλης, ενώ τα άλλα δύο ήταν 

γλυκοζίτες σφιγγοσίνης [142].  

 

2.1.2. Κυκλικά δοµικά ανάλογα του PAF 

Η αντικατάσταση του σκελετού γλυκερόλης του CV 3988 µε υδροφουράνιο 

άνοιξε το δρόµο για νέα δοµικά ανάλογα του PAF. Το πρώτο µόριο που 

συντέθηκε ήταν το SRI 63-072, το οποίο είναι ένα 2,2 δι-υποκατεστηµένο 

υδροφουράνιο. Το SRI 63-441 είναι το δραστικότερο cis 2,5 δι-

υποκατεστηµένο ανάλογο του SRI 63-072. Το SRI 63-441 ανέστειλε την 

υπόταση που προκάλεσε ο PAF σε αρουραίους, αύξησε τον αιµατοκρίτη όταν 

δόθηκε σε σκύλους, πρωτεύοντα και χοίρους. Ανέστειλε την υπόταση που 

προκάλεσε η ενδοτοξίνη της Ε.coli σε αρουραίους και σκύλους, ενώ 

προσέφερε απόλυτη προστασία, όταν δόθηκε ενδοφλέβια σε αρουραίους, 

έναντι στη PAF προκαλούµενη ρήξη στοµάχου. Τέλος ανέστειλε την 

αντίδραση του αναπνευστικού συστήµατος πιθήκων ρέζους όταν τους δόθηκε 

αερόλυµα PAF [143-145].  

 

2.2 Ανταγωνιστές-µη δοµικά ανάλογα του PAF 

Οι ανταγωνιστές του PAF χωρίς δοµική οµοιότητα µε αυτόν, διαχωρίζονται σε 

κατηγορίες, ανάλογα µε τον αριθµό κυκλικών και ετεροκυκλικών 

υδρογονανθράκων που περιλαµβάνονται στο µόριό τους. Μεγάλος αριθµός 

τέτοιων ανταγωνιστών του PAF έχει αποµονωθεί από διάφορα φυτά και 

συντεθεί από φαρµακευτικές εταιρίες [146]. Η αναφορά της δοµής και της 

επαγόµενης βιολογικής δραστικότητας όλων των µέχρι στιγµής εµπορικά 

διαθέσιµων αναστολέων ξεφεύγει από το σκοπό αυτού του κειµένου, έτσι θα 

αναφερθούν µόνο οι γνωστότεροι και δραστικότεροι εξ’ αυτών. Στην 

κατηγορία αυτή των αναστολέων ανήκουν και τα φαινολικά/πολυφαινολικά 

µόρια. 
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Εικόνα 2: Χαρακτηρισµένοι αναστολείς του PAF, δοµικά ανάλογα του ανοιχτής αλύσου 
1: CV 3988, 2: Ro 18-7953, 3: Ro 19-1400, 4: Ro 18- 8736, 5: CV 6209, 6: Αναστολέας 
αποµονωµένος από ελαιοπυρήνα, 7: Αναστολέας αποµονωµένος από λευκό κρασί, 8: 
Αναστολέας αποµονωµένος από υγρά απόβλητα ελαιουργίας, 9: Αναστολέας 
αποµονωµένος από ελαιόλαδο, 10: Αναστολέας αποµονωµένος από Kalimeris indica. 
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Η καδσουρενόνη είναι ένα νεολιγνάνιο (διµερές πρόπυλο-βενζολίου) που 

αποµονώθηκε από το εκχύλισµα του Κινέζικου φαρµακευτικού φυτού Piper 

futokadsurae, το οποίο χρησιµοποιείται για την καταπράυνση του 

βρογχοάσθµατος και των ρευµατικών. Η καδσουρενόνη είναι ένας ισχυρός 

ανταγωνιστής του PAF στη σύνδεσή του µε τον PAF-R µε IC50 0,1µM. Η 

χορήγηση της σε αρουραίους (8-42 mg/kg) ανέστειλε την προκαλούµενη από 

τον PAF διαπερατότητα των αγγείων και την υπόταση ύστερα από έκθεση σε 

ενδοτοξίνη [147, 148]. Η διύδροκαδσουρενόνη είναι εξίσου δραστικός 

αναστολέας του PAF µε IC50 0,07µM, ενώ το οπτικό της ανάλογο είχε τη µισή 

δραστικότητα [149, 150]. Η µοναδικότητα της καδσουρενόνης αναδείχθηκε 

όταν αποµονώθηκαν από το ίδιο φυτό τα πολύ όµοια της δοµικά ανάλογα 

πιπερενόνη και καδσουρίνη Α και Β, τα οποία όµως είναι πολύ ασθενείς 

αναστολείς του PAF. Αυτό οδήγησε σε µελέτη της τρισδιάστατης δοµής της 

καδσουρενόνης και σύγκρισή της µε άλλους αναστολείς του PAF ενώ 

ταυτόχρονα έδωσε πληροφορίες για τη δοµή του PAF-R και αποτέλεσε 

µοντέλο για τη σύνθεση νέων αναστολέων του [151-153].  

Το επόµενο συνθετικό µόριο που εµφάνισε ισχυρή ανασταλτική δράση έναντι 

του PAF ήταν το WEB 2086. Το WEB 2086 ανέστειλε τη συσσώρευση 

ανθρωπίνων αιµοπεταλίων και ουδετερόφιλων µε IC50  0,17µM και 0,36µΜ 

αντίστοιχα, ενώ αναστέλλει και την ειδική σύνδεση του [3H]PAF µε τον 

υποδοχέα του µε KD= 1,5 × 10-8. Επιπλέον πειράµατα µε ράδιο-σηµασµένο 

[3H]WEB προσδεδεµένο στον PAFR ανθρωπίνων αιµοπεταλίων, έδειξαν ότι ο 

PAF το αποµακρύνει από τον υποδοχέα, υποδεικνύοντας την πιθανή κοινή 

αλληλεπίδραση των δύο µορίων µε τον ίδιο επίτοπο του PAFR [154]. 

Ο WEB 2086 ανέστειλε σε ινδικά χοιρίδια την προκαλούµενη από τον PAF: α) 

βρογχοσύσπαση (IC50: 0,07mg/Kg στόµα, 0,017mg/Kg ενδοφλέβια), β) 

υπόταση (IC50: 0,066mg/Kg στόµα, 0,015mg/Kg ενδοφλέβια), γ) 

θροµβοκυτταροπενία και ουδετεροπενία [155, 156]. Σε αρουραίους ανέστειλε 

την υπόταση προκαλούµενη τόσο από τον PAF όσο και από την ενδοτοξίνη 

της E.Coli, ενώ προστάτευσε τα πειραµατόζωα από γαστρικές αλλοιώσεις και  

το θάνατο [157, 158].  

 

Οι πιο ευρέως µελετηµένοι αναστολείς του PAF είναι τα γκινγκολίδια, τα οποία 

είναι φυσικά µόρια τα οποία απαντώνται στα φύλλα του Κινεζικού δέντρου 
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Gingko biloba L. Τα γκινγκολίδια είναι µια οικογένεια τερπενίων (συγκεκριµένα 

τριτερπενίων) στην οποία ανήκουν τα γκινγκολίδια Α (ΒΝ 52020), Β (ΒΝ 

52021) και C (ΒΝ 52022), µε κυριότερο εκπρόσωπό τους το µόριο ΒΝ 52021. 

Το ολικό εκχύλισµα των φύλλων του δέντρου, γνωστό και ως EGb 761, το 

οποίο εκτός από τα προαναφερθέντα γκινγκολίδια περιέχει και φλαβονοειδείς 

γλυκοζίτες. Το εκχύλισµα είναι ευρύτατα διαδεδοµένο καθώς θεωρείται 

ενισχυτικό µνήµης και ότι γενικότερα διαθέτει νευροπροστατευτική δράση, έτσι 

χρησιµοποιείται για τη βελτίωση ασθενών µε άνοια και κατάθλιψη, ενώ 

καθυστερεί την εµφάνιση της νόσου Alzheimer αν δοθεί σαν συµπλήρωµα 

διατροφής στα αρχικά στάδια της [159]. Οι ανωτέρω ισχυρισµοί είναι πλέον 

υπό αµφισβήτηση µετά τη δηµοσίευση µιας οκταετούς κλινικής µελέτης στην 

οποία χορηγούσαν σε 1545 εθελοντές δύο φορές τη µέρα 120 mg EGb 761 

και σε 1525 ψευδοφάρµακο. Η µελέτη δεν έδειξε διαφορά στην πιθανότητα 

εµφάνισης άνοιας µεταξύ των δύο οµάδων [160]. Η ύπαρξη στο εκχύλισµα 

αναστολέων του PAF και αντιοξειδωτικών µορίων προσδίδουν στο EGb 761 

µια πιθανή αντιαθηρογόνο, καρδιοπροστατευτική δράση καθώς τα 

προαναφερθέντα βιολογικά δραστικά µόρια εµπλέκονται στο µηχανισµό της 

αθηρογένεσης αναστέλλοντάς τον σε διάφορα στάδιά του, κάτι που µένει να 

πιστοποιηθεί από επιδηµιολογικές µελέτες-διατροφικές παρεµβάσεις [50, 

161].  

Παλαιότερες φυσικοχηµικές µελέτες απέδειξαν τη δοµή των γκινγκολιδίων 

[162-164]. Οι βιολογικές δοκιµασίες έδειξαν ότι τα γκινγκολίδια Α, Β, C 

αναστέλλουν την πρόσδεση του PAF στον υποδοχέα του στα αιµοπετάλια µε 

IC50: 0,94, 0,51 και 5,8µΜ αντίστοιχα, ενώ ανέστειλαν τη συσσώρευση των 

ανθρωπίνων αιµοπεταλίων µε τα αντίστοιχα IC50: 6,24 ×10-6, 2,22 ×10-6 και 

1,83 ×10-6 Μ [165, 166]. Σε αντίστοιχα πειράµατα η προκαλούµενη από τα 

γκινγκολίδια αναστολή της µετατροπής του ραδιοσηµασµένου  [3H]PAF στο 

[3H]2-ακυλο ανάλογο ήταν η πρώτη ένδειξη ότι ο µεταβολισµός του PAF 

απαιτεί αρχικά την πρόσδεσή του στον PAFR [167].  

Ο BN 52021 κατάφερε να αναστείλει όλες σχεδόν τις βιολογικές δράσεις του 

PAF, δηλαδή τη συσσώρευση των ουδετερόφιλων, την παραγωγή ελευθέρων 

ριζών, το χηµειοτακτισµό, τη σύνθεση λευκοτριενίων από εοσινόφιλα, 

µακροφάγα κ.α [165, 168-170]. 
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Ακόµα ο BN 52021 ανέστειλε τις δράσεις διαφόρων βακτηρίων και τοξινών, µε 

χαρακτηριστικά παραδείγµατα: α) ανέστειλε σε ινδικά χοιρίδια την υπόταση 

και τη θροµβοκυτταροπενία (1-6mg/Kg) προκαλούµενη από την ενδοτοξίνη 

του Salmonella typhimurium και στους αρουραίους από την ενδοτοξίνη του 

Salmonella enteritidis, ενώ παρέτεινε τη διάρκεια ζωής των πειραµατόζωων 

(αρουραίων) όταν προσβλήθηκαν από Τ-2 µυκοτοξίνη, η οποία απαντάται σε 

τρόφιµα [171-173]. 

Παρά την ισχυρότατη βιολογική δράση των ανταγωνιστών του PAF τόσο in 

vivo σε πειραµατόζωα όσο και ex vivo σε ανθρώπινα κύτταρα, οι κλινικές 

µελέτες που πραγµατοποιήθηκαν µε αναστολείς του PAF δεν κατάφεραν να 

επιδείξουν αποτελεσµατική δράση έναντι του άσθµατος, της αλλεργίας, της 

σήψης αλλά και άλλων φλεγµονωδών ασθενειών, καταδεικνύοντας την 

πολυπλοκότητα της φλεγµονώδους απόκρισης. Έτσι οι έρευνες προχώρησαν 

σε µελέτη µορίων τα οποία εµφανίζουν διπλή δράση τόσο ως αναστολείς του 

PAF αλλά και ενός άλλου φλεγµονώδους µεσολαβητή. Συντέθηκαν και 

µελετήθηκαν µόρια τα οποία εκτός από την αντι-PAF δράση τους είναι και 

αναστολείς της 5-λιποξυγενάσης (LDP-392), της συνθάσης των 

θροµβοξανίων (παράγωγα της ριδογρέλης) και της συνθάσης του οξειδίου του 

αζώτου [174-176]. Ο µόνος µέχρι σήµερα αναστολέας του PAF µε κλινικά 

αποδεδειγµένη βιολογική δράση είναι η ρουπαταδίνη. Η ρουπαταδίνη είναι 

ανταγωνιστής του PAF και του Η(1) υποδοχέα της ισταµίνης και χορηγείται 

από το στόµα για την αντιµετώπιση της χρόνιας αλλεργικής ρινίτιδας και 

χρόνιων αλλεργικών νόσων [177]. 

 

2.3 Αναστολείς του PAF και ανάπτυξη αθηρωµατικών πλακών 

Στη διεθνή βιβλιογραφία υπάρχουν αρκετές µελέτες που αφορούν τη δράση 

αναστολέων/αγωνιστών του υποδοχέα του PAF στην εµφάνιση και την εξέλιξη 

της αθηρωµατικής νόσου.  

 

2.3.1 BN 52021 

Όπως ήταν φυσικό ένα από τα πρώτα µόρια που δοκιµάστηκαν ήταν το BN 

52021 (Gingolide B) το οποίο παραλαµβάνεται από το δέντρο Ginkgo biloba 

και είναι ειδικός ανταγωνιστής του υποδοχέα PAF. Το ΒΝ ανταγωνίζεται τον 

PAF στην πρόσδεση στον υποδοχέα του [165], αναστέλλει την προκαλούµενη 
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από τον PAF συσσώρευση των αιµοπεταλίων [166], µειώνει την κινητοποίηση 

του ασβεστίου στα αιµοπετάλια [178] και την παραγωγή υπεροξειδίου του 

υδρογόνου από τα λευκά αιµοσφαίρια ύστερα από επίδραση µε PAF [179]. 

Όσον αφορά την αθηρωµατική νόσο όταν το ΒΝ 52021 συγχωρήθηκε 

(20mg/Kg σωµατικού βάρους τη µέρα) µε αθηρογόνο δίαιτα σε αρσενικά 

κουνέλια Νέας Ζηλανδίας µείωσε την περιεκτικότητα των αθηρωµατικών 

πλακών σε χοληστερόλη κατά 36%, χωρίς να µειώσει τη χοληστερόλη του 

αίµατος, ενώ η µορφολογική ανάλυση των αγγείων έδειξε ότι το BN απέτρεψε 

την ασβεστοποίηση των άκρων των αρτηριών σε αντίθεση µε την οµάδα 

ελέγχου [180]. Τα αποτελέσµατα είναι παρόµοια µε αυτά που λαµβάνονται 

από τους ανταγωνιστές ασβεστίου [181] και τα αντι-υπερτασικά φάρµακα 

[182].  

 

2.3.2 ∆ιγλυκοζίτης της σεκοϊσολαρισιρεζινόλης (SDG) 

Ένας άλλος αναστολέας του PAF που έχει δοκιµαστεί µε εξαιρετικά 

αποτελέσµατα είναι το λιγνάνιο διγλυκοζίτης της σεκοϊσολαρισιρεζινόλης 

(secoisolariciresinol diglucoside-SDG) [183, 184]. Η πλουσιότερη πηγή του 

SDG είναι ο λιναρόσπορος µε συγκεντρώσεις που φτάνουν το 1,8g/100g 

καρπού [185], ποσοστό το οποίο εκτοξεύεται στο 38% στο εκχύλισµα των 

λιγνανίων του καρπού [186]. Ο SDG µεταβολίζεται στον οργανισµό από 

βακτήρια του κόλον στο άγλυκο παράγωγό του, σε εντεροδιόλη και 

εντερολακτόνη [187]. Όλα τα παραπάνω µόρια συµπεριλαµβανοµένου του 

SDG είναι αντιοξειδωτικά µόρια [188, 189]. Πληθώρα πειραµάτων, στα οποία 

σε πειραµατόζωα έγιναν παρεµβάσεις µε λιναρόσπορο και λινέλαιο (κανονικό 

και µε µικρή συγκέντρωση α-λινολενικού οξέος), έδειξαν ότι οι ευεργετικές 

δράσεις έναντι της αθηρωµατικής νόσου δεν οφείλονται στο α-λινολενικό οξύ 

και το λινολενικό οξύ, στα οποία και τα δύο τρόφιµα είναι πλούσια (έως και 

50% της µάζας τους), αλλά µάλλον στο SDG [185, 190, 191]. Η χορήγηση 15 

mg/kg σωµατικού βάρους την ηµέρα για 8 εβδοµάδες σε κουνέλια που 

τρέφονταν µε αθηρογόνο δίαιτα, ανέστειλε το σχηµατισµό αθηρωµατικών 

πλακών κατά 73%. Όσον αφορά το λιπιδαιµικό προφίλ των πειραµατόζωων 

παρατηρήθηκε µείωση της TC του ορού κατά 33%, της LDL-C κατά 35% και 

του λόγου TC/HDL-C κατά 64% σε σχέση µε την οµάδα ελέγχου. Η HDL-C 

αυξήθηκε τις 4 πρώτες εβδοµάδες κατά 140% αλλά παρέµεινε σταθερή µέχρι 
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τη λήξη του πειράµατος. Τα TG παρέµειναν τα ίδια µεταξύ των δύο οµάδων, 

ενώ η VLDL-C µειώθηκε στην οµάδα που τρεφόταν µε SDG. Η χορήγηση του 

SDG σε κουνέλια µε φυσιολογικό λιπιδαιµικό προφίλ µείωσε τη συγκέντρωση 

των TG και της VLDL-C ενώ τα επίπεδα των TC, LDL-C, HDL-C παρέµειναν 

σταθερά [192]. Εκτός από τα κουνέλια η δράση του αναστολέα του PAF 

δοκιµάστηκε και σε άλλα πειραµατόζωα, έτσι η συγχορήγηση SDG (1% στη 

τροφή) σε ποντίκια τρεφόµενα µε δίαιτα πλούσια σε λίπος µείωσε τα TG του 

ορού κατά 38% και την TC κατά 15% [193], ενώ σε υπερλιπιδαιµικούς 

αρουραίους 20 mg SDG/kg σωµατικού βάρους την ηµέρα για 8 εβδοµάδες 

µείωσαν την TC κατά 33%, τα TG κατά 39% και την LDL-C κατά 45% και 

αύξησαν την HDL-C κατά 22% [194]. 

Τα θετικά αποτελέσµατα των µελετών αναστολής του σχηµατισµού 

αθηρωµατικών πλακών οδήγησαν τους ερευνητές να µελετήσουν την πιθανή 

ικανότητα του µορίου να υποστρέφει τις ήδη σχηµατισµένες πλάκες. Για το 

σκοπό αυτό σε κουνέλια τα οποία τρέφονταν για 60 ηµέρες µε αθηρογόνο 

δίαιτα δόθηκε τυπική δίαιτα εµπλουτισµένη µε 20mg/Kg σωµατικού βάρους 

την ηµέρα, ενώ στην οµάδα ελέγχου δόθηκε µόνο τυπική τροφή. Μετά από 60 

ηµέρες η οµάδα ελέγχου εµφάνισε αύξηση του σχηµατισµού των 

αθηρωµατικών πλακών κάτι που δεν παρατηρήθηκε στην οµάδα που γινόταν 

παρέµβαση µε SDG, το οποίο µηδένισε το ρυθµό αύξησής τους, ενώ 

παρατηρήθηκε ακόµα και µείωση των αθηρωµατικών πλακών, στις 120 

ηµέρες, σε ποσοστό 17,5%, χωρίς όµως στατιστική σηµαντικότητα [195]. Η 

ευεργετικές δράσεις του αναστολέα όµως δεν σταµατούν στη βελτίωση του 

λιπιδαιµικού προφίλ και της µορφολογίας των αθηρωµατικών πλακών αλλά 

επεκτείνεται και σε ένα ακόµα παράγοντα της πολύ-παραγοντικής 

αθηρωµατικής νόσου, την υπέρταση. ∆οκιµάστηκαν διάφορες δόσεις 

ενδοφλέβιας χορήγησης SDG σε αναίσθητους αρουραίους (3, 5, 

10,15,20mg/Kg σωµατικού βάρους) στους οποίους παρατηρήθηκε 

δοσοεξαρτώµενη µείωση στη συστολική, διαστολική και µέση αρτηριακή 

πίεση µέχρι τη δόση των 10mg/Κg, καθώς οι µεγαλύτερες δόσεις των 15 και 

20mg/Κg είχαν την ίδια δράση µε αυτή των 10mg/Κg. Οι πιέσεις άρχιζαν να 

επανέρχονται µετά από 15min αλλά ακόµα και µετά από 4h υπήρχαν µεγάλες 

ποσοστιαίες µειώσεις στη µέση αρτηριακή πίεση. Η υποτασική δράση του 

µορίου φαίνεται να εµπλέκει το ένζυµο της γουανιλικής κυκλάσης, καθώς η 
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οξαδιάζολο κουινοξαλίνη που είναι ειδικός αναστολέας του ενζύµου, ανέστειλε 

τη δράση του SDG [196]. Τέλος το SDG φαίνεται ως ένας δραστικότατος 

αγγειογενετικός και αντιαποπτωτικός παράγοντας καθώς αυξάνει την 

έκφραση παραγόντων όπως ο Αγγειακός-Ενδοθηλιακός Αυξητικός 

Παράγοντας (Vascular endothelial growth factor, VEGF), της αγγειοποιητίνης-

1, και της Φωσφορυλιωµένης Ενδοθηλιακής Συνθάσης του Νιτρικού Οξέος (p-

eNOS). Η µελέτη έγινε σε ένα ex vivo µοντέλο ισχαιµίας/επαναιµάτωσης 

καρδιών που προέρχονταν από αρουραίους που τους παρεχόταν 20mg/Kg 

σωµατικού βάρους την ηµέρα για 2 εβδοµάδες, πείραµα στο οποίο 

παρατηρήθηκε µείωση του εµφράγµατος του µυοκαρδίου αλλά και µείωση της 

απόπτωσης των κυττάρων του µυοκαρδίου  [197].  

 

2.3.3 WEB 2086 

Ο WEB 2086, ο οποίος είναι ένας συνθετικός ανταγωνιστής του υποδοχέα του 

PAF [154] όταν δόθηκε διαλυµένος στο νερό (σε συγκέντρωση 4,3mg/mL) 

LDL R-/- ποντικιών που τρέφονταν µε δυτικού τύπου δίαιτα µείωσε κατά 62% 

το σχηµατισµό αθηρωµατικών πλακών στη βαλβίδα της αορτής ενώ δεν 

επέδρασαν στα επίπεδα των λιποπρωτεϊνών. Ο WEB 2170 που είναι δοµικό 

ανάλογο του 2086, ανέστειλε ισχυρά την ολίσθηση και την προσκόλληση των 

λευκοκυττάρων στα ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων σε χάµστερ [198]. 

 

2.3.4 Αναστολείς του PAF προερχόµενοι από τρόφιµα της Μεσογειακής 

δίαιτας 

Τα τρόφιµα της Μεσογειακής ∆ίαιτας είναι πλούσια σε βιολογικώς δραστικά 

µικροσυστατικά. Έρευνες που έχουν πραγµατοποιηθεί  στο εργαστήριο 

Βιοχηµείας του Τµήµατος Χηµείας του Πανεπιστηµίου Αθηνών έχουν 

αποδείξει ότι τα λιποειδή από το ελαιόλαδο [199], το κρασί [138, 200, 201], τα 

ψάρια [202, 203], το µέλι [204], το γάλα και το γιαούρτι [205], τα οποία 

αποτελούν βασικά παραδοσιακά τρόφιµα της Μεσογειακής δίαιτας στην 

Ελλάδα, περιέχουν ισχυρούς αναστολείς/αγωνιστές του PAF καθώς έχουν την 

ικανότητα να αναστέλλουν τις δράσεις του σε πλυµένα αιµοπετάλια κουνελιού, 

ενώ άλλοι ερευνητές έχουν αποδείξει αντίστοιχες αντι-PAF δράσεις για το 

σκόρδο και το κρεµµύδι που επίσης ανήκουν στα Μεσογειακά τρόφιµα [206, 

207]. Επιπλέον οι τάξεις των ουδετέρων και των πολικών λιποειδών αυτών 



Βιοµόρια από απόβλητα ελαιουργίας: Μελέτη δοµής και in vitro και in vivo δράσεις αυτών 

 

40 
Γεώργιος Μ. Σταµατάκης 

των τροφίµων, µετά από εκχύλιση, εκδηλώνουν παρόµοια δράση. Ένας 

µεγάλος αριθµός ανταγωνιστών του PAF έχει αποµονωθεί µε κατάλληλες 

τεχνικές HPLC [208, 209]. Επιπλέον, ενδογενείς αναστολείς του PAF έχουν 

προσδιοριστεί σε αρουραίο [210] και σε ανθρώπους [211] έχουν αποµονωθεί 

καρδιολιπίνες από αίµα εθελοντών, οι οποίες αναγνωρίστηκαν ως αναστολείς 

του PAF που πιθανόν να ρυθµίζουν την εκδήλωση της in vivo δράσης του 

PAF [77, 212]. Τα στοιχεία δείχνουν ότι η απουσία, ενδογενών ή 

προερχοµένων από την τροφή, αναστολέων του PAF θα µπορούσε να 

οδηγήσει σε πλήρη εκδήλωση της δραστικότητας του PAF. 

 

2.3.5 Ελαιόλαδο 

Ένα από τα πρώτα τρόφιµα που δοκιµάστηκαν για την αντιαθηρογόνο δράση 

τους ήταν το ελαιόλαδο. Το ελαιόλαδο θεωρείται η βάση της Μεσογειακής 

∆ίαιτας και είναι η κυριότερη πηγή λίπους της. Αρχικά µελετήθηκε in vitro η 

ικανότητα των συστατικών του ελαιολάδου να αναστέλλουν τη συσσωρευτική 

δράση του PAF σε πλυµένα αιµοπετάλια κουνελιών. ∆οκιµάστηκαν τόσο τα 

ολικά λιποειδή του ελαιόλαδο όσο και τα κλάσµατα των πολικών και 

ουδετέρων λιποειδών του. Το κλάσµα των πολικών λιποειδών ήταν αυτό που 

εµφάνισε τη µεγαλύτερη βιολογική δραστικότητα, έτσι διαχωρίστηκε 

περαιτέρω µε HPLC και τα κλάσµατα που συλλέχθηκαν από αυτή 

δοκιµάστηκαν ξεχωριστά πάλι σε βιολογική δοκιµασία µε πλυµένα 

αιµοπετάλια κουνελιών. Τα δραστικότερα εξ’ αυτών αναλύθηκαν δοµικά µε 

χηµικούς προσδιορισµούς και φασµατοµετρία µάζας, προσδιορίζοντας τη 

δοµή τους ως γλυκεριναιθερικά γλυκολιποειδή [136]. 

Στη συνέχεια τα ίδια κλάσµατα (ολικό ελαιόλαδο, πολικά και ουδέτερα 

λιποειδή) δοκιµάστηκαν σαν συµπληρώµατα διατροφής σε κουνέλια που 

τρέφονταν µε αθηρογόνο δίαιτα. Τα κουνέλια χωρίστηκαν σε τέσσερις οµάδες 

όπου η πρώτη τράφηκε µε αθηρογόνο δίαιτα και αποτελούσε την οµάδα 

ελέγχου, η δεύτερη τράφηκε µε αθηρογόνο δίαιτα εµπλουτισµένη κατά 15% σε 

ελαιόλαδο, η τρίτη και η τέταρτη τράφηκαν µε αθηρογόνο δίαιτα 

εµπλουτισµένη από τα πολικά λιποειδή και ουδέτερα λιποειδή αντίστοιχα που 

περιέχονται στο 15% του ελαιολάδου. Μετά το πέρας του πειράµατος την 45η 

µέρα µετρήθηκε το πάχος των αθηρωµατικών πλακών το οποίο βρέθηκε 

στατιστικώς σηµαντικά µειωµένο στην οµάδα που τράφηκε µε ελαιόλαδο και 
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την οµάδα που τράφηκε µε τα πολικά λιποειδή του ελαιολάδου [140]. Επίσης 

µετρήθηκαν οι βιοχηµικοί δείκτες TC, HDL-C, LDL-C και TG των 

πειραµατόζωων, οι οποίοι βρέθηκαν αυξηµένοι σε όλα τα πειραµατόζωα 

εκτός από την οµάδα που τρεφόταν µε τα πολικά λιποειδή του ελαιολάδου 

στην οποία υπήρξε µείωση της HDL-C, παρατηρήσεις όµως που συµφωνούν 

µε άλλες έρευνες [213]. Όλες οι οµάδες εµφάνισαν αύξηση του χρόνου της 

λανθάνουσας φάσης κατά την οξείδωση των λιποειδών του πλάσµατος των 

πειραµατόζωων µε ιόντα Cu2+. Η δραστικότητα της PAF-AH ήταν σηµαντικά 

αυξηµένη σε όλες τις οµάδες εκτός από την οµάδα που τράφηκε µε τα πολικά 

λιποειδή, καταδεικνύοντας τα αντιφατικά δεδοµένα που υπάρχουν για το ρόλο 

της στην αθηρωµατική νόσο [214]. 

 

2.3.6 Ψάρια 

Τα εκχυλισµένα λιποειδή των ψαριών επίσης έχουν δοκιµαστεί για την 

ανασταλτική τους ικανότητα έναντι της εµφάνισης της αθηρωµατικής νόσου 

καθώς και τα ψάρια είναι ένα από τα βασικά τρόφιµα της Μεσογειακής 

∆ίαιτας. Πολλές µελέτες έχουν αποδείξει την ύπαρξη ισχυρών αγωνιστών του 

PAF σε διάφορα είδη ψαριών όπως σκουµπρί (Scomber scombrus), 

πέστροφα (Oncorhyncus mykiss και Onchorhyncus aguabonita), λαβράκι 

ανοιχτής θάλασσας και ιχθυοτροφείου (Dicentrarchus labrax), µπακαλιάρος 

(Melanogrammus aeglefinus), κολιός (Pollachius virens) και γλώσσα 

(pleuronectes platessa), τα οποία διατηρούσαν τη βιολογική δραστικότητά 

τους ακόµα και µετά από το µαγείρεµα [202, 203, 215, 216].  

Σε in vivo πείραµα µε κουνέλια δοκιµάστηκαν τα πολικά λιποειδή από 

τσιπούρες (Sparus aurata) τα οποία όπως και στην περίπτωση του 

ελαιολάδου περιείχαν τα βιολογικώς δραστικότερα µόρια εν συγκρίσει µε το 

αντίστοιχο κλάσµα των ουδετέρων λιποειδών, ως προς την αναστολή του 

PAF. Τα πολικά λιποειδή δόθηκαν σαν συµπληρώµατα διατροφής (0,06% 

στην τροφή) σε κουνέλια που τρέφονταν µε αθηρογόνο δίαιτα (1% 

χοληστερόλη σε τυπική τροφή κουνελιών). Τα κουνέλια που τράφηκαν µε το 

εκχύλισµα των πολικών λιποειδών των τσιπούρων εµφάνισαν στατιστικώς 

σηµαντική µείωση τόσο του πάχους όσο και της επιφάνειας των 

αθηρωµατικών πλακών, συγκεκριµένα είχαν πάχος 0,11±0,08mm και 

επιφάνεια 0,12±0,09 (mm2/mm)×1000 ενώ οι αντίστοιχες τιµές της οµάδας 
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ελέγχου ήταν 0,44±0,15mm και 0,45±0,16(mm2/mm)×1000. Η µέτρηση των 

λιποειδών του αίµατος έδειξαν µια αύξηση στην HDL-C των κουνελιών που 

τρέφονταν µε τα εκχυλίσµατα τσιπούρας, τα οποία είχαν και αυξηµένη 

δραστικότητα της PAF-AH εν συγκρίσει µε τα αντίστοιχα της οµάδας ελέγχου. 

∆εν παρατηρήθηκε καµία διαφορά στο χρόνο της λανθάνουσας φάσης της 

οξειδώσεως των λιποειδών του πλάσµατος µε ιόντα Cu2+ [217]. 

 

2.3.7 Αναστολείς του PAF από τα συµπαράγωγα της ελαιουργίας 

Τα θετικά αποτελέσµατα της δοκιµής µε το ελαιόλαδο και τα κλάσµατα των 

λιποειδών του, οδήγησαν τους ερευνητές να αναζητήσουν 

αναστολείς/αγωνιστές του PAF στα διάφορα στάδια της ελαιοπαραγωγής 

[137]. Το πρώτο συµπαράγωγο που δοκιµάστηκε ήταν ο ελαιοπυρήνας, του 

οποίου επίσης τα πολικά λιποειδή (ΠΛΠ) ήταν αυτά µε τη µεγαλύτερη 

βιολογική δραστικότητα (Εικόνα 3), Ένα από τα πρώτα στάδια της έρευνας 

ήταν η µελέτη της συγγένειας των αναστολέων/αγωνιστών του PAF για τον 

υποδοχέα του. Τα πειράµατα πρόσδεσης έδειξαν ότι για δέσµευση στο 50% 

των υποδοχέων του PAF χρειάστηκαν 0,42±0,11×10-7Μ των ΠΛΠ 

εκφρασµένα σε ανάλογα σακχάρου ενώ για το ελαιόλαδο χρειάστηκαν 

1,5±0,2×10-7Μ των ΠΛΕ, η αντίστοιχη συγκέντρωση για το BN 52021 ήταν 

2,3±0,8×10-7Μ. Όταν στα πειραµατόζωα δόθηκε αθηρογόνος δίαιτα 

εµπλουτισµένη µε τα ΠΛΠ σε ποσοστό 0,13% w/w στην τροφή για 22 ηµέρες 

παρατηρήθηκε στατιστικώς σηµαντική µείωση των αθηρωµατικών πλακών εν 

συγκρίσει µε την οµάδα ελέγχου (145±20µm πάχος, 429±105µm2×1000 

επιφάνεια και 489±49µm πάχος, 1408±470µm2×1000 επιφάνεια αντίστοιχα). 

Τα αποτελέσµατα αυτά σχετίζονται µόνο µε τα επίπεδα του προσδεµένου 

PAF στα συστατικά του αίµατος (36,2pM, ενώ η οµάδα ελέγχου είχε 69,8pM), 

αλλά και την αύξηση του απαιτούµενου PAF για την πρόκληση συσσώρευσης 

των αιµοπεταλίων των πειραµατόζωων που τράφηκαν µε τα ΠΛΠ (38nM 

έναντι 12nM της οµάδας ελέγχου), δηλαδή τα αιµοπετάλια της οµάδας 

ελέγχου ήταν ήδη ενεργοποιηµένα. Παραδόξως η HDL µειώθηκε στην οµάδα 

της παρέµβασης (33,75mg/dL έναντι 81,25mg/dL της οµάδας ελέγχου), ενώ η 

PAF-AH δεν εµφάνισε διαφοροποιήσεις [218].  

Τα πειράµατα συνεχίστηκαν µελετώντας αυτή τη φορά την πιθανότητα 

υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. Τα πειραµατόζωα σε αυτή τη 
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µελέτη τράφηκαν µε αθηρογόνο δίαιτα για έξι εβδοµάδες. Στο τέλος αυτής της 

παρέµβασης τα πειραµατόζωα χωρίστηκαν σε τρείς οµάδες από τις οποίες η 

µία αποτέλεσε την οµάδα ελέγχου και τράφηκε µε τυπική τροφή, η δεύτερη 

τράφηκε µε τυπική τροφή εµπλουτισµένη µε 0,34mg ΠΛΠ/g τροφής, ενώ η 

τρίτη οµάδα αποτέλεσε τη θετική οµάδα ελέγχου και τράφηκε µε 0,13mg 

Simvastatin/g τροφής, ενώ η διάρκεια αυτής της παρέµβασης ήταν τρεις 

εβδοµάδες. Στο τέλος της παρέµβασης τόσο η θετική οµάδα ελέγχου όσο και 

η οµάδα των ΠΛΠ εµφάνισαν σηµαντική µείωση του πάχους και της 

επιφάνειας των αθηρωµατικών πλακών έναντι της οµάδας ελέγχου. 

Συγκεκριµένα η οµάδα της Simvastatin είχε 0,373±0,191mm πάχος και 

0,520±0,133mm2/mm επιφάνεια, η οµάδα των ΠΛΕ 0,345±0,225mm πάχος 

και 0,402±0,240mm2/mm επιφάνεια, ενώ η οµάδα ελέγχου 0,833±0,199mm 

πάχος και 0,932±0,161mm2/mm. Η PAF-AH της οµάδας ελέγχου ήταν 

αυξηµένη έναντι και των 2 άλλων οµάδων οι οποίες επανήλθαν σε σχεδόν 

φυσιολογικά επίπεδα (357±32,9 έναντι 246±67,4 της οµάδας των ΠΛΠ και 

278±41,4 της οµάδας της Simvastatin). Αρκετά ενδιαφέρουσα παρατήρηση 

της µελέτης ήταν η αύξηση του χρόνου λανθάνουσας φάσης στην οµάδα των 

ΠΛΠ και της Simvastatin έναντι της οµάδας ελέγχου (108±13, 79±19 και 

59±21min αντίστοιχα), παρά το ότι ούτε τα ΠΛΠ αλλά ούτε και η Simvastatin 

έχουν ισχυρές αντιοξειδωτικές ιδιότητες. Το φαινόµενο αυτό αποδίδεται στο 

ότι και η Simvastatin είναι αναστολέας του PAF αναστέλλοντας τις δράσεις του 

[219], µεταξύ των οποίων είναι και η παραγωγή ROS όπως έχει αναφερθεί 

παραπάνω.  

Εκτός από τον ελαιοπυρήνα ισχυροί αναστολείς/αγωνιστές του PAF 

περιέχονται και στα Υγρά Απόβλητα Ελαιουργίας (ΥΑΕ), η δοµή των οποίων 

είναι παρόµοια µε αυτές που αποµονώθηκαν από το ελαιόλαδο και τον 

ελαιοπυρήνα (Εικόνα 3) [137]. Τα ΥΑΕ είναι το µίγµα των υπολειµµάτων του 

ελαιοκάρπου µαζί µε το περιεχόµενο στον καρπό νερό, τα οποία 

αποµακρύνονται και µέχρι σήµερα απορρίπτονται ανεξέλεγκτα κατά την 

εξαγωγή του ελαιολάδου. Το ιδιαίτερο χαρακτηριστικό των ΥΑΕ είναι ότι 

περιέχουν µεγάλο αριθµό φαινολικών µορίων  

σε πολύ µεγάλες συγκεντρώσεις καθώς στο σύνολό τους τα µόρια είναι 

υδρόφιλα έως αµφίφυλα. Τα φαινολικά µόρια εµφανίζουν πλειοτροπικές 

προστατευτικές δράσεις έναντι της αθηροσκλήρωσης, µεταξύ των οποίων 
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είναι η ανασταλτική δράση έναντι του PAF, ισχυρή αντιοξειδωτική ικανότητα 

και ρύθµιση βιοχηµικών µονοπατιών [220]. Η µεγάλη συγκέντρωση των ΥΑΕ 

σε βιολογικώς δραστικά συστατικά (σε κάποια µόρια µεγαλύτερες ακόµα και 

από αυτές του ελαιολάδου) έχει οδηγήσει πολλούς ερευνητές στην µελέτη 

µεθόδων ανάκτησης και αξιοποίησης τους [221, 222]. Η ανάκτηση βιολογικά 

δραστικών µορίων, τα περισσότερα των οποίων είναι υψηλής προστιθέµενης 

αξίας, θα αποτελέσει και κίνητρο για τη φιλικότερη προς το περιβάλλον 

διαχείρισής τους. 

 

 
Εικόνα 3: Οι δοµές χαρακτηρισµένων αναστολέων και αγωνιστών του PAF. 
1. ΒΝ 52021, 2. WEB 2086, 3. Ρουπαταδίνη, 4. Αγωνιστής του PAF από τα υγρά απόβλητα 
ελαιουργίας, 5. Αγωνιστής του PAF από το ελαιόλαδο, 6. Αγωνιστής του PAF από τον 
ελαιοπυρήνα 7. διγλυκοζίτης της σεκοϊσολαρισιρεζινόλης και 8. Αγωνιστής του PAF από το 
λευκό κρασί. 
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Τα παραπάνω πειραµατικά δεδοµένα σε συνδυασµό µε τις βιβλιογραφικές 

αναφορές συνηγορούν και ενισχύουν τη θεωρία αθηροσκλήρωσης µε 

εµπλοκή του PAF, αναδεικνύοντας τη κατανάλωση τροφών πλούσιων σε 

αναστολείς του PAF σαν καθοριστικής σηµασίας βήµα για την πρόληψη της 

εµφάνισης και της εξάπλωσης της αθηρωµατικής νόσου. Επιπλέον η ύπαρξη 

ισχυρότατων ειδικών αναστολέων του PAF στα βασικότερα τρόφιµα της 

Μεσογειακής ∆ίαιτας ίσως είναι και η βιοχηµική απόδειξη των 

επιδηµιολογικών παρατηρήσεων για τα οφέλη της έναντι της αθηρωµατικής 

νόσου. 
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3. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3: Βιοχηµικοί δείκτες της αθηροσκλήρωσης 

3.1 Εισαγωγή 

Οι βιοχηµικοί δείκτες που χρησιµοποιούνται στην καθηµερινή πρακτική είναι η 

LDL χοληστερόλη (LDL-C), η HDL χοληστερόλη (HDL-C), και οι 

τριακυλογλυκερόλες [223]. Η αδυναµία τους όµως να προβλέψουν τον 

παράγοντα κινδύνου όλων των ασθενών  για εµφάνιση αγγειακού επεισοδίου 

(τα περισσότερα αγγειακά συµβάντα παρατηρούνται σε ασθενείς µε τιµές 

ολικής χοληστερόλης κάτω του φυσιολογικού) έδωσε κίνητρα στους ερευνητές 

για την αξιοποίηση της προβλεπτικής ικανότητας άλλων βιοχηµικών 

παραµέτρων [224, 225]. 

Πολλές έρευνες έχουν µελετήσει την πιθανότητα αύξησης της προβλεπτικής 

ικανότητας για την εµφάνιση της αθηρωµατικής νόσου µέσω νέων βιοχηµικών 

δεικτών. Οι δείκτες αυτοί περιλαµβάνουν µόρια πρόσδεσης όπως τα: 1)   

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule) και ICAM-1(intercellular adhesion 

molecule), 2) κυτταροκίνες όπως ο TNF-a, η IL-1, η IL-6 και η IL-18, 3) 

πρωτεάσες της οικογένειας των µεταλοπρωτεασών µήτρας (Matrix 

Metalloproteinases, MMP) και ειδικότερα της MMP-9, 4) συστατικά των 

αιµοπεταλίων όπως το CD40L, 5) αδιποκίνες όπως η αδιπονεκτίνη και 6) 

τελικά προϊόντα της απόκρισης οξείας φάσης όπως η C Αντιδρώσα 

πρωτείνη(C reactive protein, CRP), το PAI-1 (Plasminogen activator inhibitor-

1), και το ινωδογόνο. Για να είναι ικανοποιητικοί αυτοί οι δείκτες θα πρέπει να 

πληρούν κάποιες προϋποθέσεις όπως: α) να αυξάνουν την προβλεπτική 

ικανότητα για την εξέλιξη της νόσου όταν συνυπολογιστούν µε τους 

καθιερωµένους βιοχηµικούς δείκτες της καθηµερινής πρακτικής, β) να 

υπάρχει κατάλληλη µέθοδος µέτρησης του προτεινόµενου µορίου, γ) ο δείκτης 

να είναι σταθερός δηλαδή ανεξάρτητος της δίαιτας, της ώρας, της µέρας και 

µεταξύ των ηµερών δ) τέλος ο ιδανικός δείκτης θα πρέπει να σχετίζεται µόνο 

µε την εξέλιξη της αθηρωµατικής νόσου, να µετράται εύκολα και φθηνά από 

εµπορικώς διαθέσιµα τυποποιηµένα αντιδραστήρια, µε µικρές διακυµάνσεις, 

χωρίς να απαιτούνται ειδικές και περίπλοκες συνθήκες συλλογής του 

πλάσµατος και ανάλυσης [226]. 
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3.2 C αντιδρώσα πρωτεΐνη (C-reactive protein, CRP) 

Η CRP είναι µέλος της οικογένειας των πεντραξινών και αποτελεί το πιο 

ευρέως µελετηµένο φλεγµονώδες µόριο. Στο αίµα υγιών οργανισµών 

ανιχνεύεται µόνο σε ίχνοποσότητες, κάτι που αλλάζει δραµατικά, εντός 6 έως 

8 ωρών, φθάνοντας ή/και ξεπερνώντας τα 300mg/L στις 48h [227]. Η CRP 

βιοσυντίθεται από τα ηπατοκύτταρα και βρίσκεται κάτω από αυστηρό έλεγχο 

µέσω αρκετών κυτοκινών µε σηµαντικότερη την Ιντερλευκίνη 6 (IL)-6 η οποία 

διεγείρει την παραγωγή της. Εκτός από τα ηπατοκύτταρα άλλα κύτταρα που 

έχουν προταθεί ως παραγωγοί της CRP είναι τα λεία µυϊκά κύτταρα (SMCs) 

και τα µακροφάγα τοπικά µέσα στις αθηρωµατικές πλάκες [228, 229]. Μια 

µελέτη που έγινε σε νεκροτοµές ασθενών επιβεβαίωσε τη σχέση µεταξύ της 

συγκέντρωσης της CRP και της ρήξης της αθηρωµατικής πλάκας καθώς 

αυξηµένη συγκέντρωσή της σχετίστηκε µε αυξηµένο αριθµό αθηρωµατικών 

πλακών µε λεπτή µεµβράνη [230]. Η CRP αρχικά θεωρήθηκε σαν ένας απλός 

δείκτης της αθηρωµατικής νόσου, χωρίς όµως να εµπλέκεται σε αυτή. Στη 

συνέχεια όµως άρχισαν να δηµοσιεύονται έρευνες οι οποίες έδειξαν πιθανή 

άµεση εµπλοκή της CRP σαν ένα µόριο µε προφλεγµονώδεις δράσεις, 

υπεύθυνη για την εµφάνιση και την εξέλιξη-διεύρυνση των αθηρωµατικών 

πλακών. Στην CRP έχουν αποδοθεί αρκετές δράσεις που επιδρούν στην 

εξέλιξη της νόσου, συµπεριλαµβανοµένης της ενεργοποίησης και χηµειοέλξης 

των κυκλοφορούντων µονοκυττάρων, πρόκληση δυσλειτουργίας του 

ενδοθηλίου, απελευθέρωσης κυτταροκινών, ενεργοποίησης του 

συµπληρώµατος, κ.α. [231]. Βέβαια, τα αποτελέσµατα αυτά πρέπει να 

αξιολογηθούν µε προσοχή καθώς πρόσφατες µελέτες αποδεικνύουν ότι οι 

προαναφερθείσες δράσεις της CRP in vitro µπορεί να οφείλονται στην ύπαρξη 

παραπροϊόντων της παραγωγής της CRP [232]. Επιπλέον οι µελέτες σε ζωικά 

µοντέλα της αθηροσκλήρωσης, συµπεριλαµβανοµένων και διαγονιδιακών 

ποντικών δείχνουν αντικρουόµενα αποτελέσµατα [231]. 

Τα δεδοµένα από πολλές προοπτικές µελέτες έχουν αποδείξει την ισχυρή και 

ανεξάρτητη θετική συσχέτιση των βασικών επιπέδων της CRP µε την αύξηση 

εµφάνισης δυσµενών καρδιοαγγειακών συµβάντων, όπως έµφραγµα του 

µυοκαρδίου, ισχαιµικό επεισόδιο και αιφνίδιο θάνατο [225, 233-237]. Η 

προσθήκη των επιπέδων της CRP στην ανάλυση του λιπιδαιµικού προφίλ 

αυξάνει την προβλεπτική ικανότητα  ανεξάρτητα από την LDL χοληστερόλη, 
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υποδεικνύοντας ότι τα αυξηµένα επίπεδα CRP µπορούν να αναγνωρίσουν 

ασθενείς µε φυσιολογικές τιµές χοληστερόλης που όµως έχουν υψηλό κίνδυνο 

εµφάνισης καρδιαγγειακών συµβάντων [225]. Τα επίπεδα της CRP 

προσφέρουν σηµαντικές προγνωστικές πληροφορίες για τον καρδιαγγειακό 

κίνδυνο, όχι µόνο όταν συνδυαστούν µε τη συγκέντρωση της LDL-C αλλά µε 

όλους τους παράγοντες κινδύνου της µελέτης Framingham [225, 236]. 

Επιπλέον τα χαρακτηριστικά γνωρίσµατα του µεταβολικού συνδρόµου 

(κοιλιακή παχυσαρκία, αυξηµένη συγκέντρωση τριακυλογλυκερολών, µικρή 

συγκέντρωση HDL χοληστερόλης, υπέρταση, αυξηµένη γλυκόζη αίµατος) 

σχετίζονται θετικά µε αυξηµένη συγκέντρωση CRP πλάσµατος [225] και η 

µέτρησή της συνεισφέρει στον υπολογισµό του κινδύνου εµφάνισης 

αθηρωµατικής νόσου σε αυτούς τους ασθενείς [238]. Τα αποτελέσµατα αυτά 

έχουν οδηγήσει στην ανάπτυξη ενός νέου τρόπου υπολογισµού του 

συνολικού κινδύνου εµφάνισης αθηρωµατικής νόσου στις γυναίκες (Reynolds 

risk score) [239], στον οποίο χρησιµοποιεί ένα αλγόριθµο που συνυπολογίζει 

την CRP και τους παράγοντες κινδύνου από τη µελέτη Framingham. Η 

εφαρµογή αυτής της µεθόδου βελτίωσε την προβλεπτική ικανότητα κινδύνου 

στις γυναίκες καθώς ανακατατάχθηκε το 50% του πληθυσµού σε κατηγορίες 

υψηλότερου ή χαµηλότερου κινδύνου.  

Επιπλέον η CRP διαθέτει πολλές από τις προϋποθέσεις που 

προαναφέρθηκαν για τους βιοχηµικούς δείκτες, δηλαδή είναι ένας εξαιρετικός 

σταθερός αναλύτης (ίδια αποτελέσµατα σε φρέσκο, αποθηκευµένο και 

παγωµένο πλάσµα) µε καθιερωµένη ευαίσθητη και εµπορικά διαθέσιµη 

µέθοδο ανάλυσης (ανιχνεύει <10mg/L), µε ελάχιστες ηµερήσιες διακυµάνσεις, 

ανεξάρτητος της πρόσληψης τροφής και µε µεγάλο χρόνο ηµιζωής [240]. 

Βασισµένη σε αυτά τα αποτελέσµατα η Αµερικανική Καρδιολογική Εταιρία 

καθιέρωσε τον δείκτη CRP σαν ένα νέο ανεξάρτητο παράγοντα κινδύνου για 

την καρδιαγγειακή νόσο [241]. Προτείνουν ειδικότερα τη χρήση του δείκτη σε 

ασθενείς που θεωρούνται µεσαίου κινδύνου µε τους κλασικούς δείκτες.  

Οι ασθενείς µε συγκέντρωση CRP <1mg/L θεωρούνται χαµηλού κινδύνου, 

ενώ αυτοί µε >3mg/L θεωρούνται υψηλού κινδύνου.  

Η ευεργετικές δράσεις των στατινών είναι µεγαλύτερες από ότι αναµενόταν µε 

τη µείωση µόνο της LDL χοληστερόλης, υποδεικνύοντας τις πλειοτροπικές 

δράσεις των µορίων. Μια από τις δράσεις τους αυτές είναι η µείωση της 
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συγκέντρωσης της CRP κατά 20-30% µαζί µε µείωση της LDL χοληστερόλης, 

όπως φάνηκε για πρώτη φορά στη µελέτη CARE (Cholesterol and Recurrent 

Events) [242].  

Η µελέτη AFCAPS/TexCAPS  (The Air Force/Texas Coronary Atherosclerosis 

Prevention Study) που περιελάµβανε άντρες και γυναίκες χωρίς καρδιακή 

νόσο και µε φυσιολογικές συγκεντρώσεις ολικής και LDL χοληστερόλης 

πλάσµατος αλλά χαµηλή HDL χοληστερόλη. Η χορήγηση στατίνης µείωσε την 

εµφάνιση συµβάντων στους εθελοντές µε λόγο Ολικής χοληστερόλης/HDL 

χοληστερόλης ή/και συγκέντρωση CRP άνω του µέσου όρου, όσο και στους 

εθελοντές µε λόγο χοληστερόλης χαµηλότερο του µέσου όρου αλλά µε 

συγκέντρωση CRP µεγαλύτερο του µέσου όρου. Αντίθετα η στατίνη δεν 

επέδρασε στους εθελοντές µε µικρούς λόγους χοληστερόλης και µικρή 

συγκέντρωση CRP, αναδεικνύοντας την ευεργετική επίδραση της στατίνης σε 

άτοµα µε χαµηλές συγκεντρώσεις λιποειδών αλλά µε αυξηµένο CRP [243]. 

Τα αποτελέσµατα της µελέτης PROVEIT TIMI 22 (Pravastatin or Atorvastatin 

Evaluation and Infection Therapy-Thrombolysis in Myocardial Infarction 22) 

έδειξε αντίστοιχες συσχετίσεις µεταξύ της µείωσης της συγκέντρωσης της 

CRP και του κινδύνου επανεµφάνισης συµβάντος σε ασθενείς µε οξύ 

στεφανιαίο σύνδροµο [244]. Όταν οι ασθενείς χωρίστηκαν βάση των 

καταληκτικών συγκεντρώσεων της CRP και της LDL χοληστερόλης φάνηκε ότι 

οι ασθενείς µε χαµηλή συγκέντρωση CRP είχαν καλύτερη κλινική έκβαση εν 

συγκρίσει µε αυτούς µε υψηλή συγκέντρωση, ανεξάρτητα από την τελική 

συγκέντρωση της LDL χοληστερόλης. Επιπλέον φάνηκε πολύ µικρή 

συσχέτιση µεταξύ της µείωσης της CRP και της LDL χοληστερόλης (R: 0,1-

0,2).  

Στη µελέτη REVERSAL (The Reversal of Atherosclerosis with Aggressive 

Lipid Lowering) έδειξε ότι η µείωση της συγκέντρωσης της CRP σε ασθενείς 

µε αρτηριακή νόσο, µε εντατική χρήση στατινών, µείωσε την ανάπτυξη των 

αθηρωµατικών πλακών [245]. Ο συνδυασµός αυτών των αποτελεσµάτων 

υποδηλώνει ότι η ταυτόχρονη µέτρηση  της CRP και της LDL-C µπορούν να 

συνεισφέρουν στη πρωτογενή και δευτερογενή πρόληψη της καρδιαγγειακής 

νόσου. 
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3.3 Ιντερλευκίνη-1 (Interleukin-1,IL-1) 

Η Ιντερλευκίνη-1β (IL-1b) είναι µια κυτταροκίνη που έχει µελετηθεί εκτενώς και 

συνδέεται µε µια πληθώρα φλεγµονωδών αποκρίσεων του οργανισµού [246]. 

Μεταξύ αυτών είναι το σηπτικό σοκ, ο καρκίνος αλλά και η ρευµατοειδής 

αρθρίτιδα. Μερικές εκ των δράσεων της είναι η ενεργοποίηση των 

ουδετερόφιλων τα οποία µε τη σειρά τους ενεργοποιούν την παραγωγή 

δραστικών µορφών οξυγόνου (reactive oxygen species, ROS) και µεταβολίτες 

του αραχιδονικού οξέως. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα όταν εκτεθούν σε IL-1b 

εκφράζουν µόρια προσκόλλησης, PAF, προσταγλανδίνες, και ιστικό 

παράγοντα [247]. Επιπλέον ενδοθηλιακά κύτταρα που υποβάλλονται σε shear 

stress παράγουν IL-1b [248]. Τα φυσιολογικά ανθρώπινα µονοκύτταρα 

παράγουν IL-1b όταν εκτεθούν σε οξειδωµένη LDL [249], ενώ η προσθήκη 

αντιοξειδωτικών αναστέλλει αυτό το φαινόµενο [250]. Επιπλέον η 

ενεργοποίηση της χαρακτηρισµένης σειράς ανθρωπίνων µονοκυττάρων U937 

µε IL-1b προκαλεί αύξηση των ενδοκυτταρικών επιπέδων PAF καθώς 

ενεργοποιεί τα βιοσυνθετικά του ένζυµα, ενώ η χρήση του αναστολέα 

πρωτεασών pefabloc δείχνει ότι ο ρόλος του αποικοδοµητικού ενζύµου PAF-

AH είναι κρίσιµος για τη διατήρηση των επιπέδων του ενδοκυτταρικά [251].  

Η παθολογική δράση της IL-1b µελετήθηκε σε apoE -/- ποντίκια που 

τράφηκαν µε αθηρογόνο δίαιτα πλούσια σε χοληστερόλη µε υποδόρια 

χορήγηση ανθρώπινης ανασυνδυασµένης IL-ra [252], και σε LDLr-/- ποντίκια 

[253] ή apoE-/- ποντίκια διασταυρωµένα µε διαγονιδιακά ποντίκια που υπερ-

εξέφραζαν την [254] ανθρώπινη IL-1ra. Η υπερέκφραση της IL-ra προκάλεσε 

αύξηση της χοληστερόλης κατά 50%, αλλά παρόλα αυτά µείωσε την έκταση 

των αθηρωµατικών πλακών κατά 50–70%.  

Επιπλέον C57BL/6J ποντίκια µε αποσιώπηση της IL-1ra τα οποία τράφηκαν 

µε αθηρογόνο δίαιτα πλούσια σε χοληστερόλη εµφάνισαν µείωση της µη HDL 

χοληστερόλης αλλά ταυτόχρονα εµφάνισαν µια τάση για µεγαλύτερες 

αθηρωµατικές πλάκες πλούσιες σε αφρώδη κύτταρα, σε σχέση µε τα 

αντίστοιχα πειραµατόζωα αγρίου τύπου [253]. Η έλλειψη της IL-1b σε in apoE-

/- ποντίκια ,οδήγησε σε δραµατική µείωση της ανάπτυξης των αθηρωµατικών 

πλακών [255].Τα παραπάνω δεδοµένα συνηγορούν στην άµεση σύνδεση της 

IL-1b µε την ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης. 
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Η Il-1b έχει βρεθεί αυξηµένη σε ασταθή αγγειακά σύνδροµα συνδέοντας τη 

συστηµατική φλεγµονή µε τα ασταθή αγγεία και κατά συνέπεια µε την πήξη 

της αθηρωµατικής πλάκας. Η Il-1b ενεργοποιεί τη σύνθεση άλλων 2 

κυτταροκινών της IL-6 και της IL-8 η οποίες είναι επίσης αυξηµένες σε 

αντίστοιχα περιστατικά [256-259]. Μάλιστα η IL-1b µπορεί να θεωρηθεί 

καλύτερος προγνωστικός παράγοντας για την εξέλιξη και τη ρήξη του αγγείου 

από την IL-6 καθώς η δεύτερη µπορεί να έχει και αντιαθηρογόνες δράσεις 

[246].  

  

3.4 Ογκονεκρωτικός Παράγοντας α (Tumor Necrosis factor-a, TNF- α) 

O TNF-a παράγεται από πληθώρα κυττάρων σαν απόκριση σε 

µολυσµατικούς παράγοντες και φλεγµονώδη ερεθίσµατα. Όπως και η IL-1b 

ενεργοποιεί τα λευκοκύτταρα και αυξάνει την πρόσδεσή τους στο ενδοθήλιο 

ενώ αυξάνει την παραγωγή και άλλων φλεγµονωδών µεσολαβητών όπως ο 

PAF [260, 261]. Ο TNF-a εµπλέκεται περαιτέρω µε τον PAF καθώς και τα δύο 

µόρια αυξάνονται κατά την ισχαιµία-επαναιµάτωση [262],  κατά την οποία η 

παραγωγή του ενεργοποιείται από τις µεταλοπρωτεϊνάσες [263].   

Πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν σε apoE-/- ποντίκια µε αποσιωπηµένο 

τον TNF-a έδειξαν µικρότερες αθηρωµατικές πλάκες στις αορτές σε σχέση µε 

την οµάδα ελέγχου που παρήγαγε TNF-a. Το φαινόµενο αυτό αποδόθηκε στη 

µικρότερη παραγωγή µορίων προσκόλλησης και πιο συγκεκριµένα των ICAM-

1, VCAM-1, and MCP-1 [264]. Παραδόξως στον TNF-a έχουν αποδοθεί και 

αντιαθηρογόνες δράσεις, δηλαδή σε ποντίκια C75BL/6 που είχε αποσιωπηθεί 

ο TNFR1(p55) και τα οποία τράφηκαν µε αθηρογόνο δίαιτα εµφάνισαν 

µεγαλύτερες αθηρωµατικές πλάκες από τα αντίστοιχα πειραµατόζωα αγρίου 

τύπου, υποδηλώνοντας ότι η σηµατοδότηση µέσω του TNFR1 δρα 

προστατευτικά έναντι της αθηρωµατικής νόσου [265, 266].  

Αντίθετα η ίδια ερευνητική οµάδα έδειξε ότι η ανεπάρκεια σε TNF-α η στον 

TNFR2(p75) δεν επέδρασαν στην ανάπτυξη των αθηρωµατικών πλακών 

[265, 266]. Μια πιθανή εξήγηση για το φαινόµενο αυτό είναι ότι ο TNF-α 

µειώνει την έκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί τον εκκαθαριστή 

υποδοχέα (scavenger receptor) των µακροφάγων [267, 268], οδηγώντας σε 

µειωµένη πρόσληψη των οξειδωµένων LDL από τα κύτταρα και κατά 

συνέπεια µείωση του σχηµατισµού αφρωδών κυττάρων.  
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Η αντίφαση των παραπάνω αποτελεσµάτων µπορεί να αποδοθεί στη διαφορά 

των πειραµατικών µεθόδων που χρησιµοποιήθηκαν για τη µελέτη του 

φαινοµένου της αθηρωµάτωσης χωρίς να ληφθούν υπόψη υποβόσκουσες 

διαφορές των πρωτοκόλλων. Η κυριότερη διαφορά είναι στη δίαιτα καθώς τα 

apoE-/- ποντίκια τράφηκαν µε τυπική τροφή, ενώ τα C75BL/6 µε αθηρογόνο.  

Στη κλινική µελέτη CARE, η συγκέντρωση του TNF-α σχετίστηκε µε αυξηµένο 

κίνδυνο εµφάνισης εµφράγµατος του µυοκαρδίου και θάνατο από καρδιακό 

επεισόδιο [225]. Η συγκέντρωση του TNF-α συσχετίστηκαν µε τη βαρύτητα 

της αθηρωµατικής νόσου όπως αυτή µετρήθηκε µε υπέρηχο καρωτίδας σε 

υγιείς µεσήλικες άνδρες [269].  

 

3.5 PAF-AH (EC 3.1.1.47) 

Το υδρολυτικό ένζυµο του PAF είναι η PAF ακετυλοϋδρολάση (PAF-acetyl 

hydrolase, PAF-AH) η συνδεόµενη µε λιποπρωτεΐνες φωσφολιπάση Α2 και η 

οποία βρίσκεται κυρίως στο πλάσµα και η ύπαρξή της έχει διαπιστωθεί ήδη 

από το 1980 [270]. Ανήκει στην οικογένεια των Φωσφολιπασών Α2 και 

ειδικότερα στην υποοµάδα VIIA.  

Τρεις ισοµορφές της είναι γνωστές, εκτός από αυτή που βρίσκεται στο 

πλάσµα συνδεδεµένη µε τις λιποπρωτεΐνες όπως προαναφέρθηκε, υπάρχουν 

άλλες δύο που απαντώνται µόνο ενδοκυτταρικά στους ιστούς και ονοµάζονται 

PAF-AH Ib και PAF-AH II [271]. Η PAF-AH του πλάσµατος είναι ένα 

µονοµερές πολυπεπτίδιο που αποτελείται από 441 αµινοξέα µε µοριακό 

βάρος 45 kDa [272, 273]. Η ενδοκυτταρική PAF-AH ΙΙ έχει µοριακό βάρος 40 

kDa και βιοσυντίθεται στο ήπαρ και τα νεφρά, ενώ έχει οµολογία 41% µε την 

PAF-AH του πλάσµατος [274]. Η PAF-AH Ib είναι ένα σύµπλεγµα που έχει 

βρεθεί στον εγκέφαλο το οποίο αποτελείται από δύο καταλυτικές υποµονάδες 

της a1 and a2, µοριακού βάρους 26 kDa έκαστη και µε οµολογία 63% µεταξύ 

τους, και από µια ρυθµιστική υποµονάδα b µε µοριακό βάρος 45-kDa, η οποία 

εκφράζεται από το γονίδιο των Miller-Dieker [275]. Οι υποµονάδες αυτές 

έχουν µικρή αναλογία µε τις PAF-AH του πλάσµατος και την PAF-AH ΙI [4], 

ενώ και η δραστικότητα της PAF-AH Ib εµφανίζει διαφοροποίηση σε σχέση µε 

τις άλλες δύο καθώς δεν υδρολύει τα προπιονικά και βουτυρικά PAF ανάλογα,  

δείχνοντας προτίµηση στην υδρόλυση της ακετυλοµάδας στην sn-2 θέση 

[274]. 
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Παρά το γεγονός ότι η PAF-AH είναι µια φωσφολιπάση εµφανίζει αρκετά 

διαφορετικά χαρακτηριστικά από τα υπόλοιπα ένζυµα της οµάδας των Α2 

φωσφολιπασών [276], τα κυριότερα εκ των οποίων είναι ότι είναι ανεξάρτητη 

ασβεστίου και εµφανίζει προτίµηση στην υδρόλυση µικρής αλύσου λιπαρών 

οξέων στην sn-2 θέση της γλυκερόλης [277, 278] αποτρέποντας έτσι την 

υδρόλυση των λιποπρωτεϊνών και των κυτταρικών µεµβρανών [279]. 

Η PAF-AH είναι γλυκοζυλιωµένη σε δύο κατάλοιπα ασπαραγινικού κοντά στο 

καρβόξυ-τελικό της άκρο, συγκεκριµένα τα Asp-423 και Asp-433 τα οποία 

διατηρούνται στην ανθρώπινη και τη βόεια PAF-AH, ενώ περιέχει συνολικά 

περίπου 9kDa διαφόρων σακχάρων/πολυσακχαριτών, συµπεριλαµβανοµένου 

του σιαλικού οξέος [272, 280]. Το καταλυτικό κέντρο της PAF-AH αποτελείται 

από τη συναινετική αλληλουχία Gly-His-Ser-Phe-Gly παρόµοια µε τα 

καταλυτικά κέντρα άλλων εστερασών σερίνης και λιπασών. Η Ser-273 της 

αλληλουχίας µαζί µε την Asp-296 και την His-351 συνιστούν την καταλυτική 

τριάδα του ενζύµου [276], για το λόγο αυτό η δράση του ενζύµου αναστέλλεται 

από κλασσικούς αναστολείς των εστερασών σερίνης όπως το Pefabloc και το 

2-(φθόρο-(1-µεθυλµεθοξυ)φωσφορικό)οξυπροπάνιο [281, 282] 

Η PAF-AH βιοσυντίθεται κυρίως από τα κύτταρα του αιµοποιητικού 

συστήµατος  και ειδικότερα από τα µακροφάγα [283] αλλά όχι από τα 

µονοκύτταρα [273] λόγο διαφορετικής συγγένειας των δύο κυττάρων µε τον 

απαρχητή του γονιδίου [284]. Χαρακτηριστική είναι η περίπτωση ενός Ιάπωνα 

ασθενή στον οποίο η δραστικότητα της PAF-AH εξαφανίστηκε ύστερα από 

µεταµόσχευση µυελού των οστών από δότη µε έλλειψη δραστικότητας PAF-

AH [285]. Άλλες κυτταρικές σειρές που παράγουν και εκκρίνουν PAF-AH είναι 

τα HepG2 (ανθρώπινη σειρά καρκινικών κυττάρων του ήπατος), τα 

ουδετερόφιλα, διαφοροποιηµένα κύτταρα HL-60 (ανθρώπινη σειρά 

λευχαιµικών κύτταρα), ιστιοκύτταρα, τα ενεργοποιηµένα αιµοπετάλια και τα 

κύτταρα Kupffer [286-292]. H βιοσύνθεση της PAF-AH ενεργοποιείται από την 

αύξηση της συγκέντρωσης του PAF στο αίµα ύστερα από παρέµβαση µε 

Λιπο-πολυσακχαρίτη (Lipopolysaccharide, LPS) [293]. Η χορήγηση των 

αναστολέων του PAF, ΒΝ50739 και WEB2170 ανέστειλε την ενεργοποίηση 

από το LPS κατά 50% αναδεικνύοντας την άµεση σχέση του PAF και του 

υποδοχέα του στο φαινόµενο.   
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 Στα υποστρώµατα που υδρολύει η PAF-AH εκτός από τον PAF 

συγκαταλέγονται και τα γλυκερινικά φωσφολιποειδή µε µικρή λιπαρή αλυσίδα 

(C<9) στην sn-2 θέση. Επίσης υποστρώµατα της αποτελούν τα προϊόντα µη 

ενζυµικής οξείδωσης των φωσφολιποειδών, παρότι αποτελούνται από 

µεγαλύτερης αλύσου λιπαρά οξέα στην sn-2 θέση της γλυκερόλης αλλά έχουν 

αλδεϋδοµάδες στο ω-άκρο τους [51, 294-296]. Επιπλέον µπορεί να υδρολύσει 

διάκυλο-γλυκερόλες (Diacylglycerol, DAG) και τριακυλο-γλυκερόλες 

(Triacylglycerol, TG) µικρής αλύσου και γενικά εστερικούς δεσµούς 

υδατοδιαλυτών ενώσεων, καθώς το ένζυµο προσεγγίζει τα υποστρώµατά του 

στην υδατική φάση διαφοροποιώντας το περαιτέρω από τις υπόλοιπες 

φωσφολιπάσες, ενώ έχουν αναφερθεί και δράσεις της ως φωσφολιπάση Α1  

(phospholipase A 1, PLA1) [297]. Τέλος έχει αποδειχθεί και η ικανότητα της να 

υδρολύει και F2-ισοπροστάνια από την sn-2 θέση φωσφολιποειδών τόσο in 

vitro όσο και in vivo και αποδείχθηκε ότι είναι το µοναδικό ένζυµο µε αυτή τη 

δραστικότητα [298]. Τέλος η PAF-AH µπορεί να υδρολύσει τη Γκρελίνη, µια 

πεπτιδική ορµόνη η οποία συνδέεται µε τις LDL και παράγεται στο στοµάχι, 

ενεργοποιώντας την επιθυµία για λήψη τροφής και την έκκριση αυξητικής 

ορµόνης [299].  

H PAF-AH βρέθηκε ότι στο ανθρώπινο πλάσµα συνδέεται µε τις 

λιποπρωτεΐνες  [278, 300, 301], κυρίως µε τις LDL και ειδικότερα µε τις µικρές 

πυκνές LDL [302], ενώ σε µικρότερο βαθµό µε τις HDL (11-30%) και 

ειδικότερα µε το πολύ υψηλής πυκνότητας-1 υποκλάσµά τους (Very high 

density lipoprotein, VHDL-1) [278, 302, 303], ενώ σε παθολογικές 

καταστάσεις και µε την Lp(a) στο apoB κοµµάτι τους [304]. Όπως είναι φυσικό 

η χορήγηση στατινών επιφέρει µείωση της µάζας και της δραστικότητας της 

PAF-AH καθώς µειώνονται και οι LDL [305]. Αντίστοιχα αποτελέσµατα 

επιφέρουν η εζετιµίµπη και η φαινοφιµπράτη, ενώ η τελευταία αυξάνει και τη 

PAF-AH δραστικότητα των HDL [305, 306]. 

Αντίθετα η δραστικότητα του ενζύµου παρατηρείται αυξηµένη σε άτοµα που 

πάσχουν από τη νόσο της Ταγγέρης (έλλειψη HDL), παρατήρηση που 

υποδηλώνει ότι η έκκριση της PAF-AH είναι ανεξάρτητη της σύνδεσής της µε 

τις λιποπρωτεΐνες [307].  

Εκτός από την υδρολυτική της ικανότητα η PAF-AH εµφανίζει και δράσεις 

τρανσακετυλάσης µεταφέροντας την ακετυλοµάδα της από το µόριο του PAF 
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σε µόρια λυσο-φωσφατιδύλο χολίνης  [86, 308], ενώ σε πιο πρόσφατη έρευνα 

η δραστικότητά της  στη µαστική αρτηρία οδήγησε τους ερευνητές να 

διατυπώσουν τη θεωρία ότι η PAF-AH σε φυσιολογικά αγγεία δεν επιτρέπει 

την αύξηση των επιπέδων του PAF, ενώ στα αθηρωµατικά αγγεία 

παρατηρείται µικτή δράση του ενζύµου (λειτουργεί τόσο ως υδρολάση όσο και 

ως τρανσακετυλάση) που οδηγεί σε αύξηση των επιπέδων του PAF [87]. Η 

PAF-AH εµφανίζει εκλεκτικότητα και σε αυτή την αντίδραση καθώς όσο 

αυξάνεται το µήκος του λιπαρού οξέος του µορίου δότη τόσο µειώνεται η 

δραστικότητα του ενζύµου ενώ εµφανίζει 30% µεγαλύτερη δραστικότητα όταν 

η sn-1 θέση του µορίου δότη έχει αιθερικό δεσµό αντί εστερικού. Τέλος η 

δραστικότητά του δεν επηρεάζεται από τη δοµή του µορίου που λαµβάνει το 

λιπαρό οξύ [309]. 

Στις HDL, εκτός από τη PAF-AH, τόσο η παραροξονάση-1 [310, 311] όσο και 

η Λεκιθινή-Χοληστερόλη ακετυλοτρανσφεράση (Lecithin-Cholesterol 

Acyltransferase-LCAT) µπορούν να εµφανίσουν δραστικότητες PAF-AH [308, 

312-314], αν και αυτές οι παρατηρήσεις αµφισβητούνται από άλλους 

ερευνητές και αποδίδονται σε υπολείµµατα-προσµείξεις από PAF-AH λόγω 

ανεπαρκούς καθαρισµού [315]. Η LCAT δεν εµφανίζει σε φυσιολογικές 

συνθήκες PAF-AH δραστικότητα αλλά µόνο σε συνθήκες οξειδωτικού στρες 

όπου χάνεται η βασική της δράση (σχηµατισµός ετέρων χοληστερόλης) από 

τα προϊόντα οξείδωσης και ενεργοποιείται η υδρολυτική της ικανότητα. 

 

Ο ρόλος της PAF-AH στην αθηροσκλήρωση είναι αµφιλεγόµενος καθώς 

πολλές έρευνες της έχουν αποδώσει τόσο προ-αθηρογόνους όσο και αντι-

αθηρογόνους δράσεις. Η κυριότερη αντιαθηρογόνος δράση που της 

αποδίδεται είναι η υδρόλυση του PAF και των αναλόγων του από τις 

οξειδωµένες LDL µειώνοντας έτσι τις φλεγµονώδεις δράσεις τους οι οποίες 

είναι πιθανότατα τα γενεσιουργά αίτια της αθηρογένεσης [50, 316], δρώντας 

µε αυτό τον τρόπο σαν εκκαθαριστής (scavenger) των προϊόντων οξείδωσης 

[271].  Η βιοσύνθεση της PAF-AH στα µακροφάγα αναστέλλεται in vitro από 

πολλούς προ-φλεγµονώδεις µεσολαβητές όπως το LPS, TNF-a, IL-1, IL-8 και 

η Ιντερφερόνη-γ (Interferon-g, IFN-g) [284, 287, 293, 317, 318], ενώ 

αντιθέτως η αύξηση της συγκέντρωσης του PAF ενεργοποιεί τη βιοσύνθεση 

του ενζύµου [284]. Τα δεδοµένα επιβεβαιώνονται από µια µελέτη στην οποία 
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µετρήθηκε µειωµένη δραστικότητα του ενζύµου σε ασθενείς µε ρευµατοειδή 

αρθρίτιδα, λόγο µείωσης της έκφρασης και έκκρισης του από τα µακροφάγα, 

φαινόµενο που αποδόθηκε στη δράση των προ-φλεγµονωδών µεσολαβητών 

εµφανίζοντας αρνητική συσχέτιση µε τη συγκέντρωση του CRP [319]. 

Μειωµένη δραστικότητα του ενζύµου έχει µετρηθεί και σε άλλες φλεγµονώδεις 

νόσους όπως το άσθµα [320], ο λύκος [321], η σήψη [322] και η νόσος του 

Crohn [323]. Σε αντίθεση µε τις παραπάνω µελέτες η in vivo χορήγηση LPS, 

TNF-a, IL-1 σε πειραµατόζωα οδήγησε σε αύξηση της δραστικότητας του 

ενζύµου [293, 324]. 

Η υδρόλυση των οξειδωµένων λιποειδών και του PAF από την PAF-AH 

αποτρέπει την οξειδωτική τροποποίηση των apoB (που απαρτίζουν την LDL) 

και κατ’ επέκταση και την ίδια την LDL, υποδεικνύοντας ότι για την οξειδωτική 

τροποποίηση των LDL ευθύνονται τα ολόκληρα µόρια των οξειδωµένων 

λιποειδών και όχι τα προϊόντα υδρόλυσής τους [81].  

Επιπλέον η δράση του ενζύµου αναστέλλει in vitro τις προ-αθηρογόνες 

δράσεις των ox-LDL, συγκεκριµένα τη πρόσδεση ενδοθηλιακών κυττάρων µε 

µονοκύτταρα και παραγωγή MCP-1, οι οποίες οφείλονται στην ύπαρξη 

οξειδωµένων λιποειδών [325]. Η καταστροφή της PAF-AH στις ox-LDL οδηγεί 

σε αυξηµένη ενεργοποίηση και χηµειοκακτισµό των µονοκυττάρων, φαινόµενο 

το οποίο αναστάλθηκε από αναστολείς του PAF-R [326], ενώ οι ox-LDL από 

ασθενείς µε έλλειψη PAF-AH εµφάνιζαν µεγαλύτερη βιολογική δραστικότητα 

εν συγκρίσει µε την οµάδα ελέγχου [325].  

Βέβαια τα προϊόντα της ενζυµικής δράσης της PAF-AH δηλαδή ο λύσο-PAF 

και τα οξειδωµένα λιποειδή µε τη σειρά τους είναι και αυτά προ-φλεγµονώδη 

µόρια [294-297, 327]. Η µεγάλη περιεκτικότητα των µικρών πυκνών LDL σε 

PAF-AH αποτρέπει τη συσσώρευση, σε συνθήκες οξειδωτικού στρες, µορίων 

PAF και άλλων οξειδωµένων PAF-like λιποειδών, υδρολύοντάς τα στα 

λυσοανάλογά τους [76], αυξάνοντας έτσι τη συγκέντρωσή τους τόσο σε 

νορµολιπιδαιµικούς όσο και υπερχοληστεραιµικούς ασθενείς [328, 329], η 

οποία µπορεί να ευνοεί τη δράση της PAF-AH ως τρανσακετυλάσης 

αυξάνοντας µε αυτό τον τρόπο τη συγκέντρωση του PAF όπως 

προαναφέρθηκε. 

Τα αυξηµένα επίπεδα του ενζύµου στο πλάσµα έχουν σχετιστεί µε αύξηση του 

κινδύνου εµφάνισης της αθηρωµατικής νόσου, χωρίς όµως να έχει 
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προσδιοριστεί επακριβώς αν είναι το αίτιο ή φυσιολογική αντίδραση του 

οργανισµού στις φλεγµονώδεις καταστάσεις που επικρατούν κατά τη 

διαδικασία της αθηρωµάτωσης [330, 331]. Η µεγάλη συγκέντρωση της PAF-

AH στο αίµα µπορεί να υποδηλώνει απλά την αυξηµένη συγκέντρωση των 

LDL, αφού η θετική συσχέτισή τους έχει αποδειχθεί από πολλές µελέτες [332, 

333]. Η αυξηµένη συγκέντρωση των LDL στο αίµα των ασθενών αποτελεί από 

µόνη της παράγοντα κινδύνου εµφάνισης αθηρωµατικής νόσου [334].  

Η σύνδεση µεταξύ του σχηµατισµού των αθηρωµατικών πλακών και της PAF-

AH ενισχύεται από διάφορες έρευνες. Η µέτρηση τοπικά στις αθηρωµατικές 

πλάκες ασθενών µε ελάχιστη αθηρωµατική νόσο έδειξε αυξηµένη παραγωγή 

PAF-AH και LPC [335]. Σε άλλη έρευνα η έκφραση της PAF-AH ήταν 

αυξηµένη σε ασθενείς µε συµπτωµατικές πλάκες καρωτίδας. Επιπλέον 

υπήρχε αρνητική συσχέτιση µε την περιεκτικότητα των πλακών σε κολλαγόνο, 

ενώ τα επίπεδα της LPC ήταν αυξηµένα [336]. Όταν συγκρίθηκε η σχέση 

µεταξύ της µάζας και της δραστικότητας της PAF-AH µε τη συγκέντρωση των 

ox-LDL από ενδο-αρτηριοεκτοµές καρωτίδων αποδείχτηκε ότι ο λόγος PAF-

AH/ox-LDL ήταν αυξηµένος στους ασθενείς [337].  

 

Τα δεδοµένα από τις επιδηµιολογικές µελέτες για τη συγκέντρωση της PAF-

AH στο πλάσµα ασθενών µε αθηρωµατική νόσο είναι αµφιλεγόµενα όπως και 

τα εργαστηριακά αποτελέσµατα. Σε κάποιες από τις επιδηµιολογικές µελέτες 

µετρήθηκε αύξηση της δραστικότητας του ενζύµου [338, 339], σε άλλες 

µείωση [340-342] ενώ σε κάποιες άλλες δεν παρατηρήθηκε καµία διαφορά 

µεταξύ των ασθενών και των φυσιολογικών [343, 344].  

Η πρώτη κλινική µελέτη που έδειξε µια σχέση µεταξύ της µάζας του ενζύµου 

και της καρδιαγγειακής νόσου ήταν η WOSCOPS το 2000 [330], στην οποία η 

PAF-AH κατάφερε να προβλέψει την εµφάνιση αθηρωµατικής νόσου 

ανεξάρτητα από άλλους γνωστούς παράγοντες κινδύνου 

συµπεριλαµβανοµένης της αντιδρώσας πρωτεΐνης C (CRP). 

Στη συνέχεια σχεδόν όλες οι µελέτες έχουν επιβεβαιώσει τη συσχέτιση σε 

πολλούς διαφορετικούς πληθυσµούς, ενισχύοντας τη θεώρηση των δράσεων 

της PAF-AH ως προ-αθηρογόνους [345]. Σε πρόσφατη µετα-ανάλυση η οποία 

χρησιµοποίησε δεδοµένα από 33 κλινικές µελέτες επιβεβαίωσε τη συσχέτιση 

µεταξύ PAF-AH και κινδύνου εµφάνισης καρδιαγγειακών συµβάντων [346]. 
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Η µελέτη σε πειραµατόζωα είναι σχεδόν πάντα απαραίτητη προϋπόθεση για 

την κλιµάκωση σε κλινική µελέτη εθελοντών.  Τα αποτελέσµατα όµως των 

µελετών αυτών δεν µπορούν να θεωρηθούν απολύτως σωστά καθώς τα 

πειραµατόζωα συµπεριφέρονται σε αρκετές περιπτώσεις διαφορετικά από τον 

ανθρώπινο οργανισµό [347]. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το ότι στα ποντίκια 

παρατηρείται µεγαλύτερη δραστικότητα, µάζα και αντιαθηρογόνος δράση της 

PAF-AH στις HDL από ότι στις LDL, αντίθετα από ότι συµβαίνει στον 

άνθρωπο [348].  

Η πιο άµεση µέθοδος είναι η µέτρηση ύπαρξης PAF-AH στις αθηρωµατικές 

πλάκες ή στο πλάσµα των πειραµατόζωων [349]. 

Μια πιο στοχευµένη προσέγγιση είναι η χρήση διαγονιδιακών 

πειραµατόζωων, π.χ. ποντίκια που εκφράζουν ανθρώπινα γονίδια. Σε µια 

τέτοια µελέτη φάνηκε ότι η αυξηµένη έκφραση της ανθρώπινης PAF-AH σε 

ποντίκια µε έλλειψη της από-λιποπρωτεϊνης Ε (ApoE) προκαλεί µείωση της 

περιεκτικότητας της αθηρωµατικής πλάκας κατά 82% σε ox-LDL, 69% σε 

µακροφάγα και 84% σε λεία µυϊκά κύτταρα (SMC) µε επακόλουθη µείωση των 

αθηρωµατικών πλακών κατά 42% [350], ενώ σε άλλη µελέτη αποδείχθηκε ότι 

η PAF-AH συνδέεται µε όλες τις λιποπρωτεΐνες των ποντικιών και προσφέρει 

προστασία έναντι του οξειδωτικού στρες [351].  

Σε µελέτη µε υπερλιπιδαιµικούς χοίρους στους οποίους το φαινόµενο της 

αθηρωµάτωσης έχει µεγαλύτερη συγγένεια µε αυτό στους ανθρώπους, 

βρέθηκε ότι η δραστικότητα της PAF-AH αυξήθηκε ταχύτατα (στον ένα µήνα) 

µετά την πρόκληση διαβήτη και υπερχοληστερολαιµίας, ενώ και η έκφραση 

του γονιδίου παρατηρήθηκε αυξηµένη [352]. 

Σε µια εξαιρετική µελέτη στο ίδιο µοντέλο µε χοίρους στους οποίους 

προκλήθηκε διαβήτης και υπερχοληστερολαιµία, συγχορηγήθηκε ένας ειδικός 

αναστολέας της PAF-AH το darapladib (SB-480848) [353]. Το darapladib δεν 

επέδρασε στη γλυκόζη και τη χοληστερόλη του πλάσµατος των 

πειραµατόζωων, αλλά ούτε και στην ινσουλίνη που χορηγούνταν στα 

πειραµατόζωα. Αντίθετα το darapladib µείωσε τη δραστικότητα της PAF-AH 

των πειραµατόζωων χαµηλότερα και από τα αρχικά επίπεδά της παρότι η 

δίαιτα και ο διαβήτης τα αύξησαν κατά 230% στα πειραµατόζωα που δεν 

λάµβαναν  το σκεύασµα. Στις αρτηρίες των διαβητικών πειραµατόζωων 

µετρήθηκε αύξηση της LPC κατά 305%, ενώ και η σύσταση των λιπαρών 
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οξέων των υπολοίπων φωσφολιποειδών διαφοροποιήθηκε µεταξύ των δύο 

οµάδων. Μια από τις πολύ σηµαντικές µετρήσεις της έρευνας ήταν η ρύθµιση 

γονιδίων που εµπλέκονται άµεσα µε την αθηροσκλήρωση και την φλεγµονή 

γενικότερα. Μεταξύ των γονιδίων που µειώθηκε η ρύθµιση πάνω από 50% 

ήταν φυσικά αυτό της PAF-AH, της IL-1 αλλά και του υποδοχέα του PAF. Τα 

δεδοµένα αυτά συµφωνούν και µε τη µορφολογική ανάλυση των πλακών η 

οποία έδειξε µείωση της επιφάνειας και γενικότερα της έκτασης καθώς επίσης 

και του νεκρωτικού πυρήνα των αθηρωµατικών πλακών στα πειραµατόζωα 

που χορηγήθηκε το darapladib. Οι πλάκες των 

διαβητικών/υπερχοληστερολαιµικών πειραµατόζωων ήταν πλούσιες σε 

µακροφάγα, ενώ σε εκείνα που τους χορηγήθηκε το darapladib είχαν πλάκες 

πλούσιες σε SMC [354]. Η χορήγηση του darapladib σε ασθενείς µε 

διαπιστωµένη αγγειακή νόσο (µετρηµένη µε αγγειογραφία) επέφερε µείωση 

του νεκρωτικού πυρήνα των αθηρωµατικών πλακών φαινόµενο το οποίο 

αποδόθηκε στη µείωση της δραστικότητας της PAF-AH και των πρωτεασών 

κασπάση 3 & 8 οι οποίες σχετίζονται µε τον αποπτωτικό θάνατο των 

κυττάρων [355], ενώ δεν παρατηρήθηκαν διαφοροποιήσεις σε άλλους 

φλεγµονώδεις δείκτες (πχ CRP) πιθανότατα λόγω του ότι ήταν ήδη χαµηλά 

από τη λήψη στατινών και δεν µπορούσε να βελτιωθεί περαιτέρω [356], 

παρότι σε προηγούµενη µελέτη σε ασθενείς µε σταθερή (stable) 

καρδιαγγειακή νόσο, παρατηρήθηκε εκτός από τη µείωση της δραστικότητας 

της PAF-AH και ταυτόχρονη µείωση τόσο της CRP όσο και της IL-6 η οποία 

σχετίζεται άµεσα [357]. Πρόσφατες µελέτες πρόσδεσης in silico έδειξαν ότι το 

darapladib µπορεί να είναι αγωνιστής του PAFR καθώς µπορεί να 

προσδένεται στον υποδοχέα µε ανάλογη συγγένεια µε τον PAF. Επίσης το 

rilapladib προσδένεται στον υποδοχέα αλλά µε µικρότερη συγγένεια [358]. Η 

πρόσδεση του Darapladib στον υποδοχέα του PAF µπορεί να εξηγήσει την 

παρατηρούµενη µείωση του νεκρωτικού πυρήνα της αθηρωµατικής πλάκας 

ασθενών που το έλαβαν. Αυτό το αποτέλεσµα µπορεί να αποδοθεί στο 

γεγονός ότι τα µακροφάγα λαµβάνουν την oxLDL µέσω των CD36. Οι oxLDL 

ενισχύουν την έκφραση των CD36, ενώ οι αναστολείς του PAF αναστέλλουν 

το φαινόµενο [359, 360].  
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3.6 Ιντερλευκίνη-6 (Interleukin-6, IL-6) 

H IL-6 είναι µια γλυκοπρωτεΐνη 26-kDa, µονής αλυσίδας, η οποία παράγεται 

από πολλών ειδών κύτταρα. Συµπεριλαµβανοµένων των µονοκυττάρων, των 

µακροφάγων, των ενδοθηλιακών, αλλά και των κυττάρων του λιπώδους 

ιστού. H IL-6 ενεργοποιεί τα µακροφάγα ώστε να εκκρίνουν MCP-1 ενώ 

επιδρά στον πολλαπλασιασµό των λείων µυϊκών κυττάρων. Επιπλέον τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα όταν ενεργοποιηθούν από IL-6, εκφράζουν το (ICAM-1) 

[361]. Η ένεση µεγάλων δόσεων ανασυνδυασµένης IL-6 σε ποντικούς 

επέφερε αυξηµένη εµφάνιση λιπαρών πλακών [362].  Η IL-6 αποτελεί την 

κύρια προθροµβωτική κυτοκίνη [363], όµως η κυριότερη δράση της είναι η 

ενίσχυση της φλεγµονώδους απόκρισης µέσω της οποίας πιθανότατα 

εµφανίζονται και οι προφλεγµονώδεις δράσεις της στο αρτηριακό τοίχωµα. Η 

υπόθεση ενισχύεται από την ύπαρξη µεγάλων ποσοτήτων της IL-6 σε 

ανθρώπινες αθηρωµατικές πλάκες [364, 365] και συγκεκριµένα στις παρυφές 

(ώµους) των σταθερών αλλά και των ασταθών πλακών µαζί µε τον υποδοχέα 

της τύπου 1 αγγειοτενσίνης ΙΙ[366], η παραγωγή του οποίου εξαρτάται από 

την IL-6. Η υπερέκφραση του υποδοχέα οδηγεί σε αγγειοσυστολή  

προκαλούµενη από την αγγεοτενσίνη ΙΙ, η οποία µε τη σειρά της οδηγεί στο 

σχηµατισµό δραστικών µορφών οξυγόνου τα οποία τελικά οδηγούν στην 

εµφάνιση δυσλειτουργίας του ενδοθηλίου [367]. Αρκετές κλινικές και  

επιδηµιολογικές µελέτες έχουν µελετήσει την προγνωστική ικανότητα της 

συγκέντρωσης της IL-6 στο πλάσµα για την εµφάνιση καρδιαγγειακού 

επεισοδίου. Σε ασθενείς µε unstable angina, τα αυξηµένα επίπεδα της IL-6 για 

48h µετά την εισαγωγή τους στο νοσοκοµείο, σχετίστηκαν µε αυξηµένη 

πιθανότητα νοσηρότητας και θνησιµότητας [368].  Η µελέτη Fragmin and Fast 

Revascularization During Instability in Coronary Artery Disease II (FRISC II) 

[369] όχι µόνο επιβεβαίωσε την προβλεπτική ικανότητα της IL-6, αλλά 

επιπλέον επέδειξε ότι ασθενείς µε αυξηµένες συγκεντρώσεις της, είναι 

πιθανότερο να ωφεληθούν από µια εγχειρητική επέµβαση. Αρκετές 

προοπτικές µελέτες έχουν δείξει ότι τα βασικά επίπεδα της IL-6 προβλέπουν 

ισχυρά την πιθανότητα εµφάνισης καρδιαγγειακού επεισοδίου σε υγιείς 

ασυµπτωµατικούς  ανθρώπους του γενικού πληθυσµού [370-373]. Παρότι η 

IL-6 έχει αρκετά καλή προγνωστική ικανότητα, το ότι δεν έχει ακόµα 
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συµπεριληφθεί στη καθηµερινή πρακτική οφείλεται κυρίως σε προβλήµατα 

αναλυτικής φύσεως. 

 

3.7 Ινωδογόνο (Fibrinogen) 

Αρκετές µεγάλες µελέτες δείχνουν ότι η συγκέντρωση του ινωδογόνου 

προβλέπει τον κίνδυνο εµφάνισης εµφράγµατος του µυοκαρδίου και 

εγκεφαλικού επεισοδίου [374-376]. Όταν όµως συγκρίθηκε ένα προς ένα µε το 

CRP, το ινωδογόνο φάνηκε να είναι λιγότερο ισχυρός δείκτης εµφάνισης 

καρδιαγγειακών συµβάντων [377]. Επιπλέον το ινωδογόνο έχει µεγάλες 

ηµερήσιες διακυµάνσεις, µε µικρή επαναληψιµότητα των µετρήσεων, 

µειώνοντας την πιθανότητα χρήσης του ως δείκτη της αθηρωµάτωσης.  

 

3.8 Αναστολέας του ενεργοποιητή του πλασµινογόνου 1(Plasminogen 

activator inhibitor 1, PAI-1) 

Το PAI-1 κυκλοφορεί στο αίµα µε χρόνο ηµιζωής της τάξης των 6min ενώ 

εµφανίζει διακυµάνσεις µέσα στο εικοσιτετράωρο. Η παραγωγή και κατά 

συνέπεια και η συγκέντρωσή του επηρεάζεται από γενετικές προδιαθέσεις 

[378, 379], αντίσταση στην ινσουλίνη [380] και νευροορµονικούς παράγοντες 

[381]. Συνεπώς το PAI-1 µπορεί να αποτελέσει ένα περίπλοκο δείκτη 

φλεγµονής, ελέγχου του µεταβολισµού και νευροορµονικής ενεργοποίησης, τα 

οποία µπορούν να δράσουν είτε αυτόνοµα ή συνεργατικά στην καρδιαγγειακή 

νόσο. Η αυξηµένη συγκέντρωση του PAI-1 προβλέπει την εµφάνιση 

εµφράγµατος του µυοκαρδίου σε µεσήλικες άνδρες και γυναίκες [382]. 

Φαρµακευτικά σκευάσµατα τα οποία µειώνουν το καρδιοαγγειακό κίνδυνο, 

επίσης επιδρούν στη συγκέντρωση του PAI-1. Οι αναστολείς του 

µετατρεπτικού ενζύµου της αγγειοτενσίνης σε διάφορες µελέτες έχει φανεί να 

µειώνουν τη συγκέντρωση του PAI-1 σε διάφορες εθνικότητες τόσο στη 

πρωτογενή όσο και τη δευτερογενή πρόληψη [383, 384]. 

Στα αρνητικά του PAI-1 σαν δείκτης είναι ότι πρέπει να ληφθεί αίµα πολύ 

προσεκτικά και τα δείγµατα να αναλυθούν άµεσα, µειώνοντας την 

πρακτικότητά του, ενώ αµφισβητείται και το κατά πόσο αποτελεί ανεξάρτητο 

παράγοντα κινδύνου, καθώς µέχρι στιγµής δεν υπάρχει κάποια ένδειξη ότι η 

γνώση των βασικών επιπέδων του PAI-1 βελτιώνει τη πρόβλεψη του κίνδυνου 

βάση της µελέτης Framingham. 
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3.9 ∆ιαλυτός προσδέτης CD40 (Soluble CD40 Ligand) 

Τα µόρια CD40 και CD40L (CD 154), ανήκουν στη υπεροικογένεια των TNF 

και συνεκφράζονται από όλα τα κύρια κύτταρα που συνδέονται µε την 

αθηρωµάτωση και πιο συγκεκριµένα µε τα ενεργοποιηµένα Τ-λεµφοκύτταρα, 

τα αγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα, τα λεία µυϊκά κύτταρα και τα 

µονοκύτταρα/µακροφάγα. Τόσο ο υποδοχέας όσο και ο προσδέτης έχουν 

βιολογικές δράσεις και η αλληλεπίδρασή τους προκαλεί την έκφραση 

προαθηρογόνων µορίων όπως µορίων προσκόλλησης, χυµοκίνες, 

κυτταροκίνες, παράγοντες ανάπτυξης. Οι οξειδωµένες LDL (OxLDL) µπορεί 

να αποτελούν το έναυσµα για την παραγωγή των CD40/CD40L [385]. Η 

σηµαντική σηµατοδοτική δράση των  CD40  στην ανάπτυξη των 

αθηρωµατικών πλακών έχει αποδειχθεί από µελέτες που χρησιµοποίησαν 

ποντίκια µε ανεπάρκεια στον υποδοχέα της LDL. Η παρεµβολή στο 

σηµατοδοτικό µονοπάτι της CD40 µείωσε δραµατικά τη de novo σύνθεση 

αλλά και την εξέλιξη των ήδη σχηµατισµένων αθηρωµατικών πλακών [386, 

387]. Επιπλέον αύξησε δραµατικά τη συγκέντρωση του κολλαγόνου σε 

αθηρωµατικές πλάκες ποντικών αλλάζοντας τον φαινότυπο τους σε πιο 

σταθερές πλάκες [387, 388]. Η ενεργοποίηση των αιµοπεταλίων ύστερα από 

τη ρήξη της αθηρωµατικής πλάκας προκαλεί αύξηση στην έκφραση του 

CD40L στην επιφάνεια όπου και αποκόπτεται σχηµατίζοντας το διαλυτό (s) 

CD40L. Το sCD40L ενεργοποιεί τα ενδοθηλιακά κύτταρα τα οποία µε τη σειρά 

τους παράγουν CD40 ενεργοποιώντας ένα καταρράκτη φλεγµονωδών 

αποκρίσεων στο αγγείο. 

Μελέτες σε ανθρώπους έχουν δείξει ότι η συγκέντρωση του sCD40L 

σχετίζεται µε αυξηµένη συγκέντρωση λιποειδών εντός της αθηρωµατικής 

πλάκας σε ασθενείς µε ήδη σχηµατισµένες καρωτιδικές πλάκες [389]. Η 

συγκέντρωση του sCD40L επηρεάζεται πολύ από τις συνθήκες 

δειγµατοληψίας ενώ µπορεί να µετρηθεί µόνο σε δείγµατα πλάσµατος [390, 

391]. Το sCD40L σχετίζεται και προβλέπει την ύπαρξη µεταβολικού 

συνδρόµου [392]. Παρόλα αυτά το sCD40L δεν µπορεί να προβλέψει την 

ύπαρξη ασυµπτωµατικής αθηρωµατικής νόσου στον γενικό πληθυσµό, όπως 

έδειξε η Dallas Heart Study [393]. Αντίθετα σε ασθενείς µε σταθερή αρτηριακή 

νόσο, µετρηµένη µε αγγειογραφία υπάρχει άµεση συσχέτιση µεταξύ 
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αθηρωµατικού φορτίου, στένωσης του αγγείου και νεκρωτικού πυρήνα µε 

αυξηµένη συγκέντρωση του κυκλοφορούντος στο αίµα sCD40L [394, 395]. 

Η µελέτη Women’s Health Study έδειξε ότι αυξηµένη συγκέντρωση sCD40L 

σχετίζεται µε αυξηµένο αγγειακό κίνδυνο σε φαινοµενικά υγιείς γυναίκες [396]. 

Τα βασικά επίπεδα του sCD40L ήταν αυξηµένα στις εθελόντριες που στη 

συνέχεια εµφάνισαν έµφραγµα του µυοκαρδίου, εγκεφαλικό επεισόδιο και 

θάνατο από καρδιαγγειακό συµβάν, σε σύγκριση µε τις εθελόντριες ίδιας 

ηλικίας και λοιπών παραγόντων κινδύνου που δεν εµφάνισαν καρδιαγγειακό 

συµβάν στα τέσσερα χρόνια της µελέτης. Συγκεκριµένα στις γυναίκες στις 

οποίες οι συγκεντρώσεις του sCD40L ανήκαν στο 95 εκατοστηµόριο και πάνω 

εµφάνισαν αύξηση του σχετικού κινδύνου για καρδιαγγειακό συµβάν κατά 2,8 

[396]. Η αυξηµένη συγκέντρωση του sCD40L  σε ασυµπτωµατικούς ασθενείς 

µε µικρή στένωση της καρωτίδας  επίσης αποτελεί ένδειξη κινδύνου για την 

εµφάνιση καρδιαγγειακού συµβάντος [397]. Σε ασθενείς µε νεφρική 

ανεπάρκεια τα αυξηµένα επίπεδα του sCD40L προσδίδουν µια αύξηση του 

σχετικού κινδύνου κατά 6,8 για την αύξηση εµφάνισης θανατηφόρου ή µη 

θροµβωτικού επεισοδίου [398]. 

 Ένα ενδιαφέρον χαρακτηριστικό του βιοχηµικού δείκτη είναι ότι τα αυξηµένα 

του επίπεδα µεταφράζονται εύκολα σε στοχευµένη αντιαιµοπεταλιακή αγωγή 

του ασθενούς µε αναστολείς του υποδοχέα της γλυκοπρωτείνης GPIIb/IIIa 

[399].  

 

3.10 Πρωτεΐνη σχετιζόµενη µε το µυελοειδές 8/14 (Myeloid-related 

protein 8/14, MRP 8/14) 

Η  MRP-14 εκκρίνεται κυρίως από τα αιµοπετάλια και τα µακροφάγα και 

σχηµατίζει ετεροδιµερή µε τη MRP-8. Τα αυξηµένα επίπεδα των MRP-8/14 σε 

υγιή άτοµα αποτελούν παράγοντα κινδύνου για την εµφάνιση καρδιαγγειακών 

συµβάντων,  ενώ σε ασθενείς αποτελεί ανεξάρτητο παράγοντα κινδύνου 

προστιθέµενο στους υπόλοιπους [400]. 

 

3.11 Αδιπονεκτίνη (Adiponectin) 

Η αδιπονεκτίνη προκαλεί ευαισθησία στην ινσουλίνη, ενώ η έκκρισή της 

σχετίζεται αρνητικά µε την αύξηση του λιπώδους ιστού. Η µείωση του 

σωµατικού βάρους κατά 10% µέσω άθλησης και χαµηλής ενέργειας 
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Μεσογειακή δίαιτα σε παχύσαρκες γυναίκες (ΒΜΙ 30Kg/m2) χωρίς διαβήτη 

υπέρταση και υπερλιπιδαιµία επέφερε µείωση του BMI µε ταυτόχρονη αύξηση 

της συγκέντρωσης της αδιπονεκτίνης [401]. Ασθενείς µε παχυσαρκία, διαβήτη 

τύπου 2, συστηµατική υπέρταση, δυσλιπιδαιµία και καρδιαγγειακή νόσο 

εµφανίζουν µικρότερες συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης εν συγκρίσει µε υγιείς 

µάρτυρες [402, 403]. Πειραµατικά και κλινικά δεδοµένα υποδηλώνουν ότι η 

αδιπονεκτίνη αποτελεί το συνδετικό κρίκο µεταξύ παχυσαρκίας, 

ινσουλινοαντίστασης και καρδιαγγειακής νόσου, ενώ η συγκέντρωσή της 

σχετίζεται αρνητικά µε τις προϋποθέσεις για εµφάνιση µεταβολικού 

συνδρόµου [404].  

Σε έρευνες που έχουν πραγµατοποιηθεί η χαµηλή συγκέντρωση 

αδιπονεκτίνης σε µη διαβητικούς προέβλεψε την εµφάνιση  υπέρτασης [405] 

και αύξηση του κινδύνου εµφάνισης καρδιαγγειακού συµβάντος [406], ενώ σε 

άλλη έρευνα σχετίστηκε αρνητικά και ανεξάρτητα από άλλους παράγοντες 

κινδύνου µε την πάχυνση της καρωτιδικής αρτηρίας [407]. 

Τα αποτελέσµατα επιβεβαιώθηκαν και σε άνδρες µε διαβήτη τύπου 2, πάλι 

ανεξάρτητα από άλλους παράγοντες κινδύνου, ινσουλινοαντίστασης και 

συγκεντρώσεως CRP [408]. 

Ασθενείς µε αγγειογραφικά επιβεβαιωµένη στεφανιαία νόσο εµφανίζουν 

µικρότερες συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης εν συγκρίσει µε τους αντίστοιχους 

υγιείς [409], ενώ επόµενη µελέτη επιβεβαίωσε τα αποτελέσµατα και σε 

διαφορετικές εθνικότητες [410].  

Η συγκέντρωση της αδιπονεκτίνης πλάσµατος σχετίζεται αρνητικά µε την 

έκταση και την πολυπλοκότητα (µακριές αθηρωµατικές πλάκες µε µεγάλο 

βαθµό στένωσης, εξελκώσεις και ανώµαλο σχήµα) των αθηρωµατικών 

πλακών που µετρήθηκαν µε αγγειογραφία σε άνδρες µε στεφανιαία νόσο 

[411], υποδηλώνοντας ότι τα χαµηλά επίπεδα αδιπονεκτίνης σχετίζονται µε 

την εµφάνιση ασταθών αθηρωµατικών πλακών.  

Τελευταίες έρευνες από την άλλη έχουν δείξει κάποια αντικρουόµενα 

αποτελέσµατα. Σε µια προοπτική µελέτη 20 ετών τα βασικά επίπεδα της 

αδιπονεκτίνης δεν σχετίστηκαν µε την εµφάνιση θανατηφόρου καρδιαγγειακού 

επεισοδίου [412], ενώ σε άλλη προοπτική έρευνα 6 χρόνων τα υψηλά 

επίπεδα αδιπονεκτίνης σχετίστηκαν µε την αύξηση θανάτου τόσο από 
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καρδιαγγειακό συµβάν όσο και από άλλους λόγους, ανεξάρτητα από την 

ύπαρξη ή µη καρδιαγγειακής νόσου [413]. 

 

3.12 Ιντερλευκίνη 18 (Interleukin 18, IL-18) 

Η IL-18 είναι µια προφλεγµονώδης κυτοκίνη µε πλειοτροπικές δράσεις η 

οποία εκφράζεται ευρέως από διάφορα είδη κυττάρων [414]. Οι κυριότερες 

δράσεις της στην αθηρωµατική νόσο είναι η επαγωγή βιοσύνθεσης της IFN-γ 

[415] που έχει σαν  επακόλουθο  την ενεργοποίηση της ανοσολογικής 

απόκρισης των Th1, ενώ ταυτόχρονα ενεργοποιεί τη βιοσύνθεση των 

µεταλοπρωτεασών [416-418], γεγονότα τα οποία αναδεικνύουν το ρόλο της 

IL-18 σαν ένα κύριο µεσολαβητή στην αποσταθεροποίηση και τελικά τη ρήξη 

της αθηρωµατικής πλάκας.   

Στις αθηρωµατικές πλάκες µε µεγάλη πιθανότητα για ρήξη έχει παρατηρηθεί 

αυξηµένη έκφραση της IL-18 κυρίως στα µακροφάγα που βρίσκονται µέσα 

στη πλάκα [416, 419].  

Η IL-18 εκκρίνεται αυθόρµητα από τα ανθρώπινα προ-λιποκύτταρα σε όλα τα 

στάδια της διαφοροποίησής τους, συνδέοντας πιθανά µε αυτό το φαινόµενο 

τα παρελκόµενα της παχυσαρκίας, όπως ο διαβήτης και η καρδιαγγειακή 

νόσος, καθώς τα λιποκύτταρα των παχύσαρκων παράγουν την τριπλάσια 

ποσότητα IL-18 από τα αντίστοιχα των υγιών [420]. Τα αυξηµένα επίπεδα IL-

18 σχετίζονται µε σηµαντικά αυξηµένο κίνδυνο εµφάνισης διαβήτη τύπου 2 και 

µεταβολικού συνδρόµου [421, 422].  

Σε πειραµατικά µοντέλα αθηρωµάτωσης η αναστολή της IL-18 µε τη χρήση 

αναστολέα (IL-18 binding protein) επέφερε µείωση της έκτασης και του 

µεγέθους των αθηρωµατικών πλακών σε ποντίκια µε έλλειψη της apoE [423], 

ενώ σε ποντίκια µε διπλά αποσιωπηµένη την έκφραση  της IL-18 και της apo-

E επίσης παρατηρήθηκε µειωµένη έκταση αθηρωµάτωσης [424], ενισχύοντας 

περαιτέρω το ρόλο της IL-18 ως προφλεγµονώδους µορίου. Η άµεση έγχυση 

IL-18 επέφερε αθηρογένεση µέσω της IFN-γ [425], ακόµα και απουσία 

κυττάρων [426], ενώ επέφερε/προώθησε τη µετατροπή του φαινοτύπου των 

πλακών σε ευπαθή, µειώνοντας το κολλαγόνο και το λόγο καλύµµατος προς 

πυρήνα της πλάκας [427]. 

Παρότι τα πειραµατικά δεδοµένα είναι σχετικά συνεπή µεταξύ τους, τα κλινικά 

δεδοµένα για ασθενείς µε καρδιαγγειακή νόσο είναι αντικρουόµενα [428-430]. 
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Παρόλα αυτά η IL-18 δεν θεωρείται ως ένας χρήσιµος βιοχηµικός δείκτης για 

τη µελέτη της αθηροσκλήρωσης στο γενικό πληθυσµό καθώς 2 µεγάλες 

έρευνες δεν έδειξαν ανεξάρτητη συσχέτισή της µε την πάχυνση της 

καρωτιδικής αρτηρίας [431, 432]. Παραδόξως στη µελέτη AtheroGene τα 

επίπεδα της IL-18 στον ορό ασθενών προέβλεψε ανεξάρτητα το θάνατο από 

καρδιαγγειακό συµβάν ασθενών µε καταγεγραµµένη στεφανιαία νόσο [433], 

καθώς οι ασθενείς που ανήκαν στο τέταρτο τεταρτηµόριο είχαν 3,3 φορές 

µεγαλύτερο κίνδυνο από αυτούς στο πρώτο κατά τη διάρκεια των 3,9 χρόνων 

παρακολούθησης των ασθενών, προβλεπτική ικανότητα που χάθηκε όµως 

στα 5,9 χρόνια παρακολούθησης, θέτοντας υπό αµφισβήτηση τη χρησιµότητα 

της IL-18 ως δείκτης αθηρωµάτωσης [434]. Τα δεδοµένα από τη µελέτη 

PRIME (Prospective Epidemiological Study of Myocardial Infarction) έδειξαν 

µια ανεξάρτητη συσχέτιση µεταξύ των βασικών επιπέδων IL-18 στο πλάσµα 

υγιών µεσήλικων ανδρών και την εµφάνιση στεφανιαίου επεισοδίου [435].  

Στη µελέτη MONICA/KORA Augsburg η οποία αφορούσε υγιείς µεσήλικες 

άνδρες και γυναίκες µε µέσω όρο παρακολούθησης τα 11 χρόνια, αντίθετα 

φάνηκε ότι η προβλεπτική ικανότητα της IL-18 αφορούσε µόνο άνδρες οι 

οποίοι είχαν ήδη εµφανίσει καρδιαγγειακή νόσο [436].  

  

3.13 Μεταλοπρωτεάση µήτρας 9 (Matrix metalloprotease 9, MMP9) 

Οι µεταλοπρωτεάσες µήτρας ανήκουν σε µια οικογένεια ενδοπεπτιδασών µε 

πολλά ενεργά κέντρα τα οποία εξαρτώνται από ψευδάργυρο. Οι 

µεταλοπρωτεάσες αποικοδοµούν τις πρωτεΐνες και πρωτεογλυκάνες της 

εξωκυττάριας µήτρας [437] και εκφράζονται από µονοκύτταρα, µακροφάγα, 

ινοβλάστες, ενδοθηλιακά και λεία µυϊκά κύτταρα [438]. 

Οι µεταλοπρωτεάσες διαχωρίζονται βάση της δοµής τους και της ειδικότητάς 

τους ως προς το υπόστρωµα, µε κυριότερες τις κολλαγενάσες (MMP1, 8, 13), 

τις ζελατινάσες (MMP2 and MMP9) και µεταλοελαστάσες (MMP12) [437]. 

Οι µεταλοπρωτεάσες φυσιολογικά εµπλέκονται στη θεραπεία πληγών και την 

επαναρρόφηση των ιστών, όµως η δυσλειτουργία τους µπορεί να οδηγήσει σε 

αγγειακή και καρδιακή αναδόµηση [437]  

Πολλές µελέτες έχουν αποδείξει το ρόλο τους στην αθηρογένεση [438] , 

δεδοµένα που επιβεβαιώνονται από την αυξηµένη έκφραση τους στις 
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αθηρωµατικές πλάκες ειδικά σε περιοχές πλούσιες σε µακροφάγα, όπως είναι 

οι «ώµοι» [439].  

Η σκλήρυνση της αορτής αποτελεί ένα ανεξάρτητο καρδιαγγειακό παράγοντα 

κινδύνου και σχετίζεται θετικά µε τη συγκέντρωση της κυκλοφορούσας στο 

αίµα MMP-9, αναδεικνύοντας το ρόλο του ενζύµου στη συστολική υπέρταση 

[440], ενώ ασθενείς µε συστηµατική στεφανιαία νόσο έχουν αυξηµένα επίπεδά 

της στο αίµα, σε σύγκριση µε αντίστοιχους υγιείς [394], ενώ σχετίζεται θετικά 

µε τη συγκέντρωση της LDL-C και αρνητικά µε την HDL-C [441].  

Η αύξηση των επιπέδων της MMP-9 στο πλάσµα ασθενών µε θροµβωτικό 

επεισόδιο κατά 2-3 φορές και η επακόλουθη µείωση τους µέσα σε µια 

εβδοµάδα από αυτό σε φυσιολογικά επίπεδα δείχνουν τη συσχέτιση του 

ενζύµου µε τη παθογένεια της ρήξης των αθηρωµατικών πλακών [442, 443]. 

Σε µια προοπτική µελέτη 4,4 χρόνων τα αυξηµένα βασικά επίπεδα MMP-9 

στο αίµα ασθενών µε ≥50% στένωση της καρωτίδας σχετίζεται ανεξάρτητα µε 

διπλασιασµό του κινδύνου για θάνατο από καρδιαγγειακό επεισόδιο [444]. Σε 

άλλη προοπτική µελέτη 4,1y µε ασθενείς που είχαν καταγεγραµµένη 

στεφανιαία νόσο, οι ασθενείς µε αυξηµένα τα βασικά επίπεδα της MMP-9 

είχαν περισσότερα θανατηφόρα καρδιαγγειακά επεισόδια [445]. Το 

ενδιαφέρον από αυτή τη µελέτη είναι ότι και οι αυξηµένες συγκεντρώσεις των 

ενδογενών ιστικών αναστολέων των µεταλοπρωτεασών (TIMP) ήταν ικανές 

για να προβλέψουν θάνατο από καρδιακό επεισόδιο [446], δεδοµένα που 

επιβεβαιώθηκαν και από άλλους ερευνητές [447].  

 

3.14 Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (Glutathione peroxidase, GPx) 

Η GPx είναι ένα ένζυµο που περιέχει σελήνιο µε ισχυρές αντιοξειδωτικές 

ιδιότητες [448], καθώς έχοντας σαν υπόστρωµα τη γλουταθειόνη ανάγει το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου και τα υπεροξείδια των λιπαρών οξέων σε νερό 

και λιπαρές αλκοόλες αντίστοιχα [449]. Μέχρι σήµερα έχουν αποµονωθεί και 

χαρακτηριστεί 4 ισοµορφές του ενζύµου, µε ευρύτερα µελετηµένη την GPx-1, 

η οποία είναι ενδοκυτταρική. Πειράµατα που έχουν πραγµατοποιηθεί σε 

ποντίκια µε αποσιωπηµένο το ένζυµο της GPx-1, έδειξαν αυξηµένη οξείδωση 

των LDL [450] ή εκτεταµένη δυσλειτουργία του ενδοθηλίου η οποία 

αποδόθηκε στην έλλειψη του NO [451]. 
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Στο ένζυµο έχει ακόµα αποδοθεί η µείωση της µεταγραφής της 5-

λιποξυγενάσης, αλλά και µείωση της βιοσύνθεσης των λευκοτριενίων και των 

προστανοϊδών σε µονοκύτταρα, µακροφάγα, ενδοθηλιακά και αιµοπετάλια 

[452]. 

Σε µία προοπτική µελέτη [453] διερευνήθηκε η σχέση µεταξύ εµφάνισης 

καρδιαγγειακού συµβάντος (CV event) µε τα βασικά επίπεδα της GPx-1 των 

ερυθροκυττάρων και της δισµουτάσης του υπεροξειδίου, σε 636 ασθενείς µε 

εκδηλωµένη καρδιαγγειακή νόσο (CHD). Η µελέτη έδειξε ότι υπάρχει αρνητική 

συσχέτιση µεταξύ του κινδύνου και των επιπέδων της  GPx-1. Τα πολύ 

ενδιαφέροντα αποτελέσµατα όµως θα πρέπει να επιβεβαιωθούν και από 

επόµενες κλινικές µελέτες. 

 

3.15 Μυελουπεροξειδάση (Myeloperoxidase, MPO) 

Η MPO είναι µέλος της υπερ-οικογένειας των υπεροξειδασών της αίµης, η 

οποία παράγεται στα λευκοκύτταρα και εκκρίνεται ύστερα από την 

ενεργοποίηση και αποκοκκίωσή τους [454].  

Υπάρχουν αρκετά µονοπάτια µέσω των οποίων θα µπορούσε να εκδηλώσει 

τις αρνητικές δράσεις τις η MPO. Η MPO µαζί µε άλλα ένζυµα όπως η 

λιποξυγενάση µπορούν να εκκινήσουν την οξείδωση των λιποειδών στον 

υποενδοθηλιακό χώρο εντός των αγγείων, καθώς έχουν µετρηθεί αυξηµένα 

επίπεδά της σε ανθρώπινες αθηρωµατικές πλάκες [454]. Επιπλέον η χρήση 

του NO σαν υπόστρωµα οδηγεί σε έλλειψή του, επιφέροντας δυσλειτουργία 

του ενδοθηλίου όπως συµβαίνει και στην περίπτωση της γλουταθειόνης [455].  

Αλλά ίσως η σηµαντικότερη δράση της MPO και του κυριότερου προϊόντος 

της, του HOCl, είναι η ενεργοποίηση των µεταλλοπρωτεασών[456], µε την 

ταυτόχρονη αδρανοποίηση των αναστολέων τους [457], ευνοώντας έτσι τη 

λέπτυνση του ινώδους καλύµµατος της αθηρωµατικής πλάκας και τελικά τη 

ρήξη του.     

 Στα πειραµατικά αυτά δεδοµένα συνηγορούν και τα αποτελέσµατα από δύο 

προοπτικές µελέτες σε ασθενείς. Η µάζα της MPO µετρήθηκε στην έρευνα 

CAPTURE (c7E3 Anti-Platelet Therapy in Unstable Refractory angina), η 

οποία αφορούσε 1090 ασθενείς µε ACS. Στη µελέτη αυτή τα βασικά επίπεδα 

της MPO είχαν την ικανότητα να προβλέψουν αυξηµένο κίνδυνο για 

εκδήλωση θανατηφόρου καρδιαγγειακού επεισοδίου [458]. 
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 Σε µια άλλη µελέτη σε ασθενείς µε πόνο στο στήθος, η µέτρηση της MPO την 

ώρα της εισαγωγής τους είχε την ικανότητα να προβλέψει την εµφάνιση 

εµφράγµατος του µυοκαρδίου [459]. Τα δεδοµένα αυτά δείχνουν ότι η MPO 

µπορεί να αποτελέσει ένα χρήσιµο δείκτη για την εκδήλωση καρδιαγγειακού 

επεισοδίου, όµως τα αποτελέσµατα θα πρέπει να επιβεβαιωθούν και από 

άλλες έρευνες  

 

3.16 Xηµειοτακτική πρωτεΐνη-1 των µονοκυττάρων (Monocyte 

chemotactic protein 1, MCP-1) 

Η MCP-1 (CCL2) είναι η πιο σηµαντική χηµοκίνη η οποία ρυθµίζει τη 

µετανάστευση και διείσδυση των µονοκυττάρων και των µακροφάγων. Η 

δράση της πραγµατοποιείται µέσω των υποδοχέων CC2 των χηµοκινών 

(CCR2). Το MCP-1 εκφράζεται από ενδοθηλιακά κύτταρα, µονοκύτταρα, και/ή 

λεία µυϊκά κύτταρα σαν απόκριση σε διέγερση από διάφορες κυτοκίνες, 

αυξητικούς παράγοντες, oxLDL, και CD40L [460], οπότε αναµενόµενα η 

έκφρασή του είναι αυξηµένη µέσα στις αθηρωµατικές πλάκες, ειδικότερα σε 

περιοχές πλούσιες σε µακροφάγα [461]. Τo MCP-1 προκαλεί χρόνια 

φλεγµονή στο αγγείο, αυξάνει τον πολλαπλασιασµό και τη µετανάστευση των 

λείων µυϊκών κυττάρων, µετανάστευση των ενδοθηλιακών κυττάρων, 

νεοαγγειογένεση στην πλάκα, οξειδωτικό στρες και θρόµβωση [462]. Η 

ενεργοποίηση του βιοχηµικού µονοπατιού του MCP-1/CCR2 έχει αποδειχθεί 

ότι ενεργοποιεί τη βιοσύνθεση των MMPs [463], εµπλέκοντας άµεσα το MCP-

1 µε την αποσταθεροποίηση της αθηρωµατικής πλάκας. Σε ζωικά µοντέλα 

αθηροσκλήρωσης, η έκφραση του MCP-1 σχετίστηκε άµεσα µε την έκταση 

της αθηρωµατικής βλάβης και της διείσδυσης των µακροφάγων σε αυτές [464] 

ενώ η χορήγηση αντισωµάτων κατά του MCP-1 σε ποντίκια µε 

αποσιωποιηµένο το γονίδιο της apoE λιποπρωτεΐνης και εκτενή 

αθηρωµάτωση επέφερε µείωση της ανάπτυξης και αποσταθεροποίηση της 

βλάβης [465]. Σε συµφωνία µε τα πειραµατικά δεδοµένα είναι και τα 

αποτελέσµατα της µελέτης OPUS-TIMI 16 (Orbofiban in Patients with 

Unstable Coronary Syndromes) στην οποία τα αυξηµένα επίπεδα του MCP-1 

σχετίστηκαν µε τον κίνδυνο θανάτου από έµφραγµα του µυοκαρδίου εντός 10 

µηνών ανεξάρτητα από αρκετούς παράγοντες κινδύνου, νεφρική λειτουργία, 

και δείκτες νέκρωσης και φλεγµονής [466]. Στη µελέτη MONICA/KORA 
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Augsburg database, αντίθετα τα αυξηµένα επίπεδα του MCP-1 παρότι 

προέβλεψαν την εµφάνιση συµβάντος δεν το κατάφεραν ανεξάρτητα από 

άλλους βασικούς παράγοντες κινδύνου [467]. 

 

3.17 Αυξητικός παράγοντας πλακούντα (Placental Growth Factor, PlGF) 

Ο PlGF αποτελεί ένα ακόµα πιθανό δείκτη για την αστάθεια της αθηρωµατικής 

πλάκας. Ο PlGF είναι µια αγγειογενετική πρωτεΐνη περίπου 50-kDa, ενώ 

εµφανίζει οµολογία κατά 40% στην αλληλουχία των αµινοξέων µε τον VEGF 

[468]. O PlGF όπως προδίδει το όνοµά του αρχικά ανακαλύφθηκε στον 

πλακούντα, αλλά πλέον έχει βρεθεί ότι εκφράζεται στην καρδιά, τους 

πνεύµονες και στο θυρεοειδή [468]. Ιδιαίτερα αυξηµένη ήταν η συγκέντρωσή 

του εντός των αθηρωµατικών πλακών [469]. Ο PlGF προκαλεί 

πολλαπλασιασµό και µετανάστευση των ενδοθηλιακών και λείων µυϊκών 

κυττάρων, χηµειοτακτική προσέλκυση των κυκλοφορούντων µονοκυττάρων 

και µακροφάγων στις αθηρωµατικές πλάκες, αλλά και βιοσύνθεση πολλών 

κυτταροκινών όπως του TNF-α [469, 470]. Επιπλέον ο PlGF σχηµατίζει 

ετεροδιµερές µε τον VEGF, αυξάνοντας τις ανεπιθύµητες δράσεις του 

παράγοντα αυτού [468].  

Πειραµατικές µελέτες που πραγµατοποιήθηκαν σε ποντίκια apoE-/- και 

ανεπάρκεια σε PlGF επιβεβαίωσαν την προαθηρογόνο δράση του µορίου 

καθώς τα πειραµατόζωα έδειξαν µικρότερες αθηρωµατικές πλάκες αλλά και 

µειωµένη περιεκτικότητα σε µακροφάγα [471]. Ακόµα η προσθήκη του 

γονιδίου µέσω ενός αδενοïού στις καρωτιδικές αρτηρίες 

υπερχοληστερολαιµικών κουνελιών οδήγησε σε µεγαλύτερο πάχος του έσω 

χιτώνα του αγγείου, µεγαλύτερη πρόσληψη µακροφάγων, αλλά και αύξηση 

της νεοαγγειογένεσης στον έξω χιτώνα του αγγείου [471]. 

Μόνο δύο κλινικές µελέτες έχουν ασχοληθεί µε τον πιθανό ρόλο του PlGF ως 

προγνωστικού παράγοντα για την εµφάνιση αγγειακού συνδρόµου [472, 473]. 

Οι συγκεντρώσεις του PlGF µετρήθηκαν σε 547 ασθενείς που έλαβαν µέρος 

στη µελέτη CAPTURE και δεν λάµβαναν θεραπεία και σε 626 ασθενείς που 

εισήχθησαν στο νοσοκοµείο µε πόνους στο στήθος. Και στους δύο αυτούς 

πληθυσµούς οι αυξηµένες συγκεντρώσεις του PlGF σχετίστηκαν µε αυξηµένο 

κίνδυνο εµφάνισης εµφράγµατος του µυοκαρδίου σε 30 ηµέρες, ανεξάρτητα 

από άλλους παράγοντες όπως το  sCD40L και CRP [472].  
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Παρότι τα αποτελέσµατα είναι πολύ αξιόλογα πρέπει να πραγµατοποιηθούν 

µετρήσεις σε µεγαλύτερους πληθυσµούς για να πιστοποιηθεί η προβλεπτική 

ικανότητα του µορίου. 
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4. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: Μέθοδοι 

 

4.1 Εκχύλιση λιποειδών κατά Bligh-Dyer  

Αντιδραστήρια – Όργανα 

� Οργανικοί διαλύτες (CHCl3, CH3OH, H2O) αναλυτικής καθαρότητας. 

� Κυκλοαναδευτήρας. 

� Αέριο άζωτο. 

� Υάλινοι δοκιµαστικοί σωλήνες των 10 ή 20mL. 

� Σφαιρικές φιάλες των 100 ή 250 mL.  

� Περιστρεφόµενη συσκευή εξάτµισης υπό ελαττωµένη πίεση (flash 

evaporator) Rotavapor Buch RE III 

Aρχή µεθόδου 

Με κατάλληλης πολικότητας µονοφασικό σύστηµα διαλυτών επιτυγχάνεται η 

εκχύλιση όλων των λιποειδών καθώς επίσης και η εκχύλιση µικρών 

ποσοτήτων υδατοδιαλυτών ενώσεων, όπως είναι διάφορα άλατα, αµινοξέα 

και σάκχαρα. Με την µετατροπή του µονοφασικού συστήµατος σε διφασικό 

σύστηµα, αποτελούµενο από χλωροφορµική και υδατική φάση, στη µεν 

χλωροφορµική φάση κατανέµονται όλα τα λιποειδή, στην δε υδατική 

κατανέµονται τα υδατοδιαλυτά συστατικά [474]. 

Αναλυτική πορεία 

Το προς εκχύλιση δείγµα κατεργάζεται µε µίγµα CHCl3:CH3OH:H2O (1/2/0.8 

v/v/v), αναδεύεται έντονα µε τη βοήθεια κυκλοαναδευτήρα. Η έντονη 

ανάδευση επαναλαµβάνεται περιοδικά για διάστηµα 10 min. Στη συνέχεια και 

εφόσον είναι απαραίτητο, το όλο δείγµα φυγοκεντρείται, ώστε να 

αποµακρυνθούν τα αδιάλυτα συστατικά. Ακολούθως προστίθενται 

συγκεκριµένες ποσότητες CHCl3 και H2O ώστε η αναλογία των διαλυτών 

CHCl3/CH3OH/H2O να γίνει 1/1/0,9 v/v/v, οπότε σχηµατίζονται δύο φάσεις 

διαλυτών. Η κάτω φάση που είναι η χλωροφορµική φάση και περιέχει τα 

λιποειδή, µεταφέρεται ανάλογα τον όγκο της, είτε σε δοκιµαστικό σωλήνα, 

οπότε το δείγµα εξατµίζεται έως ξηρού σε ρεύµα αζώτου, είτε σε σφαιρική 

φιάλη οπότε ο διαλύτης εξατµίζεται έως µικρό όγκο σε περιστρεφόµενη 

συσκευή εξάτµισης υπό ελαττωµένη πίεση και στη συνέχεια γίνεται µεταφορά 

σε δοκιµαστικό σωλήνα όπου συνεχίζεται η εξάτµιση έως ξηρού σε ρεύµα 
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αζώτου. Σε όλες τις περιπτώσεις, η θερµοκρασία εξάτµισης κυµαίνεται από 30 

έως 35oC. Τα λιποειδή αναδιαλύονται σε µικρή ποσότητα µίγµατος 

CHCl3/CH3OH (1/1, v/v) για περαιτέρω επεξεργασία. 

 

4.2 Κατανοµή κατ’ αντιρροή  

Αντιδραστήρια-Όργανα 

� Οργανικοί διαλύτες (πετρελαϊκός αιθέρας, CH3CH2OH, Η2Ο) αναλυτικής 

καθαρότητας. 

� Αέριο άζωτο. 

� Υάλινοι δοκιµαστικοί σωλήνες. 

� Υάλινες πιπέτες Pasteur. 

Αρχή µεθόδου 

Τα ολικά λιποειδή αναµιγνύονται µε προεξισορροπηµένους διαλύτες 

πετρελαϊκού αιθέρα και αιθανόλης (CH3CH2OH) 87%, σε αναλογία 3/1. 

∆ηµιουργείται διφασικό σύστηµα διαλυτών, όπου τα µεν πολικά λιποειδή 

κατανέµονται στην αιθανολική φάση, τα δε ουδέτερα λιποειδή στη φάση του 

πετρελαϊκού αιθέρα [475].  

Αναλυτική πορεία 

Σε διαχωριστική χοάνη, γίνεται εξισορρόπηση των διαλυτών του πετρελαϊκού 

αιθέρα µε την αιθανόλη 87%. Σχηµατίζονται δύο φάσεις, οπότε 

παραλαµβάνεται χωριστά η κάτω φάση που είναι η εξισορροπηµένη αιθανόλη 

και στη συνέχεια η άνω φάση που είναι ο εξισορροπηµένος πετρελαϊκός 

αιθέρας, για να ακολουθήσει η περαιτέρω κατεργασία των λιποειδών. Στη 

συνέχεια, τα ολικά λιποειδή εξατµίζονται και αναδιαλύονται σε 4,5mL 

προεξισορροπηµένου πετρελαϊκού αιθέρα. Προστίθενται 1,5mL 

προεξισορροπηµένης CH3CH2OH 87% και ακολουθεί ισχυρή ανάδευση µε τη 

βοήθεια κυκλοαναδευτήρα. Η κάτω φάση, που είναι η αιθανολική φάση, 

παραλαµβάνεται µε υάλινη πιπέτα Pasteur και µεταφέρεται σε δεύτερο 

σωλήνα που περιέχει 4,5mL πετρελαϊκού αιθέρα. Ακολουθεί εκ νέου ισχυρή 

ανάδευση µε τη βοήθεια κυκλοαναδευτήρα και παραλαβή της αιθανολικής 

φάσης η οποία  τοποθετείται σε υάλινο δοκιµαστικό σωλήνα. Στον πρώτο 

δοκιµαστικό σωλήνα προστίθενται 1,5mL προεξισορροπηµένης αιθανόλης 

87% για να επαναληφθεί η ανωτέρω διαδικασία. Η διαδικασία αυτή γίνεται 

συνολικά οκτώ φορές. Μετά το πέρας της διαδικασίας, η αιθανολική φάση 
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(8×1,5mL) που περιέχει τα πολικά λιποειδή, εξατµίζεται έως ξηρού σε ρεύµα 

αζώτου και αναδιαλύεται σε µικρό όγκο διαλύτη CHCl3/MeOH 1/1 (v/v). Οι 

φάσεις του πετρελαϊκού αιθέρα (2×4,5mL) που βρίσκονται στους πρώτους 

δύο δοκιµαστικού σωλήνες, περιέχουν τα ουδέτερα λιποειδή, και αφού 

ενωθούν σε έναν υάλινο δοκιµαστικό σωλήνα, εξατµίζονται έως ξηρού σε 

ρεύµα αζώτου και αναδιαλύονται σε µικρό όγκο διαλύτη CHCl3/MeOH 1/1 

(v/v). 

 

4.3 Εκχύλιση πολικών συστατικών από τα ΥΑΕ  

Αντιδραστήρια-Όργανα 

� Οργανικοί διαλύτες (εξάνιο, αιθανόλη για τρόφιµα, Η2Ο) αναλυτικής 

καθαρότητας 

� Αέριο άζωτο 

� ∆ιαχωριστικές χοάνες των 12L 

� Ογκοµετρικοί κύλινδροι των 100, 500 και 1000 mL 

� σφαιρικές φιάλες των 1000 mL. 

� ∆ιηθητικά πανιά 

� Αντλία κενού 

� Ζυγός ακριβείας 

� Φούρνος (110oC) 

� Περιστρεφόµενη συσκευή εξάτµισης υπό ελαττωµένη πίεση (flash 

evaporator) Rotavapor Buch RE III  

� Λυοφιλοποιητής 

Αρχή µεθόδου 

Τα ΥΑΕ αναµιγνύονται µε διαλύτες που επιτρέπονται για χρήση στα τρόφιµα 

µε βάση τη νοµοθεσία της Ευρωπαϊκής ένωσης, οι οποίοι ήταν εξάνιο, 

αιθανόλη και νερό. Τα ΥΑΕ αρχικά διαλύονται σε πολικούς διαλύτες δηλαδή 

σε ένα µίγµα αιθανόλης/νερού σε τελική αναλογία 60/40 και στη συνέχεια 

εκπλένονται µε τον ουδέτερο διαλύτη εξάνιο για την αποµάκρυνση των 

ουδετέρων λιποειδών [222]. 

Αναλυτική πορεία 

Αρχικά προσδιορίστηκε σταθµικά η πυκνότητα των ΥΑΕ (d=0,825kg/L) καθώς 

και η υγρασία µέσω ξήρανσης έως σταθερού βάρους (70%). Στις 
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διαχωριστικές χοάνες των 12L τοποθετήθηκε κατάλληλη ποσότητα 

κατσίγαρου και λαµβάνοντας υπόψη την περιεκτικότητά του σε νερό 

προστέθηκαν κατάλληλες ποσότητες απόλυτης αιθανόλης και νερού δίνοντας 

την τελική αναλογία αιθανόλη/νερό: 60/40, η οποία είχε προσδιοριστεί ως η 

βέλτιστη από προηγούµενες δοκιµές ανακτήσεως. Το όλο µίγµα αφέθηκε για 

30min υπό ισχυρή ανάδευση σε σκοτεινό χώρο και στη συνέχεια το δείγµα 

διηθήθηκε παραλαµβάνοντας τα πολικά λιποειδή µε τα δραστικά συστατικά 

στο διήθηµα. Με τη διήθηση αποµακρύνονται τα υπολείµµατα σάρκας και 

πυρήνα του ελαιοκάρπου. Το διήθηµα στη συνέχεια εκπλύθηκε µε ίδιο όγκο 

εξανίου εις διπλούν. Το εξάνιο το οποίο περιείχε τα ουδέτερα λιποειδή 

αποµακρύνθηκε και τις δύο φορές µε αναρρόφηση του µε τη βοήθεια αντλίας 

κενού. Το αιθανολικό εκχύλισµα το οποίο περιείχε τα πολικά λιποειδή και τα 

φαινολικά µόρια συµπυκνώθηκε στη συνέχεια µε τη βοήθεια περιστρεφόµενης 

εξάτµισης υπό ελαττωµένη πίεση για την αποµάκρυνση της περίσσιας των 

διαλυτών, ενώ το συµπυκνωµένο διάλυµα τελικά λυοφιλοποιήθηκε για την 

πλήρη αποµάκρυνση των διαλυτών και φυλάχτηκε στους -20οC µέχρι να 

χρησιµοποιηθεί. 

 

4.4 Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Απόδοσης (HPLC) λιποειδών 

Αντιδραστήρια-Όργανα 

• Οργανικοί διαλύτες χρωµατογραφικής καθαρότητας (ακετονιτρίλιο, 

µεθανόλη) 

• Νερό χρωµατογραφικής καθαρότητας 

• Πρότυπα λιποειδή:Merck, Supelco, Sigma 

• Υγρός χρωµατογράφος:Hewlett-Packard series 1100, µε 100µl 

βρόγχο τοποθέτησης δείγµατος 

• Καταγραφέας-ολοκληρωτής Hewlett-Packard, HP-3396A 

• Μικροσύριγγες ακριβείας 250, 50µL 

• Πρόγραµµα λήψης και επεξεργασίας χρωµατογραφηµάτων 

CHEMSTATION της Hewlett-Packard 

• Στήλη κανονικής φάσης: S5 amino, 250χ4,6 mm i.d, Spherisorb. 

• Στήλη ανάστροφης φάσης: Nucleosil-300, C18 7µ , 250x4 mm i.d     
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Αναλυτική πορεία 

Οι στήλες, πριν χρησιµοποιηθούν, καθαριζόταν µε κατάλληλους διαλύτες 

ανάλογα µε το υλικό πλήρωσής τους και σταθεροποιούνταν µε τον πρώτο 

διαλύτη έκλουσης.  

Το δείγµα ήταν διαλυµένο µικρό όγκο (5-100µL) κατάλληλου διαλύτη και η 

έκλουσή του γινόταν, είτε µε σταθερή, είτε µε µεταβαλλόµενη σύσταση 

διαλυτών. Η έκλουση των διαχωρισµένων ουσιών ελέγχονταν µε τη  µεταβολή 

της οπτικής απορρόφησης στον κατάλληλο µήκος κύµατος (208 ή 280mm). Σε 

περίπτωση µη µεταβολής της οπτικής απορρόφησης, λαµβάνονταν κλάσµατα 

κατά τακτά χρονικά διαστήµατα. 

Για τη στήλη κανονικής φάσης το σύστηµα ξεκινά µε ροή 1mL/min και 

σύσταση διαλυτών ακετονιτρίλιο / µεθανόλη : 60/40, η οποία παραµένει έως 

τα 35min. Στη συνέχεια αλλάζει σταδιακά σύσταση µέχρι τα 40 min σε 

µεθανόλη 100%, η οποία  και παραµένει έως τα 45min, οπότε και αλλάζει 

πάλι µέχρι τα 50min σε νερό 100%, η οποία και παραµένει ως το τέλος του 

διαχωρισµού δηλαδή µέχρι τα 60min. 

Για τη στήλη ανάστροφης φάσης σαν υγρή φάση χρησιµοποιήθηκε ένα 

βαθµιδωτό σύστηµα έκλουσης µε ροή 1mL/min και µε διάλυµα Α να 

αποτελείται από νερό / οξικό οξύ : 100/1, το διάλυµα Β αποτελείται από 

µεθανόλη/οξικό οξύ : 90/1, και το διάλυµα Γ είναι ακετονιτρίλιο.  Συγκεκριµένα 

το σύστηµα ξεκινά µε σύσταση διαλυτών Α / Β / Γ : 90 / 9 / 1 , το οποίο 

µεταβάλλεται σταδιακά µέχρι τα 30min σε σύσταση διαλυτών Α / Β / Γ : 70 / 

27 / 3. Το σύστηµα παραµένει ισοκρατικό έως τα 35min, όπου και αρχίζει να 

µεταβάλλεται σταδιακά µέχρι τα 45min σε Α / Β / Γ : 60 / 36 / 4. Στη συνέχεια 

αλλάζει σταδιακά σύσταση µέχρι τα 60min σε Α / Β / Γ : 50 / 45 / 5.  Από τα 

60 έως τα 70min το σύστηµα αλλάζει σταδιακά σύσταση σε Α / Β / Γ : 0 / 90 / 

10 η οποία  και παραµένει  σταθερή έως τα 80min, οπότε και αλλάζει πάλι 

µέχρι τα 90 min σε Α / Β / Γ : 90 / 9 / 1, η οποία και παραµένει ως τα 105 min 

ώστε να ισορροπήσει η απορρόφηση και να είναι έτοιµο το όργανο να δεχτεί 

την επόµενη ένεση. 

 

4.5 Φασµατοσκοπία Μάζας (MS) 

Αντιδραστήρια-Όργανα 

• Μεθανόλη χρωµατογραφικής καθαρότητας  
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• ∆ιάλυµα Οξικού Αµµωνίου 0,01Μ  

• Φιάλη Αζώτου καθαρότητας 99,99% 

• Φιάλη Αζώτου 

• Υδρόλουτρο 

• Electro-spray Mass spectrometer Fisions VG Quatro µε σύστηµα 

ιονισµού VG Biotech Electrospray µε εξαπολικούς φακούς, σύστηµα 

αντλιών Varian 9012 και βρόχο τοποθέτησης δείγµατος Rheodyne 

7125 

• Μικροσύριγγα 50 µL 

 

Αναλυτική πορεία 

Το δείγµα των λιποειδών εξατµίζεται µέχρι ξηρού σε ρεύµα αζώτου. Στη 

συνέχεια αναδιαλύεται σε 100µL διαλύµατος µεθανόλης : νερού 0,01Μ σε 

Οξικό Αµµώνιο (70:30, v/v) και ενίεται στο φασµατόµετρο µε µικροσύριγγα 

των 50µL. Κάθε ένεση έχει όγκο µέχρι 10µL. Άζωτο καθαρότητας 99,99% 

χρησιµοποιείται ως αέριο εκνέφωσης (nebulizing gas) και έκπλυσης (bath 

gas) µε ροή 20 και 10 dm3/min, αντίστοιχα. Οι συνθήκες λήψης του φάσµατος 

για τη µέγιστη ένταση των κορυφών και τη µικρότερη διάσταση ήταν οι εξής: 

∆ιαφορά δυναµικού του τριχοειδούς 3kV για τα αρνητικά και 3,3kV για τα 

θετικά ιόντα, δυναµικό φακών υψηλής τάσης 0,56kV, δυναµικό φακού 

εστίασης 40V και δυναµικό φακού Skimmer 45V. Η λήψη των φασµάτων έγινε 

τόσο στα θετικά όσο και στα αρνητικά ιόντα στην περιοχή µε m/z 50-2000. 

Λήφθηκαν φάσµατα τόσο των αρχικών µορίων που περιέχονται στα 

εκλούσµατα της HPLC, όσο και των σηµαντικότερων εκ των εµφανιζοµένων 

θραυσµάτων τους (ΜS/MS) στα θετικά και στα αρνητικά ιόντα, ώστε να 

διευκολυνθεί η εξαγωγή συµπερασµάτων για την δοµή των µορίων από τα 

εµφανιζόµενα θραύσµατα. 

 

4.6 Βιολογική δοκιµασία συσσώρευσης πλυµένων αιµοπεταλίων 

κουνελιού  

Αντιδραστήρια – Όργανα 

� Φυσιολογικός ορός (NaCl 0,1 %) ελεύθερος πυρετογόνων. 
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� ∆ιάλυµα φύλαξης (stock) 10x Tyrodes : Σε 1L νερού διαλύονται 80g ΝaCl, 

1,95g MgCl2.6H2O και 10g γλυκόζης. 

� ∆ιάλυµα φύλαξης 100x CaCl2: Σε 100 mL νερού διαλύονται 1,911g CaCl2. 

� ∆ιάλυµα φύλαξης EGTA 0,2 Μ: Ποσότητα 0,76g EGTA διαλύεται σε 10mL 

νερό. Ρυθµίζεται το pH του διαλύµατος στο 7,5 µε NaOH 5 M. 

� Υδατικό διάλυµα ζελατίνης 10% (w/v). 

� ∆ιαλύµατα Τyrodes µε ζελατίνη pH = 6,5 (Tg pH = 6,5), και Tyrodes µε 

ζελατίνη και EGTA pH = 6,5 (Tg EGTA pH = 6,5): Σε 80mL νερό 

προσθέτονται 10mL από το αντιδραστήριο φύλαξης Tyrodes 10x. Υπό 

συνεχή ανάδευση µε τη βοήθεια µαγνητικού αναδευτήρα, προστίθενται 

2,5mL υδατικού διαλύµατος ζελατίνης 10% (w/v) που έχει υποστεί τήξη 

στο σηµείο βρασµού. Ακολούθως, διαλύονται 0,2030g NaHCO3 σε 10mL 

νερό και από το διάλυµα αυτό προστίθενται 5mL αµέσως µετά την 

παρασκευή του. Συµπληρώνεται ο όγκος στα 100mL µε νερό και χωρίζεται 

σε δύο τµήµατα των 50mL. Στο ένα από τα δύο προσθέτονται 25µL ΕGTA 

0,2M και ρυθµίζεται το pH και των δύο κλασµάτων στο 6,46 µε ΗCl 1Ν. 

Αµέσως γεµίζονται γυάλινοι σωλήνες των 20mL και κλείνονται µε 

αποµονωτική ταινία στερεής παραφίνης (parafilm), αποφεύγοντας τον 

εγκλεισµό φυσαλίδων αέρα. Τα διαλύµατα φυλάσσονται σε θερµοκρασία 

δωµατίου. 

� ∆ιάλυµα Tyrodes µε ασβέστιο pH = 7,2 (Tg-Ca pH = 7,2): Σε 5mL 

διαλύµατος φύλαξης tyrodes 10x προστίθενται 40mL νερό. Υπό συνεχή 

ανάδευση µε τη βοήθεια µαγνητικού αναδευτήρα προστίθενται 1,25mL 

υδατικού διαλύµατος ζελατίνης 10% (w/v). Στη συνέχεια προστίθενται 

0,5mL διαλύµατος φύλαξης CaCl2 100x και αµέσως µετά 2,5mL 

διαλύµατος NaHCO3 που παρασκευάζεται εκείνη τη στιγµή διαλύοντας 

0,2030g NaHCO3 σε 10mL νερό. Συµπληρώνεται ο όγκος µέχρι τα 50mL 

µε νερό και ρυθµίζεται το pH στο 7,16 µε HCl 1N. ∆ιατηρείται στους 37οC 

σε ερµητικά κλειστούς σωλήνες µε αποµονωτική ταινία στερεής 

παραφίνης (parafilm). 

� Αντιπηκτικό διάλυµα κιτρικών µε γλυκόζη (ACD): Σε 100mL νερού 

διαλύονται 1,365g κιτρικού οξέος, 2,5g κιτρικού νατρίου και 2,0g γλυκόζης. 
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� ∆ιάλυµα φύλαξης βόειας αλβουµίνης ορού (BSA) 100mg/mL: Ποσότητα 

100mg ΒSA (Sigma) ελεύθερης λιπαρών οξέων  διαλύεται σε 1mL 

φυσιολογικού ορού ελεύθερου πυρετογόνων. Φυλάσσεται στους -20οC. 

� ∆ιάλυµα εργασίας βόειας αλβουµίνης ορού (BSA) 2,5 mg/mL: Από 10mL 

φυσιολογικού ορού ελεύθερου πυρετογόνων αφαιρούνται 250µL και 

προστίθενται 250µL διαλύµατος φύλαξης BSA. 

� Ficoll-Paque (Pharmacia). 

� Βιδωτοί πλαστικοί σωλήνες των 50mL. 

� Πλαστικά σιφώνια των 10mL. 

� Πλαστικές πιπέτες µιας χρήσεως 

� Συσσωρευµατόµετρο, Chrono-log. 

� Πεχάµετρο ORION 410A. 

� Φωτόµετρο Βausch-Lomb. 

� Θερµοστατούµενο υδρόλουτρο στους 37οC. 

� Φυγόκεντρος Hereaus Labofuge 400R. 

� ∆ιαλύµατα εργασίας PAF συγκεντρώσεων 1,846x10-9M, σε διάλυµα 

εργασία BSA. Σε υάλινο δοκιµαστικό σωλήνα παραλαµβάνονται 500µL 

από το διάλυµα φύλαξης του PAF συγκέντρωσης 1,846x10-9M τα οποία 

εξατµίζονται έως ξηρού σε ρεύµα αζώτου και αναδιαλύονται σε 500µL 

διαλύµατος εργασίας BSA. Μετά από παραµονή 10 min ώστε να 

εκχυλιστεί ο PAF από τη BSA το διάλυµα δοκιµάζεται στα πλυµένα 

αιµοπετάλια κουνελιού σε διάφορες συγκεντρώσεις ώστε να δηµιουργηθεί 

πρότυπη καµπύλη τουλάχιστον 8 σηµείων  

Αναλυτική πορεία 

� Αποµόνωση πλυµένων αιµοπεταλίων από αίµα κουνελιού 

Σε βιδωτούς πλαστικούς σωλήνες των 50 mL προστίθενται 7mL αντιπηκτικού 

ACD. Το αίµα συλλέγεται από την κεντρική αρτηρία του αυτιού του κουνελιού. 

Ο σωλήνας γεµίζεται µε αίµα µέχρι τα 50mL µε ελεύθερη ροή και αναµιγνύεται 

µε ήπια αναστροφή και τουλάχιστον 20 επαναλήψεις. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση για 13min στους 24oC στα 562×g. Kατά τη διάρκεια της 

φυγοκέντρησης µεταφέρουµε 2 mL Ficoll-Paque σε πλαστικούς σωλήνες των 

14mL. Aναρροφώνται τα 2/3 του υπερκείµενου πλάσµατος που είναι πλάσµα 

πλούσιο σε αιµοπετάλια (ΡRP, Platelet Rich Plasma) µε πλαστικό σιφώνιο 

των 20mL και µεταφέρονται σε άλλο πλαστικό σωλήνα των 50mL. Το πλάσµα 
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το πλούσιο σε αιµοπετάλια (PRP), τoποθετείται πάνω στο στρώµα του Ficoll, 

ρυθµίζοντας τον όγκο ώστε πάντοτε να υπάρχουν 6-9mL PRP πάνω από 

κάθε 2mL Ficoll, χρησιµοποιώντας πολύ αργή ροή µε το πλαστικό σιφώνι, 

ώστε να µην αναµιχθούν τα δύο διαλύµατα. Οι πλαστικοί σωλήνες 

φυγοκεντρούνται για 21min στους 24οC στα 1525×g. Μετά την φυγοκέντρηση 

τα αιµοπετάλια εµφανίζονται σαν ταινία µεταξύ της στιβάδας του 

υπερκείµενου πλάσµατος του φτωχού σε αιµοπετάλια (PPP, Platelet Poor 

Plasma) και του στρώµατος του Ficoll. Το PPP αναρροφάται και απορρίπτεται 

µε πλαστικό σιφώνιο των 10mL. Tο στρώµα των αιµοπεταλίων διαπερνάται 

µε πιπέτα µιας χρήσεως, αναρροφάται το Ficoll µαζί µε τα άλλα έµµορφα 

συστατικά που έχουν διαπεράσει το στρώµα του και απορρίπτονται. Τα 

αιµοπετάλια µε τα υπολείµµατα Ficoll ξεπλένονται µε το διάλυµα Τg EGTA pH 

= 6.5, χρησιµοποιώντας τον εµπειρικό κανόνα ότι για τους δύο πρώτους 

σωλήνες αιµοπεταλίων χρειαζόµαστε 7mL για κάθε σωλήνα και 2mL για κάθε 

επόµενο. Ο τελικός όγκος του διαλύµατος διαµοιράζεται ισόποσα στους 

σωλήνες και µετά από ήπια ανάδευση ώστε να µην αποκολληθούν τα 

υπολείµµατα των έµµορφων συστατικών που έχουν παραµείνει στο σωλήνα 

εναποτίθεται ήπια σε καθαρούς σωλήνες που περιέχουν 2mL Ficoll, όπως 

στο προηγούµενο στάδιο. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 15min στους 24οC 

στα 750×g. Όµοια µε το προηγούµενο στάδιο το υπερκείµενο ρυθµιστικό 

διάλυµα και το Ficoll αναρροφώνται και απορρίπτονται. Στη συνέχεια 

προστίθενται 8mL διαλύµατος Τg pH = 6,5 σε κάθε σωλήνα αφήνοντας το 

διάλυµα να τρέξει στα τοιχώµατα του σωλήνα και µετά από ήπια ανάδευση 

µεταφέρεται το εναιώρηµα σε καθαρό πλαστικό σωλήνα των 14mL. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση για 15min στους 24οC στα 750×g. Το υπερκείµενο ρυθµιστικό 

διάλυµα απορρίπτεται µε αναστροφή ενώ το σωληνάκι αφήνεται να στραγγίξει 

µέχρι και την τελευταία σταγόνα πάνω από διηθητικό χαρτί. Ακολούθως 

προστίθενται 0,8mL Tg pH = 6,5 σε κάθε σωληνάκι αναδιασπείροντας τα 

κύτταρα µε ήπιο τρόπο. Το περιεχόµενο των σωλήνων ενώνεται σε πλαστικό 

σωλήνα όπου και µετράται ο όγκος του.  

Από το πυκνό διάλυµα αυτό των αιµοπεταλίων λαµβάνονται 10µL τα οποία 

αραιώνονται µε 990µL Τg pH = 6,5 και το διάλυµα φωτοµετρείται στα 530 nm. 

O αριθµός των κυττάρων στα 10µL δίνεται από τον τύπο: κύτταρα/10 µL = 

A×1,25×108 όπου Α είναι η απορρόφηση. Με βάση πρότυπη καµπύλη της 
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οπτικής απορρόφησης συναρτήσει του αριθµού αιµοπεταλίων υπολογίζεται ο 

αριθµός αιµοπεταλίων και ετοιµάζεται το επιθυµητό εναιώρηµα αιµοπεταλίων, 

το οποίο περιέχει τελική συγκέντρωση αιµοπεταλίων 1,25×108 κύτταρα/mL 

[59].  

� Συσσώρευση πλυµένων αιµοπεταλίων κουνελιού 

Σε γυάλινες κυψελίδες συσσωρευµατοµέτρου των 0,5mL προστίθενται 50µL 

από το εναιώρηµα αιµοπεταλίων συγκεντρώσεως 1,25×108 κύτταρα/mL και 

200µL διαλύµατος Τg-Ca pH = 7,2. Ακολουθεί επώαση για 15min σε 

θερµοστατούµενο υδρόλουτρο θερµοκρασίας 37οC. Στην συνέχεια η κυψελίδα 

µε το εναιώρηµα των αιµοπεταλίων τοποθετείται στην ειδική 

θερµοστατούµενη κυψελίδα του συσσωρευµατοµέτρου και προστίθενται ένας 

µικρός µαγνητικός αναδευτήρας ώστε να περιστρέφεται µε 1.200 στροφές ανά 

λεπτό (rpm, rounds per min) κατά τη διάρκεια της µέτρησης. Αρχικά µετρώνται 

διάφορες τελικές συγκεντρώσεις PAF για να δηµιουργηθεί η πρότυπη 

καµπύλη, ως αύξηση της διαπερατότητας. Η αύξηση της διαπερατότητας 

στηρίζεται στο γεγονός ότι κατά τη συσσώρευση των αιµοπεταλίων 

διαυγάζεται το περιεχόµενο της κυψελίδας µέσα από την οποία διέρχεται η 

δέσµη ακτινοβολίας. Το ύψος και η µορφή της καµπύλης είναι ανάλογα µε τη 

συσσώρευση, το δε φαινόµενο της συσσώρευσης των αιµοπεταλίων 

εξαρτάται από τη συγκέντρωση του συσσωρευτικού παράγοντα.  

Με βάση γνωστής συγκέντρωσης διαλύµατα συνθετικού PAF σχεδιάζεται η 

καµπύλη της επί τοις εκατό συσσώρευσης συναρτήσει της συγκέντρωσης του 

PAF. Ως 100% συσσώρευση ορίζεται η µέγιστη αντιστρεπτή συσσώρευση 

των αιµοπεταλίων. Βάση της πρότυπης αυτής καµπύλης και το ύψος της 

καµπύλης συσσώρευσης που προκαλεί το εξεταζόµενο δείγµα, γίνεται ο 

υπολογισµός της συγκέντρωσης του δείγµατος, ως συγκέντρωση ανάλογη της 

συγκέντρωσης του PAF στην κυψελίδα του συσσωρευµατοµέτρου (τελική 

συγκέντρωση) που έχει την ίδια βιολογική δραστικότητα. Εξετάζεται επίσης, 

αν η µορφή της καµπύλης συσσώρευσης που δίνει το δείγµα οµοιάζει µε 

εκείνη της καµπύλης συσσώρευσης του PAF (γρήγορη συσσώρευση µε 

αντιστρεπτή µορφή σε µικρές συγκεντρώσεις και µη αντιστρεπτή σε µεγάλες 

συγκεντρώσεις). Τα αποτελέσµατα µπορούν να εκφραστούν και σαν 

συγκέντρωση του συσσωρευτικού παράγοντα που µπορεί να προκαλέσει το 
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50% της µέγιστης συσσώρευσης που καλείται EC50 (Equivalent Concentration 

for 50% agreggation) 

� Πειράµατα απευαισθητοποίησης σε πλυµένα αιµοπετάλια κουνελιού 

Με κάποια συγκέντρωση PAF ή άλλου συσσωρευτικού παράγοντα 

προκαλείται αντιστρεπτή συσσώρευση αιµοπεταλίων και όταν τα αιµοπετάλια 

επανέλθουν στην αρχική τους κατάσταση προστίθεται στην κυψελίδα η ίδια 

συγκέντρωση PAF ή του άλλου συσσωρευτικού παράγοντα. Παρατηρείται ότι 

η δεύτερη προσθήκη του συσσωρευτικού παράγοντα προκαλεί µικρότερη 

συσσώρευση από την αρχική, λόγω απευαισθητοποίησης των αιµοπεταλίων. 

Στα πειράµατα διασταυρούµενης απευαισθητοποίησης το ίδιο πείραµα 

επαναλαµβάνεται µε προσθήκη δύο διαφορετικών συσσωρευτικών 

παραγόντων. 

� Πειράµατα αναστολής της συσσώρευσης των πλυµένων αιµοπεταλίων 

κουνελιού 

Στη σειρά αυτή των πειραµάτων πριν την προσθήκη του συσσωρευτικού 

παράγοντα, προστίθενται διάφορες ποσότητες του αναστολέα, ακολουθεί 

επώαση για 1min και στη συνέχεια προστίθεται ο PAF που προκαλεί γνωστού 

ύψους συσσώρευση αιµοπεταλίων. Υπολογίζεται το ποσοστό αναστολής 

στον PAF για κάθε ποσότητα δείγµατος. Σχεδιάζεται η καµπύλη της επί της 

εκατό αναστολής, συναρτήσει της ποσότητας και τα αποτελέσµατα 

εκφράζονται ως ποσότητα δείγµατος ικανή να προκαλέσει 50% αναστολή της 

συσσώρευσης των πλυµένων αιµοπεταλίων που καλείται IC50 (Inhibitory 

Concentration for 50% Inhibition). 

� Ex vivo υδρόλυση των ανασταλτικών παραγόντων σε πλυµένα 

αιµοπετάλια κουνελιού 

Η µέθοδος αυτή είναι µια τροποποίηση της µεθόδου αναστολής της 

συσσώρευσης των αιµοπεταλίων. Στη σειρά αυτή των πειραµάτων αρχικά 

προστίθεται ο αναστολέας και ακολουθεί επώαση µε 2µL από το PPP για 

διάφορα χρονικά διαστήµατα και τέλος προστίθεται ο PAF που προκαλεί 

γνωστού ύψους συσσώρευση αιµοπεταλίων, ενώ πραγµατοποιείται και 

τυφλός προσδιορισµός χωρίς την προσθήκη PPP. Όµοια µε πριν 

υπολογίζεται το IC50 στον τυφλό και στα δείγµατα κατεργασµένα µε το PPP 

και παρατηρούνται τυχόν µειώσεις στην ανασταλτική δράση του αναστολέα 

ύστερα από την επίδραση των ενζύµων του PPP και κυρίως της Lp-PLA2 η 
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οποία αποµακρύνει ακετυλοµάδες που είναι γνωστό ότι ενισχύουν τη δράση 

των αναστολέων του PAF. 

 

4.7 Προσδιορισµός ολικής χοληστερόλης ορού  

Αντιδραστήρια – Όργανα 

� Προπαρασκευασµένο αντιδραστήριο (kit) για τον προσδιορισµό της 

χοληστερόλης (Elitech diagnostics) που περιέχει: 

� Αντιδραστήριο 1 0,1% σε αζίδιο του νατρίου (NaN3): Ρυθµιστικό διάλυµα 

PIPES (πιπεραζινο-Ν-Ν΄-δι[2-αιθανοσουλφονικό οξύ]) pH = 6,90 50 

mmol/L, φαινόλη 24 mmol/L, χολικό νάτριο 0,5 mmol/L. 

� Αντιδραστήριο 2: Εστεράση της χοληστερόλης > 200U/L, οξειδάση της 

χοληστερόλης > 250 U/L, υπεροξειδάση > 1000 U/L, 4-αµινοαντιπυρίνη 

0,5 mmol/L. 

� Πρότυπο χοληστερόλης 200mg/dL.   

� Αναλυτής RA-XT Techicon. 

Αρχή µεθόδου 

Ο προσδιορισµός της ολικής χοληστερόλης του πλάσµατος γίνεται µε τη 

µέθοδο CHOD-PAD που βασίζεται στη φωτοµέτρηση  στα 500 nm του τελικού 

προϊόντος [476].  

 

Αναλυτική πορεία 

Αναδιαλύεται το αντιδραστήριο 2 σε κατάλληλο όγκο αντιδραστηρίου 1 ώστε 

να προκύψει το αντιδραστήριο εργασίας. 1mL από το αντιδραστήριο εργασίας 

αναµιγνύεται µε 10µL δείγµατος και θερµοστατείται για 5min στους 37oC. 

Ακολούθως λαµβάνεται η τιµή απορρόφησης στα 500nm. Παράλληλα γίνεται 

τυφλός προσδιορισµός όπου τα 10µL του δείγµατος αντικαθίστανται µε 10µL 

απιονισµένου ύδατος, καθώς και προσδιορισµός πρότυπης χοληστερόλης. Η 

µέθοδος έχει γραµµική απόκριση έως τα 500mg/dL.  

 

4.8 Προσδιορισµός HDL χοληστερόλης (HDL-C) ορού  

Αντιδραστήρια – Όργανα 

� Προπαρασκευασµένο αντιδραστήριο (kit) για τον προσδιορισµό της 

χοληστερόλης (Elitech diagnostics) όπως αναφέρεται στον προσδιορισµό 

της ολικής χοληστερόλης του πλάσµατος 
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� Αντιδραστήριο καταβύθισης που περιέχει φωσφοβολφραµικό οξύ αρχικής 

συγκέντρωσης 0,44 mmol/L και χλωριούχο µαγνήσιο 20mmol/L. 

� Αναλυτής RA-XT Techicon. 

Αρχή µεθόδου 

Ο προσδιορισµός της HDL βασίζεται στην καταβύθιση των χυλοµικρών, των 

πολύ χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεϊνών (VLDL) και της χαµηλής 

πυκνότητας λιποπρωτεϊνών (LDL) όταν προστίθενται στο δείγµα 

φωσφοβολφραµικό οξύ και ιόντα µαγνησίου. Με φυγοκέντρηση λαµβάνεται 

στο υπερκείµενο µόνο η υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (HDL), όπου 

προσδιορίζεται η χοληστερόλη όπως αναφέρεται στη µέθοδο για τον 

προσδιορισµό της ολικής χοληστερόλης [477]. 

 

Αναλυτική πορεία 

Σε πλαστικούς φυγοκεντρικούς σωλήνες (eppendorf) του 1mL, προστίθενται 

200µL δείγµατος και 500µL αντιδραστηρίου καταβύθισης. Το όλο αναµιγνύεται 

ισχυρά σε κυκλοαναδευτήρα και αφήνεται για 10min σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Ακολούθως το δείγµα φυγοκεντρείται για 10min σε 

µικροφυγόκεντρο. Μετά τη φυγοκέντρηση λαµβάνεται το υπερκείµενο και 

προσδιορίζεται η χοληστερόλη µε τη µέθοδο CHOD-PAD που αναφέρεται 

ανωτέρω για τον προσδιορισµό της ολικής χοληστερόλης. Συγκεκριµένα, 

προστίθενται 100µL δείγµατος, ή απιονισµένου ύδατος στην περίπτωση του 

τυφλού προσδιορισµού, και 1000µL αντιδραστηρίου εργασίας. Ακολουθεί 

ανάδευση και επώαση για 5min σε θερµοκρασία 37oC και στη συνέχεια 

λαµβάνεται η απορρόφηση στα 500nm εντός 1h ως προς το δείγµα του 

τυφλού προσδιορισµού. Τα αποτελέσµατα δίνονται από τον τύπο: 

 

 

4.9 Προσδιορισµός τριγλυκεριδίων ορού  

Αντιδραστήρια – Όργανα 

� Προπαρασκευασµένο αντιδραστήριο (kit) για τον προσδιορισµό της 

τριγλυκεριδίων (biosis) που περιέχει: 

� Αντιδραστήριο1: Ένζυµα 

� Αντιδραστήριο 2: Ρυθµιστικό διάλυµα.  

HDL χοληστερόλη (mg/dL) = 219,2 × A500 
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� Τα δύο αντιδραστήρια αναµιγνύονται κατάλληλα για να δώσουν το 

αντιδραστήριο εργασίας που περιέχει σε τελικές συγκεντρώσεις: Λιπάσες 

300U/mL, PK 0,2 U/mL, Γλυκερολ-3-P-Οξειδάση (GPO) 4U/mL, POD 

4U/mL, ATP 1mM, αµινοφαιναζόνη 0,4mM, παράγωγο φαινόλης 4mM, 

συµπαράγοντες. 

� Αναλυτής RA-XT Techicon. 

Αρχή µεθόδου 

Ο προσδιορισµός των τριγλυκεριδίων του πλάσµατος γίνεται µε τη µέθοδο 

GPO-PAP που βασίζεται στη φωτοµέτρηση του τελικού έγχρωµου προϊόντος.  

 

Αναλυτική πορεία 

1 mL από το αντιδραστήριο εργασίας αναµιγνύεται µε 10µL δείγµατος και 

θερµοστατείται για 5min στους 37oC. Ακολούθως λαµβάνεται η τιµή 

απορρόφησης στα 725nm. Παράλληλα γίνεται τυφλός προσδιορισµός όπου 

τα 10µL του δείγµατος αντικαθίστανται µε 10µL απιονισµένου ύδατος. 

Κατασκευάζεται πρότυπη καµπύλη αναφοράς µε πρότυπο δείγµα 

τριγλυκεριδίων από την οποία υπολογίζεται η συγκέντρωση των 

τριγλυκεριδίων του δείγµατος. Η µέθοδος έχει γραµµική απόκριση έως τα 

1000mg/dL.  

 

4.10 Προσδιορισµός LDL χοληστερόλης (LDL-C) ορού  

O προσδιορισµός της LDL χοληστερόλης του πλάσµατος υπολογίζεται εκ 

διαφοράς µε βάση τον τύπο  [478]: 

LDL-C (mg/dL) = Ολική χοληστερόλη-(τριγλυκερίδια/5)-HDL-C 

 

4.11 Παραλαβή ορού, πλάσµατος και διαχωρισµός έµµορφων 

συστατικών του αίµατος  

Αντιδραστήρια - Όργανα 

• Φυσιολογικός ορός (ΝaCl 0,15Μ): ∆ιαλύονται 9.1g NaCl σε 1000mL νερού 

• Αντιπηκτικό διάλυµα κιτρικών (AC): Σε 100 mL νερού διαλύονται 1,365g 

κιτρικού οξέος (H3C6H5O7.H2O) και 2,5g κιτρικού νατρίου 

(Na3C6H5O7.2H2O) 

• ∆ιάλυµα δεξτράνης 3% σε ΝaCl 0,15Μ: ∆ιαλύονται 3g Dextrane σε 100mL 

ορού 
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• ∆/µα Tris-HCl 50mM (pH 7.4): ∆ιαλύονται 0.605g Tris σε νερό, ρυθµίζεται 

το pH στο 7.4 µε HCl 6Ν και τελικό όγκο στα 100mL σε ογκοµετρική φιάλη 

µε προσθήκη νερού. 

� Lysis Buffer (155mM NH4Cl, 10mM KHCO3, and 0.1mM EDTA): 

∆ιαλύονται 8,29g NH4Cl, 1,0012g KHCO3 και 38mg EDTA σε 1000mL 

νερού. 

� Φυγόκεντρος Hereaus Labofuge 400R. 

� Βιδωτοί πλαστικοί σωλήνες των 15mL. 

� Συσκευή υπερήχων 

 

Αναλυτική πορεία 

∆ιαγραµµατικά η πορεία παρουσιάζεται στην Εικόνα 4. Ακολουθεί η αναλυτική 

πορεία της αποµόνωσης των έµµορφων συστατικών. 

4.11.1 Παραλαβή ορού αίµατος 

Για την παραλαβή του ορού λαµβάνονται 10mL αίµατος χωρίς αντιπηκτικό σε 

γυάλινο σωληνάκι. Το αίµα αφήνεται να πήξει σε θερµοκρασία δωµατίου για 

45min. Αναδεύεται µε γυάλινη ράβδο και ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 

1500×g για 10min στους 25οC. Παραλαµβάνεται το υπερκείµενο και 

κατανέµεται σε 1 eppendorf του 1mL,  5 των 500µL και 1 των 50 µL και 

αποθηκεύονται στους -80οC µέχρι να χρησιµοποιηθούν [479]. 

 

4.11.2 Παραλαβή και διαχωρισµός πλάσµατος και έµµορφων 

συστατικών αίµατος 

Σε πλαστικό βιδωτό σωλήνα των 15mL ο οποίος περιέχει 1mL αντιπηκτικού 

δ/τος κιτρικών προστίθενται 9mL αίµατος. Ακολουθεί ήπια ανάδευση και 

φυγοκέντρηση (1η) στις 630×g για 13min στους 25οC. Μετά τη φυγοκέντρηση 

έχουµε «2 φάσεις». Η «πάνω» φάση: Πλάσµα Πλούσιο σε Αιµοπετάλια 

(Platelet Rich Plasma-PRP), ενώ η «κάτω» περιέχει λευκά (L) και ερυθρά (R) 

αιµοσφαίρια. 

4.11.3 Παραλαβή/διαχωρισµός αιµοπεταλίων και πλάσµατος 

Παραλαµβάνονται µε ήπιες κινήσεις τα 3/4 από το PRP της προηγούµενης 

φυγοκέντρησης (1ης) σε σωληνάκι µιας χρήσεως. Ακολουθεί φυγοκέντρηση 

(2η) στα 1400×g για 20min στους 25οC. Το υπερκείµενο της φυγοκέντρησης 

είναι το πλάσµα το οποίο µοιράζεται σε eppendorfs και τοποθετείται για 
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αποθήκευση στους -80οC. Το ίζηµα (αιµοπετάλια) αναδιασπείρονται σε 1mL 

δ/τος Tris-HCl και ακολουθεί υπερήχηση µέσα σε πάγο για 4×15sec µε 

ενδιάµεσα διαλλείµατα των 15sec. Στη συνέχεια φυγοκεντρούνται (3η) στα 

500×g για 10min στους 4οC και το υπερκείµενο διαµοιράζεται σε eppendorfs 

των 5×200µL και 1×50µL και αποθηκεύονται στους -80οC µέχρι να 

χρησιµοποιηθούν. 

4.11.4 Παραλαβή και διαχωρισµός λευκών και ερυθρών  αιµοσφαιρίων 

Η «κάτω» φάση από την 1η φυγοκέντρηση συµπληρώνεται µε φυσιολογικό 

ορό µέχρι τελικού 10mL. Ακολουθεί ήπια ανάδευση και προστίθενται 3,4mL 

δ/τος δεξτράνης, αναδεύονται και παραµένουν για 1h στους 25οC για 

ολοκλήρωση της καταβύθισης των ερυθρών αιµοσφαιρίων. Σχηµατισµός δύο 

φάσεων: Πάνω-Υπερκείµενο: Πλούσιο σε λευκά αιµοσφαίρια πλάσµα, κάτω: 

πλούσια σε ερυθρά αιµοσφαίρια πλάσµα. 

4.11.5 Λευκά αιµοσφαίρια 

Παραλαβή του υπερκειµένου (πλούσιο σε λευκά αιµοσφαίρια πλάσµα) σε ένα 

πλαστικό σωληνάκι και φυγοκέντρηση του (4η) στα 500×g για 10min στους 

25οC. Απορρίπτεται το υπερκείµενο και το ίζηµα αναδιασπείρεται σε 5mL 

δ/τος Lysis buffer για 5min ώστε να σπάσουν τα υπολείµµατα των ερυθρών 

αιµοσφαιρίων. Ακολουθεί φυγοκέντρηση (5η) στα 300×g για 10min στους 

25οC. Απορρίπτεται το υπερκείµενο και το ίζηµα αναδιαλύεται σε 1mL Tris-

HCl. Ακολούθως υπερηχείται µέσα σε πάγο για 4×15sec µε ενδιάµεσα 

διαλλείµατα των 15sec και τέλος φυγοκεντρείται (6η) στα 500×g για 10min 

στους 4οC. Το υπερκείµενο µοιράζεται σε eppendorfs των 5×200µL και 

1×50µL και αποθηκεύονται στους -80οC µέχρι να χρησιµοποιηθούν. 

4.11.6 Ερυθρά αιµοσφαίρια 

Παραλαµβάνονται 500µL από τον πάτο του σωλήνα µε το ίζηµα των ερυθρών 

και προστίθενται σε 2,5mL φυσιολογικού ορού. Ακολουθεί φυγοκέντρηση (7η) 

στα 200×g για 10min στους 25οC. Το ίζηµα διαλύεται σε 2mL δ/τος Tris-HCl. 

Ακολουθεί έντονη ανάδευση σε κυκλοαναδευτήρα και φυγοκέντρηση (8η) στα 

500×g για 10min στους 4οC. Το υπερκείµενο µοιράζεται σε eppendorfs των 

1×1000µL, 5×200µL και 1×50µL και αποθηκεύονται στους -80οC µέχρι να 

χρησιµοποιηθούν. 
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Εικόνα 4: ∆ιαγραµµατική αναπαράσταση της πορείας παραλαβής ορού, πλάσµατος 
και έµµορφων συστατικών του αίµατος 
 

4.12 Παραλαβή και Οµογενοποίηση Ιστών 

Aντιδραστήρια - Όργανα 

• Φυσιολογικός ορός (NaCl 0,09%) 

• ∆ιάλυµα σακχαρόζης 0,25 Μ : ∆ιαλύονται 8,55g σακχαρόζης σε 100ml 

νερό 

• ∆ιάλυµα οµογενοποίησης Τris (50mM-pH 7,4)-Suc 0,25 M-EDTA 10mM-

µερκαπτοαιθανόλη 5mM-ΝaF 50mM : ∆ιαλύονται 0,605g Τris, 8,55g 

σακχαρόζης, 0,372g EDTA, 35µL µερκαπτοαιθανόλης και 0,210g NaF σε 

100ml νερό. To pH του διαλύµατος ρυθµίζεται µε HCl 1N. 

• Ψυχόµενη φυγόκεντρος Hereaus Labofuge 400R 

• Xειρουργικό νυστέρι 

• Μηχανοκίνητος οµογενοποιητής Potter-Elvehjem µε έµβολο από Teflon 

• ∆ονητής υπερήχων Virsonic 50  

• Υάλοι ωρολογίου 

• Πλαστικοί σωλήνες φυγοκέντρησης των 50 και 10ml 
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Aναλυτική πορεία 

 

Παραλαβή ιστών 

 Από το ήπαρ παραλήφθηκε µια µεσότητα του κεντρικού λοβού ώστε να 

περιέχονται όσο το δυνατόν περισσότερα από τα επίκτητα µορφολογικά 

χαρακτηριστικά, τα οποία προήλθαν από την παρέµβαση (πχ. λιπώδεις 

διηθήσεις). Από τα νεφρά λήφθηκε µια µεσότητα κάθετη στο διαµήκη άξονα 

του νεφρού ώστε να παραληφθεί ένα ολικό δείγµα νεφρού το οποίο περιέχει 

όλων των ειδών τα κύτταρα του ιστού. Η σπλήνα παραλήφθηκε ολόκληρη. 

Τα τµήµατα αυτά τµήθηκαν µε νυστέρι και εκπλύθηκαν αµέσως µε 

φυσιολογικό ορό ώστε να αποµακρυνθούν όλα τα έµµορφα συστατικά του 

αίµατος από τον ιστό. 

Οι ιστοί τοποθετήθηκαν αµέσως σε παγωµένο διάλυµα σακχαρόζης για να 

διατηρηθούν µέχρι την οµογενοποίησή τους η οποία πραγµατοποιήθηκε το 

αργότερο σε 2h από τη στιγµή της ευθανασίας του πειραµατόζωου. 

Ο ιστός ζυγίζεται σε αναλυτικό ζυγό αφού πρώτα αποστραγγιστεί ταχύτατα µε 

διηθητικό χαρτί. Στην συνέχεια ξεπλένεται µε παγωµένο διάλυµα σακχαρόζης 

0,25Μ και τεµαχίζεται προσεκτικά µε νυστέρι σε µικρά κοµµάτια πάνω σε 

ύαλο ωρολογίου µέσα σε ρυθµιστικό διάλυµα οµογενοποίησης µε παράλληλη 

αποµάκρυνση λιπώδους ιστού που πιθανόν να έχει παραµείνει στο δείγµα. Ο 

τεµαχισµένος ιστός στη συνέχεια συνθλίβεται µε εσµυρισµένο πώµα µε 

πιεστικές και περιστροφικές κινήσεις και τοποθετείται σε φυγοκεντρικό 

σωλήνα όπου προστίθεται σε αυτόν κατάλληλη ποσότητα ρυθµιστικού 

διαλύµατος οµογενοποίησης (περίπου τριπλάσιος όγκος από τον όγκο του 

ιστού). Στη συνέχεια ο ιστός οµογενοποιείται περαιτέρω µε δονητή υπερήχων 

(4 φορές επί 30sec µε παύσεις του 1min). Όλη η πορεία οµογενοποίησης 

γίνεται υπό ψύξη σε παγόλουτρο. 

Ο οµογενοποιηµένος ιστός φυγοκεντρείται στα 500g για 10min ώστε να 

καταβυθιστούν τα κοµµάτια ιστού που υπάρχουν στο οµογενοποίηµα, τα 

αδιάσπαστα κύτταρα και οι πυρήνες των κυττάρων. Το υπερκείµενο 

συλλέγεται προσπαθώντας όσο γίνεται να µην παραληφτεί το λίπος που έχει 

συσσωρευτεί στην επιφάνεια του και τοποθετείται σε καθαρό σωλήνα και στη 

συνέχεια µοιράζεται σε eppendorfs των 1×1000µL, 5×200µL και 1×50µL. 

Επίσης διατηρήθηκαν αντιδείγµατα µη οµογενοποιηµένου ιστού σε 
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eppendorfs που περιείχαν διάλυµα οµογενοποίησης. Όλα τα δείγµατα 

αποθηκεύτηκαν στους -80οC µέχρι να χρησιµοποιηθούν. 

 

4.13 Προσδιορισµός πρωτεΐνης µε τη µέθοδο Bradford  

Αντιδραστήρια - Όργανα 

� Αλβουµίνη βόειου ορού (BSA) 4.6 mg/10 mL : ∆ιαλύονται 33mg BSA σε 

100mL νερό. 

� Προκατασκευασµένο αντιδραστήριο Bradford (Sigma) το οποίο είναι 

διάλυµα Brilliant Blue G και φωσφορικού οξέος σε µεθανόλη. 

� Αποσταγµένο νερό 

� Πλαστικοί δοκιµαστικοί σωλήνες των 10mL µιας χρήσης 

� Κυψελίδες φασµατοφωτοµέτρου του 1mL µιας χρήσης  

� Κυκλοαναδευτήρας (vortex) 

� Φωτόµετρο Heλιοs B, Unicam, Mercers Row, Cambridge CB5 8HY, UK 

Αρχή µεθόδου 

H µέθοδος Bradford περιλαµβάνει την τοποθέτηση της όξινης χρωστικής 

Coomassie Brilliant Blue G στο διάλυµα των πρωτεϊνών. Η χρωστική 

συµπλέκεται µε τα βασικά και αρωµατικά αµινοξέα των πρωτεϊνών 

προκαλώντας µια µετατόπιση της µέγιστης απορρόφησης της χρωστικής από 

465nm (καφέ χρώµα) σε 595nm (µπλε χρώµα). Το σύµπλοκο της πρωτεΐνης-

χρωστικής σταθεροποιείται σε 5min και είναι σταθερό για 45min. Η 

απορρόφηση είναι ανάλογη της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης. Η 

γραµµικότητα της ανάλυσης κυµαίνεται από 1µg σε 10g πρωτεΐνης, ως προς 

BSA [480]. 

 

Αναλυτική πορεία 

Παρασκευάζονται πρότυπα διαλύµατα BSA των οποίων οι συγκεντρώσεις 

κυµαίνονται από 1-10µg/mL. Παρασκευάζεται διάλυµα του άγνωστου 

δείγµατος σε νερό ώστε η τελική του συγκέντρωση να βρίσκεται στην περιοχή 

από 1-10µg/mL. Τα διαλύµατα των προτύπων και των αγνώστων δειγµάτων 

πρέπει να έχουν τελικό όγκο 1mL. Προστίθεται 1mL αντιδραστηρίου Bradford. 

Τα δείγµατα αναδεύονται έντονα στο κυκλοαναδευτήρα και µετά από 

παραµονή 5min µετράται η απορρόφηση των προτύπων και των δειγµάτων. 
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Ο υπολογισµός της περιεκτικότητας του δείγµατος σε πρωτεΐνη γίνεται µε 

βάση την πρότυπη καµπύλη αναφοράς. 

 

4.14 Προσδιορισµός δραστικότητας ενδοκυτταρικής PAF 

ακετυλοϋδρολάσης (PAF-AH) και πλάσµατος (Lp-PLA2)  

Aντιδραστήρια – Όργανα 

� PAF (C16:0), Sigma. 

� Βόεια αλβουµίνη ορού (ΒSA) ελεύθερης λιπαρών οξέων, Sigma 

� Ρυθµιστικό διάλυµα Τris(τρις-(υδροξυµεθυλο)-αµινοµεθάνιο)-HCl (100 

mM-pH 7,2) µε 1mM EGTA: ∆ιαλύονται 1,21g Τris  και 38,04mg EGTA σε 

νερό, ρυθµίζεται το pH µε HCl 6M στο 7,2 και συµπληρώνεται ο όγκος µε 

νερό έως τα 100mL. 

� ∆ιάλυµα φύλαξης (stock) «ψυχρού» PAF σε CHCl3/MeOH 1/1 (v/v), 

2,308nM 

� ∆ιάλυµα βόειας αλβουµίνης ορού (BSA) 100 mg/mL: ∆ιαλύονται 1000 mg 

BSA ελεύθερης λιπαρών οξέων (Sigma) σε 10mL ρυθµιστικού διαλύµατος 

Tris-HCl (50 mM-pH 7,4) 

� ∆ιάλυµα εργασίας βόειας αλβουµίνης ορού (BSA) 10mg/mL: 

Παραλαµβάνεται 1mL από το διάλυµα φύλαξης 100mg/mL και 

αραιώνονται µε 9mL ρυθµιστικού διαλύµατος Tris-HCl (50 mM-pH 7,4), 

δίνοντας τελικό όγκο 10mL 

� ∆ιάλυµα εργασίας PAF σε BSA (10mg/mL) συγκέντρωσης 800µΜ και 

ειδικής δραστικότητας 1000cpm/nmol: Φέρεται κατάλληλη ποσότητα 

διαλύµατος ψυχρού PAF 2,308nM και ραδιενεργού PAF, εξατµίζεται ο 

διαλύτης σε ρεύµα αζώτου και το ίζηµα αναδιαλύεται σε κατάλληλη 

ποσότητα διαλύµατος ΒSA 10mg/mL έτσι ώστε να προκύψει 

συγκέντρωση PAF 800µΜ και 1000cpm/nmol. Παρασκευάζεται καινούριο 

διάλυµα κάθε φορά. Προσθήκη 5 µL από το διάλυµα αυτό στον ενζυµικό 

προσδιορισµό δίνουν τελική συγκέντρωση PAF 20µΜ (20.000cpm) και 

τελική συγκέντρωση BSA 0,25mg/mL. 

� ∆ιάλυµα τριχλωροξικού οξέος (CCl3COOH, TCA) 40% (w/v)  

� Φυγόκεντρος Hereaus Labofuge 400R. 

� Ανακινούµενο θερµοστατούµενο υδρόλουτρο 

� Ειδικοί πλαστικοί σωλήνες φυγοκέντρου των 0,5mL (eppendorf) 
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Αρχή µεθόδου 

Ο προσδιορισµός της δραστικότητας της PAF-AH βασίζεται στη µέτρηση της 

ραδιενέργειας του ραδιενεργού προϊόντος ([H3]-CH3COOH) που 

απελευθερώνεται στο υπερκείµενο διάλυµα µετά την επώαση του ενζυµικού 

παρασκευάσµατος µε [Η3]-PAF, παρουσία BSA και την καταβύθιση των 

πρωτεϊνών µε TCA. Το επισηµασµένο οξικό οξύ διαχωρίζεται από τον µη 

υδρολυµένο [Η3]-PAF αφού αυτός δεσµεύεται πάνω στην BSA όπου και 

καταβυθίζεται ως σύµπλοκο µετα τη προσθήκη του TCA [481].  

 

Αναλυτική πορεία 

Σε πλαστικό σωλήνα φυγοκέντρου (eppendorf) των 0,5mL φέρονται 

κατάλληλη ποσότητα ρυθµιστικού διαλύµατος Tris-HCl (100 mM-pH 7,2) µε 

1mM EGTA, 5µL διαλύµατος εργασίας PAF (τελική συγκέντρωσης 20µΜ) και 

η αντίδραση ξεκινά µε την προσθήκη του κυτταρικού οµογενοποιήµατος ή του 

πλάσµατος ανάλογα µε το ένζυµο που µελετάται. Πριν την προσθήκη του 

δείγµατος έχει προστεθεί κατάλληλη ποσότητα διαλύµατος αναδιάλυσης ώστε 

να επιτευχθεί τελικός όγκος του µίγµατος επώασης στα 200µL. Η επώαση της 

αντίδρασης γίνεται σε θερµοστατούµενο υδρόλουτρο υπό ανάδευση στους 

37οC ενώ ο χρόνος αντίδρασης και η περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη 

διαφοροποιούνται για κάθε είδος κυττάρου και ιστού. Οι χρόνοι αντίδρασης 

και η τελική συγκέντρωση σε πρωτεΐνη βελτιστοποιήθηκαν µε κινητική µελέτη 

του ενζύµου για κάθε είδος κυττάρου και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται σε 

ακόλουθο κεφάλαιο, ενώ µια συνοπτική παρουσίαση τους δίνεται στον Πίνακα 

1. Ειδικά για την Lp-PLA2 έγινε κινητική µελέτη µόνο ως προς το χρόνο 

καθώς σε κάθε περίπτωση δοκιµάστηκαν 2µL πλάσµατος, επίσης έγιναν 

ξεχωριστές δοκιµές για τα δείγµατα µετά το τέλος της παρέµβασης καθώς τα 

πειραµατόζωα είχαν δραµατική αύξηση στη συγκέντρωση χοληστερόλης στο 

αίµα µε αντίστοιχη αύξηση των LDL πρωτεϊνών που έχουν προσδεδεµένη το 

µεγαλύτερο ποσοστό της Lp-PLA2 στο αίµα.  

Mετά το τέλος της αντίδρασης προσθέτονται 2µL διαλύµατος BSA 100 mg/mL 

για να εξασφαλιστεί η ποσοτική δέσµευση των µορίων PAF τα οποία δεν 

έχουν υδρολυθεί, και µετά από 1min προστίθενται 64µL ψυχρού διαλύµατος 

TCA 40 % (τελικός όγκος TCA 10 %). 
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Πίνακας 1: Χρόνοι ενζυµικής αντίδρασης και περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη που 
χρησιµοποιήθηκε για τον ενζυµικό προσδιορισµό της PAF-AH 
Είδος κυττάρου Πρωτείνη (µg/200µL) Χρόνος (min) 

Αιµοπετάλια 20 15 

Λευκά αιµοσφαίρια 100 15 

Ερυθρά αιµοσφαίρια 300 15 

Ηπατοκύτταρα 50 20 

Νεφρικά κύτταρα 50 20 

Κύτταρα σπλήνας 50 20 

Πλάσµα 2µL πλάσµατος 5 

 

To διάλυµα αφήνεται σε πάγο για 15min ώστε να καταβυθιστούν οι πρωτεΐνες 

και στην συνέχεια φυγοκεντρείται για 5min στα 16.000xg. Παραλαµβάνονται 

100µL από το υπερκείµενο και µεταφέρονται σε vials των 20mL τα οποία 

περιέχουν 5mL του υγρού σπινθηρισµού (dioxane base)  για τη µέτρηση της 

ραδιενέργειας. Γίνεται επίσης και δείγµα αναφοράς, το οποίο δεν περιέχει 

ενζυµικό παρασκεύασµα. H δραστικότητα της PAF-AH υπολογίζεται από τον 

τύπο: 

 

∆ραστικότητα PAF-AH (nmol/min) = 

[RAδείγµατος (cpm)-RAτυφλού (cpm)] × ειδική δραστικότητα [Η3]-PAF (nmol/cpm) 

Χρόνος επώασης (min) 

Η ειδική δραστικότητα ορίζεται για την ενδοκυτταρική PAF-AH ως pmol 

υδρολυµµένου PAF/mg πρωτεΐνης/min, ενώ για την Lp-PLA2 ορίζεται ως pmol 

υδρολυµµένου PAF/µL πλάσµατος/min. 

 

4.15 Προσδιορισµός δραστικότητας της ανεξάρτητης διθειοθρεϊτόλης 

φωσφοχολινο-τρανσφεράσης του PAF (PAF-CPT)  

Αντιδραστήρια – Όργανα 

� 1-O-αλκυλο-2-sn-ακετυλο-γλυκερόλη (AAG) (BIOMOL Int. L.P) 

� CDP-Χολίνη (Sigma) 

� ∆ιθειοθρειτόλη (DTT) (Sigma) 

� EDTA (Sigma) 
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� MgCl2 (Sigma) 

� Οργανικοί διαλύτες (οξικό οξύ, ακετόνη, µεθανόλη, αιθανόλη, 

χλωροφόρµιο) 

� Πρότυπα λιποειδή: Merck, Supelco, Sigma 

� Προσροφητικό υλικό : πηκτή SiO2 (Silica Gel G 60) 

� Σύστηµα επίστρωσης πλακών TLC: Desaga. 

� Γυάλινες πλάκες διαστάσεων 20×20cm, 20×10cm και 10×2cm. 

� Ψυχόµενες φυγόκεντροι Heraeus Labofuge 400R και Sorvall RC-5B. 

� Γυάλινοι θάλαµοι ανάπτυξης διαστάσεων 25×25×10cm και 11×2,5cm. 

� Ρυθµιστικό διάλυµα Tris-HCl, 100mM pH 8,0 : ∆ιαλύονται 12,114g Tris σε 

νερό, ρυθµίζεται το pH στο 8,0 µε HCl 1Ν και ρυθµίζεται ο όγκος στα 1000 

mL σε ογκοµετρική φιάλη µε προσθήκη νερού. 

� ∆ιάλυµα EDTA 20mM σε Tris-HCl, 100mM pH 8,0 : ∆ιαλύονται 0,3723g 

EDTA σε 50 mL ρυθµιστικού διαλύµατος Tris-HCl, 100mM pH 8,0. 

� ∆ιάλυµα φύλαξης (stock) MgCL2 2,1Μ: ∆ιαλύονται 100g MgCl2 σε 500 mL 

απεσταγµένου νερού. 

� ∆ιάλυµα εργασίας MgCl2 0,4Μ : Αναµιγνύονται 3,8mL διαλύµατος φύλαξης 

MgCl2 2,1 Μ µε 16,2mL ρυθµιστικού διαλύµατος Tris-HCl, 100mM pH 8,0. 

� ∆ιάλυµα DTT 0,2M : ∆ιαλύονται 0,617g DTT σε 20mL απεσταγµένου 

νερού. 

� ∆ιάλυµα φύλαξης (stock) CDP-Χολίνης 100 mΜ : ∆ιαλύονται 0,25g CDP-

Χολίνης σε 4,6mL απεσταγµένου νερού. 

� ∆ιάλυµα εργασίας CDP-Χολίνης 4mΜ : Αναµιγνύονται 40µL διαλύµατος 

φύλαξης CDP-Χολίνης 100mΜ µε 960µL αποσταγµένου νερού. 

� Αιθανολικό διάλυµα AAG 10mΜ : ∆ιαλύονται 5mg AAG (95% 

καθαρότητας) σε 1,325mL αιθανόλης.  

� Αλβουµίνη βοδινού ορού (BSA) stock (100mg/mL): Ποσότητα 100mg BSA 

ελεύθερης λιπαρών οξέων (Sigma)/mL φυσιολογικού ορού. Φυλάσσεται 

στους 20οC. 

� ∆ιάλυµα BSA 2,5mg/mL φυσιολογικού ορού: Από 10mL φυσιολογικού 

ορού αφαιρούνται 250µL και προστίθενται 250µL BSA stock. 

� ∆ιάλυµα BSA 40mg/mL: ∆ιαλύονται 0,400g BSA ελεύθερης λιπαρών 

οξέων σε 10mL απεσταγµένου νερού. 

� Θερµοστατούµενο υδρόλουτρο. 
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� Σωλήνες πολυπροπυλενίου  

� Γυάλινοι σωλήνες. 

� Vortex. 

Αρχή µεθόδου 

Το προϊόν της ενζυµικής αντίδρασης είναι ο ΡΑF, όπου η οµάδα της 

φωσφοχολίνης µεταφέρεται από την CDP-Χολίνη στην AAG. Μετά την 

επώαση του ενζυµικού παρασκευάσµατος µε AAG και CDP-Χολίνη, 

προστίθεται κατάλληλη ποσότητα µεθανόλης για την απενεργοποίηση του 

ενζύµου, ενώ µε κατάλληλη εκχύλιση µε τη µέθοδο Bligh-Dyer εκχυλίζεται από 

το µίγµα της αντίδρασης ο παραγόµενος PAF στη χλωροφορµική φάση και 

αποµονώνεται. Με τη διαδικασία της TLC ο παραγόµενος PAF διαχωρίζεται 

από την AAG και τυχόν παραπροϊόντα, ενώ τα επίπεδα του παραγόµενου 

PAF προσδιορίζονται µέσω της βιολογικής δοκιµασίας σε πλυµένα 

αιµοπετάλια. Ο προσδιορισµός της δραστικότητας της PAF-CPT βασίζεται στη 

µέτρηση των επιπέδων του παραγοµένου PAF [482]. 

 

Αναλυτική πορεία 

Σε σωλήνα πολυπροπυλενίου φέρονται το ρυθµιστικό διάλυµα Tris-HCl, 

100mM pH 8,0, 10µL διαλύµατος εργασίας MgCl2 (τελική συγκέντρωση 

20mΜ), 5µL διαλύµατος EDTA (τελική συγκέντρωση 0,5mΜ), 15µL 

διαλύµατος DTT (τελική συγκέντρωση 15mΜ), 5µL διαλύµατος BSA 

συγκέντρωσης 40mg/mL (τελική συγκέντρωση 1mg/mL) και το ρυθµιστικό 

διάλυµα αναδιάλυσης. Ακολουθεί κυκλοανάδευση µε χρήση του Vortex και το 

όλο µίγµα επωάζεται σε θερµοστατούµενο υδρόλουτρο στους 37°C, ενώ ο 

χρόνος αντίδρασης και η περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη διαφοροποιούνται για 

κάθε είδος κυττάρου και ιστού. Οι χρόνοι αντίδρασης και η τελική 

συγκέντρωση σε πρωτεΐνη βελτιστοποιήθηκαν µε κινητική µελέτη του ενζύµου 

για κάθε είδος κυττάρου και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται σε ακόλουθο 

κεφάλαιο, ενώ µια συνοπτική παρουσίασή τους δίνεται στον Πίνακα 2.  

Στο µίγµα αυτό προστίθενται το ενζυµικό παρασκεύασµα µε ανάδευση και 

µετά από 30sec 2µL αιθανολικού διαλύµατος AAG (τελική συγκέντρωση 

100mΜ) µε ανάδευση, ενώ µετά από άλλα 30sec προστίθεται 5µL διαλύµατος 

εργασίας CDP-Χολίνης (τελική συγκέντρωση 100mΜ) µε ανάδευση, οπότε και 

ξεκινά η αντίδραση. 
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Πίνακας 2: Χρόνοι ενζυµικής αντίδρασης και περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη που 
χρησιµοποιήθηκε για κάθε είδος κυττάρου για τον ενζυµικό προσδιορισµό της 
ανεξάρτητης διθειοθρεϊτόλης φωσφοχολινο-τρανσφεράσης του PAF (PAF-CPT). 
Είδος κυττάρου Πρωτεΐνη (µg/200µL) Χρόνος (min) 

Αιµοπετάλια 25 10 

Λευκά αιµοσφαίρια 50 10 

Ερυθρά αιµοσφαίρια 350 20 

Ηπατοκύτταρα 30 10 

Νεφρικά κύτταρα 20 20 

Κύτταρα σπλήνας 50 10 

 

Επειδή η προστιθέµενη ποσότητα του ενζυµικού παρασκευάσµατος, το οποίο 

είναι διαλυµένο σε ρυθµιστικό διάλυµα αναδιάλυσης, µπορεί να κυµαίνεται 

από 1-10µL προστίθεται κατάλληλη ποσότητα ρυθµιστικού διαλύµατος 

αναδιάλυσης ώστε όλοι οι προσδιορισµοί να περιέχουν 10µL ρυθµιστικού 

διαλύµατος αναδιάλυσης. Ο τελικός όγκος του µίγµατος επώασης είναι 200µL. 

Η αντίδραση σταµατά µε την προσθήκη 0,5mL διαλύµατος µεθανόλης 2% σε 

οξικό οξύ που προκαλεί απενεργοποίηση του ενζυµικού παρασκευάσµατος. 

Για την εκχύλιση του παραγοµένου PAF προστίθενται 0,25 mL χλωροφορµίου 

για να προκύψει διάλυµα µίας φάσης Χλωροφορµίου:Μεθανόλης:νερού µε 

αναλογία 1:2:0,8 και µετά από έντονη ανάδευση σε Vortex προστίθενται 

0,24mL Χλωροφορµίου και 0,24mL νερού για να προκύψει διφασικό διάλυµα 

Χλωροφορµίου:Μεθανόλης:νερού µε αναλογία 1:1:0,9 σύµφωνα µε τη µέθοδο 

εκχύλισης Bligh-Dyer. Συλλέγεται η χλωροφορµική φάση, εξατµίζεται σε 

ρεύµα N2 και αναδιαλύεται σε διάλυµα Χλωροφορµίου:Μεθανόλης µε 

αναλογία 1:1 και φυλάσσεται στους -20οC. 

Ο διαχωρισµός του παραγοµένου PAF επιτεύθηκε µε την µέθοδο της TLC. 

Μεταφέρεται το διάλυµα που περιέχει τον παραγόµενο από την ενζυµική 

αντίδραση PAF σε στρωµένη σε πλάκα TLC Silica G και ακολουθεί ανάπτυξη 

της χρωµατογραφικής πλάκας TLC σε κορεσµένο θάλαµο ανάπτυξης που 

περιέχει σύστηµα ανάπτυξης Χλωροφόρµιο:Μεθανόλη:οξικό οξύ:νερό σε 

αναλογία 100:57:16:8, v/v/v/v. Οι διάφορες ζώνες των λιποειδών εµφανίζονται 

σε ατµούς Ιωδίου ενώ τα φωσφολιποειδικά κλάσµατα ταυτοποιούνται µε 

συγχρωµατογράφηση προτύπων. 
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Εντοπίζεται η περιοχή του PAF (η περιοχή που βρίσκεται µεταξύ Sm και lyso-

PC) και ακολουθεί απόξυση της ζώνης που περιέχει τον PAF ο οποίος 

εκχυλίζεται από την Silica µε τη µέθοδο Bligh-Dyer. Συλλέγεται το διάλυµα του 

PAF της χλωροφορµικής φάσης, εξατµίζεται σε ρεύµα N2, αναδιαλύεται σε 

διάλυµα BSA 2,5mg/mL φυσιολογικού ορού και τα επίπεδα του παραγοµένου 

PAF προσδιορίζονται µε την in vitro βιολογική δοκιµασία σε πλυµένα 

αιµοπετάλια κουνελιού. 

Για κάθε προσδιορισµό γίνεται και ο αντίστοιχος τυφλός προσδιορισµός 

απουσία AAG. Η ειδική δραστικότητα της PAF-CPT καθορίζεται από τα 

µετρούµενα επίπεδα του παραγοµένου PAF. 

Η ειδική δραστικότητα του ενζύµου ορίζεται ως τα pmol παραγόµενου PAF/mg 

πρωτεΐνης/min. 

 

4.16 Προσδιορισµός δραστικότητας της 1-Ο-αλκυλο-2-lyso-sn- γλυκερο-

3-φωσφοχολίνη: ακετυλο-CοΑ ακετυλοτρανσφεράσης (lyso-PAF 

ΑΤ)  

Αντιδραστήρια – Όργανα 

� BSA ελεύθερη λιπαρών οξέων (Sigma) 

� Ρυθµιστικό διάλυµα Tris-HCl, 50mM pH 7.4 : ∆ιαλύονται 0.605g Tris σε 

νερό, ρυθµίζεται το pH στο 7.4 µε HCl 1Ν και ρυθµίζεται ο όγκος στα 

100mL σε ογκοµετρική φιάλη µε προσθήκη νερού. 

� ∆ιάλυµα φύλαξης (stock) lyso-ΡΑF σε µεθανόλη 2.5mg/mL : ∆ιαλύονται 

10mg lyso-ΡΑF σε 4mL µεθανόλη. Το διάλυµα φυλάσσεται σε βιδωτό 

σωλήνα στους -20°C. 

� ∆ιάλυµα BSA 100mg/mL: ∆ιαλύονται 1000mg BSA ελεύθερης λιπαρών 

οξέων σε 10mL νερού. 

� ∆ιάλυµα BSA 12.5mg/mL: ∆ιαλύονται 100mg BSA ελεύθερης λιπαρών 

οξέων σε 10mL νερού. 

� ∆ιάλυµα lyso-ΡΑF σε BSA 12.5mg/mL συγκέντρωσης 1000µΜ (διάλυµα 

εργασίας) : Φέρονται 144µL διαλύµατος lyso-ΡΑF 3.47mM σε βιδωτό 

σωλήνα, εξατµίζεται ο διαλύτης σε ρεύµα αζώτου και το ίζηµα 

αναδιαλύεται σε 500µL BSA 12.5mg/mL. Παρασκευάζεται καινούριο 

διάλυµα κάθε φορά. Προσθήκη 4µL από το διάλυµα αυτό στον ενζυµικό 
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προσδιορισµό για τελικό όγκο 200µL δίνουν τελική συγκέντρωση lyso-ΡΑF 

20µΜ και τελική συγκέντρωση BSA 0.25mg/mL  

� ∆ιάλυµα ακετυλο-CοΑ 20 µΜ σε ρυθµιστικό διάλυµα Tris-HCl, 50mM pH 

7.4 (διάλυµα φύλαξης) : ∆ιαλύονται 25mg (95% καθαρότητας – Sigma) σε 

1352mL ρυθµιστικού διαλύµατος. 

� Θερµοστατούµενο υδρόλουτρο. 

� Σωλήνες πολυπροπυλενίου. 

� Σωλήνες υάλινοι 

� Οργανικοί διαλύτες (οξικό οξύ, ακετόνη, µεθανόλη, αιθανόλη, 

χλωροφόρµιο) 

� Πρότυπα λιποειδή: Merck, Supelco, Sigma 

� Προσροφητικό υλικό : πηκτή SiO2 (Silica Gel G 60) 

� Σύστηµα επίστρωσης πλακών TLC: Desaga. 

� Γυάλινες πλάκες διαστάσεων 20×20cm, 20×10cm και 10×2cm. 

� Ψυχόµενες φυγόκεντροι Heraeus Labofuge 400R και Sorvall RC-5B. 

� Γυάλινοι θάλαµοι ανάπτυξης διαστάσεων 25×25×10cm και 11×2,5cm. 

� Αλβουµίνη βοδινού ορού (BSA) stock (100mg/mL): Ποσότητα 100mg BSA 

ελεύθερης λιπαρών οξέων (Sigma)/mL φυσιολογικού ορού. Φυλάσσεται 

στους 20οC. 

� ∆ιάλυµα BSA 2,5mg/mLφυσιολογικού ορού: Από 10mLφυσιολογικού ορού 

αφαιρούνται 250µLκαι προστίθενται 250µL BSA stock. 

� Vortex. 

Αρχή µεθόδου 

Η µέθοδος αποτελεί τροποποίηση προηγούµενης µεθόδου [483]. Το προϊόν 

της ενζυµικής αντίδρασής είναι ο PΑF όπου η ακετυλο-οµάδα µεταφέρεται 

από το ακετυλο-CoA στο lyso-PAF. Προστίθεται κατάλληλη ποσότητα 

µεθανόλης για την απενεργοποίηση του ενζύµου, ενώ µε κατάλληλη εκχύλιση 

µε την µέθοδο Bligh-Dyer εκχυλίζεται από το µίγµα της αντίδρασης ο 

παραγόµενος PAF στην χλωροφορµική φάση και αποµονώνεται. Με τη 

διαδικασία της TLC ο παραγόµενος PAF διαχωρίζεται από τυχόν 

παραπροϊόντα, ενώ τα επίπεδα του παραγόµενου PAF προσδιορίζονται µέσω 

της βιολογικής δοκιµασίας σε πλυµένα αιµοπετάλια. Ο προσδιορισµός της 

δραστικότητας της lyso-PAF-AT βασίζεται στη µέτρηση των επιπέδων του 

παραγόµενου PAF [484]. 
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Αναλυτική πορεία 

Σε σωλήνα πολυπροπυλενίου φέρονται το ρυθµιστικό διάλυµα Tris-HCl, 

50mM pH 7.4, 4µL διαλύµατος εργασίας lyso-ΡΑF (τελική συγκέντρωση 

20µΜ), 2µL διαλύµατος εργασίας ακετυλο-CοΑ (τελική συγκέντρωση 200µΜ), 

το ρυθµιστικό διάλυµα αναδιάλυσης και η αντίδραση ξεκινά µε την προσθήκη 

του ενζυµικού παρασκευάσµατος. Επειδή η προστιθέµενη ποσότητα του 

ενζυµικού παρασκευάσµατος, το οποίο είναι διαλυµένο σε ρυθµιστικό διάλυµα 

αναδιάλυσης, µπορεί να κυµαίνεται από 10-50µL προστίθεται κατάλληλη 

ποσότητα ρυθµιστικού διαλύµατος ώστε όλοι οι προσδιορισµοί να περιέχουν 

50µL ρυθµιστικού διαλύµατος αναδιάλυσης. Ο τελικός όγκος του µίγµατος 

επώασης είναι 200µL. Η επώαση της αντίδρασης γίνεται σε θερµοστατούµενο 

υδρόλουτρο στους 37°C, ενώ ο χρόνος αντίδρασης και η περιεκτικότητα σε 

πρωτεΐνη διαφοροποιούνται για κάθε είδος κυττάρου και ιστού. Οι χρόνοι 

αντίδρασης και η τελική συγκέντρωση σε πρωτεΐνη βελτιστοποιήθηκαν µε 

κινητική µελέτη του ενζύµου για κάθε είδος κυττάρου και τα αποτελέσµατα 

παρουσιάζονται σε ακόλουθο κεφάλαιο, ενώ µια συνοπτική παρουσίαση τους 

δίνεται στον Πίνακα 3. 

 
Πίνακας 3: Χρόνοι ενζυµικής αντίδρασης και περιεκτικότητα σε πρωτείνη που 
χρησιµοποιήθηκε για κάθε είδος κυττάρου για τον ενζυµικό προσδιορισµό της 
ακετυλο-CοΑ ακετυλοτρανσφεράσης (lyso-PAF ΑΤ). 
Είδος κυττάρου Πρωτεΐνη (µg/200µL) Χρόνος (min) 

Αιµοπετάλια 25 5 

Λευκά αιµοσφαίρια 50 15 

Ερυθρά αιµοσφαίρια 350 20 

Ηπατοκύτταρα 5 5 

Νεφρικά κύτταρα 5 5 

Κύτταρα σπλήνας 5 5 

 

Η αντίδραση σταµατά µε την προσθήκη 0,5mL διαλύµατος µεθανόλης που 

προκαλεί απενεργοποίηση του ενζυµικού παρασκευάσµατος. 

Για την εκχύλιση του παραγοµένου PAF προστίθενται 0,25mL χλωροφορµίου 

για να προκύψει διάλυµα µίας φάσης Χλωροφορµίου:Μεθανόλης:νερού µε 

αναλογία 1:2:0,8 και µετά από έντονη ανάδευση σε Vortex προστίθενται 

0,24mL Χλωροφορµίου και 0,24mL νερού για να προκύψει διφασικό διάλυµα 



Βιοµόρια από απόβλητα ελαιουργίας: Μελέτη δοµής και in vitro και in vivo δράσεις αυτών 

 

100 
Γεώργιος Μ. Σταµατάκης 

Χλωροφορµίου:Μεθανόλης:νερού µε αναλογία 1:1:0,9 σύµφωνα µε τη µέθοδο 

εκχύλισης Bligh-Dyer. Συλλέγεται η χλωροφορµική φάση, εξατµίζεται σε 

ρεύµα N2 και αναδιαλύεται σε διάλυµα Χλωροφορµίου:Μεθανόλης µε 

αναλογία 1:1 και φυλάσσεται στους -20οC. 

Ο διαχωρισµός του παραγοµένου PAF επιτεύχθηκε µε τη µέθοδο της TLC. 

Μεταφέρεται το διάλυµα που περιέχει τον παραγόµενο από την ενζυµική 

αντίδραση PAF σε στρωµένη σε πλάκα TLC Silica G και ακολουθεί ανάπτυξη 

της χρωµατογραφικής πλάκας TLC σε κορεσµένο θάλαµο ανάπτυξης που 

περιέχει σύστηµα ανάπτυξης Χλωροφόρµιο:Μεθανόλη:οξικό οξύ:νερό σε 

αναλογία 100:57:16:8, v/v/v/v. Οι διάφορες ζώνες των λιποειδών εµφανίζονται 

σε ατµούς Ιωδίου ενώ τα φωσφολιποειδικά κλάσµατα ταυτοποιούνται µε 

συγχρωµατογράφηση προτύπων. 

Εντοπίζεται η περιοχή του PAF (η περιοχή που βρίσκεται µεταξύ Sm και lyso-

PC) και ακολουθεί απόξυση της ζώνης που περιέχει τον PAF ο οποίος 

εκχυλίζεται από την Silica µε την µέθοδο Bligh-Dyer. Συλλέγεται το διάλυµα 

του PAF της χλωροφορµικής φάσης, εξατµίζεται σε ρεύµα N2, αναδιαλύεται σε 

διάλυµα BSA 2,5mg/mL φυσιολογικού ορού και τα επίπεδα του παραγοµένου 

PAF προσδιορίζονται µε την in vitro βιολογική δοκιµασία σε πλυµένα 

αιµοπετάλια κουνελιού. 

Για κάθε προσδιορισµό γίνεται και ο αντίστοιχος τυφλός προσδιορισµός 

απουσία lyso-PAF. Η ειδική δραστικότητα της lyso-PAF-AT καθορίζεται από 

τα µετρούµενα επίπεδα του παραγοµένου PAF. 

Η ειδική δραστικότητα του ενζύµου ορίζεται ως τα pmol παραγόµενου PAF/mg 

πρωτεΐνης/min. 

 

4.17 Μέτρηση ραδιενέργειας µε µετρητή σπινθηρισµού υγρών 

Αντιδραστήρια - Όργανα 

� 2,5-∆ιφαινυλοξαζόλιο (ΡΡΟ), BDH Chemicals 

� 1,4-∆ι-2-(5-φαινυλοξαζόλιο) βενζόλιο (POPOP), ΒDH Chemicals 

� Nαφθαλίνιο 

� ∆ιοξάνη 

� Υγρό σπινθηρισµού µε βάση τη διοξάνη: Το διάλυµα παρασκευάζεται 

διαλύοντας 7g PPO, 0,3g POPOP και 100g ναφθαλινίου σε 1L διοξάνης 

και 200mL νερό. 
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� Κυκλοαναδευτήρας (vortex) 

� Πλαστικά φιαλίδια µιας χρήσης (vials) όγκου 20mL. 

� Mετρητής σπινθηρισµού υγρών Wallac 1209 Racbeta, Pharmacia, 

συνδεδεµένος µε καταγραφέα Facit B3100  

Aρχή µεθόδου 

Tο ραδιενεργό δείγµα αναµιγνύεται µε το διάλυµα σπινθηρισµού που περιέχει 

ένα διαλύτη και µία ή περισσότερες ουσίες που φθορίζουν. Τα εκπεµπόµενα 

από το ραδιενεργό δείγµα β σωµατίδια διεγείρουν το διαλύτη και αυτός µε τη 

σειρά του διεγείρει τις φθορίζουσες ουσίες που εκπέµπουν φωτόνια, τα οποία 

καταγράφονται από ένα φωτοπολλαπλασιαστή. Το σύνολο των φωτονίων, 

που εκπέµπονται µετά από κάθε εκποµπή β σωµατιδίων, ανιχνεύονται ως 

ένας παλµός, ο οποίος µεταβιβάζεται σε ένα σύστηµα µέτρησης το οποίο 

καταγράφει τους παλµούς ως ξεχωριστές κρούσεις. 

 

Αναλυτική πορεία 

Τα δείγµατα, όγκου µέχρι 0,1mL, φέρονται στα πλαστικά φιαλίδια στα οποία 

έχουν προστεθεί 5mL υγρού σπινθηρισµού. Αναδεύονται ισχυρά µε 

κυκλοαναδευτήρα, κλείνονται ερµητικά µε τα πώµατα των φιαλιδίων και 

τοποθετούνται µε ειδικές υποδοχές (raks) στο µετρητή σπινθηρισµού υγρών. 

Μετρώνται οι κρούσεις του ραδιενεργού δείγµατος για 5min και τα 

αποτελέσµατα εκφράζονται σε κρούσεις ανά λεπτό (cpm) αφού αφαιρεθούν οι 

κρούσεις ανά λεπτό του τυφλού προσδιορισµού που περιέχει µόνο το υγρό 

σπινθηρισµού. 

 

4.18 In vitro οξείδωση πλάσµατος µε ιόντα Cu 2+  

Αντιδραστήρια – Όργανα 

� Αντιπηκτικό διάλυµα κιτρικών (AC): Σε 100mL νερού διαλύονται 1,365g 

κιτρικού οξέος (H3C6H5O7.H2O) και 2,5g κιτρικού νατρίου 

(Na3C6H5O7.2H2O) 

� Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (PBS) pH = 7,4, 146mM σε NaCl: Σε 

240mL H2O που βρίσκονται υπό συνεχή ανάδευση µε τη βοήθεια 

µαγνητικού αναδευτήρα προστίθενται προς διαλυτοποίηση 0,2269g 

Na2HPO4.2H2O, 0,0602g NaH2PO4.2H2O και 2,1332g NaCl. Στη συνέχεια 

ρυθµίζεται το pH στο 7,4 και προστίθεται Η2Ο έως τελικό όγκο 250 mL. 
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� Υδατικό διάλυµα CuSO4.5H2O συγκέντρωσης 1mM: σε 200 mL H2O που 

βρίσκονται υπό συνεχή ανάδευση µε τη βοήθεια µαγνητικού αναδευτήρα, 

προστίθενται προς διαλυτοποίηση 49,939 mg CuSO4.5H2O. 

� Πλαστικοί δοκιµαστικοί σωλήνες των 10mL. 

� Πλαστικά σιφώνια των 20mL. 

� Κυψελίδες από χαλαζία των 3 mL και οπτικής διαδροµής 1cm 

� Αυτόµατες πιπέτες των 1000 και 100µL 

� Φωτόµετρο Helios 

Αρχή µεθόδου 

Η µέτρηση της in vitro οξείδωσης του πλάσµατος την προκαλούµενη από 

ιόντα Cu2+, βασίζεται στη συνεχή καταγραφή της απορρόφησης στα 245nm. Η 

απορρόφηση σε αυτό το µήκος κύµατος οφείλεται κυρίως στα συζυγή διένια 

των υδροπεροξειδίων και κατά µικρότερο βαθµό σε άλλες ενώσεις όπως 

συζυγή διένια υδροξειδίων, που παράγονται κατά την οξείδωση των 

πολυακόρεστων λιπαρών οξέων (PUFAs) που απαντούν στις λιποπρωτεΐνες 

του πλάσµατος, όταν προστίθενται ιόντα Cu2+ . 

Καταγράφοντας την απορρόφηση στα 245nm παρέχεται η δυνατότητα να 

παρακολουθείται η κινητική της οξείδωσης που λαµβάνει χώρα στο πλάσµα. 

Η κινητική αυτή είναι περίπλοκη καθώς οι λιποπρωτεΐνες του πλάσµατος 

περιέχουν πληθώρα αντιοξειδωτικών τα οποία οξειδώνονται πρώτα 

εκδηλώνοντας την αντιοξειδωτική τους δράση. Στο διάστηµα της οξείδωσης 

των αντιοξειδωτικών η απορρόφηση στα 245nm αυξάνεται ελάχιστα. Ο 

χρόνος που απαιτείται για να οξειδωθούν τα αντιοξειδωτικά καλείται χρόνος 

λανθάνουσας φάσης και αποτελεί µέτρο της αντίστασης του πλάσµατος στην 

οξείδωση. Μόνο όταν οξειδωθούν τα αντιοξειδωτικά αρχίζουν να παράγονται 

τα συζυγή διένια και να αυξάνεται η απορρόφηση στα 245nm. Η καταγραφή 

της απορρόφησης παρέχει µια σιγµοειδή καµπύλη όπως φαίνεται στο σχήµα 

ή οποία έχει τα εξής χαρακτηριστικά: 1] χρόνος της λανθάνουσας φάσης (lag 

time), 2] η µέγιστη ταχύτητα (Vmax) της συσσώρευσης των προϊόντων που 

απορροφούν στα 245 nm που εκφράζεται σε µονάδες απορρόφησης ανά min, 

3] ο χρόνος (tmax) κατά τον οποίο παρατηρείται η Vmax και 4] η µέγιστη 

συσσώρευση προϊόντων που απορροφούν που εκφράζεται σε µονάδες 

απορρόφησης [485]. 
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Αναλυτική πορεία 

Σε πλαστικό σωλήνα των 50mL που περιέχει 4mL αντιπηκτικού AC, 

λαµβάνονται 36mL αίµα. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 1465g για 20min σε 

θερµοκρασία 4οC.  Λαµβάνεται το πλάσµα µε πλαστικό σιφώνιο των 20mL. 

Ακολούθως σε 6 κυψελίδες χαλαζία προσθέτω 2640µL ρυθµιστικού 

διαλύµατος φωσφορικών (PBS) pH = 7,4, 146mM σε NaCl και 60µL 

πλάσµατος. Ακολουθεί επώαση στους 37oC για 5min και στη συνέχεια 

προστίθενται 300µL CuSO4.5H2O 1mM και γίνεται καταγραφή της 

απορρόφησης στα 245nm σε 6 δείγµατα ταυτόχρονη για χρονικό διάστηµα 3h 

και στη θερµοκρασία των 37oC. Από την καµπύλη απορρόφησης µετρείται ο 

χρόνος της λανθάνουσας φάσης. 

 

4.19 Πρωτόκολλο µελέτης της επίδρασης των ΥΑΕ σε in vivo µοντέλο 

αθηροσκλήρωσης κουνελιών Νέας Ζηλανδίας 

Αντιδραστήρια-Όργανα 

� Χοληστερόλη καθαρότητας USP (Sigma-Aldrich). 

� Τυπική τροφή εµπορίου για κουνέλια. 

� Λυοφιλοποιηµένα ΥΑΕ. 

� Παρασκευάσµατα γιαουρτιού εµπορίου 2% σε λιπαρά και αντίστοιχα 

εµπλουτισµένα µε ΥΑΕ µε συγκέντρωση 500mg YAE/120g γιαουρτιού 

� ∆ιαιθυλαιθέρας. 

� Αναλυτικός ζυγός. 

� Ανοξείδωτο µεταλλικό δοχείο. 

� Ανοξείδωτες µεταλλικές επιφάνειες. 

Παρασκευή τροφής 

Για την παρασκευή της αθηρογόνου δίαιτας (Α∆), κατάλληλη ποσότητα 

χοληστερόλης (30g) ζυγίζεται και διαλύεται σε όσο το δυνατόν µικρότερη 

ποσότητα διαιθυλαιθέρα η οποία µετά από δοκιµές βρέθηκε να είναι 600mL. 

Το διάλυµα προστίθεται µέσα σε µεταλλικό ανοξείδωτο δοχείο που περιέχει 

κατάλληλη ποσότητα τυπικής τροφής εµπορίου για κουνέλια (3000g), ώστε να 

προκύψει τροφή εµπλουτισµένη µε 1% (w/w) χοληστερόλη και ακολουθεί 

καλή ανάµειξη µέχρι να απορροφηθεί όλη η ποσότητα του διαλύµατος από 

την τροφή. Στη συνέχεια η τροφή απλώνεται σε µεταλλική ανοξείδωτη 
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επιφάνεια και αφήνεται σε ρεύµα αέρα εντός απαγωγού για τουλάχιστον 24h 

προκειµένου να εξατµιστεί ο διαιθυλαιθέρας.  

Η αθηρογόνος αυτή τροφή χορηγήθηκε στα πειραµατόζωα της αρνητικής 

οµάδας ελέγχου (Οµάδα Α), αλλά και στην οµάδα που χρησιµοποιήθηκε για 

τη µελέτη της επίδρασης των ΥΑΕ στην υποστροφή των αθηρωµατικών 

πλακών (Οµάδα ∆) για 45 ηµέρες. Για την οµάδα που τράφηκε µε το γιαούρτι 

εµπλουτισµένο σε ΥΑΕ (Οµάδα B) κάθε µέρα αναµιγνυόταν ένας κεσές 

γιαουρτιού (120g) ο οποίος περιείχε 500mg ΥΑΕ µε 1000g τροφής ώστε να 

επιτευχθεί η τελική επιθυµητή συγκέντρωση των 50mg ΥΑΕ/100g τροφής, 

ενώ το ίδιο πραγµατοποιήθηκε και στην οµάδα ελέγχου στην οποία δόθηκε 

γιαούρτι εµπορίου 2% σε λιπαρά η οποίες επίσης τράφηκαν µε αυτό το σχήµα 

για 45 ηµέρες (Οµάδα Γ). 

Πριν την ευθανασία, καταγραφόταν το σωµατικό βάρος κάθε κουνελιού, ενώ 

γινόταν καθηµερινή καταγραφή της κατανάλωσης τροφής από κάθε ζώο.  

Μετά το πέρας της παρέµβασης τα ζώα ευθανατώθηκαν και παραλήφθηκαν η 

θωρακική αορτή από την καρδιά έως και τα λαγόνια όπου πραγµατοποιήθηκε 

µορφοµετρική ανάλυση τόσο στην ανιούσα αορτή όσο και στο συνολικό µήκος 

της αορτής, ώστε να υπολογιστεί το πάχος και η έκταση των πρώιµων 

αθηρωµατικών πλακών που είχαν σχηµατιστεί. Επίσης παρελήφθη ένας 

νεφρός, τµήµα του ήπατος και τµήµατα του λεπτού και του παχέος  εντέρου, 

τα οποία δόθηκαν για αξιολόγηση στο Εργαστήριο Ιατροδικαστικής και 

Τοξικολογίας, της Ιατρικής Σχολής του ΕΚΠΑ, σε συνεργασία µε τον 

Αναπληρωτή καθηγητή Σ. Θεοχάρη. Εκτός από τους προαναφερθέντες ιστούς 

ξεχωριστά τµήµατά τους λήφθηκαν για τη µελέτη της επίδρασης της 

διαιτητικής παρέµβασης στα µεταβολικά ένζυµα του PAF. Εκτός από τους 

ιστούς σε όλα τα πειραµατόζωα λήφθηκε αίµα από την κεντρική αορτή του 

αυτιού, στην αρχή της µελέτης, και πριν την ευθανασία όπου 

προσδιορίστηκαν οι βασικοί βιοχηµικοί δείκτες στο  εργαστήριο Πειραµατικής 

Χειρουργικής και Χειρουργικής Ερεύνης "Ν.Σ. Χρηστέας" της Ιατρικής Σχολής 

του ΕΚΠΑ, σε συνεργασία µε την καθηγήτρια ∆. Περρέα, ενώ αποµονώθηκαν 

ορός, πλάσµα και διαχωρίστηκαν τα έµµορφα συστατικά του, για να 

µελετηθούν επίσης τα ένζυµα του PAF όπως αναφέρεται σε προηγούµενη 

παράγραφο. 
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Για το µοντέλο µελέτης της υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών τα 

πειραµατόζωα της Οµάδας ∆ µετά το πέρας των 45 ηµερών χωρίστηκαν σε 

τρεις νέες οµάδες από τις οποίες η µία τράφηκε µε τυπική κουνελοτροφή (TK) 

(Οµάδα Ε), η Οµάδα Η τράφηκε µε TK εµπλουτισµένη µε γιαούρτι εµπορίου 

2% σε λιπαρά και η Οµάδα Ζ η οποία τράφηκε µε TK και γιαούρτι 2% σε 

λιπαρά που περιείχε 500mg ΥΑΕ/120g γιαουρτιού. Οι τρείς αυτές οµάδες 

τράφηκαν µε αυτό το σχήµα για 45 ηµέρες, ενώ ακολουθήθηκαν οι ίδιες 

διαδικασίες ζύγισης και λήψης δειγµάτων όπως περιγράφονται στην 

προηγούµενη παράγραφο για τη µελέτη της αναστολής σχηµατισµού 

αθηρωµατικών πλακών. 

Μια σχηµατική αναπαράσταση του µοντέλου που ακολουθήθηκε 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 5 [486]. 

Ζωικά πρότυπα  

Το ζωικό πρότυπο του λευκού κουνελιού Νέας Ζηλανδίας είναι πολύ 

επιδεκτικό στην πρόκληση αθηροσκλήρωσης µέσω διατροφής. Έτσι τα ζώα 

αυτά αναπτύσσουν πρώιµες αθηροσκληρωτικές βλάβες σε διάστηµα 1,5 

µηνών, όταν χορηγηθεί σε αυτά τυπική τροφή εµπορίου για κουνέλια 

εµπλουτισµένη µε 1% (w/w) χοληστερόλη.   

Για την in vivo µελέτη χρησιµοποιήθηκαν 36 υγιή αρσενικά λευκά κουνέλια 

Νέας Ζηλανδίας. Οι συνθήκες διαβίωσης και χειρισµού των κουνελιών ήταν 

σύµφωνα µε τις προδιαγραφές του Π.∆. 160/91, µε το οποίο εναρµονίστηκε η 

Ελλάδα στην Κοινοτική οδηγία 609/86. Τα ζώα στεγάστηκαν στον οίκο ζωικών 

προτύπων του Εργαστηρίου Πειραµατικής χειρουργικής και Χειρουργικής 

Έρευνας της Ιατρικής Σχολής του ΕΚΠΑ, σε ατοµικούς ανοξείδωτους 

µεταλλικούς κλωβούς και σε σταθερές συνθήκες θερµοκρασίας (19 + 1 oC), 

σχετικής υγρασίας (55 + 5%) και αερισµού (12 πλήρεις αλλαγές αέρα ανά h), 

καθώς και σταθερό πηλίκο φωτός/σκότους (12h/12h). Για τον εγκλιµατισµό 

των πειραµατόζωων, πριν την έναρξη του in vivo πειράµατος, παρέµειναν 

στον εργαστηριακό χώρο  για 5 ηµέρες.  
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Εικόνα 5: Σχηµατική αναπαράσταση του πρωτόκολλου που ακολουθήθηκε για την 
παρούσα µελέτη 
 

4.20 Ευθανασία κουνελιών και παραλαβή αορτής 

Προκειµένου να περιοριστεί κατά το δυνατόν ο πόνος, η ταλαιπωρία  και η 

αγωνία του ζώου η ευθανασία των κουνελιών γίνεται µε χρήση κατάλληλων 

ουσιών. Συγκεκριµένα χορηγείται ενδοµυϊκά ξυλαζίνη σε ποσότητα 5mg/Kg 

σωµατικού βάρους και κεταµίνη σε ποσότητα 25mg/Kg σωµατικού βάρους 

ώστε το ζώο να εισέλθει σε αναισθησία. Ακολούθως  χορηγείται ενδοφλέβια 

νατριούχος θειοπεντανάλη (πεντοθάλη) σε ποσότητα 20mg/Kg σωµατικού 

βάρους και το κουνέλι θανατώνεται. 

Με µέση θωρακοκοιλιακή τοµή γίνεται προσπέλαση στη θωρακική και 

κοιλιακή αορτή η οποία και αποκόπτεται από το αορτικό τόξο έως το διχασµό 

της στα λαγόνια αγγεία. 

 

4.21 Μονιµοποίηση των αορτικών παρασκευασµάτων  

Τα αορτικά παρασκευάσµατα τοποθετούνται σε µονιµοποιητικό υγρό 

φορµόλης 10% για 24h σε θερµοκρασία δωµατίου. Φροντίζεται να µην 

υπάρχει αίµα ή άλλα υγρά από τα παρασκευάσµατα καθώς αυτά εξασθενούν 

την ικανότητα της φορµόλης για µονιµοποίηση. Η φορµόλη διεισδύει ταχέως 

στον ιστό προσδίδοντάς του συµπαγή σύσταση χωρίς να τους καθιστά 

εύθρυπτους, προσφέροντας καλή µονιµοποίηση στα παρασκευάσµατα οπότε 

γίνεται απαθανάτιση των κυττάρων και της µεσοκυττάριας ύλης σε µια 
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συγκεκριµένη φάση της λειτουργίας τους. Η καλή µονιµοποίηση αποτελεί 

πρωταρχική προϋπόθεση για µια τεχνικά άρτια µικροσκοπική τοµή. 

 

4.22 Επεξεργασία µονιµοποιηµένων αορτικών παρασκευασµάτων για 

µικροσκοπικές τοµές παραφίνης 

Προκειµένου να γίνει µελέτη στο µικροσκόπιο είναι απαραίτητη η λήψη πολύ 

λεπτών τοµών των ιστών πάχους 3 έως 5µm. Για να επιτευχθεί τοµή τέτοιου 

πάχους ο καλά µονιµοποιηµένος ιστός εµποτίζεται µε παραφίνη η οποία 

προσδίδει στα παρασκευάσµατα την απαιτούµενη ανθεκτικότητα για να γίνουν 

τοµές στο µικροτόµο. Πριν την εµπότιση των παρασκευασµάτων µε παραφίνη 

απαιτείται η πλήρης αφυδάτωση του ιστού λόγω του υδρόφοβου χαρακτήρα 

της παραφίνης. Για το λόγω αυτό µετά τη µονιµοποίηση τους τα αορτικά 

παρασκευάσµατα κατεργάζονται µε αιθυλική αλκοόλη. Στη συνέχεια 

ακολουθεί διαφανοποίηση που συνίσταται σε κατεργασία µε ξυλόλη, η οποία 

είναι αναµίξιµη µε την παραφίνη.  

Αφυδάτωση των ιστών µε αλκοόλες 

Τα καλά µονιµοποιηµένα αορτικά παρασκευάσµατα διέρχονται από υδατικά 

διαλύµατα αλκοόλης που εµφανίζουν προοδευτική αύξηση στην 

περιεκτικότητά τους µέχρι και τον απόλυτο βαθµό. Η διαδικασία γίνεται υπό 

συνεχή ανατάραξη για να επιταχύνεται η επεξεργασία αφυδάτωσης. 

Συγκεκριµένα, η κατεργασία του παρασκευάσµατος φαίνεται στον Πίνακα 4. Ο 

όγκος των αφυδατικών υγρών για τα αορτικά παρασκευάσµατα είναι 100mL 

που ικανοποιεί την απαίτηση για 20 έως 50 φορές µεγαλύτερο όγκο από 

αυτόν του παρασκευάσµατος 

  
Πίνακας 4: Η πορεία κατεργασίας των αορτικών δειγµάτων µε αιθανόλη. 

Υγρό 

αφυδάτωσης 

∆ιάρκεια 

(min) 

Συνολική διάρκεια 

(h) 

Αιθανόλη 70 % 25 

2,5 

Αιθανόλη 80 % 25 

Αιθανόλη 90 % 25 

Αιθανόλη 100 % 30 

Αιθανόλη 100 % 45 
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∆ιαφανοποίηση των ιστών µε ξυλόλη 

Αφού τα παρασκευάσµατα αφυδατωθούν κατεργάζονται µε ξυλόλη η οποία 

είναι αναµίξιµη µε την παραφίνη. Η κατεργασία συνίσταται σε δύο αλλαγές 

ξυλόλης διάρκειας 30min η κάθε µία. Η ξυλόλη έχει την ικανότητα να αυξάνει 

το δείκτη διάθλασης των ιστών καθιστώντας τους σχετικά διαφανείς. 

Εµπότιση των ιστών µε λειωµένη παραφίνη 

Αφού τα παρασκευάσµατα διαφανοποιηθούν κατεργάζονται µε λειωµένη 

παραφίνη στο σηµείο τήξης της (περίπου 55oC), προκειµένου ο ιστός να 

εµποτιστεί µε παραφίνη. Η κατεργασία περιλαµβάνει δύο αλλαγές σε 

λειωµένη παραφίνη διάρκειας 1h η κάθε µία.  

Σκήνωµα του δείγµατος µε παραφίνη  

Το δείγµα προσανατολίζεται σε ειδικά καλούπια και σκεπάζεται µε λειωµένη 

παραφίνη. Ακολουθεί αµέσως στερεοποίηση της λειωµένης παραφίνης σε 

χαµηλές θερµοκρασίες οδηγώντας στο σχηµατισµό κύβων (blocks) στερεάς 

παραφίνης που φέρουν στο µέσο τους εγκλωβισµένο το δείγµα. Ακολούθως 

λαµβάνονται τοµές πάχους 3 έως 5µm στο µικροτόµο. 

Προετοιµασία ιστολογικών τοµών για χρώση. 

Οι ιστολογικές τοµές, µετά τη λήψη τους απλώνονται στην επιφάνεια 

υδατόλουτρου θερµοκρασίας περίπου 45oC, µικρότερης του σηµείου τήξης 

της παραφίνης, και καθώς επιπλέουν αποσπώνται µε αντικειµενοφόρες 

πλάκες  και κατεργάζονται στους 60oC οπότε επέρχεται µόνιµη προσκόλληση 

στην αντικειµενοφόρο πλάκα. Η αντικειµενοφόρος πλάκα µε τις τοµές του 

ιστού και σε θερµοκρασία 40oC βυθίζεται σε ξυλόλη δύο φορές και επί 2min 

κάθε φορά ώστε να διαλυθεί η παραφίνη (αποπαραφίνοποίηση). Στη συνέχεια 

η αντικειµενοφόρος πλάκα βυθίζεται δύο φορές σε ισοπροπανόλη επί 1min 

κάθε φορά προκειµένου να αποµακρυνθεί η ξυλόλη. Ακολούθως 

πραγµατοποιείται ενυδάτωση µε διαδοχικά λουτρά αλκοόλης 80%, 50% και 

τέλος νερό επί 1min κάθε φορά. Μετά τη διαδικασία αυτή, τα 

παρασκευάσµατα είναι έτοιµα για χρώση.  

 

4.23 Χρώση µε αιµατοξυλίνη-ηωσίνη  

Αντιδραστήρια 

� Αιµατοξυλίνη (κατά Ehrlich):  

∆ιάλυµα Α: ∆ιαλύονται 2g αιµατοξυλίνης σε 100 mL απόλυτης αιθανόλης.  
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∆ιάλυµα Β: ∆ιαλύονται 20g θειικού καλιοαργιλίου σε 100mL απεσταγµένο 

νερό και προστίθενται 100mL γλυκερίνης. 

Αφού επιτευχθεί πλήρης διαλυτοποίηση τα διαλύµατα Α και Β 

αναµιγνύονται και προστίθενται 10mL οξικό οξύ. Το διάλυµα αφήνεται να 

ωριµάσει για χρονικό διάστηµα 2 µηνών. Το διάλυµα αποκτά κόκκονο 

σκούρο χρώµα, διαρκεί για πολλά χρόνια και βάφει τους πυρήνες των 

κυττάρων µωβ.    

� Ηωσίνη: 

∆ιαλύεται 1g ηωσίνης Υ σε 1000mL αιθανόλης 70% και προστίθενται 5mL 

οξικού οξέος. Μετά τη διαλυτοποίηση προστίθενται 1000mL αιθανόλης 

70% και 2-3 σταγόνες οξικού οξέος. Το διάλυµα διαρκεί για πολλά χρόνια 

και βάφει το κυτταρόπλασµα ροζ. 

 

Αναλυτική πορεία βαφής 

Τα παρασκευάσµατα αφήνονται για 5 έως 15min σε αιµατοξυλίνη. Στη 

συνέχεια ξεπλένονται επί 2-3min µε νερό βρύσης ελαφρά αλκαλικό µε σόδα 

(Νa2CO3). Ακολουθεί βαφή σε ηωσίνη επί 5 έως 10min κατά τη διάρκεια της 

οποίας γίνεται παρατήρηση του αντικειµένου και συνεχίζεται η χρώση έως 

επιτεύξεως του επιθυµητού αποτελέσµατος. Αν είναι περισσότερο 

χρωµατισµένο από ότι πρέπει βυθίζεται για λίγο σε αιθανόλη και συνεχίζεται η 

χρώση έως ότου ληφθεί ικανοποιητική εικόνα. 

 

4.24 Μικροσκοπική µορφοµετρική ανάλυση των χρωµατισµένων 

ιστολογικών τοµών  

Η διάταξη ανάλυσης εικόνα περιλαµβάνει µικροσκόπιο Zeiss Axiblab (Carl 

Zeiss, Jena GmbH, Jena, Germany) µε προσαρµοσµένη CCD βιντεοκάµερα 

(Sony corporation, Tokyo Japan) και συνδεδεµένο H/Y Pentium III, 

εφοδιασµένο µε το ειδικό πρόγραµµα Sigma Scan pro (Science, GmbH, 

Erkarth Germany) για την επεξεργασία και ανάλυση τάσης µικροσκοπικής 

εικόνας.  

Η επεξεργασία των ιστολογικών τοµών έγινε υπό µεγέθυνση x100 και 

τυπώθηκαν φωτογραφίες στον προσαρµοσµένο ειδικό εκτυπωτή (video 

printer UP 23009, Sony). 
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Η µέτρηση τόσο του πάχους όσο και της έκτασης των αθηρωµατικών πλακών 

που είχαν σχηµατιστεί στα αγγεία και εµφανίστηκαν στις µικροφωτογραφίες 

ως αφρώδη κύτταρα, µετρήθηκαν µε τη χρήση του λογισµικού προγράµµατος 

Image J v.1.41 (National Institutes of Health, USA). 

 

4.25 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής ικανότητας των δειγµάτων µε 

τη µέθοδο του DPPH  

Αντιδραστήρια-Όργανα 

• Αιθανόλη   

• Πρότυπο αιθανολικό διάλυµα DPPH (2,2-διφαινυλο-1-

πικρυλοδραζόλη) συγκέντρωσης 0,4mg/mL. 

• Κυψελίδες από χαλαζία των 3mL και οπτικής διαδροµής 1cm 

• Φιάλη Αζώτου 

• Υδρόλουτρο 

• Φωτόµετρο Helios 

 

Αρχή της µεθόδου 

Σε αυτή τη µέθοδο η έγχρωµη (µοβ) ελεύθερη ρίζα του DPPH ανάγεται από τα 

υπάρχοντα στο προς µέτρηση δείγµα αντιοξειδωτικά ή αναγωγικά µόρια στην 

αντίστοιχη υδραζίνη, η οποία είναι χρώµατος κίτρινου αχνού. Η ικανότητα 

δέσµευσης των ελευθέρων ριζών µετράται σε οργανικό διαλύτη (αιθανόλη) µε 

τη µείωση της απορρόφησης του µετρούµενου δείγµατος στα 516nm, όταν 

σταθεροποιηθεί το χρώµα του [487]. 

 

Αναλυτική πορεία 

Το δείγµα των λιποειδών τοποθετείται µέσα στην κυψελίδα και εξατµίζεται 

µέχρι ξηρού σε ρεύµα αζώτου. Στη συνέχεια προστίθενται κατάλληλη 

ποσότητα αιθανόλης και του αιθανολικού διαλύµατος του DPPH έτσι ώστε ο 

τελικός όγκος στην κυψελίδα να είναι 800µL. Στη συνέχεια τα δείγµατα 

θερµοστατούνται σε υδρόλουτρο θερµοκρασίας 37οC για 30min ώστε να 

ολοκληρωθεί η αντίδραση. Τα δείγµατα στη συνέχεια φωτοµετρούνται στα 

516nm και τα αποτελέσµατα εκφράζονται σε EC50, δηλαδή την ποσότητα 

εκείνη του υπό εξέταση δείγµατος η οποία χρειάζεται για να µειωθεί η αρχική 
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ποσότητα του DPPH στο µισό.  Η ποσότητα του DPPH που θα προστεθεί στο 

δείγµα υπολογίζεται από καµπύλη βαθµονόµησης η οποία κατασκευάζεται 

πριν τη µέτρηση µε διάφορες ποσότητες αιθανολικού διαλύµατος DPPH 

συγκέντρωσης 0,4mg/mL, ώστε να βρεθεί η ποσότητα εκείνη που η 

απορρόφηση είναι ίση µε 1. 

 

4.26 Προσδιορισµός των κυτταροκινών στα βιολογικά δείγµατα των 

κουνελιών 

Αντιδραστήρια – όργανα 

USCN Elisa kit για TNF-α, IL-1β και CRP κουνελιού που περιλαµβάνει: 

Πλακίδια 96 θέσεων προεπιστρωµένα µε ειδικό αντίσωµα για τη µετρούµενη 

κυτταροκίνη κουνελιού (ξεχωριστά πλακίδια για κάθε µία από τις TNF-α, IL-1β 

και CRP) 

Αντιδραστήριο ανίχνευσης Α (Detection Reagent A):  Το οποίο περιέχει 

αντίσωµα έναντι της εκάστοτε µετρούµενης κυτταροκίνης προσδεδεµένο µε 

βιοτίνη. Το διάλυµα αποθήκευσης αραιώνεται 1/100 µε διάλυµα αραίωσης Α 

(εργασίας) ώστε να παρασκευαστεί το αντιδραστήριο Α εργασίας.   

Αντιδραστήριο ανίχνευσης Β (Detection Reagent Β):  Το οποίο περιέχει 

Αβιδίνη προσδεδεµένη µε υπεροξειδάση από A. rusticana. Το διάλυµα 

αποθήκευσης αραιώνεται 1/100 µε διάλυµα αραίωσης Β (εργασίας) ώστε να 

παρασκευαστεί το αντιδραστήριο Β εργασίας. 

Πρότυπα κυτταροκινών κουνελιού µάζας 1000pg για τον TNF-α, 2000pg για 

την IL-1β και 10ng για την CRP. 

∆ιαλύµατα αραίωσης Α και Β, τα οποία αραιώνονται σε αναλογία 1/1 ώστε να 

παραληφθούν τα αντίστοιχα διαλύµατα εργασίας τα οποία χρησιµοποιούνται 

για τη διάλυση των αντιδραστηρίων ανίχνευσης. 

∆ιάλυµα αραίωσης προτύπων, ειδικά για το κάθε πρότυπο κυτταροκίνης 

∆ιάλυµα έκπλυσης (αποθήκευσης). Από το οποίο παρασκευάζεται το διάλυµα 

έκπλυσης (εργασίας) µε προσθήκη 20mL του διαλύµατος αποθήκευσης σε 

580mL απεσταγµένου νερού. 

∆ιάλυµα 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (ΤΜΒ) 

∆ιάλυµα τερµατισµού, το οποίο περιέχει θεϊκό οξύ 
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Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (PBS): ∆ιαλύονται 0.9076g Na2HPO4.2H2O, 

0.2408g NaH2PO4.2H2O, 9g NaCl σε απεσταγµένο νερό, ρυθµίζεται το pH στο 

7.4 και συµπληρώνεται ο όγκος στο 1l σε ογκοµετρική φιάλη. Ακολουθεί 

αποστείρωση για 20 λεπτά στους 110
ο

C.  

∆οκιµαστικοί σωλήνες των 10ml 

Φιαλίδια eppendorf 

Κυκλοαναδευτήρας (vortex) 

Φωτόµετρο Elisa reader 

Αρχή της µεθόδου 

Τα βιολογικά δείγµατα τοποθετούνται στις προεπιστρωµένες θέσεις του 

πλακιδίου όπου δεσµεύεται η περιεχόµενη σε αυτά κυτταροκίνη πάνω στο 

αντίσωµα. Στη συνέχεια το αντιδραστήριο ανίχνευσης Α δεσµεύεται πάνω στα 

αντισώµατα τα οποία έχουν δεσµευτεί µε την προς µέτρηση κυτταροκίνη. Το 

αντιδραστήριο ανίχνευσης Β συµπλέκεται µε τα µόρια βιοτίνης του 

αντιδραστηρίου Α. Στη συνέχεια προστίθεται το χρωµοφόρο TMB το οποίο 

αποδίδει µπλε χρώµα στα δείγµατα που περιέχουν δεσµευµένη υπεροξειδάση 

από A. Rusticana. Στη συνέχεια η προσθήκη H2SO4 στις θέσεις του 

πλακιδίου, σταµατάει την αντίδραση και αποδίδει ένα τελικό κίτρινο 

χρωµατισµό, η ένταση του οποίου φωτοµετράται στα 450±10nm. Η 

συγκέντρωση της ουσίας στο δείγµα προσδιορίζεται µε βάση την πρότυπη 

καµπύλη αναφοράς.  

 

Αναλυτική πορεία 

Συλλογή δειγµάτων. 

Για την ανάλυση µπορούν να χρησιµοποιηθούν ορός, πλάσµα ή άλλο 

βιολογικό υγρό. Ο ορός και το πλάσµα παραλαµβάνονται µε τη µεθοδολογία 

που περιγράφεται παραπάνω στο κεφάλαιο. Για τα οµογενοποιήµατα ιστών 

χρειάζεται ένα επιπλέον βήµα φυγοκέντρησης για 20min στα 1000×g ώστε να 

αποµακρυνθούν τα σωµατίδια και παραλαµβάνεται το υπερκείµενο. 

Για τη µέτρηση της CRP τα δείγµατα ορού αραιώθηκαν σε αναλογία 1/500 

σύµφωνα µε τις υποδείξεις του κατασκευαστή. Η αραίωση έγινε µε διάλυµα 

PBS σε δύο βήµατα, πρώτα το δείγµα αραιώθηκε στο 1/10 (20µL δείγµατος 
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σε 180µL PBS) και στη συνέχεια αυτό το διάλυµα αραιώθηκε ξανά στο 1/50 

(10µL σε 490µL PBS). 

Για τα δείγµατα ιστών πραγµατοποιήθηκαν δοκιµαστικές µετρήσεις µε 

διαφορετικές περιεκτικότητες πρωτεΐνης ώστε να επιβεβαιωθεί και να 

βελτιστοποιηθεί η απόκριση του kit στα προς µέτρηση δείγµατα ιστών. Έτσι 

υπολογίστηκε ότι η βέλτιστη συγκέντρωση µέτρησης των πρωτεϊνών ήταν τα 

19µg πρωτείνης/100µL και όλες οι αραιώσεις έγιναν µε το ρυθµιστικό διάλυµα 

PBS. 

 

Πρότυπα 

Για την παρασκευή των προτύπων καµπυλών στα φιαλίδια που περιέχουν τα 

εκάστοτε πρότυπα των κυτταροκινών προστίθεται 1mL στο καθένα από το 

ειδικό διάλυµα αραίωσης του κάθε προτύπου. Στη συνέχεια γίνονται 

διαδοχικές αραιώσεις του αρχικού αυτού διαλύµατος λαµβάνοντας 500µL του 

αρχικού διαλύµατος, τα οποία προστίθενται σε σωληνάκι που περιέχει 500µL 

του αντίστοιχου διαλύµατος αραίωσης, πετυχαίνοντας έτσι αραίωση 1/1. Οι 

αναδεύσεις γίνονται ήπια µε την πιπέτα για να αποφευχθεί ο σχηµατισµός 

φυσαλίδων. Με τη µέθοδο αυτή οι συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν για 

τον TNF-α σε pg/mL ήταν: 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,2 και 15,6. Οι ίδιες 

συγκεντρώσεις χρησιµοποιήθηκαν και για την IL-1β καθώς σαν µέγιστο 

πρότυπο δεν χρησιµοποιήθηκε η 2000pg/mL αλλά η 1/1 αραίωσή της. Για την 

CRP η καµπύλη σε ng/mL ήταν: 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,312 και 0,156.   

∆ιαδικασία ανάλυσης 

Στα πηγαδάκια τοποθετούνται 100µL από τα πρότυπα εις διπλούν από το 

µεγαλύτερο στο µικρότερο ενώ σε κάθε πλακίδιο τοποθετήθηκαν και τυφλά 

που ήταν το διάλυµα αραίωσης των προτύπων. Στη συνέχεια τοποθετήθηκαν 

100µL από τα βιολογικά δείγµατα (ορός και οµογενοποιήµατα ιστών). Τα 

δείγµατα καλύπτονται µε ειδικές µεµβράνες και αφήνονται να επωαστούν για 

2h στους 37oC. 

Μετά την πρώτη αυτή επώαση τα πλακίδια αναστρέφονται σε χαρτί και 

αποµακρύνεται το βιολογικό δείγµα. Στη συνέχεια και χωρίς έκπλυση 

προστίθεται 100µL από το κατάλληλο διάλυµα ανίχνευσης Α (εργασίας) για 

κάθε κυτταροκίνη.  
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Τα πλακίδια καλύπτονται και αφήνονται για επώαση στους 37oC για 1h, ενώ 

στη συνέχεια τα πλακίδια αναστρέφονται σε χαρτί και ξεπλένονται µε 200µL 

διαλύµατος έκπλυσης (εργασίας) για 4 φορές ανά πηγαδάκι.  

Αφού εκπλυθούν και στεγνώσουν καλά στα πηγαδάκια προστίθενται 100µL 

από το διάλυµα ανίχνευσης Β (εργασίας) και αφήνονται να επωαστούν 

καλυµµένα στους 37oC για 0,5h, µετά το πέρας των οποίων τα πλακίδια 

αναστρέφονται σε χαρτί και ξεπλένονται µε 200µL διαλύµατος έκπλυσης 

(εργασίας) για 6 φορές ανά πηγαδάκι. 

Αφού στεγνώσουν τα πηγαδάκια προστίθενται 90µL του χρωµοφόρου 

διαλύµατος ΤΜΒ και επωάζονται στους 37οC για 15-25min και όχι πάνω από 

30min, ενώ παρατηρείται συνεχώς το χρώµα τους εν συγκρίσει µε αυτό των 

προτύπων της καµπύλης ώστε να µη το ξεπεράσουν. Με το πέρας της 

αντίδρασης προστίθεται άµεσα το διάλυµα τερµατισµού το οποίο µετατρέπει 

το χρώµα από µπλε-ιώδες σε κίτρινο, και τα δείγµατα µετρώνται άµεσα στα 

450±10nm. Τα αποτελέσµατα για τον ορό εκφράζονται σε pg/mL για την IL-1β 

και τον TNF-α και ng/mL για την CRP, ενώ για τα δείγµατα ιστών εκφράζονται 

σε pg/µg πρωτεΐνης και ng/µg πρωτεΐνης αντίστοιχα. 

 

4.27 Προσδιορισµός σακχάρων στα λιποειδή  

Αντιδραστήρια-Όργανα 

• Πυκνό θειικό οξύ 

• ∆ιάλυµα φαινόλης 5% 

• Πρότυπο διάλυµα Γλυκόζης 

• Φωτόµετρο Helios 

• Υδρόλουτρο 

• Φιάλη Αζώτου 

 

Αρχή της µεθόδου 

Οι εξόζες σχηµατίζουν µε την επίδραση πυκνού θειικού οξέος ω-

οξυµεθυλοφουρφουρόλη, η οποία δίνει έγχρωµη ένωση που απορροφά στα 

490nm, µε φαινόλη. Η προσθήκη του πυκνού θειικού οξέος έχει παράλληλα 

ως αποτέλεσµα την υδρόλυση τυχόν παραγώγων των εξοζών. Με τη µέθοδο 
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αυτή προσδιορίζονται και οι πεντόζες, οι οποίες σχηµατίζουν 

µεθυλοφουρφουράλη [488]. 

 

Αναλυτική πορεία 

Το δείγµα, που πρέπει να περιέχει 20-150µg σακχάρων, φέρεται σε ψηλό 

δοκιµαστικό σωλήνα και ο διαλύτης εξατµίζεται σε ρεύµα αζώτου. Στη 

συνέχεια προστίθενται 1mL διαλύµατος φαινόλης και 2,5mL διαλύµατος 

πυκνού θειικού οξέος. Μετά από 15min παραµονή σε θερµοκρασία δωµατίου, 

τα δείγµατα φωτοµετρούνται στα 490nm.  

Παράλληλα εκτελείται και τυφλός προσδιορισµός για εύρεση πρότυπης 

καµπύλης αναφοράς µε δείγµατα που περιέχουν 10-520µg γλυκόζης. Τα 

αποτελέσµατα εκφράζονται σε µg γλυκόζης/mg δείγµατος.  

 

4.28 Προσδιορισµός φαινολικών στα λιποειδή  

Αντιδραστήρια-Όργανα 

• Αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu: ∆ιαλύονται 10g βολφραµικού νατρίου 

και 2,5g µολυβδαινικού νατρίου σε 70mL νερού. Στη συνέχεια 

προστίθενται 5mL φωσφορικού οξέος 85% και 10mL πυκνού 

υδροχλωρικού οξέος. Το µείγµα αφήνεται σε επαναρροή για 10h. 

Έπειτα, προστίθενται 16g θειικού λιθίου, 5mL νερού και µια σταγόνα 

βρωµίου και ακολουθεί επαναρροή επί 15min. Αφήνεται να επανέλθει 

σε θερµοκρασία δωµατίου και φέρεται σε όγκο 100mL µε προσθήκη 

νερού. Στο διάλυµα σχηµατίζονται εξασθενή σύµπλοκα των 

φωσφοµολυβδαινικού/ φωσφοβολφραµικού οξέος µε τις ακόλουθες 

µορφές σχηµατίζονται στο διάλυµα: 

• 3H2O.P2O5.13WO3.5MOO3.10H2O 

• 3H2O.P2O5.14WO3.4MOO3.10H2O 

• Πρότυπο διάλυµα Γαλλικού οξέος 

• ∆ιάλυµα Na2CO3 35% w/v 

• Φωτόµετρο Helios 

• Υδρόλουτρο 

• Φιάλη Αζώτου 
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Αρχή της µεθόδου 

Παρουσία του αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteu, οι φαινόλες οξειδώνονται προς 

τις αντίστοιχες κινόνες και τα προαναφερθέντα οξέα φωσφοµολυβδαινικού/ 

φωσφοβολφραµικού  ανάγονται µερικώς από την κατάσταση σθένους +6 σε 

ένα µείγµα ενώσεων µε σθένη +6 και +5, που έχει ως αποτέλεσµα την 

παραγωγή συµπλόκου µπλε χρώµατος, το οποίο και φωτοµετρείται στα 

725nm [489]. 

 

Αναλυτική πορεία 

Το δείγµα των λιποειδών εξατµίζεται µέχρι ξηρού σε ρεύµα αζώτου. Στη 

συνέχεια προστίθενται διαδοχικά: 3,5mL νερό και 0,1mL αντιδραστηρίου 

Folin-Ciocalteu. Αναδεύονται ισχυρά και µετά από παραµονή 3min, 

προστίθενται 0,4mL Na2CO3 35% και το µείγµα, αφού αναδευτεί ξανά ισχυρά, 

αφήνεται προς αντίδραση για µια ώρα και έπειτα φωτοµετρείται στα 725nm. 

Παράλληλα εκτελείται και τυφλός προσδιορισµός καθώς και προσδιορισµός 

σε πρότυπα διαλύµατα γαλλικού οξέος από 1 έως 60µg, οπότε και 

κατασκευάζεται πρότυπη καµπύλη αναφοράς, από την οποία υπολογίζεται η 

περιεκτικότητα σε φαινόλες στο προς ανάλυση δείγµα, η οποία εκφράζεται σε 

µg γαλλικού οξέος/mg δείγµατος.   

 

4.29  Προσδιορισµός ο-διφαινολικών συστατικών στα λιποειδή  

Αντιδραστήρια-Όργανα 

• Απόλυτη Αιθανόλη 

• Πρότυπο διάλυµα Καφεϊκού οξέος 

• ∆ιάλυµα Μολυβδαινικού Νατρίου 5% w/v σε αιθανόλη 50% 

• Φωτόµετρο Helios 

• Φιάλη Αζώτου 

• Υδρόλουτρο 

 

Αρχή της µεθόδου 

Παρουσία του µολυβδαινικού νατρίου, οι φαινόλες οξειδώνονται προς τις 

αντίστοιχες κινόνες και τα φωσφοµολυβδαινικά/φωσφοβολφραµικά οξέα 

ανάγονται µερικώς από την κατάσταση σθένους +6 σε ένα µείγµα ενώσεων µε 



Βιοµόρια από απόβλητα ελαιουργίας: Μελέτη δοµής και in vitro και in vivo δράσεις αυτών 

 

117 
Γεώργιος Μ. Σταµατάκης 

σθένη +6 και +5, που έχει ως αποτέλεσµα την παραγωγή συµπλόκου µπλε 

χρώµατος, το οποίο και φωτοµετρείται στα 725nm. 

Η διαφορά του από το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu είναι η απουσία οξέος, 

το οποίο υδρολύει τις πολυφαινόλες ώστε να προσδιοριστούν ποσοτικά [490, 

491]. 

 

Αναλυτική πορεία 

Το δείγµα των λιποειδών εξατµίζεται µέχρι ξηρού σε ρεύµα αζώτου. Στη 

συνέχεια προστίθενται 3,6mL αιθανόλης 50% και ακολουθεί ισχυρή ανάδευση 

ώστε να αναδιαλυθούν τα λιποειδή, τα οποία έχουν κολλήσει στο σωληνάκι. 

Στη συνέχεια προσθέτουµε 400µL του διαλύµατος Μολυβδαινικού Νατρίου 

5w/v σε αιθανόλη 50%. Αναδεύονται ισχυρά και µετά από παραµονή 15 min, 

ώστε να ολοκληρωθεί η αντίδραση και στη συνέχεια τα δείγµατα 

φωτοµετρούνται στα 370nm.  

Παράλληλα εκτελείται και τυφλός προσδιορισµός καθώς και προσδιορισµός 

σε πρότυπα διαλύµατα γαλλικού οξέος από 10 έως 200µg, οπότε και 

κατασκευάζεται πρότυπη καµπύλη αναφοράς, από την οποία υπολογίζεται η 

περιεκτικότητα σε φαινόλες στο προς ανάλυση δείγµα, η οποία εκφράζεται σε 

µg Καφεϊκού οξέος /mg δείγµατος.  

 

4.30 Προσδιορισµός των διαφόρων βιοφαινολικών συστατικών στα 

λιποειδή  

Αντιδραστήρια-Όργανα 

• Αιθανόλη 95% η οποία περιέχει 0,1% Υδροχλωρικό Οξύ  

• ∆ιάλυµα Υδροχλωρικού οξέος 2%  

• Πρότυπο διάλυµα Γαλλικού οξέος 

• Πρότυπο διάλυµα Καφεϊκού οξέος 

• Πρότυπο διάλυµα Κουερσετίνης 

• Φωτόµετρο Helios 

• Φιάλη Αζώτου 

• Υδρόλουτρο 
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Αρχή της µεθόδου 

Το δείγµα υδρολύεται µε περίσσεια υδροχλωρικού οξέος και στη συνέχεια οι 

διάφορες φαινολικές οµάδες προσδιορίζονται φασµατοφωτοµετρικά σε 

διάφορα µήκη κύµατος [490, 492]. 

Αναλυτική πορεία 

Το δείγµα των λιποειδών εξατµίζεται µέχρι ξηρού σε ρεύµα αζώτου. Στη 

συνέχεια προστίθενται 400µL αιθανόλης 95% και οξινισµένη µέχρι 

περιεκτικότητας 0,1% µε υδροχλωρικό οξύ ακολουθεί ισχυρή ανάδευση ώστε 

να αναδιαλυθούν τα λιποειδή, τα οποία έχουν κολλήσει στο σωληνάκι. Στη 

συνέχεια προσθέτουµε 3,6mL του διαλύµατος Υδροχλωρικού οξέος 2%. 

Αναδεύονται ισχυρά ώστε να υδρολυθούν τα φαινολικά συστατικά. Στη 

συνέχεια φωτοµετρούνται τα δείγµατα ως εξής: 

α) Στα 280nm για να προσδιοριστούν τα ολικά βιοφαινολικά συστατικά. 

β) Στα 320nm για να προσδιοριστούν τα παράγωγα του υδροξυκιναµικού 

οξέως. 

γ) Στα 360nm για να προσδιοριστούν τα φλαβονοειδή. 

Παράλληλα εκτελούνται και τυφλοί προσδιορισµοί καθώς και προσδιορισµοί 

προτύπων διαλυµάτων φαινολικών ενώσεων ως εξής: 

α) Για να προσδιοριστούν τα ολικά βιοφαινολικά συστατικά 

χρησιµοποιήθηκε πρότυπο διάλυµα Γαλλικού οξέος. 

β) Για να προσδιοριστούν τα παράγωγα του υδροξυκιναµικού οξέος 

χρησιµοποιήθηκε πρότυπο διάλυµα Καφεϊκού οξέος. 

γ) Για να προσδιοριστούν τα φλαβονοειδή χρησιµοποιήθηκε πρότυπο 

διάλυµα Κουερσετίνης. 

Τα πρότυπα διαλύµατα φωτοµετρήθηκαν στα ίδια µήκη κύµατος µε τα 

αντίστοιχα δείγµατα και κατασκευάστηκαν πρότυπες καµπύλες αναφοράς 

µέσω των οποίων προσδιορίστηκε η περιεκτικότητα των διαφόρων 

βιοφαινολικών συστατικών στα προς ανάλυση δείγµατα, η οποία εκφράζεται 

σε µg των χρησιµοποιούµενων ενώσεων/mg δείγµατος.  

 

4.31 Στατιστική ανάλυση  

Για τη στατιστική ανάλυση των δειγµάτων µεταξύ των οµάδων των 

πειραµατοζώων εφαρµόστηκε το στατιστικό κριτήριο Kruskal-Wallis Test για 

µη παραµετρικές ανεξάρτητες µεταβλητές. Για τη στατιστική µελέτη των 
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διαφορών για την ίδια οµάδα σε διαφορετικές χρονικές στιγµές 

χρησιµοποιήθηκε το κριτήριο Wilcoxon signed rank test. Οι διαφορές 

θεωρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές για p<0.05. Η επιλογή των µη 

παραµετρικών δοκιµών επιλέχτηκε λόγο του µικρού αριθµού δειγµάτων στις 

οµάδες ανεξάρτητα από το εάν η δοκιµές κανονικότητας έδειξαν κανονικές 

κατανοµές. Η ανάλυση των δεδοµένων έγινε µε τη χρήση του στατιστικού 

λογισµικού πακέτου ΙΒΜ SPSS Statistics.20.0.0 (ΙΒΜ Inc., Chicago, IL, USA). 
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5. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Το λυοφιλοποιηµένο πολικό εκχύλισµα των ΥΑΕ που περιγράφηκε στις 

µεθόδους διαλύεται σε διάλυµα µεθανόλης 70% το οποίο έχει βρεθεί ότι 

διαθέτει την καλύτερη εκχυλιστική ικανότητα. Οι χηµικοί προσδιορισµοί 

έδειξαν µεγάλη περιεκτικότητα σε φαινολικά συστατικά και σάκχαρα, όπως 

ήταν αναµενόµενο και από τη βιβλιογραφία. Για το λόγο αυτό οι αναλύσεις 

επικεντρώθηκαν στη µέτρηση φαινολικών συστατικών και των γλυκοζιτών 

τους. Τα αποτελέσµατα των χηµικών προσδιορισµών παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 5, στον οποίο η συγκέντρωση του δείγµατος εκφράζεται όπως 

περιγράφεται στο κεφάλαιο των µεθόδων.  

 

Πίνακας 5: Αποτελέσµατα χηµικών αναλύσεων σε λυοφιλοποιηµένα ΥΑΕ 
 Φαινολικά 

συστατικά 

(Folin-

Ciocalteu) 

ο-

διφαινόλες 

Ολικές 

βιοφαινόλες 

Παράγωγα 

υδροξυκινα

µικού οξέος 

Φλαβονοειδή Σάκχαρα 

Συγκέντρωση 

(µg ουσίας/mg 

δείγµατος) 

73,2 ± 6,9 38,7 ± 1,9 153,8 ± 

47,5 

17,8 ± 1,0 15,9 ± 1,0 219,6 ± 

16,9 

 

Η µεγάλη περιεκτικότητα του εκχυλίσµατος σε φαινολικά συστατικά ήταν το 

κίνητρο για περαιτέρω µελέτη της πιθανής δράσης του ως αντιοξειδωτικό σε 

in vitro και ex vivo πρωτόκολλα µέτρησης αντιοξειδωτικής ικανότητας. 

Επιλέχθηκε η δοκιµασία της έγχρωµης ρίζας DPPH και η οξείδωση 

πλάσµατος, καθώς είναι ευρέως χρησιµοποιούµενες δοκιµασίες.  

Η αναστολή της ρίζας DPPH από τα ΥΑΕ παρουσιάζεται στο Σχήµα 1. Ο 

υπολογισµός του IC 50 έγινε στο ευθύγραµµο κοµµάτι της καµπύλης καθώς η 

αναστολή φτάνει σε ένα µέγιστο όπως φαίνεται και στο σχήµα σε αρκετά 

µικρές συγκεντρώσεις. Υπολογίστηκε το IC50= 118,3 ±2,3 µg δείγµατος.  
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Σχήµα 1: Ποσοστιαία αναστολή της ρίζας DPPH 
 

Η οξείδωση πλάσµατος επιλέχθηκε ως ένα καλό µοντέλο για τη µέτρηση 

αντιοξειδωτικής ικανότητας δειγµάτων καθώς προσοµοιάζει φυσιολογικές 

συνθήκες στον οργανισµό. Τα αποτελέσµατα από την επίδραση διαφόρων 

συγκεντρώσεων ΥΑΕ στο λανθάνοντα χρόνο της αντίδρασης παρουσιάζονται 

στο Σχήµα 2.  

 
Σχήµα 2: Ανασταλτική δράση των ΥΑΕ στην οξείδωση πλάσµατος από ιόντα χαλκού 
 

Από τις καµπύλες αυτές υπολογίστηκε ο χρόνος λανθάνουσας φάσης για 

κάθε συγκέντρωση και τα αποτελέσµατα παρατίθενται στο Σχήµα 3. Υπάρχει 

θετική γραµµική συσχέτιση µεταξύ της αύξησης της περιεκτικότητας σε ΥΑΕ 

και του χρόνου της λανθάνουσας φάσης 
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Σχήµα 3: ∆οσοεξαρτώµενη ανασταλτική δράση των ΥΑΕ στην οξείδωση πλάσµατος 
από ιόντα χαλκού 

 

5.1 Βιολογική δοκιµασία των ΥΑΕ σε πλυµένα αιµοπετάλια κουνελιού 

Τα πολικά λιποειδή από τα ΥΑΕ δοκιµάστηκαν στη συνέχεια σε πλυµένα 

αιµοπετάλια κουνελιού. Τα πολικά λιποειδή των ΥΑΕ σε συγκέντρωση 

8mg/mL προκάλεσαν µικρής έντασης αντιστρεπτή συσσώρευση 

αιµοπεταλίων ύψους 1,2cm η οποία είναι το ισοδύναµο τελικής συγκέντρωσης 

PAF ίσης µε 2,8x10-11M. Η ποσότητα αυτή προκάλεσε απευαισθητοποίηση 

των αιµοπεταλίων ως προς τον PAF σε τελική συγκέντρωση 2,8x10-11M 

υποδεικνύοντας ότι το πολικό εκχύλισµα των ΥΑΕ ανταγωνίζεται τον PAF 

δεσµεύοντας τον υποδοχέα αυτού. Η παρατήρηση ότι τα βιολογικώς δραστικά 

µόρια που περιέχονται στα ΥΑΕ προσδένονται στον PAFR ενισχύονται από 

το γεγονός ότι η δράση τους αναστέλλεται κατά 100% από τον ειδικό 

αναστολέα του υποδοχέα, το µόριο BN52021. Σε µεγαλύτερη ποσότητα ίση µε 

16mg/mL τα ΚΠΛ προκάλεσαν µικρής έντασης συσσώρευση αιµοπεταλίων 

ύψους 3,5cm, που είναι το ισοδύναµο τελικής συγκέντρωσης PAF ίσης µε 

7,5x10-11M ενώ τα 24mg/mL προκάλεσαν µικρότερου ύψους συσσώρευση 

ύψους µόλις 0,5cm φανερώνοντας ότι η απόκριση του PAFR στα ΥΑΕ 

ακολουθεί τη µορφή κώδωνα, δηλαδή σε µικρές και µεγάλες ποσότητες 

παρατηρείται µικρότερης έντασης συσσώρευση από αυτή των ενδιάµεσων 

ποσοτήτων. 

y = 1856,3x + 3467,7
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5.2 Ανάλυση των ΥΑΕ µε HPLC 

Τα λιποειδή στη συνέχεια διαχωρίστηκαν διαδοχικά µε τη χρήση HPLC τόσο 

κανονικής όσο και ανάστροφης φάσης. Η βιολογική δοκιµασία σε πλυµένα 

αιµοπετάλια κουνελιού έδειξε ότι τα βιολογικώς δραστικά λιποειδή εκλούονται 

στον ίδιο χρόνο µε τα βιολογικώς δραστικά λιποειδή του ελαιολάδου και του 

ελαιοπυρήνα όταν χρησιµοποιηθεί χρωµατογραφία κανονικής φάσης. Στην 

Εικόνα 6 που ακολουθεί παρουσιάζεται ένα χαρακτηριστικό χρωµατογράφηµα 

από την ανάλυση 1,2436g λυοφυλοποιηµένων ΥΑΕ σε 100 διαδοχικές ενέσεις 

στη στήλη µε προσδεδεµένες αµινοµάδες. Τα κλάσµατα συλλέχθηκαν όπως 

φαίνεται στο χρωµατογράφηµα ενώ ονοµάζονται τα τρία δραστικότερα εξ’ 

αυτών.  

 
Εικόνα 6: Ενδεικτικό χρωµατογράφηµα από την ανάλυση των ΥΑΕ σε στήλη πυριτικού 
οξέως µε προσδεδεµένες αµινοµάδες. 
Οι γραµµές δείχνουν τα κλάσµα που ενώθηκαν για να δοκιµαστούν σε πλυµένα 
αιµοπετάλια κουνελιών. Τα BC3, BC4, BC5, είναι τα τρία δραστικότερα εξ’ αυτών. 
 

Στον Πίνακα 6 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της βιολογικής δοκιµασίας των 

τριών δραστικότερων κλασµάτων εκφρασµένα σε µίκρο-ισοδύναµα PAF ανά 

γραµµάριο λυοφυλοποιηµένων ΥΑΕ (µeq PAF /g). 

 
Πίνακας 6: Βιολογική δραστικότητα των 3 δραστικότερων κλασµάτων από την 
χρωµατογραφία κανονικής φάσης των ΥΑΕ. 

Κλάσµα eq PAF /g 
BC 3 1,22E-11± 9,45E-12 
BC 4 7,72E-12± 4,72E-13 
BC 5 5,22E-10± 1,55E-11 
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Στη συνέχεια τα τρία αυτά κλάσµατα ενώθηκαν και διαχωρίστηκαν µε 

χρωµατογραφία ανάστροφης φάσης. Ένα ενδεικτικό χρωµατογράφηµα αυτής 

της ανάλυσης παρουσιάζεται στην Εικόνα 7. 

 
Εικόνα 7: Ενδεικτικό χρωµατογράφηµα ανάστροφης φάσης του κλάσµατος που 
συλλέχθηκε από τη στήλη κανονικής φάσης. 
Στην Εικόνα 7.Β παρουσιάζεται ολόκληρο το χρωµατογράφηµα, ενώ στην 7.Α 
εµφανίζεται το τµήµα του χρωµατογραφήµατος από 57-94min µεγεθυµένο. 
Με κόκκινο βέλος σηµειώνεται το δραστικότερο από τα κλάσµατα που συλλέχθηκαν. 
 

Τα αποτελέσµατα της βιολογικής δοκιµασίας των κλασµάτων σε πλυµένα 

αιµοπετάλια κουνελιού έδειξαν ότι το δραστικότερο των κλασµάτων ήταν το 

κλάσµα που συλλέχθηκε από τα 73,2-75min το οποίο σηµειώνεται µε κόκκινο 

βέλος στην Εικόνα 7 µε τελική συγκέντρωση 5,59×10-9 ± 3,25×10-12 eqPAF/g 

ΥΑΕ. 

 

5.3 Φασµατοµετρία µάζας  

Το κλάσµα στη συνέχεια αναλύθηκε και µε φασµατογραφία µάζας τόσο σε 

αρνητικό όσο και σε θετικό φάσµα. Η ανάλυση των ολικών φασµάτων MS 

αλλά και των MS/MS των κυριοτέρων m/z έδειξαν ότι το µοριακό βάρος του 

A

B
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µορίου ήταν 706. Η δοµή του µορίου και η ανάλυση των θραυσµάτων 

παρουσιάζεται στις Εικόνα 8 και 10 για το θετικό και αρνητικό φάσµα 

αντίστοιχα, ενώ στις Εικόνα 9 και Εικόνα 11 παρουσιάζονται κάποια 

χαρακτηριστικά φάσµατα µάζας από τις αντίστοιχες πολικότητες. Για την 

ανάλυση των θραυσµάτων µαζί µε το m/z, δίνεται σε παρένθεση και ο αριθµός 

των κρούσεων του ιόντος.  

 

5.3.1 Ανάλυση θετικού φάσµατος 

Το µοριακό θραύσµα µε m/z=708+ (9,2Ε+6) αντιστοιχεί σε δοµή γλυκερινικού 

γλυκολιποειδούς µε οξικό οξύ εστεροποιηµένο στην sn-2 θέση, όπως φαίνεται 

στο σχήµα 45 (Α). Η δοµή πιστοποιείται από διαδοχικές θραυσµατοποιήσεις 

των παραγώγων µορίων. Το 708+ δίνει µε απώλεια της ακραίας οµάδας 

µανιτόλης δύο θετικά θραύσµατα, το m/z=544+ (1,2Ε+7) το οποίο είναι το 

υπόλοιπο µόριο µετά την απώλεια της µανιτόλης (Β), και το m/z=187+ 

(1,9Ε+8) το οποίο αντιστοιχεί στο µετά νατρίου ιόν της µανιτόλης (Γ). Η 

εναλλακτική θραυσµατοποίηση του µορίου και µε την απώλεια ενός µορίου 

νερού δίνει το m/z=525+ (1,3 Ε+7) (∆). Το θραύσµα αυτό µε τη σειρά του δίνει 

το m/z=361+ (1,4 Ε+7), το οποίο αντιστοιχεί στο µόριο µετά την απώλεια ενός 

µορίου γλυκόζης (Ε). Η αποµάκρυνση της ακραίας µανιτόλης και ενός µορίου 

γλυκόζης από το αρχικό µόριο δίνει το θραύσµα m/z= 327+ (1,5 E+7) (Ζ). Η 

απώλεια του οξικού από την sn-2 θέση δίνει το θραύσµα m/z= 665+ (1,7 E+7) 

(Η), το οποίο µε τη σειρά του θραυσµατοποιείται και δίνει το m/z= 345+ (1,5 

E+8) (Θ). Επιπλέον η απώλεια των δύο λιπαρών οξέων από το αρχικό µόριο 

δίνει το θραύσµα m/z= 597+ (1,1 E+7) (Ι), το οποίο µε τη σειρά του δίνει τα 

θραύσµατα m/z= 269+ (1,8 E+8) (Κ) και 187+ (1,9 Ε+8) (Γ), ενώ το 269+ 

παράγει και αυτό µε τη σειρά του το 187+ (1,9 Ε+8) (Γ) και το m/z=105+ (7,1 

E+7) (Λ).  
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Εικόνα 8: Ανάλυση των δοµών από τα παρατηρούµενα θετικά θραύσµατα του µορίου. 
 (Α): Το µοριακό θραύσµα µε m/z=708+ αντιστοιχεί σε δοµή γλυκερινικού γλυκολιποειδούς µε οξικό οξύ εστεροποιηµένο στην sn-2 θέση, (Β): m/z=544+,  το µόριο 
ύστερα από την αποµάκρυνση της ακραίας µαννιτόλης, (Γ): m/z=187+ το µετά νατρίου ιόν της µανιτόλης, (∆): m/z=525+, απώλεια µανιτόλης και ενός µορίου 
νερού, (Ζ): m/z= 327+, αποµάκρυνση της ακραίας µανιτόλης και ενός µορίου γλυκόζης, (Η): m/z= 665+  απώλεια του οξικού από την sn-2 θέση, (Θ): m/z= 345+, 
θραυσµατοποίηση του ιόντος (Η), (Ι): m/z= 597+, η απώλεια των 2 λιπαρών οξέων από το µόριο, (Κ): m/z= 269+, περαιτέρω θραυσµατοποίηση του ιόντος (Ι),  (Λ): 
m/z=105+, περαιτέρω θραυσµατοποίηση του ιόντος (Κ). 
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Εικόνα 9: Φάσµατα µάζας θετικών ιόντων του µορίου. 
 (Α): Ολικό θετικό φάσµα µάζας, (Β):  MS/MS φάσµα του θραύσµατος µε m/z=525+, (Γ): MS/MS φάσµα του θραύσµατος µε m/z=269+, (∆): MS/MS φάσµα του 
θραύσµατος µε m/z=708+. 

 +EMS: Exp 1, 15 MCA scans from Sample 1 (Sample) o f 15-12-11 Sample6.wiff (Turbo Spray) Max. 1,9e8 cps.
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5.3.2 Ανάλυση αρνητικού φάσµατος 

Το µοριακό ιόν είναι το m/z= 706- (5,0 E+5) (Α), το οποίο µε την απώλεια της 

µανιτόλης και ενός µορίου νερού δίνει το θραύσµα m/z=545- (2,0 E+6) το 

οποίο περιέχει ιόν χλωρίου (Β). Το θραύσµα 545- µε τη σειρά του δίνει το 

θραύσµα m/z=381- (1,6 E+7) (Γ), το οποίο επίσης είναι χλωριωµένο αλλά και 

το κύριο παράγωγο του που είναι το θραύσµα m/z=217- (2,0 Ε+8) και 

αντιστοιχεί στο ακετυλο-γλυκερινικό κοµµάτι του µορίου (∆). Η δοµή του 

m/z=217- (2,0 Ε+8) (∆) πιστοποιείται από πάρα πολλά θραύσµατα, 

συγκεκριµένα το MS/MS του δίνει το m/z=175- (6,0 Ε+7) (Ε) και το m/z=157- 

(2,4 Ε+7) (Ζ) τα οποία προκύπτουν ύστερα από αποµάκρυνση του οξικού 

ιόντος από την sn-2 θέση, ενώ ταυτόχρονα εµφανίζεται και το ιόν του οξικού 

µε m/z=59- (6,0 Ε+6) (Η). Επιπλέον από το 217- παράγονται το m/z=133- 

(8,0 Ε+6) (Θ) το οποίο προκύπτει από την αποµάκρυνση καρβονυλικού 

ιόντος από την sn-1 θέση. Η αποµάκρυνση της ακραίας µανιτόλης δίνει το 

θραύσµα m/z=181- (4,0 Ε+6) (Ι), η οποία στη συνέχεια µε την αφαίρεση ενός 

µορίου νερού δίνει το θραύσµα m/z=163- (6,0 Ε+6) (Κ). Η ταυτόχρονη 

αποµάκρυνση της µανιτόλης και της προσδεµένης σε αυτή γλυκόζη γίνεται µε 

δύο διαφορετικές εναλλακτικές πορείες. Η πρώτη δίνει το θραύσµα m/z=342- 

(5,0 Ε+6) (Λ), το οποίο στη συνέχεια δίνει το θραύσµα m/z=177- (1,0 Ε+7) 

(Μ). Η δοµή του θραύσµατος µε m/z=177- µπορεί να έχει δύο διαφορετικές 

δοµές όπως παρουσιάζονται στο σχήµα (Μ1, Μ2). Το υπόλοιπο µόριο µε 

αφαίρεση δύο µορίων νερού δίνει τα θραύσµατα m/z=311- που αντιστοιχεί 

στην αποµάκρυνση της µανιτόλης, µιας γλυκόζης και ενός µορίου νερού (Ν), 

και το m/z=359- (5,0 Ε+6) (Ξ). Το m/z=359- δίνει το χαρακτηριστικό θραύσµα 

m/z=217- (2,0 Ε+8) (∆). Η δοµή του m/z=175- µπορεί να αντιστοιχεί και σε µια 

διαφορετική δοµή όπως αυτή που παρουσιάζεται στο (Ο) και το οποίο 

δικαιολογεί τη δοµή του καθώς από την MS/MS θραυσµατοποίηση του 

παράγονται τα ιόντα m/z=133- (Π) και το m/z=59- του οξικού ιόντος (Η). 
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Εικόνα 10: Ανάλυση των δοµών από τα παρατηρούµενα αρνητικά θραύσµατα του µορίου. 
(Α): Το µοριακό θραύσµα µε m/z=706- αντιστοιχεί σε δοµή γλυκερινικού γλυκολιποειδούς µε οξικό οξύ εστεροποιηµένο στην sn-2 θέση, (Β): m/z=545-, 
χλωριωµένο ιόν ύστερα από απώλεια µανιτόλης και ενός µορίου νερού, (Γ): m/z=381-, περαιτέρω θραυσµατοποίηση του ιόντος (Β), (∆): m/z=217-, το κυριότερο 
παραγόµενο ιόν που αντιστοιχεί στο ακετυλο-γλυκερινικό κοµµάτι του µορίου, (Ε): m/z=175- και (Ζ): m/z=157-, παράγωγα του (∆) ύστερα από αποµάκρυνση του 
οξικού ιόντος (Η) από την sn-2 θέση, (Θ) m/z=133-, παράγωγο του (∆) ύστερα από αποµάκρυνση καρβονυλικού ιόντος από την sn-1 θέση, (Ι): m/z=181-, η ακραία 
µανιτόλη, (Κ): m/z=163-, παράγωγο της µανιτόλης ύστερα από αφαίρεση ενός µορίου νερού, (Λ): m/z=342-, ταυτόχρονη αποµάκρυνση µανιτόλης και γλυκόζης, 
(Μ): m/z=177-, παράγωγο του (Λ) µε δύο πιθανές δοµές τη Μ1 και Μ2, (Ν): m/z=311- , εναλλακτική θραυσµατοποίηση µε αποµάκρυνση µανιτόλης, µιας γλυκόζης 
και ενός µορίου νερό, (Ξ): m/z=359-, το υπόλοιπο µόριο ύστερα από αφαίρεση του (Ν) και ενός µορίου νερού, (Ο): m/z=175-, εναλλακτική δοµή του ιόντος, η 
οποία παράγει το (Π): m/z=133- και το ιόν οξικού οξέος (Η): m/z=59 
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Εικόνα 11: Φάσµατα µάζας αρνητικών ιόντων του µορίου. 
(Α): Ολικό αρνητικό φάσµα µάζας, (Β):  MS/MS φάσµα του θραύσµατος µε m/z=217-, (Γ): MS/MS φάσµα του θραύσµατος µε m/z=176-, (∆): MS/MS φάσµα του 
θραύσµατος µε m/z=646-. 

 -EMS: Exp 1, 13 MCA scans from Sample 2 (Sample) o f 15-12-11 Sample6.wiff (Turbo Spray) Max. 2,0e8 cps.
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5.4 Εισαγωγή των ΥΑΕ σε γιαούρτια 

Το λυοφιλοποιηµένο πολικό εκχύλισµα των ΥΑΕ στη συνέχεια δόθηκε στη 

γαλακτοβιοµηχανία ΜΕΒΓΑΛ Α.Ε. η οποία παρασκεύασε γιαούρτια τα οποία 

περιείχαν 0,5g του εκχυλίσµατος ανά κεσέ γιαουρτιού των 120g. Η επιλογή 

της τελικής περιεκτικότητας των γιαουρτιών σε ΥΑΕ έγινε λαµβάνοντας υπόψη 

τα προηγούµενα πειραµατικά δεδοµένα σε συνδυασµό µε τα αντίστοιχα 

πειραµατικά αποτελέσµατα από το ελαιόλαδο, ελαιοπυρήνα αλλά και ΥΑΕ 

από προηγούµενες έρευνες του εργαστηρίου µας. Για τον υπολογισµό σαν 

κυριότερο κριτήριο θεωρήθηκε η βιολογική δραστικότητα των δειγµάτων στα 

πλυµένα αιµοπετάλια κουνελιού και εν συνεχεία η περιεκτικότητα σε 

φαινολικά/αντιοξειδωτικά µόρια. Ύστερα από συνεννόηση µε την εταιρεία 

επιλέχθηκε τα ΥΑΕ να προστεθούν σε γιαούρτια περιεκτικότητας 2% σε 

λιπαρά ώστε να παρασκευαστεί ένα προϊόν το οποίο θα αποκρίνεται σε ένα 

ευρύ κοινό, στο οποίο θα αναδεικνύεται και η γεύση που προσδίδουν τα ΥΑΕ. 

Η προσθήκη των ΥΑΕ έγινε πριν τη γαλακτική ζύµωση για τη παραγωγή του 

γιαουρτιού ώστε να µελετηθεί η επίδραση των µικροοργανισµών στη δοµή και 

τη βιολογική δραστικότητα των ΥΑΕ.  

Τα γιαούρτια αναλύθηκαν και αυτά µε τη σειρά τους µε HPLC για να 

επιβεβαιωθεί η µεταφορά της βιολογικής δραστικότητας του αρχικού 

εκχυλίσµατος στο τελικό προϊόν, το εµπλουτισµένο γιαούρτι. Για την εκχύλιση 

των λιποειδών χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος για την εκχύλιση των πολικών 

λιποειδών από τα ΥΑΕ, όπως περιγράφεται στις µεθόδους, µε µικρή 

τροποποίηση. Για τα γιαούρτια θεωρήθηκε ότι αποτελούνταν από νερό κατά 

75% και έγινε η κατάλληλη προσθήκη νερού και αιθανόλης έως αναλογίας 

60/40. Τα επόµενα βήµατα της εκχύλισης παρέµειναν ίδια.  

Το εκχύλισµα των πολικών λιποειδών από τα γιαούρτια αλλά και τα κλάσµατά 

τους από την HPLC δοκιµάστηκαν σε πλυµένα αιµοπετάλια κουνελιού, όπου 

αποδείχθηκε ότι δεν µεταβλήθηκε η βιολογική δραστικότητα των µορίων ενώ 

και αυτά µε τη σειρά τους όταν αναλύθηκαν µε HPLC, εκλούστηκαν στον ίδιο 

χρόνο µε τα αρχικά µόρια.   
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5.5 Κινητική µελέτη των µεταβολικών ενζύµων του PAF 

Για τη πραγµατοποίηση των ενζυµικών προσδιορισµών των µεταβολικών 

ενζύµων του PAF έγινε αρχικά µελέτη της δραστικότητάς τους σε διάφορες 

συγκεντρώσεις πρωτεϊνικού παρασκευάσµατος και για διαφορετικούς 

χρόνους αντίδρασης. Οι αναλύσεις πραγµατοποιήθηκαν για όλα τα έµµορφα 

συστατικά του αίµατος αλλά και για τα οµογενοποιήµατα των ιστών που 

µελετήθηκαν και συγκεκριµένα για το ήπαρ, τα νεφρά και τη σπλήνα. Τα 

αποτελέσµατα αυτών των προσδιορισµών παρατίθενται αναλυτικά στη 

συνέχεια. 

5.5.1 Αιµοπετάλια 

Στα ακόλουθα γραφήµατα παρατίθενται οι δραστικότητες  και ειδικές 

δραστικότητες των µεταβολικών ενζύµων του PAF, συναρτήσει του ολικού 

πρωτεϊνικού οµογενοποιήµατος των κυττάρων που προστέθηκε σε τελικό 

όγκο αντίδρασης 200µL. Οι διαφορετικές σειρές δεδοµένων αναφέρονται σε 

διαφορετικούς χρόνους ενζυµικής αντίδρασης εκφρασµένες σε min.  
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Σχήµα 4: ∆ιαγραµµατική αναπαράσταση των δραστικοτήτων και ειδικών 
δραστικοτήτων για τα µεταβολικά ένζυµα του PAF στα αιµοπετάλια. 
(Α) δραστικότητα και (Β) ειδική δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH, (Γ) 
δραστικότητα και (∆) ειδική δραστικότητα της lyso-PAF AT, (E) δραστικότητα και (Ζ) 
ειδική δραστικότητα της PAF-CPT των αιµοπεταλίων σε συνάρτηση µε το ολικό 
κυτταρικό οµογενοποίηµα που χρησιµοποιήθηκε εκφρασµένο σε µg Πρωτεΐνης σε 
τελικό όγκο αντίδρασης 200µL. Οι διαφορετικές σειρές δεδοµένων αναφέρονται στους 
ενζυµικούς χρόνους αντίδρασης. 
 
Από τα παραπάνω γραφήµατα οι βέλτιστες συνθήκες ενζυµικής αντίδρασης 

που επιλέχθηκαν ήταν οι ακόλουθες, όπως παρουσιάζονται στον Πίνακα 7. 

Πίνακας 7: Συνθήκες ενζυµικής αντίδρασης για τα µεταβολικά ένζυµα του PAF στα 
αιµοπετάλια 
Μεταβολικό ένζυµο PAF 
στα αιµοπετάλια 

µg ολικής πρωτεΐνης σε 
τελικό όγκο αντίδρασης 
200µL  

Χρόνος (min) 

PAF-AH 20 15 

lyso-PAF AT 25 5 

PAF-CPT 25 10 
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5.5.2 Λευκά αιµοσφαίρια 

Στα ακόλουθα γραφήµατα παρατίθενται οι δραστικότητες  και ειδικές 

δραστικότητες των µεταβολικών ενζύµων του PAF, συναρτήσει του ολικού 

πρωτεϊνικού οµογενοποιήµατος των κυττάρων που προστέθηκε σε τελικό 

όγκο αντίδρασης 200µL. Οι διαφορετικές σειρές δεδοµένων αναφέρονται σε 

διαφορετικούς χρόνους ενζυµικής αντίδρασης εκφρασµένες σε min.  

 
Σχήµα 5: ∆ιαγραµµατική αναπαράσταση των δραστικοτήτων και ειδικών 
δραστικοτήτων για τα µεταβολικά ένζυµα του PAF στα λευκά αιµοσφαίρια. 
(Α) δραστικότητα και (Β) ειδική δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH, (Γ) 
δραστικότητα και (∆) ειδική δραστικότητα της lyso-PAF AT, (E) δραστικότητα και (Ζ) 
ειδική δραστικότητα της PAF-CPT των λευκών αιµοσφαιρίων σε συνάρτηση µε το 
ολικό κυτταρικό οµογενοποίηµα που χρησιµοποιήθηκε εκφρασµένο σε µg πρωτεΐνης 
σε τελικό όγκο αντίδρασης 200µL. Οι διαφορετικές σειρές δεδοµένων αναφέρονται 
στους ενζυµικούς χρόνους αντίδρασης. 
 
Από τα παραπάνω γραφήµατα οι βέλτιστες συνθήκες ενζυµικής αντίδρασης 

που επιλέχθηκαν ήταν οι ακόλουθες, όπως παρουσιάζονται στον Πίνακα 8. 
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Πίνακας 8: Συνθήκες ενζυµικής αντίδρασης για τα µεταβολικά ένζυµα του PAF στα 
λευκά αιµοσφαίρια. 
Μεταβολικό ένζυµο PAF στα 
λευκά αιµοσφαίρια 

µg ολικής πρωτεΐνης σε 
τελικό όγκο αντίδρασης 
200µL  

Χρόνος (min) 

PAF-AH 100 15 

lyso-PAF AT 50 15 

PAF-CPT 50 10 

 

5.5.3 Ερυθρά αιµοσφαίρια 

Στο Σχήµα 6 παρατίθενται οι δραστικότητες και οι ειδικές δραστικότητες των 

µεταβολικών ενζύµων του PAF, συναρτήσει του ολικού πρωτεϊνικού 

οµογενοποιήµατος των κυττάρων που προστέθηκε σε όγκο αντίδρασης 200µL.  

 
Σχήµα 6: ∆ιαγραµµατική αναπαράσταση των δραστικοτήτων και ειδικών 
δραστικοτήτων για τα µεταβολικά ένζυµα του PAF στα ερυθρά αιµοσφαίρια. 
(Α) δραστικότητα και (Β) ειδική δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH, (Γ) 
δραστικότητα και (∆) ειδική δραστικότητα της lyso-PAF AT, (E) δραστικότητα και (Ζ) 
ειδική δραστικότητα της PAF-CPT των ερυθρών αιµοσφαιρίων σε συνάρτηση µε το 
ολικό κυτταρικό οµογενοποίηµα που χρησιµοποιήθηκε εκφρασµένο σε µg πρωτεΐνης 
σε τελικό όγκο αντίδρασης 200µL. Οι διαφορετικές σειρές δεδοµένων αναφέρονται 
στους ενζυµικούς χρόνους αντίδρασης. 
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Οι διαφορετικές σειρές δεδοµένων αναφέρονται σε διαφορετικούς χρόνους 

ενζυµικής αντίδρασης εκφρασµένες σε min. Από τα παραπάνω γραφήµατα οι 

βέλτιστες συνθήκες ενζυµικής αντίδρασης που επιλέχθηκαν για τα ερυθρά 

αιµοσφαίρια παρουσιάζονται στον Πίνακα 9. 

 

Πίνακας 9: Συνθήκες ενζυµικής αντίδρασης για τα µεταβολικά ένζυµα του PAF στα 
ερυθρά αιµοσφαίρια. 
Μεταβολικό ένζυµο PAF στα 
ερυθρά αιµοσφαίρια 

µg ολικής πρωτεΐνης σε 
τελικό όγκο αντίδρασης 
200µL  

Χρόνος (min) 

PAF-AH 300 45 

lyso-PAF AT 350 20 

PAF-CPT 350 20 

 

5.5.4 Ηπατικά κύτταρα  

Στα ακόλουθα γραφήµατα παρατίθενται οι δραστικότητες και οι ειδικές 

δραστικότητες των µεταβολικών ενζύµων του PAF, συναρτήσει του ολικού 

πρωτεϊνικού οµογενοποιήµατος των ιστών που προστέθηκε σε τελικό όγκο 

αντίδρασης 200µL. Οι διαφορετικές σειρές δεδοµένων αναφέρονται σε 

διαφορετικούς χρόνους ενζυµικής αντίδρασης εκφρασµένες σε min.  
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Σχήµα 7: ∆ιαγραµµατική αναπαράσταση των δραστικοτήτων και ειδικών 
δραστικοτήτων για τα µεταβολικά ένζυµα του PAF στα ηπατικά κύτταρα 
(Α) δραστικότητας και (Β) ειδική δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH, (Γ) 
δραστικότητας και (∆) ειδική δραστικότητας της lyso-PAF AT, (E) δραστικότητα και (Ζ) 
ειδική δραστικότητα της PAF-CPT των ηπατικών κυττάρων σε συνάρτηση µε το ολικό 
κυτταρικό οµογενοποίηµα που χρησιµοποιήθηκε εκφρασµένο σε µg πρωτεΐνης σε 
τελικό όγκο αντίδρασης 200µL. Οι διαφορετικές σειρές δεδοµένων αναφέρονται στους 
ενζυµικούς χρόνους αντίδρασης. 
 

Από τα παραπάνω γραφήµατα οι βέλτιστες συνθήκες ενζυµικής αντίδρασης 

που επιλέχθηκαν για τα ηπατικά κύτταρα ήταν οι ακόλουθες όπως 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 10. 

 

Πίνακας 10: Συνθήκες ενζυµικής αντίδρασης για τα µεταβολικά ένζυµα του PAF στα 
ηπατικά κύτταρα. 
Μεταβολικό ένζυµο PAF στα 
ηπατικά κύτταρα 

µg ολικής πρωτεΐνης σε 
τελικό όγκο αντίδρασης 
200µL  

Χρόνος (min) 

PAF-AH 50 20 
lyso-PAF AT 5 5 
PAF-CPT 30 10 
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5.5.5 Νεφρικά κύτταρα  

Στα ακόλουθα γραφήµατα παρατίθενται οι δραστικότητες και οι ειδικές 

δραστικότητες των µεταβολικών ενζύµων του PAF, συναρτήσει του ολικού 

πρωτεϊνικού οµογενοποιήµατος των  νεφρικών κυττάρων που προστέθηκε σε 

τελικό όγκο αντίδρασης 200µL. Οι διαφορετικές σειρές δεδοµένων 

αναφέρονται σε διαφορετικούς χρόνους ενζυµικής αντίδρασης εκφρασµένες 

σε min.  

 
Σχήµα 8: ∆ιαγραµµατική αναπαράσταση των δραστικοτήτων και ειδικών 
δραστικοτήτων για τα µεταβολικά ένζυµα του PAF στα νεφρικά κύτταρα. 
(Α) δραστικότητας και (Β) ειδική δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH, (Γ) 
δραστικότητας και (∆) ειδική δραστικότητας της lyso-PAF AT, (E) δραστικότητα και (Ζ) 
ειδική δραστικότητα της PAF-CPT των νεφρικών κυττάρων σε συνάρτηση µε το ολικό 
κυτταρικό οµογενοποίηµα που χρησιµοποιήθηκε εκφρασµένο σε µg πρωτεΐνης σε 
τελικό όγκο αντίδρασης 200µL. Οι διαφορετικές σειρές δεδοµένων αναφέρονται στους 
ενζυµικούς χρόνους αντίδρασης. 
 

Από τα παραπάνω γραφήµατα οι βέλτιστες συνθήκες ενζυµικής αντίδρασης 

που επιλέχθηκαν για τα νεφρικά κύτταρα ήταν οι ακόλουθες όπως 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 11. 
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Πίνακας 11: Συνθήκες ενζυµικής αντίδρασης για τα µεταβολικά ένζυµα του PAF στα 
νεφρικά κύτταρα. 
Μεταβολικό ένζυµο PAF στα 
νεφρικά κύτταρα 

µg ολικής πρωτεΐνης σε 
τελικό όγκο αντίδρασης 
200µL  

Χρόνος (min) 

PAF-AH 50 20 

lyso-PAF AT 5 5 

PAF-CPT 20 20 

 

5.5.6 Κύτταρα σπλήνας 

Στα ακόλουθα γραφήµατα παρατίθενται οι δραστικότητες και οι ειδικές 

δραστικότητες των µεταβολικών ενζύµων του PAF, συναρτήσει του ολικού 

πρωτεϊνικού οµογενοποιήµατος των  κυττάρων σπλήνας που προστέθηκε σε 

τελικό όγκο αντίδρασης 200µL. Οι διαφορετικές σειρές δεδοµένων 

αναφέρονται σε διαφορετικούς χρόνους ενζυµικής αντίδρασης εκφρασµένες 

σε min.  

 
Σχήµα 9: ∆ιαγραµµατική αναπαράσταση των δραστικοτήτων και ειδικών 
δραστικοτήτων για τα µεταβολικά ένζυµα του PAF στα κύτταρα σπλήνας. 
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(Α) δραστικότητας και (Β) ειδική δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH, (Γ) 
δραστικότητας και (∆) ειδική δραστικότητας της lyso-PAF AT, (E) δραστικότητα και (Ζ) 
ειδική δραστικότητα της PAF-CPT των κυττάρων σπλήνας σε συνάρτηση µε το ολικό 
κυτταρικό οµογενοποίηµα που χρησιµοποιήθηκε εκφρασµένο σε µg πρωτεΐνης σε 
τελικό όγκο αντίδρασης 200µL. Οι διαφορετικές σειρές δεδοµένων αναφέρονται στους 
ενζυµικούς χρόνους αντίδρασης. 
 

Από τα παραπάνω γραφήµατα οι βέλτιστες συνθήκες ενζυµικής αντίδρασης 

που επιλέχθηκαν για τα κύτταρα σπλήνας ήταν οι ακόλουθες όπως 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 12. 

 

Πίνακας 12: Συνθήκες ενζυµικής αντίδρασης για τα µεταβολικά ένζυµα του PAF στα 
κύτταρα σπλήνας. 
Μεταβολικό ένζυµο PAF στα 
κύτταρα σπλήνας 

µg ολικής πρωτεΐνης σε 
τελικό όγκο αντίδρασης 
200µL  

Χρόνος (min) 

PAF-AH 50 20 

lyso-PAF AT 5 5 

PAF-CPT 20 20 

 

Το επόµενο στάδιο της µελέτης ήταν να δοκιµαστούν τα γιαούρτια σε ένα 

καθιερωµένο µοντέλο µελέτης της αθηρωµατικής νόσου in vivo σε κουνέλια 

Νέας Ζηλανδίας. 

Τα πειραµατόζωα που χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη παρελήφθησαν από 

πιστοποιηµένο εκτροφέα και ελέγχτηκαν από κτηνίατρο πριν την παραλαβή 

τους για τυχόν λοιµώξεις και βρέθηκαν όλα υγιή. Τα πειραµατόζωα 

εγκλιµατίστηκαν για µια εβδοµάδα πριν την έναρξη της παρέµβασης,  στους 

χώρους πειραµατόζωων του  εργαστηρίου Πειραµατικής Χειρουργικής και 

Χειρουργικής Ερεύνης "Ν.Σ. Χρηστέας" της Ιατρικής Σχολής του Εθνικού και 

Καποδιστριακού Πανεπιστηµίου Αθηνών. Ο εγκλιµατισµός κρίνεται αναγκαίος 

για 2 κυρίως λόγους, πρώτον για να µην επηρεαστούν οι αρχικές µετρήσεις 

από κατάσταση στρες λόγο αλλαγής περιβάλλοντος των πειραµατόζωων, 

αλλά κυρίως να δοθεί χρόνος ώστε να εκδηλωθούν τυχόν υποβόσκουσες 

ασθένειες των πειραµατόζωων, οι οποίες µπορεί να επηρεάσουν ολόκληρη  

την έκβαση της παρέµβασης. Μετά τη περίοδο εγκλιµατισµού τα 

πειραµατόζωα χωρίστηκαν σε οµάδες, όπως παρουσιάζονται στο κεφάλαιο 

των µεθόδων. 
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5.6 Αναστολή αθηρωµατικών πλακών 

Η κατανάλωση τροφής των πειραµατόζωων παρουσιάζεται στο Σχήµα 10. 

Από τα αποτελέσµατα είναι φανερό ότι τα πειραµατόζωα δεν εµφάνισαν 

πρόβληµα στη πρόσληψη τροφής αλλά αντίθετα φαίνεται ότι την προτιµούσαν 

σε σχέση µε την απλή Α∆.  

 
Σχήµα 10: Η ηµερήσια κατανάλωση τροφής από τα πειραµατόζωα που ανήκαν στις  
οµάδες αναστολής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε γραµµάρια. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: Α∆+ 
γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Β 
(p<0,05), §: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Γ (p<0,05). 
 

Τα πειραµατόζωα όλων των οµάδων αναπτύχθηκαν κανονικά καθώς 

αυξήθηκε το σωµατικό βάρος τους, ανεξάρτητα των διαφορετικών µειγµάτων 

τροφής, ενώ τα πειραµατόζωα της Οµάδας Γ εµφάνισαν στο τέλος της 

παρέµβασης µεγαλύτερο βάρος από τις άλλες 2 οµάδες. Τα αποτελέσµατα 

παρουσιάζονται διαγραµµατικά στο Σχήµα 11. 
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Σχήµα 11: Το βάρος των πειραµατόζωων που ανήκαν στις  οµάδες αναστολής των 
αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε γραµµάρια. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: Α∆+ 
γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Β 
(p<0,05), §: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Γ (p<0,05), ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 
των 2 διαφορετικών χρονικών στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 

 

5.6.1 Αιµατολογικές αναλύσεις πειραµατόζωων 

Οι βιοχηµικές αναλύσεις αίµατος των πειραµατόζωων παρουσιάζονται στα 

σχήµατα που ακολουθούν. 
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Σχήµα 12: Η γλυκόζη ορού των πειραµατόζωων που ανήκαν στις  οµάδες αναστολής 
των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε mg γλυκόζης/dL ορού. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: 
Α∆+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ των 
2 διαφορετικών χρονικών στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

∆εν παρατηρείται διαφορά µεταξύ των τιµών των δύο οµάδων, πριν και µετά 

τη διατροφική παρέµβαση, όπως φαίνεται στο Σχήµα 12. 
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Σχήµα 13: Η συγκέντρωση τριακυλογλυκερολών ορού των πειραµατόζωων που 
ανήκαν στις  οµάδες αναστολής των αθηρωµατικών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε mg τριακυλογλυκερολών/dL ορού Οµάδα Α: 
Α∆, Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. ‡: Σηµαντική 
διαφορά µεταξύ των 2 διαφορετικών χρονικών στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

 
Σχήµα 14: Η συγκέντρωση ολικής χοληστερόλης των πειραµατόζωων που ανήκαν 
στις  οµάδες αναστολής των αθηρωµατικών πλακών. 
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Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε mg χοληστερόλης/dL ορού Οµάδα Α: Α∆, 
Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. ‡: Σηµαντική διαφορά 
µεταξύ των 2 διαφορετικών χρονικών στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 

 

 
Σχήµα 15: Η συγκέντρωση HDL-χοληστερόλης ορού των πειραµατόζωων που ανήκαν 
στις  οµάδες αναστολής των αθηρωµατικών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε mg HDL-χοληστερόλης/dL ορού Οµάδα Α: Α∆, 
Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. ‡: Σηµαντική διαφορά 
µεταξύ των 2 διαφορετικών χρονικών στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
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Σχήµα 16: Η συγκέντρωση της LDL-χοληστερόλης ορού των πειραµατόζωων που 
ανήκαν στις  οµάδες αναστολής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε mg LDL- χοληστερόλης/dL ορού Οµάδα Α: Α∆, 
Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. ‡: Σηµαντική διαφορά 
µεταξύ των 2 διαφορετικών χρονικών στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Από τα αποτελέσµατα φαίνεται ότι σε όλες τις οµάδες η πρόσληψη της Α∆ 

προκάλεσε δραµατική αύξηση όλων των λιποειδών του αίµατος. Η αύξηση 

στην περίπτωση της χοληστερόλης και των Λιποπρωτεινών ήταν ακόµα και 2 

τάξεις µεγέθους µεγαλύτερη από τα φυσιολογικά επίπεδα. Η προσθήκη 

γιαουρτιού απλού και εµπλουτισµένου µε ΥΑΕ δεν επέδρασαν σε αυτή την 

αύξηση καθώς δεν παρατηρήθηκε καµία διαφορά µεταξύ των οµάδων στο 

τέλος της παρέµβασης. 
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Σχήµα 17: Ειδική δραστικότητα της Lp-PLA2 στο πλάσµα των πειραµατόζωων που 
ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol οξικού/min/µL ορού. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα 
Β: Α∆+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 
των 2 διαφορετικών χρονικών στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η δραστικότητα της Lp-PLA2 αυξήθηκε σηµαντικά και στις 3 οµάδες της 

παρέµβασης, ενώ δεν παρατηρήθηκε σηµαντική διαφορά µεταξύ των οµάδων 

στις 0 και 45 ηµέρες (Σχήµα 17). 
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Σχήµα 18: Η συγκέντρωση του CRP στον ορό των πειραµατόζωων που ανήκαν στις 
οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε ng CRP/mL ορού. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: Α∆+ 
γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ των 2 
διαφορετικών χρονικών στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η συγκέντρωση του CRP στον ορό των πειραµατοζώων εµφανίζει ενδιαφέρον 

καθώς σε όλες τις οµάδες, ανεξαρτήτως διατροφής, εµφανίζεται µια σηµαντική 

µείωση της συγκέντρωσης του, δηλαδή τα πειραµατόζωα φαίνεται να έχουν 

µικρότερη φλεγµονώδη απόκριση (Σχήµα 18). Η παρατήρηση αυτή δεν 

µπορεί να αξιολογηθεί εύκολα και χρειάζεται περαιτέρω πειράµατα αλλά και 

µετρήσεις άλλων δεικτών οι οποίοι θα βοηθήσουν στη κατανόηση του 

φαινοµένου.  
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Σχήµα 19: Η συγκέντρωση της IL-1b στον ορό των πειραµατόζωων που ανήκαν στις 
οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pg IL-b/mL ορού. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: Α∆+ 
γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. #: Στατιστικώς σηµαντική διαφορά από 
Οµάδα Β µε p<0,05, ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ των 2 διαφορετικών χρονικών 
στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η διατροφική παρέµβαση αύξησε σηµαντικά τη συγκέντρωση της IL-1b σε 

όλες της οµάδες πειραµατόζωων. Η συγκέντρωσης της ήταν ιδιαίτερα 

αυξηµένη στις οµάδες Α και Γ και οι οποίες διαφοροποιήθηκαν σηµαντικά από 

την Οµάδα Β η οποία τράφηκε µε γιαούρτι εµπλουτισµένο σε ΥΑΕ (Σχήµα 19). 

 

5.6.2 Αθηρωµατική βλάβη 

Μετά την ευθανασία στα πειραµατόζωα µετρήθηκε το µέγιστο πάχος των 

αθηρωµατικών πλακών αλλά και το µέσο πάχος (βλάβη) των αθηρωµατικών 

πλακών, σύµφωνα µε τη διαδικασία που περιγράφεται στις µεθόδους. Στην 

Εικόνα 12 που ακολουθεί παρουσιάζονται φωτογραφίες από οπτικό 

µικροσκόπιο αθηρωµατικών πλακών από όλες τις οµάδες παρέµβασης. Οι 

φωτογραφίες αντιστοιχούν στις µέσες τιµές των δύο παραµέτρων που 

µετρήθηκαν, δηλαδή το µέγιστο και το µέσο πάχος του αγγείου, από όλα τα 

αγγεία όλων των πειραµατόζωων, ώστε να οπτικοποιηθούν τα αριθµητικά 

αποτελέσµατα που παρουσιάζονται σε ακόλουθα σχήµατα.  
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Εικόνα 12: Χαρακτηριστικές φωτογραφίες αγγείων από οπτικό µικροσκόπιο ύστερα 
από χρώση των πειραµατόζωων που ανήκουν στις οµάδες αναστολής των 
αθηρωµατικών πλακών. 
Α: Φωτογραφία πειραµατόζωου της Οµάδας Α (Α∆), Β: Φωτογραφία πειραµατόζωου 
της Οµάδας Β (Α∆ +γιαούρτι µε ΥΑΕ) και Γ: Φωτογραφία πειραµατόζωου της Οµάδας Γ 
(Α∆+ απλό γιαούρτι). Με τα βέλη σηµειώνεται το µέγιστο πάχος του αγγείου.  
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Σχήµα 20: Το µέγιστο πάχος των αθηρωµατικών πλακών των πειραµατόζωων που 
ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε nm. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Β (p<0,05). 

 
Σχήµα 21: Το µέσο πάχος (βλάβη) των αθηρωµατικών πλακών των πειραµατόζωων 
που ανήκαν στις  οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε nm. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Β (p<0,05). 
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Από τα αποτελέσµατα είναι φανερό ότι οι δύο διαφορετικές µετρήσεις είναι 

συσχετιζόµενες καθώς εµφανίζουν την ίδια σχετική εκτίµηση της βλάβης στα 

αγγεία των πειραµατόζωων (Σχήµα 20 & 21). 

 

5.6.3 Αναλύσεις έµµορφων συστατικών αίµατος 

Οι αιµοληψίες και ο διαχωρισµός των διαφορετικών κυττάρων του αίµατος 

αλλά και η παραλαβή ορού και πλάσµατος έγιναν όπως περιγράφεται στις 

µεθόδους πριν την έναρξη της παρέµβασης και πριν την ευθανασία των 

πειραµατόζωων στο τέλος αυτής. Στα κύτταρα έγινε προσδιορισµός των 

µεταβολικών ενζύµων του PAF. 

5.6.3.1 Λευκά αιµοσφαίρια 

 
Σχήµα 22: Ειδική δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH στα λευκά αιµοσφαίρια 
των πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol οξικού/min/mg. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: 
Α∆+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ των 
δύο διαφορετικών χρονικών στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Στα λευκά αιµοσφαίρια παρατηρείται µια αύξηση της δραστικότητας της 

ενδοκυτταρικής PAF-AH µετά το πέρας της παρέµβασης. Η αύξηση αυτή είχε 

σηµαντική διαφορά από τα βασικά επίπεδα µόνο στην περίπτωση των 

Οµάδων Α και Γ, οι οποίες τράφηκαν µε Α∆ και Α∆+ απλό γιαούρτι αντίστοιχα 

(Σχήµα 22).  
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Σχήµα 23: Ειδική δραστικότητα της lyso-PAF AT στα λευκά αιµοσφαίρια των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: Α∆+ 
γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ των δύο 
διαφορετικών χρονικών στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Τα πειραµατικά αποτελέσµατα από τη δραστικότητα της lyso-PAF AT 

δείχνουν σηµαντική µείωση και στις τρεις διαφορετικές οµάδες, µετά το πέρας 

της παρέµβασης, σε σχέση µε τα βασικά επίπεδα τους στην έναρξη αυτής. 

∆εν υπάρχει διαφορά µεταξύ των τιµών των τριών οµάδων σε καµία από τις 

χρονικές στιγµές (Σχήµα 23). 
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Σχήµα 24: Ειδική δραστικότητα της PAF-CPT στα λευκά αιµοσφαίρια των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: Α∆+ 
γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Β 
(p<0,05), ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ των δύο διαφορετικών χρονικών στιγµών της 
ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η δραστικότητα της PAF-CPT εµφανίζει µεγάλες διακυµάνσεις µεταξύ των 

οµάδων. Μετά το πέρας της παρέµβασης η οµάδα Β (Α∆+ γιαούρτι µε ΥΑΕ) 

εµφανίζει σηµαντική µείωση της ειδικής της δραστικότητας, σε σχέση µε τις 

βασικές τιµές. Αντίθετα οι Οµάδες Α και Γ έχουν αυξηµένες τιµές, οι οποίες 

όµως δεν διαφοροποιούνται στατιστικά από τις βασικές τους τιµές πριν την 

έναρξη της παρέµβασης. Οι τιµές της Οµάδας Β στις 45 ηµέρες είναι  

σηµαντικά µικρότερες από τις αντίστοιχες των οµάδων Α και Γ (Σχήµα 24). 
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5.6.3.2 Αιµοπετάλια 

 
Σχήµα 25: Ειδική δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-ΑΗ στα αιµοπετάλια των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol οξικού/min/mg. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: 
Α∆+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα 
Β (p<0,05), ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ των δύο διαφορετικών χρονικών στιγµών της 
ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Στα αιµοπετάλια η δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH εµφανίζει 

αύξηση και στις τρείς διαφορετικές Οµάδες στις 45 µέρες. Η αύξηση στις 

Οµάδες Α και Γ είναι σηµαντικά µεγαλύτερη από τις αντίστοιχες βασικές τιµές, 

αντίθετα η Οµάδα Β δεν έχει στατιστικώς σηµαντική διαφορά στις 45 ηµέρες 

σε σχέση µε το χρόνο 0. Οι τιµές των οµάδων Α και Γ είναι σηµαντικά 

µεγαλύτερες από αυτές της Οµάδας Β (Σχήµα 25).  
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Σχήµα 26: Ειδική δραστικότητα της lyso-PAF ΑT στα αιµοπετάλια των πειραµατόζωων 
που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF /min/mg. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: 
Α∆+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα 
Β (p<0,05), ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ των δύο διαφορετικών χρονικών στιγµών της 
ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η δραστικότητα της lyso-PAF AT στα αιµοπετάλια, αντίθετα από τα λευκά 

αιµοσφαίρια, εµφανίζει σηµαντική αύξηση και στις τρείς Οµάδες της 

παρέµβασης σε σχέση µε τις βασικές τους τιµές. Οι τιµές των Οµάδων Α και Γ 

στο τέλος της παρέµβασης είναι σηµαντικά αυξηµένες σε σχέση µε τις 

αντίστοιχες της Οµάδας Β (Σχήµα 26). 
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Σχήµα 27: Ειδική δραστικότητα της PAF-CPT στα αιµοπετάλια των πειραµατόζωων 
που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF /min/mg. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: 
Α∆+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα 
Β (p<0,05), §:Σηµαντική  διαφορά από Οµάδα Γ (p<0,05), ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 
των δύο διαφορετικών χρονικών στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η δραστικότητα της PAF-CPT των αιµοπεταλίων στις 45 ηµέρες, αυξήθηκε 

σηµαντικά µόνο στην Οµάδα Α, σε σχέση µε τις βασικές τιµές. Η δραστικότητα 

της PAF-CPT στις 45 ηµέρες ήταν σηµαντικά αυξηµένη σε σχέση µε τις 

αντίστοιχες τιµές των Οµάδων Β και Γ (Σχήµα 27).   
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5.6.3.3 Ερυθρά αιµοσφαίρια 

 
Σχήµα 28: Ειδική δραστικότητα της PAF-ΑΗ στα ερυθρά αιµοσφαίρια των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol οξικού /min/mg. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: 
Α∆+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ των 
δύο διαφορετικών χρονικών στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH στα ερυθρά αιµοσφαίρια των 

πειραµατόζωων είναι σηµαντικά αυξηµένη µόνο στην Οµάδα Α, µετά την 

παρέµβαση σε σχέση µε τις αρχικές τους τιµές. ∆εν υπάρχει διαφοροποίηση 

µεταξύ των οµάδων (Σχήµα 28). 
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Σχήµα 29: Ειδική δραστικότητα της lyso-PAF ΑΤ στα ερυθρά αιµοσφαίρια των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: Α∆+ 
γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ των δύο 
διαφορετικών χρονικών στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Τα πειραµατικά αποτελέσµατα από τη δραστικότητα της lyso-PAF AT των 

ερυθρών αιµοσφαιρίων δείχνουν σηµαντική µείωση στις 45 ηµέρες µόνο στην 

Οµάδα Β, σε σχέση µε τα βασικά επίπεδα τους στην έναρξη αυτής. ∆εν 

υπάρχει διαφορά µεταξύ των τιµών των τριών οµάδων σε καµία από τις 

χρονικές στιγµές (Σχήµα 29). 
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Σχήµα 30: Ειδική δραστικότητα της PAF-CPT στα ερυθρά αιµοσφαίρια των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Α: Α∆, Οµάδα Β: Α∆+ 
γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ των δύο 
διαφορετικών χρονικών στιγµών της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Τα πειραµατικά αποτελέσµατα από τη δραστικότητα της lyso-PAF AT των 

ερυθρών αιµοσφαιρίων δείχνουν σηµαντική µείωση στις 45 ηµέρες µόνο στην 

Οµάδα Β, σε σχέση µε τα βασικά επίπεδα τους στην έναρξη αυτής. ∆εν 

υπάρχει διαφορά µεταξύ των τιµών των τριών οµάδων σε καµία από τις 

χρονικές στιγµές (Σχήµα 30). 
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5.6.3.4 Ηπατικά κύτταρα 

 
Σχήµα 31: Ειδική δραστικότητα της PAF-ΑΗ στα ηπατοκύτταρα των πειραµατόζωων 
που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol οξικού /min/mg. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι 
µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρείται διαφορά στις τιµές της ειδικής δραστικότητας της PAF-AH 

των δύο οµάδων µετά το πέρας της διατροφικής παρέµβασης (Σχήµα 31). 

 
Σχήµα 32: Ειδική δραστικότητα της lyso-PAF ΑT στα ηπατοκύτταρα των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
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Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρείται διαφορά στις τιµές της ειδικής δραστικότητας της lyso PAF-

AT των δύο οµάδων µετά το πέρας της διατροφικής παρέµβασης (Σχήµα 32). 

 
Σχήµα 33: Ειδική δραστικότητα της PAF-CPT στα ηπατοκύτταρα των πειραµατόζωων 
που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Β (p<0,05). 
 

Η δραστικότητα της PAF-CPT στα ηπατοκύτταρα είναι σηµαντικά αυξηµένη 

στην Οµάδα Γ  η οποία τράφηκε µε απλό γιαούρτι  σε σχέση µε την Οµάδα Β 

η οποία τράφηκε µε το γιαούρτι εµπλουτισµένο σε ΥΑΕ (Σχήµα 33).  
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Σχήµα 34: Συγκέντρωση του TNF-a στα ηπατοκύτταρα των πειραµατόζωων που 
ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pg/µg πρωτεΐνης. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρείται διαφορά στη συγκέντρωση του TNF-α στα ηπατοκύτταρα 

των δύο οµάδων µετά το πέρας της διατροφικής παρέµβασης (Σχήµα 34). 

 
Σχήµα 35: Συγκέντρωση του CRP στα ηπατοκύτταρα των πειραµατόζωων που ανήκαν 
στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε ng/µg πρωτεΐνης. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι.  
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∆εν παρατηρείται διαφορά στη συγκέντρωση της CRP στα ηπατοκύτταρα των 

δύο οµάδων µετά το πέρας της διατροφικής παρέµβασης (Σχήµα 35). 

 
Σχήµα 36: Συγκέντρωση της IL-1β στα ηπατοκύτταρα των πειραµατόζωων που ανήκαν 
στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pg/µg πρωτεΐνης. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρείται διαφορά στη συγκέντρωση της IL-β των ηπατοκυττάρων 

µεταξύ των δύο οµάδων µετά το πέρας της διατροφικής παρέµβασης (Σχήµα 

36). 
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5.6.3.5 Νεφρικά κύτταρα 

 
Σχήµα 37: Ειδική δραστικότητα της PAF-ΑΗ στα νεφροκύτταρα των πειραµατόζωων 
που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol οξικού /min/mg. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι 
µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Β (p<0,05). 
 

Η δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AΗ στα νεφρικά κύτταρα της 

Οµάδας Γ που τράφηκε µε απλό γιαούρτι ήταν σηµαντικά αυξηµένη σε σχέση 

µε αυτή της Οµάδας Β που τράφηκε µε γιαούρτι εµπλουτισµένο σε ΥΑΕ 

(Σχήµα 37). 
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Σχήµα 38: Ειδική δραστικότητα της lyso-PAF ΑT στα νεφροκύτταρα των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρήθηκε διαφορά στην ειδική δραστικότητα της lyso-PAF AΤ στα 

νεφρικά κύτταρα των δύο διαφορετικών οµάδων, µετά τη διατροφική 

παρέµβαση (Σχήµα 38). 
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Σχήµα 39: Ειδική δραστικότητα της PAF CPT στα νεφροκύτταρα των πειραµατόζωων 
που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρήθηκε διαφορά στη δραστικότητα της PAF-CPT στα νεφρικά 

κύτταρα των δύο διαφορετικών οµάδων, µετά τη διατροφική παρέµβαση 

(Σχήµα 39). 



Βιοµόρια από απόβλητα ελαιουργίας: Μελέτη δοµής και in vitro και in vivo δράσεις αυτών 

 

168 
Γεώργιος Μ. Σταµατάκης 

 
Σχήµα 40: Συγκέντρωση του TNF-a στα νεφροκύτταρα των πειραµατόζωων που 
ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pg/µg πρωτεΐνης. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρήθηκε διαφορά στη συγκέντρωση του TNF-a στα νεφρικά 

κύτταρα των δύο διαφορετικών οµάδων, µετά τη διατροφική παρέµβαση 

(Σχήµα 40). 

 
Σχήµα 41: Συγκέντρωση του CRP στα νεφροκύτταρα των πειραµατόζωων που ανήκαν 
στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
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Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε ng/µg πρωτεΐνης. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρήθηκε διαφορά στη συγκέντρωση του CRP στα νεφρικά κύτταρα 

των δύο διαφορετικών οµάδων, µετά τη διατροφική παρέµβαση (Σχήµα 41). 

 
Σχήµα 42: Συγκέντρωση της IL-1b στα νεφροκύτταρα των πειραµατόζωων που ανήκαν 
στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pg/µg πρωτεΐνης. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρήθηκε διαφορά στη συγκέντρωση της IL-1b στα νεφρικά κύτταρα 

των δύο διαφορετικών οµάδων, µετά τη διατροφική παρέµβαση (Σχήµα 42). 
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5.6.3.6 Κύτταρα σπλήνας 

 
Σχήµα 43: Ειδική δραστικότητα της PAF-ΑΗ στα κύτταρα σπλήνας των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol οξικού /min/mg. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι 
µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρήθηκε διαφορά στη δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH  

στα κύτταρα σπλήνας των δύο διαφορετικών οµάδων, µετά τη διατροφική 

παρέµβαση (Σχήµα 43). 
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Σχήµα 44: Ειδική δραστικότητα της lyso-PAF ΑT στα κύτταρα σπλήνας των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρήθηκε διαφορά στη δραστικότητα της lyso-PAF-AH  στα κύτταρα 

σπλήνας των δύο διαφορετικών οµάδων, µετά τη διατροφική παρέµβαση 

(Σχήµα 44). 

 
Σχήµα 45: Ειδική δραστικότητα της PAF-CPT στα κύτταρα σπλήνας των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
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Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρήθηκε διαφορά στη δραστικότητα της lyso-PAF-AH  στα κύτταρα 

σπλήνας των δύο διαφορετικών οµάδων, µετά τη διατροφική παρέµβαση 

(Σχήµα 45). 

 

5.7 Υποστροφή αθηρωµατικών πλακών 

Όπως και στο προηγούµενο πείραµα τα πειραµατόζωα δεν εµφάνισαν καµία 

δυσκολία στην πρόσληψη τροφής. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στο 

ακόλουθο σχήµα. 

 
Σχήµα 46: Η ηµερήσια κατανάλωση τροφής από τα πειραµατόζωα που ανήκαν στις  
οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε g. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα H: 
TK+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν εµφανίζεται διαφοροποίηση στην πρόσληψη τροφής µεταξύ των 2 

οµάδων (Σχήµα 46).  
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Σχήµα 47: Το βάρος των πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των 
αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε g. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα H: 
TK+ απλό γιαούρτι. ¤: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 ηµερών, εντός της ίδιας 
οµάδας (p<0,05), ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 45 και 90 ηµερών, εντός της ίδιας 
οµάδας (p<0,05), ℓ: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 90 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας 
(p<0,05). 
 

Τα πειραµατόζωα και των δύο οµάδων συνέχισαν να αναπτύσσονται 

κανονικά καθώς συνέχισε να αυξάνεται το σωµατικό βάρος τους σηµαντικά 

καθ’ όλη τη διάρκεια της παρέµβασης, ανεξάρτητα των διαφορετικών 

µειγµάτων τροφής. ∆εν παρατηρήθηκε διαφοροποίηση µεταξύ των δύο 

διαφορετικών οµάδων (Σχήµα 47). 

 

5.7.1 Αιµατολογικές αναλύσεις πειραµατόζωων 

Οι βιοχηµικές αναλύσεις αίµατος των πειραµατόζωων παρουσιάζονται στα 

σχήµατα που ακολουθούν. 
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Σχήµα 48: Η γλυκόζη ορού των πειραµατόζωων που ανήκαν στις  οµάδες υποστροφής 
των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε mg γλυκόζης/dL ορού. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι 
µε ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. 
 

∆εν παρατηρείται διαφορά µεταξύ των οµάδων ως προς τη συγκέντρωση 

σακχάρων στον ορό τους (Σχήµα 48). 

 
Σχήµα 49: Η συγκέντρωση τριακυλογλυκερολών ορού των πειραµατόζωων που 
ανήκαν στις  οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
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Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε mg τριακυλογλυκερολών/dL ορού. Οµάδα Z: 
TK+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. ¤: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 
45 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05), ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 45 και 90 
ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05), ℓ: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 90 
ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η χορήγηση χοληστερόλης αυξάνει σηµαντικά τη συγκέντρωση των 

τριακυλογλυκερολών και στις 2 οµάδες στις 45 ηµέρες. Είναι φανερό πώς η 

διακοπή της Α∆ και η αντικατάσταση της από ΤΚ µε γιαούρτι εµπλουτισµένου 

ή µη µείωσε σηµαντικά τη συγκέντρωση των τριάκυλογλυκερολών τόσο  σε 

σχέση µε τις 45 αλλά και µε το χρόνο 0 (Σχήµα 49).  

 

 
Σχήµα 50: Η συγκέντρωση ολικής χοληστερόλης ορού των πειραµατόζωων που 
ανήκαν στις  οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε mg χοληστερόλης/dL ορού. Οµάδα Z: TK+ 
γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ 
(p<0,05). ¤: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας 
(p<0,05), ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 45 και 90 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας 
(p<0,05). 
 

Η παρέµβαση στα πειραµατόζωα µε χοληστερόλη αύξησε σηµαντικά τη 

συγκέντρωση της χοληστερόλης ορού, όπως ήταν αναµενόµενο. Η 

αντικατάσταση της Α∆ µε ΤΚ και γιαούρτι µείωσε σηµαντικά τη συγκέντρωση 

της ολικής χοληστερόλης, επαναφέροντάς την στα βασικά επίπεδα των 

πειραµατόζωων πριν την έναρξη της παρέµβασης στο χρόνο 0. Επιπλέον η 
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Οµάδα Ζ που τράφηκε µε ΤΚ +γιαούρτι µε ΥΑΕ είχε σηµαντικά χαµηλότερες 

συγκεντρώσεις από την Οµάδα Η που τράφηκε µε ΤΚ+ απλό γιαούρτι (Σχήµα 

50).  

 

 
Σχήµα 51: Η συγκέντρωση HDL-χοληστερόλης ορού των πειραµατόζωων που ανήκαν 
στις  οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε mg HDL-χοληστερόλης/dL ορού. Οµάδα Z: TK+ 
γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. ¤: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 
ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05), ℓ: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 90 
ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η χορήγηση Α∆ επέφερε αύξηση της συγκέντρωσης της HDL-χοληστερόλης 

και στις δύο οµάδες της παρέµβασης. H αντικατάσταση της Α∆ µε ΤΚ και 

γιαούρτι απλό και εµπλουτισµένο µε ΥΑΕ στις 45 ηµέρες δεν επέφερε καµία 

αλλαγή στη συγκέντρωση της HDL-χοληστερόλης τους ενώ οι δύο οµάδες δεν 

διαφοροποιήθηκαν µεταξύ τους, ενώ παρέµειναν σηµαντικά µεγαλύτερες από 

τις αντίστοιχες µετρήσεις τους στο χρόνο 0 (Σχήµα 51). 
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Σχήµα 52: Η συγκέντρωση της LDL-χοληστερόλης ορού των πειραµατόζωων που 
ανήκαν στις  οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε mg LDL- χοληστερόλης/dL ορού. Οµάδα Z: TK+ 
γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ 
(p<0,05). ¤: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας 
(p<0,05), ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 45 και 90 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας 
(p<0,05), ℓ: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 90 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας 
(p<0,05). 
 

Η επίδραση της δίαιτας στην LDL-χοληστερόλη ήταν αντίστοιχη αυτής που 

παρατηρήθηκε στην ολική χοληστερόλη. ∆ηλαδή η Α∆ αύξησε σηµαντικά τη 

συγκέντρωση της HDL- χοληστερόλης στις 45 ηµέρες και στις δύο οµάδες, 

χωρίς αυτές να διαφοροποιούνται µεταξύ τους. Η αντικατάσταση της Α∆ µε 

ΤΚ και γιαούρτι µείωσε σηµαντικά τη συγκέντρωση της LDL-χοληστερόλης, 

και στις δύο οµάδες. Τα πειραµατόζωα της Οµάδας Ζ επανήλθαν στις 

συγκεντρώσεις πριν την παρέµβαση, ενώ η Οµάδα Η είχε σηµαντικά 

µεγαλύτερες συγκεντρώσεις από τις αντίστοιχες στο χρόνο 0, ενώ ήταν 

σηµαντικά µεγαλύτερες και από τις αντίστοιχες της Οµάδας Ζ (Σχήµα 52). 
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Σχήµα 53: Ειδική δραστικότητα της Lp-PLA2 στο πλάσµα των πειραµατόζωων που 
ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol οξικού/min/µL ορού. Οµάδα Z: TK+ 
γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ 
(p<0,05). ¤: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας 
(p<0,05), ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 45 και 90 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας 
(p<0,05), ℓ: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 90 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας 
(p<0,05). 
 

Η δραστικότητα της Lp-PLA2 αυξάνεται σηµαντικά µετά την παρέµβαση µε 

χοληστερόλη και στις 2 οµάδες της παρέµβασης σε σχέση µε τις αρχικές τους 

τιµές στο χρόνο 0. Η παρέµβαση µε γιαούρτι µείωσε σηµαντικά τη 

δραστικότητα της Lp-PLA2 και στις δύο οµάδες σε σχέση µε τις τιµές τους στις 

45 ηµέρες, αλλά και µε τις αρχικές τιµές στο χρόνο 0. Επιπλέον η ειδική 

δραστικότητα της Lp-PLA2 στην Οµάδα Ζ ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη από 

αυτήν της Οµάδας Η στις 90 ηµέρες (Σχήµα 53). 
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Σχήµα 54: Η συγκέντρωση του CRP στον ορό των πειραµατόζωων που ανήκαν στις 
οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε ng CRP/mL ορού. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. ¤: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 ηµερών, 
εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05), ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 45 και 90 ηµερών, εντός 
της ίδιας οµάδας (p<0,05), ℓ: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 90 ηµερών, εντός της 
ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η συγκέντρωση του CRP στον ορό των πειραµατόζωων εµφανίζει ενδιαφέρον 

καθώς και σε αυτή την παρέµβαση υπάρχει σηµαντική µείωση της 

συγκέντρωσης του ανεξαρτήτως δίαιτας. Συγκεκριµένα η χορήγηση 

χοληστερόλης µείωσε τη συγκέντρωση του CRP αλλά σηµαντική µείωση 

παρατηρήθηκε µόνο στην περίπτωση της Οµάδας Η, ενώ η χορήγηση 

γιαουρτιού µείωσε περαιτέρω τη συγκέντρωσή του σηµαντικά σε σχέση µε τις 

τιµές στις 0 και 45 ηµέρες. ∆ηλαδή τα πειραµατόζωα έχουν µικρότερη 

φλεγµονώδη απόκριση, εποµένως και µικρότερη πιθανότητα εµφάνισης 

αθηρωµατικής νόσου, όταν στην τροφή τους προστέθηκε γιαούρτι (Σχήµα 54).  
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Σχήµα 55: Η συγκέντρωση της IL-1b στον ορό των πειραµατόζωων που ανήκαν στις 
οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pg IL-1b/mL ορού. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. ¤: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 ηµερών, 
εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05), ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 45 και 90 ηµερών, εντός 
της ίδιας οµάδας (p<0,05), ℓ: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 90 ηµερών, εντός της 
ίδιας οµάδας (p<0,05).  
 

Η διατροφική παρέµβαση µε χοληστερόλη αύξησε τη συγκέντρωση της IL-1b 

στον ορό των πειραµατόζωων και των δύο οµάδων. Η χορήγηση γιαουρτιού 

µείωσε σηµαντικά τη συγκέντρωση της IL-b και στις δύο οµάδες 

πειραµατόζωων, επιπλέον στην περίπτωση της Οµάδας Ζ οι τιµές της ήταν 

µικρότερες ακόµα και από τις αρχικές τιµές της Οµάδας στο χρόνο 0 (Σχήµα 

55).  

 

5.7.2 Αθηρωµατική βλάβη 

Μετά την ευθανασία στα πειραµατόζωα µετρήθηκε το µέγιστο πάχος των 

αθηρωµατικών πλακών αλλά και το µέσο πάχος (βλάβη) των αθηρωµατικών 

πλακών, σύµφωνα µε τη διαδικασία που περιγράφεται στις µεθόδους. Στην 

Εικόνα 13 που ακολουθεί παρουσιάζονται φωτογραφίες από οπτικό 

µικροσκόπιο αθηρωµατικών πλακών από όλες τις οµάδες παρέµβασης. Οι 

φωτογραφίες αντιστοιχούν στις µέσες τιµές των δύο παραµέτρων που 

µετρήθηκαν, δηλαδή το µέγιστο και το µέσο πάχος του αγγείου, από όλα τα 
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αγγεία όλων των πειραµατόζωων, ώστε να οπτικοποιηθούν τα αριθµητικά 

αποτελέσµατα που παρουσιάζονται σε ακόλουθα σχήµατα.  

 
Εικόνα 13: Χαρακτηριστικές φωτογραφίες αγγείων από οπτικό µικροσκόπιο ύστερα 
από χρώση των πειραµατοζώων που ανήκουν στις οµάδες υποστροφής των 
αθηρωµατικών πλακών.   
Α: Φωτογραφία πειραµατόζωου της Οµάδας Ε (ΤΚ), Β: Φωτογραφία πειραµατόζωου 
της Οµάδας Ζ (ΤΚ +γιαούρτι µε ΥΑΕ) και Γ: Φωτογραφία πειραµατόζωου της Οµάδας Η 
(ΤΚ+ απλό γιαούρτι). 

A B 

Γ 
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Σχήµα 56: Το µέγιστο πάχος των αθηρωµατικών πλακών των πειραµατόζωων που 
ανήκαν στις  οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε nm. Οµάδα Ε: ΤΚ, Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05).  

 
Σχήµα 57: Το µέσο πάχος (βλάβη) των αθηρωµατικών πλακών των πειραµατόζωων 
που ανήκαν στις  οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε nm. Οµάδα Ε: ΤΚ, Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05). 

Π
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Τα αποτελέσµατα είναι και σε αυτή την περίπτωση συσχετιζόµενα, όπως 

συµβαίνει και στις µετρήσεις της αναστολής ανάπτυξης αθηρωµατικών 

πλακών. Οι µετρήσεις συνηγορούν ότι υπάρχει σηµαντική µείωση του 

µέγιστου πάχους αλλά και του µέσου πάχους (βλάβη αγγείου) στην οµάδα Ζ 

που τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι εµπλουτισµένο µε ΥΑΕ, σε σχέση µε την Οµάδα 

Ε που αποτελούσε την Οµάδα ελέγχου και τράφηκε µε ΤΚ, αλλά και µε την 

Οµάδα Η που τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι εµπορίου. ∆εν παρατηρήθηκε 

διαφορά µεταξύ των πειραµατόζωων της Οµάδας Η και της Οµάδας ελέγχου 

Ε (Σχήµα 56 & 57). 

 

5.7.3 Αναλύσεις έµµορφων συστατικών του αίµατος 

 

5.7.3.1 Λευκά αιµοσφαίρια 

 
Σχήµα 58: Ειδική δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH στα λευκά αιµοσφαίρια 
των πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών 
πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol οξικού/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. ¤: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 ηµερών, 
εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05), ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 45 και 90 ηµερών, εντός 
της ίδιας οµάδας (p<0,05), ℓ: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 90 ηµερών, εντός της 
ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η ειδική δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH στα λευκά αιµοσφαίρια 

αυξάνεται, µετά το πέρας της παρέµβασης µε χοληστερόλη, και στις δύο 
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οµάδες πειραµατόζωων αλλά µόνο στην οµάδα Η, η διαφορά αποκτά 

στατιστική σηµαντικότητα. Η χορήγηση γιαουρτιού επέφερε µείωση της ειδικής 

δραστικότητας και στις δύο οµάδες στις οποίες µάλιστα η δραστικότητα ήταν 

σηµαντικά µικρότερη από τις αντίστοιχες αρχικές τιµές στο χρόνο 0 (Σχήµα 

58).  

 

 
Σχήµα 59: Ειδική δραστικότητα της lyso-PAF AT στα λευκά αιµοσφαίρια των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. ¤: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 ηµερών, 
εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05), ‡: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 45 και 90 ηµερών, εντός 
της ίδιας οµάδας (p<0,05), ℓ: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 90 ηµερών, εντός της 
ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η δραστικότητα της lyso-PAF AT στα λευκοκύτταρα δείχνει σηµαντική µείωση 

και στις δύο οµάδες, µετά το πέρας της παρέµβασης µε χοληστερόλη, σε 

σχέση µε τα βασικά επίπεδα τους στην έναρξη αυτής. Η ειδική δραστικότητα 

µειώνεται επιπλέον µετά την παρέµβαση µε τα γιαούρτια και στις δύο οµάδες. 

∆εν υπάρχει διαφορά µεταξύ των οµάδων σε καµία από τις χρονικές στιγµές 

(Σχήµα 59). 
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Σχήµα 60: Ειδική δραστικότητα της PAF-CPT στα λευκά αιµοσφαίρια των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05), ‡: 
Σηµαντική διαφορά µεταξύ 45 και 90 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05), ℓ: 
Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 90 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η δραστικότητα της PAF-CPT εµφανίζει µεγάλες διακυµάνσεις µεταξύ των 

οµάδων. Η χορήγηση χοληστερόλης δεν επηρέασε την ειδική δραστικότητα 

του ενζύµου στις 45 ηµέρες. Μετά το πέρας της παρέµβασης η οµάδα Z (TK+ 

γιαούρτι µε ΥΑΕ) εµφανίζει σηµαντική µείωση της ειδικής δραστικότητας, σε 

σχέση µε τις βασικές τιµές στο χρόνο 0. Αντίθετα η Οµάδα Η εµφανίζει 

σηµαντική αύξηση της δραστικότητας της PAF-CPT σε σχέση µε τις αρχικές 

τιµές της πριν την παρέµβαση, ενώ όπως είναι αναµενόµενο είναι σηµαντικά 

µεγαλύτερη από τις αντίστοιχες τιµές της Οµάδας Ζ (Σχήµα 60). 
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5.7.3.2 Αιµοπετάλια 

 
Σχήµα 61: Ειδική δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-ΑΗ στα αιµοπετάλια των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol οξικού/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05). ¤: 
Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05), ‡: 
Σηµαντική διαφορά µεταξύ 45 και 90 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH αυξάνεται σηµαντικά και στις δύο 

οµάδες στις 45 ηµέρες ύστερα από τη χορήγηση χοληστερόλης. Η 

παρέµβαση µε το γιαούρτι επέφερε σηµαντική µείωσή της στο τέλος της 

παρέµβασης και στις δύο οµάδες πειραµατόζωων στις 45 ηµέρες. Η 

δραστικότητα της Οµάδας Η παρά τη µείωσή της στις 90 ηµέρες παρέµεινε 

σηµαντικά µεγαλύτερη από την αντίστοιχη δραστικότητα της Οµάδας Ζ 

(Σχήµα 61).     
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Σχήµα 62: Ειδική δραστικότητα της lyso-PAF ΑT στα αιµοπετάλια των πειραµατόζωων 
που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05). ¤: 
Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05), ‡: 
Σηµαντική διαφορά µεταξύ 45 και 90 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05), ℓ: 
Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 90 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η δραστικότητα της lyso-PAF AT στα αιµοπετάλια εµφανίζει το παράδοξο του 

να διαφέρει σηµαντικά µεταξύ των οµάδων µετά τη διατροφή τους µε 

χοληστερόλη. Πιο συγκεκριµένα η ειδική δραστικότητα της Lyso-PAF AT της 

Οµάδας Η στις 45 ηµέρες είναι σηµαντικά µεγαλύτερη αυτή της Οµάδας Ζ. 

Αυτή η διαφοροποίηση δεν έχει κάποια φυσιολογική εξήγηση και µάλλον 

οφείλεται σε τυχαίο γεγονός. Μετά το πέρας της παρέµβασης µε τα γιαούρτια 

η ειδική δραστικότητα της Οµάδας Ζ δεν µεταβλήθηκε στις 45 ηµέρες, ενώ 

αντίθετα η αντίστοιχη δραστικότητα της Οµάδας Η αυξήθηκε σηµαντικά. 

Όπως είναι λογικό η ειδική δραστικότητα της Οµάδας Η στις 90 ηµέρες είναι 

σηµαντικά µεγαλύτερη από την αντίστοιχη της Οµάδας Ζ. ∆ηλαδή η αρχική 

διαφοροποίηση των οµάδων παρέµεινε και µετά την παρέµβαση, όµως ή 

ειδική δραστικότητα της Οµάδας Η αυξήθηκε στις 45 ηµέρες. Η ειδική 

δραστικότητα των 90 ηµερών ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη και στις δύο οµάδες 

σε σχέση µε τα βασικά τους επίπεδα στο χρόνο 0 (Σχήµα 62).     
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Σχήµα 63: Ειδική δραστικότητα της PAF-CPT στα αιµοπετάλια των πειραµατόζωων 
που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05). ¤: 
Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05), ‡: 
Σηµαντική διαφορά µεταξύ 45 και 90 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η χορήγηση χοληστερόλης στα πειραµατόζωα αύξησε σηµαντικά τη 

δραστικότητα της PAF-CPT στα αιµοπετάλια και στις δύο οµάδες σε σχέση µε 

τα βασικά τους επίπεδα. Η δραστικότητα της PAF-CPT στις 90 ηµέρες, 

µειώθηκε σηµαντικά µόνο στην περίπτωση της Οµάδας Ζ, στις 45 ηµέρες. Η 

δραστικότητα της PAF-CPT στην Οµάδα Η επίσης µειώθηκε αλλά όχι 

σηµαντικά, ενώ ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη από αυτή της Οµάδας Ζ (Σχήµα 

63). 
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5.7.3.3 Ερυθρά αιµοσφαίρια 

 
Σχήµα 64: Ειδική δραστικότητα της PAF-ΑΗ στα ερυθρά αιµοσφαίρια των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol οξικού/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05). ¤: 
Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05), ‡: 
Σηµαντική διαφορά µεταξύ 45 και 90 ηµερών, εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH στα ερυθρά αιµοσφαίρια είναι, 

όπως και στην περίπτωση της lyso-PAF AT των αιµοπεταλίων, διαφορετική 

µεταξύ των οµάδων πριν την έναρξη της παρέµβασης. ∆ηλαδή η ειδική 

δραστικότητα της Οµάδας Η είναι σηµαντικά µεγαλύτερη από αυτή της 

Οµάδας Ζ στις 45 ηµέρες και διαφοροποιείται σηµαντικά από τα βασικά 

επίπεδα της στο χρόνο 0. Μετά την παρέµβαση στις 90 ηµέρες η ειδική 

δραστικότητα και των δύο Οµάδων µειώνεται σηµαντικά και δεν εµφανίζεται 

διαφοροποίηση µεταξύ των τιµών τους (Σχήµα 64).  
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Σχήµα 65: Ειδική δραστικότητα της lyso-PAF ΑΤ στα ερυθρά αιµοσφαίρια των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. ¤: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 ηµερών, 
εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Η δραστικότητα της lyso-PAF AT δεν εµφανίζει διαφοροποίηση µεταξύ των 

δύο διαφορετικών οµάδων της παρέµβασης σε καµία από τις χρονικές στιγµές 

της αιµοληψίας. Η δραστικότητα και των δύο οµάδων αυξάνεται στις 90 

ηµέρες αλλά δεν αποκτά στατιστική σηµαντικότητα. Η µόνη στατιστική 

διαφορά που εντοπίστηκε ήταν µεταξύ των βασικών τιµών και των 45 ηµερών 

στην οµάδα Ζ µετά τη χορήγηση χοληστερόλης (Σχήµα 65). 
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Σχήµα 66: Ειδική δραστικότητα της PAF-CPT στα ερυθρά αιµοσφαίρια των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. ¤: Σηµαντική διαφορά µεταξύ 0 και 45 ηµερών, 
εντός της ίδιας οµάδας (p<0,05). 
 

Όπως και στην περίπτωση της lyso-PAF AT, η δραστικότητα της lyso-PAF AT 

δεν εµφανίζει διαφοροποίηση µεταξύ των διαφορετικών οµάδων της 

παρέµβασης σε καµία από τις χρονικές στιγµές της αιµοληψίας. Η 

δραστικότητα και των δύο οµάδων αυξάνεται στις 90 ηµέρες σε σχέση µε τις 

45 αλλά δεν αποκτά στατιστική σηµαντικότητα. Η µόνη στατιστική διαφορά 

που εντοπίστηκε ήταν µεταξύ των βασικών τιµών και των 45 ηµερών στην 

οµάδα Ζ µετά τη χορήγηση χοληστερόλης (Σχήµα 66). 
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5.7.3.4 Ηπατικά κύτταρα 

 
Σχήµα 67: Ειδική δραστικότητα της PAF-ΑΗ στα ηπατοκύτταρα των πειραµατόζωων 
που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol οξικού/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05). 
 

Η ειδική δραστικότητα της PAF-AH στα ηπατικά κύτταρα της Οµάδας Η που 

τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι εµπορίου ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη από τη 

δραστικότητα της Οµάδας Ζ που τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι µε ΥΑΕ (Σχήµα 

67). 
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Σχήµα 68: Ειδική δραστικότητα της lyso-PAF ΑT στα ηπατοκύτταρα των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05). 
 

∆εν παρατηρείται διαφορά στις τιµές των δύο οµάδων µετά το πέρας της 

διατροφικής παρέµβασης (Σχήµα 68). 

 
Σχήµα 69: Ειδική δραστικότητα της PAF-CPT στα ηπατοκύτταρα των πειραµατόζωων 
που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
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Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. 
 

∆εν παρατηρείται διαφορά στις τιµές των δύο οµάδων µετά το πέρας της 

διατροφικής παρέµβασης (Σχήµα 69). 

 

 
Σχήµα 70: Συγκέντρωση του TNF-a στα ηπατοκύτταρα των πειραµατόζωων που 
ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pg TNF-a/µg πρωτεΐνης. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι 
µε ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05).  
 

Η συγκέντρωση του TNF-a στα ηπατικά κύτταρα της Οµάδας Η που τράφηκε 

µε ΤΚ+ γιαούρτι εµπορίου ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη από τη συγκέντρωση 

της Οµάδας Ζ που τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι µε ΥΑΕ (Σχήµα 70). 
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Σχήµα 71: Συγκέντρωση του CRP στα ηπατοκύτταρα των πειραµατόζωων που ανήκαν 
στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε ng CRP/µg πρωτεΐνης. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι 
µε ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05). 
 

Η συγκέντρωση του CRP στα ηπατικά κύτταρα της Οµάδας Η που τράφηκε µε 

ΤΚ+ γιαούρτι εµπορίου ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη από τη συγκέντρωση της 

Οµάδας Ζ που τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι µε ΥΑΕ (Σχήµα 71). 

 
Σχήµα 72: Συγκέντρωση της IL-1β στα ηπατοκύτταρα των πειραµατόζωων που ανήκαν 
στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
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Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pg IL-1b/ µg πρωτεΐνης. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι 
µε ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρείται διαφορά στη συγκέντρωση της IL-β των ηπατοκυττάρων 

µεταξύ των δύο οµάδων µετά το πέρας της διατροφικής παρέµβασης (Σχήµα 

72). 

 

5.7.3.5 Νεφρικά κύτταρα 

 
Σχήµα 73: Ειδική δραστικότητα της PAF-ΑΗ στα νεφροκύτταρα των πειραµατόζωων 
που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol οξικού /min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι.  
 

Η δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AΗ στα νεφρικά κύτταρα δεν 

εµφάνισε διαφοροποίηση µεταξύ των οµάδων µετά το πέρας της παρέµβασης 

στις 90 ηµέρες (Σχήµα 73). 
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Σχήµα 74: Ειδική δραστικότητα της lyso-PAF ΑT στα νεφροκύτταρα των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. 
 

∆εν παρατηρήθηκε διαφορά στη δραστικότητα της lyso-PAF AΤ στα νεφρικά 

κύτταρα των δύο διαφορετικών οµάδων, µετά το πέρας της διατροφικής 

παρέµβασης (Σχήµα 74). 
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Σχήµα 75: Ειδική δραστικότητα της PAF CPT στα νεφροκύτταρα των πειραµατόζωων 
που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05). 
 

Η ειδική δραστικότητα της PAF-CPT στα νεφρικά κύτταρα της Οµάδας Η που 

τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι εµπορίου, ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη από την 

αντίστοιχη της Οµάδας Ζ που τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι εµπλουτισµένο µε 

ΥΑΕ, µετά το πέρας της παρέµβασης στις 90 ηµέρες (Σχήµα 75). 
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Σχήµα 76: Συγκέντρωση του TNF-a στα νεφροκύτταρα των πειραµατόζωων που 
ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pg TNF-a/µg πρωτεΐνης. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι 
µε ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05). 
 

Όπως και στην περίπτωση των ηπατικών κυττάρων, η συγκέντρωση του 

TNF-a στα νεφρικά κύτταρα της Οµάδας Η που τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι 

εµπορίου ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη από τη συγκέντρωση της Οµάδας Ζ 

που τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι µε ΥΑΕ (Σχήµα 76). 
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Σχήµα 77: Συγκέντρωση του CRP στα νεφροκύτταρα των πειραµατόζωων που ανήκαν 
στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε ng CRP/µg πρωτεΐνης. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι 
µε ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05). 
 

Όπως και στην περίπτωση των ηπατικών κυττάρων, η συγκέντρωση του CRP 

στα νεφρικά κύτταρα της Οµάδας Η που τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι εµπορίου 

ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη από τη συγκέντρωση της Οµάδας Ζ που τράφηκε 

µε ΤΚ+ γιαούρτι µε ΥΑΕ (Σχήµα 77). 
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Σχήµα 78: Συγκέντρωση της IL-1b στα νεφροκύτταρα των πειραµατόζωων που ανήκαν 
στις οµάδες αναστολής της αθηρωµάτωσης. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pg Il-1b/ µg πρωτεΐνης. Οµάδα Β: Α∆+ γιαούρτι 
µε ΥΑΕ, Οµάδα Γ: Α∆+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρήθηκε διαφορά στη συγκέντρωση της IL-1b στα νεφρικά κύτταρα 

των δύο διαφορετικών οµάδων, µετά τη διατροφική παρέµβαση (Σχήµα 78). 

5.7.3.6 Κύτταρα σπλήνας 

 
Σχήµα 79: Ειδική δραστικότητα της PAF-ΑΗ στα κύτταρα σπλήνας των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
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Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol οξικού /min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι.  
 

∆εν παρατηρήθηκε διαφορά στη δραστικότητα της ενδοκυτταρικής PAF-AH  

στα κύτταρα σπλήνας των δύο διαφορετικών οµάδων, µετά τη διατροφική 

παρέµβαση (Σχήµα 79). 

 
Σχήµα 80: Ειδική δραστικότητα της lyso-PAF ΑT στα κύτταρα σπλήνας των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05). 
 

Η ειδική δραστικότητα της lyso-PAF AT στα κύτταρα σπλήνας της Οµάδας Η 

που τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι εµπορίου, ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη από την 

αντίστοιχη της Οµάδας Ζ που τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι εµπλουτισµένο µε 

ΥΑΕ, µετά το πέρας της παρέµβασης στις 90 ηµέρες (Σχήµα 80). 
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Σχήµα 81: Ειδική δραστικότητα της PAF-CPT στα κύτταρα σπλήνας των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών. 
Τα αποτελέσµατα είναι εκφρασµένα σε pmol PAF/min/mg. Οµάδα Z: TK+ γιαούρτι µε 
ΥΑΕ, Οµάδα H: TK+ απλό γιαούρτι. #: Σηµαντική διαφορά από Οµάδα Ζ (p<0,05). 
 

Η ειδική δραστικότητα της PAF-CPT στα κύτταρα σπλήνας της Οµάδας Η που 

τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι εµπορίου, ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη από την 

αντίστοιχη της Οµάδας Ζ που τράφηκε µε ΤΚ+ γιαούρτι εµπλουτισµένο µε 

ΥΑΕ, µετά το πέρας της παρέµβασης στις 90 ηµέρες (Σχήµα 81). 
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6. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Η παρούσα διατριβή προσπάθησε αρχικά να επιβεβαιώσει την ύπαρξη και 

στη συνέχεια να διαλευκάνει τη δοµή των δραστικών µορίων µε αντι-PAF 

δράσεις που περιέχονται στα ΥΑΕ. Η ύπαρξη των µορίων είχε ήδη 

διαπιστωθεί σε άλλα απόβλητα της ελαιουργίας από προηγούµενες µελέτες 

του εργαστηρίου Βιοχηµείας του τµήµατος Χηµείας του ΕΚΠΑ. Η µελέτη 

άρχισε από το βασικό τρόφιµο της Μεσογειακής δίαιτας, το ελαιόλαδο [136]. Η 

ανάλυση των πολικών λιποειδών που περιείχαν τη µεγαλύτερη συγκέντρωση 

σε δραστικά µόρια έδειξε ότι η δοµή των δραστικότερων εξ’ αυτών 

αντιστοιχούσε σε γλυκεριναιθερικά γλυκολιποειδή. Μετά το ελαιόλαδο µόρια 

µε αντι-PAF δράσεις βρέθηκαν και στα υπόλοιπα υποπροϊόντα της 

ελαιοπαραγωγής [137]. Το πρώτο συµπαράγωγο ελαιουργίας που 

δοκιµάστηκε ήταν ο ελαιοπυρήνας, του οποίου επίσης τα πολικά λιποειδή 

(ΠΛΠ) ήταν αυτά µε τη µεγαλύτερη συγκέντρωση σε βιολογικώς δραστικά 

λιποειδή.  

Τα δεδοµένα από τα προαναφερθέντα πειράµατα άνοιξαν το δρόµο για τη 

µελέτη των ΥΑΕ. Τα ΥΑΕ είναι το µίγµα των υπολειµµάτων του ελαιοκάρπου 

µαζί µε το περιεχόµενο στον καρπό νερό, τα οποία αποµακρύνονται και µέχρι 

σήµερα απορρίπτονται ανεξέλεγκτα κατά την εξαγωγή του ελαιολάδου. 

Αρχικά µελετήθηκε η ύπαρξη δραστικών αντι PAF µορίων, τα οποία και σε 

αυτή την περίπτωση περιέχονταν στο κλάσµα των πολικών λιποειδών, ενώ 

στη συνέχεια έγινε καθαρισµός τους µε τη χρήση  φυσικών προσροφητικών. 

Επιλέχθηκαν πρώτες ύλες οι οποίες ήταν φθηνές και εύκολο να βρεθούν στις 

ελαιοπαραγωγές περιοχές. Με τη χρήση των προσροφητικών υλικών 

επετεύχθη  εµπλουτισµός των αποβλήτων σε βιολογικώς δραστικά λιποειδή 

µε αντι-PAF δράσεις. Επίσης πρώιµα πειράµατα δοµής έδειξαν ότι τα 

δραστικότερα µόρια ήταν αντίστοιχης δοµής µε αυτά που αποµονώθηκαν από 

το ελαιόλαδο και τον ελαιοπυρήνα [222].  

Η µελέτη της δοµής των δραστικών µορίων των ΥΑΕ µελετήθηκε εκτενώς στη 

παρούσα διατριβή. Η δοµή που προτείνεται στην εργασία, ανήκει στο 

δραστικότερο εκ των µορίων που βρέθηκε στα απόβλητα ελαιουργίας. Για την 

αποµόνωσή του δοκιµάστηκαν διαδοχικοί διαχωρισµοί µε HPLC, σε αντίθεση 

µε τις προηγούµενες µελέτες που η ανάλυση του µορίου έγινε στο κλάσµα 
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που συλλέχθηκε από την HPLC κανονικής φάσης. Όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 6, το δείγµα καθαρίστηκε εκτενώς από µόρια που περιέχονται στα 

ΥΑΕ, τα περισσότερα των οποίων είναι φαινόλες/πολυφαινόλες. Η ύπαρξή 

τους επιβεβαιώνεται τόσο από τους χηµικούς προσδιορισµούς, όσο και από 

τη χρωµατογραφία ανάστροφης φάσης στην οποία χρησιµοποιήθηκε ένα 

σύστηµα ανάλυσης φαινολικών µορίων από απόβλητα ελαιουργίας [493, 494]. 

Η ύπαρξη των φαινολικών µορίων επιβεβαιώνεται εµµέσως και από την 

ισχυρή αντιοξειδωτική δράση του πολικού κλάσµατος των ΥΑΕ, όπως 

παρουσιάζεται στους στα σχήµατα 1 και 2. Ο καθαρισµός του µορίου από 

προσµίξεις αναδεικνύεται από τα δεδοµένα που ελήφθησαν από τη 

φασµατοµετρία µάζας, στην οποία τα φάσµατα είναι σχετικά καθαρά (Εικόνα 9 

& 11), αλλά και από τα αποτελέσµατα της βιολογικής δοκιµασίας σε πλυµένα 

αιµοπετάλια κουνελιού, στα οποία η δραστικότητα αυξάνεται µε κάθε στάδιο 

καθαρισµού. Αυτό µπορεί να αποδοθεί στην αποµάκρυνση των φαινολικών 

µορίων τα οποία είναι γνωστοί αναστολείς/αγωνιστές του PAF [495, 496]. Η 

ανάλυση του φάσµατος όπως εµφανίζεται στις Εικόνες 8 και 10, δείχνει ότι το 

µόριο είναι και σε αυτή την περίπτωση γλυκεριναιθερικό γλυκολιποειδές, 

όπως στην περίπτωση του ελαιολάδου και του ελαιοπυρήνα [136, 137]. Το 

ενδιαφέρον χαρακτηριστικό του µορίου είναι το µόριο µανιτόλης, το οποίο 

παρότι όχι συχνά απαντώµενο, υπάρχει στον ελαιόκαρπο αλλά και τα 

απόβλητα ελαιουργίας [497, 498]. Μια άλλη ιδιαιτερότητα του µορίου η οποία 

µπορεί να επηρεάζει τη δραστικότητα του είναι η ύπαρξη αλυσίδων µικράς 

αλύσου στις θέσεις sn-1 και sn-2 σε αντίθεση µε τις δοµές των προηγουµένων 

µορίων τα οποία είχαν µικρή ανθρακική αλυσίδα µόνο στη θέση sn-2 και 

συγκεκριµένα οξικό οξύ. Η ύπαρξη του οξικού στην sn-2 θέση παίζει 

σηµαντικό ρόλο στην αντι-PAF δράση του µορίου καθώς η προκατεργασία 

του µορίου µε ορό από κουνέλια, ο οποίος περιέχει Lp-PLA2, οδήγησε σε 

ολική απώλεια της δραστικότητάς του, όπως και στην περίπτωση των µορίων 

από το ελαιόλαδο και τον ελαιοπυρήνα.  

Μετά τη αποσαφήνιση της δοµής του µορίου και τα αποτελέσµατα από τις 

αντι-PAF δράσεις του το µόριο θεωρήθηκε ένας πολύ καλός 

αντιαθηρωµατικός παράγοντας. Για το λόγο αυτό έγινε προσπάθεια 

αξιοποίησης του µε το να ενσωµατωθεί σε ένα τρόφιµο ώστε να αυξήσει τη 
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θρεπτική και βιολογική αξία του, δηλαδή να παραχθεί ένα νέο λειτουργικό 

τρόφιµο.  

Σαν βασικό τρόφιµο «µήτρα» επιλέχθηκε το γιαούρτι το οποίο επίσης είναι 

τρόφιµο της Μεσογειακής δίαιτας. Το γιαούρτι εµφανίζει πολλά πλεονεκτήµατα 

για να αποτελέσει το βασικό τρόφιµο. Το κυριότερο είναι οι ήπιες συνθήκες 

που χρησιµοποιούνται κατά την παρασκευή του, δηλαδή χαµηλές 

θερµοκρασίες για µικρά χρονικά διαστήµατα. Το µόνο που έπρεπε να 

µελετηθεί ήταν η επίδραση των µικροοργανισµών στα βιολογικώς δραστικά 

µόρια αλλά και το αντίθετο, δηλαδή αν τα µόρια επηρεάζουν την ανάπτυξη 

των µικροοργανισµών και τελικά την ποιότητα του γιαουρτιού. Για το λόγο 

αυτό το εργαστήριο µας συνεργάστηκε µε τη γαλακτοβιοµηχανία ΜΕΒΓΑΛ 

Α.Ε., µια από τις µεγαλύτερες εταιρείες στην Ελλάδα. Στην εταιρεία δόθηκε 

λυοφιλοποιηµένο πολικό εκχύλισµα των ΥΑΕ και παρασκευάστηκαν γιαούρτια 

2% σε λιπαρά. Η εισαγωγή του εκχυλίσµατος σε τρόφιµο έκανε υποχρεωτική 

την αλλαγή της µεθόδου εκχύλισης των µορίων µε τη χρήση διαλυτών που 

επιτρέπεται να χρησιµοποιηθούν από τη βιοµηχανία τροφίµων, όπως 

αιθανόλη και εξάνιο. Για το λόγο αυτό η κατανοµή κατ’ αντιρροή που 

χρησιµοποιείται ευρέως αντικαταστάθηκε από τη µέθοδο εκχύλισης που 

περιγράφεται στη παράγραφο 4.3. Τα εκχυλίσµατα προστέθηκαν στο γάλα 

πριν την γαλακτική ζύµωση και έγιναν όλες οι απαραίτητες µετρήσεις του 

ελέγχου ποιότητας όπου δεν παρατηρήθηκε καµία διαφορά στις 

φυσικοχηµικές ιδιότητες του ή στον αριθµό των µικροοργανισµών του τελικού 

προϊόντος. Στη συνέχεια τα γιαούρτια εκχυλίστηκαν και παρελήφθησαν τα 

βιολογικώς δραστικά λιποειδή τους µε αντίστοιχη µέθοδο και αναλύθηκαν µε 

HPLC και τα κλάσµατα αλλά και το αρχικό εκχύλισµα δοκιµάστηκαν σε 

πλυµένα αιµοπετάλια κουνελιού, όπου φάνηκε ότι οι µικροοργανισµοί δεν 

επιδρούν στα µόρια κατά τη ζύµωση του γάλακτος.   

Ένα άλλο χαρακτηριστικό του γιαουρτιού είναι ότι το τρόφιµο αυτό έχει 

αντιαθηρογόνες δράσεις, οι οποίες δεν έχουν εξηγηθεί επαρκώς. Η πρώτη 

µελέτη που έδειξε την αντιαθηρογόνο δράση του γιαουρτιού ήταν σε 

πειραµατόζωα, στα οποία έδειξε ισχυρή υποχοληστερολαιµική δράση και 

αναστολή της εµφάνισης αθηρωµατικών πλακών, φαινόµενο το οποίο 

αποδόθηκε στο ασβέστιο αλλά και σε άλλα µόρια που περιέχονται στο 
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γιαούρτι [499]. Μια κλινική µελέτη έδειξε ότι η κατανάλωση γιαουρτιού µπορεί 

να µειώσει το πάχος του έσω χιτώνα των καρωτίδων, ανεξάρτητα από άλλους 

παράγοντες [500]. Επιπλέον τα άτοµα που κατανάλωναν 11-14 µερίδες 

γιαουρτιού την εβδοµάδα είχαν χαµηλότερες συγκεντρώσεις σε δείκτες 

φλεγµονής όπως το CRP, η IL-6 και ο TNF-α κατά 16%, 5%, και 12% 

χαµηλότερες αντίστοιχα από τους εθελοντές που κατανάλωναν λιγότερο 

γιαούρτι. Οι αντίστοιχες διαφορές για εθελοντές που κατανάλωναν 

περισσότερες από 14 µερίδες ήταν 29%, 9%, και 20% [501].  

Με την εισαγωγή των ΥΑΕ στο γιαούρτι και η in vivo µελέτη τόσο του απλού 

όσο και του εµπλουτισµένου, σε σχέση µε µία οµάδα ελέγχου θα µπορούσε 

να προσδώσει περισσότερα στοιχεία για τη δράση του στο µηχανισµό της 

αθηρωµάτωση µέσω της επίδρασης των συστατικών του στον PAF και τα 

µεταβολικά του ένζυµα [502].  

Με το παρόν πρωτόκολλο µελετήθηκε τόσο η ικανότητα του γιαουρτιού να 

αναστείλει την ανάπτυξη αθηρωµατικών πλακών αλλά και την υποστροφή των 

ήδη σχηµατισµένων.  

Όσον αφορά την παρέµβαση της αναστολής των αθηρωµατικών πλακών, δεν 

υπήρχε διαφοροποίηση µεταξύ των πειραµατόζωων και των βιοχηµικών 

παραµέτρων τους σε καµία από τις τρείς οµάδες. Οι αθηρωµατικές πλάκες 

µειώθηκαν σηµαντικά στην οµάδα Β σε σχέση µε την οµάδα ελέγχου Α, ενώ 

το απλό γιαούρτι έδειξε µόνο µια τάση µείωσής τους αλλά όχι στατιστικώς 

σηµαντική. Τα αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε τη µείωση της IL-1b στην 

οµάδα Β. Ως προς τα ένζυµα µεταβολισµού του PAF η Lp-PLA2 αυξάνεται σε 

όλες τις Οµάδες καθώς η πρόσληψη της αθηρογόνου δίαιτας διατηρεί µια 

ισχυρά φλεγµονώδη κατάσταση. Στα κύτταρα και στους ιστούς τα µεταβολικά 

ένζυµα του PAF διαφοροποιούνται µε τέτοιο τρόπο που συµφωνούν µε τα 

ευνοϊκά αποτελέσµατα από τη χρήση του γιαουρτιού απλού ή ενισχυµένου, αν 

και υπάρχουν συγκεκριµένες περιπτώσεις που δεν µπορούν να εξηγηθούν.  

 Όσον αφορά την παρέµβαση της υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών, 

δεν υπήρχε διαφοροποίηση στην ανάπτυξη των πειραµατόζωων, αλλά 

υπήρξε στις βιοχηµικές παραµέτρους. Συγκεκριµένα η χορήγηση γιαουρτιού 

απλού ή ενισχυµένου µείωσε τα λιποειδή αίµατος σε πολλές περιπτώσεις στα 
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βασικά επίπεδα πριν τη χορήγηση χοληστερόλης. Στην περίπτωση της ολικής 

και της LDL χοληστερόλης το εµπλουτισµένο γιαούρτι µείωσε τις τιµές στα 

βασικά επίπεδα, ενώ και τα δύο γιαούρτια µείωσαν τα επίπεδα των 

τριάκυλογλυκελών χαµηλότερα και από τις αρχικές τιµές.  

 Οι αθηρωµατικές πλάκες µειώθηκαν σηµαντικά στην οµάδα Ζ σε σχέση µε 

την οµάδα ελέγχου Ε, αλλά και την Οµάδα Η που τράφηκε µε απλό γιαούρτι. 

Τα αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε τη µείωση της IL-1b στην οµάδα Ζ η 

οποία µειώθηκε κάτω και από τα αρχικά της επίπεδα στο τέλος της 

παρέµβασης. Ως προς τα ένζυµα µεταβολισµού του PAF η Lp-PLA2 

αυξάνεται σε όλες τις Οµάδες µε την πρόσληψη της αθηρογόνου δίαιτας, αλλά 

µειώνεται κάτω και από τα βασικά της επίπεδα στο χρόνο 0 µετά την 

πρόσληψη των γιαουρτιών, αφού παύει η ισχυρή φλεγµονώδης κατάστασης 

και εισέρχονται στη δίαιτα τα βιολογικώς δραστικά µόρια από τα γιαούρτια. 

Όπως και στην περίπτωση της αναστολής έτσι και στην περίπτωση της 

υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών στα κύτταρα και στους ιστούς τα 

µεταβολικά ένζυµα του PAF διαφοροποιούνται µε τέτοιο τρόπο που 

συµφωνούν µε τα ευνοϊκά αποτελέσµατα από τη χρήση του γιαουρτιού απλού 

ή ενισχυµένου, αν και υπάρχουν συγκεκριµένες περιπτώσεις που δεν 

µπορούν να εξηγηθούν. 
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7. ΠΙΝΑΚΑΣ ΟΡΟΛΟΓΙΑΣ 

Πίνακας 13: Πίνακας ορολογίας µε τις αντιστοιχίσεις των ελληνικών και ξενόγλωσσων 
όρων 

Ξενόγλωσσος όρος Ελληνικός Όρος 

adiponectin Αδιπονεκτίνη 
apolipoprotein B Απολιποπρωτεΐνη Β  
C reactive protein Αντιδρώσα πρωτείνη C 
Cytokine κυτταροκίνη 
Diacylglycerol διάκυλογλυκερόλη  
Epidermal growth factor επιδερµικού αυξητικού παράγοντα 
Fibrinogen Ινωδογόνο 
Foam cells αφρώδη κύτταρα  
Glutathione peroxidase Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης 
High performance liquid 
chromatography  

Υγρη χρωµατογραφία υψηλής 
απόδοσης 

Intima Χιτώνας 
Intercellular adhesion molecule Ενδοκυτταρικό µόριο προσκόλλησης 
Interferon-g Ιντερφερόνη-γ 
Interleukin-8 Ιντερλευκίνης-8 

Lecithin-Cholesterol Acyltransferase 
Λεκιθινή-Χοληστερόλη 
ακετυλοτρανσφεράση 

Lipopolysaccharide Λιποπολυσακχαρίτης 
Low Density Lipoproteins Λιποπρωτεΐνες Χαµηλής Πυκνότητας 
lyso-phospatidyl choline Λυσοφωσφατιδυλοχολίνη  
Lysosomal acid lipase Όξινη λυσοσωµική λιπάση 
Matrix Metalloproteinases Μεταλοπρωτεάσες Μήτρας 
Minimally modified LDL  µηδαµινώς τροποποιηµένη LDL 

Monocyte chemotactic protein-1 
Xηµειοτακτικής πρωτεΐνης-1 των 
µονοκυττάρων  

Myeloperoxidase µυελοπεροξειδάση  
Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells πυρηνικό παράγοντα κΒ  
Olive mill wastes Υγρά απόβλητα ελαιουργίας 
PAF acetyl hydrolase PAF ακετυλο υδρολάση  
PAF like ανάλογα του PAF 
PAF receptor Υποδοχέας PAF 

Phosphate buffered saline 
Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών και 
χλωριούχων αλάτων 

Phospholipase Φωσφολιπάση 
Phosphorylated endothelial Nitric 
oxide synthase 

Φωσφορυλιωµένης Ενδοθηλιακής 
Συνθάσης του Νιτρικού Οξέος 

Placental Growth Factor Αυξητικός παράγοντας πλακούντα 

Plasminogen activator inhibitor 1 
Αναστολέας του ενεργοποιητή του 
πλασµινογόνου 1 
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Platelet Activating Factor 
Παράγοντας Ενεργοποίησης 
Αιµοπεταλίων  

P-selectin glycoprotein ligand-1 
γλυκοπρωτεϊνικού προσδέτη της P-
σελεκτίνης  

Scavenger receptor Εκκαθαριστής υποδοχέας 

Secoisolariciresinol diglucoside 
διγλυκοζίτης της 
σεκοϊσολαρισιρεζινόλης  

Smooth muscle cells  Λείων µυϊκών κυττάρων  
Superoxide dismutase ∆ισµουτάση του υπεροξειδίου 
Thin layer chromatography Χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας 
TNF receptor Υποδοχέας TNF 
Triacylglycerol Τριακυλογλυκερόλη 
Tumor Necrosis Factor-a Ογκονεκρωτικός παράγοντας -a  

Vascular cell adhesion molecule 1 
Μόριο προσκόλλησης αγγειακών 
κυττάρων 

Vascular endothelial growth factor 
Αγγειακός-Ενδοθηλιακός Αυξητικός 
Παράγοντας 

Very high density lipoprotein 
πολύ υψηλής πυκνότητας 
λιποπρωτεϊνης 

Very Low Density Lipoproteins 
Λιποπρωτεΐνες πολύ Χαµηλής 
Πυκνότητας 
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8. ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ-ΑΡΚΤΙΚΟΛΕΞΑ-ΑΚΡΩΝΥΜΙΑ 

Πίνακας 14: Ακρωνύµια και ανάπτυξή τους 

apoB apolipoprotein B 
CRP C reactive protein 
DAG Diacylglycerol 
EGF  Epidermal growth factor 
GPx Glutathione peroxidase 
HPLC High performance liquid chromatography  
ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 
IFN-g Interferon-g 
 IL-8 Interleukin-8 
LCAT Lecithin-Cholesterol Acyltransferase 
LPS Lipopolysaccharide 
LDL Low Density Lipoproteins 
lyso-PC  lyso-phospatidyl choline 
LAL Lysosomal acid lipase 
MMP Matrix Metalloproteinases 
mmLDL Minimally modified LDL  
MCP-1 Monocyte chemotactic protein-1 
MPO Myeloperoxidase 

NF-kB 
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 
cells 

OMW Olive mill wastes 
PAF-
AH PAF acetyl hydrolase 
PAF-R PAF receptor 
PBS Phosphate buffered saline 
PL Phospholipase 
p-
eNOS Phosphorylated endothelial Nitric oxide synthase 
PlGF Placental Growth Factor 
PAI-1 Plasminogen activator inhibitor 1 
PAF Platelet Activating Factor 
PSGL-
1 P-selectin glycoprotein ligand-1 
SR Scavenger receptor 
SDG Secoisolariciresinol diglucoside 
SMC Smooth muscle cells  
SOD Superoxide dismutase 
TLC Thin layer chromatography 
TNFR TNF receptor 
TG Triacylglycerol 
TNF-a Tumor Necrosis Factor-a 
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VCAM-
1 Vascular cell adhesion molecule 1 
VEGF Vascular endothelial growth factor 
VHDL Very high density lipoprotein 
VLDL Very Low Density Lipoproteins 
ΕΚΠΑ Εθνικό & Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών 
ΥΑΕ Υγρά απόβλητα ελαιουργίας 
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9. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Ι 
 
Πίνακας 15: Μέσοι όροι και τυπικές αποκλίσεις των βιοχηµικών παραµέτρων των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις Οµάδες αναστολής των αθηρωµατικών πλακών 
 

Αναστολή Αθηρωµατικών πλακών 

  Οµάδα Α Οµάδα Β Οµάδα Γ 

Παράµετρος 
Μέση 
τιµή 

Τυπική 
απόκλιση 

Μέση 
τιµή 

Τυπική 
απόκλιση 

Μέση 
τιµή 

Τυπική 
απόκλιση 

Γλυκόζη (0 Ηµέρες) 140,25 8,85 149,00 9,32 144,67 12,09 

Γλυκόζη (45 Ηµέρες) 114,67 7,19 118,00 7,87 112,17 11,74 

Ολική χοληστερόλη (0 Ηµέρες) 116,50 144,21 63,50 3,94 63,17 7,99 

Ολική χοληστερόλη (45 Ηµέρες) 2367,08 496,84 2055,00 305,42 1933,33 570,53 

Τριακυλογλυκερόλες (0 Ηµέρες) 90,25 58,22 74,50 15,32 74,17 18,26 

Τριακυλογλυκερόλες (45 Ηµέρες) 136,25 36,72 146,17 52,34 147,50 33,58 

HDL χοληστερόλη (0 Ηµέρες) 22,85 6,84 25,58 7,31 26,03 3,98 

HDL χοληστερόλη (45 Ηµέρες) 44,83 23,56 49,67 19,30 51,50 24,30 

LDL χοληστερόλη (0 Ηµέρες) 75,60 150,14 23,02 5,71 22,38 8,75 

LDL χοληστερόλη (45 Ηµέρες) 2295,00 483,33 1976,10 300,02 1852,33 545,32 

Κατανάλωση τροφής (0-45 Ηµέρες) 152,92 14,39 173,67 10,75 185,67 2,25 

Βάρος Πειραµατόζωων (0 Ηµέρες) 2412,08 265,19 2566,67 150,55 2542,00 138,79 

Βάρος Πειραµατόζωων (45 Ηµέρες) 3415,83 262,94 3386,67 223,40 3625,00 221,07 

CRP (0 ηµέρες) 2862,86 634,25 3200,29 419,51 2975,11 349,27 

CRP (45 ηµέρες) 2296,65 686,66 1947,73 468,50 2248,45 487,88 

IL-1β (0 ηµέρες) 119,78 82,46 116,37 58,83 131,48 43,34 

IL-1β (45 ηµέρες) 359,59 107,12 214,14 32,34 357,31 126,27 

LpPLA2 (0 Ηµέρες) 149,09 19,36 149,14 3,77 147,64 10,16 

LpPLA2 (45 Ηµέρες) 180,33 11,72 179,66 12,46 176,75 11,31 

Μέγιστο πάχος Αθηρωµατικών πλακών 197,89 43,59 88,48 57,65 129,67 52,71 

Μέσο πάχος Αθηρωµατικών πλακών 157,45 36,24 64,08 47,53 105,16 45,94 

PAF-AH Λευκά (0 ηµέρες) 472,39 92,57 505,87 55,48 490,26 46,16 

PAF-AH Λευκά (45 ηµέρες) 609,50 144,38 530,47 43,47 571,82 91,92 

lyso-PAF AT Λευκα (0 ηµέρες) 75,66 34,25 73,61 68,89 79,43 39,47 

lyso-PAF AT Λευκά (45 ηµέρες) 15,83 12,76 11,00 7,32 15,61 22,11 

PAF-CPT Λευκά (0 Ηµέρες) 91,28 51,58 111,58 77,73 66,46 57,20 

PAF-CPT Λευκά (45 Ηµέρες) 120,79 78,99 39,58 19,63 125,78 44,61 

PAF-AH Αιµοπετάλια (0 Ηµέρες) 826,11 138,09 866,75 137,83 897,13 84,34 

PAF-AH Αιµοπετάλια (45 Ηµέρες) 1165,54 179,36 962,30 100,85 1232,47 140,56 

lyso-PAF AT Αιµοπετάλια (0 Ηµέρες) 
1,08E-01 1,09E-01 8,33E-02 2,93E-02 9,27E-02 6,42E-02 

lyso-PAF AT Αιµοπετάλια (45 Ηµέρες) 2,05E-01 1,44E-01 9,25E-02 3,25E-02 1,60E-01 5,34E-02 

PAF-CPT Αιµοπετάλια (0 Ηµέρες) 142,66 280,16 109,05 106,67 100,63 138,48 

PAF-CPT Αιµοπετάλια (45 Ηµέρες) 334,61 113,99 215,35 87,54 177,75 121,48 

PAF-ΑΗ Ερυθρά (0 Ηµέρες) 13,08 10,10 17,39 18,62 13,28 9,34 

PAF-ΑΗ Ερυθρά (45 Ηµέρες) 27,45 12,39 20,26 8,65 26,89 12,24 

lyso-PAF AT Ερυθρά (0 Ηµέρες) 9,08E-03 1,12E-02 6,08E-03 6,96E-03 4,85E-03 6,74E-03 
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Παράµετρος 
Μέση 
τιµή 

Τυπική 
απόκλιση 

Μέση 
τιµή 

Τυπική 
απόκλιση 

Μέση 
τιµή 

Τυπική 
απόκλιση 

lyso-PAF AT Ερυθρά (45 Ηµέρες) 5,47E-03 1,16E-02 9,02E-04 1,50E-04 8,47E-04 1,42E-04 

PAF-CPT Ερυθρά (0 Ηµέρες) 3,61E-01 4,24E-01 2,33E-01 2,63E-01 1,97E-01 2,85E-01 

PAF-CPT Ερυθρά (45 Ηµέρες) 2,23E-01 4,81E-01 3,56E-02 7,07E-03 3,34E-02 6,89E-03 

PAF-AH Ήπαρ 970,18 120,33 1126,52 99,79 1244,84 166,25 

PAF-AH Νεφρά 857,23 90,41 969,87 152,83 1165,32 136,84 

PAF-AH Σπλήνα 550,51 65,08 781,80 113,79 777,60 163,34 

lyso-PAF AT Ήπαρ 171,45 92,17 618,90 438,70 358,86 241,76 

lyso-PAF AT Νεφρά 72,09 53,89 73,71 93,18 51,12 38,53 

lyso-PAF AT Σπλήνα 729,83 604,29 1725,25 1150,49 763,75 652,70 

PAF-CPT Ήπαρ 21,09 33,33 4,36 4,18 25,46 18,95 

PAF-CPT Νεφρά 69,29 57,09 22,20 25,78 27,99 33,16 

PAF-CPT Σπλήνα 534,65 203,54 322,73 321,55 389,19 152,69 

TNF-α Ήπαρ 234,36 42,57 287,89 58,11 293,51 118,19 

TNF-α Νεφρά 366,52 38,88 266,32 44,40 274,48 166,57 

CRP Ήπαρ 51,28 9,87 64,15 8,26 84,10 37,00 

CRP Νεφρά 69,01 9,37 78,25 16,68 83,86 35,50 

IL-1β Ήπαρ 629,06 179,36 1017,51 306,19 982,54 558,77 

IL-1β Νεφρά 926,25 208,38 1392,17 683,52 1645,94 593,54 

Οµάδα Α: Αθηρογόνος ∆ίαιτα, Οµάδα Β: Αθηρογόνος ∆ίαιτα + γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα 

Γ: Αθηρογόνος ∆ίαιτα + απλό γιαούρτι. 
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Πίνακας 16: Μέσοι όροι και τυπικές αποκλίσεις των βιοχηµικών παραµέτρων των 
πειραµατόζωων που ανήκαν στις Οµάδες υποστροφής των αθηρωµατικών πλακών 

Υποστροφή Αθηρωµατικών πλακών 

  Οµάδα Ζ Οµάδα Η 

Παράµετρος 
Μέση 
τιµή 

Τυπική 
απόκλιση 

Μέση 
τιµή 

Τυπική 
απόκλιση 

Γλυκόζη (0 Ηµέρες) 134,50 2,07 146,00 9,42 

Γλυκόζη (45 Ηµέρες) 116,33 5,99 113,00 8,44 

Γλυκόζη (90 Ηµέρες) 118,75 4,62 119,67 13,02 

Ολική χοληστερόλη (0 Ηµέρες) 63,83 12,83 169,17 197,31 

Ολική χοληστερόλη (45 Ηµέρες) 2381,67 541,57 2352,50 499,27 

Ολική χοληστερόλη (90 Ηµέρες) 94,25 15,92 196,17 107,87 

Τριακυλογλυκερόλες (0 Ηµέρες) 80,83 13,83 99,67 83,99 

Τριακυλογλυκερόλες (45 Ηµέρες) 139,50 42,62 133,00 33,53 

Τριακυλογλυκερόλες (90 Ηµέρες) 29,25 2,78 27,00 14,37 

HDL χοληστερόλη (0 Ηµέρες) 25,75 8,35 19,95 3,62 

HDL χοληστερόλη (45 Ηµέρες) 39,83 25,82 49,83 22,24 

HDL χοληστερόλη (90 Ηµέρες) 36,50 4,67 33,17 14,86 

LDL χοληστερόλη (0 Ηµέρες) 21,92 7,62 129,28 206,45 

LDL χοληστερόλη (45 Ηµέρες) 2313,93 535,09 2276,07 476,17 

LDL χοληστερόλη (90 Ηµέρες) 51,90 14,00 157,60 95,87 

Κατανάλωση τροφής (0-45 Ηµέρες) 145,33 7,28 160,50 16,26 

Κατανάλωση τροφής (45-90 
Ηµέρες) 168,33 31,37 166,50 30,92 

Βάρος Πειραµατόζωων (0 Ηµέρες) 2451,67 172,09 2372,50 348,34 

Βάρος Πειραµατόζωων (45 Ηµέρες) 3313,33 175,46 3518,33 309,99 

Βάρος Πειραµατόζωων (90 Ηµέρες) 
4060,00 272,98 4103,33 433,02 

CRP (0 ηµέρες) 3202,63 591,48 2523,09 508,02 

CRP (45 ηµέρες) 2712,24 734,33 1881,07 289,07 

CRP (90 ηµέρες) 1158,59 275,65 1219,65 208,44 

IL-1β (0 ηµέρες) 161,76 99,90 77,81 27,43 

IL-1β (45 ηµέρες) 405,14 74,53 314,04 121,29 

IL-1β (90 ηµέρες) 82,70 44,52 105,40 22,59 

LpPLA2 (0 Ηµέρες) 140,86 11,44 157,32 23,05 

LpPLA2 (45 Ηµέρες) 185,51 10,04 175,14 11,70 

LpPLA2 (90 Ηµέρες) 124,96 9,24 97,98 19,98 

Μέγιστο πάχος Αθηρωµατικών 
πλακών 242,94 67,93 366,60 87,08 

Μέσο πάχος Αθηρωµατικών 
πλακών 207,47 64,85 331,27 91,95 

PAF-AH Λευκά (0 ηµέρες) 507,25 113,21 437,53 55,84 

PAF-AH Λευκά (45 ηµέρες) 595,26 127,33 623,73 170,77 

PAF-AH Λευκά (90 ηµέρες) 272,94 36,79 312,31 82,57 

lyso- PAF AT Λευκά (0 ηµέρες) 69,23 24,81 82,10 43,21 

lyso- PAF AT Λευκά (45 ηµέρες) 20,54 16,48 11,13 5,77 

lyso- PAF AT Λευκά (90 ηµέρες) 7,46 12,39 3,60 4,59 
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Παράµετρος 
Μέση 
τιµή 

Τυπική 
απόκλιση 

Μέση 
τιµή 

Τυπική 
απόκλιση 

PAF-CPT Λευκά (0 Ηµέρες) 63,81 10,00 118,74 62,80 

PAF-CPT Λευκά (45 Ηµέρες) 106,03 81,31 135,56 81,18 

PAF-CPT Λευκά (90 Ηµέρες) 46,67 9,70 269,62 70,53 

PAF-AH Αιµοπετάλια (0 Ηµέρες) 808,80 124,64 843,42 160,30 

PAF-AH Αιµοπετάλια (45 Ηµέρες) 1250,39 209,15 1080,69 98,77 

PAF-AH Αιµοπετάλια (90 Ηµέρες) 706,19 67,10 864,77 147,33 

lyso-PAF AT Αιµοπετάλια (0 
Ηµέρες) 7,37E-02 4,76E-02 1,42E-01 1,46E-01 

lyso-PAF AT Αιµοπετάλια (45 
Ηµέρες) 

1,24E-01 7,27E-02 2,86E-01 1,56E-01 

lyso-PAF AT Αιµοπετάλια (90 
Ηµέρες) 1,26E-01 7,37E-02 3,20E-01 1,75E-01 

PAF-CPT Αιµοπετάλια (0 Ηµέρες) 100,76 117,35 184,56 393,31 

PAF-CPT Αιµοπετάλια (45 Ηµέρες) 329,09 94,26 340,14 140,09 

PAF-CPT Αιµοπετάλια (90 Ηµέρες) 109,15 51,75 245,18 202,62 

PAF-ΑΗ Ερυθρά (0 Ηµέρες) 16,04 13,30 10,11 5,12 

PAF-ΑΗ Ερυθρά (45 Ηµέρες) 20,46 9,60 34,43 11,33 

PAF-ΑΗ Ερυθρά (90 Ηµέρες) 8,04 1,17 7,51 1,67 

lyso-PAF AT Ερυθρά (0 Ηµέρες) 1,43E-02 1,37E-02 3,86E-03 4,65E-03 

lyso-PAF AT Ερυθρά (45 Ηµέρες) 3,84E-03 7,33E-03 7,11E-03 1,54E-02 

lyso-PAF AT Ερυθρά (90 Ηµέρες) 5,47E-03 4,50E-03 4,66E-03 3,08E-03 

PAF-CPT Ερυθρά (0 Ηµέρες) 5,61E-01 5,10E-01 1,61E-01 1,96E-01 

PAF-CPT Ερυθρά (45 Ηµέρες) 1,48E-01 2,77E-01 2,98E-01 6,48E-01 

PAF-CPT Ερυθρά (90 Ηµέρες) 2,26E-01 1,91E-01 1,91E-01 1,30E-01 

PAF-AH Ήπαρ 903,12 128,90 1037,23 66,67 

PAF-AH Νεφρά 862,45 38,97 852,00 128,05 

PAF-AH Σπλήνα 547,23 45,96 553,79 84,73 

lyso-PAF AT Ήπαρ 185,28 66,34 157,62 117,60 

lyso-PAF AT Νεφρά 97,34 56,47 46,85 40,87 

lyso-PAF AT Σπλήνα 459,04 287,88 1000,62 737,91 

PAF-CPT Ήπαρ 8,82 7,31 33,36 45,05 

PAF-CPT Νεφρά 23,01 33,78 115,57 29,82 

PAF-CPT Σπλήνα 359,15 90,17 710,15 95,35 

TNF-α Ήπαρ 205,90 30,01 262,81 33,82 

TNF-α Νεφρά 341,04 39,05 392,01 15,54 

CRP Ήπαρ 44,68 3,53 57,88 9,87 

CRP Νεφρά 63,21 7,77 74,82 7,20 

IL-1β Ήπαρ 567,15 63,86 690,98 239,78 

IL-1β Νεφρά 928,38 247,94 924,13 184,50 

Οµάδα Z: Τυπική Kουνελοτροφή+ γιαούρτι µε ΥΑΕ, Οµάδα H: Τυπική Kουνελοτροφή + 
απλό γιαούρτι.  
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