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ΠΕΡΙΛΗΧΗ 

 

Θ λιποπρωτεΐνθ α *Lp(a)+, αποτελείται από ζνα LDL ςωματίδιο 

ςυηευγμζνο με μία γλυκοπρωτεΐνθ, τθν αποπρωτεΐνθ (α), θ οποία φζρει 

μεγάλο βακμό ομολογίασ με το πλαςμινογόνο. Κατά ςυνζπεια, θ Lp(a) 

αποτελεί μια ξεχωριςτι λιποπρωτεΐνθ μιασ και ςυνδζει το μεταβολιςμό των 

λιπιδίων με το ινωδολυτικό ςφςτθμα ενϊ αποτελεί και ανεξάρτθτο παράγοντα 

καρδιαγγειακοφ κινδφνου. Αντικζτωσ θ λιποπρωτεΐνθ υψθλισ πυκνότθτασ 

(HDL) κεωρείται ακθροπροςτατευτικι γιατί επιτελεί ανάςτροφθ μεταφορά 

χολθςτερόλθσ, αγγειοδιαςτολι, κυτταροπροςταςία και επιπλζον ζχει 

αντιοξειδωτικζσ, αντιφλεγμονϊδεισ και αντιαιμοπεταλιακζσ δράςεισ. Θ 

λιποπρωτεινικι φωςφολιπάςθ Α2 (LpPLA2), κυκλοφορεί ςτο πλάςμα 

ςυνδεδεμζνθ ςτισ LDL, HDL και Lp(a) λιποπρωτεΐνεσ. Θ κατανομι τθσ LpPLA2 

μεταξφ των λιποπρωτεινϊν εξαρτάται από το βακμό γλυκοηυλίωςθσ και 

επθρεάηει τθν ενεργότθτα τθσ LpPLA2, που αποτελεί καρδιαγγειακό 

προγνωςτικό δείκτθ. Θ Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) 

διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτο μεταβολιςμό των λιπιδίων, ςτθν 

ακθροςκλιρωςθ και ςτθν καρδιαγγειακι νόςο και φαίνεται να ςυμμετζχει ςε 

αποπτωτικζσ και φλεγμονϊδεισ διαδικαςίεσ. Στθν παροφςα μελζτθ 

πραγματοποιικθκε εργαςτθριακι απομόνωςθ τθσ Lp(a) και τθσ HDL ςε δφο 

πλθκυςμοφσ (ομάδα υγειϊν μαρτφρων και ομάδα με Lp(a)≥40 mg/dL),  ζγινε 

προςδιοριςμόσ τθσ ενεργότθτασ τθσ LpPLA2 και ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ τθσ 

PCSK9. Θ ςτατιςτικι ανάλυςθ ανζδειξε πολφ ενδιαφζροντα ςτοιχεία για τθν 

πικανι λειτουργία τθσ  Lp(a) και τθ ςχζςθ τθσ με τα HDL ςωματίδια, τθν 

LpPLA2 και τθν PCSK9. Υπάρχουν ιςχυρζσ ενδείξεισ ότι θ Lp(a) φαίνεται να 

ςχετίηεται  με υψθλά επίπεδα PCSK9, ενϊ τα HDL ςωματίδια ενδεχομζνωσ 

διαδραματίηουν κάποιο ρόλο κλειδί όςον αφορά τον μεταβολιςμό ι τθν 

κάκαρςθ τθσ PCSK9.   
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ABSTRACT 

 

Lipoprotein (a) [Lp(a)] consists of an LDL particle conjugated with a 

glycoprotein, apoprotein (a) that shares homology with plasminogen therefore 

it  is a unique protein that connects lipid metabolism with the fibrinolytic 

cascade and it is also an independent cardiovascular risk factor. Antithetically, 

HDL has an atheroprotective role as it performs reverse cholesterol transport, 

vasodilatation, cytoprotection as well as antioxidant, anti-inflammatory and 

antiplatelet actions. Lipoprotein phospholipase A2 (LpPLA2) circulates  in 

plasma bound to LDL, HDL and Lp(a), a distribution depended on the level of 

glycosylation that affects the activity of LpPLA2 a well known cardiovascular 

biomarker.  Proprotein Convertase Subtilisin / Kexin type 9 (PCSK9) plays a 

significant role in lipid metabolism, atherosclerosis and cardiovascular disease 

and it is also involved with apoptotic and inflammatory processes.  In this 

study  Lp(a) and HDL were isolated from two populations (healthy control 

group and group with Lp (a) ≥40 mg / dL), followed by LpPLA2  activity 

evaluation and  quantification of PCSK9.  Statistical analysis revealed very 

interesting facts about the possible function of Lp(a)  and its correlation 

with  HDL particles,  LpPLA2 and PCSK9. There is strong evidence that  Lp(a) 

appears to be associated with high levels of PCSK9, while HDL is likely to play a 

key role in the metabolism or clearance of PCSK9. 
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1. ΕΙΑΓΨΓΗ 

 

1.1. Καρδιαγγειακή νόσος  

 

 Τα καρδιαγγειακά νοςιματα αποτελοφν ζνα ευρφ φάςμα διαταραχϊν, 

οι οποίεσ αφοροφν τθν καρδιά και τα αιμοφόρα αγγεία και περιλαμβάνουν τθ 

Στεφανιαία νόςο, το Αγγειακό Εγκεφαλικό Επειςόδιο, τθ ευματικι 

Καρδιοπάκεια, τθ Συγγενι Καρδιοπάκεια, τα  Ανευρφςματα και το 

Διαχωριςμό τθσ Αορτισ, τθν  Εν τω Βάκει Φλεβοκρόμβωςθ, τθν Ρνευμονικι 

εμβολι, τθν Ρεριφερικι αρτθριοπάκεια και άλλα νοςιματα, όπωσ θ 

αρτθριακι υπζρταςθ, οι όγκοι καρδιάσ, τα εγκεφαλικά ανευρφςματα, θ 

καρδιομυοπάκεια και οι βαλβιδοπάκειεσ. Θ καρδιαγγειακι νόςοσ (ΚΑΝ) είναι 

το πρϊτο αίτιο κανάτου παγκοςμίωσ. Ζχει εκτιμθκεί ότι 17.5 εκατομμφρια 

άνκρωποι πεκαίνουν από ΚΑΝ κάκε ζτοσ, που αντιςτοιχεί ςτο 30% των 

ςυνολικϊν κανάτων (1). 

  Θ ακθρωματικι νόςοσ αποτελεί το υποκείμενο αίτιο τθσ 

καρδιαγγειακισ νόςου και αφορά τθν προοδευτικι εναπόκεςθ λιπϊδουσ 

περιεχομζνου ςτο αρτθριακό τοίχωμα με αποτζλεςμα τθ ςτζνωςθ του αυλοφ 

των αγγείων και τθ μείωςθ τθσ αιμάτωςθσ των ανάλογων οργάνων. Θ 

ακθρωμάτωςθ επθρεάηει επίςθσ το καρωτιδικό ςφςτθμα με αποτζλεςμα τα 

αγγειακά εγκεφαλικά επειςόδια, τα ςτεφανιαία αγγεία με αποτζλεςμα τθ 

ςτεφανιαία νόςο και το ζμφραγμα του μυοκαρδίου και βζβαια και τισ 

υπόλοιπεσ περιφερικζσ αρτθρίεσ με τθ μορφι τθσ περιφερικισ αγγειοπάκειασ 

(2).  
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1.1.1. Ιςτορικι αναδρομι 
 

 Θ άποψθ ότι θ ακθροςκλιρωςθ είναι μια φλεγμονϊδθσ νόςοσ 

χρονολογείται ςτθ δεκαετία του 1840, από τον αυςτριακό πακολόγο  Carl von 

Rokitansky,  που πρϊτοσ περιζγραψε φλεγμονϊδεισ αλλαγζσ ςτα αιμοφόρα 

αγγεία. Ο Γερμανόσ πακολόγοσ, Rudolf Wirchow το 1856, ταυτοποίθςε 

λιπϊδεισ εναποκζςεισ και φλεγμονϊδθ κφτταρα ςτισ ακθρωματικζσ περιοχζσ, 

ειςάγοντασ ζνα νζο διαγνωςτικό όρο που ονόμαςε «παραμορφωτικι χρόνια 

ενδο-αρτθρίτιδα» και διατφπωςε τθν υπόκεςθ ότι αυτζσ οι αλλαγζσ 

οφείλονταν ςτθ φλεγμονι του εςωτερικοφ τοιχϊματοσ των αρτθριϊν. Το 

1901, ο Γερμανόσ χθμικόσ Adolf Windaus ανακάλυψε ότι θ αορτι αςκενϊν με 

ακθροςκλιρωςθ περιζχει περιςςότερθ χολθςτερόλθ ςε ςφγκριςθ με τα 

αντίςτοιχα επίπεδα χολθςτερόλθσ υγιϊν αορτϊν. Το επιτυχζσ 70ιμερο 

πρωτόκολλο πειραματικισ ακθρωμάτωςθσ ςε κουνζλια με δίαιτα 

αποκλειςτικά με χολθςτερόλθ από το ϊςο πακολόγο Nikolai Anitschkov το 

1913, υπογράμμιςε το ρόλο τθσ χολθςτερόλθσ ςτθν πακολογία τθσ 

ακθρωματικισ νόςου, θ οποία πλζον κεωρείται μια νόςοσ του μεταβολιςμοφ 

των λιπιδίων με φλεγμονϊδεισ και ανοςολογικοφσ μοριακοφσ πυλϊνεσ (3-6). 

Ο Νορβθγόσ πακολόγοσ Carl Muller το 1939, αναγνϊριςε και ταυτοποίθςε τθν 

οικογενι υπερχολθςτερολαιμία (FH), αποδεικνφοντασ τόςο τον αυτοςωμικό 

υπολειπόμενο χαρακτιρα τθσ νόςου, όςο και το γεγονόσ ότι ςυνοδεφεται από 

τθν πρϊιμθ εμφάνιςθ  καρδιαγγειακισ νόςου.  

 

1.1.2   Επιδθμιολογικζσ μελζτεσ και ΚΑΝ 

 

 Εντοφτοισ πζραςαν αρκετζσ δεκαετίεσ ζωσ ότου τα αδιάςειςτα ςτοιχεία 

επιδθμιολογικϊν μελετϊν, όπωσ οι μελζτεσ Framingham και MRFIT (Multiple 

Risk Factor Intervention Trial), εδραιϊςουν τθν υπόκεςθ ότι τα υψθλά 

επίπεδα τθσ χολθςτερόλθσ ςτο αίμα ςυνδζονται με υψθλό καρδιαγγειακό 

κίνδυνο.  
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 Θ «μελζτθ των επτά χωρϊν» ςτα μζςα του 20ου αιϊνα που 

δθμοςιεφτθκε το 1980, ζδειξε ότι ο δείκτθσ κνθςιμότθτασ εξαιτίασ καρδιακϊν 

νοςθμάτων ιταν υψθλότεροσ ςε χϊρεσ όπου τα επίπεδα τθσ χολθςτερόλθσ 

ςτο αίμα ιταν υψθλά (Φιλανδία, Νορβθγία, ΘΡΑ), ςε ςφγκριςθ με τισ χϊρεσ 

τθσ Νότιασ Ευρϊπθσ και τθν Ιαπωνία, όπου  παρατθροφνταν γενικά 

χαμθλότερεσ τιμζσ χολθςτερόλθσ (2). Το 1984, θ μελζτθ LRC-CPPT (Lipid 

Research Clinics Coronary Primary Prevention Trial) ζδειξε ότι μειϊνοντασ τθ 

χολθςτερόλθ του πλάςματοσ κατά 10% με τθ χοριγθςθ χολεςτυραμίνθσ, ο 

καρδιαγγειακόσ κίνδυνοσ μειϊνεται περίπου κατά 20%. Δζκα χρόνια μετά, θ 

μελζτθ 4S (Scandinavian Simvastatine Survival Study) ζδειξε ότι μειϊνοντασ τθ 

χολθςτερόλθ του πλάςματοσ κατά 25% με τθ χοριγθςθ ςιμβαςτατίνθσ, 

μειϊνεται ο κίνδυνοσ κανάτου από καρδιαγγειακά ςυμβάματα κατά 42% 

(4,6). Ρλζον είναι κακολικά αποδεκτό, ότι τα υψθλά επίπεδα τθσ 

χολθςτερόλθσ ςτο αίμα ςχετίηονται με υψθλι πικανότθτα εκδιλωςθσ 

ακθρωματικισ νόςου. 

 

1.2     Φοληστερόλη και λιποπρωτεΐνες 

 

 Θ χολθςτερόλθ είναι μία ςτερόλθ 27 ατόμων άνκρακα και αποτελεί 

δομικό ςυςτατικό των κυτταρικϊν μεμβρανϊν των ευκαριωτικϊν κυττάρων. 

Αποτελεί το φράγμα μεταξφ κυττάρων και περιβάλλοντοσ, διαμορφϊνει τθ 

ρευςτότθτα τθσ κυτταρικισ μεμβράνθσ και ςυμβάλλει ςτα αρχιτεκτονικά 

χαρακτθριςτικά των κυττάρων. Επιπρόςκετα, αποτελεί το πρόδρομο μόριο 

ςτθ βιοςφνκεςθ όλων των ςτεροειδϊν ορμονϊν, των ορμονϊν του φφλου, 

των χολικϊν οξζων και τθσ βιταμίνθσ D. Επίςθσ, ζχει κρίςιμο ρόλο ςτο 

ςχθματιςμό των ελφτρων μυελίνθσ και των ςυναπτικϊν κυςτιδίων (7).  

 Θ χολθςτερόλθ ςτον άνκρωπο, μεταφζρεται ςτθν κυκλοφορία του 

αίματοσ μζςα ςε λιποπρωτεΐνεσ, κακόςον είναι αδιάλυτθ ςτο νερό. Οι 

λιποπρωτεΐνεσ είναι ετερογενι μεγαλομοριακά ςφμπλοκα λιπιδίων και 

ειδικϊν πρωτεϊνϊν, των αποπρωτεϊνϊν ι απολιποπρωτεϊνϊν (apo), 

διαμζτρου 6-1000 nm. Είναι ςφαιρικά ςωματίδια που περιζχουν ζνα 



10 
 

 

υδρόφοβο πυρινα από ουδζτερα λίπθ (εςτζρεσ χολθςτερόλθσ και 

τριγλυκερίδια) και θ επιφάνειά τουσ είναι πλοφςια ςε αμφίφιλεσ πρωτεΐνεσ, 

φωςφολιπίδια και ελεφκερθ χολθςτερόλθ. Θ κυριότερθ λειτουργία των 

λιποπρωτεϊνϊν είναι θ μεταφορά ςτθ ςυςτθματικι κυκλοφορία και θ διανομι 

ςτουσ ιςτοφσ χολθςτερόλθσ, τριγλυκεριδίων, φωςφολιπιδίων και 

λιποδιαλυτϊν μορίων (βιταμίνεσ-φάρμακα) (8). Ραράλλθλα, οι λιποπρωτεΐνεσ 

εμπλζκονται ςε μεταβολικζσ οδοφσ ανεξάρτθτεσ του μεταβολιςμοφ των 

λιπιδίων. Χαρακτθριςτικά, θ φλεγμονι επθρεάηει ςθμαντικά το μεταβολιςμό 

των λιποπρωτεϊνϊν, ενϊ αρκετζσ μελζτεσ τισ ςτοχοποιοφν ωσ κρίςιμουσ 

μεςολαβθτζσ ανοςολογικϊν αντιδράςεων και αμυντικϊν μθχανιςμϊν (7,8,9).  

 

1.2.1     Απολιποπρωτεΐνεσ 
 

 Οι απολιποπρωτεΐνεσ ελζγχουν το μεταβολιςμό των λιποπρωτεϊνϊν 

λειτουργϊντασ ωσ γζφυρεσ που τισ ςυνδζουν με τουσ κυτταρικοφσ υποδοχείσ. 

Επιπλζον δρουν ωσ ςυμπαράγοντεσ, ενεργοποιθτζσ ι αναςτολείσ 

μεταβολικϊν ενηφμων, διαμεςολαβοφν ςτθ δθμιουργία των λιποπρωτεϊνϊν 

και αποτελοφν απαραίτθτα ςτοιχεία τθσ δομικισ ςτακερότθτάσ τουσ (10). Οι 

ςθμαντικότερεσ απολιποπρωτεΐνεσ, οι λειτουργίεσ τουσ και θ ςχζςθ τουσ με 

τον καρδιαγγειακό κίνδυνο,  απεικονίηονται ςτον πίνακα 1.  

Πίνακασ 1. 1. Οι κυριότερεσ απολιποπρωτεΐνεσ και οι λειτουργίεσ τουσ. 

Απολιποπρωτεΐνθ Χρωμόςωμα Μ.Β. (kDa) Λιποπρωτεΐνθ Κφριεσ λειτουργίεσ 
υςχζτιςθ με 

καρδιαγγειακό 

κίνδυνο 

Α-Ι 11 28.3 Χυλομικρά, HDL 
Δζχεται χολθςτερόλθ. Ρρόςδεςθ των 

HDL ςτον SR-B1. Συμπαράγοντασ τθσ 

LCAT 
ΝΑΙ 

Α-ΙΙ 1 17.3 Χυλομικρά, HDL 

Δζχεται χολθςτερόλθ. Ρρόςδεςθ των 

HDL ςτον SR-B1 . Συμπαράγοντασ τθσ 

LCAT. 

υκμίηει τθ δράςθ των LPL, HL 

ΟΧΙ 

Α-ΙV 11 44.0 Χυλομικρά, HDL Ρρόςδεςθ των ΘDL ςτον SR-B1 . 

Ενεργοποίθςθ τθσ LCAT. Αυξάνει τθν 

ΟΧΙ 
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M.T.P. 

A-V 11 41.0 
Χυλομικρά, 

VLDL, HDL 
Ενεργοποίθςθ τθσ LPL. 

Συναρμολόγθςθ χυλομικρϊν. 
ΟΧΙ 

a 6 200.0- 800.0 Lp(a) 
Δομικό ςτοιχείο τθσ Lp(a). 

Ραρεμποδίηει τθν ινωδόλυςθ 
ΝΑΙ 

 

Β-48 

 

2 

 

241.1 

Χυλομικρά, 

κατάλοιπα 

χυλομικρϊν 

Συναρμολόγθςθ και ζκκριςθ των 

χυλομικρϊν από το λεπτό ζντερο 
ΟΧΙ 

Β-100 2 513.0 
VLDL, LDL, IDL, 

Lp(a) 

Δομικό ςτοιχείο των  VLDL, IDL, LDL 

και Lp(a). Ρρόςδεςθ των LDL ςτον 

LDLR 
ΝΑΙ 

C-I 19 7.6 

Χυλομικρά, 

VLDL, LDL 

IDL,HDL 

Ενεργοποίθςθ τθσ LCAT και τθσ  LPL. 

Αναςτολζασ τθσ CETP 
ΟΧΙ 

C-II 19 8.9 

Χυλομικρά, 

VLDL, LDL 

IDL,HDL 

Ενεργοποίθςθ τθσ  LCAΤ και  τθσ LPL ΟΧΙ 

Απολιποπρωτεΐνθ Χρωμόςωμα Μ.Β. (kDa) Λιποπρωτεΐνθ Κφριεσ λειτουργίεσ 
υςχζτιςθ με 

καρδιαγγειακό 

κίνδυνο 

C-III 11 8.8 

Χυλομικρά, 

VLDL, LDL 

IDL,HDL 

Αναςτολζασ τθσ LPL και τθσ HL. 

υκμιςτισ πρόςλθψθσ πλοφςιων ςε 

TRG λιποπρωτεϊνϊν από  τουσ  LRP. 
ΝΑΙ 

D 3 33.0 HDL 
Άγνωςτθ. Βρίςκεται αυξθμζνθ ςε 

κακοικεισ όγκουσ. Ρικανόσ 

νευροπροςτατευτικόσ ρόλοσ. 
ΟΧΙ 

E 19 34.1 

Κατάλοιπα 

χυλομικρϊν 

VLDL, LDL 

Ρρόςδεςθ ςε LRP, LDLR και apoE 

υποδοχείσ. 
Φαινότυποσ ΝΑΙ 

F ι LTIP 12 29.0 HDL, LDL 
Αναςτολι τθσ CETP. Διαμεςολαβεί 

ςτθ μεταφορά χολθςτερόλθσ. 
ΟΧΙ 

J ι Clusterin 8 32.4-57.8 HDL                          Άγνωςτθ ΡΙΘΑΝΘ 
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* HDL, high-density lipoprotein, VLDL, Very-low-density lipoprotein, LDL, Low-density lipoprotein, IDL, Intermediate-density 

lipoprotein, SR-B1, Scavenger Receptor class B type 1, LCAT, Lecithin cholesterol acyltransferase,  LPL, Lipoprotein lipase, HL, 

Hepatic lipase, MTP,  Microsomal triglyceride transfer protein, CETP,  Cholesteryl ester transfer protein, LDLR, Low-Density 

Lipoprotein Receptor, LRP, Lipoprotein receptor-related protein, TRG, Triglycerides. 

 

1.2.2    Σαξινόμθςθ λιποπρωτεϊνϊν 
 

  Οι λιποπρωτεΐνεσ ταξινομοφνται ςε επτά κατθγορίεσ με βάςθ τθν 

πυκνότθτά τουσ, θ οποία κακορίηεται κυρίωσ από το ποςοςτό ςε 

τριγλυκερίδια, το θλεκτρικό φορτίο ι τθν κφρια απολιποπρωτεΐνθ που 

περιζχουν. Οι κατθγορίεσ είναι τα χυλομικρά, τα κατάλοιπα των χυλομικρϊν, 

οι λιποπρωτεΐνεσ πολφ χαμθλισ πυκνότθτασ (Very Low Density Lipoproteins – 

VLDL), οι λιποπρωτεΐνεσ ενδιάμεςθσ πυκνότθτασ (Intermediate Density 

Lipoproteins – IDL), οι λιποπρωτεΐνεσ χαμθλισ πυκνότθτασ (Low Density 

Lipoporoteins – LDL), οι λιποπρωτεΐνεσ υψθλισ πυκνότθτασ (High Density 

Lipoporoteins – HDL) και θ λιποπρωτεΐνθ (α) *Lipoprotein a – Lp(a)+. Τα 

κατάλοιπα των χυλομικρϊν και των VLDL, τα LDL και τα Lp(a) ςωματίδια είναι  

μόρια που ευοδϊνουν τθν ακθρωμάτωςθ, ενϊ τα HDL ςωματίδια κεωροφνται 

αντι-ακθρογόνα (11). Τονίηεται ότι τα λιποπρωτεϊνικά ςωματίδια δεν είναι 

ακζραιεσ μονάδεσ, αλλά δυναμικζσ δομζσ που μεταβάλλονται διαρκϊσ, λόγω 

τθσ ςυνεχοφσ ετεροανταλλαγισ λιπιδίων.   

Εικόνα 1.1 Απεικόνιςθ μιασ λιποπρωτεΐνθσ.  
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Εικόνα 1.2. Οι κατθγορίεσ των λιποπρωτεϊνϊν. 

 

1.2.3   Χυλομικρά 

 

 Τα χυλομικρά είναι τα μεγαλφτερα λιποπρωτεϊνικά ςωματίδια 

(διάμετροσ 100 - 400 nm), με τθ μικρότερθ πυκνότθτα και περιζχουν 98% 

λιπίδια. Συντίκενται ςτο ενδοπλαςματικό δίκτυο των ενδοκθλιακϊν κυττάρων 

του τοιχϊματοσ του λεπτοφ εντζρου και μεταφζρονται ςτθ ςυςτθματικι 

κυκλοφορία μζςω τθσ λζμφου. Θ κφρια λειτουργία τουσ είναι θ μεταφορά 

εξωγενϊν λιπιδίων και χολθςτερόλθσ ςτουσ περιφερικοφσ ιςτοφσ και ςτο 

ιπαρ αντίςτοιχα, ενϊ κεωροφνται υπεφκυνα και για τθ μεταφορά των 

λιποδιαλυτϊν βιταμινϊν. Θ κφρια απολιποπρωτεΐνθ των χυλομικρϊν είναι θ  

apoB-48, αλλά περιζχουν και τισ απολιποπρωτεΐνεσ A-I, A-II, A-IV, A-V, C-ΙΙ, C-

ΙΙI και Ε. Τα χυλομικρά προςλαμβάνουν τισ απολιποπρωτεΐνεσ C-II και Ε από 

τισ HDL. Θ apoC-ΙΙ ενεργοποιεί τθν Λιποπρωτεϊνικι Λιπάςθ, θ οποία υδρολφει 

τα τριγλυκερίδια των λιποπρωτεϊνϊν ςτουσ ςκελετικοφσ μφεσ και ςτο λιπϊδθ 

ιςτό, απελευκερϊνοντασ λιπαρά οξζα (12). 
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1.2.4    Κατάλοιπα χυλομικρϊν 

 

 Πταν τα τριγλυκερίδια των χυλομικρϊν μειωκοφν, θ apoC-ΙΙ επιςτρζφει 

ςτισ HDL. Τα νζα ςωματίδια καλοφνται κατάλοιπα των χυλομικρϊν και ζχουν 

διάμετρο 30-50 nm. Οι απολιποπρωτεΐνεσ Β-48 και Ε είναι απαραίτθτεσ για 

τθν αναγνϊριςθ των καταλοίπων από τα παρεγχυματικά κφτταρα του ιπατοσ 

(13). Εκεί υφίςτανται ενδοκφττωςθ και λυςοςωμικι υδρόλυςθ, 

απελευκερϊνοντασ γλυκερόλθ και λιπαρά οξζα που είτε χρθςιμοποιοφνται 

για τθν κάλυψθ ενεργειακϊν αναγκϊν ι αποκθκεφονται. 

 

1.2.5     Πολφ χαμθλισ πυκνότθτασ λιποπρωτεΐνεσ (VLDL) 

 

 Είναι ςωματίδια διαμζτρου 40 με 70 nm, αποτελοφνται από 45–65% 

τριγλυκερίδια, 15-20% φωςφολιπίδια και 20-30% χολθςτερόλθ. Θ κφρια 

απολιποπρωτεΐνθ τουσ είναι θ Β–100 αλλά περιζχουν και τισ 

απολιποπρωτεΐνεσ C-Ι, C-ΙΙ, C-ΙΙΙ και Ε. Οι VLDL είναι υπεφκυνεσ για τθ 

μεταφορά των λιποδιαλυτϊν βιταμινϊν. Θ αρχζγονθ VLDL που εκκρίνεται από 

το ιπαρ δεν ζχει apoC-ΙΙ, αλλά τθν προςλαμβάνει από τισ HDL ςτθ 

ςυςτθματικι κυκλοφορία, όπωσ και τα χυλομικρά. Θ βιογζνεςθ των VLDL 

λαμβάνει χϊρα ςτον αυλό του ενδοπλαςματικοφ δικτφου και περιλαμβάνει 

δφο βιματα. Θ νεο-μεταφραςμζνθ apoB-100 μεταναςτεφει ςτθ μεμβράνθ του 

αδροφ ER και προςλαμβάνει επιπλζον  λιπίδια, ςχθματίηοντασ τθν αρχζγονθ 

VLDL. Θ αρχζγονθ VLDL εκκρίνεται από τα θπατοκφτταρα και ζχει πολφ μικρό 

χρόνο θμιηωισ ςτο αίμα (3-4 ϊρεσ). Αρωγόσ αυτοφ του ςταδίου είναι θ 

Microsomal Triglyceride Transfer Protein (MTP). H πρόςλθψθ λιπιδίων από 

τθν apoΒ εξαρτάται από τθ διακεςιμότθτα ςε τριγλυκεριδια (TRG). Αν δεν 

υπάρχουν αρκετά λιπίδια θ apoΒ-100 καταβολίηεται ςτα πρωτεοςϊματα. 

Βαςικό ρόλο ςτον καταβολιςμό των apoΒ-100 διαδραματίηουν τα επίπεδα των 

λιπαρϊν οξζων, θ παροχι γλυκόηθσ και θ ινςουλίνθ (13). Στο δεφτερο ςτάδιο 

τθσ ςφνκεςθσ των VLDL, θ αρχζγονθ VLDL ςυγχωνεφεται  με πλοφςια ςε TRG 

ςωματίδια που υπάρχουν ςτο κυτοςόλιο δθμιουργϊντασ τθν ϊριμθ VLDL. Οι 
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ϊριμεσ VLDL κεωροφνται υπεφκυνεσ κυρίωσ για τθ μεταφορά TRG ςτουσ 

περιφερικοφσ ιςτοφσ (8, 11). 

 

1.2.6    IDL 

 

 Στθν κυκλοφορία, τα TRG των VLDL υδρολφονται με τθ δράςθ τθσ 

Λιποπρωτεϊνικισ Λιπάςθσ  (LPL) και τθσ Θπατικισ Λιπάςθσ (HL) ςε γλυκερόλθ 

και λιπαρά οξζα. Τα λιπαρά οξζα μεταφζρονται ςτθ ςυςτθματικι κυκλοφορία 

ςυνδεδεμζνα με λευκωματίνθ και είτε χρθςιμοποιοφνται από τουσ ιςτοφσ 

άμεςα για ενεργειακοφσ ςκοποφσ ι αποκθκεφονται ςτο λιπϊδθ ιςτό. Ζτςι το 

μζγεκοσ και θ πυκνότθτα των VLDL μειϊνεται οπότε προκφπτουν τα 

κατάλοιπα των VLDL, τα οποία καλοφνται IDL και είναι πλοφςια ςε 

χολθςτερόλθ. Τα ςωματίδια αυτά ζχουν διάμετρο 25–35 nm, περιζχουν apoB-

100 και apoE και ευοδϊνουν τθ διαδικαςία τθσ ακθρωμάτωςθσ. Ζνα μζροσ 

των IDL προςλαμβάνεται άμεςα από τα θπατοκφτταρα μζςω των apoE 

υποδοχζων, ενϊ οι υπόλοιπεσ υφίςτανται τθν δράςθ τθσ θπατικισ λιπάςθσ 

και μετατρζπονται ςε LDL (14). 

 

1.2.7    LDL 

 

 Οι χαμθλισ πυκνότθτασ λιποπρωτεΐνεσ ζχουν διάμετρο 22.5-27.5 nm. 

Οι LDL προζρχονται από τισ VLDL και τισ IDL και είναι πλοφςιεσ ςε 

χολθςτερόλθ (περίπου 70% του λιπιδικοφ τουσ περιεχομζνου). Ο κφριοσ ρόλοσ 

τουσ είναι θ μεταφορά χολθςτερόλθσ ςτα κφτταρα, θ ςφνκεςθ ςτεροειδϊν 

ορμονϊν κακϊσ και των ορμονϊν του φφλου. Θ κφρια απολιποπρωτεΐνθ των 

LDL είναι θ apoΒ-100, ενϊ ςε μικρότερο βακμό απαντϊνται επίςθσ οι apoC-Ι, 

apoC-ΙΙ και apoC-ΙΙΙ. Τα LDL ςωματίδια μεταβολίηονται μζςω των LDL 

υποδοχζων (LDLR) ςε ποςοςτό 75% ςτα θπατοκφτταρα και 25% ςε 

εξωθπατικοφσ ιςτοφσ. 
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 Ο αρικμόσ και θ δραςτθριότθτα των LDLR εξαρτϊνται από τα επίπεδα 

τθσ ελεφκερθσ χολθςτερόλθσ ςτα θπατοκφτταρα με αντιςτρόφωσ ανάλογθ 

ςυςχζτιςθ. Δθλαδι, υψθλά επίπεδα χολθςτερόλθσ ζχουν ωσ αποτζλεςμα τθ 

μειωμζνθ ζκφραςθ των  LDLR, ενϊ χαμθλά επίπεδα χολθςτερόλθσ αυξάνουν 

τθ ςφνκεςθ των LDLR. Γενετικοί και περιβαλλοντικοί παράγοντεσ επίςθσ 

επθρεάηουν τθ δραςτθριότθτα των LDLR (8, 13, 14). 

1.2.7.1    Οξείδωση  των LDL 

 Οι μικρζσ πυκνζσ LDL (sdLDL) κεωροφνται πιο ακθρογόνεσ από τα 

μεγαλφτερα LDL ςωματίδια επειδι ζχουν μειωμζνθ ςυγγζνεια για τουσ LDLR 

και παραμζνουν για περιςςότερο χρόνο ςτθν κυκλοφορία. Αποτελοφν 

εξαιρετικά ακθρογόνα μόρια γιατί λόγω του μικροφ μεγζκουσ τουσ 

ειςζρχονται και ςυςςωρεφονται ςτον υπενδοκθλιακό χϊρο, όπου υφίςτανται 

οξειδωτικι τροποποίθςθ (oxidized LDL, oxLDL). Αυξάνουν τθν ζκφραςθ 

φλεγμονωδϊν κυτταροκινϊν, προκαλϊντασ τθ μετανάςτευςθ μακροφάγων 

ςτο αγγειακό τοίχωμα με αποτζλεςμα τθ δυςλειτουργία του αγγειακοφ 

ενδοκθλίου. Σθμαντικι ςυμβολι ςτθ δυςλειτουργία του αγγειακοφ 

ενδοκθλίου διαδραματίηει θ δθμιουργία ελευκζρων ριηϊν, θ μείωςθ τθσ 

ζκφραςθσ και τθσ δραςτθριότθτασ του μονοξειδίου του αηϊτου (NO), θ 

αφξθςθ τθσ ςφνκεςθσ ενδοκθλίνθσ, κακϊσ επίςθσ και θ μείωςθ του 

πολλαπλαςιαςμοφ, τθσ μετανάςτευςθσ και τθσ επιβίωςθσ των πρόδρομων 

ενδοκθλιακϊν κυττάρων (ΕPC). Επιπλζον, οι oxLDL προκαλοφν αφξθςθ τθσ 

υψθλισ ευαιςκθςίασ C αντιδρϊςασ πρωτεΐνθσ (hsCRP), του MCP-1 (Μonocyte 

Chemoattractant Protein 1), του CD40 (Cluster of differentiation 40) των 

μακροφάγων και των ενδοκθλιακϊν κυττάρων, των CR3 (Complement 

receptor 3) υποδοχζων και των προςκολλθτικϊν μορίων VCAM-1 (Vascular 

cell adhesion protein 1), ΙCAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) και τθσ E-

Selectin. Επίςθσ, θ oxLDL αυξάνει τθν παραγωγι των μεταλλοπρωτεϊναςϊν 

που παράγονται από τα μακροφάγα προκαλϊντασ τθν αποςτακεροποίθςθ 

των ακθρωματικϊν πλακϊν και τθν αφξθςθ τθσ μετανάςτευςθσ και του 

πολλαπλαςιαςμοφ των λείων μυϊκϊν κυττάρων. Θ oxLDL διαταράςςει τθν 

ομοιοςταςία του αςβεςτίου και προκαλεί αυξθμζνθ παραγωγι αλκαλικισ 

φωςφατάςθσ και μειωμζνθ ζκφραςθ οςτεοπροτεγερίνθσ (33). Θ 

οςτεοπροτεγερίνθ (OPG) είναι μια διαλυτι πρωτεΐνθ που παράγεται από τουσ 
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οςτεοβλάςτεσ κακϊσ και από τα ενδοκθλιακά και λεία μυϊκά κφτταρα των 

αγγείων. Ζχει αντιοςτεοκλαςτικι δράςθ ωσ διαλυτόσ παραπλανθτικόσ (decoy) 

υποδοχζασ του ενεργοποιθτι των οςτεοκλαςτϊν RANKL (receptor activator of 

nuclear factor-κB ligand). Ταυτόχρονα φαίνεται ότι διαδραματίηει ςθμαντικό 

ρυκμιςτικό ρόλο ςτθν αγγειακι επαςβζςτωςθ. Αξίηει να ςθμειωκεί ότι θ OPG, 

ωσ ζμμεςοσ αναςτολζασ των  οςτεοκλαςτϊν, αςκεί προςτατευτικι δράςθ 

ενάντια ςτθν αγγειακι επαςβζςτωςθ (65). Τζλοσ, θ oxLDL προκαλεί αφξθςθ 

τθσ ςυςςϊρευςθσ των αιμοπεταλίων, αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ του Αναςτολζα 

του Ενεργοποιθτι του Ρλαςμινογόνου, τθσ κρομβοξάνθσ Α2 και του Ιςτικοφ 

Ραράγοντα, κακϊσ επίςθσ και μείωςθ τθσ ζκφραςθσ του Ενεργοποιθτι του 

Ρλαςμινογόνου και τθσ δραςτθριότθτασ τθσ Θρομβομοντουλίνθσ, 

δθμιουργϊντασ ζνα υπερπθκτικό περιβάλλον και ςυνεπϊσ αυξθμζνο κίνδυνο 

κρόμβωςθσ (15, 16, 17). 

  Επιπλζον, θ oxLDL προάγει τθν ζκφραςθ προςκολλθτικϊν μορίων και 

τθν απελευκζρωςθ χθμειοτακτικϊν παραγόντων από τα ενδοκθλιακά 

κφτταρα που με τθ ςειρά τουσ προάγουν τθν προςζλευςθ λευκοκυττάρων ςτισ 

ακθρωματικζσ πλάκεσ. Θ ζκκεςθ ςτθν oxLDL ενεργοποιεί τα δενδριτικά 

κφτταρα που προκαλοφν τον πολλαπλαςιαςμό των Τ κυττάρων και τθν 

παραγωγι τθσ Ιντερλευκίνθσ 1 (IL1). Θ oxLDL δρα επίςθσ ωσ νεοαντιγόνο και 

προκαλεί αυξθμζνθ παραγωγι αντιςωμάτων από τα λεμφοκφτταρα και 

προάγει τθ χθμειοταξία των μονοκυττάρων, των ουδετερόφιλων, των 

θωςινόφιλων και των Τ-κυττάρων ςτο αρτθριακό τοίχωμα (2). Τα 

ενεργοποιθμζνα μακροφάγα εκκρίνουν πλθκϊρα φλεγμονωδϊν 

κυτταροκινϊν (όπωσ τισ ιντερλευκίνεσ 1β, 6 και 8) και τον παράγοντα 

νζκρωςθσ όγκων α (TNFα) (18). Επιπρόςκετα, θ oxLDL επάγει τθν απόπτωςθ 

των μακροφάγων και τθ δθμιουργία αςτακϊν ακθρωματικϊν πλακϊν.     

 Θ ςθμαντικότερθ ακθρογόνοσ δράςθ τθσ οξειδωτικισ τροποποίθςθσ 

των LDL ςωματιδίων ζγκειται ςτθν αναγνϊριςθ τουσ από τουσ Scavenger 

υποδοχείσ αντί των LDLR. Με τθ διαδικαςία αυτι διαταράςςεται θ 

ομοιόςταςθ τθσ χολθςτερόλθσ και παρά το γεγονόσ ότι μεγάλεσ ποςότθτεσ 

χολθςτερόλθσ ςυςςωρεφονται ςτα περιφερικά κφτταρα, δεν αναςτζλλεται 

επαρκϊσ θ ςφνκεςθ τθσ. Τελικό αποτζλεςμα αυτισ τθσ διαταραχισ είναι θ 

πρόςλθψθ μεγάλων ποςοτιτων χολθςτερόλθσ από τα μακροφάγα που 
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εκφράηουν τουσ Scavenger υποδοχείσ και θ δθμιουργία αφρωδϊν κυττάρων 

ςτισ ακθροςκλθρωτικζσ περιοχζσ (2). 

1.2.8     HDL 
 

 Οι λιποπρωτεΐνεσ υψθλισ πυκνότθτασ ζχουν διάμετρο από 7.5-10 nm. 

Ραράγονται ςτο ιπαρ και το ζντερο ι προζρχονται από τον καταβολιςμό των 

πλοφςιων ςε TRG λιποπρωτεϊνϊν. Διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτο 

μθχανιςμό τθσ ανάςτροφθσ μεταφοράσ χολθςτερόλθσ από τουσ περιφερικοφσ 

ιςτοφσ ςτο ιπαρ. Θ κφρια απολιποπρωτεΐνθ των HDL είναι θ A-I αλλά επίςθσ 

απαντϊνται θ apoA-II, θ apoA-IV, θ apoC-I, θ apoC-II, θ apoC-III και θ apoE. Σε 

αντίκεςθ με τισ άλλεσ λιποπρωτεΐνεσ που περιζχουν ζνα μόριο από τθν κφρια 

απολιποπρωτεΐνθ, οι HDL δφνανται να περιζχουν πολλά apoA-I μόρια.  

 Θ μετακίνθςθ τθσ χολθςτερόλθσ από τα κφτταρα ςτισ αρχζγονεσ HDL 

γίνεται κυρίωσ δια μζςου των ABCA1 (ATP-binding cassette transporter) 

μεταφορζων που εκφράηονται ςτθν επιφάνεια των κυττάρων. Ακολουκεί 

εςτεροποίθςθ τθσ ελεφκερθσ χολθςτερόλθσ με τθ δράςθ του ενηφμου 

ακυλοτρανςφεράςθ τθσ χολθςτερόλθσ (LCAT) και θ μεταφορά των εςτζρων 

χολθςτερόλθσ με τθ βοικεια του ενηφμου Cholesterol Ester Transfer Protein 

(CETP) ςε άλλεσ πλοφςιεσ ςε TRG λιποπρωτεΐνεσ. Μζςω αυτισ τθσ οδοφ θ 

εςτεροποιθμζνθ χολθςτερόλθ είτε καταλιγει ςτα θπατοκφτταρα ι ςτουσ 

περιφερικοφσ ιςτοφσ. Οι υποδοχείσ SR-B1 (Scavenger Receptor class B type I) 

διαδραματίηουν κακοριςτικό ρόλο ςτθν άμεςθ μεταφορά εςτζρων 

χολθςτερόλθσ από τισ HDL ςτα θπατοκφτταρα (13).   

 Θ HDL κεωρείται ακθροπροςτατευτικι γιατί επιτελεί ανάςτροφθ 

μεταφορά χολθςτερόλθσ, αγγειοδιαςτολι, κυτταροπροςταςία των 

ενδοκθλιακϊν κυττάρων και μακροφάγων, ενϊ επίςθσ ζχει αντιοξειδωτικζσ, 

αντιφλεγμονϊδεισ και αντιαιμοπεταλιακζσ δράςεισ. Επιπρόςκετα, προςφζρει 

προςταςία από λοιμϊξεισ και ζχει ευνοϊκι επίδραςθ ςτθν ομοιοςταςία των 

υδατανκράκων (19).   
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1.3    Lp(a) 

 

 Θ λιποπρωτεΐνθ α *Lp(a)+, αποτελεί μια ξεχωριςτι λιποπρωτεΐνθ μιασ 

και ςυνδζει το μεταβολιςμό των λιπιδίων με το ςφςτθμα πιξθσ του αίματοσ 

(20). Αποτελείται από ζνα ςωματίδιο LDL με μία επιπλζον απολιποπρωτεΐνθ 

τθν apo(a), θ οποία είναι μια μεγάλθ υδρόφιλθ γλυκοπρωτεΐνθ που ςυνδζεται 

ομοιοπολικά με τθν apoB-100 με διςουλφιδικό δεςμό. Το γονίδιο τθσ apo(a) 

(LPA gene) ζχει χαρτογραφθκεί ςτθ ηϊνθ q27 του ζκτου ανκρϊπινου 

χρωμοςϊματοσ και παρουςιάηει μεγάλο βακμό ομοιότθτασ με το γονίδιο του 

πλαςμινογόνου (16). H παρουςία τθσ Lp(a)  ςτουσ ανκρϊπουσ και τουσ 

πικικουσ υποδθλϊνει ότι το γονίδιο του πλαςμινογόνου υπζςτθ διπλαςιαςμό 

και ανακατανομι των περιοχϊν Kringle περίπου πριν από 33 εκατομμφρια 

χρόνια (21).   

 Το μζγεκοσ τθσ Lp(a) εμφανίηει μεγάλθ ετερογζνεια γιατί υπάρχουν 

πολλζσ ιςομορφζσ τθσ apo(a) ϊςτε το μοριακό βάροσ τθσ πρωτεΐνθσ να 

κυμαίνεται από 200 ζωσ 800 kDa. Ρλθκυςμιακζσ μελζτεσ κατζγραψαν 

μεγάλεσ διακυμάνςεισ των επιπζδων Lp(a) ςτο πλάςμα, με ςαφι εκνολογικι 

κατανομι, από 0.1 ζωσ και 300 mg/dL. Θ καυκάςια  φυλι δεν ακολουκεί τον 

κανόνα τθσ κανονικισ κατανομισ (22), ενϊ θ μαφρθ φυλι ακολουκεί ςχεδόν 

κανονικι κατανομι με μζςθ τιμι ςυγκεντρϊςεων Lp(a) δφο με  τρεισ φορζσ 

μεγαλφτερθ τθσ μζςθσ τιμισ ςτθν λευκι φυλι.  

 

1.3.1    Βιοχθμεία τθσ apo(a) 
 

 Οι περιοχζσ Kringle είναι δομζσ 80 - 90 αμινοξζων (aminoacids, a.a.) με 

τρεισ βρόγχουσ χωρίσ ελικοειδι δευτεροταγι δομι με μικρζσ περιοχζσ β-

κλϊνων που ςτακεροποιοφνται ςε τριτοταγι δομι από τθν παρουςία τριϊν 

διςουλφιδικϊν δεςμϊν (23, 24). Tα Kringles απαντϊνται ςε πολλζσ πρωτεάςεσ 

που ςυμμετζχουν ςτο μθχανιςμό πιξθσ και ινωδόλυςθσ αλλά και ςε 



20 
 

 

αυξθτικοφσ παράγοντεσ. Θ apo(a) ζχει δζκα διαφορετικοφσ τφπουσ Kringle που 

μοιάηουν με τα Kringle τφπου IV του πλαςμινογόνου, KIV1 ζωσ KIV10. Οι 

περιοχζσ KIV1 και KIV3 ζωσ KIV10 είναι ίδιεσ ςε όλεσ τισ ιςομορφζσ apo(a).  

 Θ apo(a) περιζχει μία ακόμθ περιοχι Kringle που εμφανίηει μεγάλο 

βακμό ομολογίασ με τθν περιοχι Kringle τφπου V του πλαςμινογόνου και 

είναι ίδια ςε όλεσ τισ ιςομορφζσ apo(a), κακϊσ επίςθσ και μία περιοχι 

πρωτεάςθσ που είναι καταλυτικϊσ ανενεργι εξαιτίασ είτε, τθσ 

αντικατάςταςθσ τθσ ARG561-VAL562 (Arg-Αργινίνθ, Val-Βαλίνθ) ςε SER561-

ILE562 (Ser-Σερίνθ, Ile-Ιςολευκίνθ), ι ςτθν ζλλειψθ εννζα αμινοξζων που 

παρατθρείται ςτθν περιοχι τθσ πρωτεάςθσ τθσ apo(a) ςε ςχζςθ με τθν 

αντίςτοιχθ περιοχι του πλαςμινογόνου. Αυτζσ οι μεταλλάξεισ δεν επιτρζπουν 

ςτουσ ενεργοποιθτζσ του πλαςμινογόνου (t-PA και u-PA) να μετατρζψουν το 

πλαςμινογόνο ςε πλαςμίνθ (25, 26, 27). 

 Από τουσ δζκα τφπουσ ΚIV που απαντϊνται ςτθν apo(a) οι εννζα είναι 

παρόντεσ ςε ζνα μόνο αντίγραφο ςε όλεσ τισ ιςομορφζσ τθσ apo(a), ενϊ θ 

ΚIV2 κωδικοποιείται από μεταβλθτό αρικμό εν ςειρά επαναλαμβανόμενων 

αντιγράφων δθμιουργϊντασ πλθκϊρα αλλθλίων LPA διαφορετικοφ μεγζκουσ 

και ιςομορφϊν apo(a) ςτον ανκρϊπινο πλθκυςμό. Υπάρχουν αλλιλια που 

κωδικοποιοφν από ζνα ωσ 34 αντίγραφα ΚIV2 ϊςτε να υπάρχουν ιςομορφζσ 

apo(a) που περιζχουν από 10 ωσ 43 περιοχζσ ΚIV2 , με μάηα από 200 ωσ 800 

kDa (26, 28). Θ ςυγκζντρωςθ τθσ Lp(a) ςτο πλάςμα είναι αντιςτρόφωσ 

ανάλογθ με το μζγεκοσ τθσ ιςομορφισ τθσ apo(a) (29). 

 Ο βιολογικόσ ρόλοσ των περιοχϊν Kringle είναι οι αλλθλεπιδράςεισ 

πρόςδεςθσ ςυνικωσ με υποςτρϊματα που περιζχουν λυςίνθ (Lys) και για το 

λόγο αυτό  ονομάηονται ςθμεία πρόςδεςθσ λυςίνθσ (Lysine Binding Sites, LBS). 

Από τα Kringle τφπου IV τθσ apo(a) μόνο τα ΚIV5-ΚIV8 και ΚΙV10 περιζχουν 

LBS. Πλοι οι υπόλοιποι ΚIV τφποι ζχουν ανενεργά LBS λόγω αμινοξικϊν 

αντικαταςτάςεων. Τα LBS των ΚIV5-8 ζχει αποδειχκεί ότι ζχουν χαμθλότερθ 

ςυγγζνεια για τθ λυςίνθ απ' ότι το ΚIV10 και ονομάηονται αςκενι και ιςχυρά 

LBS, αντίςτοιχα. Θ αλλθλεπίδραςθ τθσ apoB-100 με τθν apo(a), ςτο Lp(a) 

ςωματίδιο, κακιςτά τα LBS ΚIV5-8 μθ διακζςιμα με αποτζλεςμα θ πρόςδεςθ 

λυςίνθσ ςτθν Lp(a) να επιτελείται αποκλειςτικά από το ΚIV10 (26, 28).  



21 
 

 

Εικόνα 1.3. Απεικόνιςθ τθσ δομισ τθσ Lp(a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Θ ςυγκζντρωςθ τθσ Lp(a) ςτο πλάςμα είναι αντιςτρόφωσ ανάλογθ με 

τον αρικμό των ΚIV2 επαναλιψεων και παρουςιάηει κετικι ςυςχζτιςθ με τουσ 

μονονουκλεοτιδικοφσ πολυμορφιςμοφσ (Single Nucleotide Polymorphisms, 

SNPs) rs10455872 και rs3788220. 
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Εικόνα 1.4. Οι μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφιςμοί ςτθν Lp(a) 

 

 

1.3.2    φνκεςθ τθσ Lp(a) 
 

 Θ ςφνκεςθ του ςωματιδίου Lp(a) περιλαμβάνει δφο ςτάδια. Ρρϊτα 

οριςμζνεσ περιοχζσ τθσ apoB  αλλθλεπιδροφν με τθν apo(a) μθ ομοιοπολικά 

ϊςτε να πλθςιάςουν τα δφο μόρια. Το δεφτερο ςτάδιο περιλαμβάνει το 

ςχθματιςμό ενόσ διςουλφιδικοφ δεςμοφ μεταξφ τθσ Cys4057 (Cys-Κυςτεΐνθ) 

ςτο ΚIV9 τθσ apo(a) και τθσ Cys4326 τθσ apoB. Συγχρόνωσ, οι μθ-ομοιοπολικζσ 

αλλθλεπιδράςεισ των LBS των KIV7 και KIV8 τθσ apo(a) με τισ Lys680 (Lys, 

Λυςίνθ) και Lys690 τθσ apoB, ςυμβάλλουν ςτθν ςτακεροποίθςθ του 

ςωματιδίου. Θ τοποκεςία τθσ ςφνκεςθσ τθσ Lp(a) αποτελεί αντικείμενο 

αμφιλεγόμενων ςυηθτιςεων. Ζχει παρατθρθκεί να ςυντίκεται Lp(a) και 

ενδοκυττάρια και εξωκυττάρια  αλλά και ςτθν κυτταρικι μεμβράνθ, ςε 

διαφορετικά κυτταρικά ςυςτιματα (30).  
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1.3.3     Lp(a) και ΚΑΝ 
 

 Θ Lp(a) είναι μια αινιγματικι πρωτεΐνθ και ανεξάρτθτοσ παράγοντασ 

καρδιαγγειακοφ κινδφνου. Θ μελζτθ τθσ Κοπεγχάγθσ ζδειξε ότι άτομα με 

επίπεδα Lp(a) μεγαλφτερα από 50 mg/dL ζχουν διπλάςιο με τριπλάςιο 

κίνδυνο να υποςτοφν ζμφραγμα του μυοκαρδίου. Μία ανάλυςθ 36 μελετϊν 

ζδειξε ότι άτομα με αυξθμζνθ Lp(a) διατρζχουν μεγαλφτερο καρδιαγγειακό 

κίνδυνο. Θ επίδραςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ Lp(a) ςτον κίνδυνο εμφάνιςθσ 

ιςχαιμικοφ εγκεφαλικοφ επειςοδίου ιταν αςκενζςτερθ αλλά εξίςου 

ςθμαντικι. Αξίηει να ςθμειωκεί ότι ο καρδιαγγειακόσ κίνδυνοσ δεν μειϊκθκε 

μετά από διόρκωςθ των επιπζδων των άλλων λιπιδικϊν παραμζτρων, ζνα 

εφρθμα που υποδθλϊνει ότι θ Lp(a) αποτελεί ανεξάρτθτο παράγοντα 

καρδιαγγειακοφ κινδφνου. Επιπρόςκετα, επίπεδα Lp(a) πάνω από 90 mg/dL 

τριπλαςιάηουν τον κίνδυνο ςτζνωςθσ τθσ αορτικισ βαλβίδασ (31). Μελζτεσ 

μενδζλειασ τυχαιοποίθςθσ υποδεικνφουν ότι θ Lp(a) αποτελεί ανεξάρτθτο 

παράγοντα κινδφνου για ζμφραγμα του μυοκαρδίου, αγγειακό εγκεφαλικό 

επειςόδιο, περιφερικι αρτθριοπάκεια (peripheral arterial disease – PAD) 

κακϊσ και για αςβζςτωςθ τθσ αορτικισ βαλβίδασ. Δεν ζχουν 

πραγματοποιθκεί κλινικζσ μελζτεσ  που να ςυςχετίηουν τθ μείωςθ των 

επιπζδων Lp(a) με τθ μείωςθ των ςυμβαμάτων τθσ ΚΑΝ, επειδι δεν υπάρχουν 

φάρμακα που να μειϊνουν μόνο τθν Lp(a) χωρίσ να επθρεάηουν τουσ 

υπόλοιπουσ λιπιδαιμικοφσ δείκτεσ (24). Ρεριβαλλοντικοί και διαιτθτικοί 

παράγοντεσ ζχουν ελάχιςτθ επίδραςθ ςτα επίπεδα τθσ Lp(a) πλάςματοσ, ενϊ 

δεν ζχει ανακαλυφκεί ακόμθ θ φυςιολογικι λειτουργία αυτισ τθσ 

λιποπρωτεΐνθσ. 

 

1.3.4      Ακθροςκλιρωςθ και Lp(a): οξειδωμζνα φωςφολιπίδια 
 

 Θ ακθροςκλιρωςθ είναι μια προοδευτικι φλεγμονϊδθσ νόςοσ με 

τελικό αποτζλεςμα τθ ςυςςϊρευςθ λιπιδίων και ινωδϊν ςτοιχείων ςτισ 

αρτθρίεσ. Θ υπενδοκθλιακι κατακράτθςθ τθσ Lp(a) θ οποία κεωρείται 

παράγοντασ που ευοδϊνει τθν ακθρωμάτωςθ με επιπρόςκετθ αντι-
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ινοδωλυτικι δράςθ, ζχει εξαιρετικά δυςμενείσ ςυνζπειεσ ςτθν αγγειακι 

λειτουργία (32). H apo(a) ςυμβάλλει ςτθν ακθρογόνο δράςθ τθσ Lp(a) μζςω 

τθσ ιδιότθτάσ τθσ να δεςμεφει οξειδωμζνα φωςφολιπίδια (Οxidized 

Phospholipids, OxPL). Το 85% των OxPL ςτον άνκρωπο που ςυνδζονται με τισ 

λιποπρωτεΐνεσ του πλάςματοσ ευρίςκονται ςτθν Lp(a), ενϊ το υπόλοιπο 

ποςοςτό  κυκλοφορεί δεςμευμζνο ςτισ λιποπρωτεΐνεσ που περιζχουν apo-B 

και ςτα HDL ςωματίδια. Θεωρείται ότι τα OxPLs δεςμεφονται ςτθν apo(a) τόςο 

με ομοιοπολικζσ όςο και με μθ-ομοιοπολικζσ αλλθλεπιδράςεισ (33).  

 Tα OxPL ευοδϊνουν τθ φλεγμονι, προκαλοφν ακθροκρόμβωςθ και 

βρίςκονται ςε αφκονία ςτισ αςτακείσ ακθρωματικζσ πλάκεσ (34). Στο πλάςμα, 

τα OxPLs μεταφζρονται ωσ επί το πλείςτον με τθν Lp(a). Μελζτεσ ζδειξαν ότι 

τα αυξθμζνα επίπεδα OxPL ςτισ apoB (OxPL/apoB) αποτελοφν προγνωςτικό 

δείκτθ κανάτου, εμφράγματοσ του μυοκαρδίου και αγγειακοφ εγκεφαλικοφ 

επειςοδίου (35). Ο πολυμορφιςμόσ SNP rs3798220, που προκαλεί τθν 

αντικατάςταςθ Ile (Ιςολευκίνθ) από Met (Μεκειονίνθ) ςτθ κζςθ 4399 ςτθν 

περιοχι τθσ πρωτεάςθσ αλλά και ο πολυμορφιςμόσ SNP rs10455872 ςτο 

ιντρόνιο 25, ςυςχετίηονται με υψθλά επίπεδα OxPL ςτθν apo(a), ενϊ άτομα με 

αυτζσ τισ μεταλλάξεισ ευνοοφνται ςε μεγαλφτερο βακμό από τθ χοριγθςθ 

αςπιρίνθσ όςον αφορά τθν πρόλθψθ τθσ ςτεφανιαίασ νόςου (26). 

Μεταλλάξεισ ςτθν περιοχι ΚIV10 τθσ apo(a) όπου ευρίςκεται το ιςχυρό Lysine 

Binding Site (LBS), αφαιροφν από τθν Lp(a) τθν ικανότθτα να δεςμεφει OxPLs, 

αλλά ο ακριβισ μθχανιςμόσ αυτισ τθσ διαδικαςίασ παραμζνει άγνωςτοσ (32). 

Τα OxPLs ενεργοποιοφν ζνα μεγάλο αρικμό μορίων που εμπλζκονται ςτθ 

διαδικαςία τθσ ακθροςκλιρωςθσ, όπωσ οι μεταγραφικοί παράγοντεσ 

Peroxisome Proliferator Activator Receptor γ (PPAR-γ) και o θπατικόσ Χ 

υποδοχζασ α (LXR-α). Ο PPAR-γ και ο LXR-α αυξάνουν τθν ζκφραςθ των 

Scavenger υποδοχζων των μακροφάγων επομζνωσ προάγουν τθ δθμιουργία 

αφρωδϊν κυττάρων ςτα τοιχϊματα των αγγείων και επίςθσ  αυξάνουν τθν 

ικανότθτα τθσ πρωτεΐνθσ ATP binding cassette 1 (ABCA1) να δζχεται 

χολθςτερόλθ (36).  
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Εικόνα 1.5. Ζνα μοντζλο των ρόλων των οξειδωμζνων φωςφολιπιδίων ςτθν εμφάνιςθ τθσ 
ακθροςκλιρωςθσ.           

Θ χαμθλισ πυκνότθτασ λιποπρωτεΐνθ (LDL) κατακρατείται ςτον υπενδοκθλιακό χϊρο και οξειδϊνεται 

(Ρίνακασ Α). Ακολουκεί θ μετανάςτευςθ των φλεγμονϊδων κυττάρων  ςτο τοίχωμα του αγγείου, που 

προςλαμβάνουν τθν οξειδωμζνθ LDL ι τθν Lp(a) μζςω εκκακαριςτϊν υποδοχζων  και μετατρζπονται 

ςε αφρϊδθ κφτταρα (Ρίνακασ Β). Τα αποπτωτικά κφτταρα προκαλοφν τθ μετανάςτευςθ 

φλεγμονωδϊν κυττάρων εντόσ του αγγειακοφ τοιχϊματοσ (Ρίνακασ C). Τα οξειδωμζνα φωςφολιπίδια 

ευοδϊνουν τθ κρομβωτικι διαδικαςία μζςω τθσ μείωςθσ τθσ ζκφραςθσ τθσ Θρομβομοντουλίνθσ, του 

Αναςτολζα του Ιςτικοφ Ραράγοντα (TFPI) και του Αναςτολζα του Ενεργοποιθτι του Ρλαςμινογόνου 

(PAI), κακϊσ επίςθσ και μζςω τθσ αφξθςθσ τθσ ζκφραςθσ του Ιςτικοφ Ραράγοντα (Ρίνακασ Δ). Θ 

τροποποιθμζνθ Lp(a), που ςυςςωρεφεται ςτισ ακθρωματικζσ βλάβεσ, ανιχνεφεται ςε υψθλότερα 

επίπεδα ςτο αίμα μετά από αγγειοπλαςτικι με τθ χριςθ του E06, ενόσ αντιςϊματοσ που αναγνωρίηει 

τα οξειδωμζνα φωςφολιπίδια (Ρίνακασ Ε). 
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(Ρθγι: N Engl J Med. 2005;353:9) 

1.3.5      Ακθροςκλιρωςθ και Lp(a): Λιποπρωτεϊνικι φωςφολιπάςθ Α2  

(LpPLA2) 
 

 Θ Lp(a) οξειδϊνεται όπωσ και θ LDL και από τθν υδρόλυςθ των 

οξειδωμζνων φωςφολιπιδίων τθσ παράγεται λυςοφωςφατιδυλοχολίνθ (lyso-

phosphatidylcholine, lysoP-C), μια αντίδραςθ που καταλφεται από το 

ενδογενζσ ζνηυμο λιποπρωτεϊνικι φωςφολιπάςθ Α2  (Lipoprotein 

phospholipase Α2 - LpPLA2), με ταυτόχρονθ απελευκζρωςθ οξειδωμζνων 

λιπαρϊν οξζων (35). H lyso P-C διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ δθμιουργία 

τθσ ακθρωματικισ πλάκασ και κεωρείται φωςφολιπίδιο που ευοδϊνει τθν 

ακθρωμάτωςθ.  

  Θ πρόςδεςθ των OxPL ςτθν Lp(a) πικανά αποτελεί ενδογενι φυςικι 

ανοςολογικι αντίδραςθ απομάκρυνςισ τουσ από διερρθγμζνεσ πλάκεσ ι 

αποπτωτικζσ περιοχζσ, μια διαδικαςία που ευνοεί τον καταβολιςμό τουσ από 

τθν LpPLA2 (37).  

 H LpPLA2 είναι μια πρωτεΐνθ 45 kDa και φζρει τθ χαρακτθριςτικι 

πενταμινοξικι αλλθλουχία (Gly-His-Ser-Phe-Gly) ςτο καταλυτικό τθσ κζντρο, 

που απαντάται ςτισ ςερινο-εςτεράςεσ και ςτισ λιπάςεσ. Θ LpPLA2 εκφράηεται 

ςτουσ νεκρωτικοφσ πυρινεσ των ακθρωματικϊν πλακϊν, ειδικά ςτισ αςτακείσ 

ι διερρθγμζνεσ πλάκεσ και πικανά διαδραματίηει κάποιο ρόλο ςτισ 

φλεγμονϊδεισ και ςτισ αποπτωτικζσ διαδικαςίεσ (38,39).  Κυκλοφορεί ςτο 

αίμα κυρίωσ δεςμευμζνθ ςτα LDL ςωματίδια (περίπου 70 με 80%), αλλά 

δεςμεφεται επίςθσ ςτισ HDL, ςτισ VLDL, ςτισ IDL και ςτθν Lp(a). Θ LpPLA2  που 

μεταφζρεται από τθν Lp(a) ζχει περίπου διπλάςια μάηα και επταπλάςια 

ενεργότθτα ςε ςφγκριςθ με τθν LpPLA2 που μεταφζρεται με τισ LDL.  

 H μελζτθ Progressa ζδειξε ότι τα υψθλά επίπεδα τθσ LpPLA2 

ςυςχετίηονται με αυξθμζνο ρυκμό ςτζνωςθσ τθσ αορτικισ βαλβίδασ ςτα 

αρχικά ςτάδια τθσ νόςου. Θ LpPLA2 προάγει τθν ζκτοπθ μετάλλωςθ 

(mineralization) τθσ αορτικισ βαλβίδασ πικανά μζςω τθσ απόπτωςθσ και τθσ 

οςτεογόνου διαφοροποίθςθσ (osteogenic transition) των κυττάρων (40).  
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 Στθ μελζτθ Stability, το φαρμάκο darapladib που είναι αναςτολζασ τθσ 

LpPLA2, απζτυχε να μειϊςει τον κίνδυνο κανάτου, εμφράγματοσ του 

μυοκαρδίου ι εγκεφαλικοφ επειςοδίου, ςε αςκενείσ με ςτακερι ςτεφανιαία 

νόςο. Ομοίωσ, ςτθ μελζτθ SOLID –TIMI 52, το darabladib απζτυχε να μειϊςει 

τον κίνδυνο ςοβαρϊν καρδιαγγειακϊν ςυμβαμάτων ςε αςκενείσ με 

πρόςφατο οξφ ςτεφανιαίο ςφνδρομο. Στθ μελζτθ VISTA-16, το varespladib 

(άλλοσ αναςτολζασ τθσ LpPLA2) αφξθςε τον κίνδυνο εμφράγματοσ του 

μυοκαρδίου ςε αςκενείσ με οξφ ςτεφανιαίο ςφνδρομο, ςυμβάλλοντασ ςτον 

πρόωρο τερματιςμό τθσ μελζτθσ. Θ αποτυχία αυτϊν των αναςτολζων να 

βελτιϊςουν τα καρδιαγγειακά επειςόδια αντανακλά τα γνωςιολογικά κενά 

ςχετικά με τθ δράςθ τθσ πακοβιολογίασ τθσ LpPLA2 (41).  Αποτελζςματα μετα-

αναλφςεων 32 μελετϊν με 79.036 ςυμμετζχοντεσ ζδειξαν ότι θ μάηα και θ 

ενεργότθτα τθσ LpPLA2 αποτελοφν καρδιαγγειακοφσ προγνωςτικοφσ δείκτεσ 

(35, 38).  

  

1.3.6  Lp(a), ζνασ κρομβωτικόσ, αντι-ινωδολυτικόσ και φλεγμονϊδθσ 

παράγοντασ κινδφνου 

 

 Άλλοι μθχανιςμοί με τουσ οποίουσ θ Lp(a) ςυμβάλλει ςτθν 

ακθρογζνεςθ και ςτθν εμφάνιςθ ΚΑΝ είναι είτε μζςω τθσ δθμιουργίασ ενόσ 

κρομβωτικοφ περιβάλλοντοσ με τθν πρόςδεςι τθσ ςτον TFPI (Τissue Factor 

Pathway Inhibitor) ι μζςω τθσ αλλθλεπίδραςθσ τθσ apo(a) με τουσ υποδοχείσ 

του πλαςμινογόνου με αποτζλεςμα τθ μειωμζνθ παραγωγι πλαςμίνθσ (42).  

 Ρρόςφατα πειραματικά δεδομζνα αποδεικνφουν ότι θ Lp(a) ςυμβάλλει 

ςτθ δυςλειτουργία του ενδοκθλίου μζςω μιασ διαδικαςίασ μεταςχθματιςμοφ 

του κυτταροςκελετοφ, θ οποία οφείλεται ςτθν αλλθλεπίδραςθ τθσ Lp(a)  με 

τθν ακτίνθ και τθ μυοςίνθ. Επιπλζον, θ Lp(a) προκαλεί αναςτολι τθσ 

ζκφραςθσ τθσ ςυνκάςθσ του μονοξειδίου του αηϊτου (eNOs). Επίςθσ, θ Lp(a) 

προκαλεί αφξθςθ τθσ διαπερατότθτασ του ενδοκθλίου που ζχει ωσ 

αποτζλεςμα τθν αφξθςθ τθσ εναπόκεςθσ ςωματιδίων LDL και Lp(a) ςτο 

αρτθριακό τοίχωμα (32, 33). Αξίηει να ςθμειωκεί ότι θ Lp(a) ςυμβάλει ςτθ 

δυςλειτουργία του ενδοκθλίου και μζςω τθσ απορρφκμιςθσ των ελαφρϊν 
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αλυςίδων τθσ μυοςίνθσ μζςω του Rho/Rho kinase μονοπατιοφ 

ςθματοδότθςθσ ι ακόμα και με τθ διαταραχι τθσ ομοιοςταςίασ του 

αςβεςτίου που ζχει ωσ αποτζλεςμα αυξθμζνθ παραγωγι αλκαλικισ 

φωςφατάςθσ και τθσ πρωτεΐνθσ Matrix gla protein (MGP) και μειωμζνθ 

ζκφραςθ οςτεοποντίνθσ  (33,42,66). To δυςλειτουργικό ενδοκιλιο ζχει ωσ 

αποτζλεςμα αυξθμζνθ παραγωγι ελευκζρων ριηϊν που με τθ ςειρά τουσ 

ςυμβάλλουν ςτθν οξειδωτικι τροποποίθςθ των λιποπρωτεϊνϊν.  

 Τα φλεγμονϊδθ μόρια διαδραματίηουν κακοριςτικό ρόλο ςτθ 

δθμιουργία και ςτθν αφξθςθ των ακθρoςκλθρωτικϊν περιοχϊν. Πταν το 

αγγειακό τοίχωμα υποςτεί βλάβθ, τα ενδοκθλιακά κφτταρα εκκρίνουν 

χθμειοτακτικζσ ουςίεσ που προκαλοφν τθ μετανάςτευςθ μονοκυττάρων και τθ 

διαφοροποίθςθ τουσ ςε μακροφάγα. Τα ενεργοποιθμζνα μακροφάγα 

εκκρίνουν τισ κυτταροκίνεσ IL-1β, IL-6, IL-8 και ΤNFα που είναι κατεξοχιν 

φλεγμονϊδθ μόρια μιασ και ςυμβάλλουν ςτθν επιτάχυνςθ τθσ ακθρωματικισ 

βλάβθσ και ςτθν αςβεςτοποίθςθ των ςτεφανιαίων αγγείων και τθσ αορτικισ 

βαλβίδασ (13). Ρειραματικά μοντζλα ζχουν αποδείξει ότι θ Lp(a) προκαλεί τθν 

ζκφραςθ προςκολλθτικϊν μορίων, όπωσ τα προςκολλθτικά μόρια ICAM, 

VCAM και E-Selectin, κακϊσ επίςθσ και αυξθμζνθ ςφνκεςθ προςταγλανδινϊν 

(29). 

 

1.3.7    Lp(a) και αγγειογζνεςθ 
 

 Αγγειογζνεςθ ονομάηεται θ δθμιουργία νζων αιμοφόρων αγγείων και 

διαδραματίηει καίριο ρόλο ςτθ δθμιουργία αλλά και ςτθν εξζλιξθ τθσ 

ακθροςκλιρωςθσ. Βαςικόσ ρυκμιςτισ αυτισ τθσ διαδικαςίασ είναι οι 

μεταλλοπρωτεάςεσ και θ πλαςμίνθ που αποδομοφν το extracellular matrix 

(ΕCM), ϊςτε να λάβει χϊρα θ αγγειακι αναγζννθςθ.  

 Θ Lp(a) παρεμβαίνει ςτθν αγγειογζνεςθ μζςω τθσ μείωςθσ τθσ 

ζκφραςθσ του μεταςχθματικοφ αυξθτικοφ παράγοντα β (TGF-β) και μζςω τθσ 

πρόςδεςισ τθσ ςτουσ υποδοχείσ του πλαςμινογόνου (αΜβ2) με αποτζλεςμα 

τθν αναςτολι τθσ παραγωγισ πλαςμίνθσ (29, 37). Ραράλλθλα θ Lp(a) προάγει 
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τθ διαφοροποίθςθ των μακροφάγων τφπου Μ1, τα οποία εκκρίνουν τθν 

χθμειοκίνθ CXCL10 (IP10) που ενεργοποιεί τα λεμφοκφτταρα Τ-helper-1 (Τh1) 

και τα Νatural Κiller (NK) κφτταρα. H χθμειοκίνθ CXCL10 κεωρείται ιςχυρόσ 

αναςτολζασ τθσ αγγειογζνεςθσ (42). 

  

1.3.8      Καταβολιςμόσ τθσ Lp(a)  

 

 Αν και θ διαδικαςία με τθν οποία θ Lp(a) καταβολίηεται παραμζνει 

άγνωςτθ, υπάρχουν ιςχυρά πειραματικά δεδομζνα ότι οι υποδοχείσ LDLR, 

VLDLR, low density lipoprotein receptor – related protein 1 (LRP1), 

megalin/GP330, Scavenger receptor class B τφπου 1 (SR-B1), κακϊσ και οι 

υποδοχείσ του πλαςμινογόνου, ςυμμετζχουν ςε αυτι τθ διαδικαςία (43). 

Αρκετζσ μελζτεσ υποδεικνφουν ότι το ιπαρ διαδραματίηει πρωταρχικό ρόλο 

ςτον καταβολιςμό τθσ Lp(a), ενϊ οι νεφροί φαίνεται ότι ζχουν δευτερεφοντα 

ρόλο. Οι υποδοχείσ LDLR, LRP-1 και SR-B1 εκφράηονται ωσ επί το πλείςτον ςτο 

ιπαρ, άρα είναι εφλογθ θ υπόκεςθ ότι οι υποδοχείσ VLDLR και megalin/GP330 

ελζγχουν τον καταβολιςμό τθσ Lp(a) ςε μικρότερο βακμό (32).  

 

1.4     LDLR  

 

 Οι LDLR εκφράηονται κυρίωσ ςτο ιπαρ. Αναγνωρίηουν τθν apoB-100 και 

τθν apoE και διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθν πρόςλθψθ των LDL, των 

καταλοίπων των χυλομικρϊν, των IDL και πικανόν και τθσ Lp(a) από τα 

θπατοκφτταρα. Το λιποπρωτεϊνικό ςωματίδιο ειςζρχεται ςτο θπατοκφτταρο 

μζςω ενδοκφττωςθσ κυςτιδίων επενδεδυμζνων με κλακρίνθ και ςτθ ςυνζχεια 

αποδομείται από τισ λυςοςωμιακζσ υδρολάςεσ με τθν ταυτόχρονθ 

απελευκζρωςθ χολθςτερόλθσ και τθν ανακφκλωςθ του υποδοχζα ςτθν 

κυτταρικι μεμβράνθ. Οι LDLRs ανακυκλϊνονται περίπου 100 φορζσ.  
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 Πταν τα επίπεδα χολθςτερόλθσ ςτα θπατοκφτταρα αυξθκοφν,  θ 

ενεργότθτα του ενηφμου HMGCoA αναγωγάςθ μειϊνεται, παφει θ βιοςφνκεςθ 

χολθςτερόλθσ και θ ζκφραςθ των LDLRs διακόπτεται (2). Ζτςι, ο αρικμόσ των 

LDLR ρυκμίηεται από τθ ςυγκζντρωςθ τθσ χολθςτερόλθσ ςτο θπατοκφτταρο. 

Πταν θ ςυγκζντρωςθ είναι χαμθλι, ο μεταγραφικόσ παράγοντασ Sterol 

Regulatory Element Binding Protein (SREBP) μεταφζρεται από το 

ενδοπλαςματικό δίκτυο ςτθ ςυςκευι Golgi, όπου με τθ δράςθ πρωτεαςϊν 

αποκόπτεται ζνα τμιμα του και επζρχεται θ ενεργοποίθςθ του. Στθ ςυνζχεια, 

ο SREBP μετακινείται ςτον πυρινα του κυττάρου και προκαλεί τθν ζκφραςθ 

του γονιδίου που κωδικοποιεί τουσ LDLR. Πταν τα επίπεδα χολθςτερόλθσ ςτο 

θπατοκφτταρο είναι υψθλά, ο SREBP παραμζνει ανενεργόσ ςτο 

ενδοπλαςματικό δίκτυο (30). 

 

1.4.1     Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) 
 

 Το γονίδιο τθσ PCSK9 εδρεφει ςτο βραχφ ςκζλοσ του χρωμοςϊματοσ 

1p32. Ρρόκειται για μία πρωτεΐνθ 692 αμινοξζων (aminoacids, a.a.) που 

εκφράηεται ςτο ιπαρ, ςτο λεπτό ζντερο, ςτο κεντρικό νευρικό ςφςτθμα (ΚΝΣ) 

αλλά και ςτισ ακθρωματικζσ πλάκεσ (44). Θ PCSK9 ςυντίκεται ωσ διαλυτό 

ηυμογόνο (προ PCSK9) και θ δομι τθσ περιζχει ζνα πεπτίδιο ςιματοσ (1-30 

a.a.), μία κφρια περιοχι (31-152 a.a.), ζνα καταλυτικό κζντρο (153-452 a.a.) 

και ζνα καρβοξυτελικό άκρο (453-692 a.a.) πλοφςιο ςε His και Cys (45). 

Αρχικά, το πεπτίδιο ςιματοσ αποςπάται και θ PCSK9 αυτοκαταλφεται ςτθ 

κζςθ 152 (Asp 151 ↓ Gln 152) ςτο ενδοπλαςματικό δίκτυο. Αυτι θ διάςπαςθ 

είναι απαραίτθτθ για τθ ςωςτι αναδίπλωςθ τθσ πρωτεΐνθσ και τθν ζκκριςθ 

τθσ.  

 Ζπειτα, θ εξωκυττάρια PCSK9 προςδζνεται ςτθν πρϊτθ ΕGF 

επαναλθπτικι περιοχι του LDLR (EGF-A) ςτθν κυτταρικι μεμβράνθ των 

θπατοκυττάρων και επθρεάηει τθ δραςτθριότθτα των LDLR μζςω δφο οδϊν: 

μιασ ενδοκυττάριασ και μιασ εξωκυττάριασ. Στθν πρϊτθ περίπτωςθ, το 

ςφμπλοκο PCSK9/LDLR ειςζρχεται ςτα λυςοςϊματα και ο LDLR αποδομείται. 

Στθ δεφτερθ περίπτωςθ, θ PCSK9 εκκρίνεται από τα θπατοκφτταρα, ςυνδζεται 
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με τουσ LDLR και το ςφμπλοκο PCSK9/LDLR ειςζρχεται ςτα λυςοςϊματα με 

τελικό αποτζλεςμα τθν αποδόμθςθ των LDLR όπωσ και προθγοφμενα. Αυτι θ 

οδόσ απαιτεί τθν ζκφραςθ τθσ ARH adaptor protein (44).  

 Εντόσ του όξινου περιβάλλοντοσ των ενδοςωμάτων θ ςυγγζνεια τθσ 

πρωτεΐνθσ PCSK9 και του LDLR αυξάνεται ςθμαντικά, εγκακιςτϊντασ μια πιο 

ιςχυρι ςφνδεςθ μεταξφ τουσ (κατά 150–170 φορζσ) αποτρζποντασ τθν 

ανακφκλωςθ του LDLR. Επομζνωσ, θ παρουςία τθσ πρωτεΐνθσ PCSK9 αυξάνει 

τθν αποδόμθςθ των LDLR, μειϊνοντασ τθ ςυγκζντρωςι τουσ ςτθν επιφάνεια 

του θπατοκυττάρου, με αποτζλεςμα τθ μείωςθ τθσ θπατικισ πρόςλθψθσ των 

LDL ςωματιδίων και τθν αφξθςθ των επιπζδων τθσ LDL χολθςτερόλθσ  ςτο 

πλάςμα (46). 

 Ζνα ενδιαφζρον ςθμείο είναι ότι θ ςφνκεςθ τθσ PCSK9 ρυκμίηεται ςε 

μεταγραφικό επίπεδο από τουσ SREBPs. Πταν τα επίπεδα χολθςτερόλθσ ςτα 

θπατοκφτταρα είναι χαμθλά, ενεργοποιοφνται οι SREBPs οι οποίοι επάγουν 

τόςο τθ ςφνκεςθ PCSK9 όςο και τθ ςφνκεςθ των LDLR (47).  

 Θ PCSK9 παρουςιάηει δομικι ομοιότθτα με τθ εηιςτίνθ (Resistin) ι 

Αdipocyte Specific Hormone που διαδραματίηει ςθμαντικό ςτθν αντίςταςθ 

ςτθν ινςουλίνθ, ςτθν ακθροςκλιρωςθ, ςτθν ΚΑΝ και ςε άλλεσ πακιςεισ (48). 

 Θ ςπουδαιότθτα τθσ PCSK9 επιςθμάνκθκε με τθ ανακάλυψθ 

ςθμειακϊν μεταλλάξεων ςτο γονίδιο τθσ. Στθν περίπτωςθ των Loss Of 

Function (LOF) μεταλλάξεων ζχουμε υποχολθςτερολαιμία και μειωμζνο 

καρδιαγγειακό κίνδυνο, ενϊ ςτθν περίπτωςθ των Gain Of Function (GOF) 

μεταλλάξεων παρατθρείται υπερχολθςτερολαιμία και πρϊιμθ ΚΑΝ (49). Αξίηει 

να ςθμειωκεί ότι ςε αςκενείσ με οικογενι υπερχολθςτερολαιμία (F.H.) με 

PCSK9 GOF μετάλλαξθ, τα επίπεδα πλάςματοσ τθσ Lp(a) βρίςκονται ςθμαντικά 

αυξθμζνα (50).  

 Θ PCSK9 φαίνεται ότι επθρεάηει αρκετζσ μεταβολικζσ οδοφσ ςτισ οποίεσ 

ςυμπεριλαμβάνονται θ βιοςφνκεςθ χολθςτερόλθσ και θ ανταπόκριςθ ςτο 

stress και ςτα χθμικά ερεκίςματα. Επίςθσ, θ PCSK9 ςυμμετζχει ςε 

αποπτωτικζσ και φλεγμονϊδεισ διαδικαςίεσ (45, 51). H ενεργότθτα τθσ PCSK9 

επεκτείνεται και ςε άλλουσ ςτόχουσ πζραν των LDLR, όπωσ οι LDL Related 
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Receptors, οι VLDLR, οι apoER2 (LRP8) και LRP1, το ζνηυμο BACE1 (β-site 

Amyloid Precursor Protein [APP]-cleaving enzyme 1), κακϊσ και οι θπατικοί 

υποδοχείσ CD81. Σε πειραματικό επίπεδο θ PCSK9 φαίνεται ότι προςφζρει 

προςταςία από λοίμωξθ από τον ιό HCV, αφοφ μειϊνει τθν ζκφραςθ του 

υποδοχζα CD81 ςτα θπατοκφτταρα και άρα μειϊνει τισ πφλεσ ειςόδου του ιοφ 

ςτον οργανιςμό (51).  

 

1.5     Θεραπευτική αντιμετώπιση αυξημένων 

επιπέδων Lp(a)       

 

 Ενϊ οι ςτατίνεσ δεν μειϊνουν τα επίπεδα τθσ Lp(a), τα νεότερα 

λιπιδαιμικά φάρμακα φαίνεται ότι προκαλοφν ςθμαντικι μείωςθ των 

επιπζδων τθσ ςτο αίμα (13). Οι αναςτολείσ του CETP δρουν μζςω τθσ αφξθςθσ 

των επιπζδων HDL-C. Το Anacetrapid που βρίςκεται ςτθ φάςθ ΙΙΙ των κλινικϊν 

μελετϊν, μειϊνει τθ ςυγκζντρωςθ τθσ Lp(a) ςτο πλάςμα κατά 36%. Ο 

μθχανιςμόσ επίτευξθσ αυτισ τθσ μείωςθσ παραμζνει άγνωςτοσ. Μια κεωρία 

για τθν ανωτζρω μείωςθ ζχει προτακεί από τουσ Sharma και ςυν. το 2015 

(36). Ζχει διατυπωκεί θ άποψθ ότι ίςωσ θ κάκαρςθ τθσ Lp(a) να επιτελείται 

από τον  SR-B1, άρα τα Lp(a) και τα HDL ςωματίδια ανταγωνίηονται όςον 

αφορά τθν πρόςδεςθ τουσ ςτουσ SR-B1, προκαλϊντασ μείωςθ ςτο ποςοςτό 

των HDL ςωματιδίων που καταβολίηονται, αφξθςθ των επιπζδων τθσ HDL 

χολθςτερόλθσ του πλάςματοσ και μείωςθ τελικά τθσ Lp(a) (36).                              

 Το Mipomersen είναι ζνα ASO (antisense oligonucleotide) κατά τθσ 

apoB. Τα ASOs είναι φάρμακα που ζχουν ςτόχο το mRNA μιασ πρωτεΐνθσ, 

προκαλϊντασ αποςιϊπθςθ (silencing) του γονιδίου που κωδικοποιεί τθ 

ςυγκεκριμζνθ πρωτεΐνθ - ςτόχο. Αποτελοφνται από μικρζσ νουκλεοτιδικζσ 

αλλθλουχίεσ ςυμπλθρωματικζσ του mRNA τθσ πρωτεΐνθσ για τθν οποία είναι 

επικυμθτι θ παφςθ τθσ μετάφραςθσ. Το ςφμπλοκο φαρμάκου/mRNA 

ςυνικωσ αποδομείται από το ζνηυμο Rnase H του κυττάρου (52, 53). To 

Mipomersen προκαλεί μείωςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ Lp(a) περίπου 40-50%.   



33 
 

 

 Θ λομιταπίδθ, ζνασ αναςτολζασ τθσ Microsomal Triglyceride Transfer 

Protein (ΜΤP), προκαλεί ςθμαντικι μείωςθ των επιπζδων τθσ Lp(a), αλλά ζχει 

αρκετζσ ανεπικφμθτεσ ενζργειεσ. Το mipomersen και θ λομιταπίδθ ζχουν 

εγκρικεί για τθ κεραπεία τθσ HoFH (ομόηυγθσ οικογενοφσ 

υπερχολθςτερολαιμίασ) αλλά δυςτυχϊσ και τα δυο αυτά φάρμακα προκαλοφν 

λιπϊδθ διικθςθ του ιπατοσ (54).   

 Οι αναςτολείσ τθσ PCSK9 αποτελοφν μία πολλά υποςχόμενθ 

φαρμακευτικι προςζγγιςθ ςτθ μείωςθ των επιπζδων τθσ Lp(a). Το 

Εvolocumab και το Alirocoumab που είναι μονοκλωνικά αντιςϊματα κατά τθσ 

PCSK9, που ιδθ κυκλοφοροφν και μειϊνουν τθν Lp(a) κατά 27% και 30%, 

αντίςτοιχα. Αξίηει να ςθμειωκεί ότι ςτισ κλινικζσ δοκιμζσ, οι αναςτολείσ τθσ 

PCSK9 δεν εμφανίηουν παρενζργειεσ (55, 56).  

 Τα μζχρι τϊρα επιςτθμονικά δεδομζνα υποδεικνφουν ότι θ πιο 

κεαματικι μείωςθ ςτα επίπεδα τθσ Lp(a) ζχει επιτευχκεί με το ΑSO δεφτερθσ 

γενιάσ, Isis – APO(a)RX που βρίςκεται ςτθ φάςθ ΙΙ των κλινικϊν μελετϊν. Το 

φάρμακο δρα παρεμβαίνοντασ ςτθ ςφνκεςθ τθσ apo(a) ςτο ιπαρ και μειϊνει 

τα επίπεδα τθσ  Lp(a) περίπου κατά 80%. Αξίηει να ςθμειωκεί επίςθσ ότι ςτθ 

δόςθ των 300mg το φάρμακο μειϊνει τα OxPL/apo(a) > 80% και τα OxPL/apoB 

> 60%. Δεν παρατθρικθκε επίδραςθ του φαρμάκου ςτα OxPL/apoA-1, 

OxPL/PLG (plasminogen) και ςτθ μάηα τθσ LpPLA2 (24).  

 

1.5.1     Μελλοντικι χοριγθςθ ASOs  

 

 Θ ζρευνα που επιτελείται ςτισ μζρεσ μασ όςον αφορά τθ ςφνκεςθ 

GalNac conjugates, υπόςχεται αςφαλι και ςτοχευμζνο μθχανιςμό ειςόδου 

των ASOs ςτον οργανιςμό. Tα πειραματικά δεδομζνα αποδεικνφουν ότι τα 

GalNac conjugates ενιςχφουν τθ δράςθ των ASOs κατά δζκα με είκοςι φορζσ. 

Ο τρόποσ δράςθσ αυτϊν των μορίων επιτελείται μζςω τθσ εκλεκτικισ τουσ 

πρόςδεςθσ, ςτουσ υποδοχείσ αςιαλογλυκοπρωτεϊνθσ 1 και 2 που απαντϊνται 

ςε αφκονία αλλά εκφράηονται εκλεκτικά ςτα θπατοκφτταρα. Μζςω 

ενδοκφττωςθσ ςωματιδίων επενδεδυμζνων με κλακρίνθ, το ςφμπλοκο 
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GalNac/ASO ειςζρχεται ςτο εςωτερικό του κυττάρου απελευκερϊνοντασ το 

ΑSO και με αςφαλι τρόπο επιτυγχάνεται θ αποςιϊπθςθ του mRNA του 

ςτόχου, ελαχιςτοποιϊντασ τυχόν τοξικζσ δράςεισ των ASOs. Αυτι θ μζκοδοσ 

ενδζχεται ςτο μζλλον να αυξιςει τισ περιόδουσ μεταξφ δόςεων ι ακόμθ να 

δθμιουργιςει ASOs διακζςιμα από του ςτόματοσ (57, 58).  

 

1.5.2      Παραδοςιακζσ μζκοδοι μείωςθσ τθσ Lp(a) 

 

 Οι αποτελεςματικότεροι εγκεκριμζνοι τρόποι μείωςθσ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ τθσ Lp(a) ςτο πλάςμα αςκενϊν μετρίου και υψθλοφ κινδφνου, 

είναι θ αφαίρεςθ (lipid apheresis) και θ χοριγθςθ νιαςίνθσ που μειϊνουν τα 

επίπεδα τθσ Lp(a) κατά 20-30%. Θ νιαςίνθ μειϊνει τθν ζκφραςθ του LPA 

γονιδίου ςε τρανςγονιδιακά ποντίκια (LPA-YAC) αλλά και ςε καλλιζργειεσ 

θπατοκυττάρων (26). H Ευρωπαϊκι Εταιρεία Ακθροςκλιρωςθσ ςυνιςτά τθ 

χοριγθςθ νιαςίνθσ ςε αςκενείσ μετρίου ι υψθλοφ κινδφνου που ζχουν 

επίπεδα Lp(a) πάνω από 50 mg/dL. Οι γαςτρεντερικζσ ανεπικφμθτεσ ενζργειεσ 

τθσ νιαςίνθσ μετριάηονται με τα καινοφργια ςκευάςματα αργισ 

αποδζςμευςθσ. Δυςτυχϊσ δφο μεγάλεσ μελζτεσ (ΑΙΜ-ΘΙGH και HPS2THRIVE) 

απζτυχαν να αποδείξουν καρδιαγγειακό όφελοσ με τθ χοριγθςθ νιαςίνθσ ςε 

ςυνδυαςμό με ςτατίνθ (59).  

 Αξίηει να ςθμειωκεί ότι τα οιςτρογόνα, θ αςπιρίνθ, θ ταμοξιφαίνθ, θ L- 

καρνιτίνθ και θ χοριγθςθ κυροξίνθσ ςε αςκενείσ με υποκυρεοειδιςμό 

μποροφν να προκαλζςουν μικρζσ μειϊςεισ των επιπζδων τθσ Lp(a) (13).    

1.6    τόχος μεταπτυχιακής εργασίας 

 

 To 1949 o Gofman με τθν ομάδα του ςτο παν/μιο τθσ Καλιφόρνια 

πρότεινε μία νζα μζκοδο ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ των λιποπρωτεϊνϊν του 

πλάςματοσ χρθςιμοποιϊντασ τθν υπερφυγόκεντρο (60). Ζκτοτε αποτελεί τθν 

πιο χρθςιμοποιοφμενθ μζκοδο διαχωριςμοφ των λιποπρωτεϊνϊν. Στθν 

παροφςα εργαςία ςτόχοσ ιταν θ υπερφυγοκεντρικι  απομόνωςθ τθσ 
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λιποπρωτεΐνθσ (a) (61-63) και θ απομόνωςθ τθσ HDL με αντιδραςτιριο 

καταβφκιςθσ. Θ Lp(a) και θ HDL  ελζχκθςαν για τθν κακαρότθτά τουσ με το κιτ 

hydragel lipo + Lp(a) τθσ sebia, μετρικθκε θ ενεργότθτα τθσ LpPLA2 και ςτθ 

ςυνζχεια ακολοφκθςε ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ τθσ PCSK9 και ςτατιςτικι 

ανάλυςθ των αποτελεςμάτων. 

 

 

2. ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ  

 

2.1 Πληθυσμός της μελέτης 

 

 Τον πλθκυςμό τθσ παροφςασ μελζτθσ αποτζλεςαν άτομα που 

επιςκζφτθκαν το εξωτερικό ιατρείο διαταραχϊν του μεταβολιςμοφ των 

λιπιδίων του Ρανεπιςτθμιακοφ Νοςοκομείου Ιωαννίνων. Τα βαςικά κριτιρια 

ςτθν επιλογι των ατόμων που ςυμμετείχαν, ιταν τα  επίπεδα πλάςματοσ τθσ 

Lp(a)≥40 mg/dL ι ≤10 mg/dL. Ο ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ τθσ Lp(a) 

πραγματοποιικθκε ςτο βιοχθμικό εργαςτιριο του Ρανεπιςτθμιακοφ 

Νοςοκομείου Ιωαννίνων με τθ μζκοδο τθσ νεφελομετρίασ. 

 Πλοι οι αςκενείσ τθσ ομάδασ με Lp(a)≥40 mg/dL ελάμβαναν τθν ίδια 

υπολιπιδαιμικι αγωγι για τουλάχιςτον 3 μινεσ πριν τθ λιψθ του αίματοσ. 

Εξαιρζκθκαν από τθ μελζτθ άτομα με παράγοντεσ που επθρεάηουν τισ 

ςυγκεντρϊςεισ τθσ Lp(a) πλάςματοσ (χρόνια νεφρικι ανεπάρκεια, 

ςακχαρϊδθσ διαβιτθσ, κατάχρθςθ οινοπνεφματοσ ι κίρρωςθ του ιπατοσ, οξφ 

ςτεφανιαίο ςφνδρομο ι αγγειοπλαςτικι των ςτεφανιαίων αγγείων ι 

αορτοςτεφανιαία παράκαμψθ κατά τουσ 3 προθγοφμενουσ μινεσ πριν τθν 

αιμολθψία κακϊσ και λιψθ οιςτρογονικϊν ςκευαςμάτων, νικοτινικοφ οξζοσ, 

φιμπράτθσ και Ν-ακετυλοκυςτεΐνθσ). 
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2.1 Τπερφυγοκεντρικός διαχωρισμός Lp(a) από 

το πλάσμα 

 

2.1.1  Όργανα-αντιδραςτιρια 

 

 Φυγόκεντροσ πάγκου (HermLe, Z320). 

 Τπερφυγόκεντροσ (L7, Beckman). 

 ωλινεσ υπερφυγόκεντρου (Optiseal, Beckman). 

 Κεφαλι υπερφυγόκεντρου (NVT-65, Beckman). 

 Garamycin (Gentamycin sulfate, Schering-Plough), Το διάλυμα περιζχει 

40 mg κειικισ γενταμυκίνθσ /mL, ςε φιαλίδια 2mL. 

 KBr (Merck). To KBr ξθραίνεται ςτουσ 100 οC για μία θμζρα και 

διατθρείται ςε ξθραντιρα. 

 

2.1.2 Διαλφματα εργαςίασ 

 

 Διάλυμα 10% EDTA: 12,8247 g Na2EDTA 2H20 (Titriplex III) 

διαλυτοποιοφνται ςε 90 mL d H20. υκμίηεται το pH ςτο 7 και ο όγκοσ 

ςυμπλθρϊνεται ςτα 100 mL, με dH2O.  Το διάλυμα διατθρείται ςτουσ 4 
οC. 

 Διάλυμα KBr πυκνότθτασ 1.107 g/mL: 38.75 g KBr διαλυτοποιοφνται ςε 

dH2O μζχρι τελικοφ όγκου 250 mL. Το διάλυμα περιζχει 5 μL/mL 10% 

EDTA και 1.25 μL/mL garamycin και διατθρείται ςτουσ 4 οC. 
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2.1.3 Πειραματικι διαδικαςία 

Απομόνωςθ  πλάςματοσ 

 Σαράντα mL αίματοσ από τον ίδιο δότθ (με ςυγκζντρωςθ Lp(a) 

μεγαλφτερθ από 40 mg/dL) ςυλλζγονται ςε πλαςτικά ςωλθνάρια κακζνα από 

τα οποία περιζχει 100 μL αντιπθκτικοφ ETDA 10%. Το κάκε ςωλθνάριο 

φυγοκεντρείται ςτισ 3100 rpm (1500xg) για 15 λεπτά ςε κερμοκραςία 

δωματίου ϊςτε να διαχωριςτεί το πλάςμα. Στθ ςυνζχεια το πλάςμα 

ςυλλζγεται με αυτόματθ πιπζτα και προςτίκεται ςε αυτό 5 μL/mL EDTA 10% 

για τθν αποφυγι οξειδωτικισ τροποποίθςθσ των λιποπρωτεϊνικϊν 

ςωματιδίων και 1.25 μL/mL αντιβιοτικοφ garamycin. Το πλάςμα διατθρείται 

ςτουσ 4 οC βακμοφσ, το πολφ για 4 μζρεσ. 

Τπερφυγοκεντρικι απομόνωςθ τθσ Lp(a) 

 Μετρείται ο όγκοσ του πλάςματοσ ςε mL και πολλαπλαςιάηεται με 

ςυντελεςτι 0.1461. Ο αρικμόσ που προκφπτει ιςοφται με τα γραμμάρια 

ςτερεοφ ΚBr που προςτίκεται ςτο πλάςμα ϊςτε θ πυκνότθτά του να γίνει 

1.107 g/mL. Το πλάςμα μοιράηεται ςε ςωλθνάρια υπερφυγόκεντρου, ο όγκοσ 

των οποίων ςυμπλθρϊνεται με διάλυμα KBr πυκνότθτασ 1.107 g/mL. Τα 

ςωλθνάρια αφοφ ηυγοςτακμιςτοφν, ςφραγίηονται και τοποκετοφνται ςε 

υπερφυγόκεντρο, όπου φυγοκεντροφνται με τθ χριςθ ρότορα NVT65 ςτισ 

40000 ςτροφζσ για 10 ϊρεσ ςτουσ 14 οC. Μετά τθ λιξθ τθσ 

υπερφυγοκζντρθςθσ, με ςφριγγα λιποπρωτεϊνϊν, ςυλλζγονται τα 

λιποπρωτεϊνικά κλάςματα (VLDL, LDL, Lp(a) και ζνα μζροσ τθσ HDL) από το 

άνω τμιμα του ςωλθναρίου κακϊσ και το υποκείμενο από τθ βάςθ. Ζτςι 

επιτυγχάνεται ζνασ αρχικόσ διαχωριςμόσ των λιποπρωτεϊνϊν του πλάςματοσ 

από ζνα μζροσ τθσ HDL κακϊσ και από το ςφνολο του πλαςμινογόνου και των 

άλλων πρωτεϊνϊν του πλάςματοσ. Το είδοσ των απομονωμζνων 

λιποπρωτεϊνϊν όςο και το υπόλειμμα ελζγχονται με θλεκτροφόρθςθ ςε 

πικτωμα αγαρόηθσ. 
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2.2 Καθαρισμός της Lp(a) με χρωματογραφία 

συγγένειας 

 

2.2.1 Αρχι τθσ μεκόδου 

 

 Θ αρχι τθσ μεκόδου βαςίηεται ςτθ βιολογικι ςυγγζνεια τθν οποία 

παρουςιάηει θ Lp(a) με τθ λυςίνθ, θ οποία βρίςκεται κατάλλθλα 

ακινθτοποιθμζνθ πάνω ςε πολυμερζσ υλικό Sepharose 4B. Λόγω τθσ 

ςυγγζνειασ και τθσ εκλεκτικισ αλλθλο-αναγνϊριςθσ του ακινθτοποιθμζνου 

δεςμευτι (L-λυςίνθ) και του ςωματιδίου ςτόχου *Lp(a)+, το αντίςτοιχο 

ςφμπλοκο ςχθματίηεται επί τθσ ςτιλθσ. Αντίκετα, άλλα μόρια τα οποία δεν 

εμφανίηουν ςυγγζνεια με τθ λυςίνθ δεν αναγνωρίηονται και περνοφν 

αδζςμευτα. Θ μζκοδοσ θ οποία περιγράφεται πιο κάτω βαςίηεται ςε αυτι των 

Doucet και ςυν (67). 

 

2.2.2 Όργανα – Διαλφματα Εργαςίασ  

 

 Μεμβράνθ διαπίδυςθσ (Sigma). Θ μεμβράνθ ενεργοποιείται ςε dΘ20 για 3 

ϊρεσ και κατακρατά οποιοδιποτε ςυςτατικό ζχει μοριακό βάροσ 

μεγαλφτερο από 12 kDa. 

 Περιςταλτικι αντλία (Gibson, Minipuls 3). 

 Αυτόματοσ ςυλλζκτθσ κλαςμάτων (fraction collector). 

 Lysine Sepharose 4B (Pharmacia Biotech). Θ Lysine Sepharose 4Β είναι L-

λυςίνθ ακινθτοποιθμζνθ ςτο πολυμερζσ υλικό Sepharose 4Β, 

ενεργοποιθμζνθ ςε βρωμιοφχο κυάνιο (cyanogen bromide activated 

sepharose). H δεςμευτικι τθσ ικανότθτα ανζρχεται ςε 0.6 mg 

πλαςμινογόνου *βιολογικό ανάλογο τθσ Lp(a)+ ανά mL πθκτϊματοσ (gel). 
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 Ρυκμιςτικό διάλυμα 20 mM φωςφορικϊν, pH 7.4. Για τθν παραςκευι του 

διαλφματοσ, 7.6020 g Νa2PO3 12H20 και 3.5598 g Νa2PO4 2Θ2Ο διαλφονται 

ςε 1 L dΘ20. Το διάλυμα περιζχει και 0.02 % (0.2 g/L) NaN3 . To pH 

ρυκμίηεται ςτο 7.4 και το διάλυμα διατθρείται ςτουσ 4 oC.. 

 Ρυκμιςτικό διάλυμα 200 mM  ε-αμινικαπροϊκοφ (ε-ACA), pH 7.4. Για τθν 

παραςκευι του διαλφματοσ 26.24 g ε-ACA, 7.6020 g Να2PO4 12H2O, 3.5598 

g Na2HPO4 2H2Ο και 0.2 g NaN3 διαλφονται ςε 1L dH20. Επιπλζον το 

διάλυμα αυτό περιζχει και 0.15 Μ (8.7660 g/L) NaCl. To pH ρυκμίηεται ςτο 

7.4 και το διάλυμα διατθρείται ςτουσ 4 oC. 

 Ρυκμιςτικό διάλυμα αναγζννθςθσ - εξιςορρόπθςθσ τθσ ςτιλθσ, pH 7.4. 

Διάλυμα 200 mM  ε-ACA ςε ρυκμιςτικό διάλυμα 50 mM φωςφορικϊν 

(19.005 g Na3PO4 12H2O, 8.8995 g Na2HPO4 2H2O και 0.5 g ΝαΝ3 

διαλφονται ςε 1L dH2O), ενϊ περιζχει και 1Μ (58.44 g/L) ΝαCl. H 

παραςκευι του γίνεται όπωσ ζχει περιγραφεί πιο πάνω. Χρθςιμοποιείται 

κάκε πζμπτθ πειραματικι διαδικαςία για τθν εξιςορρόπθςθ - αναγζννθςθ 

του υλικοφ τθσ ςτιλθσ.  

 Διάλυμα ςυντιρθςθσ. Πταν θ ςτιλθ πρόκειται να χρθςιμοποιθκεί μετά 

από μεγάλο χρονικό διάςτθμα, το υλικό τθσ διατθρείται ςε διάλυμα 20 % 

αικανόλθσ. 

 Ρυκμιςτικό διάλυμα HEPES, pH 7.4. Για τθν παραςκευι διαλφονται 1.0009 

g Θepes, 8.0063 g NaCl, 0.1939 g KCl και 0.7445 g Titriplex III  ςε 1 L dH2O. 

To pH ρυκμίηεται ςτο 7.4 και το διάλυμα διατθρείται ςτουσ 4 oC. 

 

2.2.3 Πειραματικι διαδικαςία 

 

2.2.3.1 Πλήρωση της στήλης 

Σε τζςςερα κωνικά ςωλθνάρια των 50 mL προτίκενται 16 mL 

εναιωριματοσ Lysine SepHarose 4B και ο όγκοσ ςυμπλθρϊνεται με dΘ2Ο 

μζχρι τα 50 mL. Τα ςωλθνάρια φυγοκεντροφνται ςτισ 1000 rpm για 10 λεπτά. 

Με το πζρασ τθσ φυγοκζντρθςθσ το υπερκείμενο απορρίπτεται και θ 
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διαδικαςία επαναλαμβάνεται άλλεσ 4 φορζσ. Στθ ςυνζχεια, το υλικό που 

απομζνει ςτθ ςτιλθ εναιωρείται ςε 6-10 mL διαλφματοσ 20 mM των 

φωςφορικϊν. 

 Σε ςτιλθ φψουσ 16 και διαμζτρου 1.6 εκατοςτϊν (16 x 1.6 cm) και 

ζχοντασ κλειςτι τθν περιςταλτικι αντλία, τοποκετείται λίγο από το διάλυμα 

20 mM των φωςφορικϊν. Στθ ςυνζχεια το υλικό πλιρωςθσ διαβιβάηεται 

εντόσ τθσ ςτιλθσ με πιπζτα ζτςι ϊςτε να αποφευχκεί ο ςχθματιςμόσ 

φυςαλίδων αζρα. Ο υπόλοιποσ όγκοσ εντόσ τθσ ςτιλθσ ςυμπλθρϊνεται με 

διάλυμα 20 mM φωςφορικϊν, ενϊ ανοίγεται θ περιςταλτικι αντλία ςε 

ταχφτθτα 2.5 mL/min. Μετά τθν κακίηθςθ του υλικοφ τθσ ςτιλθσ, ακολουκεί 

εξιςορρόπθςθ αυτοφ με 100 mL 20 mM  φωςφορικϊν.  

2.2.3.2 Προετοιμασία - τοποθέτηση δείγματος 

Οι λιποπρωτεΐνεσ *VLDL, LDL, Lp(a)+ που ςυλλζγονται μετά τθν 

υπερφυγοκζντρθςθ ςε KBr 1.107 g/mL, υποβάλλονται ςε διαπίδυςθ ζναντι 

διαλφματοσ 20 mM φωςφορικϊν το οποίο περιζχει και 5 μL/mL garamycin για 

τθν απομάκρυνςθ του KBr. Στθ ςυνζχεια, τροφοδοτοφνται ςτθ ςτιλθ με 

ρυκμό ροισ 0.5 mL/min. Θ ςτιλθ αρχικά εκπλζνεται με το ρυκμιςτικό 

διάλυμα 20 mM φωςφορικϊν για τθν απομάκρυνςθ όλων των λιποπρωτεϊνϊν 

εκτόσ τθσ Lp(a), θ οποία κατακρατείται ςτθν ςτιλθ. Στθ ςυνζχεια θ Lp(a) 

εκλοφεται με το ρυκμιςτικό διάλυμα 200 mM ε-ACA. Θ ταχφτθτα με τθν οποία 

γίνεται θ ςυλλογι των κλαςμάτων είναι 0.5 mL/min, ενϊ ςυλλζγονται 

ςυνολικά 30 κλάςματα των 2.5 mL κάκε 5 λεπτά. Μετά το τζλοσ τθσ 

διαδικαςίασ θ ςτιλθ εξιςορροπείται με το ρυκμιςτικό διάλυμα 20 mM 

φωςφορικϊν και αποκθκεφεται ςτουσ 4οC.  

 Τα κλάςματα που ελιφκθςαν με το διάλυμα ε-ACA, ςτα οποία 

περιζχεται θ Lp(a), ςυνενϊνονται και υποβάλλονται ςε διαπίδυςθ για 12 ϊρεσ 

ζναντι ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ 10 mM PBS ι HEPES με pH 7.4 το οποίο 

περιζχει 5 μL/mL 10% EDTA  και 1.25 μL/mL garamycin, ζτςι ϊςτε να 

απομακρυνκεί το ε-ACA. 
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2.2.3.3 Τπερφυγοκεντρική συμπύκνωση της Lp(a) 

Tα κλάςματα που ςυλλζγονται από τθ ςτιλθ και που περιζχουν τθν 

Lp(a), ενϊνονται και τοποκετοφνται ςε ςωλινεσ υπερφυγόκεντρου. Οι 

ςωλινεσ ςυμπλθρϊνονται με διάλυμα 10 mM PBS  και αφοφ 

ηυγοςτακμιςτοφν, υπερφυγοκεντροφνται ςτισ 40000 rpm για 10 ϊρεσ, ςτουσ 

14 οC. Μετά τθν υπερφυγοκζντρθςθ θ Lp(a)  ςυλλζγεται από τον πυκμζνα του 

ςωλινα, αφοφ πρϊτα απομακρυνκεί το υπερκείμενο με ςφριγγα. 

Στθ ςυνζχεια τα κλάςματα ελζγχονται για κακαρότθτα Lp(a) 

χρθςιμοποιϊντασ το κιτ hydragel lipo + Lp(a) τθσ sebia κακϊσ και για PCSK9, 

όπωσ κα περιγραφεί ςε επόμενθ ενότθτα. 

  

2.3 Ηλεκτροφόρηση  λιποπρωτεϊνών σε 

πήκτωμα αγαρόζης 

 

2.3.1 Αρχι τθσ μεκόδου 

 

 Γενικά θ θλεκτροφόρθςθ είναι μια ποιοτικι κυρίωσ μζκοδοσ 

διαχωριςμοφ των πρωτεϊνϊν με βάςθ το θλεκτρικό φορτίο και το μζγεκόσ 

τουσ. Κατά τθν θλεκτροφόρθςθ των λιποπρωτεϊνϊν μεταναςτεφουν και οι 

πρωτεΐνεσ του πλάςματοσ όμωσ θ χρωςτικι που χρθςιμοποιείται δίνει κετικι 

αντίδραςθ μόνο με λιπίδια. 

Δείγμα 

Χρθςιμοποιείται ορόσ ι πλάςμα με EDTA κακϊσ και απομονωμζνεσ 

λιποπρωτεΐνεσ. Θ ςυντιρθςθ των δειγμάτων γίνεται ςτουσ 4 οC και το πολφ 

για τρεισ θμζρεσ. ΡPOΣOXH: Tο δείγμα δεν μπορεί να καταψυχκεί γιατί 

μεταβάλλεται θ δομι των λιποπρωτεϊνικϊν ςωματιδίων. Επίςθσ δεν 

χρθςιμοποιείται δείγμα θπαρινιςμζνο γιατί θ θπαρίνθ δθμιουργεί ςφμπλοκα 

με τισ λιποπρωτεΐνεσ. Στθν θλεκτροφόρθςθ ενόσ νορμολιπιδιδαιμικοφ ατόμου 

θ Lp(a)  εμφανίηει τθ χαρακτθριςτικι εικόνα του παρακάτω ςχιματοσ: 
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λιποπρωτεΐνθ ................................. μζτωπο 

HDL                      

Lp(a)                

VLDL               

LDL 

                        ……………………………………αρχι 

 

2.3.2 Όργανα – αντιδραςτιρια 

 

 υςκευι θλεκτροφόρθςθσ (Sebia – Κ20). 

 Σροφοδοτικό. 

 Κιτ θλεκτροφόρθςθσ Hydragel Lipo + Lp(a), τθσ Sebia που 

περιλαμβάνει: 

- 10 πλάκεσ με πθκτωμα αγαρόζησ, τα πθκτϊματα του kit είναι ζτοιμα 

για χριςθ. Κάκε πικτωμα περιζχει 0.8% αγαρόηθ, pH 7.5.  

Αποκθκεφονται οριηόντια μζςα ςτθν ειδικι τουσ ςυςκευαςία ςε 

κερμοκραςία 2-8 oC και είναι ςτακερά μζχρι τθν θμερομθνία λιξθσ που 

αναγράφεται ςτθν ςυςκευαςία.  

- Pυκμιςτικό διάλυμα θλεκτροφόρθςθσ (διάλυμα Σris-Βαρβιτουρικοφ). 

Το kit περιζχει 3 φιαλίδια των 75 ml πυκνοφ ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ. 

Ρριν από τθν θλεκτροφόρθςθ ετοιμάηουμε το ρυκμιςτικό διάλυμα 

εργαςίασ (pH 8.2) διαλφοντασ το περιεχόμενο του ςε 1 L dH2O. 

- Φιαλίδια ςυμπυκνωμζνθσ χρωςτικισ 3% Sudan Black. H παραςκευι 

του διαλφματοσ χρϊςθσ γίνεται 30 min πριν τθν χριςθ ωσ εξισ: Σε 

κωνικι φιάλθ αναμιγνφονται 160 ml κακαρι αικανόλθσ (96%), 2 ml 

Sudan Black και 140 ml αποςταγμζνου H2O με ιπια ανάδευςθ. 
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- Διάλυμα χρϊςθσ. Σε κωνικι φιάλθ αναμιγνφονται 160 mL διαλφματοσ 

EtOH (απόλυτθ αικανόλθ) με 2mL 3% Sudan Black. Στθν ςυνζχεια και 

ενϊ το μίγμα αναδεφεται ιςχυρά, προςτίκενται 140 mL dH2O. 

- Διάλυμα ζκπλυςθσ (wash solution). Χρθςιμοποιείται για τθν ζκπλυςθ 

του πθκτϊματοσ μετά το ςτάδιο του αποχρωματιςμοφ. Διάλυμα 

εργαςίασ: Διαλφονται 16 ml του πυκνοφ διαλφματοσ ζκπλυςθσ (wash 

solution stock) ςε 1 L  dH2O. 

 Ειδικι μεμβράνθ με κζςεισ τοποκζτθςθσ των δειγμάτων. 

 Διθκθτικά χαρτιά. 

 Διάλυμα αποχρωματιςμοφ (destaining solution). Τουλάχιςτον 15 

λεπτά πριν τθν χριςθ ετοιμάηουμε 150 ml διαλφματοσ αικανόλθσ 45% 

κατ’ όγκο. 

 

2.3.3 Διαδικαςία θλεκτροφόρθςθσ 

 

Θ πλάκα με το πικτωμα αγαρόηθσ τοποκετείται ςε επιφάνεια που ζχει 

ιδθ κακαριςτεί με EtOH 45%. Το πικτωμα ζχει χαραγμζνα δφο βζλθ τα οποία 

κακορίηουν τθ κζςθ τοποκζτθςθσ τθσ μεμβράνθσ των δειγμάτων. Θ υγραςία 

που υπάρχει ςτθν επιφάνεια του πθκτϊματοσ απορροφάται με τθ βοικεια 

διθκθτικοφ χαρτιοφ. Ζπειτα εφαρμόηεται θ μεμβράνθ τοποκζτθςθσ των 

δειγμάτων πάνω ςτο πικτωμα αγαρόηθσ, ϊςτε τα βζλθ τθσ μεμβράνθσ να 

ςυμπίπτουν με τα βζλθ τθσ επιφάνειασ τθσ πθκτισ. Κατά τθν εφαρμογι κα 

πρζπει να αποφευχκεί ο ςχθματιςμόσ φυςαλίδων αζρα γιατί οι τελευταίεσ 

εμποδίηουν τθ μετακίνθςθ των δειγμάτων. Στθν ςυνζχεια με αυτόματθ πιπζτα 

προςτίκενται τα δείγματα ςτισ ενδεδειγμζνεσ κζςεισ με προςοχι να μθν 

τραυματιςκεί θ αγαρόηθ. Για ορό ι πλάςμα ο όγκοσ των δειγμάτων δεν 

πρζπει να είναι πάνω από 10 μL. Στθν περίπτωςθ που χρθςιμοποιθκοφν 

μεγάλεσ ποςότθτεσ δειγμάτων κα υπάρχει ςχθματιςμόσ «ουρϊν» με 
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αποτζλεςμα να είναι δφςκολθ θ ταυτοποίθςθ των λιποπρωτεϊνϊν. Μετά από 

2 λεπτά  απομακρφνουμε τον οδθγό προςταςίασ του πλαιςίου τθσ φόρμασ και 

τοποκετοφμε τθ φόρμα δειγμάτων ςτθ κζςθ 4 τθσ ςυςκευισ hydragel k20. 

Ρεριςτρζφουμε με προςοχι τον κοχλία τθσ ςυςκευισ ζτςι ϊςτε θ φόρμα με 

τα δείγματα να ζρκει ςε επαφι με τθν επιφάνεια του πθκτϊματοσ. Τα 

δείγματα αφινονται για 7,5 λεπτά ϊςτε  να προςροφθκοφν πλιρωσ από τθν 

αγαρόηθ. Σε κάκε διαμζριςμα τθσ ςυςκευισ θλεκτροφόρθςθσ προςτίκενται 

150 mL  Τris-Βαρβιτουρικοφ και θ πθκτι αγαρόηθσ τοποκετείται 

αντεςτραμμζνθ πάνω ςτθ γζφυρα τθσ ςυςκευισ, με τα δείγματα προσ τθν 

κάκοδο. Θ ςυςκευι κλείνεται με το ειδικό ςκζπαςτρο και ςυνδζονται τα 

θλεκτρόδια με το τροφοδοτικό. Θ διάρκεια τθσ θλεκτροφόρθςθσ είναι 90 

λεπτά ςε τάςθ 50 V και ζνταςθ 3 mA για κάκε δείγμα. 

 

2.3.4  Χρϊςθ των λιποπρωτεϊνϊν  

 

 Πταν τελειϊςει θ διαδικαςία τθσ θλεκτροφόρθςθσ, το πικτωμα 

ςτεγνϊνεται ςε ρεφμα κερμοφ αζρα ςε κερμοκραςία όχι μεγαλφτερθ από 80 
οC. Θ πλάκα τοποκετείται ςε δοχείο χρϊςθσ που περιζχει το διάλυμα τθσ 

χρωςτικισ και αφινεται για 15 λεπτά. Ξεβάφουμε για 5 min ςτο διάλυμα 

αποχρωματιςμοφ το οποίο το ετοιμάηουμε 15 min πριν τθ χριςθ. 

Τοποκετοφμε το gel για 1 λεπτό ςτο διάλυμα ζκπλυςθσ και ςτθ ςυνζχεια 

ξεπλζνουμε γριγορα με αποςταγμζνο νερό και ςτεγνϊνουμε με ηεςτό αζρα 

(αερόκερμο). Εάν χρειάηεται κακαρίηουμε τθν πλαςτικι πλευρά του ςτεγνοφ 

φιλμ με ζνα χαρτί βρεγμζνο με 70% αικανόλθ.  

 

2.3.5 Ζλεγχοσ τθσ κακαρότθτασ τθσ Lp(a) 

 

 Για να κεωρθκεί κακαρι θ απομονωμζνθ Lp(a) κα πρζπει να δίνει μόνο 

μία ηϊνθ ςτο πικτωμα αγαρόηθσ και με μετατόπιςθ που είναι χαρακτθριςτικι 

για τθν Lp(a), ςυνεπϊσ αν εμφανίηονται και άλλεσ ηϊνεσ, ζςτω και αχνζσ, θ 
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απομονωκείςα Lp(a) δεν είναι απόλυτα κακαρι αλλά ζχει προςμίξεισ και από 

άλλεσ λιποπρωτεΐνεσ. 

 

 

 

 

2.4 Ενζυμικός φωτομετρικός προσδιορισμός της 

ολικής χοληστερόλης  

2.4.1 Αρχι τθσ μεκόδου 
 

 H αρχι του ενηυμικοφ φωτομετρικοφ προςδιοριςμοφ φαίνεται παρακάτω: 

 

Eςτζρασ τθσ Xολθςτερόλθσ  +  H2O                                       Xολθςτερόλθ  +  

RCOOH 

 

Χολθςτερόλθ    +   O
2
                                     Xολθςτεν 4-ονθ-3       +    H

2
O

2 

 

H2O2 
+ 

4-άμινο- 
αντιπυρίνθ   

+ 
Φαινόλθ 

 Τπεροξειδάςη 4 - (p-βενηοκινονο-      
μονο-ιμινο)-
αντιπυρίνθ 

(κόκκινο χρώμα) 

+ H2O 

Δείγμα: 

Ορόσ  ι πλάςμα μετά από 12 ϊρεσ νθςτεία.  

Εςτεράςθ  
Χολθςτερόλθσ 

Οξειδάςθ 
Χολθςτερόλθσ 
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2.4.2 Αντιδραςτιρια 
 

R1, διάλυμα μίγματοσ αντιδρϊντων, ενηφμων και ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ των 

ανωτζρω αντιδράςεων, περιζχει ρυκμιςτικό διάλυμα 100mΜ φωςφορικϊν 

pH 6,5, 5 mM Φαινόλθ, 0.25 mM 4-αμινο-αντιπυρίνθ, ≥150 U/L Εςτεράςθ τθσ 

χολθςτερόλθσ, ≥100 KU/L Οξειδάςθ τθσ χολθςτερόλθσ, ≥5 KU/L Yπεροξειδάςθ. 

R2, πρότυπο χολθςτερόλθσ, 200 mg/100ml (5.17 mM). 

Τα ενηυμικά παραςκευάςματα είναι ςτακερά ζωσ τθν θμερομθνία λιξθσ τουσ 

όταν φυλάςςονται ςε κερμοκραςία 2-8 oC. 

 

2.4.3 Εκτζλεςθ Προςδιοριςμοφ 

Ρροςκζτουμε τα αντιδραςτιρια όπωσ ςτον παρακάτω πίνακα:  

 ΣΤΦΛΟ ΠΡΟΣΤΠΟ ΔΕΙΓΜΑ 

Ρρότυπο (1:10 

Φ.Ο) 
- 20μl - 

Δείγμα(1:10 Φ.Ο) - - 20μl 

Αντιδρ. Εργαςίασ Σε όλα από 200 μl 

αναδεφουμε και επωάηουμε για 10 min, 25°C ι 5 min, 37°C. 

Μετροφμε τισ απορροφιςεισ ςτα 510nm 

A 510nm 0   

 

Θ ζνταςθ του χρϊματοσ παραμζνει ςτακερι για 60 min (μζτρθςθ OD ςτο Elisa 

Reader). 
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2.4.4 Τπολογιςμόσ 

Ο ενηυμικόσ προςδιοριςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ χολθςτερόλθσ δίδεται 

από τθν παρακάτω ςχζςθ, όπου Α θ απορρόφθςθ ςτα 510nm : 

Χολθςτερόλθ, mg/dL = 200 x 
𝑨(δείγμα)

𝜜(πρότυπο)
 

Παρατθρηςη: 

Mε αυτι τθ μζκοδο προςδιοριςμοφ χολθςτερόλθσ ζχουμε γραμμικότθτα 

μζχρι 750 mg/dL.  

Aν ζχουμε τιμζσ μεγαλφτερεσ, αραιϊνουμε τον ορό με φυςιολογικό ορό, πριν 

τον προςδιοριςμό. 

 

2.5 Προσδιορισμός της HDL Φοληστερόλης 

 

2.5.1 Αρχι  τθσ μεκόδου 
 

Tα χυλομικρά, οι πολφ χαμθλισ πυκνότθτασ λιποπρωτεΐνεσ, (VLDL) και οι 

χαμθλισ πυκνότθτασ λιποπρωτεΐνεσ (LDL) καταβυκίηονται με τθν προςκικθ 

φωςφοβολφραμικοφ οξζοσ και ιόντων μαγνθςίου ςτο δείγμα. Μετά από 

φυγοκζντρθςθ παραμζνει ςτο υπερκείμενο μόνο θ υψθλισ πυκνότθτασ 

λιποπρωτεΐνθ (HDL), ςτο οποίο θ ποςότθτα τθσ χολθςτερόλθσ προςδιορίηεται 

ενηυμικά. 

Δείγμα 

Oρόσ, ι πλάςμα με EDTA. 
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2.5.2 Αντιδραςτιρια 
 

R1: Φωςφοβολφραμικό οξφ 14 mmol/L 

R2 : Χλωριοφχο Μαγνιςιο 1 mmol/L 

Πρότυπο διάλυμα: Διάλυμα χολθςτερόλθσ 200 mg/100 ml 

Αντιδραςτιριο καταβφκιςθσ: Αναμιγνφονται 4 όγκοι R1 με 1 όγκο R2 (το 

διάλυμα είναι ςτακερό για 6 εβδομάδεσ ςτουσ 20 – 25οC). 

 

2.5.3 Εκτζλεςθ του προςδιοριςμοφ 
 

Καταβφκιςθ χυλομικρϊν, VLDL, LDL 

Σε πλαςτικά κωνικά ςωλθνάκια eppendorf αναμιγνφονται: 

Δείγμα                                        :    200 μl 

Αντιδραςτιριο καταβφκιςθσ :  20 μl 

Ακολουκεί ανάδευςθ και επϊαςθ για 10 min ςε κερμοκραςία δωματίου. 

Ζπειτα γίνεται φυγοκζντρθςθ για 2 λεπτά ςτισ 12000 rpm. Μετά τθν 

φυγοκζντρθςθ παίρνουμε το υπερκείμενο που περιζχει τθν HDL και 

προςδιορίηουμε τθν χολθςτερόλθ τθσ. 

 Το υπερκείμενο είναι ςτακερό για 5 θμζρεσ ςτουσ 2 – 25 οC. 

Προςδιοριςμόσ HDL χολθςτερόλθσ 

Τα αντιδραςτιρια προςκζτονται ςφμφωνα με τον παρακάτω πίνακα: 
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 Συφλό Πρότυπο Δείγμα 

Φ.Ο. 20 μl - - 

Ρρότυπο χολθςτερόλθσ (1:10 

Φ.Ο) 

- 20 μl  

Υπερκείμενο (HDL χολθςτερόλθ) - - 20 μl 

Αντιδραςτιριο  χολθςτερόλθσ 200μl 200μl 200μl 

 

Ακολουκεί ανάδευςθ και επϊαςθ για 5 min ςτουσ 37 oC  

Διαβάηεται θ απορρόφθςθ ζναντι τυφλοφ ςτα 510nm (ELISA READER) 

Υπολογιςμόσ  HDL χολθςτερόλθσ (όπου Α, απορρόφθςθ): 

(Α)δείγματος

(Α)πρωτεϊνης
 x 200:10  

2.6    Ποσοτικός προσδιορισμός PCSK9     

 

2.6.1 Αρχι τθσ μεκόδου 

 

 Το Quantikine ELISA τεςτ τθσ R&D Systems είναι ζνα πρωτόκολλο 4.5 

ωρϊν ςτερεισ φάςεωσ για τον ποςοτικό προςδιοριςμό ανκρϊπινθσ PCSK9 

από κυτταρόλυμα, ορό και πλάςμα. Θ ανάλυςθ χρθςιμοποιεί τον ενηυμικό 

ποςοτικό ανοςοπροςδιοριςμό με τθν τεχνικι «ςάντουιτσ». Ζνα μονοκλωνικό 

αντίςωμα ειδικό για ανκρϊπινθ PCSK9 αποτίκεται ςε μία πλάκα αντίδραςθσ 

(microplate). Ρρότυπα και δείγματα αποτίκενται με πιπζτα ςτισ ειδικζσ 

υποδοχζσ τθσ πλάκασ αντίδραςθσ και θ PCSK9 δεςμεφεται από το 

ακινθτοποιθμζνο αντίςωμα. Μετά τθν ζκπλυςθ τθσ πλάκασ προςτίκεται 

πολυκλωνικό αντίςωμα ςυηευγμζνο με ζνηυμο, ειδικό για τθν PCSK9. 

Ρεραιτζρω ζκπλυςθ απομακρφνει το αδζςμευτο αντίςωμα  - ζνηυμο 
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αντιδραςτιριο και ακολουκεί προςκικθ διαλφματοσ υποςτρϊματοσ ϊςτε να 

γίνει  ανάπτυξθ χρϊςθσ ανάλογθ με τθ δεςμευμζνθ ποςότθτα τθσ PCSK9. Θ 

χρϊςθ διακόπτεται με το κατάλλθλο διάλυμα και μετράται θ ζνταςι τθσ, από 

τθν οποία προκφπτει θ ποςότθτα τθσ PCSK9 του δείγματοσ.           

2.6.2 Αντιδραςτιρια – Όργανα - Διαλφματα εργαςίασ 

 Περιεχόμενα ςτο κιτ: 

 

Πίνακασ 2.1. Περιεχόμενα κιτ Quantikine ELISA. 

ΑΝΤΙΔΑΣΤΘΙΟ /     
ΔΙΑΛΥΜΑ 

PART 
NUMBER 

 

CATALOG # 
DPC900 

 

CATALOG # 
SPC900 

ΡΕΙΓΑΦΘ ΧΕΙΙΣΜΟΣ- ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΣΥΝΤΘΘΣΘΣ 

 

Ρλάκα 
αντίδραςθσ με 

h-PCSK9 

893354 
1 πλάκα 

αντίδραςθσ 
6 πλάκεσ 

αντίδραςθσ 

Ρλακίδιο πολυςτυρζνιου με 96 
υποδοχζσ (12 λωρίδεσ των 8 

υποδοχϊν), επικαλυπτόμενεσ 
με μονοκλωνικό αντίςωμα, 

ειδικό για h- PCSK9 

Οι μθ χρθςιμοποιοφμενεσ υποδοχζσ 
επιςτρζφονται ςτθ ςυςκευαςία που 

περιζχει το αφυγραντικό και ο 
ςυςκευαςία ςφραγίηεται. Θ 

ςφραγιςμζνθ ςυςκευαςία μπορεί να 
διατθρθκεί για ζνα μινα ςτο ψυγείο 

(2-8°C) και ςε ςυμφωνία με τθν 
θμερομθνία λιξθσ του κιτ. 

Ρρότυπο 
(Standard) 

ανκρϊπινθσ 
PCSK9 

893356 1 φιαλίδιο 6 φιαλίδια 

Αναςυνδυαςμζνθ h- PCSK9 ςε 
λυοφιλοποιθμζνο πρωτεϊνικό 

ρυκμιςτικό διάλυμα με 
ςυντθρθτικό. Οδθγίεσ για τον 

όγκο αναςφςταςθσ του 
διαλφματοσ παρζχονται ςτθν 

ετικζτα του φιαλιδίου . 

Μετά τθν αναςφςταςθ το διάλυμα    
διατθρείται για ζνα μινα ςτουσ -20 °C 
και ςε ςυμφωνία με τθν θμερομθνία 

λιξθσ του κιτ. 

Ρολυκλωνικό 
αντίςωμα 

ειδικό για h- 
PCSK9 (Human 

PCSK9 
Conjugate) 

893355 1 φιαλίδιο 6 φιαλίδια 

21 mL/φιαλίδιο πολυκλωνικοφ 
αντιςϊματοσ, ειδικό για h- PCSK9 

ςυηευγμζνο  με περοξειδάςθ 
αγριοραπανιοφ, με ςυντθρθτικό. 

Συντθρείται για ζνα μινα ςτο ψυγείο 
ςε ςυμφωνία με τθν θμερομθνία λιξθσ 

του κιτ. 

υκμιςτικό 
Διάλυμα RD1-9 

895167 1 φιαλίδιο 6 φιαλίδια 

11 mL/φιαλίδιο που περιζχει  
πρωτεϊνικό ρυκμιςτικό διάλυμα 

με ςυντθρθτικό. Μπορεί να 
περιζχει ίηθμα. Το διάλυμα 

κερμαίνεται ςε κερμοκραςία 
δωματίου και αναδεφεται καλά 

για να διαλυκεί το ίηθμα. 
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ΑΝΤΙΔΑΣΤΘΙΟ /     
ΔΙΑΛΥΜΑ 

PART 
NUMBER 

CATALOG # 
DPC900 

CATALOG # 
SPC900 

ΡΕΙΓΑΦΘ ΧΕΙΙΣΜΟΣ- ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΣΥΝΤΘΘΣΘΣ 

Συμπυκνωμζνο 
ρυκμιςτικό 

διάλυμα 
αραίωςθσ RD5P 

 

895151 1 φιαλίδιο 6 φιαλίδια 

21 mL/φιαλίδιο με 
ςυμπυκνωμζνο πρωτεϊνικό 

ρυκμιςτικό διάλυμα. Το διάλυμα 
χρθςιμοποιείται ςε αραίωςθ 1:5 

 

υκμιςτικό 
διάλυμα 
ζκπλυςθσ 

895003 1 φιαλίδιο 6 φιαλίδια 

21 mL/φιαλίδιο με 25 φορζσ 
ςυμπυκνωμζνο 

επιφανειοδραςτικό ρυκμιςτικό 
διάλυμα με ςυντθρθτικό. Το 

διάλυμα μπορεί να γίνει 
κιτρινωπό με το πζραςμα τθσ 

ϊρασ. 

 

Αντιδραςτιριο 
χρϊςθσ  Α 

895000 1 φιαλίδιο 6 φιαλίδια 
12 mL/φιαλίδιο με 

ςτακεροποιθμζνο υπεροξείδιο 
του υδρογόνου. 

 

Αντιδραςτιριο 
χρϊςθσ  Β 

895001 

 

1 φιαλίδιο 

 

6 φιαλίδια 
12 mL/φιαλίδιο με 

ςτακεροποιθμζνο χρωμογόνο 
(τετραμεκυλοβενηιδίνθ). 

 

Διάλυμα 
τερματιςμοφ 
αντίδραςθσ 

χρϊςθσ 

895032 1 φιαλίδιο 6 φιαλίδια 
6 mL/φιαλίδιο  2 N  Θειικοφ 

οξζοσ. 
 

Σφραγιςτικζσ  
ταινίεσ 

 4 ταινίεσ 24 ταινίεσ Αυτοκόλλθτεσ ταινίεσ 

 

 Microplate reader, κατάλλθλοσ για μζτρθςθ απορρόφθςθσ ςτα 450 nm, 

με το μικοσ κφματοσ διόρκωςθσ να ρυκμίηεται ςτα 540 nm ι 570 nm. 

 Απιονιςμζνο ι αποςταγμζνο νερό. 

 Ψεκαςτιρασ, πολλαπλόσ διανομζασ ELISA ι αυτόματθ ςυςκευι πλφςθσ 

πλακϊν αντίδραςθσ.  

 ωλινεσ βακμονόμθςθσ  100 mL  και  500 mL. 

 Δοκιμαςτικοί ςωλινεσ για τθν αραίωςθ των προτφπων και των 

δειγμάτων . 
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 PCSK9  Controls (προαιρετικά), R&D Systems, Catalog # QC138. 

 Ρυκμιςτικό διάλυμα Cell Lysis 1 (μόνο για αναλφςεισ κυττάρων). 

 χεδιάγραμμα ςε χαρτί τθσ πλάκασ αντίδραςθσ. 

2.6.3 Λιψθ των δειγμάτων και αποκικευςθ 

 

Cell Culture Supernates: Με υπερφυγοκζντρθςθ αφαιροφνται τα μεγάλα 
ςωματίδια και θ πειραματικι διαδικαςία ξεκινάει αμζςωσ ι το δείγμα 
υποδιαιρείται και αποκθκεφεται ςτουσ -20 °C. Να αποφεφγεται θ 
επαναλαμβανόμενθ ψφξθ-απόψυξθ των δειγμάτων.    

Cell Lysates: Θ λφςθ των κυττάρων πρζπει να γίνει αμζςωσ πριν τθν 

πειραματικι διαδικαςία. 

Ορόσ: Συλλζγεται το αίμα ςε ςωλθνάριο διαχωριςμοφ οροφ, αφινεται για 30 
λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου μζχρι  να πιξει και φςτερα φυγοκεντρείται 
για 15 λεπτά ςτα 1000 x g. Αφαιρείται ο ορόσ και θ διαδικαςία ξεκινάει 
αμζςωσ ι το δείγμα υποδιαιρείται και αποκθκεφεται ςτουσ -20 °C. Να 
αποφεφγεται θ επαναλαμβανόμενθ ψφξθ-απόψυξθ των δειγμάτων.    

Πλάςμα:  Συλλζγεται το πλάςμα ςε ςωλθνάρια με EDTA ι θπαρίνθ, ωσ 
αντιπθκτικό. Φυγοκεντρείται για 15 λεπτά ςτα 1000 x g, μζςα ςε 30 λεπτά από 
τθ ςυλλογι του αίματοσ. Θ πειραματικι διαδικαςία μπορεί να ξεκινιςει 
αμζςωσ ι το δείγμα υποδιαιρείται και αποκθκεφεται ςτουσ -20 °C. Να 
αποφεφγεται θ επαναλαμβανόμενθ ψφξθ-απόψυξθ των δειγμάτων. Δεν ζχει 
διαπιςτωκεί θ δυνατότθτα χριςθσ κιτρικοφ για αυτι τθν πειραματικι 
διαδικαςία.   

 

2.6.4 Προετοιμαςία των δειγμάτων  

 

 Ο ορόσ και το πλάςμα απαιτοφν 20 φορζσ αραίωςθ. Θ διαδικαςία 
αραίωςθσ  είναι 20 μL δείγματοσ ςε 380 μL Calibrator Diluent RD5P (Αραίωςθ 
1:5, όπωσ ςτθν παράγραφο προετοιμαςίασ των αντιδραςτθρίων). 
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Προετοιμαςία των αντιδραςτθρίων  

 ‘Πλα τα αντιδραςτιρια πρζπει να βρίςκονται ςε κερμοκραςία 

δωματίου πριν από τθν ζναρξθ τθσ πειραματικισ διαδικαςίασ. 

 Ρυκμιςτικό διάλυμα ζκπλυςθσ: Αν ζχουν ςχθματιςτεί κρφςταλλοι ςτο 

φιαλίδιο, αφινεται ςε κερμοκραςία δωματίου και αναδεφεται ελαφρά μζχρι 

να διαλυκοφν οι κρφςταλλοι. 20 mL από το φιαλίδιο προςτίκενται ςε 

απιονιςμζνο ι αποςταγμζνο νερό μζχρι τελικοφ όγκου των 500 mL. 

 Διάλυμα υποςτρϊματοσ: Για τθν παραςκευι του διαλφματοσ 

αναμιγνφονται ίςεσ   ποςότθτεσ από τα αντιδραςτιρια χρϊςθσ Α και Β, 15 

λεπτά πριν χρθςιμοποιθκοφν. Για κάκε πθγαδάκι τθσ πλάκασ αντίδραςθσ κα 

χρειαςτοφν 200μL από το μείγμα. 

 Calibrator Diluent RD5P (diluted 1:5). Για να παραςκευαςτοφν 100 mL 

διαλφματοσ, 20    mL  από το φυαλίδιο με το ςυμπυκνωμζνο Calibrator Diluent 

RD5P, προςτίκενται ςε 80 mL απιονιςμζνο νερό (αραίωςθ 1:5).   

 Standard h-PCSK9. Γίνεται αναςφςταςθ τθσ h-PCSK9 με το αραιωμζνο 

Calibrator Diluent RD5P. H αναςφςταςθ παράγει Stock διάλυμα 40  ng/mL. Το 

διάλυμα πρζπει να αναδεφεται μερικζσ φορζσ για να εξαςφαλιςτεί θ πλιρθσ 

αναςφςταςθ. Με το πζρασ τθσ αναςφςταςθσ το διάλυμα αφινεται ακίνθτο 

για 15 λεπτά, ενϊ πριν από τθ χρθςιμοποίθςθ κα πρζπει να αναδεφεται 

ελαφρά. 250 μL από το αραιωμζνο Calibrator Diluent RD5P αποτίκεται με 

πιπζτα ςε κάκε ςωλθνάριο. Το Stock διάλυμα χρθςιμοποιείται για τθν 

δθμιουργία μιασ ςειράσ διαλυμάτων όπωσ φαίνεται ςτο ςχιμα 1. Θ αδιάλυτθ 

h-PCSK9 Standard (40 ng/mL) χρθςιμοποιείται ωσ θ υψθλι ςυγκζντρωςθ 

(standard). Το ςκζτο αραιωμζνο Calibrator Diluent RD5P χρθςιμοποιείται ωσ 

το μθδενικό standard (0 ng/mL).    
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Εικόνα  2.1. Δθμιουργία πρότυπων ςυγκεντρϊςεων h-PCSK9 ςε Quantikine ELISA τεςτ                                                                                                             

                           250 µL           250 µL        250 µL       250 µL       250 µL 

 

  

 

 

 

 

 

      40 ng/mL                    20 ng/mL        10 ng/mL          5 ng/mL                2.5 ng/mL   1.25 ng/mL   0.625 ng/mL 

2.10.5 Πειραματικθ Διαδικαςία  

 

 Πλα τα αντιδραςτιρια και διαλφματα εργαςίασ πριν τθν ζναρξθ τθσ 

πειραματικισ διαδικαςίασ πρζπει να βρίςκονται ςε κερμοκραςία δωματίου. 

 Ρροετοιμάηονται όλα τα αντιδραςτιρια, οι πρότυπεσ ςυγκεντρϊςεισ και τα 

δείγματα όπωσ περιγράφθκε ςτθν προθγοφμενθ ενότθτα. 

 Απομακρφνονται όλεσ οι ταινίεσ από το πλαίςιο τθσ πλάκασ αντίδραςθσ 

και τοποκετοφνται ςτθν αλουμινζνια τθσ ςυςκευαςία, όπου περιζχεται το 

αφυγραντικό. Θ ςυςκευαςία ςφραγίηεται. 

 Το φιαλίδιο με το ρυκμιςτικό διάλυμα αραίωςθσ RD1-9 κερμαίνεται ςε 

κερμοκραςία δωματίου και αναδεφεται ελαφρά για να διαλυκεί τυχόν ίηθμα. 

100 μL από το RD1-9, αποτίκενται ςε κάκε υποδοχι τθσ πλάκασ αντίδραςθσ.  

 Ρροςτίκενται 50 μL από το standard (πρότυπο), το κοντρόλ και από το 

δείγμα (αφοφ προθγθκεί αραίωςθ)  ςε κάκε υποδοχι. Θ πλάκα αντίδραςθσ 

καλφπτεται με τθν αυτοκόλλθτθ ταινία και αφινεται για επϊαςθ για 2 ϊρεσ 

ςε κερμοκραςία δωματίου. Με το κιτ διατίκεται και ζνα ςκαρίφθμα τθσ 

 

 

250 μL std. 
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πλάκασ, το οποίο χρθςιμοποιείται για τθν καταγραφι των προτφπων και 

δειγμάτων που εξετάςτθκαν, κακϊσ και για τισ κζςεισ αυτϊν. 

 Μετά τθν πάροδο των 2 ωρϊν αναρροφϊνται τα περιεχόμενα των 

υποδοχϊν τθσ πλάκασ αντίδραςθσ. Σε κάκε υποδοχι αποτίκενται 400 μL από 

το ρυκμιςτικό διάλυμα ζκπλυςθσ με τθ βοικεια ειδικοφ ψεκαςτιρα - 

πολλαπλοφ διανομζα ELISA για πλάκα αντίδραςθσ. Για μζγιςτεσ επιδόςεισ  

είναι απαραίτθτθ θ πλιρθσ απομάκρυνςθ του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ 

ζκπλυςθσ. Θ διαδικαςία τθσ ζκπλυςθσ επαναλαμβάνεται ακόμα άλλεσ τρεισ 

φορζσ (ςφνολο 4 φορζσ). Μετά τθν τελευταία ζκπλυςθ, με αναρρόφθςθ ι  

απόχυςθ, απομακρφνεται επιμελϊσ οποιαδιποτε εναπομείναςα ποςότθτα 

ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ ζκπλυςθσ. Ακολοφκωσ, θ πλάκα αντίδραςθσ 

αναποδογυρίηεται και αφινεται πάνω ςε διθκθτικό χαρτί για να 

απομακρυνκεί θ περίςςεια του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ ζκπλυςθσ.   

 200 μL h-PCSK9 αποτίκενται ςε κάκε υποδοχι, θ πλάκα ςκεπάηεται με 

νζα αυτοκόλλθτθ ταινία και αφινεται να επωαςτεί για δφο ϊρεσ ςε 

κερμοκραςία δωματίου. 

 Με το πζρασ τθσ επϊαςθσ επαναλαμβάνεται θ διαδικαςία 

αναρρόφθςθσ/ζκπλυςθσ όπωσ περιγράφθκε προθγουμζνωσ.  

 Ρροςτίκενται 200 μL από το Διάλυμα Υποςτρϊματοσ ςε κάκε υποδοχι 

και θ πλάκα αφινεται για επϊαςθ για 30 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου. 

Κατά τθ διάρκεια τθσ επϊαςθσ απαγορεφεται θ ζκκεςθ τθσ πλάκασ ςτο φωσ. 

 Ζπειτα από 30 λεπτά ακριβϊσ εναποτίκενται ςε κάκε υποδοχι, 50 μL του 

διαλφματοσ τερματιςμοφ τθσ αντίδραςθσ χρϊςθσ με αποτζλεςμα το χρϊμα 

ςτισ υποδοχζσ να γίνει από μπλε, κίτρινο. Αν το χρϊμα ςε κάποια υποδοχι 

γίνει πράςινο ι παραμείνει μπλε, θ πλάκα αντίδραςθσ ανακινείται ελαφρά για 

να αναμιχκεί καλά το αντιδραςτιριο τερματιςμοφ χρϊςθσ. 

 Μζςα ςε 30 λεπτά προςδιορίηεται  θ οπτικι απορρόφθςθ για κάκε 

υποδοχι τθσ πλάκασ ςτα 450 nm, χρθςιμοποιϊντασ microplate reader ι 

εφόςον υπάρχει θ δυνατότθτα για διόρκωςθ μικουσ κφματοσ, ςτα 540 nm ι 

570 nm. Αν δεν υπάρχει θ λειτουργία διόρκωςθσ του μικουσ κφματοσ, 
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αφαιροφνται οι μετριςεισ ςτα 540 nm ι 570 nm από τισ μετριςεισ ςτα 450 

nm. Αυτι θ αφαίρεςθ κα διορκϊςει τυχόν οπτικζσ ατζλειεσ τθσ πλάκασ 

αντίδραςθσ. Μετριςεισ που γίνονται κατευκείαν ςτα 450 nm, χωρίσ διόρκωςθ 

μπορεί να είναι υψθλότερεσ από τισ πραγματικζσ και λιγότερο ακριβείσ. 

  

2.6.5 Επεξεργαςία των αποτελεςμάτων 

 

 Βρίςκεται ο μζςοσ όροσ των δφο μετριςεων από κάκε πρότυπο, δείγμα 

ελζγχου (κοντρόλ) και υπό εξζταςθ δείγμα και αφαιρείται ο μζςοσ όροσ του 

προτφπου με τθ μθδενικι οπτικι απορρόφθςθ (Ο.D.). 

 Εφόςον υπάρχει κατάλλθλο πρόγραμμα ςε υπολογιςτι, ςχεδιάηεται 

μία καμπφλθ προςαρμογισ τεςςάρων μεταβλθτϊν (4-PL) και δθμιουργείται μία 

καμπφλθ απορρόφθςθσ των προτφπων. Αν δεν διατίκεται ειδικό πρόγραμμα 

ςτον υπολογιςτι, δθμιουργείται γραφικά καμπφλθ διαγράμματοσ ενϊνοντασ 

τα ςθμεία που προκφπτουν από τθ μζςθ τιμι απορρόφθςθσ των πρότυπων 

διαλυμάτων ςτον άξονα Υ, με τισ ςυγκεντρϊςεισ τουσ ςτον άξονα Χ. Εάν 

χρθςιμοποιθκοφν οι λογάρικμοι των ςυγκεντρϊςεων τθσ h-PCSK9 με τουσ 

λογαρίκμουσ των απορροφιςεϊν τουσ,  θ καμπφλθ ευκυγραμμίηεται και θ 

καλφτερθ δυνατι ευκεία μπορεί ςχθματιςτεί με ςτατιςτικι ανάλυςθ 

παλινδρόμθςθσ (Σχιμα 2). Φυςικά, θ καταςκευι του διαγράμματοσ με τθ 

βοικεια ειδικοφ προγράμματοσ ςε θλεκτρονικό υπολογιςτι δίνει πολφ 

καλφτερα αποτελζςματα. Εάν τα δείγματα είχαν αραιωκεί πριν τθν 

πειραματικι διαδικαςία, θ καμπφλθ ςυγκζντρωςθσ των προτφπων 

πολλαπλαςιάηεται με το ςυντελεςτι αραίωςθσ.    
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 Διάγραμμα 2.1.  Συπικι λογαρικμικι καμπφλθ απορρόφθςθσ-ςυγκζντρωςθσ PCSK9.  

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.7 Προσδιορισμός της ενζυμικής ενεργότητας 

Lp-PLA
2
 

 

2.7.1 Αρχι τθσ μεκόδου 
 

Ο προςδιοριςμόσ τθσ ενηυμικισ ενεργότθτασ τθσ Lp-PLA2 ςτθρίηεται ςτθ 

μζτρθςθ των ραδιοςθμανςμζνων με *3Θ+ οξικϊν ομάδων που 

απελευκερϊνονται κατά τθν υδρόλυςθ του υποςτρϊματοσ *3Θ+ – PAF από το 

ζνηυμο. Κατά τθν καταβφκιςθ με τριχλωροξικό οξφ (TCA) οι οξικζσ ομάδεσ 

παραμζνουν ςτο υπερκείμενο του παραγόμενου lyso-PAF και του *3Θ+ – PAF 
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που δεν διαςπάςτθκε  και θ β ακτινοβολία που εκπζμπουν μετράται με 

μετρθτι ςπινκθριςμοφ (68,69). Με τθ βοικεια ειδικϊν μακθματικϊν τφπων ο 

αρικμόσ των κροφςεων μετατρζπεται ςε ενηυμικι ενεργότθτα που εκφράηεται 

ωσ ο αρικμόσ των nmol του ραδιενεργοφ PAF που διαςπάςτθκαν από το 

ζνηυμο ςτθ μονάδα του χρόνου από μια ςυγκεκριμζνθ γνωςτι ποςότθτα 

δείγματοσ. 

 

2.7.2 Όργανα-αντιδραςτιρια 
 

 PAF : 1-O-εξαδζκυλο-2-ακετυλο-sn-γλυκερο-3-φωςφοχολίνθ, ΜΒ: 523.7 

g/mol (Sigma). 

 Πρότυπο διάλυμα *3Η+-PAF: 1-O-εξαδζκυλο-2-[3Θ+ακετυλο-sn-γλυκερο-3-

φωςφοχολίνθ, 0.25 mCi/0.5 mL, 10 Ci/mmol, DuPont New England Nuclear, 

Boston, MA, USA. 

 Αναδευτιρασ. 

 Τδατόλουτρο (37 οC). 

 Τγρό ςπινκθριςμοφ (Scintillation liquid Optiphase Hisafe 3). 

 Μετρθτισ υγροφ ςπινκθριςμοφ (Packard, Tricarb 2100TR). 

 Μικροφυγόκεντροσ για eppendorf.  

 Τπολογιςτικό πρόγραμμα Enzpack. 

 Σριχλωροξικό οξφ (TCA, Sigma). 

 Αλβουμίνθ βοδινοφ οροφ, ελεφκερθ λιπαρϊν οξζων (BSA, Sigma). 
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2.7.3 Διαλφματα εργαςίασ 
 

 Ρυκμιςτικό διάλυμα HEPES με pH 7.4: Για τθν παραςκευι διαλφονται 

1.0009 g Θepes, 8.0063 g NaCl, 0.1939 g KCl και 0.7445 g Titriplex III  ςε 1 L 

dH2O. To pH ρυκμίηεται ςτο 7.4 και το διάλυμα διατθρείται ςτουσ 4 oC. 

 Διάλυμα 20mM PAF. Διαλφονται 25 mg ςκόνθσ ςε 2.387 mL αικανόλθσ 

80%. Το διάλυμα ςυντθρείται ςτουσ -20 οC. 

 BSA 2.5 mg/mL (Αλβουμίνθ βοδινοφ οροφ, ελεφκερθ λιπαρϊν οξζων). Για 

τθν παραςκευι του διαλφματοσ 25 mg BSA διαλφονται ςε 10 mL 

φυςιολογικοφ οροφ. Το διάλυμα ςυντθρείται ςτουσ -20 οC. 

 ΒSA 100 mg/mL. 1 g BSA διαλφεται ςε 10 mL φυςιολογικοφ οροφ. Το 

διάλυμα ςυντθρείται ςτουσ -20 οC. 

 TCA 20%. 20 g TCA διαλφονται ςε 100 mL H2O. To διάλυμα ςυντθρείται 

ςτουσ 4 οC. 

 Διάλυμα C.  Αναμιγνφονται 10μL από το 20mM PAF με 90 μL 80% 

αικανόλθσ. 

 Διάλυμα 25 μΜ *3Η+-PAF. Σε ςωλθνάριο πολυπροπυλενίου αναμιγνφονται 

12.5 μL από το διάλυμα C με 10 μL από το πρότυπο διάλυμα *3Θ+-PAF. 

Εξατμίηονται μζχρι ξθροφ ςε ρεφμα αηϊτου και αναδιαςπείρονται ςε 1mL BSA 

2.5 mg/mL. To μείγμα αναδεφεται ςε VORTEX και επωάηεται ςτουσ 37οC για 

30 λεπτά.  Το διάλυμα ςυντθρείται ςτουσ -20 οC. 

 Διάλυμα 50 μΜ *3Η+-PAF. Σε ςωλθνάριο πολυπροπυλενίου αναμιγνφονται 

25 μL από το διάλυμα C με 10 μL από το πρότυπο διάλυμα *3Θ+-PAF. 

Εξατμίηονται μζχρι ξθροφ ςε ρεφμα αηϊτου και αναδιαςπείρονται ςε 1mL BSA 

2.5 mg/mL. To μείγμα αναδεφεται ςε VORTEX και επωάηεται ςτουσ 37 οC για 

30 λεπτά.  Το διάλυμα ςυντθρείται ςτουσ -20 οC. 

 Διάλυμα 100 μΜ *3Η+-PAF. Σε ςωλθνάριο πολυπροπυλενίου 

αναμιγνφονται 50 μL από το διάλυμα C με 10 μL από το πρότυπο διάλυμα 

[3Θ+-PAF. Εξατμίηονται μζχρι ξθροφ ςε ρεφμα αηϊτου και αναδιαςπείρονται ςε 
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1mL BSA 2.5 mg/mL. To μείγμα αναδεφεται ςε VORTEX και επωάηεται ςτουσ 

37 οC για 30 λεπτά .  Το διάλυμα ςυντθρείται ςτουσ -20 οC. 

 Διάλυμα 250 μΜ *3Η+-PAF. Σε ςωλθνάριο πολυπροπυλενίου 

αναμιγνφονται 12.5 μL από το PAF 20 mM με 10 μL από το πρότυπο διάλυμα 

[3Θ+-PAF. Εξατμίηονται μζχρι ξθροφ ςε ρεφμα αηϊτου και αναδιαςπείρονται ςε 

1mL BSA 2.5 mg/mL. To μείγμα αναδεφεται ςε VORTEX και επωάηεται ςτουσ 

37 οC για 30 λεπτά.  Το διάλυμα ςυντθρείται ςτουσ -20 οC. 

 Διάλυμα 500 μΜ *3Η+-PAF. Σε ςωλθνάριο πολυπροπυλενίου 

αναμιγνφονται 25 μL από το PAF 20 mM με 20 μL από το πρότυπο διάλυμα 

[3Θ+-PAF. Εξατμίηονται μζχρι ξθροφ ςε ρεφμα αηϊτου και αναδιαςπείρονται ςε 

1mL BSA 2.5 mg/mL. To μείγμα αναδεφεται ςε VORTEX και επωάηεται ςτουσ 

37 οC για 30 λεπτά.  Το διάλυμα ςυντθρείται ςτουσ -20 οC. 

 Διάλυμα 1000 μΜ *3Η+-PAF. Σε ςωλθνάριο πολυπροπυλενίου 

αναμιγνφονται 50 μL από το PAF 20 mM με 15 μL από το πρότυπο διάλυμα 

[3Θ+-PAF. Εξατμίηονται μζχρι ξθροφ ςε ρεφμα αηϊτου και αναδιαςπείρονται ςε 

1mL BSA 2.5 mg/mL. To μείγμα αναδεφεται ςε VORTEX και επωάηεται ςτουσ 

37 οC για 30 λεπτά .  Το διάλυμα ςυντθρείται ςτουσ -20 οC. 

 

2.7.4 Πειραματικι διαδικαςία 
 

 Για τθν πειραματικι διαδικαςία ωσ πθγι του ενηφμου μποροφν να 

χρθςιμοποιθκοφν εξίςου: 

 5 μg πρωτεϊνθσ Lp(a) ι 50 μL  από κάκε κλάςμα που ςυλλζχκθκε από τθ 

ςτιλθ lysine-Sepharose 4B 

 90 μL από κάκε κλάςμα που ςυλλζχτθκε ζπειτα από τθν αναγωγικι 

διάςπαςθ τθσ Lp(a) 

 50 μL πλάςματοσ (αραιωμζνου 1/50 v/v με 10 mM HEPES με pH 7.4). 
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 Τα δείγματα αναμιγνφονται με ρυκμιςτικό διάλυμα HEPES pH 7.4 μζχρι 

τελικοφ όγκου 90μL. Για τθ μζτρθςθ των κινθτικϊν ςτακερϊν του ενηφμου 

χρθςιμοποιοφνται διαλφματα  *3Θ+-PAF ςε τελικζσ ςυγκεντρϊςεισ απο 2.5 ζωσ 

100 μM.  

Σε ςωλινα eppendorf προςτίκεvται 90 μL δείγματοσ. Ραράλλθλα 

ετοιμάηεται και ζνα δείγμα ελζγχου («τυφλό»), όπου αντί για Lp(a) 

χρθςιμοποιοφνται 90 μL διάλυμα HEPES με pH 7.4. Τα eppendorf 

τοποκετοφνται ςε υδατόλουτρο. Ζπειτα προςτίκενται 10 μL *3Θ+-PAF τόςο ςτο 

δείγμα όςο και ςτο τυφλό. Τα δείγματα επωάηονται για 10 λεπτά ςτουσ 37oC 

και θ αντίδραςθ τερματίηεται με τθν προςκικθ 20 μL BSA 100 mg/mL. Στθ 

ςυνζχεια τα eppendorf αναδεφονται ιςχυρά ςε Vortex και ζπειτα 

τοποκετοφνται ςε παγόλουτρο για 12 λεπτά τουλάχιςτον. Ακολοφκωσ, ςτα 

eppendorf προςτίκενται 80 μL διαλφματοσ TCA 20% και υποβάλλονται εκ νζου 

ςε ιςχυρι ανάδευςθ ςε Vortex. Ζπειτα τοποκετοφνται ςε παγόλουτρο για 

άλλα 30 λεπτά. Τα δείγματα φυγοκεντροφνται ςε μικροφυγόκεντρο eppendorf 

για 5 min ςτισ 10.000 ςτροφζσ. Συλλζγονται 100μL από το υπερκείμενο τα 

οποία τοποκετοφνται ςε ειδικό ςωλθνάριο μαηί με 2mL από το υγρό 

ςπινκθριςμοφ και αφοφ αναδευτοφν ιςχυρά μεταφζρονται ςτο μετρθτι 

ςπινκθριςμοφ. Θ μζτρθςθ διαρκεί 3 min και το αποτζλεςμα δίνεται ςε 

κροφςεισ ανά λεπτό (cpm). 

Για να υπολογιςτεί θ ειδικι ενεργότθτα (Ε.Ε.) ςτο μετρθτι 

ςπινκθριςμοφ, μετροφνται επίςθσ και οι κροφςεισ 10 μL των διαλυμάτων *3Θ+-

PAF 2.5-100 μΜ για τον υπολογιςμό τθσ ειδικισ ενεργότθτασ (Ε.Ε.). Ζτςι, πχ τα 

10  μΜ *3Θ+-PAF 2.5 μΜ περιζχουν 0.25 nmol *3Θ+-PAF, άρα:  

Ε.Ε. = ΚΡΟΤΕΙ/nmol *3Η+-PAF= cpmst/0.25 

Πμοια υπολογίηεται θ ειδικι ενεργότθτα και των υπολοίπων διαλυμάτων *3Θ+-

PAF. 

Τπολογιςμόσ τθσ ενηυμικισ ενεργότθτασ 

 Στο μετρθτι υγροφ ςπιινκθριςμοφ μετροφνται οι κροφςεισ των 100 μL 

του δείγματοσ (cpmδ) και του δείγματοσ ελζγχου (cpmτ). Ρριν από τθ μζτρθςθ 
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υπιρχε ςυνολικά όγκοσ 200 μL, ο οποίοσ δίνει 2 x  cpmδ  κροφςεισ από τισ 

οποίεσ αφαιροφνται οι κροφςεισ που οφείλονται ςτο δείγμα ελζγχου (τυφλό) 

2 x  cpmτ.  Άρα οι κακαρζσ κροφςεισ που οφείλονται ςτο δείγμα είναι  

2 x  (cpmδ – cpmτ). Ζτςι θ  ενεργότθτα τθσ Lp-PLA2  υπολογίηεται από τον 

παρακάτω τφπο: 

ΕΝΕΡΓΟΣΗΣΑ Lp-PLA2 = 
2 x (cpmδ-cmpτ) x 1000 
Ειδικι Ενεργότθτα x Α x Β 

Όπου:  
cpmδ είναι οι κροφςεισ που αποδίδουν τα 100 mL του δείγματοσ 

 cpmτ είναι οι κροφςεισ που αποδίδουν τα  100 mL του «τυφλοφ» 

 Α  είναι τα μg πρωτεΐνθσ ι τα μL εναιωριματοσ 

 Β είναι ο χρόνοσ επϊαςθσ του δείγματοσ ςε λεπτά. 

Δθλαδι θ ενεργότθτα τθσ Lp-PLA2 εκφράηεται ωσ nmol του *3Θ+-PAF 

που αποικοδομοφνται ανά mg πρωτεΐνθσ ι ανά mL εναιωριματοσ ι ανά mg 

λιποπρωτεϊνικισ μάηασ, το λεπτό. Οι φαινόμενεσ τιμζσ Km, Vmax 

υπολογίηονται με τθν εξίςωςθ Hanes-Dixon’s χρθςιμοποιϊντασ το 

υπολογιςτικό πρόγραμμα Enzpack.   
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3. ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 

 

3.1  ΦΑΡΑΚΣΗΡΙΣΙΚΑ  ΣΟΤ ΠΛΗΘΤΜΟΤ  

ΜΕΛΕΣΗ 

 Στθν παροφςα μελζτθ πιραν μζροσ 20 άτομα (8 άνδρεσ/12 γυναίκεσ) 

που ελάμβαναν υπολιπιδαιμικι αγωγι, με Lp(a)≥40 mg/dL. Στα δείγματα 

αίματοσ απομονϊκθκε θ Lp(a) με υπερφυγοκζντρθςθ και θ HDL με 

αντιδραςτιριο καταβφκιςθσ και μετρικθκε το ποςοςτό τθσ PCSK9 ςτο ολικό 

πλάςμα, κακϊσ και ςτο κλάςμα τθσ HDL. Θ μζκοδοσ που χρθςιμοποιικθκε για 

τθν απομόνωςθ τθσ Lp(a) προκάλεςε τθν αποδζςμευςθ τθσ PCSK9 από το 

Lp(a) ςωματίδιο (70,71) δίνοντασ ψευδϊσ αρνθτικά αποτελζςματα και 

επομζνωσ δεν ζγινε δυνατι θ μζτρθςθ τθσ PCSK9 ςτο κλάςμα τθσ Lp(a). 

 Στθ μελζτθ επίςθσ ζλαβαν μζροσ και 18 υγιείσ μάρτυρεσ (13 άνδρεσ/5 

γυναίκεσ) παρόμοιασ θλικίασ και δείκτθ μάηασ – ςϊματοσ (BMI) που δεν 

ελάμβαναν υπολιπιδαιμικι αγωγι και είχαν τιμζσ Lp(a) εντόσ των 

φυςιολογικϊν ορίων (Lp(a) ≤ 10 mg/dL). Τα κλινικά και βιοχθμικά 

χαρακτθριςτικά του πλθκυςμοφ τθσ μελζτθσ φαίνονται ςτον πίνακα 3.1. 

Πίνακασ 3.1 Κλινικά και βιοχθμικά χαρακτθριςτικά του πλθκυςμοφ τθσ μελζτθσ 

Παράμετροσ 
Ομάδα ελζγχου  (n=18) 
Μζςθ τιμι +/- ςτακερι απόκλιςθ 

Αςκενείσ με Lp(a)≥40 mg/dL    (n=20) 
Μζςθ τιμι +/- ςτακερι απόκλιςθ 

Φφλλο (άνδρεσ / γυναίκεσ) 13/5 8/12 

Θλικία (ζτθ)  46 +/-6 46 +/-8.5 

Β.Μ.Ι. (Kg/m2) 27 +/- 1.4 27 +/-1.3 

PLASMA PCSK9 (ng/mL)  332 +/-77 600 +/-171 

HDL PCSK9  (ng/mL)  121 +/-29 172 +/-64 

Non-HDLPCSK9 (ng/mL)  215 +/-76 428 +/-139 

Ολικι χολθςτερόλθ (mg/dL)  165 +/-54 180 +/-52 

HDL χολθςτερόλθ (mg/dL)  37 +/-11 49 +/-12 

Τριγλυκερίδια (mg/dL) 118* (260)
1
 109* (205)

1
 

LDL χολθςτερόλθ (mg/dL)  100 +/-41 109 +/-47 

Lp(a) χολθςτερόλθ (mg/dL) _ 89* (93)1 

(*) διαμζςοσ 
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(1) εφροσ 

 

3.2 Απομόνωση και ταυτοποίηση Lp(a) 

 Πλα τα άτομα που εμφάνιηαν υψθλά επίπεδα Lp(a) είχαν ςυγκζντρωςθ 

Lp(a) πλάςματοσ ≥40 mg/dL. Ο κακοριςμόσ αυτισ τθσ ςυγκζντρωςθσ ζγινε με 

δεδομζνο ότι μόνο με τζτοια ι μεγαλφτερθ ςυγκζντρωςθ είναι δυνατι θ 

απομόνωςθ ικανισ ποςότθτασ Lp(a) για τον ποςοτικό προςδιοριςμό τθσ 

PCSK9 ςτο κλάςμα τθσ Lp(a). H Lp(a) απομονϊκθκε από τα ζξι πρϊτα άτομα 

με χρωματογραφία ςυγγζνειασ με τθ ςτιλθ Lysine – Sepharose 4Β, όπωσ 

περιγράφεται ςτθ μεκοδολογία. Στα κλάςματα που ελιφκθςαν από τθ ςτιλθ 

ζγινε προςδιοριςμόσ του περιεχομζνου ςε χολθςτερόλθ (γράφθμα 3.1) και 

ςτθ ςυνζχεια ζγινε  θλεκτροφόρθςθ με το κιτ τθσ SebiaHygragellipo + Lp(a)  

για τον ζλεγχο τθσ κακαρότθτασ τθσ Lp(a) (εικόνα 3.1) και ποςοτικόσ 

προςδιοριςμόσ τθσ PCSK9. Θ μζκοδοσ αυτι επιτρζπει τον εκλεκτικό 

διαχωριςμό τθσ Lp(a) από τισ υπόλοιπεσ λιποπρωτεΐνεσ αλλά επθρεάηει τθν 

PCSK9, θ οποία αποδεςμεφεται από τα λιποπρωτεϊνικά ςωματίδια αφοφ τα 

κλάςματα ζδωςαν ψευδϊσ αρνθτικά αποτελζςματα ςτον ποςοτικό ζλεγχο τθσ 

PCSK9 (71). 

Διάγραμμα 3.1. Προφίλ ζκλουςθσ τθσ Lp(a) από τθ ςτιλθ Lysine-Sepharose 4B. 
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Εικόνα 3.1.  Ηλεκτροφόρθςθ των κλαςμάτων τθσ Lp(a) των ζξι πρϊτων ατόμων τθσ  ομάδασ με 
Lp(a) ≥ 40 mg/dL. 

 

 

3.3 Απομόνωση και ταυτοποίηση των HDL 

 H απομόνωςθ τθσ HDL ζγινε με καταβφκιςθ των apo-B λιποπρωτεϊνϊν 

ςε φρζςκο πλάςμα, όπωσ περιγράφεται ςτο κεφάλαιο 2. Ακολοφκθςε 

θλεκτροφόρθςθ των HDL κλαςμάτων με το κιτ Hydragellipo + Lpa (εικόνα 3.2). 

Στα HDL κλάςματα ζγινε ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ τθσ PCSK9, οπότε 

ελζγχκθκε και το αντιδραςτιριο καταβφκιςθσ για τυχόν ψευδϊσ κετικι ι 

αρνθτικι αντίδραςθ. 

Εικόνα 3.2. Αποτελζςματα τθσ θλεκτροφόρθςθσ των HDL κλαςμάτων. 
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3.3.1 ΠΡΟΔΙΟΡΙΜΟ ΣΗ ΕΝΕΡΓΟΣΗΣΑ  ΣΗ Lp-PLA2 

Στα δείγματα του πλθκυςμοφ μελζτθσ ζγινε προςδιοριςμόσ τθσ 

ενεργότθτασ του ενηφμου Lp-PLA2, τόςο ςτο πλάςμα όςο και ςτα HDL 

ςωματίδια, με ςκοπό να αναηθτθκοφν τυχόν ςυςχετίςεισ με τα επίπεδα τθσ 

PCSK9, αλλά και δευτερευόντωσ με τθν Lp(a) και τα υπόλοιπα λιποπρωτεϊνικά 

ςωματίδια. 

 

 

3.4 ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ ΣΨΝ ΜΕΣΡΗΕΨΝ 

Τα αποτελζςματα των μετριςεων απεικονίηονται ςυγκριτικά για τισ 

δυο ομάδεσ τθσ μελζτθσ ςτον κατωτζρω πίνακα 3.2. Στθ δεξιά ςτιλθ του 

πίνακα φαίνονται τα αποτελζςματα τθσ ςυγκριτικισ ςτατιςτικισ ανάλυςθσ t-

test των δυο ανεξάρτθτων πλθκυςμϊν τθσ μελζτθσ, από τθν οποία προκφπτει 

μεταξφ άλλων που κα αναλυκοφν εκτενζςτερα ςε επόμενο κεφάλαιο ότι ςτθν 

ομάδα των ατόμων με αυξθμζνθ ςυγκζντρωςθ Lp(a) υπάρχει ςτατιςτικά 

ςθμαντικά αυξθμζνθ ςυγκζντρωςθ τθσ PCSK9 του πλάςματοσ, τθσ HDL-PCSK9, 

κακϊσ και τθσ ενεργότθτασ τθσ Lp-PLA2 ςτα HDL ςωματίδια. 
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Πίνακασ 3.2. Αποτελζςματα των μετριςεων. 

Παράμετροσ 

Αςκενείσ με Lp(a)≥40 mg/dL           
(n=20) 

Ομάδα ελζγχου                                 
(n=18) 

ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 
t-TEST (p) Μζςθ τιμι 

Συπικι 
απόκλιςθ 

Διακφ-
μανςθ Μζςθ τιμι 

Συπικι 
απόκλιςθ 

Διακφ-
μανςθ 

Ηλικία 46.3 8.50 72.33 46.39 6.20 38.49 0.21 

B.M.I. (Kg/m
2
) 26.68 1.30 1.68 26.61 1.40 2.05 0.12 

PLASMA PCSK9 
(ng/mL) 599.65 170.83 29182.35 331.89 29.26 5896.69 < 0,05 

HDL PCSK9 (ng/mL) 172.15 63.81 4071.08 120.61 29.26 856.13 < 0,05 

Non-HDL PCSK9 
(ng/mL) 427.96 138.50 19181.58 215.01 75.46 5693.93 0.16 

TCHOL (mg/dL) 180.15 51.87 2690.13 164.67 53.69 2882.24 0.56 

HDL-CHOL (mg/dL) 48.85 12.11 146.56 38.67 11.15 124.35 0.85 

Non-HDL CHOL 
(mg/dL) 131.30 46.96 2204.85 126.00 47.48 2254.24 0.64 

TG (mg/dL)  109.00 * 48.70 2371.43 118.00 * 63.89 4082.27 0.43 

LDL-CHOL (mg/dL) 108.65 47.09 2217.50 99.67 40.71 1657.29 0.94 

Lp(a) (mg/dL)  88.50 * 31.17 971.73 0 0 0 Ν/Α 

PLASMA Lp-PLA2 

(nmol/min/mL) 66.13 15.55 241.74 63.33 16.39 268.71 0.27 

HDL Lp-PLA2 

(nmol/min/mL) 2.28 0.90 0.81 3.89 2.27 5.16 < 0,05 

Non-HDL Lp-PLA2 

(nmol/min/mL) 63.86 15.32 234.55 59.94 16.06 257.82 0.33 

(*) διαμζςοσ 
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3.5 ΑΝΑΛΤΗ ΣΨΝ ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΨΝ 

3.5.1. Ανάλυςθ ςυςχετίςεων (correlations) 

3.5.1.1 Σσζτεηίζεις ομάδας σγειών μαρηύρων  

 Ρραγματοποιικθκε ςτατιςτικι ανάλυςθ διαμζςου του ελζγχου των 

δεικτϊν ςτατιςτικισ ςυςχζτιςθσ. Στθν πρϊτθ φάςθ ζγινε ζλεγχοσ τυχόν 

ςυςχετίςεων μεταξφ των ςυγκεντρϊςεων τθσ PCSK9 του πλάςματοσ με τισ 

ςυγκεντρϊςεισ των υπολοίπων λιπιδίων και λιποπρωτεϊνϊν. Ραρατθρικθκε 

κετικι ςυςχζτιςθ τθσ PCSK9 του πλάςματοσ με τθν ολικι χολθςτερόλθ 

(TCHOL), κακϊσ και με τθ non-HDL και  τθν LDL χολθςτερόλθ (διαγράμματα 

3.2 και 3.3). 

Διάγραμμα 3.2. υςχζτιςθ μεταξφ τθσ PCSK9 του πλάςματοσ και τθσ ολικισ χολθςτερόλθσ (TCHOL). 

 

Διάγραμμα 3.3. υςχετίςεισ μεταξφ τθσ PCSK9 του πλάςματοσ και  τθσ non-HDL και τθσ LDL 
χολθςτερόλθσ. 

 

 

 

p = 0,02 
r = 0,53 

p = 0,02 
r = 0,56 
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Ραρατθρικθκαν επίςθσ κετικζσ ςυςχετίςεισ μεταξφ τθσ PCSK9 που 

ανιχνεφεται ςτα non-HDL ςωματίδια (non-HDL PCSK9) με τθν ολικι 

χολθςτερόλθ (TCHOL), κακϊσ και με τθ non-HDL και τθν LDL χολθςτερόλθ 

(διάγραμμα 3.4). 

Διάγραμμα 3.4. υςχετίςεισ  τθσ PCSK9 ςτα non-HDL ςωματίδια με τθν ολικι, LDL και τθ non-HDL 
χολθςτερόλθ. 

 

 

 Επιπρόςκετα, παρατθρικθκαν αρνθτικζσ ςυςχετίςεισ, όπωσ θ 

ςυςχζτιςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ PCSK9 ςτο πλάςμα με τθν ενεργότθτα τθσ 

Lp-PLA2 ςτισ HDL και τθσ PCSK9 που ανιχνεφκθκε ςτα non-HDL ςωματίδια με 

τθν ενεργότθτα τθσ Lp-PLA2 ςτισ HDL, ενϊ παρατθρικθκε επίςθσ  αρνθτικι 
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ςυςχζτιςθ μεταξφ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ PCSK9 που ανιχνεφκθκε ςτα HDL 

ςωματίδια με τθν HDL χολθςτερόλθ. 

Διάγραμμα 3.5. Αρνθτικζσ ςυςχετίςεισ  τθσ PCSK9 του πλάςμα και τθσ PCSK9 ςτισ non-HDL με τθν 
ενεργότθτα τθσ Lp-PLA2 ςτισ HDL λιποπρωτεΐνεσ και τθσ PCSK9 ςτισ HDL με τθν HDL χολθςτερόλθ. 
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3.5.1.2 υσχετίσεις ομάδας ατόμων  με αυξημένα επίπεδα Lp(a) 

 

 Στον ζλεγχο των ςυςχετίςεων προζκυψε κετικι ςυςχζτιςθ μεταξφ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ τθσ PCSK9 τόςο ςτο πλάςμα όςο και ςτα non-HDL ςωματίδια 

με τθν Lp(a), όπωσ φαίνεται ςτο διάγραμμα 3.6 

 

Διάγραμμα 3.6 Θετικι ςτατιςτικι ςυςχζτιςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ PCSK9 ςτο πλάςμα και τθσ 
PCSK9 ςτα non-HDL ςωματίδια με τθ λιποπρωτεΐνθ Lp(a). 

 

 Ρρζπει επίςθσ να επιςθμανκεί θ αρνθτικι ςυςχζτιςθ μεταξφ τθσ PCSK9 

που ανιχνεφκθκε ςτα HDL ςωματίδια με τθν ολικι, HDL, LDL και non-HDL 

χολθςτερόλθ, όπωσ φαίνεται ςτο διάγραμμα 3.7. 

Διάγραμμα 3.7 Αρνθτικι ςυςχζτιςθ  τθσ PCSK9 ςτα HDLςωματίδια με τθν ολικι, HDL, LDL και τθ 
non-HDL χολθςτερόλθ. 
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4. ΤΜΠΕΡΑΜΑΣΑ 

 

Από τθ ςυγκριτικι ςτατιςτικι ανάλυςθ των δυο ανεξάρτθτων 

πλθκυςμϊν τθσ μελζτθσ προκφπτει ότι ςτθν ομάδα των ατόμων με αυξθμζνα 

επίπεδα Lp(a) υπάρχει αυξθμζνθ ςυγκζντρωςθ τθσ PCSK9 του πλάςματοσ και 

τθσ PCSK9 που ανιχνεφκθκε ςτα HDL ςωματίδια και μειωμζνθ ενεργότθτα τθσ 

Lp-PLA2 ςτισ HDL λιποπρωτεΐνεσ (70). Θα πρζπει να επιςθμανκεί ότι θ ομάδα 

με τα αυξθμζνα επίπεδα τθσ Lp(a) ελάμβανε κεραπεία με ςτατίνεσ, με τθ 

χοριγθςθ των οποίων παρατθρείται γενικά αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ 

PCSK9 (71). Οι ςυςχετίςεισ επαλικευςαν ιδθ γνωςτζσ απόψεισ, αλλά 

δθμιοφργθςαν και καινοφργια ςυμπεράςματα τα οποία χριηουν περαιτζρω 

διερεφνθςθσ. Ραρακάτω παρατίκεται διάγραμμα με όλεσ τισ ςτατιςτικζσ 

ςυςχετίςεισ που προζκυψαν από τθν πειραματικι διαδικαςία για τθν ομάδα 

ελζγχου. Με τα μπλε βζλθ απεικονίηονται οι κετικζσ ςυςχετίςεισ (αναλογία) 

και με τα κόκκινα οι αρνθτικζσ (αντίςτροφθ αναλογία). 

Διάγραμμα 4.1 υςχετίςεισ τθσ ομάδασ υγειϊν μαρτφρων. 
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 Στθν ομάδα ελζγχου παρατθρικθκε κετικι ςυςχζτιςθ των τιμϊν τθσ 

PCSK9 ςτο πλάςμα και τθσ PCSK9 των non-HDL ςωματιδίων με τισ τιμζσ τθσ 

ολικισ, τθσ LDL και τθσ non-HDL χολθςτερόλθσ. 

Επιπρόςκετα, παρατθρικθκε αρνθτικι ςυςχζτιςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ 

τθσ PCSK9 ςτο πλάςμα με τθν ενεργότθτα τθσ Lp-PLA2 ςτα HDL ςωματίδια, 

δθλαδι όςο μεγαλφτερθ είναι θ ςυγκζντρωςθ τθσ PCSK9 ςτο πλάςμα, τόςο 

πιο χαμθλι είναι θ ενεργότθτα τθσ Lp-PLA2 ςτα HDL ςωματίδια. 

Τζλοσ, αξιοςθμείωτθ είναι θ αρνθτικι ςτατιςτικι ςυςχζτιςθ των τιμϊν 

τθσ PCSK9 ςτα HDL ςωματίδια με τθν HDL χολθςτερόλθ, δθλαδι όςο πιο 

υψθλι θ ςυγκζντρωςθ τθσ PCSK9 ςτισ HDL, τόςο πιο χαμθλζσ είναι οι τιμζσ τθσ 

HDL. 

         Για τισ ςυςχετίςεισ τθσ ομάδασ με υψθλι ςυγκζντρωςθ Lp(a) πλάςματοσ 

(≥ 40 mg/dL) παρατίκεται το διάγραμμα 4.2. Με τα μπλε βζλθ απεικονίηονται 

οι κετικζσ ςυςχετίςεισ (αναλογία), με τα κόκκινα οι αρνθτικζσ (αντίςτροφθ 

αναλογία). 

Διάγραμμα 4.2 υςχετίςεισ τθσ ομάδασ με υψθλά επίπεδα Lp(a). 
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 Πςον αφορά τα ςυμπεράςματα τθσ ομάδασ με τα υψθλά επίπεδα τθσ 

Lp(a), επαλθκεφτθκε θ κετικι ςτατιςτικι ςυςχζτιςθ μεταξφ τθσ PCSK9 του 

πλάςματοσ και τθσ Lp(a), δθλαδι υψθλι ςυγκζντρωςθ τθσ PCSK9 ςτο πλάςμα 

ςχετίηεται με υψθλζσ τιμζσ τθσ Lp(a) (71-74). Θ PCSK9 που ανιχνεφκθκε ςτα 

HDL ςωματίδια εμφάνιςε αρνθτικι ςυςχζτιςθ με τθ χολθςτερόλθ, ανεξάρτθτα 

ςε ποια ςωματίδια ευρίςκεται (ελεφκερθ ςτο πλάςμα ι ςτα LDL ι ςτα HDL ι 

ςτα non-HDL ςωματίδια), ζνα γεγονόσ που υποδεικνφει ότι είναι πικανό οι 

HDL λιποπρωτεΐνεσ να διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτο μεταβολιςμό ι 

ςτθν κάκαρςθ τθσ PCSK9 (74,75). 

Τζλοσ, το γεγονόσ  ότι παρατθρικθκε αρνθτικι ςυςχζτιςθ μεταξφ των 

τιμϊν τθσ PCSK9 ςτα HDL ςωματίδια και των επιπζδων τθσ HDL χολθςτερόλθσ 

ςτο πλάςμα τόςο ςτθν ομάδα των υγειϊν μαρτφρων όςο και ςτθν ομάδα των 

ατόμων με τα υψθλά επίπεδα Lp(a), ενιςχφει τον πικανό ρόλο τθσ HDL ςτο 

μεταβολιςμό τθσ PCSK9 αποτελϊντασ επιςτθμονικό πεδίο που χριηει 

περαιτζρω ζρευνασ. 
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