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I. ΣΠΕΙΡΑΜΑ

Α. ΑΝΑΤΟΜΙΑ

Η ανατομική και λειτουργική μονάδα του νεφρού είναι ο νεφρώνας, ο οποίος 

αποτελείται από το αγγειώδες σπείραμα, την κάψα του Bowman, το εγγύς 

εσπειραμένο σωληνάριο, την αγκύλη Henle, το άπω εσπειραμένο σωληνάριο που 

συνεχίζεται στο αθροιστικό σωληνάριο και την παρασπειραματική συσκευή (σχήμα

1). Σε κάθε φυσιολογικό νεφρό υπάρχουν 700.000 ως 1.000.000 νεφρώνες. Οι 

νεφρώνες ταξινομούνται σύμφωνα με τη θέση τους σε φλοιώδεις και 

φλοιομυελώδεις. Οι φλοιώδεις νεφρώνες διαθέτουν βραχεία αγκύλη Henle και 

απαγωγά αρτηρίδια που καταδύονται μέχρι το μυελό διαμορφώνοντας πλούσιο 

περισωληναριακό αγγειακό πλέγμα. Οι φλοιομυελώδεις έχουν μακριά αγκύλη 

Henle και απαγωγά αρτηρίδια που κατερχόμενα διαιρούνται για να σχηματίσουν τα

κατιόντα ευθέα αγγεία, τα οποία αιματώνουν τη μυελώδη μοίρα (1).

Σχήμα 1 .Σχηματική παράσταση 
του φλοιώδη και φλοιομυελώδη 
νεφρώνα. 1. Αγγαώδες σπείραμα
2. Εγγύς εσπειραμένο σωληνάριο
3. Εγγύς ευθύ σωληνάριο 4. 
Λεπτό κατιόν σκέλος 5. Λεπτό 
ανιόν σκέλος 6. Άπω ευθύ 
σωληνάριο 7. Παρασπειραματική 
συσκευή 8. Άπω εσπειραμένο 
σωληνάριο 9. Συνδετικό 
σωληνάριο του φλοιομυελώδους 
νεφρώνα 10,11,12 Αθροιστικά 
σωληνάρια
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Η πρώτη αναφορά για τα σπειράματα έγινε το 1666 από το Malpighi, ενώ το 

1841 ο Bowman περιέγραψε το αγγειώδες σπείραμα και τη συνέχειά του με την 

κάψα και το σωληνάριο. Το σπείραμα είναι ένα σφαιρικό άθροισμα 

αναστομούμενων τριχοειδών διαμέτρου 200μπι που περιβάλλονται από την κάψα 

του Bowman. Ο χώρος του Bowman -μεταξύ της κάψας και των τριχοειδών- 

συνέχεται με τα σωληνάρια. Τα τριχοειδή του σπειράματος τροφοδοτούνται από τα 

προσαγωγά αρτηρίδια με αίμα το οποίο καταλήγει στα απαγωγά αρτηρίδια (σχήμα

2). Η εικόνα που παρουσιάζουν τα τριχοειδή του σπειράματος σε τομές είναι εκείνη 

του αθροίσματος από ρόγες σταφυλιού γύρω από το μεσάγγειο (σχήμα 3). Τα 

τριχοειδή κάθε αγκύλης περιελίσσονται γύρω από ένα «στέλεχος», το μεσάγγειο 

και έτσι έχουν τη μια πλευρά ελεύθερη,στην οποία γίνεται η διήθηση, και την 

απέναντι πλευρά συνεχόμενη με το μεσάγγειο. Στην ελεύθερη πλευρά και εκ των 

έξω προς τα έσω διακρίνουμε τρεις στιβάδες: τη στοιβάδα των επιθηλιακών 

κυττάρων ή ποδοκυττάρων, τη βασική μεμβράνη του σπειράματος (Glomerular 

Basement Membrane, GBM) και τη στοιβάδα των ενδοθηλιακών κυττάρων. Η 

απέναντι πλευρά αποτελείται μόνο από το ενδοθήλιο που βρίσκεται σε άμεση 

σχέση με το μεσάγγειο (σχήμα 2) (2).
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Σχήμα 2. Σχηματική παράσταση διαυήκουο τομής σπειράματος. Το προσαγωγό 

αρτηριόλιο ΑΑ και το απαγωγό ΕΑ, το οποίο εγκαταλείπει το σπείραμα,Τα τριχοειδή του 

σπειράματος περιβάλλονται από την κάψα του Bowman και καλύπτονται από τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα Ε. GBM: βασική μεμβράνη σπειράματος. Μ : μεσάγγειο. ΡΟ: 

ποδοκύτταρα



6

Σχήμα 3. Φωτογραφία ηλεκτρονικού μικροσκοπίου δύο σπειραμάτων πειραματοζώου. 

Κάθε σπείραμα τροφοδοτείται με αίμα από το προσαγωγό αρτηριόλιο ΑΑ. Το απαγωγό 

αρτηριόλιο ΕΑ αναδύεται από το κέντρο του σπειράματος

Επιθηλιακά κύτταρα ή ποδοκύτταοα

Είναι κύτταρα υψηλής διαφοροποίησης που δεν μπορούν να 

αντικατασταθούν. Σχηματίζουν την εξωτερική στιβάδα του τοιχώματος των 

τριχοειδών και προσκολλώνται στο εξωτερικό πέταλο της GBM, η οποία 

παράγεται κυρίως από τα κύτταρα αυτά. Ονομάστηκαν έτσι γιατί καλύπτουν τη 

GBM με πλήθος κυτταροπλασματικών προσεκβολών δίνοντας στα κύτταρα την 

εικόνα που έχουν τα πλοκάμια του χταποδιού. Από τις προσεκβολές αυτές ξεκινά 

πλήθος δευτερευόντων μικρότερων προσεκβολών που ονομάζονται ποδοειδείς 

προσεκβολές (σχήμα 4) (2).
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Σχήμα 4. Εικόνα ηλεκτρονικού μικροσκοπίου στην οποία απεικονίζεται η βασική μεμβάνη 

του σπειράματος (GBM), τα ενδοθηλιακά κύτταρα Ε και οι ποδίσκοι Ρ των ποδοκυττάρων. 

Το βέλος δείχνει τη μεμβράνη διηθητικής σχισμής.

Οι μικρές τελικές ποδοειδείς ττροσεκβολές σε σχήμα ράβδου καλούνται 

ποδίσκοι (pedicels) και εισέρχονται στη GBM σε βάθος 40-60nm. Ο 

κυτταροσκελετός των ποδίσκων δομείται από ένα πολύπλοκο δίκτυο μικροΐνιδίων 

αποτελούμενο κυρίως από την ακτίνη, τη μυοσίνη, την α-ακτινίνη, τη βινκουλίνη 

και την ταλίνη. Τα μόρια αυτά συνδέονται με τη σπειραματική μεμβράνη με 

συμπλέγματα α3βι-ιντεγκρινών (3). Ο σκελετός αυτός, αντιδρώντας σε 

αγγειοδραστικές ορμόνες, επιτρέπει στα ποδοκύπαρα να διαδραματίζουν σοβαρό 

ρόλο στο σπειραματικό φραγμό διήθησης(4)

Οι ποδίσκοι διαπλέκονται με τους αντίστοιχους των παρακείμενων κυττάρων 

και αφήνουν μεταξύ τους μικρές σχισμές (slits), οι οποίες επιτρέπουν τη μεταφορά 

νερού και διαφόρων ουσιών. Οι σχισμές αυτές καλύπτονται από μια λεπτή 

μεμβράνη γνωστή ως μεμβράνη διηθητικής σχισμής (slit membrane) (σχήμα 4). 

Στο σημείο επαφής των σχισμών με το εξωτερικό πέταλο της σπειραματικής
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μεμβράνης, μεταξύ των ποδοειδών προσεκβολών, ανευρίσκονται οι πόροι των 

ενδοθηλιακών κυττάρων διαμέτρου 20-40 nm. Η μεμβράνη της διηθητικής σχισμής 

αποτελείται από κάθετες ράβδους που συνδέονται στα πλάγια με τα παρακείμενα 

επιθηλιακά κύπαρα με σχηματισμό που θυμίζει φερμουάρ και συνολικά 

δημιουργούν ένα χώρο διαστάσεων 4x14 nm, ο οποίος αντιστοιχεί στη διάμετρο 

του μορίου της λευκωματίνης. Δημιουργείται έτσι ένας φραγμός στη διήθηση 

ουσιών που σχετίζεται με το μέγεθος των ουσιών (5).

Η επιφάνεια των ποδοκυπάρων, οι προσεκβολές τους και η μεμβράνη της 

διηθητικής σχισμής καλύπτονται από στρώμα σιαλογλυκοπρωτεϊνών, οι οποίες 

δημιουργούν ένα ισχυρό αρνητικό φορτίο. Δημιουργείται έτσι ένας δεύτερος 

φραγμός στη διήθηση ουσιών που σχετίζεται με το φορτίο των διηθούμενων 

μορίων (6).

Βασική μεμβράνη του σπειράματος

Έχει πάχος 150-350 nm και αποτελείται από τρεις διαφορετικές στιβάδες: μια 

παχιά κεντρική, το πυκνό πέταλο (Lamina Densa, LD), το έσω πέταλο (Lamina 

Rara Interna, LRI) που έρχεται σε επαφή με το ενδοθήλιο και το έξω πέταλο 

(Lamina Rara Externa, LRE) που έρχεται σε επαφή με τα επιθηλιακά κύπαρα. 

Συντίθεται από τα ποδοκύπαρα και τα ενδοθηλιακά κύπαρα και αποτελείται από 

κολλαγόνο τύπου IV και V, πρωτεογλυκάνες και γλυκοπρωτεΐνες (7).

Ενδοθηλιακά κύπαρα

Το τοίχωμα των τριχοειδών καλύπτεται από στιβάδα ενδοθηλιακών κυπάρων 

που προσκολλώνται στην εσωτερική επιφάνεια της GBM μέσω λεπτών ινιδίων. Το 

ενδοθήλιο εμφανίζει οπές διαμέτρου 50-100 nm (fenestrations), η πλειονότητα των



9

οποίων στερείται διαφράγματος. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα καλύπτονται από ένα 

λεπτό στρώμα γλυκοπρωτεϊνης πλούσιας σε σιαλικό οξύ, η οποία φορτίζει 

αρνητικά την επιφάνεια των κυττάρων. Συμμετέχουν κυρίως στη ρύθμιση της 

■πήξης, της φλεγμονής και σε ανοσολογικούς μηχανισμούς.

Μεσάγγειο

Αποτελεί εξειδικευμένο ιστό των νεφρώνων. Περιέχει μεσαγγειακά κύτταρα 

και μεταξύ αυτών άμορφη ουσία, η οποία καλείται μεσαγγειακή (matrix). 

Τοπογραφικά διαιρείται σε σπειραματικό και εξωσπειραματικό μεσάγγειο. Τα 

κύπαρα του μεσαγγείου διακρίνονται σε αυτόχθονο ή τύπου I, σε κύτταρα τύπου II 

ή άποικοι και κύπαρα τύπου III. Τα τύπου I προέρχονται πιθανότατα από τα λεία 

μυϊκά κύπαρα και είναι ικανά να εκτελούν ενδοκύττωση και φαγοκύττωση. 

Εκκρίνουν κολλαγόνο IV και V, ινονεκτίνη και προσταγλανδίνες. Τα κύτταρα τύπου 

II εμφανίζουν χαρακτήρες μονοκυπάρων και μακροφάγων, ενώ τα τύπου III 

ποριστούν κυκλοφορούντο μονοκύπαρα τα οποία παγιδεύονται στο μεσάγγειο του 

σπειράματος.

Η μεσαγγειακή ουσία αποτελείται από πλήθος μορίων που συντίθενται και 

εκκρίνονται από τα μεσαγγειακά κύπαρα, όπως κολλαγόνο τύπου IV, ινονεκτίνη, 

ακτινομυοσίνη και χονδροϊτίνη της πρωτεογλυκάνης. Ένα τμήμα των τριχοειδών 

του σπειράματος βρίσκεται σε επαφή με το μεσάγγειο έτσι ώστε η διάμετρός τους 

να μεταβάλλεται ανάλογα με τη συσπαστική ή διασταλτική δράση του μεσαγγείου. 

Οι κυριότερες λειτουργίες του μεσαγγείου είναι: α)πρόσληψη και απομάκρυνση 

μεγαλομοριακών ουσιών, όπως ανόργανα σωματίδια, πολυσακχαρίτες και 

ανοσοσυμπλέγματα β)ρύθμιση της σπειραματικής κυκλοφορίας γ)παραγωγή
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ορμονών και δομικών πρωτεογλυκανών και δ)τοτπκή ανοσορρύθμιση-παραγωγή 

ελευθέρων ριζών (8 ).

Β. ΣΠΕΙΡΑΜΑ ΤΙΚΟΣ ΦΡΑΓΜΟΣ ΔΙΗΘΗΣΗΣ

Τα ενδοθηλιακά κύτταρα, η βασική μεμβράνη και τα επιθηλιακά κύπαρα 

αποτελούν το «φίλτρο» που διηθεί καθημερινά 30% του συνολικού όγκου 

πλάσματος. Η πολύπλοκη ιστολογική αυτή δομή φαίνεται να λειτουργεί ως 

φραγμός στη διέλευση ουσιών ως προς το μέγεθος και το φορτίο. Έχει ήδη 

αναφερθεί ότι ο τρόπος που διαπλέκονται οι ποδοειδείς προσεκβολές αφήνει οπή 

συγκεκριμένων διαστάσεων. Έτσι νερό και μικρού μοριακού βάρους ουσίες 

(μοριακό βάρος <10kDa) εύκολα διαπερνούν το «φίλτρο», σε αντίθεση με τις 

μεγάλου μοριακού βάρους ενώσεις (>70kDa)(9). Όσο αφορά το φορτίο έχει ήδη 

αναφερθεί ότι τόσο τα ποδοκύτταρα, όσο και τα ενδοθηλιακά κύπαρα είναι 

αρνητικά φορτισμένα και εμποδίζουν τη διέλευση μορίων με αρνητικό φορτίο. 

Μείωση του φορτίου έχει παρατηρηθεί σε μοντέλα πειραματικής 

σπειραματονεφρίτιδας με αμινονουκλεοσίδη και σε ανθρώπους με λευκωματουρία 

(10-11). Η νεφρική κάθαρση ουδέτερων δεξτρανών κατόπιν ενδαγγειακής έγχυσης 

σε ασθενείς με νόσο ελάχιστων αλλοιώσεων είναι μικρότερη από ότι σε υγιείς, 

γεγονός που αποδεικνύει ότι η βλάβη αφορά μόνο το φραγμό διήθησης ως προς 

το φορτίο (12). Αντιθέτως σε άλλες σπειραματονεφρίτιδες όπως η μεμβρανώδης, η 

έγχυση δεξτρανών διαφορετικών μοριακών βαρών απέδειξε ότι η βλάβη αφορά το 

φραγμό μεγέθους και όχι φορτίου (13).

Φαίνεται λοιπόν ότι τα επιθηλιακά κύπαρα έχουν τον κύριο ρόλο στη διήθηση 

των ουσιών. Η αρχική παρατήρηση αφορούσε κληρονομικές 

σπειραματονεφρίτιδες, όπως το σύνδρομο ονυχο-οστεοδυστροφίας και το
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συγγενές νεφρωσικό σύνδρομο τύπου Φιλανδίας. Κοινό σημείο στο ηλεκτρονικό 

μικροσκόπιο αυτών των σπειραματονεφριτίδων καθώς και πολλών μη 

κληρονομικών είναι η βλάβη των ποδοκυττάρων. Τα κύτταρα αυτά υφίστανται 

σημαντικές δομικές αλλαγές και κατά τόπους οι ποδίσκοι τους διαχωρίζονται από 

τη μεμβράνη. Το ώριμο επιθηλιακό κύτταρο (ποδοκύτταρο) όχι μόνο αδυνατεί να 

αντιδράσει στον τραυματισμό του και να διορθώσει τη βλάβη -προκαλώντας έτσι 

μόνιμη βλάβη του φραγμού- αλλά ενεργοποιεί μηχανισμούς αποδιαφοροποίησης 

της μεσαγγειακής ουσίας που οδηγούν στη σπειραματοσκλήρυνση (14).

Στα ποδοκύτταρα έχει αναγνωρισθεί mRNA πρωτεϊνών που συσχετίζονται με 

το σπειραματικό φραγμό διήθησης. Η μεγαλίνη είναι μία διαμεμβρανική πρωτεΐνη 

600kDa που ανήκει στην οικογένεια των υποδοχέων LDL και αποτελεί το στόχο 

των αντισωμάτων στην πειραματική σπειραματονεφρίτιδα Heyman (15). Η 

νεφρίνη, μια άλλη πρωτεΐνη 135kDa που έχει εντοτησθεί στη μεμβράνη της 

διηθητικής σχισμής(16), έχει συσχετισθεί με το συγγενές νεφρωσικό σύνδρομο 

τύπου Φιλανδίας και έχει αποκωδικοποιηθεί η μετάλλαξη του γονιδίου της (17). Η 

ποδοπλανίνη και η συναπτοποδίνη είναι επίσης πρωτεΐνες που ανιχνεύθηκαν στα 

ποδοκύπαρα και των οποίων η έκφραση συσχετίζεται με την άρτια δομή και 

λειτουργία των ποδοκυπάρων, η δε απουσία τους με εικόνα σπειραματονεφρίτιδας 

(18,19). Τέλος η GLEPP- 1  (glomerular epithelial protein-1) είναι μια μεμβρανική 

φωσφατάση της τυροσίνης στις προσεκβολές των ώριμων ποδοκυττάρων. 

Μειωμένη έκφραση της πρωτεΐνης ή μετατόπισή της στη βάση των ποδοκυττάρων 

έχει βρεθεί σε πειραματικά μοντέλα νεφρίτιδας σε επίμυς, καθώς και σε νεφρικό 

ιστό ασθενών με συγγενές νεφρωσικό σύνδρομο τύπου Φιλανδίας, νόσο 

ελάχιστων αλλοιώσεων και εστιακή σπειραματοσκλήρυνση (2 0 , 2 1 ).
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Αγγειοδραστικές ουσίες όπως η αγγειοτενσίνη II, οι προσταγλανδίνες η 

αντιδιουρητική ορμόνη και η παραθορμόνη ρυθμίζουν τη σπειραματική διήθηση 

μέσω του τόνου των αρτηριδίων και του συντελεστή σπειραματικής διήθησης. Η 

αγγειοτενσίνη II αυξάνει την αποβολή πρωτεΐνης στα ούρα και αλλάζει το φραγμό 

της μεμβράνης ως προς το μέγεθος (22,23). Ειδικότερα μελέτες σε καλλιέργειες 

ποδοκυττάρων απέδειξαν ότι η αγγειοτενσίνη II σε διάφορες συγκεντρώσεις 

εκπολώνει τα ποδοκύτταρα και αλλάζει το σχήμα τους (25). Επιπλέον είναι 

αυξητικός παράγοντας και ενεργοποιεί τον πολλαπλασιασμό των ενδοθηλιακών 

και μεσαγγειακών κυττάρων, τη σύνθεση κολλαγόνου IV και την παραγωγή 

μεσοκυπάριας ουσίας (24), ιδιότητες που εμπλέκονται λιγότερο ή περισσότερο 

στον καταρράκτη αντιδράσεων της σπειραματικής βλάβης. Οι κλινικές μελέτες 

έχουν επιβεβαιώσει τα πειραματικά αυτά δεδομένα: η φαρμακευτική αναστολή του 

συστήματος ρενίνης-αγγειοτενσίνης μειώνει την πρωτεϊνουρία και βελτιώνει τη 

νεφρική λειτουργία σε ασθενείς με σπειραματονεφρίτιδα (26). Για το λόγο αυτό οι 

αναστολείς του μετατρεπτικού ενζύμου και οι νεώτεροί τους ανταγωνιστές των 

υποδοχέων της αγγειοτενσίνης II αποτελούν σημαντικά φάρμακα στην εξέλιξη των 

σπειραματονεφριτίδων.

II. ΝΕΦΡΩΣΙΚΟ ΣΥΝΔΡΟΜΟ

Ο Schreiner όρισε το νεφρωσικό σύνδρομο ως «κλινική οντότητα με πολλές 

αιτίες, χαρακτηριζόμενη από αυξημένη διαπερατότητα του σπειράματος και 

εκδηλούμενη κλινικά με μαζική πρωτεϊνουρία και λιπιδουρία. Χαρακτηρίζεται 

επίσης από οιδήματα, υποαλβουμιναιμία, υπερλιπιδαιμία και υπερπηκτικότητα. Η
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πρωτεϊνουρία συνήθως ξεπερνά τα 3,5 9 /ημέρα/1 ,7 3 πι2 επιφάνειας σώματος σε 

άτομα με φυσιολογική νεφρική λειτουργία» (27).

Οι κυριότερες νόσοι και αίτια που προκαλούν ή εμφανίζονται κλινικά ως 

νεφρωσικό σύνδρομο φαίνονται στον πίνακα 1 (28).
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Πίνακας 1 Νόσοι και αίτια που προκαλούν ή εμφανίζονται κλινικά ως νεφρωσικό σύνδρομο

I) Ιδιοπαθείς σπειραματονεφρίτιδες

II) Σπειραματοπάθειες ως επιπλοκή νόσων που εκδηλώνονται με νεφρωσικό

Α. Φάρμακα

Χρυσός

Πενικιλλαμίνη

Ηρωίνη

Προβενεσίδη

Μη στεροειδή αντιφλεγμονώδη

Ουαρφαρίνη

Ιντερφερόνη

Σκιαγραφικά

Ριφαμπικίνη

Λίθιο

Καπτοπρίλη

Β-. Αλλεργιογόνα. εμβολιασμοί

Δήγμα όφεως και σφήκας

Ορονοσία

Εμβόλια

Γ. Λοιμώξεις

α)μικροβιακές. λοιμώδης ενδοκαρδίτιδα, 

λέπρα, σύφιλη, χρόνια πυελονεφρίτιδα με 

κυστεοουρητητική παλιινδρόμηση,

μεταστρεπτοκοκκική σπειραματονεφρίτιδα 

β)ιογενεΙς: ηπατίτιδα Β, κυτταρομεγαλοϊός, 

ιός Epstein-Barr, έρπη ζωστήρα, HIV  

γ)παρασιτώσεις. ελονοσία, τοξοπλάσμωση, 

σχιστοσωμίαση, φιλαρίαση, τρυπανοσωμίαση 

Δ. Νεοπλάσματα

Καρκινώματα και σαρκώματα, πνεύμονα, 

νεφρού, στομάχου, εντέρου, μαστού, 

τραχήλου, ωοθηκών,θυρεοειδούς, προστάτη, 

φάρυγγα, φαιοχρωμοκύπωμα και μελάνωμα 

Λεμφώματα Hodgkin και non-Hodgkin, 

λευχαιμία, πολλαπλό μυέλωμα,

μακροσφαιριναιμία Waldenstrom

Ε^Πολυσυστηυατικές νόσοι

Συστηματικός ερυθηματώδης λύκος

Μικτή νόσος συνδετικού ιστού

Δερματομυοσίτιδα

Ρευματοειδής αρθρίτιδα

Σύνδρομο Goodpasture

Πορφύρα Henoch-Schonlein

Αγγειίτιδες

Σύνδρομο Sjogren

Αμυλοείδωση

Ερπητική Δερματίτιδα

Σαρκοείδωση

Ελκώδης Κολίτιδα

Λιποδυστροφία

ΣΤ)Μεταβολικά και κληρονομικά νοσήματα

Σακχαρώδης Διαβήτης

Υποθυρεοειδισμός

Νόσος Graves

Σύνδρομο Alport

Σύνδρομο nail-patella

Νόσος Fabry

Έλλειψη α1-αντιθρυψίνης

Σύνδρομο Hurler

Σύνδρομο Weber-Cristian

Νόσος Charcot-Marie-Tooth

Δρεπανοκυτταρική αναιμία

Ζ)-Ποικίλα
Προεκλαμψία

Χρόνια απόρριψη μοσχεύματος 

Μονόπλευρη νεφρική αρτηριακή υπέρταση 

Λεμφαγγε ιεκτασία 

Σύνδρομο Gardner-Diamond 

Σύνδρομο Kartagener



15

Α. ΚΛΙΝΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΤΟΥ ΣΥΝΔΡΟΜΟΥ

1) Πρωτεΐνουρία

Είναι αποτέλεσμα των δομικών αλλαγών του σπειραματικού φραγμού. Τα 

επίπεδα των αποβαλλόμενων πρωτεϊνών στα ούρα ποικίλουν και εξαρτώνται 

κυρίως από το ρυθμό σπειραματικής διήθησης, την αλβουμίνη του πλάσματος 

και την πρόσληψη πρωτεϊνών με τη τροφή (29,30). Για παράδειγμα, συχνά στην 

κλινική πράξη μια σοβαρή υποαλβουμιναιμία οδηγεί σε πρωτεΐνουρία που δεν 

ξεπερνά το πιο πάνω όριο των 3,5 γραμμαρίων ημερησίως, χωρίς αυτό να 

σημαίνει ότι το σπείραμα δεν έχει σοβαρή βλάβη. Από την άλλη, μια δίαιτα 

φτωχή σε πρωτεΐνες συνοδεύεται από μείωση των πρωτεϊνών που 

αποβάλλονται στα ούρα.

Για το λόγο αυτό έχει προταθεί αντί της μέτρησης πρωτεϊνών σε συλλογές 

ούρων 24ώρου, η μέτρηση της κάθαρσης αλβουμίνης ή ειδικότερα του λόγου 

καθάρσεων π.χ κάθαρση αλβουμίνης/κάθαρση κρεατινίνης. Το πλεονέκτημα 

της τελευταίας μέτρησης είναι ότι δε χρειάζεται ο όγκος των συλλογών ούρων. 

Ένας άλλος τρόπος αποφυγής της συλλογής ούρων 24ώρου είναι ο 

υπολογισμός του λόγου συγκεντρώσεων πρωτεΐνης /κρεατινίνης σε τυχαίο 

δείγμα ούρων. Λόγος μεγαλύτερος του 3,5 δηλώνει πρωτεΐνουρία νεφρωσικού 

τύπου (31).

2) Υποαλβουμιναιμία

Η μαζική απώλεια των πρωτεϊνών στα ούρα οδηγεί αργά η γρήγορα σε 

υποαλβουμιναιμία. Υπάρχει θετική συσχέτιση μεταξύ της πρωτεϊνουρίας και της 

υποαλβουμιναιμίας, αλλά υπάρχουν και εξαιρέσεις, όπως έχει ήδη αναφερθεί. 

Πολλές παθοφυσιολογικές μελέτες με ραδιοσεσημασμένη αλβουμίνη ερεύνησαν
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τη σύνθεση και τον καταβολισμό της αλβουμίνης σε καταστάσεις 

υποαλβουμιναιμίας. Η συνολική μάζα της αλβουμίνης καθώς και η μάζα της 

αλβουμίνης στο πλάσμα είναι μειωμένη, ενώ ο ρυθμός σύνθεσης της 

αλβουμίνης στο ήπαρ και ο ρυθμός καταβολισμού της είναι αυξημένος (32,33). 

Ο λόγος της μάζας της αλβουμίνης ενδαγγειακά προς το λόγο της μάζας 

εξωαγγειακά είναι 1,1 (στους φυσιολογικούς είναι 0,8). Η συγκέντρωση όμως 

της αλβουμίνης στο διάμεσο χώρο γίνεται ακόμη μικρότερη από αυτή του 

πλάσματος. Έτσι η κλίση της διατριχοειδικής ογκωτικής πίεσης είναι πολύ 

λιγότερη από όσο θα περιμέναμε, με αποτέλεσμα αυτό να λειτουργεί ως 

δικλείδα ασφαλείας στη διατήρηση του όγκου πλάσματος στους ασθενείς με 

νεφρωσικό σύνδρομο (34).

Εκτός της υποαλβουμιναιμίας, πολλές άλλες πρωτεΐνες του πλάσματος 

εμφανίζουν διαφορετικές συγκεντρώσεις. Μειωμένες συγκεντρώσεις οφείλονται 

είτε σε απώλεια στα ούρα πρωτεϊνών μεσαίου μεγέθους, είτε σε μειωμένη 

σύνθεση, αν και ελάχιστες μελέτες διακίνησης (turnover) έχουν γίνει σε 

νεφρωσικό σύνδρομο. Τα επίπεδα α2 και β σφαιρινών στο πλάσμα είναι 

αυξημένα, ενώ τα επίπεδα αι είναι φυσιολογικά ή μειωμένα. Ανοσοχημικές 

μελέτες έδειξαν ότι οι lgG σφαιρίνες είναι σημαντικά μειωμένες σε νεφρωσικό 

σύνδρομο, σε αντίθεση με τις IgA, IgM και IgE σφαιρίνες που μπορεί να 

βρεθούν και αυξημένες. Φαίνεται ότι τα επίπεδα των σφαιρινών σχετίζονται και 

με την υποκείμενη σπειραματονεφρίτιδα (35).

Όσο αφορά το συμπλήρωμα, μπορεί να είναι μειωμένες οι συγκεντρώσεις 

των Ciq, C2, Cs, C9, φυσιολογικά τα επίπεδα των Cis, C4 και Ci, ενώ τα επίπεδα 

C3 είναι φυσιολογικά παρά την απώλεια C3 στα ούρα (28). Έχουν περιγράφει 

αυξημένες συγκεντρώσεις ινωδογόνου (λόγω αυξημένης ηπατικής 

σύνθεσης)(32) και παραγόντων X, V, VII και VIII. Οι παράγοντες της πήξης XI,
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XII, η προκαλλικρεΐνη, ο ενεργοποιητής του ττλασμινογόνου και ο αναστολέας 

της καλλικρείνης είναι μειωμένοι. Οι συγκεντρώσεις των πρωτεϊνών C και S 

έχουν βρεθεί φυσιολογικές. Έχει περιγραφεί επίσης αυξημένη συσσώρευση των 

αιμοπεταλίων. Γενικά φαίνεται ότι στο νεφρωσικό σύνδρομο επηρεάζονται 

κυρίως οι παράγοντες που σχετίζονται με τον ινωδολυτικό και αντιπηκτικό 

μηχανισμό. Ίσως αυτό να αποτελεί εξήγηση της αυξημένης συχνότητας 

εμφάνισης θρομβώσεων σε αυτούς τους ασθενείς (36).

Πολλά ιχνοστοιχεία χάνονται στα ούρα, όπως χαλκός, σίδηρος και 

ψευδάργυρος (37). Η μείωση της τρανσφερίνης συμμετέχει στην υπόχρωμη 

αναιμία των ασθενών αυτών. Η έλλειψη της σφαιρίνης που συνδέεται με τη 

θυροξίνη επηρεάζει την ερμηνεία των εργαστηριακών θυρεοειδικών ελέγχων. 

Έτσι ενώ μπορεί η ολική θυροξίνη (Τ4) και η τρι-ιωδοθυρονίνη (Τ3 )να είναι 

μειωμένες, η ελεύθερη θυροξίνη (free Τ4) και η θυρεοειδοτρόπος ορμόνη (TSH) 

να είναι φυσιολογικές (38). Η απώλεια στα ούρα της σφαιρίνης που μεταφέρει 

τη χοληκαλσιφερόλη(βιταμίνη D2) μπορεί να εξηγήσει την παρατηρούμενη 

στους νεφρωσικούς ασθενείς μείωση του ιονισμένου ασβεστίου πλάσματος, τη 

διαταραγμένη απορρόφηση ασβεστίου από το γαστρεντερικό, τη χαμηλή 

συγκέντρωση της 25-υδροξυχοληκαλσιφερόλης και την αύξηση της 

παραθορμόνης (38).

3) Οίδημα

Τα οιδήματα στους ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο είναι ζυμώδη, με 

εντύπωμα και εμφανίζονται κυρίως στις περιοχές του σώματος με μεγάλη 

ελαστικότητα και μικρή διάμεση ιστική πίεση, όπως περικογχικά και εξαρτώνται 

από τη θέση του σώματος. Είναι ιδιαίτερα έντονα τις πρωινές ώρες και
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επιδεινώνονται με την ορθοστασία. Γενικά η σοβαρότητα και η έκτασή τους είναι 

ανάλογη της υποαλβουμιναιμίας, αλλά υπάρχουν και εξαιρέσεις.

Παλαιότερα θεωρούνταν ότι τα οιδήματα του νεφρωσικού συνδρόμου 

οφείλονται στην υποαλβουμιναιμία και στην υπο-ογκαιμία. Η τελευταία είναι 

αποτέλεσμα της μειωμένης ωσμωτικής πίεσης του πλάσματος που οδηγεί -  

μέσω του συστήματος ρενίνης-αγγειοτενσίνης και του συμπαθητικού 

συστήματος- στην επαναρρόφηση νατρίου από τα νεφρικά σωληνάρια.

Τα τελευταία όμως χρόνια νέες παρατηρήσεις θέτουν σε αμφισβήτηση το 

κατά πόσο οι ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο είναι υπο-ογκαιμικοί. Για 

παράδειγμα, μετρήσεις του όγκου πλάσματος σε τέτοιους ασθενείς τον 

βρίσκουν φυσιολογικό ή και αυξημένο και όχι μειωμένο (39). Τα επίπεδα του 

κολπικού νατριουρητικού πεπτιδίου είναι αυξημένα (40). Η φαρμακευτική 

αναστολή του συστήματος ρενίνης-αγγειοτενσίνης δεν προκαλεί νατριούρηση, 

όπως θα περιμέναμε αν η κατακράτηση νατρίου ήταν αποτέλεσμα 

ενεργοποίησης αυτού του συστήματος (41). Στη σπάνια περίπτωση 

δημιουργίας πρωτεϊνουρίας λόγω μη νεφρικής βλάβης (πχ. λέμφος να 

αποχετεύεται στην νεφρική πύελο) δεν δημιουργούνται οιδήματα (42). Τέλος, 

κατά την υποτροπή νεφρωσικού συνδρόμου έχει παρατηρηθεί ότι η 

κατακράτηση νατρίου αρχίζει πολύ πριν εκδηλωθεί η πρωτει'νουρία και η 

υποαλβουμιναιμία (43). Όλες αυτές οι παρατηρήσεις οδηγούν στο συμπέρασμα 

ότι η κατακράτηση νατρίου στο νεφρωσικό σύνδρομο γίνεται πρωτοπαθώς από 

το νεφρό και δεν είναι αποτέλεσμα της υπο-ογκαιμίας.

Θεωρητικά κάθε σπειραματοπάθεια μπορεί να προκαλέσει κατακράτηση 

νατρίου, αύξηση του όγκου πλάσματος και οίδημα, χωρίς υποαλβουμιναιμία. Σε 

πειραματικό μοντέλο μονόπλευρου νεφρωσικού συνδρόμου σε επίμυ 

(χορήγηση πυρομυκίνης στον ένα νεφρό) έχει αποδειχθεί ότι η κατακράτηση
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νατρίου γίνεται στο άττω εσπειραμένο σωληνάριο. Παρατηρήθηκε ακόμη ότι ο 

νεφρός που είχε υποστεί τη βλάβη δεν απαντούσε στο κολπικό νατριουρητικό 

πεπτίδιο, σε αντίθεση με τον άλλο φυσιολογικό νεφρό. Κλινικές μελέτες έδειξαν 

ότι και στον άνθρωπο υπάρχει χαμηλή ανταπόκριση του νεφρού στο κολπικό 

νατριουρητικό πεπτίδιο (44).

Τα παραπάνω βέβαια δεν αποκλείουν την εμφάνιση υποογκαιμικών 

επεισοδίων στους νεφρωσικούς, ειδικά μετά τη θεραπεία με διουρητικά. Τα 

επεισόδια αυτά εκδηλώνονται ως ορθοστατική υπόταση, περιφερική 

αγγειοσύσπαση, ταχυκαρδία, κοιλιακό άλγος, ολιγουρία ακόμη και οξεία νεφρική 

ανεπάρκεια.

4) Θρομβοεμβολικές επιπλοκές

Είναι συχνές, ιδιαίτερα στους ασθενείς με μεμβρανώδη 

σπειραματονεφρίτιδα. Μελέτες αναδρομικές και προοπτικές υπολογίζουν την 

επίπτωση τέτοιων επεισοδίων στο 20-30% των ενήλικων ασθενών. Τα 

περισσότερα επεισόδια θρομβώσεων φλεβών είναι υποκλινικά και δε γίνονται 

αντιληπτά. Μόνο 10% ασθενών με θρόμβωση νεφρικής φλέβας εμφανίζει τα 

κλασικά συμπτώματα όπως πόνο στην οσφύ, αιματουρία, αύξηση του μεγέθους 

του νεφρού και έκπτωση της νεφρικής λειτουργίας. Πολλές φορές επεισόδια 

πνευμονικής εμβολής (30% των ασθενών) και εν τω βάθει φλεβοθρόμβωσης δε 

γίνονται αντιληπτά στην κλινική πράξη (45-47).

Σπανιότερα είναι τα επεισόδια της αρτηριακής θρόμβωσης. Όσο αφορά τα 

στεφανιαία αγγεία, έχει αποσαφηνισθεί ότι οι ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο 

έχουν αυξημένο κίνδυνο στεφανιαίων συμβαμάτων. Οι περισσότερες βέβαια 

μελέτες είναι αναδρομικές, με ετερογενές υλικό και διαφορετική πρωτοπαθή 

νεφρική νόσο. Σε μια μελέτη σύγκρισης μη διαβητικών ασθενών με νεφρωσικό
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σύνδρομο με υγιείς (λαμβάνοντας υπόψη στη μετα-ανάλυση των δεδομένων 

την ηλικία, το φύλο, το κάπνισμα και την υπέρταση), ο σχετικός κίνδυνος στους 

ασθενείς για έμφραγμα μυοκαρδίου είναι 5,3 και ο αντίστοιχος για θάνατο από 

οξύ στεφανιαίο σύνδρομο είναι 5,5 (48). Σημαντικό ρόλο στην αυξημένη 

επίπτωση της αθηρωματικής νόσου διαδραματίζει και η δυσλιπιδαιμία των 

ασθενών αυτών.

Όπως αναφέρθηκε, το νεφρωσικό σύνδρομο χαρακτηρίζεται από μια 

κατάσταση υπερπηκτικότητας, η οποία συμβάλλει στην εμφάνιση 

θρομβοεμβολικών επεισοδίων. Βασικοί παράγοντες υπεύθυνοι για την 

υπερπηκτικότητα αυτή είναι : α)τα χαμηλά επίπεδα παράγοντα IX και XI β)οι 

αυξημένες συγκεντρώσεις των προπηκτικών συνπαραγόντων V και VIII γ)τα 

αυξημένα επίπεδα ινωδογόνου δ) οι μειωμένες συγκεντρώσεις αντιπηκτικών, 

όπως η αντιθρομβίνη III ε) η παθολογική δράση των αιμοπεταλίων 

(θρομβοκυττάρωση, αύξηση παράγοντα IV και θρομβοσφαρίνης in vivo) στ) η 

δυσλειτουργία του ενδοθηλίου (49).

Ο μεγάλος κίνδυνος θρομβοεμβολικών επεισοδίων καθιστά επιτακτική την 

πρόληψή τους. Δυστυχώς δεν υπάρχουν προοπτικού τύπου μελέτες για 

προφυλακτική χορήγηση αντιπηκτικής αγωγής στους ασθενείς με νεφρωσικό 

σύνδρομο. Κακοί προγνωστικοί παράγοντες για θρομβοεμβολικό επεισόδιο 

φαίνεται να είναι η χαμηλή συγκέντρωση αλβουμίνης(<259/Ι_), η μαζική 

πρωτεϊνουρία (HOg/ημέρα), τα αυξημένα επίπεδα ινωδογόνου, τα χαμηλά 

επίπεδα αντιθρομβίνης-ΙΙΙ και η υπο-ογκαιμία. Οι περισσότεροι πάντως κλινικοί 

γιατροί επιλέγουν τη χορήγηση μικρών δόσεων ηπαρίνης χαμηλού μοριακού 

βάρους σε ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο και αλβουμίνη ορού <25g/L. Η 

εμφάνιση θρομβοεμβολικών επεισοδίων αντιμετωπίζεται όπως και στους 

άλλους ασθενείς.
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5) Υπερλιττιδαιμία

Η δυσλιπιδαιμία των ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο χαρακτηρίζεται αττό 

ποσοτικές και ποιοτικές διαταραχές των λιποπρωτεϊνών. Έχει βρεθεί αυξημένη 

τιμή συγκέντρωσης ολικής χοληστερόλης, LDL-χοληστερόλης και VLDL- 

χοληστερόλης καθώς και τριγλυκεριδίων. Τα επίπεδα της HDL-χοληστερόλης 

έχουν περιγράφει αυξημένα, φυσιολογικά ή μειωμένα, αν και ο λόγος LDL- 

χοληστερόλη/ΗΟί-χοληστερόλη είναι γενικά αυξημένος. Επίσης έχουν μετρηθεί 

αυξημένα επίπεδα: της απολιποπρωτεΐνης Β (ΑροΒ), της απολιποπρωτεΐνης C 

(ApoC) και της απολιποπρωτεΐνης Ε (ΑροΕ). Όσο αφορά τις λιποπρωτεΐνες 

είναι αυξημένες οι συγκεντρώσεις των LDL και VLDL, ενώ ποικίλουν στις 

μελέτες οι τιμές για τις HDL (50-53). Τέλος έχουν βρεθεί αυξημένα επίπεδα 

λιποπρωτεΐνης(θ) [Lp(a>] (54,55). Η λιποπρωτεΐνη αυτή αποτελείται από ένα 

μόριο LDL, στο οποίο ένα μόριο απολιποπρωτεΐνης apo(a) συνδέεται με 

δισουλφιδικό δεσμό με την απολιποπρωτεΐνη Β-100. Οι ισομορφές της apo(a) 

καθορίζονται γενετικά και καθορίζουν τα επίπεδα της Lp(a). Τα επίπεδα της 

ολικής χοληστερόλης και LDL-χοληστερόλης σχετίζονται αντιστρόφως ανάλογα 

με την αλβουμίνη του ορού -ειδικότερα με το ρυθμό νεφρικής κάθαρσης της 

αλβουμίνης-και με την ωσμωτική πίεση του πλάσματος (56,57), ενώ για τη 

Lp(a) οι μελέτες είναι αντικρουόμενες (54,55,58)

Υπάρχουν όμως και ποιοτικές διαταραχές των λιπιδίων στο νεφρωσικό 

σύνδρομο. Σε ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο οι μικρές, πυκνές και πιο 

αθηρογόνες LDL III είναι περισσότερες από ότι σε φυσιολογικά άτομα, το 

αντίθετο συμβαίνει με τις μεγάλες LDL I και II. Όλα τα κλάσματα των VLDL είναι 

αυξημένα (59). Μπορεί τα επίπεδα της HDL στο νεφρωσικό σύνδρομο να 

βρίσκονται άλλοτε άλλα στις μελέτες, αλλά σταθερά το υποκλάσμα HDL2
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(μεγάλο-αραιό σωματίδιο HDL) είναι μειωμένο και έχει ανηκατασταθεί από το 

μικρό-πυκνό σωματίδιο HDL3, που είναι και το πιο αθηρογόνο (60).

Μηγανισμοί : Γενικά η υπερλιπιδαιμία του νεφρωσικού συνδρόμου 

οφείλεται σε αυξημένη ηπατική σύνθεση λιποπρωτεϊνών ή μειωμένο 

λιποπρωτεΐΥικό καταβολισμό. Τα επίπεδα της VLDL είναι αυξημένα όχι τόσο 

λόγω αυξημένης σύνθεσης, αλλά λόγω μειωμένης κάθαρσης (61). Όπως είναι 

γνωστό, ο καταβολισμός των VLDL γίνεται από την λιποπρωτεϊνική λιπάση 

(LPL) που βρίσκεται συνδεδεμένη στο ενδοθήλιο και δρα με τη βοήθεια της 

απολιποπρωτεΐνης C-ll(ApoC-ll) [σχήμα 5].
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Σχήμα 5. Μεταβολισμός των λιποπρωτεϊνών. Οι VLDL εκκρίνονται από το ήπαρ και 

στη συνέχεια υδρολύονται στο ενδοθήλιο από τη λιποπρωτεϊνική λιπάση LPL Η LPL 

είναι συνδεδεμένη ηλεκτροστατικά με τη Θειική ηπαράνη και παρουσία της 

αποπρωτείνης O il υδρολύει τα τριγλυκερίδια (TG). Η LPL είναι σημαντική στην 

προσκόλληση της VLDL στο ενδοθήλιο και στον υποδοχέα της. Συστατικά της 

επιφάνειας της VLDL, ελεύθερη χοληστερόλη και φωσφολιπίδια συμμετέχουν στο 

σχηματισμό των αρτιγενών (nascent) HDL Η ελεύθερη χοληστερόλη στη επιφάνεια της 

HDL εστεροποιείται με τη βοήθεια του ενζύμου LCAT. Οι εστέρες χοληστερόλης που 

δημιουργούνται βυθίζονται στον πυρήνα της HDL και δημιουργούνται οι πλούσιες σε 

εστέρες (CE) HDL 2. Τα υπολείμματα της VLDL (τα ελεύθερα τριγλυκεριδίων) είτε 

προσλαμβάνονται από το ήπαρ απευθείας μέσω υποδοχέων, είτε αλληλειτιδρούν με τη 

HDL 2. Στην τελευταία περίπτωση οι εστέρες χοληστερόλης της HDL 2 με τη βοήθεια 

του ενζύμου CETP ανταλλάσσονται με τα τριγλυκερίδια των υπολειμμάτων της VLDL και 

απελευθερώνεται LDL, η οποία προσλαμβάνεται από το ήπαρ (μέσω υποδοχέα).
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Στους νεφρωσικούς ασθενείς η apoC-ll στο πλάσμα είναι φυσιολογική, 

αλλά μειωμένη μετρούμενη ανά σωματίδιο VLDL, αφού τα επίπεδα της VLDL 

αυξάνονται ενώ της apoC-ll όχι (62). Πρόσφατα βρέθηκε ότι η έκφραση mRNA 

της ηπατικής και λιποπρωτεϊνικής λιπάσης και των υποδοχέων της VLDL ήταν 

μειωμένη στους ιστούς επίμυων με νεφρωσικό σύνδρομο {63). Στους ίδιους 

ΐπίμυς μειωμένη ήταν και η κάθαρση των χυλομικρών. In vitro μετρήσεις στους 

ίδιους επίμυς της ποσότητας της LPL της συνδεδεμένης στο ενδοθήλιο ήταν 

90% μικρότερη του φυσιολογικού, ενώ ήταν απολύτως φυσιολογική η ποσότητα 

της LPL στους άλλους ιστούς. Συνεπώς αυτή η μειωμένη ποσότητα LPL στο 

ενδοθήλιο πρέπει να είναι υπεύθυνη για τον μειωμένο καταβολισμό των VLDL 

και των χυλομικρών (64).

Σε αντίθεση με τις VLDL, η σύνθεση των LDL είναι αυξημένη. Ειδικότερα η 

αυξημένη σύνθεση φαίνεται να αφορά την LDL apoB-100, ενώ η VLDL apoB- 

100 είναι μειωμένη (61,65). Δεν έχει διευκρινισθεί το ακριβές ερέθισμα που 

προκαλεί την αυξημένη ηπατική σύνθεση των λιποπρωτεϊνών, αλλά φαίνεται 

σημαντικό ρόλο να παίζει η υποαλβουμιναιμία και η μειωμένη ογκωτική πίεση 

του πλάσματος, ενώ η αυξημένη δραστηριότητα της πρωτεΐνης μεταφοράς 

εστέρων χοληστερόλης (CETP) πιθανά να εξηγεί τη μειωμένη σύνθεση της 

VLDL apoB-100 (52). Όσο αφορά την Lp(a), τα επίπεδά της είναι αυξημένα 

ανεξάρτητα ισομορφών και οφείλονται σε αυξημένη σύνθεση (66).

Ο παθογενετικός μηχανισμός που οδηγεί στη δημιουργία των μικρών και 

πυκνών LDL φαίνεται να σχετίζεται με τα τριγλυκερίδια. Προτείνεται ότι σε 

υπερτριγλυκεριδαιμία, μέσω της πρωτεΐνης CETP τα τριγλυκερίδια προτιμούν 

τις LDL με αντάλλαγμα χοληστερόλη για τις VLDL (δημιουργούνται έτσι οι 

μεγάλες VLDL1). Οι πλούσιες σε τριγλυκερίδια LDL αποτελούν ιδανικό 

υπόστρωμα για τη δράση της ηπατικής λιπάσης, η οποία δημιουργεί τις μικρές
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LDL. Τέλος υπεύθυνη για την υπεροχή των HDL3 φαίνεται ότι είναι η μειωμένη 

σύνδεση της λεκιθινοχοληστερολο-ακυλοτρανφεράσης (LCAT) -ένζυμο 

απαραίτητο για την φυσιολογική ωρίμανση της HDL-με την αλβουμίνη λόγω 

υποαλβουμιναιμίας. Οι αλλαγές αυτές έχουν σαν αποτέλεσμα τη μείωση της 

λιπόλυσης των πλούσιων σε τριγλυκερίδια λιποπρωτεϊνών αλλά και τον 

καταβολισμό των χυλομικρών και VLDL (οι φυσιολογικές HDL μεταφέρουν την 

apoC-ll στις VLDL) (59).

Θεραπεία : Η ύφεση της πρωτεϊνουρίας συνοδεύεται με βελτίωση του 

λιπιδαιμικού προφίλ. Παρόλα αυτά οι ασθενείς αυτοί έχουν αυξημένο κίνδυνο 

καρδιαγγειακών νοσημάτων, πολλές δε φορές έχουν και άλλους παράγοντες 

κινδύνου π.χ αρτηριακή υπέρταση. Επιπλέον η υττερλιπιδαιμία αποτελεί 

ανεξάρτητο παράγοντα επιδείνωσης της νεφρικής βλάβης (67). Το γεγονός 

αυτό καθιστά αναγκαία τη φαρμακευτική αγωγή της δυσλιπιδαιμίας τους. Έχουν 

χορηγηθεί σε πολλές μελέτες φάρμακα όπως παράγωγα νικοτινικού οξέως, 

προβουκόλη και χολεστυραμίνη με καλά αποτελέσματα στη μείωση κυρίως της 

ολικής και LDL χοληστερόλης (51,52). Τα τελευταία όμως χρόνια προτιμούνται 

ως θεραπεία εκλογής οι στατίνες (αναστολείς της ρεδουκτάσης) λόγω της 

ασφάλειας, της αποτελεσματικότητάς τους (40-47% μείωση της ολικής και LDL 

χοληστερόλης) και των ελάχιστων παρενεργειών (68-70).

6) Λιπιδουρία

Η λιπιδουρία δεν αποτελεί γνώρισμα μόνο του νεφρωσικού συνδρόμου. Σε 

πειραματόζωα με φυσιολογική νεφρική λειτουργία σε μελέτη έγχυσης με 

ραδιοσεσημασμένη HDL, 1,9 % του εγχυόμενου HDL βρέθηκε στα ούρα (71). 

Έχει βρεθεί επίσης στα ούρα επίμυων απολιποπρωτεΐνη ΑροΑ I, ΑροΕ και 

ApoC. Η λιποπρωτεΐνη HDL και η κύρια απολιποπρωτεΐνη της apoA-l βρέθηκε
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στα ούρα υγιών ανθρώπων με ανοσοηλεκτροφόρηση. Αντιθέτως σε υγιείς δεν 

έχουν βρεθεί ποτέ απολιποπρωτεΐνες apoB και apoE, γεγονός που σημαίνει ότι 

VLDL και LDL λιποπρωτεΐνες δε διηθούνται από το φυσιολογικό νεφρό (72).

Σε επίμυς με νεφρωσικό σύνδρομο η αποβολή στα ούρα του 

ραδιοσεσημασμένου HDL ήταν σαφώς μεγαλύτερη από ότι στα φυσιολογικά 

(71). Στα ούρα επίμυων με νεφρωσικό σύνδρομο έχουν βρεθεί ίχνη VLDL και 

LDL καθώς επίσης απολιποπρωτεΐνες ΑροΑ I, II, Ε και C (73,74). Όπως 

αποδείχθηκε όμως οι λιποπρωτεΐνες που αποβάλλονται στα ούρα επίμυων με 

νεφρωσικό σύνδρομο έχουν διαφορετική σύσταση από τις λιποπρωτεΐνες των 

ούρων ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο. Άλλωστε η κύρια λιποπρωτεΐνη στο 

πλάσμα φυσιολογικών επίμυων είναι η HDL και η ίδια λιποπρωτεΐνη είναι 

κυρίως αυξημένη στο πλάσμα επίμυων σε πειραματικά μοντέλα νεφρωσικού 

συνδρόμου. Για το λόγο αυτό η χρήση των πειραματικού μοντέλου 

σπειραματονεφρίτιδας πρέπει να γίνεται με σκεπτικισμό, όσο αφορά τη 

διεξαγωγή συμπερασμάτων για τον άνθρωπο.

Στους ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο ακόμη και στην απλή 

μικροσκόπηση των ούρων αναγνωρίζονται ωοειδή λιπώδη σωματίδια 

(σωληναριακά κύτταρα με λιπίδια), κύλινδροι λιπιδίων και κρύσταλλοι 

χοληστερόλης (75) [σχήμα 6]. Σε ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο πρώτοι ο 

Klahr και συν περιέγραψαν στα ούρα ευρύ φάσμα λιπιδίων, όπως ελεύθερη 

χοληστερόλη, εστέρες χοληστερόλης, τριγλυκερίδια, ελεύθερα λιπαρά οξέα και 

φωσφολιπίδια (76). Σε πολλές μελέτες η κύρια λιποπρωτεΐνη που βρίσκεται στα 

ούρα νεφρωσικών είναι η HDL (77-82). Οι Lopez-Virella και συν βρήκαν με 

ηλεκτροφόρηση ΑροΑΙ στα ούρα ασθενών με σπειραματονεφρίτιδα, ενώ δε 

βρέθηκαν λιποπρωτεΐνες στα ούρα παιδιών με νόσο ελαχίστων αλλοιώσεων 

(77). Υπήρχε μάλιστα θετική συσχέτιση μεταξύ πρωτέίνουρίας και
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αποβαλλόμενης στα ούρα απολιποπρωτεΐνης, κάτι που παρατήρησαν και άλλοι 

μελετητές (80). Οι Shore και συν βρήκαν στα ούρα 4 ασθενών με νεφρωσικό 

σύνδρομο εκτός της HDL, VLDL, IDL και LDL καθώς και τις απολιπρωτεϊνες 

ΑροΑΙ, ApoAII, ΑροΒ, ApoCI, ApoCIII (78). Στη μελέτη αυτή -που ουσιαστικά 

είναι και η μόνη εμπεριστατωμένη- προσδιορίσθηκε αναλυτικά η σύσταση των 

αποβαλλόμενων στα ούρα λιποπρωτεϊνών με τεχνικές υπερφυγοκέντρησης και 

ηλεκτροφόρησης. Οι λιποπρωτεΐνες των ούρων φαίνεται να έχουν διαφορετική 

σύσταση από τις αντίστοιχες του πλάσματος, γεγονός που αποδίδεται από τους 

συγγραφείς στην πιθανή επεξεργασία τους κατά την σπειραματική διήθησή 

τους. Η μελέτη αυτή είναι και η μοναδική που αναφέρει την ύπαρξη LDL στα 

ούρα ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο. Η HDL ήταν αναλογικά περισσότερη 

της LDL, με επικράτηση του υποκλάσματος HDL2.

Σχήμα 6. Ένκλειστα λιπιδίων στο κυτταρόπλασμα σωληναριακού κυττάρου. Το δείγμα 

προέρχεται από τα ούρα ασθενούς με νεφρωσικό σύνδρομο. Μικροσκόπηση με 

ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σε μεγέθυνση 25000

Την τελευταία δεκαετία ο Kostner μελέτησε ειδικότερα την αποβολή 

κλασμάτων της apo(a) στα ούρα υγιών ατόμων. Σε υγιείς βρήκε ότι η apo(a)
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αποβάλλεται αποδεσμευμένη από την ΑροΒ, σε κλάσματα 30-160kDa, σε 

θετική συσχέτιση με την κρεατινίνη και τη συγκέντρωση Lp(a) ορού και 

υπολόγισε ότι η αποβολή αυτή συσχετίζεται λιγότερο από 1% με τον 

καταβολισμό της Lp(a) (83,84). Οι Chapman και συν μελετώντας τα κλάσματα 

apo(a) στα ούρα νεφρωσικών, κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι η σύστασή τους 

είναι διαφορετική από την apo(a) στα ούρα υγιών. Επιπλέον απέδειξαν ότι τα 

μεγάλα κλάσματα της apo(a) περνούν παθητικά το σπειραματικό φραγμό, ενώ 

τα μικρότερα πιθανά εκκρίνονται στα ούρα με άγνωστο μηχανισμό (85).

Υποστηρίζεται από πολλούς ότι οι λιποπρωτεΐνες που διηθούνται στο 

σπείραμα επαναρροφούνται στο εγγύς εσπειραμένο σωληνάριο προκαλώντας 

βλάβη του σωληναρίου. Φυσιολογικά ένα ποσό αλβουμίνης περνά το 

σπειραματικό φραγμό διήθησης και αποβάλλεται στον ουροφόρο χώρο. Στο 

εγγύς εσπειραμένο σωληνάριο η αλβουμίνη συνδέεται σε ειδικές θέσεις του 

επιθηλίου, ενδοκυττώνεται και αποδομείται σε αμινοξέα, έτσι ώστε τελικά μόνο 

50-150 mg αλβουμίνης να αποβάλλονται με τα ούρα καθημερινά.

Στο νεφρωσικό σύνδρομο το ποσό των πρωτεϊνών που φθάνει στο εγγύς 

σωληνάριο αυξάνεται 100 φορές, 80% δε των διηθούμενων πρωτεϊνών είναι 

αλβουμίνη. Το εγγύς εσπειραμένο σωληνάριο αναγκάζεται να επαναρροφήσει 

ποσό αλβουμίνης που ξεπερνά τις δυνατότητες του με αποτέλεσμα λύση των 

λυσοσωματίων, απελευθέρωση λυσοσωματικών ενζύμων και κινητοποίηση 

παραγόντων φλεγμονής. Πειραματικά μοντέλα απέδειξαν ότι η έκθεση των 

σωληναριακών κυττάρων σε φορτίο αλβουμίνης επάγει την έκφραση 

χημειοτακτικών παραγόντων, όπως MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-

1), TGF(Tumor Growth Factor) και ενδοθηλίνης, οι οποίοι με τη σειρά τους 

κινητοποιούν διαδικασίες φλεγμονής και ίνωσης στο σωληναριοδιάμεσο ιστό 

(86,87).
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Πειράματα σε σωληναριακά κύπαρα κουνελιού έδειξαν ότι η HDL 

προσλαμβάνεται και αποικοδομείται στο εγγύς εσπειραμένο σωληνάριο κατά 

τρόπο όμοιο με την αλβουμίνη (88). Δεν υπάρχουν μελέτες για την LDL που 

αποβάλλεται στα ούρα. Πάντως σε ιστοκαλλιέργειες φαίνεται ότι τα κύπαρα του 

εγγύς εσπειραμένου σωληναρίου έχουν τη δυνατότητα να οξειδώνουν την LDL, 

γεγονός που μπορεί να οδηγεί στον τραυματισμό και φλεγμονή του σωληναρίου 

(87).

Β. ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΟΙ ΤΥΠΟΙ ΣΠΕΙΡΑΜΑΤΟΝΕΦΡΙΤΙΔΩΝ ΠΟΥ ΕΚΔΗΛΩΝΟΝΤΑΙ 

ΚΛΙΝΙΚΑ ΜΕ ΝΕΦΡΩΣΙΚΟ ΣΥΝΔΡΟΜΟ

Η συνηθέστερη ταξινόμηση των σπειραματοπαθειών που εκδηλώνονται 

κλινικά ως νεφρωσικό σύνδρομο γίνεται με ιστολογικά κριτήρια, στηρίζεται 

δηλαδή στα χαρακτηριστικά της σπειραματικής βλάβης, όπως αυτά 

εμφανίζονται στο κοινό μικροσκόπιο (πίνακας 2). Η σχετική συχνότητα των 

διαφόρων τύπων σπειραματονεφριτίδων ποικίλα και εξαρτάται από πολλούς 

παράγοντες, όπως η ηλικία των ασθενών, η κοινωνικο-οικονομική κατάσταση, η 

γεωγραφική κατανομή, οι ενδείξεις για βιοψία νεφρού κλπ. Υπάρχει σαφώς 

διαφορετική κατανομή των σπειραματονεφριτίδων στις ηλικιακές ομάδες. Για 

παράδειγμα η πιο συχνή σπειραματονεφρίτιδα σε παιδιά προσχολικής ηλικίας 

είναι η νόσος των ελάχιστων αλλοιώσεων, ενώ σε ενήλικες >60 ετών η 

συχνότερη είναι η μεμβρανώδης (πίνακας 3)
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Πίνακας 2 .Ταξινόμηση σπειραματονεφριτίδων (ιστολογική) 

1 .Νόσος ελαχίστων αλλοιώσεων

2 . Μεσαγγειοϋπερπλαστική

3. Εστιακή σττειραματοσκλήρυνση

4. Μεμβρανώδης

δ.Μεσαγγειοτριχοειδική (ή μεμβρανοϋπερπλαστική)

Τύπου I : με υποενδοθηλιακές εναποθέσεις 

Τύπου I I : με ενδομεμβρανικές πυκνές εναποθέσεις 

Τύπου I I I : με παραλλαγές των δύο άλλων τύπων 

Θ.Ενδοτριχοειδική υπερπλαστική

Πίνακας 3. Ηλικιακή κατανομή των σπειραματονεφριτίδων

Σπειοαυατονεωοίτιδα <1 δετών 15-29ετών 30-49ετών >50ετών

Νόσος ελαχίστων αλλοιώσεων 83 31 30 23

Εστιακή σττειραματοσκλήρυνση 8 22 9 12

Μεμβρανώδης 1 5 32 34

Μεσαγγειοτριχοειδική 5 21 8 8

Λοιπές(πχ ενδοτριχοειδική) 3 21 21 21
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1)Παθογένεια

Ο μηχανισμός βλάβης του σπειράματος είναι κατά βάση ανοσολογικός 

(89,90). Το αντιγόνο-το οποίο μπορεί να είναι γνωστό, όπως ένας αριθμός 

διαφορετικών συστατικών του στρεπτόκοκκου της ομάδας Α που προκαλεί 

μεταλοιμώδη σπειραματονεφρίτιδα, ή άγνωστο-προκαλεί την ανοσολογική 

απάντηση του οργανισμού. Η ανοσολογική αυτή απάντηση είναι κυρίως η 

δημιουργία IgG αντισωμάτων. Τα αντισώματα αυτά δημιουργούν 

ανοσοσυμπλέγματα με το αντιγόνο με τρεις τρόπους : α) άμεση σύνδεση του 

αντισώματος με αντιγόνο του σπειράματος π.χ σύνδρομο Goodpasture β) 

δημιουργία του ανοσοσυμπλέγματος στην κυκλοφορία και παγίδευση στο 

σπείραμα γ) το αντιγόνο παγιδεύεται στο σπείραμα και in situ δημιουργείται 

ανοσοσύμπλεγμα. Το ανοσοσύμπλεγμα ενεργοποιεί το συμπλήρωμα και αυτό 

με τη σειρά του τα πολυμορφοπύρηνα και τα μακροφάγα που κινητοποιούνται 

στο σπείραμα. Το συμπλήρωμα (ιδίως το κλάσμα C5b9), τα κύτταρα της 

φλεγμονής και τα Τ-λεμφοκύτταρα παράγουν κυττοκίνες (ιντερλευκίνη-1 και 

TNF), μόρια προσκόλλησης (ICAM, VCAM), growth factors (PDGF, ΤΘΡβ), 

πρωτεάσες, ρίζες οξυγόνου και αγγειοδιασταλτικά μόρια (μονοξείδιο του 

αζώτου, προσταγλανδίνες, ενδοθηλίνη). Όλοι αυτοί οι μεσολαβητές της 

φλεγμονής προκαλούν τραυματισμό των επιθηλιακών κυττάρων, των 

ενδοθηλιακών και του μεσαγγείου με αποτέλεσμα δομικές αλλαγές του 

σπειράματος και κλινική εκδήλωση της σπειραματονεφρίτιδας.

Τέλος εττισημαίνεται η σημασία της σωληναριακής βλάβης στην 

πρόγνωση και πορεία της σπειραματονεφρίτιδας. Η έκτασή της και η χρονιότητά 

της αποτελούν κακό προγνωστικό παράγοντα στην εξέλιξη της βλάβης (90). 

Επιπλέον η ίδια η λευκωματουρία αποτελεί ανεξάρτητο παράγοντα
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σπειραματικής βλάβης γιατί όχι μόνο προάγει μέσω ποικίλων μηχανισμών τη 

σπειραματοσκλήρυνση, αλλά και προκαλεί βλάβη στα σωληναριακά κύπαρα και 

φλεγμονή του διάμεσου ιστού (92).

Στη συνέχεια περιγράφονται τα κυριότερα χαρακτηριστικά των 

συχνότερων σπειραματονεφριτίδων.

2)Νόσος ελάχιστων αλλοιώσεων

Η σπειραματονεφρίτιδα αυτή ονομάστηκε έτσι γιατί στο κοινό μικροσκόπιο 

η σπειραματική μεμβράνη φαίνεται άθικτη. Αποτελεί τη συχνότερη 

σπειραματονεφρίτιδα των παιδιών (80%) με αιχμή εμφάνισης στις ηλικίες 2-6 

ετών. Σπάνια αποτελεί δευτεροπαθή νεφρική προσβολή συστηματικότερης 

νόσου, όπως Hodgkin και non-Hodgkin λεμφώματα, όγκοι συμπαγών οργάνων 

(καρκίνωμα νεφρού, παγκρέατος, προστάτη και παχέως εντέρου).

Στο μικροσκόπιο ο παθολογοανατόμος μπορεί να δει μέτρια αύξηση των 

κυπάρων του μεσαγγείου, ενώ τα επιθηλιακά κύτταρα μπορεί να δείχνουν 

διογκωμένα. Το τοίχωμα των τριχοειδών είναι λεπτό (93). Σπάνια βρίσκονται 

περιοχές με σκλήρυνση, εύρημα κακής προγνωστικής αξίας. Τα εγγύς 

εσπειραμένα σωληνάρια περιέχουν συχνά σταγόνες λιπιδίων, ενώ σπάνια 

μπορεί να βρεθούν εστιακά περιοχές με ατροφία σωληναρίων, παχυσμένη 

βασική μεμβράνη σωληναρίων και διάμεση νεφρίτιδα. Αν τέτοιες περιοχές είναι 

πολλαπλές και εκτεταμένες θα πρέπει να συζητηθεί διαφοροδιαγνωστικά η 

ύπαρξη εστιακής σπειραματοσκλήρυνσης. Σε αυτή την περίπτωση πρέπει να 

γίνουν επιπρόσθετες και εκτεταμένες τομές του ιστολογικού υλικού προς 

αναζήτηση περιοχών με αρχόμενα σκληρυντικά στοιχεία. Αλλαγές στα αγγεία 

δεν παρατηρούνται, παρά οι σχετιζόμενες με την ηλικία του ασθενούς. Στο 

ηλεκτρονικό μικροσκόπιο αναγνωρίζονται οι βασικές βλάβες στα ποδοκύπαρα:
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οίδημα των ποδίσκων και εξαφάνιση της μεμβράνης της διηθητικής σχισμής. Η 

βασική μεμβράνη παραμένει άθικτη, ενώ συχνά παρατηρούνται συσσωρεύσεις 

αιμοπεταλίων και ινική στον αυλό των τριχοειδών. Ανοσοϊστοχημικά δεν 

υπάρχει συνήθως καμία εναπόθεση ανοσοσφαιρίνης ή συμπληρώματος. 

Επισημαίνεται η δυσκολία διαφοροδιάγνωσης μεταξύ αρχόμενης εστιακής 

σπειραματοσκλήρυνσης και νόσου ελάχιστων αλλοιώσεων στηριζόμενοι 

αποκλειστικά σε λιγοστές τομές βιοπτικού υλικού σε ασθενή με αρχόμενο 

νεφρωσικό σύνδρομο (94). Η ανθεκτικότητα της πρωτεϊνουρίας στη χορήγηση 

κορτικοστεροειδών αποτελεί ένδειξη νέας βιοψίας και πιθανότατα αλλαγή της 

αρχικής διάγνωσης.

Πορεία : Η νόσος χαρακτηρίζεται από υφέσεις-εξάρσεις και μεγάλη 

ευαισθησία στα κορτικοστεροειδή. Αυτόματες υφέσεις περιγράφονται στο 50% 

των ασθενών, αν και το πραγματικό ποσοστό είναι δύσκολο να υπολογισθεί 

αφού οι περισσότεροι ασθενείς λαμβάνουν εξαρχής κορτιζόνη. Η νόσος 

ακολουθεί συνήθως τα εξής πρότυπα : α)πλήρης ύφεση της πρωτεϊνουρίας με 

τη χορήγηση ενός κύκλου θεραπείας με κορτιζόνη β) ύφεση με την κορτιζόνη, 

αλλά <2 υποτροπές στο πρώτο εξάμηνο της ύφεσης, γ) ύφεση της 

πρωτεϊνουρίας, αλλά >2 υποτροπές στο πρώτο εξάμηνο της ύφεσης δ) αρχική 

ανταπόκριση και ακολούθως αντοχή στη θεραπεία ε) ανθεκτικότητα στην αρχική 

θεραπεία, αλλά πλήρης ύφεση με το πέρας της θεραπείας στ) καμία ύφεση ζ) 

αυτόματη ύφεση χωρίς θεραπεία (95,96)

Θεραπεία: Στα παιδιά χορηγείται από το στόμα πρεδνιζόνη 60mg/m2/p0pa 

σε διαιρεμένες δόσεις, ενώ στους ενήλικες 1,5 ing/kg/ημέρα. Σε 4 εβδομάδες 

90% των παιδιών απαντούν στη θεραπεία με πλήρη ύφεση της πρωτεϊνουρίας, 

οπότε μειώνεται και η δόση στα 35π^/τη2/ημέρα σε μία δόση κάθε πρωί. Η 

θεραπεία συνεχίζεται για 4 ακόμη εβδομάδες μετά την πλήρη ύφεση. Πρώιμη ή
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απότομη διακοπή της κορτιζόνης οδηγεί σε υποτροπή της νόσου. Οι ενήλικες 

απαντούν καθυστερημένα στην κορτιζόνη, μετά τις 8 εβδομάδες συνήθως και 

συχνά απαιτούνται θεραπείες διάρκειας 16-20 εβδομάδων. Στις υποτροπές 

επαναχορηγείται κορτιζόνη. Αν ωστόσο δεν παρατηρηθεί ύφεση, μπορεί να 

χορηγηθούν ανοσοκατασταλτικά, όπως κυκλοφωσφαμίδη ή χλωραμβουκίλη ή 

κυκλοσπορίνη (97).

3)Μεσαγγειοϋττερπλαστική

Η σπειραματονεφρίτιδα αυτή αποτελεί το 10% των σττειραματονεφριτίδων 

με ιδιοπαθές νεφρωσικό σύνδρομο. Χαρακτηρίζεται από σημαντική αύξηση της 

κυπαροβρίθειας του μεσαγγείου. Μικρή αύξηση των μεσαγγειακών κυπάρων 

παρατηρείται ιστολογικά και στη νόσο των ελαχίστων αλλοιώσεων. Το γεγονός 

αυτό σε συνδυασμό με την υποκειμενικότητα της μέτρησης της κυπαροβρίθειας 

εξηγεί την πιθανότητα να καταχωρηθεί μια τέτοια σπειραματονεφρίτιδα ως 

νόσος ελαχίστων αλλοιώσεων και το αντίστροφο. Η μεσαγγειοϋπερπλαστική 

σπειραματονεφρίτιδα που συνοδεύεται από εναποθέσεις IgA αποτελεί ιδιαίτερη 

νόσο που χαρακτηρίζεται ως IgA νεφροπάθεια. Τέλος, η ύπαρξη πολλών 

κυπάρων στο μεσάγγειο αποτελεί μη ιδιαίτερο γνώρισμα πολλών νόσων πχ 

ΣΕΛ (πίνακας 4)(98)
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Πίνακας 4. Μεσαγγειοϋπερπλαστική σπειραματονεφρίτιδα 

Α,Ιδιοπαθής

IgA εναποθέσεις (IgA νεφροπάθεια)

IgM /  C3 εναποθέσεις (IgM νεφροπάθεια)

Άλλες εναποθέσεις 

ΒΑευτεροπαθής

Αποδραμούσα μεταλοιμώδης σπειραματονεφρίτιδα 

ΣΕΛ, Ρευματοειδής αρθρίτιδα, αγκυλοποιητική σπονδυλίτιδα 

Αλκοολική και πρωτοπαθής χολική κίρρωση 

Φλεγμονώδεις νόσοι του εντέρου

Σαρκοείδωση, ιδιοπαθής πνευμονική αιμοσιδήρωση, κυστική ίνωση 

Ψωρίαση

Καρκίνωμα πνεύμονα, λάρυγγα και παγκρέατος

Henoch-Schonlein πορφύρα

Σύνδρομο Alport

Σύνδρομο Goodpasture

πενικιλλαμίνη

Στο κοινό μικροσκόπιο, εκτός της κυτταροβρίθειας του μεσαγγείου δεν 

παρατηρείται άλλη σημαντική βλάβη των αγγείων, του διάμεσου ιστού ή της 

σπειραματικής μεμβράνης. Στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο ιδιαίτερο εύρημα 

αποτελεί η ύπαρξη κοκκιωδών και ομοιογενών εναποθέσεων στο μεσάγγειο 

που πιστεύεται ότι είναι IgM. Οι ποδίσκοι των ποδοκυττάρων είναι οιδηματώδεις 

και περιστασιακά φαίνεται να αποχωρίζονται από το κυτταρόπλασμα. Πάχυνση 

και ασυνέχεια της βασικής μεμβράνης παρατηρείται σε μερικές βιοψίες. 

Ανοσοϊστοχημικά παρατηρούνται εναποθέσεις IgM στο μεσάγγειο και στο
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τοίχωμα των αγγείων. Οι εναποθέσεις αυτές ίσως διαδραματίζουν βασικό ρόλο 

στην παθογένεση της σπειραματοπάθειας. Μπορεί επίσης να παρατηρηθούν 

εναποθέσεις IgG, C3 ή και καθόλου εναποθέσεις.

Θεραπευτικά δίνεται κορτιζόνη, ειδικά όταν υπάρχουν εναποθέσεις IgM και 

C3. Σε περίπτωση που η πρωτεϊνουρία επιμένει, έχουν δοκιμασθεί διάφορα 

ανοσοκατασταλτικά φάρμακα.

Ειδικότερα για την IgA νεφροπάθεια, αποτελεί τη συχνότερη ιδιοπαθή 

σπειραματοπάθεια. Συνήθως οι ασθενείς εμφανίζουν επεισόδια μακροσκοπικής 

αιματουρίας μετά από λοίμωξη του αναπνευστικού ή μικροσκοπική αιματουρία 

και πρωτεϊνουρία σε τυχαίο έλεγχο. Περίπου 20% των ασθενών εμφανίζονται με 

σοβαρή νεφρική ανεπάρκεια και 15-40% του συνόλου των ασθενών καταλήγει 

σε χρόνια νεφρική ανεπάρκεια (99). Κακοί προγνωστικοί παράγοντες είναι: η 

πρωτεϊνουρία >1 g/μέρα, η αρτηριακή υπέρταση, η έκπτωση της νεφρικής 

λειτουργίας και η παρουσία διαμεσοσωληναριακής βλάβης στη βιοψία νεφρού 

(100). Θεραπευτικά η χορήγηση κορτιζόνης μειώνει μέχρι 50% την 

πρωτεϊνουρία και την πιθανότητα επιδείνωσης της νεφρικής λειτουργίας (101). 

Μετα-ανάλυση 4 μελετών που χορήγησαν ω-3 πολυακόρεστα λιπαρά οξέα, 

έδειξε όφελος ως προς τη διατήρηση σταθερής της νεφρικής λειτουργίας σε 

ποσοστό 75% (102).

4)Εστιακή και τμηματική σπειραματοσκλήρυνση

Η συχνότητα της σπειραματονεφρίτιδας αυτής στους ενήλικες με ιδιοπαθές 

νεφρωσικό σύνδρομο είναι 15-20%, ενώ στα παιδιά είναι 7-15%. Στους 

μαύρους η επίπτωση της νόσου είναι διπλάσια από ότι στους λευκούς. 

Χαρακτηριστικό γνώρισμα της νόσου αποτελεί η κακή ανταπόκριση στη

θεραπεία, η γρήγορη επιδείνωση της νεφρικής λειτουργίας και η αρτηριακή
I
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υπέρταση (103). Πλην της ιδιοπαθούς εστιακής σπειραματοσκλήρυνσης, 

ποικιλία νόσων εκδηλώνεται με εμφάνιση σκληρυντικών αλλοιώσεων στο νεφρό 

(πίνακας 5).

Πίνακας 5. Εστιακή και τμηματική σπειραματοσκλήρυνση

Α.Ιδιοπαθής

ΒΛευτεροπαθής

Κατάχρηση αναλγητικών 

HIV νεφροπάθεια 

Χρήση ηρωίνης 

Δρεπανοκυτταρική αναιμία 

Σύνδρομο Alport

Κακοήθεια(λέμφωμα, λευχαιμία, καρκίνωμα)

Σαρκοείδωση

Χρόνια απόρριψη μοσχεύματος

Στο κοινό μικροσκόπιο οι βλάβες αφορούν μικρό αριθμό σπειραμάτων, 

ιδίως στη φλοιομυελώδη μοίρα, και τμήμα του σπειράματος. Πολλά σπειράματα 

παραμένουν άθικτα ή εμφανίζουν απλά μεσαγγειακή υπερπλασία. Η σκλήρυνση 

αφορά τον αγγειακό ή τον ουροφόρο πόλο του σπειράματος και ιστολογικά 

περιγράφει την αύξηση της μεσαγγείου ουσίας και της βασικής μεμβράνης. Μια 

χαρακτηριστική ζώνη (άλως) οριοθετεί την περιοχή σκλήρυνσης από τη βασική 

μεμβράνη (104) [σχήμα 5], Εναποθέσεις πρωτεΐνης (υαλίνωση) παρατηρούνται 

στον υποενδοθηλιακό χώρο με λιποειδή έγκλειστα. Τα σωληνάρια συχνά 

εμφανίζουν ατροφία και σκλήρυνση. Στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σχεδόν όλα 

τα σπειράματα έχουν διάχυτα ή τμηματικά βλάβες στα ποδοκύτταρα και 

μεσαγγειακή υπερπλασία. Στα σπειράματα με τις αλλοιώσεις στο κοινό
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μικροσκόπιο στα αρχικά στάδια παρατηρούνται ενδοτριχοειδικά και 

μεσαγγειακά αφροκύπαρα με συνοδό αύξηση της μεσαγγείου ουσίας. Τα 

αφροκύτταρα στη συνέχεια υφίστανται αποσύνθεση και ό,τι απομένει από το 

κυτταρόπλασμά τους ενσωματώνεται στα τριχοειδή και περιχαρακώνεται από 

τμήματα της βασικής μεμβράνης. Στη φάση αυτή παρατηρούνται επίσης πολλές 

εναποθέσεις. Ανοσοϊστοχημικά οι εναποθέσεις αυτές είναι κυρίως IgM, C3, C1q 

και σπανιότερα IgA και IgG.

Σχήμα 5. Εστιακή τμηματική σπειραματοσκλήρυνση. Διακρίνεται η σκληρυντική 

περιοχή του σπειράματος που συμφύεται με την κάψα, (χρώση PAS-μεθεναμίνης)

Θεραπευτικά χορηγούνται κορτικοστεροειδή, όπως και στη νόσο 

ελάχιστων αλλοιώσεων. Περίπου 50% ασθενών εμφανίζουν ύφεση της 

πρωτεϊνουρίας 5-9 μήνες μετά την έναρξη θεραπείας με κορτιζόνη σε δόση 

lmg/kg/ημέρα (105). Ανθεκτικοί στα στεροειδή θεωρούνται οι ασθενείς που 

εξακολουθούν να εμφανίζουν νεφρωσικού τύπου πρωτεϊνουρία μετά 4 μήνες 

θεραπεία με κορτιζόνη. Σε αυτούς τους ασθενείς οι εναλλακτικές θεραπείες είναι 

απογοητευτικές. Μπορεί να χορηγηθεί κυκλοφωσφαμίδη (1-2 mg/kg/ημέρα), 

αλλά στις περισσότερες μελέτες ττέτυχαν ύφεση της πρωτεϊνουρίας σε ποσοστό 

<20%. Η μοφετίλ μυκοφαινολάτη(Cellcept) είναι ένα νέο ανοσοκατασταλτικό 

που έχει δοθεί σε περιορισμένο αριθμό ασθενών με καλή ανταπόκριση της
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πρωτεϊνουρίας και της έκπτωσης της νεφρικής λειτουργίας, χωρίς όμως 

σημαντικά ποσοστά πλήρους ύφεσης (106). Σε πολλές προοπτικές μελέτες έχει 

δοκιμασθεί η κυκλοσπορίνη, και παρότι τα ποσοστά πλήρους ύφεσης 

παραμένουν χαμηλά (20%), η διατήρηση σταθερής νεφρικής λειτουργίας είναι 

σημαντικά υψηλή (>50%) συγκρινόμενη με το placebo. Στους ασθενείς που 

εμφανίζουν πλήρη ύφεση με την κορτιζόνη και υποτροπιάζουν, μπορεί να 

χορηγηθεί συνδυασμός κορτιζόνης και κυτταροστατικού (ειδικά κυκλοσπορίνης) 

για 2-3 μήνες με καλά αποτελέσματα (75% ύφεση). Έχει επίσης δοκιμασθεί η 

πλασμαφαίρεση (σε συνδυασμό με ανοσοκατασταλτική αγωγή) με 

αντικρουόμενα αποτελέσματα. Όπως σε κάθε σπειραματοπάθεια έτσι και εδώ 

σημαντικό ρόλο στην πορεία της νόσου παίζουν η καλή ρύθμιση της αρτηριακής 

πίεσης και η χρήση των αναστολέων του μετατρεπτικού ενζύμου.

Οι ασθενείς με εστιακή σπειραματοσκλήρυνση που δεν ανταποκρίνονται 

στη θεραπεία καταλήγουν σε τελικό στάδιο χρόνιας νεφρικής ανεπάρκειας 

(ΧΝΑ) σε 6-8 έτη. Όσοι εμφανίζουν βαριά πρωτεϊνουρία (>10 g/ημέρα), 

καταλήγουν σε τελικό στάδιο ΧΝΑ νωρίτερα (3 χρόνια). Η εμφάνιση ύφεσης της 

πρωτεϊνουρίας αποτελεί καλό προγνωστικό παράγοντα (<15% θα εμφανίσουν 

τελικό στάδιο ΧΝΑ) (105).

5)Μεμβρανώδης σπειραματονεφρίτιδα

Η σπειραματοπάθεια αυτή ονομάστηκε έτσι από τη χαρακτηριστική 

διάχυτη πάχυνση του τοιχώματος των τριχοειδών. Πολλές νόσοι με νεφρική 

προσβολή εμφανίζουν ίδια ιστολογική εικόνα με την ιδιοπαθή μεμβρανώδη 

σπειραματονεφρίτιδα (πίνακας 6)
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Πίνακας 6. Μεμβρανώδης σπειραματονεφρίτιδα 

Α Ιδιοπαθής 

Β Δευτεροπαθής

Λ ο ιμ ώ ν  : ηπατίτιδα Β, σύφιλη, λέπρα, σχιστοσωμίαση, φιλαρίαση, 

μεταστρεπτοκοκκική σπειραματονεφρίτιδα

Αυτοάνοσα : συστηματικός ερυθηματώδης λύκος, ρευματοειδής αρθρίτιδα, μικτή 

νόσος συνδετικού ιστού, δερματομυοσίτιδα, σαρκοείδωση, σύνδρομο Sjogren 

Νεοπλάσματα : καρκίνωμα πνεύμονα-παχέως εντέρου-μαστού-στομάχου, 

λέμφωμα και λευχαιμία

Φάρμακα : χρυσός, D-πενικιλλαμίνη, προβενεσίδη 

Μεταβολικά : θυρεοειδίτιδα, δρεπανοκυτταρική αναιμία

Στο κοινό μικροσκόπιο χαρακτηριστική είναι η πάχυνση του τοιχώματος 

του τριχοειδούς, χωρίς σημαντική υπερπλασία του μεσαγγείου ή των 

επιθηλιακών κυττάρων. Με ειδικές χρώσεις μπορεί να φανούν οι 

χαρακτηριστικές ακίδες (spikes), προσεκβολές της βασικής μεμβράνης προς 

τον ουροφόρο χώρο. Διάμεση ίνωση και ατροφία των σωληνάριων 

παρατηρείται σε άλλοτε άλλη έκταση. Στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο οι βλάβες 

είναι αποκαλυπτικές της προόδου της νόσου. Στο στάδιο ί η σπειραματική 

μεμβράνη φαίνεται άθικτη, αλλά πολύ μικρές υποεπιθηλιακές εναποθέσεις 

εμφανίζονται στο επίπεδο της μεμβράνης της διηθητικής σχισμής. Στο στάδιο II, 

διακρίνονται οι προσεκβολές της βασικής μεμβράνης μεταξύ των εναποθέσεων. 

Αυτό δίνει μια ανώμαλη εικόνα της επιθηλιακής πλευράς της σπειραματικής 

μεμβράνης, η οποία όμως διατηρεί ακόμη φυσιολογικό το πάχος της. Στο
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στάδιο III, οι προσεκβολές περικυκλώνουν τις ολοένα αυξανόμενες εναποθέσεις 

και αποδιοργανώνουν πλήρως τους ποδίσκους. Στο στάδιο IV, οι προσεκβολές 

περιχαρακώνουν πλήρως τους ποδίσκους και δημιουργούν μία εικόνα που 

μοιάζει με «ελβετικό τυρί». Ανοσοϊστοχημικά βρίσκουμε εναποθέσεις IgG και 

λιγότερο συχνά C3 στα τριχοειδή και όχι στο μεσάγγειο (107).

Η νόσος χαρακτηρίζεται από υφέσεις και εξάρσεις της πρωτεϊνουρίας. Οι 

αυτόματες υφέσεις εμφανίζονται στο 30% των ασθενών, ενώ 30% επιπλέον των 

ασθενών εμφανίζουν μερική ύφεση (πρωτεϊνουρία <2 g/ημέρα και 

>200π^/ημέρα με σταθερή νεφρική λειτουργία). 30% των ασθενών καταλήγει 

σε νεφρική ανεπάρκεια, ενώ το υπόλοιπο 10% πεθαίνει από μη νεφρικά αίτια 

(108). Η ανασκόπηση των περισσότερων μελετών έδειξε δεκαετή νεφρική 

επιβίωση στο 70-90% των ασθενών (109). Βάσει αυτών των δεδομένων, η 

απόφαση χορήγησης θεραπείας πρέπει να βασίζεται στο κατά πόσο ο ασθενής 

κινδυνεύει να χάσει νεφρική λειτουργία τα επόμενα έτη (110). Χαμηλού κινδύνου 

ασθενείς θεωρούνται αυτοί που έχουν φυσιολογική νεφρική λειτουργία και 

πρωτεϊνουρία ως 3,5 g/24copo για 6 μήνες τουλάχιστον και κατά κανόνα δε 

χρειάζεται να λάβουν ανοσοκατασταλτική αγωγή. Θεραπευτικά βέβαια 

φροντίζουμε να διατηρούμε χαμηλή την αρτηριακή πίεση (<130/8(^mHg) και 

χορηγούμε αναστολείς του μετατρεπτικού ενζύμου. Οι ασθενείς μεσαίου 

κινδύνου είναι αυτοί με φυσιολογική νεφρική λειτουργία και πρωτεϊνουρία από 

3,5 ως 6 g/24uipo. Οι μελέτες έχουν αποδείξει σημαντική μείωση της 

πρωτεϊνουρίας και αύξηση τις νεφρικής επιβίωσης σε αυτούς τους ασθενείς με 

τη χορήγηση ανοσοκατασταλτικών κα τα το σχήμα Ponticelli. Η θεραπεία αυτή 

έγκειται στη χορήγηση κορτιζόνης εναλλάξ ανά μήνα (1 γραμμάριο ενδοφλέβια 

τις 3 πρώτες ημέρες του μήνα και ακολούθως 0,5π^/1^/ημέρα κορτιζόνη από το 

στόμα τις επόμενες μέρες του μήνα) με χλωραμβουκίλη (0,2π^/Ι^/ημέρα) για 6
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μήνες (111). Έχουν δοκιμασθεί επιτυχώς και άλλα κυπαροτοξικά ττλην της 

χλωραμβουκίλης, όπως κυκλοφωσφαμίδη και κυκλοσπορίνη. Υψηλού κινδύνου 

ασθενείς είναι αυτοί με έκπτωση νεφρικής λειτουργίας ή/και εμμένουσα 

πρωτεϊνουρία >8 g/24u>po. Στους ασθενείς αυτούς δε φαίνεται να αποδίδει ούτε 

η χορήγηση κυκλοσπορίνης ούτε η χορήγηση κορτιζόνης (112).

Διαβητική νεφροπάθεια

Αποτελεί σε πολλές χώρες τη συχνότερη αιτία τελικού σταδίου χρόνιας 

νεφρικής ανεπάρκειας. Η αυξανόμενη επίπτωσή της την τελευταία δεκαετία 

οδήγησε πολλούς να τη χαρακτηρίσουν ως «σιωπηλή επιδημία» (113). Η 

διαβητική νεφροπάθεια αφορά 30-40% των ασθενών με σακχαρώδη διαβήτη 

τύπου 1, ενώ τα ποσοστά για το σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2 εξαρτώνται κύρια 

από τη φυλή (5-90%). Δεδομένου όμως ότι η μεγάλη πλειοψηφία των 

διαβητικών είναι τύπου 2, η διαβητική νεφροπάθεια αφορά κύρια αυτούς τους 

ασθενείς.

Κλινικά η πορεία της νεφροπάθειας διακρίνεται σε πέντε στάδια:

I) ο ρυθμός σπειραματικής διήθησης είναι αυξημένος και διαλείπουσα 

μικροαλβουμινουρία μπορεί να εττισημανθεί. Ιστολογικά χαρακτηρίζεται από 

υπερτροφία των σπειραμάτων και αύξηση των διαστάσεων του ορού.

II) ο ρυθμός σπειραματικής διήθησης παραμένει υψηλός και 

μικροαλβουμινουρία εμφανίζεται μετά από άσκηση. Το στάδιο αυτό 

διαπιστώνεται 1,5-5 χρόνια μετά τη διάγνωση της νόσου και ιστολογικά 

χαρακτηρίζεται από πάχυνση της βασικής μεμβράνης και διευρυσμένο 

μεσάγγειο.

III) ο ρυθμός σπειραματικής διήθησης είναι υψηλός, η
<

μικροαλβουμινουρία αποτελεί σταθερό εύρημα και εμφανίζεται και αρτηριακή
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υπέρταση. Διαπιστώνεται 5-15 χρόνια μετά τη διάγνωση και ιστολογικά 

διακρίνουμε περαιτέρω πάχυνση της βασικής μεμβράνης.

IV) ο ρυθμός σπειραματικής διήθησης μειώνεται σταθερά 5-1 Oml/min/έτος 

και η αλβουμινουρία ξεπερνά τα 500mg/24u)po. Εμφανίζεται 10-20χρόνια από 

τη διάγνωση και ιστολογικά έχουμε διάχυτη ή οζώδη σπειραματοσκλήρυνση. Η 

τελευταία χαρακτηρίζεται από περιοχές μεσαγγειακής υπερπλασίας με 

παράλληλη ανάπτυξη ινιδοειδών όζων που συνθλίβουν τα παρακείμενα 

σπειράματα (όζοι Kimmelstiel-Wilson).

V) είναι το τελικό στάδιο χρόνιας νεφρικής ανεπάρκειας (114).

Η καλή ρύθμιση του σακχάρου, η διατήρηση της αρτηριακής πίεσης σε 

επίπεδα 125/75 mmHg ανεξαρτήτως του είδους της αγωγής, η διακοπή του 

καπνίσματος και η αντιμετώπιση της υπερλιπιδαιμίας αποτελούν βασικές 

παρεμβάσεις για την πρωτοπαθή πρόληψη της εξέλιξης της διαβητικής 

νεφροπάθειας, δηλαδή στα στάδια Ι-ΙΙΙ (115). Αξίζει να σημειωθεί η υπεροχή 

' των αναστολέων του μετατρεπτικού ενζύμου στη μείωση της λευκωματουρίας 

και στη νεφροπροστασία στο σακχαρώδη διαβήτη τύπου I καθώς και των 

νεότερων ανταγωνιστών των υποδοχέων ΑΤ1 της αγγειοτενσίνης II.

ΙΙΙ.ΛΙΠΟΠΡΩΤΕΙΝΕΣ ΚΑΙ ΝΕΦΡΙΚΟΣ ΙΣΤΟΣ

Η μεγάλη προοπτικού τύπου μελέτη των Samuelsson και συν απέδειξε ότι 

η δυσλιπιδαιμία των ασθενών με χρόνια νεφρική ανεπάρκεια επιδεινώνει την 

εξέλιξη της νεφρικής βλάβης. Μάλιστα η επιδείνωση αυτή συσχετίζεται με τα 

επίπεδα της LDL χοληστερόλης και των apo(B) λιποπρωτεϊνών του ορού (67).

Είναι επίσης γνωστό ότι άτομα με συγγενή έλλειψη του ενζύμου LCAT πλην 

της δυσλιπιδαιμίας που εμφανίζουν στον ορό τους, αναπτύσσουν πρωτεϊνουρία
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και χρόνια νεφρική ανεπάρκεια. Η μελέτη των νεφρικών βιοψιών των ασθενών 

αυτών έδειξε εναποθέσεις λιπιδίων (lipid droplets) στα σπειράματα, ιδίως στις 

περιοχές με σκλήρυνση (116).

Πολλές ανοσοϊστοχημικές μελέτες σε βιοψίες νεφρών πειραματοζώων και 

ανθρώπων με σπειραματοπάθεια απέδειξαν καθήλωση λιποπρωτεϊνών στα 

σπειράματα. In vitro μελέτες προσπάθησαν να εξηγήσουν την πιθανή 

συσχέτιση των εναποθέσεων αυτών με μηχανισμούς που προάγουν τη 

σκλήρυνση του σπειράματος, χωρίς ωστόσο να έχει ακόμη διευκρινισθεί αν οι 

λιποπρωτεϊνικές εναποθέσεις είναι η αιτία ή το αποτέλεσμα της σκλήρυνσης 

(117).

Α) ΛΙΠΟΠΡΩΤΈΪΝΕΣ ΚΑΙ ΣΠΕΙΡΑΜΑ

Ανοσοϊστοχημικά έχουν βρεθεί σε βιοψίες νεφρικού ιστού ανθρώπων με 

σπειραματοπάθεια εναποθέσεις λιποπρωτεϊνών, όπως ΑροΒ των LDL και 

VLDL, Apo(a) της Ι_ρ(α), ΑροΕ. Από την άλλη πλευρά δεν έχουν βρεθεί 

εναποθέσεις ΑροΒ, ΑροΕ και Αρο(α) σε φυσιολογικούς νεφρούς. Εναποθέσεις 

ΑροΑΙ έχουν ανιχνευθεί τόσο σε υγιή ιστό όσο και σε μη σκληρυσμένες 

περιοχές σπειραμάτων από ασθενείς με σπειραματονεφρίτιδα. Οι εναποθέσεις 

ΑροΒ και ΑροΕ αφορούν κυρίως το μεσάγγειο ασθενών με 

σπειραματονεφρίτιδα (εκτός από τη νόσο των ελάχιστων αλλοιώσεων), 

ειδικότερα δε περιοχές με υπερπλασία και σκλήρυνση. Συσχετίζονται με το 

βαθμό της πρωτεϊνουρίας και της υποαλβουμιναιμίας ενώ δεν έχουν συσχέτιση 

με τα επίπεδα ολικής χοληστερόλης, αροΒ και αροΕ στον ορό. Οι εναποθέσεις 

Apo(a) αφορούν το μεσάγγειο ασθενών με διάφορες σπειραματονεφρίτιδες, 

είναι δε εντονότερες σε ασθενείς με σημαντική πρωτεϊνουρία, υποαλβουμιναιμία
<

και αυξημένα επίπεδα Lp(a) ορού (118-121).
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Καλλιέργειες επιθηλιακών κυπάρων και ινοβλαστών σπειραμάτων από 

ανθρώπους με νεφρωσικό σύνδρομο έδειξαν ότι τα κύτταρα αυτά ενώνονται και 

ενδοκυπώνουν αροΒ λιποπρωτείνες μέσω έκφράσης υποδοχέων με 

ταυτόχρονη καταστολή της σύνθεσης στερολών και ενεργοποίησης σύνθεσης 

εστέρων χοληστερόλης. Η ύπαρξη LDL-υποδοχέων στο μεσάγγειο ασθενών με 

σπειραματονεφρίτιδα ταυτοποιήθηκε αργότερα με ανοσοϊστοχημεία. Μάλιστα οι 

εναποθέσεις αυτές συμβάδιζαν με τις εναποθέσεις ΑροΒ και συσχετίζονταν με 

το βαθμό πρωτεϊνουρίας. Δεν έχουν βρεθεί εναποθέσεις σε υγιή ιστό. Επίσης 

στους ίδιους ασθενείς ανιχνεύθηκαν εναποθέσεις scavenger υποδοχέων σε 

υπερπλαστικές περιοχές των σπειραμάτων (122,123).

Τέλος οξειδωμένη LDL βρέθηκε σε σκληρυντικές περιοχές σπειραμάτων 

και στο μεσάγγειο μαζί με εναποθέσεις ΑροΒ (122).

Β)ΣΠΕΙΡΑΜΑ ΤΟΣΚΛΗΡΥΝΣΗ ΚΑΙ ΑΘΗΡΟΣΚΛΗΡΥΝΣΗ

Η διαδικασία της σπειραματοσκλήρυνσης παρουσιάζει πολλά κοινά σημεία 

με την αθηροσκλήρυνση : προσκόλληση των μονοκυττάρων στα ενδοθηλιακά 

κύπαρα των σπειραματικών τριχοειδών, διήθηση του μεσαγγείου από 

μονοκύπαρα και

πολλαπλασιασμός των μεσαγγειακών κυπάρων, δημιουργία αφρωδών 

κυπάρων (124,125).

Τα μεσαγγειακά κύπαρα σε καλλιέργειες προσλαμβάνουν LDL, η οποία 

ενεργοποιεί τον πολλαπλασιασμό τους με τους εξής μηχανισμούς (127): 

ΐ. Έκφραση των ογκογονιδίων c-fos και c-jun

ϋ. Έκφραση του m-RNA των Α και Β αλυσίδων του PDGF( platelet derived 

growth factor) στα μεσαγγειακά κύπαρα 

ϋί. Διέγερση σύνθεσης ινονεκτίνης (fibronectin) μέσω PDGF και TGF-β
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iv. Ενεργοποίηση του χημειοτακτικού παράγοντα των μονοκυτττάρων MCP-1

Τα τελευταία χρόνια οι μελέτες στράφηκαν στη πρόσληψη και 

τροποποίηση της LDL από μεσαγγειακά κύτταρα ανθρώπου. Φαίνεται ότι τα 

τελευταία σε αντίθεση με τα επιθηλιακά κύτταρα οξειδώνουν την LDL η οποία 

προκαλεί την προσκόλληση και διήθηση του μεσαγγείου από τα μονοκύπαρα. 

Για παράδειγμα πρόσφατα αποδείχθηκε ότι η οξειδωμένη LDL προάγει μέσω 

της κινάσης της τυροσίνης (ΡΤΚ) την έκφραση του m-RNA του ICAM-1 

(διακυτταρικό μόριο πρόσληψης-1) στο ενδοθήλιο των σπειραμάτων. Η 

οξειδωμένη LDL προσλαμβάνεται μέσω των scavenger υποδοχέων από 

μακροφάγα που τελικά μετατρέπονται σε αφρώδη κύτταρα (128).

Πειράματα σε μεσαγγειακά κύτταρα επίμυων έδειξαν ότι η επώαση με 

VLDL οδηγεί μέσω της MCP-1 στη διήθηση του μεσαγγείου από μονοκύτταρα 

και μετατροπή τους σε αφρώδη κύπαρα (128).

IV. ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗΣ ΑΙΜΟΠΕΤΑΛΙΩΝ (PAF)

A. PAF ΚΑΙ ΝΕΦΡΟΣ 

1) Γενικά

Ο Παράγοντας Ενεργοποίησης των Αιμοπεταλίων, PAF (Platelet 

Activating Factor) περιγράφηκε αρχικά σα δραστικός διαμεσολαβητής που 

εκκρίνεται από τα βασεόφιλα κύτταρα κουνελιού όταν υποβληθούν σε 

αναφυλακτικό shock (129,130). Ο παράγοντας αυτός προκαλεί επίσης έκκριση, 

ενεργοποίηση και συσσώρευση αιμοπεταλίων κουνελιού, γεγονός που του
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έδωσε το όνομά του το 1972 (131). Η χημική του δομή ταυτοποιήθηκε αργότερα 

το 1979 από τους Δημόπουλος και συν ως 1 -Ο-αλκυλο-2-ακετυλο-εη-γλυκερο- 

3-φωσφοχολίνη (132).

Ο PAF είναι μια οικογένεια φωσφολιπίδιων της χολίνης η βιολογική 

δραστικότητα των οποίων εξαρτάται από το μήκος των λιπαρών αλυσίδων στη 

θέση 1 και 2 (486 ως 488). Η οξική ομάδα που είναι συνδεδεμένη στη δεύτερη 

θέση είναι υπεύθυνη για τη βιολογική δράση του μορίου.

Ο PAF υπό φυσιολογικές συνθήκες υπάρχει σε διάφορα κύτταρα σε μικρές 

πολλές φορές μη ανιχνεύσιμες ποσότητες. Παράγεται όμως σε μεγάλες 

ποσότητες όταν αυτά διεγερθούν. Η δράση του δεν περιορίζεται μόνο στο 

κύπαρο από το οποίο εκκρίθηκε, αλλά και σε παρακείμενα κύτταρα (ενδοκρινής 

και παρακρινής δράση) (133). Προκαλεί in vitro και in vivo την ενεργοποίηση 

διαφόρων κυπάρων σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις (10'10 ως 10'12Μ) μέσω 

ειδικού υποδοχέα συνδεδεμένου με G-πρωτεϊνη συμμετέχοντας ως 

διαμεσολαβητής στις φλεγμονώδεις αντιδράσεις (134). Οι κυριότερες κυτταρικές 

πηγές του είναι τα βασεόφιλα κύτταρα, τα ουδετερόφιλα, τα

μακροφάγα/μονοκύτταρα, τα μαστοκύπαρα, τα ηωσινόφιλα, τα αιμοπετάλια και 

τα ενδοθηλιακά κύτταρα (πίνακας 7).
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Πίνακας 7. Οι δράσεις του PAF σε διάφορα κύτταρα θηλαστικών

ΕΙΔΟΣ ΚΥΤΤΑΡΟΥ ΔΡΑΣΗΣ TOY PAF

Αιμοπετάλια Έκκριση κοκκίων, συσσώρευση, αλλαγή σχήματος, σύνθεση 

ΑΑ και ΤΧΑ2, φωσφορυλίωση πρωτεϊνών, αύξηση 
ενδοκυττάρισυ Ca2+

Ουδετερόφιλα Συσσώρευση, χημειοτακτισμός, σύνθεση LT, αυξημένη 
προσκόλληση, αποκοκκιωση, αύξηση ενδοκυττάρισυ Ca2+, 
παραγωγή ΗΕΤΕ, έκκριση λυσοσωμιακών ένζυμων

Ηωσινόφιλα Σύνθεση LT, παραγωγή ανιόντος τσυ υπεροξειδίσυ, 
χημειοτακτισμός

Μονοκύτταρα/ Μακροφάγα Συσσώρευση, χημειοτακτισμός, διαφοροποίηση, σύνθεση 

PG και ΤΧΑ2) παραγωγή ανιόντος τσυ υπεροξειδίσυ, IL και 
TNF, αύξηση ενδοκυττάρισυ Ca2*

Ενδοθηλιακά κύτταρα Δομικές αλλαγές, αύξηση ενδοκυττάρισυ Ca2~, σύνθεση PG 
και ΤΧΑ2, έκκριση του ενεργσποιητή του πλασμινογσνσυ

Λεία μυϊκά κύτταρα Αύξηση ενδοκυττάρισυ Ca2+, ενεργοποίηση τσυ κύκλου του 
Ρ1, σύνθεση PG

Tetrahymena pyriforrrds Αύξηση ενδοκυττάρισυ Ca2*, βιοσύνθεση της PG, αύξηση 
της γλυκογονόλυσης

ΤΧΑ2: θρομβοξάνιο Aa, PI: φοκτφατιδυλοΐνοσττης LT; Ιευκατριένιο, JL: ηαερλευιάνη. ΗΕΤΕ.
υδροξυειχυσαφιένιο, TNF: παράγοντας νέκρωσης όγκων, PG: προσταχλανδίνη.

Οι νόσοι στην παθοφυσιολογία των οποίων έχει εμπλακεί ο PAF είναι 

πολλές και αφορούν κυρίως φλεγμονώδεις και αλλεργικές διεργασίες που 

εμπλέκουν το καρδιαγγειακό σύστημα, τον εγκέφαλο, τους πνεύμονες, το 

πεπτικό και αναπαραγωγικό σύστημα, τους νεφρούς, το ήπαρ και το πάγκρεας, 

το δέρμα και μεταμοσχευμένους ιστούς (135). Η δράση του PAF στα συστήματα 

αυτά μελετήθηκε κυρίως είτε με μέτρηση των επιπέδων του σε φλεγμονώδη 

εξιδρώματα είτε με αναστολή των επιδράσεών του χορηγώντας ανταγωνιστές 

υποδοχέων PAF. Πρόσφατα πειράματα σε διαγονιδιακά ποντίκια επιβεβαίωσαν 

το ρόλο του PAF στις φλεγμονώδεις διεργασίες. Διαγονιδιακά ποντίκια με 

υπερέκφραση υποδοχέων PAF εμφάνισαν πιο έντονο βρογχόσπασμο σε 

σύγκριση με τα άγριου τύπου ποντίκια όταν τους χορηγήθηκε ενδοφλεβίως PAF 

(136). Η αντίδραση μετριάστηκε όταν χορηγήθηκαν ανταγωνιστές PAF- 

υποδοχέων, θρομβοξάνη και αναστολείς λευκοτριενίων (137). Διαγονιδιακά
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ποντίκια με έλλειψη υποδοχέων PAF ήταν πολύ λιγότερο ευαίσθητα στην 

πρόκληση αναφυλαξίας και στη ανάπτυξη πνευμονικής υπερευαισθησίας με 

εισπνοή οξέως σε σύγκριση με ποντίκια ελέγχου, αλλά παρέμειναν το ίδιο 

ευαίσθητα στην βακτηριακή ενδοτοξίνη (138,139).

Υπάρχουν κύρια δύο οδοί βιοσύνθεσης του PAF:a) η διαδικασία 

αναδιαμόρφωσης (remodelling pathway) που παρατηρείται κυρίως σε 

ενεργοποιημένα κύτταρα στις φλεγμονώδεις διεργασίες και β)η de novo πορεία 

βιοσύνθεσης που αφορά την παραγωγή PAF σε μικρές ποσότητες σε 

φυσιολογικές συνθήκες στα διάφορα κύπαρα. Στην πρώτη οδό βιοσύνθεσης, 

στον ενδοκυττάριο χώρο των ενεργοποιημένων κυττάρων μια φωσφολιπάση 

παρουσία ιόντων ασβεστίου υδρολύει τον εστερικό δεσμό στη θέση sn-2 

παράγοντας τον Lyso-Paf και αραχιδονικό οξύ. Ο παραγόμενος Lyso-Paf είτε 

επανακυλιώνεται υπό την επίδραση ακυλοτρανφεράσης (140), είτε 

ακετυλιώνεται με τη δράση μιας ακετυλοτρανσφεράσης σχηματίζοντας PAF 

(141). Στη δεύτερη οδό βιοσύνθεσης, το αρχικό υπόστρωμα 1-0-αλκυλο-2- 

λυσο-εη-γλυκερο-θ-φωσφορικό οξύ ακετυλιώνεται στη θέση sn-2 θέση με τη 

δράση της ακετυλοΟοΑ-ακετυλοτρανσφεράσης παρουσία ακετυλοΟοΑ. Στη 

συνέχεια με τη δράση μιας φωσφοϋδρολάσης απομακρύνεται η φωσφορική 

ομάδα από τη sn-3 θέση του γλυκερινικού σκελετού, ενώ με τη δράση της CDP- 

φωσφοχολινοτρανσφεράσης μεταφέρεται η ομάδα της φωσφοχολίνης από τη 

CDP-χολίνη στην Ι-Ο-αλκυλο-Σ-ακετυλο-βη-γλυκερόλη (142).

Η συγκέντρωση του PAF στα κύτταρα και στους ιστούς ρυθμίζεται από τον 

καταβολισμό του παρά από τη βιοσύνθεσή του. Η αποικοδόμηση και 

απενεργοποίησή του καταλύεται από ένα μοναδικό ένζυμο την PAF- 

ακετυλοϋδρολάση.
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2) Ο ρόλος του PAF στην αιμοδυναμική του νεφρού

Έχει αποδειχθεί η σύνθεση PAF in vitro από απομονωμένο νεφρό (143), 

απομονωμένα σπειράματα, μεσαγγειακά κύτταρα σπειράματος (144), 

ενδοθηλιακά σπειραματικά κύτταρα (145), όχι όμως και από τα επιθηλιακά ή 

σωληναριακά κύπαρα (146) -πάντα μετά από ερέθισμα, όπως ισχαιμία και 

τοξικές ουσίες. Ο Sanchez-Crespo και συν (147) εντόπισαν στα ούρα 

φυσιολογικών ατόμων έναν παράγοντα ενεργοποίησης αιμοπεταλίων 

παρόμοιο με το συνθετικό PAF-acether με υποτασικές ιδιότητες, όταν ενίονταν 

σε ποντίκια. Η παρουσία PAF στο νεφρό επίμυος επιβεβαιώθηκε και με 

ανοσοϊστοχημικές μεθόδους (148).

Η ενδοφλέβια έγχυση PAF σε επίμυς μειώνει τη νεφρική ροή πλάσματος, 

το ρυθμό σπειραματικής διήθησης, την αποβολή νατρίου και την ποσότητα 

ούρων, λόγω προφανώς πτώσης της συστηματικής αρτηριακής πίεσης καιαου 

μειωμένου όγκου παλμού (149). Έχει αποδειχθεί άλλωστε ότι ο PAF προκαλεί 

υπόταση λόγω μετακίνησης πλάσματος στον διάμεσο χώρο και μείωση του 

όγκου παλμού λόγω απευθείας δράσης στα στεφανιαία αγγεία (150,151).

Αν ο PAF εγχυθεί σε μία νεφρική αρτηρία σκύλου ή επίμυος-για αποφυγή 

των συστηματικών επιδράσεων-δεν παρατηρείται πτώση αρτηριακής πίεσης και 

του ρυθμού σπειραματικής διήθησης (GFR) στον άλλο νεφρό. Αντιθέτως ο 

νεφρικός ιστός ο διηθούμενος με PAF παρουσιάζει δοσοεξαρτώμενη μείωση 

στη νεφρική ροή πλάσματος, στο ρυθμό σπειραματικής διήθησης, στην 

αποβολή νατρίου και νερού και στη ροή ούρων. Η χορήγηση αναστολέων 

αγγειοδιασταλτικών προσταγλανδινών (πχ PGE2 και PGb) επιτείνει τα 

φαινόμενα αυτά. Άρα ο PAF σε ενδοαρτηριακή χορήγηση δρα ως ισχυρός
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αγγειοσυστταστικός παράγοντας (152,153). Η χορήγηση αναστολέων του PAF 

προλαμβάνει την εμφάνιση των φαινομένων αυτών (154).

Αντιθέτως ο Handa και συν (155) βρήκαν αύξηση της νεφρικής ροής 

αίματος σε bolus χορήγηση PAF σε νεφρική αρτηρία επίμυων (ο PAF δηλαδή 

δρούσε αγγειοδιασταλτικά), ενώ η χορήγηση PAF σε μοντέλο απομονωμένου 

νεφρού ποντικιού (isolated perfused rat kidney) προκαλεί δοσοεξαρτώμενη 

μείωση των νεφραγγειακών αντιστάσεων (156). Ο Juncos και συν(157) έδωσαν 

μια πιθανή εξήγηση στα αντικρουόμενα αυτά αποτελέσματα με έγχυση PAF σε 

προσαγωγό αρτηρίδιο σπειράματος κουνελιού. Κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι 

ο PAF δρα μέσω υποδοχέα αγγειοδιασταλτικά σε μικρές συγκεντρώσεις και 

αγγειοσυσπαστικά σε μεγαλύτερες. Η αγγειοσύσπαση μάλιστα φαίνεται να 

ρυθμίζεται από παράγωγα της κυκλοξυγονάσης, ενώ η αγγειοδιαστολή από το 

μονοξείδιο του αζώτου(ΝΟ).

Σε επίπεδο σπειραμάτων η πρόκληση ισχαιμίας συνοδεύεται από 

παραγωγή PAF(158), κάτι που έχει παρατηρηθεί και σε μοντέλα ισχαιμίας 

άλλων οργάνων. Η χορήγηση ανταγωνιστών του PAF σε πειραματόζωα με 

οξεία νεφρική ανεπάρκεια λόγω ισχαιμίας, προστάτεψε σημαντικά τη νεφρική 

λειτουργία (159-161). Φαίνεται πως στη νεφρική βλάβη που προκαλεί η 

ισχαιμία, το μεγαλύτερο ρόλο παίζουν τα πολυμορφοπύρηνα που 

ενεργοποιούνται από τον PAF. Έτσι αν νεφροί που ισχαιμούν τοποθετηθούν σε 

διάλυμα επαναιμάτωσης που περιέχει ανταγωνιστή PAF μειώνεται σημαντικά η 

διήθηση από πολυμορφοπύρηνα και η νεφρική βλάβη (162). Τέλος η 

ενδοθηλίνη-ισχυρή αγγειοσυσπαστική ουσία που ενέχεται στην παθοφυσιολογία 

της οξείας νεφρικής ανεπάρκειας-προάγει in vitro τη σύνθεση PAF, ενώ η 

δράση της αναστέλλεται μερικώς από ανταγωνιστές του PAF(163,164).
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3) Ο ρόλος του PAF στη σπειραματική βλάβη

Οι πρώτες παρατηρήσεις για ανάμειξη του PAF στη σπειραματική βλάβη 

ανοσολογικής αρχής προήλθαν από την υπεροξεία απόρριψη νεφρικού 

μοσχεύματος σε πειραματόζωα, όπου αμέσως μετά τη μεταμόσχευση 

ανιχνεύθηκε PAF στη νεφρική φλέβα (165). Ακόμη σε καλλιέργεια 

απομονωμένων σπειραμάτων επίμυων με νεφρίτιδα ανιχνεύθηκε PAF, κάτι που 

δεν παρατηρήθηκε σε υγιείς επίμυς (166). Στην οξεία ορονοσία σε κουνέλια η 

εναπόθεση ανοσοσυμπλεγμάτων στα σπειράματα είναι ταυτόχρονη με την 

απελευθέρωση PAF από τα βασεόφιλα κύτταρα (167).

Η χρησιμοποίηση ανταγωνιστών του υποδοχέα PAF σε μοντέλα 

σπειραματονεφρίτιδας σε πειραματόζωα ενίσχυσε την παρατήρηση σχετικά με 

το σημαντικό ρόλο του PAF στους ανοσολογικούς μηχανισμούς της 

σπειραματικής βλάβης (168). Η χορήγηση σε κουνέλια νεφροτοξικού 

ορού(ΝΤβ) από πρόβατα προκαλεί υπερπλαστική σπειραματονεφρίτιδα που 

διακρίνεται σε δύο φάσεις:α)στην πρώιμη, όπου η σύνδεση του αντισώματος με 

τη σπειραματική μεμβράνη οδηγεί σε κινητοποίηση του συμπληρώματος και 

των πολυμορφοπύρηνων, εμφανίζεται πρωτεϊνουρία και μείωση της GFR και 

β)στην όψιμη, όπου το σπείραμα διηθείται από μακροφάγα, δημιουργείται ινική 

και καταλήγει σε εμφάνιση νεφρικής ανεπάρκειας (169,170). Η χορήγηση 

ανταγωνιστή υποδοχέα του PAF στη μεν πρώιμη φάση μειώνει την 

κυτταροβρίθεια και προλαμβάνει τη μείωση της σπειραματικής διήθησης και την 

εμφάνιση πρωτεϊνουρίας, στη δε όψιμη φάση μειώνει τη δημιουργία ινικής και τη 

διήθηση από μακροφάγα (171).

Ένα άλλο μοντέλο πειραματικής σπειραματονεφρίτιδας αφορά τη 

δημιουργία νεφροτοξικής νεφρίτιδας (ΝΤΝ) σε κουνέλια με έγχυση ορού 

εναντίον της σπειραματικής μεμβράνης. Στο μοντέλο αυτό παρατηρούνται εκτός
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των άλλων υψηλές συγκεντρώσεις παραγόντων θρομβοξάνης και 

προσταγλανδινών στα σπειράματα. Η χορήγηση ανταγωνιστή υποδοχέα PAF 

προκάλεσε μείωση παραγωγής των παραγώγων του αραχιδονικού οξέως με 

συνοδό μείωση της κυπαροβρίθειας και της ινικής (172). Ενδιαφέρουσα ήταν η 

παρατήρηση ότι ο ανταγωνιστής αυτός υπερείχε όσον αφορά την προστασία 

του σπειράματος από τον αναστολέα της θρομβοξάνης. Ο PAF προκαλεί 

επίσης πρωτεϊνουρία σε μοντέλο απομονωμένου νεφρού επίμυος, δράση που 

αναστέλλεται από ανταγωνιστή υποδοχέα του (173).

Γιατί ο ανταγωνιστής του PAF αναστέλλει την εμφάνιση της 

πρωτεϊνουρίας, βασικού γνωρίσματος κάθε σπειραματονεφρίτιδας; Έχει ήδη 

αναφερθεί ότι τα τριχοειδή του σπειράματος αποτελούν φραγμό ως προς το 

ηλεκτρικό φορτίο και το μέγεθος στη διήθηση μακρομορίων. Είναι γνωστό ότι 

στα πειραματικά μοντέλα σπειραματονεφρίτιδας η ουδετεροποίηση ή η 

καταστροφή των αρνητικών φορτίων του σπειραματικού φραγμού διήθησης 

προκαλεί πρωτεϊνουρία (5,174). Πρώτοι οι Camussi και συν (175) βρήκαν ότι η 

έγχυση PAF στα κουνέλια προκαλεί ταυτόχρονα με την κινητοποίηση των 

αιμοπεταλίων και πολυμορφοπύρηνων στο σπείραμα, την παραγωγή από τα 

κύτταρα αυτά θετικά φορτισμένων πρωτεϊνών και την εναπόθεσή τους στο 

σπειραματικό φραγμό διήθησης. Στο μοντέλο όμως του απομονωμένου νεφρού 

η προκαλούμενη από τον PAF πρωτεϊνουρία δεν είναι αποτέλεσμα αλλαγής του 

φορτίου του σπειραματικού φραγμού διήθησης, αλλά μάλλον του μεγέθους των 

πόρων. Αναλυτικότερα, η έγχυση PAF σε μοντέλο ΙΡΚ έδινε τη δυνατότητα σε 

μεγάλου μοριακού βάρους ουδέτερες δεξτράνες να διέρχονται το φραγμό, 

διαδικασία που αναστέλλεται με τη χρήση ανταγωνιστών υποδοχέων του PAF 

(176). Σε in vitro πειράματα ο PAF τροποποιεί το δίκτυο της F-ακτίνης των 

ενδοθηλιακών κυπάρων, γεγονός που οδηγεί το κύπαρο σε αλλαγή σχήματος
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και απώλεια των ιδιοτήτων προσκόλλησης (177). Πιθανά ο ίδιος μηχανισμός να 

λαμβάνει χώρα στα ποδοκύπαρα της σπειραματικής μεμβράνης και με αυτό τον 

τρόπο ο PAF να τροποποιεί το μέγεθος των πόρων. Ενισχυτική της θεωρίας 

αυτής είναι η μελέτη που αναφέρει ότι τα γλυκοκορτικοειδή σταθεροποιούν το 

σκελετό ακτίνης σε διαφόρους τύπους κυττάρων σε καλλιέργειες (178).

Η νεφροτοξικότητα πολλών φαρμάκων υπήρξε ένα άλλο μοντέλο μελέτης 

του πιθανού ρόλου του PAF στη σπειραματική βλάβη. Είναι γνωστό ότι η 

κυκλοσπορίνη συχνά προκαλεί επιδείνωση της νεφρικής λειτουργίας. Επιπλέον 

η κυκλοσπορίνη σε κυτταροκαλλιέργειες μεσαγγειακών κυττάρων επίμυων 

επάγει τη σύνθεση του PAF (179). Η χορήγηση ανταγωνιστών PAF σε επίμυς 

στους οποίους δίνεται κυκλοσπορίνη προλαμβάνει τη μείωση του GFR είτε 

αναστέλλοντας την αγγειοσύσπαση του προσαγωγού αρτηριδίου (180), είτε 

μειώνοντας την παραγωγή προϊόντων οξείδωσης στη σπειραματική μεμβράνη 

που προκαλεί η κυκλοσπορίνη (181). Η γενταμυκίνη, ένα άλλο νεφροτοξικό 

φάρμακο, προάγει τη σύνθεση PAF και εικοσανοειδών στα μεσαγγειακά 

κύτταρα in vitro (182). Η χορήγηση ανταγωνιστών PAF σε επίμυς που 

λαμβάνουν γενταμυκίνη προλαμβάνει μερικώς τη μείωση του GFR και τη 

σωληναριακή βλάβη, βασικό χαρακτηριστικό της νεφρικής βλάβης που 

προκαλεί το φάρμακο (183). Ανάλογη είναι η δράση των ανταγωνιστών του PAF 

σε πειραματόζωα που λαμβάνουν ένα άλλο νεφροτοξικό φάρμακο τη 

σισπλατίνη (184).

Η αγγειοτενσίνη II όπως και ο PAF φαίνεται ότι προκαλούν πρωτεϊνουρία 

όχι μόνο μέσω αιμοδυναμικών μεταβολών, αλλά και μέσω αλλαγών στο φραγμό 

σπειραματικής διήθησης. Σε μοντέλα isolated kidney (ΙΡΚ) η αγγειοτενσίνη 

μειώνει τη νεφρική πλασματική ροή (RPF) και αυξάνει το κλάσμα διήθησης, ενώ 

δε συμβαίνει το ίδιο με τον PAF. Η χορήγηση ανταγωνιστών PAF σε επίπεδο
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υποδοχέων αναστέλλει τη δράση της αγγειοτενσίνης II. Αρα ο PAF ρυθμίζει τη 

δράση της αγγειοτενσίνης II στη σπειραματική μεμβράνη χωρίς να επιδρά στις 

αγγειοκινητικές ιδιότητές της. Η χορήγηση δεξαμεθαζόνης πριν την έγχυση PAF 

απέτρεψε την εμφάνιση πρωτεϊνουρίας (185).

Βασικό στοιχείο κάθε σπειραματονεφρίτιδας είναι και η βλάβη του 

σωληναριοδιάμεσου ιστού. Η διάμεση ίνωση αποτελεί κακό προγνωστικό 

παράγοντα κάθε σπειραματοπάθειας και συμβάλλει στην γένεσή της πλειάδα 

κυπαροκινών και αυξητικών παραγόντων. Ο Ruiz-Ortega και συν (186) 

απέδειξαν in vitro ότι ο PAF που παράγεται από τα κύτταρα του σπειράματος ή 

από τα κύπαρα φλεγμονής επάγει τη σύνθεση ινώδους ιστού από τα 

διαμεσοσωληναριακά κύπαρα μέσω έκφρασης του mRNA της ινονεκτίνης. Η 

διαδικασία αναστέλλεται αν προηγηθεί χορήγηση ανταγωνιστών PAF.

Συμπερασματικά ο PAF παράγεται κατά την εναπόθεση των 

ανοσοσυμπλεγμάτων από τα κύπαρα του σπειράματος και προκαλεί- 

μετακίνηση και προσκόλληση στην περιοχή πολυμορφοπυρήνων, ηωσινόφιλων 

και μονοκυπάρων (Σχήμα 6). Νεότερες μελέτες έστιασαν το ενδιαφέρον τους 

στην αλληλεπίδραση του PAF με κυπαροκίνες, όπως ιντερλευκίνη-1 και TNF 

που εμπλέκονται στις φλεγμονώδεις διαδικασίες (187). Σε μοντέλα isolated 

kidney (ΙΡΚ) η εναπόθεση ανοσοσυμπλεγμάτων στο σπείραμα οδηγεί στην 

έκφραση mRNA της χημειοκίνης MCP-1 (μονοκυπαρικός χημειοτακτικός 

παράγων), απολύτως εξαρτώμενη από τον PAF, πιθανότατα μέσω 

προσταγλανδινών (188). Τέλος σε καλλιέργειες σπειραματικών κυπάρων ο PAF 

επάγει την παραγωγή ελεύθερων ριζών οξυγόνου οι οποίες πιθανά να 

συμμετέχουν στη σπειραματική βλάβη αναστέλλοντας τη σύνθεση 

πρωτεογλυκανών από τα σπειράματα (189).
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Ισχαιμία, εναπόθεση ανοσοσυμπλεγμάτων, ενεργοποίηση

ανοσοσυμπλεγμάτων

1r

PAF

Κύτταοα <ρλενυονήο(υακοο(ράνα.αιυοττετάλια) Κύτταοα νεφοούίυεσαγγειακά.

ενδοθηλιακά)

Ενεργοποίηση/συσσώρευση αιμοπεταλίων αγγειοσύσπαοη

Ενεργοποίηση/συσσώρευση ουδετερόφιλων παραγωγή προοταγλανδινών

Παραγωγή λευκοτριενίων και θρομβοξάνης
ψ

απώλεια αρνητικού φορτίου σπειρ.

μεμβράνης

σύσπαση ενδοθηλιακών

κυττάρων

πρωτανουρία

Σχήμα 6. Δράση του PAF στο νεφρικό σπείραμα
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Β). PAF-ΑΚΕΤΥΛΟΥΔΡΟΛΑΣΕΣ 

1) Γενικά χαρακτηριστικά

Οι PAF-ακετυλοϋδρολάσες (PAF-AH) είναι φωσφολιττάσες Α2, δηλαδή 

υδρολύουν τον εστερικό δεσμό στην sn-2 θέση του PAF απομακρύνοντας την 

οξεική ομάδα και παράγοντας τον βιολογικά ανενεργό λύσο-PAF (σχήμα 7).
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Σχήμα 7. Η αποικοδόμηση του PAF από την PAF-AH

Επίσης υδρολύουν τα οξειδωμένα παράγωγα των φωσφολιπιδίων με 

μικρές αλκυλομάδες στη θέση sn-2 του γλυκερινικού σκελετού, που 

προέρχονται από την οξείδωση πολυακόρεστων λιπαρών οξέων. Τα 

οξειδωμένα φωσφολιπίδια έχουν δομικές ιδιότητες παρόμοιες με τον PAF και 

αναγνωρίζονται από τον υποδοχέα του, έχοντας έτσι όμοιες βιολογικές 

δράσεις(190,191). Η παραγωγή των οξειδωμένων αυτών παραγώγων είναι 

σημαντική στο κάπνισμα(192), στη φλεγμονή(193) και στην τραυματική 

επαναιμάτωση(194). Σε αντίθεση όμως με τον PAF του οποίου τα επίπεδα στο 

πλάσμα ρυθμίζονται αυστηρά, τα οξειδωμένα φωσφολιπίδια παράγονται 

ανεξέλεγκτα (143).
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Οι PAF-ακετυλοϋδρολάσες είναι ένζυμα διαφορετικά από τις κλασικές 

φωσφολιπάσες Α2 γιατί δεν απαιτούν την ύπαρξη ιόντων ασβεστίου για να 

δράσουν. Επίσης σε αντίθεση με τις κλασικές φωσφολιπάσες Α2 , υδρολύουν 

φωσφολιπίδια με μικρή αλκυλομάδα στην sn-2 θέση τους (<9 άτομα άνθρακα), 

προστατεύοντας έτσι από την υδρόλυση τα φωσφολιπίδια των κυτταρικών 

μεμβρανών. Το ένζυμο έχει βρεθεί σε πολλά είδη ιστών και κυττάρων του 

ανθρώπου αλλά και άλλων θηλαστικών (Πίνακας 8,195).
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Πίνακαο 8. Κατανουή me PAF-AH σε διάφοοα είδη θηλαστικών

Είδος Κύτταρα-ιστοί Πηγή της PAF-AH

Ά νθρω τκκ ρυδετερόφιλαΑηωσινόφιλα Ομογενοποίημα

αιμοπετάλια Κυττοσόλιο

μονοκύπαρα, μακροφάγα Ομογενοποίημα

ερυθροκύπαρα Κυττοσόλιο

νεφροί Ομογενοποίημα

HepG2

πλάσμα

υπερκείμενο

Εττίμυς Νεφροί, νεφρικός φλοιός κυττοσόλιο

πνεύμονας κυποσόλιο

Εγκέφαλος κυποσόλιο

Σπλήνας κυποσόλιο

Ήπαρ κυποσόλιο

Καρδιά κυποσόλιο

Κοκκιοκύπαρα ομογενοποίημα

Μονοκύτταρα-μακροφάγα ομογενοποίημα

λεμφοκύπαρα ομογενοποίημα

Αιμοπετάλια,ερυθροκύπαρα

πλάσμα

ομογενοποίημα

Ποντίκι Περιτόναιο, αιμοπετάλια

Μακροφάγα

πλάσμα

ομογενοποίημα

Βόδι Αιμοπετάλια υπερκείμενο

Κουνέλι Νεφροί κυποσόλιο

Σπλήνας κυποσόλιο

Ινδικό χοιρίδιο Νεφροί

πλάσμα

κυποσόλιο
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Υπάρχουν δύο μορφές του ενζύμου η εκκρινόμενη (του πλάσματος) και η 

ενδοκυττάρια (πίνακας 9).'

Πίνακας 9. Μορφές του ενζύμου PAF-AH

Μορφή Ισομορφή_________Πηγή____ Μοριακό B0ooc(kDa1 Ενερνό Κέντρο

Εκκρινόμενη πλάσμα 45 GHSFG

Ενδοκυπάρια II ήπαρ και νεφρός 40 GHSFG

Ενδοκυπάρια Ib.ai υπομονάδα εγκέφαλος 29 GDSLV

Ενδοκυττάρια lb,a2 υπομονάδα εγκέφαλος 30 GDSMV

Ενδοκυπάρια lb,p υπομονάδα 45

2) PAF-AH πλάσματος

Το ένζυμο είναι μια μονομερής πρωτεΐνη 441 αμινοξέων και μοριακού 

βάρους 45kDa. Το γονίδιο που ρυθμίζει την παραγωγή του ενζύμου 

κωδικοποιήθηκε το 1995 και εκφράζεται στον θύμο αδένα, στις αμυγδαλές και 

στον πλακούντα (195). Το γονίδιο δεν ανιχνεύθηκε στο ήπαρ, στο νεφρό, στην 

καρδιά και στο φλοιό του εγκεφάλου. Η ομάδα των Howard και συν υποστήριξε 

ότι η ανίχνευση του mRNA της PAF-AH στο ήπαρ με τη μέθοδο Northern 

blotting είναι όντως αρνητική λόγω χαμηλής ευαισθησίας της μεθόδου και 

μικρής ποσότητας του mRNA σε συνθήκες ηρεμίας. Οι ίδιοι βρήκαν έκφραση 

του mRNA της PAF-AH στα κύτταρα Kuppfer ήπατος επίμυος με τη μέθοδο της 

ribonuclease protection, όταν εκτέθηκαν σε λιποπολυσακχαρίδη 

1_Ρβ(δημιουργία ενδοτοξικού shock) (196). Η έγχυση LPS προκαλεί έκφραση 

της PAF-AH και σε άλλους ιστούς, όπως πνεύμονα, σπλήνα, ήπαρ, νεφρός, 

θύμος και μακροφάγα του περιτοναίου (197). Επισημαίνεται όμως ότι η 

έκφραση του ενζύμου σε κυτταροκαλλιέργειες δεν αντανακλά απαραίτητα την 

παραγωγή του in vivo γιατί οι συνθήκες είναι διαφορετικές πχ προσκόλληση 

των κυττάρων στα τοιχώματα του δοκιμαστικού σωλήνα.
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Το ερώτημα είναι ποια κύπαρα αποτελούν πηγή του ενζύμου. In vitro τα 

μακροφάγα και τα Kupffer κύτταρα σε ιστοκαλλιέργειες παράγουν το ένζυμο 

περισσότερο από τα ηπατοκύτταρα (198). Τα μακροφάγα πρέπει να είναι η 

πηγή του ενζύμου και in vivo, αφού όλοι οι προαναφερθέντες ιστοί με έκφραση 

mRNA της PAF-AH βρίθουν μακροφάγων. To mRNA του ενζύμου. έχει 

ανιχνευθεί σε μακροφάγα αθηροσκληρυντικών πλακών ανθρώπου (199) και σε 

ενεργοποιημένα μαστοκύτταρα μυελού (200). Επίσης το mRNA του ενζύμου 

δεν εκφράζεται στα μονοκύπαρα, παρά μόνο όταν αρχίζουν να 

διαφοροποιούνται σε μακροφάγα. Προς επιβεβαίωση των παραπάνω 

παρατηρήσεων ο Asano και συν(201) παρατήρησαν σε Ιάπωνες λήπτες μυελού 

των οστών ότι η ενεργότητα του ενζύμου μετά τη μεταμόσχευση καθοριζόταν 

από την ενεργότητα του δότη. Έτσι ομοζυγώτης δότης με μηδενική ενεργότητα 

PAF-AH λόγω γενετικής μετάλλαξης «μετέφερε» τη μηδενική ενεργότητα στο 

φυσιολογικό λήπτη.

To cDNA της PAF-AH του πλάσματος ανθρώπου κωδικοποιεί μια 

πρωτεΐνη της οποίας τα πρώτα 17 αμινοξέα (Met-1 ως Ala-17) είναι υδρόφοβα 

και μάλλον αποτελούν το σηματοδοτικό πεπτίδιο υπεύθυνο για την έκκριση της 

πρωτεΐνης. Τα επόμενα 24 αμινοξέα (Val-18 ως Lys-41) δεν έχουν ανιχνευθεί 

στην πρωτεΐνη που απομονώθηκε από το πλάσμα, οπότε δεν έχει διευκρινισθεί 

αν πρόκειται για προ-προπεπτίδιο ή αν το ένζυμο που έχει απομονωθεί από το 

πλάσμα έχει υποστεί πρωτεόλυση. Η δομή του ενζύμου είναι μοναδική και 

περιέχει μια μικρή περιοχή ομολογίας με τις σερινοεστεράσες και τις λιπάσες 

(GXSXG,G:γλυκίνη,S: σερίνη) (202). Η ανάλυση του γονιδίου επιβεβαίωσε τις 

πειραματικές παρατηρήσεις για παραγωγή του ενζύμου από τα μακροφάγα, 

αφού θέσεις σύνδεσης για παράγοντες μεταγραφής που βρίσκονται 

αποκλειστικά σε μονοκύτταρα-μακροφάγα βρέθηκαν στο γονίδιο της PAF-AH.
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To 1988 οι Miwa και συν (203) ανακοίνωσαν ότι 32 στους 816 υγιείς 

Ιάπωνες και 8 στα 211 υγιή παιδιά είχαν μηδενική ενεργότητα του ενζύμου στο 

πλάσμα. Η έλλειψη ενεργότητας περιορζόταν στην εκκρινόμενη μορφή και δε 

συσχετζόταν με τις λιποπρωτεΐνες. Είναι δε κληρονομούμενη κατά τον 

αυτοσωματικό υπολειπόμενο χαρακτήρα. Η κλωνοποίηση του γονιδίου της 

PAF-AH αποκάλυψε τη γενετική ανωμαλία που ήταν υπεύθυνη για την έλλειψη 

του ενζύμου : πρόκειται για σημειακή μετάλλαξη στο εξόνιο 9 του 

χρωμοσώματος 6 με αντικατάσταση στη θέση 279 της βαλίνης από 

φαινυλαλανίνη (V279F) (204). Μετέπειτα μελέτες επιβεβαίωσαν τη σημαντική 

συσχέτιση των επιπέδων της πλασματικής PAF-AH με το γονότυπο καθώς και 

την υψηλή συχνότητα εμφάνισης του γονιδίου στην Ιαπωνία (205-208). Στη 

συνέχεια βρέθηκε και άλλη μετάλλαξη υπεύθυνη για έλλειψη PAF-AH: 

αντικατάσταση της γλουταμίνης από αργινίνη στη θέση 181 του εξονίου 

9(Q281R), αλλά με πολύ μικρότερη συχνότητα εμφάνισης από τη μετάλλαξη 

V279F (209). Γεγονός είναι ότι και οι δύο μεταλλάξεις βρίσκονται πολύ κοντά 

στο ενεργό κέντρο της σερίνης επιδρώντας έτσι στην καταλυτική δράση του 

ενζύμου. Δεν έχει ανακοινωθεί έλλειψη PAF-AH πλάσματος και γενετικές 

μεταλλάξεις του γονιδίου της σε καυκάσιους πληθυσμούς, αν και έχουν 

περιγράφει πολυμορφισμοί (210).

/) Φυσικοχημικές και ενζυμικές ιδιότητες της PAF-AH

Το ένζυμο είναι υδρόφοβο μόριο συνδεδεμένο με τις χαμηλής πυκνότητας 

λιποπρωτεΐνες LDL κατά 70% περίπου και τις υψηλής πυκνότητας 

λιποπρωτεΐνες HDL κατά 30% περίπου(211). Η κατανομή του ενζύμου στις 

λιποπρωτεΐνες είναι δυναμική και εξαρτάται από το pH. In vitro η PAF-AH 

μεταφέρεται από την LDL στην HDL σε pH 6,0, ενώ το αντίστροφο συμβαίνει σε
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pH 7,4. Τα ένζυμα που εντοπίζονται στις LDL και HDL είναι πιθανότατα τα ίδια 

αφού εμφανίζουν την ίδια ηλεκτροφορητική κινητικότητα και αναγνωρίζονται 

πλήρως από το πολυκλωνικό αντίσωμα κατά της PAF-AH που απομονώθηκε 

από την LDL.

Η PAF-AH του πλάσματος μετά από υπερφυγοκέντρηση κατανέμεται 

ανισομερούς στα υποκλάσματα της LDL με μεγαλύτερη ενεργότητα στο μικρό 

πυκνό υποκλάσμα της LDL-5, ενώ μεταξύ των κλασμάτων της HDL κατανέμεται 

κυρίως στο μικρό πυκνό υποκλάσμα VHDL (212). Η κατανομή της PAF-AH στις 

λιποπρωτεΐνες του ανθρώπινου πλάσματος μεταβάλλεται όταν το πλάσμα 

περιέχει λιποπρωτεΐνη Lp(a). Σε επίπεδα Lp(a) ορού >30mg/dL, ποσότητα του 

ενζύμου αναλογική των επιπέδων της Lp(a) συνδέεται με τη λιποπρωτεΐνη. 

Μάλιστα η ενεργότητα του ενζύμου είναι μεγαλύτερη στις μικρές ισομορφές της 

λιποπρωτεΐνης συγκρινόμενη με τις μεγαλύτερες ισομορφές. Η PAF-AH της 

Lp(a) έχει τις ίδιες φυσικοχημικές και καταλυτικές ιδιότητες με το ένζυμο που 

συνδέεται με την LDL και HDL (213-214).

Η PAF-AH του πλάσματος άλλων θηλαστικών διαφέρει από αυτή του 

πλάσματος ανθρώπου. Η PAF-AH του πλάσματος αρουραίων και κουνελιών 

είναι συνδεδεμένη κυρίως με τις HDL, ενώ η PAF-AH του πλάσματος ποντικών 

κατανέμεται εκτός από την HDL σε μικρό ποσοστό και στην VHDL (202,215). 

Θα πρέπει όμως να τονισθεί ότι οι HDL των αρουραίων και ποντικών 

αποτελούν περισσότερο από 50% των συνολικών λιποπρωτεΐνών του 

πλάσματός τους. Επίσης η PAF-AH του πλάσματος των ποντικών αποτελείται 

από δύο διαφορετικού μοριακού βάρους πρωτεΐνες 46 και 63kDa.

ϋ) Ρύθμιση της έκκρισης της PAF-AH
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Πολλοί διαμεσολαβητές της οξείας φάσης της φλεγμονής επιδρούν στην 

έκφραση της PAF-AH. In vitro η βακτηριακή λιποπολυσακχαρίδη καταστέλλει 

την παραγωγή PAF-AH από μακροφάγα του αίματος, μακροφάγα του φθαρτού 

υμένα, Kuppfer κύτταρα και HL-60 κύτταρα (πρόδρομα κύτταρα μυελοειδούς 

σειράς). Το ίδιο παρατηρείται με τον TNF-a και τις ιντερλευκίνες IL-1 και IL-8, 

όταν επιδρούν σε μακροφάγα του φθαρτού και με την ιντερφερόνη IFN-γ και 

ιντερλευκίνη IL-8, όταν δρουν σε μακροφάγα αίματος(216-218). Ο Satoh και 

συν(219) έδειξαν ότι μόνος του ο PAF μπορεί να ρυθμίσει τη σύνθεση και 

έκκριση της PAF-AH, γεγονός που πιθανά υποδηλώνει την ύπαρξη 

παλίνδρομου μηχανισμού ρύθμισης που προστατεύει τον οργανισμό από τη 

δράση του PAF. Στην αρχή της φλεγμονής οι διαμεσολαβητές της φλεγμονής 

αναστέλλουν την παραγωγή της PAF-AH, αλλά καθώς αυξάνονται τα επίπεδα 

του PAF αυξάνεται και το ένζυμο για να επέλθει ισορροπία.

Όλως παραδόξως όλοι αυτοί οι παράγοντες φλεγμονής προάγουν την 

έκφραση της PAF-AH σε in vivo πειράματα. Για παράδειγμα ο TNF-a και η 

ιντερλευκίνη IL-1 αυξάνουν την παραγωγή PAF-AH σε hamster(220). 

Προκαλούν επίσης αυξημένη έκφραση του mRNA PAF-AH στα Kuppfer κύπαρα 

του ήπατος, στον πνεύμονα, στον σπλήνα, στο έντερο, στο νεφρό, στο θύμο και 

στα μακροφάγα του περιτοναίου(220,221). Πλήρης εξήγηση για τα 

αντικρουόμενα αποτελέσματα in vivo και in vitro μελετών δεν έχει δοθεί. 

Πιθανόν στα αρχικά στάδια της φλεγμονής οι κυττοκίνες να αναστέλλουν την 

PAF-AH, αλλά στη συνέχεια πολύπλοκες ενδοκυττάριες οδοί-στις οποίες ρόλο 

σημαντικό διαδραματίζει ο PAF και που μόνο in vivo εξελίσσονται-να μειώνουν 

την ενεργότητα του ενζύμου.

Πολλές μελέτες έχουν δείξει ότι η σύνθεση και έκκριση του ενζύμου 

ρυθμίζεται ορμονικά in vivo. Οι Miyaura και συν (222) έδειξαν ότι τα οιστρογόνα
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μειώνουν την έκκριση της PAF-AH από τα μακροφάγα, ενώ η προγεστερόνη 

έχει τα αντίθετα αποτελέσματα. Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με την 

παρατήρηση ότι η ενεργότητα του ενζύμου στο πλάσμα της μητέρας μειώνεται 

δραματικά πριν τον τοκετό, ενώ επανέρχεται στα φυσιολογικά αμέσως μετά τον 

τοκετό (223). Ο Johnston και συν βασισμένοι στις παρατηρήσεις αυτές 

πρότειναν τη θεωρία ότι στην αρχή της εγκυμοσύνης τα υψηλά επίπεδα της 

PAF-AH διατηρούν τα επίπεδα του PAF χαμηλά έτσι ώστε η μήτρα να μη 

συσπάται (ο PAF είναι γνωστό ότι προκαλεί σύσπαση της μήτρας). Αντιθέτους 

στο τέλος της κύησης η συνεχώς μειούμενη ενεργότητα του ενζύμου οδηγεί σε 

αύξηση του PAF, γεγονός που πιθανώς να προκαλεί έναρξη τοκετού. Επίσης ο 

ρυθμιστικός ρόλος των οιστρογόνων στα επίπεδα του ενζύμου ενισχύεται από 

την παρατήρηση ότι σε μεγάλες πληθυσμιακές μελέτες οι γυναίκες έχουν 

μικρότερα επίπεδα ενεργότητας PAF-AH από τους άνδρες. Σε μελέτες με 

ποντίκια η χορήγηση δεξαμεθαζόνης αύξησε τα επίπεδα της PAF-AH 

' πλάσματος(224). Η ηλικία αποτελεί επίσης παράγοντα ρύθμισης, αφού στη 

γέννηση τα επίπεδα του ενζύμου είναι πολύ χαμηλά αλλά αυξάνονται σημαντικά 

τις πρώτες εβδομάδες ζωής(225).

3) Ενδοκυττάριες PAF-ακετυλοϋδρολάσες

Εκτός από την εκκρινόμενη μορφή του ενζύμου, υπάρχουν οι 

ενδοκυπάριες μορφές του ενζύμου PAF-AH. Διαχωρίζονται σε δύο ισομορφές : 

την ισομορφή I που έχει βρεθεί κυρίως στον εγκέφαλο και φαίνεται ότι 

αποτελείται από δύο υπομονάδεςΟβ και lb) και την ισομορφή II που έχει βρεθεί 

κυρίως σε ήπαρ και νεφρούς. Έχουν κλωνοποιηθεί τρία διαφορετικά cDNA τα 

οποία κωδικοποιούν ενδοκυπάριες μορφές PAF-AH (πίνακας 9)(226). Όπως η 

εκκρινόμενη μορφή έτσι και οι ενδοκυπάριες περιέχουν την αλληλουχία Gly-X-
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Ser-X-Gly Gly-X-Ser-X-Val στο ενεργό κέντρο τους, όπως άλλωστε όλες οι 

λιπάσες και εστεράσες.

Η ισομορφή II είναι μια μονομερής πρωτεΐνη με μοριακό βάρος 40kDa και 

στο ενεργό κέντρο της φέρει σερίνη και κυστεΐνη. Καταλύει την υδρόλυση 

φωσφολιπιδίων με ακυλομάδες που έχουν ως πέντε άτομα άνθρακα και 

πιθανώς υπόστρωμά της να αποτελούν και τα παράγωγα των οξειδωμένων 

φωσφολιπιδίων. Ενδιαφέρον δε παρουσιάζει το γεγονός ότι η αλληλουχία των 

αμινοξέων της είναι κατά 43% ίδια με αυτή της PAF-AH του πλάσματος(227). 

Φαίνεται πως ο ρόλος αυτής της PAF-AH είναι κύρια αντιοξειδωτικός σε πολλά 

συστήματα. Πειράματα έδειξαν ότι το ένζυμο σε συνθήκες οξειδωτικού stress 

μεταναστεύει στη μεμβράνη και αναστέλλει την απόπτωση υδρολύοντας τα 

οξειδωμένα φωσφολιπίδια (228).

Η ισομορφή lb -η  πιο εκτεταμένως μελετημένη ενδοκυττάρια ισομορφή- 

έχει τρεις υπομονάδες β,αι,α2 και με μοριακά βάρη 45,29και 30kDa αντίστοιχα. 

Η υπομονάδα lb-a2 εμφανίζει 63% ομολογία με την lb-β και έχει την ίδια με αυτή 

αλληλουχία αμινοξέων στο ενεργό της κέντρο Υδρολύει αποκλειστικά και μόνο 

τον PAF και δεν αναγνωρίζει ως υπόστρωμα τα οξειδωμένα φωσφολιπίδια. Η 

υπομονάδα Ib-a1 είναι καταλυτικά πιο δραστική από τις υπόλοιπες και περιέχει 

στο ενεργό της κέντρο τροποποιημένη την αλληλουχία των σερινοεστερασών 

που υπάρχει και στις άλλες PAF-AH. Η υπομονάδα lb^5(45kDa) δεν έχει 

καταλυτική δράση και πιθανά ελέγχει τη δράση, τον εντοπισμό και το 

μεταβολισμό του ετεροδιμερούς ενζύμου αι/α2. Η υπομονάδα αυτή έχει 

μελετηθεί αρκετά γιατί μια μεταλλαγμένη μορφή της (LIS1 γονίδιο και αντίστοιχη 

πρωτείνη) είναι υπεύθυνη για τη λειεγκεφαλοπάθεια Miller-Dieker, μια 

νευρολογική ασθένεια που χαρακτηρίζεται από λεία εγκεφαλική επιφάνεια, 

σπασμούς και σοβαρή παραμόρφωση (191). Ο παθοφυσιολογικός μηχανισμός
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της νόσου είναι η παθολογική μετανάστευση των νευρώνων κατά την ανάπτυξη. 

Υπάρχουν επίσης μελέτες σε πειραματόζωα που αποδεικνύουν τη σύνδεση της 

υπομονάδας αυτής με την τομπουλίνη και άλλες κυτταροσκελετικές πρωτεΐνες 

κατά την πρόκληση σπασμών καθώς και τη θετική συσχέτιση ενεργότητας της 

PAF-AH με έκφραση της LIS1 πρωτεΐνης και καταλυτική δράση της α2- 

υπομονάδας (229).Το εύρημα αυτό μπορεί να συσχετισθεί με τις μελέτες του 

Kato (230), ότι ο PAF αποτελεί νευροδιαβιβαστή μεγάλης δραστικότητας που 

συμμετέχει στην απελευθέρωση νευροδιαβιβαστών, στην ανάπτυξη των 

νευρώνων και στη δημιουργία της μνήμης. Πολλές άλλες μελέτες επιβεβαίωσαν 

το βασικό ρόλο της υπομονάδας β της PAF-AH lb στη ρύθμιση των επιπέδων 

του PAF στον εγκέφαλο και στην ανάπτυξη του εγκεφάλου (231,232).

Τέλος έχει μελετηθεί η PAF-AH των ερυθροκυττάρων και των 

αιμοπεταλίων. Η πρώτη αποτελείται από δύο όμοιες υπομονάδες 25kDa. Έχει 

διαφορετικές φυσικοχημικές ιδιότητες από την PAF-AH πλάσματος, αλλά 

αποτελεί ισομορφή της οικογένειας των PAF-ακετυλυδρολασών. Ο ρόλος της 

είναι αντικείμενο μελετών, γιατί τα ερυθροκύπαρα δεν παράγουν PAF, είτε 

ενεργοποιηθούν είτε όχι (191). Το ένζυμο όμως υδρολύει τα οξειδωμένα 

παράγωγα των φωσφολιπιδίων που πιθανά παράγονται από αντιδράσεις 

ελευθέρων ριζών και έκθεση σε υψηλή πίεση οξυγόνου, προστατεύοντας έτσι 

την ερυθροκυπαρική μεμβράνη από επιπλέον οξειδωτικές αντιδράσεις και 

οξειδωμένα λιπίδια (233,234). Ενεργότητα του ενζύμου βρέθηκε και στη 

μεμβράνη των ερυθροκυττάρων (0,2% της ολικής), η οποία μάλιστα μειώνεται 

όσο ελαπώνεται η ευλυγισία των ερυθρών κατά τη γήρανσή τους (235).

Η PAF-AH του ομογενοποιήματος των αιμοπεταλίων αποτελεί ειδική 

κατηγορία των φωσφολιπασών και μοιάζει με την PAF-AH του πλάσματος, 

αφού έχει παρόμοιες φυσικοχημικές ιδιότητες και αναγνωρίζεται από το
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αντίστοιχο αντίσωμα της PAF-AH του πλάσματος. Η ενεργότητά της βρίσκεται 

κυρίως εντοπισμένη στο κυποσόλιο των αιμοπεταλίων, από όπου εκκρίνεται 

μόνο όταν ενεργοποιηθούν τα κύτταρα. Κατανέμεται ομοιογενώς στις 

λιποπρωτεΐνες του πλάσματος και φαίνεται να παίζει προστατευτικό ρόλο στη 

συσσωρευτική δράση του PAF στα αιμοπετάλια.

4) PAF-AH και κλινικές μελέτες

Μελέτη των επιπέδου του ενζύμου σε όλα τα άτομα 60 οικογενειών έδειξε 

ότι το 62% των επιπέδων καθορίζεται κληρονομικά, χωρίς να έχουν εντοπισθεί 

ακόμη τα υπεύθυνα για την κληρονομικότητα γονίδια(236). Μελετήθηκε επίσης 

η επίδραση του φύλου,της ηλικίας και των λιπιδαιμικών παραμέτρων. Όπως 

έχει ήδη αναφερθεί τα επίπεδα του ενζύμου είναι χαμηλότερα στις γυναίκες από 

τους άνδρες, ενώ υπάρχει θετική συσχέτιση μεταξύ της ηλικίας και των 

συγκεντρώσεων της LDL χοληστερόλης με τα επίπεδα του ενζύμου. Η 

διακύμανση των επιπέδων του ενζύμου σε φυσιολογικά άτομα οφείλεται κατά 

36% στα επίπεδα της LDL χοληστερόλης, αλλά για τα ίδια επίπεδα LDL 

χοληστερόλης δε φαίνεται να επηρεάζεται η ενεργότητά του ενζύμου. Η 

χορήγηση λοβαστατίνης-αναστολέα HMG-CoA ρεδουκτάσης-μειώνει τα επίπεδα 

της PAF-AH στο πλάσμα αναλογικά με τη μείωση της LDL χοληστερόλης(237). 

Είναι ενδιαφέρον να σημειωθεί ότι οι ασθενείς με συγγενή 

υποβηταλιποπρωτειναιμία -νόσος που χαρακτηρίζεται από την απουσία στο 

πλάσμα λιποπρωτεϊνών που περιέχουν αποπρωτεΐνη Β, δηλαδή χυλομικρά, 

VLDL και LDL- έχουν ενεργότητά του ενζύμου στα ίδια επίπεδα με τους 

φυσιολογικούς, μόνο που η PAF-AH είναι συνδεδεμένη εξ’ ολοκλήρου με τη 

HDL λιποπρωτεΐνη(238,239).
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Το ερώτημα που τίθεται είναι αν τα επίπεδα της PAF-AH συσχετίζονται με 

νόσους, αν δηλαδή προστατεύουν ή οδηγούν σε ασθένεια. Έτσι η ενεργότητα 

του ενζύμου έχει μελετηθεί σε πολλές νοσολογικές οντότητες με φλεγμονώδη 

διεργασία. Οι περισσότερες από αυτές τις μελέτες μετρούν μόνο την ενεργότητα 

του ενζύμου, καθώς το αντίσωμα κατά της PAF-AH κυκλοφόρησε σχετικά 

πρόσφατα. Σε άλλες η ενεργότητα βρέθηκε αυξημένη πχ αγγειακό εγκεφαλικό 

επεισόδιο και υπέρταση και σε άλλες μειωμένη πχ άσθμα, σηψαιμία, ΣΕΛ, 

χωρίς να μπορεί να διευκρινισθεί αν η εικόνα αυτή είναι αποτέλεσμα της 

φλεγμονής ή προϋπάρχουσα κατάσταση που συνέβαλε στην εμφάνιση της 

νόσου.

ΐ) Καρδιαγγειακά νοσήματα-δυσλιπιδαιμία

Αυξημένη ενεργότητα του ενζύμου παρατηρήθηκε σε άτομα με στεφανιαία 

νόσο. Η ενεργότητα της PAF-AH έχει θετική συσχέτιση με τα επίπεδα της LDL 

χοληστερόλης και αρνητική με τα επίπεδα της HDL χοληστερόλης. Για τα ίδια 

επίπεδα ολικής χοληστερόλης, η PAF-AH πλάσματος ασθενών με στεφανιαία 

νόσο ήταν μεγαλύτερη από την αντίστοιχη των φυσιολογικών (240). Σε ασθενείς 

όμως που παρουσιάζονται με οξύ έμφραγμα μυοκαρδίου η ενεργότητα του 

ενζύμου είναι μικρότερη σε σύγκριση με τους υγιείς(241). Επίσης η ενεργότητα 

του ενζύμου μειώνεται αμέσως μετά το έμφραγμα (242) και κατά 38% της 

αρχικής σε ασθενείς που υποβάλλονται σε στεφανιαία παράκαμψη στις 7 

πρώτες μετεγχειρητικές μέρες. Η ενεργότητα στους ασθενείς αυτούς 

συσχετίζεται με την ολική και LDL χοληστερόλη ορού πριν την εγχείρηση καθώς 

και με τη μείωση των λιπιδαιμικών αυτών παραμέτρων στις 7 πρώτες 

μετεγχειρητικές μέρες. Η μείωση της ενεργότητας της PAF-AH δε συσχετίζεται 

με τη μείωση της HDL χοληστερόλης και δεν υπάρχει αύξηση του χρόνου
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ημιζωής του PAF στον ορό μετά την εγχείρηση(243). Οι ασθενείς που 

ανέπτυξαν μετεγχειρητικά σύνδρομο συστηματικής φλεγμονώδους 

αντίδρασηςζβΙΡβ) είχαν μικρότερη ενεργότητα του ενζύμου σε σχέση με όσους 

είχαν ομαλή μετεγχειρητική πορεία(244).

Έχει επίσης μελετηθεί η έκκριση της PAF-AH από τα αιμοπετάλια 

ασθενών με στεφανιαία νόσο που υποβλήθηκαν σε αγγειοπλαστική. Οι 

ασθενείς αυτοί πριν την επέμβαση παρουσίαζαν αυξημένη ενεργότητα του 

ενζύμου σε σχέση με την ομάδα ελέγχου, ένδειξη ότι τα αιμοπετάλιά τους ήταν 

υπερδράστηριοποιημένα. Στις 48 ώρες μετά την αγγειοπλαστική η ενεργότητα 

της εκκρινόμενης PAF-AH ήταν αυξημένη σε σύγκριση με την αρχική-πιθανώς 

τα αιμοπετάλια εμφανίζουν ακόμη μεγαλύτερη ευαισθησία στο διάστημα αυτό- 

και γίνεται ίδια με την ενεργότητα της ομάδας ελέγχου 6 μήνες μετά. Οι 

διαφορές αυτές της ενεργότητας του ενζύμου πιθανά να δηλώνουν την ύπαρξη 

αντιφλεγμονώδη μηχανισμού των ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων ενάντια στη 

δράση του PAF στη φλεγμονώδη διεργασία που ακολουθεί την 

αγγειοπλαστική(245).

Σε ασθενείς με ασταθή στηθάγχη δεν παρατηρήθηκε διαφορά στην ολική 

ενεργότητα του ενζύμου με τους υγιείς, αλλά η ενεργότητα της PAF-AH που 

σχετίζεται με τη HDL και τη HDL-χοληστερόλη ήταν σημαντικά μικρότερη στους 

ασθενείς(246). Αντιθέτως, οι ασθενείς με σταθερή στηθάγχη είχαν υψηλότερη 

ενεργότητα του ενζύμου σε σύγκριση με τους υγιείς. Η ενεργότητα παρέμεινε 

υψηλή 4 ώρες μετά την αγγειοπλαστική, αυξανόταν περαιτέρω 48 ώρες μετά και 

επανερχόταν στα επίπεδα των υγιών 6 μήνες μετά την επέμβαση(247).

Αυξημένη ενεργότητα του ενζύμου έχει βρεθεί στο πλάσμα ασθενών με 

σοβαρή περιφερική αγγειοπάθεια και αθηρωμάτωση(248). Σε Ιάπωνες 

ομόζυγους ή ετερόζυγους ως προς τη μετάλλαξη V279F του γονιδίου PAF-AH η
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επίπτωση σοβαρής αθηροσκληρυντικής νόσου ήταν υψηλότερη σε σύγκριση με 

αυτούς που δεν είχαν τη μετάλλαξη, γεγονός που πιθανά να σημαίνει ότι η 

μετάλλαξη αυτή να είναι ένας από τους γενετικούς παράγοντες που καθορίζουν 

την εμφάνιση αθηροσκλήρυνσης στους Ιάπωνες(249). Είναι γνωστό ότι ο PAF 

παράγεται από τα ενδοθηλιακά κύτταρα σε καταστάσεις οξειδωτικού stress και 

προκαλεί την έκκριση από τα μακροφάγα ελεύθερων ριζών οξυγόνου (250). Σε 

περιοχές αθηρωματικής βλάβης η έκκριση του PAF κάτω από αυτές τις 

συνθήκες μπορεί να αυξήσει την οξειδωτική τροποποίηση της LDL που 

λαμβάνει χώρα στον έσω χιτώνα των αγγείων. Κατά τον οξειδωτικό 

τραυματισμό των ενδοθηλιακών κυττάρων και την οξείδωση της LDL 

παράγονται οξειδωμένα φωσφολιπίδια με δομή και δράση όμοια με αυτή του 

PAF (PAF-like φωσφολιπίδια) (109,191). Τα προϊόντα διάσπασης των 

οξειδωμένων αυτών παραγώγων τροποποιούν την ΑροΒ(100), η οποία 

αναγνωρίζεται πλέον από τον υποδοχέα εκκαθαριστή των μακροφάγων και 

οδηγεί στο σχηματισμό αφρωδών κυττάρων. Η PAF-AH απενεργοποιεί 

υδρολύοντας τόσο τον PAF, όσο και τα PAF-like φωσφολιπίδια, παίζοντας έτσι 

πιθανά προστατευτικό ρόλο στην εξέλιξη της αθηρωμάτωσης (251).

Σε ασθενείς με αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο (ΑΕΕ) βρέθηκε αυξημένη 

ενεργότητα PAF-AH στο πλάσμα(252,253) και μειωμένη ενεργότητα στο 

κυποσόλιο και στις μεμβράνες των ερυθροκυπάρων τους(254,255). Κατά την 

εγκεφαλική ισχαιμία παράγεται PAF ή και οξειδωμένα φωσφολιπίδια. Η 

αυξημένη ενεργότητα του ενζύμου οφείλεται κύρια στην αυξημένη σύνδεση του 

ενζύμου με τις LDL. Πιθανότατα η αυξημένη βιοσύνθεση του PAF στους 

ασθενείς αυτούς να σχετίζεται με την αυξημένη ενεργότητα του ενζύμου στην 

LDL.
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Αυξημένη ενεργότητα παρατηρήθηκε σε ασθενείς με ινσουλινοεξαρτώμενο 

σακχαρώδη διαβήτη, συσχετιζόμενη μάλιστα με τη συγκέντρωση της 

ινσουλίνης(256), καθώς και στα ούρα ασθενών με διαβητική νεφροπάθεια(257). 

Επιπλέον οι ασθενείς με σακχαρώδη διαβήτη έχουν πιο αυξημένη την 

ενεργότητα του ένζυμου που συνδέεται με την HDL, σε σύγκριση με τους 

υγιείς(258), ενώ σε μια άλλη μελέτη η αυξημένη ενεργότητα συσχετιζόταν με την 

LDL χοληστερόλη και το λόγο LDL/HDL-χοληστερόλη (259)

Ακόμη η ενεργότητα του ενζύμου είναι μεγαλύτερη στους χρόνιους 

καπνιστές σε σύγκριση με τους μη καπνιστές(250). Σε in vitro μελέτες η 

ενεργότητα της PAF-AH αναστέλλεται από εκχύλισμα καπνού, το οποίο όμως 

επάγει την οξείδωση των λιποπρωτεινών(261). Σε άλλη μελέτη ο καπνός του 

τσιγάρου αναστέλλει την έκκριση της PAF-AH από ανθρώπινα περιφερικά 

μονοκύτταρα(262). Το κάπνισμα επίσης διαφοροποιεί την έκκριση και 

ενεργότητα του ενζύμου και επάγει την οξείδωση της LDL και τη δημιουργία 

οξειδωμένων παραγώγων φωσφολιπιδίων(263). Η αναστολή του ενζύμου 

φαίνεται να είναι δοσοεξαρτώμενη, διατηρείται ακόμη και 8 ώρες μετά την 

έκθεση στον καπνό και πιθανά να αποτελεί έναν από τους μηχανισμούς με τους 

οποίους το κάπνισμα συμβάλλει στην αθηρογένεση (264).

Όπως έχει ήδη αναφερθεί στους ενήλικες υπάρχει σημαντική συσχέτιση 

μεταξύ της ενεργότητας του ενζύμου και των επιπέδων της ολικής 

χοληστερόλης και της LDL χοληστερόλης (236). Σε ασθενείς με ετερόζυγη 

οικογενή υπερχοληστερολαιμία(ΡΗ) η ενεργότητα της PAF-AH είναι μεγαλύτερη 

σε σύγκριση με τους νορμολιπιδαιμικούς, σε αντίθεση με την ενεργότητα της 

PAF-AH στη HDL που είναι μικρότερη. Η ενεργότητα της PAF-AH σε καθένα 

από τα τρία υποκλάσματα της LDL των ασθενών είναι μεγαλύτερη από τα 

αντίστοιχα υποκλάσματα των φυσιολογικών ατόμων. Κατά την οξειδωτική
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τροποποίηση των υποκλασμάτων η ενεργότητα του ενζύμου μειώνεται, αλλά 

παραμένει μεγαλύτερη στα υποκλάσματα LDL των ασθενών με FH. Στο τέλος 

της οξείδωσης in vitro ο μοριακός λόγος της Lyso-PC/Sph είναι μεγαλύτερος σε 

όλα τα υποκλάσματα της LDL των ασθενών, πιθανότατα λόγω της μεγαλύτερης 

ενεργότητας του ενζύμου στους ασθενείς. Η αυξημένη παραγωγή της Lyso-PC 

μπορεί να είναι ένας από τους παράγοντες που συμβάλλουν στην πρώιμη-και 

σε μεγαλύτερη έκταση της αθηρωματικής νόσου στους ασθενείς με FH (265). Σε 

ασθενείς με υπερτριγλυκεριδαιμία δεν παρατηρήθηκε διαφορά στην ενεργότητα 

του ενζύμου με τους φυσιολογικούς. Αυξημένη ενεργότητα του ενζύμου 

παρατηρείται στα άτομα με οικογενή έλλειψη ΗΩΙ_(νόσος Tangier) (266). Η 

χορήγηση της φαινοφιβράτης σε ασθενείς με υπερλιπιδαιμία τύπου ΙΙΑ, ΙΙΒ και 

IV μείωσε την ενεργότητα του ενζύμου, κύρια λόγω μείωσης της ενεργότητας 

της PAF-AH της συνδεδεμένης με τις πυκνές LDL (267).

Σε ασθενείς με υπέρταση η ενεργότητα του ενζύμου έχει βρεθεί αυξημένη 

' σε σχέση με τους νορμοτασικούς (268), όπως επίσης αυξημένη παρατηρείται 

στην προεκλαμψία των εγκύων(269). Δεν έχει διευκρινισθεί αν η αυξημένη 

ενεργότητα του ενζύμου είναι το αίτιο ή το αποτέλεσμα της υπέρτασης, αφού ο 

PAF σε συγκεκριμένες συγκεντρώσεις προκαλεί υπόταση. Πιθανά κατά τη 

διάρκεια αύξησης της πίεσης να επάγεται η έκκριση του PAF -προκειμένου να 

μειωθεί η αρτηριακή πίεση-και έτσι ενεργοποιείται η έκκριση της PAF-AH, ή 

διαταραχές στη σύνθεση και κατανομή του ενζύμου να οδηγούν στην 

υπέρταση(270).

ii) Σηψαιμία-αυτοάνοσα νοσήματα-άσθμα

Σε ασθενείς με σοβαρή σηψαιμία η ενεργότητα του ενζύμου ήταν 

μικρότερη σε σύγκριση με υγιείς, παρά το ότι δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στο



74

χρόνο ημιζωής του PAF (271). Σε άλλη μελέτη η ενεργότητα βρέθηκε μικρότερη 

σε ασθενείς με σήψη που πέθαναν σε σύγκριση με αυτούς που επέζησαν (272). 

Επιπλέον μικρή ενεργότητα του ενζύμου συσχετιζόταν με την ανάπτυξη 

ανεπάρκειας πολλαπλών οργάνων σε πολυτραυματίες(273).

Σε ασθενείς με ενεργό συστηματικό ερυθηματώδη λύκο(ΣΕΛ) η ενεργότητα 

του ενζύμου βρέθηκε μικρότερη συγκρινόμενη με τη ενεργότητα ασθενών με μη 

ενεργό ΣΕΛ, υγιών, ασθενών με ρευματοειδή αρθρίτιδα και νεφρωσικών 

ασθενών. Η ενεργότητα αυτή συσχετζόταν με τη LDL χοληστερόλη, η οποία 

ήταν σαφώς μειωμένη στους ασθενείς με ενεργό ΣΕΛ (274). Μικρότερη βρέθηκε 

και η ενεργότητα της PAF-AH πλάσματος σε παιδιά με ενεργό ρευματοειδή 

αρθρίτιδα σε σύγκριση με υγιή, καθώς επίσης μικρότερα επίπεδα HDL2 και 

HDL3 λιποπρωτεινών. Τα επίπεδα της ενεργότητας και των λιπιδίων 

συσχετίζονταν με τα επίπεδα της CRP (275). Αντίθετα παλαιότερη μελέτη σε 

ενήλικες με ρευματοειδή αρθρίτιδα βρήκε υψηλότερη ενεργότητα στο πλάσμα 

και στο αρθρικό υγρό σε σύγκριση με υγιείς (276). Τέλος σε ασθενείς με AIDS η 

ενεργότητα της PAF-AH του πλάσματος ήταν αυξημένη, συσχετιζόταν με τα 

επίπεδα της ιντερφερόνης-α και των τριγλυκεριδίων και όχι με την ολική και LDL 

χοληστερόλη(277). Ενδιαφέρουσα είναι η παρατήρηση ότι τα επίπεδα δεν 

άλλαζαν σε περίπτωση φλεγμονής ή επιτυχημένης αντιρετροϊκής αγωγής.

Έχει ήδη αναφερθεί ο ρόλος του PAF στη φλεγμονώδη διεργασία των 

αεραγωγών που κλινικά εκφράζεται ως άσθμα. Πολλές μελέτες βρήκαν 

υψηλότερα επίπεδα PAF στο αίμα ενηλίκων και παιδιών με κρίση άσθματος σε 

σύγκριση με υγιείς και ασθενείς σε ύφεση (278-280). Στις μελέτες αυτές η 

ενεργότητα του ενζύμου ήταν μικρότερη στους ασθενείς με κρίση άσθματος 

(281). Ο Miwa και συν(282) βρήκαν ότι τα παιδιά στην Ιαπωνία με σοβαρό 

άσθμα είχαν υψηλότερη επίπτωση έλλειψης του ενζύμου, παρατήρηση που



75

επιβεβαίωσε η Stafforini βρίσκοντας υψηλή επίπτωση της μετάλλαξης V279F σε 

Ιάπωνες ασθματικούς (40,6% έναντι 32,7% σε υγιείς) (283). Αντιθέτως ο Satoh 

και συν(284) δεν απέδειξε συσχέτιση της μετάλλαξης και της συνεπαγόμενης 

έλλειψης του ενζύμου με τη σοβαρότητα του άσθματος. Τέλος σε ασθενείς με 

οξεία αναπνευστική δυσχέρεια (ARDS) βρέθηκε υψηλή ενεργότητα του ενζύμου 

στο βρογχοκυψελιδικό έκκριμα (BAL), καθώς και έκφραση του mRNA της PAF- 

ΑΗ στα κυψελιδικά μακροφάγα (285).

Μ) Παθήσεις γαστρεντερικού

Η ενεργότητα της PAF-AH σε ασθενείς με χρόνια ηπατική νόσο είναι 

αυξημένη, χωρίς ωστόσο να συσχετίζεται με τα επίπεδα της LDL χοληστερόλης, 

πιθανά λόγω των σοβαρών διαταραχών του μεταβολισμού των λιπιδίων που 

παρατηρούνται στις ηπατοπάθειες. Υψηλή ενεργότητα παρατηρήθηκε και στη 

χρόνια χολόσταση (286,287). Πρόσφατη μελέτη επιβεβαιώνει την αυξημένη 

ενεργότητα της PAF-AH σε ασθενείς με νόσους των χοληφόρων και του ήπατος 

και μάλιστα τη συσχετίζει με τα επίπεδα της χολερυθρίνης (288). Μετά από 

μεταμόσχευση ήπατος τα επίπεδα της PAF-AH επανέρχονται στα 

φυσιολογικά(289).

Αυξημένα επίπεδα του ενζύμου έχουν βρεθεί στα κόπρανα ασθενών με 

νόσο Crohn, σε σύγκριση με ασθενείς με διάρροιες λόγω δυσαπορρόφησης ή 

ευερέθιστου εντέρου(290). Η ενεργότητα PAF-AH στο πλάσμα ασθενών με 

Crohn ήταν σημαντικά μικρότερη σε σύγκριση με υγιείς και συσχετιζόταν 

αρνητικά με την ενεργότητα της νόσου(291). Στην ίδια μελέτη στους ασθενείς η 

ενεργότητα ήταν μικρότερη σε δείγματα εντερικού βλεννογόνου ειλεού.

Στη νεκρωτική εντεροκολίτιδα-μια σοβαρή νόσο των πρώιμων 

ελλειποβαρών νεογνών όπου κύρια βλάβη είναι η ισχαιμία του εντέρου- έχει
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ενοχοποιηθεί ο PAF ως βασικός μεσολαβητής της ιστικής υποξίας και 

φλεγμονής. Έγχυση PAF σε ποντίκια προκαλεί ισχαιμική νέκρωση του εντέρου, 

ενώ η χορήγηση ανταγωνιστών του προλαμβάνει τις βλάβες(292-294). Η 

ενεργότητα του ενζύμου όπως έχει ήδη αναφερθεί, είναι μικρότερη στα νεογνά 

και ακόμη μικρότερη στα νεογνά με νεκρωτική εντεροκολίτιδα(293). Το μητρικό 

γάλα που περιέχει PAF-AH(295) παίζει σημαντικό ρόλο στην πρόληψη της 

νεκρωτικής εντεροκολίτιδας(296).

Τέλος ενεργότητα του ενζύμου του πλάσματος βρέθηκε σε υλικό από το 

μέσο αυτί σε ασθενείς με μέση ωτίτιδα(297).

ΐν) Ανασυνδυασμένη PAF-AH

Η χορήγηση ανασυνδυασμένης PAF-AH in vitro και in vivo σε 

πειραματόζωα μπλοκάρει τις βιολογικές δράσεις του PAF και των οξειδωμένων 

λιπιδίων σε πολλά πειραματικά μοντέλα φλεγμονωδών νόσων. Αρχικά σε 

ιστοκαλλιέργειες μαστοκυττάρων η ανασυνδυασμένη PAF-AH ανέστειλε την 

έκκριση σεροτονίνης που προκαλείται από τη δράση του PAF (298). Η 

χορήγησή της σε επίμυς αναστέλλει το προκαλούμενο από τον PAF πνευμονικό 

οίδημα(195), περιορίζει τη νέκρωση του εντέρου σε μοντέλο νεκρωτικής 

εντεροκολίτιδας(299,300), μειώνει το μέγεθος του εμφράκτου σε στεφανιαίο 

αγγείο που ισχαιμεί (301) και την έκταση της ισχαιμίας στον εγκέφαλο σε άμφω 

στένωση καρωτίδων νεογέννητου επίμυος(302). Επίσης η ενδοπεριτοναϊκή 

χορήγησή της σε μοντέλο άσθματος ποντικών μειώνει τις φλεγμονώδεις 

διεργασίες, την έκκριση βλέννας και την υπεραντιδραστικότητα των αεραγωγών 

(303), ενώ μειώνει κατά 80% τη θνησιμότητα από αλλεργικό σοκ (304,305).

Τα ευνοϊκά αυτά αποτελέσματα οδήγησαν στη σκέψη να χορηγηθεί η 

ανασυνδυασμένη PAF-AH στον άνθρωπο με σκοπό να προληφθούν ή να
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μειωθούν αποτελέσματα φλεγμονωδών διεργασιών. Αρχικά έγιναν 

φαρμακοκινητικές μελέτες σε υγιείς ενήλικες χωρίς παρενέργειες. Στη συνέχεια 

κλινική μελέτη φάσης 2Β έλεγξε την αποτελεσματικότητα της ανασυνδυασμένης 

PAF-AH έναντι placebo σε ασθενείς με κίνδυνο δημιουργίας ARDS. Σε 

πειραματόζωα ο PAF φαίνεται να είναι βασικός μεσολαβητής στη δημιουργία 

βλαβών του πνεύμονα που μιμούνται εικόνα ARDS του ανθρώπου (306). Η 

θνησιμότητα ήταν σημαντικά μικρότερη στην ομάδα που χορηγήθηκε η PAF-AH 

έναντι της ομάδας placebo (14,5% vs 28,4%), όπως και η επίπτωση εμφάνισης 

ARDS ήταν μικρότερη στην πρώτη ομάδα.

5) PAF-AH και νεφρός

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, έχει βρεθεί PAF στα ούρα φυσιολογικών (147). 

Η ποσότητα αυτή του PAF είναι πολύ μικρή και σε πειραματόζωα στα οποία 

μεταβάλλεται η διαπερατότητα του σπειράματος δεν επηρεάζεται ο ρυθμός 

έκκρισης του PAF στα ούρα (307). Ενεργότητα PAF-AH έχει βρεθεί στα ούρα 

φυσιολογικών (257) καθώς επίσης στο φλοιό και μυελό ανθρώπινου νεφρικού 

ιστού (308). Ασθενείς με χρόνια νεφρική ανεπάρκεια τελικού σταδίου που 

υποβάλλονται σε αιμοκάθαρση έχουν ενεργότητα του ενζύμου στο πλάσμα τους 

(309), αναμενόμενο άλλωστε αφού δεν είναι ο νεφρός η βασική πηγή του 

ενζύμου στο αίμα. Επιπλέον στη μελέτη του Milionis και συν(310) όλοι οι 

ασθενείς με μέτρια ως σοβαρή νεφρική ανεπάρκεια έχουν σημαντικά αυξημένη 

ενεργότητα στο πλάσμα συγκρινόμενη με υγιείς, ενώ συγκρίνοντας τις διάφορες 

μεθόδους υποκατάστασης νεφρικής λειτουργίας οι ασθενείς που υποβάλλονται 

σε συνεχή περιτοναϊκή κάθαρση έχουν τη μεγαλύτερη ενεργότητα. Δε βρέθηκε 

πάντως συσχέτιση της ενεργότητας με την κρεατινίνη ή την κάθαρση 

κρεατινίνης του ορού.
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Ασθενείς με ΣΕΛ παρουσίαζαν αυξημένα επίπεδα PAF και μειωμένη 

ενεργότητα PAF-AH στο πλάσμα τους (274), ενώ σε μελέτη του Kirschbaum 

(257) η ενεργότητα του ενζύμου ήταν αυξημένη στα ούρα και συσχετιζόταν με 

τα επίπεδα της πρωτεϊνουρίας. Στην ίδια μελέτη ασθενείς με 

σπειραματονεφρίτιδα, νεφρωσικό σύνδρομο και φυσιολογική ή μη νεφρική 

λειτουργία είχαν αυξημένη ενεργότητα ενζύμου στα ούρα θετικά συσχετιζόμενη 

με την πρωτεϊνουρία και τη νεφρική βλάβη.

Ασθενείς με μεμβρανώδη σπειραματονεφρίτιδα παρουσίαζαν αυξημένα 

επίπεδα PAF στα ούρα θετικά συσχετιζόμενα με τη λευκωματουρία, ενώ η 

ενεργότητα του ενζύμου ήταν περίπου ίδια με τους υγιείς. Στο πλάσμα βρέθηκε 

μειωμένη ποσότητα PAF που αποδόθηκε σε αυξημένο καταβολισμό του (311). 

Αντιθέτως σε άλλη μελέτη (312) με ασθενείς με ιδιοπαθή σπειραματονεφρίτιδα 

και ποικίλου βαθμού πρωτεϊνουρία βρέθηκαν αυξημένα επίπεδα PAF στο αίμα 

και στα ούρα των ασθενών, μη συσχετιζόμενα με τη πρωτεϊνουρία και με τη 

βαρύτητα της βλάβης. Η ενεργότητα του ενζύμου βρέθηκε αυξημένη στο 

πλάσμα και μειωμένη στο φλοιό και στο μυελό του νεφρικού ιστού

Σε 14 παιδιά με νόσο ελάχιστων αλλοιώσεων βρέθηκαν αυξημένα επίπεδα 

PAF στα ούρα τους σε σύγκριση με παιδιά σε ύφεση νόσου(313), όπως το ίδιο 

συνέβαινε στα ούρα παιδιών με αιμολυτικό ουραιμικό σύνδρομο (314).

Τα τελευταία χρόνια με την ανακάλυψη της μετάλλαξης V279T έγιναν 

μελέτες σε ιαπωνικό πληθυσμό με νεφρολογικές νόσους για εύρεση πιθανών 

συσχετίσεων μεταξύ της μετάλλαξης, της συνεπαγόμενης έλλειψης του ενζύμου 

και της παθογένειας της νόσου. Μελετήθηκαν παιδιά με νόσο ελάχιστων 

αλλοιώσεων, με αιμολυτικό ουραιμικό σύνδρομο και με IgA νεφροπάθεια. Σε 

όλες τις μελέτες η επίπτωση της μετάλλαξης (ΤΤ ομοζυγώτες, GT ετεροζυγώτες 

και GG οι μη έχοντες τη μετάλλαξη) ήταν ίδια με αυτή του γενικού πληθυσμού,0
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γεγονός ττου σημαίνει ότι δεν υττάρχει καμία συσχέτιση μεταξύ της μετάλλαξης 

και της εμφάνισης της νόσου. Στα παιδιά όμως με νόσο ελαχίστων αλλοιώσεων 

οι ετερόζυγοι GT παρουσίαζαν αυξημένη τάση για υποτροπή της νόσου σε 

σύγκριση με τους φυσιολογικούς GG (315), ενώ στο αιμολυτικό ουραιμικό 

σύνδρομο οι GT είχαν βαρύτερη κλινική εικόνα και χρειάστηκαν αιμοκάθαρση 

(314). Τέλος στη νεφροπάθεια IgA, οι GT και ΤΤ είχαν σημαντικά μεγαλύτερη 

πρωτεϊνουρία από τους GG και μεγαλύτερη υπερπλασία των μεσαγγειακών 

κυπάρων στη νεφρική βιοψία, στοιχείο εξέλιξης της νόσου, σε σύγκριση με τους 

GG (316).

Συμπερασματικά οι κλινικές μελέτες που μετρούν ενεργότητα της PAF-AH 

στο πλάσμα και στα ούρα ασθενών με νεφρική νόσο είναι λιγοστές, με μικρό 

αριθμό ασθενών και με μεγάλη ετερογένεια όσον αφορά τη νεφροπάθεια, την 

ηλικία των ασθενών και το βαθμό έκπτωσης της νεφρικής λειτουργίας με 

αποτέλεσμα η εξαγωγή οποιουδήποτε γενικού συμπεράσματος να είναι 

δύσκολη. Παρόλο αυτά είναι σαφής η ανάμειξη πλην του PAF και της PAF-AH 

στην παθοφυσιολογία της νεφρικής βλάβης.
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I. ΥΛΙΚΟ

Μελετήθηκαν 18 ασθενείς που εισήχθησαν στη Νεφρολογική Κλινική, 8 με 

νεφρωσικό σύνδρομο (ΝΣ) και 10 με πρωτεϊνουρία μη νεφρωσικού τύπου 

(ΠΜΝΤ). Σε όλους τους ασθενείς της μελέτης αποκλείσθηκαν αίτια 

δευτεροπαθούς νεφρωσικού συνδρόμου ή συστηματικού νοσήματος όπως 

σακχαρώδης διαβήτης, συστηματικός ερυθηματώδης λύκος, ηπατική νόσος, 

θυρεοειδοπάθεια, αμυλοείδωση κ.α. Η διάγνωση της ιδιοπαθούς 

σπειραματονεφρίτιδας επιβεβαιώθηκε ιστολογικά σε 16 ασθενείς που 

υποβλήθηκαν σε διαδερμική βιοψία νεφρού με διαγνώσεις όπως : νόσος 

ελαχίστων αλλοιώσεων (ν=2), μεμβρανώδη σπειραματονεφρίτιδα (ν=6), IgA 

νεφροπάθεια (ν=1), εστιακή και τμηματική σπειραματοσκλήρυνση (ν=2), 

μεσαγγειοϋττερπλαστκή σπειραματονεφρίτιδα (ν=5). Σε 2 ασθενείς, στους 

οποίους η διενέργεια διαδερμικής βιοψίας νεφρού κρίθηκε επικίνδυνη λόγω 

ύπαρξης πολλαπλών νεφρικών κύστεων, ετέθη η διάγνωση της μεμβρανώδους 

σπειραματονεφρίτιδας βάσει των κλινικών χαρακτηριστικών και των 

εργαστηριακών εξετάσεων. Στους 5 από τους 6 ασθενείς με νεφρωσικό 

σύνδρομο, η ιστολογική έκθεση περιέγραφε στο διαμεσοσωληναριακό χώρο 

μέτριου βαθμού ίνωση και ατροφία σωληνάριων. Κανένας ασθενής δεν λάμβανε 

αγωγή κατά τη διάρκεια της μελέτης. Επίσης κανένας ασθενής δεν παρουσίαζε 

αρτηριακή υπέρταση ή νεφρική ανεπάρκεια κατά την εισαγωγή του. Ως ομάδα 

ελέγχου επιλέχθηκαν 20 υγιή άτομα ίδιας ηλικίας και φύλου.

Σε όλους τους ασθενείς διενεργήθηκαν βασικές αιματολογικές και 

βιοχημικές εξετάσεις. Ειδικότερα προσδιορίσθηκαν οι λιπιδαιμικές παράμετροι, 

η ουρία, η κρεατινίνη, οι ολικές πρωτεΐνες και η αλβουμίνη ορού καθώς και η 

κρεατινίνη και οι πρωτεΐνες στα ούρα 24ωρης συλλογής.
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II. ΜΕΘΟΔΟΙ

Όλοι οι συμμετέχοντες στη μελέτη ακολούθησαν τη συνηθισμένη τους 

δίαιτα κατά τη διάρκεια της μελέτης. Φλεβικό δείγμα αίματος συλλέχθηκε σε 

πλαστικό σωλήνα που περιείχε αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ (EDTA) ως 

αντιπηκτικό από κάθε ασθενή και φυσιολογικό άτομο κατόπιν 14ωρης νηστείας. 

Επίσης από κάθε άτομο έγινε συλλογή ούρων 24ώρου στα οποία προστέθηκαν 

EDTA 10 pg/pl και αντιβιοτικό γενταμυκίνη 1,25 μρ/μί (garamycin).

Δείγμα ορού και δείγμα της 24ωρης συλλογής ούρων χρησιμοποιήθηκαν 

για έλεγχο ρουτίνας. Υπολογίστηκαν η χοληστερόλη και τα τριγλυκερίδια ορού 

με ενζυματική χρωματογραφική μέθοδο με τη χρήση αναλυτή RA- 

1000(Technicon Instuments, NY, USA). Τα επίπεδα της HDL-χοληστερόλης 

μετρήθηκαν με την ίδια μέθοδο στο υπερκείμενο κατόπιν καθίζησης των 

υπόλοιπων λιποπρωτεϊνών με δεξτράνη θειικού μαγνησίου. Ο προσδιορισμός 

της LDL-χοληστερόλης έγινε με βάση των τύπο του Friedwald (317) ως 

εξής:Ι_ϋΙ--χοληστερόλη =Ολική-χοληστερόλη - Τριγλυκερίδια/5 -  HDL- 

χοληστερόλη (mg/100ml). Ο τύπος αυτός δεν ισχύει όταν στο δείγμα υπάρχουν 

χυλομικρά, όταν το δείγμα προέρχεται από ασθενή με τύπου III υπερλιπιδαιμία, 

ή όταν τα τριγλυκερίδια υπερβαίνουν τα 400mg/100 ml. Οι αποπρωτεΐνες 

ΑροΑ1 και ΑροΒ μετρήθηκαν με ανοσονεφελομετρία με τη βοήθεια αναλυτή 

Beckman (Beckman Instruments, CA, USA). Τα επίπεδα της Lp(a) μετρήθηκαν 

με την ανοσοενζυμική μέθοδο Macra Lp(a) (Terumo Medical Corporation 

Diagnostic Division, Elkton, MD, USA). To χαμηλότερο όριο ανίχνευσης της 

Lp(a) ήταν 0,8 mg/dl. Η κρεατινίνη ορού και ούρων προσδιορίσθηκε με τη 

μέθοδο Jaffe με τη βοήθεια αναλυτή Olympus (Olympus Diagnostic GmbH, 

Ireland), ενώ οι ολικές πρωτεΐνες στα ούρα και στον ορό υπολογίσθηκαν με τη
Ο
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μέθοδο Biuret. Η αλβουμίνη ορού μετρήθηκε με τη μέθοδο bromocresol green 

με τη βοήθεια αναλυτή Olympus (Olympus Diagnostica GmbH, Ireland).

Στη συνέχεια δείγμα αίματος φυγοκεντρήθηκε στις 3100 rpm για 15 λεπτά 

για διαχωρισμό του πλάσματος, στο οποίο προστέθηκε αντιπηκτικό EDTA 5 

μΙ/ml και αντιβιοτικό γενταμυκίνη 1,25 μΙ/ιπΙ (garamycin). Σε δείγμα 250 μΙ 

πλάσματος έγινε καταβύθιση ΑροΒ-λιποπρωτεϊνών με προσθήκη 

φωσφοβολφραμικού οξέος και ιόντων μαγνησίου με στόχο την απομόνωση 

HDL-χοληστερόλης. Τα ούρα της συλλογής φυγοκεντρήθηκαν στις 3500rpm για 

15 λεπτά για την απομάκρυνση του ιζήματος και ρυθμίστηκε το pH στο 7.4. 

Δείγμα ούρων διατηρήθηκε στους -80° C για περαιτέρω ανάλυση.

Σε τέσσερις ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο ο μεγαλύτερος όγκος 

ούρων συμπυκνώθηκε 60 ως 100 φορές με υπερδιήθηση σε συσκευή Amicon 

και μεμβράνη φίλτρου 10 kDa. Δείγμα των συμπυκνωμένων ούρων καθώς και 

πλάσμα των ασθενών υποβλήθηκε σε ηλεκτροφόρηση αγαρόζης.

Δείγμα των συμπυκνωμένων ούρων καθώς και πλάσμα των ασθενών 

αυτών υποβλήθηκαν επίσης σε ισοπυκνική υπερφυγοκέντρηση βαθμίδωσης 

πυκνοτήτων. Παράλληλα πλάσμα 6 υγιών ατόμων υποβλήθηκε στην ίδια 

διαδικασία. Στα κλάσματα που προέκυψαν από την υπερφυγοκέντρηση έγινε 

προσδιορισμός χημικής σύστασης (πρωτεΐνης, χοληστερόλης, τριγλυκεριδίων) 

με ενζυματικές μεθόδους χρησιμοποιώντας έτοιμα kits BioMerieux.

Η ενεργότητα του ενζύμου PAF-AH μετρήθηκε στο πλάσμα, στην HDL, σε 

δείγμα της 24ωρης συλλογής ούρων και σε όλα τα κλάσματα που προέκυψαν 

από την υπερφυγοκέντρηση πλάσματος και συμπυκνωμένων ούρων.

Στη συνέχεια όλα τα κλάσματα που προέκυψαν από την 

υπερφυγοκέντρηση πλάσματος και συμπυκνωμένων ούρων υποβλήθηκαν σε 

ηλεκτροφόρηση SDS-πολυακρυλαμιδίου σε πλάκες βαθμίδωσης 5-19% και οι
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ζώνες ανεδείχθησαν με χρώση νιτρικού αργύρου. Πρωτεΐνες με πρότυπα 

μοριακά βάρη και ανασυνδυασμένη PAF-AH ηλεκτροφορήθηκαν ταυτόχρονα. 

Μετά την ηλεκτροφόρηση ακολούθησε μεταφορά των πρωτεϊνών και 

ανοσοαποτύπωση Western με αντισώματα αντι-αποπρωτεΐνης Β-100, αντι- 

αποπρωτεΐνης(8), πολυκλωνικού αντισώματος κατά της PAF-AH του 

πλάσματος, μονοκλωνικού αντισώματος κατά της ενδοκυττάριας PAF-AH 

ισομορφής II.

Αναλυτικά οι μέθοδοι που ακολουθήθηκαν έχουν ως εξής:



87

Α . Η Λ Ε Κ Τ Ρ Ο Φ Ο Ρ Η Σ Η  Λ ΙΠ Ο Π Ρ Ω Τ Ε ΪΝ Ω Ν  Σ Ε  Π Η Κ Τ Ω Μ Α  Α Γ Α Ρ Ο Ζ Η Σ

Αρχή της μεθόδου

Η ηλεκτροφόρηση είναι ποιοτική κυρίως μέθοδος διαχωρισμού των 

λιποπρωτεϊνών με βάση το ηλεκτρικό-φορτίο και-το μέγεθός-τους; Κατάπην 

ηλεκτροφόρηση των λιποπρωτεϊνών μεταναστεύουν και οι πρωτεΐνες του 

πλάσματος όμως η χρωστική που χρησιμοποιείται είναι μόνο για λιπίδια. Η 

ηλεκτροφόρηση ενός νορμολιπιδαιμικού ατόμου με Lp(a) θα είναι ως εξής; 

Μέτωπο

α-σφαιρίνες HDL

Lp(a)

προ-β-σφαιρίνες VLDL

β-σφαιρίνες LDL

Αρχή

Δείγμα

Χρησιμοποιείται πλάσμα με EDTA καθώς και δείγμα συμπυκνωμένων 

ούρων. Η συντήρηση των δειγμάτων γίνεται στους 4°C το πολύ για 3 μέρες
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Όργανα- Αντιδραστήρια

•  Συσκευή ηλεκτροφόρησης Sebia -Κ20,

• Τροφοδοτικό.

•  Εμπορική συσκευασία Kit ηλεκτροφόρησης Hydragel Lipo + Lp(a) 

(Sebia) που περιλαμβάνει:

•  10 πλάκες με~πηκτή αγαρόζηςΓέτοιμες για χρήση:

• Φιαλίδια συμπυκνωμένου ρυθμιστικού διαλύματος Tris-βαρβιτουρικού. 

Το περιεχόμενο κάθε φιαλιδίου αραιώνεται στα 1000ml με d Η2Ο

• Φιαλίδια συμπυκνωμένης χρωστικής 3%Sudan black.

• Η παρασκευή του διαλύματος χρώσης γίνεται ως εξής: Σε κωνική φιάλη 

αναμιγνύονται 160 ml απόλυτης αιθανόλης (EtOH) με 2 ml 3%Sudan 

black. Υπό συνεχή ισχυρή ανάδευση ακολουθεί προσθήκη, 140 ml d 

Η20 .

• Ειδική μεμβράνη με θέσεις τοποθέτησης των δειγμάτων.

• Διηθητικά χαρτιά

• Διάλυμα EtOH 45% σε d Η20  (ν/ν)

Εκτέλεση ηλεκτροφόρησης

Η πλάκα με την πηκτή αγαρόζης τοποθετείται σε επιφάνεια καθαρισμένη 

εκ των προτέρων με 45% EtOH. Η πηκτή έχει χαραγμένα δύο βέλη τα οποία 

καθορίζουν την θέση τοποθέτησης της μεμβράνης των δειγμάτων. Η υγρασία 

που υπάρχει στην επιφάνεια της πηκτής απορροφάται γρήγορα με την 

εφαρμογή διηθητικού χαρτιού στην θέση που ορίζεται από τα βέλη. Στην 

συνέχεια εφαρμόζεται η μεμβράνη τοποθέτησης των δειγμάτων πάνω στην 

πηκτή της αγαρόζης ώστε τα βέλη της μεμβράνης να συμπίπτουν με τα βέλη
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της επιφάνειας της πηκτής. Κατά την εφαρμογή της μεμβράνης στην αγαρόζη 

πρέπει να αποφεύγεται η δημιουργία φυσαλίδων αέρα γιατί παρεμποδίζουν την 

μετανάστευση των δειγμάτων. Έπειτα προστίθενται τα δείγματα στις κατάλληλες 

θέσεις με αυτόματη πιπέτα χωρίς να τραυματιστεί η αγαρόζη. Ο όγκος των 

δειγμάτων για ορό ή πλάσμα είναι 2 μΙ ενώ για τα ούρα 10 μΙ. Χρησιμοποίηση 

μεγάλων ποσοτήτων δείγματος έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση ουρών που 

καθιστά δύσκολη την ταυτοποίηση των λιποπρωτεϊνών. Τα δείγματα αφήνονται 

για 10 min ώστε να προσροφηθούν πλήρως στην αγαρόζη. Στη συνέχεια 

αφαιρείται η ειδική μεμβράνη και η πηκτή είναι έτοιμη για την ηλεκτροφόρηση. 

Σε κάθε διαμέρισμα της συσκευής ηλεκτροφόρησης προστίθενται 150 ml 

ρυθμιστικού διαλύματος Tris-βαρβιτουρικού και η πηκτή της αγαρόζης 

τοποθετείται ανεστραμμένη πάνω στη γέφυρα της ηλεκτροφόρησης με τα 

δείγματα προς την καθοδική πλευρά.

Συνθήκες ηλεκτροφόρησης

Η συσκευή σκεπάζεται με το καπάκι της και συνδέονται τα ηλεκτρόδια με 

το τροφοδοτικό. Ρυθμίζονται οι συνθήκες ηλεκτροφόρησης ως εξής:

Τάση σταθερή 50V

Ένταση ρεύματος 3mA για κάθε

δείγμα

Διάρκεια ηλεκτροφόρησης 90min

Χρώση των λιποπρωτεϊνών

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης η πηκτή στεγνώνεται σε ρεύμα θερμού αέρα 

(< 80°C). Η πλάκα υπό μορφή πλέον ζελατίνης τοποθετείται στο ειδικό δοχείο 

χρώσης που περιέχει το διάλυμα της χρωστικής, όπου αφήνεται για 15 min. Η 

περίσσεια της χρωστικής ξεπλένεται με νερό βρύσης. Στη συνέχεια η ζελατίνη
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τοποθετείται σε λεκάνη που περιέχει 45% EtOH για 5 min. Η περίσσεια της

EtOH στεγνώνεται σε ρεύμα θερμού αέρα.

Β . ΙΣ Ο Π Υ Κ Ν ΙΚ Η  Υ Π Ε Ρ Φ Υ Γ Ο Κ Ε Ν Τ Ρ Η Σ Η  Β Α Θ Μ ΙΔ Ω Σ Η Σ  Π Υ Κ Ν Ο Τ Η Τ Ω Ν

Υλικά-Όργανα

• Πυκνόμετρο

•  Υπερφυγόκεντρος (L7, Beckman)

• Κεφαλή υπερφυγοκέντρου (SW41, Beckman)

• Σωλήνες υπερφυγοκέντρου για κεφαλή Ultraclear 13 ml για κεφαλή 

SW41 (Beckman)

•  Μεμβράνη διαπίδυσης (Sigma). Η μεμβράνη ενεργοποιείται σε Η2Ο για 3 

h και έχει όριο αποκλεισμού μεγαλύτερο από 12000

• Φίλτρα διήθησης 0,20 μ (Corning)

• KBr. To KBr ξηραίνεται σε κλίβανο στους 100°C για 24 h και διατηρείται 

σε ξηραντήρα

• Garamycin (Gentamycin sulfate, Schering-Plough): To διάλυμα περιέχει 

40mg θειικής γενταμυκίνης/ml σε φιαλίδια των 2 ml

Διαλύματα εργασίας

•10% EDTA. (Titriplex III, pH 7,0) : 12,8247 g EDTANa22H20  

διαλυτοποιούνται σε 90 ml H20 . Ρυθμίζεται το pH στο 7,0 και ο όγκος 

συμπληρώνεται στα 100 ml με Η2Ό. Το διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

•Διάλυμα NaCI (d=1.006 g/m l): 9 g NaCI, 0,4 g EDTA και 100 μΙ 

Garamycin διαλυτοποιούνται σε 1 L H20. Ρυθμίζεται το pH στο 7.4 και το 

διάλυμα φιλτράρεται υπό κενό σε φίλτρα διήθησης 0,20 μ. Η ακριβής
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πυκνότητα του διαλύματος μετριέται σε πυκνόμετρο. Το διάλυμα 

διατηρείται στο ψυγείο, στους 4°C.

•Διάλυμα NaCI-KBr (d=1,357 g/m l): 153 g NaCI, 354 g KBr, 0,4 g 

EDTA και 10 μΙ Garamycin διαλυτοποιούνται σε 1 L H20 . Ρυθμίζεται το 

pH στο 7,4 και το διάλυμα φιλτράρεται υπό κενό σε φίλτρα διήθησης 0,20 

μ. Η ακριβής πυκνότητα του διαλύματος μετριέται σε πυκνόμετρο: Το 

διάλυμα διατηρείται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος, γιατί λόγω της 

υψηλής του πυκνότητας σχηματίζει κρυστάλλους στο ψυγείο.

•Διαλύματα NaCI-KBr (d=1,019, 1,063 και 1,240 g/ml) : Τα 

διαλύματα NaCI-KBr διαφόρων πυκνοτήτων παρασκευάζονται με την 

ανάμειξη κατάλληλων όγκων διαλύματος NaC11,006 g/ml και διαλύματος 

NaCI-KBr d=1,357 g/ml. Οι όγκοι των διαλυμάτων υπολογίζονται με τη 

χρήση του παρακάτω τύπου:

dx*(V A +V B ) =  (VA*dA) +  (VB*dB) {1} 

όπου: dx, η επιθυμητή τελική πυκνότητα του διαλύματος 

Va και dA, ο όγκος και η ακριβής πυκνότητα του διαλύματος NaC11,006 g/ml 

Vb και dB, ο όγκος και η ακριβής πυκνότητα του διαλύματος NaCI-KBr d=1,357 

g/ml

Μετά την παρασκευή γίνεται ακριβής μέτρηση της πυκνότητας κάθε 

διαλύματος και η πυκνότητα ρυθμίζεται στην τελική επιθυμητή τιμή της με την 

προσθήκη διαλύματος NaCI d=1,006 g/ml ή NaCI-KBr d=1,357 g/ml, ο όγκος 

του οποίου υπολογίζεται εκ νέου με τη χρήση της εξίσωσης {1} Τα διαλύματα 

διατηρούνται στους 4°C.



Αρχή της μεθόδου

Με την υττερφυγοκέντρηση επιτυγχάνεται ο σχηματισμός μίας συνεχούς 

βαθμίδωσης πυκνοτήτων στην οποία κατανέμονται τα υποκλάσματα των 

λιποπρωτεϊνών ανάλογα με την πυκνότητά τους.

Πειραματική πορεία

Επιστοίβαση των διαλυμάτων διαφόρων πυκνοτήτων και υττερφυγοκέντρηση 

3 ml πλάσματος ή 3 ml ούρων αναμιγνύονται με 0,9660 g στερεού KBr, 

έτσι ώστε η πυκνότητα του πλάσματος ή των ούρων να γίνει 1,21 g/ml. Ακριβώς 

3 ml αυτού του πλάσματος ή των ούρων μεταφέρονται με πιπέτα Pasteur στο 

σωλήνα της υπερφυγοκέντρου, όπου έχουν ήδη τοποθετηθεί στον πυθμένα 2 

ml διαλύματος NaCI-KBr d=1,24 g/ml. Η επιστοίβαση των υπολοίπων 

διαλυμάτων γίνεται με όργανο αυτόματης ροής. (Auto-densi flow, Buchler 

Instruments) και επιστοιβάζονται διαδοχικά 2 ml διαλύματος NaCI-KBr d=1,063 

g/ml, 2,5 ml διαλύματος NaCI-KBr d=1,019 g/ml και τέλος 2,5 ml διαλύματος 

NaCI d=1,006 g/ml. Οι σωλήνες της υπερφυγοκέντρησης ζυγοσταθμούνται και 

τοποθετούνται στις υποδοχές του ρότορα SW-41. Ακολουθεί 

υπερφυγοκέντρηση στις 40000 rpm, στους 15°C για 44 Ιί. Μετά το πέρας της 

υπερφυγοκέντρησης συλλέγονται προσεκτικά με τη βοήθεια αυτόματης πιπέτας 

30 κλάσματα, όγκου 400 μΙ το καθένα, από την κορυφή του σωλήνα προς τα 

κάτω.

Ανασύσταση των υποκλασμάτων των λιποπρωτεϊνών

Συγκεκριμένα κλάσματα αναμιγνύονται ώστε να σχηματιστούν τα 

υποκλάσματα των λιποπρωτεϊνών. Η ανάμιξη γίνεται με τον παρακάτω τρόπο: 

κλάσματα 1 και 2 (VLDL+IDL, d< 1.019 g/ml), κλάσματα 3 και 4 (LDL-1,

92
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d=1.019-1.023 g/ml), κλάσματα 5 και 6 (LDL-2, d=1.023-1.029 g/ml), κλάσματα 

7 και 8 (LDL-3, d=1.029-1.039 g/ml), κλάσματα 9 και 10 (LDL-4, d=1.039-1.050 

g/ml), κλάσματα 11 και 12 (LDL-5, d=1.050-1.63 g/ml), κλάσματα 13 έως 16 

(HDL-2, d=1.063-1.100 g/ml), κλάσματα 17 έως 22 (HDL-3, d=1.100-1.167 

g/ml), κλάσματα 23 και 24 (VHDL, d=1.167-1.190 g/ml).

Γ. Π Ρ Ο Σ Δ ΙΟ Ρ ΙΣ Μ Ο Σ  Π Ρ Ω Τ Ε ΪΝ Ω Ν  M E  ΤΗ  Μ Ε Θ Ο Δ Ο  B C A

Όργανα-Αντιδραστήρια

• Φωτόμετρο Microelisa

• Πλακίδιο 96 θέσεων

• Αντιδραστήριο A : Το αντιδραστήριο Α είναι μίγμα ανθρακικού νατρίου, 

διττανθρακικού νατρίου, δισιχρονικού οξέως και ταρταρικού νατρίου σε 

0,2Ν NaOH

• Αντιδραστήριο Β: Διάλυμα 4% CuS04

• Πρότυπο διάλυμα 2mg/ml BSA σε 0,9% NaCI και 0,05%NaN3

Διαλύματα εργασίας

Πρότυπο διάλυμα BSA : Παρασκευάζονται με κατάλληλη αραίωση του 

διαλύματος BSA έτσι ώστε να προκύψουν διαλύματα 0,2-1 mg/ml BSA. Τα 

πρότυπα διαλύματα διατηρούνται στους -20°C

Διάλυμα εργασίας : Προκύπτει από την ανάμειξη των αντιδραστηρίων Α και Β 

σε αναλογία 50:1 (ν/ν). Το αντιδραστήριο παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση 

του

Αρχή της μεθόδου
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Τα ιόντα Cu2+ ανάγονται αρχικά από τις πρωτεΐνες σε αλκαλικό περιβάλλον 

προς ιόντα Cu+, καθένα από τα οποία σχηματίζει στη συνέχεια έγχρωμο 

υδατοδιαλυτό σύμπλοκο με 2 μόρια δισιχρονικού οξέως. Το τελευταίο 

απορροφά στα 560nm.

Π ειρα μ α τικ ή  δ ια δ ικ α σ ία

Σε πλακίδια των 96 θέσεων τοποθετούνται 10 μΙ δείγματος και 10 μΙ 

προτύπων. Στη συνέχεια προστίθενται με πολυπιπέτα 200 μΙ του διαλύματος 

εργασίας σε κάθε θέση της πλάκας. Η πλάκα ανακινείται ήπια και επωάζεται 

στους 37°C για 30 λεπτά. Κατόπιν εισάγεται στο φωτόμετρο στα 560nm με 

φίλτρο αναφοράς τα 620nm.

Ε π ε ξ ε ρ γ α σ ία  τ ω ν  α π ο τ ε λ ε σ μ ά τ ω ν

Οι απορροφήσεις των μετρήσεων μετατρέπονται σε συγκεντρώσεις με τη 

βοήθεια πρότυπης καμπύλης. Απορρόφηση=8+ό*συγκέντρωση (όπου a και b 

οι συντελεστές της ευθείας γραμμής). Από την εξίσωση της πρότυπης 

καμπύλης και από τις απορροφήσεις των δειγμάτων υπολογίζονται τα pg/ml 

πρωτεΐνης που περιέχουν τα δείγματα.

Δ .  Ε Ν Ζ Υ Μ ΙΚ Ο Σ  Φ Ω Τ Ο Μ Ε Τ Ρ ΙΚ Ο Σ  Π Ρ Ο Σ Δ ΙΟ Ρ ΙΣ Μ Ο Σ  ΤΗ Σ Ο Λ ΙΚ Η Σ  

Χ Ο Λ Η Σ Τ Ε Ρ Ο Λ Η Σ

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ-ΌΡΓΑΝΑ

Ο προσδιορισμός γίνεται με τη χρήση εμπορικής συσκευασίας kit 

(bioMerieux) που περιλαμβάνει τα παρακάτω αντιδραστήρια:

• R1 0,1 mM ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών, pH 6,9, 15 mM φαινόλη, 

3,75 mM χολικό Na.
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• R2 0,5 mM 4-αμινο-αντιπυρίνη, εστεράση της χοληστερόλης 2:125 U/L, 

οξειδάση της χοληστερόλης £200 U/L, υπεροξειδάση £1000 U/L.

• R3 πρότυπο διάλυμα χοληστερόλης, 200mg/100ml. Γίνονται αραιώσεις 

του προτύπου με απεσταγμένο Η2Ο ώστε η κλίμακα συγκεντρώσεων 

των προτύπων να κυμαίνεται από 0,2 mg/ml μέχρι 2 mg/ml.

. Φωτόμετρο microelisa.

Δ ιά λ υ μ α  ε ρ γ α σ ία ς

Το περιεχόμενο του R2 διαλυτοποιείται με την προσθήκη 25 ml του R1 

και αφήνεται για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου υπό ήπια ανάδευση. Το 

διάλυμα που προκύπτει είναι σταθερό για 3 μήνες στους 4°C.

Αρχή της μεθόδου

Οι ενζυμικές μέθοδοι φωτομετρικών προσδιορισμών που θα 

περιγραφούν στηρίζονται στην παραγωγή Η20 2 μετά την επίδραση 

εξειδικευμένου οξειδωτικού ενζύμου. Το παραγόμενο Η20 2 παρουσία 

υπεροξειδάσης οξειδώνει παράγωγα της φαινόλης προς παράγωγα κινόνης τα 

οποία εξαιτίας των συζυγών διπλών δεσμών τους είναι χρωμοφόρα και 

απορροφούν στο ορατό (118). Η παρακάτω ακολουθία αντιδράσεων δίνει την 

αρχή του ενζυμικού φωτομετρικού προσδιορισμού της χοληστερόλης.

Υδρόλυση της εστεροποιημένης χοληστερόλης:

Εσφας τη; χοληστερόλη; +Η ρ  — ίχπερόατ\ _ ^  Χοληστερόλη+ ROOQH
της χοληστερόλη; (ελεύθερο λιπαρό οξύ)
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Οξείδωση της χοληστερόλης παρουσία εξειδικευμένης οξειδάσης:

Χοληστερόλη + 02  Οξεώάοη----------- 1
της χοληστερόλης

Χοληστεν 4-όνη-3 +Η 20 2

Αντίδραση ανίχνευσης χρώματος. Αναγωγή του Η2Ο2:

2Η2Ο2 + 4-άμινο-αν'ππυρίνη + Φατνόλη ----- -------- °TW  4-(ρ-βενζοκΜ)νο-μονο-ιμινο)-αντιπυρίνι
+ 4Η20  (κόκκινο χρώμα)

Π ειρ α μ α τ ικ ή  δ ια δ ικ α σ ία

Σε πλάκα των 96 θέσεων τοποθετούνται 10 μΙ δείγματος καθώς και 10 μΙ 

από κάθε συγκέντρωση προτύπων. Στη συνέχεια προσθέτονται με πολυκάναλη 

πιπέτα σταθερού όγκου, 200 μΙ του διαλύματος εργασίας σε κάθε θέση της 

πλάκας. Η πλάκα ανακινείται ήπια, και επωάζεται στους 37°C για 5 λεπτά. 

Έπειτα εισάγεται στο φωτόμετρο microelisa όπου και φωτομετρείται στα 492 nm 

με φίλτρο αναφοράς τα 620 nm.

Επεξεργασία των αποτελεσμάτων

Με βάση τις απορροφήσεις των προτύπων δειγμάτων σχεδιάζεται με την 

βοήθεια ηλεκτρονικού υπολογιστή, η βέλτιστη ευθεία που έχει στον άξονα των X 

την συγκέντρωση της χοληστερόλης των προτύπων και στον άξονα των Υ τις 

απορροφήσεις των προτύπων. Από την εξίσωση της πρότυπης καμπύλης και 

από τις απορροφήσεις των δειγμάτων υπολογίζεται η συγκέντρωση 

χοληστερόλης των δειγμάτων.
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Ε. Ε Ν Ζ Υ Μ ΙΚ Ο Σ  Φ Ω Τ Ο Μ Ε Τ Ρ ΙΚ Ο Σ  Π Ρ Ο Σ Δ ΙΟ Ρ ΙΣ Μ Ο Σ  ΤΗ Σ H D L -  

Χ Ο Λ Η Σ Τ Ε Ρ Ο Λ Η Σ

Αντιδραστήρια

Ο προσδιορισμός γίνεται με τη χρήση εμπορικής συσκευασίας kit (Sigma 

diagnostics) που περιλαμβάνει το διάλυμα καταβύθισης το οποίο περιέχει θειική 

δεξτράνη και ιόντα μαγνησίου. Είναι σταθερό στη συντήρηση μέχρι την 

ημερομηνία λήξης του.

Αρχή της μεθόδου

Οι λιποπρωτεΐνες που περιέχουν apo Β, όπως τα χυλομικρά, οι VLDL οι 

LDL και η Lp(a) κροκιδώνονται και καταβυθίζονται με την προσθήκη θειικής 

δεξτράνης και ιόντων μαγνησίου στο πλάσμα (119). Μετά από φυγοκέντρηση 

παραμένει στο υπερκείμενο μόνο η HDL της οποίας η περιεκτικότητα σε 

χοληστερόλη προσδιορίζεται ενζυμικά.

Πειραματική διαδικασία

Σε πλαστικό κωνικό σωλήνα eppendorf αναμιγνύονται 250 μί πλάσματος 

με 200μΙ διαλύματος Hepes και 25μΙ διάλυμα καταβύθισης. Ακολουθεί καλή 

ανάδευση και επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά ακριβώς. Στην 

συνέχεια γίνεται φυγοκέντρηση στις 3000 στροφές για 5 λεπτά. Το υπερκείμενο 

της φυγοκέντρησης περιέχει την HDL και χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό 

της περιεχόμενης χοληστερόλης. Ο προσδιορισμός γίνεται όπως έχει ήδη 

περιγράφει με μόνη διαφορά ότι χρησιμοποιούμε 20 μί δείγματος και προτύπων 

διαλυμάτων. Η HDL είναι σταθερή για 5 μέρες στους 4°C ή για 2 εβδομάδες 

στους -20°C.
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Η τιμή της συγκέντρωσης χοληστερόλης που υπολογίζεται 

πολλαπλασιάζετε με τον συντελεστή 1.5 που εκφράζει την αραίωση λόγω 

προσθήκης του αντιδραστηρίου καταβύθισης.

Επ εξεργασία αποτελεσμάτω ν



Σ Τ . Ε Ν Ζ Υ Μ ΙΚ Ο Σ  Φ Ω Τ Ο Μ Ε Τ Ρ ΙΚ Ο Σ  Π Ρ Ο Σ Δ ΙΟ Ρ ΙΣ Μ Ο Σ  Τ Ρ ΙΓ Λ Υ Κ Ε Ρ ΙΔ ΙΩ Ν  Σ Τ Ο  

Π Λ Α Σ Μ Α

Αντιδραστήρια-Όργανα

Ο προσδιορισμός γίνεται με τη χρήση εμπορικής συσκευασίας kit 

(bioMerieux) που περιλαμβάνει τα παρακάτω αντιδραστήρια:

• R1 2,29 πιΜ γλυκερόλη

• R2 100 πιΜ διάλυμα Tris pH 7,6, 2,7 mM παραχλωροφαινόλη και 4 πιΜ 

μαγνήσιο

. R3 0,4 mM 4-αμινο-αντιπυρίνη, λιπάση >1000 U/L, γλυκεροκινάση >200 

U/L, οξειδάση της 3-φωσφογλυκερόλης >2000 U/L, υπεροξειδάση >200 

U/L και 0.8 mM ATP

• R4 Πρότυπο διάλυμα τριγλυκεριδίων, 200mg/100ml. Γίνονται αραιώσεις 

του προτύπου διαλύματος με απεσταγμένο Η2Ο για να πάρουμε 

συγκεντρώσεις από 0,2 mg/ml μέχρι 2 mg/ml.

•  Φωτόμετρο microelisa.

Δ ιά λ υ μ α  ε ρ γ α σ ία ς

Το περιεχόμενο του R2 διαλυτοποιείται με την προσθήκη 25 ml του R1. 

Αφήνεται για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου υπό ήπια ανάδευση. Είναι 

σταθερό για 4 εβδομάδες στους 4°C.

Αρχή της μεθόδου

Η παρακάτω ακολουθία αντιδράσεων δίνει την αρχή του ενζυμικού 

φωτομετρικού προσδιορισμού των τριγλυκεριδίων ().
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Υδρόλυση των τριγλυκεριδίων:

Τριγλοκερίδια+Η,Ο — Λιποπ^ωτεϊνικη— Γλοκερόλη + Λιπαρά οξέα
Λιπαση

Φωσφορυλίωση της γλυκερόλης:

Γλοκερόλη + ΑΤΡ τΠζ ΓλυκεΡόλης ^  3-φωσφο-γλυκερόλη + ADP
Mg2+

Οξείδωση της φωσφογλυκερόλης:

Οξειδάση
3-φωσφο-γλυκερόλη + 0 2 -------------------------- ►  Φωσφοδι0δροξΐ)(χκειόνη + ΗζΟ2

της Φωσφογλυκερόλης
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Μέτρηση του τταραγόμενου Η2Ο2 :

, , _ Υπεροξειδάση _
ZHjOj + 4-αμινο-αντιπυρίνη + παραχλωροφαινόλη -------------------- ►

Παράγωγα κινονών (κόκκινο χρώμα) + 41^

Π ε ιρ α μ α τ ικ ή  δ ια δ ικ α σ ία

Σε πλάκα των 96 θέσεων τοποθετούνται 10 μί πλάσματος καθώς και 10 

μΙ προτύπων. Στη συνέχεια προστίθενται με οκτακάναλη πολυπιπέτα 200 μί του 

διαλύματος εργασίας σε κάθε θέση της πλάκας. Η πλάκα ανακινείται ήπια και 

επωάζεται στους 37°C για 5 λεπτά. Έπειτα εισάγεται στο φωτόμετρο microelisa 

όπου και φωτομετρείται στα 492 nm με φίλτρο αναφοράς τα 620 ηπι.
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Με βάση τις απορροφήσεις των προτύπων δειγμάτων σχεδιάζεται με την 

βοήθεια ηλεκτρονικού υπολογιστή, η βέλτιστη ευθεία της μορφής ψ=αχ+β που 

έχει στον άξονα των X την συγκέντρωση των προτύπων τριγλυκεριδίων και 

στον άξονα των Ψ τις απορροφήσεις των προτύπων. Από την εξίσωση που 

δίνει η πρότυπη καμπύλη και από τις απορροφήσεις των δειγμάτων 

υπολογίζεται η συγκέντρωση των τριγλυκεριδίων που περιέχουν τα δείγματα.

Επεξεργασία των αποτελεσμάτων

Ζ. Π Ρ Ο Σ Δ ΙΟ Ρ ΙΣ Μ Ο Σ  ΤΗ Σ Ε Ν Ε Ρ Γ Ο Τ Η Τ Α Σ  ΤΗ Σ P A F -A H

Υλικά-Όργανα

• Μετρητής υγρού σπινθηρισμού, Packard (TriCarb 2100 TR)

• Μικροφυγόκεντρος για eppendorf

• Υδατόλουτρο 37°C

• PAF (1-0-εξαδεκυλο-2-ακετυλο-5Π-γλυκερο-3-φωσφοχολίνη Μ.Β=523.7, 

Sigma). 25 mg σκόνης διαλύονται σε 2.387 ml αιθανόλης 80% δίνοντας 

διάλυμα τελικής συγκέντρωσης 20 mM. Το διάλυμα διατηρείται στους - 

20°C.

• Πρότυπο διάλυμα [3Η]ΡΑΡ(1-0-εξαδεκυλο-2-[3Η-ακετυλο]-εη-γλυκερο-3- 

φωσφοχολίνη,ΙΟΟϊ/ιτίΓηοΙ, DuPont-New England Nuclear, Boston, ΜΑ)

• Αλβουμίνη βοδινού ορού ελεύθερη λιπαρών οξέων (BSA, Sigma)

• Τριχλωροξεικό οξύ (TCA, Μ.Β.:163.39, Sigma)

• Υγρό σπινθηρισμού, Scintillation liquid Optiphase Hisafe 3



Διαλύματα εργασίας
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• 20 mM PAF 16:0:Διαλύονται 25 mg σκόνης σε 2,387 ml 80% 

αιθανόλης μέχρι τελικής συγκέντρωσης 20mM. Διατηρείται στους 

-20°C

• 2,5 mg/ml BSA/saline : Σε 80ml φυσιολογικού ορού διαλύονται 

250mg BSA υπό ήπια ανάδευση. Ο όγκος συμπληρώνεται με 

ακρίβεια στα 100ml. Διατηρείται στους -20°C

•  10% Na2EDTA pH 7.4: 12.8247 α EDTA Na, 2H?Q διαλύονται σε 

100 ml Η20 . Τ ο διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

• Ρυθμιστικό διάλυμα Hepes pH 7.4: 4.2 mM (1.0009 g/L) Hepes, 

137 mM (8.0063 g/L) NaCI, 2.6 mM (0.1939 g/L) KCl, 2 mM 

(0.7445 g/L) EDTA.

•  1mM [3H]PAF (ειδικής ενεργότητας 18000 cpm) : Σε πλαστικό 

σωληνάκι πολυπροπυλενίου αναμιγνύονται 100 μΙ PAF 20 mM και 

30μΙ [3H]PAF. Ο διαλύτης εξατμίζεται σε ρεύμα Ν2 μέχρι ξηρού και 

αναδιασπείρονται σε 2 ml BSA 2.5 mg/ml. Το μίγμα αναδεύεται 

ισχυρά σε vortex και επωάζεται για 30 λεπτά στους 37°C. Το 

διάλυμα διατηρείται στους -20°C.

•  20% TCA (Τριχλωροξικό οξύ, Sigma) 20 g TCA διαλύονται σε 100 

ml Η20 . Τ ο διάλυμα διατηρείται στους 4°C.

• 100 mg/ml BSA/saline. 1 g BSA διαλυτοποιείται σε 10 ml H20 . To 

διάλυμα διατηρείται στους -20°C.
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Αρχή της μεθόδου

Η ενεργότητα της PAF-AH προσδιορίζεται με τη μέθοδο ιζηματοποίησης 

με TCA. Η μέτρηση της ενεργότητας της PAF-AH πραγματοποιείται έμμεσα με 

τη μέτρηση των ραδιοσημασμένων με [3Η] οξεικών ομάδων που 

απελευθερώνονται κατά την υδρόλυση του υποστρώματος [3H]-PAF από το 

ένζυμο. Οι ομάδες αυτές παραμένουν στο υπερκείμενο. Ο εναπομείναν [3Η]- 

PAF και ο παραγόμενος Lyso-PAF βρίσκονται δεσμευμένοι με BSA, η οποία 

μετουσιώνεται και καταβυθίζεται με TCA.

Προετοιμασία δεινυάτων

Για την μέτρηση της ενεργότητας της PAF-AH του πλάσματος 

χρησιμοποιήθηκαν 50μΙ αραιωμένου πλάσματος (10 μΙ πλάσματος αραιώνονται 

με 490μΙ ρυθμιστικού διαλύματος HEPES pH 7,4, αραίωση 1/50), ενώ για τον 

αντίστοιχο προσδιορισμό στην HDL χρησιμοποιήθηκαν 50μΙ από το αραιωμένο 

υπερκείμενο του πλάσματος (50μΙ του υπερκείμενου μετά την καταβύθιση της 

HDL αραιώνονται με 200μΙ ρυθμιστικού διαλύματος HEPES 7.4, αραίωση 1/5) 

μετά την ιζηματοποίηση των λιποπρωτεϊνών που περιέχουν apo Β με θειικό 

μαγνήσιο-δεξτράνη. Και στα δυο παραπάνω δείγματα προστίθεται διάλυμα 

HEPES μέχρι τελικού όγκου 90 μΙ. Για την μέτρηση της ενεργότητας της PAF- 

AH των ούρων χρησιμοποιήθηκαν 90 μΙ δείγματος. Ομοίως 90 μΙ 

χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό της ενζυμικής ενεργότητας σε 

κλάσματα υπερφυγοκέντρησης πλάσματος και ούρων.

Η αντίδραση αρχίζει με την προσθήκη 10 μΙ 1πιΜ [3H]PAF στα 90μΙ του 

μίγματος των αντιδρώντων σε σωλήνες πολυπροπυλενίου eppendorf. 

Παράλληλα ετοιμάζεται και δείγμα ελέγχου (τυφλό) όπου αντί για λιποπρωτεΐνη
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προστίθενται 90 μΙ Hepes pH 7,4. Τα eppendorf επωάζονται στους 37°C για 10 

λεπτά και 60 λεπτά ακριβώς για τα δείγματα πλάσματος και ούρων αντίστοιχα. 

Μόλις συμπληρωθεί ο χρόνος επώασης προστίθενται σε κάθε δείγμα 20 μί 

100mg/ml BSA. Στη συνέχεια τα δείγματα αναδεύονται ισχυρά σε Vortex και 

τοποθετούνται σε παγόλουτρο για 10 λεπτά. Έπειτα προστίθενται 80 μΙ 20% 

TCA, τα δείγματα αναδεύονται ισχυρά σε Vortex και τοποθετούνται σε 

παγόλουτρο για άλλα 30 λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση, σε μικροφυγόκεντρο 

eppendorf (10000rpm), για 5 λεπτά ώστε να καταβυθιστούν οι πρωτεΐνες. 100 μΙ 

του υπερκειμένου μεταφέρονται σε σωληνάκι σπινθηρισμού, προστίθενται 2 ml 

υγρού σπινθηρισμού, το σωληνάκι αναδεύεται καλά και τοποθετείται στον 

μετρητή υγρού σπινθηρισμού.

Επεξεργασία των αποτελεσμάτων

Μετριούνται οι κρούσεις που δίνουν 10 μΙ διαλύματος [3H]PAF (cpnru) για 

τον υπολογισμό της ειδικής ενεργότητας (Ε.Ε.) του διαλύματος. Π.χ τα 10 μΙ 

[3H]PAF 1mM περιέχουν 10 nmol PAF άρα:

Ε .Ε . (cpm /nm ol) =

Το ίδιο ισχύει για όλες τις συγκεντρώσεις PAF που χρησιμοποιήθηκαν 

Η ενεργότητα της PAF-AH υπολογίζεται από τον παρακάτω γενικό τύπο:

Ε νεργότητα  PAF -  Α Η
(cpms - cpmc) χ  2 x l 000 

Ε . Ε . χ α χ β
nm o l/m l πλάσματος ή H D L/m in

όπουιορπίδ, είναι οι κρούσεις των 100 μΙ κάθε δείγματος

cpmc, είναι οι κρούσεις των 100 μΙ του δείγματος ελέγχου 

α, είναι ο χρόνος επώασης του δείγματος σε λεπτά/ώρες 

β, είναι τα μΙ του δείγματος
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1000, ο συντελεστής για τη μετατροπή των μΙ σε ml

Η ενεργότητα της PAF-AH εκφράστηκε σαν nmol του [3Ηακετυλο]-ΡΑΡ που 

αποικοδομούνται ανά min/hr, ανά ml κλάσματος βαθμίδωσης ή ανά ml 

πλάσματος/ούρων.

Η. Η Λ Ε Κ Τ Ρ Ο Φ Ο Ρ Η Σ Η  S D S -Π Ο Λ Υ Α Κ Ρ Υ Λ Α Μ ΙΔ ΙΟ Υ  Σ Ε  Π Λ Α Κ Ε Σ  

Β Α Θ Μ ΙΔ Ω Σ Η Σ  5 -1 9 %

Όργανα-Αντιδραστήρια

• Κάθετη συσκευή ηλεκτροφόρησης (Mini Protean II, Bio-Rad)

• Τροφοδοτικό

• Διάλυμα Ν, Ν-τετραμεθυλοαιθυλενοδιαμίνη ,TEMED (Bio-Rad)

• Υπερθειικό αμμώνιο(ΑιτΐΓηοηϊυιτι Persulfate) (Bio-Rad)

• Πρότυπα μοριακά βάρη (Broad Range) (Bio-Rad)

Διαλύματα Εργασίας

Διάλυμα A : 29,2% ακρυλαμίδιο, 0,8% δις ακρυλαμίδιο. 58,4 g ακρυλαμιδίου 

και 1,6g δις ακρυλαμιδίου διαλύονται σε dH20  μέχρι τελικού όγκου 200ml. Το 

διάλυμα διατηρείται σε σκοτεινόχρωμο δοχείο στους 4°C για ένα μήνα 

Διάλυμα Β (ρυθμιστικό διάλυμα διαδρομής, running, pH 8,8): 34,64 g Tris 

Base και 0,8g SDS διαλύονται σε 100ml dH20 . Ρυθμίζεται το pH στο 8,8 και 

συμπληρώνεται ο όγκος στα 200ml. Το διάλυμα είναι σταθερό για ένα μήνα σε 

θερμοκρασία δωματίου.

Διάλυμα Γ (ρυθμιστικό διάλυμα επιστοίβασης, stacking,pH 6,8): 6,6 g Tris 

Base διαλύονται σε 50ml dH20 , ρυθμίζεται το pH στο 6,8 και συμπληρώνεται ο 

όγκος στα 100ml με dH20 . Το διάλυμα είναι σταθερό για ένα μήνα σε 

θερμοκρασία δωματίου.
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Διάλυμα Δ (ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης) : 72,5g γλυκίνης, 7,5 g 

SDS και 15g Tris Base διαλύονται σε 5L dH20 . To pH επιβεβαιώνεται ότι είναι

8,2. Προσοχή δεν πρέπει να ρυθμίζεται. Το διάλυμα παρασκευάζεται λίγο πριν 

τη χρήση του.

Διάλυμα Ε (διάλυμα δειγμάτων): 6,61 g SDS και 0,32g Tris Base διαλύονται 

σε 120ml CIH2O. To pH ρυθμίζεται στο 6,8 και ο όγκος συμπληρώνεται στα 

200ml με dH20 . Το διάλυμα είναι σταθερό για ένα μήνα σε θερμοκρασία 

δωματίου.

Διάλυμα 1Μ DTT : 0,3086g DTT διαλύονται σε 2 ml dH20 . Διατηρείται στους - 

20°C σε δείγματα των 20μΙ.

Διάλυμα 1Μ μερκαπτοαιθανόλης : 70μΙ μερκαπτοαιθανόλης προσθέτονται σε 

930 μΙ dH20  με πολύ μεγάλη προσοχή. Διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου. 

Διάλυμα κατεργασίας δειγμάτων υπό αναγωγικές συνθήκες : Σε 2ml 

διαλύματος δειγμάτων προσθέτονται 20μΙ από το διάλυμα 1Μ DTT ή 1Μ 

μερκαπτοαιθανόλης, έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση της DTT στο διάλυμα να 

είναι 10mM. Το διάλυμα παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του.

Διάλυμα 10% υπερθειικού αμμωνίου (APS) : 0,1 g υπερθειικού αμμωνίου 

διαλύεται σε 1ml dH20 . Το διάλυμα παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του 

Διάλυμα φόρτωσης δειγμάτων : Το διάλυμα περιέχει 50% γλυκόζη σε dH20  

και σε αυτό προστίθεται μικρή ποσότητα μπλε βρωμοφαινόλης 

Διάλυμα 10% SDS : 10g SDS διαλύονται σε 100ml dH20 . Διατηρείται σε 

θερμοκρασία δωματίου 

Πρότυπα μοριακά βάρη

Μυοσίνη 210kDa

Β-γαλακτοζαμίνη 127kDa

Αλβουμίνη βοδιού 84kDa
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Αλβουμίνη αυγού 49,5kDa

Καρβονική ανυδράση 35,3kDa

Αναστολέας της τρυψίνης 28,-lkDa

Λυσοζύμη 20,5kDa

Απροτινίνη 7kDa

Αρχή της μεθόδου

Η ηλεκτροφόρηση σε ττήκτωμα πολυακρυλαμιδίου (PAGE), κάτω από 

συνθήκες αποδιάταξης (SDS), συνδυάζει την ηλεκτροφόρηση με βάση το 

μοριακό βάρος με την υψηλή διαχωριστική ικανότητα. Η παρουσία του ιοντικού 

απορρυπαντικού SDS έχει ως αποτέλεσμα την πλήρη αποδιάταξη των 

πρωτεϊνών και των υπομονάδων τους ώστε να προκύψουν πολύ ανιοντικές 

πρωτεϊνικές αλυσίδες λόγω της συμπλοκοποίησης με SDS.To SDS που 

ενώνεται με τις πρωτεΐνες δίνει ένα σταθερό λόγο ανιοντικού φορτίου προς μάζα 

για όλες τις πρωτεΐνες και τις αλυσίδες τους οι οποίες μεταναστεύουν προς την 

άνοδο με βάση το μοριακό τους βάρος. Η συγκέντρωση του PAGE δρα ως 

μοριακό κόσκινο και είναι τέτοια ώστε τα μόρια να εισέρχονται πρώτα σε μια 

περιοχή χαμηλής συγκέντρωσης PAGE και μεγάλων πόρων και στη συνέχεια 

καθώς προχωρούν στο πήκτωμα η συγκέντρωση του PAGE αυξάνει και 

μειώνεται το μέγεθος των πόρων. Τα μόρια ανάλογα με το μέγεθός τους 

παγιδεύονται όταν φτάνουν σε περιοχές πηκτώματος όπου το μέγεθος των 

πόρων είναι τέτοιο ώστε δεν μπορούν να εισέλθουν.

Πειραματική διαδικασία 

Προετοιμασία συσκευής
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Χρησιμοποιούνται γυάλινες πλάκες διαστάσεων 7*10cm οι οποίες 

καθαρίζονται προσεκτικά με νερό και στη συνέχεια με απόλυτη αιθανόλη. Οι 

πλάκες τοποθετούνται η μία πάνω στην άλλη και στις δύο πλάγιες άκρες τους 

τοποθετούνται διαχωριστές πάχους 1,5mm. Στη βάση στήριξης των πλακών της 

κάθετης συσκευής ηλεκτροφόρησης τοποθετούνται ελάσματα καουτσούκ που 

εξασφαλίζουν στεγανότητα. Οι γυάλινες πλάκες τοποθετούνται στη βάση 

στήριξης και σταθεροποιούνται με σφιγκτήρες. Με τη χρήση αλφαδιού 

εξασφαλίζεται η ευθύγραμμη τοποθέτησή τους.

Π ρ ο ετ ο ιμ α σ ία  δ ια λ υ μ ά τ ω ν  π η κ τ ώ μ α τ ο ς  5 %  και 1 9 %

Σε δυο ποτηράκια τοποθετούνται οι ποσότητες των διαλυμάτων του πίνακα.

5% 19%

Διάλυμα A 0,63ml 2,38ml

Διάλυμα Β 0,93ml 0,94ml

Η20 2,19ml 0,43ml

APS 16μί 16μί

TEMED 2μΙ 2μΙ

To APS και το TEMED προστίθενται λίγο πριν γίνει η επιστοίβαση των δύο 

διαλυμάτων, αφού και τα δύο δρουν καταλυτικά στον πολυμερισμό του 

πολυακρυλαμιδίου. Μόλις παρασκευασθούν τα διαλύματα τοποθετούνται στα 

διαμερίσματα της συσκευής που θα δημιουργήσει τη βαθμίδωση πυκνοτήτων 

(gradient former). Στο διαμέρισμα ανάμειξης των διαλυμάτων του gradient 

former τοποθετείται το διάλυμα 19% που είναι και η τελευταία πυκνότητα της 

βαθμίδωσης, ενώ το διάλυμα 5% διατηρείται στο άλλο διαμέρισμα, από όπου σε 

μικρές ποσότητες διοχετεύεται αυτόματα στο διαμέρισμα ανάμειξης ώστε να 

δημιουργηθούν όλες οι πυκνότητες της βαθμίδωσης.
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Αρχικά τα δύο διαμερίσματα δεν επικοινωνούν μεταξύ τους και αυτό 

διασφαλίζεται με την προσθήκη ίχνους χρωστικής μπλε βρωμοφαινόλης στο 

διάλυμα 19%. Αν δεν υπάρχει στεγανότητα η χρωστική βάφει και το 5%. Ο 

gradient former συνδέεται με περισταλτική αντλία η οποία μεταφέρει και 

επιστοιβάζει τα διαλύματα στο χώρο σχηματισμού του πηκτώματος.

Όταν όλα είναι έτοιμα αρχίζει η παροχή από τον gradient fomner και αρχίζει 

ο σχηματισμός της βαθμίδωσης πυκνοτήτων ανάμεσα στις γυάλινες πλάκες. 

Κατά την επιστοίβαση πρέπει να αποφεύγεται η δημιουργία φυσαλίδων αέρα οι 

οποίες καθιστούν ασυνεχές το πήκτωμα και παρεμποδίζουν τον πολυμερισμό. 

Μόλις ολοκληρωθεί η επιστοίβαση των διαλυμάτων, η επιφάνεια του 

πηκτώματος καλύπτεται με νερό το οποίο επιστοιβάζεται αργά και προσεκτικά 

ώστε να μη διαταραχθεί η επιφάνεια του πολυακρυλαμιδίου. Το στάδιο αυτό 

αποβλέπει στην προστασία του πηκτώματος από την επαφή του με τον αέρα 

που επιταχύνει τον πολυμερισμό. Ο πολυμερισμός ολοκληρώνεται σε μια 

περίπου ώρα και το νερό αφαιρείται ποσοτικά με σύριγγα. Στο χρόνο αυτό 

γίνεται η προετοιμασία του διαλύματος επιστοίβασης 3% (stacking gel).

3% stacking gel

Διάλυμα A 0,75ml

Διάλυμα Γ 1,87ml

Η20 4,87ml

Ακολουθεί απαέρωση

10% SDS 75μΙ

10% APS 50μΙ

TEMED 7,5μΙ
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Το προκύπτον διάλυμα αναδεύεται και επιστοιβάζεται με τη χρήση σύριγγας 

πάνω από το πολυμερισμένο πήκτωμα. Μεταξύ των γυάλινων πλακών έχει ήδη 

τοποθετηθεί χτένι πάχους 1,5mm, ώστε μόλις πολυμερισθεί το διάλυμα 

επιστοίβασης να έχουν δημιουργηθεί οι θέσεις στις οποίες θα τοποθετηθούν τα 

δείγματα. Ο πολυμερισμός του διαλύματος επιστοίβασης ολοκληρώνεται σε 30- 

60 λεπτά. Στο χρόνο αυτό ετοιμάζονται τα δείγματα.

Προετοιμασία δειγμάτων

Ποσότητα δείγματος που περιέχει 5-1 Opg πρωτεΐνης τοποθετείται σε 

σωλήνα eppendorf και λυοφιλοποιείται. Σε κάθε δείγμα προσθέτονται 20μΙ από 

το διάλυμα κατεργασίας και ακολουθεί βρασμός (100 °C) για 5 λεπτά, αφού 

τρυπηθούν τα καπάκια των eppendorf. Στη συνέχεια προσθέτονται 12μΙ από το 

διάλυμα φόρτωσης. Τα δείγματα αναδεύονται και είναι έτοιμα για 

ηλεκτροφόρηση. Η ίδια προετοιμασία γίνεται και για την ανασυνδυασμένη PAF- 

ΑΗ, χωρίς όμως να προηγηθεί λυοφιλοποίηση. Τα πρότυπα μοριακών βαρών, 

από τα οποία χρησιμοποιούνται 10μΙ, δεν υποβάλλονται σε καμία κατεργασία.

Τοποθέτηση δειγμάτων

Αφαιρείται το χτένι από το πήκτωμα και το σύστημα των πλακών 

αποσυνδέεται από τη βάση στήριξής του και τοποθετείται στη θέση του μέσα 

στη συσκευή ηλεκτροφόρησης, όπου σταθεροποιείται αυτόματα. Το διαμέρισμα 

της ηλεκτροφόρησης γεμίζει με το ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης, όπως 

και το εσωτερικό διαμέρισμα μεταξύ των πλακών μέχρι να καλυφθεί η 

εσωτερική διαχωριστική γέφυρα. Στη συνέχεια στα φρεάτια που έχουν 

δημιουργηθεί από το χτένι τοποθετούνται τα δείγματα με σύριγγα Hamilton.
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200V

Συνθήκες ηλεκτροφόρησης 

Τάση

Ένταση ρεύματος

25πτΑ/ττήκτωμα

Χρόνος 1 ώρα περ(που(μέχρι να εξέλθει η χρωστική από το

πήκτωμα)

Μόλις τελειώσει η ηλεκτροφόρηση αποσυνδέονται οι πλάκες από τη θέση 

στήριξής τους και αφαιρώντας τα μεταξύ τους διαχωριστικά οι πλάκες ανοίγουν. 

Το πήκτωμα μεταφέρεται σε γυάλινο δοχείο και συνεχίζεται η κατεργασία του με 

χρώση νιτρικού αργύρου ή μεταφέρεται στη συσκευή μεταφοράς πρωτεϊνών.

θ. Μ Ε Τ Α Φ Ο Ρ Α  Κ Α Ι Α Ν Ο Σ Ο Α Π Ο Τ Υ Π Ω Σ Η  Π Ρ Ω Τ Ε ΪΝ Ω Ν

Ό ρ γα ν α -Α ν τ ιδ ρ α σ τ ή ρ ια

• Κάθετη συσκευή ηλεκτροφόρησης για μεταφορά πρωτεϊνών και κασέτα 

(Mini Protean II, Bio Rad)

•  Τροφοδοτικό

• Υπερφιλμ ECL(Enhanced Chemiluminescence Detection Film, 

Amersam)

• Διηθητικό χαρτί Whatman 3MM

• Μεμβράνη μεταφοράς πρωτεϊνών Polyscreen PVDF (Polyvinylidene 

difluoride Du Pont)

• Πρωτογενές πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού για την PAF-AH του 

πλάσματοςίΟθγπίθη) σε αραίωση 1:1000 (ν/ν)
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• Πρωτογενές πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού αντι-apoB και avn-apo(a) 

σε αραίωση 1:2000 (ν/ν)

• Δευτερογενές αντίσωμα donkey anti-rabbit IgG HRP-conjugated 

(Serotec) σε αραίωση 1:2500 (ν/ν)

• Διαλύματα εμφάνισης του φιλμ (Kodak)

Διαλύματα εργασίας

• Ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς 10Χ : Tris-Base 30,3g/L, γλυκίνη 144g/L, 

SDS 5g/L

• Ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς 1Χ : Αναμιγνύονται 100ml του 10Χ με 

200ml μεθανόλης. Ο όγκος συμπληρώνεται στα 100ml με νερό.

•  Ρυθμιστικό διάλυμα TBS (Tris-Base, Saline): Το διάλυμα περιέχει 20mM 

(2,422g/L) Tris-Base, 100mM (5,84g/L) NaCI. To pH ρυθμίζεται στο 7,5

•  Ρυθμιστικό διάλυμα TBS-BSA 5% : Το διάλυμα περιέχει 20Mm 

(2,422g/L) Tris-Base, 100mM (5,84g/L) NaCI και 5%BSA. To pH 

ρυθμίζεται στο 7,5

• Αντιδραστήριο χημειοφωταύγειας ECL : Η εμπορική του συσκευασία 

περιέχει δύο αντιδραστήρια το Enhanced luminol reagent και το 

Oxidizing reagent, τα οποία αναμιγνύονται σε αναλογία 1:1 (ν/ν) λίγο 

πριν τη χρήση. Απαιτούνται 0,125 ml μείγματος για κάθε cm2 μεμβράνης 

(1,5ml από το καθένα)

Π ρ ο ετ ο ιμ α σ ία  τη ς  μ ε μ β ρ ά ν η ς

Η μεμβράνη κόβεται προσεκτικά στις διαστάσεις του πηκτώματος (7*1 Ocm) 

και ενεργοποιείται για 5 λεπτά σε 100% μεθανόλη. Στη συνέχεια εκπλένεται με 

dH20 και αφήνεται στο ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς πρωτεϊνών, όπου και
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πρέπει να είναι απόλυτα βυθισμένη για μισή ώρα τουλάχιστον. Η μεμβράνη 

πρέπει σε όλα τα στάδια να είναι υγρή. Στο σημείο αυτό κόβονται και διηθητικά 

χαρτιά Whatman επίσης στις διαστάσεις του πηκτώματος και διαποτίζονται με 

το ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς των πρωτεϊνών.

Μεταφορά πρωτεϊνών

Η μεταφορά των πρωτεϊνών γίνεται με εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου μετά το 

σχηματισμό του "σάντουιτς” στην αντίστοιχη κασέτα ως εξής : στη μαύρη 

πλευρά της κασέτας τοποθετείται ένα σφουγγαράκι Scotch-Brite και πάνω από 

αυτό διαδοχικά επιστοιβάζονται το διηθητικό χαρτί, το πήκτωμα της 

ηλεκτροφόρησης, η μεμβράνη, άλλο ένα διηθητικό χαρτί και τέλος ένα 

σφουγγαράκι Scotch-Brite. Η κασέτα κλείνει και τοποθετείται στη συσκευή 

μεταφοράς πρωτεϊνών, στην οποία εφαρμόζεται τάση 90V για μία ώρα.

Ανοσοαποτύπωση

Όταν ολοκληρωθεί η μεταφορά των πρωτεϊνών, η μεμβράνη επωάζεται με 

διάλυμα TBS/BSA 5% για 1 ώρα στους 37°C. Ακολουθεί έκπλυση της 

μεμβράνης με TBS.

Στη συνέχεια γίνεται επώαση της μεμβράνης με το πρωτογενές αντίσωμα, το 

οποίο αραιώνεται 1:2000 και 1:2500 σε TBS/BSA 5% για την PAF-AH και την 

apo-B/apo(a) αντίστοιχα. Η επώαση αυτή διαρκεί 1 ώρα σε θερμοκρασία 

δωματίου υπό ανάδευση. Ακολουθούν 3 εκπλύσεις των 10 λεπτών με TBS.

Η μεμβράνη επωάζεται με το δευτερογενές αντίσωμα, το οποίο αραιώνεται 

1:3000 ΚΑΙ 1:2500 σε TBS/BSA 5% για την PAF-AH και την apo-B/apo(a) 

αντίστοιχα. Η επώαση αυτή διαρκεί 30 min σε θερμοκρασία δωματίου υπό 

ανάδευση. Ακολουθούν 3 εκπλύσεις των 10 λεπτών με TBS.
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Σε όλα τα στάδια των επωάσεων και των εκπλύσεων η μεμβράνη βρίσκεται 

σε κινούμενη βάση ανάδευσης.

Η μεμβράνη ακουμπά όρθια σε διηθητικό χαρτί για να απομακρυνθεί η 

περίσσεια του διαλύματος έκπλυσης και στη συνέχεια μεταφέρεται σε πλαστική 

θέση ίσων διαστάσεων με αυτή όπου γίνεται η αντίδραση της 

χημειοφωταύγειας. Ετοιμάζεται το αντιδραστήριο χημειοφωταύγειας και 

αποχύνεται σε όλη την επιφάνεια της μεμβράνης έτσι ώστε να διαποτίσει και τις 

δύο πλευρές της. Η επώαση γίνεται υπό ανάδευση για 1,5 λεπτά ακριβώς. Η 

περίσσεια του αντιδραστηρίου χημειοφωταύγειας απομακρύνεται με διηθητικό 

χαρτί.

Η μεμβράνη περιβάλλεται με διαφανή λεπτή μεμβράνη και μεταφέρεται μέσα 

σε κασέτα σε σκοτεινό θάλαμο για την ανάπτυξη της χημειοφωταύγειας. Μέσα 

στην κασέτα και πάνω στη μεμβράνη τοποθετείται το υπερφιλμ, χωρίς να έχει 

αγγίξει πουθενά πιο πριν, και γίνεται επώαση για 5 λεπτά. Το φιλμ τοποθετείται 

αρχικά στο υγρό εμφάνισης έως ότου εμφανιστούν οι μπάντες, στη συνέχεια 

στο υγρό σταθεροποίησης για 5 λεπτά και τέλος εκπλένεται με νερό βρύσης.

/. Χ Ρ Ω Σ Η  Μ Ε  Ν ΙΤ Ρ ΙΚ Ο  Α Ρ Γ Υ Ρ Ο

Όργανα -  Αντιδραστήρια

•  Silver Stain Plus Kit (Bio-Rad): Περιέχει το συμπυκνωμένο διάλυμα 

σταθεροποίησης (Fixative Enhancer), το αντιδραστήριο της ανάπτυξης 

(Development Accelerator Reagent) και τα διαλύματα ανάπτυξης και 

χρώσης (Silver Complex Solution, Reduction Moderator και Image 

Development Reagent)

• Μεθανόλη, οξεικό οξύ, νιτρικό οξύ

•
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Δ ια λύ μ α τα  ε ρ γ α σ ία ς

Όλα τα διαλύματα τοποθετούνται σε γυαλικά τα οποία έχουν καθαριστεί με 

νιτρικό οξύ 50%. Επίσης με νιτρικό οξύ έχει καθαρισθεί και η λεκάνη που 

τοποθετείται το πήκτωμα για τη χρώση.

• Διάλυμα σταθεροποίησης (Fixative Solution) (200ιπΙ/πήκτωμα) : 

Αποτελείται από 100 ml μεθανόλης, 20 ml οξεικού οξέως, 20 ml 

συμπυκνωμένου διαλύματος σταθεροποίησης και 60 ml dH20

• Διάλυμα επιτάχυνσης ανάπτυξης (Development Accelerator 

Solution) : 5 g αντιδραστηρίου ανάπτυξης προσθέτονται σιγά σιγά και 

διαλύονται σε 80 ml dH20 . Κατόπιν συμπληρώνεται ο όγκος στα 100 ml 

και το διάλυμα διατηρείται μέχρι 3 μήνες στους 4°C. Χρησιμοποιείται 

πάντα σε θερμοκρασία δωματίου.

•  Διάλυμα χρώσης και ανάπτυξης (Staining and Developing) 

(50ιηΙ/πήκτωμα): 5 λεπτά πριν τη χρώση σε καλά προστατευμένο από 

το φως γυάλινο ποτήρι των 50 ml, 2,5 ml από το κάθε διάλυμα 

ανάπτυξης και χρώσης αναμιγνύονται με 17,5 ml dH20 . Μόλις 3 λεπτά 

πριν τη χρώση προσθέτονται 25 ml από το διάλυμα επιτάχυνσης 

ανάπτυξης και αναδεύονται.

• Διάλυμα οξεικού οξέως 5% (τερματισμού της αντίδρασης) : 10ml 

οξεικού οξέως αναμιγνύονται με 190 ml dH20.

Α ρ χ ή  της μ ε θ ό δ ο υ

Η χρώση με νιτρικό άργυρο είναι γρήγορη, υψηλής ευαισθησίας και απλή 

μέθοδος για τον προσδιορισμό πρωτεϊνών ή νουκλεικών οξέων σε πήκτωμα 

αγαρόζης ή πολυακρυλαμιδίου μετά από ηλεκτροφόρηση. Οι πρωτεΐνες και τα 

νουκλεϊκά οξέα εμφανίζονται μέσα σε μία ώρα. Είναι 30-50 φορές πιο ευαίσθητη
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από τη χρώση Coomassie Blue και μπορεί να ανιχνεύσει ως και ng πρωτεϊνών 

και DNA. Η χρώση με νιτρικό άργυρο γίνεται με την αναγωγή του νιτρικού 

αργύρου σε μεταλλικό άργυρο από τον πετττιδικό δεσμό των πρωτεϊνών με 

αποτέλεσμα την εναπόθεσή του σε αυτές.

Πειραματική διαδικασία

Μετά την ηλεκτροφόρηση SDS-page ακολουθούν τα εξής στάδια: 

Σταθεροποίηση

Τα πήκτωμα τοποθετείται σε λεκάνη παρουσία του διαλύματος 

σταθεροποίησης για 30 λεπτά υπό ανάδευση. Κατόπιν απομακρύνεται το 

διάλυμα σταθεροποίησης και το πήκτωμα εκπλύνεται δύο φορές με νερό για 20 

λεπτά τη φορά.

Χρώση και ανάπτυξη γοώυατοο

Μετά τις εκπλύσεις προσθέτεται το διάλυμα χρώσης και ανάπτυξης χρώματος 

υπό ανάδευση. Η επώαση γίνεται εως ότου να εμφανιστούν καλά οι μπάντες 

των πρωτεϊνών (για τουλάχιστον 20 λεπτά).

Τερματισμόο τηο ανάπτυξηο χρώματος

Κατόπιν το πήκτωμα τοποθετείται σε 200ml διαλύματος οξεικού οξέως 5% για 

τουλάχιστον 15 λεπτά με σκοπό να τερματισθεί η περαιτέρω ανάπτυξη 

χρώματος. Το πήκτωμα τοποθετείται για τουλάχιστον 5 λεπτά σε νερό πριν την 

επεξεργασία του και διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου.
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III. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

A ) Χ Α Ρ Α Κ Τ Η Ρ ΙΣ Τ ΙΚ Α  T O Y  Π Λ Η Θ Υ Σ Μ Ο Υ

Οι ασθενείς μας χωρίστηκαν σε δύο ομάδες: σε ασθενείς με νεφρωσικό 

σύνδρομο (ΝΣ) και σε ασθενείς με ττρωτεϊνουρία μη νεφρωσικού τύπου 

(ΠΜΝΤ). Στον πίνακα 10 αναγράφονται τα βασικά χαρακτηριστικά των δύο 

ομάδων. Δεν υπήρχαν διαφορές στην κατανομή των ηλικιών και του φύλου 

στις δύο ομάδες. Οι ασθενείς όλων των ομάδων είχαν φυσιολογική νεφρική 

λειτουργία όπως φαίνεται όχι μόνο από την κρεατινίνη του ορού, αλλά και 

από την ειδικότερη μέτρηση της κάθαρσης κρεατινίνης.

Όπως ήταν αναμενόμενο οι ασθενείς με ΝΣ είχαν στατιστικά σημαντική 

διαφορά με την ομάδα ελέγχου όσον αφορά τα επίπεδα των ολικών 

πρωτεϊνών και της αλβουμίνης ορού. Αντιθέτως η διαφορά αυτή δεν ήταν 

στατιστικά σημαντική συγκρίνοντας την ομάδα με ΠΜΝΤ με την ομάδα 

ελέγχου. Οσον αφορά τις λιποπρωτεΐνες (πίνακας 11), οι ασθενείς με ΝΣ 

είχαν υψηλότερες τιμές συγκεντρώσεων ολικής και LDL-χοληστερόλης 

καθώς και του αθηρωματικού δείκτη ολικής/ΗΡί-χοληστερόλης. Οι ασθενείς 

με ΝΣ είχαν επίσης υψηλότερα επίπεδα απολιποπρωτεΐνης Β και Ε 

συγκρινόμενα με τις αντίστοιχες τιμές της ομάδας ελέγχου και της ομάδας με 

ΠΜΝΤ. Οι δύο τελευταίες ομάδες δεν παρουσίαζαν διαφορές στις 

λιπιδαιμικές παραμέτρους, πλην των συγκεντρώσεων των τριγλυκεριδίων και 

της απολιποπρωτεΐνης Ε που ήταν υψηλότερες στην ομάδα με τη ΠΜΝΤ. Η 

συσχέτιση των επιπέδων της LDL-χοληστερόλης καθώς και της



συγκέντρωσης της απολιποπρωτεΐνης Β με τα επίπεδα της αλβουμίνης ορού 

ήταν επίσης στατιστικά σημαντική (γ=-0,7 και r=-0,73 αντίστοιχα, Ρ<0,05).
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Πίνακας 10. Κλινικά και εργαστηριακά χαρακτηριστικά του  πληθυσμού μελετης

Ομάδα ελέγχου Ασθενείς

ΝΣ

Ασθενείς

ΠΜΝΤ

Αριθμός 20 8 10

Ηλικία (έτη) 50 (25-79)α 49 (18-78)“ 53 (41-61)“

Φύλο (Α/Θ) 11/9 5/3 5/5

Ουρία opou(mg/dl) 35,2±6,6 37,2±16 40±16,8

Κρεατινίνη ορού (mg/dl) 0,9+0,09 1±0,3 1,1+0,3

Ολικές πρωτεΐνες ορού (g/dl) 7,2+1,0 5,5±0,9β 7,4+0,9

Αλβουμίνη ορού (g/dl) 4,5±0,3 2,9±0,8Ρ 4,3±0,5

Κάθαρση κρεατινίνης (ml/min) 90,0±10,0 8778±20,0 88,0±15,0

Πρωτεΐνες 24ωρης συλλογής

ούρων (g/24wpo) <0,150 3,65(2,1-11,8)αγ 2,5(2.,

5-3,1 )α

Οι τιμές αντιπροσωπεύουν μέση τιμή ±  σταθερά απόκλισηςίΘΟ), ή τη αδιάμεση τιμή (range). 

β Ρ=0.001 μεταξύ ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο (ΝΣ) και ομάδας ελέγχου ή ασθενών με μη 

νεφρωσικου τύπου πρωτεϊνουρία (ΠΜΝΤ) και ομάδας ελέγχου, όπως υπολογίσθηκε με τη 

μέθοδο πολλαπλής σύγκρισης (multiple comparison) (Scheffe type)

γ P<0.05 μεταξύ ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο (ΝΣ) και ασθενών με μη νεφρωσικού τύπου 

πρωτεϊνουρία (ΠΜΝΤ), όπως υπολογίσθηκε με το Kruskal-Wallis test
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Πίνακας 11. ΛΙΠΟΠΡΩΤΕΪΝΙΚΟ ΠΡΟΦΙΛ ΤΟΥ ΠΛΗΘΥΣΜΟΥ ΜΕΛΕΤΗΣ

Ομάδα ελέγχου Ασθενείς

ΝΣ

Ασθενείς

ΠΜΝΤ

Ολική-C  (mg/dl) 220±35 388+170α·ρ 255+64

Τριγλυκερίδια (mg/dl) 108±44 161±53° 267±162γ

HDL-C (mg/dl) 45,6±12,0 56,0±21,02

45,5.7±14,1

LDL-C (mg/d!) 153±33 300+164α>ρ 134±73

Total-C/HDL-C 5,1+1,6 8,0+5,8αρ 5,4+2,0

Apo Al (mg/dl) 146+25 143+48 129+18

Apo B (mg/dl) 108±21 181±55αβ 125+19

Apo E (mg/dl) 36.5±5.3 53+14α>ρ 72.5±38γ

Lp(a) (mg/dl) 15,25 (0,3-48) 35,25 (4-80) 20,2 (4-55)

Ολική-C, ολική χοληστερόλη; HDL-C, HDL-χοληστερόλη; LDL-C, LDL-χοληστερόλη; ΑροΑΙ, 

απολπτοπρωτεΐνη ΑΙ; ΑροΒ, απολιποπρωτέίνη Β; ΑροΕ απολπτοπρωτεΐνη Ε; Lp(a), 

λιποπρωτεΤνη(β),. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν μέση τιμή ± σταθερά απόκλισης(8Ω), εκτός από 

την Lp(a) που εκφράζεται ως "διάμεση τιμή (range). Η στατιστική ανάλυση έγινε με one-way 

ANOVA, εκτός από την Lp(a) για την οποία χρησιμοποιήθηκε το Kniskal-Wallis test 

Στατιστικά σημαντική διαφορά:

αρ<0.001 ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο (ΝΣ) έναντι ομάδας ελέγχου

βρ<0.001 ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο (ΝΣ) έναντι ασθενών με ΠΜΝΤ

νρ<0.05 ασθενείς με μη νεφρωσικού τύπου πρωτετνουρία (ΠΜΝΤ) έναντι ομάδας ελέγχου



121

Β ) Ε Ν Ε Ρ Γ Ο Τ Η Τ Α  ΤΗ Σ P A F -A H  Σ Τ Ο  Π Λ Α Σ Μ Α  Κ Α Ι Σ Τ Η Ν  H D L

Στη βιβλιογραφία, η μέτρηση της ενεργότητας του ενζύμου PAF-AH στο 

πλάσμα ασθενών με πρωτεϊνουρία έχει γίνει χωρίς να διαχωρίζονται οι 

ασθενείς με νεφρωσικού τύπου πρωτεϊνουρία από τους ασθενείς με ΠΜΝΤ. 

Οι λιγοστές μελέτες που υπάρχουν συχνά συμπεριλαμβάνουν ασθενείς με 

σπειραματονεφρίτιδα δευτεροπαθή π.χ ΣΕΛ με επακόλουθο τα 

αποτελέσματα της μέτρησης της ενεργότητας του ενζύμου να μην είναι 

αξιολογίσιμα (257,274,311,312).

Στη μελέτη μας μετρήθηκε η ενεργότητα του ενζύμου PAF-AH στο 

πλάσμα των ομάδων των ασθενών και των υγιών με την τεχνική 

καταβύθισης με TCA. Η ενεργότητα του ενζύμου στους ασθενείς με ΝΣ ήταν 

στατιστικά σημαντικά μεγαλύτερη σε σύγκριση με τους ασθενείς με ΠΜΝΤ 

και την ομάδα ελέγχου, ενώ δεν παρατηρήθηκε καμία διαφορά στην 

ενεργότητα του ενζύμου μεταξύ των ασθενών με ΠΜΝΤ και την ομάδα 

ελέγχου (σχήμα 8Α).

Όπως ήταν αναμενόμενο, η ενεργότητα του ενζύμου σε όλους τους 

ασθενείς συσχετιζόταν θετικά με τη συγκέντρωση της ολικής χοληστερόλης 

του ορού (r=0,91/ Ρ<0,05), της LDL-χοληστερόλης (γ=0,89/ Ρ<0,05) και της 

απολιποπρωτεΐνης Β (r=0,9/ Ρ=0,02). Η ενεργότητα του ενζύμου 

συσχετιζόταν αρνητικά με τη συγκέντρωση της αλβουμίνης του ορού (r=-0,8/ 

Ρ<0,05), γεγονός που πρέπει να συνδέεται με την αρνητική συσχέτιση της 

συγκέντρωσης της αλβουμίνης ορού και της συγκέντρωσης της 

απολιποπρωτεΐνης Β (Σχήμα 9).

Στη συνέχεια μελετήσαμε για πρώτη φορά στους ασθενείς μας την 

ενεργότητα του ενζύμου στη HDL. Οι τελευταίες βιβλιογραφικές αναφορές
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σαφώς συσχετίζουν την αντιαθηρωματική δράση της HDL με τη συνδεδεμένη 

σε αυτή PAF-AH (318,321). Οι ασθενείς με ΝΣ και οι ασθενείς με ΠΜΝΤ 

είχαν στατιστικά σημαντική μικρότερη ενεργότητα της PAF-AH στην HDL 

(ανά ml HDL-χοληστερόλης πλάσματος) σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου 

(Ρ<0,01 για τους ασθενείς με ΝΣ και Ρ<0,05 για τους ασθενείς με ΠΜΝΤ), 

ενώ καμία διαφορά δεν παρατηρήθηκε μεταξύ των δύο ομάδων των 

ασθενών (Σχήμα 8Β). Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι όταν η ενεργότητα 

του ενζύμου εκφραζόταν ανά mg HDL-χοληστερόλης ορού ήταν σημαντικά 

μικρότερη στους ασθενείς με ΝΣ σε σύγκριση με τους υγιείς (5,25±2,2 

nmol/mg HDL/min έναντι 6,3±3,3 nmol/mg HDL/min/ Ρ<0,05), κάτι το οποίο 

δεν παρατηρήσαμε μεταξύ των υγιών και των ασθενών με ΠΜΝΤ. Τα 

ευρήματα αυτά συνηγορούν -μαζί με το ήδη γνωστό επιβαρυμένο λιπιδαιμικό 

προφίλ των ασθενών με ΝΣ- στο ότι οι ασθενείς αυτοί είναι υψηλού 

καρδιαγγειακού κινδύνου. Είναι επίσης φανερό ότι οι ασθενείς με ΝΣ έχουν 

μια διαφορετική συμπεριφορά όσο αφορά την ενεργότητα του ενζύμου, σε 

σύγκριση με τους ασθενείς με ΠΜΝΤ.
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Σχήμα 8. Η ενεργότητα της PAF-AH

Α. στ.Ο πλάσμα. Οι τιμές εκφράζονται ως μέση τιμή. *ρ<0.05 συγκρινόμενη είτε με την 

ομάδα ελέγχου είτε με τους ασθενείς με μη νεφρωσικού τύπου 

πρωτεϊνουρία.

Β. στη HDL. Οι τιμές εκφράζονται ως μέση τιμή. *ρ<0.01 και **ρ<0.05 σε σύγκριση 

με την ομάδα ελέγχου

ΝΣ: ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο ΠΜΝΤ: ασθενείς με πρωτεϊνουρία μη 

νεφρωσικού τύπου
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Σχήμα 9. Συσχέτιση ενεργότητας του ένζυμου PAF-AH με την αλβουμΙνη ορού. Ο 

συντελεστής συσχέτισης ήταν π=-0,8

Π  Ε Ν Ε Ρ Γ Ο Τ Η Τ Α  Τ Η Σ  P A F -A H  Σ Τ Α  Ο Υ Ρ Α

Σε δείγματα των 24ωρων συλλογών ούρων των ασθενών 

προσδιορίσθηκε η ύπαρξη ή μη ολικής χοληστερόλης. Όλοι οι ασθενείς με 

ΝΣ εμφάνιζαν λιπιδουρία (συγκέντρωση χοληστερόλης 0,7-2,0 mg/24uipo), 

ενώ δεν ανιχνεύθυκε χοληστερόλη στους υπόλοιπους ασθενείς της μελέτης. 

Το γεγονός ότι η ενεργότητα του ενζύμου παρουσίαζε διαφορές στο πλάσμα 

των ασθενών της μελέτης καθώς και η γνώση ότι οι ασθενείς με ΝΣ 

εμφάνιζαν λιπιδουρία, μας ώθησε να μελετήσουμε την ενεργότητα του 

ενζύμου και στα ούρα. Έτσι συλλέχθησαν ούρα 24ώρου όλων των 

συμμετεχόντων στη μελέτη και η ενεργότητα μετρήθηκε με την μέθοδο 

καταβύθισης με TCA. Ανιχνεύσιμη ενεργότητα παρατηρήθηκε μόνο στα ούρα
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ασθενών με ΝΣ και κυμαινόταν από 1,5 ως 9 nmol/ml ούρων /ώρα. Δε 

βρέθηκε ενεργότητα του ενζύμου στα ούρα ούτε της ομάδας ελέγχου ούτε 

των ασθενών με ΠΜΝΤ.

Παρά το μικρό αριθμό ασθενών με ΝΣ, συσχετίσαμε την τιμή της 

ενεργότητας του ενζύμου στα ούρα με την αποβαλλόμενη στα ούρα ολική 

χοληστερόλη και βρέθηκε θετική συσχέτιση, ενώ καμία συσχέτιση δε βρέθηκε 

με τα επίπεδα της πρωτεϊνουρίας, της χοληστερόλης ορού και της 

ενεργότητας της PAF-AH στο πλάσμα. Τέλος δε βρέθηκε συσχέτιση των 

επιπέδων της πρωτεϊνουρίας με τη συγκέντρωση της ολικής χοληστερόλης 

των ούρων καθώς και της συγκέντρωσης της ολικής χοληστερόλης του ορού 

με τα επίπεδα της χοληστερόλης των ούρων.

Δ )  Ε Ν Ε Ρ Γ Ο Τ Η Τ Α  ΤΗ Σ P A F -A H  Κ Α Ι Λ ΙΠ Ο Π Ρ Ω Τ Ε ΪΝ Ε Σ

Η παρουσία ενεργότητας της PAF-AH στα ούρα των ασθενών με 

νεφρωσικό σύνδρομο και η συσχέτισή της με τα επίπεδα χοληστερόλης μας 

οδήγησε στη μελέτη της πιθανής σχέσης του ενζύμου με τις αποβαλόμενες 

στα ούρα λιποπρωτεΐνες. Έτσι 24ωρες συλλογές ούρων τεσσάρων ασθενών 

με νεφρωσικό σύνδρομο και χοληστερόλη ούρων >1mg συμπυκνώθηκαν 60- 

100 φορές. Αρχικά, δείγματα των συμπυκνωμένων αυτών ούρων 

υπεβλήθησαν σε ηλεκτροφόρηση αγαρόζης και ανεδείχθησαν μπάντες LDL, 

Lp(a) και HDL λιποπρωτεϊνών (σχήμα 10). Στη συνέχεια δείγματα των 

συμπυκνωμένων ούρων και των αντίστοιχων πλασμάτων υπεβλήθησαν σε 

ισοπυκνική υπερφυγοκέντρηση βαθμίδωσης πυκνοτήτων και ακολούθησε 

λιποπρωτεϊνική ανάλυση.
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Σχήμα 10. Ηλεκτρρφόοηση αναοόίης πλάσματος και ούρων 

Δείγματα συμπυκνωμένων ούρων ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο 

(αντιπροσωπευτικά δείγματα δύο ασθενών 1 και 2 αντίστοιχα) υποβλήθηκαν σε 

ηλεκτροφόρηση αγαρόζης. Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε στη θέση 3 δείγμα 

πλάσματος του ασθενούς 1. Αναδείχθησαν μπάντες που αντιστοιχούν σε λιποπρωτείΥες 

LDL, Lp(a) και HDL
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Α. Πλάσμα
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Σχήμα 11. Αντιπροσωπευτική καμπύλη Αιποπρωτεϊνικού προφίλ 

Α.πλάσματος και

Β. ούρων ασθενούς με νεφρωσικό σύνδρομο μετά από ισοπυκνική υπερφυγοκέντρηση 

βαθμίδωσης πυκνοτήτων. Τα κλάσματα 1 και 2 αντιστοιχούν στη VLDL και ID L ja  

κλάσματα 3 ως 12 στην LDL, τα κλάσματα 13 ως 24 στην HDL και τα κλάσματα >24 

στις πρωτεΐνες.

♦  Χοληστερόλη ■  πρωτεΐνη
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Μία μόνο εμπεριστατωμένη μελέτη (78) προσδιόρισε αναλυτικά τη 

σύσταση των αποβαλλόμενων στα ούρα λιποπρωτέίνών με τεχνικές 

υπερφυγοκέντρησης και ηλεκτροφόρησης και έδειξε ότι στα ούρα ασθενών με 

ΝΣ αποβάλλονται VLDL, IDL και LDL καθώς και οι απολιπρωτέίνες ΑροΑΙ, 

ApoAII, ΑροΒ, ApoCI, ApoCIII. Τα αποτελέσματα της υπερφυγοκέντρησης στη 

δική μας μελέτη έδειξαν ότι στα ούρα των ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο 

υπάρχουν -όπως και στο πλάσμα- όλες οι απολιποπρωτεΐνες Β και ΑΙ. 

Χαρακτηριστικό λιποπρωτεϊνικό προφίλ πλάσματος και ούρων ασθενούς με ΝΣ 

φαίνεται στο σχήμα 11Α και 11Β αντίστοιχα.

Στη συνέχεια τα λιποπρωτεϊνικό κλάσματα πλάσματος και ούρων 

αναλύθηκαν περαιτέρω με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE 5-19%. Η ανάδειξη 

των μπαντών έγινε με χρώση νιτρικού αργύρου. Τα κλάσματα του 

πλάσματος από 1 ως 8 περιείχαν αποκλειστικά απολιποπρωτεΐνη Β-100, 

ενώ τα κλάσματα 9-12 περιείχαν 2 επιπλέον μπάντες με μοριακό βάρος να 

αναλογεί στην απολιποπρωτεΐνη^). Η ανάλυση Western blotting που 

ακολούθησε απέδειξε πράγματι την ύπαρξη της apo(a) στα κλάσματα αυτά 

γεγονός που σημαίνει ότι πλην της LDL υπάρχει και Lp(a) στα κλάσματα 

αυτά, κάτι που αναμενόταν και από τη μέτρηση των επιπέδων της Lp(a) στον 

ορό. (σχήμα 12). Οι απολιποπρωτεΐνες Β και apo(a) ήταν επίσης παρούσες 

στα κλάσματα 13-18. Τα κλάσματα αυτά όπως ήταν αναμενόμενο περιείχαν 

και απολιποπρωτεΐνη ΑΙ, η οποία βρέθηκε επίσης και στα κλάσματα 19-24 

(σχήμα 12).

Σε αντίθεση με το πλάσμα, τα κλάσματα των ούρων 1 ως 12 είχαν 

πολλαπλές μπάντες στη χρώση νιτρικού αργύρου που αντιδρούσαν με το 

αντίσωμα της απολιποπρωτεΐνης Β στη Western blotting ανάλυση. 

Πιθανότατα οι μπάντες αυτές να αντιπροσωπεύουν κατακερματισμένα
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παράγωγα της αττολιττοπρωτεΐνης Β. Τα κλάσματα των ούρων 9-12 

περιείχαν 2 μπάντες που αντιδρούσαν με το αντίσωμα έναντι apo(a), ένδειξη 

παρουσίας Lp(a) με άθικτη apo(a) (σχήμα 12). Στα κλάσματα 13 ως 25 

υπήρχε απολιποπρωτεΐνη ΑΙ (σχήμα 12).

Είναι γνωστό ότι το ένζυμο PAF-AH είναι υδρόφοβο μόριο συνδεδεμένο 

στο πλάσμα με τις χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΤνες LDL κατά 70% περίπου 

και τις υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες HDL κατά 30% περίπου (211). Η 

PAF-AH του πλάσματος μετά από υπερφυγοκέντρηση κατανέμεται ανισομερώς 

στα υποκλάσματα της LDL με μεγαλύτερη ενεργότητα στο μικρό πυκνό 

υποκλάσμα της LDL-5, ενώ μεταξύ των κλασμάτων της HDL κατανέμεται 

κυρίως στο μικρό πυκνό υποκλάσμα VHDL (212).

Μελετήθηκε η κατανομή της ενεργότητας του ενζύμου PAF-AH στο 

πλάσμα και στα ούρα ασθενών με ΝΣ. Η ενεργότητα στο πλάσμα ήταν κυρίως 

κατανεμημένη στα κλάσματα 3-12 που περιέχουν LDL. Σε αντίθεση όμως με το 

πλάσμα όπου 30% του ενζύμου είναι συνδεδεμένο με τις πυκνές LDL, στα ούρα 

το μεγαλύτερο τμήμα της ενεργότητας (περίπου 75%) κατανέμεται στα 

κλάσματα 13 ως 25 (σχήμα 13). Επιβεβαιώσαμε με αυτό τον τρόπο ότι σε 

ασθενείς με ΝΣ η αποβαλλόμενη στα ούρα PAF-AH συνδέεται με τις 

αποβαλλόμενες λιποπρωτεΐνες κατά τρόπο παρόμοιο με αυτό που συμβαίνει 

στο πλάσμα. Ποια μορφή όμως του ενζύμου είναι στα ούρα;



a n t i-a p o B  a n ti-a p o (a ) a n ti-a p o A l
15 19

Σχήμα 12. Western blotting ανάλυση λιποπρωτεϊνών ούρων ασθενούς με νεφρωσικό 

σύνδρομο. Οι αριθμοί αντιστοιχούν στα κλάσματα 9, 10, 11, 15 και 19 που ελήθφησαν 

από υπερφυγοκέντρηση ούρων και υποβλήθηκαν σε ηλεκτροφόρηση SDS-page 5- 

19%. Η ανοσοαποτύπωση έγινε με αντισώματα εναντίον απολιποπρωτεΐνης Β (anti- 

apoB), απολιποπρωτεΐνης (a) (anti-apo(a)) και απολιποπρωτεΐνης ΑΙ (anti-apoAl).
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<------------------------------------------------------------------------------------------ ►

<1.019 πυκνότητα (g/ml) 1.19

Σχήμα 13. Κατανομή τ γ κ  ενεργότητας τηο PAF-AH στα λιττοπρωτεϊνικά κλάσματα

Α πλάσματος και Β ούρων σε ασθενή με νεφρωσικό σύνδρομο. Η ενεργότητα 

προσδιορίσθηκε με τη μέθοδο καταβύθισης με TCA, όπως περιγράφθηκε.
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Ε ) Χ Α Ρ Α Κ Τ Η Ρ ΙΣ Μ Ο Σ  Τ Η Σ  P A F -A H  Τ Ω Ν  Ο Υ Ρ Ω Ν

Για να απαντηθεί το ερώτημα αν η PAF-AH των ούρων είναι ίδια με αυτή

του πλάσματος ή ενδοκυττάρια, κλάσματα των ούρων με τη μεγαλύτερη

ενεργότητα του ενζύμου (11, 12, 22 και 23) υπεβλήθησαν σε Western blotting

ανάλυση. Χρησιμοποιήσαμε πολυκλωνικό αντίσωμα για την PAF-AH του

πλάσματος και μονοκλωνικό αντίσωμα για την ενδοκυττάρια II PAF-AH. Ως

μάρτυρες χρησιμοποιήσαμε τα αντίστοιχα κλάσματα του πλάσματος 11 και 12.

Όλα τα κλάσματα αντέδρασαν με το αντίσωμα της PAF-AH του πλάσματος, ενώ

καμία αντίδραση δεν παρατηρήθηκε με την ενδοκυττάρια μορφή(σχήμα 14).
A Β Γ REC

Μ Μ Μ !

Σχήμα 14. Χαρακτηρισμός PAF-AH στα ούρα ασθενών με νεφρωσικό σύνδρουο. 

Ανοσοηλεκτροφόρηση (Western Blotting) έγινε στα κλάσματα χρησιμοποιώντας 

αντισώματα: 1. πολυκλωνικό αντίσωμα κατά της PAF-AH του

πλάσματος(Οβγπΐθη,διάλυση 1/1000 ν/ν) και 2. μονοκλωνικό αντίσωμα κατά της 

ενδοκυττάριας II PAF-AH (διάλυση 1/500, ν/ν).

Α: κλάσμα πλάσματος 11. Β: κλάσμα ούρων 11. Γ: κλάσμα ούρων 22. REC:

%

*
7.

Μ

ανασυνδυασμένη PAF-AH
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ΐν.ΣΥΖΗΤΗΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Είναι γνωστό ότι οι ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο παρουσιάζουν 

ποσοτικές και ποιοτικές διαταραχές των λιπιδίων του ορού. Οι ασθενείς με 

νεφρωσικό σύνδρομο της μελέτης μας εμφάνιζαν το αναμενόμενο 

λιποπρωτεϊνικό προφίλ : αύξηση της ολικής και της LDL- χοληστερόλης, της 

απολιποπρωτείνης Β και Ε και του αθηρωματικού δείκτη ολική/HDL 

χοληστερόλη. Η HDL χοληστερόλη, η απολιποπρωτεΤνη ΑΙ καθώς και η 

απολιποπρωτεϊνη Lp(a) δεν παρουσίασαν διαφορές σε σύγκριση με τους υγιείς 

και τους ασθενείς με μη νεφρωσικού τύπου πρωτεϊνουρία. Οι ασθενείς με 

νεφρωσικό σύνδρομο καθώς και οι ασθενείς με μη νεφρωσικού τύπου 

πρωτεϊνουρία εμφάνιζαν υψηλότερα επίπεδα τριγλυκεριδίων σε σύγκριση με 

τους υγιείς. Τα επίπεδα της ολικής και της LDL- χοληστερόλης συσχετίζονταν 

αρνητικά με την αλβουμίνη του ορού, γεγονός που έχει επισημανθεί και σε 

άλλες μελέτες (56,57).

Οι περισσότερες μελέτες, αν και είναι αναδρομικές και με μικρό αριθμό 

ασθενών, συμφωνούν ότι οι ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο παρουσιάζουν 

αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης καρδιαγγειακής νόσου, σε σύγκριση με τους υγιείς 

(49,50). Στεφανιαία αγγεία (νεκροτομικό υλικό) ασθενών με νεφρωσικό 

σύνδρομο είχαν εκτεταμένες βλάβες σε σύγκριση με άτομα ίδιας ηλικίας και 

φύλου (50). Στην καλύτερη σχεδιασμένη μελέτη όπου παράμετροι όπως 

κάπνισμα, σακχαρώδης διαβήτης και υπέρταση διορθώθηκαν στη στατιστική 

ανάλυση (48), ο σχετικός κίνδυνος εμφάνισης εμφράγματος μυοκαρδίου σε 

ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο βρέθηκε να είναι κατά 5 φορές αυξημένος σε 

σύγκριση με τους υγιείς. Οι κυριότεροι παράγοντες κινδύνου πρώιμης 

εμφάνισης καρδιαγγειακής νόσου στους ασθενείς αυτούς είναι η αρτηριακή
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υπέρταση, η υπερπηκτικότητα και οι διαταραχές των λιπιδίων-κυρίως η 

υπερχοληστερολαιμία, η αυξημένη LDL χοληστερόλη και απολιποπρωτεΐνη Β.

Τα τελευταία χρόνια μελετήθηκαν και άλλοι παράγοντες που εμπλέκονται 

στη διαδικασία της αθηρογένεσης, όπως το ένζυμο PAF-AH. Μελέτες έδειξαν 

ότι η ενεργότητα του ένζυμου στο πλάσμα ασθενών με στεφανιαία νόσο ή 

αθηροσκλήρυνση είναι αυξημένη. Η οξείδωση της LDL αποτελεί καθοριστικό 

βήμα στη διαδικασία της αθηρωμάτωσης γιατί προκαλεί: α) τη διήθηση του 

ενδοθηλίου από τα μακροφάγα μέσω της έκφρασης των μορίων προσκόλλησης 

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

adhesion molecule-1) β)τη μετανάστευση και πολλαπλασιασμό των λείων 

μυϊκών κυττάρων στο ενδοθήλιο γ)τη προσκόλληση και συσσώρευση των 

αιμοπεταλίων στην περιοχή της βλάβης (318). Στις περιοχές αθηρωματικής 

βλάβης η έκκριση του PAF μπορεί να αυξήσει την οξειδωτική τροποποίηση της 

LDL που λαμβάνει χώρα στον έσω χιτώνα των αγγείων. Κατά τον οξειδωτικό 

τραυματισμό των ενδοθηλιακών κυπάρων και την οξείδωση της LDL 

παράγονται οξειδωμένα φωσφολιπίδια με δομή και δράση όμοια με αυτή του 

PAF (PAF-like φωσφολιπίδια) (109,191). Τα προϊόντα διάσπασης των 

οξειδωμένων αυτών παραγώγων τροποποιούν την ΑροΒ(100), η οποία 

αναγνωρίζεται πλέον από τον υποδοχέα εκκαθαριστή των μακροφάγων και 

οδηγεί στο σχηματισμό αφρωδών κυπάρων. Η PAF-AH απενεργοποιεί, 

υδρολύοντας, τόσο τον PAF, όσο και τα PAF-like φωσφολιπίδια, παίζοντας έτσι 

πιθανά προστατευτικό ρόλο στην εξέλιξη της αθηρωμάτωσης (251).

Η ενεργότητα του ένζυμου PAF-AH στο πλάσμα ασθενών με νεφρωσικό 

σύνδρομο βρέθηκε αυξημένη, όπως άλλωστε διαπιστώθηκε και σε άλλες 

μελέτες (257,312). Μάλιστα οι τιμές της ενεργότητας του ενζύμου συσχετίζονταν 

με τις συγκεντρώσεις της ολικής, LDL-χοληστερόλης και της απολιποπρωτεΐνης
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Β του πλάσματος. Διαπιστώσαμε επίσης ότι οι ασθενείς με πρωτεϊνουρία μη 

νεφρωσικού τύπου δεν παρουσίαζαν αυξημένες τιμές ενεργότητας PAF-AH, 

πιθανά λόγω του ότι το λιποπρωτεϊνικό προφίλ τους δε διέφερε ουσιαστικά από 

αυτό των υγιών. Η αυξημένη ενεργότητα του ενζύμου -που πιθανά 

αντικατοπτρίζει την απάντηση του οργανισμού στην αυξημένη παραγωγή των 

οξειδωμένων φωσφολιπιδίων στην περιοχή της αθηρωματικής βλάβης- καθώς 

και το λιποπρωτεϊνικό προφίλ των ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο 

εμπλέκονται στην αυξημένη επίπτωση καρδιαγγειακής νόσου σε αυτούς τους 

ασθενείς.

Στην εργασία μας μελετήσαμε την ενεργότητα της PAF-AH που συνδέεται 

με τη HDL. Είναι γνωστό από μεγάλες μελέτες, όπως η Framingham Heart 

Study, ότι τα επίπεδα της HDL-χοληστερόλης συσχετίζονται αντιστρόφως 

ανάλογα με τον κίνδυνο καρδιαγγειακής νόσου (319). Σε κυπαρικό επίπεδο η 

HDL φαίνεται να αποτρέπει την επίδραση της οξειδωμένης LDL στη διήθηση 

του ενδοθηλίου από τα μονοκύτταρα. Μάλιστα τα επίπεδα της είναι 

αντιστρόφως ανάλογα με τα επίπεδα της οξειδωμένης LDL. Μελέτες έχουν 

δείξει ότι η συνδεδεμένη με την HDL PAF-AH-σε αντίθεση με την ολική PAF-AH 

και την LDL συνδεδεμένη PAF-AH- είναι ένας από τους παράγοντες που 

συμβάλλει σημαντικά στην προστασία της LDL από την οξείδωση (318,320). 

Πρόσφατα επίσης δημοσιεύθηκε ότι η PAF-AH που συνδέεται με την HDL 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη μείωση της ικανότητας προσκόλλησης στο 

ενδοθήλιο και της διήθησης από μακροφάγα του υποενδοθηλιακού χώρου σε 

ποντίκια apoE-/- καταστέλοντας την έκφραση των μορίων VCAM-1 και ICAM- 

1(321). Η μελέτη μας έδειξε για πρώτη φορά στη βιβλιογραφία ότι οι ασθενείς με 

νεφρωσικό σύνδρομο εμφανίζουν μειωμένη ενεργότητα της PAF-AH που 

συνδέεται με τη HDL (εκφρασμένη ανά mg HDL-χοληστερόλης). Πιθανά η
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συνδεδεμένη στη HDL PAF-AH -που είναι μειωμένη- να συμβάλλει και αυτή στη 

διαδικασία της αθηρογένεσης στους ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο.

Για πρώτη φορά επίσης μελετήθηκε η κατανομή του ενζύμου PAF-AH στις 

λιποπρωτεΐνες του ορού στους νεφρωσικούς ασθενείς. Είναι γνωστό ότι η LDL 

είναι ένας ετερογενής πληθυσμός σωματιδίων τα οποία διαφέρουν ως προς την 

πυκνότητά τους και τις φυσικοχημικές ιδιότητες. Τα μικρά και πυκνά σωματίδια 

της LDL είναι τα πλέον αθηρωγόνα. Με τη χρήση ισοπυκνικής βαθμίδωσης 

πυκνοτήτων έχει γίνει υποκλασμάτωση του πλάσματος σε 9 υποκλάσματα : 

VLDL, LDL 1-5, HDL-2, HDL-3 και VHDL και έχει μελετηθεί η κατανομή του 

ενζύμου στα υποκλάσματα αυτά. Η PAF-AH κατανέμεται κυρίως στην πυκνή 

LDL-5 καθώς και στο πυκνό τμήμα της HDL, στο VHDL (212). Στους ασθενείς 

με νεφρωσικό σύνδρομο της μελέτης μας ακολουθήσαμε την ίδια τεχνική 

ισοπυκνικής βαθμίδωσης πυκνοτήτων για υποκλασμάτωση των λιποπρωτεϊνών 

και μελέτη κατανομής του ενζύμου. Χαρακτηριστικά φαίνεται να επικρατούν τα 

πιο πυκνά και αθηρωγόνα υποκλάσματα των λιποπρωτεϊνών, LDL-4 και LDL-5 

καθώς και HDL-2, η δε PAF-AH είναι συνδεδεμένη κυρίως με τις πυκνές LDL.

Η PAF-AH δεν είναι ένα ένζυμο που εμπλέκεται μόνο στη διαδικασία της 

αθηρωμάτωσης, αλλά και σε πολλές άλλες φλεγμονώδεις διεργασίες, όπως στη 

διαδικασία της σπειραματικής βλάβης σε ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο. 

Όλοι οι ασθενείς μας με νεφρωσικό σύνδρομο είχαν ενζυμική ενεργότητα στα 

ούρα, ενώ σε αντίθεση με άλλη μελέτη (257), δεν παρατηρήθηκε ενζυμική 

ενεργότητα στα ούρα φυσιολογικών ατόμων και στους ασθενείς με μη 

νεφρωσικού τύπου πρωτεϊνουρία. Επιπλέον βασικό χαρακτηριστικό των 

ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο είναι η εμφάνιση λιπιδουρίας. Όλοι οι 

ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο εμφάνισαν λιπιδουρία που αρχικά 

εκφράστηκε ως ανιχνεύσιμη χοληστερόλη στα ούρα 24 ώρου. Η ενεργότητα του
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ενζύμου στα ούρα συσχετιζόταν θετικά με τη συγκέντρωση της χοληστερόλης 

στα ούρα, γεγονός που σημαίνει ότι η παρουσία του ενζύμου στα ούρα 

καθορίζεται από την έκκριση των λιποπρωτεϊνών. Η παρατήρηση αυτή 

ενισχύεται από το γεγονός ότι α)ο βαθμός πρωτεϊνουρίας δε συσχετίζεται με την 

ενεργότητα του ενζύμου και β) δε βρέθηκε ενεργότητα του ενζύμου στα ούρα 

ασθενών με μη νεφρωσικού τύπου πρωτεϊνουρία. Συνεπώς η ενεργότητα του 

ενζύμου αποτελεί ευαίσθητο δείκτη της λιπιδουρίας ασθενών με 

σπειραματονεφρίτιδα.

Δύο ερωτήματα δημιουργήθηκαν: ποια ισομορφή του ενζύμου

αποβάλλεται στα ούρα και ποια η σχέση των αποβαλλόμενων στα ούρα 

λιποπρωτεϊνών με το ένζυμο. Είναι γνωστό ότι το ένζυμο χαρακτηρίζεται από 

δύο ισομορφές, την ενδοκυττάρια και την πλασματική. Η ανοσοηλεκτροφόρηση 

των ούρων απέδειξε ότι η PAF-AH των ούρων ασθενών με νεφρωσικό 

σύνδρομο είναι όμοια με αυτή του πλάσματος. Δε γνωρίζουμε την πηγή του 

ενζύμου, αν δηλαδή προέρχεται από το νεφρικό φλοιό ή εκκρίνεται από το 

σωληνάριο. Το γεγονός όμως ότι δεν ανιχνεύθηκε καθόλου η ενδοκυττάρια 

μορφή του ενζύμου μας απομακρύνει από την πιθανότητα το ένζυμο να 

προέρχεται από το νεφρικό φλοιό.

Για να απαντήσουμε στο δεύτερο ερώτημα, τη σχέση δηλαδή PAF-AH και 

λιποπρωτεϊνών στα ούρα ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο, χρησιμοποιήσαμε 

στα ούρα τις τεχνικές υπερφυγοκέντρησης του πλάσματος. Τα αποτελέσματά 

μας έδειξαν ότι η PAF-AH των ούρων βρίσκεται κυρίως συνδεδεμένη με 

λιποπρωτεϊνικά σωματίδια των οποίων η υπερφυγοκεντρική συμπεριφορά είναι 

όμοια με αυτή της LDL του πλάσματος, φαίνεται δε η PAF-AH να συνδέεται 

εκλεκτικά με τα πυκνά και μεγάλα σωματίδια της ί-ΟΙ_(κλάσματα 9-11).
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Η ανεύρεση της χαρακτηριστικής ενζυμικής κατανομής στα ούρα των 

ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο μας έδωσε το ερέθισμα να ασχοληθούμε 

περαιτέρω με τη σύσταση των λιποπρωτεϊνών των ούρων. Στη βιβλιογραφία 

αναφέρεται εκτενώς ότι στα ούρα των νεφρωσικών ασθενών παρατηρούνται 

λιποπρωτεΐνες που περιέχουν απολιποπρωτεΐνη ΑΙ (77-82) και μοιάζουν με την 

HDL. Μόνο σε μία μελέτη (78) αναφέρεται η ύπαρξη απολιποπρωτεΐνης Β-100 

και σωματιδίων που μοιάζουν με την LDL στα ούρα ενός νεφρωσικού ασθενούς. 

Στην παρούσα μελέτη δείξαμε ότι στα ούρα των ασθενών με νεφρωσικό 

σύνδρομο αποβάλλονται εκτός από HDL και λιποπρωτεΐνες που περιέχουν 

απολιποπρωτεΐνη Β-100, όπως VLDL, IDL και LDL, των οποίων όμως η 

απολιποπρωτεΐνη Β-100 φαίνεται να είναι κατακερματισμένη σε πρωτεΐνες 

μικρότερου μοριακού βάρους. Ο κατακερματισμός αυτός δεν επηρεάζει ούτε το 

προφίλ των LDL λιποπρωτεϊνών ούτε τη σύνδεση της PAF-AH με την LDL. 

Φαίνεται όμως να ευθύνεται για την εκλεκτική σύνδεση της PAF-AH με τα πυκνά 

και μεγάλα σωματίδια της 1_01_(κλάσματα 9-11), όπως χαρακτηριστικά 

αποκαλύπτει η κατανομή ενεργότητας του ενζύμου στα κλάσματα της 

υπερφυγοκέντρησης.

Ποιος ο ρόλος του ενζύμου στα ούρα των ασθενών με νεφρωσικό 

σύνδρομο; Είναι γεγονός ότι σε πειραματικά μοντέλα σπειραματονεφρίτιδας η 

έγχυση του PAF προκαλεί πρωτεϊνουρία πιθανά μέσω αλλαγής του μεγέθους 

των πόρων του σπειραματικού φραγμού διήθησης και όχι του φορτίου. Πιο 

συγκεκριμένα σε in vitro πειράματα ο PAF τροποποιεί το δίκτυο της F-ακτίνης 

των ενδοθηλιακών κυττάρων, γεγονός που οδηγεί το κύπαρο σε αλλαγή 

σχήματος και απώλεια των ιδιοτήτων προσκόλλησης (177). Πιθανά ο ίδιος 

μηχανισμός να λαμβάνει χώρα στα ποδοκύτταρα της σπειραματικής μεμβράνης 

και με αυτό τον τρόπο ο PAF να τροποποιεί το μέγεθος των πόρων. Η
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χορήγηση αναστολέων του PAF μειώνει την πρωτεϊνουρία. Η εύρεση του 

ένζυμου PAF-AH στα ούρα ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο αποτελεί 

μηχανισμό εξισορρόπησης στην αυξημένη σύνθεση του PAF στα σημεία της 

σπειραματικής βλάβης; Είναι απάντηση στα αυξημένα επίπεδα PAF στο 

πλάσμα αυτών των ασθενών; Μία μελέτη έδειξε ότι δεν υπάρχει συσχέτιση της 

ενεργότητας του ενζύμου PAF-AH και του PAF στα ούρα (312).

Στη δική μας μελέτη δείξαμε ότι το ένζυμο στα ούρα των ασθενών με 

νεφρωσικό σύνδρομο προέρχεται από το πλάσμα και σχετίζεται με τη 

λιπιδουρία. Πιθανά ο PAF στα ούρα των ασθενών αυτών να αντιπροσωπεύει 

οξειδωμένη μορφή του PAF. Αλλωστε έχει αποδειχθεί ότι τόσο τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα, τα μακροφάγα και τα λεία μυϊκά κύπαρα στο σπείραμα όσο και τα 

σωληναριακά κύπαρα μπορούν να οξειδώνουν την LDL(in vitro) και να 

ενεργοποιούν μηχανισμούς φλεγμονής (87). Η οξειδωμένη LDL πιθανά να 

εξηγεί και τον κατακερματισμό της αποβαλλόμενης στα ούρα

απολιποπρωτεΐνης Β που βρήκαμε στη μελέτη μας.

Είναι γνωστό ότι η δυσλιπιδαιμία της χρόνιας νεφρικής ανεπάρκειας 

ποικίλης αιτιολογίας, αποτελεί επιβαρυντικό παράγοντα στην εξέλιξη της 

νεφρικής βλάβης (67). Φαίνεται ότι η διαδικασία της σπειραματοσκλήρυνσης 

μοιάζει με αυτήν της αθηροσκλήρυνσης, δηλαδή παγίδευση και οξείδωση της 

LDL στα μεσαγγειακά κύτταρα, πολλαπλασιασμός των μεσαγγειακών 

κυττάρων, διήθηση από μακροφάγα, σχηματισμός σπειραματικών αφρωδών 

κυπάρων (foam cells) και ινικής (124-128). Εξάλλου σε ιστολογικό υλικό 

νεφρικών βιοψιών ασθενών με σπειραματονεφρίτιδα βρέθηκαν με 

ανοσοϊστοχημικές μεθόδους ενδοσπειραματικές εναποθέσεις

απολιποπρωτεΐνης Β-100, απολιποπρωτεΐνης (α) και οξειδωμένης LDL (118- 

121). Η εύρεση στα ούρα κατακερματισμένης απολιποπρωτεΐνης Β-καθώς και
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των άλλων λιποπρωτεϊνών-τπθανά αποτελεί άλλη μια ένδειξη ότι στο 

σωληνάριο αποβάλλονται προϊόντα οξείδωσης λιποπρωτέϊνών-διαδικασία που 

γίνεται στο σπείραμα και που εμπλέκεται στη σκλήρυνση του σπειράματος. 

Δυστυχώς όμως στη μελέτη μας δεν ήταν εφικτή η ανοσοϊστοχημική μελέτη των 

λιποπρωτεϊνών στο υλικό της νεφρικής βιοψίας.

Είναι ενδιαφέρουσα μια τελευταία μελέτη στην οποία η χορήγηση μιας 

στατίνης (σεριβαστατίνη) σε ασθενείς με πρωτεΐνου ρία λόγω 

μεσαγγειοϋπερπλαστικής σπειραματονεφρίτιδας μείωσε όχι μόνο την 

πρωτεϊνουρία αλλά και τον αριθμό των αποβαλλόμενων στα ούρα 

τραυματισμένων ποδοκυττάρων (322). Αποτελεί αυτό ένδειξη ότι η στατίνη 

σταθεροποιεί τα ποδοκύτταρα της σπειραματικής μεμβράνης μέσω κυτταρικών 

μηχανισμών φλεγμονής στους οποίους εμπλέκονται και ένζυμα όπως η PAF- 

ΑΗ; Είναι σίγουρο πάντως ότι οι στατίνες μειώνουν τον κίνδυνο καρδιαγγειακής 

νόσου όχι μόνο μέσω της μείωσης των επιπέδων των λιποπρωτεϊνών, αλλά 

καταστέλλοντας σε κυτταρικό επίπεδο μόρια φλεγμονής και προσκόλλησης 

(323).

Τέλος η παρουσία στα ούρα της απολιποπρωτείνης Β-100 μπορεί να 

συσχετισθεί και με τους μηχανισμούς της διαμεσοσωληναριακής βλάβης. Οι 

βλάβες του σωληνάριου και του διάμεσου χώρου που συνοδεύουν κάθε 

σπειραματονεφρίτιδα σε άλλοτε άλλο βαθμό αποτελούν σημαντικό παράγοντα 

εξέλιξης της νεφρικής βλάβης (90). Μελέτες in vitro έδειξαν ότι ο PAF που 

παράγεται από τα κύτταρα του σπειράματος ή από τα κύπαρα φλεγμονής 

επάγει τη σύνθεση ινώδους ιστού από τα διαμεσοσωληναριακά κύπαρα μέσω 

έκφρασης του mRNA της ινονεκτίνης. Η διαδικασία αναστέλλεται αν προηγηθεί 

χορήγηση ανταγωνιστών PAF (186). Πιθανά η παρουσία της PAF-AH στα ούρα 

των ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο να αντιρροπεί τη δράση του PAF στο
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σωληνάριο. Επίσης είναι γνωστό ότι σε περιπτώσεις λευκωματουρίας ένα 

μεγάλο ποσοστό των διηθούμενων από το σπείραμα πρωτεϊνών και 

λιποπρωτεϊνών επαναρροφάται από το εγγύς εσπειραμένο σωληνάριο 

κινητοποιώντας διαδικασία φλεγμονής και κυπαρικού θανάτου στα νεφρικά 

σωληνάρια. Η επαναρρόφηση της απολιποπρωτείνης Β-100 από τα εγγύς 

εσπειραμένα σωληνάρια πιθανά να ευθύνεται για τις διαμεσοσωληναριακές 

βλάβες οι οποίες βρέθηκαν στις νεφρικές βιοψίες των ασθενών μας με 

νεφρωσικό σύνδρομο.
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ν,ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Τα συμπεράσματα που προκύπτουν από τη μελέτη μας είναι:

1. οι ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο παρουσιάζουν αυξημένη 

ενεργότητα του ενζύμου PAF-AH στο πλάσμα σε σύγκριση με υγιείς και

• με ασθενείς με μη νεφρωσικού τύπου λευκωματουρία

2. οι ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο εμφανίζουν μικρότερη ενεργότητα 

του ενζύμου PAF-AH που συνδέεται με τη HDL, σε σύγκριση με τους 

υγιείς

3. η PAF-AH πλάσματος των ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο 

κατανέμεται κυρίως στα πυκνά και αθηρωγόνα υποκλάσματα της LDL

4. στα ούρα ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο βρίσκεται ενεργότητα του 

ενζύμου PAF-AH, κάτι το οποίο δεν παρατηρήθηκε στα ούρα υγιών και 

ασθενών με μη νεφρωσικού τύπου λευκωματουρία.

5. η ισομορφή της PAF-AH των ούρων είναι ίδια με αυτή του πλάσματος

6. η PAF-AH των ούρων συνδέεται με τις αποβαλλόμενες στα ούρα 

λιποπρωτεΤνες, κυρίως με υποκλάσματα που έχουν συμπεριφορά ίδια 

με τη LDL του πλάσματος

7. στα ούρα ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο αποβάλλονται εκτός από 

HDL και λιποπρωτεΐνες που περιέχουν απολιποπρωτεΤνη Β-100, όπως 

VLDL, IDL και LDL, των οποίων όμως η απολιποπρωτεΤνη Β-100 

φαίνεται να είναι κατακερματισμένη σε πρωτεΐνες μικρότερου μοριακού 

βάρους
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VI.ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Ο παράγοντας ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων (PAF) αποτελεί ένα 

διαμεσολαβητή της φλεγμονής. Η ενεργότητά του ρυθμίζεται από το ένζυμο 

PAF-ακετυλοϋδρολάση (PAF-AH), μια Α2 φωσφολιπάση που συνδέεται με τις 

λιποπρωτεΐνες του πλάσματος και θεωρείται ότι ασκεί αντιαθηρωματική και 

αντιφλεγμονώδη δράση. Η ενεργότητά της PAF-AH στο πλάσμα και στα ούρα 

ασθενών με πρωτοπαθή σπειραματονεφρίτιδα είναι αυξημένη σε σύγκριση με 

τους υγιείς, χωρίς ωστόσο να έχει διευκρινισθεί η σχέση της με την λιπιδιουρία 

του νεφρωσικού συνδρόμου. Η λιπιδιουρία - συνηθισμένο εύρημα στους 

ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο - χαρακτηρίζεται σύμφωνα με βιβλιογραφικά 

δεδομένα κυρίως από την ύπαρξη υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεϊνών (HDL).

Σκοπός της μελέτης μας ήταν να προσδιορισθεί το είδος και η σύσταση 

των αποβαλλόμενων στα ούρα λιποπρωτεϊνών καθώς και η κατανομή της 

ενεργότητας του ενζύμου PAF-AH στο πλάσμα και ούρα ασθενών με 

νεφρωσικό σύνδρομο.

Μελετήσαμε 8 ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο λόγω πρωτοπαθούς 

σπειραματονεφρίτιδας και 10 ασθενείς με μη νεφρωσικού τύπου 

λευκωματουρία. Ως ομάδα ελέγχου χρησιμοποιήσαμε 20 υγιή άτομα.

Αρχικά προσδιορίσθηκε η ενεργότητά του ενζύμου στο ολικό πλάσμα 

καθώς και στην HDL πλάσματος. Στη συνέχεια οι λιποπρωτεΐνες του 

πλάσματος και συμπυκνωμένων ούρων 24ωρης συλλογής υποβλήθηκαν σε 

ισοπυκνική υπερφυγοκέντρηση βαθμίδωσης πυκνοτήτων. Στη συνέχεια όλα τα 

κλάσματα που προέκυψαν από την υπερφυγοκέντρηση πλάσματος και 

συμπυκνωμένων ούρων υποβλήθηκαν σε ηλεκτροφόρηση SDS-

πολυακρυλαμιδίου σε πλάκες βαθμίδωσης 5-19% και οι ζώνες ανεδείχθησαν με
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χρώση νιτρικού αργύρου. Πρωτεΐνες με πρότυπα μοριακά βάρη και 

ανασυνδυασμένη PAF-AH ηλεκτροφορήθηκαν ταυτόχρονα. Μετά την 

ηλεκτροφόρηση ακολούθησε μεταφορά των πρωτεϊνών και ανοσοαποτύπωση 

Western με αντισώματα αντι-αποπρωτεΐνης Β-100, αντι-αποπρωτεΐνης^), 

πολυκλωνικού αντισώματος κατά της PAF-AH του πλάσματος, μονοκλωνικού 

αντισώματος κατά της ενδοκυττάριας PAF-AH ισομορφής II.

Οι ασθενείς με νεφρωσικό σύνδρομο παρουσιάζουν αυξημένη ενεργότητα 

του ενζύμου PAF-AH στο πλάσμα σε σύγκριση με υγιείς και με ασθενείς με μη 

νεφρωσικού τύπου λευκωματουρία, ενώ εμφανίζουν μικρότερη ενεργότητα του 

ενζύμου PAF-AH που συνδέεται με τη HDL, σε σύγκριση με τους υγιείς. Η 

PAF-AH του πλάσματος των ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο κατανέμεται 

κυρίως στα πυκνά και αθηρωγόνα υποκλάσματα της LDL. Στα ούρα ασθενών 

με νεφρωσικό σύνδρομο βρίσκεται ενεργότητα του ενζύμου PAF-AH, κάτι το 

οποίο δεν παρατηρήθηκε στα ούρα υγιών και ασθενών με μη νεφρωσικού 

τύπου λευκωματουρία. Η ισομορφή της PAF-AH των ούρων είναι ίδια με αυτή 

του πλάσματος. Η PAF-AH των ούρων συνδέεται με τις αποβαλλόμενες στα 

ούρα λιποπρωτεΐνες, κυρίως με υποκλάσματα που έχουν συμπεριφορά ίδια με 

τη LDL του πλάσματος. Τέλος στα ούρα ασθενών με νεφρωσικό σύνδρομο 

αποβάλλονται εκτός από HDL και λιποπρωτεΐνες που περιέχουν 

απολιποπρωτεΐνη Β-100, όπως VLDL, IDL και LDL, των οποίων όμως η 

απολιποπρωτεΐνη Β-100 φαίνεται να είναι κατακερματισμένη σε πρωτεΐνες 

μικρότερου μοριακού βάρους
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VII.SUMMARY

Platelet-activating factor (PAF) is a phospholipid mediator involved in 

inflammatory responses including pathogenesis of glomerulonephritis (GN). Its 

activity is regulated by paf-acetylhydrolase (PAF-AH), a phospholipase A2-like 

enzyme, which is associated with plasma lipoproteins and exhibits a potent 

antiatherogenic and anti-inflammatory activity. Most of the plasma enzymatic 

activity is associated with apolipoprotein B-containing lipoproteins 

(predominantly with low-density lipoprotein, LDL); the remainder is associated 

with high density lipoprotein (HDL). Within these lipoprotein pools it appears 

that the enzyme is preferentially associated with small-dense LDL particles and 

with a very high density lipoprotein-1 subfraction. Changes in plasma PAF-AH 

activity have been reported in various disorders, including renal diseases. The 

enzyme activity in plasma of patients with GN has been found decreased or 

increased, while PAF-AH activity has also been found in urine of patients with 

primary GN.

In the present study we characterized the type of PAF-AH excreted in the 

urine of patients with primary GN and we studied the relationship of proteinuria 

and lipiduria observed in these patients with the enzyme activity. Eighteen 

patients with primary GN [8 with nephrotic syndrome (NS) and 10 with non- 

nephrotic range proteinuria (NNRP)] and 20 normolipidemic age and sex- 

matched controls participated in the study.

Basic biochemical and lipid parameters were measured in all patients. 

Lipoproteins in concentrated urine and plasma, were fractionated by isopycnic 

density gradient ultracentrifugation method. PAF-AH activity was measured in
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plasma, in HDL, in urine samples as well as in the gradient fractions of plasma 

and concentrated urine by the trichloroacetic acid precipitation procedure. 

Samples from concentrated urine and from plasma of the same patient were 

submitted to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) on 5% to 

19% gradient gels, under reducing conditions. The protein bands were 

visualized with Silver stain. In some experiments, plasma and urine lipoprotein 

fractions were analyzed by the same SDS-PAGE followed by Western blot 

analysis. Immunobloting was performed using anti-apoB-100 or polyclonal goat 

antibody against human apoAl or anti-apo(a) or a rabbit polyclonal antibody 

against the plasma type recombinant PAF-AH or a monoclonal antibody against 

the intracellular type II PAF-AH.

Plasma PAF-AH activity was higher in NS patients compared to NNRP 

patients and controls, whereas the HDL-associated enzyme activity was 

significantly decreased in NS and NNRP patients compared to controls. 

Enzyme activity was found only in the urine of NS patients, associated with LDL 

and HDL particles. Urine PAF-AH activity was positively correlated to urine 

cholesterol levels. The urine of NS patients exhibited all the range of plasma 

apo B- and apo Al-containing lipoproteins Urine lipoprotein fractions contained 

multiple bands which were immunoreactive with the anti-apo B antibody in the 

Western blotting analysis, an evidence that these bands are fragmentation 

products of apo B. Finally Western-blotting analysis of PAF-AH in the urine of 

NS patients showed that the enzyme is similar to the plasma type.
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