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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

Ο ΚΑΡΚΙΝΟΣ ΚΑΙ Η ΘΕΡΑΠΕΥΤΙΚΗ ΑΝΤΟΜΕΤΩΠΙΣΗ ΤΟΥ 

 

1.1 Εισαγωγή 

 

0 καρκίνος, είναι η ασθένεια που χαρακτηρίζεται από την ανεξέλεγκτη διαίρεση και 

εξάπλωση στο σώμα μη φυσιολογικών κυττάρων του ανθρώπινου οργανισμού. 

Ονομάζεται επίσης «κακοήθης νεοπλασία» και οδηγεί στη δημιουργία όγκου 

(νεοπλασία) [1].  

Οι περισσότεροι όγκοι προέρχονται από τη διαίρεση ενός μητρικού κυττάρου, η οποία 

χαρακτηρίζεται από ανεξέλεγκτη ενεργοποίηση των πρωτο-ογκογονιδίων, που έχουν 

σχέση με την αύξηση και διαίρεση του κυττάρου, την ενεργοποίηση γονιδίων που 

ρυθμίζουν την ανάπτυξη και την καταστολή των ογκοκατασταλτικών γονιδίων και των 

γονιδίων διαφοροποίησης. Το γεγονός αυτό ερμηνεύει τον ακανόνιστο πολλαπλασιασμό 

των καρκινικών κυττάρων και την ανώμαλη διαφοροποίησή τους προς μη φυσιολογικά 

ιστικά πρότυπα. Παρ' ότι τα καρκινικά κύτταρα θεωρούνται ότι διαιρούνται ταχύτατα, 

αυτό δεν είναι αποκλειστικό χαρακτηριστικό τους. Υπάρχουν φυσιολογικά κύτταρα που 

έχουν ικανότητα ταχύτατης διαίρεσης, παραδείγματος  χάριν τα κύτταρα του μυελού των 

οστών ή του επιθηλίου του γαστρεντερικού σωλήνα. Επίσης, υπάρχουν καρκινικά 

κύτταρα που διαιρούνται αργά. Έτσι,αυτό που χαρακτηρίζει τα καρκινικά κύτταρα δεν 

είναι μόνο η ταχεία αλλά και η ανεξέλεγκτη διαίρεση [2]. 

 

1.2 Η γενετική του καρκίνου 

 

Η βασική σχέση μεταξύ της γενετικής και του καρκίνου προτάθηκε το 1912 από τον 

Theodore Boveri. Οι διαπιστώσεις κωδικοποιήθηκαν ως εξής: 

1. Τα καρκινικά κύτταρα προέρχονται από φυσιολογικά υγιή κύτταρα 

2. Η αιτία του καρκίνου υπάρχει στα  ίδια το κύτταρα και όχι στο περιβάλλον τους 

3. Τα κύτταρα των όγκων χάνουν τα χαρακτηριστικά των φυσιολογικών κυττάρων 
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4. Τα κύτταρα των όγκων προέρχονται από ένα αρχικό κλώνο 

5. Τα καρκινικά κύτταρα έχουν μη φυσιολογική χρωματίνη 

Από τις υποθέσεις του μόνο η δεύτερη χρειάστηκε να τροποποιηθεί αφού ξέρουμε 

σήμερα ότι ένα φυσιολογικό κύτταρο μπορεί να μετατραπεί σε καρκινικό λόγω 

εξωτερικών παραγόντων που προκαλούν την καρκινική εξαλλαγή. Από τη στιγμή που θα 

συμβεί όμως η παρουσία του αιτιογόνου παράγοντα στο περιβάλλον του δεν είναι πια 

απαραίτητη [3]. 

 

1.3 Κυτταρικός κύκλος 

 

Με τον όρο «κυτταρικός κύκλος» εννοούμε το πέρασμα ενός κυττάρου από όλες της 

φάσεις ενός κύκλου πολλαπλασιασμού. Παραδοσιακά ο κύκλος ξεκινά και τελειώνει με 

τη συμπλήρωση διαδοχικών μιτώσεων. Στον άνθρωπο και τα περισσότερα  θηλαστικά ο 

κυτταρικός κύκλος αποτελείται από τις φάσεις G1, S, G2 και τη φάση Μ όπου λαμβάνει 

χώρα η μίτωση και διαρκεί 1-2 h. Η φάση G1 είναι η φάση που μεσολαβεί από το τέλος 

της μίτωσης μέχρι την αρχή του διπλασιασμού του DNA. Η διάρκεια της ποικίλει. Στη 

φάση S γίνεται ο διπλασιασμός του DNA και διαρκεί συνήθως από 8-10 h. Τέλος η φάση 

G2 είναι αυτή που μεσολαβεί από το τέλος του διπλασιασμού του DNA μέχρι την αρχή 

της μίτωσης και διαρκεί 1-2 h [4]. 

Εκτός από τα κύτταρα που βρίσκονται σε μια από τις τέσσερις φάσεις, σε κάθε 

ιστό,υπάρχουν και κύτταρα που δεν υφίστανται διαίρεση. Αυτά τα κύτταρα διατηρούν 

την ικανότητα να διαιρεθούν αλλά με ρυθμιστικούς μηχανισμούς η διαίρεση τους έχει 

ανασταλεί. Αν και η πλειοψηφία τους φαίνεται να έχει εγκλωβιστεί στο τέλος της G1 

φάσης (και μικρός αριθμός στην G2) στην ουσία κατατάσσονται σε μια άλλη φάση την 

G0. Κριτήριο για τον διαχωρισμό αυτό είναι ότι τα κύτταρα στη G1 φάση είναι 

προγραμματισμένα να υποστούν διαίρεση, ενώ στα κύτταρα στη Go, η διαίρεση τους 

παρεμποδίζεται από κυτταρικούς μηχανισμούς. 

Τα καρκινικά κύτταρα λοιπόν διακρίνονται από τα φυσιολογικά από το ότι δεν 

ανταποκρίνονται στα ερεθίσματα που στα φυσιολογικά κύτταρα διακόπτουν τη 

διαδικασία του διπλασιασμού τους. Επιπλέον ο καρκινικός ιστός διαφέρει σε μια σειρά 

από παράγοντες όπως ο αριθμός των κυττάρων που είναι σε φάση διπλασιασμού, τη 

μικρότερη διάρκεια των διαφόρων φάσεων του κυτταρικού κύκλου με αποτέλεσμα την 

επιτάχυνση του, και την αύξηση του χρόνου ζωής των κυττάρων. Παρ' ότι αυτά τα 
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χαρακτηριστικά είναι γενικά για μια μεγάλη κατηγορία καρκινικών όγκων, είναι άξιο 

προσοχής ότι οι όγκοι αν και συνήθως ξεκινούν από ένα αρχικά ομοιογενή πληθυσμό, 

γρήγορα γίνονται ετερογενείς, με αποτέλεσμα και η ανάπτυξη τους να μην είναι 

ομοιόμορφη αλλά να χαρακτηρίζεται από διαστήματα με ταχεία ανάπτυξη και 

διαστήματα στασιμότητας ακόμη και ύφεσης [4-5]. 

 

 

Εικόνα 1.1:διάγραμμα αναπαράστασης του κυτταρικού κύκλου 
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1.4 Ογκογονίδια [6-7] 

 

Η έννοια του ογκογονιδίου εισήχθη το 1910 από τον Peyton Rous. Αυτός απέδειξε ότι 

το διήθημα από καρκινικές καλλιέργειες από σάρκωμα κοτόπουλων μπορεί να προκαλεί 

την εμφάνιση καρκίνου σε κοτόπουλα παρ' ότι δεν περιείχε κύτταρα. Αργότερα 

εντοπίστηκε ο ογκογόνος ιός Rous που είναι ο αιτιολογικός παράγοντας του 

συγκεκριμένου καρκίνου. 

Υπάρχουν πολλοί ογκογόνοι ιοί, που ως κοινό χαρακτηριστικό έχουν ότι το γενετικό 

τους υλικό είναι RNA (ρετρο-ιοί). Αυτοί οι ιοί μεταγράφουν το γενετικό τους υλικό σε 

DNA με τη βοήθεια του ενζύμου αντίστροφη τρανσκριπτάση. Το DNA που παράγεται 

έτσι εισάγεται στο γενετικό υλικό του κυττάρου. Στη συνέχεια ο ιός χρησιμοποιεί τα 

ένζυμα του κυττάρου προκειμένου να αντιγράψει τον εαυτό του σε νέους ιούς που 

ελευθερώνονται από το κύτταρο. Κατά την εισαγωγή του DNA του στο κυτταρικό 

γονιδίωμα ένας αριθμός σωματικών κυττάρων βρίσκονται κάτω από ισχυρή επαγωγή ως 

αποτέλεσμα της δράσης των πρωτεϊνών του ιού. Αυτού του είδους η μεταλλαξιογόνος 

δράση ονομάζεται μεταλλαξογένεση εισαγωγής (insertional mutagenesis). 

Υπάρχει επίσης η περίπτωση σωματικά γονίδια να εισαχθούν στο γονιδίωμα του ιού. 

Τα γονίδια αυτά μπορεί να υποστούν μεταλλάξεις που να οδηγήσουν στην καρκινογόνο 

δράση τους ενώ τα γονίδια του ιού να καταστούν ανενεργά ή να απουσιάζουν εντελώς. 

Το φαινόμενο ονομάζεται μεταγωγή (transduction). Τα ογκογονίδια ανεξάρτητα από το 

αν είναι σωματικά (δηλαδή ογκογονίδια που υπάρχουν και στα φυσιολογικά κύτταρα 

αλλά δεν εκφράζονται, πρωτοογκογονίδια) είτε προέρχονται από ιούς κατατάσσονται σε 

τέσσερις κατηγορίες ανάλογα με τη δράση τους: 

1. Τροποποιούν την φωσφορυλίωση πρωτεϊνών και φωσφολιπιδίων 

2. Ρυθμίζουν το μεταβολισμό μέσω της GTP- πρωτεΐνης πρόσδεσης 

3. Ρυθμίζουν τη σύνθεση του DNA 

4. Ρυθμίζουν την έκφραση των πρωτεϊνών μέσω της DNA- πρωτεΐνης πρόσδεσης. 

Εκτός από τα ογκογονίδια που προκαλούν καρκίνο (είτε είναι σωματικής είτε ιογενούς 

προέλευσης) υπάρχουν και γονίδια που προκαλούν καρκίνο μετά από την μετάλλαξη 

τους. Αυτά τα γονίδια σχετίζονται κυρίως με την επιδιόρθωση του DNA. Εμπλέκονται 

στο μηχανισμό της καρκινογένεσης κυρίως όταν λόγω μετάλλαξης τους χάνουν τη 

λειτουργικότητα τους.  
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Ο αριθμός μεταλλαγμένων κυττάρων Ν προβλέπεται από διάφορα μοντέλα (Morris et al 

1991) σα συνάρτηση της πιθανότητας μετάλλαξης m, της γενιάς στην οποία βρίσκονται 

τα κύτταρα χ, και της πιθανότητας απώλειας κυττάρων b: 

N=L[(mx)n-[m(x-l)]n]2x"b ,με κάτω όριο b και άνω όριο x 

 

1.4.1 Τα ογκοκατασταλτικά (onco-suppressor) γονίδια  

 

Τα γονίδια αυτά αν και εντοπίζονται δυσκολότερα από τα ογκογονίδια έχουν 

σημαντικό ρόλο. Έχει εντοπισθεί ότι η νεοπλασία δεν εμφανίζεται φαινοτυπικά αν δεν 

μεταλλαγούν και τα δυο αντίγραφα ενός ογκοκατασταλτικού γονιδίου. Ο εντοπισμός 

αυτών των γονιδίων είναι δύσκολος και συχνά απαιτεί τη χρήση του οικογενειακού 

ιστορικού, κυτταρογενετικών μελετών και μοριακής βιολογίας [8-9]. 

Ωστόσο η ανακάλυψη της ύπαρξης αυτών των γονιδίων εξήγησε μια σειρά από 

παρατηρήσεις που ήταν δύσκολο να εξηγηθούν, π.χ. η δημιουργία υβριδίων καρκινικών 

κυττάρων με ινοβλάστες "κατέπνιγε" τον καρκινικό φαινότυπο αν υπήρχαν 

συγκεκριμένα χρωμοσώματα από τον ινοβλάστη. Επίσης,αν συγκαλλιεργήσουμε 

φυσιολογικούς και μεταμορφωμένους ινοβλάστες οι τελευταίοι συμπεριφέρονται σαν 

φυσιολογικοί. Επίσης,τα ογκοκατασταλτικά και τα ογκογονίδια όπως τα ras και myc είναι 

εξίσου σημαντικά και στην αντίθετη κατεύθυνση, εμποδίζοντας τη διαφοροποίηση των 

κυττάρων και μεταμορφώνοντας τα σε αθάνατα (καρκινικά) [10]. 

 

1.5 Η κυτταρογενετική των ανθρωπίνων νεοπλασιών 

 

 Ένας όγκος αποτελείται από πολλά είδη κυττάρων, όπως τα καρκινικά κύτταρα, με 

μορφολογία επιθηλιακή ή ινοβλαστική, ανάλογα με το είδος του όγκου, τα φυσιολογικά 

επιθηλιακά κύτταρα, τα ινοβλαστικά-στρωματικά κύτταρα που προέρχονται από το 

συνδετικό ιστό, τα κύτταρα που σχηματίζουν τα αγγεία του όγκου και τα κύτταρα του 

κυκλοφορούντος αίματος. Επίσης συνυπάρχουν και τα νεκρά κύτταρα των 

προηγουμένων κατηγοριών. Φυσικά κάθε όγκος αποτελείται από τα παραπάνω κύτταρα 

σε διαφορετική αναλογία ανάλογα με τη προέλευση του, το όργανο που προσβάλει και 

τη μορφολογία του.  
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Ένας όγκος χαρακτηρίζεται από μια «κυτταρική ετερογένεια», γεγονός που σημαίνει 

ότι κάθε όγκος αποτελείται από ομάδες καρκινικών κυττάρων που χαρακτηρίζονται από 

μια  σταθερή και ειδική δια αυτά χρωμοσωμική αλλαγή ή ανωμαλία, από καρκινικά 

κύτταρα με τυχαίες χρωμοσωμικές αλλαγές ή ανωμαλίες που δεν επαναλαμβάνονται σε 

όλα τα εξεταζόμενα κύτταρα, κυτταρογενετικώς φυσιολογικά κύτταρα και στρωματικά 

κύτταρα που μπορεί να εμφανίζουν χρωμοσωμικές αλλαγές ή ανωμαλίες.  

Προκειμένου να μελετηθούν τα χρωμοσώματα, τα κύτταρα του όγκου καλλιεργούνται 

in vitro. Η καλλιέργεια τους αποσκοπεί στην διατήρηση της ζωτικότητας και της 

ικανότητας ανάπτυξης τους και ταυτόχρονα στον περιορισμό της πιθανότητας 

διαφοροποίησης τους κατά την καλλιέργεια ώστε τα κύτταρα να διατηρούν τις ιδιότητες 

που είχαν στον όγκο. Στη συνέχεια τα κύτταρα υφίστανται κατεργασία με κολχικίνη ή 

άλλη μιτογόνο ουσία, ακολουθεί επίστρωση των κυττάρων σε αντικειμενοφόρους 

πλάκες, εφαρμογή ειδικών μεθόδων χρώσης, εξέταση στο μικροσκόπιο, φωτογράφιση 

και ταξινόμηση. Μερικές από τις χρώσεις των κυτταρικών παρασκευασμάτων είναι η 

χρώση Giemsa, g-banding, c- banding, η χρώση αργύρου Ag-NOR και τέλος η χρώση 

αποκάλυψης χρωμοσωμικών ανταλλαγών (SCE) . Αποτέλεσμα της εφαρμογής της 

κυτταρογενετικής ανάλυσης των όγκων είναι η περιγραφή διαφόρων χρωμοσωμικών 

ανακατατάξεων και ανωμαλιών κυρίως μεταθέσεων και ή συσχέτιση τους με διάφορους 

τύπους κακοηθών ή καλοηθών όγκων καθώς και με την εξέλιξη της κλινικής κατάστασης 

του ασθενούς.  

Συνηθισμένα ευρήματα κατά τον κυτταρογενετικό έλεγχο καρκινικών κυττάρων: 

 Ανευπλοειδία-πολυπλοειδία  

 Χρωμοσωμικές ανωμαλίες  

 Θραύσεις (breaks) χρωμοσωμάτων 

 Χρωμοσωμικές ανωμαλίες που σχετίζονται με την ανάπτυξη αντίστασης σε 

αντικαρκινικά φάρμακα  

 Ομοιογενώς χρωσμένες περιοχές που σχετίζονται με την ανάπτυξη αντίστασης σε 

αντικαρκινικά φάρμακα '  

 Χρωμοσωμικές βλάβες με εμφάνιση τοξικότητας στα κύτταρα  

 Χρωμοσωμικός χαρακτηρισμός κυτταρικών σειρών και κυττάρων όγκων  

 Χρωμοσωμικές μεταθέσεις 

 Διπλομικροχρωμοσώματα 
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 Συνδέσεις μεταξύ ακροκεντρικών χρωμοσωμάτων  

 Γονιδιακή πολλαπλότητα  

 Εντοπισμός ογκογονιδίων σε χρωμοσώματα  

Εκτός όμως από τη χρήση της κυτταρογενετικής ανάλυσης ως μέσo διάγνωσης του 

καρκίνου, είναι απαραίτητη και στη φάση της θεραπείας. Πιο συγκεκριμένα, η 

κυτταρογενετική ανάλυση  χρησιμοποιείται για την επισήμανση της γονιδιοτοξικότητας 

ορισμένων χημικών μέσων, όπως και αντικαρκινικών φαρμάκων. Έτσι εντοπίζεται ο 

μηχανισμός της δράσης του και έτσι είναι πιθανή η πρόληψη της βλάβης στον οργανισμό 

του ανθρώπου. Επίσης, εκτιμάται μέσω της κυτταρογενετικής ανάλυσης, η 

αποτελεσματικότητα της θεραπείας  όπως  για παράδειγμα  με μελέτη της εμφάνισης 

ανταλλαγών των αδερφών χρωματ΄δων σε λευκοκύτταρα από λευχαιμικούς ασθενείς 

κατά τη διάρκεια της χημειοθεραπείας. Ακόμη επιτυγχάνεται, η  ανεύρεση περισσότερο 

αποτελεσματικών και λιγότερο τοξικών σχημάτων χημειοθεραπείας. Το κυριότερο 

όφελος από την κυταρογεννετική ανάλυση είναι ο εντοπισμός διαφόρων γονιδίων που 

σχετίζονται με την εμφάνιση καρκίνου (ογκογονίδια) σε συγκεκριμένα χρωμοσώματα. 

Τα χρωμοσώματα ονομάζονται με έναν αριθμό και τα σύμβολα p από το «petite» και q 

ανάλογα με το αν αναφερόμαστε στον βραχύ ή μακρύ βραχίονα. Ένας τρίτος αριθμός 

περιγράφει το ακριβές σημείο που εντοπίζεται [11]. Παράδειγμα αποτελεί, το γονίδιο c-

myc που  εντοπίζεται στο 8q24 και μετατοπίζεται (χρωμοσωμική μετάθεση) σε καρκινικά 

κύτταρα στο 14° χρωμόσωμα (14q32) όπου και εκφράζεται. 

Η οικογένεια MYC περιλαμβάνει τα c-MYC, N-MYC και L-MYC, εκ των οποίων η 

πλέον αναγνωρισμένη οικογένεια είναι η c-MYC. Τα γονίδια αυτά υπερεκφράζονται σε 

μικροκυτταρικό καρκίνο πνεύμονα (ΜΚΠ/NSCLC) και αποτελούν το μόνο μέλος της 

οικογένειας με δραστηριότητα που συσχετίζεται με την πρόγνωση και την κλινική 

έκβαση. Έχει αναγνωρισθεί ότι ελέγχει την διαδικασία από τη φάση του G1 του 

κυτταρικού κύκλου και η υπερέκφραση του ογκογονιδίου επάγει τη δραστηριότητα 

παραγόντων μεταγραφής καθώς επίσης και την δράση της κινάσης της κυκλίνης, 

οδηγώντας έτσι, σε καταστολή των παραγόντων αναστολής της αυξήσεως. Ειδικότερα, 

τα γονίδια MYC διαδραματίζουν κρίσιμο ρόλο στην ανάπτυξη νεοπλασιών στον 

άνθρωπο. Η σημασία τους στα νεοπλάσματα του πνεύμονος έχει πρόσφατα διερευνηθεί, 

κι έχει καταδειχθεί ο ρόλος τους στην ογκογένεση, την απόπτωση, τη μετάσταση και την 

ανθεκτικότητα στη χημειοθεραπεία. Έχει με σαφήνεια καταδειχθεί η ενίσχυση και 

υπερέκφραση των MYC στο πνευμονικό καρκίνο, καθώς πιστεύεται ότι εμπλέκονται 



 

 

17 

 

στην κωδίκευση του DNA μέσω σχηματισμού ενός συμπλέγματος του MYC-max. Το 

σύμπλεγμα αυτό προκαλεί μετατροπές στη γονιδιακή έκφραση και, κατά συνέπεια, στον 

πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση των κυττάρων. Ακόμη, παράδειγμα αποτελεί  τo 

γονίδιο c-mos  που εντοπίζεται στο 8q22 με μετατόπιση από το χρωμόσωμα 22, ενώ με 

μετάθεση μεταξύ των χρωμοσωμάτων 9 και 22 έχουμε το γονίδιο  c-abl στη θέση 9q34. 

 

 

Εικόνα 1.2: Αντιστοίχηση πρωτο-ογκογονιδίων  με ασθένειες 

Οι όγκοι, όπως έχουμε ήδη αναφέρει εκτός από τα κακοήθη καρκινικά κύτταρα 

αποτελούνται  επίσης από στρωματικά κύτταρα [12]. Ο στρωματικός ιστός είναι ένας 

ειδικός ιστός που εντοπίζεται στους όγκους και είναι επιθηλιακής προέλευσης. Το 

στρώμα του όγκου: 

1. Έχει ορισμένα ειδικά χαρακτηριστικά που διαφέρουν από τον φυσιολογικό συνδετικό 

ιστό 

2. Διατηρεί μια σχέση αλληλεξάρτησης από τον καρκινικό ιστό, αφού δεν υπάρχει όγκος 

χωρίς στρώμα 

3. Προσφέρει πλεονεκτήματα στην ανάπτυξη του όγκου 

4. Προσφέρει ένα υπόστρωμα για την ανάπτυξη του όγκου 

Η ανάπτυξη του στρώματος σχετίζεται με την δημιουργία του όγκου αλλά ως διαδικασία 

μοιάζει με την διαδικασία της ίασης των πληγών [13]. Αποτελείται από νέα αγγεία, 

κύτταρα που σχετίζονται με τη φλεγμονή και συνδετικό ιστό. Μεταξύ των πρωτεϊνών 

που σχετίζονται με το στρώμα είναι η φιμπρίνη, η φιμπρονεκτίνη, το κολλαγόνο και η 
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ελαστίνη. Αν και ο μηχανισμός είναι παρόμοιος η κύρια διαφορά είναι ότι στον καρκίνο 

η διαδικασία δεν ρυθμίζεται ούτε τοπικά ούτε χρονικά με αποτέλεσμα να λαμβάνει χώρα 

σε ολόκληρη την έκταση του όγκου για παρατεταμένο διάστημα. Έτσι το στρώμα παρέχει 

ένα ευνοϊκό περιβάλλον για τα καρκινικά κύτταρα, καθώς, επίσης, τα προστατεύει από 

τον αμυντικό μηχανισμό του σώματος ειδικά τα λεμφοκύτταρα και τα μακροφάγα. Τέλος, 

πολλές λειτουργίες τόσο των καρκινικών όγκων όσο και η μεταστατικότητα τους σε ένα 

βαθμό εξαρτώνται από το στρώμα και από την έκφραση γονιδίων που εντοπίζονται στα 

στρωματικά κύτταρα [14]. 

 

1.6  Η μετάσταση 

 

Η μετάσταση αποτελεί το κυριότερο διαφοροποιητικό χαρακτηριστικό των 

καρκινικών όγκων. Ομάδες κυττάρων αποκολλούνται από τον κύριο όγκο, είτε διαμέσου 

της λέμφου είτε του αίματος. Το πού και το πότε θα λάβει χώρα η μετάσταση φαίνεται 

ότι εξαρτάται από τη φύση του όγκου, το μέγεθος του και τους αμυντικούς μηχανισμούς 

του οργανισμού. Ο μηχανισμός της μεταστάσεως απαιτεί από τα καρκινικά κύτταρα να 

διέλθουν διαμέσου του στρώματος και των επιθηλιακών κυττάρων που περιβάλλουν τον 

όγκο. Επιπλέον πρέπει να διέλθουν διαμέσου φραγμών για να μπουν στην κυκλοφορία 

του αίματος και μετά για να βγουν από αυτή. Η διαδικασία της μετάστασης λοιπόν 

περιλαμβάνει μια σειρά από αλληλεπιδράσεις μεταξύ κυττάρων και μεταξύ των 

κυττάρων και της εξωκυττάριας μήτρας (matrix) που αποτελείται από δομικά 

μακρομόρια όπως κολλαγόνο και ελαστίνη, μόρια προσκόλλησης όπως φιμπρονεκτίνη, 

λαμινίνη, βιτρονεκτίνη και θρομβοσποντίνη και μια ποικιλία πρωτεογλυκανών και 

γλυζαμινογλυκανών [15]. Τα καρκινικά κύτταρα προκειμένου να απελευθερωθούν στην 

κυκλοφορία πρέπει διαδοχικά να προσκολληθούν στη μήτρα (matrix), να προκαλέσουν 

την πρωτεόλυση της και μετά να μεταναστεύσουν διαμέσου του ρήγματος που 

προκαλείται. Από τη στιγμή που απελευθερώνονται στην κυκλοφορία τα καρκινικά 

κύτταρα έχουν να αντιμετωπίσουν το αμυντικό σύστημα του οργανισμού. Είναι 

χαρακτηριστικό ότι μόνο 0,01% των κυττάρων που απομακρύνονται από τον όγκο 

επιτυγχάνουν να δημιουργήσουν ένα δευτερογενή όγκο. Σημαντικό στάδιο στη 

διαδικασία της μετάστασης αλλά και της ανάπτυξης του όγκου αποτελεί η αγγειογένεση, 

δηλαδή η δημιουργία ατελούς δικτύου αγγείων που τρέφουν το όγκο σαν αποτέλεσμα 

της έκκρισης κατάλληλων ουσιών από τα καρκινικά κύτταρα [16]. 
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1.7 Θεραπεία του καρκίνου [17-19] 

 

Η θεραπεία του καρκίνου μπορεί να γίνει με μια σειρά από μεθόδους.  

1. Χειρουργική: Η πρόοδος στη χειρουργική αντιμετώπιση είναι αποτέλεσμα της 

προόδου στη διαγνωστική και στις μεθόδους απεικόνισης με αποτέλεσμα τον καλύτερο 

εντοπισμό των όγκων και την μεγαλύτερη ακρίβεια στην απομάκρυνση τους. Επίσης 

σημειώθηκε  μεγάλη  πρόοδος στην επανορθωτική χειρουργική όπως στο κεφάλι και το 

λαιμό, στο σιγμοειδές έντερο. 

2. Ραδιοθεραπεία: Έχει σημειωθεί μεγάλη πρόοδος με τη βοήθεια καλύτερων 

απεικονιστικών μεθόδων σε συνδυασμό με στόχευση της ραδιοθεραπείας με ηλεκτρονικό 

υπολογιστή. Επίσης, η βελτίωση προέρχεται από τη βοήθεια radio synthetizers, τη χρήση 

διεισδυτικής ακτινοβολίας και τη χρήση στοχευμένης δέσμης ακτίνων. 

3. Χημειοθεραπεία.[19] Η χημειοθεραπεία έχει πραγματοποιήσει μεγάλες προόδους. 

Περαιτέρω πρόοδος αναμένεται από την καλύτερη κατανόηση του μηχανισμού της 

αντίστασης στη χημειοθεραπεία και από τη χρήση νέων δοσολογικών μορφών που θα 

επιτρέψουν την καλύτερη στόχευση των χημειοθεραπευτικών φαρμάκων και την 

βελτίωση του θεραπευτικού δείκτη, 

4. Ορμονοθεραπεία. Η ορμονοθεραπεία είναι αποτελεσματική σε όγκους που είναι 

γνωστό ότι είναι ευαίσθητοι στην επίδραση ορμονών. Χορηγούνται είτε ορμόνες 

απευθείας ή τα τελευταία χρόνια συνθετικά πεπτίδια. Συνήθως πρόκειται για 

γλυκοκορτικοειδή, οιστρογόνα και ανδρογόνα είτε φάρμακα που προκαλούν ή 

αναστέλλουν την παραγωγή τους. 

5. Βιολογικοί παράγοντες. Η χρήση αντισωμάτων μελετάται χρόνια. Η εισαγωγή των 

μονοκλωνικών αντισωμάτων θεωρήθηκε ότι προσέφερε μια αποτελεσματική 

εναλλακτική θεραπεία. Ωστόσο, η χρήση τους αντιμετώπισε μεγάλα προβλήματα. Τα 

αντισώματα έχουν μικρή ειδικότητα, χαμηλή διείσδυση στους όγκους και τείνουν να 

προκαλούν την παραγωγή αντισωμάτων έναντι των μονοκλωνικών. Επίσης, υπάρχουν 

και μια σειρά από άλλους βιολογικούς παράγοντες όπως οι ιντερλευκίνες, οι 

ιντερφερόνες, ο παράγοντας νέκρωσης των όγκων κτλ. 

6. Παράγοντες ρύθμισης των ογκογονιδίων. Η ανακάλυψη των ογκογονιδίων έδωσε 

ελπίδες ότι θα αναπτυχθούν φάρμακα που θα ρυθμίσουν την έκφραση των ογκογονιδίων 

ή θα ανταγωνίζονται τα προϊόντα τους. 
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1.7.1 Χημειοθεραπεία [19] 

 

Η χημειοθεραπεία είναι μία αντικαρκινική θεραπεία με φάρμακα που μπορούν να 

καταστρέψουν τα καρκινικά κύτταρα. Χημειοθεραπεία είναι η συστηματική χρήση 

φαρμάκων για την θεραπεία του καρκίνου. Αυτά τα φάρμακα συχνά αποκαλούνται 

"αντικαρκινικά" φάρμακα και χρησιμοποιούνται διάφορες κατηγορίες φάρμακων που 

δρουν στα καρκινικά κύτταρα αλλά επηρεάζουν και τα υγιή. 

Τα μέταλλα στην Ιατρική και οι αλληλοεπιδράσεις μετάλλων-νουκλεϊκών οξέων 

αντιπροσωπεύουν ένα νέο πεδίο έρευνας. Στην πραγματικότητα, οι ιατρικές εφαρμογές 

των μετάλλων αντιπροσωπεύουν ένα τεράστιο κομμάτι στον κλάδο της Βιοανόργανης 

Χημείας. Η ιστορία τους ξεκινά από το μακρινό παρελθόν, χρονολογούμενη σε αρκετές 

χιλιάδες χρόνια πριν.  

Οι Αιγύπτιοι είχαν χρησιμοποιήσει χαλκό για να αποστειρώσουν νερό 3000 χρόνια 

π.Χ. Οι Κινέζοι είχαν χρησιμοποιήσει το χρυσό στην Ιατρική 2500 χρόνια π.Χ. και ο 

Ιπποκράτης χρησιμοποιούσε πολλά μέταλλα όπως Cu,Zn,Fe,Na,K,Ca, για τη θεραπεία 

διαφόρων ασθενειών. 

Οι προσπάθειες και η συστηματική έρευνα για τη θεραπεία του καρκίνου, ουσιαστικά, 

ξεκινούν από τις αρχές του περασμένου αιώνα. Στο διάστημα αυτό, τρία βασικά σημεία-

σταθμοί μπορεί να θεωρηθούν το έναυσμα και σημαδεύουν την έρευνα για τη θεραπεία 

του καρκίνου. 

1. Το 1894 ο Halsted προβαίνει σε ριζική μαστεκτομή σε γυναίκα που έπασχε από 

καρκίνο του μαστού. 

2. Την ίδια περίπου περίοδο ο Roentgen ανακαλύπτει τις ακτίνες Χ και έτσι ανοίγει ο 

δρόμος για τη μελλοντική εφαρμογή της ακτινοβολίας για θεραπευτικούς σκοπούς. 

3. Το τρίτο βασικό σημείο που σημαδεύει την έρευνα για τη χημειοθεραπεία του 

καρκίνου έχει τις ρίζες του στις έρευνες του P. Ehrlich. 

Ο P. Ehrlich, όπως προαναφέρθηκε, στην προσπάθειά του να θεραπεύσει λοιμώδεις 

νόσους, δοκίμασε την αποτελεσματικότητα των οργανικών ενώσεων του αρσενικού σε 

πειραματόζωα στα οποία είχε προκαλέσει νόσο με κατάλληλους εμβολιασμούς. 

Έτσι, δημιουργήθηκε το πειραματικό μοντέλο του Ehrlich. Το 1907, στο Roswelt 

Memorial Institute του Buffalo,ο G. Clowes, χρησιμοποιώντας το πρότυπο του Ehrlich, 

κατάφερε να μεταμοσχεύσει με επιτυχία, για πρώτη φορά, τα καρκινικά κύτταρα και να 

δημιουργήσει, έτσι, τον πρώτο πειραματικό μεταμοσχεύσιμο όγκο ΕΑΤ (Ehrlich Αscites 

Τumor). 



 

 

21 

 

Ετσι, άρχισε η μελέτη και η εξαγωγή πολύτιμων συμπερασμάτων για τις διάφορες 

βιολογικές ιδιότητες του καρκινικού κυττάρου, και αργότερα, αφού αναπτύχθηκαν και 

άλλοι μεταμοσχεύσιμοι όγκοι, αυτοί χρησιμοποιήθηκαν για να ελεγχθεί η 

αποτελεσματικότητα νέων αντινεοπλασματικών ουσιών. 

Ουσιαστικά, η χημειοθεραπεία του καρκίνου ξεκινά μετά τον Β΄Παγκόσμιο πόλεμο. 

Τότε, ο αζωθυπερίτης (πολεμικό αέριο) από όπλο μετατρέπεται σε φάρμακο. Οι 

αλκυλιωτικοί παράγοντες, τα πρώτα σύγχρονα χημειοθεραπευτικά μέσα, παρήχθηκαν για 

πρώτη φορά σε μυστικά στρατιωτικά προγράμματα ως πολεμικά αέρια. Ο αζωθυπερίτης 

χρησιμοποιήθηκε ως φάρμακο το 1943 από τους Gilman και Goodman σε αρρώστους με 

νόσο του Hodgkin. Στη συνέχεια, στα επόμενα χρόνια ανακαλύφθηκαν και 

εξακολουθούν να ανακαλύπτονται νέα φάρμακα της “οικογένειας” των αλκυλιωτικών 

ουσιών. 

Το 1947 ο Sidney Farber παρατήρησε ότι οι ανταγωνιστές του φολικού οξέος 

προκαλούν αναστολή της ανάπτυξης της λεμφοβλαστικής λευχαιμίας στα παιδιά. ΄Ετσι, 

με την ανάπτυξη και εφαρμογή ουσιών, ανταγωνιστικών του φoλικού οξέος, ως 

αντινεοπλασματικών η χημειοθεραπεία κατά του καρκίνου εδραιώθηκε σημαντικά. 

Σήμερα, σε πολλά ερευνητικά κέντρα όλου του κόσμου, οι έρευνες για την ανακάλυψη 

νέων αντινεοπλασματικών ουσιών καθώς και μεθόδων για την αποτελεσματικότερη 

αντιμετώπιση του καρκίνου συνεχίζονται με πυρετώδη ρυθμό. Αναφέρεται, 

χαρακτηριστικά, ότι στο Εθνικό Αντικαρκινικό Ινστιτούτο της Αμερικής (NCI) 

μελετήθηκαν περίπου 280.000 νέες ουσίες την τελευταία δεκαετία, ενώ στην Ευρώπη 

μελετώνται περίπου 5.000 ουσίες κάθε χρόνο [20]. 

Τα αντικαρκινικά φάρμακα μπορούν να διαιρεθούν στις παρακάτω κύριες κατηγορίες: 

1. Αλκυλιωτικοί παράγοντες και τα παράγωγα τους που δημιουργούν δεσμούς με το DNA 

και εμποδίζουν το διπλασιασμό του. 

2. Αντιμεταβολίτες που εμποδίζουν ένα ή περισσότερους από τις μεταβολικές οδούς του 

κυττάρου 

3. Κυτταροτοξικά αντιβιοτικά. Είναι προϊόντα μικροοργανισμών που παρεμποδίζουν τη 

διαίρεση του κυττάρου 

4. Προϊόντα φυτικής προέλευσης (αλκαλοειδή της βίνκα, καμπτοθεκίνη, κ.α.) 
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1.7.1.1 Αλκυλιωτικοί παράγοντες  

 

Οι αλκυλιωτικοί παράγοντες φέρουν χημικές ομάδες που μπορούν να σχηματίζουν 

δεσμούς με νουκλεόφιλες ομάδες στο κύτταρο, όπως είναι η κυκλοφωσφαμίδη, η 

ισοφωσφαμίδη, η σισπλατίνη, η μελφαλάνη και η δακαπμπαζίνη. Κύριο χαρακτηριστικό 

τους είναι η δημιουργία ενός εξαιρετικά δραστικού κυκλικού ίμινο-ιόντος που αντιδρά 

με το νουκλεϊκό οξύ, με δυνατότητα να συμβούν τα παρακάτω: 

1. Αλλαγή στη γουανίνη με αποτέλεσμα να δημιουργείται ένα ανώμαλο ζεύγος βάσεων 

με τη θυμιδίνη 

2. Καταστροφή της γουανιδίνης με απομάκρυνση του ιμιδαζολίου 

3. Αντίδραση μεταξύ των ζευγών γουανίνης προκαλώντας συνδέσεις μεταξύ τμημάτων 

DNA 

4. Απομάκρυνση των πουρινών από το DNA με αποτέλεσμα την καταστροφή του. 

Όταν έχουμε δυο ενεργές θέσεις (cisplatin) ή περισσότερες (thiotepa) οι αλκυλιωτικοί 

παράγοντες έχουν περισσότερη δραστικότητα αφού μπορούν να αντιδράσουν είτε στην 

ίδια είτε στη συμπληρωματική αλυσίδα DNA. Επίσης, μπορούν να αλκυλιώνουν RNA ή 

πρωτεΐνες με αποτέλεσμα μεγαλύτερη δραστικότητα των μορίων. 

 

1.7.1.2 Αντιμεταβολίτες 

 

1.7.1.2.1 Ανταγωνιστές φολικού οξέος. 

 

Ο κυριότερος εκπρόσωπος αυτής της κατηγορίας ενώσεων είναι η μεθοτρεξάτη. Η 

δράση της συνοψίζεται στην παρεμπόδιση της μετατροπής του διυδρόςυφολικού οξέος 

σε τεραυδροξυφολικό. Το τελευταίο είναι απαραίτητο για την μετατροπή σε διάφορα 

παράγωγα με αποτέλεσμα τη διακοπή της σύνθεσης DNA και RNA. Έτσι δρα κυρίως 

στην S φάση. Για την αποφυγή συστηματικών παρενεργειών από τη χορήγηση 

μεθοτρεξάτης χορηγείται φυλινικό οξύ με καθυστέρηση 24 h. 
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1.7.1.2.2 Ανταγωνιστές ιτυριμιδίνης. 

 

Τα φάρμακα αυτής της κατηγορίας είτε ανταγωνίζονται είτε μιμούνται τους 

μεταβολίτες της πυριμιδίνης. Η 5-φλουορουρακίλη προέρχεται από την αντικατάσταση 

ενός ατόμου Η με ένα άτομο φθορίου. Μπορεί να μιμηθεί την ουρακίλη και έτσι να 

προσδεθεί στο ένζυμο συνθετάση της θυμιδίνης και να παρεμποδίσει τη δράση του και 

έτσι δε δρα σε συγκεκριμένη φάση του κυτταρικού κύκλου. Ο αραβινοσίδης της 

κυτοσίνης είναι παρόμοια με την κυτιδίνη αλλά διαφέρει στη θέση μιας ομάδας 

υδροξυλίου στο σάκχαρο. Με τη βοήθεια ενζυμικών συστημάτων μετατρέπεται στην 

ενεργή μορφή του, η οποία δρα παρεμποδίζοντας τη DNA πολυμεράση. Η δράση της 

εντοπίζεται στην S φάση. 

 

1.7.1.2.3 Ανταγωνιστές πουρίνης. 

 

Οι ανταγωνιστές πουρίνης είναι κυρίως η 6-μερκαπτοπουρίνη και η 6-θειογουανίνη. 

Η πρώτη είναι ανάλογο της υποξανθίνης. Με τη βοήθεια του ενζύμου τρανσφεράση της 

φωσφορύλουποξανθίνης γουανίνης μετατρέπεται στο δραστικό φωσφορυλιωμένο 

νουκλεοτίδιο. Η δράση της ασκείται κυρίως με παρεμπόδιση τη σύνθεσης πουρινών. 

Παρόμοιο μηχανισμό δράσης έχει και η 6-θειογουανίνη. 

 

1.7.1.3 Αντικαρκινικά αντιβιοτικά. 

 

Η δράση τους λαμβάνει χώρα κυρίως με ενδοπαρεμβολή μεταξύ των δυο αλυσίδων 

DNA. Οι ανθρακυκλίνες ιδιαίτερα προκαλούν τη δημιουργία ελευθέρων ριζών και 

συνδέεται με το ένζυμο DNA τοποϊσομεράση II 

 

 

 

1.7.1.3.1 Οι ανθρακυκλίνες 

 

Η δοξορουβικίνη και η δαουνορουβικίνη παράγονται από ένα είδος του μύκητα 

Streptomyces carevisae. Η επιρουβικίνη είναι ένα ημισυνθετικό παράγωγο της 
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δοξορουβικίνης που θεωρητικώς έχει μικρότερη καρδιοτοξικότητα. Η δοξορουβικίνη 

διαφέρει από την δαουνοροβικίνη επειδή ένα άτομο υδρογόνου έχει υποκατασταθεί από 

μία ομάδα υδροξυλίου. Η δοξορουβικίνη (αλλά και η επιρουβικίνη) είναι ιδιαιτέρως 

δραστική έναντι της ασθένειας Hogkin's και του λεμφώματος μη Hogkin's, του 

μικροκυτταρικού καρκίνου πνεύμονα, και των καρκινωμάτων μαστού, ωοθηκών, 

στομάχου, ουρήθρας, μαστού, μαλακών ιστών και οστών. Η δαουνορουβικύνη 

χρησιμοποιείται συνήθως έναντι οξείας μυελογενούς και λυμφατικής λευχαιμίας. 

 

1.7.1.3.2 Μιτοξανθρόνη 

 

H μιτοξανθρόνη είναι μια ανθρακινόνη που συνδέεται με το DNA. Έχει χρόνο 

ημιζωής πάνω από 36 h. Είναι δραστική σε καρκίνο μαστού, λευχαιμίες και λεμφώματα 

αλλά, είναι λιγότερο δραστική από τη δοξορουβικίνη. 

 

1.7.1.3.3 Ακτινομικύνη D 

 

Πρόκειται για ουσία που απομονώνεται από είδη του μύκητα Strepromyces. 

Ενδοπαρεμβάλλεται στις δυο αλυσίδες DNA μεταξύ των βάσεων γουανίνης-κυτοσίνης 

εμποδίζοντας την αντιγραφή DNA σε μεγάλες δόσεις και  την μεταγραφή σε RNA σε 

μικρότερες δόσεις. Παρουσιάζει ευασισθησία στην ακτινοβολία και γι' αυτό δεν πρέπει 

να χρησιμοποιείται  σε περίπτωση ακτινοθεραπείας. 

 

1.7.1.3.4 Μπλεομυκίνη 

 

Είναι ένα μίγμα γλυκοπεπτιδίων που απομονώθηκε από τον Streptomyces venicillis 

αλλά πλέον συντίθεται χημικά. Ενδοπαρεμβάλλεται αλλά και αλκυλιώνει το DNA. 

Συγχορηγείται σε καρκίνους μαστού, στομάχου, κεφαλής και λαιμού. 
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1.7.1.3.5 Αλκαλοειδή της Vinca 

 

Τα αλκαλοειδή αυτά (βινκριστίνη και βιμπλαστίνη) προέρχονται από το φυτό 

Catharanthus roseus. Πρόκειται για δηλητήρια που δρουν παρεμποδίζοντας την μίτωση 

και ιδιαίτερα το σχηματισμό της πυρηνικής ατράκτου. Εμποδίζουν τη σύνδεση της 

τουμπουλίνης Α και Β παρεμποδίζοντας το σχηματισμό των μικροσωληνίσκων. Η 

βιμπλαστίνη χρησιμοποιείται σε συνδυασμούς για τη θεραπεία καρκίνου του προστάτη 

και λυμφωμάτων. Η βινκριστίνη χρησιμοποιείται για τη θεραπεία λυμφωμάτων, οξέων 

λυμφατικών λευχαιμιών, μικροκυτταρικού καρκίνου πνεύμονα και καρκίνου μαστού. Οι 

κυριότερες παρενέργειες είναι η νευροτοξικότητα και η αλωπεκία. Η βινδεσίνη είναι ένα 

ημισυνθετικό αλκαλοειδές με παρόμοια δράση και παρενέργειες. 

 

 

1.7.1.3.6 Ποδοφυλλοτοζίνες. 

 

Προέρχονται από το ενδημικό φυτό στην Αμερική Podophylum peltatum. Τόσο ο 

ετοποσίδης όσο και ο τενιποσίδης σταματούν τον κύκλο του κυττάρου πριν από τη φάση 

G2. Προκαλούν θραύσεις στο DNA. Ο μηχανισμός δράσης τους περιλαμβάνει τη 

δημιουργία σταθερού συμπλόκου ανάμεσα στο DNA, την τοποϊσομεράση II και τη 

ποδοφυλλοτοξίνη,  με αποτέλεσμα τη διάσπαση του πρώτου. Ο ετοποσίδης έχει ευρύ 

φάσμα αντικαρκινικής δράσης που συμπεριλαμβάνει τον καρκίνο προστάτη, 

λυμφώματα, λευχαιμίες, το μικροκαρκινικό καρκίνο πνεύμονα και το σάρκωμα Ewing's. 

Ο τενιποσίδης χρησιμοποιείται μόνος του εναντίον του μικροκαρκινικού καρκίνου 

πνεύμονα. Οι παρενέργειες περιλαμβάνουν μυελοκαταστολή, αλωπεκία και λιγότερο 

σπάνια γαστρεντερικές διαταραχές και νευροπάθεια. 
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1.7.1.4 Λοιποί αντικαρκινικοί παράγοντες 

 

1.7.1.4.1 Προκαρπαζίνη 

 

Είναι ένας ασθενής αναστολέας της μονοαμινοξειδάσης που παρεμποδίζει τη δράση 

του  DNA και του RNA και καταστέλλει την πρωτεϊνική σύνθεση. Χρησιμοποιείται 

κυρίως σε ασθένεια Hodgkin's και όγκους του εγκεφάλου. 

 

1.7.1.4.2 Υδροξνουρία 

 

Εμποδίζει τη σύνθεση του ενζύμου διφωσφορική ριβουνεκλοτιδική ρεδουκτάση και 

έτσι παρεμποδίζει τη σύνθεση του DNA. Δρα ειδικά στην S φάση και χρησιμοποιείται 

κύρια σε χρόνιες λευχαιμίες. Οι παρενέργειες περιλαμβάνουν λευκοπενία και 

γαστρεντερολογικές διαταραχές. 

 

1.7.1.4.3 Εξαδεκυλομεθαλαμινη 

 

Χρησιμοποιείται σε καρκίνους ωοθηκών και εγκεφάλου. Οι παρενέργειες 

περιλαμβάνουν λευκοπενία, διάρροια και γαστρεντερολογικές διαταραχές. 

 

1.7.1.4.4 L-ασπαργινάση 

 

Προέρχεται από μικρόβια όπως η Escherichia coli και η Erwinia carotovora. 

Πρόκειται για ένα ένζυμο που διασπά την ασπαραγίνη στη κυκλοφορία του αίματος. Για 

τα καρκινικά κύτταρα, σε αντίθεση με τα φυσιολογικά, το αμινοξύ αυτό είναι απαραίτητο 

γιατί απουσιάζει το ένζυμα αρπαργινική συνθετάση. Χρησιμοποιείται σε συνδυασμό σε 

λυμφατική λευχαιμία.Οι παρενέργειες περιλαμβάνουν αναφυλαξία, παγκρεατίτιδα, 

υπογλυκαιμία,υποπρωτεϊναιμία, εγκεφαλοπάθεια και καύσο. 
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1.7.2 Το φαινόμενο της αντοχής στα αντικαρκινικά φάρμακα [21-23] 

 

Η αντίσταση στα αντικαρκινικά φάρμακα αποτελεί το μεγαλύτερο εμπόδιο στη 

θεραπεία του καρκίνου.Τα αντικαρκινικά φάρμακα είναι τοξικά όχι μόνο για καρκινικά,  

αλλά και για τα φυσιολογικά, ταχέως διαιρούμενα κύτταρα. Αυτή η τοξικότητα τους 

μειώνει την ασφαλή δόση, με αποτέλεσμα να μειώνεται η πιθανότητα ανταπόκρισης στη 

θεραπεία. Η ανταπόκριση αυτή μειώνεται περισσότερο με την εμφάνιση της αντίστασης. 

Με τον όρο αντίσταση στην αντικαρκινική αγωγή ονομάζουμε ή την αποτυχία ενός 

όγκου να ανταποκριθεί στην χημειοθεραπεία είτε τη συνέχιση της ανάπτυξης ενός όγκου 

παρά τη χορηγούμενη θεραπεία. 

Στην πράξη αυτό εκδηλώνεται με δύο τρόπους. Σε μια πρώτη εκδοχή ο όγκος που 

αρχικά ανταποκρίνονταν στη χημειοθεραπεία εμφανίζεται να μην ανταποκρίνεται πλέον. 

Επίσης, μπορεί να εμφανίζεται αντοχή ακόμη και ενάντια σε άλλες ουσίες που δεν είχαν 

χρησιμοποιηθεί νωρίτερα και που χημικώς έχουν ελάχιστη σχέση με τις χορηγούμενες. 

Συνήθως πρόκειται για το μη μικροκυτταρικό καρκίνο πνεύμονα, την οξεία μυελογενή 

λευχαιμία και καρκίνο των ωοθηκών. Η δεύτερη μορφή είναι περισσότερο επικίνδυνη 

καθώς εμφανίζεται μια εγγενής αντίσταση στα φάρμακα. Πρόκειται, συνήθως ,για το μη 

μικροκυτταρικό καρκίνο πνεύμονα, το μελάνωμα και τον καρκίνο του ορθού. Οι 

μηχανισμοί που προκαλούν την ανάπτυξη αντίστασης είναι σε πολλές περιπτώσεις 

γνωστοί, διαφορετικοί μεταξύ τους και δρουν συνεργικά. Ενδεικτικά, περιλαμβάνουν την 

μείωση της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης του φαρμάκου (είτε με μείωση της πρόσληψης 

είτε με αύξηση της απέκκρισης), αλλαγή στην έκφραση ορισμένων ενζύμων, μειωμένη 

μετατροπή του προφαρμάκου σε δραστικό φάρμακο, αυξημένη-επιδιόρθωση του DNA 

και αυξημένη παραγωγή πουρινών και πυριδινών. Επιπλέον, υπάρχουν και φυσιολογικοί 

παράγοντες όπως το ποσοστό των διαιρούμενων κυττάρων, η υποξία και η 

προσβασιμότητα του φαρμάκου. 

 

 

1.7.2.1 Κυτταρογεννετική αντίσταση [24] 

 

Τα αντικαρκινικά φάρμακα είναι ως επί το πλείστον δραστικά μόνο ενάντια σε 

διαιρούμενα κύτταρα. Οι όγκοι που αποτελούνται από ταχύτερα διαιρούμενα κύτταρα 

(π.χ. λύμφωμα Burkitt, χρόνος διπλασιασμού 24 h) είναι πρακτικώς ιάσιμοι ενώ όγκοι 
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αποτελούμενοι από βραδύτερα διαιρούμενα κύτταρα (π.χ. αδενοκαρκίνωμα του 

πνεύμονα , χρόνος διπλασιασμού 150 μέρες) είναι ουσιαστικά ανίατοι. 

Ο ρυθμός ανάπτυξης ενός όγκου εξαρτάται από τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, 

το ποσοστό των διαιρουμένων κυττάρων και το ρυθμό του κυτταρικού θανάτου και 

απόπτωσης. Σχεδόν όλα τα αντικαρκινικά φάρμακα δρουν σε μία συγκεκριμένη φάση 

του κυτταρικού κύκλου, όπως οι ανθρακυκλίνες που δρουν στην S φάση του κυτταρικού 

κύκλου. Αυτό φαίνεται στην πράξη, καθώς τα αντικαρκινικά φάρμακα σκοτώνουν ένα 

συγκεκριμένο ποσοστό των κυττάρων ενός όγκου και χορηγούνται σε 

επαναλαμβανόμενες δόσεις. Επίσης, οι ανθρώπινοι όγκοι παρουσιάζουν μείωση του 

ποσοστού διαιρούμενων κυττάρων με την αύξηση του μεγέθους τους με αποτέλεσμα να 

δυσχεραίνεται πολύ η θεραπεία τους. 

 

1.7.2.2 Η κυτταρική αντίσταση στα αντικαρκινικά φάρμακα 

 

Η κυτταρική αντίσταση στα αντικαρκινικά φάρμακα προκαλείται κυρίως από 

μηχανισμούς που μειώνουν την ενδοκυττάρια συγκέντρωση του φαρμάκου. Αυτό μπορεί 

να γίνει είτε με αυξημένο καταβολισμό είτε με αυξημένη απέκκριση του φαρμάκου. 

Επίσης, σημαντικό μπορεί να είναι το στάδιο της εισόδου του φαρμάκου στο κύτταρα 

όταν αυτό συμβαίνει με τη βοήθεια πρωτεΐνης, είτε απαιτεί ενέργεια είτε όχι. Μια 

μετατροπή στην εισαγωγή ή απέκκριση του φαρμάκου μπορεί να προκαλέσει μείωση 

κατά 250 φορές στη ευαισθησία του κυττάρου στο φάρμακο. 

 

 

1.7.3 Αντιμετώπιση της αντίστασης στα χημειοθεραπευτικά φάρμακα 

 

Η αντίσταση στα αντικαρκινικά φάρμακα περιορίζει την χρησιμότητα τους και 

εμποδίζει την αποτελεσματική χημειοθεραπεία. Για την αντιμετώπιση της έχουν 

χρησιμοποιηθεί μια σειρά από φυσιολογικές και φαρμακολογικές μεθόδους: 

• Αντιμετώπιση κυττοκινητικής αντίστασης: 

1. Αυξημένη δόση 

2. Συνδυασμοί χημειοθεραπευτικών 

3. Αλλαγή σε χημειοθεραπεία στην οποία δεν υπάρχει διασταυρούμενη αντίσταση 

4. Θεραπεία που εξαρτάται από τη δόση 
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• Βιοχημική μετατροπή της αντίστασης 

1. αναστολείς της ανάπτυξης αντίστασης 

2. υποξία 

3. αναστολείς των ενζύμων επισκευής του DNA 

4. αναστολείς του μεταβολισμού των φαρμάκων 

5. χορήγηση αναλόγων με μεγαλύτερο χρόνο κατακράτησης 

 

• Μείωση της τοξικότητας 

1. Αλλαγή στην οδό χορήγησης 

2. Διάσωση του υγιούς ιστού 

3. Παράγοντες ενίσχυσης του αιματοποιητικού συστήματος 

4. Διάσωση περιφερικών κυττάρων 

 

• Νέες προσεγγίσεις. 

1. Χορήγηση προφαρμάκων συζευγμένων με αντισώματα 

2. Γενετική θεραπεία 

3. Γενετική θεραπεία συνδυασμένη με τη χρήση προφαρμάκων 

4. Ρύθμιση της έκφρασης οκογονιδίων 

5. Αναστολή της έκφρασης της οδού σημάνσεως  

6. Δράση στα ριβοσώματα 

Ειδικότερα, μεγάλο ενδιαφέρον έχει η περίπτωση της ρ γλυκοπρωτεΐνης, καθώς τα 

φάρμακα που έχουν δράση εναντίον αυτής της πρωτεΐνης εμποδίζοντας τη δράση της, 

έχουν δύο αρωματικούς δακτυλίους και αυξημένη λιποφιλία. Επίσης, χρησιμοποιούνται 

η βεραπαμίλη και άλλοι αναστολείς ασβεστίου (calcium blockers). 

 

 

1.7.4 Τοξικότητα των αντικαρκινικών φαρμάκων 

 

Σχεδόν όλα τα αντικαρκινικά φάρμακα παρουσιάζουν αυξημένη τοξικότητα. 

Επιπλέον, πολλά είναι μεταλλαξιογόνα και καρκινογόνα σε μακροχρόνια χρήση, καθώς 

,επίσης, προκαλούν στειρότητα. Εκτός από τις σοβαρές αυτές παρενέργειες, υπάρχουν 

και άλλες λιγότερο σοβαρές: 
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1. Τοπική τοξικότητα. Μερικά ενδοφλεβίως χορηγούμενα φάρμακα είναι τοξικά στο 

σημείο της ένεσης. Παραδείγματα είναι οι ανθρακυκλίνες, η μιτομυσίνη, η 

στρεπτοζοκίνη και η αλκαλοειδή της βίνκας. Αντίθετα η L- ασπαραγινάση, η 

μπλεομυκίνη, η μυστίνη, η μεθοτρεξάτη και ο αραβοσίδης της κυτοσίνης δεν είναι τοξικά 

και χορηγούνται με άνεση. 

2. Αιματολογική τοξικότητα. Η σοβαρότερη παρενέργεια είναι η μυελοκαταστολή. 

Συνιστάται πλήρης αιματολογικός έλεγχος πριν από κάθε χορήγηση φαρμάκων. 

Σημαντικό είναι ότι μερικά φάρμακα όπως οι αλκυκιωτικοί παράγοντες έχουν αθροιστική 

τοξικότητα. Μία ακόμη παρενέργεια μπορεί να είναι η καταστολή της ανοσολογικής 

απάντησης. 

3. Γαστρεντερολογική τοξικότητα. Η ακριβής αιτία πρόκλησης της είναι άγνωστη. Ο 

χρόνος εμφάνισης τους ποικίλει: μουστίνη 2 h, δοξορουβικίνη 4-6 h, κυκλοφωσφαμίδη 

12 h. Η διάρκεια των συμπτωμάτων ποικίλει από 24 ώρες μέχρι 2 εβδομάδες. 

4. Αλωπεκία. Αφορά κυρίως το τριχωτό της κεφαλής και σπανιότερα όλο το σώμα. 

Επειδή προσβάλλεται η ρίζα της τρίχας, συχνά είναι μη αναστρέψιμη. 

5. Πνευμονική τοξικότητα. Αφορά λίγα μόνο φάρμακα: μπλεομυκίνη, βισουλφάνη. 

κυκλοφωσφαμάτη και μεθοτρεξάτη. 

6. Καρδιοτοξικότητα. Την εκδηλώνουν κυρίως οι ανθρακυκλίνες. Προκαλούν εκφυλισμό 

του μυοκαρδίου που συχνά συνοδεύονται από αρρυθμίες. 

7. Νευρική τοξικότητα. Αποτελεί κυρίως πρόβλημα για τη μεθοτρεξάτη, τη σισπλατίνη, 

το ισοφωσφαμίδιο και το κυκλοφωσφαμίδιο. Μπορεί να συνοδεύεται από διαταραχές 

ηλεκτρολυτών. 

8. Νευρολογική τοξικότητα. Αφορά τόσο το περιφερικό σύστημα (περιφερική 

νευροπάθεια, παραλυτικός ειλεός), όσο και το κεντρικό (σύγχυση, εγκεφαλοπάθεια).  

 

Συχνά η διακοπή της θεραπείας συνοδεύεται από μερική μόνο αποκατάσταση. 

Ο σημαντικότερος, όμως, παράγοντας είναι ότι μια βελτίωση στην κλινική εικόνα δεν 

σημαίνει απαραίτητα και αύξηση στην πιθανότητα επιβίωσης. Ακόμη ,όμως, και σε 

περίπτωση πλήρους υφέσεως είναι πιθανή μια ταχεία υποτροπή. Τέλος, πολλές φορές μια 

ραγδαία βελτίωση συνοδεύεται από εξίσου ταχεία ανάπτυξη αντίστασης και υποτροπή 

ώστε να επιβάλλεται επιφύλαξη σε κάθε πρόγνωση [21-24]. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΝΑΝΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ ΚΑΙ ΛΙΠΟΣΩΜΑΤΑ 

 

2. 1 Εισαγωγή 

 

 Η νανοτεχνολογία, αναφέρεται στην χρήση των αρχών και μεθόδων της μηχανικής, 

ηλεκτρονικής, της επιστήμης των υλικών, της φυσικής και της χημείας με σκοπό την 

παραγωγή συστημάτων με μέγεθος αλλά και ακρίβεια σε διαστάσεις κάτω του ενός 

μικρού και φτάνοντας ακόμη και σε μοριακό επίπεδο [25]. Σύμφωνα με ένα ορισμό του 

Albert Franks ως νανοτεχνολογία ορίζεται «η περιοχή της επιστήμης και της τεχνολογίας 

όπου η διάμετρος και οι ανοχές είναι της τάξης 0,1 έως 100 nm ». 

 Ειδικά στην περιοχή των βιοατρικών επιστημών αποτελεί φιλοδοξία πως η 

νανοτεχνολογία μπορεί να επιδράσει καταλυτικά σε τομείς όπως η χορήγηση φαρμάκων, 

η γονιδιακή θεραπεία, η απεικόνιση και τα συστήματα ελεγχόμενης αποδέσμευσης. 

Εκτός από τα πλεονεκτήματα που έχει η νανοτεχνολογία αυτή καθ' αυτή, για τη 

φαρμακευτική βιομηχανία υπάρχουν επιπλέον λόγοι που την καθιστούν ελκυστική. 

Προσφέρει τη δυνατότητα να επεκταθεί η διάρκεια προστασίας μιας φαρμακευτικής 

ουσίας ακόμη και μετά από τη λήξη της σχετικής πατέντας, ενώ συγχρόνως καθιστά 

δυσκολότερη τη παρουσίαση αντιγράφων φαρμάκων. Συγχρόνως, υπάρχουν οφέλη και 

για τον ασθενή που μπορεί να αφορούν τόσο στην ασφάλεια όσο και στην 

αποτελεσματικότητα της θεραπείας [26]. 

Αυτή τη στιγμή το 13% των συνολικών πωλήσεως φαρμάκων αφορά συστήματα 

χορήγησης φαρμάκων (Drug Delivery Systems) και το τμήμα αυτό αυξάνει με μεγάλο 

ετήσιο ρυθμό. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχει η νανοτεχνολογία για ασθένειες του νευρικού, 

αναπνευστικού και καρδιαγγειακού συστήματος, κυρίως γιατί πολλοί παράγοντες που θα 

μπορούσαν να είναι δραστικοί δεν μπορούν να φτάσουν στο σημείο-στόχο τους. Επίσης 

σημαντικός τομέας πιθανής εφαρμογής της νανοτεχνολογίας μπορεί να είναι η 

χημειοθεραπεία, όπου υπάρχει μικρή διαφορά στη δράση των φαρμάκων μεταξύ του 

καρκινικού και υγιούς ιστού, στον εμβολιασμό, όπου πολλά αντιγόνα δύσκολα μπορούν 

να χορηγηθούν και στην ορμονοθεραπεία λόγω της αστάθειας των δραστικών ουσιών. 
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Κάποια από τα κύρια οφέλη της νανοτεχνολογίας, αναφέρονται παρακάτω: 

 Βελτιωμένη αποτελεσματικότητα και ασφάλεια 

 Αύξηση του χρόνου εμπορικής προστασίας φαρμάκων με την επαναμορφοποίηση  

 φαρμακοτεχνικές μορφές νέας τεχνολογίας 

 Εξασφαλισμένα δικαιώματα σε διπλώματα ευρεσιτεχνίας 

 Πολύ χαμηλότερο κόστος σε σχέση με το κόστος ανάπτυξης ενός νέου μορίου 

 Μείωση στη χρήση νέων φαρμάκων μειώνει το συνολικό κόστος 

 

2. 2  Λιποσώματα 

 

 Ο όρος λιποσώματα αναφέρεται σε  κλειστές σφαιρικές δομές στις οποίες ένας 

υδατικός όγκος περικλείεται από μια μεμβράνη από λιπίδια, συνήθως φωσφολιπίδια [27].   

Δημιουργούνται αυθόρμητα όταν αυτά τα λιπίδια διασπείρονται σε υδατικά διαλύματα. 

Το μέγεθος τους κυμαίνεται από μερικές δεκάδες νανόμετρα έως μερικές δεκάδες μικρά. 

Μπορούν να παρασκευαστούν με συγκεκριμένο τρόπο ,ώστε να περιέχουν άλλες ουσίες 

εγκλωβισμένες είτε στην υδατική τους φάση είτε στη λιπιδική τους διπλοστοιβάδα [32]. 

 

 

 

 

Σχήμα 2.1: λιπόσωμα, όπου υπάρχει εγκλωβισμένο φάρμακο στο υδατικό του εσωτερικό 

μέρος 
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Ένα βασικό σημείο στη παρασκευή των λιποσωμάτων είναι ότι οι μεμβράνες των 

φωσφολιπιδίων δημιουργούνται ως αποτέλεσμα των δυσμενών αλληλεπιδράσεων 

μεταξύ φωσφολιπιδίων και νερού. Η έμφαση δεν δίδεται τόσο στην επίτευξη  

δημιουργίας λιποσωμάτων καθώς πρόκειται για αυθόρμητη διαδικασία κάτω από 

κατάλληλες συνθήκες αλλά στη δημιουργία λιποσωμάτων με κατάλληλο μέγεθος και 

ιδιότητες και στον αποδοτικό εγκλωβισμό ουσιών κατά τέτοιο τρόπο ώστε να μη 

διαρρέουν από τα λιποσώματα μετά τον εγκλωβισμό τους. 

Ανάλογα με το μέγεθος τους και τον αριθμό των στοιβάδων από τα οποία 

αποτελούνται, τα λιποσώματα διακρίνονται σε μικρά μονοστοιβαδικά λιποσώματα 

(SUV) με διάμετρο 0,0025 μm, μεγάλα μονοστοιβαδικά λιποσώματα (LUV) με μέγεθος 

0,1 μm και τα μεγάλα πολυστοιβαδικά λιποσώματα (MLV) με μέγεθος έως 10 μm. 

Σχεδόν όλες οι μέθοδοι παρασκευής λιποσωμάτων περιλαμβάνουν τα ακόλουθα στάδια: 

1. Διάλυση των λιπιδίων σε οργανικό διαλύτη και ακολούθως απομάκρυνση του 

2. Διασπορά των λιπιδίων σε υδατικό μέσο 

3. Καθαρισμός των λιποσωμάτων που προκύπτουν από συσσωματώματα ή προσμίξεις 

4. Ανάλυση και φυσικοχημικός έλεγχος του τελικού προϊόντος 

 

2.3  Μέθοδοι παρασκευής λιποσωμάτων 

 

Η κύρια διαφορά μεταξύ των διαφόρων μεθόδων παρασκευής είναι ο τρόπος με τον 

οποίο διασπείρονται τα λιπίδια στο υδατικό μέσο πριν από τη δημιουργία 

διπλοστοιβάδων. Αυτό μπορεί να επιτευχθεί είτε με φυσική διασπορά, με διφασικό 

σύστημα ή με προσθήκη επιφανειοδραστικού. 

 

2.3.1 Η μέθοδος του λεπτού υμενίου 

 

Η μέθοδος αυτή αποτελεί την παλαιότερη ιστορικά μέθοδο για την παρασκευή 

λιποσωμάτων. Τα λιπίδια διαλύονται σε έναν οργανικό διαλύτη ο οποίος εξατμίζεται σε 

κενό και σε θερμοκρασία υψηλότερη από τη θερμοκρασία μετάπτωσης των λιπιδίων από 

την στερεή στην υγρή κρυσταλλική φάση. Μετά την πλήρη εξάτμιση του διαλύτη 

σχηματίζεται ένα λεπτό λιπιδικό υμένιο, από το οποίο σχηματίζονται μεγάλα 

πολυστοιβαδικά λιποσώματα όταν αυτό ενυδατωθεί, συνήθως με τη βοήθεια ενός 

ρυθμιστικού διαλύματος. Στο υδατικό διάλυμα μπορεί, επίσης, να προστεθεί και η 
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δραστική ουσία που επιδιώκεται να εγκλωβιστεί στα λιποσώματα, αν αυτή είναι 

υδατοδιαλυτή. Το αίτιο πίσω από την δημιουργία των λιποσωμάτων είναι η διαφορά στην 

ελεύθερη ενέργεια ανάμεσα στο υδατικό περιβάλλον και στο υδρόφοβο περιβάλλον των 

λιπαρών αλυσίδων των φωσφολιπιδίων. Τα λιπίδια λοιπόν κατά την ενυδάτωση τους 

αυθόρμητα προσλαμβάνουν δομή διπλοστοιβάδας προκειμένου να αποφύγουν την επαφή 

με το νερό στις υδρόφοβες περιοχές τους. Επίσης με αυτό τον τρόπο, αποκτούν μικρότερη 

τιμή ελεύθερης ενέργειας για το σύστημα άρα έτσι και την μεγαλύτερη σταθερότητα. 

Ένα επιπρόσθετο συμπέρασμα που προκύπτει είναι ότι οι διπλοστοιβάδες προκύπτουν 

μόνο ως αποτέλεσμα της ύπαρξης του νερού και δεν θα μπορούσαν να υπάρξουν χωρίς 

αυτό. 

Οι συνθήκες κατά την ενυδάτωση των λιποσωμάτων επιδρούν σημαντικά κατά την 

παρασκευή τους. Έτσι για παράδειγμα όταν η ενυδάτωση γίνεται σε ήπιες συνθήκες 

ανάδευσης και διαρκεί συνολικά 20 h εγκλωβίζεται 50% περισσότερη ουσία από ότι αν 

ο εγκλωβισμός διαρκούσε μόνο 2 h, παρότι το μέγεθος των λιποσωμάτων είναι παρόμοιο. 

Ακόμη μικρότερο ποσοστό ουσίας εγκλωβίζεται αν η ενυδάτωση γίνει με τη βοήθεια 

μηχανικής ανάδευσης (vortex) μέσα σε min. Επίσης, όσο μικρότερο είναι το πάχος του 

λεπτού λιπιδικού υμενίου τόσο πιο αποδοτικός είναι ο εγκλωβισμός. Για το σκοπό αυτό 

μερικές φορές αυξάνεται η επιφάνεια που καλύπτεται με τα λιπίδια προσθέτοντας 

μικροσκοπικά σφαιρίδια γυαλιού. 

Εκτός από τη βασική μέθοδο του λεπτού υμενίου για την παρασκευή λιποσωμάτων 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν και παραλλαγές της. Αν τα λιπίδια δεν έχουν την τάση να 

σχηματίζουν διπλοστοιβάδες, η προσθήκη μικρής ποσότητας φορτισμένου λιπιδίου (έως 

0%) μπορεί να βοηθήσει στη παρασκευή λιποσωμάτων, ιδιαίτερα αν το περιβάλλον δεν 

έχει μεγάλη ιοντική ισχύ, όπως π.χ. αν αποτελείται από διάλυμα μη ηλεκτρολυτών όπως 

σουκρόζη. Επίσης, είναι δυνατόν να προστεθεί ένας συνδιαλύτης όπως πετρελαϊκός 

αιθέρας η αιθέρας. Το διφασικό μείγμα ομογενοποιείται με τη βοήθεια υπέρηχων και ο 

πτητικός οργανικός διαλύτης απομακρύνεται με τη βοήθεια ρεύματος αδρανούς αερίου 

π.χ. αζώτου. Με αυτό τον τρόπο η εξάτμιση του οργανικού διαλύτη και η ενυδάτωση των 

λιπιδίων γίνεται σε ένα στάδιο. Ωστόσο με αυτόν τον τρόπο είναι πιθανόν να παραμένουν 

ίχνη του οργανικού διαλύτη ανάμεσα στις διαδοχικές στοιβάδες των μεγάλων 

πολυστοιβαδικών λιποσωμάτων που σχηματίζονται [27-31]. 
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2.3.2 Παρασκευή λιποσωμάτων με την μέθοδο της λυοφιλοποίησης. 

 

Με βάση αυτή τη μέθοδο του Γρηγόρη Γρηγοριάδη το 1984, γνωστός και ως «πατέρας» 

τον λιποσωμάτων, μικρά μονοστοιβαδικά λιποσώματα αναμιγνύονται με υδατικό 

διάλυμα της ουσίας προς εγκλωβισμό. Το λιποσωμικό εναιώρημα λυοφιλοποιείται και με 

την ενυδάτωση παρασκευάζονται μεγάλα πολυστοιβαδικά λιποσώματα με ποσοστό 

εγκλωβισμού μέχρι 40%. 

 

2.3.3 Μέθοδοι εγχύσεως οργανικού διαλύτη (αιθέρα ή αιθανόλης) 

 

Η μέθοδος της έγχυσης οργανικού διαλύτη παράγει μικρά μονοστοιβαδικά 

λιποσώματα. Με αυτή τη μέθοδο ο οργανικός διαλύτης στον οποίο έχουν διαλυθεί τα 

λιπίδια εγχύνεται σε ένα υδατικό διάλυμα της προς εγκλωβισμό ουσίας. Στην περίπτωση 

της έγχυσης αιθέρα, η έγχυση γίνεται αργά σε αυξημένη θερμοκρασία 50-60°C ενώ στην 

περίπτωση της αλκοόλης γρήγορα. Η μέθοδος της ενέσεως αλκοόλης έχει το 

πλεονέκτημα ότι αποφεύγονται έντονες συνθήκες θέρμανσης και ανάδευσης (υπέρηχοι). 

Όμως, η αλκοόλη δημιουργεί αζεοτροπικό μείγμα με το νερό ώστε η απομάκρυνση της 

να είναι δυσχερής. Ωστόσο, η παρουσία αλκοόλης μέχρι 10% επιτρέπει τη δημιουργία 

λιποσωμάτων, τα οποία όμως θα βρίσκονται αραιωμένα σε μεγάλο όγκο. 

 

 

2.3.4 Μέθοδοι της απομάκρυνσης επιφανειοδραστικού. 

 

Μια εντελώς διαφορετική μεθοδολογία για την παρασκευή λιποσωμάτων αποτελεί η 

μέθοδος της προσθήκης ενός επιφανειοδραστικού σε ένα εναιώρημα λιπιδίων και στη 

συνέχεια η απομάκρυνσή του. Η προσθήκη του επιφανειοδραστικού προκαλεί τη 

δημιουργία μικυλλίων. Τα μικύλλια που αποτελούνται από λιπίδια αλλά και μόρια του 

επιφανειοδραστικού, όταν το τελευταίο απομακρύνεται σταδιακά γίνονται πλουσιότερα 

σε λιπίδια. Κάποια στιγμή το μικύλλιο καταρρέει και δημιουργούνται διπλοστοιβάδες, 

ώστε να προστατευθούν οι λιπόφιλες περιοχές των φωσφολιπιδίων από την επίδραση του 

νερού. 
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Η απομάκρυνση του επιφανειοδραστικού μπορεί να γίνει με: 

1.Διαπίδυση. Με αυτόν τον τρόπο απομακρύνονται κυρίως επιφανειοδραστικά με μεγάλη 

κρίσιμη μικυλλιακή  συγκέντρωση (10-20 mM). Παράδειγμα τέτοιου 

επιφανειοδραστικού είναι το χολικό νάτριο. 

2.Χρωματογραφία στήλης. Τα μικκύλια που σχηματίστηκαν με την προσθήκη του 

επιφανειοδραστικού διέρχονται από μια στήλη μοριακού αποκλεισμού με στατική φάση 

Sephadex. Καθώς απομακρύνεται η περίσσεια του επιφανειοδραστικού σχηματίζονται τα 

λιποσώματα. 

3. Μια νεότερη τεχνική περιλαμβάνει την προσθήκη επιφανειοδραστικού Triton Χ100 σε 

ένα εναιώρημα λιπιδίων. Το επιφανειοδραστικό απομακρύνεται με χρήση 

προσροφητικού πολυμερούς. Μετά τη δημιουργία των λιποσωμάτων, τα προσροφητικά 

πολυμερή απομακρύνονται με διήθηση. 

 

2.3.5 Μέθοδος με  εξάτμιση αντιστρόφους φάσεως 

 

Στη μέθοδο αυτή το λιπόσωμα σχηματίζεται σε δυο στάδια, πρώτα η εσωτερική 

στοιβάδα και μετά η εξωτερική. Αν και γενικά υπάρχουν πολλές μέθοδοι, το κοινό 

χαρακτηριστικό τους είναι η δημιουργία ενός γαλακτώματος νερού σε λάδι που 

παράγεται με την εισαγωγή μικρής ποσότητας υδατικού μέσου σε ένα μεγάλο όγκο 

οργανικού διαλύματος λιπιδίων και στη συνέχεια ακολουθεί μια μηχανική ανακίνηση 

που διασπά την υδατική φάση σε ένα μεγάλο αριθμό από μικροσκοπικά σταγονίδια. Αυτά 

τα σταγονίδια σταθεροποιούνται από την ύπαρξη μιας μονοστοιβάδας λιπιδίων στην 

διεπιφάνεια μεταξύ της υδατικής και της οργανικής φάσης. Το μέγεθος των σταγονιδίων 

εξαρτάται από την ένταση της μηχανικής ανάδευσης και από την ποσότητα του λιπιδίου 

σε σχέση με το συνολικό όγκο της υδατικής φάσεως, γεγονός που δικαιολογείται από το 

ότι απαιτείται κάθε σταγονίδιο να καλύπτεται πλήρως από μια μονοστοιβάδα λιπιδίων, 

ώστε να αποφεύγεται η συνένωση των σταγονιδίων. Το μικροσκοπικό σταγονίδιο που 

περιβάλλεται από τη μονοστοιβάδα σχηματίζει τον πυρήνα του λιποσώματος. Έτσι, αφού 

τα σταγονίδια δημιουργούνται από την ανάμιξη της υδατικής με τη λιπόφιλη φάση, το 

γαλάκτωμα ξηραίνεται προς ένα ημίρρευστο gel με περιστροφή υπό θέρμανση και 

ελαττωμένη πίεση σε περιστροφικό εξατμιστήρα. Σε αυτό το σημείο οι μονοστοιβάδες 

που περιβάλλουν τα σταγονίδια βρίσκονται πολύ κοντά η μια στην άλλη και σε ορισμένα 
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σημεία ήδη αποτελούν πιθανότατα μέρη μιας διπλοστοιβάδας που διαχωρίζει γειτονικά 

σταγονίδια. 

Το επόμενο βήμα είναι μια ισχυρή ανάδευση του gel προκειμένου να καταρρεύσει 

μέρος των σταγονιδίων. Σε αυτές τις συνθήκες η λιπιδική μονοστοιβάδα που περιέβαλε 

τα σταγονίδια ενώνεται με την μονοστοιβάδα που περιέβαλλε τα γειτονικά σταγονίδια με 

τελικό αποτέλεσμα τη δημιουργία ενός μονοστοιβαδικού λιποσώματος. Το υδατικό μέσο 

που προκύπτει από τα σταγονίδια που κατέρρευσαν παρέχει το υδατικό μέσο στο οποίο 

περιέχονται τα νεοσχηματιθέντα λιποσώματα. Έτσι, μετά από τη μετατροπή του gel σε 

ένα ρευστό εναιώρημα λιποσωμάτων, τα λιποσώματα μπορούν να καθαριστούν από τα 

υπολείμματα του υδατικού μέσου, παραδείγματος χάριν με την χρήση στήλης. Τα 

λιποσώματα που παράγονται είναι μονοστοιβαδικά και κατά κανόνα έχουν μέση 

διάμετρο 0,5 μm. Για την παρασκευή τους είναι αναγκαίο να καταστραφεί το 50% των 

σταγονιδίων προκειμένου να απελευθερωθούν τα λιπίδια για να σχηματιστούν οι 

διπλοστοιβάδες, και με το τέλος της διαδικασίας αυτής τα λιπίδια έχουν ποσοτικά 

μετατραπεί σε λιποσώματα.  

Αν αυξήσουμε την ποσότητα του λιπιδίου ή αν μειώσουμε τον όγκο της υδατικής 

φάσης θα υπάρχει αναλογικά περισσότερο ποσοστό λιπίδιου που θα περιβάλει με 

περισσότερα στρώματα κάθε σταγονίδιο. Κάτω από αυτές τις συνθήκες, δεν είναι 

απαραίτητο να καταρρεύσουν πολλά σταγονίδια για τη δημιουργία διπλοστοιβάδας και 

τη δημιουργία εναιωρήματος λιποσωμάτων, αφού μια στοιβάδα μπορεί να μεταφερθεί 

από τη μια στοιβάδα στην άλλη χωρίς καταστροφή του σταγονιδίου. Θεωρητικώς, 

μάλιστα, τα λιποσώματα μπορούν να σχηματιστούν χωρίς καταστροφή των σταγονιδίων 

με την προσθήκη υδατικής φάσεως στο gel. Τα λιποσώματα που παράγονται έτσι 

ονομάζονται MLV-REV και αποτελούνται από ένα μεγάλο εσωτερικό όγκο που 

περιβάλλεται από δέκα ή περισσότερες διπλοστοιβάδες. 

 

2.4 Μέθοδοι μείωσης του μεγέθους του λιποσώματος 

 

2.4.1. Εξώθηση υπό πίεση από πολυκαρβονικά φίλτρα 

 

Τα πολυστοιβαδικά λιποσώματα κυρίως όταν έχουν αρνητικά φορτισμένες ομάδες 

εμφανίζουν σημαντικές αποστάσεις ανάμεσα στις διαδοχικές στοιβάδες. Αν το 

εναιώρημα των λιποσωμάτων διέλθει επανειλημμένα από φίλτρα με συγκεκριμένο 
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μέγεθος πόρων (πχ 50-200 nm) με τη βοήθεια πίεσης (250 psi), παράγεται ένας 

πληθυσμός λιποσωμάτων,σταδιακά, περισσότερο ομογενής. Συνήθως, 5-10 διελεύσεις 

από το φίλτρο είναι αρκετές για να αποκτήσουν τα λιποσώματα μια μέση διάμετρο που 

κυμαίνεται περίπου στα 70 nm. Κατά τη διέλευση από τους πόρους του φίλτρου φαίνεται 

ότι η εξωτερική στοιβάδα του λιποσώματος αφαιρείται, διαδικασία που προσομοιάζει με 

το ξεφλούδισμα ενός κρεμμυδιού. Σταδιακά και αν η διάμετρος του εσωτερικού υδάτινου 

διαμετρήματος είναι μεγαλύτερη από 70 nm παράγονται μονόστοιβα λιποσώματα. 

Συνήθως, για να συμβεί αυτό προϋποθέτει την ύπαρξη φορτισμένων λιπίδιων. Στην 

περίπτωση που τα λιπίδια είναι ουδέτερα μπορούν να παραχθούν μονοστοιβαδικά 

λιποσώματα με την παραπάνω μέθοδο χρησιμοποιώντας απιοντισμένο νερό, αντί 

ρυθμιστικού διαλύματος, για την παρασκευή των λιποσωμάτων. 

 

2.4.2 Η χρήση υπερήχων 

 

Τα λιποσώματα κατεργάζονται είτε σε λουτρό υπερήχων είτε με τη βοήθεια ακίδας 

υπερήχων, συνήθως σε ατμόσφαιρα αδρανούς αερίου, όπως αργό. Στα πλεονεκτήματα 

της μεθόδου ανήκουν η μεγάλη ταχύτητα της μεθόδου και η αποφυγή ακριβών 

αναλωσίμων. 

Μειονεκτήματα είναι η πιθανή αποικοδόμηση των λιπιδίων, η μόλυνση του 

παρασκευάσματος από τεμαχίδια μετάλλου και η δημιουργία αεροζόλ. Η χρήση λουτρού 

υπερήχων έχει σαν κύριο μειονέκτημα τη χαμηλή επαναληψιμότητα μεταξύ 

διαφορετικών παρτίδων αλλά επιτρέπει την κατεργασία των λιποσωμάτων σε κλειστό 

περιέκτη και έτσι διευκολύνεται η παρασκευή σε άσηπτες συνθήκες και με μεγαλύτερη 

ασφάλεια για το προσωπικό. 

 

2.4.3. Η γαλλική πρέσα 

 

Ένα άλλος τρόπος μειώσεως του μεγέθους των λιποσωμάτων είναι η γαλλική πρέσα. 

Τα λιποσώματα διέρχονται από μια μικρή οπή σε συνθήκες υψηλής πίεσης  (20000psi). 

Μετά από 4 με 5 διαδοχικές διελεύσεις το 95% των λιποσωμάτων έχει μετατραπεί σε 

SUV. Το υπόλοιπο 5% έχει συνήθως μέγεθος έως 500 nm. Αν και η μέθοδος είναι εύκολη 

απαιτεί έλεγχο της θερμοκρασίας σε 4°C. Αυτό είναι δύσκολο και επιπλέον πρέπει να 
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μεσολαβεί χρόνος ανάμεσα στις διαδοχικές κατεργασίες ώστε να κρυώνει η συσκευή. 

Επίσης, ο όγκος του δείγματος δεν μπορεί να ξεπερνά τα 50  mL. 

 

2.5 Η μέθοδος του ενεργού γεμίσματος 

 

Κατά τη διέλευση των λιποσωμάτων μέσα από στήλη χρωματογραφίας μετά από τον 

σχηματισμό τους, χρησιμοποιούμε ρυθμιστικό διάλυμα διαφορετικού pH από αυτό που 

χρησιμοποιήθηκε κατά τον σχηματισμό των λιποσωμάτων. Ως αποτέλεσμα,  στο 

εσωτερικό των λιποσωμάτων, το υδατικό περιβάλλον να είναι  για παράδειγμα 

περισσότερο όξινο από ότι το εξωτερικό.  

Το φάρμακο που επιθυμούμε να εγκλωβίσουμε, προστίθεται μετά από τη δημιουργία 

αυτής της βαθμίδωσης pH. Έτσι το φάρμακο που προστίθεται στα λιποσώματα βρίσκεται 

στην ουδέτερη μορφή στο εξωτερικό διάλυμα , γεγονός που οφείλεται στη σχέση του pH 

που ευρίσκεται στο εξωτερικό διάλυμα και στο pΚα των φορτισμένων ομάδων του 

φαρμάκου. Η ουδέτερη μορφή διαπερνά την διπλοστοιβάδα του λιποσώματος και 

εισέρχεται στο εσωτερικό του λιποσώματος, Λόγω του όξινου περιβάλλοντος στο 

εσωτερικό το φάρμακο πρωτονιώνεται οπότε το φάρμακο δε δύναται να διαφύγει από το 

λιπόσωμα γιατί το ιοντισμένο φάρμακο δεν μπορεί να διαπεράσει την διπλοστοιβάδα και 

έτσι το φάρμακο εγκλωβίζεται στα λιποσώματα με μεγάλο ποσοστό εγκλωβισμού. Με 

αυτή τη μέθοδο εγκλωβίζονται βασικά φάρμακα. Χρησιμοποιώντας ρυθμιστικά 

διαλύματα κατάλληλου pH για το εξωτερικό και το εσωτερικό των λιποσωμάτων είναι 

δυνατόν να εγκλωβισθούν και όξινα φάρμακα [33-34]. 

 

2.6 Σταθερότητα λιποσωμάτων [35]  

 

Τα λιποσώματα έχουν διερευνηθεί εκτεταμένα για χορήγηση φαρμάκου, στόχευση 

φαρμάκων, ελεγχόμενη απελευθέρωση και αύξηση της διαλυτότητας.  Η σταθερότητα 

των λιποσωμάτων μπορεί να υποδιαιρεθεί σε φυσικές, χημικές και βιολογικές σταθερές, 

οι οποίες είναι όλες αλληλένδετες. Πιο συγκεκριμένα, η σταθερότητα ζωής στα 

λιποσώματα καθορίζεται από φυσική σταθερότητα, με τη βελτιστοποίηση της κατανομής 

μεγέθους, του pΗ και της ιοντικής ισχύος, την προσθήκη αντιοξειδωτικών και χηλικών 

παραγόντων. Φυσικές διεργασίες όπως η συσσωμάτωση, η κροκίδωση και η σύντηξη 
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επηρεάζουν τη διάρκεια ζωής των λιποσωμάτων. Έπειτα η απώλεια φαρμάκου είναι πολύ 

σημαντική και πρέπει να προνοείται. 

Όσον αφορά την συσσωμάτωση, την κροκίδωση και τον σχηματισμό μεγαλύτερων 

μονάδων λιποσωμικού υλικού, όπου αυτές οι μονάδες εξακολουθούν να αποτελούνται 

από μεμονωμένα λιποσώματα, με την εφαρμογή ήπιων δυνάμεων διάτμησης είτε 

αλλάζοντας τη θερμοκρασία, μπορούν να ανατραπούν. Η παρουσία συσσωμάτωσης 

μπορεί να επιταχύνει τη διαδικασία συγχώνευσης των λιποσωμάτων, γεγονός που δείχνει 

ότι σχηματίζονται νέες κολλοειδείς δομές. Δεν παρουσιάζεται μείωση της επιφάνειας 

κατά τη συσσωμάτωση  και τα μικρά σωματίδια διατηρούν την ταυτότητά τους, 

κινούμενα  ως μία μονάδα. Από την άλλη πλευρά, η συγχώνευση αποτελεί μία μη 

αναστρέψιμη διαδικασία καθώς τα αρχικά λιποσώματα δεν μπορούν να ανακτηθούν. Μια 

κολλοειδής διασπορά είναι συχνά θερμοδυναμικά ασταθής, με κεντρικό χαρακτηριστικό 

ότι η συνολική επιφάνεια είναι μειωμένη κατά τη διεργασία αφαίρεσης της ασταθούς 

διασποράς των λιποσωμάτων. Μετά την συσσωμάτωση μικρών σωματιδίων, μόνο τα νέα 

μεγαλύτερα σωματίδια παραμένουν. 

Στην συνέχεια εξίσου σημαντική είναι η χημική σταθερότητα των φωσφολιπιδίων, 

καθώς τα φωσφολιπίδια αποτελούν τη ραχοκοκαλιά της διπλής στιβάδας σταθερότητα. 

Δύο  κύριου τύποι αντιδράσεων χημικής αποικοδόμησης μπορούν να επηρεάσουν την 

απόδοση των διπλοστοιβάδων φωσφολιπιδίων, η υδρόλυση των εστερικών δεσμών που 

συνδέουν τα λιπαρά οξέα με τη ραχοκοκαλιά της γλυκερόλης και η υπεροξείδωση των 

πιθανών ακόρεστων αλυσίδων ακυλίου. Η οξείδωση και η υδρόλυση των λιπιδίων μπορεί 

να οδηγήσουν στην εμφάνιση λιπιδίων βραχείας αλυσίδας και στη συνέχεια θα 

σχηματιστούν διαλυτά παράγωγα στη μεμβράνη, με αποτέλεσμα τη μείωση της 

ποιότητας των προϊόντων λιποσώματος [37]. 

Έπειτα, η βιολογική σταθερότητα εξαρτάται από την παρουσία παραγόντων όπως 

πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν με λιποσώματα μετά από εφαρμογή στο άτομο. Ακόμη, 

διάδορες διαδικασίες χρησιμοποιούνται για την ενίσχυση της βιολογικής σταθερότητας 

των λιποσωμάτων  με στόχο την βέλτιστη απελευθέρωση του  φαρμάκου, αυξάνοντας το 

χρόνο μεταφοράς του στην κυκλοφορία του αίματος. Για παράδειγμα, η ενσωμάτωση της 

πολυαιθυλενγλυκόλης σε λιποσώματα έχει δείξει ότι αυξάνει τη λιποσωμική βιολογική 

σταθερότητα προς τα συστατικά του πλάσματος. 

Εν κατακλείδι, συνοψίζοντας τα παραπάνω καταλήγουμε στο συμπέρασμα πως για 

την επίτευξη  της μέγιστης αποτελεσματικότητας εγκλεισμού σε κάψουλα και την 
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απουσία διαρροής φαρμάκου , απαιτείται ενίσχυση  της φυσικής,  της χημικής και της 

βιολογικής σταθερότητας των λιποσωμάτων. Οι κύριοι παραγόντες, που καθορίζουν την 

σταθερότητα των λιποσωμάτων, είναι οι εξής:  

 

1. Έλεγχος του μεγέθους των σωματιδίων και της ελαστικότητας τους 

2. Η σύνθεση των λιπιδίων  

3. Η μέθοδος γεμίσματος του φαρμάκου 

4. Η  προσέγγιση προφαρμάκου  

5. Η  λυοφιλοποίηση 

6. Η  πρόληψη από την οξείδωση και την υδρόλυση  

7.  Η προ-φυσαλιδώδης χορήγηση φαρμάκου  

8.  Ηλεκτροστερικη σταθεροποίηση  

9. Η χρήση στρώματων  βιοσυμβατών πολυηλεκτρολυτών με σκοπό τη 

σταθεροποίηση της δομής των λιποσωμάτων 

 

 

2.7 Λιποσωμιακά εγκλωβισμένη σισιπλατίνη 

2.7.1 Εισαγωγή 

 

Η εφαρμογή της νανο-τεχνολογίας μέσω της λιποσωμικά εγκλωβισμένης σισπλατίνης 

στη χημειοθεραπεία του καρκίνου, έχει σημαντικούς στόχους σχετικά με την προσέγγιση 

επίλυσης προβλημάτων στην κλινική ογκολογία, όπως είναι η  αποτελεσματική στόχευση 

παθητική όγκου, η μεταφορά του τοξικού φορτίου κατά μήκος του φράγματος της 

κυτταρικής μεμβράνης, η μείωση των παρενεργειών της κλασσικής χημειοθεραπείας και 

η συνέργεια με ακτινοβολία για την θανάτωση καρκινικών κυττάρων [38]. 

 

2.7.2 Σισπλατίνη 

 

Το 1969 ο Barnett Rosenberg και οι συνεργάτες του ανακάλυψαν τυχαία  ότι η ένωση 

cis-diamminedichloroplatinum(II) (cisplatin) είχε αντικαρκινική δράση. Σήμερα, ύστερα 

από 30, και πλέον, χρόνια, η ανόργανη αυτή σύμπλοκη ένωση είναι ένα από τα 

περισσότερο, ευρέως, χρησιμοποιούμενα ογκολυτικά φάρμακα έναντι διαφόρων ειδών 

καρκίνου [36].  
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Σχήμα 2.2 : Η Δομή της σισπλατίνης. 

 

Η σισπλατίνη (cisplatin) [P+Cl2(NH3)2] είναι μια αλκυλιωτική ουσία η οποία προκαλεί 

ενδοκλωνική διασταυρούμενη σύζευξη στο μόριο του DNA. 

Η σισπλατίνη έχει εμφανίσει σημαντική αντικαρκινική δράση έναντι διαφόρων τύπων 

καρκίνου, κυρίως έναντι όγκων του γεννητικού - ουροποιητικού συστήματος. 

Χρησιμοποιείται σαν χημειοθεραπεία πρώτης γραμμής για τη θεραπευτική αντιμετώπιση 

ασθενών με καρκίνους του όρχεως και των ωοθηκών, ιδιαίτερα σε συνδυασμό με άλλα 

εγκεκριμένα χημειοθεραπευτικά φάρμακα, αυξάνοντας σημαντικά τα ποσοστά ύφεσης 

αλλά και ίασης. ΄Αλλοι όγκοι οι οποίοι έδειξαν αξιοσημείωτη ανταπόκριση κατά την 

εφαρμογή της σισπλατίνης είναι των νεφρών, της κεφαλής, του τραχήλου της μήτρας, 

του προστάτη και του πνεύμονα. Η κυριότερη τοξική παρενέργεια, η οποία περιορίζει τη 

μέγιστη χορηγούμενη δόση, είναι η νεφροτοξικότητα, η οποία, βέβαια, μπορεί να 

περιοριστεί αρκετά με τη χρήση διουρητικών φαρμάκων και την υιοθέτηση κατάλληλων 

τεχνικών διάχυσης του φαρμάκου. Λόγω της ύπαρξης και άλλων παρενεργειών όμως, 

όπως τοξικότητα του μυελού των οστών, ναυτία, έμετοι, απώλεια μαλλιών, 

ωτοτοξικότητα, έλλειψη διαλυτότητας και εφόσον το φάρμακο πράγματι εμφανίζει την 

ικανότητα να δρα συνεργικά σε συνδυαμό με άλλα γνωστά χημειοθεραπευτικά φάρμακα, 

η κλινική εφαρμογή του φαρμάκου γίνεται σε σχήματα χαμηλών μη νεφροτοξικών 

δόσεων.  

Βιοχημικές μελέτες in vitro σε κυτταροκαλλιέργειες έχουν δείξει ότι η σισπλατίνη, 

επιλεκτικά και σταθερά, αναστέλλει το ρυθμό της σύνθεσης του DNA, συγκρινόμενο με 

το ρυθμό σύνθεσης του RNA και των πρωτεϊνών. Η πρωταρχική χημική βλάβη, που 

προκαλεί την ανωτέρω αναστολή, εντοπίζεται στο DNA αναστέλλοντας την ικανότητά 

του να λειτουργεί ως πρότυπο του γενετικού κώδικα κατά την αντιγραφή, αφήνοντας, 
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όμως, ανεπηρέαστη τη μεταγραφή και τη μετάφραση. Από τα δύο ισομερή, μόνο το cis 

μπορεί να σχηματίσει αυτό το δακτύλιο κι όχι το trans [39]. 

Επομένως, η σισπλατίνη όπως και άλλες διδραστικές ενώσεις μπορούν να 

αντιδράσουν με δύο γουανίνες οι οποίες είτε βρίσκονται στον ίδιο κλώνο του DNA είτε 

και στους δύο απέναντι κλώνους, ώστε να προκύψουν ενδοκλωνικές ή δικλωνικές 

διασταυρούμενες συζεύξεις. Αυτά τα φάρμακα παράγουν διασταυρούμενες συνδέσεις 

μεταξύ του DNA και των πρωτεϊνών. Ωστόσο, μερικές φορές, είναι δύσκολο να διακριθεί 

ποια από αυτές τις βλάβες είναι υπεύθυνη για τον κυτταρικό θάνατο. Ο κυτταρικός 

θάνατος δεν μπορεί να οφείλεται απλώς και μόνο στην παρουσία τέτοιου είδους 

αλλοιώσεων στο DNA, αλλά θα πρέπει να περιλαμβάνει και κάποιου είδους 

αλληλεπίδραση με το διπλασιασμό και τη μίτωση των κυττάρων. Ο αριθμός και η 

επανάληψη στο χρόνο αυτών των διασταυρούμενων συνδέσεων στο γονιδίωμα θα 

μπορούσε να παράγει μια αλληλουχία θανατηφόρων γεγονότων για το κύτταρο. 

Φαίνεται ότι μόνο ένα μέρος των βλαβών, οι οποίες προκλήθηκαν από τη σισπλατίνη, 

μπορούν να αναγνωριστούν από τους διορθωτικούς μηχανισμούς αποκοπής DNA 

κυττάρων, αν και ορισμένα κύτταρα θηλαστικών διαθέτουν αποτελεσματικούς μετα-

αντιγραφικούς διορθωτικούς μηχανισμούς. ΄Ελλειψη ικανότητας διόρθωσης βλαβών στο 

DNA που προκαλούνται από το Pt, τελικά οδηγεί στον κυτταρικό θάνατο. Tα παράγωγα 

της Σισπλατίνης φαίνεται να έχουν σε πολλές περιπτώσεις καλύτερα αποτελέσματα. 

 

2.7.3 Λιποσωμικά εγκλωβισμένη σισπλατίνη [36],[39-41] 

 

To φαρμακευτικό σκεύασμα αποτελείται από μόρια σισπλατίνης, τα οποία 

περιβάλλονται από λιπίδια. Στο μόριο της σισπλατίνης δεν υπάρχει χειρόμορφο κέντρο 

συμμετρίας. Η γεωμετρία  σε σφαίρα των τεσσάρων δεσμών του λευκοχρύσου(Pt) είναι 

επίπεδη  τετραγωνική γεωμετρία και όχι τετραεδρική. Η επίπεδη τεραγωνική γεωμετρία 

οφείλεται στην ύπαρξη περισσότερων ηλεκτρονίων σθένους και ημισυμπληρωμένων d 

τροχιακών. Πιο συγκεκριμένα, το λιπόσωμα αποτελείται από διπαλμιτοϋλική 

φωσφατιδυλογλυκερόλη, σόγια φωσφατιδύλοχολίνη,χοληστερόλη και μεθοξυ-

πολυαιθυλενογλυκόλη-διστεαροϋλο φωσφατιδυλοαιθανολαμίνη συζυγές λιπιδίου. 
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Σχ.2.3  : Αριστερά: η δομή της διπαλμιτοϋλοφωσφατιδυλογλυκερόλης. 

 Δεξιά: Η δομή της φωσφατιδυλοχολίνης σόγιας 

 

 

                              

 

Σχ. 2.4 Αριστερά: η δομή της χοληστερόλης  

Δεξιά: Η δομή της μεθοξυ-πολυαιθυλενογλυκόλης  

 

 

Σχ.2.5: Η Δομή της  διστεαροϋλο φωσφατιδυλοαιθανολαμίνης 

 

 

Το παρακάτω μοντέλο απεικονίζει τη λιπιδική διπλοστοιβάδα, τα μόρια σισπλατίνης 

στο υδρόφιλο μέρος της (κίτρινες σφαίρες) καθώς και τα μόρια PEG στην επιφάνειά της 

(κόκκινο σαν τρίχες) επικαλυμένα με ένα υδρόφιλο αδρανές πολυμερές δίνοντας τη 

δυνατότητα να ξεφύγει από την  ανίχνευση των μακροφάγων και να αποφευχθεί η 

πρόκληση παρατήρησης από  το ανοσοποιητικό [42]. 
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Σχ.2.6 :  Σχηματική αναπαράσταση λιποσώματος, όπου περιέχεται σισπλατίνη 
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KEΦΑΛΑΙΟ 3 

ΧΟΛΗΣΤΕΡΟΛΗ ΚΑΙ ΛΙΠΟΣΩΜΑΤΑ 

 

 

3.1 Ο Ρόλος της χοληστερόλης και τα προϊόντα οξείδωσης της 

 

Η χοληστερόλη (cholest-5-en-3β-όλη) είναι μια στεροειδής αλκοόλη και ένα βασικό  

δομικό συστατικό των βιομεμβρανών, το οποίο συνδέεται στενά με τα φωσφολιπίδια. Το 

μόριο της χοληστερόλης εισέρχεται στην μεμβράνη με τον ίδιο προσανατολισμό με το 

μόριο των φωσφολιπιδίων. Αποτελεί σημαντικό μέρος ενός ζωικού σώματος επειδή δρα 

ως σημαντικός καθοριστικός παράγοντας της ρευστότητας της μεμβράνης, της μόνωσης 

των νευρικών ινών, ως ορμόνες καθώς απαιτείται για άλλες λειτουργίες όπως η 

παραγωγή βιταμίνης D και σύνθεση διαφόρων στεροειδών. Η βιοσύνθεση και η διατροφή 

είναι οι δύο τρόποι οι οργανισμοί να  λάβουν την χοληστερόλη. Όσον αφορά την 

 βιοσύνθεση χοληστερόλης, μια ιδιαίτερα ρυθμιζόμενη διαδικασία εμφανίζεται σε 

όλους τους ζωικούς ιστούς, αλλά στα υψηλότερα θηλαστικά αυτό ο μηχανισμός είναι 

σημαντικός στο ήπαρ, τα επινεφρίδια, τις ωοθήκες και τους όρχεις. Η χολή είναι η κύρια 

οδός απέκκρισης της  χοληστερόλης από το σώμα, ως μη εστεροποιημένη χοληστερόλη. 

Στον ενήλικα άνθρωπο, περίπου 400 mg χοληστερόλης ανά ημέρα μετατρέπονται σε 

χολικά οξέα και μόνο κατά προσέγγιση 50 mg μετατρέπονται σε ορμόνες. Η 

χοληστερόλη που παράγεται στο ήπαρ μεταφέρεται σε κυτταρικές μεμβράνες από 

λιποπρωτεΐνη. Η περίσσεια χοληστερόλης συλλέγεται σε λιπαρά σε αδιάλυτες 

"καταθέσεις" που ονομάζονται πλάκες κατά μήκος των τοιχωμάτων των αρτηριών που 

τις στενεύουν και τις φράζουν, περιορίζοντας τη ροή του αίματος, ένα σημαντικό 

χαρακτηριστικό της στεφανιαίας νόσου [43]. 

 Η παρουσία χοληστερόλης ασκεί μια βαθιά επίδραση στις ιδιότητες των λιπιδικών 

διπλοστοιχείων των λιποσωμάτων. Είναι γνωστό εδώ και αρκετές δεκαετίες ότι η 

προσθήκη χοληστερόλης σε μια διπλή στιβάδα υγρής φάσης (κυρίως ακόρεστων 

λιπιδίων) μειώνει τη διαπερατότητα της σε νερό, καθώς μειώνει τη διαπερατότητα 

διαφόρων και ηλεκτρολυτών και μη διαλυμάτων μέσω της λιπιδικής διπλοστοιβάδας σε 

θερμοκρασίες υψηλότερες από εκείνες της φάσης μετάβασης.Ένα λιπόσωμα το οποίο 

παρασκευάζεται από 100% ακόρεστο λιπίδιο σε υγρή φάση δεν μπορεί να κρατήσει το 
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ενθυλακωμένο περιεχόμενό του και τα ενθυλακωμένα υδατοδιαλυτά φάρμακα θα 

διαρρεύσουν με την πάροδο του χρόνου και συνεπώς η προσθήκη χοληστερόλης είναι 

απαραίτητη για να αποτραπεί η διαρροή του ενθυλακωμένου φαρμάκου από λιποσώματα. 

Τα μόρια χοληστερόλης συμπληρώνουν τον ελεύθερο χώρο που σχηματίστηκε λόγω της 

συστροφής στην αλυσίδα των ακόρεστων λιπιδίων και αυτό θα μειώσει την ευκαμψία 

των γύρω λιπιδικών αλυσίδων. Αυτή η αλληλεπίδραση αυξάνει επίσης τη μηχανική 

ακαμψία των διπλών υλών και μειώνει την πλευρική τους διάχυση. Αντιθέτως, η 

προσθήκη χοληστερόλης σε διπλοστοιβάδες φάσης πηκτής (κυρίως κορεσμένα λιπίδια) 

διαταράσσει τις εντολές τοπικής συσσώρευσης και αυξάνει τον συντελεστή διάχυσης και 

μειώνει το ελαστικό μέτρο. Τα λιποσώματα που παρασκευάζονται από 100% κορεσμένα 

λιπίδια είναι στεγανά σε απουσία χοληστερόλης. Ένας από τους κύριους λόγους για την 

προσθήκη χοληστερόλης στα λιποσώματα που παρασκευάζονται από κορεσμένα λιπίδια 

είναι η μείωση της θερμοκρασίας μετάβασης φάσης. Η θερμοκρασία μετάβασης φάσης 

του μίγματος των λιπιδίων στα λιποσώματα θα μειωθεί, αλλά δεν θα εξαλειφθεί, με την 

προσθήκη χοληστερόλης. 

Επίσης, εξετάστηκε η σταθερότητα των λιποσωμάτων μέσα από μελέτες που 

διεξήχθησαν σε ποντίκια στα οποία εγχύθηκαν μικρά μονοστοιβαδικά ουδέτερα, 

αρνητικά και θετικά φορτισμένα λιποσώματα που αποτελούνταν από 

φωσφατιδυλοχολίνη, διάφορες ποσότητες χοληστερόλης, κατά περίπτωση, φωσφατιδικό 

οξύ ή στεαρυλαμίνη και 6-καρβοξυφλουορεσκεΐνη, αφού επωάστηκαν με πλήρες αίμα, 

πλάσμα ή ορό ποντικού ή φυλάσσονταν σε θερμοκρασία 4ºC. Τα αποτελέσματα έδειξαν 

πως η λιποσωμική σταθερότητα, δηλαδή ο βαθμός στον οποίο διατηρήθηκε η 6-

καρβοξυφλουορεσκεΐνη στα λιποσώματα, ήταν ανάλογη με την περιεκτικότητά τους σε 

χοληστερόλη. Πιο συγκεκριμένα, τα λιποσώματα που ήταν πλούσια σε χοληστερόλη 

(μοριακή αναλογία φωσφατιδυλοχολίνης / χοληστερόλης, 7: 7), ανεξάρτητα από το 

επιφανειακό φορτίο, παρέμειναν σταθερά στο αίμα των ,ενδοφλεβίως χορηγούμενων, 

ζώων για τουλάχιστον 400 λεπτά. Επιπλέον, η σταθερότητα των πλούσιων σε 

χοληστερόλη λιποσωμάτων, διατηρήθηκε σε μεγάλο βαθμό in vitro παρουσία πλήρους 

αίματος, πλάσματος ή ορού για τουλάχιστον 90 λεπτά. Τα λιποσώματα που περιείχαν 

μικρή ποσότητα χοληστερόλης (φωσφατιδυλοχολίνη / χοληστερόλη , μοριακή αναλογία 

7: 2) ή λιποσώματα χωρίς χοληστερόλη (φωσφατιδυλοχολίνη αυγού) έχασαν πολύ 

γρήγορα (το πολύ μέσα σε 2 λεπτά) μεγάλο μέρος της σταθερότητάς τους μετά την 

ενδοφλέβια χορήγηση στα ποντίκια ή όταν ήρθαν σε επαφή με πλήρες αίμα , πλάσμα ή 
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ορό. Το ολικό αίμα και σε κάποιο βαθμό το πλάσμα ήταν λιγότερο επιβλαβές για τη 

σταθερότητα από ό, τι ο ορός. Μετά από ενδοπεριτοναϊκή ένεση, τα ουδέτερα 

λιποσώματα πλούσια σε χοληστερόλη επιβίωσαν στην περιτοναϊκή κοιλότητα για να 

εισέλθουν στην κυκλοφορία του αίματος σε άθικτη μορφή. Επίσης,τα λιποσώματα που 

εγχύθηκαν ενδομυϊκά εισήλθαν επίσης στην κυκλοφορία, αν και με κάπως μειωμένη 

σταθερότητα. Η σταθερότητα των ουδέτερων και αρνητικά φορτισμένων λιποσωμάτων 

με βάση την χοληστερόλη που φυλάχθηκαν στους 4 ° C διατηρήθηκε για αρκετές ημέρες 

και στις 53 ημέρες είχε μειωθεί μόνο μετρίως. Όσον αφορά τα αποθηκευμένα 

λιποσώματα, διατήρησαν τη μονοστοιβαδική δομή τους και την ικανότητά τους να 

παραμένουν σταθερά στο αίμα μετά από ενδοφλέβια ένεση. Συνεπώς, ο έλεγχος της 

λιποσωμικής σταθερότητας με ρύθμιση της περιεκτικότητάς των λιποσωμάτων σε 

χοληστερόλη μπορεί να συνεισφέρει στον σχεδιασμό λιποσωμάτων για αποτελεσματική 

χρήση σε βιολογικά συστήματα in vivo και in vitro [65]. 

O μηχανισμός με τον οποίο η χοληστερόλη μειώνει την αποσταθεροποίηση των 

λιποσωμάτων in vivo και in vitro μπορεί να σχετίζονται με τα πρόσφατα ευρήματα, ότι 

οι λιποπρωτεΐνες υψηλής πυκνότητας του ορού απομακρύνουν μόρια φωσφολιπιδίων 

από τα λιποσώματα που περιέχουν πολύ μικρή ποσότητα ή καθόλου χοληστερόλης, ένα 

γεγονός που σύμφωνα με τους ισχυρισμούς  οδηγεί στην καταστροφή των λιποσωμάτων. 

Είναι παρά πολύ σημαντικό  να υποθέτουμε ότι η χοληστερόλη όχι μόνο μειώνει τη 

διαπερατότητα των διπλοστοιβάδων αλλά συντελεί και στην συγκράτηση των 

φωσφολιπιδίων, προλαμβάνοντας την επακόλουθη απώλεια σε λιποπρωτεΐνες, πιθανώς 

σχηματίζοντας ένα σύμπλοκο με την διπλοστοιβάδα. Επομένως, με τη μείωση της 

λιποσωμικής περιεκτικότητας σε χοληστερόλη, θα μπορούσε να υπάρξει μια αυξανόμενη 

απώλεια φωσφολιπιδίων παράλληλα με μια διαρκώς αυξανόμενη διαρροή στην 

μεμβράνη [66]. 

Τα κύρια προϊόντα οξείδωσης της χοληστερόλης (cholesterol oxidation products -

COP) είναι η 5-χοληστεν-3β, 7α-διόλη (7α-ΗΟ), 5-χοληστεν- 3β, 7β-διόλη (7β-ΗΟ), 5-

χοληστεν-3β-ολ-7-όνη (7-ΚC) ,5-χολησταν-5β, 6β-εποξυ-3β-όλης (β-CE), 20α-HC), 5-

χοληστεν-3β, 25-διόλη (25-HC) και 5-χολησταν-3β, 5α, 6β-τριόλη (CT). Τα προϊόντα 

οξείδωσης έχει αποδειχθεί ότι παρουσιάζουν μια ποικιλία πιθανώς αθηρογόνων, 

κυτταροτοξικών, μεταλλαξιογόνων και πιθανώς καρκινογόνων επιδράσεων στις μελέτες 

in vivo και in vitro. Επιπροσθέτως, προκαλούν βλάβη της κυτταρικής μεμβράνης και 

αναστολή της βιοσύνθεσης της χοληστερόλης. Αρκετές έρευνες έχουν δείξει ότι η 25-
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ΗC χοληστερόλη και η CT πρόκειται για τοξικούς παράγοντες, προκαλώντας 

αθηροσκλήρωση. Επίσης τα α-CE και β-CE έχουν αναφερθεί ως είναι καρκινογόνες 

ουσίες [44-45]. 

 

3.2 Ανάλυση της χοληστερόλης και των προϊόντων οξείδωσης της 

 

Τα προϊόντα οξείδωσης της χοληστερόλης  παρουσιάζουν διαφορετικά 

χαρακτηριστικά, όπως διαφορετική πολικότητα και χημικές ιδιότητες λόγω των 

διαφορετικών λειτουργικών ομάδων στη χημική δομή τους. Αντιθέτως, τα ισομερή 

ορισμένων οξειδωτικών προϊόντων εμφανίζουν παρόμοια χημική, φασματοφωτομετρική 

συμπεριφορά καθώς και εφάμιλο τρόπο διάσπασης. Συνεπώς, οι  παραπάνω λόγοι 

αποσαφηνίζουν πλήρως  την απαίτηση  της ανάπτυξης υψηλής ευαισθησίας μεθόδων και 

συστημάτων για τον εντοπισμό και την ποσοτικοποίηση των προϊόντων διάσπασης. Η 

επιλογή των αναλυτικών οργάνων, έγκειται στο είδος του μητρικού υλικού και τον σκοπό 

της ανάλυσης [46] . 

 Οι κυριότερες ενόργανες αναλύσεις που χρησιμοποιούνται για τον ποσοτικό                  

προσδιορισμό της χοληστερόλης και των προϊόντων διάσπασης της είναι η Υγρό- 

χρωματογραφίας Υψηλής  Απόδοσης (Πίεσης) (HPLC) και η αέρια χρωματογραφία (gas 

chromatography-GC). 

    Όσον αφορά την Υγρό- χρωματογραφίας Υψηλής  Απόδοσης (Πίεσης) (HPLC) 

πρόκειται για  μια από τις καλύτερες μεθόδους για την ανάλυση των COP λόγω της 

πιθανότητας διαχωρισμού, την ανίχνευση και τον ποσοτικό προσδιορισμό, ιδιαίτερα των  

θερμο-ευαίσθητων μορίων, όπως για παράδειγμα είναι τα υδροπεροξείδια της 

χοληστερόλης , καθώς αποτελεί μια μη καταστρεπτική τεχνική. Αποτελεί αρκετά 

ευέλικτο αναλυτικό εργαλείο λόγω της ικανότητάς του να συνδυάζεται με πολλά 

συστήματα ανιχνευτών και να λειτουργεί σε συνθήκες  κανονικής ή αντίστροφης φάσης 

μεθόδων, όπου χρησιμοποιούνται διαφορετικοί τύποι και διαστάσεις στηλών καθώς και 

πολλαπλές  συνθέσεις κινητής φάσης, έχοντας ως στόχο τον διαφορετικό διαχωρισμό και 

εν συνεχεία την ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση των αναλυτών. 
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Οι ανιχνευτές που συνδέονται με την HPLC μπορούν να δώσουν διαφορετικά 

αποτελέσματα, αναλόγως  την δυνατότητα απορρόφησης UV του κάθε αναλύτη . Η 

υγροχρωματογραφία υψηλής απόδοσης πίεσης σε συνδυασμό με ανιχνευτές MS  (LC-

MS) έχει εξελιχθεί σε πολύ ισχυρό εργαλείο κατά τα τελευταία χρόνια λόγω της 

αυξημένης ευαισθησίας. Επίσης το σύστημα υγροχρωματογραφίας θα μπορούσε να 

συνδυαστεί  με ανιχνευτή δείκτη διάθλασης και ανιχνευτή δυναμικού σκέδασης του 

φωτός (ELSD), όπου ο τελευταίος παρέχει καλύτερη ευαισθησία και είναι συμβατό με 

βαθμίδες σταθερού φωτός και οριακής πίεσης [46-47], [67]. 

  Η αέρια χρωματογραφία είναι η συνηθισμένη μέθοδος προσδιορισμού των 

προϊόντων οξείδωσης, χρησιμοποιώντας παράγωγα των COP ως παράγωγα 

τριμεθυλοσιλυλαιθέρα (TMSE). 

 Αυτή η μέθοδος παραγωγοποίησης αποφεύγει την επίδραση στον παράγοντα 

συμμετρίας της κορυφής και βελτιώνει τη θερμική σταθερότητα ορισμένων 

υδροξυολεστερολών.   Υπάρχουν ορισμένοι  παράγοντες που επηρεάζουν την απόκριση 

των προίόντων διάσπασης (COP) στην αναλυτική τεχνική του GC, όπως η τεχνική ένεσης 

και οι συνθήκες, τα αντιδραστήρια και οι συνθήκες που χρησιμοποιούνται για την 

παραγωγή παραγώγων. [48] Το GC παρέχει μια ακριβή ποσοτικοποίηση του COP με 

ανιχνευτή ιονισμού φλόγας (FID) ή με ανιχνευτή μάζας επιλεκτικής ανίχνευσης (MS / 

MSD). Έχει παρατηρηθεί σαφής διαχωρισμός των COP με καλή ανάλυση όταν μια στήλη 

τριχοειδούς (διμεθυλοπολυσιλοξανίου) διοξειδίου του πυριτίου συνδέεται με GC [50]. 

Ο καλύτερος συνδυασμός τεχνικών για την ταχεία και ευαίσθητη αναγνώριση των 

COP είναι το GC-MS με έναν επιλεγμένο τρόπο παρακολούθησης ιόντων (SIM) και μια 

τριχοειδή στήλη. Το φάσμα μάζας που προκύπτει από την συγκεκριμένη ανάλυση μπορεί 

να συγκριθεί με τη χημική βιβλιοθήκη για την ταυτοποίηση των διαφόρων  COP με 

υψηλή ακρίβεια [50]. Εν συνεχεία παρατίθενται τρόποι για την αύξηση της ευαισθησίας 

της μεθόδου: 

 

1. Αύξηση της αναλυόμενης ουσίας που εισάγεται στη στήλη με 

 μείωση του διαιρούμενου αναλογία  

 αύξηση της ένεσης όγκου  

 συγκέντρωση του σιλανιωμένου εκχυλίσματος  

 αποφυγή της  χρήσης  έγχυσης διαίρεσης και αντκατάσταση με έγχυση χωρίς 

κολόνες ή PTV (προγραμματιζόμενη θερμοκρασία εξάτμισης) 
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2. Αύξηση της εκλεκτικότητας  και μείωση του θορύβου της γραμμής βάσης με: 

Χρήση GC-MS που λειτουργούσε στη λειτουργία SIM αντί για GC-FID 

Χρησιμοποιήθηκαν στήλες με διαφορετική πολικότητα όπως μέση, χαμηλή και μη 

πολική για προσδιορισμό COP. [51] Από τα παραπάνω αποτελέσματα προκύπτει πως 

καλύτερη ανάλυση πραγματοποιήθηκε με μεσαίας πολικότητας  στήλη (65% φαινύλιο + 

35% μεθυλοσιλικόνη) σε σύγκριση με τη μη πολική στήλη (100% μεθυλική σιλικόνη ενώ 

o  Dutta [49] παρατήρησε χαμηλό διαχωρισμό με την χρήση μεσαίας πολικότητας στήλης 

(14% κυανοπροπύλοφαινύλο + 86% μεθυλοσιλικόνη) σε σχέση μιας χαμήλης 

πολικότητας  στήλης (5% φαινύλιο + 95% μεθυλοσιλικόνη). Οι μεσαίας πολικότητας 

στήλες είναι σχεδιασμένες να έχουν υψηλή θερμοσταθερότητα από τις χαμηλής και μη 

πολικότητας  στήλες. Από την βιβλιογραφία φαίνεται πως η χρήση τριχοειδούς στήλης 

επικαλυμμένης με φάσεις 100% μεθυλικής σιλικόνης (DB-1) έναντι στήλης με 5% 

φαινύλιο + 95% μεθυλοσιλικόνη (DB-5), έδωσε η δεύτερη καλύτερο ψήφισμα από την 

πρώτη.[49] Τα πρότυπα έκλουσης της COP στις στήλες DB-1 και DB-5 είναι 

διαφορετικά . Συχνά, η ποσοτικοποίηση της COP διεξάγεται με την τεχνική εσωτερικού 

προτύπου (IS), ενώ οι μέθοδοι χρειάζονται ισχυρά συστήματα καθαρισμού για να 

διασφαλιστεί η κατάλληλη εκλεκτικότητα και ευαισθησία [48]. 

 

3.3 Μέθοδοι προσδιορισμού χοληστερόλης και των προϊόντων οξέιδωσης 

 

Βιβλιογραφικά, δεν συνανατώται πάρα πολλές μέθοδοι προσδιορισμού της 

χοληστερόλης και των προϊόντων οξέιδωσης της σε λιποσωμικά εναιωρήματα. Σαν κοινό 

παρανομαστή οι μέθοδοι έχουν την επεξεργασία των λιποσωμάτων πριν την έγχυση τους 

στο σύστημα υγροχρωματογραφίας, όπου είναι απαραίτητη η διάσπαση των 

λιποσωμάτων με διάλυμα υψηλής περιεκτικότητας σε οργανικό τροποιητή όπως 

μεθανόλη,  ισοπροπανόλη και χλωροφόρμιο. Στην συνέχεια παρουσιάζονται ενδεικτικά 

κάποιες από αυτές τις μεθόδους [67-69]. 
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Πίνακας 3.1: συνοπτικός πίνακας μεθόδων ποσοτικού προσδιορισμού της χοληστερόλης 

σε λιποσωμικά φάρμακα. 

 

Κινητή φάση Στήλη Ροή Ανιχνευτής Χρόνος ανάλυσης 

μεθανόλη 100% Zorbax ODS  

(250Â4 mm I.D.) 

1,3 

mL/ min 

UV (207 nm) 20 min 

χλωροφόρμιο-μεθανόλη-υδατικό 

οξικό αμμώνιο pH=9.00-9.90 

(71:23:3, v/v) 

C8 ή C18  

250×4,6 mm, 5 μm 

1,0 

mL/ min 

LSD (Light 

Scattering 

Detector) 

20 min 

μεθανόλη-φωσφορικό άλας 

pH=2,50 (85:15 v/v) 

Hypersil BDS,  

250×4,6 mm, 5 μm 

2,0 

mL/ min 

PDA (Photo diode 

array), 205 nm 

20 min 
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ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

ΟΡΓΑΝΟΛΟΓΙΑ-ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ 

 

Για την ανάπτυξη και επικύρωση της μεθόδου ποσοτικού προσδιορισμού της 

χοληστερόλης και των προϊόντων διάσπασης της, χρησιμοποιήθηκε ο εξής 

εργαστηριακός εξοπλισμός, καθώς και τα κάτωθι αντιδραστήρια και λογισμικά: 

 

4.1 Σύστημα υγροχρωματογραφίας υψηλής απόδοσης  (ΗΡLC) 

 

Το υγροχρωματογραφικό σύστημα που χρησιμοποιήθηκε αποτελείται από μια 

δυαδική αντλία HPLC της εταιρίας GBC LC1210 με ανιχνευτή UV/vis. Στο 

συγκεκριμένο χρωματογραφικό  σύστημα και συγκεκριμένα στον βρόγχο των 20 μL η 

εισαγωγή πραγματοποιούνταν με σύριγγα της εταιρίας Agilent όγκου 100 μL. 

 

4.2  Όργανα για φαρμακοτεχνικούς ελέγχους 

 
Για τους φαρμακοτεχνικούς ελέγχους του φαρμακευτικού σκευάσματος της 

σισπλατίνης, χρησιμοποιήθηκαν: α) πεχάμετρο της εταρίας Metrolab, β) για τον 

προσδιορισμό της ωσμωτικότητας χρησιμοποιήθηκε ωσμώμετρο, γ) για τον 

προσδιορισμό του μεγέθους των νανοσωματιδίων χρησιμοποιήθηκε όργανο Dynamic 

Light Scattering (DLS) της εταιρίας Brookhaven Instruments Corporation και δ) η 

μέτρηση του ζ-δυναμικού πραγματοποιήθηκε με Zeta Plus Analyser της εταιρίας 

Brookhaven Instruments Corporation  εξοπλισμένο με λέιζερ σταθερής κατάστασης 35 

mW που εκπέμπει στα 660 nm, καθώς  και ηλεκτρόδιο Pt. Για την ανάμιξη των διαφόρων 

περιεχομένων των φιαλιδίων Eppendorf χρησιμοποιήθηκε ο αναμικτήρας Genie 2 της 

εταιρίας Scientific Industries. Για την περαιτέρω διάλυση προτύπων ουσιών 

χρησιμοποιήθηκε λουτρό υπερήχων της εταιρίας Selecta. 
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4.3 Αναλυτικός ζυγός 

 

Για τις ζυγίσεις των προτύπων ουσιών χρησιμοποιήθηκε αναλυτικός ζυγός Kern 770-

12 με ακρίβεια ανάγνωσης τεσσάρων δεκαδικών ψηφίων και ελάχιστο και μέγιστο όριο 

ζύγισης 1 mg και 120 g, αντίστοιχα. 

  

4.4 Γυαλικά- Ανακίνηση-Ανάμιξη 

 

Τα γυαλικά που χρησιμοποιήθηκαν αποτελούνταν από ογκομετρικούς κυλίνδρους των 

1000 mL,ογκομετρικές φιάλες των 1000 mL, ποτήρια ζέσεως των 50 mL καθώς και 

πιπέτες paster.  

 

4.5 Αναλυτικές πιπέτες 

 

Για την παρασκευή των προτύπων διαλυμάτων και την προετοιμασία των δειγμάτων 

προς ανάλυση χρησιμοποιήθηκαν ρυθμιζόμενες αναλυτικές πιπέττες Finnpipette 20 μL, 

200 μL και 1000 μL. 

 

4.6 Διαλύτες-Αναλυτικές στήλες  

 

Ο οργανικός διαλύτης μεθανόλη (MeOH)) που χρησιμοποιήθηκε για την παρασκευή 

των διαλυμάτων εργασίας και των κινητών φάσεων ήταν καθαρότητας HPLC. Επίσης το 

νερό (H2O) που χρησιμοποιήθηκε ήταν καθαρότητας HPLC και παραγόταν από συσκευή 

Fistreem Calypso. 

Η αναλυτική στήλη τύπου ODS type, (C18), που χρησιμοποιήθηκε για τη διερεύνηση 

των χρωματογραφικών συνθηκών της μεθόδου, διατηρούσε διαστάσεις 150 x 4 mm και 

διάμετρο σωματιδίων 4,6 μm και ελήφθηκε  από την εταιρία ΜΖ. 
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4.7 Πρότυπες ουσίες 

 

 Οι χρησιμοποιούμενες πρότυπες ουσίες χοληστερόλη (cholesterol), 7- κετο-

χοληστερόλη (7-ketocholesterol)  και 4-χολεστεν-3-όνη (4-cholesten-3-one) ήταν 

καθαρότητας μεγαλύτερης από 99% w/w και ελήφθησαν από την εταιρία Sigma-Aldrich.  

 

4.8 Λογισμικά Προγράμματα 

 

Το πρόγραμμα που χρησιμοποιήθηκε για του υπολογισμούς των παραμέτρων της 

επικύρωσης που μελετήθηκαν είναι το Μicrosoft Excel 2016. Tο λογισμικό της HPLC 

της εταιρίας GBC LC1210 είναι το Empower 2.3. Όσον αφορά την μέτρηση του μεγέθους 

των νανοσωματιδίων , χρησιμοποιήθηκε λογισμικό Particle Solutions ν.3 της εταιρίας 

Brookhaven. Kατά την επικύρωση της μεθόδου για τον έλεγχο της ανθεκτικότητας, 

χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό Design Expert 7.0.0. (Stat-Ease Inc, Mineapolis USA.) 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

ΦΑΡΜΑΚΟΤΕΧΝΙΚΟΙ ΕΛΕΓΧΟΙ 

 

5.1 Προσδιορισμός μεγέθους  λιποσωμάτων  

 

Η ποσότητα των λιποσωμάτων που συσσωρεύονται στον ιστό του όγκου, θεωρείται 

ότι εξαρτάται από μια ποικιλία  παραγόντων που συμπεριλαμβάνουν αρχικά  το επίπεδο 

των λιποσωμάτων στην κυκλοφορία του αίματος  και το χρόνο παραμονής τους σε αυτόν, 

έπειτα στη μεταφορά των  λιποσωμάτων από το αίμα στον ενδιάμεσο χώρο όγκων, την 

τοπική συγκράτηση λιπoσωμάτων και  την εκροή των λιποσώματων από τον ιστό του 

όγκου στο αίμα. Η  συσσώρευση ενός φαρμάκου το οποίο είναι έγκλειστο σε λιποσώματα 

σε έναν όγκο, εξαρτάται από τη φαρμακοκινητική των λιποσωμικών φορέων και από την 

απελευθέρωσή του φαρμάκου από τα λιποσώματα. Οι παραπάνω παράγοντες και 

αναμένονται να επηρεάσουν την αντικαρκινική δράση ή την τοξικότητα του 

εγκλωβισμένου σε λιποσώματα αντικαρκινικού φάρμακου. Επομένως, οι σχετικές 

φαρμακοκινητικές και φαρμακοδυναμικές πληροφορίες  είναι άκρως σημαντικές και 

σχετίζονται άμεσα με το μέγεθος των λιποσωμάτων [52].  

 

Πίνακας 5.1:Στον παραπάνω πίνακα φαίνεται η συσχέτιση του μεγέθους των 

λιποσωμάτων με την συσσώρευση στον όγκο και την κυκλοφορία στο αίμα.  

 

 

 

 

Το μέγεθος των λιποσωμάτων προσδιορίστηκε με όργανο  Dynamic Light Scattering 

(DLS) της εταιρίας Brookhaven. 
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Εικόνα 5.1: αποτελέσματα μέτρησης του μεγέθους των λιποσωμάτων στο φαρμακευτικό 

σκεύασμα  με Dynamic Light Scattering (DLS) 
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5.2    Μέτρηση pH των λιποσωμάτων 

 

Τα λιποσώματα είναι ευαίσθητα στην αλλαγή pH για αυτό και αποτελεί έναν 

σημαντικό φαρμακοτεχνικό έλεγχο. Σε pΗ 6,50 τα λιπίδια τους πρωτωνιόνονται  και 

διευκολύνουν την απελευθέρωση του φαρμάκου. Αυτό το χαρακτηριστικό είναι  χρήσιμο 

επειδή πολύ συχνά στο επίπεδο των μαζών όγκου παρατηρείται μια σημαντική μείωση 

του pH λόγω του νεκρωτικού ιστού που διαμορφώνεται με την ανάπτυξη του όγκου. Η 

αστάθεια των λιποσωμάτων εκδηλώνεται με διαρροή των εγκλωβισμένων δραστικών 

συστατικών, οξείδωση των ακόρεστων λιπαρών οξέων, υδρολύσεις των εστερικών και 

αμιδικών δεσμών και αλλαγή του μεγέθους τους λόγω σχηματισμού συσσωματωμάτων. 

Η οξειδωτική διάσπαση μπορεί να αποφευχθεί με τη χρήση κορεσμένων λιπαρών οξέων, 

ενώ η υδρόλυση με τη διατήρηση του pH μεταξύ 5,00-6,50 [53]. 

 

5.3    Μέτρηση επιφανειακού φορτίου 

 

Το καθαρό επιφανειακό φορτίο του φαρμακευτικού σκευάσματος προσδιορίζεται με 

τη μέτρηση της ηλεκτροφορητικής κινητικότητας του δείγματος, η οποία 

μετασχηματίζεται στην του τιμή ζ-δυναμικού [54]. 

 

 

Η διαδικασία μέτρησης, είναι η εξής: 

1. προσθέτουμε  10 μL, 20 μL, 30 μL ή 40 μL στην κυψελίδα PS. 

2. Ακολούθως αραιώνουμε με διπλά αποσταγμένο νερό ή 5% υδατικό διάλυμα 

σακχαρόζης εώς 1,1 mL. 

3. Τοποθετούμε το ηλεκτρόδιο Pt διασφαλίζοντας ότι δεν υπάρχουν φυσαλίδες αέρα στο 

δείγμα. 

4. Ύστερα από 10 μετρήσεις δυναμικού ζ, καταγράφουμε το μέσο αποτέλεσμα και την 

τυπική απόκλιση (SD). 
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5.4  Προσδιορισμός του Λευκοχρύσου με φασματοφωτομετρία ατομικής απορρόφησης 

 

Ο συγκεκριμένος έλεγχος πραγματοποιείται σε ειδικά διαμορφωμένο χώρο, με ειδική 

αποθηκευτική ντουλάπα για τα αντιδραστήρια. Η αρχή της μεθόδου περιλαμβάνει την 

μέτρηση της απορροφούμενης ακτινοβολίας από άτομα στη θεμελιώδη κατάσταση για 

το στοιχείο που εξετάζουμε. Η διάταξη της μεθόδου περιλαμβάνει μία πηγή 

ακτινοβολίας, ένα κελί ατομοποίησης του δείγματος και ένα ανιχνευτή μονοχρωμάτορα. 

 Η πηγή της ακτινοβολίας αποτελείται συνήθως από μία κυλινδρική καθοδική λυχνία. 

Το εσωτερικό του κυλίνδρου αποτελείται από το στοιχείο προς ανίχνευση. 

Εφαρμόζοντας τάση στη λυχνία ιονίζουμε το αέριο που υπάρχει στο εσωτερικό της. Τα 

κατιόντα του αερίου κατευθύνονται προς την κάθοδο της λυχνίας όπου συγκρούονται με 

τα άτομα του προς ανίχνευση στοιχείου. Τα παραπάνω έχουν σαν αποτέλεσμα τα άτομα 

από την κάθοδο να απομακρύνονται ιοντισμένα και τελικά να εκπέμπουν ακτινοβολία 

(μήκους κύματος από ορατό έως υπεριώδες) η οποία είναι χαρακτηριστική για το 

στοιχείο που ανιχνεύουμε. Για κάθε στοιχείο που ανιχνεύουμε συνήθως απαιτείται 

διαφορετική λυχνία. Έχουν κατασκευαστεί λυχνίες με τις οποίες μπορούν να ανιχνευτούν 

περισσότερα από ένα διαφορετικά στοιχεία. Η ακτινοβολία που εκπέμπεται από την 

λυχνία είναι η ακτινοβολία που απαιτείται για να προκαλέσει τον ιονισμό των ατόμων 

παράγονται στον καυστήρα (ατομοποίηση). Τα άτομα απορροφούν την ακτινοβολία που 

απαιτείται για την μετάπτωση από μία θεμελιώδη 

κατάσταση σε μία διεγερμένη. Η απορρόφηση είναι ανάλογη της συγκέντρωσης των 

ατόμων του προς ανίχνευση στοιχείου και ακολουθεί το νόμο του Lambert-Beer. 

 

Α=logPo/P=-logT= ε •b•c 

όπου, 

Α είναι η απορρόφηση της ακτινοβολίας από το δείγμα 

Po είναι η ισχύς της εξερχόμενης ακτινοβολίας  

Τ είναι η διαπερατότητα  

b είναι η απόσταση που διανύει η δέσμη της ακτινοβολίας 

ε η  μοριακή απορροφητικότητα 

c η συγκέντρωση σε mol/L [55] 
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Tα δείγματα καθώς και τα πρότυπα διαλύματα, παρασκευάζονται με αραιίωση σε νερό 

και διαδοχική αραίωση με διάλυμα οξειδίου του Λανθανίου (La2O3 ) και η μέτρηση 

πραγματοποιείται σε μήκος κύματος 265,9 nm. Η περιεκτικότητα των λιποσωμάτων σε 

σισπλατίνη  υπολογίζεται χρησιμοποιώντας το Μοριακό βάρος  της σισπλατίνης και του 

Λευκοχρύσου. Η περιεκτικότητα εκτιμάται στα 3 mg σισπλατίνης/ mL διαλύματος 

λιποπλατίνης. Οι δειγματοληψίες που πραγματοποιήθηκαν, ανταποκρίνονται στο 

συγκεκριμένο αποτέλεσμα. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 

ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΚΑΙ ΕΠΙΚΥΡΩΣΗ ΜΕΘΟΔΟΥ ΥΓΡΟΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ΥΨΗΛΗΣ 

ΑΠΟΔΟΣΗΣ (ΗΡLC) ΓΙΑ ΤΟΝ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟ ΤΗΣ ΧΟΛΗΣΤΕΡΟΛΗΣ ΚΑΙ 

ΤΩΝ ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΩΝ  ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ ΤΗΣ 

 

 

6.1 Ιδιότητες ενώσεων  

 

Στην συγκεκριμένη μέθοδο, επελέγη στήλη C18 και επομένως ακολουθείται ο 

μηχανισμός κατανομής αντιστρόφου φάσεως ανάμεσα στην άπολη στατική και πολική 

κινητή φάση. Συνεπώς, πολύ σημαντικό ρόλο στον μηχανισμό αυτό διαδραματίζουν οι 

ιδιότητες των αναλυτών, όπως αυτή της λιποφιλίας. 

Σύµφωνα µε τον ορισµό της IUPAC, η λιποφιλία/λιποφιλικότητα (lipophilicity, la 

lipophilie) εκφράζει τη συγγένεια ενός µορίου ή τµήµατος µορίου ως προς ένα λιπόφιλο 

περιβάλλον. Η λιποφιλία δεν ταυτίζεται µε την υδροφοβία, η οποία είναι η 

συσσωµάτωση µη- πολικών οµάδων ή µορίων σε υδατικό περιβάλλον και η οποία 

οφείλεται στην τάση των µορίων του νερού να αποφεύγουν τα µη πολικά µόρια. Η 

λιποφιλία είναι συνολικό αποτέλεσµα διαµοριακών δυνάµεων που αναπτύσσονται 

µεταξύ της διαλυµένης ουσίας και των δυο φάσεων που αυτή κατανέµεται. 

Η ροή μάζας ενός μορίου στη διεπαφή δύο μη αναμίξιμων διαλυτών διέπεται από τη 

λιποφιλικότητα του. Όσο πιο λιπόφιλο είναι ένα μόριο, τόσο πιο διαλυτό είναι στην 

λιπόφιλη οργανική φάση. Για τον ίδιο λόγο η διείσδυση φαρμάκων σε μια βιολογική 

μεμβράνη επηρεάζεται επίσης από τη λιποφιλικότητα του φαρμάκου. Όταν ένα μόριο 

είναι ιοντισμένο σε δεδομένο pΗ, σχηματίζει ένα υδρόφιλο ανιόν ή κατιόν και στη 

συνέχεια δεν διαλύεται σε οργανική φάση. Ο ιοντισμός ενός μορίου οδηγεί στη 

συσσώρευση της υδρόφιλης μορφής στην υδατική φάση. Αντίθετα, η λιπόφιλη μορφή 

της μειώνεται τόσο σε υδατική όσο και σε οργανική φάση, λόγω του νόμου της 

διατήρησης της μάζας. 

Ο συντελεστής κατανομής ενός μορίου που παρατηρείται σε ένα σύστημα νερού-

οκτανόλης έχει υιοθετηθεί ως το πρότυπο μέτρο λιποφιλίας. Ο παρατηρούμενος 

συντελεστής κατανομής εξαρτάται από τη συγκέντρωση του ηλεκτρολύτη της χύδην 

φάσης της ένωσης που διαλύεται. Επιπλέον χημικοί παράγοντες που σχηματίζουν ζεύγος 



 

 

63 

 

ιόντων που προστίθενται στην υδατική/οργανική φάση μπορεί να έχουν σημαντική 

επίδραση στη συμπεριφορά ενός μορίου. 

Συχνά καθίσταται απαραίτητο να ληφθούν οι υπολογισμοί των συντελεστών 

κατανομής των μορίων. Η μοριακή δομή και η έκταση του ιοντισμού αποτελούν τους 

πρωταρχικούς παράγοντες για τον υπολογισμό του συντελεστή κατανομής. Ο τυπικός 

συντελεστής κατανομής των ιοντισμένων και μη ενώσεων υπολογίζεται από τη μοριακή 

δομή και  βασίζεται σε μεγάλο βαθμό στις αυξήσεις των ατομικών logP. Η λιποφιλία 

εκφράζεται ποσοτικά από το συντελεστή µερισµού (P) σε ένα διφασικό σύστηµα µη 

µειγνυόµενων διαλυτών. Υπό τον όρο συντελεστής µερισµού (P) νοείται ο λόγος της 

συγκέντρωσης µιας-µοναδικής ηλεκτρονιακής µορφής (single electrical species) της  

ουσίας στην οργανική φάση ως προς την αντίστοιχη συγκέντρωσή της στο νερό και 

αποτιµάται µε τη µορφή του λογαρίθµου του(logP): 

 

logP = log(Corganic/Caqueous) 

 

 Όταν οι συνθήκες ικανοποιούν τον νόµο του Nernst (''σ’ένα σύστηµα δυο υγρών 

φάσεων µη αναµείξιµων-σ’επαφή µεταξύ τους, ο συντελεστής µερισµού µιας τρίτης 

ουσίας είναι σταθερός'') ο συντελεστής µερισµού (P) αποτελεί µια χαρακτηριστική 

σταθερά ισορροπίας για δεδοµένο σύστηµα διαλυτών και θερµοκρασία. Στο σχεδιασµό 

των φαρµάκων το πλέον καθιερωµένο µέτρο λιποφιλίας µιας ένωσης είναι ο συντελεστής 

µερισµού της στο σύστηµα οκτανόλης/νερού (n-octanol/water, 25 οC) εκφρασµένος µε 

τη µορφή λογαρίθµου (logP=logPoct) και αφορά την ουδέτερη µονοµερή (µη 

ιοντισµένη) µορφή της ένωσης, διότι θεωρείται ότι προσοµοιώνει ικανοποιητικά την 

πρωτεϊνική σύνδεση και τις βιολογικές µεµβράνες µε υψηλή περιεκτικότητα σε 

πρωτεΐνη.  Η έκταση του ιοντισμού σε δεδομένο pΗ λαμβάνεται από το προβλεπόμενο 

pKa του μορίου.  

Τα περισσότερα φαρµακοµόρια, και ανάλογα µε το pKa τους και το pH του 

βιολογικού περιβάλλοντος, είναι κατά ένα σηµαντικό ποσοστό ιοντισµένα. Έτσι, ένας 

διαφορετικός τρόπος προσέγγισης της λιποφιλίας τους είναι ο συντελεστής κατανοµής 

(D) που αποτιµάται µε τη µορφή του λογαρίθµου του (logD). Σηµειώνεται ότι ο 

συντελεστής κατανοµής αναφερόταν και ως φαινόµενος συντελεστής µερισµού (P΄ ή 

Papp). Ο συντελεστής κατανοµής (D) αφορά ενώσεις που φέρουν κέντρα ιοντισµού και 

δεν αναφέρεται στο λόγο των συγκεντρώσεων µιας-µοναδικής ηλεκτρονιακής µορφής 
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της ουσίας (όπως ουδέτερης), αλλά στο λόγο του αθροίσµατος των συγκεντρώσεων 

ουδέτερης µορφής και ιοντισµένων µορφών στην οργανική και υδατική φάση. Έτσι, σε 

αντίθεση µε το logP, που είναι χαρακτηριστική σταθερά για µια µοναδική ηλεκτρονιακή 

µορφή, το logD αναφέρεται στη λιποφιλία του µίγµατος όλων των υφιστάµενων 

ηλεκτρονιακών µορφών της ένωσης σε συγκεκριµένο pH [56],[58]. 

Όσον αφορά τις ενώσεις που μελετήσαμε, προκύπτουν τα εξής χαρακτηριστικά για 

την καθεμία από την βάση δεδομένων chemicalize.org: 

 

Πίνακας 6.1: Συνοπτικός πίνακας των κύριων χαρακτηριστικών των ενώσεων [57] 

 

Ένωση Χοληστερόλη 4-χολεστέν-3-ονη 7-κετοχοληστερόλη 

Χημικός τύπος C27H46O C27H44O C27H44O2 
Μοριακό βάρος 386,664 g/mol 384,648 g/mol 400,647 g/mol 
Σύνθεση C (83,87%) 

H (11,99%) 
O (4,14%) 

C (84,31%) 
H (11,53%) 
O (4,16%) 

C (80,94%) 
H (11,07%) 
 O (7,99%) 

LogP 7,11 7,68 6,55 
 

Συνεπώς οι παραπάνω τιμές του συντελεστή µερισµού, μας υποδεικνύουν λογικά την 

σειρά  έκλουσης των αναλύτων στον μηχανισμό κατανομής που μελετάμε, καθώς όσο 

πιο μεγάλος είναι ο συντελεστής της λιποφιλίας τόσο πιο άπολο το μόριο με αποτέλεσμα 

να κατακρατείται περισσότερο και να παρουσιάζει μεγαλύτερο χρόνο ανάσχεσης. 

Επομένως στην μέθοδο που θα αναπτύξουμε, αναμένουμε να εκλουστεί πρώτα η 7-

κετοχοληστερόλη, έπειτα η χοληστερόλη και τέλος 4-χολεστέν-3-ονη. 

 

6.2 Παρασκευή διαλυμάτων παρακαταθήκης 

 

  Αρχικά ζυγίστηκαν 125 mg χοληστερόλης σε ογκομετρική φιάλη των 25 ml με 

αραίωση σε μεθανόλη. Παρασκευάστηκε έτσι διάλυμα παρακαταθήκης συγκέντρωσης 

5,0 mg/mL σε μεθανόλη. 

  Στη συνέχεια ζυγίστηκαν 14,25 mg 4-χολεστεν-3-όνη σε ογκομετρική φιάλη των 25 

ml με αραίωση σε μεθανόλη, προκύπτοντας διάλυμα παρακαταθήκης συγκέντρωσης 0,57 

mg/mL σε μεθανόλη. 

 

 



 

 

65 

 

  Στην συνέχεια, παρασκευάστηκε διάλυμα παρακαταθήκης 7-ΟΗ κετοχοληστερόλης, 

του οποίου παράγωγο είναι η 7-κετοχοληστερόλη με συγκέντρωση 0,25 mg/mL σε 

μεθανόλη. Για το παραπάνω διάλυμα ζυγίστηκαν 12,5 mg  με αραίωση σε μεθανόλη σε 

ογκομετρική φιάλη των 50 mL. 

 

6.3 Προκαταρκτικά πειράματα  

 

Στην παρούσα εργασία θα επιχειρηθεί η ανάπτυξη και επικύρωση μιας αναλυτικής 

μεθόδου για τον ποσοτικό προσδιορισμό της χοληστερόλης και των οξεδωτικών 

προϊόντων διάσπασης της χρησιμοποιώντας την αναλυτική τεχνική της 

υγροχρωματογραφίας  υψηλής απόδοσης πίεσης με ανιχνευτή UV (HPLC-UV). Στόχος 

της ανάπτυξης είναι ο σχεδιασμός μιας απλής αναλυτικής πορείας  που θα επιτρέπει τη 

γρήγορη και αξιόπιστη ανάλυση δειγμάτων, με βασική παράμετρο την πολυπλοκότητα 

του μητρικού υλικού των λιποσωμάτων. Για τον παραπάνω λόγο, πραγματοποιήθηκαν 

διάφορα προκαταρκτικά πειράματα τόσο για την χοληστερόλη όσο και για τα οξειδωτικά 

παράγωγα (4-χολεστεν-3-όνη, 7-ΟΗ κετοχοληστερόλη, 7-κετοχοληστερόλη) που 

μελετήθηκαν στα μήκη κύματος που παρουσιάζουν μεγαλύτερη απορρόφηση. Λόγω της 

υψηλής λιποφιλίας των μορίων είναι απαραίτητη η ύπαρξη μεγάλου ποσοστού οργανικού 

τροποποιητή στην σύσταση της κινητής φασης για την έκλουση τους από μία στήλη 

αντιστρόφου φάσεως τύπου ODS (C18, με διαστάσεις 150 x 4 mm και διάμετρο 

σωματιδίων 4,6 μm. Με βάση την βιβλιογραφία το ποσοστό της μεθανόλης στην κινητή 

φάση, κυμαινόταν από 98-100%. Καταλήξαμε, όπως απεικονίζεται στα παρακάτω 

χρωματογραφήματα σε σταθερή αναλογία κινητής φάσης μεθανόλη: νερό (98/2) και ροή 

1,2 mL/min στοχεύοντας στην μέγιστη απόδοση, δηλαδή σε σαφή διαχωρισμό για το ίδιο 

μήκος κύματος, οξείες και συμμετρικές κορυφές και τον ελάχιστο δυνατό χρόνο 

ανάλυσης. 
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Σχήμα 6.1:Χρωματογράφημα της 4-cholesten-3-one 0,57mg/mL 235 nm, 98/2 

MeOH/H2O, ροή 1,2 mL/min, στήλη ODS (C18, με διαστάσεις 150 x 4 mm και διάμετρο 

σωματιδίων 4,6 μm) 

 

 

Σχήμα 6.2:Χρωματογράφημα της cholesterol 207 nm, 98/2 MeOH/H2O, ροή 1,2 mL/min, 

στήλη ODS (C18, με διαστάσεις 150 x 4 mm και διάμετρο σωματιδίων 4,6 μm) 
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Σχήμα 6.3:Χρωματογράφημα της 7-OH/7-keto cholesterol mixture 240 nm, 98/2 

MeOH/H2O, ροή 1,2 mL/min, στήλη ODS (C18, με διαστάσεις 150 x 4 mm και διάμετρο 

σωματιδίων 4,6 μm) 

 

Από τα παραπάνω ενδεικτικά χρωματογραφήματα, επιβεβαιώνεται η προβλεπόμενη 

σειρά έκλουσης των ενώσεων σε σταθερές χρωματογραφικές συνθήκες, με βάση την 

παράμετρο της λιποφιλίας όπως αναφέρθηκε παραπάνω. Τα συγκεκριμένα 

χρωματογραφήματα  επιλέχθηκαν καθώς πληρούν τα κριτήρια της καταλληλόλητας του 

συστήματος, όπως αναλύονται αμέσως μετά. 

 

 

6.4 Καταλληλότητα συστήματος (system suitability) [60]  

 

Ο έλεγχος καταλληλότητας του συστήματος αποτελεί ένα αναπόσπαστο τμήμα πολλών 

αναλυτικών μεθόδων και μελετάται στην επικύρωση κάθε μεθόδου. Ο έλεγχος βασίζεται 

στη θεώρηση ότι το όργανο, τα ηλεκτρονικά, οι αναλυτικές διεργασίες και τα προς 

ανάλυση δείγματα συνιστούν ένα ολοκληρωμένο σύστημα και ως τέτοιο πρέπει να 

αξιολογείται. Οι παράμετροι ελέγχου της καταλληλότητας του συστήματος 

καθιερώνονται με βάση τον τύπο της μεθόδου που αξιολογείται και παρατίθενται στις 

επίσημες εκδόσεις των διαφόρων οργανισμών, π.χ. Φαρμακοποιίες, εκδόσεις AOAC. 

Απαίτηση των Φαρμακοποιιών και άλλων επισήμων βιβλίων είναι ο έλεγχος 

καταλληλότητας του συστήματος να γίνεται κάθε φορά που εφαρμόζεται η μέθοδος. 
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Ο έλεγχος καταλληλότητας του συστήματος αξιολογείται με τις εξής παραμέτρους: 

• Αριθμός θεωρητικών πλακών 

Είναι μέτρο της αποτελεσματικότητας της στήλης και ορίζεται ως: 

             N= 5.54 (
𝑡𝑅

𝑏0.5
)2                                             (19) 

όπου tR είναι ο χρόνος ανασχέσεως (κατακράτησης) και b0,5 το ημιεύρος της κορυφής 

• Ο παράγοντας ασυμμετρίας (Asymmetry factor or Tailing factor) είναι μέτρο 

της συμμετρίας μιας χρωματογραφικής κορυφής και για τις συμμετρικές κορυφές Gauss 

ισούται με την μονάδα. 

                                  As = 
𝐵𝑓

2𝐴𝑓
                                                  (20) 

Όπου Bf είναι το εύρος της κορυφής στο 5% ή 10% του ύψους και Αf η απόσταση της 

μπροστινής πλευράς της κορυφής σε ύψος 5% ή 10% του ύψους, από την κατακόρυφο του 

μέγιστου της κορυφής. 

 

 

 

Σχήμα 6.4: Υπολογισμός εμπρόσθιου (Α) και οπίσθιου (Β) τμήματος μιας ασύμμετρης 

κορυφής στο 5% και 10% του μέγιστου ύψους της. 
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Άλλες παράμετροι που εξετάζονται για την καταλληλότητα του συστήματος είναι η 

επαναληψιμότητα των χρόνων συγκράτησης των χρωματογραφικών κορυφών και η 

πιστότητα του εμβαδού της επιφανείας. Ως μέτρο πιστότητας χρησιμοποιείται συνήθως η 

σχετική τυπική απόκλιση (%RSD) και συνήθως εξάγεται από 5 συνεχόμενες ενέσεις 

προτύπων διαλυμάτων. Επίσης, ως παράμετρος καταλληλότητας συστήματος μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί και η διαχωριστική ικανότητα δύο γειτονικών κορυφών.  

 

6.5 Επικύρωση της αναλυτικής μεθόδου για τον προσδιορισμό της χοληστερόλης και των 

οξειδωτικών προϊόντων [60-62] 

6.5.1 Εισαγωγή 

 

Η επικύρωση των αναλυτικών μεθόδων ορίζεται ως η επιβεβαίωση, μέσω εξέτασης 

και παροχής αντικειμενικών αποδείξεων (τεκμηρίων), ότι ικανοποιούνται οι ιδιαίτερες 

απαιτήσεις για τον σκοπό που προορίζεται. Οι μέθοδοι που απαιτούν τη διενέργεια 

επικύρωσης είναι μη πρότυπες μέθοδοι, μέθοδοι που σχεδιάζονται από το εργαστήριο (in 

house), πρότυπες μέθοδοι που χρησιμοποιούνται εκτός αντικειμένου, καθώς και οι 

ενισχυμένες και τροποποιημένες πρότυπες μέθοδοι. 

Η επικύρωση περιλαμβάνει τα εξής: προδιαγραφή των απαιτήσεων (κριτήρια 

αποδοχής), μελέτη-προσδιορισμό των αναλυτικών χαρακτηριστικών των μεθόδων, 

έλεγχο ότι οι απαιτήσεις μπορούν να ικανοποιηθούν με τη χρήση της μεθόδου και τέλος 

δήλωση για την εγκυρότητα (καταλληλότητα) της μεθόδου. 

Οι αναλυτικές μέθοδοι για τις ανάγκες της επικύρωσης ταξινομούνται σε 4 κατηγορίες: 

 Έλεγχοι ταυτοποιήσης 

 Ποσοτικοί προσδιορισμοί για την περιεκτικότητα των προσμίξεων 

 Έλεγχοι ορίων για προσμίξεις 

 Ποσοτικοί προσδιορισμοί δραστικών ουσιών 

 

Κατά την επικύρωση μιας αναλυτικής μεθόδου, όπως στην συγκεκριμένη μέθοδο που 

πρόκειται για in house μέθοδο, μελετώνται τα ακόλουθα χαρακτηριστικά ποιότητας: 
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1.Ειδικότητα (Specificity)  

2.Γραμμικότητα (Linearity) 

3.Εύρος (Range) 

4.Όριο ανίχνευσης (Limit of Detection) και ποσοτικοποίησης ((Limit of Quantitation) 

5.Ακρίβεια (Accuracy) 

6.Πιστότητα (Precision) 

7.Ανθεκτικότητα 

 

6.5.2. Ειδικότητα (Specificity)  

 

Ως ειδικότητα ορίζεται η ικανότητα του προσδιορισμού του αναλύτη , παρουσία 

άλλων ενώσεων που πιθάνον να πρόκειται  για προσμείξεις, προϊόντα διάσπασης , έκδοχα 

καθώς και μητρικό υλικό. 

Στην περίπτωση ποσοτικού προσδιορισμού, η απόδειξη της ειδικότητας απαιτεί  η 

μέθοδος να παραμείνει ανεπηρέαστη παρουσία άλλων ενώσεων που μπορούν να 

προκαλέσουν επίδραση στο αναλυτικό αποτέλεσμα, είτε προκαλώντας αλληλεπικάλυψη 

στο φάσμα, είτε δημιουργώντας θόρυβο στην γραμμή βάσης. Στις χρωματογραφικές 

μεθόδους απαιτούνται αντιπροσωπευτικά χρωματογραφήματα των πιθανών 

παρεμποδιζουσών ουσιών για την απόδειξη ειδικότητας. Η ειδικότητα στις 

χρωματογραφικές μεθόδους καλείται και εκλεκτικότητα (selectivity) και αποδεικνύεται 

με τη διαχωριστική ικανότητα (Resolution, Rs) μεταξύ γειτονικών κορυφών. Όταν οι 

προσμίξεις είναι διαθέσιμες, για την απόδειξη διάκρισης του αναλύτη, γίνεται 

εμβολιασμός (spiking) της καθαρής ουσίας ή του σκευάσματος ή του προϊόντος σε 

κατάλληλα επίπεδα συγκεντρώσεων προσμίξεων ή/και εκδόχων και αποδεικνύεται  ότι 

το αποτέλεσμα του προσδιορισμού δεν επηρεάζεται από την παρουσία αυτών των υλικών 

σε σύγκριση πάντα με το αποτέλεσμα του μη εμβολιασμένου δείγματος (unspiked 

sample). Το όριο της ειδικότητας ορίζεται με την τυπική απόκλιση των χρόνων 

ανάσχεσης  των δύο διαλυμάτων να μην ξεπερνά το  2%. Αν οι πιθανές προσμίξεις δεν 

είναι διαθέσιμες, η μελέτη της ειδικότητας γίνεται με τη σύγκριση των αποτελεσμάτων 

της εξεταζόμενης αναλυτικής μεθόδου με μία άλλη μέθοδο (πρότυπη μέθοδο 

φαρμακοποιίας ή μια άλλη επικυρωμένη μέθοδο). Επίσης, μπορούν να περιλαμβάνονται 
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και δείγματα που έχουν αποθηκευτεί σε ακραίες συνθήκες (ακτινοβολία, θέρμανση, 

υγρασία, όξινη/βασική υδρόλυση, οξείδωση). 

Παρατίθενται τα εξής αντιπροσωπευτικά χρωματογραφήματα, διαπιστώνοντας πως 

δεν παρουσιάζεται κάποιου είδους αλληλοεπικάλυψης: 

 

 

 

Σχήμα 6.5: λευκό χρωματογράφημα  με κινητή φάση ΜΕΟΗ/Η2Ο (98/2) στα 207 nm 

 

 

Σχήμα 6.6: λευκό χρωματογράφημα  με κινητή φάση ΜΕΟΗ/Η2Ο (98/2) στα 240 nm 

 

6.5.3.Γραμμικότητα (Linearity)  

 

Η γραμμικότητα  μιας αναλυτικής διαδικασίας είναι η ικανότητα (μέσα σε μια 

δεδομένη περιοχή συγκεντρώσεων) της απόκτησης αποτελεσμάτων των μετρήσεων, που 

είναι ευθέως ανάλογα προς τη συγκέντρωση (ή ποσότητα) του αναλύτη στο δείγμα. Η 

γραμμικότητα πρέπει να αποδεικνύεται σε όλο το εύρος της περιοχής συγκεντρώσεων 

της αναλυτικής μεθόδου. Τα δείγματα ελέγχου της γραμμικότητας παρασκευάζονται: 
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α) με απευθείας ζύγιση της προσδιοριζόμενης ουσίας, 

β) με ξεχωριστές ζυγίσεις συνθετικού μίγματος συστατικών ενός προϊόντος-δείγματος, 

γ) με διαδοχικές αυξανόμενες ενισχύσεις (spiking) λευκού δείγματος και εφαρμογή της 

ελεγχόμενης αναλυτικής μεθόδου. 

Η γραμμικότητα πρέπει να αποδεικνύεται αρχικά με οπτική εξέταση του 

διαγράμματος των αναλυτικών σημάτων (παραμέτρων) ως συνάρτηση της 

συγκεντρώσεως ή της περιεκτικότητας του αναλύτη, αλλά κυρίως με κατάλληλες 

στατιστικές μεθόδους, παραδείγματος χάριν, με υπολογισμό της ευθείας 

παλινδρομήσεως (regression line) με τη μέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων (least 

squares method). Μερικές φορές για να ληφθεί γραμμικότητα μεταξύ των μετρούμενων 

παραμέτρων και των συγκεντρώσεων του δείγματος τα πειραματικά δεδομένα πρέπει να 

υποστούν μαθηματική επεξεργασία πριν από τη ανάλυση παλινδρομήσης (regression 

analysis). Τα δεδομένα της ευθείας παλινδρόμησης από μόνα τους μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για την εξαγωγή μαθηματικών εκτιμήσεων για το βαθμό 

γραμμικότητας. Ο συντελεστής συσχετίσεως (correlation coefficient, r), η τομή στον 

άξονα των y (y-intercept), η κλίση (slope) της ευθείας παλινδρόμησης και το άθροισμα 

των τετραγώνων των υπολοίπων (residual sum of squares) ή η τυπική απόκλιση των 

υπολοίπων είναι στατιστικά στοιχεία που πιστοποιούν την ύπαρξη γραμμικότητας. Για 

την απόδειξη της γραμμικότητας θα πρέπει να χρησιμοποιηθούν το λιγότερο 5 επίπεδα 

συγκεντρώσεων. 

Για την μελέτη της γραμμικότητας, κατασκευάστηκαν μέσες καμπύλες αναφοράς για 

την χοληστερόλη, την 4-χολεστέν-3-ονη και 7-κετοχοληστερόλη χρησιμοποιώντας πέντε 

επίπεδα συγκεντρώσεων. Παρασκευάστηκε έτσι διάλυμα παρακαταθήκης συγκέντρωσης  

500  μg/mL σε μεθανόλη για κάθε πρότυπο. Στην συνέχεια έχοντας ως τιμή αναφοράς τη 

συγκέντρωση 10 μg/mL, προέκυψαν τα διαλύματα των πέντε συγκεντρώσεων με 

αραίωση σε κινητή φάση και ανάμειξη συγκεκριμένων ποσοτήτων από κάθε πρότυπο. Η 

χοληστερολή εγχύθηκε σαν μεμονωμένο δείγμα σε αντίθεση με την ανάμειξη των δύο 

άλλων προτύπων. Για την χοληστερόλη παρασκευάστηκε διάλυμα παρακαταθήκης 

συγκέντρωσης  5 mg/mL, ζυγίζοντας 125 mg σε ογκομετρική φιάλη των 25 mL. Από το 

συγκεκριμένο διάλυμα με κατάλληλες αραιώσεις, προέκυψαν τα πέντε επίπεδα 

συγκεντρώσεων που χρησιμοποιήθηκαν για να κατασκευαστεί η μέση καμπύλη 

αναφοράς της χοληστερόλης. 
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Πίνακας 6.1: πίνακας  των πρότυπων διαλυμάτων  4-χολεστέν-3-ονη και 7-

κετοχοληστερόλη 

 

 

Πρότυπα 4-χολεστεν-3-όνη 

(stock A) 

7-κετοχοληστερόλη 

(stock B) 

Κινητή φάση Συγκέντρωση 

(μg/mL) 

1 5 μL 5 μL 990 μL 2,50 

2 10 μL 10 μL 900 μL 5,00 

3 20 μL 20 μL 960 μL 10,00 

4 25 μL 25 μL 950 μL 12,50 

5 30 μL 30 μL 940 μL 15,00 

 

 

 

 

Πίνακας 6.2: πίνακας των πρότυπων διαλυμάτων  της χοληστερόλης 

 

 

Πρότυπα Χοληστερόλη 

(διάλυμα παρακαταθήκης 

 5 mg/mL) 

Κινητή φάση  Συγκέντρωση 

(mg/mL) 

1 50 μL 1950 μL 0.125 

2 100 μL 1900 μL 0.25 

3 200 μL 1800 μL 0.50 

4 250 μL 1750 μL 0.625 

5 300 μL 1700 μL 0.75 

 

 

Από τις έγχυσεις των συγκεκριμένων διαλυμάτων των πέντε συγκεντρώσεων έπειτα 

από τρεις επαναλήψιμες μετρήσεις, προέκυψαν οι μέσες καμπύλες αναφοράς για τα δύο 

πρότυπα, αντίστοιχα. 
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Πίνακας 6.3: συγκεντρωτικός πίνακας  αποτελεσμάτων των τριών μετρήσεων των πέντε 

επιπέδων συγκέντρωσης της  7-κετοχοληστερόλης 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Από τις συγκεκριμένες μετρήσεις υπολογίστηκαν οι γραμμικές εξισώσεις που 

προκύπτουν καθώς και ο συντελεστής προσδιορισμού R2. 

 

 

Πίνακας 6.4: συγκεντρωτικός πίνακας των τριών εξισώσεων και των αντίστοιχων 

τυπικών αποκλίσεων της κλίσης, της τομής και της πειραματικής και θεωρητικής τιμής 

του Student test (t-Test) για την 7-κετοχοληστερόλη. 

 

 

 

Στην συνέχεια από την μέση τιμή των παραπάνω αποτελεσμάτων, κατασκευάστηκε η 

μέση καμπύλη αναφοράς για το πρότυπο της 7-κετοχοληστερόλης. 

 

 

 

 

7-κετοχοληστερόλη 
Συγκέντρωση  Εμβαδόν 

( μg/mL) 1η Μέτρηση 2η Μέτρηση 3η Μέτρηση 

2,50 369049 383111 383370 

5,00 778519 773167 775053 

10,00 1444431 1498701 1510247 

12,50 2021658 2173339 2183060 

15,0 2429771 2472804 2466565 

             Γραμμικές εξισώσεις SD κλίσης SD τομής t-TEST 
πειραματικό 

T θεωρητικό 

1η μέτρηση y = 163590x - 63628,  R2 = 0,993 8009,2 81087,5 0,785 3,18 

2η μέτρηση y = 170784x - 76835,  R2 = 0,990 9971,4 100952,8 0,761 3,18 

3η μέτρηση y = 170774x - 73309,  R2 = 0,990 9901,6 100246,3 0,731 3,18 
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Σχήμα 6.7: καμπύλη αναφοράς που προκύπτει από τις μέσες τιμές των τριών εξισώσεων 

της  7-κετοχοληστερόλης 

 

 

Αντίστοιχος υπολογισμός ακολουθήθηκε για την μέση καμπύλη της 4-χολέστεν-3-όνη . 

 

Πίνακας 6.5: συγκεντρωτικός πίνακας  αποτελεσμάτων των τριών μετρήσεων των πέντε 

επιπέδων συγκέντρωσης της  4-χολέστεν-3-όνης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 168383x - 71257
R² = 0,9916
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4-χολέστεν-3-όνη 
Συγκέντρωση  Εμβαδόν 

( μg/mL) 1η Μέτρηση 2η Μέτρηση 3η Μέτρηση 

2,50 502427 536391 535903 

5,00 1081596 1077656 1088192 

10,00 2027576 2093510 1959930 

12,50 2716526 2804138 2733212 

15,0 3058101 3092589 3084594 
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Πίνακας 6.6: συγκεντρωτικός πίνακας των τριών εξισώσεων και των αντίστοιχων 

τυπικών αποκλίσεων της κλίσης, της τομής και της πειραματικής και θεωρητικής τιμής 

του Student test (t-Test) για την 4-χολέστεν-3-όνη. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 6.8: καμπύλη αναφοράς που προκύπτει από τις μέσες τιμές των τριών εξισώσεων 

της  4-χολέστεν-3-όνης. 

 

 

y = 208235x + 18707
R² = 0,9942
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             Γραμμικές εξισώσεις SD κλίσης SD τομής t-TEST 
πειραματικό 

T θεωρητικό 

1η μέτρηση y = 207366x + 10950,  R2 = 0,995 8262,4 83650,8 0,131 3,18 

2η μέτρηση y = 210850x + 23208,  R2 = 0,994 9880,6 100034,0 0,232 3,18 

3η μέτρηση y = 206489x + 21963,  R2 = 0,992 10476,4 106065,3 0,207 3,18 
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Η χοληστερόλη εισήχθη ανεξάρτητα από τα δύο παραπάνω πρότυπα σε διαφορετικό 

μήκος κύματος (207 nm) και σαν μέση καμπύλη αναφοράς , προέκυψε η εξής για τα 

πέντε επίπεδα συγκεντρώσεως του προτύπου 

 

 

Πίνακας 6.7: συγκεντρωτικός πίνακας  αποτελεσμάτων των τριών μετρήσεων των πέντε 

επιπέδων συγκέντρωσης της  χοληστερόλης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 6.8: συγκεντρωτικός πίνακας των τριών εξισώσεων και των αντίστοιχων 

τυπικών αποκλίσεων της κλίσης, της τομής και της πειραματικής και θεωρητικής τιμής 

του Student test (t-Test) για την χοληστερόλη. 

 

 

 

 

 

 

 

χοληστερόλη 
Συγκέντρωση  Εμβαδόν 

( mg/mL) 1η Μέτρηση 2η Μέτρηση 3η Μέτρηση 

0,125 6521238 6270099 6572722 

0,25 13503499 13200036 13247656 

0,50 24564691 24056179 24182530 

0,625 30434754 30202538 30439604 

0,75 36750651 35965606 36487018 

             Γραμμικές εξισώσεις SD κλίσης SD τομής t-TEST 
πειραματικό 

T θεωρητικό 

1η μέτρηση y = 47476873x + 990373,7,  R2 = 0,999 918470,4 464940,2 2,13 3,18 

2η μέτρηση y = 46884262x + 840974,5,  R2 = 0,999 897613,8 
 

454382,3 1,85 3,18 

3η μέτρηση y = 42242779x + 926655,6, R2 = 0,992 769886,9 389725,5 2,38 3,18 
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Σχήμα 6.9: καμπύλη αναφοράς που προκύπτει από τις μέσες τιμές των τριών εξισώσεων 

της χοληστερόλης.  

 

Συμπερασματικά, παρατηρούμε πως στατιστικά οι τρεις μέσες καμπύλες διέρχονται 

από την αρχή των αξόνων καθώς στο t-Test η πειραματική τιμή είναι κατά πολύ 

μικρότερη από την θεωρητική τιμή που προκύπτει από τους πίνακες για τους 

συγκεκριμένους βαθμούς ελευθερίας και επίπεδο εμπιστοσύνης 95%. Επίσης ο 

συντελεστής προσδιορισμού R2 που µετρά το βαθµό "αξιοπιστίας" της γραµµικής 

παλινδρόµησης, οι τιμές του είναι σχεδόν 1. 

 

 

6.5.4.Εύρος (Range) 

 

Το εύρος συγκέντρωσης μιας αναλυτικής διαδικασίας είναι το διάστημα μεταξύ της 

υψηλότερης και της χαμηλότερης συγκέντρωσης (ποσότητας) του αναλύτη στο δείγμα 

(συμπεριλαμβανομένων αυτών των συγκεντρώσεων), για τις οποίες έχει αποδειχθεί ότι η 

αναλυτική διαδικασία έχει ένα κατάλληλο επίπεδο ακρίβειας, επαναληψιμότητας και 

γραμμικότητας. 

Στη συνέχεια δίνονται οι ελάχιστες καθοριζόμενες περιοχές συγκεντρώσεων για 

διάφορες εφαρμογές αναλυτικών μεθόδων: 

y = 5E+07x + 919334
R² = 0,9991
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Για τον ποσοτικό προσδιορισμό μιας δραστικής ουσίας σε πρώτη ύλη ή ένα έτοιμο 

προϊόν: 80 - 120% της αναμενόμενης συγκεντρώσεως του δείγματος.  

 Για τον υπολογισμό της ομοιομορφίας του περιεχομένου (content uniformity): 70-

130% της αναμενόμενης συγκέντρωσης του δείγματος, εκτός αν ένα πιο ευρύ εύρος 

βασιζόμενο στη φύση της δοσολογικής μορφής μπορεί να δικαιολογηθεί. 

 Για τον υπολογισμό της διαλυτοποιήσης (dissolution): ±20% του αναμενόμενου 

εύρους. 

 Για τον προσδιορισμό μιας πρόσμιξης ή υπολείμματος: από το κατώτατο όριο 

αναφοράς (reporting threshold), με βάση τις κατευθυντήριες οδηγίες του ICH ‘Impurities 

in new Drug Substances’ και ‘Impurities in new Drug products’, έως το 120% του ορίου. 

  Για προσμίξεις / υπολείμματα, που είναι γνωστό ότι είναι πολύ δραστικές ή 

προκαλούν τοξικές ή μη αναμενόμενες φαρμακολογικές επιδράσεις, το όριο ανιχνεύσεως 

/ ποσοτικοποίησης πρέπει να είναι ανάλογο με το επίπεδο, στο οποίο οι προσμίξεις πρέπει 

να ελέγχονται. 

 

6.5.5. Όριο ανίχνευσης (Limit of Detection) και ποσοτικοποίησης ((Limit of 

Quantitation) 

 

Το όριο ανίχνευσης μιας αναλυτικής μεθόδου είναι η χαμηλότερη ποσότητα του 

αναλύτη σε ένα δείγμα που μπορεί να ανιχνευτεί αξιόπιστα, χωρίς να μπορεί να 

ποσοτικοποιηθεί με ακρίβεια. 

Ο προσδιορισμός του ορίου ανίχνευσης μπορεί να γίνει με τις παρακάτω μεθόδους: 

a) Με βάση την οπτική αξιολόγηση (visual evaluation) 

Η οπτική αξιολόγηση/παρατήρηση χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό του ορίου 

ανιχνεύσεως μη ενόργανων μεθόδων ανάλυσης, μπορεί όμως να χρησιμοποιηθεί και για 

ενόργανες μεθόδους. 

Το όριο ανίχνευσης προσδιορίζεται με την ανάλυση δειγμάτων γνωστών 

συγκεντρώσεων του αναλύτη και τον καθορισμό του ελάχιστου επιπέδου 

συγκεντρώσεως, στο οποίο ο αναλύτης μπορεί να ανιχνευθεί αξιόπιστα. 

b) Με βάση το λόγο σήματος προς θόρυβο (signal to noise, S/N) 
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Η προσέγγιση αυτή μπορεί να εφαρμοσθεί μόνο σε αναλυτικές μεθόδους οι οποίες 

παρουσιάζουν θόρυβο γραμμής βάσεως (baseline noice), όπως οι χρωματογραφικές 

μέθοδοι. 

Ο προσδιορισμός του λόγου σήματος προς θόρυβο (S/N) εκτελείται με σύγκριση των 

σημάτων που μετρώνται από δείγματα με γνωστές χαμηλές συγκεντρώσεις του αναλύτη, 

με το σήμα που λαμβάνεται από λευκό δείγμα (blank sample) και καθορισμό της 

ελάχιστης συγκέντρωσης κατά την οποία ο αναλύτης μπορεί να ανιχνευθεί αξιόπιστα. 

Ένας λόγος S/N που είναι ίσος με  3 ή 2 είναι γενικά αποδεκτός (σήμερα γίνεται 

αποδεκτός λόγος 3,3) 

γ) Με βάση την τυπική απόκλιση της αναλυτικής απόκρισης και της κλίσεως) της 

καμπύλης αναφοράς 

Το όριο ανιχνεύσεως (DL) μπορεί να υπολογισθεί από τη σχέση : 

DL=3,3 ×
SD

b
 

όπου: SD = τυπική απόκλιση της απόκρισης,  b = η κλίση της καμπύλης αναφοράς.  Η 

κλίση b μπορεί να υπολογισθεί από την καμπύλη αναφοράς του αναλύτη.  

Η εκτιμήτρια της τυπικής απόκλισης SD μπορεί να εξαχθεί με διάφορους τρόπους, όπως 

για παράδειγμα:  

 Με βάση την τυπική απόκλιση του λευκού (standard deviation of blank) 

Η μέτρηση της αναλυτικής απόκρισης του υποβάθρου (background), επιτυγχάνεται με 

την ανάλυση ικανοποιητικού αριθμού λευκών δειγμάτων και υπολογισμό της τυπικής 

αποκλίσεως των αντίστοιχων αποκρίσεων.  

 Με βάση την καμπύλη αναφοράς 

Κατασκευάζεται μία ειδική καμπύλη αναφοράς, χρησιμοποιώντας δείγματα που 

περιέχουν τον αναλύτη στην περιοχή συγκεντρώσεων του ορίου ανιχνεύσεως DL. Η 

τυπική απόκλιση των υπολοίπων (residual standard deviation)(Sy/x) της ευθείας 

παλινδρόμησης ή η τυπική απόκλιση της τομής στον άξονα των y (standard deviation of 

the y-intercept) (Sa) μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως η τυπική απόκλιση για τον 

υπολογισμό του ορίου ανιχνεύσεως. 

Το όριο ποσοτικοποιήσης μιας αναλυτικής διαδικασίας είναι το χαμηλότερο ποσό 

συγκέντρωσης της ουσίας σε ένα δείγμα που μπορεί να προσδιοριστεί ποσοτικά με 

κατάλληλη ακρίβεια και πιστότητα. Το όριο ποσοτικοποίησης είναι μια παράμετρος των 

ποσοτικών δοκιμασιών για χαμηλά επίπεδα των ουσιών σε μήτρες δειγμάτων, και 
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χρησιμοποιείται κυρίως για τον προσδιορισμό των προσμίξεων ή / και προϊόντων 

αποικοδόμησης. 

Για τον προσδιορισμό του ορίου ποσοτικοποίησης (συγκέντρωση ή επίπεδο στο οποίο 

ο αναλύτης μπορεί να  προσδιορισθεί ποσοτικά με αποδεκτή ακρίβεια και 

επαναληψιμότητα) μπορούν να χρησιμοποιηθούν οι ίδιες προσεγγίσεις με τον 

προσδιορισμό του ορίου ανίχνευσης. Ως βάση υπολογισμού χρησιμοποιείται το 10-

πλάσιο της τυπικής απόκλισης της απόκρισης ή λόγος S/N = 10. 

Στην τεκμηρίωση πρέπει να παρουσιάζονται το όριο ποσοτικοποίησης και η μέθοδος 

που χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό του. Το όριο ποσοτικοποίησης πρέπει 

ακολούθως να πιστοποιηθεί ως προς την αξιοπιστία του με την ανάλυση ενός 

κατάλληλου αριθμού δειγμάτων που είναι γνωστό ότι περιέχουν τον αναλύτη σε 

συγκέντρωση παραπλήσια του ορίου ποσοτικοποίησης ή έχουν παρασκευασθεί με 

συγκέντρωση ίση με το όριο ποσοτικοποίησης. Επιπλέον, θα πρέπει να διαπιστωθεί η 

ακρίβεια της μεθόδου, υπολογίζοντας την ανάκτηση συνθετικών μιγμάτων που περιέχουν 

τον αναλύτη στη συγκέντρωση του ορίου ποσοτικοποίησης. 

Στην συγκεκριμένη μέθοδο  με βάση την τυπική απόκλιση αραιών διαλυμάτων για την 

χοληστερόλη και τα προϊόντα οξείδωσης και την κλίση της καμπύλης αναφοράς,  θα 

υπολογιστούν τα  όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης με εφαρμογή του τύπου 3,3× 

SD/b και 10× SD/b, αντίστοιχα . 

 

Πίνακας 6.9:αποτελέσματα όριων ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης για την 

χοληστερόλη, την 7-κετοχοληστερόλη και την 4-χολεστεν-3-όνη 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΈΝΩΣΗ LOD LOQ 

7-κετοχοληστερόλη 0,23 μg/mL 0,69 μg/mL 

4-χολεστεν-3-όνη 0,16 μg/mL 0,48 μg/mL 

χοληστερόλη 0,0082 mg/mL 0,0246 mg/mL 
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6.5.6.Ακρίβεια (Accuracy) 

 

Η ακρίβεια της αναλυτικής διαδικασίας εκφράζει την εγγύτητα της συμφωνίας μεταξύ 

της τιμής η οποία είναι αποδεκτή είτε ως μια συμβατική πραγματική τιμή είτε ως μια 

αποδεκτή τιμή αναφοράς και της τιμής που βρέθηκε με την εφαρμογή της αναλυτικής 

μεθόδου. Η ακρίβεια πρέπει να αποδεικνύεται σε όλο το εύρος της καθοριζόμενης 

περιοχής συγκεντρώσεων/ποσοτήτων της αναλυτικής μεθόδου. 

Η ακρίβεια πρέπει να προσδιορίζεται χρησιμοποιώντας τουλάχιστον 9 

προσδιορισμούς, σε τρία τουλάχιστον επίπεδα συγκεντρώσεων που καλύπτουν την 

καθοριζόμενη περιοχή συγκεντρώσεων (π.χ. 3 συγκεντρώσεις με 3 προσδιορισμούς στην 

κάθε μία). 

Η ακρίβεια πρέπει να παρουσιάζεται: 

α) Ως εκατοστιαία ανάκτηση (% recovery) της γνωστής ποσότητας του αναλύτη 

που προστέθηκε στο δείγμα. 

 β) Ως η διαφορά μεταξύ του μέσου όρου των τιμών που βρέθηκαν από την 

εφαρμογή της ελεγχόμενης μεθόδου σε ένα δείγμα και της παραδεκτής αληθούς 

τιμής (accepted true value) (τιμή του δείγματος αναφοράς ή τιμή που βρέθηκε από 

την εφαρμογή μιας ανεξάρτητης μεθόδου) μαζί με τα όρια εμπιστοσύνης 

(confidence intervals). 

Στην μέθοδο που μελετάται, η ακρίβεια εξετάστηκε με  την  έγχυση των τριών 

επιπέδων συγκεντρώσεων για την κάθε ουσία με τρεις προσδιορισμούς η κάθε μία. Το 

διάλυμα παρακαταθήκης  της χοληστερόλης παρασκευάστηκε, ζυγίζοντας 37,5 mg 

χοληστερόλης σε ογκομετρική των 25 mL με αραίωση με μεθανόλη με τελική 

συγκέντρωση 1,5 mg/mL. Η πλήρης διαλυτοποίηση πραγματοποιήθηκε με την χρήση 

υπερήχων. Στην συνέχεια με κατάλληλες αραιώσεις παρασκευάστηκαν θεωρώντας ως 

100% την  συγκέντρωση που αντιστοιχεί στα 0.5 mg/mL, το 80% και το 120% της 

συγκεκριμένης συγκέντρωσης. Για την 7-κετοχοληστερόλη και την 4-χολεστεν-3-όνη, 

από το διάλυμα παρακαταθήκης  των 500  μg/mL, που είχε παρασκευαστεί για τον έλεγχο 

της γραμμικότητας, θεωρώντας ως 100% την  συγκέντρωση που αντιστοιχεί στα 

10μg/mL, προέκυψαν οι αραιώσεις για το 80% και 120%.Τα αποτελέσματα από τις τρείς 

επαναλήψεις κάθε επιπέδου είναι τα εξής: 
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Πίνακας 6.9: πίνακας αποτελεσμάτων για την ακρίβεια των επαναλήψεων των τριών 

επιπέδων για την 4-χολεστεν-3-όνη 

4-ΧΟΛΕΣΤΕΝ-3-ΟΝΗ 

Θεωρητική τιμή Εμβαδόν Πειραματική τιμή % Σφάλμα Μέσος όρος 

Πειραματικών 

τιμών 

% σφάλμα μέσου όρου 

10,00 2115851 10,25 2,51   

10,00 2094037 10,15 1,46 10,2 1,937 

10,00 2102032 10,18 1,84   

8,00 1682904 8,172 2,14   

8,00 1716870 8,335 4,18 8,24 2,959 

8,00 1689607 8,204 2,55   

12,00 2496141 12,08 0,641   

12,00 2492163 12,06 0,482 12,1 0,733 

12,00 2506993 12,13 1,08   

 

 

 

 Πίνακας 6.10: πίνακας αποτελεσμάτων για την ακρίβεια των επαναλήψεων των τριών 

επιπέδων για την 7-κετοχοληστερόλη 

 

 

 

 

 

 

7-ΚΕΤΟΧΟΛΗΣΤΕΡΟΛΗ 

Θεωρητική τιμή Εμβαδόν Πειραματική τιμή % Σφάλμα Μέσος όρος 

πειραματικών 

τιμών 

% σφάλμα μέσου όρου 

10,00 1573685 9,769 -2,31   

10,00 1579526 9,804 -1,96 9,79 -2,101 

10,00 1578382 9,797 -2,03   

8,00 1304178 8,168 2,11   

8,00 1317520 8,248 3,10 8,18 2,203 

8,00 1294753 8,113 1,41   

12,00 2011752 12,37 3,09   

12,00 2010430 12,36 3,02 12,3 2,898 

12,00 2001510 12,31 2,58   
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Πίνακας 6.11: πίνακας αποτελεσμάτων για την ακρίβεια των επαναλήψεων των τριών 

επιπέδων για την χοληστερόλη 

 

 

Από τους παραπάνω πίνακες προκύπτει ότι πρόκειται για αρκετά ακριβή μέθοδο 

καθώς το % σφάλμα είναι πολύ μικρό. 

 

6.5.7.Πιστότητα (Precision) 

 

Η πιστότητα μιας αναλυτικής μεθόδου εκφράζει την προσέγγιση της συμφωνίας 

(εγγύτητας) μεταξύ των αποτελεσμάτων ανεξάρτητων εφαρμογών της μεθόδου υπό ρητά 

καθορισμένες (προκαθορισμένες) συνθήκες. Η πιστότητα είναι μέτρο της διασποράς (μη 

πιστότητα) των αποτελεσμάτων, όταν επαναληφθεί η αναλυτική μεθοδολογία σε ένα 

δείγμα. Η πιστότητα πρέπει να μελετάται με χρήση αυθεντικών ομοιογενών δειγμάτων. 

Αν δεν είναι εφικτή η λήψη ομοιογενών δειγμάτων, η πιστότητα μπορεί να διερευνηθεί 

με χρήση τεχνητά παρασκευασμένων διαλυμάτων ή με ένα διάλυμα δείγματος. Η 

πιστότητα μιας αναλυτικής μεθόδου εκφράζεται ως η διακύμανση μιας σειράς μετρήσεων 

και συνήθως ως μέτρο τη πιστότητας της μεθόδου χρησιμοποιείται η τυπική απόκλιση ή 

η σχετική τυπική απόκλιση, η οποία δεν θα πρέπει να ξεπερνά το 2%. Η πιστότητα 

χωρίζεται στην επαναληψιμότητα (repeatability), την ενδιάμεση πιστότητα (intermediate 

precision) και την αναπαραγωγιμότητα (reproducibility). 

Ως επαναληψιμότητα ορίζεται το μέτρο διασποράς των αποτελεσμάτων διαδοχικών 

ανεξάρτητων ελέγχων στο ίδιο δείγμα, που εκτελούνται κάτω από τις ίδιες συνθήκες (ίδια 

ΧΟΛΗΣΤΕΡΟΛΗ 

ΘΕΩΡΗΤΙΚΗ 

ΤΙΜΗ 

Εμβαδόν Πειραματική τιμή % Σφάλμα Μέσος όρος 

πειραματικών 

τιμών 

% σφάλμα  

μέσου όρου 

0,50 24236878 0,494 -1,20   

0,50 24099027 0,491 -1,78 0,49 -1,587 

0,50 24100757 0,491 -1,78   

0,40 19330351 0,390 -2,49   

0,40 19221924 0,388 -3,06 0,39 -2,747 

0,40 19291354 0,389 -2,69   

0,60 29070571 0,596 -0,599   

0,60 28344298 0,581 -3,16 0,6 -1,670 

0,60 28886455 0,593 -1,25   
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μέθοδος ελέγχου, ίδιος αναλυτής, ίδια συσκευή, ίδιο εργαστήριο). Η εκτίμηση της 

επαναληψιμότητας γίνεται με: 

α) Τουλάχιστον 9 προσδιορισμούς που καλύπτουν την καθοριζόμενη περιοχή 

συγκεντρώσεων της μεθόδου (π.χ. 3 επίπεδα συγκεντρώσεων με 3 προσδιορισμούς η κάθε 

μία)  

 β) Τουλάχιστον 6 προσδιορισμούς στο 100% της συγκεντρώσεως του ελέγχου για τον 

οποίο προτείνεται η μέθοδος. 

Η ενδιάμεση πιστότητα είναι το μέτρο διασποράς μεταξύ των αποτελεσμάτων 

ανεξάρτητων ελέγχων που λαμβάνονται με την ίδια μέθοδο στο ίδιο δείγμα κάτω από 

διαφορετικές συνθήκες (διαφορετικός αναλυτής, διαφορετική συσκευή, άλλη ημέρα, άλλα 

αντιδραστήρια). 

Η αναπαραγωγιμότητα είναι το μέτρο διασποράς των αποτελεσμάτων ανεξάρτητων 

ελέγχων που λαμβάνονται με την ίδια μέθοδο σε διαφορετικά εργαστήρια. 

Στην συνέχεια παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της μελέτης τη; επαναληψιμότητας 

καθώς και της ενδιάμεσης πιστότητας για τα τρία πρότυπα που μελετώνται.Tα διαλύματα 

αυτά αντιστοιχούν σε συγκέντρωση 10 μg/mL για την 7-κετοχοληστερόλη και την 4-

χολεστεν-3-όνη, ενώ για την χοληστερόλη το διάλυμα έχει συγκέντρωση 0,5 mg/mL και 

προκύπτουν από τα διαλύματα παρακαταθήκης που παρασκευάστηκαν κατά τον έλεγχο 

της ακρίβειας. 

 

 Πίνακας 6.12: πίνακας αποτελεσμάτων για τον έλεγχο της αναπαραγωγιμότητας και της 

επαναληψιμότητας της 4-χολεστεν-3-όνη 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-χολεστεν-3-όνη   Αναπαραγωγιμότητα Επαναληψιμότητα 
 1925250 1932850 

    1881317 1884491 

 1886433 1887714 

 1877880 1902968 

 1882376 1932098 

 1938294 1937758 

Mean 1898591,667 1912980 

SD 26172,92599 24184,7 

%RSD 1,4 1,3 
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Πίνακας 6.13: πίνακας αποτελεσμάτων για τον έλεγχο της αναπαραγωγιμότητας και της 

επαναληψιμότητας της 7-κετοχοληστερόλης 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 6.14: πίνακας αποτελεσμάτων για τον έλεγχο της αναπαραγωγιμότητας και της 

επαναληψιμότητας της χοληστερόλης 

 

 

 

 

 

 

            

 

 

 

Από τους παραπάνω πίνακας εξετάζοντας το %RSD (< 2 ) , συμπεραίνουμε πως 

πρόκειται για επαναλήψιμη μέθοδο. 

 

 

7-κετοχοληστερόλη Αναπαραγωγιμότητα Επαναληψιμότητα 
 1518802 1458553 

    1488027 1442744 

 1471432 1448599 

 1473972 1433977 

 1513783 1428748 

 1505235 1478680 

Mean 1495209 1448550,167 

SD 20347,39 18144,31304 

%RSD 1,4 1,3 

χοληστερόλη Αναπαραγωγιμότητα Επαναληψιμότητα 
 24697464 23419253 

    24912828 22737759 

 24734710 22687082 

 24060230 22888680 

 24367697 23383223 

 24770731 22528441 

Mean 24590610 22940739,67 

SD 316051,8158 374969,4048 

%RSD 1,3 1,6 
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6.5.8. Ανθεκτικότητα 

 

   Η ανθεκτικότητα ("ruggedness ή robustness κατά ICH”) μιας αναλυτικής 

διαδικασίας είναι η ικανότητα της να παραμένει ανεπηρέαστη από μικρές σκόπιμες 

αλλαγές στις παραμέτρους της μεθόδου και είναι ένδειξη της αξιοπιστίας της μεθόδου 

κατά τη συνήθη χρήση.  

  Εάν οι μετρήσεις είναι ευαίσθητες σε μεταβολές των αναλυτικών συνθηκών, οι 

αναλυτικές συνθήκες πρέπει να ελέγχονται κατάλληλα,  επιδεικνύοντας ανοχή  ή στη 

μέθοδο πρέπει να περιλαμβάνεται μια προληπτική δήλωση. Μια συνέπεια της 

αξιολόγησης της ανθεκτικότητας μιας μεθόδου είναι η καθιέρωση μιας σειράς 

παραμέτρων καταλληλότητας του συστήματος (system suitability parameters) (π.χ. 

έλεγχος διαχωριστικότητας) για να εξασφαλισθεί η διατήρηση της αξιοπιστίας της 

αναλυτικής μεθόδου όποτε αυτή χρησιμοποιείται.  

Στην περίπτωση της υγροχρωματογραφίας υψηλής αποδόσεως (HPLC), τυπικές 

μεταβολές είναι: 

 μεταβολές του pΗ της κινητής φάσης, 

 μεταβολές της σύστασης της κινητής φάσης,  

 διαφορετικές στήλες (διαφορετικές παρτίδες και/ή προμηθευτές),  

 θερμοκρασία, ταχύτητα ροής κινητής φάσης. 

Η μελέτη της ανθεκτικότητας της συγκεκριμένης μεθόδου θα αναλυθεί λεπτομερώς στο 

επόμενο κεφάλαιο.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7 

ΕΛΕΓΧΟΣ ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ [59],[63],[64] 

 

7.1 Εισαγωγή 

 

Όπως αναφέρθηκε στο προηγούμενο κεφάλαιο , μια σημαντική παράμετρος που 

μελετάται κατά την επικύρωση μιας μεθόδου είναι η ανθεκτικότητα. Στην συγκεκριμένη 

μέθοδο όπως και στις περισσότερες  μεθόδους ο  έλεγχος ανθεκτικότητας εισήχθη για να 

αποφευχθούν προβλήματα ενδοεργαστηριακών διακυμάνσεων και για να εντοπιστούν οι 

δυνητικά υπεύθυνοι παράγοντες. Τα βήματα που ακολουθούνται κατά τη διεξαγωγή μιας 

δοκιμασίας ανθεκτικότητας με τη χρήση πειραματικού σχεδιασμού είναι τα ακόλουθα: 

1) αναγνώριση των παραγόντων που θα ελεγχθούν 

2) ορισμός των διαφορετικών επιπέδων που θα κινηθούν οι παράγοντες  

3) επιλογή πειραματικού σχεδιασμού 

4) ορισμός του πειραματικού πρωτοκόλλου 

5) ορισμός των αποκρίσεων που θα προσδιοριστούν  

6) εκτέλεση των πειραμάτων και προσδιορισμός των αποκρίσεων της μεθόδου 

7) υπολογισμός των επιδράσεων 

8) στατιστική ή και γραφική ανάλυση των επιδράσεων  

9) σχεδιασμός χημικών  συμπερασμάτων και αν είναι αναγκαίο, λήψη μέτρων για 

τη βελτίωση της απόδοσης της μεθόδου.  

 

Παρουσιάζεται σχετικό διάγραμμα ροής, συνοψίζοντας τα παραπάνω βήματα [59]. 
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Εικόνα 7.1: διάγραμμα ροής για τη δοκιμασία ανθεκτικότητας της μεθόδου,όπου SST 

(system suitability test) δηλαδή δοκιμασία ανθεκτικότητας συστήματος 

Οι πειραματικοί σχεδιασμοί οι οποίοι μπορούν να επιλεγούν για τη μελέτη 

ανθεκτικότητας της μεθόδου είναι ο Plackett-Burman και ο παραγοντικός σχεδιασμός 

είτε κλασματικός είτε πλήρης. Το πιο σημαντικό για την ανθεκτικότητα της μεθόδου 

είναι οι κύριες επιδράσεις των παραγόντων. Στον πειραματικό σχεδιασμό Plackett- 

Burman οι επιδράσεις αλληλεπίδρασης μεταξύ της τάξης μεγαλύτερων επιδράσεων 

αλληλεπίδρασης συγχέονται με τις κύριες επιδράσεις. Αυτό πρακτικά σημαίνει πως σε 

ένα δεδομένο σχεδιασμό αυτές οι επιδράσεις δε μπορούν να εκτιμηθούν ξεχωριστά. Οι 

αλληλεπιδράσεις δυο παραγόντων που λαμβάνουν χώρα σε μια μελέτη ανθεκτικότητας 

μπορούν ωστόσο, να θεωρηθούν αμελητέες. Για δεδομένο αριθμό παραγόντων τόσο στον 

σχεδιασμό Plackett-Burman, όσο και στον κλασματικό παραγοντικό, δυο είναι οι 

επιλογές που παρουσιάζονται.  
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Η πρώτη η οποία συνίσταται στη χρήση ελάχιστων σχεδιασμών π.χ. σχεδιασμοί με τον 

ελάχιστο αριθμό πειραμάτων για έναν αριθμό παραγόντων, ενώ η δεύτερη επιλογή 

επιτρέπει μια πιο εκτεταμένη στατιστική ερμηνεία των αποτελεσμάτων [63].  

 

7.2 Έλεγχος ανθεκτικότητας με πλήρη παραγοντικό σχεδιασμό 

 

Με τον όρο "πλήρη" εννοούμε τον πειραματικό σχεδιασμό κατά τον οποίον  σε κάθε 

πλήρη δοκιμή ή επανάληψη του πειράματος, εξετάζονται όλοι οι δυνατοί συνδυασμοί 

των επιπέδων των παραγόντων. Mε αποτέλεσμα να μειώνεται η πιθανότητα 

ανεπιθύμητων αλληλεπιδράσεων καθώς ελέγχονται όλες οι αλληλεπιδράσεις για κάθε 

επίπεδο των επιλεγμένων παραγόντων.  

Στην συγκεκριμένη μελέτη ως παράγοντες επιλέχθηκαν: α) το  % ποσοστό  

Μεθανόλης στην κινητή φάση έχοντας ως κεντρική τιμή το 98,0% και τα επίπεδα  (+) 

98,5% και (-) 97,5%. β) Ο δεύτερος παράγοντας ήταν η ταχύτητας της ροής με κεντρική 

τιμή το 1,20 mL/min με επίπεδα (+)  και (-), τις τιμές 1,24 και 1,16 αντίστοιχα. γ) Το 

μήκος κύματος αποτέλεσε τον τρίτο παράγοντα με κεντρική τιμή τα 207 nm με επίπεδα 

208 nm (+) και 206 nm για την χοληστερόλη και τα 239 nm για τα οξειδωτικά προϊόντα 

με επίπεδα με επίπεδα (+)  και (-), τις τιμές 241 nm και 240 nm αντίστοιχα. Οι παραπάνω 

παράγοντες ελέγχθηκαν όσον αφορά την επίδραση τους στο εμβαδόν αλλά και τον χρόνο 

ανάσχεσης των αναλυτών. 
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Πίνακας 7.1:  Πίνακας πειραμάτων και τιμές αποκρίσεων στον έλεγχο ανθεκτικότητας 

κατά τον προσδιορισμό της χοληστερόλης 

 

run Παράγοντας 1 

%MeOH 

Παράγοντας 2 

ροή (ml/min) 

Παράγοντας 3 

μήκος κύματος (nm) 

Απόκριση 1 

Εμβαδόν 

Απόκριση  2 

Χρόνος ανάσχεσης (min) 

1 98,50 1,24 206 25646801 12,90 

2 98,00 1,20 207 24954527 14,36 

3 97,50 1,16 206 24668543 17,76 

4 97,50 1,24 206 24996216 14,60 

5 98,00 1,20 207 25846651 13,94 

6 98,50 1,16 206 24068156 14,84 

7 98,00 1,20 207 25780527 13,83 

8 97,50 1,16 208 19156781 17,60 

9 98,50 1,24 208 21058004 12,20 

10 98,50 1,16 208 18707376 14,24 

11 97,50 1,24 208 19929001 14,48 

 

Στον παραπάνω πίνακα, έχουν καταγραφεί  τρεις επαναλήψεις της κεντρικής τιμής για 

κάθε παράγοντα η οποία είναι, %MeOH: 98, ταχύτητα ροής: 1,20 mL/min και μήκος 

κύματος 207 nm 

 

Πίνακας 7.2:  Πίνακας πειραμάτων και τιμές αποκρίσεων στον έλεγχο ανθεκτικότητας 

κατά τον προσδιορισμό των οξειδωτικών προϊόντων της χοληστερόλης, όπου οι 

αποκρίσεις  1,2 αναφέρονται στην 7-κετοχοληστερόλη και οι 3,4 στην 4-χολεστεν-3-όνη 

 

 

 

run Παράγοντας 1 

%MeOH 

Παράγοντας 2 

ροή (ml/min) 

Παράγοντας 3 

μήκος κύματος 

(nm) 

Απόκριση 1 

Εμβαδόν 

Απόκριση  2 

Χρόνος 

ανάσχεσης (min) 

Απόκριση 3 

Εμβαδόν 

Απόκριση  4 

Χρόνος ανάσχεσης 

(min) 

1 98,50 1,24 239 1711323 4,30 2247127 11,90 

2 98,50 1,16 241 1755705 4,80 2378904 13,53 

3 98,00 1,20 240 1884480 4,80 2332000 13,30 

4 97,50 1,24 241 1373118 4,79 19929001 14,48 

5 98,00 1,20 240 1885088 4,70 2304351 12,93 

6 97,50 1,16 241 1425187 5,55 1913037 16,57 

7 97,50 1,16 239 1541669 5,60 1971073 16,67 

8 98,00 1,20 240 1593668 4,72 1964723 13,07 

9 98,50 1,16 239 1873292 4,83 2432885 13,76 

10 97,50 1,24 239 1595946 4,80 2015811 13,55 

11 98,50 1,24 241 1742130 4,23 2356754 11,42 
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Συνολικά διεξήχθησαν 22 ξεχωριστά πειράματα έναντι 11 καθώς ο παράγοντας μήκος 

κύματος είναι διαφορετικός για την χοληστερόλη και τα προϊόντα διάσπασης, και τρεις 

επαναλήψεις της κεντρικής τιμής για κάθε παράγοντα η οποία είναι, %MeOH: 98, 

ταχύτητα ροής: 1,20 mL/min και μήκος κύματος 207 nm και 239 nm για την χοληστερόλη 

και τα δύο προϊόντα οξέιδωσης αντίστοιχα. 

7.3 Υπολογισμός των επιδράσεων των παραγόντων 

 

Η επίδραση του κάθε παράγοντα μπορεί να υπολογιστεί τόσο από την μέτρηση όσο και 

από τα διορθωμένα αποτελέσματα της απόκρισης. Η εξίσωση (1) από την οποία 

υπολογίσθηκε η επίδραση του κάθε παράγοντα είναι η ακόλουθη: 

 

(1) 

  Όπου: 

το x αντιπροσωπεύει τους αληθινούς παράγοντες A, B, C,    

το Ex την  επίδραση του κάθε παράγοντα στην απόκριση Y,  

τα  ΣΥ(+) και ΣΥ(-) αποτελούν τα αθροίσματα των (διορθωμένων)       αποκρίσεων όπου 

το Χ βρίσκεται στα ακραία επίπεδα (+) και (-), αντίστοιχα 

και  το Ν είναι ο αριθμός των πειραμάτων του σχεδιασμού. 

Οι επιδράσεις μπορούν επίσης μπορούν να κανονικοποιηθούν ως προς το μέσο όρο του 

κανονικού αποτελέσματος. Συνήθως, οι κανονικοποιημένες επιδράσεις, πολύ 

περισσότερο από τις κανονικές επιδράσεις, επιτρέπουν στο χρήστη της μεθόδου να 

θεωρήσει την επίδραση ενός παράγοντα ως σημαντική, ακόμη και χωρίς στατιστική 

ερμηνεία. 
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 H ακόλουθη εξίσωση (2) εκφράζει την κανονικοποιημένη τιμή Εx. 

(2) 

Έτσι με βάση τους παραπάνω τύπους υπολογίστηκαν οι επιδράσεις των τριών 

παραγόντων (%MeOH, μήκος κύματος, ταχύτητα ροής) στις αποκρίσεις εμβαδόν και 

χρόνο ανάσχεσης όπως φαίνεται στους παρακάτω πίνακες. 

 

Πίνακας 7.3: Επιδράσεις των παραγόντων στις αποκρίσεις εμβαδόν και χρόνο ανάσχεσης 

για την χοληστερόλη 

 

 

 

 

Πίνακας 7.4: Επιδράσεις των παραγόντων στις αποκρίσεις εμβαδόν και χρόνο ανάσχεσης 

για την 4-χολεστεν-3-όνη. 

 

 

 

 

Εμβαδόν Χρόνος ανάσχεσης 

 %MeOH Mηκός κύματος Ταχύτητα ροής %MeOH Mηκός κύματος Ταχύτητα ροής 

Ex -4064582,5 -3732464,4 914393,8 -1,87 -0,29 -1,86 

Ex(%) -17,54638939 -16,11266932 3,947345064 -12,79945243 -1,984941821 -12,73100616 

4-χολεστεν-3-όνη 

Εμβαδόν Χρόνος ανάσχεσης 

 %MeOH Mηκός κύματος Ταχύτητα ροής %MeOH Mηκός κύματος Ταχύτητα ροής 

Ex 276881,5 -4600 -15146,5 -1,94 2,18 -1,66 

Ex(%) 12,73840149 -0,211630777 -0,696840339 -14,11935953 15,86608443 -12,08151383 
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Πίνακας 7.5: Επιδράσεις των παραγόντων στις αποκρίσεις εμβαδόν και χρόνο ανάσχεσης 

για την 7-κετοχοληστερόλη 

 

 

7.4 Αξιολόγηση των επιδράσεων 

7.4.1 Στατιστική αξιολόγηση 

 

 Η στατιστική ερμηνεία παρέχει στο χρήστη μια αριθμητική οριακή τιμή που μας 

επιτρέπει να καθορίσουμε με τρόπο λιγότερο υποκειμενικό από την οπτική παρατήρηση, 

τι είναι σημαντικό και τι όχι. Αυτή η οριακή τιμή αναγνώρισης στατιστικά σημαντικών 

επιδράσεων, συνήθως παρέχεται από το t-test σύμφωνα με τη σχέση : 

(3) 

 Όπου το (SE)e αποτελεί το συστηματικό σφάλμα μιας επίδρασης και αντιπροσωπεύει 

την πειραματική μεταβλητότητα στο πλαίσιο του σχεδιασμού. Η παραπάνω σχέση 

μπορεί να γραφεί ως εξής 

(4) 

 και η κανονικοποιημένη τιμή υπολογίζεται από τη σχέση: 

(5) 

Μια κρίσιμη επίδραση θεωρείται σημαντική όταν Ex>Ecritical σε δεδομένο επίπεδο 

σημαντικότητας (a=0,05) ή κατά περίπτωση το a να παίρνει τιμή 0,01  ή 0,1 . 

7-κετοχοληστερόλη 

Εμβαδόν Χρόνος ανάσχεσης 

 %MeOH Mηκός κύματος Ταχύτητα ροής %MeOH Mηκός κύματος Ταχύτητα ροής 

Ex 208460,2 77470,9 -31515,6 -0,47 -0,03 -0,49 

Ex(%) 12,47476519 4,63604701 -1,885970127 -9,730848861 -0,621118012 -10,14492754 
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 Όπου Yn  η τιμή της απόκρισης.Για στατιστική ερμηνεία των διαφορετικών επιδράσεων 

απαντώνται τρεις προσεγγίσεις εκτίμησης του σφάλματος ενός αποτελέσματος σε αυτή 

την κατευθυντήρια γραμμή, δεδομένου ότι βρέθηκαν να δίνουν αποδεκτά και φυσικά 

συναφή αποτελέσματα. Οι τρεις αυτοί πιθανοί τρόποι είναι οι εξής: 

Εκτίμηση σφάλματος από ενδιάμεση εκτίμηση της ακρίβειας  

Λαμβάνεται μια εκτίμηση σφάλματος για ένα αποτέλεσμα από τους εικονικούς 

παράγοντες ή από δύο παράγοντες (ή πολλαπλών παραγόντων) 

Το σφάλμα ενός αποτελέσματος εκτιμάται από την κατανομή των ίδιων των 

αποτελεσμάτων. 

 

7.4.1.1 Εκτίμηση σφάλματος από ενδιάμεση εκτίμηση της ακρίβειας  

 

Η τιμή του συστηματικού σφάλματος  (SE)e υπολογίζεται από την ακόλουθη σχέση : 

(6) 

 

Για να υπολογισθεί η τιμή του (SE)e για τις αποκρίσεις Area και χρόνο ανάσχεσης 

υπολογίσθηκαν οι τυπικές αποκλίσεις των κεντρικών τιμών από τις 3 επαναλήψεις  και 

έτσι βρέθηκε όσον αφορά την χοληστερόλη η τιμή (SE)e για το Area  ίση με 351488,93 

ενώ για το χρόνο ανάσχεσης ίση με 0.198 κάνοντας χρήση της παραπάνω σχέσης και 

θέτοντας ως Ν (αριθμό πειραμάτων)=8. Η τιμή του Tcritical βρέθηκε από πίνακες Τvalue 

Two Tails με επίπεδο εμπιστοσύνης 95 % σε R βαθμούς ελευθερίας, θέτοντας όπου R=2 

(R=n-1, n αριθμός επαναλήψεων, δηλαδή 3) 4,303. Χρησιμοποιώντας την εξίσωση (4) 

και αντικαθιστώντας τις τιμές (SE)e υπολογίστηκαν οι κρίσιμες τιμές επιδράσεων όπως 

φαίνεται και από τον παρακάτω πίνακα: 
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Πίνακας 7.6: Οι κρίσιμες τιμές των επιδράσεων ανά απόκριση για την χοληστερόλη  

 Εμβαδόν Χρόνος ανάσχεσης 

Ecrit 1.512.456,866 0,851 

% Ecrit 5,924 6,060 

 

Συγκρίνοντας τις κρίσιμες τιμές με τις επιδράσεις των παραγόντων στις αποκρίσεις 

διαπιστώνουμε πως για το  area  της χοληστερόλης το %ΜΕΟΗ και το μήκος κύματος  

είναι στατιστικά σημαντικές (a=0,05) καθώς │Εx│>Ecritical . Αντίστοιχα, για τον  χρόνο 

ανάσχεσης της χοληστερόλης το %ΜΕΟΗ και η ταχύτητα ροής είναι σημαντικές 

επιδράσεις. Το μέγεθος των τιμών Εx% δείχνει τη σημαντικότητα της επίδρασης στην 

απόκριση, ενώ το πρόσημο το είδος της επίδρασης, θετική ή αρνητική . 

Ομοίως, υπολογίστηκαν οι αντίστοιχες τιμές E critical  και η τιμή του (SE)e  για την 

απόκριση εμβαδόν και τον χρόνο ανάσχεσης της 7-κετοχοληστερόλης και 4-χολεστεν-3-

όνη. 

 

Πίνακας 7.7: Οι κρίσιμες τιμές των επιδράσεων ανά απόκριση για την 7-

κετοχοληστερόλης και 4-χολεστεν-3-όνη 

 

 

 

Συνεπώς, προκύπτει από την σύγκριση των τιμών │Εx│ και Ecritical  ,πως για την 7-

κετοχοληστερόλη  και την 4-χολεστεν-3-όνη για την απόκριση Εμβαδόν δεν 

παρουσιάζονται σημαντικές στατιστικά παράμετροι, καθώς είναι το │Εx│<E critical. 

Επίσης για τη απόκριση χρόνος ανάσχεσης για την την 7-κετοχοληστερόλη επιδρούν 

στατιστικά σημαντικά : 

o το %ΜΕΟΗ  

o η ταχύτητα ροής 

7-κετοχοληστερόλη 4-χολεστεν-3-όνη 

 Εμβαδόν Χρόνος ανάσχεσης Εμβαδόν Χρόνος ανάσχεσης 

Ecrit 511402,099 0,166 622330,490 0,568 

% Ecrit 28,605 3,505 28,283 4,339 
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 Ενώ για την 4 -χολεστεν-3-ονη και οι τρεις παράγοντες που εξετάστηκαν (%ΜΕΟΗ , 

μήκος κύματος και ταχύτητα ροής). 

 

7.4.2 Ερμηνεία μέσω γραφημάτων 

 

Η αξιολόγηση σημαντικότητας των παραγόντων μπορεί επίσης να επιτευχθεί και μέσω 

γραφημάτων, συνήθως με τα διαγράμματα κανονικής και ημικανονικής πιθανότητας και 

τα διαγράμματα Pareto. Οι μη σημαντικές επιδράσεις κατανέμονται συνήθως γύρω από 

το μηδέν. Τόσο σε διάγραμμα κανονικής πιθανότητας, όσο και σε διάγραμμα 

ημικανονικής πιθανότητας αυτές οι μη σημαντικές επιδράσεις έχουν την τάση να 

πέφτουν σε μια ευθεία γραμμή γύρω από το μηδέν, ενώ οι σημαντικές επιδράσεις 

αποκλίνουν από αυτό. Παρακάτω παρουσιάζονται τα δυο διαγράμματα ημικανονικής 

πιθανότητας για την απόκριση  εμβαδόν και χρόνος ανάσχεσης για την χοληστερόλη 

αλλά και για τα προϊόντα οξείδωσης της. 
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Εικόνα 7.2 : διάγραμμα ημικανονικής πιθανότητας για την απόκριση εμβαδόν της 7-

κετοχοληστερόλης 

 

 

Εικόνα 7.3: διάγραμμα ημικανονικής πιθανότητας για την απόκριση εμβαδόν της 4-

χολεστεν-3-όνη 

Design-Expert® Softw are

Area1

Error from replicates

Shapiro-Wilk test

W-value = 0.914

p-value = 0.463

A: %MeOH

B: f low  rate

C: w avelength

Positive Effects 

Negative Effects 

Half-Normal Plot

H
a

lf
-N

o
rm

a
l 
%

 P
ro

b
a

b
il
it
y

|Standardized Effect|

0.00 71658.13 143316.25 214974.38 286632.50

0

10

20

30

50

70

80

90

95

99

A

Design-Expert® Softw are

Area2

Error from replicates

Shapiro-Wilk test

W-value = 0.902

p-value = 0.384

A: %MeOH

B: f low  rate

C: w avelength

Positive Effects 

Negative Effects 

Half-Normal Plot

H
a

lf
-N

o
rm

a
l 
%

 P
ro

b
a

b
il
it
y

|Standardized Effect|

0.00 95178.00 190356.00 285534.00 380712.00

0

10

20

30

50

70

80

90

95

99

A



 

 

99 

 

Σε ένα  διάγραμμα κανονικής πιθανότητας οι παράγοντες που έχουν αρνητική επίδραση 

βρίσκονται στην αριστερή πλευρά του διαγράμματος, ενώ όσοι έχουν θετική επίδραση 

στη δεξιά χωρίς να είναι δυνατή η άμεση σύγκρισή τους. Εν αντιθέσει, στο διάγραμμα 

ημικανονικής πιθανότητας παρουσιάζεται η απόλυτη τιμή όλων των επιδράσεων, 

θετικών και αρνητικών, μόνο που αντί οι αρνητικές επιδράσεις να τοποθετούνται στο 

αριστερό μέρος και οι θετικές στο δεξί, όλες οι σημαντικές επιδράσεις βρίσκονται στη 

δεξιά πλευρά του προσδιοριστικού σημείου και έτσι επιτρέπεται η σύγκριση του 

μεγέθους τους.  

   Άλλος ένας τρόπος σύγκρισης της σημαντικότητας των παραγόντων είναι τα 

διαγράμματα Pareto τα οποία αναλύουν τη σημαντικότητα και το μέγεθος κάθε 

μεταβλητής επίδρασης. Το μήκος της μπάρας στο συγκεκριμένο διάγραμμα είναι 

ανάλογο της επίδρασης. Έτσι ο παράγοντας θεωρείται στατιστικά σημαντικός όταν η 

επίδρασή του ξεπερνά το όριο. Το όριο αυτό είναι μια  γραμμή και αποτελεί το όριο της 

δοκιμασίας για τιμή p=0,05.  

 

 

Εικόνα 7.3: διάγραμμα Pareto των τυποποιημένων επιδράσεων για την απόκριση χρόνος 

ανάσχεσης (Rt) της  7-κετοχοληστερόλης 
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Εικόνα 7.4: διάγραμμα Pareto των τυποποιημένων επιδράσεων για την απόκριση χρόνος 

ανάσχεσης (Rt) για την 4-χολεστεν-3-όνη 

 

Από τα παραπάνω διαγράμματα της εικονάς προκύπτει πως οι σημαντικοί παράγοντες 

είναι οι A και Β, καθώς μόνο αυτοί βρίσκονται πάνω από το όριο αυτό, το οποίο είναι η 

κόκκινη γραμμή . Στο ίδιο συμπέρασμα καταλήξαμε και με την προηγούμενη στατιστική 

μέθοδο. 

Ομοίως, από τα διαγράμματα Pareto προκύπτουν ανάλογα συμπεράσματα για την 

σημαντικότητα της επίδρασης των παραγόντων στην απόκριση Αrea και χρόνος 

ανάσχεσης για την χοληστερόλη. Πιο συγκεκριμένα, προκύπτει πως για την απόκριση 

Αrea, ο πιο σημαντικός παράγοντας είναι το μήκος κύματος, ενώ για τον χρόνο 

ανάσχεσης σημαντικό ρόλο παίζουν το %ΜΕΟΗ και η ταχύτητα ροής. Τα δύο αυτά 

διαγράμματα έχουν την εξής μορφή: 
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Εικόνα 7.5: διάγραμμα Pareto των τυποποιημένων επιδράσεων για την απόκριση 

εμβαδόν της χοληστερόλης 
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Εικόνα 7.6: διάγραμμα Pareto των τυποποιημένων επιδράσεων για την απόκριση χρόνος 

ανάσχεσης της χοληστερόλης 

 

7.5 Υπολογισμός διαστημάτων διακύμανσης για τους σημαντικούς παράγοντες 

 

Αν ένας παράγοντας έχει σημαντική επίδραση σε μια απόκριση τότε έχει αξία να 

βρεθεί το διάστημα εντός του οποίου ο παράγοντας πρέπει να περιοριστεί για να ελεγχθεί 

η επίδρασή του. Τα άκρα του διαστήματος μπορούν να οριστούν ως εξής : 

(7) 

Όπου: X(0), X(1), X(-1) είναι οι πραγματικές τιμές του παράγοντα X για τα επίπεδα (0), 

(1) και (-1) αντίστοιχα και τα Εx ,Ecritical οι τιμές που υπολογίστηκαν παραπάνω για 

κάθε παράγοντα ξεχωριστά. 
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 Τα όρια που προέκυψαν για τις 2 αποκρίσεις παρουσιάζονται στους παρακάτω πίνακες. 

 Πίνακας 8.7: Όρια διαστημάτων ελεγχόμενης επίδρασης σημαντικών παραγόντων για 

την  απόκριση Αrea και χρόνο ανάσχεσης  για η χοληστερόλη 

 

Αrea Χρόνος ανάσχεσης 

 %ΜΕΟΗ %ΜΕΟΗ Ταχύτητα ροής 

Κατώτατο όριο 97,81 97,94 1,20 

Ανώτατο όριο 98,19 98,06 1,21 

 

 

Πίνακας 8.8 : Όρια διαστημάτων ελεγχόμενης επίδρασης σημαντικών παραγόντων για  

την απόκριση εμβαδόν  για 7-κετοχοληστερόλη  και την 4 -χολεστεν-3-όνη 

 

7-κετοχοληστερόλη 

Χρόνος ανάσχεσης 

4-χολεστεν-3-όνη 

Χρόνος ανάσχεσης 

 %ΜΕΟΗ Ταχύτητα ροής %ΜΕΟΗ Ταχύτητα ροής 

Κατώτατο όριο 97,82 

 

1,19 97,85 1,19 

Ανώτατο όριο 98,18 1,21 98,15 1,21 

 

 

Εν κατακλείδι, από τα συγκεκριμένα διαστήματα που υπολογίστηκαν, καταλήγουμε στο 

συμπέρασμα πως πρόκειται για αρκετά ευαίσθητη μέθοδος, καθώς έχει αυστηρά μικρά 

όρια διακύμανσης του ποσοστού του οργανικού τροποποιητή (%ΜΕΟΗ). 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ: 

 

      Ο στόχος της εργασίας ο οποίος ήταν ο διαχωρισμός των κύριων οξειδωτικών 

προϊόντων της χοληστερόλης στο λιποσωμικό εναιώρημα επετεύχθη με τη χρήση της 

υγρής χρωματογραφίας, με πολύ χαμηλά κατώτατα όρια ποσοτικοποίησης . 

    Στην επίτευξη αυτού του σκοπού σημαντικό ρόλο έπαιξε η χρήση του πειραματικού 

σχεδιασμού ο οποίος μας υπέδειξε τις βέλτιστες λύσεις για αυτό το σκοπό με σχετικά 

μικρό αριθμό πειραμάτων. Η χρήση  πειραματικού σχεδιασμού για τη μελέτη 

ανθεκτικότητας της μεθόδου μας κατέδειξε τα όρια της επιτρεπόμενης διακύμανσης  των 

σημαντικών παραμέτρων όσον αφορά τις εξεταζόμενες αποκρίσεις. 

    Ένα εξίσου σημαντικό συμπέρασμα το οποίο προέκυψε είναι ο γεγονός πως 

συνδυάσαμε τον πειραματικό σχεδιασμό με την στατιστική μελέτη των διαγραμμάτων 

κανονικής και ημικανονικής πιθανότητας, ώστε να καταλήξουμε στους σημαντικότερους 

παράγοντες που επηρεάζουν τις βασικές παραμέτρους.   

    Έτσι λοιπόν, καταφέραμε να ποσοτικοποιήσουμε την χοληστερόλη και τα οξειδωτικά 

της παράγωγα, γεγονός που δεν βρίσκει ευρεία εφαρμογή στα φάρμακα. Με τον τρόπο 

αυτό διασφαλίζεται η αξιόπιστη ποσοτικοποίηση των προσμίξεων και κατ' επέκταση ο 

σωστός έλεγχος του συγκεκριμένου φαρμάκου με τις τόσο εξαιρετικά σημαντικές 

παρενέργειες, δεδομένου της τοξικότητας του.  
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

      Στην παρούσα εργασία , σκοπός είναι η ανάπτυξη και επικύρωση μιας αναλυτικής 

μεθόδου για τον ποσοτικό προσδιορισμό της χοληστερόλης και των οξειδωτικών 

προϊόντων διάσπασης της χρησιμοποιώντας την αναλυτική τεχνική της 

υγροχρωματογραφίας  υψηλής απόδοσης πίεσης με ανιχνευτή UV (LC-UV). Στόχος της 

ανάπτυξης είναι ο σχεδιασμός μιας απλής αναλυτικής πορείας  που θα επιτρέπει τη 

γρήγορη και αξιόπιστη ανάλυση δειγμάτων, με βασική παράμετρο την πολυπλοκότητα 

του μητρικού υλικού των λιποσωμάτων. 

     Αρχικά , αφού διεξήχθησαν κάποια προκαταρκτικά πειράματα από τα οποία προέκυψε 

η ιδανικότερη αναλογία διαχωρισμού, η οποία βρέθηκε κοντά στο 98/2 %v/v (μεθανόλη: 

νερό) καθώς και οι παράγοντες οι οποίοι έπαιξαν το σημαντικότερο ρόλο (% MeOH, 

μήκος κύματος και ταχύτητα ροής), εν συνεχεία, επελέγη ο πειραματικός σχεδιασμός 

Box-Behnken με τον οποίο ελήφθησαν ικανοποιητικά μοντέλα που περιγράφουν τη 

μεταβολή των αποκρίσεων ως προς τους επιλεγμένους παράγοντες. Οι βέλτιστες λύσεις 

βρέθηκαν με τη χρήση της συνάρτησης επιθυμητότητας και χρήσης της μεθοδολογίας 

των σημείων πλέγματος. Ο συνολικός χρόνος της ανάλυσης περιορίστηκε κατά πολύ και 

κυμαίνεται  περίπου  στα 16 λεπτά. 

Kατά τη μελέτη ανθεκτικότητας της μεθόδου, υπολογίσθηκε η επίδραση του κάθε 

παράγοντα καθώς και τα όρια εντός των οποίων πρέπει να κυμαίνονται οι σημαντικοί 

παράγοντες. 

  Τέλος, παρουσιάστηκαν δεδομένα τα οποία ελήφθησαν από χρωματογραφήματα  

αραιών διαλυμάτων, τα οποία επιβεβαίωσαν πως  μέθοδος μπορεί να φτάσει σε πολύ 

χαμηλά όρια ποσοτικοποίησης, παρουσιάζοντας επίσης και μεγάλη εκλεκτικότητα, 

δεδομένου της παρόμοιας υψηλής πολικότητας των ενώσεων.  
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SUMMARY 

 

   In the present thesis, the aim is to develop and validate an analytical method for the 

quantification of cholesterol and its oxidated degradation products using the analytical 

technique of high-pressure liquid chromatography with UV detector (LC-UV). The aim 

of the development is to design a simple analytical procedure that will allow rapid and 

reliable analysis of samples, with a basic parameter of the complexity of the matrix of  

liposomes. 

     Initially, after some preliminary experiments were carried out, the optimal separation 

ratio, which was found close to 98/2% v / v (methanol: water), and the factors that played 

the most important role (% MeOH, wavelength and flow rate), then the Box-Behnken 

experimental design was chosen to obtain satisfactory models describing the change in 

responses to the selected factors. Optimal solutions were found using the desirability and 

use of the lattice point methodology. The total analysis time was greatly reduced and 

ranges around 16 minutes. 

In the study of the resistance of the method, the influence of each factor as well as the 

limits within which the important factors must be calculated were calculated. 

  Finally, data were obtained from chromatograms of diluted solutions, which confirmed 

that a method can reach very low quantification limits, also exhibiting great selectivity, 

given the similar high polarity of the compounds. 
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