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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

 
Είναι αναµφισβήτητο γεγονός ότι η συντελούµενη στις µέρες µας ιλιγγιώδης 

πρόοδος στην µελέτη του ανθρώπινου γονιδιώµατος επέτρεψε την ανακάλυψη 

γενετικών πολυµορφισµών βασικών ενζύµων του µεταβολισµού, τόσο των ενδογενών 

ενώσεων του οργανισµού όσο και εξωγενών ουσιών, των λεγοµένων ξενοβιοτικών. Η 

ανακάλυψη αυτή βοήθησε σηµαντικά στην κατανόηση της ποικιλοµορφίας στην 

απόκριση των διαφόρων ατόµων σε φάρµακα και περιβαλλοντικούς παράγοντες, δεν 

κατόρθωσε όµως να ερµηνεύσει πλήρως την παρατηρούµενη στον πληθυσµό 

ετερογένεια αυτή. Ως συνέπεια, η µελέτη των φαινοτύπων της έκφρασης πολλών 

γονιδίων των ενζύµων του µεταβολισµού παραµένει ένα σηµαντικό εργαλείο για την 

εξακρίβωση του βαθµού της λειτουργικότητας των ενζύµων αυτών. Στην κατεύθυνση 

αυτή προσπάθησε να συµβάλει και η παρούσα εργασία µέσω της µελέτης της 

λειτουργικότητας τεσσάρων σηµαντικών ενζύµων του µεταβολισµού, τόσο σε ένα 

αντιπροσωπευτικό δείγµα υγιών εθελοντών όσο και σε έναν ικανό αριθµό 

ηπατοπαθών πασχόντων από ένα ευρύ φάσµα ηπατικών νοσηµάτων. Πέραν τούτου, η 

εργασία αυτή προσπάθησε να συµβάλει και στην ανάδειξη µιάς, όσον το δυνατόν, 

ανώδυνης και ασφαλούς δυναµικής διαδικασίας για την διάγνωση και την 

παρακολούθηση της εξέλιξης της ηπατικής νόσου καθόσον οι συνήθεις βιοχηµικές 

δοκιµασίες είναι αδροί µόνον δείκτες της κατάστασης του οργάνου. 

Για την επίτευξη του σκοπού αυτού αποφασιστική υπήρξε η συµβολή της 

επιβλέπουσας, Αναπληρώτριας Καθηγήτριας Φαρµακολογίας, κ. Ευτυχίας Ασπροδίνη 

την οποία και ευχαριστώ για τη βοήθειά της σε κάθε στάδιο της εργασίας.  

Μεγάλη υπήρξε, επίσης, η συµβολή του Καθηγητού Παθολογίας κ. Γεωργίου 

Νταλέκου ο οποίος υπέδειξε και οµαδοποίησε το δείγµα των ηπατοπαθών που 

παρακολουθούνται στο Εξωτερικό Ηπατολογικό Ιατρείο του Πανεπιστηµιακού 

Περιφερειακού Γενικού Νοσοκοµείου Λάρισας του οποίου ήταν υπεύθυνος. Ο ίδιος 

παρακολουθούσε στενά την πορεία της εργασίας και µε την βαθεία του γνώση της 

ηπατικής δυσλειτουργίας, υπεδείκνυε την σηµασία και βαρύτητα των εκάστοτε 

αποτελεσµάτων. 

Ουσιαστική ήταν και η βοήθεια του Καθηγητού Φαρµακολογίας κ. Νικολάου 

Σακελλαρίδη ο οποίος, πέραν του ότι προµήθευσε ένα σηµαντικό τµήµα της 

βιβλιογραφίας, µε τις παρατηρήσεις και το αµέριστο και συνεχές ενδιαφέρον του για 

την πορεία της έρευνας έδωσε κρίσιµη ώθηση για την περάτωση της παρούσας 
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εργασίας. Όλους τους ανωτέρω, οι οποίοι αποτελούν τα µέλη της τριµελούς επιτροπής, 

τους ευχαριστώ θερµά καθώς, εκτός από την επιστηµονική τους κατάρτιση την οποία 

κατέθεσαν για να ολοκληρωθεί η διατριβή αυτή, ολόψυχη υπήρξε η ενθάρρυνση και 

ηθική στήριξη που µου προσέφεραν καθ’ όλη την διάρκειά της. 

Ευχαριστίες αρµόζουν και στον Επίκουρο Καθηγητή Ιατρικής Χηµείας κ. 

Ανδρέα Τσακάλωφ ο οποίος µε την ευρεία του γνώση των αναλυτικών τεχνικών ήταν 

πάντοτε πρόθυµος να υποδείξει λύσεις σε όλα τα θεωρητικά και τεχνικά προβλήµατα 

που ανέκυπταν κατά την διάρκεια της εργαστηριακής φάσης της έρευνας. Θα ήθελα, 

επίσης, να ευχαριστήσω την ιατρό κ. Στυλιανή Παπακώστα η οποία ήταν υπεύθυνη 

για την συλλογή των δειγµάτων των ασθενών και για την έρευνα του ιατρικού τους 

αρχείου και η οποία βοήθησε, επίσης, σε ένα σηµαντικό τµήµα της εργαστηριακής 

διαδικασίας. 

Ιδιαίτερες, τέλος, ευχαριστίες θα ήθελα να αποδώσω σε όλους τους εθελοντές 

που συµµετείχαν στην εργασία αυτή και στους ασθενείς ειδικότερα, οι οποίοι παρά 

την επιβαρηµένη κατάσταση της υγείας τους επέδειξαν µεγάλη προθυµία στην 

πρόσκληση που τους απευθύνθηκε και αξιοσηµείωτη συµµόρφωση στις κατευθύνσεις  

που τους δόθηκαν. Ελπίζουµε τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας να κοµίσουν 

µία µικρή συνεισφορά στην βελτίωση της ποιότητας ζωής τους.  
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2.5. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η καφεΐνη (1,3,7-τριµεθυλοξανθίνη) µεταβολίζεται, κυρίως, µέσω των 

ενζύµων CYP1A2, CYP2A6, οξειδάση της ξανθίνης (ΧΟ), Ν-ακετυλοτρανσφεράση-2 

(ΝΑΤ-2). Οι κυριώτεροι µεταβολίτες στα ούρα είναι το 1-µεθυλουρικό οξύ, η 5-

ακετυλάµινο-6-φορµυλάµινο-3-µεθυλουρακίλη (ΑFMU), η 1-µεθυλοξανθίνη (1Χ), το 

1,7-διµεθυλουρικό οξύ (17U) και η 1,7 διµεθυλο ξανθίνη (17Χ). Η δραστικότητα των 

ανωτέρω ενζύµων προσδιορίζεται µε τους µεταβολικούς λόγους 

(AFMU+1U+1X)/17U, 17U/(17U+17X), 1U/(1U+1X) και AFMU/( AFMU+1U+1X). 

Σκοπός της εργασίας ήταν η ανάπτυξη µεθόδου Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής 

Απόδοσης (HPLC) για την ανάλυση των µεταβολιτών της καφεΐνης στα ούρα και ο 

προσδιορισµός των ανωτέρω µεταβολικών λόγων σε 125 υγιείς και 342 ηπατοπαθείς. 

Μετά από αποχή από µεθυλοξανθίνες και φάρµακα οι εθελοντές έλαβαν 200mg 

καφεΐνης και 6 ώρες αργότερα συλλέχτηκε δείγµα ούρων. Οι µεταβολίτες και το 

εσωτερικό πρότυπο αποµονώθηκαν µε χλωροφόρµιο/ισοπροπανόλη (85/15, v/v), 

διαχωρίστηκαν σε στήλη C18 µεταβαίνοντας από τον διαλύτη Α (0,1% οξικό 

οξύ/µεθανόλη/ακετονιτρίλιο, 92/4/5, v/v) στον διαλύτη Β (0,1% οξικό οξύ/µεθανόλη, 

60/40, v/v) και ανιχνεύτηκαν στα 280nm. Ο διαχωρισµός ήταν επαρκής, η ακρίβεια 

94,1–106,3%, η εντός σειράς και µεταξύ σειρών επαναληψιµότητα µικρότερη του 

8,02% και 8,78%, αντίστοιχα. Το φύλο και η ηλικία δεν επέδρασαν στην 

δραστικότητα των ενζύµων ενώ το κάπνισµα είχε επαγωγική δράση στο CYP1A2 και 

ανασταλτική στο CYP2A6. Η ΝΑΤ-2 παρουσίασε δικόρυφη κατανοµή και 59,2% των 

υγιών και 57,0% των ασθενών χαρακτηρίστηκαν ως βραδείς ακετυλιωτές. Τα 

CYP1A2 και CYP2A6 ανεστάλησαν κατά την ηπατοπάθεια και εµφανέστερα κατά 

την κίρρωση. ∆είχθηκε ότι το CYP1A2 αναστέλλεται στην ιογενή ηπατίτιδα, στην 

αυτοάνοση ηπατίτιδα, στην µη αλκοολική στεατοηπατίτιδα, στην αλκοολική 

ηπατοπάθεια και στα αυτοάνοσα χολοστατικά νοσήµατα. Το κάπνισµα επικάλυψε την 

αναστολή του CYP1A2, µε εξαίρεση αυτούς µε αλκοολική νόσο και µη αλκοολική 

στεατοηπατίτιδα. Το κάπνισµα δεν επικάλυψε την αναστολή του CYP1A2 στο σύνολο 

των κιρρωτικών, λόγω της σοβαρής ανεπάρκειας του ενζύµου στην µή 

αντιρροπούµενη κίρρωση, ενώ στην αντιρροπούµενη κίρρωση το κάπνισµα επεσκίασε 

την αναστολή του ενζύµου. ∆είχθηκε ότι η ΧΟ επάγεται κατά την ηπατοπάθεια και 

ιδιαίτερα στην ιογενή ηπατίτιδα. ∆είχθηκε, τέλος, ότι µόνον η ταχεία ακετυλίωση 

υποχωρεί στους ηπατοπαθείς. Ο λογάριθµος του λόγου (AFMU+1U+1X)/17U 

παρουσίασε εξειδίκευση 70,7-85,4% και ευαισθησία 60,1-91,7% στην διάγνωση των 
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σταδίων της ηπατικής νόσου, στους µη καπνιστές, ενώ στους καπνιστές παρουσίασε 

εξειδίκευση 72,1-86,0% και ευαισθησία 31,5-83,3%. Στις πλείστες των περιπτώσεων ο 

ανωτέρω λογάριθµος είχε µεγαλύτερη ευαισθησία από τις συνήθεις δοκιµασίες, ενώ ο 

συνδυασµός του µε αυτές βελτίωσε την ευαισθησία στην διάγνωση της ηπατοπάθειας 

µε ποσοστά από 69,6-100,0% και 51,7-83,3% στους µη καπνιστές και καπνιστές, 

αντίστοιχα. Η µέθοδος των µεταβολικών λόγων της καφεΐνης στα ούρα συνιστά µη 

επεµβατική, αβλαβή, ανώδυνη και αξιόπιστη διαδικασία για την εκτίµηση της 

δραστικότητας των CYP1A2, CYP2A6, XO και ΝΑΤ-2. Ο λογάριθµος του λόγου 

(AFMU+1U+1X)/17U, σε συνδυασµό µε τις συνήθεις δοκιµασίες της ηπατικής 

λειτουργίας, βελτιώνει σηµαντικά την διάγνωση της ηπατικής νόσου. 
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2.6. ABSTRACT 

Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is primarily metabolized by CYP1A2, CYP2A6, 

Xanthine Oxidase and N-acetyltransferase-2 and its major urinary metabolites are 1-

methyluric acid (1U), 5-acetylamino-6-formylamino-3-methyluracil (AFMU), 1-

methylxanthine (1X), 1,7-dimethyluric acid (17U) and 1,7-dimethylxanthine (17X). 

CYP1A2, CYP2A6, XO and NAT-2 activities can be estimated from the metabolic 

ratios (AFMU+1U+1X)/17U, 17U/(17U+17X), 1U/(1X+1U) and 

AFMU/(AFMU+1U+1X), respectively. The aim of the study was the development of a 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) method for the quantification of 

caffeine metabolites in urine and the evaluation of the above ratios in 125 healthy and 

342 liver disease patients. After a 30-hour xanthine- and medication-free period 200mg 

caffeine were administered and a 6-hour spot urine sample was collected. Caffeine 

metabolites and the Internal Standard were extracted with chloroform/isopropanol 

(85:15, v/v) and separated with a C18 column using solvent A (0.1% acetic acid–

methanol–acetonitrile, 92:4:5, v/v) and solvent B (0.1% acetic acid–methanol, 60:40, 

v/v), and detected at 280nm. Adequate metabolite separation, accuracy (94.1–106.3%), 

intraday (8.02%) and interday (8.78%) precision were achieved. Age and gender had 

no effect on enzymes activity whereas smoking induced CYP1A2 and inhibited 

CYP2A6 activities. NAT-2 exhibited bimodal distribution with 59.2% of the healthy 

and 57.0% of the patients being slow acetylators. CYP1A2 and CYP2A6 were 

suppressed in patients and inhibition was more pronounced in cirrhotics. It was 

demontstrated, that CYP1A2 was inhibited in autoimmune hepatitis, in non-alcoholic 

steatohepatitis, in HBV and HCV infection, in alcoholic liver disease and in 

autoimmune cholostatic liver diseases. Τhe inducing effect of smoking masked the 

inhibitory effect of disease on CYP1A2 activity, in most patient subgroups, with the 

exception of those with alcoholic liver disease and non alcoholic steatohepatitis. 

Smoking did not mask CYP1A2 inhibition by cirrhosis due to the pronounced enzyme 

failure in decompensated patients while no such effect was observed in compensated 

cirrhotics. XO activity was elevated in patients, especially in virus infected patients. 

Finally, it was demonstrated that NAT-2 activity was reduced in fast acetylators. The 

logarithm of the ratio (AFMU+1U+1X)/17U exhibited 70.7-85.4% specificity and 

60.1-91.7%, sensitivity in the diagnosis of different stages of liver disease, in the non-

smokers group. In the smokers group sensitivity was 31.5-83.3% while specificity was 

72.1-86.0%. In most cases, the CYP1A2 index was more sensitive than routine tests 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 15

while the combined use of this ratio and conventional liver function tests significantly 

improved the detection of liver disease with 69.6-100.0% sensitivity, in non-smokers, 

and 51.7-83.3% sensitivity in smokers. Caffeine metabolic ratios assessement in spot 

urine samples is a non-invasive, innocuous and valid procedure for the determination 

of CYP1A2, CYP2A6, XO and ΝΑΤ-2 activities while the logarithm of the ratio 

(AFMU+1U+1X)/17U along with conventional liver function tests contributes towards 

a significant improvement in the diagnosis of liver disease. 
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1. ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 
1.1. Γενικές πληροφορίες για τα ένζυµα Ρ4501Α2, Ρ4502Α6, οξειδάση της 

ξανθίνης και Ν-ακετυλοτρανφεράση-2 

 

1.1 1. Γενικές πληροφορίες για το κυτόχρωµα Ρ4501Α2  

Στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς υπάρχουν, σε διάφορα µεµβρανώδη 

συστατικά, συστήµατα µεταφοράς ηλεκτρονίων που εξυπηρετούν διάφορους 

σκοπούς. Έτσι, στα µιτοχόνδρια των επινεφριδίων και στις µικροσωµιακές 

µεµβράνες, δηλαδή στο Λείο Ενδοπλασµατικό ∆ίκτυο (Λ.Ε.∆.), εντοπίζεται το 

κυτόχρωµα P450 (CYP), µία υπεροικογένεια αιµοπρωτεϊνών, η οποία αποτελεί το 

τελευταίο συστατικό µιας αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων τα οποία προέρχονται 

από το NADPH. Η υπεροικογένεια αυτή των ενζύµων είναι υπεύθυνη για τις 

οξειδωτικές αντιδράσεις της φάσης Ι του µεταβολισµού ενός µεγάλου φάσµατος 

δοµικώς διαφορετικών υποστρωµάτων και για την κατάλυση πολλών σηµαντικών 

ενδογενών βιοχηµικών διεργασιών στα θηλαστικά [1, 2]. Η ονοµασία του Ρ450 

προέρχεται από το γεγονός ότι είναι κυτταρικό χρωµοφόρο και το σύµπλοκο της 

ανηγµένης µορφής της χρώσης (pigment, P) µε CO απορροφά ισχυρά στα 450 nm [3. 

4]. Τα υποστρώµατα του Ρ450 είναι λιποδιαλυτές ενώσεις οι οποίες διαπερνούν το 

Λ.Ε.∆. και εγκλωβίζονται σ’ αυτό λόγω της λιποειδικής φύσης των µεµβρανών του. 

Οι ουσίες που µεταβολίζονται γίνονται κατά κανόνα λιγότερο λιποδιαλυτές γιατί 

αποκτούν στο µόριό τους ιονιζόµενες οµάδες οι οποίες µπορούν να συνδεθούν 

περαιτέρω µε ενδογενή υδατοδιαλυτά µόρια του οργανισµού µέσω αντιδράσεων που 

καταλύονται από τα ένζυµα της φάσης ΙΙ του µεταβολισµού. Εξαιτίας του γεγονότος 

αυτού, οι µεταβολίτες χάνουν την ικανότητά τους να διαχέονται παθητικά µέσα από 

βιολογικές µεµβράνες και απεκκρίνονται από τους νεφρούς, περισσότερο µε 

µηχανισµούς ενεργητικής µεταφοράς [2, 5]. 

Μερικές από τις αντιδράσεις που καταλύει το σύστηµα αυτό είναι απαραίτητες 

για τη ζωή, όπως η µετατροπή της χοληστερόλης σε κορτικοειδή και φυλετικές 

ορµόνες, η ω-υδροξυλίωση των λιπαρών οξέων, η βιοσύνθεση των χολικών οξέων 

καθώς και η βιοσύνθεση των προσταγλανδινών [6, 7]. Άλλες πάλι αντιδράσεις του 

ιδίου συστήµατος είναι σηµαντικές για την αποτοξίνωση από ξένες προς τον 

οργανισµό ουσίες (ξενοβιοτικές ενώσεις) και για το µεταβολισµό πολλών φαρµάκων. 

Τo σύστηµα P450, όµως, ευθύνεται και για την in vivo χηµική ενεργοποίηση µερικών 
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από τα πιο ισχυρά καρκινογόνα [1,8]. Οι οξειδώσεις που καταλύει το σύστηµα Ρ450 

απαιτούν NADPH και Ο2 προκειµένου να επιτευχθεί η υδροξυλίωση των 

υποστρωµάτων. Το άτοµο του οξυγόνου της ενσωµατούµενης υδροξυλοµάδας 

προέρχεται από το µοριακό οξυγόνο, όπως δείχθηκε µε την χρήση ραδιενεργά 

σηµασµένου Ο2.  Ένα άτοµο του µοριακού οξυγόνου ενσωµατώνεται στο υπόστρωµα 

ενώ το άλλο ανάγεται προς Η2Ο. Εξαιτίας αυτού, τα ένζυµα του συστήµατος Ρ450 

αποκαλούνται µονοξυγονάσες ή οξειδάσες µικτής λειτουργίας [1]. Η τάση αυτή του 

Ρ450 για µετατροπή του µοριακού οξυγόνου σε νερό έγινε αφορµή για την διατύπωση 

της πρότασης ότι, ίσως, ο κύριος ρόλος του συστήµατος αυτού είναι η αποτοξίνωση 

από το οξυγόνο καθώς η διαδικασία αυτή αποµακρύνει από το κύτταρο την περίσσεια 

του µοριακού οξυγόνου το οποίο, διαφορετικά, θα µπορούσε να µετατραπεί σε ρίζα 

οξυγόνου και άλλες δραστικές και, συνεπώς, τοξικές µορφές οξυγόνου [6]. 

Η υπεροικογένεια αυτή των αιµοπρωτεϊνών προέρχεται από, τουλάχιστον, 18 

διακριτές οικογένειες γονιδίων P450 οι οποίες κωδικοποιούν για 60 τουλάχιστον 

κυτοχρώµατα P450 τα οποία είναι γνωστό ότι εκφράζονται στους ανθρώπινους ιστούς 

[4, 9, 10]. Το κριτήριο της υποδιαίρεσης σε οικογένειες και υποοικογένειες συνίσταται 

στην, τουλάχιστον, 40% οµολογία στην αλληλουχία των αµινοξέων, µέσα στην ίδια 

οικογένεια και 55%, τουλάχιστον, µέσα στην ίδια υποοικογένεια [4]. Οι οικογένειες 

αυτές υποδιαιρούνται λειτουργικά σε δύο µείζονες κατηγορίες: σε εκείνη η οποία 

εµπλέκεται στη βιοσύνθεση και το µεταβολισµό ενδογενών υποστρωµάτων, και σε 

εκείνη η οποία µεταβολίζει, κυρίως,τις εξωγενείς ενώσεις (ξενοβιοτικά). Η πρώτη 

κατηγορία περιλαµβάνει 13 οικογένειες γονιδίων τα οποία κωδικοποιούν για 

κυτοχρώµατα τα οποία είναι υπεύθυνα για τη βιοσύνθεση των θροµβοξανίων και της 

προστακυκλίνης (CYPs 5 και 8), για τις αντιδράσεις υδροξυλίωσης κατά τη 

βιοσύνθεση των στεροειδών ορµονών από τη χοληστερόλη (CYPs 11, 17, 19, 21, 39, 

46), για τις υδροξυλιώσεις που απαιτούνται για τη βιοσύνθεση των χολικών οξέων, της 

βιταµίνης D3 και της χοληστερόλης (CYPs 7, 24, 27, 51), την υδροξυλίωση του 

ρετινοϊκού οξέος (CYP26), ενώ η δεύτερη περιλαµβάνει 4 οικογένειες γονιδίων (CYPs 

1-4) [10]. Η οικογένεια CYP20 έχει άγνωστο υπόστρωµα και λειτουργία [4]. 

Η οικογένεια του ανθρώπινου κυτοχρώµατος CYP1 αποτελείται από τα 

δοµικώς σχετιζόµενα κυτοχρώµατα CYP1A1, CYP1A2 και CYP1B1 τα οποία 

παρουσιάζουν ιστοειδική βασική (constitutive) έκφραση καθώς και ιστοειδική 

επαγωγιµότητα. Η αλληλουχία των αµινοξέων του CYP1A1 και του CYP1B1 

παρουσιάζει οµοιότητα 72% και 40% µε το CYP1A2, αντίστοιχα. Παρόλο που το 
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CYP1A1 και το CYP1A2 έχουν πιο ευρεία εξειδίκευση υποστρωµάτων από το 

CYΡ1B1, τα 3 αυτά ένζυµα παρουσιάζουν σηµαντικές αλληλεπικαλύψεις στη δράση 

τους [11]. To CYP1A2 απαντάται µόνο στο ήπαρ, το CYP1A1 στους πνεύµονες, στο 

λάρυγγα, στα νεφρά, στα λεµφοκύτταρα και στον πλακούντα και το CYP1B1 στα 

νεφρά, στον προστάτη, στις ωοθήκες και στην µήτρα [11]. Τo CYP1A2 είναι ένα από 

τα πιο άφθονα ισοένζυµα του CYP στο ήπαρ σε ποσοστό που προσεγγίζει το 15% του 

συνολικού περιεχοµένου σε CYP [12]. Το γονίδιο του ανθρώπινου CYP1A2 βρίσκεται 

στο χρωµόσωµα 15 και αποτελείται από µία ανοδικά (upstream) κείµενη περιοχή 3 kb 

περίπου καθώς και από 7 εξώνια και 6 ιντρόνια τα οποία κωδικοποποιούν για µία 

πρωτεΐνη 515 αµινοξέων [13-15]. 

To CYP1A2 ενεργοποιεί προκαρκινογόνα συστατικά των τροφών και του 

περιβάλλοντος προς καρκινογόνες ενώσεις όπως τις αρωµατικές αµίνες και τις 

νιτροζαµίνες των αζωχρωµάτων και του καπνού των τσιγάρων, τις Ν-ετεροκυκλικές 

αµίνες οι οποίες απαντώνται στο κρέας που ψήνεται σε υψηλές θερµοκρασίες, τους 

πολυκυκλικούς αρωµατικούς υδρογονάνθρακες (PAH) οι οποίοι περιέχονται στο 

πετρέλαιο, στο κάρβουνο, στα αέρια των εξατµίσεων, στον καπνό του τσιγάρου, στα 

κρέατα που ψήνονται στα κάρβουνα [12, 16, 17] και την αφλατοξίνη Β1 [18, 19]. 

Επίσης είναι το κύριο ένζυµο που εµπλέκεται στο µεταβολισµό φαρµάκων όπως η 

καφεΐνη [16, 20, 21], η θεοφυλλίνη [22], η τακρίνη [23], η ιµιπραµίνη [24], η 

αντιπυρίνη [25], η κλοζαπίνη [26], η φαινακετίνη [27] και η ακεταµινοφαίνη 

(παρακεταµόλη) [11] και ευθύνεται για την βιοενεργοποίηση της τελευταίας προς 

ηπατοτοξικούς µεταβολίτες [28]. Επιπρόσθετα, συµµετέχει στον µεταβολισµό της 17-

β-οιστραδιόλης προς 2-ΟΗ και 4-ΟΗ µεταβολίτες [29] και στον µεταβολισµό της 

µελατονίνης προς 6-υδροξυµελατονίνη [30]. Πέραν του ρόλου του CYP1A2 στον 

µεταβολισµό ενδογενών υποστρωµάτων και ξενοβιοτικών ενώσεων, φαίνεται ότι η 

ύπαρξή του σχετίζεται µε βασικές ενδογενείς λειτουργίες του οργανισµού. Αυτό 

προκύπτει από µία µελέτη κατά την οποία διαγονιδιακά ποντίκια µε έλλειψη του 

γονιδίου του CYP1A2 [CYP1A2(-/-)] παρουσίασαν σηµαντική υποέκφραση ή 

υπερέκφραση, σε σχέση µε αντίστοιχα CYP1A2(+/+) ποντίκια, 30 γονιδίων που 

σχετίζονται µε τον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου, µε την δράση της ινσουλίνης, µε 

την λιπογένεση και µε τις βιοσυνθετικές οδούς των λιπαρών οξέων και της 

χοληστερόλης. ∆ιαπιστώθηκε, επίσης, µία αδυναµία συσσώρευσης του λίπους στο 

κυτταρόπλασµα των ηπατοκυττάρων, πιθανότατα, λόγω µίας γενικότερης διαταραχής 

της µεταβολικής λειτουργίας [31]. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 19

Η λειτουργία του CYP1A2 επάγεται και αναστέλλεται από διάφορους 

περιβαλλοντικούς και χηµικούς παράγοντες ενώ φαινοτυπικές µελέτες έχουν προτείνει 

ότι η δραστηριότητά του ρυθµίζεται από δύο, τουλάχιστον, µηχανισµούς: έναν ο 

οποίος ελέγχει τα βασικά (constitutive) επίπεδα έκφρασης και έναν δεύτερο ο οποίος 

ρυθµίζει την επαγωγιµότητα [17, 32, 33].  

Η επαγωγή του CYP1A2 είναι κυρίως µεταγραφική και εξαρτάται από τον 

υποδοχέα Αh (AhR, Αρωµατικών Υδρογονανθράκων) όπως επίσης και άλλους 

άγνωστους παράγοντες. Η διαδικασία αυτή ξεκινά µε τη σύνδεση ενός κατάλληλου 

επαγωγικού παράγοντα στον υποδοχέα Αh µέσα στο κυτταρόπλασµα και µετατόπιση 

του ενεργοποιηµένου υποδοχέα µέσα στον πυρήνα όπου σχηµατίζει διµερές µε την 

πρωτεΐνη πυρηνικής µετατόπισης αρωµατικών υδρογονανθράκων (ΑRΝΤ). Στην 

συνέχεια το διµερές AhR-ARNT αλληλεπιδρά µε έναν ενισχυτή αποκρινόµενο στα 

ξενοβιοτικά (xenobiotic-response element) στην 5  ́περιοχή µε συνέπεια την αυξηµένη 

µεταγραφή του γονιδίου του CYP1A2, την σύνθεση του κατάλληλου m-RNA και την 

de novo σύνθεση της πρωτεΐνης του CYP1A2 [2, 10, 34]. Η επαγωγή µπορεί να έχει 

ως αποτέλεσµα την µείωση των φαρµακολογικών δράσεων η οποία προκαλείται από 

αυξηµένο µεταβολισµό των φαρµάκων ή να δηµιουργήσει ανεπιθύµητη ανισορροπία 

µεταξύ τοξικότητας και αποτοξίνωσης. Πράγµατι, δεν είναι αποσαφηνισµένο εάν η 

ενεργοποίηση της οδού του υποδοχέα Αh συµβάλλει στην αύξηση του κινδύνου από 

την ενεργοποίηση των προκαρκινογόνων ή παρουσιάζει όφελος µέσω µιας πιο ταχείας 

αποβολής εν δυνάµει επικίνδυνων χηµικών ουσιών [2, 35].  

Η επαγωγή του CYP1A2 έχει παρατηρηθεί ως συνέπεια του καπνίσµατος [27, 

36-39], της κατανάλωσης κρέατος ψηµένου στα κάρβουνα ή µαγειρεµένου σε υψηλές 

θερµοκρασίες [17, 40, 41], της κατανάλωσης σταυρανθών λαχανικών όπως τα 

µπρόκολα, τα λαχανάκια Βρυξελλών και τα λάχανα τα οποία περιέχουν την ουσία 

ινδολ-3-καρβινόλη [42, 43], της χρήσης της οµεπραζόλης, της φαινυτοΐνης, της 

ριφαµπικίνης, καθώς και της περιβαλλοντικής έκθεσης σε πολυβρωµιωµένα 

διφαινύλια [11]. Η επαγωγή του CYP1A2 φαίνεται, επίσης, να σχετίζεται µε την 

αυξηµένη κατανάλωση καφεΐνης και προκαλείται είτε από την καφεΐνη καθεαυτή είτε 

από άλλα συστατικά του καφέ [17, 44, 45]. 

In vivo αναστολείς του CYP1A2 είναι η α–ναφθοφλαβόνη [11] και διάφορα 

φάρµακα όπως η φλουβοξαµίνη [46, 47], η φουραφυλλίνη [48], η σιµετιδίνη [49], η 

µεξιλετίνη [50], η βεραπαµίλη [51], το 5-µεθόξυ-ψοραλένιο [52] και οι κινολόνες 

[53]. Επιπλέον, η δραστικότητα του CYP1A2 αναστέλλεται από τον χυµό του γκρέϊπ-
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φρούτ [54], το αλκοόλ [44, 55], τα αντισυλληπτικά [43, 56, 57] και την θεραπεία 

υποκατάστασης µε οιστρογόνα [58]. Η αναστολή αυτή είναι αντιστρεπτή, είναι 

αποτέλεσµα συναγωνισµού για την ενεργό περιοχή του ενζύµου και ασκείται κυρίως 

από φάρµακα τα οποία περιέχουν άζωτο, συµπεριλαµβανοµένων των πυριµιδινών, των 

ιµιδαζολών και των κινολινών. Τα φάρµακα αυτά προσδένονται τόσο στον σίδηρο της 

αίµης όσο και στην λιποφιλική περιοχή της πρωτεΐνης. Η ισχύς της αναστολής 

εξαρτάται από τη λιποφιλικότητα του φαρµάκου και από την ισχύ του δεσµού µεταξύ 

του ασύζευκτου ζεύγους ηλεκτρονίων του αζώτου και του σιδήρου της αίµης [35]. 

Συνοπτικά, τα κυριώτερα φάρµακα τα οποία µεταβολίζονται από το CYP1A2 καθώς 

οι αναστολείς και οι επαγωγείς του παρουσιάζονται στον Πίνακα 1. 

Μειωµένη δραστικότητα του CYP1A2 έχει, επίσης, διαπιστωθεί σε άτοµα µε 

χαµηλή κατανάλωση πρωτεϊνών [59], ηπατική νόσο [60-62], υψηλό δείκτη σωµατικής 

µάζας [45] και κατά την διάρκεια της εγκυµοσύνης [43, 63]. Η εµµηνόπαυση δεν 

φαίνεται να επηρεάζει την δραστικότητα του CYP1A2 [64], ενώ διφορούµενες είναι οι 

απόψεις για την επίδραση του φύλου, της ηλικίας και των φάσεων του 

εµµηνορρυσιακού κύκλου [65-67]. Συνοπτικά, οι µη φαρµακευτικοί παράγοντες οι 

οποίοι επιδρούν στην µεταβολική δραστικότητα του CYP1A2 εµφανίζονται στον 

Πίνακα 2. 

Η δραστικότητά του παρουσιάζει µεγάλες διαφορές µεταξύ των ατόµων αλλά 

δεν έχει βρεθεί κάποια συσχέτιση µεταξύ του γονότυπου του ανθρώπινου CYP1A2 και 

του µεταβολικού φαινοτύπου του ενζύµου αυτού [68]. Παρόλο που έχουν περιγραφεί 

περισσότερα από 30 σηµεία πολυµορφισµού εντός και πλησίον του γονιδίου στον 

άνθρωπο [69] δεν έχει βρεθεί εκείνη η διαφορά νουκλεοτιδίων που θα µπορούσε να 

ερµηνεύσει τη φαινοτυπική ποικιλοµορφία στο γονίδιο του CYP1A2, ούτε σε εξώνια, 

ούτε στην περιοχή σύνδεσης εξωνίων-ιντρονίων, ούτε στην 5΄-πλευρική περιοχή του 

γονιδίου σε Καυκάσιους και Ασιατικούς πληθυσµούς [70-72]. Υπάρχουν, όµως, 2 

σηµειακές µεταλλάξεις στο ιντρόνιο-1 και µία µετάλλαξη στην 5΄-πλευρική περιοχή 

του γονιδίου του CYP1A2 που σχετίζονται µε αυξηµένη ή µειωµένη δυνατότητα 

επαγωγής του CYP1A2 από επαγωγικούς παράγοντες, αντίστοιχα [14, 73-75]. Έχει, 

επίσης, ταυτοποιηθεί µία σηµειακή µετάλλαξη στο ιντρόνιο-1 η οποία σχετίζεται τόσο 

µε µειωµένη δραστικότητα του CYP1A2, in vivo, όσο και µε µειωµένη 

επαγωγιµότητα, in vitro, αλλά η συχνότητά της είναι 3% στους Αιθίοπες, 3,7% στους 

Σαουδάραβες και µόλις 0,5% στα άτοµα Ισπανικής καταγωγής [76]. Μία σπάνια, 

επίσης, σηµειακή µετάλλαξη έχει βρεθεί στην 5 -́οµόφωνη (consensus) περιοχή 
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µατίσµατος του ιντρονίου 6 κατά την οποία το αδιαφοροποίητο δινουκλεοτίδιο GT 

έχει µεταλλαχθεί σε ΑΤ (G3534>A) µε αποτέλεσµα την απαλοιφή του ανοδικού 

(upstream) εξωνίου κατά την µεταγραφή, αλλοίωση της αλληλουχίας των αµινοξέων 

στην πρωτεΐνη και πιθανή παραγωγή ενός ανενεργού ενζύµου µε απαλοιφή 29 

αµινοξέων. Η µετάλλαξη αυτή είχε ως αποτέλεσµα µειωµένο µεταβολισµό της 

καφεΐνης και αυξηµένη συγκέντρωση της κλοζαπίνης στο πλάσµα. Η µετάλλαξη αυτή, 

όµως, ταυτοποιήθηκε σε µία µόνον γυναίκα Καυκάσιας καταγωγής ενώ δεν κατέστη 

δυνατόν να ανιχνευθεί σε κανένα από 100 άλλα άτοµα Γαλλικής καταγωγής τα οποία 

διερευνήθηκαν για την συγκεριµένη αντικατάσταση [77]. 

Παρόλα τα ανωτέρω στοιχεία, τα οποία δεν έχουν δώσει ισχυρές ενδείξεις για 

γενετική προέλευση της ποικιλοµορφίας στην δραστικότητα του CYP1A2, έχει 

υποστηριχθεί, µέσω της φαινοτυπικής µελέτης του CYP1A2 σε διδύµους, ότι η 

κληρονοµικότητα ευθύνεται για το 72,5% της ποικιλοµορφίας του CYP1A2 µεταξύ 

των ατόµων, ενώ µόνον το 27,5% της διακύµανσης της δραστηριότητάς του οφείλεται 

σε περιβαλλοντικούς παράγοντες [78]. 

Επιδηµιολογικά, αυξηµένη δραστικότητα του CYP1A2 έχει συσχετιστεί µε 

αυξηµένο κίνδυνο για καρκίνο στο κόλον, ιδίως στα άτοµα εκείνα τα οποία είχαν 

αυξηµένη έκθεση σε ετεροκυκλικές αµίνες µέσω της κατανάλωσης «καλοψηµµένου» 

κρέατος, µε αυξηµένο κίνδυνο καρκίνου της ουροδόχου κύστης [11,79], ενώ µειωµένη 

δραστικότητα του CYP1A2 έχει συσχετιστεί µε αυξηµένο κίνδυνο του καρκίνου των 

όρχεων [80]. Επιπλέον, η δραστικότητα του CYP1A2 έχει εµφανίσει θετική συσχέτιση 

µε την µαστογραφική πυκνότητα σε µετεµµηνοπαυσιακές γυναίκες και, κατά 

συνέπεια, η αυξηµένη δραστικότητα του ενζύµου αυτού έχει προταθεί ως παράγων 

κινδύνου για την ανάπτυξη καρκίνου του µαστού [81].

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ ΑΝΑΣΤΟΛΕΙΣ ΕΠΑΓΩΓΕΙΣ 
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Πίνακας 1. Φάρµακα τα οποία µεταβολίζονται από το CYP1A2, αναστολείς και επαγωγείς.

 

 

 

 

 
 
Πίνακας 2. Μη φαρµακευτικοί παράγοντες οι οποίοι αναφέρεται ότι επιδρούν στη 

Αντιανδρογόνα Αντικαταθλιπτικά Αναστολείς αντλίας πρωτονίων 

Φλουταµίδη (κύρια οδός), [82] Φλουβοξαµίνη [ 46]  Οµεπραζόλη [100]  

Αντικαταθλιπτικά Καρδιαγγειακό Αντιεπιληπτικό 

Αµιτριπτυλίνη (ελάσσων οδός) 
[83]  

Μεξιλετίνη [50]  Φαινυτοΐνη [101]  

Ιµιπραµίνη (30%) [24]  Βεραπαµίλη (ελάσσων οδός) [51]  Αντιφυµατικό 

Μιανσερίνη [84]  Προπαφαινόνη [97]  Ριφαµπικίνη [102]  
Χλοµιπραµίνη [85]  Αντιασθµατικό  

Αντιψυχωσικά Φουραφυλλίνη [48]   

Κλοζαπίνη (22-30%) [26]  Αντιψωριασικό  

Ολανζαπίνη (50%) [86]  5-µεθοξυψωραλένιο [52]  

Οντανσετρόνη (ελάσσων οδός) 
[87]  

Αντιµικροβιακό  

Φάρµακα για το καρδιαγ-
γειακό και αντιπηκτικά 

Κινολόνες [53]   

Λιδοκαΐνη (80%,) [88, 89]  Ανταγωνιστές Η2 υποδοχέων 
ισταµίνης  

 

Προπρανολόλη (σηµαντική οδός,) 
[90, 91] 

Σιµετιδίνη [49]   

Τριαµτερένη (σχεδόν 100%) 
[92]  

Αντιµηκυτιασικά  

Βαρφαρίνη (ελάσσων οδός) [93] Κετοκοναζόλη (11%), 
Τερβιναφίνη (21%) [98] 

 

Αναστολείς χολινεστεράσης Μικοναζόλη [99]  

Τακρίνη (>90%) [23]  Αντισυλληπτικά [57]  

Τοπικά αναισθητικά Θεραπεία υποκατάστασης 
οιστρογόνων [58]  

 

Ροπιβακαΐνη (39%) [94]    

Μη Στεροειδή 
Αντιφλεγµονώδη Φάρµακα 

  

Παρακεταµόλη (ελάσσων οδός) 
[95]  

  

Φαινακετίνη (µείζων οδός) [16, 
27]  

  

Αντιπυρίνη (30%) [25, 96]   

∆ιεγερτικό Κ.Ν.Σ.   

Καφεΐνη (90%) [21]    

Αντιασθµατικά   

Θεοφυλλίνη (75%) [21]   
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µεταβολική δραστικότητα του κυτοχρώµατος P4501Α2 (CYP1Α2) στους ανθρώπους 
(Από Carrillo and Benitez, 2000, µε προσαρµογή).  

 

 
? = όχι πλήρως εξακριβωµένη επίδραση, ↑ = αύξηση δραστικότητας, ↓ = µείωση της  

δραστικότητας, ↔ = καµµία επίδραση 
 

 

1.1.2. Γενικές πληροφορίες για το κυτόχρωµα P4502A6 

ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΣΤΗΝ ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ 
ΤΟΥ CYP1A2 

∆είκτης σωµατικής µάζας  

     Λεπτά άτοµα ↑ 

     Παχύσαρκα άτοµα ↓ 

Καφές ↑ 

Σταυρανθή λαχανικά ↑ 

Άσκηση ↔ 

Αλκοόλ (αιθανόλη) ↓ 

Χυµός γκρέϊπ-φρούτ ↓ 

Κρέας ψηµένο στη σχάρα ↑ 

Ηπατική νόσος ↓ 

Φύλο (?)  

     Άνδρες ↑ 

     Γυναίκες ↓ 

Παράγοντες ειδικοί του φύλου  

     Εµµηνορρυσιακός κύκλος? (ωχρινική φάση)    ↓ 

     Εγκυµοσύνη ↓ 

     Εµµηνόπαυση (?) ↔ 

Κάπνισµα ↑ 
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Το κυτόχρωµα P4502A6 (CYP2A6) είναι ένα ένζυµο της οικογενείας του 

γονιδίου CYP2, η οποία είναι η µεγαλύτερη οικογένεια P450 στα θηλαστικά [4]. 

Εκφράζεται, κυρίως, στο ήπαρ σε ποσοστό 1-10% περίπου επί του συνολικού P450 και 

είναι υπεύθυνο για τον µεταβολισµό πολλών φαρµάκων και χηµικών ουσιών του 

περιβάλλοντος [2, 103]. Είναι, πρωτίστως, υπεύθυνο για τη µετατροπή της νικοτίνης σε 

κοτινίνη [104] και για τον µεταβολισµό του υπνωτικού και αντισπασµωδικού 

φαρµάκου χλωρµεθειαζόλη και του ανταγωνιστή του υποδοχέα του Παράγοντα 

Ενεργοποίησης των Αιµοπεταλίων SM-12502. Συµβάλλει επίσης στο µεταβολισµό του 

µεθοξυφλουρανίου, του αλοθανίου, του βαλπροϊκού οξέος και της δισουλφιράµης 

[105]. Καταλύει την µεταβολική ενεργοποίηση διαφόρων προµεταλλαξιογόνων και 

προκαρκινογόνων όπως η αφλατοξίνη Β1 και το 1,3-βουταδιένιο [105], η 3-

µεθυλινδόλη [106] και ορισµένων νιτρoζαµινών του καπνού και των τροφών όπως η Ν-

νιτροζο-διαιθυλαµίνη και η 4-(µεθυλνιτροζάµινο)-1-(3-πυριδύλ)-1-βουτανόνη [105, 

107, 108]. Η δραστηριότητά του επάγεται από διάφορους αντιεπιληπτικούς παράγοντες 

όπως η φαινυτοΐνη, η καρβαµαζεπίνη και η φαινοβαρβιτάλη [109], ενώ το κάπνισµα 

φαίνεται να αναστέλλει το µεταβολισµό της νικοτίνης και της κουµαρίνης οι οποίες 

µεταβολίζονται κυρίως από το CYP2A6 [103, 110]. Αναφέρονται επίσης και διάφοροι 

άλλοι in vitro και in vivo αναστολείς του CYPΑ6 όπως το 8-µεθοξυψωραλένιο 

(αντιψωριασικό), η πιλοκαρπίνη (αγωνιστής µουσκαρινικών υποδοχέων), η 

τρανυλκυπροµίνη (αναστολέας της Μονοαµινο-Οξειδάσης, αντικαταθλιπτικό) και η 

κετοκοναζόλη (αντιµυκητιασικό), για την πρώτη περίπτωση, και το 8-

µεθοξυψωραλένιο και τα φλαβονοειδή τα οποία περιέχονται στο χυµό του γκρέϊπ-

φρούτ, για την δεύτερη [103]. 

Η επαγωγή του CYP2A6 διαµεσολαβείται από τον πυρηνικό υποδοχέα PXR 

(Pregnane X receptor) ο οποίος, µετά την πρόσδεση του επαγωγικού παράγοντα στο 

κυτταρόπλασµα, µετακινείται στον πυρήνα. Το σύµπλεγµα αυτό προσδένεται σε 

πυρηνικούς υποδοχείς RXR (Retinoid X receptor) σχηµατίζοντας ετεροδιµερή τα οποία 

επιστρατεύουν ενεργοποιητές, προσδένονται σε ρυθµιστικές περιοχές του γονιδίου-

στόχου (PXRRE) και πυροδοτούν τον µεταγραφικό µηχανισµό [111]. 

Αυξηµένη έκφραση του CYP2A6 σχετίζεται µε αυξηµένο κίνδυνο καρκίνου 

του ήπατος σε πληθυσµούς µε συχνή έκθεση σε αφλατοξίνη [112] και µε αυξηµένο 

κίνδυνο καρκίνου του ορθού [113] ενώ υψηλά επίπεδα του CYP2A6 έχουν βρεθεί σε 

ηπατοκύτταρα που εκφράζουν το αντιγόνο επιφανείας του ιού της ηπατίτιδας Β [114]. 

Το γονίδιο του CYP2A6 στον άνθρωπο εντοπίζεται στο επίµηκες σκέλος του 
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χρωµοσώµατος 19, περιέχει 9 εξώνια, καλύπτει µία περιοχή 6.000 ζευγών βάσεων και 

κωδικοποιεί για µία πρωτεΐνη 494 αµινοξέων [105, 115, 116]. Έχουν βρεθεί διάφοροι 

πολυµορφισµοί του γονιδίου αυτού οι οποίοι δίνουν υπόσταση σε 7 αλληλόµορφα, µε 

σηµαντικές διαφορές µεταξύ των φυλών στον γονότυπο. Τα αλληλόµορφο CYP2A6*4 

έχει ελαττωµατική λειτουργία και ευθύνεται για την αυξηµένη συχνότητα (15-20%) 

των πτωχών µεταβολιστών µεταξύ των Ασιατών. Το αλληλόµορφο αυτό, όµως, 

απαντάται µε συχνότητα 1% στους Καυκάσιους. Το αλληλόµορφο CYP2A6*2 

κωδικοποιεί για ένα ένζυµο που περιέχει την αντικατάσταση µίας λευκίνης από µία 

ιστιδίνη στη θέση 160 και το οποίο είναι ανενεργό καθώς δεν µπορεί να ενσωµατώσει 

τον δακτύλιο της αίµης. Η συχνότητα του αλληλοµόρφου αυτού είναι 1-3% στους 

Καυκάσιους [105].  

Παρόλη την µικρή αυτή συχνότητα µεταλλαγµένων αλληλίων, έχει 

παρατηρηθεί µεγάλη ποικιλότητα στο φαινότυπο του CYP2A6 σε Καυκάσιους 

πληθυσµούς, όπως αυτός έχει προσδιοριστεί µε τη µέτρηση των µεταβολιτών της 

κουµαρίνης, ενός φαρµάκου-δείκτη ειδικού για το CYP2A6, στα ούρα [103]. Η 

ποικιλότητα αυτή δεν ανταποκρίνεται επαρκώς στους πολυµορφισµούς του γονιδίου 

που έχουν ταυτοποιηθεί µέχρι σήµερα µε συνέπεια η µέτρηση του φαινοτύπου να 

παραµένει σηµαντικός παράγων για την εκτίµηση της δραστικότητας του CYP2A6 

[113, 117]. 

 

1.1.3. Γενικές πληροφορίες για την οξειδάση της ξανθίνης  

Η οξειδάση της ξανθίνης (ΧΟ) είναι ένα διαλυτό κυτταροπλασµατικό ένζυµο 

το οποίο είναι υπεύθυνο για τον καταβολισµό των πουρινών καθώς καταλύει την 

υδροξυλίωση της υποξανθίνης προς ξανθίνη και της ξανθίνης προς ουρικό οξύ [1, 

118]. Εκτός από τις ανωτέρω αντιδράσεις, η ΧΟ συµµετέχει και στον µεταβολισµό 

φαρµάκων όπως η µερκαπτοπουρίνη, η αζαθειοπρίνη και οι µεθυλοξανθίνες [66, 119]. 

Στα θηλαστικά, η ΧΟ συνυπάρχει µε την δεϋδρογονάση της ξανθίνης (XDH) 

και µαζί αποτελούν τις δύο αλληλοµετατρεπόµενες µορφές της οξειδοαναγωγάσης της 

ξανθίνης (XOR). Tο γονίδιο της XDH στον άνθρωπο εντοπίζεται στο βραχύ σκέλος 

του χρωµοσώµατος 2, αποτελείται από 36 εξώνια και 35 ιντρόνια και κωδικοποιεί ένα 

πολυπεπτίδιο αποτελούµενο από 1.333 αµινοξέα. Η XDH µπορεί µετα-µεταφραστικά, 

µε οξείδωση ή πρωτεόλυση, να µετατραπεί, αντιστρεπτά ή µη αντιστρεπτά αντίστοιχα, 

προς ΧΟ [120, 121]. Η XDH ανάγει, κατά προτίµηση, το NAD+ ενώ η ΧΟ δεν µπορεί 

να το αναγάγει προτιµώντας το µοριακό οξυγόνο [118]. Είναι φλαβοπρωτεΐνη µε 
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µολυβδένιο και σίδηρο στο ενεργό της κέντρο [1] και µέγιστη δραστικότητα στο ήπαρ 

και στο έντερο, ενώ αφθονεί και στο αγγειακό ενδοθήλιο [122, 123]. Στο ανθρώπινο 

ήπαρ είναι παρούσα τόσο στα περιπυλαία και περικεντρικά κύτταρα όσο και στα 

κολποειδή κύτταρα [121]. Η δραστικότητά της έχει εύρος 2-4 φορές στους ενήλικες 

χωρίς να είναι πολυµορφικό ένζυµο, γεγονός που ερµηνεύεται από τη συµµετοχή της 

ΧΟ σε αντιδράσεις καταβολισµού βασικών, για τον οργανισµό, ενδογενών ενώσεων 

[119, 124]. Επιπλέον, έχουν αναφερθεί άτοµα µε ιδιαίτερα χαµηλή ενεργότητα της ΧΟ 

σε πληθυσµούς από την Αιθιοπία (4%) [125], την Ιαπωνία (11%) [126], την Ισπανία 

(4%) [127], όπως και σε µικτό πληθυσµό (2%), [128], ενώ πλήρης έλλειψη 

ενεργότητας εµφανίζεται στη σπάνια κληρονοµική νόσο ξανθινουρία [119]. Η ΧΟ 

είναι πηγή ελευθέρων ριζών και η δραστηριότητά της αυξάνεται κατά τη διάρκεια της 

ισχαιµίας και επαναιµάτωσης των ιστών (ischemia-reperfusion injury), σε ασθένειες 

όπως η αρθρίτιδα, η ρευµατοειδής αρθρίτιδα, το άσθµα και τα καρδιαγγειακά 

νοσήµατα οι οποίες παρουσιάζονται πιο συχνά σε ηλικιωµένους [129-131]. Σύµφωνα 

µε έναν προτεινόµενο µηχανισµό, κατά την ιστική ισχαιµία η XDH µετατρέπεται σε 

XO ενώ, ταυτόχρονα, συσσωρεύεται υποξανθίνη εξαιτίας του καταβολισµού του ΑΤΡ. 

Κατά την επαναιµάτωση αντιδρούν η ΧΟ και η υποξανθίνη µε συνεπακόλουθο τον 

σχηµατισµό των κυταροτοξικών υπεροξειδίου του υδρογόνου, ελευθέρων ριζών 

οξυγόνου και ριζών υδροξυλίου [118]. Παρόµοιος µηχανισµός είναι πιθανόν να 

ενεργοποιείται κατά τις µολύνσεις και άλλες φλεγµονώδεις βλάβες [132]. Η 

δραστηριότητα της ΧΟ αναστέλλεται από την αλλοπουρινόλη [133] και επάγεται από 

την ιντερφερόνη-γ [134], τον TNF-α, την ιντερλευκίνη-1β [118], ενώ δεν φαίνεται να 

επηρεάζεται από την κατανάλωση αλκοόλ [119]. Αναφέρεται, επίσης, ότι η XO 

καταλύει, κάτω από αναερόβιες συνθήκες, την µετατροπή των οργανικών νιτρικών 

του τύπου R-O-NO2, όπως η τρινιτρογλυκερίνη και ο δινιτρικός ισοσορβίτης, σε 

µονοξείδιο του αζώτου. Οι ενώσεις αυτές έχουν χρησιµοποιηθεί ευρέως για την 

θεραπεία της ισχαιµίας του µυοκαρδίου και η αποτελεσµατικότητά τους αποδίδεται 

στη µετατροπή τους σε ΝΟ [118, 135].  

 

1.1.4. Γενικές πληροφορίες για την N-ακετυλοτρανσφεράση-2  

Η N-ακετυλοτρανσφεράση-2 (NAT-2) είναι ένα κυτταροπλασµατικό ένζυµο το 

οποίο απαντάται στο ήπαρ και στην βλεννογόνο της νήστιδας και διακρίνεται από την 

ΝΑΤ-1 η οποία εκφράζεται σε όλους τους ιστούς. Η πρωτεϊνική αλληλουχία των δύο 

αυτών ενζύµων είναι ταυτόσηµη κατά 81% [136], τα γονίδιά τους, στον άνθρωπο, 
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εντοπίζονται στο χρωµόσωµα 8 και έχουν µία κωδικοποιούσα περιοχή 870 ζευγών 

βάσεων χωρίς ιντρόνια [137]. Μετέχουν, και τα δύο, στις αντιδράσεις της φάσης ΙΙ του 

µεταβολισµού των φαρµάκων (σύζευξη) και καταλύουν την µεταφορά µιας 

ακετυλοµάδας, προερχοµένης από το ακετυλοσυνένζυµο-Α, σε ένα άτοµο αζώτου σε 

υποστρώµατα όπως οι αρυλαµίνες και οι ετεροκυκλικές αµίνες και σε ένα άτοµο 

οξυγόνου σε υποστρώµατα όπως οι αρυλυδροξυλαµίνες [138]. Πιστεύεται ότι η Ν-

ακετυλίωση αδρανοποιεί τις ενώσεις, συµβάλλοντας στην αποτοξίνωση, ενώ η Ο-

ακετυλίωση τις ενεργοποιεί προς µεταβολίτες οι οποίοι µπορούν να επιδράσουν στο 

DNA και να πυροδοτήσουν την καρκινογένεση [138, 139]. Η ΝΑΤ-2 ακετυλιώνει 

περισσότερα από 25 φάρµακα µερικά εκ των οποίων είναι η ισονιαζίδη 

(αντιφυµατικό), η υδραλαζίνη (αντιϋπερτασικό), η προκαϊναµίδη (αντιαρρυθµικό), η 

δαψόνη (αντιλεπρικό), οι σουλφοναµίδες (αντιµικροβιακό), η κλοναζεπάµη 

(αντιεπιληπτικό), η διπυρόνη (αντιφλεγµονώδες) και η καφεΐνη [139, 140]. Γενικώς, η 

ΝΑΤ-2 θεωρείται ως ένα ένζυµο µεταβολισµού των ξενοβιοτικών, ενώ η ΝΑΤ-1 

φαίνεται να παίζει ρόλο και στο µεταβολισµό ενδογενών ενώσεων όπως είναι το 

φολικό οξύ [137]. 

Η ΝΑΤ-2 είναι πολυµορφικό ένζυµο και παρουσιάζει φυλετική ποικιλοµορφία 

[141-143] η οποία οφείλεται περισσότερο σε γενετικούς και λιγότερο σε 

περιβαλλοντικούς παράγοντες [40]. Έχουν ταυτοποιηθεί 29 αλληλόµορφα της ΝΑΤ-2 

τα οποία προκύπτουν από το συνδυασµό 1-7 σηµειακών µεταλλάξεων στην 

κωδικοποιούσα περιοχή του γονιδίου [138, 144]. Οι γενετικοί αυτοί πολυµορφισµοί 

αντανακλώνται σε µία τρικόρυφη φαινοτυπική πληθυσµιακή κατανοµή των ατόµων τα 

οποία, κατ’ αυτόν τον τρόπο, χαρακτηρίζονται ως ταχείς, ενδιάµεσοι και βραδείς 

ακετυλιωτές [145, 146]. Η κλινική σηµασία του πολυµορφισµού της ακετυλίωσης έχει 

διερευνηθεί επαρκώς. Η χορήγηση φαρµάκων των οποίων η κάθαρση εξαρτάται, σε 

µεγάλο βαθµό, από την ακετυλίωση µπορεί να προκαλέσει, σε βραδείς ακετυλιωτές, 

ανεπιθύµητες ενέργειες όπως υπόταση στην περίπτωση της υδραλαζίνης, περιφερική 

νευροπάθεια και ηπατοτοξικότητα στην περίπτωση της ισονιαζίδης, και συστηµατικό 

ερυθηµατώδη λύκο στις περιπτώσεις της ισονιαζίδης, της προκαϊναµίδης και της 

υδραλαζίνης. Στους ασθενείς µε φυµατίωση-ταχείς ακετυλιωτές-εξάλλου, στους 

οποίους χορηγούνταν περιοδικά (1 φορά την εβδοµάδα) ισονιαζίδη, το ποσοστό 

υποτροπής της φυµατίωσης ήταν πολύ µεγαλύτερο απ  ́ότι στους βραδείς [139, 147]. 

Επιδηµιολογικά, ο φαινότυπος και ο γονότυπος του βραδέος ακετυλιωτή 

απαντάται µε αυξηµένη συχνότητα σε ασθενείς µε καρκίνο της ουροδόχου κύστης, 
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ειδικά στους καπνιστές και σ΄ αυτούς που εκτίθενται επαγγελµατικά σε καρκινογενείς 

αρωµατικές αµίνες [139, 148-151]. Ο γονότυπος του βραδέος ακετυλιωτή, επίσης, 

παρουσιάζει αυξηµένο κίνδυνο για ανάπτυξη αδενώµατος του παχέος εντέρου, έναν 

πρόδροµο του καρκίνου του παχέος εντέρου, στους καπνιστές [152]. Τέλος, 

παρατηρήθηκε µεγαλύτερη συχνότητα βραδέων ακετυλιωτών µεταξύ των ασθενών µε 

καρκίνο του λάρυγγα, σε σχέση µε τους υγιείς, ενώ οι καπνιστές που είχαν τον βραδύ 

φαινότυπο παρουσίασαν, σχεδόν 11 φορές, υψηλότερο σχετικό κίνδυνο ανάπτυξης της 

νόσου από τους µη καπνιστές [139]. Ο ταχύς φαινότυπος απαντάται µε αυξηµένη 

συχνότητα σε ασθενείς µε καρκίνο του παχέος εντέρου και ειδικότερα σ΄ αυτούς που 

καταναλώνουν κρέας παρασκευασµένο σε υψηλές θερµοκρασίες, πιθανώς λόγω της 

υψηλότερης έκθεσης σε καρκινογόνα ετεροκυκλικών αµινών [139, 153]. Ο γονότυπος, 

εξάλλου, του ταχέος ακετυλιωτή συσχετίζεται µε αυξηµένο κίνδυνο για καρκίνο του 

παχέος εντέρου σ΄αυτούς που καταναλώνουν συχνά κόκκινο κρέας [154].  

 

1.2. ∆υναµικές δοκιµασίες της ηπατικής λειτουργίας 

Οι συνήθεις λειτουργικές δοκιµασίες του ήπατος, ειδικά αυτές που αφορούν 

διάφορα ένζυµα στον ορό του αίµατος, παρέχουν σηµαντικές πληροφορίες για την 

φλεγµονή και την χολόσταση αλλά δεν είναι ειδικοί δείκτες ηπατικής δυσλειτουργίας. 

Τα ένζυµα αυτά περιλαµβάνουν τις αµινοτρανσφεράσες του ασπαραγινικού (AST) και 

της αλανίνης (ALT), την αλκαλική φωσφατάση (ALP) και την γ-γλουταµυλο-

τρανσπεπτιδάση (γ-GT). Η αυξηµένη δραστικότητα των αµινοτρανσφερασών 

αντανακλά την κυτταρική νέκρωση αλλά, ενώ η κυριώτερη παραγωγή της ALT 

εντοπίζεται στο ήπαρ µε µικρή συµµετοχή των σκελετικών µυών, των νεφρών και της 

καρδιάς, η AST είναι ευρύτατα διαδεδοµέµη στον οργανισµό και παράγεται στην 

καρδιά, στους µύες, στα νεφρά και στα ερυθρά αιµοσφαίρια και, κατά συνέπεια, είναι 

δυνατόν να αυξάνει και σε άλλες παθήσεις, πλήν των ηπατικών. Κατά την οξεία και 

χρόνια ηπατίτιδα, συµπεριλαµβανοµένης και της αλκοολικής, παρατηρούντα αυξήσεις 

στις τιµές των AST και ALT κατά 3-10 φορές πέραν των τιµών αναφοράς, ενώ 

µικρότερη αύξηση παρατηρείται κατά την λιπώδη διήθηση και κατά την ιογενή 

ηπατίτιδα C. 

Η ALP αποτελείται από µία οικογένεια ισοενζύµων που βρίσκονται στα οστά, 

στο ήπαρ, στο έντερο και στον πλακούντα και τα φυσιολογικά της επίπεδα στους 

ενήλικες προέρχονται, κυρίως, από το ήπαρ και τα οστά. Τα επίπεδα της ALP 

αυξάνονται σε χολοστατικά σύνδροµα, ενώ άλλα αίτια αύξησης είναι οι ασθένειες των 
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οστών µε οστεοβλαστική δραστηριότητα, η εγκυµοσύνη και η ύπαρξη κακοήθων 

όγκων. 

H γ-GT απαντάται στο ήπαρ, στους νεφρούς, στο πάγκρεας, στον σπλήνα, 

στην καρδιά, στον εγκέφαλο και στην σπερµατοδόχο κύστη. Εντοπίζεται σε όλο το 

χοληφόρο δένδρο του ήπατος και, εκτός των νοσηµάτων του ήπατος και των 

χοληφόρων, οι τιµές της είναι αυξηµένες σε παθήσεις του παγκρέατος και, 

σπανιότερα, σε έµφραγµα του µυοκαρδίου, σε νεφρική ανεπάρκεια, σε χρόνια 

αποφρακτική πνευµονοπάθεια και στον σακχαρώδη διαβήτη. Σε νοσήµατα του ήπατος 

οι τιµές της αυξάνονται παράλληλα µε αυτές της ALP παρουσιάζοντας µεγαλύτερη 

ευαισθησία µε χαµηλή, όµως, ειδικότητα καθώς εντοπίζεται σε πολλούς ιστούς και, 

πολλές φορές, ο προσδιορισµός της χρησιµοποείται για τον αποκλεισµό νοσηµάτων 

των οστών σε ασθενείς µε αυξηµέµη ALP [155, 156]. 

Μία άλλη δοκιµασία της ηπατικής λειτουργίας αποτελεί και η µέτρηση της 

χολερυθρίνης του πλάσµατος. Η µη συζευγµένη µε γλυκουρονικό χολερυθρίνη 

(έµµεση) αποτελεί δείκτη της µεταβολικής ικανότητας του ήπατος (σύζευξη), ενώ η 

συζευγµένη (άµεση) αποτελεί δείκτη της ικανότητας απέκκρισης από τα χοληφόρα 

τριχοειδή. Η µέτρηση, όµως, της χολερυθρίνης στο πλάσµα παρουσιάζει µειωµένη 

ευαισθησία στην διάγνωση της ηπατικής νόσου καθώς η ηµερήσια παραγωγή της 

χολερυθρίνης από την αποδόµηση της αίµης της αιµοσφαιρίνης, της µυοσφαιρίνης και 

των κυτοχρωµάτων είναι 300mg, περίπου, ενώ το υγιές ήπαρ έχει την δυνατότητα να 

µεταβολίζει και να εκκρίνει την δεκαπλάσια ποσότητα. Τιµές έµµεσης χολερυθρίνης 

υψηλότερες των 5 mg/dL, κατά κανόνα, δεν οφείλονται σε αιµόλυση αλλά σε ηπατική 

νόσο ενώ τιµές ολικής χολερυθρίνης υψηλότερες των 10 mg/dL αποτελούν απόλυτη 

ένδειξη για µεταµόσχευση ήπατος [156, 157]. 

Ο µεταβολισµός της χολερυθρίνης αποτελεί µία από τις βασικές ηπατικές 

λειτουργίες οι οποίες, συνοπτικά, περιλαµβάνουν την πρόσληψη των διαφόρων 

ουσιών από το αίµα, τον µεταβολισµό τους µέσα στο ήπαρ, την απέκκριση των 

µεταβολιτών και την πρωτεϊνική σύνθεση. Αυτή η τελευταία είναι δυνατόν να 

εκτιµηθεί, εν µέρει, από την αλβουµίνη του ορού και από την µέτρηση του χρόνου 

προθροµβίνης των οποίων οι τιµές, όµως, παρουσιάζονται αλλοιωµένες σε 

προχωρηµένες, µόνον, κλινικές καταστάσεις της ηπατικής νόσου όπως, για 

παράδειγµα, τιµές αλβουµίνης χαµηλότερες των 3 mg/dL υποδηλώνουν σοβαρού 

βαθµού ηπατική βλάβη. Πέραν τούτου, η υποαλβουµιναιµία δεν ειδικό εύρηµα της 

ηπατοπάθειας και µπορεί να εµφανιστεί σε υποσιτισµό, χρόνιο αλκοολισµό χωρίς 
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ηπατική νόσο, γαστρεντεροπάθεια µε απώλεια λευκώµατος, χρόνιες λοιµώξεις και 

νεφρωσικό σύνδροµο. Όσον αφορά τον χρόνο προθροµβίνης, αυτός εκτιµά το επίπεδο 

σύνθεσης διαφόρων παραγόντων της πήξης από το ήπαρ των οποίων, όµως, η 

ελάττωση ή η έλλειψή τους αντανακλά προχωρηµέµη επιδείνωση της ηπατικής 

λειτουργίας καθώς η σύνθεσή τους από το ήπαρ γίνεται σε περίσσεια [156-158]. 

Οι ανωτέρω δοκιµασίες, πέραν της µειωµένης εξειδίκευσης και ευαισθησίας, 

δεν µπορούν να δώσουν κάποια ένδειξη για την ηπατική µεταβολική λειτουργία και, 

κατά συνέπεια, δεν έχουν την δυνατότητα να παράσχουν µία ικανοποιητική ποσοτική 

εκτίµηση του λειτουργικού ηπατικού αποθέµατος παρά µόνον να προσδιορίσουν την 

παρουσία ή απουσία της ηπατικής νόσου και της χολόστασης. Για τον λόγο αυτό 

έχουν προταθεί διάφορες δυναµικές δοκιµασίες οι οποίες δίνουν µία ένδειξη για την 

λειτουργικότητα της ηπατοκυτταρικής µάζας αλλά δεν χρησιµοποιούνται ευρέως είτε 

εξαιτίας των τεχνικών δυσκολιών που παρουσιάζουν, είτε λόγω ανεπιθυµήτων 

ενεργειών, είτε λόγω αυξηµένου κόστους, είτε, εν τέλει, διότι δεν προσφέρουν κάποιο 

διαγνωστικό πλεονέκτηµα έναντι των συνήθων, πιο προσιτών, εργαστηριακών 

δοκιµασιών [157, 159, 160]. Οι δοκιµασίες αυτές µπορούν να θεωρηθούν ανάλογες µε 

την µέτρηση της κάθαρσης της κρεατινίνης για την νεφρική λειτουργία 

χρησιµοποιούν, δηλαδή, ουσίες-ιχνηθέτες που απεκκρίνονται ή µεταβολίζονται από το 

ήπαρ και καταµετρούν τον ρυθµό της αποµάκρυνσής τους από το αίµα ή τον ρυθµό 

σχηµατισµού ενός µεταβολίτη. Στην ίδια προοπτική έχει προταθεί ότι ο ταυτόχρονος 

προσδιορισµός διαφόρων µεταβολιτών του ιδίου φαρµάκου-δείκτη θα παρείχε το 

πλεονέκτηµα της εκτίµησης της λειτουργίας διαφορετικών µεταβολικών οδών σε 

αντίθεση µε την συνήθη πρακτική της παρακολούθησης του µητρικού φαρµάκου ή 

ενός µόνον µεταβολίτη [161]. Τέτοιες ποσοτικές δοκιµασίες της ηπατικής 

λειτουργικότητας είναι:  

α) η δοκιµασία κάθαρσης της γαλακτόζης [162] ή η δοκιµασία αναπνοής της 

ραδιοεπισηµασµένης µε 13C-γαλακτόζης [163] οι οποίες χρησιµοποιούνται για την 

εκτίµηση της κυτταροπλασµατικής µεταβολικής ικανότητας του ήπατος καθώς η 

γαλακτόζη µεταβολίζεται από την γαλακτοκινάση, ένα κυτταροπλασµατικό ένζυµο  

β) η δοκιµασία απέκκρισης του πράσινου της ινδοκυανίνης (ICG), µιάς ουσίας 

που απορροφάται αποκλειστικά από το ήπαρ και αµέσως αποβάλλεται αµετάτρεπτη 

στην χολή δίνοντας, κατ΄ αυτόν τον τρόπο, µία εκτίµηση της αιµάτωσης του ήπατος 

(liver perfusion) και της ικανότητας χολικής απέκκρισης [158, 164]. Η αιµατική ροή, 

όπως προσδιορίζεται µε την κάθαρση της ICG, παρουσιάζει µεγάλη συσχέτιση µε την 
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απευθείας µέτρηση της ροής µε την χρήση ηλεκτροµαγνητικών ροοµέτρων [165]. Η 

κάθαρση της ICG είναι σηµαντικά µειωµένη σ΄ όλες τις µορφές της χρόνιας ηπατικής 

νόσου και η αποβολή της είναι ιδιαίτερα µειωµένη στην αλκοολική κίρρωση και στην 

πρωτοπαθή χολική κίρρωση (PBC) σε ένα ποσοστό που κυµαίνεται από 35 έως 94%, 

σε σχέση µε τους υγιείς [164] 

 γ) η δοκιµασία κάθαρσης της σορβιτόλης, η οποία συνίσταται στην επεµβατική 

µέτρηση της αρτηριοφλεβικής διαφοράς στην συγκέντρωση της χορηγηθείσας 

σορβιτόλης και θεωρείται µέτρο της αιµάτωσης του ηπατικού παρεγχύµατος (liver 

parenchymal perfusion) [166]  

 δ) η δοκιµασία της µέτρησης της συγκέντρωσης των χολικών οξέων στο 

πλάσµα, η οποία εξαρτάται από την ηπατική αιµατική ροή καθώς τα χολικά άλατα 

έχουν υψηλό βαθµό κάθαρσης πρώτης διόδου (first pass elimination, 60-95%) και η 

οποία συγκέντρωση δείχνει µία πολύ ειδική αύξηση στην ηπατική νόσο [160, 167]  

ε) η δοκιµασία κάθαρσης της αντιπυρίνης, η οποία έχει χρησιµοποιηθεί σε 

κλινικές µελέτες ως δείκτης για τον γενικό ηπατικό οξειδωτικό µεταβολισµό, τον 

µεσολαβούµενο από το κυτόχρωµα Ρ450. Εξαιτίας της συµµετοχής διαφόρων 

ισοµορφών του Ρ450 στον µεταβολισµό της αντιπυρίνης, το φάρµακο αυτό δεν 

ενδείκνυται ως δείκτης δραστικότητας συγκεκριµένων ενζύµων της οικογενείας του 

Ρ450 [96, 168]   

στ) η δοκιµασία αναπνοής της ραδιοεπισηµασµένης µε 14C-αµινοπυρίνης 

(διµεθυλαµινο-αντιπυρίνη) [169] ή 13C-αµινοπυρίνης [170], η οποία εκτιµά τη 

µικροσωµιακή ενζυµική µεταβολική ικανότητα του ήπατος, µέσω της µέτρησης του 

εκπνεόµενου 14CO2 ή 
13 CO2 

ζ) η δοκιµασία µέτρησης του µεταβολίτη της λιδοκαΐνης µονοεθυλ-

γλυκινoξυλιδίδη (MEGX) στο πλάσµα η οποία εκτιµά την ικανότητα του οξειδωτικού 

µεταβολισµού του ήπατος αλλά και την ηπατική αιµατική ροή [171] 

η) η δοκιµασία κάθαρσης της καφεΐνης [172] και η δοκιµασία αναπνοής της 
13C-καφεΐνης [173, 174], οι οποίες, όπως και η προηγούµενη δοκιµασία, εκτιµά την 

δραστικότητα των µικροσωµιακών ενζύµων  

Επειδή η τελευταία δοκιµασία χρησιµοποιεί την καφεΐνη ως ουσία-δείκτη, µία 

ένωση που θεωρείται αβλαβής, έχουν γίνει διάφορες προσπάθειες για την ανάπτυξη 

απλοποιηµένων µεθόδων ελέγχου της ηπατικής λειτουργίας µε βάση την ουσία αυτή. 

Στην συνέχεια εξετάζονται οι φαρµακοκινητικές ιδιότητες της καφεΐνης οι οποίες, 

εκτός από αβλαβή, την καθιστούν και αξιόπιστο δείκτη της µεταβολικής ικανότητας 
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του ήπατος.  

 

1.3. Καφεΐνη 

1.3.1. Γενικές ιδιότητες-απορρόφηση –κατανοµή 

Η καφεΐνη (1,3,7-τριµεθυλοξανθίνη, 137Χ) είναι το φάρµακο µε την 

µεγαλύτερη κατανάλωση µεταξύ των ανθρώπων σε τέτοιο βαθµό ώστε η χρήση της, 

γενικώς, να θεωρείται ασφαλής. Η καφεΐνη είναι δηµοφιλής επειδή η δράση της 

σχετίζεται µε την διέγερση του κεντρικού νευρικού συστήµατος η οποία εκδηλώνεται 

µε καλύτερη διάθεση, καταπολέµηση της υπνηλίας, µείωση της κόπωσης και αύξηση 

της ικανότητας για εργασία. Σε αντίθεση µε τα παραπάνω, όταν καταναλώνεται σε 

µακροπρόθεσµη βάση, η καφεΐνη ενοχοποιείται για διάφορες κλινικές καταστάσεις 

όπως καρδιαγγειακές ασθένειες, διαταραχές της αναπαραγωγής, οστεοπόρωση, 

καρκινογένεση, ψυχιατρικές διαταραχές και προδιάθεση για κατάχρηση φαρµάκων 

[175]. 

Η καφεΐνη, όταν χορηγείται από το στόµα, απορροφάται ταχέως και πλήρως 

από τον γαστρεντερικό σωλήνα και η µέγιστη συγκέντρωση της στο πλάσµα (Cmax) 

επιτυγχάνεται σε 0,5-2,0 ώρες, περίπου, χωρίς να συµβαίνει σηµαντική µετατροπή 

πρώτης διόδου [175, 176]. Η καφεΐνη είναι επαρκώς υδρόφοβη ώστε να διέρχεται 

διαµέσου όλων των βιολογικών µεµβρανών και να κατανέµεται ταχέως στο σώµα. O 

όγκος κατανοµής της είναι περίπου 0,7 L/kg και παρουσιάζει µικρή σύνδεση µε τις 

πρωτεΐνες του πλάσµατος, της τάξης του 10-30%. Έτσι, δεν παρατηρείται 

συσσώρευση της καφεΐνης σε κάποια όργανα και ιστούς και η παρουσία της 

ανιχνεύεται σε όλα τα σωµατικά υγρά. Εισέρχεται στον σίελο, στο σπέρµα, στο 

µητρικό γάλα και στην χολή [175, 177]. Ο χρόνος ηµισείας ζωής της καφεΐνης, για τα 

περισσότερα ενήλικα άτοµα, κυµαίνεται από 3 έως 6 ώρες αλλά είναι σχεδόν δύο 

φορές µεγαλύτερος σ’ εκείνα τα άτοµα που δεν καταναλώνουν καφέ σε σχέση µε 

αυτά που καταναλώνουν τακτικά µεγάλες ποσότητες [178]. Τα νεογέννητα 

αποβάλλουν την καφεΐνη µε πολύ αργό ρυθµό παρουσιάζοντας χρόνους ηµισείας 

ζωής µε µέσο όρο τις 100 ώρες [175]. Η καφεΐνη µεταβολίζεται στο ήπαρ και τα 

προϊόντα της διάσπασής της απεκκρίνονται στα ούρα, χωρίς σηµαντική συµµετοχή 

άλλων οργάνων [179]. 

 

 

1.3.2. Μεταβολισµός και αποβολή 
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Ο µεταβολισµός της καφεΐνης παρουσιάζει µεγάλη περιπλοκότητα εξαιτίας της 

συµµετοχής ενός µεγάλου αριθµού ενζύµων και ενδιαµέσων προϊόντων (Εικόνα 1). 

Έχουν ταυτοποιηθεί περισσότεροι από 25 µεταβολίτες στον άνθρωπο [180]. In vivo 

[127, 178, 181] και in vitro [21] µελέτες έδειξαν ότι η καφεΐνη αποβάλλεται, κυρίως, 

µέσω Ν-3 αποµεθυλίωσης προς 1,7-διµεθυλοξανθίνη (17Χ, παραξανθίνη; Εικόνα 1). 

Όταν λαµβάνονται υπόψη µόνον οι µεταβολικές οδοί της αποµεθυλίωσης, τότε η 

παραπάνω αντίδραση ευθύνεται, κατά προσέγγιση, για το 84% της πρωτογενούς 

αποµεθυλίωσης της καφεΐνης. Η Ν-1 αποµεθυλίωση, µε προϊόν την 3,7-

διµεθυλοξανθίνη (37Χ, θεοβρωµίνη) και η Ν-7 αποµεθυλίωση µε προϊόν την 1,3-

διµεθυλοξανθίνη (13Χ, θεοφυλλίνη), ευθύνονται, κατά προσέγγιση, για το 11-12% και 

4-5% αντίστοιχα, των τριών πρωτογενών αποµεθυλιώσεων της καφεΐνης [21, 181]. 

Η ηπατική Ν-3 αποµεθυλίωση της καφεΐνης καταλύεται, ειδικά, από το 

CYP1A2 [16, 20, 21]. Επιπρόσθετα, το CYP1A2 συµµετέχει τόσο στις Ν-1 όσο και Ν-

7 αποµεθυλιώσεις. Κατ’ αυτόν τον τρόπο, το CYP1A2 ευθύνεται για περισσότερο από 

το 95% του πρωτογενούς µεταβολισµού της καφεΐνης. Ένα µικρό ποσοστό των Ν-1 

και Ν-7 αποµεθυλιώσεων δεν µπορεί να αποδοθεί στην δραστικότητα του CYP1A2 

και αποδίδεται στην καταλυτική δράση του CYP2E1, του κυτοχρώµατος που επάγεται 

από την αιθανόλη [21].  

Κάθε µία από τις τρείς διµεθυλοξανθίνες (17Χ, 13Χ, 37Χ) µπορεί να 

αποµεθυλιωθεί περαιτέρω προς µονοµεθυλοξανθίνες (1-µεθυλοξανθίνη ή 1Χ, 7-

µεθυλοξανθίνη ή 7Χ, 3-µεθυλοξανθίνη ή 3Χ) [21, 182, 183]. Η 17Χ, ειδικότερα, 

υδροξυλιώνεται προς 1,7-διµεθυλουρικό οξύ (17U) από το CYP2A6 και από το 

CYP1A2 [21] και αποµεθυλιώνεται προς 1-µεθυλοξανθίνη (1Χ) από το CYP1A2. 

Έτσι, η 17Χ είναι τόσο προϊόν όσο και υπόστρωµα για το ένζυµο. Η περαιτέρω 

διάσπαση της 1Χ περιλαµβάνει την 8-υδροξυλίωσή της προς 1-µεθυλουρικό οξύ (1U) 

από την οξειδάση της ξανθίνης (ΧΟ) µε την συµµετοχή του CYP1A2 [133] (Eικόνα 

1). 

Η 1Χ, θεωρητικά, µπορεί να προέλθει από την 17Χ και την 13Χ. Πρακτικώς, 

όµως, τόσο η 1Χ όσο και το 1U προέρχονται, σχεδόν εξ ολοκλήρου, από την 17Χ. Οι 

δύο θεωρητικές πηγές της 7Χ είναι η 17Χ και η 37Χ αλλά στην πραγµατικότητα η 

κύρια πηγή της είναι η 37Χ. Αντίθετα, η 3Χ έχει διπλή προέλευση χωρίς διάκριση 

µεταξύ 37Χ και 13Χ [57].  

Στο σηµείο αυτό πρέπει να επισηµανθεί ότι το CYP1A2 είναι σε θέση να 

καταλύει πρακτικώς όλες τις οξειδωτικές αντιδράσεις της καφεΐνης και των 
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µεταβολιτών της [21] παρόλο που αυτό συµβαίνει, σχεδόν πάντα, σε συνδυασµό µε 

άλλα ένζυµα (εκτός από την Ν-3 αποµεθυλίωση της καφεΐνης και την Ν-7 

αποµεθυλίωση της 17Χ). ∆ύο απ’ αυτά µπορεί να έχουν συνέπειες στους ενζυµικούς 

ελέγχους που γίνονται µε τη χρήση της καφεΐνης: 

1) η 8-υδροξυλίωση της 1Χ προς 1U καταλύεται, κυρίως, από την ΧΟ µε την 

συµµετοχή του CYP1A2 [133]. 

2) το CYP2Α6 είναι το κύριο ένζυµο που καταλύει την 8-υδροξυλίωση της 

17Χ προς 17U µε σηµαντική συµµετοχή του CYP1A2 η οποία επηρεάζει την ερµηνεία 

των δεδοµένων που χρησιµοποιούν το 17U ως µεταβολικό δείκτη [21]. Επιπλέον, in 

vitro µελέτη µε την χρήση ανθρώπινου ηπατικού ιστού, έδειξε ότι υπάρχει το 

ενδεχόµενο για µερική συµµετοχή της ΧΟ στο σχηµατισµό της 17U από την 17Χ 

[133]. 

 

1.3.2.1. Σχηµατισµός ουρακίλης: η αντίδραση ακετυλίωσης 

Έχουν ταυτοποιηθεί διάφορα προϊόντα µεταβολισµού της καφεΐνης µε ανοιχτό 

δακτύλιο αλλά µόνον η 5-ακετυλάµινο-6-φορµυλάµινο-3-µεθυλουρακίλη (AFMU), η 

οποία προέρχεται από την οδό της 17Χ, είναι ποσοτικώς σηµαντική στα ούρα µετά 

από πρόσληψη καφεΐνης [183, 184] (Εικόνα 1). Πιο συγκεκριµένα, η 7-αποµεθυλίωση 

της 17Χ συνεχίζεται µέσω του σχηµατισµού ενός ασταθούς ενδιαµέσου µε ανοιχτό 

δακτύλιο το οποίο είτε σταθεροποιείται, µε ακετυλίωση, ως AFMU, είτε 

σταθεροποιείται µε εσωτερική επαναδιάταξη που οδηγεί προς 1Χ. Ο σχηµατισµός, 

όµως, του AFMU δεν έχει δειχθεί σε κανένα in vitro σύστηµα. Παρόλα αυτά, δεν 

υπάρχει αµφιβολία ότι η ακετυλίωση αυτή συµβαίνει από το πολυµορφικό ένζυµο Ν-

ακετυλοτρανσφεράση-2 (ΝΑΤ-2) Το AFMU µπορεί αυθόρµητα να αποβάλει την 

φορµυλο-οµάδα και να δώσει 5-ακετυλαµινο-6-αµινο-3-µεθυλουρακίλη (AAMU). Η 

µετατροπή είναι, γενικώς, βραδεία αλλά επιταχύνεται µε αύξηση του pH. Κλινικές 

παρατηρήσεις έδειξαν ότι αυτή η µετατροπή συµβαίνει σε σηµαντικό βαθµό µέσα 

στην ουροδόχο κύστη σε µερικά, κατ’ εξαίρεση, άτοµα αλλά δεν είναι ξεκάθαρο εάν 

αυτό συµβαίνει εξαιτίας του υψηλού pH των ούρων ή εξαιτίας διαφόρων συστατικών 

των ούρων που ενισχύουν την δράση του pH [57]. 

 

1.3.2.2. Απέκκριση στα ούρα 

Οι κυριώτεροι µεταβολίτες της καφεΐνης στα ούρα είναι το 1U, η AFMU, η 

1Χ, το 17U και η 17Χ. Μόνον ένα µικρό ποσοστό (1-2%) της χορηγούµενης δόσης 
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στον άνθρωπο απεκκρίνεται αµετάβλητη στα ούρα εξαιτίας υψηλής νεφρικής 

σωληναριακής επαναρρόφησης [127, 185-187]. 

Νεφρικοί παράγοντες, όπως ο ρυθµός αποβολής των ούρων (urine flow rate), 

παράλληλα µε την µεταβολική ποικιλότητα, παίζουν σηµαντικό ρόλο στον καθορισµό 

της τύχης της καφεΐνης και κάποιων από τους µεταβολίτες της, in vivo. Εξάρτηση από 

τη ροή των ούρων σηµαίνει ότι η ποσότητα των υγρών που λαµβάνονται από ένα 

άτοµο µπορεί να επηρεάσει την νεφρική απέκκριση των µεθυλοξανθινών [57]. 

Συγκεκριµένα, η νεφρική κάθαρση της καφεΐνης αυξάνεται κατά 3,4 φορές όταν ο 

ρυθµός ροής των ούρων αυξάνεται από 0,6 σε 3,2 ml/min [57]. Για τον λόγο αυτό, η 

συγκέντρωση της καφεΐνης στα ούρα είναι εξαιρετικά ευαίσθητη σε διαφοροποιήσεις 

του χρόνου συλλογής του δείγµατος των ούρων. Η νεφρική απέκκριση των 17Χ, 13Χ 

και 37Χ εξαρτάται, επίσης, από τον ρυθµό αποβολής των ούρων και η νεφρική τους 

κάθαρση είναι υψηλότερη απ’ αυτή της καφεΐνης [188] (Εικόνα 2). Γενικώς, όµως, η 

νεφρική τους απέκκριση είναι χαµηλή και η συγκέντρωση της 17Χ στο πλάσµα 

αυξάνει µετά την κατανάλωση καφεΐνης [124, 186]. Αντίθετα, οι 

µονοµεθυλοξανθίνες, τα ουρικά οξέα και η AFMU έχουν µεγάλο βαθµό νεφρικής 

απέκκρισης και δύσκολα µπορούν να µετρηθούν στο πλάσµα, εξαιτίας των χαµηλών 

τους συγκεντρώσεων αλλά µπορούν, εύκολα, να µετρηθούν στα ούρα. Οι µεταβολίτες 

αυτοί, εξαιτίας της πολικότητάς τους, µόλις σχηµατίζονται αποβάλλονται αµέσως στα 

ούρα χωρίς επαναρρόφηση από τα νεφρά, και για τον λόγο αυτό είναι πολύ καλοί 

δείκτες των µεταβολικών διαδικασιών [56, 57]. 
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Εικόνα 1. Μεταβολικές οδοί της καφεΐνης στο ανθρώπινο ήπαρ. Τα συµπαγή βέλη 
υποδηλώνουν τις κύριες µεταβολικές οδούς και τα στικτά βέλη επισηµαίνουν ήσσονος 
σηµασίας µεταβολικές οδούς που δεν συµβάλλουν στον προσδιορισµό κανενός 
µεταβολικού λόγου που χρησιµοποιείται για την εκτίµηση της δραστικότητας του 
CYP1A2. Τα σύµβολα πάνω στα βέλη υποδεικνύουν τα διάφορα ένζυµα που 
συµµετέχουν. Ο αστερίσκος υποδηλώνει µικρή συµµετοχή του συγκεκριµένου 
ενζύµου στην µεταβολική οδό. 
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Εικόνα 2. Συσχέτιση ανάµεσα στον ρυθµό αποβολής των ούρων (urine flow rate), τη 
νεφρική κάθαρση της καφεΐνης και των τριών διµεθυλοξανθινών σε ένα άτοµο µετά 
από µεµονωµένη δόση καφεΐνης (Από Tang-Liu et al., 1983). 
 

1.4. In vivo προσδιορισµός της δραστικότητας του CYP1A2 µε την χρήση της 

καφεΐνης 

Το CYP1A2 απαντάται στο ήπαρ αλλά όχι στα κύτταρα του αίµατος. Για τον 

λόγο αυτό ο προσδιορισµός της ενζυµικής του παρουσίας µε την βοήθεια της 

µεθόδου του Western blot ή ο προσδιορισµός του σχηµατισµού του µέσω της 

µέτρησης του mRNA είναι δυνατός µε εξέταση ηπατικού ιστού αλλά όχι µε εξέταση 

αίµατος ή άλλου προσβάσιµου ιστού. Επιπλέον, η βιοψία του ήπατος είναι ελάχιστα 

πρακτική µέθοδος και η in vitro µέτρηση της δραστικότητας του CYP1A2 δεν είναι 

βέβαιο ότι αντικατοπτρίζει επακριβώς την λειτουργική ικανότητα του ήπατος in vivo. 

Κατά συνέπεια, και µε δεδοµένο ότι υπάρχει έλλειψη δειγµάτων βιοψίας ήπατος για 

συγκριτικές µελέτες, ο ποσοτικός προσδιορισµός της συστηµατικής κάθαρσης της 

καφεΐνης µε µετρήσεις των συγκεντρώσεών της στο πλάσµα, αποτελεί το βέλτιστο 

πρότυπο όταν πρόκειται να αναπτυχθούν απλοποιηµένες µέθοδοι για την εκτίµηση 

της δραστικότητας του CYP1A2 [57, 189]. Αυτό πηγάζει από το γεγονός ότι, όπως 

έχει επισηµανθεί και ανωτέρω, οι φαρµακοκινητικές ιδιότητες της καφεΐνης σε 

συνάρτηση µε τον σχεδόν αποκλειστικό µεταβολισµό της από το CYP1A2, την 

καθιστούν ιδανικό υπόστρωµα για την διερεύνηση της δραστικότητας του ηπατικού 

αυτού ενζύµου. 
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1.4.1. Οι κυριότερες µη επεµβατικές µέθοδοι για την εκτίµηση της δραστικό-

τητας του CYP1A2 µε την χρήση καφεΐνης 

1.4.1.1. Η δοκιµασία αναπνοής της καφεΐνης 

Συνίσταται στην χορήγηση µίας δόσης καφεΐνης µε επισηµασµένο  άτοµο 

άνθρακα [13C] στην 3-µεθυλική οµάδα του µορίου και στην µέτρηση της δίωρης 

σωρευτικής εκπνοής ραδιοεπισηµασµένου CO2 [173] ή µεµονωµένης εκπνοής 1 ώρα 

µετά την από του στόµατος χορήγηση [190]. Έρευνες σε αρουραίους έχουν δείξει την 

εγκυρότητα της δοκιµασίας αναπνοής της καφεΐνης [191]. O χρόνος συλλογής των 

δειγµάτων της αναπνοής παίζει κρίσιµο ρόλο προκειµένου να αποφευχθεί η 

επιµόλυνση της µέτρησης από την 3-αποµεθυλίωση της 37Χ και της 13Χ. Τα άτοµα 

πρέπει να βρίσκονται σε ηρεµία επειδή η σωµατική δραστηριότητα επηρεάζει την 

παραγωγή του CO2 και µπορεί να αλλοιώσει τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας. Έχει 

δειχθεί ότι η ραδιοσήµανση µε [13C] και [14C] δίνει τα ίδια αποτελέσµατα [192]. 

Επιπλέον, τόσο η σωρευτική όσο και η µεµονωµένη δοκιµασία αναπνοής έδειξαν 

εξαιρετική συσχέτιση (r = 0,90 και r = 0,85 αντίστοιχα) µε τη συστηµατική κάθαρση 

της καφεΐνης, επιβεβαιώνοντας έτσι την εγκυρότητα της µεθόδου [190, 192, 193]. Η 

δοκιµασία αναπνοής της καφεΐνης έχει επιδείξει επαρκή αξιοπιστία καθώς έχει 

εκτιµήσει, ορθώς, υψηλές τιµές του CYP1A2 στους καπνιστές [190-192], στα παιδιά 

[173], σε άτοµα που εκτέθηκαν σε πολυβρωµιωµένα διφαινύλια [174], σε άτοµα µετά 

από πρόσληψη οµεπραζόλης [194] και χαµηλές τιµές του CYP1A2 σε άτοµα µε 

χαµηλή πρόσληψη πρωτεϊνών [59], σε ασθενείς µε διάφορες µορφές ηπατικής 

ασθένειας [190, 193], σε γυναίκες που λαµβάνουν από του στόµατος αντισυλληπτικά 

και σε γυναίκες που είναι έγκυες [57]. Μειονέκτηµα της δοκιµασίας αυτής είναι η 

ανάγκη για ραδιοεπισηµασµένη καφεΐνη και η ανάγκη για ειδικό εξοπλισµό για την 

µέτρηση του ραδιοεπισηµασµένου CO2 στον εκπνεόµενο αέρα. 

 

1.4.1.2. Κάθαρση της καφεΐνης από την σίελο 

Η µέθοδος αναπτύχθηκε από τον Jost et al. και περιλαµβάνει τον υπολογισµό 

της κάθαρσης της καφεΐνης από την σίελο µε δύο µετρήσεις των συγκεντρώσεων της 

καφεΐνης. Συγκεκριµένα, χορηγείται καφεΐνη το απόγευµα και µετρώνται οι 

συγκεντρώσεις της καφεΐνης στην σίελο πριν την κατάκλιση και κατά την πρωινή 

έγερση µε ανοσοενζυµική µέθοδο (ΕΜΙΤ) [195]. Η µέθοδος θεωρείται έγκυρη καθώς 

οι συγκεντρώσεις της καφεΐνης στην σίελο συσχετίζονται, σε µεγάλο βαθµό, µε αυτές 
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στο πλάσµα (r = 0,74). Περαιτέρω έρευνα έχει δείξει ότι µία µεµονωµένη µέτρηση 

της συγκέντρωσης της καφεΐνης της δίαιτας στην σίελο, µετά από ολονύκτια αποχή 

καφεΐνης, παρουσιάζει µεγάλη συσχέτιση µε την κάθαρση της καφεΐνης από την 

σίελο (r = -0,94) και µπορεί να χρησιµεύσει ως δείκτης της δραστικότητας του 

CYP1A2 [196]. 

 

1.4.1.3. Οι µεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης 

Η χρήση των µεταβολικών λόγων για την εκτίµηση της δραστικότητας ενός 

ηπατικού ενζύµου πηγάζει από την εργασία του Evans το 1962, ο οποίος 

χρησιµοποίησε το κλάσµα της σουλφαµεθαζίνης των ούρων προς τον ακετυλιωµένο 

µεταβολίτη της ως δείκτη της δραστικότητας της ακετυλίωσης [139]. Όσον αφορά 

την διερεύνηση της δραστικότητας του CYP1A2, έχουν προταθεί διάφοροι 

µεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης, σε διάφορα βιολογικά υγρά, οι οποίοι παρουσιάζουν 

συγκεκριµένα πλεονεκτήµατα και µειονεκτήµατα. 

 

α) Ο µεταβολικός λόγος 17Χ/137Χ στο πλάσµα και την σίελο 

Η εγκυρότητα του λόγου στο 17Χ/137Χ πλάσµα και στην σίελο, όσον αφορά 

την εκτίµηση της δραστικότητας του CYP1A2, εξετάστηκε από τους Fuhr and Rost 

χρησιµοποιώντας την κάθαρση της καφεΐνης ως µέθοδο αναφοράς. Επιπλέον, στην 

ανάλυση συµπεριλήφθηκαν διάφοροι µεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης στα ούρα, 

καθώς και η δοκιµασία αναπνοής της καφεΐνης. Οι λόγοι 17Χ/137Χ στο πλάσµα και 

στην σίελο προσδιορίστηκαν, κατά προτίµηση, 5-7 ώρες µετά την χορήγηση της 

καφεΐνης και βρέθηκε ότι οι λόγοι αυτοί συσχετίζονται, καλύτερα από τις άλλες 

µεθόδους, µε την συστηµατική κάθαρση της καφεΐνης µε συντελεστές συσχέτισης 

υψηλότερους από r = 0,85. Η µέθοδος έχει το πλεονέκτηµα της σηµαντικής µείωσης 

του χρόνου, του κόστους και του απαιτούµενου εξοπλισµού για τον φαινοτυπικό 

προσδιορισµό του CYP1A2. Ο λόγος αυτός υπολογιζόµενος στην σίελο, ως µια µη 

επεµβατική µέθοδος, είναι κατάλληλος για επιδηµιολογικές µελέτες [197]. 

Παροµοίως, ο λόγος (13X+17X+37X)/137X στο πλάσµα, παρουσιάζει 

σηµαντική συσχέτιση (r = 0,905) µε την κάθαρση της καφεΐνης, 4 ώρες µετά την από 

του στόµατος χορήγηση της [198]. Παρόλο που απαιτείται µία µόνον µέτρηση, οι 

µέθοδοι µέτρησης των µεταβολικών λόγων στο πλάσµα απαιτούν τη λήψη αίµατος η 

οποία είναι µία επεµβατική διαδικασία.  
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β) Οι µεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης στα ούρα 
Έξι τουλάχιστον µεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης στα ούρα έχουν προταθεί ως 

δείκτες για τη δραστικότητα του CYP1A2: 

1) (AFMU+1U+1X)/17U   [56] 

2) (17X+17U)/137X    [32] 

3) (AFMU+1U+1X)/17X   [199] 

4) 17X/137X     [200] 

5) (AFMU+1X+1U+17X)/137X   [201] 

6) (AFMU+1X+1U+17X+17U)/137X  [178] 

Όλοι οι παραπάνω µεταβολικοί λόγοι έχουν ως βάση τις αντιδράσεις της 

αποµεθυλίωσης της καφεΐνης. Οι διάφοροι µεταβολικοί λόγοι συσχετίζουν 

συγκεντρώσεις των µεταβολιτών µεταξύ τους και έτσι, κατά βάση, είναι ανεξάρτητοι 

της συνολικής ανάκτησής τους στα ούρα [202]. Επίσης, διάφορες µελέτες έχουν 

δείξει ότι οι σχετικές αναλογίες των µεταβολιτών της καφεΐνης δεν 

διαφοροποιούνται σηµαντικά µεταξύ ολονύκτιας συλλογής ούρων, 8ωρης 

συλλογής και µεµονωµένων δειγµατοληψιών στο διάστηµα 2 έως 6 ώρες µετά τη 

λήψη της καφεΐνης [201]. 

Ο µεταβολικός λόγος (AFMU+1U+1X)/17U, ειδικότερα, εµφανίζει στον 

αριθµητή τα προϊόντα της 7-αποµεθυλίωσης της 17Χ και στον παρονοµαστή το 

προϊόν της οξείδωσης της 17Χ αντί της ίδιας της 17Χ, όπως θα ήταν αναµενόµενο. 

Αυτό συµβαίνει διότι η αποµεθυλίωση της 17Χ συσχετίζεται, σε µεγάλο βαθµό, µε 

την οξείδωσή της προς 17U (r = 0,87) [22] και κατ΄ αυτόν τον τρόπο το 17U 

αποτελεί έναν αξιόπιστο αντικαταστάτη της 17Χ, καθώς η απέκκρισή του δεν 

εξαρτάται από τη ροή των ούρων όπως αυτή της 17Χ [124]. Συνεπώς, ο λόγος 

αυτός δεν επηρεάζεται από το ρυθµό αποβολής των ούρων καθώς δεν περιλαµβάνει 

ούτε την ίδια την καφεΐνη ούτε κάποια από τις διµεθυλοξανθίνες αλλά µόνο πολικούς 

µεταβολίτες οι οποίοι απεκκρίνονται ταχέως χωρίς να επαναρροφώνται, από τα νεφρά 

[56, 203]. Η συγκέντρωση, επίσης, του 17U στα ούρα έχει παρουσιάσει τη µικρότερη 

διακύµανση µεταξύ των διαφόρων πληθυσµιακών οµάδων όπως καπνιστές, µη 

καπνιστές, και χρήστριες αντισυλληπτικών [56] χρησιµεύοντας, κατ΄ αυτόν τον 

τρόπο, ως κοινός παρονοµαστής του ανωτέρω κλάσµατος και συµβάλλοντας στην 

ορθή κατάταξη των διαφόρων ατόµων µε βάση τις διαφοροποιούµενες, σε κάθε 

περίπτωση, τιµές του αριθµητή. O λόγος αυτός περιλαµβάνει µόνον τελικούς 

µεταβολίτες της καφεΐνης και, κατά συνέπεια, είναι σχετικά ανεξάρτητος από 
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τον χρόνο συλλογής του δείγµατος, µε την προϋπόθεση να έχει διέλθει επαρκές 

χρονικό διάστηµα από τη λήψη της καφεΐνης και η χορηγηθείσα ποσότητα να είναι 

αρκετά µεγάλη για αξιόπιστες µετρήσεις των µεταβολιτών [57]. 

Ο µεταβολικός λόγος (AFMU+1U+1X)/17U µπορεί να µετρηθεί στα ούρα σε 

ένα χρονικό σηµείο 2-6 ωρών, τουλάχιστον, µετά τη λήψη της καφεΐνης [201, 204, 

205], σε ολονύχτια ούρα [57] ή σε ούρα 24ώρου [56]. Για τον έλεγχο της 

εγκυρότητας του λόγου αυτού έγινε µελέτη συσχέτισής του τόσο µε την συστηµατική 

κάθαρση της καφεΐνης, όσο και µε την δοκιµασία αναπνοής της καφεΐνης. Ο 

συντελεστής συσχέτισης (r) του λόγου µε την κάθαρση της καφεΐνης ήταν 0,91 [56] 

(Εικόνα 3), 0,82 [57], 0,77 [206] και 0,79 [60] και µε τη δοκιµασία αναπνοής ήταν 

0,74 [174]. Επίσης, πρέπει να σηµειωθεί ότι ο µεταβολικός αυτός λόγος, η δοκιµασία 

αναπνοής και η συστηµατική κάθαρση της καφεΐνης παρουσιάζουν παροµοίου 

µεγέθους µεταβλητότητα µεταξύ των ατόµων [57].  

Η δραστικότητα του CYP1A2, όπως εκφράζεται µέσω αυτού του µεταβολικού 

λόγου, εµφανίζεται, ορθώς, αυξηµένη στους καπνιστές [36, 37, 39, 204], στα παιδιά 

[56] και σε άτοµα εκτεθειµένα σε πολυβρωµιωµένα διφαινύλια [174]. Επίσης, η 

δραστικότητα του CYP1A2 εµφανίζεται, ορθώς, µειωµένη σε έγκυες γυναίκες [207], 

σε γυναίκες µε χρήση από του στόµατος αντισυλληπτικών [56; 204] και σε άτοµα που 

λαµβάνουν σιµετιδίνη [49]. 

 

Εικόνα 3. Συσχέτιση ανάµεσα στο µεταβολικό λόγο (AFMU+1U+1X)/17U και την 
κάθαρση της καφεΐνης (Από Campbell et al., 1987). 
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Ο δεύτερος, από τους ανωτέρω, λόγος (17Χ+17U)/137Χ χρησιµοποιήθηκε ως 

δείκτης της δραστικότητας του CYP1A2 [32] µε µέτρηση των συγκεντρώσεων των 

17Χ, 17U και της καφεΐνης σε δείγµα ούρων που λήφθηκε 4-5 ώρες µετά τη χορήγηση 

συγκεκριµένης δόσης καφεΐνης. Σε άλλες µελέτες έχει χρησιµοποιηθεί και ο λόγος 

17X/137X [200]. Το σκεπτικό της χρήσης αυτών των λόγων είναι ότι, προκειµένου να 

υπολογιστεί ο δείκτης σχηµατισµού ενός πρωτογενούς µεταβολίτη, διαιρείται η 

συγκέντρωση του µεταβολίτη αυτού µε τη συγκέντρωση του µητρικού φαρµάκου 

(θεωρητικός λόγος: «µεταβολίτης(-ες)/φάρµακο»). Επειδή, όµως, η 17Χ είναι τόσο 

προϊόν όσο και υπόστρωµα για το CYP1A2, ο χρόνος συλλογής των ούρων είναι 

κρίσιµος και αυτή πρέπει να γίνεται αυστηρά στο χρονικό διάστηµα µεταξύ 4 και 5 

ωρών από τη λήψη της καφεΐνης προκειµένου να ελαχιστοποιηθεί η επίδραση της 

µετατροπής της 17Χ σε δευτερογενείς µεταβολίτες. Η νεφρική απέκκριση της 

καφεΐνης, εξάλλου, όπως και η απέκκριση των διµεθυλοξανθινών, όπως η 17Χ, 

εξαρτάται από τον ρυθµό αποβολής των ούρων. Στους λόγους αυτούς υπάρχει, τόσο 

στον αριθµητή όσο και στον παρονοµαστή, ένα συστατικό που εξαρτάται από τη ροή 

των ούρων. Είναι πιθανόν αυτοί οι δύο παράγοντες να αλληλοαναιρούνται, αλλά ούτε 

η εξάρτηση από τη ροή ούτε η νεφρική κάθαρση είναι οι ίδιες για την καφεΐνη και την 

17Χ (Εικόνα 2). Πράγµατι, οι δύο αυτοί µεταβολικοί λόγοι έδειξαν σηµαντική 

συσχέτιση µε τη ροή των ούρων, σε διάφορα διαστήµατα συλλογής των ούρων µετά 

την κατανάλωση καφεΐνης [203, 206]. Οι µεταβολικοί αυτοί λόγοι ανέδειξαν την 

επαγωγή του CYP1A2 από το κάπνισµα, σε κάποιες περιπτώσεις, αλλά όχι σε άλλες 

όπως, για παράδειγµα, σε Κινέζους καπνιστές, διαφορετική δραστικότητα µεταξύ 

λευκών ατόµων από την Ιταλία και τις Ηνωµένες Πολιτείες όπως και µεταξύ Κινέζων 

και λευκών, διαφορές που δεν διαπιστώθηκαν ούτε µε τον πρώτο λόγο ούτε µε την 

δοκιµασία αναπνοής της καφεΐνης [57, 127]. Επιπλέον, ο µεταβολικός λόγος 

(17X+17U)/137X, σε αντίθεση µε τον (AFMU+1U+1X)/17U, δεν κατέστη δυνατόν να 

αντικατοπτρίσει την µείωση της δραστικότητας του CYP1A2 κατόπιν λήψης από του 

στόµατος αντισυλληπτικών [206]. Επίσης, ο µεταβολικός λόγος (17Χ+17U)/137X 

παρουσίασε µικρότερη από τον (AFMU+1U+1X)/17U ή καθόλου σηµαντική 

συσχέτιση µε την κάθαρση της καφεΐνης [60, 206], και τόσο αυτός όσο και ο 

17Χ/137Χ δεν παρουσίασαν σηµαντική συσχέτιση µε τον αριθµό των τσιγάρων σε 

καπνιστές, σε αντίθεση µε τον (AFMU+1U+1X)/17U [203]. Oι δύο αυτοί µεταβολικοί 

λόγοι παρουσίασαν δικόρυφες και τρικόρυφες κατανοµές τιµών σε διάφορες µελέτες 

[32, 200, 206, 208] κάτι το οποίο δεν συµβαίνει µε τον µεταβολικό λόγο 
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(AFMU+1U+1X)/17U. Το γεγονός αυτό µπορεί να εξηγηθεί από την παρουσία της 

καφεΐνης στον παρονοµαστή των λόγων αυτών, της οποίας η νεφρική κάθαρση 

εµφανίζει δικόρυφη κατανοµή [206]. 

Ο τρίτος, από τους ανωτέρω, µεταβολικός λόγος (AFMU+1U+1X)/17X 

αντιπροσωπεύει την δραστικότητα 7-αποµεθυλάσης της 17Χ, η οποία οφείλεται στο 

CYP1A2, καθώς στον αριθµητή εµφανίζονται τα τελικά προϊόντα που προκύπτουν 

από την αρχική 7-αποµεθυλίωση της 17Χ και στον παρονοµαστή η αρχική ένωση. Ο 

λόγος, όµως, αυτός παρουσιάζει µεγάλη διακύµανση στους ενήλικες (εύρος τιµών 

από 0,89 έως 25,54-σχεδόν 29 φορές, Grant et al., 1983b) ενώ η κάθαρση της 

καφεΐνης 9 φορές [206] και αυτό ίσως εξηγείται, εν µέρει, από την επίδραση της ροής 

των ούρων στην απέκκριση της 17Χ. Πράγµατι, ο λόγος αυτός παρουσίασε 

σηµαντική συσχέτιση µε την ροή των ούρων [203] ενώ, αντίθετα, δεν παρουσίασε 

σηµαντική συσχέτιση µε την κάθαρση της καφεΐνης [60]. Ο λόγος αυτός, ενώ 

διέκρινε τους καπνιστές από τους µη καπνιστές, είχε µικρότερη διακριτική ικανότητα 

από το λόγο (AFMU+1U+1X)/17U [203]. 

Ο πέµπτος λόγος (AFMU+1X+1U+17X)/137X όπως και ο λόγος 

(AFMU+1X+1U+17X+17U)/137X χρησιµοποιoύν την 17Χ και τα προϊόντα τής 

αποµεθυλίωσής της προς την καφεΐνη και συµφωνoύν καλύτερα µε το θεωρητικό 

λόγο «µεταβολίτης(-ες)/φάρµακο» οι οποίοι εµπλέκονται στην κύρια, και 

εξαρτώµενη από το CYP1A2, µεταβολική οδό της καφεΐνης. Ο δεύτερος, µάλιστα, 

από αυτούς παρουσίασε την καλύτερη συσχέτιση µε την συνολική κάθαρση της 

καφεΐνης και την µερική κάθαρση της καφεΐνης προς 17Χ, τόσο σε δείγµατα ούρων 

0-8 ωρών όσο και σε δείγµατα 0-24 ωρών υγιών ατόµων σε σχέση µε τους λόγους 

(AFMU+1X+1U)/17U, (17U+17X)/137X και 17X/137X. Ο ίδιος λόγος, επίσης, 

έδειξε πιο ξεκάθαρα τη διαφορά µεταξύ καπνιστών και µη καπνιστών [178] αλλά δεν 

είχε συσχέτιση µε τον αριθµό των τσιγάρων στους καπνιστές όπως είχαν οι λόγοι 

(AFMU+1U+1X)/17U και (AFMU+1U+1X)/17X [203]. Στον αριθµητή και στον 

παρονοµαστή, όµως, αυτών των λόγων βρίσκονται συστατικά που εξαρτώνται από 

νεφρικούς παράγοντες (17Χ, 137Χ) τα οποία ενδέχεται να αλλοιώνουν την 

απεικόνιση της δραστικότητας του CYP1A2. Πράγµατι, ο λόγος 

(AFMU+1X+1U+17X+17U)/137X παρουσιάζει σηµαντική συσχέτιση µε τη ροή των 

ούρων [203] και έτσι η τιµή του αντανακλά τόσο µεταβολικούς όσο και νεφρικούς 

παράγοντες. 

Η εγκυρότητα των ανωτέρω µεταβολικών λόγων στα ούρα, στο πλάσµα και 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 4478 

στην σίελο διερευνήθηκε µε την ανάπτυξη εξοµοιώσεων σε Η/Υ πάνω στην βάση των 

τιµών των φαρµακοκινητικών παραµέτρων της καφεΐνης και των µεταβολιτών της 

που απαντώνται στη βιβλιογραφία. Εξετάστηκε η πιθανή επίδραση της νεφρικής 

κάθαρσης της καφεΐνης και των δραστηριοτήτων των CYP2A6 και CYP2E1 πάνω 

στην δραστικότητα του CYP1A2. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι ο µεταβολικός λόγος 

(AFMU+1U+1X)/17U συσχετίζεται θετικά και µε µεγάλη εγγύτητα µε την 

δραστικότητα του CYP1A2. Συσχετίζεται, όµως, αρνητικά µε τη δραστικότητα του 

CYP2A6, κάτι το οποίο δεν συµβαίνει µε τους άλλους λόγους, ενώ δεν εξαρτάται από 

τη δραστικότητα του CYP2Ε1 και τη νεφρική κάθαρση της καφεΐνης. Κανείς 

µεταβολικός λόγος δεν είχε εξάρτηση από τις δραστηριότητες της οξειδάσης της 

ξανθίνης και της ΝΑΤ-2. Στην ίδια µελέτη, οι λόγοι (AFMU+1U+1X)/17Χ και 

(ΑFMU+1X+1U+17X)/137X παρουσίασαν, επίσης, µεγάλη συσχέτιση µε την 

δραστικότητα του CYP1A2 και επέδειξαν µεγαλύτερη ευαισθησία στις µεταβολές της 

δραστικότητας του CYP1A2 από το λόγο (AFMU+1U+1X)/17U εµφάνισαν, όµως, 

µεγάλη εξάρτηση από την νεφρική κάθαρση της καφεΐνης και της 17Χ και µικρότερη 

από την δραστικότητα του CYP2E1. Οι υπόλοιποι λόγοι παρουσίασαν πολύ 

µικρότερη ευαισθησία στην απεικόνιση της δραστικότητας του CYP1A2 από τους 

προαναφερθέντες. ∆είχθηκε, επίσης ότι, σε αντίθεση µε τους µεταβολικούς λόγους 

στα ούρα, ο λόγος 17X/137X στο πλάσµα και στην σίελο, όταν µετράται σε ένα 

συγκεκριµένο, µικρού εύρους, χρονικό διάστηµα έχει µικρή εξάρτηση από την ροή 

των ούρων και από την δράση άλλων ενζύµων και αποτελεί έναν πιο αξιόπιστο 

δείκτη της δραστικότητας του CYP1A2 [189]. 

 

1.4.2. Οι κυριότερες µη επεµβατικές µέθοδοι για την εκτίµηση της 

δραστικότητας του CYPΑ6 µε την χρήση της καφεΐνης 

Μία πολύ ειδική αντίδραση η οποία καταλύεται από το CYP2A6 είναι η 7- 

υδροξυλίωση της κουµαρίνης (1,2-βενζοπυρόνη) η οποία είναι µία φυτική ουσία που 

απαντάται στη φύση. Η κουµαρίνη αποτελεί την πρόδροµη ένωση για διάφορα 

αντιπηκτικά και ιδιαίτερα για την βαρφαρίνη, έχει αντιφλεγµονώδεις ιδιότητες και 

προκαλεί χαλάρωση των λείων µυών και του σφιγκτήρα του Oddi. Μετά από 

κατανάλωση κουµαρίνης, ποσοστό µεγαλύτερο του 95% της 7-ΟΗ- κουµαρίνης που 

σχηµατίζεται απεκκρίνεται µέσα σε 4 ώρες στα ούρα, συνδεδεµένη µε γλυκουρονικό, 

µε µεγάλες αποκλίσεις µεταξύ των ατόµων, αλλά χωρίς διαφορές ανάµεσα στα φύλα. 

Συνεπώς, η κουµαρίνη είναι το κατ΄ εξοχήν υπόστρωµα για την εκτίµηση της 
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µεταβολικής ικανότητας του CYP2A6 in vivo [105, 209]. 

Εκτός από την 7-ΟΗ- της κουµαρίνης, µία άλλη αντίδραση η οποία 

καταλύεται, κυρίως, από το CYP2A6 είναι η 8-υδροξυλίωση της 17Χ προς 17U µε 

µικρότερη συµµετοχή του CYP1A2 [21, 210]. Σε µικρές συγκεντρώσεις 17Χ (0,1 

mM), όµως, το CYP2A6 είναι το µοναδικό ένζυµο που καταλύει την παραπάνω 

αντίδραση [113]. Εποµένως, η καφεΐνη, παρόλο που παρουσιάζει µικρότερη 

ειδικότητα, µπορεί να αποτελέσει ένα εναλλακτικό υπόστρωµα για την εκτίµηση της 

δραστικότητας του CYP2A6 in vivo. 

Με βάση, λοιπόν, την οξείδωση της 17Χ έχουν προταθεί τρείς µεταβολικοί 

λόγοι ως δείκτες της δραστικότητας του CYP2A6: o λόγος 17U/17X, ως ο 

πλησιέστερος στον θεωρητικό λόγο «µεταβολίτης(-ες)/φάρµακο» [113, 202], ο λόγος 

17U/(17U+17X+1X+1U+7X+7U+AFMU+AAMU) ο οποίος εκφράζει την 8-

υδροξυλίωση της 17Χ ως το ποσοστό της παραγωγής 17U σε σχέση µε τη συνολική 

ποσότητα των µεταβολιτών της οδού της Ν-3 αποµεθυλίωσης της καφεΐνης στα ούρα 

[211] και ο λόγος 17U/(AFMU+1U+1X+17U+17X) ο οποίος εκφράζει την 8-

υδροξυλίωση της 17Χ ως το ποσοστό της παραγωγής 17U σε σχέση µε τη συνολική 

ποσότητα των µεταβολιτών της οδού της παραξανθίνης (17Χ) στα ούρα [207]. Οι δύο 

τελευταίοι λόγοι, όµως, ενδέχεται να επηρεάζονται ανάστροφα από την δραστικότητα 

του CYP1A2 καθώς ο αριθµητής είναι ίδιος µε τον παρονοµαστή του λόγου 

(AFMU+1U+1X)/17U και ο παρονοµαστής περιέχει όλους τους όρους του αριθµητή 

του λόγου που εκφράζει τη δραστικότητα του CYP1A2. Πράγµατι, οι Krul και 

Hageman σε µία µελέτη 26 υγιών ατόµων, διαπίστωσαν ότι οι τιµές του λόγου 

17U/(AFMU+1U+1X+17U+17X) παρουσίασαν σηµαντική αρνητική συσχέτιση µε τις 

τιµές του λόγου (AFMU+1U+1X)/17U στα άτοµα αυτά [212]. 

 

1.4.3. Οι κυριότερες µη επεµβατικές µέθοδοι για την εκτίµηση της δραστικότητας 

της οξειδάσης της ξανθίνης µε την χρήση της καφεΐνης 

Η δραστικότητα της ΧΟ στο ήπαρ έχει προσδιοριστεί, σε διάφορες µελέτες, µε 

την επώαση οµογενοποιηµένου ηπατικού ιστού παρουσία ξανθίνης και τον 

φασµατοφωτοµετρικό ή ραδιοχηµικό προσδιορισµό του σχηµατιζόµενου ουρικού 

οξέος [119, 121]. Ο ηπατικός ιστός προερχόταν από επεµβάσεις µερικής ηπατεκτοµής, 

από βιοψίες ήπατος και από επεµβάσεις ηπατικής µεταµόσχευσης. Οι ανωτέρω 

µέθοδοι έχουν ερευνητικό χαρακτήρα και δεν µπορούν να εφαρµοστούν για τον 

προσδιορισµό της δραστικότητας της ΧΟ in vivo. Σ΄ αυτή την περίπτωση, η χρήση της 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 4678 

καφεΐνης ως υποστρώµατος για την XO παρέχει την δυνατότητα για τον ασφαλή και 

µη επεµβατικό προσδιορισµό της δραστικότητας της ΧΟ in vivo. Πιο συγκεκριµένα, 

και όπως προκύπτει από το σχήµα του µεταβολισµού της καφεΐνης, η ΧΟ ευθύνεται 

για τον σχεδόν αποκλειστικό µετασχηµατισµό της 1Χ σε 1U. Το δεδοµένο αυτό 

ενισχύεται και από το γεγονός ότι η µετατροπή αυτή αναστέλλεται από την 

αλλοπουρινόλη, έναν ειδικό αναστολέα της ΧΟ [133]. 

Με δεδοµένο αυτήν την µεταβολική οδό έχουν προταθεί δύο µεταβολικοί 

λόγοι για την µέτρηση της δραστικότητας της ΧΟ: ο λόγος 1U/1X [202] ο οποίος 

ανταποκρίνεται στον θεωρητικό λόγο µεταβολίτης/µητρική ουσία και ο λόγος 

1U/(1U+1X) [127] ο οποίος εκφράζει την οξείδωση της 1Χ ως το ποσοστό του 

παραγοµένου 1U στα ούρα σε σχέση µε την συνολική ποσότητα των µεταβολιτών της 

οδού της σχετικής µε την εµπλοκή της ΧΟ. 

 

1.4.4. Οι κυριότερες µη επεµβατικές µέθοδοι για την εκτίµηση της δραστικότητας 

της NAT-2 µε την χρήση της καφεΐνης 

Το φάρµακο το οποίο, για πρώτη φορά, χρησιµοποιήθηκε το 1960 από τον 

Jenne ως δείκτης για την δραστικότητα της ΝΑΤ-2 ήταν η ισονιαζίδη της οποίας ο 

χρόνος ηµισείας ζωής έδωσε µία ξεκάθαρη διάκριση µεταξύ δύο φαινοτύπων, δηλαδή 

του βραδέος και του ταχέος ακετυλιωτή. Kατόπιν, µέσα στο ίδιο έτος, ο Evans σε µια 

προσπάθεια απλοποίησης, µέτρησε την συγκέντρωση της ισονιαζίδης στο πλάσµα 6 

ώρες µετά την από του στόµατος χορήγησή της, µε πτωχότερα όµως αποτελέσµατα ως 

προς την διάκριση των δύο φαινοτύπων. Έκτοτε, αναπτύχθηκαν πολλές µέθοδοι 

προσδιορισµού του φαινοτύπου της ακετυλίωσης, είτε µε την χρησιµοποίηση της 

ισονιαζίδης, είτε µε την χρησιµοποίση άλλων φαρµάκων. Αυτά περιλαµβάνουν την 

σουλφαµεθαζίνη (αντιµικροβιακό) η οποία χρησιµοποιήθηκε από τον Evans το 1960, 

την σουλφαπυριδίνη (αντιµικροβιακό) η οποία χρησιµοποιήθηκε από τους Schorer και 

Evans το 1972, την δαψόνη (αντιλεπρωτικό) η οποία χρησιµοποιήθηκε από τον Peters 

και τους συνεγάτες του το 1972, όπως ανασκοπούνται από τον Evans (1989) καθώς 

και η καφεΐνη [202].  

Με βάση την καφεΐνη και τους µεταβολίτες της στα ούρα έχουν προταθεί 

διάφοροι µεταβολικοί λόγοι ως δείκτες της δραστικότητας της πολυµορφικής ΝΑΤ-2. 

Ο πρώτος, χρονολογικά, προτάθηκε από τους [141] και ήταν ο λόγος 

AFMU/(AFMU+1U+1X+17U+17X) σε ούρα 24ώρου µετά την από του στόµατος 

χορήγηση καφεΐνης. Ο λόγος αυτός εκφράζει την παραγωγή του AFMU ως ποσοστό 
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όλων των µεταβολιτών της οδού της 3-αποµεθυλίωσης της καφεΐνης και διαχωρίζει 

τον πληθυσµό σε δύο ξεκάθαρες οµάδες βραδέων και ταχέων ακετυλιωτών. Ο 

διαχωρισµός των ατόµων µε βάση το λόγο αυτό επιβεβαιώθηκε µε την δοκιµασία 

σουλφαµεθαζίνης στον ίδιο πληθυσµό. Στην συνέχεια, επιδιώχθηκε απλοποίηση του 

λόγου αυτού και δείχθηκε ότι ο λόγος AFMU/1X σε ούρα 24ώρου και σε ούρα 2-6 

ώρες µετά την λήψη καφεΐνης έδωσε και αυτός ικανοποιητικά αποτελέσµατα, όσον 

αφορά την διάκριση βραδέων και ταχέων ακετυλιωτών [202, 213]. Στο ίδιο πλαίσιο 

έρευνας οι Tang et al. πρότειναν τον λόγο AAMU/(AAMU+1U+1X) σε ολονύκτια 

συλλογή ούρων µετά από απογευµατινή λήψη καφεΐνης [214] και οι Relling et al. τον 

ισοδύναµο λόγο AFMU/(AFMU+1U+1X) σε συγκεντρωτικά ούρα των 4 πρώτων 

ωρών µετά την λήψη της καφεΐνης [215]. Οι τελευταίοι λόγοι κάνουν καλύτερη 

διάκριση, από τον AFMU/1X, µεταξύ βραδέων και ταχέων ακετυλιωτών των οποίων 

οι τιµές βρίσκονται πλησίον του σηµείου διαχωρισµού των δύο κατανοµών ενώ, 

ταυτόχρονα, υπάρχει πλήρης συµφωνία του λόγου AAMU/(AAMU+1U+1X) µε το 

κλάσµα Ν-ακετυλοσουλφαµεθαζίνη/σουλφαµεθαζίνη στο αίµα, όσον αφορά το 

φαινότυπο της Ν-ακετυλίωσης [216]. Ο λόγος αυτός, επίσης, προτείνεται ως πιο 

κατάλληλος για την ορθή κατάταξη των ατόµων σε περίπτωση ηπατικής ή άλλης 

ασθένειας [57, 217]. Σε προαναφερθείσα συγκριτική µελέτη που έγινε για τους 

µεταβολικούς λόγους που αφορούν το CYP1A2 και στην οποία λήφθηκαν υπόψη οι 

βιβλιογραφικές φαρµακοκινητικές παράµετροι της καφεΐνης µέσω εξοµοίωσης µε τη 

χρήση Η/Υ, δείχθηκε ότι ο λόγος AFMU/(AFMU+1U+1X) είναι ο πιο αξιόπιστος 

στην απεικόνιση της δραστικότητας της ΝΑΤ-2 καθώς φαίνεται να επηρεάζεται 

λιγότερο από την δράση άλλων παραγόντων, όπως για παράδειγµα από την δράση της 

ΧΟ ή του CYP1A2 [189]. 

 

1.5. Ηπατική νόσος και δραστικότητα των ηπατικών ενζύµων 

Ο µεταβολισµός των φαρµάκων σε ασθενείς µε ηπατική νόσο, σε γενικές 

γραµµές, επιβραδύνεται και το συνολικό περιεχόµενο σε κυτόχρωµα Ρ450 είναι 

σηµαντικά µειωµένο [164, 218, 219]. O µεταβολισµός της καφεΐνης, επίσης, 

επηρεάζεται από την ηπατική νόσο και η µέτρηση της κάθαρσης της καφεΐνης έχει 

χρησιµοποιηθεί για τον προσδιορισµό τής ηπατικής λειτουργίας σε ασθενείς µε 

κίρρωση του ήπατος, οφειλοµένης σε διάφορες αιτίες, καθώς και σε ασθενείς µε µη 

κιρρωτική ηπατική νόσο [60, 160, 172; 211, 220-223]. Γενικώς, έχει παρατηρηθεί 

µειωµένη κάθαρση της καφεΐνης στους ηπατοπαθείς, αύξηση του χρόνου ηµισείας 
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ζωής της στο πλάσµα και στο σίελο καθώς και συσχέτιση µεταξύ της κάθαρσης της 

καφεΐνης και της βαρύτητας της κίρρωσης, όπως αυτή προσδιορίζεται από το σύστηµα 

ταξινόµησης κατά Child-Pugh [159, 224, 225] (Εικόνα 4).  

Παράλληλα, η δραστικότητα της ΝΑΤ-2 στην ηπατική νόσο, έχει εξεταστεί µε 

διάφορα υποστρώµατα όπως η ισονιαζίδη, η διπυρόνη, η προκαϊναµίδη, η δαψόνη και 

η καφεΐνη. Σε γενικές γραµµές, φαίνεται ότι η ηπατική νόσος έχει µία µέτρια επίδραση 

στην Ν-ακετυλίωση και πάντως µικρότερη από την επίδρασή της στις αντιδράσεις 

οξείδωσης. Η επίπτωση της µείωσης της δραστικότητας της ΝΑΤ-2 δεν είναι η ίδια σε 

όλα τα παραπάνω φάρµακα-υποστρώµατα αλλά, γενικώς, παρατηρείται απώλεια της 

τυπικής δικόρυφης κατανοµής του ενζύµου αυτού στην χρόνια ηπατική νόσο, 

πιθανότατα εξαιτίας µεγαλύτερης µείωσης της ικανότητας ακετυλίωσης στους ταχείς 

ακετυλιωτές [147]. 

Η ηπατική νόσος επηρεάζει, επίσης, και την δραστικότητα της ΧΟ, όπως 

εξακριβώθηκε σε δείγµατα ηπατικού ιστού ασθενών µε ηπατική νόσο διαφορετικής 

αιτιολογίας τα οποία επωάστηκαν µε υποστρώµατα ειδικά για το ένζυµο αυτό. Η 

επίδραση αυτή είχε ως αποτέλεσµα την σηµαντική αύξηση της ενζυµικής 

δραστικότητας της ΧΟ τόσο σε ασθενείς µε κίρρωση ιικής αιτιολογίας όσο και σε 

ασθενείς µε κίρρωση οφειλόµενη σε άλλες αιτίες [121, 226]. 

Η δραστικότητα, τέλος, του CYP2A6 έχει διερευνηθεί σε ασθενείς µε σοβαρή, 

µέτρια και ήπια ηπατική νόσο αλκοολικής αιτιολογίας καθώς και σε ασθενείς µε 

ηπατίτιδα Α µε την χρήση της κουµαρίνης η οποία είναι το ειδικό υπόστρωµα για το 

ένζυµο αυτό. ∆ιαπιστώθηκε ότι ο µεταβολισµός της κουµαρίνης ήταν µειωµένος στους 

ασθενείς µε σοβαρή και µέτρια ηπατική νόσο όπως και στην οξεία ηπατίτιδα Α, αλλά 

δεν επηρεάστηκε στους ασθενείς µε ήπια νόσο [109, 209]. 
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Εικόνα 4. Αντιπροσωπευτική κάθαρση της καφεΐνης σε ένα υγιές άτοµο και σε έναν 
ασθενή µε κίρρωση (Από Cheng et al., 1990). 
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1.6. Η ανάλυση των µεταβολιτών της καφεΐνης στα ούρα µε την µέθοδο της 
Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης (HPLC)  

Η χρωµατογραφία αποτελεί διαδικασία διαχωρισµού ουσιών που βρίσκονται 

σε µίγµα κατά την οποία τα συστατικά του µίγµατος κατανέµονται µεταξύ δύο 

φάσεων στην χρωµατογραφική κλίνη η οποία µπορεί να είναι µία στήλη ή µία επίπεδη 

επιφάνεια. Η µία φάση είναι στατική ενώ η άλλη διέρχεται συνεχώς διαµέσου της 

χρωµατογραφικής κλίνης. Η στατική φάση είναι είτε ένα στερεό, πορώδες, 

επιφανειοδραστικό υλικό µε την µορφή µικροσκοπικών σωµατιδίων είτε µία λεπτή 

ταινία υγρού η οποία επενδύει µία στερεή επιφάνεια, ή το τοίχωµα µίας στήλης. Η 

κινητή φάση είναι αέρια ή υγρή. Στην πρώτη περίπτωση η διαδικασία ονοµάζεται 

αέρια, ενώ στην δεύτερη ονοµάζεται υγρή χρωµατογραφία. Αν κάποια συστατικά του 

µίγµατος κατανέµονται ευκολότερα στην κινητή φάση τότε περνούν µε µεγαλύτερη 

ταχύτητα από άλλα τα οποία κατανέµονται ευκολότερα στην στατική φάση. Η 

κατανοµή είναι αποτέλεσµα ισορροπίας δυνάµεων ανάµεσα στα µόρια του 

συστατικού, αφενός, και στα µόρια της κινητής και στατικής φάσης, αφετέρου. Η 

προέλευση των δυνάµεων αυτών είναι ιοντικής φύσης, παροδικά ή µόνιµα ηλεκτρικά 

πεδία και δυνάµεις van der Waals.  

Κατά την υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης, ειδικότερα, επιτυγχάνεται 

εξαιρετικός διαχωρισµός σε µικρό, σχετικά, χρονικό διάστηµα εξαιτίας των πολύ 

µικρών σωµατιδίων που αποτελούν την στατική φάση. Ως συνέπεια, προκύπτει η 

απαίτηση για την άσκηση υψηλής πίεσης στην κινητή φάση προκειµένου αυτή να 

διέλθη διαµέσου της στήλης. Για τον λόγο αυτό η HPLC αναφέρεται και ως υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής πίεσης [227]. Κάτω από κατάλληλα επιλεγµένες πειραµατικές 

συνθήκες τα διάφορα συστατικά του µίγµατος σχηµατίζουν ζώνες κατά µήκος της 

στήλης και καθώς εξέρχονται από αυτήν ανιχνεύονται από τον ανιχνευτή ο οποίος έχει 

την ικανότητα να αναγνωρίζει τις διάφορες ουσίες µε βάση κάποια φυσικοχηµική 

ιδιότητά τους, όπως η απορρόφησή τους στο ορατό-υπεριώδες, ο φθορισµός, η 

αγωγιµότητα, η ικανότητα οξειδοαναγωγής κλπ. Ο ανιχνευτής µετατρέπει την 

φυσικοχηµική αυτή ιδιότητα σε ηλεκτρικό σήµα και το µεταφέρει σε µία καταγραφική 

συσκευή ή σε έναν ηλεκτρονικό υπολογιστή εφοδιασµένο µε λογισµικό σύστηµα 

πρόσληψης και ανάλυσης του σήµατος (Εικόνα 5). 

Η HPLC ανάστροφης φάσης (RP-HPLC) αποτελεί µία υποπερίπτωση της 

HPLC κατά την οποία η στατική φάση είναι µη πολική ενώ η κινητή φάση είναι 

πολική. Η µη πολική στατική φάση είναι, ως επί το πλείστον, σφαιρικά σωµατίδια 

σιλικόνης τα οποία έχουν υποστεί τροποποίηση στην επιφάνειά τους µε την πρόσδεση 
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υδρογονανθρακικών αλυσίδων αποτελουµένων, συνήθως, από 8 ή 18 άτοµα άνθρακα. 

O µηχανισµός του διαχωρισµού είναι παρόµοιος µε την εκχύλιση διαφόρων ενώσεων 

από το νερό σε έναν οργανικό διαλύτη όπου οι περισσότερο υδρόφοβες ενώσεις (µη 

πολικές) εκχυλίζονται εκλεκτικά στην µη πολική οργανική φάση. Κατά την RP-HPLC, 

αντίστοιχα, οι µη πολικές ενώσεις του µίγµατος κατακρατούνται ισχυρότερα από την 

στατική φάση και καθυστερούν να εξέλθουν από την στήλη, ενώ οι πολικές ενώσεις 

κατακρατούνται λιγότερο ισχυρά µε αποτέλεσµα να εξέρχονται πρώτες σε σειρά 

έκλουσης [228, 229]. 

 

 

Εικόνα 5. Σχηµατικό διάγραµµα της διάταξης της Υγρής Χρωµατογραφίας 
Υψηλής Απόδοσης. 
 
 
Έχουν αναπτυχθεί διάφορες µέθοδοι HPLC για τον προσδιορισµό της καφεΐνης 

και διαφόρων από τους κύριους και δευτερογενείς µεταβολίτες της στα ούρα. Οι 

µέθοδοι αυτές περιλαµβάνουν είτε ισοκρατική έκλουση των ουσιών κατά την οποία η 

σύσταση της κινητής φάσης παραµένει σταθερή κατά την διάρκεια της ανάλυσης [204, 

212, 230], είτε βαθµιδωτή έκλουση κατά την οποία η σύσταση της κινητής φάσης 

µεταβάλλεται κατά την διάρκεια της ανάλυσης [231-233]. Όσον αφορά τον χειρισµό 

του AFMU, σε κάποιες µεθόδους γίνεται η µετατροπή του, κάτω από αλκαλικό pH, σε 

AΑMU και προσδιορίζεται ξεχωριστά από τους υπόλοιπους µεταβολίτες [216,234], 

ενώ σε άλλες γίνεται ταυτόχρονος, µε τους υπόλοιπους µεταβολίτες, προσδιορισµός 
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του AΑMU µε µικρή [235, 236] ή καθόλου [237] προκατεργασία του δείγµατος των 

ούρων. Σε µία διαφορετική προσέγγιση, κάποιες µέθοδοι χρησιµοποιούν µεταβολικούς 

λόγους της καφεΐνης οι οποίοι δεν περιέχουν την AFMU ή την AAMU και κατ΄ αυτόν 

τον τρόπο δεν υπάρχει η ανάγκη προσδιορισµού των µεταβολιτών αυτών [231, 232]. 

Τέλος, η καφεΐνη και οι µεταβολίτες της µπορούν να αποµονωθούν από τα ούρα είτε 

µε εκχύλιση υγρού-υγρού (Liquid-Liquid Extraction, LLE) µε την χρήση διαφόρων 

συστηµάτων οργανικών διαλυτών, όπως το σύστηµα χλωροφορµίου/ισοπροπανόλης 

[202, 212, 230] και το σύστηµα οξικού αιθυλεστέρα/ισοπροπανόλης [204], είτε µε 

εκχύλιση στερεάς φάσης (Solid Phase Extraction, SPE) µε την χρήση διαφόρων 

προσροφητικών υλικών [231, 232, 234]. 

 

1.7. Σκοποί της εργασίας  

Με βάση τα ανωτέρω, οι σκοποί της παρούσας εργασίας ήταν: 

α) η ανάπτυξη µίας αξιόπιστης µεθόδου RP-HPLC για τον επαρκή διαχωρισµό 

της καφεΐνης και 14 µεταβολιτών της καθώς, επίσης, και για τον ταυτόχρονο ποσοτικό 

προσδιορισµό των AFMU, 1U, 1X, 17U και 17Χ στα ούρα 

β) η µελέτη της δραστικότητας των ενζύµων CYP1A2, CYP2A6, XO και 

ΝΑΤ-2 σε πληθυσµό υγιών ατόµων µε την µέθοδο των µεταβολικών λόγων της 

καφεΐνης στα ούρα και ο καθορισµός των τιµών αναφοράς του µεταβολικού λόγου του 

αφορώντος στην δραστικότητα του CYP1A2, ως του πλέον αντιπροσωπευτικού 

ενζύµου της ηπατικής λειτουργίας  

γ) η µελέτη της διακύµανσης της δραστικότητας των ανωτέρω ενζύµων, σε 

βάθος χρόνου, σε υγιή άτοµα 

δ) η µελέτη της δραστικότητας των ενζύµων CYP1A2, CYP2A6, XO και 

ΝΑΤ-2 σε µεγάλο αριθµό ηπατοπαθών ταξινοµηµένων µε αυστηρά κριτήρια όσον 

αφορά το είδος και την βαρύτητα της ηπατικής νόσου 

ε) ο προσδιορισµός της εξειδίκευσης και της ευαισθησίας της µεθόδου των 

µεταβολικών λόγων της καφεΐνης στα ούρα όσον αφορά στην ανίχνευση της ηπατικής 

νόσου, µε στόχο την εφαρµογή της µεθόδου στην κλινική πράξη και απώτερο σκοπό 

την βελτίωση της διάγνωσης και παρακολούθησης της εξέλιξης της ηπατικής νόσου. 
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2. ΕΙ∆ΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

2.1. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.1.1. Χηµικές ουσίες 

Η προµήθεια των προτύπων µεταβολιτών της καφεΐνης 1-µεθυλοξανθίνη (1Χ), 

3-µεθυλοξανθίνη (3Χ), 7-µεθυλοξανθίνη (7Χ), 3,7-διµεθυλοξανθίνη (37Χ), 1,7-

διµεθυλοξανθίνη (17Χ), 1-µεθυλουρικό οξύ (1U), 3-µεθυλουρικό οξύ (3U), 7-

µεθυλουρικό οξύ (7U), 1,3-διµεθυλουρικό οξύ (13U), 1,7-διµεθυλουρικό οξύ (17U), 

1,3,7-τριµεθυλουρικό οξύ (137U) και της 4-ακεταµιδοφαινόλης, η οποία 

χρησιµοποιήθηκε ως εσωτερικό πρότυπο (IS), έγινε από την εταιρεία Sigma 

(Steinheim-Γερµανία). Η προµήθεια του προτύπου µεταβολίτη 1,3-διµεθυλοξανθίνη 

(13Χ) έγινε από την εταιρεία Merck (Darmstadt, Γερµανία) και της καφεΐνης (1,3,7-

τριµεθυλοξανθίνη, 137Χ) καθώς και του 3,7-διµεθυλουρικού οξέος (37U) έγινε από 

την εταιρεία Fluca (Buchs, Ελβετία). Η 5-ακετυλαµινο-6-φορµυλαµινο-3-

µεθυλουρακίλη (AFMU), καθαρότητας 98%, ήταν ευγενική προσφορά του κ. R. 

Foumeaux (Centre Researche Nestle–Laussane, Ελβετία) και του Dr. Pfleiderer 

(Konstanz University, Germany) Η προµήθεια του ακετονιτριλίου και της µεθανόλης 

έγινε από την εταιρεία Riedel-de Haen (Seelze, Γερµανία) και ήταν βαθµού 

καθαρότητας HPLC. Το υδροχλωρικό οξύ, το οξικό οξύ, το χλωροφόρµιο και το 

θειϊκό αµµώνιο ήταν αναλυτικού βαθµού καθαρότητας και η προµήθειά τους έγινε από 

την εταιρεία Riedel-de Haen (Seelze, Γερµανία). Υπερκαθαρό ύδωρ, αγωγιµότητας 

0,055 µS/cm, χρησιµοποιήθηκε σε όλα τα στάδια της ανάλυσης. 

 
2.1.2. Συσκευές χρωµατογραφίας και χρωµατογραφικές συνθήκες  

Η χρωµατογραφική ανάλυση της καφεΐνης και των µεταβολιτών της 

πραγµατοποιήθηκε µε την χρήση αντλίας υψηλής πίεσης τύπου Marathon III (Rigas 

Labs, Θεσσαλονίκη, Ελλάς) η οποία ήταν εξοπλισµένη µε ανιχνευτή υπεριώδους-

ορατού µεταβλητού µήκους κύµατος τύπου FASMA 500 (Rigas Labs, Θεσσαλονίκη, 

Ελλάς) και βαλβίδα εισαγωγής δείγµατος τύπου Rheodyne 7010 (Rheodyne, 

California, ΗΠΑ) η οποία έφερε βρόγχο, όγκου 20 µl, από ανοξείδωτο χάλυβα.  

Ο διαχωρισµός επιτεύχθηκε µε την χρήση χρωµατογραφικής στήλης Kromasil 

100 C18, διαµέτρου σωµατιδίων του υλικού πληρώσεως 5µm, διαµέτρου των πόρων 

των σωµατιδίων 100 Α0, µήκους 250 mm και εσωτερικής διαµέτρου 4,6 mm 

(Μacherey-Nagel, Γερµανία). Η επιλογή της στήλης αυτής έγινε µε κριτήριο την 
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ικανότητά της για καλύτερο διαχωρισµό των βασικών ενώσεων, εξαιτίας της µικρής 

περιεκτικότητάς της σε ελεύθερες επιφανειακές σιλανόλες (-SiOH) οι οποίες έχουν 

όξινο χαρακτήρα. Ο ιδιότητα αυτή των σιλανολών προκαλεί αυξηµένη κατακράτηση 

των βασικών ουσιών, διεύρυνση και ασυµµετρία των κορυφών τους µε αποτέλεσµα 

µειωµένη αποτελεσµατικότητα στον διαχωρισµό. Επιπλέον, το υλικό πληρώσεως της 

στήλης αυτής είναι, σε µεγάλο βαθµό, απαλλαγµένο από επιµόλυνση µεταλλικών 

ιχνοστοιχείων τα οποία προκαλούν παρόµοια µε τις σιλανόλες αποτελέσµατα. Τα 

χαρακτηριστικά αυτά της στήλης την καθιστούν, εν τέλει, µία από τις πλέον 

ενδεδειγµένες για τον διαχωρισµό όχι µόνον βασικών αλλά και µη βασικών ενώσεων 

[229]. 

Πριν από την σύνδεση της χρωµατογραφικής στήλης ελαχιστοποιήθηκε ο 

νεκρός όγκος της διάταξης ο οποίος ορίζεται ως ο όγκος που µεσολαβεί µεταξύ του 

σηµείου έγχυσης του δείγµατος και του ανιχνευτή, χωρίς να υπολογίζεται ο όγκος της 

στήλης. Είναι ο όγκος των τριχοειδών σωλήνων, των συνδετήρων τους και της 

κυψελίδας του ανιχνευτή. Ο νεκρός όγκος πρέπει να ελαχιστοποιείται για να 

αποφεύγεται η διάχυση του δείγµατος και συνεπώς να µειώνεται η διεύρυνση των 

κορυφών [238]. Στην προκειµένη περίπτωση, συνδέθηκαν οι τριχοειδείς σωλήνες 

µεταξύ τους µε την βοήθεια ενός συνδετήρα µηδενικού νεκρού όγκου. Η ταχύτητα 

ροής της αντλίας ρυθµίστηκε στα 0,2 ml/min και έγινε έγχυση προτύπου διαλύµατος 

17Χ. Η κορυφή της ουσίας εµφανίστηκε στα 0,14 min. Ο νεκρός όγκος υπολογίστηκε 

από τον τύπο Vd=F (ml/min)×t (min) και ήταν 28 µl, τιµή η οποία βρίσκεται µέσα στα 

αποδεκτά όρια (<60µl) [238].  

Η καλή λειτουργία της αντλίας ελέγχονταν περιοδικά και αφορούσε στην 

ακρίβεια της ταχύτητας ροής και στην σταθερότητά της. Η ακρίβεια της αντλίας 

ελέγχονταν µε την χρονοµέτρηση της πληρώσεως µιας ογκοµετρικής φιάλης 5 ml µε 

την ταχύτητα ροής ρυθµισµένη στο 1 ml/min. H απόκλιση της πραγµατικής από την 

ονοµαστική ροή που παρουσιάστηκε κατά την διάρκεια των αναλύσεων κυµάνθηκε 

από 0,33% έως 3,39%, η οποία βρίσκεται µέσα στα αποδεκτά όρια για ένα ισοκρατικό 

σύστηµα (<5%) [238]. 

Η σταθερότητα της αντλίας διακρίνεται σε µακροχρόνια (long-term) και 

βραχυχρόνια (short-term). Η µακροχρόνια σταθερότητα µετράται µε την 

επαναληψιµότητα των χρόνων κατακράτησης µιας ουσίας µετά από 6, τουλάχιστον, 

εγχύσεις της ουσίας. Η βραχυχρόνια σταθερότητα συνίσταται στην σταθερότητα ροής 

κατά την διάρκεια της έκλουσης της κορυφής της ουσίας και µετράται µε τον 
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συντελεστή µεταβλητότητας (CV%) των εµβαδών της κορυφής µετά από 6, 

τουλάχιστον, εγχύσεις. Οι ανωτέρω µετρήσεις έγιναν µε την έγχυση διαλύµατος 

οξικού αιθυλεστέρα 10% µε κινητή φάση ακετονιτρίλιο/Η2Ο 60/40 (ν/ν) και ταχύτητα 

ροής 1 ml/min. Ένα παράδειγµα των αποτελεσµάτων του περιοδικού ελέγχου της 

σταθερότητας της αντλίας εµφανίζεται στον Πίνακα 3. Οι τιµές της απόκλισης 

βρίσκονται πλησίον του ανωτάτου ορίου του 0,5% το οποίο συνίσταται για 

θερµοστατούµενη στήλη [238]. Στην προκειµένη περίπτωση, όµως, η θερµοκρασία 

της ανάλυσης ήταν αυτή του περιβάλλοντος (22-240 C) γεγονός που ερµηνεύει την 

ύπαρξη µικρών αποκλίσεων οι οποίες δεν οφείλονται στην σταθερότητα της αντλίας 

αλλά στις διακυµάνσεις της θερµοκρασίας. 

Για την έκλουση των µεταβολιτών της καφεΐνης χρησιµοποιήθηκαν ως κινητή 

φάση δύο διαλύτες µε βαθµιδωτή διαδικασία, σύµφωνα µε το πρόγραµµα ροής το 

οποίο εµφανίζεται στον Πίνακα 4. Ο διαλύτης Α απετελείτο από 0,1% οξικό 

οξύ/µεθανόλη/ακετονιτρίλιο, σε αναλογίες όγκων 92/4/5 και ο διαλύτης Β από 0,1% 

οξικό οξύ/µεθανόλη, σε αναλογίες όγκων 60/40. Η προσθήκη του οξικού οξέος 

ενδείκνυται για την περαιτέρω µείωση της επίδρασης των, ελαχίστων, ελεύθερων 

σιλανολών καθώς σε χαµηλό pH µειώνεται ο ιονισµός των σιλανολών και όλες οι 

ανεπιθύµητες, εξαιτίας τους, δράσεις που έχουν προαναφερθεί. 

Ο διαλελυµένος στην κινητή φάση αέρας αποµακρυνόταν συνεχώς µέσω της εν 

σειρά χρήσης ενός ηλεκτρικού απαερωτή δηµιουργίας κενού (Alltech Associates Inc., 

Deefield IL, ΗΠΑ). Η πρόσληψη και η ανάλυση των αναλογικών/ψηφιακών 

δεδοµένων έγινε µε την χρήση του λογισµικού προγράµµατος Chrom & Spec 

(Ampersand Ltd, Ρωσία). 

 

2.1.3. Προετοιµασία προτύπων διαλυµάτων 

Τα πυκνά διαλύµατα της καφεΐνης καθώς και καθενός από τους µεταβολίτες 

της ξεχωριστά, παρασκευάστηκαν σε συγκέντρωση 5 mM το καθένα. Συγκεκριµένα, 

τα διαλύµατα της καφεΐνης (137Χ), της 137U, της 13Χ, της 17Χ και του 13U 

παρασκευάστηκαν µε διάλυση των αντιστοίχων προτύπων ουσιών σε υπερκαθαρό 

ύδωρ. Τα διαλύµατα της 37Χ, του17U, του 37U και του 3U σε 2,5 mM NaOH. Τα 

διαλύµατα της 1X, της 3X, της 7X, του 1U και του 7U σε 5,0 mM NaOH. Τα 

διαλύµατα της AFMU και του εσωτερικού προτύπου (4-ακεταµιδοφαινόλη, 10mM) 

παρασκευάστηκαν σε 0,1% οξικό οξύ. Όλα τα διαλύµατα αποθηκεύτηκαν στους -20º 

C. Ένα µίγµα προτύπων µεταβολιτών αποτελούµενο από 1U, 1X, 17U, 17X 
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Πίνακας 3. Μακροχρόνια και βραχυχρόνια σταθερότητα της αντλίας HPLC µετά την 

επαναλαµβανόµενη έγχυση προτύπου διαλύµατος οξικού αιθυλεστέρα 10% µε κινητή 

φάση ακετονιτρίλιο 60%, και ταχύτητα ροής 1 ml/min. 

 

α/α  Χρόνος κατακράτησης κορυφής 

(min) 

Εµβαδόν κορυφής  

(mV*sec) 
1 4,850 117,590 

2 4,850 117,120 

3 4,860 117,210 

4 4,850 117,610 

5 4,870 115,900 

6 4,850 116,910 

ΜΤ±ΤΑ 4,855±0,008 116,950±0,630 

CV% 0,17% 0,54% 

 

 
 

Πίνακας 4. Πρόγραµµα ροής των διαλυτών έκλουσης της καφεΐνης και των 

µεταβολιτών της. 

 
Χρόνος (min) ∆ιαλύτης Α (%) ∆ιαλύτης Β (%) Ταχύτητα ροής (ml/min) 

0 100 0 0,7 

5 100 0 0,7 

5 100 0 1,1 

15 100 0 1,1 

15 0 100 1,1 

19 0 100 0,7 

 

∆ιαλύτης Α: 0.1% οξικό οξύ/µεθανόλη/ακετονιτρίλιο (92/4/5, v/v). 

∆ιαλύτης Β: 0.1% οξικό οξύ-µεθανόλη (60/40, v/v) 
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και AFMU σε συγκέντρωση 1 mM παρασκευάστηκε από τα διαλύµατα εργασίας και 

αποθηκεύτηκε στους -200 C. Το pH του µίγµατος των 1U, 1X, 17U και 17X 

ρυθµίστηκε στην τιµή 3,5 µε οξικό οξύ πριν από την προσθήκη του ΑFMU. Το µίγµα 

αυτό των 5 µεταβολιτών χρησιµοποιήθηκε για την παρασκευή των καταλλήλων 

προτύπων µιγµάτων των ανωτέρω µεταβολιτών µε ούρα υγιούς ατόµου τα οποία 

συλλέχτηκαν κατόπιν τετραήµερης αποχής από τροφές και ποτά που περιέχουν 

µεθυλοξανθίνες (blank spiked urine). 

 
2.1.4. Επεξεργασία των δειγµάτων των ούρων  

Μία ποσότητα ούρων 200µl κορέστηκε µε 250 mg θειϊκού αµµωνίου µε σκοπό 

την κατακρήµνιση των ενυπαρχουσών πρωτεϊνών. Στην συνέχεια προστέθηκαν 200 µl 

διαλύµατος οξικού οξέος 0,1% και 20 µl διαλύµατος του εσωτερικού προτύπου. Οι 

µεταβολίτες της καφεΐνης και το εσωτερικό πρότυπο εκχυλίστηκαν από τα ούρα µε 6 

ml διαλύµατος χλωροφορµίου/ισοπροπανόλης σε αναλογία όγκων 85/15 κατόπιν 

ισχυράς αναδεύσεως για 30’’. Στην συνέχεια το µίγµα φυγοκεντρήθηκε για 2  ́στις 

5000 rpm µε σκοπό την διάσπαση του τυχόν δηµιουργηθέντος γαλακτώµατος. Στην 

συνέχεια, η υδατική φάση αποµακρύνθηκε µε την χρήση µίας διαχωριστικής χοάνης 

και η οργανική φάση εξατµίστηκε µέχρι ξηρού µε θέρµανση στους 40º C και 

ταυτόχρονη εφαρµογή ήπιου ρεύµατος αζώτου, καθαρότητος 99,99%. Το στερεό 

υπόλειµµα επαναδιαλύθηκε σε 200 µl οξικού οξέος 0,1%, αναδεύθηκε ισχυρά για 15’’ 

και διηθήθηκε µε πλαστικό φίλτρο σύριγγας διαµέτρου πόρων 0,2 µm. Τέλος, 20 µl 

του διαλύµατος αυτού εγχύθηκαν στη χρωµατογραφική στήλη. Κατά την παρασκευή 

των διαλυµάτων βαθµονόµησης (spiked calibration standards) και των διαλυµάτων 

ποιοτικού ελέγχου (quality controls) 200 µl ούρα ελεύθερα µεθυλοξανθινών 

αναµίχθηκαν µε 200 µl των προτύπων µιγµάτων των 5 µεταβολιτών, σε διάφορες 

συγκεντρώσεις, καθώς και µε 20 µl του διαλύµατος του εσωτερικού προτύπου και 

επεξεργάστηκαν όπως ανωτέρω. 

 

2.1.5. Πιστοποίηση της µεθόδου  

2.1.5.1. Εξειδίκευση 

Η εξειδίκευση της µεθόδου προσδιορίστηκε µε την ανάλυση δειγµάτων ούρων 

ελευθέρων από µεθυλοξανθίνες. Όπως µπορεί να διαπιστωθεί από το 

χρωµατογράφηµα του εκχυλίσµατος των ανωτέρω ούρων δεν υπάρχουν 

αξιοσηµείωτες κορυφές, προερχόµενες από την ύπαρξη ενδογενών στα ούρα ουσιών, 
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οι οποίες να παρεµβάλλονται µε τις κορυφές των AFMU, 1U, 1X, 17U, 17Χ ή του 

εσωτερικού προτύπου (Εικόνα 6Β). 

 

2.1.5.2. Ανάκτηση  

Η απόλυτη ανάκτηση των AFMU, 1U, 1X, 17U, 17Χ και του εσωτερικού 

προτύπου προσδιορίστηκε µε την σύγκριση των υψών των χρωµατογραφικών 

κορυφών των εκχυλισθέντων δειγµάτων βαθµονόµησης σε συγκεντρώσεις 10, 20, 50, 

100, και 200 µΜ µε τα αντίστοιχα ύψη των κορυφών των ανεκχύλιστων προτύπων 

µιγµάτων των ανωτέρω µεταβολιτών στις αυτές συγκεντρώσεις για κάθε ένα 

µεταβολίτη.  

 

2.1.5.3. Γραµµικότητα των καµπυλών βαθµονόµησης 

Οι καµπύλες βαθµονόµησης κατασκευάστηκαν µε σκοπό την εξασφάλιση της 

γραµµικής συσχέτισης µεταξύ των λόγων του ύψους της χρωµατογραφικής κορυφής 

των υπό εξέταση ουσιών προς το ύψος της κορυφής του εσωτερικού προτύπου, 

αφενός, και των προκαθορισµένων συγκεντρώσεων των ανωτέρω µεταβολιτών σε 

ούρα ελεύθερα µεθυλοξανθινών (spiked urine samples). Tα δείγµατα βαθµονόµησης 

σε συγκεντρώσεις 10, 20, 50, 100, και 200 µΜ παρασκευάστηκαν µε την ανάµιξη 

ούρων ελευθέρων από µεθυλοξανθίνες µε πρότυπα µίγµατα των 5 µεταβολιτών στις 

ανωτέρω συγκεντρώσεις και περαιτέρω προσθήκη του εσωτερικού προτύπου. Τα 

δείγµατα βαθµονόµησης εκχυλίστηκαν και αναλύθηκαν µε τη διαδικασία που 

περιγράφηκε προηγουµένως. Μετά το πέρας της ανάλυσης, οι πρότυπες καµπύλες 

βαθµονόµησης κατασκευάστηκαν µε τη χρήση της µεθόδου της γραµµικής 

παλινδρόµησης. 

 

2.1.5.4. Ακρίβεια και επαναληψιµότητα της µεθόδου  

Προκειµένου να προσδιοριστεί η ακρίβεια και η επαναληψιµότητα (accuracy 

and precision) της µεθόδου παρασκευάστηκαν τρία δείγµατα ελέγχου ποιότητας µε 

την ανάµιξη ούρων ελευθέρων από µεθυλοξανθίνες µε ένα πρότυπο διάλυµα 

αποτελούµενο από τους πέντε υπό εξέταση µεταβολίτες και του εσωτερικού προτύπου 

σε χαµηλές (15 µΜ), ενδιάµεσες (75 µΜ) και υψηλές (150 µΜ) συγκεντρώσεις για 

κάθε µεταβολίτη. Η εντός σειράς (intra-day) και µεταξύ σειρών (inter-day) ακρίβεια 

και επαναληψιµότητα της µεθόδου προσδιορίστηκαν µε την χρωµατογραφική 

ανάλυση 6 ταυτόσηµων δειγµάτων ποιοτικού ελέγχου για κάθε συγκέντρωση των 
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µεταβολιτών και τα αποτελέσµατα εµφανίζονται στον Πίνακα 9. Η συγκέντρωση των 

µεταβολιτών σε κάθε δείγµα ποιοτικού ελέγχου επαναπροσδιορίστηκε µέσω των 

εξισώσεων των αντίστοιχων ευθειών γραµµικής παλινδρόµησης. Οι κατ΄ αυτόν τον 

τρόπο υπολογισθείσες συγκεντρώσεις χρησίµευσαν για τον υπολογισµό των 

µεταβολικών λόγων της καφεΐνης των οποίων η ακρίβεια και επαναληψιµότητα 

εµφανίζονται στον Πίνακα 10. 

 

2.1.5.5. Όριο ποσοτικού προσδιορισµού (Limit of Quantitation, LOQ) και όριο 

ανιχνευσιµότητας (Limit of Detection, LOD) 

Τo LOQ της µεθόδου καθορίστηκε ως η ελάχιστη ποσότητα των µεταβολιτών 

της καφεΐνης η οποία είναι δυνατόν να προσδιοριστεί σε ένα δείγµα ούρων µε 

ακρίβεια και επαναληψιµότητα µεγαλύτερη του 85%. Για τον σκοπό αυτό 

παρασκευάστηκαν διαλύµατα των 5 µεταβολιτών της καφεΐνης σε ούρα ελεύθερα 

µεθυλοξανθινών σε διαδοχικά µειούµενες συγκεντρώσεις και έγιναν 5 αναλύσεις για 

κάθε αραίωση. Οι συγκεντρώσεις αυτές επαναπροσδιορίστηκαν από τις πρότυπες 

καµπύλες των µεταβολιτών. Το LOD της µεθόδου, το οποίο ορίζεται ως το τριπλάσιο 

του λόγου του ηλεκτρονικού σήµατος, δηλαδή του ύψους της κορυφής των 

µεταβολιτών προς τον ηλεκτρονικό θόρυβο, ο οποίος υπολογίζεται µε το ύψος των 

παρακείµενων διαταραχών της βασικής γραµµής του χρωµατογραφήµατος, 

προσδιορίστηκε µε την έγχυση προτύπων διαλυµάτων µίγµατος των 5 µεταβολιτών τα 

οποία υπέστησαν διαδοχικές αραιώσεις. 

 

2.1.6. Εθελοντές και πειραµατικό πρωτόκολλο  

Στην παρούσα µελέτη συµµετείχαν 125 υγιείς εθελοντές και 342 ασθενείς 

πάσχοντες από διαφόρων τύπων ηπατικά νοσήµατα οι οποίοι παρακολουθούνταν στο 

εξωτερικό ηπατολογικό ιατρείο του Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Λάρισας.  

Οι υγιείς εθελοντές ήταν φοιτητές και εργαζόµενοι στον χώρο της Ιατρικής 

Σχολής του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας, εργαζόµενοι στο Πανεπιστηµιακό 

Νοσοκοµείο της Λάρισας καθώς και άτοµα του φιλικού περιβάλλοντος. Έγινε 

προσπάθεια για τυχαιοποίηση του δείγµατος καθώς συµπεριλήφθηκαν εθελοντές 

διαφόρων επαγγελµάτων µε ευρύ φάσµα ηλικιών. Κανείς από τους υγιείς εθελοντές 

δεν είχε ιστορικό ηπατικής νόσου και δεν ελάµβανε κάποια φαρµακευτική αγωγή ενώ 

η κατανάλωση αλκοολούχων ποτών ήταν σποραδική και ποτέ µεγαλύτερη των 3 

εβδοµαδιαίως. Οι υγιείς εθελοντές δεν ρωτήθηκαν για το εµβόλιο έναντι του ιού της 
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ηπατίτιδας Β. Καµµία από τις συµµετέχουσες γυναίκες δεν ελάµβανε από του 

στόµατος αντισυλληπτικά ενώ εξαιρέθηκαν από τη µελέτη εθελοντές µε πρόσφατη 

γαστρεντερική αιµορραγία, νεφρική ανεπάρκεια ή σοβαρά καρδιολογικά προβλήµατα. 

Οι ασθενείς µε ηπατίτιδα Β διαιρέθηκαν σε 3 οµάδες:  

α) ανενενεργοί φορείς, µε φυσιολογικές τιµές αµινοτρανσφερασών 6 µήνες, 

τουλάχιστον, πριν την εισδοχή στη µελέτη (n=47),  

β) ασθενείς µε χρόνια ηπατίτιδα Β, ιστολογικώς, ιολογικώς ή βιοχηµικώς 

αποδεδειγµένη (n=29) και  

γ) ασθενείς µε κίρρωση οφειλόµενη σε µόλυνση µε τον ιό της ηπατίτιδας Β, 

διαπιστωµένη κλινικώς ή µέσω βιοψίας (n=50).  

Οι ασθενείς µε ηπατίτιδα C διαιρέθηκαν σε 3, επίσης, οµάδες:  

α) ασθενείς πάσχοντες από ηπατίτιδα C µε φυσιολογικές τιµές 

αµινοτρανσφερασών 6 µήνες, τουλάχιστον, πριν την εισδοχή στη µελέτη (n=9), 

β) ασθενείς µε χρόνια ηπατίτιδα C, ιστολογικώς, ιολογικώς ή βιοχηµικώς 

αποδεδειγµένη (n=27) και  

γ) ασθενείς µε κίρρωση οφειλόµενη σε µόλυνση µε τον ιό της ηπατίτιδας C, 

διαπιστωµένη κλινικώς ή µε βιοψία (n=20).  

Οι ασθενείς µε αλκοολική ηπατοπάθεια διαιρέθηκαν σε 2 οµάδες:  

α) ασθενείς µε αλκοολική ηπατοπάθεια χωρίς κίρρωση (ΑΗΧΚ, n=26) και 

β) ασθενείς µε κίρρωση αλκοολικής αιτιολογίας (n=22) εκ των οπόιων οι 9 

είχαν κλινικώς διαπιστωµένη κίρρωση µε την ύπαρξη ασκίτη ή/και κιρσορραγία ενώ 

οι υπόλοιποι είχαν κίρρωση διαπιστωµένη µέσω βιοψίας. Οι ασθενείς αυτοί απείχαν 

από την κατανάλωση αλκοολούχων ποτών για, τουλάχιστον, 3 εβδοµάδες πρίν την 

είσοδο στη µελέτη. Οι ασθενείς µε Πρωτοπαθή Χολική Κίρρωση (Primary Billiary 

Cirrhosis, PBC, n=35) και Αυτοάνοση Ηπατίτιδα (Αutoimmune Hepatitis, ΑΗ, n=30) 

πληρούσαν τα κλινικά, βιοχηµικά και ανοσολογικά κριτήρια για µία οριστική 

διάγνωση της νόσου. Στη µελέτη συµµετείχαν επίσης και 17 ασθενείς µε Πρωτοπαθή 

Σκληρυντική Χολαγγειΐτιδα (Primary Sclerosing Cholangiitis, PSC) και 30 ασθενείς 

µε µη αλκοολική στεατοηπατίτιδα (Non-alcoholic Steato-hepatitis, NASH). 

Τα δηµογραφικά στοιχεία των υγιών και ασθενών εθελοντών εµφανίζονται 

στον Πίνακα 5 και οι συµβατικές λειτουργικές δοκιµασίες του ήπατος των ασθενών 

εθελοντών στον Πίνακα 6. Ο δείκτης σωµατικής µάζας (Body Mass Index, BMI) 

ορίζεται ως το πηλίκον του βάρους του σώµατος, σε χιλιόγραµµα, προς το ύψος, σε 

µέτρα, υψωµένο στο τετράγωνο (BMI=kg/m2) [239] και είναι ένα µέτρο της 
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σωµατικής διάπλασης. Άλλα µέτρα της σωµατικής διάπλασης είναι το κλάσµα της 

περιφέρειας της µέσης προς την περιφέρεια των ισχίων (Waist-to-Hip ratio, WHR) 

καθώς και η περιφέρεια της µέσης (Waist Circumference, WC). Παρόλο που φαίνεται 

ότι η περιφέρεια της µέσης είναι ο πιο αξιόπιστος δείκτης της κατανοµής του 

λιπώδους ιστού στην περιοχή της κοιλιάς, εντούτοις όλα τα παραπάνω µεγέθη 

σχετίζονται σηµαντικά µε την κατανοµή του σωµατικού λίπους [240]. Στην παρούσα 

µελέτη χρησιµοποιήθηκε ο ΒΜΙ καθώς δεν έγιναν µετρήσεις της περιφέρειας της 

µέσης και του ισχίου. Όλοι οι εθελοντές οι οποίοι συµµετείχαν στην παρούσα µελέτη 

παρείχαν την προφορική συγκατάθεσή τους. Όλοι οι εθελοντές απείχαν από την 

κατανάλωση τροφών και ποτών τα οποία περιέχουν µεθυλοξανθίνες για, τουλάχιστον, 

30 ώρες πριν την δοκιµασία και κατά την διάρκεια αυτής. Επίσης, έγινε διακοπή 

τροφών όπως τα σταυρανθή λαχανικά (κουνουπίδι, µπρόκολο, λάχανο), του χυµού 

γκρέΐπ-φρούτ και των αλκοολούχων ποτών τα οποία επιδρούν στη λειτουργία του 

CYP1A2. Όλοι οι εθελοντές διέκοψαν, επίσης, τυχόν φαρµακευτική αγωγή που 

ελάµβαναν, όπου αυτό ήταν δυνατόν, 48 ώρες πριν την δοκιµασία, ελέγχθηκαν για 

φάρµακα που επάγουν ή αναστέλλουν την λειτουργία του CYP1A2 και, οπωσδήποτε, 

απείχαν από την λήψη παρακεταµόλης. Το πρωί της ηµέρας της δοκιµασίας, µετά την 

έγερση και µετά την κένωση της ουροδόχου κύστης, οι εθελοντές κατανάλωσαν µία 

κάψουλα ζελατίνης η οποία περιείχε 200 mg καφεΐνης (Fluka, Ελβετία). Οι κάψουλες 

δεν περιείχαν λακτόζη και η συσκευασία τους έγινε από εντεταλµένο φαρµακοποιό. 

Μετά την πάροδο 6 ωρών, συλλέχτηκαν µεµονωµένα δείγµατα ούρων σε πλαστικούς 

ουροσυλλέκτες οι οποίοι περιείχαν 200 µl υδροχλωρικού οξέος 6Ν. Τα δείγµατα 

µεταφέρθηκαν αµέσως στο εργαστήριο όπου το pH τους ρυθµίστηκε στην τιµή 3,5 µε 

σκοπό την εξασφάλιση της σταθερότητας του AFMU [241]. Κατόπιν αναδεύσεως, 

ποσότητα 10 ml από τα ούρα αυτά επιµερίστηκε σε ποσότητες του 1 ml και 

αποθηκεύτηκε στους -20º C έως ότου αναλυθεί. 

 

2.1.7. Αναπαραγωγιµότητα της διαδικασίας . 

Η αναπαραγωγιµότητα της διαδικασίας, σε βάθος χρόνου, προσδιορίστηκε µε 

την εφαρµογή της µεθόδου µία φορά εβδοµαδιαίως, για 10 συνεχόµενες εβδοµάδες, σε 

οµάδα υγιών εθελοντών αποτελούµενη από 3 άνδρες και 3 προεµµηνοπαυσιακές 

γυναίκες εκ των οποίων κανείς δεν ήταν καπνιστής. Ένας άνδρας εθελοντής 

συµµορφώθηκε µε τη διαδικασία για 8 συνεχόµενες εβδοµάδες. Η φάση του 

εµµηνορρυσιακού κύκλου δεν ελέγχθηκε στις γυναίκες εθελόντριες καθώς ο παράγων 
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αυτός δεν αποδείχθηκε ότι επηρρεάζει την δραστικότητα των ενζύµων CYP1A2, XO 

και ΝΑΤ-2 [66]. Η δραστικότητα του ενζύµου CYP1A2 προσδιορίστηκε µέσω του 

µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U, του CYP2A6 µέσω των µεταβολικών 

λόγων 17U/17Χ και 17U/(17U+17X), της ΧΟ µέσω των µεταβολικών λόγων 1U/1X 

και 1U/(1U+1X) και της NAT-2 µέσω των µεταβολικών λόγων AFMU/1X και 

AFMU/( AFMU+1U+1X). Στην περίπτωση των τριών τελευταίων ενζύµων, οι 

µεταβολικοί λόγοι µε την µικρότερη διακύµανση σε βάθος χρόνου χρησιµοποιήθηκαν 

στην συνέχεια της µελέτης. 

 

2.1.8. Στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων 

Η στατιστική επεξεργασία των δεδοµένων έγινε µε το λογισµικό πρόγραµµα 

SPSS 9.0. Οι ηλικίες, ο δείκτης σωµατικής µάζας καθώς και τα αποτελέσµατα των 

συνήθων βιοχηµικών εξετάσεων των εθελοντών εκφράστηκαν ως µέση τιµή και 

τυπική απόκλιση. Οι τιµές των µεταβολικών λόγων της καφεΐνης εκφράστηκαν ως 

µέση τιµή και τυπική απόκλιση συνοδευόµενες από τον ενδιάµεσο και το εύρος. Η 

επίδραση της ηλικίας, του φύλου, του καπνίσµατος και του δείκτη σωµατικής µάζας 

στις τιµές των µεταβολικών λόγων διερευνήθηκε µε την χρήση της στατιστικής 

δοκιµασίας της ανάλυσης γραµµικής παλινδρόµησης µε την χρήση του 

υποπρογράµµατος του ανωτέρω λογισµικού «Univariate-General Linear Model» στο 

οποίο ως εξαρτηµένη µεταβλητή τοποθετήθηκε, κατά περίπτωση, ο φυσικός 

λογάριθµος ή η αµετάτρεπτη τιµή του αντίστοιχου µεταβολικού λόγου και ως 

συµπαράγοντες (covariates) το φύλο (0 για τις γυναίκες, 1 για τους άνδρες), η ηλικία 

(απόλυτες τιµές) και το κάπνισµα (0 για τους µη καπνίζοντες, 1 για τους καπνίζοντες). 

Στην συνέχεια, εφαρµόστηκε ένα κατ΄ επιλογήν (custom) µοντέλο ανάλυσης στο 

οποίο, επιπροσθέτως, ελήφθησαν υπόψη και όλες οι πιθανές, ανά δύο, 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ των παραγόντων.  

Οι διαφορές των µέσων τιµών των µεταβολικών λόγων µεταξύ των διαφόρων 

οµάδων των συµµετεχόντων ελέγχθηκαν µε τη χρήση της ανάλυσης διασποράς 

(Univariate Analysis of Variance) ακολουθούµενης από τη διόρθωση Bonferoni για 

πολλαπλές συγκρίσεις, εκεί όπου ανέκυπτε στατιστικώς σηµαντική διαφορά µεταξύ 

των οµάδων. Η ανωτέρω ανάλυση εφαρµόστηκε στις περιπτώσεις εκείνες κατά τις 

οποίες επληρούντο οι συνθήκες της κανονικότητας και των ίσων διασπορών µεταξύ 

των υπό σύγκριση οµάδων. Στην περίπτωση κατά την οποία κάποια από τις δύο αυτές 

συνθήκες δεν ίσχυε, τότε οι διαφορές των µεταβολικών λόγων µεταξύ των οµάδων 
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ελέγχθηκαν µε την σύγκριση των ενδιαµέσων (median) τιµών των µεταβολικών λόγων 

µέσω της µη παραµετρικής δοκιµασίας Kruskall-Wallis ακολουθούµενης από την 

δοκιµασία Μann-Whitney για τις ανά δύο συγκρίσεις µεταξύ των υποοµάδων [242]. 

Η ευαισθησία µίας µεθόδου στην ανίχνευση πιθανής νόσου είναι το µέτρο της 

επίπτωσης των θετικών αποτελεσµάτων σε άτοµα που είναι γνωστό ότι είναι ασθενείς, 

είναι δηλαδή «αληθώς θετικά» και η ειδικότητα είναι το µέτρο της επίπτωσης των 

αρνητικών αποτελεσµάτων σε άτοµα που είναι γνωστό ότι δεν πάσχουν, είναι δηλαδή 

«αληθώς αρνητικά». Η ευαισθησία εκφράζεται µε το λόγο ΑΘ/(ΑΘ+ΨΑ) και η 

ειδικότητα µε τον λόγο ΑΑ/(ΑΑ+ΨΘ), όπου ο όρος ΑΘ υποδηλώνει τα αληθώς θετικά 

αποτελέσµατα, ο όρος ΨΑ τα ψευδώς αρνητικά αποτελέσµατα, ο όρος ΑΑ τα αληθώς 

αρνητικά αποτελέσµατα και ο όρος ΨΘ τα ψευδώς θετικά αποτελέσµατα, µε βάση µία 

τιµή της δοκιµασίας η οποία καθορίζεται ως η οριακή τιµή διάγνωσης. Στην παρούσα 

µελέτη, ως δείκτης της ηπατικής λειτουργίας, επιλέχθηκε η δραστικότητα του 

CYP1A2, ως το πλέον ειδικό ένζυµο του ήπατος, και η οριακή τιµή διάγνωσης της 

ηπατικής νόσου καθορίστηκε ως η διαφορά της µέσης τιµής του φυσικού λογαρίθµου 

των τιµών του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U των υγιών εθελοντών και 

της τυπικής απόκλισης των τιµών αυτών (Mean-1SD) [195]. Η αποτελεσµατικότητα 

της διαδικασίας του µεταβολικού λόγου της καφεΐνης για την διάκριση των 

καταστάσεων της υγείας και της ασθενείας καθώς και οι τιµές αναφοράς ελέγχθηκαν, 

επίσης, µε την δοκιµασία της ανάλυσης καµπύλης ROC (Receiver Operating 

Characteristics). Η ανάλυση αυτή συνίσταται στην εφαρµογή κάποιας διαγνωστικής 

δοκιµασίας σε αριθµό ατόµων που πάσχουν από κάποια ασθένεια και σε άτοµα που 

δεν πάσχουν. Στην συνέχεια επιλέγονται διάφορες οριακές τιµές για να διαχωριστεί η 

ύπαρξη ή η απουσία της ασθένειας και, µε βάση αυτές, υπολογίζονται τα αληθώς 

θετικά καθώς και τα ψευδώς θετικά αποτελέσµατα. Η γραφική παράσταση των 

δεδοµένων αυτών αποτελεί την καµπύλη ROC η οποία απεικονίζει την 

διαπραγµάτευση (tradeoff) µεταξύ της ευαισθησίας και της εξειδίκευσης (η µία 

αυξάνεται εις βάρος της άλλης) [157]. 

Οι συσχετίσεις µεταξύ των τιµών του φυσικού λογαρίθµου του µεταβολικού 

λόγου (AFMU+1U+1X)/17U και των τιµών των συµβατικών λειτουργικών 

δοκιµασιών της ηπατικής λειτουργίας των ασθενών έγιναν µε την δοκιµασία Pearson.  

Η κανονικότητα των κατανοµών των τιµών των µεταβολικών λόγων της 

καφεΐνης ελέγχθηκε µε την δοκιµασία Kolmogorov-Smirnov Z test.  

Ο έλεγχος της διαφοράς των ποσοστών, για διάφορα µεγέθη, µεταξύ των 
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διαφόρων οµάδων των εθελοντών έγινε είτε µε την δοκιµασία χ2  είτε µε την 

δοκιµασία Ζ. 

Οι διαφορές και οι συσχετίσεις θεωρήθηκαν σηµαντικές για επίπεδο 

σηµαντικότητας µικρότερο του 5%. 
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Πίνακας 5. ∆ηµογραφικά χαρακτηριστικά των υγιών και ασθενών εθελοντών 

 Aριθµός 
ατόµων 

Φύλο(Α/Γ) Ηλικία 
MT±ΤΑ 
Eύρος 

BMI 
(kg/m2) 
MT±ΤΑ 

Μη καπνιστές/ 
καπνιστές 

Υγιείς 125 51/74 40,5±14,3 

19-78 

25,7±3,9 82/43 

HBV κίρρωση 50 41/9 59,9±9,3 

33-80 

26,8±4,5 42/8 

Xρόνια HBV 29 18/11 54,1±14,8 

18-75 

26,6±4,6 21/8 

Ανενεργοί φορείς HBV 47 29/18 50,8±12,1 

20-67 

27,3±3,2 30/17 

HCV κίρρωση 20 12/8 57,3±14,8 

32-78 

25,9±4,8 14/6 

HCV χρόνια 36 22/14 45,0±14.4 

19-76 

25,4±3,7 17/19 

Αλκοολική κίρρωση 22 21/1 60,2±10,6 

39-80 

27,0±3,6 10/12 

Αλκοολική ηπατοπάθεια  
χωρίς κίρρωση (Α.Η.Χ.Κ) 

26 25/1 49,4±11,8 

22-69 

27,1±3,8 11/15 

Αυτοάνοσα χολοστατικά 
ηπατικά νοσήµατα (ACLD) 

52 16/36 53.3±11.9 

31-76 

26,4±3.7 39/13 

Αυτοάνοση ηπατίτιδα (ΑΗ) 30 7/23 56,6±14,7 

20-76 

26,3±3,7 27/3 

Μη αλκοολική 
στεατοηπατίτιδα (NASH) 

30 14/16 45,9±11,6 

22-65 

27,8±3,7 22/8 

Σύνολο ασθενών 342 205/137 53,1±13,3 

18-80 

26,5±3,8 233/109 

MT±TA=Μέση Τιµή±Τυπική Απόκλιση, ΒΜΙ=∆είκτης Σωµατικής Μάζας 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 6678 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 6778 

2.2. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
2.2.1. Αποτελέσµατα χρωµατογραφικής ανάλυσης 

Με βάση τις χρωµατογραφικές συνθήκες που εφαρµόστηκαν επιτεύχθηκε 

πλήρης διαχωρισµός και ταυτόχρονος ποσοτικός προσδιορισµός των υπό εξέταση 

µεταβολιτών της καφεΐνης (AFMU, 1U, 1X, 17U και 17Χ) και του εσωτερικού 

προτύπου κατά τη διάρκεια µίας µεµονωµένης χρωµατογραφικής ανάλυσης (single 

run) χωρίς παρεµβολές από την καφεΐνη, τους κύριους και δευτερεύοντες µεταβολίτες 

της ή από διάφορα συστατικά του βιολογικού υποστρώµατος των ούρων (Εικόνες 6Α 

και 6Β). Η διαδικασία της βηµατικής βαθµιδωτής έκλουσης, µε την χρήση δύο 

διαλυτών µε διαφορετική ισχύ έκλουσης (Πίνακας 4) επέτρεψε τον επαρκή 

διαχωρισµό των µεταβολιτών µέσω ενός συστήµατος RP-HPLC χαµηλού κόστους. Η 

σύσταση του διαλύτη Α βελτιστοποιήθηκε µε αποτέλεσµα οι συντελεστές 

διαχωρισµού (resolution factors) των 5 υπό εξέταση µεταβολιτών και του εσωτερικού 

προτύπου να κυµαίνονται από 1,48 έως 6,31 (Πίνακας 7) οι οποίοι, συγκρινόµενοι µε 

τον ελάχιστο για επαρκή ποσοτικό προσδιορισµό συντελεστή 1,25, επισηµαίνουν τον 

ικανοποιητικό διαχωρισµό των ανωτέρω ουσιών [227]. Στο χρονικό σηµείο των 5΄ από 

την έναρξη της χρωµατογραφικής ανάλυσης η ταχύτητα ροής προσαρµόστηκε από 0,7 

ml/min στα 1,1 ml/min µε αποτέλεσµα οι πέντε υπόψη µεταβολίτες της καφεΐνης 

(AFMU, 1U, 1X, 17U και 17X) να εκλουσθούν σε 15́ , κατά προσέγγιση. Στο χρονικό 

σηµείο των 15́  χρησιµοποιήθηκε ο διαλύτης Β προκειµένου να εκλουσθούν οι 

λιγότερο πολικές ουσίες 137U και καφεΐνη ενώ στο χρονικό σηµείο των 19  ́ η 

ταχύτητα ροής επαναπροσαρµόστηκε σε 0,7 ml/min (Εικόνα 6Α, Πίνακας 4). Κατά τη 

διάρκεια των συνήθων αναλύσεων των δειγµάτων ούρων, όµως, η χρήση του διαλύτη 

Β είναι δυνατόν να παραλειφθεί καθώς το 137U και η καφεΐνη καθεαυτή δεν 

χρησιµοποιούνται στον υπολογισµό της τιµής των, ανωτέρω αναφερθέντων, 

µεταβολικών λόγων. Στην περίπτωση αυτή, µετά την έκλουση της 17Χ και πριν την 

ανάλυση του εποµένου δείγµατος, η στήλη εκπλύνεται µε την έγχυση 3×20 µl 

ακετονιτριλίου 100%. Κατά προσέγγιση, απαιτούνται 20́  για τον χρωµατογραφικό 

διαχωρισµό όλων των µεταβολιτών της καφεΐνης καθώς και της ίδιας της καφεΐνης. 

Αντιπροσωπευτικά χρωµατογραφήµατα ενός δείγµατος ούρων ελεύθερου από 

µεθυλοξανθίνες, ενός µεµονωµένου δείγµατος ούρων ενός υγιούς ατόµου και ενός 

ασθενούς µε µη αντιρροπούµενη κίρρωση, 6 ώρες µετά την κατανάλωση 200 mg 

καφεΐνης εµφανίζονται στην Εικόνα 6Β, Γκαι ∆, αντίστοιχα. Στο χρωµατογράφηµα 

της πρώτης περίπτωσης εµφανίζονται κάποιες ελάσσονες διαταραχές της βασικής 
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γραµµής, προερχόµενες από το βιολογικό υπόστρωµα των ούρων (Εικόνα 6Β), οι 

οποίες, ωστόσο, δεν παρεµβάλλονται στην έκλουση κανενός από τους 5 υπόψη 

µεταβολίτες και του εσωτερικού προτύπου. 

Η µέση απόλυτη ανάκτηση των 5 µεταβολιτών στις διάφορες εξετασθείσες 

συγκεντρώσεις ήταν 73,6%, 65,2%, 94,3%, 91,7%, και 97,5% για τους AFMU, 1U, 

1X, 17U και 17Χ, αντίστοιχα, ενώ η µέση ανάκτηση του εσωτερικού προτύπου ήταν 

91,6%. 

Οι καµπύλες βαθµονόµησης των ανωτέρω µεταβολιτών ήταν γραµµικές σε 

εύρος συγκεντρώσεων από 0-200 µΜ και οι συντελεστές της γραµµικής 

παλινδρόµησης (R2 ) ήταν µεγαλύτεροι από 0,9989 (Πίνακας 8).  

Τα αποτελέσµατα της εντός σειράς (n=6) και µεταξύ σειρών (n=6) 

πιστοποίησης της µεθόδου απεικονίζονται στον Πίνακα 9. Η µέθοδος εµφάνισε εντός 

σειράς συντελεστή µεταβλητότητας µικρότερο του 8,02% ενώ ο αντίστοιχος 

συντελεστής για την µεταξύ σειρών επαναληψιµότητα ήταν µικρότερος του 8,78%. Οι 

τιµές της ακρίβειας της µεθόδου, όσον αφορά στην µέτρηση των 5 µεταβολιτών σε 

όλες τις εξετασθείσες συγκεντρώσεις, κυµάνθηκε από 94,1% έως 106,3%.  

Η συνολική εντός σειράς και µεταξύ σειρών ακρίβεια των τιµών των 

µεταβολικών λόγων (AFMU+1X+1U)/17U, 17U/17X, 1U/(1U+1X) και 

AFMU/(AFMU+1U+1X), όπως αυτές υπολογίσθηκαν από την ανάλυση των 

δειγµάτων ούρων ποιοτικού ελέγχου, κυµάνθηκε από 99,0% έως 105,0% µε 

συντελεστές µεταβλητότητας µεταξύ 0,77% και 9,66% (Πίνακας 10).  

Το όριο ανιχνευσιµότητας προσδιορίστηκε ως 0,08 µΜ, 0,03 µΜ, 0,09 µΜ, 

0,10 µΜ, και 0,17 µΜ για τους ΑFMU, 1U, 1X, 17U και 17X, αντίστοιχα, ενώ το όριο 

ποσοτικού προσδιορισµού προσδιορίστηκε στα 5 µΜ για τους 5 ανωτέρω µεταβολίτες 

µε ακρίβεια µεγαλύτερη του 86% και συντελεστή µεταβλητότητας µικρότερο του 5%, 

µετά από 5 διαδοχικούς προσδιορισµούς [39]. 
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Πίνακας 7. Χρόνοι κατακράτησης και συντελεστές διαχωρισµού της καφεΐνης (137X), 
των 14 µεταβολιτών της και του εσωτερικού προτύπου (I.S.). 
 
Α/Α Μεταβολίτης Χρόνος κατακράτησης 

(min) 

Συντελεστής διαχωρισµού 

(µεταξύ ν, ν+1 κορυφών) 

1 3U 4,89 2,51 

2 AFMU 5,31 2,48 

3 7U 5,79 4,37 

4 7X 6,37 1,59 

5 1U 6,60 1,90 

6+7 3X+37U 6,91+7,01 4,53 

8 1X 7,82 7,88 

9 13U 9,45 1,76 

10 37X 9,88 6,31 

11 I.S. 11,60 5,62 

12 17U 13,45 4,12 

13 17X 15,03 1,48 

14 13X 15,66 9,34 

15 137U 18,35 2,30 

16 137X  18,61 --- 

 

 
Πίνακας 8. Αποτελέσµατα της ανάλυσης γραµµικής παλινδρόµησης για τους 5 
κύριους µεταβολίτες της καφεΐνης στα ούρα. 
 

Εξίσωση ελαχίστων τετραγώνων ψ=α +βχ 

Kαµπύλη R2 α β 

1 AFMU 0,9997 0,0118 0,0117 

2 1U 0,9995 0,0409 0,0096 

3 1X 0,9997 0,0109 0,0049 

4 17U 0,9994 0,0034 0,0047 

5 17X 0,9989 0,0167 0,0026 
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Εικόνα 6. Χρωµατογραφήµατα HPLC: Α: πρότυπο µίγµα της καφεΐνης, 14 µεταβολιτών της (100 µΜ) 
και του εσωτερικού προτύπου. Β: ούρα υγιούς ατόµου ελεύθερα µεθυλοξανθινών. Γ: δείγµα ούρων 
υγιούς ατόµου 6 ώρες µετά από την κατανάλωση 200 mg καφεΐνης. ∆. δείγµα ούρων ατόµου µε µη 
αντιρροπούµενη κίρρωση. 1, 3U; 2, AFMU; 3, 7U; 4, 7X; 5, 1U; 6, 3X; 7, 37U; 8, 1X; 9, 13U; 10, 37X; 
11, IS; 12, 17U; 13, 17X; 14, 13X; 15, 137U; 16, Καφεΐνη (137X). 
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2.2.2. Αναπαραγωγιµότητα της διαδικασίας 

Κατά την διάρκεια της ανάλυσης των δειγµάτων ούρων των υγιών και των 

ασθενών εθελοντών κατασκευάζονταν καµπύλες βαθµονόµησης, µε εύρος 

συγκεντρώσεων 0-200 µΜ, στην αρχή και στο τέλος των αναλύσεων κάθε σειράς 30 

δειγµάτων, ενώ µετρήσεις δειγµάτων ποιοτικού ελέγχου σε χαµηλές (15 µΜ) και 

υψηλές (150 µΜ) συγκεντρώσεις πραγµατοποιούνταν καθηµερινά. Οι µέσες 

συγκεντρώσεις των δειγµάτων ελέγχου χαµηλής συγκέντρωσης ήταν 15,33 µΜ, 16,10 

µΜ, 15,55 µΜ, 15,45 µΜ και 15,22 µΜ µε µεταβλητότητα µεταξύ των ηµερών 6,71%, 

6,52%, 5,98%, 6, 63% και 6,55% για τους µεταβολίτες AFMU, 1U, 1X, 17U και 17X, 

αντίστοιχα. Οι µέσες συγκεντρώσεις των δειγµάτων ελέγχου υψηλής συγκέντρωσης 

ήταν 144,94 µΜ, 143,57 µΜ, 144,88 µΜ, 151,89 µΜ και 147,21 µΜ µε 

µεταβλητότητα µεταξύ των ηµερών 6,06%, 5,67%, 2,99%, 3,86% και 2,49% για τους 

AFMU, 1U, 1X, 17U και 17X, αντίστοιχα (n=30). 

Τα αποτελέσµατα της εφαρµογής της δοκιµασίας της καφεΐνης σε 6 υγιείς 

εθελοντές κατά την διάρκεια των 10 διαδοχικών εβδοµάδων παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 11. Από τα αποτελέσµατα αυτά γίνεται φανερό ότι οι µέσες διακυµάνσεις των 

µεταβολικών λόγων 17U/(17U+17X), 1U/(1U+1X) και AFMU/(AFMU+1U+1X) είναι 

µικρότερες των µέσων διακυµάνσεων των εναλλακτικών λόγων 17U/17X, 1U/1X και 

AFMU/1X και, συνεπώς, προτιµήθηκαν στην συνέχεια της µελέτης, για τον 

προσδιορισµό της δραστικότητας των CYP2A6, XO και NAT-2, αντίστοιχα. 
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2.2.3. Κατανοµή των µεταβολικών λόγων της καφεΐνης σε υγιείς και ασθενείς 

Η κατανοµή συχνοτήτων του φυσικού λογαρίθµου των τιµών του µεταβολικού 

λόγου (AFMU+1U+1X)/17U, αντιπροσωπευτικού της δραστικότητας του CYP1A2, 

προσέγγισε την κανονική, τόσο για τους υγιείς όσο και τους ασθενείς εθελοντές, 

καθώς η µηδενική υπόθεση της κανονικότητας δεν απορρίφθηκε από τη δοκιµασία 

Kolmogorov-Smirnov (p=0,073 και p=0,089, αντίστοιχα) (Εικόνα 7Α).  

Η κατανοµή συχνοτήτων των τιµών του µεταβολικού λόγου 17U/(17U+17X), 

αντιπροσωπευτικού της δραστικότητας του CYP2A6, ήταν, παροµοίως, κανονική 

τόσο για τους 125 υγιείς όσο και για τους 342 ασθενείς (Kolmogorov-Smirnov Z test, 

p=0,499 και p=0,846, αντίστοιχα) (Εικόνα 7Β).  

Η κατανοµή συχνοτήτων των τιµών του µεταβολικού λόγου 1U/(1U+1X), 

αντιπροσωπευτικού της δραστικότητας της οξειδάσης της ξανθίνης, παρουσίασε 

κανονικότητα στους υγιείς (Kolmogorov-Smirnov Z test, p=0,385), ενώ στους 

ασθενείς, παρόλο που η κατανοµή ήταν µονοκόρυφη, η κανονικότητα απορρίφθηκε 

τόσο για τις αµετάτρεπτες τιµές του λόγου όσο και για τον φυσικό λογάριθµο των 

τιµών (Kolmogorov-Smirnov Z test, p=0,005 και p=0,006 αντίστοιχα). Όταν, όµως, 

αφαιρέθηκαν από το δείγµα 4 ιδιαίτερα υψηλές τιµές (1,17% του συνόλου) η 

κατανοµή των αµετάτρεπτων τιµών του λόγου αυτού προσέγγισε την κανονική 

(Kolmogorov-Smirnov Z test, p=0,099). Οι 4 αυτές τιµές ανήκαν σε κιρρωτικούς 

ασθενείς, εκ των οποίων ο ένας µε µη αντιρροπούµενη κίρρωση (Εικόνα 7Γ). 

Η κατανοµή συχνοτήτων των τιµών του µεταβολικού λόγου 

AFMU/(AFMU+1U+1X) παρουσίασε µία εµφανέστατα δικόρυφη κατανοµή, τόσο 

στους υγιείς όσο και στους ασθενείς διαχωρίζοντας, κατ΄ αυτόν τον τρόπο, τους δύο 

αυτούς πληθυσµούς σε δύο υποοµάδες βραδέων και ταχέων ακετυλιωτών τον καθένα 

(Εικόνα 7∆). Η γραφική παράσταση της κατανοµής αυτής στους υγιείς είχε µία 

φαινόµενη τιµή διαχωρισµού 0,22 και αποφασίστηκε ότι άτοµα µε τιµή του ως άνω 

µεταβολικού λόγου µικρότερη ή ίση του 0,22 να ταξινοµηθούν ως βραδείς 

ακετυλιωτές ενώ άτοµα µε τιµές του αυτού µεταβολικού λόγου µεγαλύτερη του 0,22 

να ταξινοµηθούν ως ταχείς ακετυλιωτές. Το ποσοστό των πρώτων ανήλθε στο 59,2% 

(74/125) ενώ το ποσοστό των δευτέρων στο 40,8% (51/125) του συνόλου των υγιών 

εθελοντών ενώ οι επιµέρους κατανοµές των δύο αυτών υποοµάδων ήταν κανονικές 

(Kolmogorov-Smirnov Z test, p=0,101 και p=0,486 άντίστοιχα).  

Η γραφική παράσταση της κατανοµής των τιµών του µεταβολικού λόγου 

AFMU/(AFMU+1U+1X) στους ασθενείς παρουσίασε µία φαινόµενη περιοχή
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διαχωρισµού στην ίδια, κατά προσέγγιση, περιοχή τιµών µε αυτή των υγιών µε 

συνέπεια η τιµή 0,22 να αποτελέσει το όριο του διαχωρισµού των βραδέων και ταχέων 

ακετυλιωτών και στους ασθενείς. Στην περίπτωση αυτή η κατανοµή συχνοτήτων των 

βραδέων ακετυλιωτών δεν ήταν κανονική (Kolmogorov-Smirnov Z test, p=0,013), ενώ 

η λογαριθµική τροποποίηση των τιµών αυτών προσέγγισε την κανονικότητα 

(Kolmogorov-Smirnov Z test, p=0,396) µε το 57,0% (195/342) των ασθενών να 

χαρακτηρίζονται ως βραδείς ακετυλιωτές. Η κατανοµή συχνοτήτων, αντίθετα, των 

τιµών του µεταβολικού λόγου AFMU/(AFMU+1U+1X) στους ταχείς ακετυλιωτές 

ήταν κανονική, χωρίς λογαριθµική τροποποίηση (Kolmogorov-Smirnov Z test, 

p=0,058) µε το 43,0% (147/342) των ασθενών να χαρακτηρίζονται ως ταχείς 

ακετυλιωτές. Τα ποσοστά αυτά δεν είχαν στατιστικώς σηµαντική διαφορά µε τα 

αντίστοιχα των υγιών (χ2 test, p=0,751). 

 

2.2.4. Συσχέτιση των µεταβολικών λόγων της καφεΐνης και των συµβατικών 

λειτουργικών δοκιµασιών της ηπατικής λειτουργίας στους ασθενείς (LFTs) 

Η συσχέτιση µεταξύ του φυσικού λογαρίθµου του µεταβολικού λόγου 

(AFMU+1U+1X)/17U και των συµβατικών δοκιµασιών της ηπατικής λειτουργίας των 

ηπατοπαθών εµφανίζεται στον Πίνακα 12. Ο φυσικός λογάριθµος του λόγου αυτού 

παρουσίασε µικρού βαθµού, πλην όµως στατιστικώς σηµαντική, θετική συσχέτιση µε 

τις τιµές της αλβουµίνης στους κιρρωτικούς καθώς και σηµαντική θετική συσχέτιση 

στο σύνολο των ασθενών µε συντελεστές Pearson 0,199 (p=0,040) και 0,200 

(p<0,001), αντίστοιχα. Ο ίδιος λόγος παρουσίασε της αυτής τάξης µεγέθους αρνητική 

συσχέτιση µε τις τιµές του INR στους κιρρωτικούς και στο σύνολο των ασθενών µε 

συντελεστές Pearson -0,193 (p=0,045) και -0,230 (p<0,001), αντίστοιχα. Ο δείκτης 

INR µετρά την εξωτερική οδό της πήξης του αίµατος και επινοήθηκε ως εναλλακτική 

µέτρηση για τον χρόνο προθροµβίνης. Ο χρόνος προθροµβίνης, ο οποίος είναι ο χρόνος 

της πήξης του αίµατος µετά από προσθήκη ιστικού παράγοντα (παράγοντας ΙΙΙ ή 

θροµβοπλαστίνη) και ιόντων ασβεστίου, µετρά την συνδυασµένη δράση των 

παραγόντων της πήξης ΙΙ (προθροµβίνη), V, VII, X και του ινωδογόνου οι οποίοι 

παράγονται στο ήπαρ [243]. Το INR είναι ο λόγος του χρόνου προθροµβίνης του 

δείγµατος του ασθενούς προς ένα δείγµα ελέγχου, υψωµένο στη δύναµη της τιµής ISI 

(International Sensitivity Index), για το δείγµα ελέγχου που χρησιµοποιήθηκε 

[INR=(PTpatient/PTnormal)ISI]. Κάθε κατασκευαστής δίνει την τιµή ISI για τον ιστικό 

παράγοντα που κατασκευάζει και η τιµή αυτή υποδηλώνει την 
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σύγκριση της συγκεκριµένης παρτίδας του ιστικού παράγοντα µε ένα διεθνώς 

προτοτυποποιηµένο από την WHO δείγµα. Οι τιµές του ISI κυµαίνονται από 1,0-1,4 

εξαιτίας των διαφορών µεταξύ των διαφόρων παρτίδων και των διαφορετικών 

κατασκευαστών του ιστικού παράγοντα και κατά συνέπεια το INR επινοήθηκε για να 

προτυποποιήσει τα αποτελέσµατα [244, 245]. 

Της αυτής τάξης µεγέθους συσχέτιση παρατηρήθηκε και µε την ολική 

χολερυθρίνη όπου προσδιορίστηκαν, για µεν τους κιρρωτικούς, οριακά σηµαντική 

συσχέτιση µε συντελεστή Pearson -0,186 (p=0,053) και για το σύνολο των ασθενών µε 

συντελεστή Pearson -0,174 (p=0,001). Στη συνέχεια παρατηρήθηκε σηµαντική θετική 

συσχέτιση του λόγου αυτού µε την αιµοσφαιρίνη τόσο στους κιρρωτικούς όσο και 

στους µη κιρρωτικούς ασθενείς καθώς και στο σύνολο των ασθενών µε συντελεστές 

Pearson 0,280 (p=0,003), 0,220 (p<0,001) και 0,278 (p<0,001), αντίστοιχα. ∆εν 

παρατηρήθηκε στατιστικώς σηµαντική συσχέτιση µεταξύ του ανωτέρω λογαρίθµου 

και των τιµών της ουρίας, της συνολικής πρωτεΐνης, της αµινοτρανφεράσης της 

αλανίνης, της αµινοτρανφεράσης του ασπαραγινικού, της αλκαλικής φωσφατάσης και 

της γ-γλουταµυλ-τρανφεράσης στις ανωτέρω οµάδες των ασθενών. 

Ο µεταβολικός λόγος 1U/(1U+1X) παρουσίασε µικρού βαθµού, αλλά 

στατιστικώς σηµαντική, θετική συσχέτιση µε τις τιµές τις ουρίας µε συντελεστές 

Pearson 0,242 (p=0,012), 0,152 (p=0,024) και 0,204 (p<0,001) στους κιρρωτικούς, 

στους µη κιρρωτικούς και στο σύνολο των ασθενών, αντίστοιχα. Ο ίδιος λόγος 

παρουσίασε µικρού βαθµού αρνητική συσχέτιση µε τις τιµές της αλβουµίνης µε 

συντελεστές Pearson r=-0,173 (p=0,011) και r=-0,155 (p=0,005) στους µη 

κιρρωτικούς και στο σύνολο των ασθενών, αντίστοιχα. ∆εν παρατηρήθηκαν άλλες 

σηµαντικές συσχετίσεις του ανωτέρω λόγου µε τις υπόλοιπες βιοχηµικές δοκιµασίες 

των ηπατοπαθών. ∆εν παρατηρήθηκαν, επίσης, σηµαντικές συσχετίσεις των 

µεταβολικών λόγων των αφορώντων στην λειτουργία του CYP2A6 και της NAT-2 µε 

κάποια βιοχηµική παράµετρο των ασθενών, επιβεβαιώνοντας την ιστική εξειδίκευση 

της µεθόδου της δοκιµασίας της καφεΐνης για τη λειτουργικότητα του ήπατος 

CYP1A2. 

 
 
 
 

 Κιρρωτικοί (n=109) Μη κιρρωτικοί (n=233) Σύνολο (n=342) 
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Πίνακας 12. Συσχέτιση µεταξύ του Ln[(AFMU+1U+1X)/17U] και των συµβατικών 
δοκιµασιών της ηπατικής λειτουργίας (LFTs) στους ηπατοπαθείς.

∆οκιµασία Συν/στής 

Pearson (r) 

p Συν/στής 

Pearson (r) 

p Συν/στής 

Pearson (r) 

p 

INR -0,193 0,045 -0,109 0,111 -0,230 <0,001 

Αλβουµίνη 0,199 0,040 0,057 0,402 0,200 <0,001 

Ολική χολερυθρίνη -0,186 0,053 -0,005 0,941 -0,174 0,001 

Λευκά αιµοσφαίρια 0,180 0,063 0,168 0,011 0,214 <0,001 

Αιµοσφαιρίνη 0,280 0,003 0,222 <0,001 0,278 <0,001 

Αιµοπετάλια 0,246 0,010 0,034 0,617 0,236 <0,001 

Ουρία 0,080 0,405 0,004 0,955 0,013 0,817 

AST 0,074 0,447 -0,072 0,284 -0,041 0,461 

ALT 0,149 0,126 0,069 0,302 0,057 0,300 

ALP -0,074 0,449 0,058 0,390 -0,011 0,845 

γ-GT -0,068 0,482 -0,029 0,664 -0,061 0,267 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 79

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 80
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 81

2.2.5. Επίδραση της ηλικίας, του φύλου, του καπνίσµατος και του δείκτη 

σωµατικής µάζας (BMI) στη δραστικότητα των CYP1A2, CYP2A6, XO και 

NAT-2 

Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης γραµµικής παλινδρόµησης για τα CYP1A2, 

CYP2A6, XO και NAT-2 παρουσιάζονται στον Πίνακα 13. ∆εν ανέκυψε στατιστικώς 

σηµαντική επίδραση του φύλου, της ηλικίας ή του δείκτη σωµατικής µάζας στην 

διακύµανση των τιµών του φυσικού λογαρίθµου του µεταβολικού λόγου 

(AFMU+1U+1X)/17U, αντιπροσωπευτικού της δραστικότητας του CYP1A2, στο 

δείγµα των 125 υγιών εθελοντών που συµµετείχαν στην µελέτη. Το κάπνισµα είχε, 

στατιστικώς σηµαντική, θετική επίδραση στη δραστικότητα του CYP1A2, ενώ οι ανά 

δύο αλληλεπιδράσεις των τεσσάρων αυτών παραγόντων δεν είχαν κάποια σηµαντική 

επίδραση στη δραστικότητα του ενζύµου. Κατόπιν τούτου, και µε σκοπό την σύγκριση 

της δραστικότητας του CYP1A2 µεταξύ υγιών και ασθενών, αποφασίστηκε να 

διαχωριστούν οι συµµετέχοντες στην µελέτη εθελοντές σε δύο µείζονες κατηγορίες, 

αυτές των µη καπνιστών και των καπνιστών. Ο διαχωρισµός αυτός επέτρεψε τον 

σαφέστερο προσδιορισµό της επίπτωσης της ηπατικής νόσου στην λειτουργικότητα 

του ήπατος καθώς το CYP1A2 εντοπίζεται αποκλειστικά στο ήπαρ και η επαγωγή του 

από το κάπνισµα θα επέφερε συσκότιση όσον αφορά στην εκτίµηση του λειτουργικού 

ενζυµικού µικροσωµιακού αποθέµατος κατά την ηπατική νόσο. 

Όσον αφορά το CYP2Α6, η ανάλυση της γραµµικής παλινδρόµησης δεν 

αποκάλυψε καµία στατιστικώς σηµαντική επίδραση του φύλου, της ηλικίας και του 

δείκτη σωµατικής µάζας στις τιµές του µεταβολικού λόγου 17U/(17U+17X), ενώ το 

κάπνισµα είχε στατιστικώς σηµαντική αρνητική επίδραση. Η αλληλεπίδραση, ανά 

δύο, των τεσσάρων αυτών παραµέτρων δεν είχε καµία επίδραση στο γραµµικό 

µοντέλο. 

Όσον αφορά την ΧΟ, η ανάλυση της γραµµικής παλινδρόµησης δεν 

αποκάλυψε καµία στατιστικώς σηµαντική επίδραση του φύλου, της ηλικίας, του 

καπνίσµατος, του δείκτη σωµατικής µάζας και των αλληλεπιδράσεων τους στις τιµές 

των µεταβολικών λόγων 1U/(1U+1X). 

Παροµοίως, η δραστικότητα της ΝΑΤ-2, προσδιορισθείσα µέσω του 

µεταβολικού λόγου AFMU/(AFMU+1U+1X), δεν δείχθηκε να επηρεάζεται από τους 

παραπάνω παράγοντες και την αλληλεπίδρασή τους, τόσο στους βραδείς όσο και 

στους ταχείς ακετυλιωτές. 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 82

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 83

2.2.6. Επίδραση της ηπατικής νόσου στην δραστικότητα των ενζύµων  

2.2.6.1. Επίδραση της ηπατικής νόσου στην δραστικότητα του CYP1A2 

Η επίδραση της ηπατικής νόσου, διαφόρου αιτιολογίας, στην δραστικότητα 

του CYP1A2 παρουσιάζεται στον Πίνακα 14 όπου τόσο οι υγιείς όσο και οι ασθενείς 

έχουν διαχωριστεί σε δύο µείζονες κατηγορίες, σε σχέση µε το κάπνισµα. Η µη 

παραµετρική ανάλυση Kruskal-Wallis rank test απεκάλυψε την ύπαρξη σηµαντικών 

διαφορών µεταξύ των διαµέσων τιµών του µεταβολικού λόγου στις διάφορες οµάδες 

των εθελοντών, τόσο στους µη καπνιστές (p<0,001) όσο και στους καπνιστές 

(p<0,05). Οι επιµέρους, ανά δύο συγκρίσεις µε την δοκιµασία Μann-Whitney έδειξαν 

ότι οι διάµεσες τιµές του µεταβολικού λόγου του CYP1A2 ήταν µειωµένες στο 

σύνολο των ηπατοπαθών, τόσο για τους τους µη καπνιστές (2,56; p<0,001) όσο και 

για τους καπνιστές (4,29; p=0,067), σε σχέση µε τους υγιείς µη καπνιστές (3,26) και 

υγιείς καπνιστές (5,28), αντίστοιχα, παρόλο που µόνον στην περίπτωση των µη 

καπνιστών υπήρξε στατιστική σηµαντικότητα. Όσον αφορά στην κατηγορία των µη 

καπνιστών, η δραστικότητα του CYP1A2 ήταν στατιστικώς σηµαντικά µειωµένη, σε 

σχέση µε τους υγιείς µη καπνιστές, στους ηπατοπαθείς µε ηπατίτιδα HBV αιτιολογίας 

(2,72; p<0,001), HCV αιτιολογίας (2,23; p<0,001), στο σύνολο των ασθενών ιογενούς 

αιτιολογίας (2,68; p<0,001), στους ασθενείς αλκοολικής αιτιολογίας (2,19; p<0,001), 

στους ασθενείς µε αυτοάνοση ηπατίτιδα (2,18; p<0,001), µε NASH (2,63; p<0,01) και 

µε αυτοάνοσα χολοστατικά νοσήµατα (2,34; p<0,001) τα οποία αποτελούνται από την 

PBC και PSC, καθώς και στο σύνολο των ασθενών µη ιογενούς αιτιολογίας (2,43; 

p<0,001). Από την περαιτέρω κατάτµηση των οµάδων έγινε φανερό ότι µόνον οι 

κιρρωτικοί HBV αιτιολογίας (2,49; p<0,001), HCV αιτιολογίας (1,93; p<0,001) και 

αλκοολικής αιτιολογίας (1,91; p<0,001) είχαν σηµαντικά µειωµένη δραστικότητα του 

CYP1A2, σε σχέση µε τους υγιείς, ενώ από τους ασθενείς µε αυτοάνοση ηπατίτιδα και 

αυτοάνοσα χολοστατικά νοσήµατα τόσο οι κιρρωτικοί (αυτ. ηπατ. 2,05; p<0,001-αυτ. 

χολοστ. νοσηµ. 1,98; p<0,001) όσο και οι µη κιρρωτικοί (αυτ. ηπατ. 2,45; p<0,001-

αυτ. χολοστ. νοσηµ. 2,48; p<0,001) είχαν σηµαντικά µειωµένη δραστικότητα του 

CYP1A2, σε σχέση µε τους υγιείς. 

Όσον αφορά τους καπνιστές, η δραστικότητα του CYP1A2 ήταν στατιστικώς 

σηµαντικά µειωµένη, σε σχέση µε τους υγιείς καπνιστές (5,28), στο σύνολο των 

ασθενών µε αλκοολική ηπατοπάθεια (3,68; p<0,001) και συγκεκριµένα στους 

κιρρωτικούς (3,09; p<0,05) και στους µη κιρωτικούς (3,88; p<0,05) της αυτής οµάδας, 

στους ασθενείς µε NASH (3,69; p<0,05), στους ασθενείς µε αυτοάνοσα χολοστατικά 
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νοσήµατα (3,90; p<0,05), στο σύνολο των ασθενών µε µη ιογενή ηπατοπάθεια (3,87; 

p<0,001) τόσο στους κιρρωτικούς (2,64; p<0,001) όσο και στους µη κιρρωτικούς 

(3,91; p<0,001) της συγκεντρωτικής αυτής οµάδας.  

Όσον αφορά στην επίδραση του καπνίσµατος στην δραστικότητα του 

CYP1A2, τόσο οι υγιείς καπνιστές (5,28; p<0,05) όσο και οι ασθενείς καπνιστές (4,29; 

p<0,05) είχαν υψηλότερο ενδιάµεσο του µεταβολικού λόγου του CYP1A2 σε σχέση 

µε τους υγιείς µη καπνιστές (3,26) και τους ασθενείς µη καπνιστές (2,56), αντίστοιχα. 

Επιπλέον, όλες οι επιµέρους υποοµάδες των καπνιστών ασθενών παρουσίασαν 

υψηλότερες ενδιάµεσες τιµές του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U σε σχέση 

µε τους αντίστοιχους µη καπνιστές. Η διαφορά αυτή ήταν στατιστικώς σηµαντική στις 

περισσότερες των περιπτώσεων, ενώ σε εκείνες στις οποίες η διαφορά αυτή δεν ήταν 

σηµαντική αυτό, πιθανότατα, οφείλεται στον µικρό αριθµό των υπαγοµένων σε αυτές 

εθελοντών (Πίνακας 14).  
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Πίνακας 14. Σύγκριση των τιµών του µεταβολικού λόγου του CYP1A2 µεταξύ υγιών  
και ασθενών σε σχέση µε την αιτιολογία της ασθένειας και το κάπνισµα 

 
&p≤0,001 µεταξύ υγιών και συγκεντρωτικών οµάδων ασθενών καθώς και µεταξύ υγιών και 

µερικών οµάδων ασθενών, Kruskal-Wallis rank test 
§p<0,05 µεταξύ υγιών και συγκεντρωτικών οµάδων ασθενών καθώς και µεταξύ υγιών και µερικών 

οµάδων ασθενών, Kruskal-Wallis rank test 
*** p<0,001; ** p<0,01; *p<0,05 σε σχέση µε τους υγιείς εθελοντές;  
¢p<0,05 σε σχέση µε τους µη καπνιστές, Mann-Whitney test  

 
 

  Μη καπνιστές &  Καπνιστές § 

  Ενδιάµεσος Εύρος  Ν Ενδιάµεσος Εύρος  Ν 

Υγιείς εθελοντές  3,26 2,17-5,13 82 5,28 ¢ 2,19-11,15 43 

Ιογενής ηπατίτιδα Σύνολο 2,68*** 1,20-6,03 124 5,19 ¢ 2,22-12,46 58 

 Μη κιρρωτικοί 2,89***  1,52-6,03 68 5,52 ¢ 2,59-12,46 44 

 Κιρρωτικοί 2,36*** 1,20-4,84 56 4,71 ¢ 2,22-7,70 14 

HBV  Σύνολο 2,72*** 1,23-6,03 93 5,10 ¢ 2,59-9,88 33 
 Ανενεργοί 

φορείς 
2,78  1,68-5,13 30 5,98 ¢ 2,59-9,88 17 

 Χρόνιοι 2,97  1,55-6,03 21 4,97 ¢ 2,82-6,00 8 
 Κιρρωτικοί 2,49*** 1,23-4,84 42 4,96 ¢ 3,73-7,46 8 

HCV  Σύνολο 2,23*** 1,20-4,81 31 5,57 ¢ 2,22-12,46 25 
 Μη κιρρωτικοί 2,86  1,52-4,81 17 6,01 ¢ 2,61-12,46 19 
 Κιρρωτικοί 1,93*** 1,20-3,06 14 3,60 ¢ 2,22-7,70 6 

Μη ιογενής 
ηπατίτιδα Σύνολο 2,43*** 0,81-7,54 109 3,87*** ¢ 1,59-8,76 51 

 Μη κιρρωτικοί 2,57***  1,24-7,54 85 3,91*** ¢ 1,56-8,76 36 

 Κιρρωτικοί 2,03*** 0,81-3,67 24 2,64*** ¢ 1,80-7,75 15 

Αλκοολική 
ηπατοπάθεια 

Σύνολο 2,19*** 1,31-4,88 21 3,68*** ¢ 1,59-8,32 27 

 Μη κιρρωτικοί 2,98  2,11-4,88 11 3,88* 1,59-8,32 15 
 Κιρρωτικοί 1,91*** 1,31-4,55 10 3,09* ¢ 2,13-7,75 12 

Αυτοάνοση 
ηπατίτιδα 

Σύνολο 2,18*** 0,81-4,80 27 4,14 ¢ 2,43-4,83 3 

 Μη κιρρωτικοί 2,45***  1,69-4,80 16 4,48 4,14-4,83 2 
 Κιρρωτικοί 2,05*** 0,81-2,97 11 2,43  1 

Αυτοάνοσα 
χολοστατικά  
νοσήµατα 

Σύνολο 2,34*** 1,23-4,76 39 3,90* ¢ 1,80-8,76 13 

 Μη κιρρωτικοί 2,48*** 1,23-4,76 36 3,92* ¢ 2,65-8,76 11 
 Κιρρωτικοί 1,98** 1,52-2,18 3 2,83 1,80-3,85 2 

Μη αλκοολική 
στεατοηπατίτιδα  2,63** 1,36-7,54 22 3,69* 1,74-7,26 8 

Ασθενείς σύνολο  2,56***  0,81-7,54 233 4,29 ¢ 1,59-12,46 109 
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Ακολούθως, διερευνήθηκε η επίπτωση της βαρύτητας της ηπατικής νόσου 

στην δραστικότητα του CYP1A2 (Πίνακας 15, Εικόνα 8). Στην κατηγορία των µη 

καπνιστών, το σύνολο των µη κιρρωτικών ασθενών παρουσίασε σηµαντικά 

χαµηλότερη ενδιάµεση τιµή του δείκτη του CYP1A2 (2,71) τόσο σε σχέση µε τους 

υγιείς (3,26; p<0,001) όσο και σε σχέση µε τους ασθενείς µε αντιρροπούµενη κίρρωση 

(2,32; p<0,001). Οι ασθενείς µε αντιρροπούµενη κίρρωση, επίσης, είχαν σηµαντικά 

µειωµένη ενδιάµεση τιµή του δείκτη σε σχέση µε τους υγιείς (p<0,001) ενώ στους 

ασθενείς µε µη αντιρροπούµενη κίρρωση η ενδιάµεση τιµή του δείκτη ήταν 

εµφανέστερα χαµηλότερη (1,90), τόσο σε σχέση µε τους υγιείς (p<0,001) όσο και σε 

σχέση µε τους ασθενείς µε αντιροπούµενη κίρρωση (p<0,05). 

Στην κατηγορία, όµως, των καπνιστών, µόνον οι ασθενείς µε µη 

αντιρροπούµενη κίρρωση (2,56; p<0,01) εµφάνισαν στατιστικώς σηµαντική µείωση 

στη δραστικότητα του CYP1A2 σε σχέση µε τους υγιείς καπνιστές (5,28), ενώ και σε 

αυτήν την περίπτωση, υπήρξε σηµαντική διαφορά µεταξύ των ασθενών αυτών και των 

ασθενών µε αντιρροπούµενη κίρρωση (4,70; p<0,05). 

 
Πίνακας 15. Σύγκριση των τιµών του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U µεταξύ 
υγιών και ασθενών σε σχέση µε την βαρύτητα της ασθένειας  

¢p≤0,001 Kruskal-Wallis rank test µεταξύ υγιών, µη κιρρωτικών ασθενών, ασθενών µε 
αντιρροπούµενη κίρρωση και µη αντιρροπούµενη κίρρωση 
¥p=0,006 Kruskal-Wallis rank test µεταξύ υγιών, µη κιρρωτικών ασθενών, ασθενών µε 
αντιρροπούµενη κίρρωση και µη αντιρροπούµενη κίρρωση  
*** p≤0,001, ** p<0,01 σε σύγκριση µε τους υγιείς εθελοντές, Mann-Whitney test 
≠p<0,05 σε σύγκριση µε την αντιρροπούµενη κίρρωση, Mann-Whitney test  
$p<0,01 σε σύγκριση µε τους µη καπνιστές, Mann-Whitney test 
&p≤0,001 σε σύγκριση µε τους ασθενείς µε αντιρροπούµενη κίρρωση 

 

  Μη καπνιστές ¢  Καπνιστές ¥ 

  Ενδιάµεσος Εύρος n  Ενδιάµεσος Εύρος n 

Υγιείς εθελοντές  3,26 2,17-5,13 82  5,28 $ 2,19-11,15 43 

                  Μη κιρρωτικοί  2,71*** , & 1,24-7,54 153  4,47 $ 1,56-12,46 80 

         Κιρρωτικοί         

Αντιρροπούµενη  

κίρρωση 
 2,32*** 1,20-4,84 68  4,70 $ 2,22-7,74 17 

Μη αντιρροπούµενη 

κίρρωση 
 1,90*** , ≠ 0,81-3,67 12  2,56** ≠ $ 1,80-7,68 12 
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Εικόνα 8. Θηκογράµµατα των τιµών του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U 
στους µη καπνιστές και στους καπνιστές. Υ= υγιείς, ΜΚ= µη κιρρωτικοί, ΑΚ= 
αντιρροπούµενη κίρρωση, ΜΑΚ= µη αντιρροπούµενη κίρρωση, ***p<0,001, 
**p<0,01, σε σχέση µε τους υγιείς, &p<0,001 σε σχέση µε µη κιρρωτικούς,  #p<0,05 
σε σχέση µε αντιρροπούµενη κίρρωση, Mann-Whitney test. 
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2.2.6.2. Επίδραση της ηπατικής νόσου στην δραστικότητα του CYP2A6 

Οι µέσες τιµές (± τυπικές αποκλίσεις) του µεταβολικού λόγου 

17U/(17U+17X) για τους υγιείς, τους κιρρωτικούς και τους µη κιρρωτικούς, µετά από 

προσαρµογή για το κάπνισµα, ήταν 0,604±0,134, 0,538±0,144 και 0,582±0,137, 

αντίστοιχα. Οι τιµές αυτές διέφεραν σηµαντικά µεταξύ τους (Univariate analysis of 

variance, p=0,005) και οι κιρρωτικοί είχαν σηµαντικά χαµηλότερη µέση τιµή από τους 

υγιείς και τους µη κιρρωτικούς (p=0,002 και p=0,022 αντίστοιχα), ενώ οι µη 

κιρρωτικοί δεν διέφεραν από τους υγιείς (p=0,448) (Πίνακας 16). 

Όταν οι ασθενείς διαχωρίστηκαν µε βάση αιτιολογία της νόσου, οι µέσες 

τιµές (± τυπικές αποκλίσεις) του µεταβολικού λόγου, µετά από προσαρµογή για το 

κάπνισµα, ήταν 0,560±0,135 και 0,585±0,139 για τους πάσχοντες από ιογενή και µη 

ιογενή ηπατίτιδα, αντίστοιχα, και δεν παρουσιάστηκε σηµαντική διαφορά µεταξύ 

αυτών των τιµών και της αντίστοιχης των υγιών (Univariate analysis of variance, 

p=0,126) (Πίνακας 16). 

Η µέση τιµή (± τυπική απόκλιση) του ανωτέρω λόγου για το σύνολο των 

ασθενών ήταν 0,569±0,129 και διέφερε σηµαντικά από αυτή των υγιών (Univariate 

Analysis of Variance, p=0,030, µετά από προσαρµογή για το κάπνισµα). 

 

2.2.6.3. Επίδραση της ηπατικής νόσου στην δραστικότητα της ΧΟ 

Οι µέσες τιµές (± τυπικές αποκλίσεις) του µεταβολικού λόγου 1U/(1U+1X) 

για τους υγιείς, τους κιρρωτικούς και τους µη κιρρωτικούς ήταν 0,528±0,057, 

0,548±0,103 και 0,544±0,054, αντίστοιχα. Η διερεύνηση των διασπορών των 

δειγµάτων αυτών, όµως, απεκάλυψε ότι αυτές διέφεραν σηµαντικά µεταξύ τους 

(Levene’s test, F=21,82, p≤0,001). Προκειµένου, λοιπόν, να γίνει σύγκριση της 

δραστικότητας της ΧΟ στις ανωτέρω οµάδες χρησιµοποιήθηκαν οι µη παραµετρικές 

δοκιµασίες Kruskall-Wallis και Mann-Whitney. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι οι 

ενδιάµεσες τιµές (εύρος) για τις τρεις οµάδες ήταν 0,520 (0,390-0,690), 0,550 (0,260-

0,890) και 0,540 (0,400-0,780), αντίστοιχα, οι οποίες διέφεραν σηµαντικά µεταξύ τους 

(K-W test, p=0,010). Περαιτέρω σύγκριση έδειξε ότι τόσο οι κιρρωτικοί όσο και οι µη 

κιρρωτικοί είχαν σηµαντικά υψηλότερες ενδιάµεσες τιµές από τους υγιείς (Μ-W test, 

p=0,019 και p=0,005, αντίστοιχα), ενώ δεν υπήρξε σηµαντική διαφορά µεταξύ των 

δύο οµάδων των ασθενών (Μ-W test, p=0,441).  

Όταν οι ασθενείς διαχωρίστηκαν µε βάση την αιτιολογία της νόσου, οι µέσες 

τιµές (± τυπικές αποκλίσεις) του µεταβολικού λόγου 1U/(1U+1X) ήταν 0,553±0,071 
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και 0,539±0,068 για τους ασθενείς ιογενούς και µη ιογενούς αιτιολογίας, αντίστοιχα. Η 

ανάλυση διασποράς απεκάλυψε ότι υπάρχουν σηµαντικές διαφορές στις µέσες τιµές 

των οµάδων αυτών και του δείγµατος ελέγχου (Univariate analysis of variance, 

p=0,004). Η µέση τιµή για τους ασθενείς ιογενούς αιτιολογίας διέφερε σηµαντικά από 

αυτή των υγιών (Univariate analysis of variance, p=0,004), ενώ η αντίστοιχη των 

ασθενών µη ιογενούς αιτιολογίας δεν διέφερε (Univariate analysis of variance, 

p=0,477). Επίσης, δεν προέκυψε σηµαντική διαφορά µεταξύ των δύο οµάδων των 

ασθενών (Univariate analysis of variance, p=0,157). Η µέση τιµή (± τυπική απόκλιση) 

του ανωτέρω λόγου για το σύνολο των ασθενών ήταν 0,545±0,074  και διέφερε 

σηµαντικά από αυτή των υγιών (Stutent’s t-test, p=0,017, Πίνακας 16). 

Στη συνέχεια, έγινε διερεύνηση της δραστικότητας της ΧΟ εντός της οµάδος 

των κιρρωτικών για να διαπιστωθεί εάν υπάρχει διαφορά µεταξύ των κιρρωτικών 

ιογενούς και µη ιογενούς αιτιολογίας. Οι µέσες τιµές (± τυπικές αποκλίσεις) του 

µεταβολικού λόγου 1U/(1U+1X) για τις υποοµάδες ιογενούς και µη ιογενούς 

κίρρωσης ήταν 0,563±0,088 και 0,533±0,103 αντίστοιχα. Οι διασπορές, όµως, των 

δειγµάτων αυτών και του δείγµατος των υγιών διέφεραν σηµαντικά µεταξύ τους 

(Levene’s test, F=11,88, p≤0,001) και κατά συνέπεια η σύγκριση έγινε µε τις µη 

παραµετρικές δοκιµασίες Kruskall-Wallis και Mann-Whitney. Τα αποτελέσµατα 

έδειξαν ότι οι ενδιάµεσες τιµές (εύρος) για τις τρείς οµάδες ήταν 0,520 (0,39-0,69), 

0,555 (0,40-0,89) και 0,530 (0,29-0,83) αντίστοιχα οι οποίες διέφεραν σηµαντικά 

µεταξύ τους (K-W test, p=0,016). Περαιτέρω σύγκριση έδειξε ότι οι κιρρωτικοί 

ιογενούς αιτιολογίας είχαν σηµαντικά υψηλότερη ενδιάµεση τιµή του ως άνω 

µεταβολικού λόγου από τους υγιείς (M-W test, p=0,004), ενώ οι κιρρωτικοί µη 

ιογενούς αιτιολογίας δεν διέφεραν σηµαντικά από τους υγιείς (M-W test, p=0,669) 

όπως και οι ασθενείς µεταξύ τους (M-W test, p=0,131) (Πίνακας 16α).  

Κατόπιν, έγινε αντίστοιχη διερεύνηση εντός της οµάδας των µη κιρρωτικών 

ασθενών και οι µέσες τιµές (± τυπικές αποκλίσεις) ήταν 0,547±0,053 και 0,541±0,055 

για τους ασθενείς ιογενούς και µη ιογενούς αιτιολογίας, αντίστοιχα, ενώ η ανάλυση 

διασποράς έδειξε ότι υπάρχουν σηµαντικές διαφορές στις τρεις υπό εξέταση οµάδες 

(Univariate analysis of variance, p=0,026). Περαιτέρω συγκρίσεις έδειξαν ότι οι 

ασθενείς ιογενούς αιτιολογίας είχαν σηµαντικά υψηλότερη τιµή του µεταβολικού 

λόγου από τους υγιείς (p=0,027), ενώ δεν υπήρξε σηµαντική διαφορά µεταξύ υγιών 

και ασθενών µη ιογενούς αιτιολογίας (p=0,193) καθώς και των δύο οµάδων των 

ασθενών µεταξύ τους (p=1,00) (Πίνακας 16α). 
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2.2.6.4. Επίδραση της ηπατικής νόσου στην δραστικότητα της ΝΑΤ-2 

Η µέση τιµή (± τυπική απόκλιση) για τους βραδείς ακετυλιωτές στην οµάδα 

ελέγχου ήταν 0,105 (0,034) ενώ η µέση τιµή (± τυπική απόκλιση) για την αντίστοιχη 

κατηγορία στους ασθενείς ήταν 0,099±0,038 χωρίς να υπάρξει στατιστικώς σηµαντική 

διαφορά µεταξύ των δύο αυτών τιµών (Student t-test, p=0,276). Η µέση τιµή (±τυπική 

απόκλιση) για τους ταχείς ακετυλιωτές στην οµάδα ελέγχου ήταν 0,380±0,078, ενώ η 

µέση τιµή (± τυπική απόκλιση) για την αντίστοιχη κατηγορία στους ασθενείς ήταν 

0,336±0,079 και, σε αντίθεση µε την προηγούµενη περίπτωση, η διαφορά αυτή ήταν 

στατιστικώς σηµαντική (Student t-test, p≤0,001). 

Στη συνέχεια, ο πληθυσµός των ασθενών εθελοντών διαχωρίστηκε, µε βάση τη 

βαρύτητα της νόσου, σε κιρρωτικούς και µη κιρρωτικούς. Το ποσοστό των βραδέων 

ακετυλιωτών στους πρώτους ήταν 49,5% (54/109) και των ταχέων 50,5% (55/109), 

ενώ τα αντίστοιχα ποσοστά στους µη κιρρωτικούς ήταν 60,5% (141/233) και 39,5% 

(92/233). Τόσο τα ποσοστά αυτά όσο και αυτά των υγιών εθελοντών δεν είχαν 

στατιστικώς σηµαντική διαφορά µεταξύ τους (χ2 test, p=0,147). Τα αποτελέσµατα 

αυτά υποδηλώνουν ότι η εµφάνιση ηπατικής νόσου δεν επιφέρει µεταβολές στο 

ποσοστό µεταξύ των ταχέων και βραδέων ακετυλιωτών. 

Η µέση τιµή (± τυπική απόκλιση) για τους κιρρωτικούς βραδείς ακετυλιωτές 

ήταν 0,111±0,037, ενώ η µέση τιµή (±τυπική απόκλιση) για την αντίστοιχη κατηγορία 

των µη κιρρωτικών ήταν 0,095±0,039. Η σύγκριση των τιµών αυτών µε την 

αντίστοιχη του δείγµατος ελέγχου έδειξε ότι οι οµάδες αυτές δεν διέφεραν σηµαντικά 

µεταξύ τους (Univariate Analysis of Variance, p=0,135). 

Η µέση τιµή (± τυπική απόκλιση) για τους ταχείς ακετυλιωτές κιρρωτικούς 

ήταν 0,334 (0,074) ενώ η µέση τιµή (τυπική απόκλιση) για την αντίστοιχη κατηγορία 

των µη κιρρωτικών ήταν 0,339 (0,078). Οι τιµές αυτές σε συνδυασµό µε αυτή των 

υγιών, διέφεραν σηµαντικά µεταξύ τους (Univariate Analysis of Variance, p=0,003) 

και περαιτέρω συγκρίσεις έδειξαν ότι τόσο η µέση τιµή των κιρρωτικών όσο και αυτή 

των µη κιρρωτικών ήταν στατιστικά χαµηλότερες από αυτή των υγιών (p=0,007 και 

p=0,006 αντίστοιχα) χωρίς να διαφέρουν µεταξύ τους (p=1,00). 

Κατόπιν, έγινε σύγκριση των υποοµάδων των ασθενών εθελοντών µε βάση την 

ιογενή ή µη προέλευση της νόσου. Το ποσοστό των βραδέων ακετυλιωτών στους 

πρώτους ήταν 54,9% (100/182) και των ταχέων 45,1% (82/182), ενώ τα αντίστοιχα 

ποσοστά στους δεύτερους ήταν 59,4% (95/160) και 40,6% (65/160). Τόσο τα ποσοστά 

αυτά όσο και αυτά των υγιών εθελοντών δεν είχαν στατιστικώς σηµαντική διαφορά 
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µεταξύ τους (χ2 test, p=0,650). Η µέση τιµή (± τυπική απόκλιση) του µεταβολικού 

λόγου AFMU/(AFMU+1U+1X) στους ασθενείς ιογενούς αιτιολογίας οι οποίοι ήταν 

βραδείς ακετυλιωτές ήταν 0,100±0,039 και η µέση τιµή (± τυπική απόκλιση) του 

αυτού λόγου στους ασθενείς µη ιογενούς αιτιολογίας µε τον ίδιο φαινότυπο ήταν 

0,098±0,038. Η σύγκριση των τιµών αυτών µε την αντίστοιχη τιµή του δείγµατος 

ελέγχου έδειξε ότι οι οµάδες αυτές δεν διέφεραν σηµαντικά µεταξύ τους (Univariate 

Analysis of Variance, p=0,503). Οι µέσες τιµές για τους ασθενείς µε τον φαινότυπο 

του ταχέως ακετυλιωτή ήταν 0,332±0,073 και 0,341±0,075 για τους ασθενείς ιογενούς 

και µη ιογενούς αιτολογίας, αντίστοιχα. Οι τιµές αυτές σε συνδυασµό µε αυτή των 

υγιών διέφεραν σηµαντικά µεταξύ τους (Univariate Analysis of Variance, p=0,002) 

και ήταν σηµαντικά χαµηλότερες από αυτές των υγιών (p=0,002 και p=0,018, 

αντίστοιχα), ενώ δεν διέφεραν σηµαντικά µεταξύ τους (p=1,00, Πίνακας 16).  
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Πίνακας 16α. ∆ραστικότητα της XO σε κιρρωτικούς και µη κιρρωτικούς ασθενείς 
 

 
**p=0,004 σε σύγκριση µε τους υγιείς, M-W test (Κ-W test, p=0,016) 
*p=0,027 σε σύγκριση µε τους υγιείς, Univariate Analysis of Variance µε διόρθωση 

Bonferroni  
 
 
2.2.7. Εξειδίκευση και ευαισθησία των τιµών του µεταβολικού λόγου 

(AFMU+1U+1X)/17U  

Η εξειδίκευση και η ευαισθησία του µεταβολικού λόγου του σχετικού µε την 

δραστικότητα του CYP1A2, όσον αφορά την διάγνωση της ηπατικής νόσου, 

προσδιορίστηκαν µε βάση τον φυσικό λογάριθµο των τιµών του ανωτέρω λόγου. Πιο 

συγκεκριµένα, η οριακή τιµή διάγνωσης καθορίστηκε ως η µέση τιµή του φυσικού 

λογαρίθµου των τιµών του µεταβολικού λόγου των υγιών µετά την αφαίρεση της 

τυπικής απόκλισης (mean of control values minus 1 SD, Jost et al., 1987). O 

υπολογισµός αυτός έδωσε ως αποτέλεσµα την τιµή ≤ 1,0 για τους µη καπνιστές και 

την τιµή ≤ 1,28 για τους καπνιστές. 

Στην κατηγορία των µη καπνιστών, µε βάση την οριακή τιµή 1,0, 

ταξινοµήθηκαν ορθώς 11 από τους 12 ασθενείς µε µη αντιρροπούµενη κίρρρωση 

(91,7%), 51 από 68 ασθενείς µε αντιρροπούµενη κίρρρωση (75,0%), 62 από τους 80 

ασθενείς µε κίρρωση ανεξαρτήτως βαρύτητας (77,5%), 78 από τους 153 µη 

κιρρωτικούς ασθενείς (51,0%), 127 από τους 203 ασθενείς µε ενεργό νόσο (62,6%), 

δηλαδή το σύνολο των ασθενών εξαιρουµένων των ανενεργών φορέων HBV και 140 

από τους 233 συνολικά ασθενείς (60,1%, Πίνακας 19). Οι συµβατικές λειτουργικές 

δοκιµασίες είχαν µικρότερη ευασθησία στον ορθό χαρακτηρισµό των ασθενών που 

ανήκαν στις αντίστοιχες, ως άνω, οµάδες. Συγκεκριµένα, τα ποσοστά της ορθής 

ταξινόµησης των ασθενών µε βάση τον δείκτη INR ήταν 75,0%, 32,8%, 39,2%, 6,9%, 

20,9% και 18,3% για τους ασθενείς µε µη αντιρροπούµενη κίρρρωση, µε 

αντιρροπούµενη κίρρρωση, µε κίρρωση συνολικά, χωρίς κίρρωση συνολικά, µε  

 Υγιείς 

(n=125) 

 

Κιρρωτικοί (n=109) 

Μέση τιµή ± ΤΑ 

Μη κιρρωτικοί (n=233) 

Μέση τιµή ± ΤΑ 

  Ιογενής 
(n=70) 

Μη ιογενής 
(n=39) 

Ιογενής 
(n=112) 

Μη ιογενής 
(n=121) 

ΜΤ ±ΤΑ  0,528 ± 0,057 0,563 ± 0,088** 0,533 ± 0,103 0,547 ± 0,058 * 0,541 ± 0,052 

∆ιάµ (εύρος) 0,520 (0,39-0,69) 0,555 (0,40-0,89)** 0,530 (0,29-0,83) - - 
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ενεργό νόσο και για το σύνολο των ασθενών, αντίστοιχα, όταν η οριακή τιµή του 

δείκτη αυτού καθορίστηκε στο 1,2. 

Τα αντίστοιχα ποσοστά της δοκιµασίας της αλβουµίνης του ορού ήταν 41,7%,  

15,1%, 19,2%, 3,4%, 10,4% και 9,0%, για τους ασθενείς µε µη αντιρροπούµενη 

κίρρρωση, µε αντιρροπούµενη κίρρρωση, µε κίρρωση συνολικά, χωρίς κίρρωση 

συνολικά, µε ενεργό νόσο και για το σύνολο των ασθενών, αντίστοιχα, όταν η οριακή 

τιµή του δείκτη αυτού καθορίστηκε στα λιγότερα από 3,5 mg/dL. 

O χαρακτηρισµός των ασθενών µε βάση την τιµή της χολερυθρίνης ορού 

υψηλότερης του 1,2 mg/dl ήταν ορθός για το 58,3%, 25,0%, 30,0%, 6,1%, 16,2% και 

14,7% των ασθενών µε µη αντιρροπούµενη κίρρρωση, µε αντιρροπούµενη κίρρρωση, 

µε κίρρωση συνολικά, των ασθενών χωρίς κίρρωση, των ασθενών µε ενεργό νόσο και 

του συνόλου των ασθενών, αντίστοιχα. 

Στην περίπτωση κατά την οποία οι τρείς αυτές συµβατικές δοκιµασίες 

θεωρήθηκαν συνολικά, όταν, δηλαδή, οποιαδήποτε από αυτές ήταν εκτός ορίων σε 

κάποιον εθελοντή, τότε τα ποσοστά της ορθής κατάταξης ανήλθαν στο 83,3%, 50,7%, 

55,0%, 16,3%, 34,2% και 30,3% για τους ασθενείς µε µη αντιρροπούµενη κίρρωση, µε 

αντιρροπούµενη κίρρωση, µε κίρρωση συνολικά, για τους ασθενείς χωρίς κίρρωση 

συνολικά, για του ασθενείς µε ενεργό νόσο και για το σύνολο των ασθενών, 

αντιστοιχα. 

Όταν η οριακή τιµή της µεθόδου του µεταβολικού λόγου της καφεΐνης 

συνδυάστηκε µε τις τρείς συµβατικές λειτουργικές δοκιµασίες του ήπατος, τότε η 

ευαισθησία στην ανίχνευση της ηπατικής νόσου ανήλθε στο 100% για την µη 

αντιρροπούµενη κίρρωση, στο 85,3% για την αντιρροπούµενη κίρρωση, στο 87,5% για 

την κίρρωση γενικώς, στο 58,3% για την ηπατική νόσο χωρίς κίρρωση, στο 72,2% για 

την ενεργό ηπατική νόσο και στο 69,8% για το σύνολο των ηπατοπαθών. 

Στην κατηγορία των καπνιστών, µε βάση την οριακή τιµή 1,28, ταξινοµήθηκαν 

ορθώς 8 από τους 12 ασθενείς µε µη αντιρροπούµενη κίρρρωση (66,7%), 4 από 17 

ασθενείς µε αντιρροπούµενη κίρρρωση (23,5%), 12 από του 29 ασθενείς µε κίρρωση 

ανεξαρτήτως βαρύτητας (41,4%), 19 από τους 80 µη κιρρωτικούς ασθενείς (23,8%) 

και 29 από τους 92 ασθενείς µε ενεργό νόσο (31,5%) και 31 από το σύνολο των 109 

ασθενών (28,4%, Πίνακας 19). Οι συµβατικές λειτουργικές δοκιµασίες είχαν, στις 

περισσότερες περιπτώσεις, µικρότερη ευασθησία στον ορθό χαρακτηρισµό των 

εθελοντών µε ηπατική νόσο για τις ίδιες οµάδες των ασθενών. Συγκεκριµένα, τα 

ποσοστά ευαισθησίας για τον δείκτη INR ήταν 8,3%, 11,8%, 10,3%, 5,7%, 8,2% και 
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7,0% για τους ασθενείς µε µη αντιρροπούµενη κίρρρωση, µε αντιρροπούµενη 

κίρρρωση, για το σύνολο των κιρρωτικών, για το σύνολο των µη κιρρωτικών, για τους 

ασθενείς µε ενεργό νόσο και για το σύνολο των ασθενών, αντίστοιχα. όταν η οριακή 

τιµή του δείκτη αυτού καθορίστηκε στο 1,2. 

Τα αντίστοιχα ποσοστά της δοκιµασίας αλβουµίνης ορού ήταν 16,7%, 5,9%, 

10,3%, 0,0%, 3,5% και 3,0% για τους ασθενείς µε µη αντιρροπούµενη κίρρρωση, µε 

αντιρροπούµενη κίρρρωση, για το σύνολο των κιρρωτικών, για το σύνολο των µη 

κιρρωτικών, για τους ασθενείς µε ενεργό νόσο και για το σύνολο των ασθενών, 

αντίστοιχα. όταν η οριακή τιµή του δείκτη αυτού καθορίστηκε στα λιγότερα από 3,5 

mg/dL. 

O χαρακτηρισµός των ασθενών µε βάση την τιµή της χολερυθρίνης ορού 

υψηλότερης του 1,2 mg/dL ήταν ορθός για το 41,7%, 35,3%, 37,9% ,9,6%, 19,5% και 

14,7% των ασθενών µε µη αντιρροπούµενη κίρρρωση, µε αντιρροπούµενη κίρρρωση, 

για το σύνολο των κιρρωτικών, για το σύνολο των µη κιρρωτικών, για τους ασθενείς 

µε ενεργό νόσο και για το σύνολο των ασθενών, αντίστοιχα. 

Στην περίπτωση κατά την οποία οι τρείς αυτές συµαβατικές δοκιµασίες 

θεωρήθηκαν συνολικά, δηλαδή όταν οποιαδήποτε από αυτές ήταν εκτός ορίων σε 

κάποιον εθελοντή, τότε υπήρξε ορθή κατάταξη σε ποσοστά 41,7%, 52,9%, 48,3%, 

16,4%, 27,4% και 24,4% των ασθενών µε µη αντιρροπούµενη κίρρρωση, µε 

αντιρροπούµενη κίρρρωση, για το σύνολο των κιρρωτικών, για το σύνολο των µη 

κιρρωτικών, για τους ασθενείς µε ενεργό νόσο και για το σύνολο των ασθενών, 

αντίστοιχα.  

Όταν η οριακή τιµή της µεθόδου του µεταβολικού λόγου της καφεΐνης 

συνδυάστηκε µε τις τρείς συµβατικές λειτουργικές δοκιµασίες του ήπατος, τότε η 

ευαισθησία στην ανίχνευση της ηπατικής νόσου ανήλθε στο 75,0% για την µη 

αντιρροπούµενη κίρρωση, στο 64,7% για την αντιρροπούµενη κίρρωση, στο 69,0% για 

την κίρρωση γενικώς, στο 41,2% για την ηπατική νόσο χωρίς κίρρωση, στο 51,7% για 

την ενεργό ηπατική νόσο και στο 47,9% για το σύνολο των ασθενών. 

Η εξειδίκευση του φυσικού λογαρίθµου του αυτού µεταβολικού λόγου, η 

ικανότητα του δηλαδή στον ορθό χαρακτηρισµό των υγιών εθελοντών, ανήλθε στο 

85,4% (70 από 82 υγιείς) για τους µη καπνιστές και στο 86,0% (37 από 43 υγιείς) για 

τους καπνιστές, µε βάση τις οριακές τιµές 1,0 και 1,28 αντίστοιχα. 

Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης της καµπύλης ROC για την διακριτική 

ικανότητα του φυσικού λογαρίθµου του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U 
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παρουσιάζονται στον Πίνακα 17 και στην Εικόνα 9. Όσον αφορά τους µη καπνιστές, 

το εµβαδόν κάτω από την καµπύλη ROC ήταν στατιστικώς σηµαντικά διαφορετικό 

από το 0,5, για όλες τις κλινικές καταστάσεις, φανερώνοντας κατ΄ αυτόν τον τρόπο 

την ικανότητα του µεταβολικού λόγου για διάκριση µεταξύ των ηπατοπαθών και των 

υγιών. Όσον αφορά τους καπνιστές, η ανάλυση της καµπύλης ROC επέδειξε 

σηµαντική διακριτική ικανότητα για τις καταστάσεις της µη αντιρροπούµενης 

κίρρωσης, της κίρρωσης συνολικά και της ενεργού νόσου. 

Στην συνέχεια, διερευνήθηκε η σχέση µεταξύ ευαισθησίας και εξειδίκευσης 

του µεταβολικού λόγου στην ανίχνευση της ηπατικής νόσου µε βάση τις διάφορες 

οριακές τιµές (cut-off points) οι οποίες προέκυψαν από την ανάλυση της καµπύλης 

ROC (Εικόνα 10). Όταν επιλέχτηκαν οριακές τιµές πλησίον αυτών που 

προσδιορίστηκαν µε βάση την διαφορά της µέσης τιµής του φυσικού λογαρίθµου και 

της τυπικής απόκλισης, τότε η εξειδίκευση και η ευαισθησία ήταν ταυτόσηµες για τις 

δύο µεθόδους. Όταν επιλέχτηκαν οριακές τιµές παρακείµενες των προηγουµένων, τότε 

υπήρξε αύξηση της ευαισθησίας εις βάρος της εξειδίκευσης και αντίστροφα (Πίνακας 

18).  

Με σκοπό την αύξηση της ευαισθησίας και µε βάση την ανάλυση της 

καµπύλης ROC επιλέχθηκαν οι εναλλακτικές οριακές τιµές 1,09 και 1,52 για τους µη 

καπνιστές και για τους καπνιστές, αντίστοιχα. Η τιµή 1,09 παρουσίασε αυξηµένη 

ευαισθησία, σε σχέση µε την µέθοδο «LnΜΛ-1 ΤΑ» σε όλες τις περιπτώσεις πλην της 

µη αντιρροπούµενης κίρρωσης ενώ το ίδιο συνέβη και µε τον συνδυασµό της τιµής 

αυτής µε τις συµβατικές λειτουργικές δοκιµασίες, στους µη καπνιστές. Παρόµοια ήταν 

η εικόνα και µε την τιµή 1,52, στους καπνιστές (Πίνακας 19). Η εξειδίκευση των 

τιµών αυτών ήταν 70,7 και 72,0%, στους µη καπνιστές και 72,1% στους καπνιστές 

(Πίνακας18).
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Πίνακας 17. Ανάλυση της καµπύλης ROC για την αποτελεσµατικότητα του φυσικού 
λογαρίθµου του λόγου (AFMU+1U+1X)/17U στην διάκριση µεταξύ υγιών και διαφόρων 
κλινικών καταστάσεων στους ηπατοπαθείς. 

 
  Εµβαδόν κάτω 

από την καµπύλη 
95% δ.ε. p 

Μ
η

 κ
α
π
νι
σ
τ
ές

 

Μη αντιρροπούµε-
νη κίρρωση 

0,924 0,807-1,000 <0,001 

Αντιρροπούµενη 
κίρρωση 

0,833 0,763-0,902 <0,001 

Κίρρωση σύνολο 0,846 0,783-0,909 <0,001 

Μη κίρρωση  
σύνολο 

0,679 0,612-0,746 <0,001 

Ενεργός νόσος 0,766 0,712-0,820 <0,001 

Ασθενείς σύνολο 0,736 0,683-0,790 <0,001 

     

Κ
α
π
ν
ισ
τ
ές

 

Μη αντιρροπούµε-
νη κίρρωση 

0,803 0,638-0,969 0,001 

Αντιρροπούµενη 
κίρρωση 

0,598 0,434-0,762 0,241 

Κίρρωση σύνολο 0,682 0,553-0,814 0,009 

Μη κίρρωση  
σύνολο 

0,564 0,046-0,668 0,243 

Ενεργός νόσος 0,620 0,522-0,717 0,025 

Ασθενείς σύνολο 0,596 0,500-0,691 0,066 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 98 

1-ΕΞΕΙ∆ΙΚΕΥΣΗ (ΠΟΣΟΣΤΟ ΨΕΥ∆ΩΣ ΘΕΤΙΚΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ)

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Ε
Υ
Α
ΙΣ
Θ
Η
Σ
ΙΑ

 (
Π
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Σ
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Ο
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Θ
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 Θ
Ε
Τ
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Ω
Ν
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Π
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Ε
Λ
Ε
Σ
Μ
Α
Τ
Ω
Ν

)

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

ΜΗ ΑΝΤΙΡΡΟΠΟΥΜΕΝΗ ΚΙΡΡΩΣΗ, ΕΜΒΑ∆ΟΝ ΚΑΤΩ ΑΠΟ ΤΗΝ ΚΑΜΠΥΛΗ=0,924, p<0,001
ΚΙΡΡΩΣΗ ΣΥΝΟΛΟ, ΕΜΒΑ∆ΟΝ ΚΑΤΩ ΑΠΟ ΤΗΝ ΚΑΜΠΥΛΗ=0,846, p<0,001
ΑΝΤΙΡΡΟΠΟΥΜΕΝΗ ΚΙΡΡΩΣΗ, ΕΜΒΑ∆ΟΝ ΚΑΤΩ ΑΠΟ ΤΗΝ ΚΑΜΠΥΛΗ=0,833, p<0,001
ΕΝΕΡΓΟΣ ΝΟΣΟΣ, ΕΜΒΑ∆ΟΝ ΚΑΤΩ ΑΠΟ ΤΗΝ ΚΑΜΠΥΛΗ=0,766, p<0,001
ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΣΥΝΟΛΟ, ΕΜΒΑ∆ΟΝ ΚΑΤΩ ΑΠΟ ΤΗΝ ΚΑΜΠΥΛΗ=0,736, p<0,001
ΜΗ ΚΙΡΡΩΣΗ,  ΕΜΒΑ∆ΟΝ ΚΑΤΩ ΑΠΟ ΤΗΝ ΚΑΜΠΥΛΗ=0,679, p<0,001

 
Εικόνα 9. Γράφηµα καµπυλών ROC οι οποίες εµφανίζουν την εξειδίκευση και την 
ευαισθησία του φυσικού λογαρίθµου του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U για 
τις διάφορες καταστάσεις της ηπατικής νόσου και για τις διάφορες οριακές τιµές, στους 
µη καπνιστές. Όσο πλησιέστερη είναι η καµπύλη στο αριστερό και στο επάνω περιθώριο, 
όσο δηλαδή το εµβαδόν προσεγγίζει την µονάδα, τόσο πιο ακριβής είναι η δοκιµασία.
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  ΕΥΑΙΣΘΗΣΙΑ
  ΕΞΕΙ∆ΙΚΕΥΣΗ

ΟΡΙΑΚΗ ΤΙΜΗ ΟΡΙΑΚΗ ΤΙΜΗ

ΟΡΙΑΚΗ ΤΙΜΗΟΡΙΑΚΗ ΤΙΜΗ

 
Εικόνα 10. Γραφήµατα συσχέτισης της Ευαισθησίας και Εξειδίκευσης του φυσικού 
λογαρίθµου του λόγου (AFMU+1U+1X)/17U για τις διάφορες οριακές τιµές που 
προκύπτουν µε βάση την ανάλυση των καµπυλών ROC και για τις διάφορες κλινικές 
καταστάσεις, στους µη καπνιστές. 
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Πίνακας 18. Εξειδίκευση και ευαισθησία του φυσικού λογαρίθµου του λόγου 
(AFMU+1U+1X)/17U για τις διάφορες οριακές τιµές που προκύπτουν από την ανάλυση 
της καµπύλης ROC για τις διάφορες κλινικές καταστάσεις στους ηπατοπαθείς

Μη καπνιστές Καπνιστές 

 Οριακή 

τιµή 

Ευαισθη-

σία 

Εξειδί-

κευση 

Οριακή 

τιµή 

Ευαισθη-

σία 

Εξειδί-

κευση 
Μη αντιρροπού-
µενη κίρρωση 

0,82 83,3 97,6 1,02 58,3 95,3 

1,00 91,7 85,4 1,28 66,7 86,0 

1,30 100 24,4 1,52 83,3 72,1 
       
Αντιρροπούµενη 
κίρρωση 

0,96 70,6 90,2 - - - 

1,00 75,0 85,4 - - - 

1,09 77,9 70,7 - - - 
       
Κίρρωση 
σύνολο 

0,96 72,5 90,2 1,12 34,5 90,7 

1,00 77,5 85,4 1,28 41,4 86,0 

1,09 80,0 70,7 1,52 62,1 72,1 
       
Μη κίρρωση 
σύνολο 

0,96 44,4 90,2 - - - 

1,00 51,0 85,4 - - - 

1,09 63,4 70,7 - - - 
       
Ενεργός νόσος 0,96 57,1 90,2 1,13 22,8 90,7 

1,00 62,6 86,6 1,28 31,5 86,0 

1,09 71,4 72,0 1,52 57,6 72,1 
       
Ασθενείς σύνολο 0,96 54,1 90,2 - - - 

1,00 60,1 85,4 - - - 

1,09 69,1 70,7 - - - 
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Πίνακας 19. Ευαισθησία του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U µε βάση τις 
οριακές τιµές «Ln ΜR#-1 SD.», τις τιµές µε βάση την ανάλυση της καµπύλης ROC και 
των συµβατικών λειτουργικών δοκιµασιών της ηπατικής λειτουργίας (LFTs) 

#ΜR, µεταβολικός λόγος (AFMU+1U+1X)/17U 
*p<0,05, **p<0,01, *** p≤0,001, σε σχέση µε την ευαισθησία των δύο µεθόδων, Ζ test  
†p≤0,001, €p=0,058, §p=0,005 σε σχέση µε την ευαισθησία των 3 LFTs 
$p≤0,001 σε σχέση µε την ευαισθησία της ανάλυσης καµπύλης ROC, Ζ test 
Power: α=0,074, β=0,278, γ=0,0244, δ=0,100, Power: ε=0,410, ζ=0,223, η= 0,381, θ=0,052, 
ι=0,348, κ=0,119, λ=0,261 
 

  % Ευαισθησία 

 ∆είκτες ηπατικής 
λειτουργίας 

Μη αντιρρ. 
κίρρωση 
(n=12) 

Αντιρροπούµενη 
κίρρωση (n=68) 

Κίρρωση 
σύνολο 
(n=80) 

Μη κίρρωση 
σύνολο 
(n=153) 

Ενεργός νόσος 
(n=203) 

Ασθενείς 
σύνολο 
(n=233) 

Μ
η

 κ
α
π
ν
ισ
τ
ές

 

Ln ΜR
#
-1SD (≤1,0) 

ROC (≤1,09) 

91,7 
91,7 

75,0 
77,9 

77,5 
80,0 

51,0 
63,4 

62,6 
71,4 

60,1 
69,1 

INR (>1,2) 75,0
α
 32,8*** 39,2*** 6,9*** 20,9 *** 18,3*** 

Aλβουµίνη 
(<3,5mg/dl) 

41,7* 15,1*** 19,2*** 3,4*** 10,4 *** 9,0*** 

Ολική χολερυθρίνη 
(>1,2 mg/dl) 

58,3
β
 27,9*** 30,0*** 6,1*** 16,2 *** 14,7*** 

INR ή Aλβουµίνη ή 
Ολική χολερυθρίνη 

83,3
γ
 50,7** 55,0** 16,3*** 34,2 ** 30,3*** 

Ln ΜR
#
-1SD ή INR ή 

Aλβουµίνη ή Ολική 
χολερυθρίνη 
 
ROC ή INR ή 
Aλβουµίνη ή Ολική 
χολερυθρίνη 

 

100
δ
 

 
 

100
δ
 

 

85,3
†
 

 
 

86,8
†
 

 

87,5
†
 

 
 

90,0
†
 

 

58,3
†
 

 
 

69,6
†
 

 

72,2
†
 

 
 

78,1
†
 

 

69,8
†
 

 
 

76,3
†
 

  Μη αντιρρ. 
κίρρωση 
(n=12) 

Αντιρρ. κίρρωση 
(n=17) 

Κίρρωση 
σύνολο 
(n=29) 

Μη κίρρωση 
σύνολο (n=80) 

Ενεργός νόσος 
(n=92) 

Ασθενείς 
σύνολο 
(n=109) 

Κ
α
π
ν
ισ
τ
ές

 

Ln ΜR
#
-1SD (≤1,28) 

ROC (≤1,52) 

66,7 
83,3 

23,5 
- 

41,4 
62,1 

23,8 
- 

31,5 
57,6 

28,4 
- 

INR (>1,2) 8,3* 11,8 10,3* 5,7** 8,2** 7,0*** 
Aλβουµίνη(<3,5 mg/dl) 16,7* 5,9 10,3* 0,0 3,5*** 3,0*** 
Ολική χολερυθρίνη 
(>1,2 mg/dl) 

41,7
ε
 35,3 37,9

ι
 9,6* 19,5$ 14,7* 

INR ή Aλβουµίνη ή 
Ολική χολερυθρίνη 

41,7
ε
 52,9 48,3

κ 16,4 29,3$ 24,4 

Ln ΜR
#
-1SD ή INR ή 

Aλβουµίνη ή Ολική 
χολερυθρίνη 
 
ROC ή INR ή 
Aλβουµίνη ή Ολική 
χολερυθρίνη 

 

75,0
ζ
 

 
 
 

83,3
η
 

 

64,7
θ
 

 
 
 
- 

 

69,0
λ
 

 
 
 

75,9
€
 

 

 
41,2§ 

 
 
 
- 

 
51,7§ 

 
 
 

69,7† 

 

 
47,9† 

 
 
 
- 
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2.3. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 
2.3.1 Χαρακτηριστικά της µεθόδου 

Η µέθοδος Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης-Ανάστροφης Φάσης (RP-

HPLC) που αναπτύχθηκε κατά την παρούσα εργασία αποτελεί µία σχετικά απλή 

διαδικασία για τον ταυτόχρονο ποσοτικό προσδιορισµό των κυριωτέρων τελικών 

µεταβολιτών της καφεΐνης στα ούρα, δηλαδή των AFMU, 1U. 1X, 17U και 17X, κατά την 

διάρκεια µίας µεµονωµένης αναλυτικής πράξης, χωρίς παρεµβολές από την καφεΐνη 

καθεαυτή, τους κύριους και δευτερεύοντες µεταβολίτες της ή από το βιολογικό 

υπόστρωµα των ούρων. Η µέθοδος αυτή συνιστά ένα, αναλυτικώς, έγκυρο εργαλείο για 

την εκτίµηση της δραστικότητας των ενζύµων CYP1A2, CYP2A6, XO και NAT-2 στους 

ανθρώπους καθώς, αποδεδειγµένα, παρουσιάζει επαρκή ανάκτηση των µεταβολιτών από 

τα ούρα, µικρή διακύµανση και χαµηλά όρια ανίχνευσης και ποσοτικού προσδιορισµού 

για όλους τους 5 ανωτέρω µεταβολίτες. Οι µεταβολίτες της καφεΐνης απόµονώθηκαν από 

τα ούρα µε εκχύλιση υγρού-υγρού (liquid- liquid extraction) µέσω της χρήσης ενός 

µίγµατος χλωροφορµίου και ισοπροπανόλης σε αναλογίες όγκων 85/15, σύµφωνα µε 

παραλλαγή της µεθόδου των Grant et al., [202]. Η αναλογία αυτή των οργανικών 

διαλυτων είχε την καλύτερη απόδοση, όσον αφορά στην ανάκτηση των µεταβολιτών και 

στην εξάλειψη των παρεµβολών, σε σχέση µε άλλες αναλογίες των ίδιων διαλυτών που 

εξετάστηκαν παράλληλα. Η µέτρια µέση ανάκτηση του 1U (65,2%) οφείλεται, πιθανώς, 

στην µικρή διαλυτότητα της ουσίας αυτής σε χαµηλές τιµές pH [216], αλλά το γεγονός 

αυτό δεν εµπόδισε τον ακριβή ποσοτικό προσδιορισµό του µεταβολίτη στα πλείστα των 

δειγµάτων ούρων που αναλύθηκαν. Το αυτό µίγµα οργανικών διαλυτών έχει, επίσης, 

χρησιµοποιηθεί από άλλους ερευνητές µε διαφορετική αναλογία και µε ποικίλα ποσοστά 

ανάκτησης των µεταβολιτών της καφεΐνης [212 230]. Με σκοπό την αποφυγή της χρήσης 

του τοξικού χλωροφορµίου, οι Rasmussen and Brosen [204] χρησιµοποίησαν το µίγµα 

οξικού αιθυλεστέρα–ισοπροπανόλης, αλλά η εκχύλιση διήρκεσε 10́ , ενώ το µίγµα 

χλωροφορµίου-ισοπροπανόλης απαιτεί µόνον 30́ ΄ ισχυρής ανάδευσης του υπό εκχύλιση 

δείγµατος των ούρων. Έχουν, επίσης, αναφερθεί στην βιβλιογραφία διάφορες µέθοδοι 

εκχύλισης των µεταβολιτών της καφεΐνης µε την χρήση της µεθοδολογίας στερεάς φάσης 

(solid phase extraction) [231, 232, 234]. Οι µέθοδοι αυτές µειώνουν την χρήση των 

οργανικών διαλυτών και παρουσιάζουν ποσοστά ανάκτησης των µεταβολιτών 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 103 

µεγαλύτερα του 90%. Παρόλα αυτά, δεν έχει αναφερθεί κάποια µέθοδος εκχύλισης 

στερεάς φάσης για την ταυτόχρονη εκχύλιση του AFMU και των υπολοίπων µεταβολιτών 

της καφεΐνης ούτε για την µεµονωµένη εκχύλιση του AFMU. 

Η παρούσα µέθοδος RP-HPLC επέτρεψε τον ποσοτικό προσδιορισµό των 

µεταβολιτών AFMU, 1U, 1X, 17U και 17X σε µεγάλο εύρος συγκεντρώσεων (5-200 µΜ). 

Το εύρος αυτό κάλυψε το 88% των αναλυθέντων δειγµάτων, ενώ το υπόλοιπο 12% είχε 

έναν ή περισσοτέρους από τους 5 µεταβολίτες, ελαφρώς, εκτός των ανωτέρω ορίων και 

των οποίων οι συγκεντρώσεις µετρήθηκαν µε αραίωση ή συµπύκνωση των αντιστοίχων 

δειγµάτων και επανάληψη της ανάλυσης. 

Ο χρόνος διαχωρισµού των 5 υπ΄ όψιν µεταβολιτών της καφεΐνης προσέγγισε τα 

15́  και ήταν ο µικρότερος από τις σχετικές µεθόδους που αναφέρονται στην βιβλιογραφία 

[204, 212, 230, 233, 236]. 

 

2.3.2. ∆ιακύµανση της δραστικότητας των CYP1A2, CYP2A6, XO και NAT-2 σε 

σχέση µε τον χρόνο 

Στην παρούσα εργασία έγινε παρακολούθηση της διακύµανσης της δραστικότητας 

των υπό εξέταση ενζύµων σε µία οµάδα 6 υγιών ατόµων (3 άνδρες, 3 

προεµµηνοπαυσιακές γυναίκες) για 10 συνεχόµενες εβδοµάδες, µε µία µέτρηση ανά 

εβδοµάδα. Η µέση διακύµανση του CYP1A2, όπως προσδιορίστηκε µε τον µεταβολικό 

λόγο (ΑFMU+1U+1X)/17U, ήταν 10,5% µε εύρος 7,6-16,7%. Η µέση διακύµανση της 

ΧΟ, όπως προσδιορίστηκε από τους µεταβολικούς λόγους 1U/1X και 1U/(1U+1X), ήταν 

11,0% (εύρος 8,5-13,8%) και 5,3% (εύρος 4,2-6,1%), αντίστοιχα. Η µέση διακύµανση του 

CYP2A6, όπως προσδιορίστηκε από τους µεταβολικούς λόγους 17U/17X και 

17U/(17U+17X) ήταν 47,8%, (εύρος 31,2-61,1%) και 17,4%, (εύρος 11,5-22,6%), 

αντίστοιχα. Ο δεύτερος από αυτούς εµφάνισε σαφώς µικρότερη διακύµανση από τον 

πρώτο και υιοθετήθηκε για τις περαιτέρω συγκρίσεις κατ΄ αντιστοιχίαν µε τον µεταβολικό 

λόγο 1U/(1U+1X), ο οποίος χρησιµοποιήθηκε ως εναλλακτικός του 1U/1X στην 

απεικόνιση της δραστικότητας της ΧΟ. Τέλος, η δραστικότητα της ΝΑΤ-2 

προσδιορίστηκε µε βάση τους µεταβολικούς λόγους AFMU/1X και 

AFMU/(AFMU+1U+1Χ) των οποίων η διακύµανση ήταν διαφορετική για τους βραδείς 

και ταχείς ακετυλιωτές. Συγκεκριµένα, οι βραδείς ακετυλιωτές παρουσίασαν µέση 

διακύµανση 22,8%, (εύρος 10,8-29,2%), και 17,9% (εύρος 10,0-27%) για τους δύο 
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λόγους, αντίστοιχα, ενώ οι ταχείς παρουσίασαν µέση διακύµανση 21,1% (εύρος 14,1-

28,2%) και 9,8% (εύρος 6,0-13,5%) για τους δύο λόγους αντίστοιχα. Αξίζει να σηµειωθεί 

ότι ο φαινότυπος του βραδέος ή ταχέος ακετυλιωτή δεν µεταβλήθηκε σε κανέναν από 

τους εθελοντές κατά την διάρκεια της παρακολούθησης.  

Σε άλλη µελέτη, η διακύµανση των µεταβολικών λόγων (ΑFMU+1U+1X)/17U, 

1U/(1U+1X) και ΑFMU/1Χ, σε µεµονωµένη δειγµατοληψία ούρων 5 ώρες µετά την λήψη 

της καφεΐνης, ήταν 3,1%, 0,8% και 10,2% αντίστοιχα, σε δείγµα 9 υγιών ανδρών, χωρίς 

να γίνει διαχωρισµός µεταξύ βραδέων και ταχέων ακετυλιωτών. Η παρακολούθηση, 

όµως, ήταν µάλλον ελλιπής καθώς περιελάµβανε δύο µόνο δοκιµασίες µε την παρεµβολή 

διαστήµατος µιας εβδοµάδας και έτσι οι τιµές αυτές δεν είναι αντιπροσωπευτικές της 

πραγµατικής διακύµανσης της δραστικότητας των συγκεκριµένων ενζύµων [212].  

∆ύο µόνο επαναλήψεις της δοκιµασίας της καφεΐνης σε 4 υγιή άτοµα 

παρουσίασαν µέση διακύµανση της δραστικότητας του CYP1A2 της τάξεως του 18%, µε 

την χρήση του ίδιου, ως άνω, µεταβολικού λόγου σε συγκεντρωτική συλλογή ούρων 6 

ωρών µετά τη χορήγηση της καφεΐνης [246]. 

Ο ελαφρώς τροποποιηµένος, µεταβολικός λόγος (ΑΑMU+1U+1X)/17U, σε δείγµα 

ολονύκτιας ή 24ωρης συλλογής ούρων, χρησιµοποιήθηκε για τη διερεύνηση της 

βιολογικής µεταβλητότητας του CYP1A2 σε 11 υγιείς λευκούς άνδρες οι οποίοι 

συµµετείχαν σε 4 διαδοχικές µελέτες διαρκείας 8-10 ηµερών η κάθε µία. Στις µελέτες 

αυτές έγινε διερεύνηση της επίδρασης της κατανάλωσης του καφέ, του αλκοόλ και του 

κιρκάδιου ρυθµού στη δραστικότητα του CYP1A2 και βρέθηκε ότι η διακύµανση στη 

δραστικότητα του ενζύµου αυτού, χωρίς την επίδραση των ως άνω παραγόντων, ανήλθε 

στο 17,2%. Στην ίδια µελέτη η διακύµανση του λόγου 1U/(1U+1X), αντιπροσωπευτικού 

της δραστικότητας της ΧΟ, ανήλθε στο 5,0% [127]. 

Σε µία πιο αντιπροσωπευτική µελέτη συµµετείχαν 20 υγιή άτοµα (10 άνδρες και 

10 γυναίκες) οι οποίοι υποβλήθηκαν σε 3 δοκιµασίες της καφεΐνης για 3 συνεχόµενες 

εβδοµάδες. Η δραστικότητα του CYP1A2 προσδιορίστηκε µε τον µεταβολικό λόγο 

17Χ/137Χ σε ένα µεµονωµένο δείγµα ούρων, 5 ώρες µετά την κατανάλωση της καφεΐνης, 

και η µέση διακύµανση ήταν 25,3% µε εύρος 3,0-71,5%. Η παρατηρηθείσα, στην 

περίπτωση αυτή, υπερδιπλάσια σε σχέση µε την παρούσα µελέτη, µέση διακύµανση είναι 

πιθανόν να οφείλεται στην χρήση του µεταβολικού λόγου 17Χ/137Χ του οποίου οι τιµές, 

όπως έχει και προηγουµένως αναφερθεί, επηρεάζονται από τον ρυθµό αποβολής των 
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ούρων. Στην ίδια µελέτη η δραστικότητα της ΝΑΤ-2 εκτιµήθηκε µε τη χρήση του 

µεταβολικού λόγου AFMU/1X και η µέση διακύµανσή του για τους ταχείς ακετυλιωτές 

ήταν 11,6%, µε εύρος 3,3-26,5%, ενώ η µέση διακύµανση για τους βραδείς ακετυλιωτές 

ήταν 16,6% µε εύρος 5,6-34,7%. Οι µικρότερες, σε σχέση µε τον αντίστοιχο µεταβολικό 

λόγο της παρούσας εργασίας, διακυµάνσεις αυτές ενδέχεται να οφείλονται στην 

µικρότερη διάρκεια παρακολούθησης, αφενός, και σε µεθοδολογικούς και άλλους 

αστάθµητους παράγοντες, αφετέρου, καθώς παρατηρήθηκε και αλλαγή του φαινοτύπου 

της Ν-ακετυλίωσης σε 4 άτοµα. Και στις δύο εργασίες, όµως, η µέση διακύµανση που 

παρατηρήθηκε στους ταχείς ακετυλιωτές ήταν µικρότερη από αυτή των βραδέων [247]. 

H διακύµανση, σε βάθος χρόνου, των CYP1A2, ΧΟ και ΝΑΤ-2 διερευνήθηκε 

επίσης και σε µελέτη µε τη συµµετοχή 10 ανδρών και 8 προεµµηνοπαυσιακών γυναικών, 

όλων µη καπνιστών, οι οποίοι υποβλήθηκαν στη δοκιµασία της καφεΐνης για 3 µήνες µε 

επανάληψη της δοκιµασίας ανά 14 ηµέρες. Στην δοκιµασία χρησιµοποιήθηκαν οι 

µεταβολικοί λόγοι (ΑFMU+1U+1X)/17U για το CYP1A2, 1U/1X και 1U/(1U+1X) για 

την ΧΟ και AFMU/1X, AFMU/(1U+1X) και AFMU/(AFMU+1U+1X), για την ΝΑΤ-2, 

σε ολονύκτια συλλογή ούρων. Η µέση διακύµανση για το CYP1A2 ήταν 19,63% µε εύρος 

4,53-49,3%, χωρίς να παρατηρηθεί σηµαντική διαφορά µεταξύ ανδρών και γυναικών ούτε 

µεταξύ των φάσεων του εµµηνορρυσιακού κύκλου στις γυναίκες. Όσον αφορά τα δύο 

άλλα ένζυµα, αναφέρεται ότι οι µεταβολικοί λόγοι 1U/(1U+1X) και 

AFMU/(AFMU+1U+1X) παρουσίασαν την µικρότερη µεταβλητότητα, έναντι των άλλων 

οµολόγων τους, και µόνον αυτοί χρησιµοποιήθηκαν στην έκθεση των αποτελεσµάτων για 

τις ΧΟ και ΝΑΤ-2, αντίστοιχα, γεγονός που βρίσκεται σε συµφωνία και µε τα 

αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης. Η µέση διακύµανση για την ΧΟ ήταν 5,63% µε 

εύρος 2,29-13,05% και είναι παραπλήσια µε τη διακύµανση του αυτού µεταβολικού 

λόγου της παρούσας µελέτης. Η µέση διακύµανση της ΝΑΤ-2 για µεν τους βραδείς 

ακετυλιωτές ήταν 16,0%, µε εύρος 7,5-27,2%, για δε τους ταχείς ήταν 3,1%, µε εύρος 2,2-

4,7%, αποτελέσµατα που είναι της ίδιας τάξεως µεγέθους µε αυτά της παρούσας µελέτης, 

ενώ, και σε αυτήν την περίπτωση, παρατηρήθηκε µικρότερη µέση διακύµανση στην 

δραστικότητα της ΝΑΤ-2 στους ταχείς σε σχέση µε αυτή των βραδέων ακετυλιωτών [66].  

Ένας άλλος, διαφορετικής σύλληψης, µεταβολικός λόγος της καφεΐνης στα ούρα 

χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό της δραστικότητας του CYP1A2 σε 9 υγιείς 

άνδρες και 9 υγιείς γυναίκες για διάστηµα 4 εβδοµάδων µε µία δειγµατοληψία ανά 
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εβδοµάδα. Ειδικότερα, προσδιορίστηκαν οι τιµές του λόγου (17U+17X)/137U σε δείγµα 

ούρων 4-5 ώρες µετά την κατανάλωση της καφεΐνης και η µέση µεταβλητότητα ήταν 

23,2% µε εύρος από 10,8-39,0% [44]. Παρόλη την µικρότερη διάρκεια της µελέτης αυτής, 

σε σχέση µε την παρούσα εργασία, παρατηρήθηκε υπερδιπλάσια µεταβλητότητα 

οφειλόµενη, πιθανώς, στον µεγαλύτερο αριθµό των συµµεταχόντων (18 έναντι 6). 

Υπάρχει, όµως, σοβαρή ένδειξη ότι το µέγεθος της διακύµανσης αυτής οφείλεται στον 

µεταβολικό λόγο καθεαυτόν καθώς περιλαµβάνει στον αριθµητή την 17Χ και στον 

παρονοµαστή την καφεΐνη (137Χ), ουσίες των οποίων η απέκκριση εξαρτάται από την 

ποσότητα των ούρων στην µονάδα του χρόνου εξαρτάται, δηλαδή, από την ποσότητα 

πρόσληψης υγρών και από ατοµικά χαρακτηριστικά των νεφρών, παράγοντες των οποίων 

η διακύµανση είναι ανεξάρτητη από την λειτουργία του CYP1A2 και προστίθεται σ΄ 

αυτήν του συγκεκριµένου ενζύµου. 

O µεταβολικός λόγος 17Χ/137Χ στο πλάσµα, 5 ώρες µετά τη χορήγηση της 

καφεΐνης, απετέλεσε τον δείκτη της δραστικότητας του CYP1A2 κατά την διάρκεια µιας 

µελέτης 12 εβδοµάδων στην οποία συµµετείχαν 16 νεαροί και 16 ηλικιωµένοι υγιείς 

εθελοντές, µέσης ηλικίας 25 και 70 ετών, αντίστοιχα. Οι συµµετέχοντες υποβλήθηκαν 

στην δοκιµασία 5 φορές, µε απόσταση 3 εβδοµάδων µεταξύ των δοκιµασιών, χωρίς να 

βρεθεί κάποια σηµαντική διαφορά στη µέση διακύµανση του λόγου αυτού µεταξύ νεαρών 

και ηλικιωµένων η οποία ήταν 17,6%, µε εύρος 6,9-26,5%, για τους νεαρότερους και 

16,2%, µε εύρος 8,6-32,9%, για τους περισσότερο ηλικιωµένους εθελοντές [249]. Παρόλο 

που η δοκιµασία του συγκεκριµένου µεταβολικού λόγου στο πλάσµα θεωρείται πιο 

αντιπροσωπευτική της δραστικότητας του CYP1A2, σε σχέση µε τις δοκιµασίες στα 

ούρα, η παρατηρηθείσα διακύµανση των τιµών είναι της αυτής τάξης µεγέθους, και κατά 

τι µεγαλύτερη, από την διακύµανση που προσδιορίστηκε στην παρούσα εργασία, µε την 

χρήση του µεταβολικού λόγου (ΑFMU+1U+1X)/17U στα ούρα. 

Σε άλλη µελέτη, στην οποία διερευνήθηκαν οι διακυµάνσεις της δραστικότητας 

της ΧΟ και της ΝΑΤ-2 σε 10 άτοµα, µε έξι µηνιαίους προσδιορισµούς, 

χρησιµοποιήθηκαν οι µεταβολικοί λόγοι 1U/(1U+1X) και AFMU/1X σε ούρα 24ώρου 

µετά την από του στόµατος χορήγηση 300 mg καφεΐνης. Η µέση διακύµανση ήταν 25,8% 

και 15,4%, για τους δύο µεταβολικούς λόγους, αντίστοιχα, χωρίς την αλλαγή του 

φαινοτύπου της ακετυλίωσης σε κάποιο άτοµο κατά την διάρκεια της µελέτης αλλά µε, 

παραδόξως, µεγάλη σε σχέση µε τις προηγούµενες εργασίες, διακύµανση της 
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δραστικότητας της ΧΟ [127]. Το γεγονός αυτό δεν είναι πιθανόν να ερµηνεύεται από την 

µεγάλη διάρκεια της µελέτης καθώς η δραστικότητα του ενζύµου αυτού δεν φαίνεται να 

επηρεάζεται, σε σηµαντικό βαθµό, από περιβαλλοντικούς παράγοντες πλήν της 

κατανάλωσης καφεΐνης και της έντονης σωµατικής άσκησης [43]. 

Η διακύµανση, τέλος, της δραστικότητας του CYP2A6 προσδιορίστηκε σε 5 υγιή 

άτοµα για 4 εβδοµάδες µε τον µεταβολικό λόγο 17U/17X σε µεµονωνένο δείγµα ούρων 4-

5 ώρες µετά την κατανάλωση 200 mg καφεΐνης και είχε εύρος από 12-24% [113]. Oι 

αντίστοιχες τιµές του αυτού µεταβολικού λόγου που προσδιορίστηκαν στην παρούσα 

εργασία είναι, κατά προσέγγιση, 2,5 φορές µεγαλύτερες και η διαφορά αυτή είναι πιθανόν 

να οφείλεται στη µεγαλύτερη διάρκεια της παρακολούθησης (10 έναντι 4 εβδοµάδων). 

 

2.3.3. Η κατανοµή των τιµών των µεταβολικών λόγων της καφεΐνης 

2.3.3.1. Η κατανοµή των τιµών του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U 

Στην παρούσα εργασία οι τιµές του φυσικού λογαρίθµου του µεταβολικού λόγου 

(AFMU+1U+1X)/17U παρουσίασαν κανονική κατανοµή, τόσο στους υγιείς όσο και 

στους ασθενείς, ελαχιστοποιώντας, κατ΄ αυτόν τον τρόπο, την πιθανότητα ύπαρξης 

κάποιου γενετικού πολυµορφισµού ο οποίος θα µπορούσε να επηρεάσει την φαινοτυπική 

έκφραση του ενζύµου. Η κατανοµή του αυτού ή κάποιων ελαφρώς τροποποιηµένων 

µεταβολικών λόγων έχει εξεταστεί σε αρκετές µελέτες διαφόρων πληθυσµών µε 

διαφορετικά πρωτόκολλα χορήγησης της καφεΐνης και δειγµατοληψίας των ούρων. 

Σε µία πρώϊµη µελέτη της δραστικότητας του CYP1A2 µε την µέθοδο των 

µεταβολικών λόγων εξετάστηκε η κατανοµή του λόγου (AFMU+1U+1X)/17X σε ούρα 

24ώρου σε έναν πληθυσµό αποτελούµενο από 42 Καυκάσιους και 26 Ασιάτες, οι οποίοι 

ήταν όλοι µη καπνιστές. Οι µέσες τιµές του µεταβολικού αυτού λόγου ήταν σηµαντικά 

υψηλότερες στους Καυκάσιους, αλλά οι τιµές του δεκαδικού λογαρίθµου παρουσίασαν 

κανονική κατανοµή και στις δύο φυλετικές οµάδες. Οι απόλυτες τιµές του µεταβολικού 

λόγου είχαν εύρος από 0,89-25,54 στο σύνολο των συµµετεχόντων (περίπου 30 φορές). 

Οι συγγραφείς αποδίδουν την µεγάλη αυτή µεταβλητότητα σε περιβαλλοντικές επιρροές 

προερχόµενες από την δίαιτα και από επαγωγικούς παράγοντες. Παρατηρούν, επίσης, ότι 

η απέκκριση της 17Χ παρουσίασε θετική συσχέτιση µε τον όγκο των ούρων του 24ώρου 

και συνεπώς η συγκέντρωση του µεταβολίτη αυτού εξαρτάται από τη ροή των ούρων 

(flow-dependet) [202]. 
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Ο λόγος (AFMU+1U+1X)/17Χ στα συνολικά ούρα των 4 πρώτων ωρών µετά την 

κατανάλωση καφεϊνούχου αναψυκτικού, χρησιµοποιήθηκε για την εκτίµηση της 

δραστικότητας του CYP1A2 σε 331 υγιείς εθελοντές λευκής και µαύρης φυλής. Η 

κατανοµή των απολύτων τιµών του µεταβολικού αυτού λόγου δεν ήταν κανονική αλλά ο 

διπλός φυσικός λογάριθµος εµφάνισε µία πιο συµµετρική κατανοµή. Η διακύµανση των 

απολύτων τιµών του µεταβολικού λόγου στον πληθυσµό ήταν 85% [215].  

Σε άλλη µελέτη συµµετείχαν 144 εθελοντές λευκής φυλής, 21 Ασιατικής 

καταγωγής και 13 διαφόρων άλλων εθνικοτήτων. Από αυτούς οι 19 ήταν καπνιστές και 18 

γυναίκες χρησιµοποιούσαν από του στόµατος αντισυλληπτικά. Η δραστικότητα του 

CYP1A2 προσδιορίστηκε µέσω του µεταβολικού λόγου (AAMU+1U+1X)/17U σε 

πρωϊνά ούρα µετά από απογευµατινή κατανάλωση καφεϊνούχων ποτών. Ο δεκαδικός 

λογάριθµος του µεταβολικού αυτού λόγου παρουσίασε κανονική κατανοµή µε µέση 

απόλυτη τιµή 5,96, συντελεστή µεταβλητότητας 40,3% και εύρος τιµών δέκα φορές, 

περίπου. Εν κατακλείδι, οι συγγραφείς συµπεραίνουν ότι το ένζυµο δεν παρουσιάζει 

πολυµορφική µεταβλητότητα και συµπληρώνουν ότι η κατανοµή αυτή είναι δηλωτική 

µιας πολυπαραγοντικής επίδρασης η οποία, χωρίς περαιτέρω έλεγχο, είναι αδύνατον να 

προσδιοριστεί αν και σε ποια έκταση είναι περιβαλλοντική ή γενετική [36, 127].  

Ο µεταβολικός λόγος (AFMU+1U+1X)/17U διερευνήθηκε σε µεσηµβρινά 

µεµονωµένα δείγµατα ούρων 335 υγιών εθελοντών µετά από πρωϊνή κατανάλωση 

καφεϊνούχων ποτών. Μεταξύ των εθελοντών υπήρχαν 171 γυναίκες εκ των οποίων οι 12 

ήταν σε κατάσταση εγκυµοσύνης και οι 28 ήταν χρήστριες από του στόµατος 

αντισυλληπτικών. Η κατανοµή των συχνοτήτων του δεκαδικού λογάριθµου του λόγου 

αυτού προσαρµόστηκε σε µία κανονική κατανοµή και, όπως επισηµαίνουν οι ίδιοι οι 

συγγραφείς, το γεγονός αυτό υποδηλώνει την απουσία πολυµορφισµού [43]. 

Παροµοίως, κανονική κατανοµή, µετά από λογαριθµικό µετασχηµατισµό, 

παρατηρήθηκε και στις τιµές του µεταβολικού λόγου (AAMU+1U+1X)/17U στα ούρα 

24ώρου 107 υγιών ατόµων ισπανικής καταγωγής, εκ των οποίων οι 37 ήταν καπνιστές 

ενώ καµία γυναίκα δεν έκανε χρήση από του στόµατος αντισυλληπτικών. Και σ΄ αυτήν 

την περίπτωση οι συγγραφείς επισηµαίνουν ότι η κατανοµή αυτή είναι ενδεικτική µιας 

πολυπαραγοντικής µεταβλητότητας στην δραστικότητα του CYP1A2 [127]. 

Το αυτό έτος διεξήχθη µία µελέτη για την αξιολόγηση της ικανότητας διαφόρων 

µεταβολικών λόγων να απεικονίσουν την δραστικότητα του CYP1A2 στην οποία 
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συµµετείχαν 39 υγιείς φοιτητές, εκ των οποίων οι 26 ήταν Καυκάσιοι και οι 13 Ασιάτες. 

Οι 20 ήταν γυναίκες, εκ των οποίων οι 8 ελάµβαναν από του στόµατος αντισυλληπτικά, οι 

19 ήταν άνδρες και µόνον ένας εθελοντής ήταν καπνιστής. Οι ανωτέρω έλαβαν µία 

πρωινή δόση 140 mg καφεΐνης και η ολονύκτια συλλογή ούρων τους χρησιµοποιήθηκε 

για τον προσδιορισµό του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U, ενώ η συλλογή 

ούρων του χρονικού διαστήµατος 4-5 ωρών µετά την κατανάλωση της καφεΐνης 

χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό του λόγου (17U+17X)/137X. Οι τιµές του 

πρώτου λόγου είχαν εύρος 5 φορές, ενώ του δευτέρου 12 φορές. Ο δεκαδικός λογάριθµος 

του λόγου (17U+17X)/137X εµφάνισε δικόρυφη κατανοµή ενώ του 

(AFMU+1U+1X)/17U εµφάνισε κανονική κατανοµή. Περαιτέρω διερεύνηση έδειξε ότι οι 

τιµές του δεύτερου από τους λόγους αυτούς είχαν εξάρτηση από την νεφρική κάθαρση 

της καφεΐνης και από τον ρυθµό ροής των ούρων και κατά συνέπεια ο λόγος αυτός, πέραν 

της µεταβολικής λειτουργίας αντανακλά και παραµέτρους της νεφρικής λειτουργίας. 

Αντίθετα, ο λόγος (AFMU+1U+1X)/17U δεν εµφάνισε τέτοιου είδους εξάρτηση και 

κρίθηκε καταλληλότερος για την απεικόνιση της δραστικότητας του CYP1A2. Συνεπώς, η 

κανονική κατανοµή των τιµών του λόγου αυτού φαίνεται να αντιπροσωπεύει πλησιέστερα 

την δραστικότητα του ενζύµου στους υγιείς [206]. 

Σε άλλη µελέτη, ο µεταβολικός λόγος (AΑMU+1U+1X)/17U σε µεµονωµένα 

δείγµατα ούρων 237 εθελοντών, 2-6 ώρες µετά την κατανάλωση µιας κούπας καφέ ή 

τσαγιού, δεν παρουσίασε ενδείξεις δικόρυφης ή τρικόρυφης κατανοµής, ενώ η 

τετραγωνική ρίζα του δεκαδικού λογαρίθµου του λόγου αυτού προσέγγισε την κανονική 

κατανοµή. Οι τιµές του ως άνω λόγου είχαν εύρος από 1,43 έως 180,53 (126 φορές) µε 

µέσο όρο (τυπική απόκλιση) 12,19 (18,20) και οι συγγραφείς αναφέρουν ότι, αν υποτεθεί 

ότι ο λόγος αυτός αντανακλά τη δραστικότητα του CYP1A2, τότε είναι πιθανόν το ένζυµο 

αυτό να υπόκειται, κυρίως, σε έλεγχο από τις συνθήκες του περιβάλλοντος [201]. 

Ο δεκαδικός λογάριθµος του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U σε 

µεµονωµένο δείγµα ούρων, 6 ώρες µετά τη χορήγηση της καφεΐνης, 277 υγιών ∆ανών 

εθελοντών εµφάνισε, επίσης, µονοκόρυφη κατανοµή µε ενδιάµεση τιµή των απολύτων 

τιµών 4,1 και εύρος από 0,91-15,2 (17 φορές). Από τους εθελοντές που συµµετείχαν στη 

µελέτη 41 άτοµα ήταν καπνιστές και 64 γυναίκες έκαναν χρήση από του στόµατος 

αντισυλληπτικών [204]. Με την ίδια αναλυτική µέθοδο, οι τιµές του αυτού µεταβολικού 

λόγου είχαν µονοκόρυφη κατανοµή σε έναν πληθυσµό 378 µονοζυγωτικών και 
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διζυγωτικών ∆ανών διδύµων µε µέση τιµή 5,9±3,4, ενώ µεταξύ αυτών 

συµπεριλαµβάνονταν 80 καπνιστές και 31 χρήστριες από του στόµατος αντισυλληπτικών 

[78]. Ένας ειδικός πληθυσµός 416 εγκύων γυναικών ∆ανικής καταγωγής, µεταξύ αυτών 

και 48 καπνίστριες, συµµετείχε σε µία παρόµοια, µε τις δύο προηγούµενες, µελέτη µε την 

διαφορά ότι ο προσδιορισµός του µεταβολικού λόγου έγινε µέσω της καφεΐνης της δίαιτας 

και τυχαίας δειγµατοληψίας των ούρων. Οι τιµές του δεκαδικού λογαρίθµου του ως άνω 

λόγου παρουσίασε κανονική κατανοµή µε εύρος τιµών από 0,48 έως 76,0 (70 φορές) και 

µέση τιµή 6,8±6,6 [205]. Στο σηµείο αυτό πρέπει να σηµειωθεί ότι τα αποτελέσµατα της 

µελέτης που αφορούσαν στους διδύµους υπέδειξαν ότι η κληρονοµικότητα ήταν υπεύθυνη 

για το 72,5% της µεταβλητότητας στην δραστικότητα του CYP1A2, ενώ οι 

περιβαλλοντικές επιδράσεις, εξαιρουµένων του καπνίσµατος και των από του στόµατος 

αντισυλληπτικών, ευθύνονταν για το υπόλοιπο 27,5%.  

Σε αντίθεση µε το τελευταίο αυτό συµπέρασµα, από µελέτη η οποία διεξήχθη σε 

Γαλλικό πληθυσµό διαπιστώθηκε ότι οι γενετικοί παράγοντες είναι αµελητέοι στον 

καθορισµό της δραστικότητας του CYP1A2, όπως αυτή προσδιορίστηκε µε την χρήση 

του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U σε ολονύκτιο δείγµα ούρων µετά την 

κατανάλωση 200 mg καφεΐνης. Στην µελέτη αυτή συµετείχαν 164, µη συγγενείς, 

καπνιστές, 68 οικογένειες καπνιστών στις οποίες ένας τουλάχιστον γονέας και τα τέκνα 

ήταν καπνιστές και 81 µη καπνιστές. Τα αποτελέσµατα της στατιστικής ανάλυσης στις 68 

οικογένειες δεν έδειξαν σηµαντική οικογενή οµοιότητα στην δραστικότητα του CYP1A2 

ούτε την µεταβίβαση κάποιου κυρίαρχου γονιδίου. Επιπλέον, οι κατανοµές συχνοτήτων 

του δεκαδικού λογαρίθµου των τιµών του µεταβολικού λόγου ήταν κανονικές, τόσο για 

τους καπνιστές όσο και για τους µη καπνιστές. Το γενικό συµπέρασµα στο οποίο 

κατέληξαν οι συγγραφείς είναι ότι, µε την in vivo χρήση της καφεΐνης, δεν βρέθηκε 

κάποιος γενετικός πολυµορφισµός στους φαινότυπους του CYP1A2 και ότι η συνήθης 

διακύµανση της δραστικότητας του ενζύµου η οποία παρατηρήθηκε µεταξύ των 

διαφόρων ατόµων υποδηλώνει την ύπαρξη µιας πολυπαραγοντικής επίδρασης [37]. 

Κανονική κατανοµή παρουσιάστηκε και στις τιµές του δεκαδικού λογαρίθµου του 

αυτού µεταβολικού λόγου τόσο σε συλλογές ούρων 24ώρου όσο και σε συλλογή ούρων 

4-5 ώρες µετά τη χορήγηση 200 mg καφεΐνης σε 125 άτοµα ενός Ισπανικού πληθυσµού. 

Το εύρος των απολύτων τιµών του µεταβολικού λόγου ήταν από 0,99-18,08 (18 φορές, 

CV%=43,20%) στην πρώτη περίπτωση και 2,54-18,24 (7 φορές, CV%=45.77%) στην 
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δεύτερη ενώ 66 εθελοντές ήταν καπνιστές και καµία γυναίκα δεν ήταν χρήστρια από του 

στόµατος αντισυλληπτικών [203]. 

Μία άλλη προσέγγιση του αυτού µεταβολικού λόγου, σε συνολική συλλογή ούρων 

6 ωρών 192 Καυκάσιων εθελοντών µετά από κατανάλωση 200 mg καφεΐνης, έγινε από 

τους Schrenk et al. [246]. Συγκεκριµένα, οι ερευνητές αυτοί εξέτασαν την κατανοµή των 

τιµών του λόγου αυτού χωρίς την λογαριθµική µετατροπή τους και διαπίστωσαν ότι οι 

τιµές αυτές προσαρµόζονται καλύτερα σε δύο διακριτές κανονικές κατανοµές απ΄ ότι σε 

µία µονοκόρυφη ασύµµετρη (skewed) κατανοµή στους άνδρες, είτε αυτοί ήταν καπνιστές 

είτε µη καπνιστές, αλλά αυτό δεν συνέβη µε τις γυναίκες. Οι τιµές του λόγου αυτού είχαν 

εύρος από 2,2 έως 14,0 στον συνολικό πληθυσµό (περίπου 6,5 φορές). Οι συγγραφείς 

σχολιάζουν ότι το αποτέλεσµα αυτό αφήνει, αφενός, ανοιχτό το ερώτηµα για την ύπαρξη 

περισσοτέρων του ενός φαινοτυπικού υποπληθυσµού στους Καυκάσιους - άνδρες και 

γυναίκες, καπνιστές και µη καπνιστές - και αφετέρου είναι ενδεικτικό της ύπαρξης 

υποοµάδων που ανταποκρίνονται περισσότερο ή λιγότερο σε επαγωγικούς παράγοντες 

που υπάρχουν στον καπνό του τσιγάρου και της δίαιτας. Το τελευταίο εύρηµα αποδίδετα, 

πιθανότατα, στην ύπαρξη γενετικού πολυµορφισµού στην δυνατότητα απόκρισης της 

σηµατοδοτικής οδού του υποδοχέα Αh (Aryl hydrocarbon). 

Η κατανοµή συχνοτήτων των τιµών του µεταβολικού λόγου 

(AAMU+1U+1X)/17U σε ολονύκτια συλλογή ούρων εξετάστηκε σε έναν Ιαπωνικό 

πληθυσµό 182 ατόµων, εκ των οποίων οι 29 ήταν καπνιστές, χωρίς ο δεκαδικός 

λογάριθµος τους να εµφανίσει δικόρυφη κατανοµή ενώ οι απόλυτες τιµές είχαν εύρος από 

2,1 έως 112,0 (53 φορές, CV%= 130%). Οι συγγραφείς, σχολιάζοντας το αποτέλεσµα, 

επιβεβαιώνουν την απουσία φαινοτυπικού πολυµορφισµού του CYP1A2 που 

διαπιστώθηκε σε προγενέστερες µελέτες [126].  

Σε µία µελέτη στην οποία συµµετείχαν 146 προεµµηνοπαυσιακές και 149 

µετεµµηνοπαυσιακές γυναίκες η κατανοµή του δεκαδικού λογαρίθµου του µεταβολικού 

λόγου (AFMU+1U+1X)/17U σε ούρα 24ώρου, µε βάση την καφεΐνη της δίαιτας, 

παρουσίασε κανονική κατανοµή στο σύνολο του πληθυσµού αυτού. Το εύρος των 

απόλυτων τιµών του λόγου αυτού κυµάνθηκε από 0,77-23,5 [81]. 

Σε µία πιο πρόσφατη µελέτη της δραστικότας του CYP1A2 σε έναν ελληνικό 

πληθυσµό περιλήφθηκαν 21 άνδρες και 23 γυναίκες, χωρίς χρήση από του στόµατος 

αντισυλληπτικών, ενώ 23 από τους εθελοντές ήταν καπνιστές. Στους εθελοντές αυτούς 
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προσδιορίστηκε ο µεταβολικός λόγος (AFMU+1U+1X)/17U σε µεµονωµένο δείγµα 

ούρων, 6 ώρες µετά την κατανάλωση 200 mg καφεΐνης. Η κατανοµή της τετραγωνικής 

ρίζας του δεκαδικού λογαρίθµου των τιµών του λόγου αυτού ήταν κανονική µε εύρος των 

αµετάτρεπτων τιµών 3,06-11,15 (3,6 φορές) [39]. 

Κατόπιν των ανωτέρω αναφορών, διαπιστώνεται ότι τα αποτελέσµατα της 

παρούσας εργασίας βρίσκονται, σε γενικές γραµµές, σε συµφωνία µε τις περισότερες 

εργασίες οι οποίες αφορούν στην κατανοµή του µεταβολικού λόγου 

(AFMU+1U+1X)/17U και, κατ΄ επέκταση, συνηγορούν στην µη πολυµορφική 

δραστικότητα του CYP1A2. Επιπλέον, στην παρούσα εργασία, η µέση τιµή του 

µεταβολικού λόγου, στο σύνολο των 125 υγιών εθελοντών, ήταν της τάξεως του 4,08, το 

εύρος τιµών ήταν περίπου 5 φορές (2,17-11,15), παρόµοιο µε αυτό που αναφέρθηκε στην 

εργασία των Tang et al. [206], ενώ η διακύµανση ήταν της τάξεως του 39,7%. Τα µεγέθη 

αυτά είναι ελαφρώς µικρότερα από αυτά που αναφέρθηκαν προηγουµένως, πιθανώς λόγω 

της αυστηρά καθορισµένης δόσης και µορφής της καφεΐνης, του χρόνου δειγµατοληψίας 

των ούρων και του αριθµού των υγιών εθελοντών. Πρέπει να επισηµανθεί, επίσης, ότι 

στην παρούσα µελέτη δεν συµµετείχαν γυναίκες που έκαναν χρήση από του στόµατος 

αντισυλληπτικών, γεγονός που µείωσε την διακύµανση των τιµών του µεταβολικού λόγου 

καθώς τα αντισυλληπτικά είναι παράγοντας αναστολής της δραστικότητας του CYP1A2 

και εισάγουν χαµηλότερες τιµές στο δείγµα του πληθυσµού. Τα µεγέθη αυτά, αν και κατά 

τι µικρότερα, ήταν της αυτής τάξεως µεγέθους µε τις περισσότερες από τις 

προαναφερθείσες µελέτες γεγονός που, πέραν των άλλων, συνηγορεί στην αξιοπιστία της 

εφαρµοσθείσας αναλυτικής µεθόδου.  

Πέραν των ανωτέρω µελετών που έγιναν µε την χρήση του µεταβολικού λόγου 

(AFMU+1U+1X)/17U ή του ισοδυνάµου (AΑMU+1U+1X)/17U, έχουν διεξαχθεί και 

άλλες µελέτες οι οποίες χρησιµοποιούν διαφορετικούς λόγους των µεταβολιτών της 

καφεΐνης. Σε µία πολυφυλετική µελέτη 274 ατόµων προερχοµένων από τις ΗΠΑ, την 

Ιταλία και την Κίνα, η κατανοµή του µεταβολικού λόγου (17Χ+17U)/137X, σε ούρα 

συλλεχθέντα 4-5 ώρες µετά την χορήγηση της καφεΐνης, ήταν τρικόρυφη στους µη 

καπνιστές [32]. Η νεφρική απέκκριση, όµως, των διµεθυλοξανθινών και της καφεΐνης 

εξαρτάται από την ροή των ούρων και, κατά συνέπεια, το είδος αυτό της κατανοµής είναι 

πολύ πιθανόν να αντανακλά διαφυλετικές διαφορές στην νεφρική λειτουργία, µάλλον, 

παρά την φαινοτυπική διακύµανση του CYP1A2 [57]. Ο λογάριθµος του ίδιου 
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µεταβολικού λόγου στα ούρα, όµως, σε δύο µεταγενέστερες µελέτες κατά τις οποίες 

διερευνήθηκε η επαγωγιµότητα του CYP1A2 από τις ετεροκυκλικές αµίνες σε 66 µη 

καπνιστές εθελοντές από τις ΗΠΑ, παρουσίασε µονοκόρυφη κατανοµή, τύπου καµπύλης 

Gauss. Στις µελέτες αυτές δεν έγινε αναφορά για την φυλετική καταγωγή των 

συµµετεχόντων [17, 40]. Σε καυκάσιο πληθυσµό 92 µη καπνιστών εθελοντών, εξάλλου, η 

κατανοµή του λογαρίθµου του ίδιου µεταβολικού λόγου στα ούρα ήταν κανονική µε 

εύρος απολύτων τιµών από 1,48 έως 18,65 (περίπου 13 φορές). Στην ίδια µελέτη έγινε 

διερεύνηση του γονιδίου του CYP1A2 για γενετικούς πολυµορφισµούς χωρίς να βρεθούν 

διαφορές αλληλουχίας του DNA, µε πιθανή λειτουργική σηµασία, µεταξύ των βραδέων 

και ταχέων µεταβολιστών. Κατόπιν των συνδυασµένων αυτών µελετών οι συγγραφείς 

κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι το CYP1A2 δεν παρουσιάζει σηµαντικό λειτουργικό 

πολυµορφισµό και κατά συνέπεια η µεγάλη διακύµανση στην δραστικότητα του ενζύµου 

αυτού πρέπει να οφείλεται στην επίδραση παραγόντων του περιβάλλοντος [250]. 

Η διερεύνηση του γονιδίου του CYP1A2 απετέλεσε και το αντικείµενο µελέτης 

κατά την οποία διαπιστώθηκε η ύπαρξη ενός πολυµορφισµού µεµονωµένου 

νουκλεοτιδίου (single nucleotide polymorphism, SNP), µε την αντικατάσταση C      A στο 

ιντρόνιο 1 του γονιδίου στην θέση 734 από το πρώτο µεταγραφόµενο νουκλεοτίδιο. Η 

αντικατάσταση αυτή δεν επηρέασε την δραστικότητα του ενζύµου σε 185 µη καπνιστές, 

όπως αυτή προσδιορίστηκε από τον µεταβολικό λόγο (17Χ+17U)/137Χ σε συλλογή 

ούρων 0-5 ώρες µετά την χορήγηση της καφεΐνης. Αντίθετα, οι οµοζυγώτες για την 

µετάλλαξη καπνιστές εµφάνισαν αυξηµένη δραστικότητα του ενζύµου, σε σχέση µε τους 

άλλους γονοτύπους, µε βάση τον µεταβολικό λόγο 17Χ/137Χ στο πλάσµα. Το 

αποτέλεσµα αυτό υποδηλώνει ότι η µετάλλαξη αυτή, στην µη κωδικοποιούσα περιοχή του 

γονιδίου, επηρεάζει την επαγωγιµότητα του ενζύµου στους καπνιστές, πιθανώς µέσω της 

διαφορικής σύνδεσης εν δυνάµει ρυθµιστικών πρωτεϊνών. Επιπλέον, οι κατανοµές 

συχνοτήτων των δεκαδικών λογαρίθµων των τιµών των δύο µεταβολικών λόγων ήταν 

κανονικές [73]. Το γεγονός αυτό φαίνεται ως φυσικό επακόλουθο για τους µη καπνιστές 

καθώς ο ανιχνευθείς πολυµορφισµός δεν επηρέασε την φαινοτυπική δραστικότητα του 

ενζύµου στους διάφορους γονοτύπους. Αντίθετα, δικόρυφη κατανοµή τιµών θα ήταν 

αναµενόµενη στους καπνιστές καθώς υπήρξε σηµαντική διαφορά στην δραστικότητα του 

ενζύµου µεταξύ των οµοζυγωτών για την µετάλλαξη και των άλλων γονοτύπων. Είναι, 

όµως, πιθανόν ότι η γενικώς διαπιστωµένη µεγάλη διακύµανση της δραστικότητας του 
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CYP1A2 µεταξύ των ατόµων να επεσκίασε την παρατηρηθείσα, στην συγκεκριµένη 

περίπτωση, διαφορά καθώς, όπως απεικονίζεται και στα ιστογράµµατα που παραθέτουν οι 

συγγραφείς, υπήρξε µεγάλη αλληλεπικάλυψη στις τιµές του µεταβολικού λόγου 

17Χ/137Χ µεταξύ των διαφόρων γονοτύπων. 

Ο µεταβολικός λόγος 17Χ/137Χ στο πλάσµα 229 Κινέζων φοιτητών, 6 ώρες µετά 

τη χορήγηση της καφεΐνης, απετέλεσε το αντικείµενο µελέτης για τη διερεύνηση πιθανού 

φαινοτυπικού πολυµορφισµού του CYP1A2. Κανείς από τους συµµετέχοντες δεν ήταν 

καπνιστής και οι γυναίκες δεν έκαναν χρήση από του στόµατος αντισυλληπτικών. Tα 

αποτελέσµατα έδειξαν ότι η κατανοµή του λογαρίθµου του λόγου αυτού δεν ήταν 

κανονική και ένα ποσοστό 5,24% των εθελοντών χαρακτηρίστηκαν ως πτωχοί 

µεταβολιστές του CYP1A2. Οι απόλυτες τιµές του λόγου αυτού είχαν εύρος 16 φορές και 

διακύµανση 62,9% [251]. Παρόλο που οι συγγραφείς παραθέτουν µία σειρά µελετών οι 

οποίες έχουν ανακαλύψει διάφορες ρυθµιστικές περιοχές και διάφορους ρυθµιστικούς 

παράγοντες του γονιδίου του CYP1A2 καθώς και τους προαναφερθέντες πολυµορφισµούς 

στην 5΄-πλευρική περιοχή, οι οποίοι ρυθµίζουν την επαγωγιµότητα από το κάπνισµα, 

καταλήγουν στην θέση ότι πρέπει να υπάρξει περαιτέρω διερεύνηση της υπόθεσης ότι 

γενετικοί πολυµορφισµοί των παραγόντων αυτών αποτελούν τη µοριακή βάση του 

διαπιστωθέντος φαινοτυπικού πολυµορφισµού.  

Ο αυτός, όπως και προηγουµένως, λόγος χρησιµοποιήθηκε για την φαινοτυπική 

διερεύνηση της δραστικότητας του CYP1A2 και την σύγκρισή της µε πέντε, γνωστούς, 

γενετικούς πολυµορφισµούς σε έναν µικτό πληθυσµό 194 Σουηδών και 150 Κορεατών. Ο 

δεκαδικός λογάριθµος των τιµών του λόγου αυτού εµφάνισε κανονική κατανοµή, τόσο 

στους Κορεάτες όσο και στους Σουηδούς, ενώ, αφού λήφθηκε υπόψη το κάπνισµα και η 

χρήση αντισυλληπτικών, η µέση τιµή του λόγου ήταν υψηλότερη στους τελευταίους 

χωρίς, όµως, η διαφορά αυτή να συσχετίζεται µε κάποιον συγκεκριµένο γονότυπο, 

οφειλόµενο στον συνδυασµό των πέντε εξετασθέντων σηµειακών πολυµορφισµών. Οι 

συγγραφείς επισηµαίνουν ότι υπάρχει η πιθανότητα κάποιοι άγνωστοι, µέχρι σήµερα, 

πολυµορφισµοί του γονιδίου του CYP1A2 σε συνδυασµό µε διαιτητικές συνήθειες να 

είναι υπαίτιοι των παρατηρουµένων διαφορών, τόσο µεταξύ των ατόµων της αυτής 

εθνικής προέλευσης όσο και µεταξύ ατόµων διαφορετικής καταγωγής [72]. 

Οι τελευταίες αυτές φαινοτυπικές µελέτες οι οποίες διεξήχθησαν µε φάρµακο-

δείκτη την καφεΐνη αλλά µε διαφορετικούς σε σύλληψη µεταβολικούς λόγους και σε 
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διαφορετικά βιολογικά υγρά, σε σχέση µε την παρούσα εργασία, καθώς και η γενετική 

διερεύνηση του γονιδίου δεν κατόρθωσαν να διαπιστώσουν µε βεβαιότητα την ύπαρξη 

κάποιου γενετικού πολυµορφισµού ο οποίος θα καθόριζε την δραστικότητα του CYP1A2. 

Επιπλέον, οι πολυµορφισµοί του γονιδίου του ανθρώπινου υποδοχέα AhR, από τον οποίο 

εξαρτάται η απόκριση του γονιδίου του CYP1A2 στα ξενοβιοτικά, είναι σπάνιοι και οι 

ελάχιστες υπάρχουσες γενετικές παραλλαγές δεν φαίνεται ότι ασκούν ισχυρή επίδραση 

στην λειτουργία του υποδοχέα [34]. Όσον αφορά το γονίδιο της ARNT, τέλος, έχει 

διερευνηθεί η πιθανότητα της επίδρασης των τυχόν υπαρχόντων πολυµορφισµών στην 

δραστηριότητα του CYP1A2. Στο πλαίσιο αυτό ταυτοποιήθηκαν 6 πολυµορφικές 

περιοχές σε έναν δείγµα 79 Καυκάσιων, µη καπνιστών, εθελοντών ενώ, ταυτόχρονα, 

διερευνήθηκε η δραστικότητα του CYP1A2 µε την χρήση του µεταβολικού λόγου 

(AFMU+1U+1X)/17U στα ίδια άτοµα. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι δεν υπήρξε 

σηµαντική συσχέτιση µεταξύ των υπαρχόντων πολυµορφισµών της ARNT και της 

δραστηριότητας του CYP1A2 [252]. 

Κατόπιν αυτών, και σε συνάρτηση µε τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας, 

µπορούµε να καταλήξουµε στο συµπέρασµα ότι η δραστικότητα του ηπατικού αυτού 

ενζύµου, στους υγιείς, υπόκειται, σε µεγάλο βαθµό, σε επιδράσεις περιβαλλοντικής 

προέλευσης οι οποίες, σε συνδυασµό µε την περιγραφείσα δυνατότητά του για επαγωγή 

και αναστολή, µπορούν να ερµηνεύσουν επαρκώς την παρατηρούµενη στους διάφορους 

πληθυσµούς ευρεία διακύµανση της δραστικότητας αυτής. 

 

2.3.3.2. Η κατανοµή των τιµών του µεταβολικού λόγου 17U/(17U+17X) 

Στην παρούσα µελέτη έγινε, για πρώτη φορά, χρήση του µεταβολικού λόγου 

17U/(17U+17X) ως εναλλακτικού του λόγου 17U/17X για την µελέτη της δραστικότητας 

του CYP2A6. Η ανάγκη αυτή προέκυψε από την διαπίστωση ότι ο δεύτερος λόγος 

παρουσίασε σηµαντικά υψηλότερο βαθµό διακύµανσης κατά τη διάρκεια της 

παρακολούθησης των 6 υγιών εθελοντών για 10 συνεχείς εβδοµάδες. Πράγµατι, η µέση 

διακύµανση του λόγου αυτού ήταν 47,8% µε εύρος 31,2-61,1% ενώ του πρώτου ήταν 

17,4% µε εύρος 11,5-22,6%. Σε άλλη µελέτη, κατά την οποία είχε γίνει παρακολούθηση 5 

υγιών ατόµων για 4 εβδοµάδες, το εύρος της διακύµανσης του λόγου 17U/17X, σε 

µεµονωµένο δείγµα ούρων, 4-5 ώρες µετά την χορήγηση της καφεΐνης, ήταν 12-24% 

[113]. Η υψηλότερη διακύµανση του αυτού λόγου που παρατηρήθηκε στην παρούσα 
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µελέτη είναι πιθανόν να οφείλεται στην µεγαλύτερη διάρκεια της παρακολούθησης (10 

αντί 4 εβδοµάδων), στον µεγαλύτερο αριθµό των εθελοντών (6 αντί για 5) και, τέλος, στο 

γεγονός ότι η νεφρική απέκκριση της 17Χ, όπως και των άλλων διµεθυλοξανθινών, είναι 

χαµηλή και εξαρτάται από το ρυθµό αποβολής των ούρων [124, 186]. Εξάρτηση από τη 

ροή σηµαίνει ότι η ποσότητα των υγρών που λαµβάνονται από ένα άτοµο µπορεί να 

επηρεάσει την νεφρική απέκκριση των µεθυλοξανθινών [57], µε συνέπεια η απέκκριση 

της 17Χ, στο αυτό άτοµο, να παρουσιάζει µεγάλη διακύµανση, ανάλογα µε την ποσότητα 

λήψης υγρών από το άτοµο αυτό.  

Στην παρούσα µελέτη η κατανοµή συχνοτήτων του µεταβολικού λόγου 

17U/(17U+17X) ήταν κανονική τόσο στους υγιείς όσο και στους ασθενείς, χωρίς να γίνει 

διαχωρισµός µεταξύ καπνιστών και µη καπνιστών. Το γεγονός αυτό είναι ενδεικτικό της 

απουσίας κάποιου γενετικού πολυµορφισµού ο οποίος να επηρεάζει την φαινοτυπική 

δραστικότητα του CYP2A6. Το αποτέλεσµα αυτό βρίσκεται σε συµφωνία µε παλαιότερη 

µελέτη σύµφωνα µε την οποία η κατανοµή συχνοτήτων του µεταβολικού λόγου 17U/17X, 

σε ούρα 24ώρου, ήταν µονοκόρυφη τόσο σε 42 καυκάσιους όσο και σε 26 ασιάτες µε 

τους καυκάσιους να παρουσιάζουν σηµαντικά υψηλότερες τιµές [202]. Παρόµοιο ήταν 

και το συµπέρασµα νεότερης µελέτης κατά την οποία η συνάρτηση της πυκνότητας 

συχνοτήτων του φυσικού λογαρίθµου του αυτού µεταβολικού λόγου σε έναν πληθυσµό 

υγιών εθελοντών 333 ατόµων ήταν µονοκόρυφη, τόσο στους καπνιστές όσο και στους µη 

καπνιστές, µε µεγάλο βαθµό αλληλεπικάλυψης µεταξύ των δύο αυτών υποπληθυσµών 

[113]. Σε µία πιο πρόσφατη µελέτη, τέλος, η οποία διεξήχθη σε ελληνικό πληθυσµό 44 

ατόµων, εκ των οποίων οι 23 ήταν καπνιστές, η κατανοµή συχνοτήτων του δεκαδικού 

λογαρίθµου του λόγου 17U/17X σε µεµονωµένο δείγµα ούρων, 6 ώρες µετά την 

κατανάλωση 200 mg καφεΐνης, ήταν κανονική. Κατ΄ αυτόν τον τρόπο και παρά την 

διαφορετική δειγµατοληψία ούρων που ακολουθήθηκε, επιβεβαιώθηκε η απουσία 

πολυµορφισµού στην δραστικότητα του CYP2A6 [39]. 

 

2.3.3.3. Η κατανοµή των τιµών του µεταβολικού λόγου 1U/(1U+1X)  

Στην παρούσα µελέτη η δραστικότητα της ΧΟ προσδιορίστηκε µέσω του 

µεταβολικού λόγου 1U/(1U+1X) ο οποίος παρουσίασε µικρότερη µέση µεταβλητότητα, 

στο αυτό άτοµο, από τον 1U/1X, στην διάρκεια της παρακολούθησης των 6 υγιών ατόµων 

για 10 εβδοµάδες. Πράγµατι, ο δεύτερος λόγος είχε µέση µεταβλητότητα 11,0% ενώ ο 
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πρώτος είχε 5,3%. Η κατανοµή συχνοτήτων του ανωτέρω µεταβολικού λόγου ήταν 

κανονική, τόσο στους υγιείς όσο και στους ασθενείς, µε την εξαίρεση 4 ασυνήθιστα 

υψηλών τιµών στους ασθενείς. 

Η κατανοµή του µεταβολικού λόγου 1U/1X σε ούρα 24ώρου εξετάστηκε και σε 

µία µελέτη στην οποία συµµετείχαν 42 καυκάσιοι και 26 ασιάτες, όλοι µη καπνιστές. Η 

κατανοµή συχνοτήτων του δεκαδικού λογαρίθµου του λόγου αυτού παρουσίασε 

µονοκόρυφη κατανοµή χωρίς διαφορά για τις δύο φυλετικές οµάδες. Η διακύµανση των 

τιµών του λόγου αυτού ήταν πολύ µικρότερη, στο σύνολο των εθελοντών, από την 

διακύµανση των τιµών τών λόγων (AFMU+1U+1X)/17X, δείκτη της δραστικότητας του 

CYP1A2, και 17U/17X, δείκτη της δραστικότητας του CYP2A6. Οι συγγραφείς 

συµπεραίνουν ότι το γεγονός αυτό, πιθανώς, αντανακλά µία τελολογική διαφορά µεταξύ 

βασικών (constitutive) ενζύµων, όπως η οξειδάση της ξανθίνης, και επαγώγιµων 

συστηµάτων όπως είναι το Ρ450 το οποίο πρέπει να διατηρήσει µεγαλύτερη ευελιξία σε 

περιβαλλοντικές επιδράσεις [202]. 

Σε άλλη µελέτη συµµετείχαν 144 εθελοντές λευκής φυλής, 21 ασιατικής 

καταγωγής και 13 διαφόρων άλλων εθνικοτήτων. Η δραστικότητα της ΧΟ 

προσδιορίστηκε µέσω του µεταβολικού λόγου 1U/(1U+1X) σε πρωϊνά ούρα µετά από 

απογευµατινή κατανάλωση καφεϊνούχων ποτών. Η κατανοµή των συχνοτήτων τόσο των 

απόλυτων τιµών του λόγου αυτού όσο και των λογαριθµικά µετασχηµατισµένων τιµών 

εµφάνισε παρόµοιες καµπύλες οι οποίες ήταν µονοκόρυφες µε την παρουσία, όµως, 

τεσσάρων ατόµων (2,2%) µε πολύ χαµηλές τιµές δραστηριότητες της ΧΟ [127]. 

∆ύο µεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης, οι 1U/1X και 1U/(1U+1X), σε συνολικά 

ούρα 4 ωρών µετά την κατανάλωση κεφεϊνούχων αναψυκτικών, διερευνήθηκαν σε µικτό 

πληθυσµό 265 λευκών και 75 µαύρων εθελοντών. Η κατανοµή συχνοτήτων του φυσικού 

λογαρίθµου των δύο µεταβολικών λόγων ήταν µονοκόρυφη και στους δύο 

υποπληθυσµούς, αλλά η κατανοµή του δεύτερου λόγου έδειξε πιο ξεκάθαρα την ύπαρξη 

µερικών ανδρών µαύρης φυλής µε ιδιαίτερα χαµηλή δραστικότητα της ΧΟ [215].  

Ο δεύτερος από τους δύο αυτούς λόγους έγινε αντικείµενο µελέτης σε 335 υγιείς 

∆ανούς εθελοντές µε µεµονωµένη µεσηµβρινή συλλογή ούρων µετά από πρωινή 

κατανάλωση καφεϊνούχων ποτών. Η κατανοµή συχνοτήτων του λόγου αυτού εµφάνισε 

αµιγώς κανονική κατανοµή χωρίς κανενός είδους µετατροπή των δεδοµένων [43]. 

Η δραστικότητα της ΧΟ εξετάστηκε και σε ισπανικό πληθυσµό 107 ατόµων µέσω 
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του µεταβολικού λόγου 1U/(1U+1X). Η κατανοµή συχνοτήτων τού λογαρίθµου των 

τιµών του λόγου αυτού δεν προσαρµόστηκε στην κανονική κατανοµή και ένα ποσοστό 

4% των συµµετεχόντων παρουσίασε ασυνήθιστα χαµηλές τιµές. Καθώς η γενετική 

έλλειψη του ενζύµου αυτού είναι πολύ σπάνια, οι συγγραφείς αποδίδουν το αποτέλεσµα 

αυτό στην επίδραση αγνώστων παραγόντων του περιβάλλοντος [127]. 

Η κατανοµή συχνοτήτων του λόγου 1U/1X, σε µεµονωµένο δείγµα ούρων, 6 ώρες 

µετά τη χορήγηση της καφεΐνης σε 277 ∆ανούς εθελοντές, εµφάνισε µονοκόρυφη 

κατανοµή χωρίς ιδιαίτερα χαµηλές τιµές σε κάποια άτοµα παρά µόνον µία ασυνήθιστα 

υψηλή τιµή σε ένα άτοµο [204]. 

Η κατανοµή συχνοτήτων των τιµών του µεταβολικού λόγου 1U/1X σε ολονύκτια 

συλλογή ούρων εξετάστηκε σε ιαπωνικό πληθυσµό 182 ατόµων, εκ των οποίων οι 29 

ήταν καπνιστές, και ο δεκαδικός λογάριθµος τους εµφάνισε δικόρυφη κατανοµή. Με 

βάση το διάγραµµα της συνάρτησης αθροιστικής κατανοµής 20 άτοµα (11%) 

χαρακτηρίστηκαν ως βραδείς µεταβολιστές για την ΧΟ [126]. 

Παροµοίως, µη κανονική κατανοµή εµφανίστηκε και σε µία µελέτη µε την 

συµµετοχή 173 Αιθιόπων στους οποίους προσδιορίστηκε ο µεταβολικός λόγος 

1U/(1U+1X) σε ολονύκτια ούρα µε ένα ποσοστό 4% εξ αυτών να χαρακτηρίζονται ως 

άτοµα µε χαµηλή δραστηριότητα της ΧΟ [125]. 

Σε µία πιο πρόσφατη µελέτη, τέλος, η οποία αφορούσε ελληνικό πληθυσµό 44 

υγιών ατόµων, εκ των οποίων οι 23 ήταν καπνιστές, η κατανοµή συχνοτήτων των τιµών 

του µεταβολικού λόγου 1U/(1U +1X) σε µεµονωµένο δείγµα ούρων, 6 ώρες µετά την 

κατανάλωση της καφεΐνης, ήταν κανονική χωρίς την ύπαρξη κάποιων ακραίων τιµών 

[39].  

Από τα ανωτέρω εκτεθέντα προκύπτει ότι η παρούσα εργασία, όσον αφορά τους 

υγιείς, βρίσκεται σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα των περισσοτέρων µελετών και το 

γενικό συµπέρασµα που συνάγεται είναι ότι η XO δεν εκφράζεται πολυµορφικά στους 

διάφορους πληθυσµούς, γεγονός που επιβεβαιώνει τον ρόλο του ενζύµου στον 

µεταβολισµό βασικών δοµικών συστατικών του ανθρώπινου οργανισµού όπως είναι οι 

πουρίνες και οι πυριµιδίνες. 
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2.3.3.4. Η κατανοµή των τιµών του µεταβολικού λόγου AFMU/(AFMU+1U+1X) 

Στους ευρωπαϊκούς πληθυσµούς καυκάσιας καταγωγής έχουν ταυτοποιηθεί 7 

τουλάχιστον σηµειακές µεταλλάξεις του γονιδίου της ΝΑΤ-2 και οι διάφοροι συνδυασµοί 

των µεταλλαγµένων αλληλίων έχουν ως αποτέλεσµα το φαινότυπο της βραδείας 

ακετυλίωσης. Σε αντίθεση µε τα µεταλλαγµένα, το αγρίου τύπου αλλήλιο, το οποίο 

συµβολίζεται ως ΝΑΤ-2*4, αντικατοπτρίζεται στον φαινότυπο του ταχέος ακετυλιωτή. 

Τα οµόζυγα άτοµα για το αγρίου τύπου αλλήλιο (*4/*4) παρουσιάζουν πιο αυξηµένη 

δραστικότητα ακετυλίωσης από τα ετερόζυγα (*4/slow), παρέχοντας έτσι την δυνατότητα 

για περαιτέρω ταξινόµηση των ταχέων ακετυλιωτών σε ενδιάµεσους και αµιγώς ταχείς 

ακετυλιωτές [142, 253].. 

Στο πλαίσιο αυτό έγιναν αρκετές µελέτες µε φάρµακο-δείκτη την καφεΐνη 

προκειµένου να διαπιστωθεί η φαινοτυπική κατανοµή της ΝΑΤ-2 σε διάφορους 

πληθυσµούς. Έτσι, η κατανοµή του µεταβολικού λόγου AFMU/1X σε ούρα 24ώρου 

εξετάστηκε σε µία µελέτη στην οποία συµµετείχαν 42 καυκάσιοι και 26 ασιάτες, όλοι µη 

καπνιστές. Η κατανοµή συχνοτήτων του δεκαδικού λογαρίθµου παρουσίασε δικόρυφη 

κατανοµή και στις δύο φυλετικές οµάδες. Οι καυκάσιοι βραδείς ακετυλιωτές ήταν 61,9% 

του συνόλου ενώ οι αντίστοιχοι Ασιάτες 23% [202]. 

Η κατανοµή συχνοτήτων των τιµών του µεταβολικού λόγου 

AAMU/(AAMU+1U+1X) σε ολονύκτια ούρα 49 ατόµων λευκής φυλής εµφάνισε 

τρικόρυφη κατανοµή και αποδίδει, σύµφωνα µε τους συγγραφείς, την διάκριση µεταξύ 

οµόζυγων βραδέων ακετυλιωτών καθώς και ετερόζυγων και οµόζυγων ταχέων 

ακετυλιωτών. Οι συγγραφείς επισηµαίνουν, εξάλλου, ότι παρόλο που η κατανοµή αυτή 

προσαρµόζεται ικανοποιητικά στη θεωρία των Hardy-Weinberg περί της συχνότητας των 

γονοτύπων που προκύπτουν από ένα επικρατές και ένα υπολειπόµενο αλληλόµορφο, η 

πραγµατική της αντιστοιχία µε τους γονοτύπους της ΝΑΤ-2 πρέπει να αποδειχθεί µε 

µελέτες οικογενειών [214]. 

Σε άλλη, παρόµοια, µελέτη στην οποία συµµετείχαν 178 άτοµα διαφόρων 

εθνικοτήτων, εκ των οποίων οι 144 ήταν λευκής φυλής, οι 5 µαύρης φυλής, οι 21 Ασιάτες 

και οι 8 µικτής προέλευσης, η κατανοµή των µεταβολικών λόγων 

AAMU/(AAMU+1U+1X) και AAMU/1X, τόσο σε πρωινά ούρα όσο και σε ούρα 6 ώρες 

µετά την κατανάλωση καφεΐνης, παρουσίασε δικόρυφη κατανοµή µε σηµείο διαχωρισµού 

(antimode) την τιµή 0,34 και 1,23 αντίστοιχα. Οι συγγραφείς προτείνουν, επίσης, ένα 
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δεύτερο σηµείο διαχωρισµού µεταξύ ετεροζύγων και οµοζύγων ταχέων ακετυλιωτών στα 

σηµεία µε τιµή 0,58 και 3,4 για τους αντίστοιχους µεταβολικούς λόγους, ενώ 

επισηµαίνουν ότι η παράλληλη δοκιµασία σουλφαµεθαζίνης, η οποία διεξήχθη ως 

µέθοδος αναφοράς, δεν παρουσίασε υπόνοια τρικόρυφης κατανοµής αλλά εµφάνισε µία 

ξεκάθαρη δικόρυφη κατανοµή. Το ποσοστό των βραδέων ακετυλιωτών, στο σύνολο των 

εθελοντών, µε την δοκιµασία της καφεΐνης ήταν 57,9% και 59,0% για τους δύο 

µεταβολικούς λόγους αντίστοιχα, στα ούρα των 6 ωρών, και 56,7% και για τους δύο 

µεταβολικούς λόγους για τα πρωινά ούρα, ενώ υπήρξε ταύτιση µεταξύ της φαινοτυπικής 

ταξινόµησης µέσω της δοκιµασίας καφεΐνης στα πρωινά ούρα και της δοκιµασίας 

σουλφαµεθαζίνης στο αίµα, χωρίς, όπως σχολιάζουν οι συγγραφείς, να προκρίνεται 

κάποια από τις δύο δοκιµασίες της καφεΐνης ως προτιµότερη. Στις επιµέρους 

πληθυσµιακές οµάδες τα ποσοστά των βραδέων ακετυλιωτών ήταν 61,8%, 19,0% και 

61,5% για τους λευκούς, τους ασιάτες και τους µαύρους-µικτούς αντίστοιχα [216].  

Σε µία προσπάθεια διερεύνησης της εγκυρότητας των µεταβολικών λόγων 

AΑMU/(AΑMU+1X+1U) και AΑMU/1Χ στον προσδιορισµό του γονοτύπου των 

οµοζύγων βραδέων καθώς και των ετεροζύγων και οµοζύγων ταχέων ακετυλιωτών, οι 

λόγοι αυτοί µετρήθηκαν σε ένα µεµονωµένο δείγµα ούρων 20 λευκών εθελοντών, 6 ώρες 

µετά την κατανάλωση ενός καφεϊνούχου ποτού. Τα άτοµα αυτά είχαν προηγουµένως 

καταταχθεί ως βραδείς (8 άτοµα, 40%), ενδιάµεσοι (8 άτοµα, 40%) και ταχείς (4 άτοµα, 

20%) ακετυλιωτές µε την χρήση τής δαψόνης ως φαρµάκου-δείκτη. Η δοκιµασία της 

καφεΐνης και ο δεύτερος µεταβολικός λόγος παρουσίασαν πλήρη συµφωνία µε την 

δοκιµασία της δαψόνης ενώ µε βάση τον πρώτο µεταβολικό λόγο, 2 άτοµα τα οποία 

ελάµβαναν θεοφυλλίνη, κατατάχθηκαν διαφορετικά σε σχέση µε την δοκιµασία της 

δαψόνης. Στο πλαίσιο της ίδιας µελέτης οι δύο µεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης σε 42 

άτοµα παρουσίασαν τρικόρυφη κατανοµή και, µε βάση τον πρώτο µεταβολικό λόγο, το 

50% των ατόµων χαρακτηρίστηκαν ως οµόζυγοι βραδείς ακετυλιωτές, το 42,9% ως 

ετερόζυγοι ταχείς ακετυλιωτές και το 7,1% ως οµόζυγοι ταχείς ακετυλιωτές ενώ τα 

αντίστοιχα ποσοστά µε βάση τον δεύτερο λόγο ήταν 47,6%, 42,9% και 9,5% [254]. 

Σε ένα µικτό πληθυσµό λευκών και µαύρων εθελοντών, η δραστικότητα της ΝΑΤ-

2 διερευνήθηκε µέσω των µεταβολικών λόγων AFMU/1X, AFMU/(1X+1U) και 

AFMU/(AFMU+1X+1U). Η κατανοµή συχνοτήτων του φυσικού λογαρίθµου του πρώτου 

µεταβολικού λόγου ήταν δικόρυφη και στους δύο υποπληθυσµούς µε 64% βραδείς 
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ακετυλιωτές στους λευκούς και 39% στους µαύρους. Ο φυσικός λογάριθµος του δεύτερου 

λόγου παρουσίασε δικόρυφη κατανοµή στους λευκούς και µονοκόρυφη κατανοµή στους 

µαύρους µε 70% βραδείς ακετυλιωτές στους λευκούς και 54% στους µαύρους. Τέλος, ο 

φυσικός λογάριθµος του τρίτου λόγου παρουσίασε δικόρυφη κατανοµή τόσο στους 

λευκούς όσο και στους µαύρους µε 72% βραδείς ακετυλιωτές µεταξύ των λευκών και 

58% µεταξύ των µαύρων [215]. Το ίδιο έτος δηµοσιεύθηκε µία άλλη µελέτη µε τη 

συµµετοχή 335 υγιών ατόµων ∆ανικής καταγωγής κατά την οποία διερευνήθηκε ο 

µεταβολικός λόγος AFMU/1X σε µεσηµβρινά µεµονωµένα δείγµατα ούρων µετά την 

πρωϊνή κατανάλωση καφεϊνούχων ποτών. Η κατανοµή των συχνοτήτων του λόγου αυτού 

προσαρµόστηκε σε µία δικόρυφη κατανοµή µε σηµείο διαχωρισµού των δύο κατανοµών 

το σηµείο 0,55 σύµφωνα µε το οποίο το 54% των εθελοντών χαρακτηρίστηκαν ως 

βραδείς ακετυλιωτές και το 46% ως ενδιάµεσοι ετεροζυγώτες ακετυλιωτές και οµόζυγοι 

ταχείς ακετυλιωτές χωρίς την ύπαρξη ενός δεύτερου σηµείου διαχωρισµού µεταξύ των 

δύο τελευταίων. Η κατανοµή των βραδέων ακετυλιωτών ήταν αµιγώς κανονική ενώ αυτή 

των ενδιαµέσων και ταχέων ακετυλιωτών παρουσιάστηκε ως κανονική µετά από 

λογαριθµική µετατροπή των δεδοµένων [43]. 

Ο µεταβολικός λόγος AAMU/1X σε ούρα 24ώρου διερευνήθηκε και σε έναν 

Ισπανικό πληθυσµό 107 ατόµων. Η κατανοµή συχνοτήτων του λογαρίθµου των τιµών του 

λόγου αυτού εµφάνισε τρικόρυφη κατανοµή µε σηµεία διαχωρισµού των βραδέων, µέσων 

και ταχέων ακετυλιωτών τις τιµές 1,8 και 5,8. Με βάση τις τιµές αυτές, οι βραδείς 

ακετυλιωτές ανήλθαν στο ποσοστό του 65,4% [127]. 

Οι βραδείς ακετυλιωτές υπερείχαν σε αριθµό και σε 563 άτοµα γερµανικής 

καταγωγής στα οποία µελετήθηκε η κατανοµή των τιµών του µεταβολικού λόγου 

AFMU/1X σε συνολικά ούρα 5 ωρών µετά την κατανάλωση µιας κούπας καφέ ή ενός 

δισκίου 100 mg καφεΐνης. Συγκεκριµένα, ο δεκαδικός λογάριθµος των τιµών του 

µεταβολικού αυτού λόγου παρουσίασε εµφανώς δικόρυφη κατανοµή µε επιµέρους 

κατανοµές οι οποίες προσοµοίαζαν µε κανονικές, τύπου Gauss. O δεκαδικός λογάριθµος 

της τιµής 0,5 (-0,30) ήταν το σηµείο διαχωρισµού µεταξύ των δύο κατανοµών µε το 

55,1% των εθελοντών να ταξινοµούνται ως βραδείς ακετυλιωτές και το 44,9% ως ταχείς. 

Στην ίδια µελέτη έγινε και γονοτυπικός προσδιορισµός της ΝΑΤ-2 µε τη µέθοδο της 

PCR/RFLP και ταυτοποιήθηκαν 7 σηµειακές µεταλλάξεις του γονιδίου οι οποίες έδωσαν 

ύπαρξη σε 8 αλλήλια, συµπεριλαµβανοµένου του αγρίου τύπου, τα οποία κωδικοποιούν 
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για ταχείς ακετυλιωτές και 7 αλληλόµορφα τα οποία κωδικοποιούν για βραδείς. 

Παράλληλα, παρατηρήθηκε ασυµφωνία της τάξεως του 6,7% µεταξύ φαινοτύπου και 

γονοτύπου η οποία αποδόθηκε στην βιολογική και µεθοδολογική µεταβλητότητα της 

ΝΑΤ-2 καθώς δεν βρέθηκαν άλλες µεταλλάξεις στα άτοµα αυτά µε την µέθοδο της 

ευρέσεως της αλληλουχίας του DNA (sequencing, Cascorbi et al., 1995). 

Η κατανοµή συχνοτήτων του λόγου AFMU/1X σε µεµονωµένο δείγµα ούρων, 6 

ώρες µετά τη χορήγηση της καφεΐνης σε 277 ∆ανούς εθελοντές, εµφάνισε δικόρυφη 

κατανοµή µε σηµείο διαχωρισµού την τιµή 0,49 σύµφωνα µε την οποία το 56% των 

ατόµων χαρακτηρίστηκαν ως βραδείς ακετυλιωτές [204]. 

Ο λογάριθµος του ίδιου µεταβολικού λόγου εµφάνισε δικόρυφη κατανοµή σε άλλη 

µελέτη 66 υγιών ατόµων από τις ΗΠΑ µε συλλογή ούρων στο χρονικό σηµείο των 5 

ωρών από την κατανάλωση της καφεΐνης. 34 άτοµα (51,5%) χαρακτηρίστηκαν ως βραδείς 

και 32 άτοµα (48,5%) ως ταχείς ακετυλιωτές. Στη µελέτη αυτή, όµως, δεν έγινε αναφορά 

για την φυλετική καταγωγή των συµµετεχόντων [40]. 

Ο φαινότυπος της Ν-ακετυλίωσης απετέλεσε και το αντικείµενο µελέτης σε 

ελληνικό πληθυσµό 83 υγιών ατόµων στα οποία προσδιορίστηκε ο µεταβολικός λόγος 

AFMU/1X σε συγκεντρωτική συλλογή ούρων των 8 πρώτων ωρών µετά την κατανάλωση 

200 mg καφεΐνης. Η κατανοµή των συχνοτήτων του λόγου αυτού ήταν εµφανώς δικόρυφη 

και το 66,3% των συµµετεχόντων χαρακτηρίστηκαν ως βραδείς, ενώ το 33,7% ως ταχείς 

ακετυλιωτές [255]. 

Σε άλλη, λιγότερο εκτεταµένη µελέτη, στην οποία συµµετείχαν 21 άτοµα 

χρησιµοποιήθηκαν οι µεταβολικοί λόγοι AFMU/1X και AFMU/(AFMU+1U+1X) σε 

µεµονωµένα δείγµατα ούρων, 6 ώρες µετά την κατανάλωση 200mg καφεΐνης, 

προκειµένου να διαπιστωθεί η επίδραση της δραστικότητας της ΧΟ στις τιµές των λόγων 

αυτών. Με βάση τις τιµές 0,55 και 0,26 για τους δύο αυτούς λόγους, αντίστοιχα, οι 

εθελοντές διαχωρίστηκαν σε δύο οµάδες βραδέων και ταχέων ακετυλιωτών µε τους 

πρώτους να απαριθµούν 13 άτοµα, δηλαδή ποσοστό 61,9% και τους δεύτερους 8 άτοµα, 

δηλαδή ποσοστό 38,1%. Στην ίδια µελέτη διαπιστώθηκε ότι η δραστικότητα της ΧΟ 

επιδρά στις τιµές του πρώτου µεταβολικού λόγου αφήνοντας ανεπηρέαστο τον δεύτερο 

[256]. 

Το ίδιο έτος δηµοσιεύθηκε µία µεγαλύτερη µελέτη στην οποία συµµετείχαν 222 

λευκοί, Αµερικανικής καταγωγής, στους οποίους προσδιορίστηκε ο φαινότυπος της Ν-
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ακετυλίωσης µε φάρµακο δείκτη την καφεΐνη και ο γονότυπος µε τη µέθοδο της 

PCR/RFLP. O µεταβολικός λόγος AFMU/1X προσδιορίστηκε κατόπιν λήψης 200 mg 

καφεΐνης και µίας µεµονωµένης συλλογής ούρων, 5 ώρες αργότερα. Η κατανοµή του 

παραπάνω λόγου ήταν, κατά βάση, δικόρυφη µε σηµείο διαχωρισµού την τιµή 0,66 και το 

58,1% των ατόµων χαρακτηρίστηκαν ως βραδείς ακετυλιωτές ενώ το 41,9% ως ταχείς. 

Εναλλακτικά, ανιχνεύθηκε ένα δεύτερο σηµείο διαχωρισµού το οποίο δηµιούργησε µία 

τρικόρυφη κατανοµή µε βάση την οποία οι ταχείς ακετυλιωτές της δικόρυφης κατανοµής 

διαχωρίστηκαν σε ενδιαµέσους (39,2%) και αµιγώς ταχείς (2,7%). Κατά την ανάλυση του 

γονοτύπου εντοπίστηκαν 10 αλλήλια της ΝΑΤ-2 εκ των οποίων 3, συµπεριλαµβανοµένου 

και το αγρίου τύπου ΝΑΤ-2*4, εµφανίστηκαν σε ποσοστό 85,4%, ενώ τα υπόλοιπα σε 

ποσοστά από 0,2-6,8%. Η σύµπτωση µεταξύ γονοτύπου και φαινοτύπου ανήλθε στο 

ποσοστό 97,8% και 92,8% για τη δικόρυφη και την τρικόρυφη κατανοµή, αντίστοιχα, µε 

την επισήµανση ότι άτοµα µε δύο µεταλλαγµένα αλλήλια έχουν, γενικά, βραδύ φαινότυπο 

ενώ οι ετεροζυγώτες και οι οµοζυγώτες µε το αγρίου τύπου αλλήλιο ΝΑΤ-2*4 

εµφανίζονται ως ταχείς ακετυλιωτές. Οι συγγραφείς αναφέρουν ότι το µοντέλο της 

τρικόρυφης κατανοµής της ΝΑΤ-2 περιλήφθηκε εξαιτίας του γεγονότος ότι άτοµα τα 

οποία ταξινοµούνται ως ενδιάµεσοι ετεροζυγώτες και ταχείς οµοζυγώτες ακετυλιωτές 

εµφανίζουν αλληλεπικάλυψη στις τιµές του φαινοτύπου αλλά, παράλληλα, εµφανίζουν 

και στατιστικώς σηµαντική διαφορά στην µέση δραστικότητα της ακετυλίωσης. Η 

αλληλεπικάλυψη αυτή, σύµφωνα µε του συγγραφείς, µπορεί να οφείλεται σε άγνωστες 

µεταλλάξεις εντός και εκτός της κωδικοποιούσας περιοχής του γονιδίου οι οποίες δεν 

διερευνήθηκαν, σε περιβαλλοντικές επιδράσεις καθώς και στην βιολογική και αναλυτική 

µεταβλητότητα του µεταβολικού λόγου της καφεΐνης [143]. 

Μία παράλληλη φαινοτυπική και γονοτυπική µελέτη της ΝΑΤ-2 διεξήχθη και σε 

έναν Καυκάσιο πληθυσµό 77 υγιών εθελοντών στο πλαίσιο της πιστοποίησης µιας πιο 

ευαίσθητης αναλυτικής µεθόδου µε την χρήση της φασµατοσκοπίας µάζας. Στην µελέτη 

αυτή χρησιµοποιήθηκε ο µεταβολικός λόγος (AFMU+AAMU) 

/(AFMU+AAMU+1U+1X) στα ούρα έγινε, δηλαδή, προσπάθεια να προσδιορισθεί 

ποσοτικά και το προϊόν της αυθόρµητης αποφορµυλίωσης της AFMU, η οποία, σύµφωνα 

µε ορισµένους συγγραφείς µπορεί να συµβεί ακόµη και µέσα στην ουροδόχο κύστη [214]. 

Με αυτή την µεθοδολογία οι συγγραφείς διαπίστωσαν την ύπαρξη του AAMU στα ούρα 

όλων, πλήν ενός, εθελοντών, παρόλο που αυτά είχαν οξινιστεί αµέσως µετά την συλλογή 
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τους. Η κατανοµή του µεταβολικού αυτού λόγου, σε ούρα 5-6 ώρες µετά την χορήγηση 

150-200 mg καφεΐνης, εµφάνισε δικόρυφη κατανοµή και το 54,7% των εθελοντών 

χαρακτηρίστηκαν ως βραδείς ακετυλιωτές, ενώ το 45,3% ως ταχείς. Όλοι οι βραδείς 

ακετυλιωτές είχαν τιµές του λόγου µικρότερες του 0,228 και οι ταχείς µεγαλύτερες του 

0,238. Η µέση τιµή και η τυπική απόκλιση των τιµών του µεταβολικού λόγου των 

βραδέων ακετυλιωτών ήταν 0,132 και 0,047, αντίστοιχα, ενώ των ταχέων 0,38 και 0,079 

αντίστοιχα. Η γονοτυπική ανάλυση 41 εθελοντών περιέλαβε την διερεύνηση των 4 πλέον 

συνήθων πολυµορφισµών στους καυκάσιους και όλοι οι εθελοντές οι οποίοι είχαν ένα 

τουλάχιστο ΝΑΤ-2*4, αγρίου τύπου, αλλήλιο είχαν το φαινότυπο του ταχέος ακετυλιωτή, 

ενώ οι βραδείς είχαν έναν ή περισσότερους πολυµορφισµούς µεµονωµένου νουκλεοτιδίου 

(single nucleotide polymorphism, SNP) και στα δύο αλλήλια [257]. 

Σε µία πρόσφατη µελέτη στην οποία συµµετείχαν 38 καυκάσιοι άνδρες, εργάτες 

γερµανικών εργοστασίων εκ των οποίων οι 30 ήταν καπνιστές, προσδιορίστηκε ο 

µεταβολικός λόγος AFMU/(AFMU+1U+1X) σε µεµονωµένο δείγµα ούρων, 7-8 ώρες 

µετά την κατανάλωση ενός δισκίου καφεΐνης 200 mg. Η κατανοµή των τιµών του 

µεταβολικού αυτού λόγου εµφανίστηκε σαφώς διαχωρισµένη σε δύο περιοχές βραδέων 

και ταχέων ακετυλιωτών εκ των οποίων οι πρώτοι είχαν τιµές του λόγου µεταξύ 0,03 και 

0,25 µε µέση τιµή και τυπική απόκλιση 0,13 και 0,06, αντίστοιχα, ενώ οι δεύτεροι είχαν 

τιµές του λόγου µεταξύ 0,34 και 0,48 µε µέση τιµή και τυπική απόκλιση 0,41 και 0,04 

αντίστοιχα. Οι βραδείς ακετυλιωτές ήταν 27 άτοµα (71%) ενώ οι ταχείς ήταν 11 (29%) 

[144]. 

Το ίδιο έτος διεξήχθη παρόµοια µελέτη σε ελληνικό πληθυσµό 44 υγιών ατόµων 

(21 άντρες, 23 γυναίκες, 23 καπνιστές) στους οποίους προσδιορίστηκε ο αυτός, όπως και 

προηγουµένως, µεταβολικός λόγος σε µεµονωµένο δείγµα ούρων, 6 ώρες µετά την 

κατανάλωση µιας κάψουλας 200 mg καφεΐνης. Η κατανοµή των τιµών του λόγου αυτού 

ήταν, παροµοίως, δικόρυφη µε τιµή διαχωρισµού 0,25, ταυτόσηµη µε αυτήν της 

προηγούµενης µελέτης. Οι εθελοντές µε τιµές του λόγου µικρότερες του 0,25 ήταν 28 

(63,6%) και χαρακτηρίστηκαν ως βραδείς ακετυλιωτές ενώ οι εθελοντές µε τιµές του 

λόγου υψηλότερες του 0,25 ήταν 16 (36,4%) και χαρακτηρίστηκαν ως ταχείς ακετυλιωτές 

[39]. 

Η κατανοµή συχνοτήτων των τιµών του µεταβολικού λόγου 

AAMU/(AAMU+1U+1X) σε ολονύκτια συλλογή ούρων, εξετάστηκε σε ιαπωνικό 
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πληθυσµό 182 ατόµων εκ των οποίων οι 29 ήταν καπνιστές και ο δεκαδικός λογάριθµος 

εµφάνισε τρικόρυφη κατανοµή ενώ οι απόλυτες τιµές είχαν εύρος από 0,12 έως 0,78 (7 

φορές, CV%=31%). Με βάση την κατανοµή αυτή 20 άτοµα χαρακτηρίστηκαν ως βραδείς 

(11%), 151 άτοµα ως ενδιάµεσοι (83%), και 11(6%) ως ταχείς ακετυλιωτές [126]. 

Ο πολυµορφισµός της ΝΑΤ-2 στους Ιάπωνες ήταν, επίσης, το αντικείµενο µελέτης 

κατά την οποία χρησιµοποιήθηκε ως φάρµακο-δείκτης η δαψόνη. Η µελέτη αυτή ανέδειξε 

το 6,6% ενός πληθυσµού 182 ατόµων ως βραδείς ακετυλιωτές, ενώ η κατανοµή 

συχνοτήτων του µεταβολικού λόγου της µονοακετυλοδαψόνης προς την δαψόνη στο 

πλάσµα εµφάνισε τρικόρυφη κατανοµή [258]. 

Σε έναν άλλο ιαπωνικό πληθυσµό 145 ατόµων προσδιορίστηκε ο γονότυπος της 

ΝΑΤ-2 µε τη µέθοδο της PCR/RFLP και το 44% του πληθυσµού αυτού είχε τον γονότυπο 

του οµοζυγώτη για το αγρίου τύπου αλλήλιο ΝΑΤ-2*4 ο οποίος αντιστοιχεί στο 

φαινότυπο του ταχέος ακετυλιωτή, το 49% είχε τον γονότυπο του ετεροζυγώτη για το 

αλλήλιο ΝΑΤ-2*4 συνδυαζοµένου µε ένα µεταλλαγµένο αλλήλιο ο οποίος γονότυπος 

αντιστοιχεί στο φαινότυπο του ενδιαµέσου ακετυλιωτή, ενώ ένα 7% του πληθυσµού είχε 

έναν συνδυασµό από τα διάφορα µεταλλαγµένα αλλήλια τα οποία αντιστοιχούν στο 

φαινότυπο του βραδέος ακετυλιωτή [142]. 

Μία αναδροµική µελέτη, εξάλλου, που αφορούσε τον φαινότυπο 3.516 Κινέζων 

όπως αυτός προσδιορίστηκε µε φάρµακα-δείκτες την ισονιαζίδη, την σουλφαδιµιδίνη, την 

καφεΐνη, την σουλφαµεθαζίνη και την δαψόνη, ανέφερε ότι ο µέσος όρος των βραδέων 

ακετυλιωτών στον πληθυσµό αυτόν ήταν 19,9% µε εύρος τιµών, στις διάφορες µελέτες, 

από 15,8 έως 25,5% [259]. 

Ανακεφαλαιώνοντας, στις εργασίες µε δικόρυφη κατανοµή της ΝΑΤ-2 το 

ποσοστό των βραδέων ακετυλιωτών κυµάνθηκε από 51,5% έως 72,0%, ενώ σ΄ αυτές µε 

τρικόρυφη κατανοµή το ποσοστό των βραδέων ακετυλιωτών κυµάνθηκε από 47,6% έως 

65,4%, των διάµεσων από 39,2% έως 42,9% και των ταχέων από 2,7% έως 9,5%. Στους 

ασιάτες εµφανίζεται µία αντίστροφη εικόνα µε τους βραδείς ακετυλιωτές να υστερούν µε 

ποσοστά από 6,6-25,5% έναντι των ενδιαµέσων (49-83%) και των ταχέων (6-77%). Στην 

παρούσα εργασία, µε βάση τον µεταβολικό λόγο AFMU/(AFMU+1U+1X), τα ποσοστά 

των βραδέων ακετυλιωτών ήταν 59,2% και 57,0% για τους υγιείς και ασθενείς, 

αντίστοιχα, τα οποία δεν είχαν σηµαντική διαφορά µεταξύ τους και βρίσκονται µέσα στο 

σύνηθες εύρος που απαντάται στους καυκάσιους πληθυσµούς. Ο ανωτέρω λόγος 
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παρουσίασε µικρότερη διακύµανση, σε βάθος χρόνου, από τον λόγο AFMU/1X και 

προτιµήθηκε για την απεικόνιση της δραστικότητας της ΝΑΤ-2. 

 

2.3.4. Ο ρόλος του φύλου στην δραστικότητα των ενζύµων  

∆ιάφοροι φυσιολογικοί παράγοντες, ειδικοί τού φύλου, επηρεάζουν µε 

διαφορετικό τρόπο την φαρµακοκινητική πολλών φαρµάκων στους άνδρες και στις 

γυναίκες. Οι παράγοντες αυτοί περιλαµβάνουν το µέγεθος και την σύσταση του σώµατος, 

την γαστρεντερική φυσιολογία, την νεφρική απέκκριση και τις ορµόνες του φύλου. Οι 

γυναίκες, γενικώς, έχουν µικρότερο σωµατικό βάρος και συνεπώς µικρότερες διαστάσεις 

οργάνων και αιµατικής ροής όπως, επίσης, και µεγαλύτερο ποσοστό σωµατικού λίπους. 

Κάποιες διαφοροποιήσεις, όµως, που εµφανίστηκαν στον όγκο κατανοµής µερικών 

φαρµάκων είχαν σχέση, κυρίως, µε το σωµατικό βάρος και απαλοίφθηκαν, στις 

περισσότερες µελέτες, µετά από προσαρµογή (normalization) των αποτελεσµάτων στο 

συνολικό σωµατικό βάρος. Όσον αφορά το γαστρεντερικό σύστηµα, οι γυναίκες 

παρουσιάζουν µικρότερη έκκριση γαστρικών οξέων συνοδευόµενη από µειωµένη 

γαστρική κένωση. Η επίδραση αυτών των παραγόντων στην διαδικασία απορρόφησης 

είναι προφανής, αλλά τα συγκεκριµένα παραδείγµατα σπανίζουν. Επιπλέον, η 

σπειραµατική διήθηση (glomerular filtration) εµφανίζεται, µειωµένη κατά 10%, κατά 

προσέγγιση, στις γυναίκες αλλά η διαφορά αυτή οφείλεται στην επίδραση του σωµατικού 

βάρους, µάλλον, καθώς έχει διαπιστωθεί ότι η σπειραµατική διήθηση είναι ανάλογη µε το 

βάρος. Σε τελική ανάλυση, οι διαφορές µεταξύ των φύλων στην νεφρική απέκκριση έχουν 

µικρή κλινική σηµασία για φάρµακα των οποίων η αποβολή οφείλεται σε µικρό µόνον 

βαθµό από τη νεφρική κάθαρση [260, 261]. Η εµµηνόπαυση, τέλος, φαίνεται να 

διαφοροποιεί τον µεταβολισµό κάποιων φαρµάκων στις γυναίκες καθώς έχει βρεθεί 

µειωµένος µεταβολισµός αυτών των φαρµάκων σε ηλικιωµένες γυναίκες σε σχέση µε 

νεαρές γυναίκες. Η διαφορά αυτή αποδόθηκε στην εµµηνόπαυση καθώς δεν 

διαπιστώθηκε παρόµοια διαφορά µεταξύ ηλικιωµένων και νεαρών ανδρών. Η επίδραση, 

όµως, της εµµηνόπαυσης στον µεταβολισµό των φαρµάκων δεν είναι πλήρως 

αποσαφηνισµένη καθώς υπάρχουν παραδείγµατα κατά τα οποία είτε δεν υπήρξε διαφορά 

στο µεταβολισµό τους σε σχέση µε την ηλικία των γυναικών, είτε ο µεταβολισµός τους 

ήταν µειωµένος στους ηλικιωµένους άνδρες αλλά όχι στις ηλικιωµένες γυναίκες σε σχέση 

µε τα αντίστοιχα νεαρά άτοµα. 
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2.3.4.1. Ένζυµα της οικογενείας CYP και φύλο 

Όσον αφορά την δραστικότητα των ενζύµων του συστήµατος Ρ450 σε σχέση µε το 

φύλο, διάφορες µελέτες έχουν δείξει ότι οι νεαρές γυναίκες µεταβολίζουν φάρµακα-

υποστρώµατα του CYP3A4 24% ταχύτερα από τους νεαρούς άνδρες [262]. Άλλες 

µελέτες, αντίθετα, έχουν δείξει ότι τα ένζυµα CYP2C19 και CYP2D6 παρουσιάζουν 

αυξηµένη δραστικότητα στους άνδρες σε σχέση µε τις γυναίκες, αλλά η πολυπλοκότητα 

του µεταβολισµού των διαφόρων υποστρωµάτων και ο χειρισµός των δεδοµένων στις 

διάφορες µελέτες, σε σχέση µε παράγοντες όπως το σωµατικό βάρος και η λήψη από του 

στόµατος αντισυλληπτικών, καθιστούν τα συµπεράσµατα που αφορούν τα δύο τελευταία 

αυτά ένζυµα αµφισβητίσιµα [260].  

Όσον αφορά την δραστικότητα του CYP1A2 σε σχέση µε το φύλο, έχουν 

πραγµατοποιηθεί διάφορες µελέτες µε φάρµακα-δείκτες την καφεΐνη και την θεοφυλλίνη. 

Στις µελέτες στις οποίες χρησιµοποιήθηκε η καφεΐνη έγινε εκτίµηση των τιµών διαφόρων 

µεταβολικών λόγων της σε διάφορα βιολογικά υγρά και µε διαφορετική χρονική 

δειγµατοληψία. Κατ΄ αυτόν τον τρόπο οι Grant et al. [202] δεν διαπίστωσαν κάποια 

διαφορά µεταξύ ανδρών και γυναικών στις τιµές του µεταβολικού λόγου 

(AFMU+1U+1X)/17Χ σε ούρα 24ώρου 68 υγιών εθελοντών καυκάσιας και ασιατικής 

καταγωγής. Οι Relling et al. [215], αντίθετα, διαπίστωσαν αυξηµένη δραστικότητα του 

CYP1A2 στους άνδρες µε την χρήση του αυτού µεταβολικού λόγου στα συνολικά ούρα 

των 4 ωρών 331 εθελοντών µετά τη χορήγηση της καφεΐνης, χωρίς όµως να έχει γίνει 

διαχωρισµός του πληθυσµού µε βάση το κάπνισµα. Με τον µεταβολικό λόγο 

(AFMU+1U+1X)/17U, σε µεµονωµένα δείγµατα ούρων, εξάλλου, οι Vistisen et al. [43] 

παρατήρησαν ελαφρώς µεγαλύτερες τιµές στους άνδρες (16%), σε σχέση µε τις γυναίκες, 

σε ένα δείγµα 335 υγιών ατόµων. Σε παρόµοιο συµπέρασµα κατέληξαν και οι Rasmussen 

and Brosen [204] και Rasmussen et al. [78] µε την χρήση του µεταβολικού λόγου 

(AFMU+1U+1X)/17U σε µεµονωµένα δείγµατα ούρων 277 και 378 υγιών εθελοντών, 

αντίστοιχα, 6 ώρες µετά τη χορήγηση της καφεΐνης. Πιο συγκεκριµένα, οι ανωτέρω 

διαπίστωσαν αυξηµένη δραστικότητα του CYP1A2 στους άνδρες µη καπνιστές, σε σχέση 

µε τις γυναίκες µη καπνίστριες και µη χρήστριες από του στόµατος αντισυλληπτικών, 

κατά ένα ποσοστό 13% και 24,5% στις δύο προαναφερθείσες µελέτες. Στην δεύτερη, 

βέβαια, περίπτωση συµµετείχαν στη µελέτη µονοζυγωτικοί και διζυγωτικοί δίδυµοι, 

γεγονός το οποίο ενδέχεται να αλλοιώνει την πραγµατική διαφορά στην δραστικότητα του 
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ενζύµου µεταξύ των δύο φύλων. Η ερευνητική αυτή οµάδα σχολιάζει ότι η επίδραση του 

φύλου στηn δραστικότητα του CYP1A2 είναι µικρή και γι΄ αυτόν τον λόγο απαιτούνται 

µεγάλα δείγµατα εθελοντών προκειµένου να αποφευχθούν στατιστικά σφάλµατα τύπου ΙΙ, 

δηλαδή η διαπίστωση µη ύπαρξης διαφοράς ενώ στην πραγµατικότητα υπάρχει. 

Πράγµατι, η χρήση του µεταβολικού λόγου 17Χ/137Χ στο σίελο, 5-7 ώρες µετά τη 

χορήγηση της καφεΐνης σε 786 υγιείς Καυκάσιους εθελοντές, έδωσε παρόµοια 

αποτελέσµατα µε τις γυναίκες να παρουσιάζουν µειωµένη, κατά 10%, δραστικότητα του 

CYP1A2, σε σχέση µε τους άνδρες [45].  

Ο ως άνω µεταβολικός λόγος, σε δείγµατα πλάσµατος 6 ωρών µετά την χορήγηση 

της καφεΐνης σε 229 µη καπνίζοντες Κινέζους φοιτητές, ήταν σηµαντικά υψηλότερος 

στους άνδρες σε σχέση µε τις γυναίκες, εκ των οποίων καµία δεν έκανε χρήση από του 

στόµατος αντισυλληπτικών ούτε ήταν έγκυος. Στον βαθµό που η κατανοµή των τιµών του 

µεταβολικού αυτού λόγου ήταν παρόµοια µεταξύ ανδρών και γυναικών, οι συγγραφείς 

καταλήγουν στο συµπέρασµα ότι η διαφορά αυτή µπορεί να µην οφείλεται σε διαφορά 

στον γονότυπο αλλά δεν µπορεί να αποκλειστεί η πιθανότητα της διαφορικής επίδρασης 

των φυλετικών ορµονών στην έκφραση του γονιδίου του CYP1A2 [251]. 

Ο ίδιος, επίσης, µεταβολικός λόγος, σε δείγµα πλάσµατος 8 ωρών µετά την 

χορήγηση της καφεΐνης, παρουσίασε, οριακά (p=0,054), υψηλότερη µέση τιµή σε 79 

άνδρες σε σχέση µε 82 γυναίκες [263], µετά από προσαρµογή των δεδοµένων για το 

κάπνισµα. Η διαφορά αυτή, όµως, δεν επιβεβαιώθηκε σε διαφορετική µελέτη κατά την 

οποία ο λόγος 17Χ/137Χ, σε δειγµατοληψία πλάσµατος 5 ωρών, δεν επηρεάστηκε από το 

φύλο των 32 συµµετεχόντων [249].  

Παρόµοια αποτελέσµατα προέκυψαν από µία µελέτη στην οποία συµµετείχαν 194 

Σουηδοί και 150 Κορεάτες και στους οποίους προσδιορίστηκε ο φαινότυπος του CYP1A2 

µε τον αυτό λόγο σε δείγµα πλάσµατος που λήφθηκε 4 ώρες µετά την χορήγηση της 

καφεΐνης. Συγκεκριµένα, δεν παρατηρήθηκε διαφορά στις µέσες τιµές του µεταβολικού 

λόγου µεταξύ ανδρών και γυναικών, τόσο στους Σουηδούς όσο και στους Κορεάτες, µετά 

τον αποκλεισµό των καπνιστών και των γυναικών που έκαναν χρήση από του στόµατος 

αντισυλληπτικών [72]. 

Σε συµφωνία µε το τελευταίο, οι Campbell et al. [56] και Catteau et al. [37] δεν 

διαπίστωσαν διαφορά µεταξύ των δύο φύλων στην µέση τιµή του µεταβολικού λόγου 

(AFMU+1U+1X)17U σε ούρα 24ώρου και ολονύκτια ούρα και σε πληθυσµιακά δείγµατα 
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60 και 245 ατόµων, αντίστοιχα, ενώ το αυτό ήταν και το εύρηµα των Carrillo and Benitez 

[127] µε την χρήση του λόγου (AΑMU+1U+1X)17U σε ούρα 24ώρου 107 ατόµων. 

Παροµοίως, οι Kalow and Tang [127] µε τον ίδιο µεταβολικό λόγο σε πρωινά ούρα, δεν 

παρατήρησαν διαφορά στα δύο φύλα, σε πληθυσµό 160 υγιών φοιτητών, µετά την 

εξαίρεση 18 χρηστριών από του στόµατος αντισυλληπτικών.  

Το ίδιο αποτέλεσµα έδωσαν και τρεις µελέτες, µε τους ίδιους µεταβολικούς 

λόγους σε ολονύκτια συλλογή ούρων [66, 126] ή σε κατά διαστήµατα συλλογές ούρων 

[203], 20, 182 και 125 ατόµων, αντίστοιχα. Οι Krull and Hageman, [212], επίσης, δεν 

διαπίστωσαν διαφορά µεταξύ 5 γυναικών και 9 ανδρών στις τιµές του µεταβολικού λόγου 

(AFMU+1U+1X)17U, σε µεµονωµένο δείγµα ούρων, 5 ώρες µετά την κατανάλωση καφέ 

ή τσαγιού, ενώ στο αυτό συµπέρασµα κατέληξε και πρόσφατη µελέτη σε ελληνικό 

πληθυσµό 21 ανδρών και 23 γυναικών µε την µέτρηση του αυτού µεταβολικού λόγου σε 

µεµονωµένο δείγµα ούρων, 6 ώρες µετά την κατανάλωση 200 mg καφεΐνης [39]. 

Ένας άλλος µεταβολικός λόγος, ο (17U+17X)/137X, σε συλλογή ούρων 4-5 ώρες 

µετά τη χορήγηση της καφεΐνης, δεν κατέστη, επίσης, δυνατόν να εντοπίσει διαφορές 

ανάµεσα στα δύο φύλα σε έναν κορεατικό και έναν καυκάσιο πληθυσµό, 95 και 92 

ατόµων, αντίστοιχα [250, 264], ενώ ο ίδιος λόγος, µε την ίδια δειγµατοληψία, σε έναν 

Ιαπωνικό πληθυσµό 205 ατόµων εµφανίστηκε αυξηµένος στους άνδρες [70]. 

Η δοκιµασία αναπνοής της ραδιοεπισηµασµένης καφεΐνης απετέλεσε, επίσης, 

αντικείµενο µελετών για την ανίχνευση πιθανών διαφορών ανάµεσα στα δύο φύλα. Τα 

αποτελέσµατα έδειξαν ότι η 2ωρη σωρευτική αποβολή του 13CO2, παρόλο που ήταν 

αυξηµένη στους άνδρες, δεν παρουσίασε στατιστικώς σηµαντική διαφορά µεταξύ ανδρών 

και γυναικών [265]. Μία παρόµοια µελέτη διεξήχθη µε τη χρήση 13C-καφεΐνης σε 24 

άνδρες και 24 γυναίκες, ηλικίας 18-40 ετών, εκ των οποίων κανείς δεν ήταν καπνιστής και 

καµία γυναίκα δεν έκανε χρήση από του στόµατος αντισυλληπτικών. Η τρίωρη σωρευτική 

αποβολή του 13CO2 δεν παρουσίασε διαφορά ανάµεσα στα δύο φύλα [266]. 

Με την χρήση της θεοφυλλίνης, αντίθετα, έχει διαπιστωθεί ότι οι νεαρές γυναίκες 

παρουσιάζουν µεγαλύτερη κάθαρση του φαρµάκου αυτού σε σχέση µε τους νεαρούς 

άνδρες, όσον αφορά τους µη καπνιστές, ενώ ο χρόνος ηµισείας ζωής του φαρµάκου είναι 

µικρότερος στις γυναίκες, τόσο στους καπνιστές όσο και στους µη καπνιστές [267]. Η 

θεοφυλλίνη (13Χ) µεταβολίζεται, κυρίως, από το CYP1A2 (75%) αλλά συµµετέχουν, 

επίσης, τα CYP2E1 και CYP3A4 [21, 268]. Έτσι, είναι πιθανόν, ότι η συµµετοχή του 
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CYP3A4, το οποίο, όπως προαναφέρθηκε, παρουσιάζει αυξηµένη δραστικότητα στις 

γυναίκες, επηρεάζει το παραπάνω συµπέρασµα. Επιπλέον, η διαφορά αυτή µεταξύ 

ανδρών και γυναικών δεν εµφανίζεται σε ηλικιωµένους ασθενείς που ελάµβαναν 

θεοφυλλίνη [260].  

Ο µεταβολισµός και άλλων υποστρωµάτων του CYP1A2 έχει εξεταστεί σε σχέση 

µε το φύλο και τα συµπεράσµατα ποικίλουν. Η Ν-αποµεθυλίωση της αµινοπυρίνης, όπως 

προσδιορίστηκε από τη δοκιµασία αναπνοής της 14C-αµινοπυρίνης, δεν επηρεάστηκε από 

το φύλο 28 υγιών εθελοντών, σε εύρος ηλικιών 26-86 ετών [269]. Η ίδια δοκιµασία, 

παράλληλα µε την κάθαρση της καφεΐνης από το σίελο και την δοκιµασία αποβολής της 

γαλακτόζης, δεν απεκάλυψε διαφορά ανάµεσα στα δύο φύλα σε 13 εθελοντές ηλικίας από 

71 έως 88 ετών [270]. H δοκιµασία αναπνοής της 13C-αµινοπυρίνης, αντίθετα, ανέδειξε 

στατιστικά υψηλότερες τιµές αποβολής του 13CO2 σε 24 άνδρες σε σχέση µε 24 γυναίκες, 

σε εύρος ηλικιών µεταξύ 18 και 40 ετών. Όλοι οι εθελοντές ήταν µη καπνιστές, ενώ καµία 

γυναίκα δεν ελάµβανε από του στόµατος αντισυλληπτικά. Στο σηµείο αυτό πρέπει να 

επισηµανθεί ότι η αµινοπυρίνη είναι µη ειδικός δείκτης της λειτουργίας του CYP1A2 

καθώς εικάζεται ότι, στον βαθµό που ο µεταβολισµός της είναι παρόµοιος µε αυτόν της 

αντιπυρίνης, µεταβολίζεται και από τα κυτοχρώµατα CYP2C9, CYP2C19, CYP2E1, 

CYP2D6 και CYP3A [266]. 

Η κάθαρση της φαινακετίνης, επίσης, δεν παρουσίασε διαφορά µεταξύ ανδρών και 

γυναικών στους καυκάσιους αλλά οι Κινέζες γυναίκες είχαν σηµαντικά µικρότερες τιµές 

από τους άνδρες κινεζικής καταγωγής και τις γυναίκες, τόσο καυκάσιας όσο και κινεζικής 

καταγωγής [271]. Η λιδοκαΐνη η οποία, επίσης, µεταβολίζεται από το CYP1A2 µε την 

συµµετοχή του CYP3A4 [88], έδωσε διφορούµενα αποτελέσµατα σε σχέση µε το 

µεταβολισµό της από τα δύο φύλα. Η συγκέντρωση της χορηγηθείσας λιδοκαΐνης στον 

ορό δεν διέφερε µεταξύ ασθµατικών ανδρών και γυναικών κατά την διάρκεια και µετά το 

πέρας της βρογχοσκόπησης στην οποία υπεβλήθησαν [272], ενώ, αντίθετα, η 

συγκέντρωση του κύριου µεταβολίτη τής λιδοκαΐνης, της µονοαιθυλ-γλυκινοξυλιδίδης 

(MEGX) στον ορό ήταν σηµαντικά µειωµένη σε υγιείς γυναίκες νεαρότερες των 45 ετών, 

30́  µετά την χορήγηση του φαρµάκου [273].  

Οι συγκεντρώσεις στο πλάσµα της κλοζαπίνης, ενός φαρµάκου που µεταβολίζεται 

από το CYP1A2 σε συνδυασµό µε το CYP3A4, παρουσιάζονται, επίσης, αυξηµένες στις 

γυναίκες όπως και ο µεταβολίτης νορκλοζαπίνη, ειδικό προϊόν της δράσης του CYP1A2 
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[274]. Το αυτό διαπίστωσαν και οι Rostami-Hodjegan et al. σηµειώνοντας ότι η αυξηµένη 

συγκέντρωση της λιδοκαΐνης στο πλάσµα των γυναικών µπορεί, εν µέρει, να σηµαίνει 

χαµηλότερη δραστικότητα του CYP1A2 στις γυναίκες. Ωστόσο, επισηµαίνουν ότι η 

µεγαλύτερη περιεκτικότητα σε λίπος του γυναικείου σώµατος µπορεί να επηρεάζει το 

αποτέλεσµα αυτό [275]. Τέλος, η αποµεθυλίωση της χλοµιπραµίνης, η οποία οφείλεται 

στο CYP1A2, δεν επηρεάζεται από το φύλο [276]. Οι ίδιοι συγγραφείς αναφέρουν ότι η 

συγκέντρωση της ολανζαπίνης στο πλάσµα, η οποία, εν µέρει (50%), µεταβολίζεται από 

το CYP1A2 τείνει να εµφανίζεται κατά 11% υψηλότερη στις γυναίκες (p=0,07) [277]. 

Τα αποτελέσµατα των in vitro µελετών, επίσης, δεν δίνουν µία αποσαφηνισµένη 

εικόνα όσον αφορά το ζήτηµα αυτό. Σε µία in vitro µελέτη, µε την χρήση ανθρώπινων 

ηπατικών µικροσωµάτων, διαπιστώθηκε ότι το περιεχόµενο και η ενζυµική δραστικότητα 

του CYP1A2, µε υπόστρωµα την φαινακετίνη, ήταν ελαφρώς υψηλότερα στους 

καυκάσιους άνδρες σε σχέση µε τις γυναίκες, κάτι το οποίο δεν διαπιστώθηκε για τους 

Ιάπωνες [12]. Σε άλλη, παρόµοια, µελέτη η ενζυµική δραστικότητα του CYP1A2, µε 

υπόστρωµα την 7-υδροξυρεζορουφίνη, ήταν υψηλότερη στους άνδρες σε σχέση µε τις 

γυναίκες αλλά η διαφορά αυτή ήταν σχετικώς µικρή (<25%) [278]. Αντίθετα, η in vitro 

µικροσωµιακή ενζυµική δραστικότητα του CYP1A2, µε υπόστρωµα την καφεΐνη [279] 

και την φαινακετίνη [280], δεν παρουσίασε διαφορά µεταξύ ανδρών και γυναικών. Στις 

περισσότερες από τις παραπάνω µελέτες είχε αποκλειστεί η επίδραση άλλων παραγόντων 

στην δραστικότητα του CYP1A2 όπως η χρήση από του στόµατος αντισυλληπτικών και 

το κάπνισµα. Τα αλληλοσυγκρουόµενα αυτά αποτελέσµατα µπορεί, εν µέρει, να 

οφείλονται στο γεγονός ότι το CYP1A2 έχει διαφορετική εξειδίκευση για τα 

χρησιµοποιούµενα υποστρώµατα στο µεταβολισµό των οποίων συµµετέχουν και άλλα, 

κάθε φορά, ένζυµα. Εξάλλου, πρέπει να επισηµανθεί και το γεγονός ότι στις περισσότερες 

από τις παραπάνω µελέτες δεν είχε γίνει διαχωρισµός του πληθυσµού των γυναικών µε 

βάση την εµµηνόπαυση.  

Όσον αφορά την εµµηνόπαυση, ειδικότερα, σε µία µελέτη διερεύνησης διαφόρων 

παραγόντων κινδύνου για καρκίνο του µαστού σε 295 γυναίκες διαφόρων εθνικοτήτων, 

παρόλο που η µέση τιµή του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U σε ούρα 24ώρου 

ήταν µικρότερη στις µετεµµηνοπαυσιακές γυναίκες σε σχέση µε τις προεµµηνοπαυσιακές, 

η διαφορά αυτή ήταν, οριακά, µη σηµαντική (p=0,051). Στην µελέτη, όµως, αυτή δεν 

έγινε διαχωρισµός των γυναικών σε σχέση µε το κάπνισµα και δεν χορηγήθηκε 
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συγκεκριµένη δόση καφεΐνης αλλά ο προσδιορισµός του µεταβολικού λόγου έγινε µε 

βάση την καφεΐνη της δίαιτας [81]. Σε άλλη µελέτη που αφορούσε τον µεταβολισµό της 

αλφεντανίλης βρέθηκε ότι οι γυναίκες άνω των 50 ετών είχαν µειωµένη κάθαρση του 

φαρµάκου, σε σχέση µε τις γυναίκες κάτω των 50, ενώ δεν συνέβη κάτι αντίστοιχο µε 

τους άνδρες εθελοντές [281]. Ηλικιακές διαφορές στον µεταβολισµό των φαρµάκων οι 

οποίες εµφανίζονται στις γυναίκες ενώ δεν εµφανίζονται στους άνδρες οφείλονται, 

πιθανότατα, στην εµµηνόπαυση. Με δεδοµένο ότι ο in vitro µεταβολισµός της 

αλφεντανίλης αποδίδεται ειδικά στο CYP3A4 [282] φαίνεται ότι υπάρχει µείωση της 

δραστικότητας του συγκεκριµένου ενζύµου κατά την εµµηνόπαυση. Ο µεταβολισµός, 

επίσης, της στεροειδούς ορµόνης πρεδνιζολόνης αναφέρεται ότι µειώνεται κατά την 

εµµηνόπαυση [283, 284]. Η πρεδνιζολόνη, όπως και άλλες στεροειδείς ορµόνες, 

µεταβολίζεται, εν µέρει, από το CYP3A4 [285]. Η κάθαρση, επίσης, της πιροξικάµης, 

ενός µη στεροειδούς αντιφλεγµονώδους φαρµάκου, παρουσιάζεται µειωµένη στις 

ηλικιωµένες γυναίκες σε σχέση µε τις νεαρώτερες χωρίς παρόµοια διαφορά να 

εµφανίζεται στους άνδρες [286]. Μεγάλο ρόλο στο µεταβολισµό της πιροξικάµης παίζει 

το κυτόχρωµα CYP2C [287] και πιθανολογείται µείωση της δραστικότητας του ενζύµου 

αυτού κατά την εµµηνόπαυση. 

Στην παρούσα µελέτη, µε βάση την ανάλυση της γραµµικής παλινδρόµησης, δεν 

παρουσιάστηκε στατιστικώς σηµαντική επίδραση του φύλου στην δραστικότητα του 

CYP1A2, παρόλο που στην µελέτη συµµετείχαν και 23 µετεµµηνοπαυσιακές γυναίκες. Η 

επίδραση της εµµηνόπαυσης δεν διερευνήθηκε παράλληλα µε τους άλλους παράγοντες, 

καθώς οι υποοµάδες των προεµµηνοπαυσιακών και µετεµµηνοπαυσιακών γυναικών, οι 

οποίες ήταν µη καπνίστριες, δεν περιελάµβαναν ικανοποιητικό αριθµό ατόµων 

προκειµένου να εξαχθούν ασφαλή συµπεράσµατα για την επίδραση του παράγοντα αυτού 

στην δραστικότητα του CYP1A2. Η ανάλυση της γραµµικής παλινδρόµησης, εξάλλου, 

δεν ανέδειξε κάποια σηµαντική αλληλεπίδραση µεταξύ της ηλικίας και του φύλου των 

υγιών εθελοντών. Συµπερασµατικά, προκύπτει ότι τα αποτελέσµατα της παρούσας 

µελέτης, όσον αφορά την επίδραση του φύλου στην δραστικότητα του CYP1A2, 

βρίσκονται σε συµφωνία µε αρκετές µελέτες οι οποίες χρησιµοποίησαν ως φάρµακο-

δείκτη είτε την καφεΐνη είτε άλλα υποστρώµατα του ενζύµου αυτού. Ο αυξηµένος 

µεταβολισµός της καφεΐνης και διαφόρων άλλων φαρµάκων-δεικτών στους άνδρες ο 

οποίος εµφανίστηκε σε µερικές µελέτες δεν ήταν της τάξεως µεγέθους εκείνης που να 
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θεµελιώνει κάποια αξιοσηµείωτη, κλινικής σηµασίας, επίδραση του φύλου στην 

δραστικότητα του CYP1A2. 

Όσον αφορά την δραστικότητα του CYP2A6 η οποία διερευνήθηκε σε µία 

προαναφερθείσα µελέτη, ο µεταβολικός λόγος 17U/17X µετρηθείς σε ούρα 24ώρου δεν 

παρουσίασε σηµαντική διακύµανση σχετιζόµενη µε το φύλο [202]. Ο δεκαδικός 

λογάριθµος του ιδίου λόγου ήταν υψηλότερος στις γυναίκες σε σχέση µε τους άνδρες σε 

µία πιο πρόσφατη µελέτη, µε 333 εθελοντές διαφόρων εθνικοτήτων, χωρίς όµως 

στατιστική σηµαντικότητα [113]. ∆εν έχει, επίσης, αναφερθεί διαφορά µεταξύ των δύο 

φύλων στην 7-υδροξυλίωση της κουµαρίνης, του κατεξοχήν υποστρώµατος του CYP2A6 

[105, 209]. Η µεταβολικός λόγος, όµως, της 3-ΟΗ-κοτινίνης προς την κοτινίνη και η 

κάθαρση της νικοτίνης προς κοτινίνη, διαδικασίες που αποτελούν δείκτες της 

δραστικότητας του CYP2A6, ήταν σηµαντικά υψηλότεροι στις γυναίκες σε σχέση µε τους 

άνδρες, σε µία µελέτη 294 εθελοντών µε εύρος ηλικιών 18-65 ετών. Επιπρόσθετα, η 

δραστικότητα του CYP2A6 στις µετεµµηνοπαυσιακές γυναίκες ήταν µειωµένη, σε σχέση 

µε τις προεµµηνοπαυσιακές, και ήταν παρόµοια µε αυτή των ανδρών [288]. 

Στην παρούσα εργασία το φύλο των υγιών εθελοντών δεν εµφάνισε καµµία 

σηµαντική επίδραση στις τιµές του µεταβολικού λόγου 17U/(17U+17X), o οποίος 

επιλέχθηκε ως αντιπροσωπευτικός της δραστικότητας του CYP2A6. Στο σηµείο αυτό 

πρέπει να επισηµανθεί ότι, παρόλο που η κατάλυση της µετατροπής της 17Χ προς 17U 

είναι αντίδραση ειδική για το CYP2A6, η απέκριση της 17Χ στα ούρα εξαρτάται, όπως 

έχει αναφερθεί και ανωτέρω, από το ρυθµό αποβολής των ούρων. Το γεγονός αυτό 

καθιστά τους µεταβολικούς λόγους που εµπεριέχουν την 17Χ εξαρτώµενους όχι µόνον 

από την δραστικότητα του εξεταζοµένου ενζύµου αλλά και από την πρόσληψη υγρών 

καθώς και από την νεφρική λειτουργία. 

 

2.3.4.2. XO, NAT-2 και φύλο 

Σε µία µελέτη µικτού πληθυσµού αποτελουµένου από 42 καυκάσιους και 26 

ασιάτες, οι τιµές των µεταβολικών λόγων 1U/1X και AFMU/1X σε ούρα 24ώρου, 

ενδεικτικών των ενζυµικών δραστηριοτήτων της ΧΟ και ΝΑΤ-2 αντίστοιχα, δεν 

παρουσίασαν σηµαντική διαφορά ανάµεσα στα δύο φύλα [202]. Σε άλλη µελέτη 178 

ατόµων διαφορετικής εθνικής προέλευσης η δραστικότητα της ΝΑΤ-2, όπως 

προσδιορίστηκε µε τους µεταβολικούς λόγους AAMU/1X και AAMU/(AAMU+1U+1X) 
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σε µεµονωµένο δείγµα ούρων 6 ώρες µετά την κατανάλωση της καφεΐνης καθώς και σε 

πρωινά ούρα, δεν παρουσίασε διαφορές ανάµεσα στα φύλα και στις εθνικότητες, µε 

εξαίρεση 4 ασιάτες βραδείς ακετυλιωτές οι οποίοι είχαν σηµαντικά χαµηλότερους 

µεταβολικούς λόγους από τους λευκούς βραδείς ακετυλιωτές [216]. Παροµοίως, ο λόγος 

AAMU/1X σε ούρα 24ώρου, σε ένα καυκάσιο πληθυσµό, δεν επηρεάστηκε από το φύλο, 

τόσο στους βραδείς όσο και στους ταχείς ακετυλιωτές [127]. Σε άλλη µελέτη στην οποία 

συµµετείχαν 342 λευκοί και µαύροι Αµερικανοί έγινε προσδιορισµός της επίπτωσης του 

φύλου και της φυλής στην δραστικότητα της ΝΑΤ-2 µε την χρήση των µεταβολικών 

λόγων AFMU/1X, AFMU/(1X+1U) και AFMU/(AFMU+1X+1U). Η µέση τιµή του 

λογαρίθµου του πρώτου µεταβολικού λόγου ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη στις γυναίκες 

και στους µαύρους χωρίς αλληλεπίδραση µεταξύ φύλου και φυλής. Αντίθετα, οι 

υπόλοιποι δύο µεταβολικοί λόγοι δεν εµφάνισαν καµµία συσχέτιση µε το φύλο, ενώ οι 

ανήκοντες στη µαύρη φυλή είχαν, πάλι, στατιστικά υψηλότερες τιµές από τους λευκούς. 

Η παρατηρηθείσα υψηλότερη δραστικότητα της ΝΑΤ-2 στα άτοµα της µαύρης φυλής 

οφείλεται, πιθανώς, στο γεγονός ότι ο φαινότυπος του ταχέος ακετυλιωτή υπερισχύει στα 

άτοµα αυτά. Πράγµατι, το επί τοίς εκατό ποσοστό των ταχέων ακετυλιωτών στους 

µαύρους και τους λευκούς ήταν 61%-36%, 46%-30% και 42%-28% για τους τρεις 

προαναφερθέντες µεταβολικούς λόγους, αντίστοιχα. Οι δύο τελευταίοι λόγοι είχαν 

µικρότερη διακύµανση τιµών στον πληθυσµό, σε σχέση µε τον πρώτο, και δεν 

παρουσίασαν σηµαντική συσχέτιση µε τον λόγο 1U/1X κάτι το οποίο συνέβη µε τον λόγο 

AFMU/1X υποδηλώνοντας, κατ΄ αυτόν τον τρόπο, την επίδραση της δραστικότητας της 

οξειδάσης της ξανθίνης στις τιµές του ως άνω λόγου [215]. Το τελευταίο αυτό έρχεται σε 

πλήρη συµφωνία µε τα προαναφερθέντα στην εισαγωγή σχετικά µε την αυξηµένη 

αξιοπιστία του µεταβολικού λόγου AFMU/(AFMU+1X+1U) στον προσδιορισµό της 

δραστικότητας της ΝΑΤ-2 [189].  

Στην ίδια µελέτη, οι µέσες τιµές του λογαρίθµου των µεταβολικών λόγων 1U/1X 

και 1U/(1U+1X), οι οποίοι εκφράζουν την δραστικότητα της ΧΟ, ήταν υψηλότερες στα 

άτοµα της λευκής φυλής και στις γυναίκες, το τελευταίο εκ των οποίων έρχεται σε 

αντίθεση µε τα αποτελέσµατα in vitro µελέτης σε ανθρώπινα δείγµατα βιοψιών ήπατος 

σύµφωνα µε τα οποία παρατηρήθηκε 20% υψηλότερη ενζυµική δραστικότητα της ΧΟ 

στους άνδρες σε σχέση µε τις γυναίκες [119]. 

Σε µία άλλη µελέτη, στην οποία συµµετείχαν 335 καυκάσιοι εθελοντές, δεν 
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διαπιστώθηκε διαφορά της δραστικότητας της ΧΟ ανάµεσα στα δύο φύλα, όπως αυτή 

προσδιορίστηκε από το µεταβολικό λόγο 1U/(1U+1X) σε µεµονωµένο µεσηµβρινό δείγµα 

ούρων µετά από πρωινή κατανάλωση καφεΐνης [43]. Στην ίδια µελέτη η δραστικότητα της 

ΝΑΤ-2 προσδιορίστηκε µέσω του µεταβολικού λόγου AFMU/1X χωρίς να βρεθεί κάποια 

συσχέτιση µε το φύλο. Σε µεταγενέστερη µελέτη, στην οποία έγινε φαινοτυπικός 

προσδιορισµός της δραστικότητας της ΝΑΤ-2 µέσω του αυτού µεταβολικού λόγου και 

στην οποία συµµετείχαν 90 εθελοντές διαφόρων εθνικοτήτων εκ των οποίων οι 43 

έπασχαν από καρκίνο του ορθού, δεν υπήρξε συσχέτιση µεταξύ του φύλου των 

συµµετεχόντων και της δραστικότητας της ΝΑΤ-2, τόσο στους υγιείς όσο και στους 

ασθενείς [248]. 

Στα ίδια συµπεράσµατα, όσον αφορά τα δύο αυτά ένζυµα, κατέληξε και µία 

µελέτη στην οποία συµµετείχαν 10 άνδρες και 10 γυναίκες λευκής φυλής κατά την οποία 

χρησιµοποιήθηκαν, για µεν την ΧΟ ο ίδιος µε προηγουµένως µεταβολικός λόγος, για δε 

την ΝΑΤ-2 ο µεταβολικός λόγος AFMU/(AFMU+1U+1X) σε ολονύκτια συλλογή ούρων. 

Όταν, όµως, έγινε σύγκριση µε βάση τον φαινότυπο του βραδέος και του ταχέος 

ακετυλιωτή οι γυναίκες βραδείες ακετυλιώτριες παρουσίασαν αυξηµένη, σε σχέση µε 

τους αντίστοιχους άνδρες, δραστικότητα της ΝΑΤ-2 κατά 23% [66]. 

Σε µεµονωµένα δείγµατα ούρων 6 ώρες µετά την κατανάλωση της καφεΐνης δεν 

βρέθηκε, επίσης, επίδραση του φύλου στους µεταβολικούς λόγους 1U/1X και AFMU/1X 

σε έναν καυκάσιο πληθυσµό 277 υγιών εθελοντών [204]. Σε 182 υγιείς Ιάπωνες, εξάλλου, 

οι µεταβολικοί λόγοι 1U/(1U+1X) και AAMU/(AAMU+1U+1X), σε ολονύκτια συλλογή 

ούρων, δεν παρουσίασαν σηµαντική διαφορά µεταξύ ανδρών και γυναικών [126]. Το 

φύλο, παροµοίως, δεν είχε συσχέτιση µε τον µεταβολικό λόγο 1U/1X σε ωριαία συλλογή 

ούρων 133 Κορεατών εθελοντών, 4-5 ώρες µετά τη χορήγηση της καφεΐνης [264]. Το 

αυτό, σε σχέση µε την ΝΑΤ-2, παρατηρήθηκε και σε ελληνικό πληθυσµό αποτελούµενο 

από 49 γυναίκες και 34 άνδρες, χωρίς σηµαντική διαφορά ηλικίας µεταξύ τους, όπου δεν 

βρέθηκε σηµαντική διαφορά στις µέσες τιµές του µεταβολικού λόγου AFMU/1X µεταξύ 

ανδρών και γυναικών [255]. 

Σε σχέση µε την ΧΟ, οι τιµές του µεταβολικού λόγου 1U/(1U+1X) δεν 

παρουσίασαν σηµαντική διαφορά µεταξύ ανδρών και γυναικών σε µία µελέτη στην οποία 

συµµετείχαν 100 Αιθίοπες οι οποίοι ζούσαν στην Αιθιοπία και 73 Αιθίοπες οι οποίοι 

ζούσαν στην Σουηδία [125]. Το αυτό, τέλος, παρατηρήθηκε σε πρόσφατη µελέτη ενός 
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ελληνικού πληθυσµού 44 υγιών εθελοντών κατά την οποία ο ανωτέρω λόγος δεν είχε 

σηµαντική διαφορά µεταξύ ανδρών και γυναικών [39]. 

Τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας βρίσκονται σε συµφωνία µε τις 

περισσότερες από τις ανωτέρω µελέτες καθώς η ανάλυση της γραµµικής παλινδρόµησης 

για τις τιµές των µεταβολικών λόγων 1U/(1U+1X) και AFMU/(AFMU+1U+1X), οι 

οποίοι επελέγησαν για την απεικόνιση της δραστικότητας των ΧΟ και ΝΑΤ-2, δεν 

ανέδειξε κάποια, στατιστικώς σηµαντική, επίδραση του φύλου στην διακύµανση των 

τιµών αυτών. Επιπρόσθετα, η έλλειψη της επίδρασης αυτής διαπιστώθηκε τόσο για τους 

βραδείς όσο και για τους ταχείς ακετυλιωτές. 

 

2.3.5. Ο ρόλος της ηλικίας στην δραστικότητα των µεταβολικών ενζύµων 

Παλαιότερες µελέτες έχουν δείξει ότι ο λόγος της µάζας του ήπατος προς τη µάζα 

του σώµατος µειώνεται στους ανθρώπους κατά 50% µεταξύ της εφηβείας και της 

ωριµότητας αλλά παραµένει σταθερός µετά από το σηµείο αυτό. Σε νεότερες µελέτες έχει 

διαπιστωθεί ότι ο όγκος του ήπατος µειώνεται κατά 24-35% και η αιµατική ροή µειώνεται 

κατά 35% µεταξύ της νεανικής ωριµότητας και της γεροντικής ηλικίας [289-291]. 

Παρόλα αυτά, τα αποτελέσµατα των µελετών που αφορούν τις βιοχηµικές µεταβολές οι 

οποίες σχετίζονται µε την ηλικία, είναι αντιφατικά. Η κάθαρση µερικών φαρµάκων, όπως 

για παράδειγµα της λιδοκαΐνης και της προπρανολόλης, τα οποία πρίν την αποβολή τους 

υφίστανται οξειδωτικό µεταβολισµό στο ήπαρ, µειώνεται στα ηλικιωµένα άτοµα [290]. 

Το γεγονός αυτό φαίνεται να αντικατοπτρίζει µείωση του όγκου του ήπατος και της 

ηπατικής αιµατικής ροής, µάλλον, [292], παρά µείωση στην δραστικότητα και το 

περιεχόµενο των µικροσωµιακών ενζύµων [293]. Αυτό συµβαίνει επειδή τα φάρµακα 

αυτά έχουν υψηλή ηπατική εξαγωγή (high extraction ratio) κατά την διάρκεια της πρώτης 

διέλευσής τους από το ήπαρ και, κατά συνέπεια, ο κύριος περιοριστικός παράγων για την 

κάθαρσή τους είναι η επαφή του αίµατος µε τα ηπατοκύτταρα, δηλαδή η ηπατική 

αιµατική ροή [294]. Η κάθαρση του πράσινου της ινδοκυανίνης (ICG), µίας άλλης ουσίας 

της οποίας η αποβολή εξαρτάται, κατ΄ εξοχήν, από την ηπατική αιµατική ροή µειώνεται 

και ο χρόνος ηµισείας ζωής της αυξάνεται παράλληλα µε την ηλικία [290]. Η 

αποµεθυλίωση της αµινοπυρίνης, επίσης, η οποία είναι ανεξάρτητη από την αιµατική ροή, 

όπως προσδιορίστηκε µε τη δοκιµασία αναπνοής της 14C-αµινοπυρίνης, βρέθηκε να 

σχετίζεται ανάστροφα µε την ηλικία σε ένα εύρος ηλικιών από 26 έως 86 ετών [269]. H 
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κάθαρση της καφεΐνης από την σίελο, η οποία και αυτή είναι ανεξάρτητη από την 

αιµατική ροή [161], και η αποµεθυλίωση της 14C-αµινοπυρίνης ήταν σηµαντικά 

µειωµένες στους υγιείς ηλικίας άνω των 70 ετών, τόσο σε σχέση µε τα άτοµα ηλικίας 

κάτω των 40 ετών όσο και σε σχέση µε τα άτοµα ηλικίας µεταξύ 40 και 70 ετών [270]. 

Στην ίδια µελέτη η αποβολή της γαλακτόζης, η οποία είναι δείκτης της 

κυτταροπλασµατικής µεταβολικής ικανότητας, ήταν επίσης µειωµένη σ΄ αυτήν την 

ηλικιακή οµάδα.  

Σε άλλη µελέτη, η κάθαρση της καφεΐνης από το πλάσµα ήταν µειωµένη σε µία 

οµάδα 12 ηλικιωµένων µε εύρος ηλικιών από 66-92 ετών σε σχέση µε αυτή µίας οµάδας 

12 νεαρών εθελοντών ηλικίας 12-35 ετών [295]. Σε δύο διαφορετικές µελέτες η κάθαρση 

της αντιπυρίνης από την σίελο ήταν µειωµένη σε ηλικιωµένους µε µέση ηλικία άνω των 

71 ετών, σε σχέση µε νεαρότερα άτοµα µε µέση ηλικία 29 ετών [296, 297]. 

Η κάθαρση της θεοφυλλίνης, ανεξάρτητη και αυτή από την ηπατική αιµατική ροή 

[161], παρουσιάζεται µειωµένη κατά 15-30% στα άτοµα ηλικίας άνω των 40 ετών σε 

σχέση µε ηλικιακές οµάδες κάτω των 40 ετών, τόσο στους άνδρες όσο και στις γυναίκες 

[298]. Η θεοφυλλίνη µεταβολίζεται κυρίως από το CYP1A2 (75%) αλλά µε τη συµµετοχή 

των CYP2E1 και CYP3A4 [21, 268]. Ο Sotaniemi et al., επίσης, ανέφερε στατιστικώς 

σηµαντική µείωση της τάξης του 16% και 32% στο συνολικό ηπατικό περιεχόµενο σε 

κυτόχρωµα Ρ450 στις ηλικίες από 40-69 και άνω των 70 ετών, αντίστοιχα, σε σχέση µε τις 

3 πρώτες δεκαετίες της ζωής [299]. Η κάθαρση, όµως, της αντιπυρίνης δεν ακολούθησε 

παράλληλη πορεία καθώς παρατηρήθηκε µείωση κατά 0,9% για κάθε έτος από το 40ο έως 

το 69ο δηλαδή η µείωση του περιεχοµένου του ήπατος σε CYP εµφανίστηκε µερικές 

δεκαετίες πριν παρατηρηθεί αντίστοιχη µείωση στην κάθαρση του φαρµάκου. Τα 

εµπλεκόµενα στο µεταβολισµό της αντιπυρίνης ένζυµα είναι τα CYP1A2, CYP2A6, 

CYP2B6, CYP2C, CYP2D, CYP2E1 και CYP3A [25, 96].  

Σε in vitro µελέτη βρέθηκε ότι το ηπατικό µικροσωµιακό περιεχόµενο του 

συνολικού Ρ450 καθώς και των ισοµορφών CYP2E1 και CYP3A µειώνονται σε σχέση µε 

την ηλικία, ενώ το περιεχόµενο σε CYP1A2 και CYP2C παρέµειναν αµετάβλητα, τόσο 

στους άνδρες όσο και στις γυναίκες [300]. Αντίθετα, σε δείγµα ηπατικών µικροσωµάτων 

δωρητών και ασθενών ηλικίας 12-73 ετών, δεν βρέθηκαν διαφορές στο συνολικό 

περιεχόµενο και τη δραστικότητα του Ρ450, γενικώς, και των ισοµορφών CYP1A2, 

CYP2A6, CYP2B6, CYP2C, CYP2D6, CYP2E1 και CYP3A ειδικότερα [12]. Παρόµοια 
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αποτελέσµατα είχε και µελέτη της συγκέντρωσης των CYP3Α και CYP2C σε 

µικροσώµατα ατόµων από 9 έως 89 ετών [293]. Σε συµφωνία µε τα τελευταία, όσον 

αφορά το CYP3A, ο Hunt et al. αναφέρει ότι η in vitro µικροσωµιακή δραστικότητα 

αποµεθυλίωσης της ερυθροµυκίνης από το CYP3A δεν επηρεάζεται από την ηλικία σε 

εύρος ηλικιών από 23 έως 83 ετών [262].  

Ο ρόλος της ηλικίας στην δραστικότητα του CYP1A2, ειδικότερα, δεν έχει 

πλήρως διευκρινιστεί καθώς σε κάποιες µελέτες µε φάρµακο-δείκτη την καφεΐνη 

παρουσιάζεται αυξηµένη δραστικότητα του CYP1A2 στα παιδιά 3-11 ετών [56] όπως και 

σε νέους 20-29 ετών [264] σε σχέση µε τις υπόλοιπες ηλικίες, ενώ σε άλλες δεν 

παρουσιάζονται διαφορές σε σχέση µε την ηλικία [37, 43, 45, 127, 215, 249, 263]. Οι 

µεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης, τα βιολογικά υγρά και οι χρόνοι δειγµατοληψίας οι 

οποίοι χρησιµοποιήθηκαν είναι οι αυτοί όπως αναφέρθηκαν ανωτέρω, στις αντίστοιχες 

αναφορές των συγγραφέων αυτών για το φύλο. Σε µία in vitro µελέτη η οποία 

περιελάµβανε την επώαση ανθρώπινων µικροσωµάτων µε υποστρώµατα ειδικά για τα 

διάφορα ισοένζυµα του Ρ450, η απαλκυλίωση της 7-αιθοξυ-ρεζορουφίνης, κατάλυση 

ειδική για το CYP1A2, ήταν κατά 25% υψηλότερη στα δείγµατα ηλικίας µικρότερης των 

20 ετών σε σχέση µε τις ηλικίες 20-65 ετών και τις ηλικίες µεγαλύτερες των 65 ετών 

[278]. Η δοκιµασία αναπνοής, επίσης, της ραδιοεπισηµασµένης στο 3-µεθύλιο καφεΐνης, 

ανέδειξε τη µείωση του εκπνεόµενου 13CO2  στην εφηβική ηλικία σε σχέση µε την παιδική 

[173]. Στους ενήλικες, όµως, η ίδια δοκιµασία δεν ανίχνευσε την ύπαρξη κάποιας 

συσχέτισης της δραστικότητας του CYP1A2 και της ηλικίας σε 25 υγιείς εθελοντές και 40 

ηπατοπαθείς [190]. 

Στην παρούσα µελέτη, παρόλο που υπήρξε αρνητική συχέτιση µεταξύ της ηλικίας 

των υγιών εθελοντών και του φυσικού λογαρίθµου του µεταβολικού λόγου 

(AFMU+1U+1X)/17U, η αρνητική αυτή τιµή του συντελεστή γραµµικής παλινδρόµησης 

δεν παρουσίασε στατιστική σηµαντικότητα (Β=-0,006, p=0,104). Στο σηµείο αυτό πρέπει 

να επισηµανθεί ότι η καφεΐνη ανήκει στην κατηγορία των φαρµάκων εκείνων µε µικρή 

ηπατική εξαγωγή (low extraction ratio) και µικρού βαθµού σύνδεση µε τις πρωτεΐνες του 

πλάσµατος και κατά συνέπεια η κάθαρσή της εξαρτάται, πρωτίστως, από τον ρυθµό από 

τον οποίο το ήπαρ είναι ικανό να την µεταβολίσει και όχι από την ηπατική αιµατική ροή 

από την οποία εξαρτάται η κάθαρση των φαρµάκων εκείνων µε υψηλή ηπατική εξαγωγή 

(high extraction ratio). Από τις προαναφερθείσες in vivo µελέτες µε φάρµακο-δείκτη την 
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καφεΐνη, αλλά και από in vivo µελέτες µε άλλα, χαµηλής ηπατικής εξαγωγής, φάρµακα 

δεν διαπιστώθηκε επαρκής συσχέτιση µεταξύ ηλικίας και κάθαρσης, ενώ στις in vitro 

µελέτες δεν παρατηρήθηκαν, σε κάθε περίπτωση, µεταβολές στην ενζυµική 

δραστικότητα, σχετιζόµενες µε την ηλικία.  

Μέσα στο ίδιο πλαίσιο µπορεί να ενταχθεί και η εξέταση της δραστικότητας του 

CYP2A6, καθώς είναι ένα ένζυµο που ανήκει στην ευρύτερη κατηγορία του συστήµατος 

Ρ450. Στην παρούσα εργασία η διαδικασία της γραµµικής παλινδρόµησης δεν ανέδειξε 

την ύπαρξη συσχέτισης µεταξύ του φυσικού λογαρίθµου του µεταβολικού λόγου 

17U/(17U+17X) και της ηλικίας στους 125 υγιείς εθελοντές. Παροµοίως, ο µεταβολικός 

λόγος 17U/17X, προσδιορισθείς σε ούρα 24ώρου ενός µικτού πληθυσµού αποτελουµένου 

από 42 καυκάσιους και 26 ασιάτες, δεν παρουσίασε διαφορές σχετιζόµενες µε την ηλικία 

[202]. Αυξηµένη, όµως, εµφανίστηκε η δραστικότητα του CYP2A6 στο τµήµα του 

πληθυσµού άνω των 70 ετών σε µία µελέτη υγιών ατόµων µε βάση τις τιµές του 

µεταβολικού λόγου 17U/17X σε µεµονωµένο δείγµα ούρων, 4-5 ώρες µετά τη λήψη της 

καφεΐνης [113]. Σε άλλη µελέτη, κατά την οποία επωάστηκαν 150 δείγµατα ανθρώπινων 

ηπατικών µικροσωµάτων µε υπόστρωµα την κουµαρίνη, διαπιστώθηκε ότι η 7-

υδροξυλίωση της κουµαρίνης, δράση ειδική για το CYP2A6, παρουσίασε µία τάση 

αύξησης της τάξεως του 25% στις ηλικίες άνω των 20 ετών σε σχέση µε τις ηλικίες κάτω 

των 20 ετών, χωρίς όµως στατιστική σηµαντικότητα [278]. Σε µία προαναφερθείσα, 

εξάλλου, in vitro µελέτη, στην οποία είχε συµπεριληφθεί και η µελέτη της δραστικότητας 

του CYP2A6, δεν βρέθηκε µεταβολή τόσο της περιεχοµένης στο ήπαρ ποσότητας όσο και 

της δραστικότητας του ενζύµου αυτού, σε σχέση µε την ηλικία, σε ένα εύρος ηλικιών από 

12-73 ετών [12]. 

Η ηλικία, επίσης, δεν ήταν προσδιοριστικός παράγοντας της δραστικότητας της 

ΧΟ σε µία προαναφερθείσα µελέτη στην οποία εξετάσθηκε ο µεταβολικός λόγος 1U/1X 

σε ούρα 24ώρου [202]. Το αυτό διαπιστώθηκε σε µεταγενέστερη µελέτη, τόσο µε τη 

χρήση του µεταβολικού λόγου 1U/1X όσο και του 1U/(1U+1X), όπως µετρήθηκαν σε 

συλλογή ούρων των τεσσάρων πρώτων ωρών µετά τη χορήγηση καφεϊνούχου 

αναψυκτικού σε 342 υγιή ατόµα λευκής και µαύρης φυλής [215]. ∆εν υπήρξαν, επίσης, 

διαφοροποιήσεις στην δραστικότητα της ΧΟ σε σχέση µε την ηλικία, σε έναν κορεατικό 

πληθυσµό, µε βάση το µεταβολικό λόγο 1U/1X σε µεµονωµένο δείγµα ούρων, 4-5 ώρες 

µετά τη λήψη της καφεΐνης [264]. Τα δεδοµένα αυτά συµφωνούν µε τα αποτελέσµατα in 
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vitro µελέτης σε ανθρώπινα δείγµατα βιοψιών ήπατος κατά την οποία δεν παρατηρήθηκε 

συσχέτιση µεταξύ της ενζυµικής δραστικότητας της ΧΟ και της ηλικίας, τόσο στους 

άνδρες όσο και στις γυναίκες [119].  

Σε άµεση συνάφεια µε τα ανωτέρω, οι τιµές του µεταβολικού λόγου 1U/(1U+1X) 

δεν παρουσίασαν σηµαντικού βαθµού συσχέτιση µε την ηλικία µε βάση το µοντέλο 

γραµµικής παλινδρόµησης που εφαρµόστηκε στην παρούσα µελέτη. Σε αντίθεση µε τα 

προηγούµενα, όµως, σε µία πρόσφατη µελέτη βρέθηκε ότι η δραστικότητα της ΧΟ στο 

πλάσµα είχε σηµαντικά υψηλή συσχέτιση µε την ηλικία (r = 0,82, p=0,007) σε ένα δείγµα 

13 υγιών εθελοντών µε εύρος ηλικιών από 38-65 ετών. Παρατηρήθηκε επίσης υψηλότερη 

δραστικότητα στο πλάσµα και αυξηµένη έκφραση του ενζύµου στην αορτή και στους 

σκελετικούς µύες ηλικιωµένων αρουραίων  σε σχέση µε αντίστοιχα νεαρά ενήλικα ζώα 

[123]. Είναι πιθανόν το τελευταίο αυτό εύρηµα να οφείλεται στις µεταβολές που 

υφίσταται το αγγειακό ενδοθήλιο µε την πάροδο της ηλικίας, ενώ η µετατροπή της 1Χ 

προς ΙU συντελείται, κυρίως, στο ήπαρ. 

Η δραστικότητα της ΝΑΤ-2, τέλος, έχει διερευνηθεί εκ παραλλήλου µε την 

δραστικότητα των άλλων ενζύµων στις προαναφερθείσες εργασίες. Κατ΄αυτόν τον τρόπο, 

δείχτηκε ότι η ηλικία δεν είχε σηµαντική επίδραση στις τιµές του µεταβολικού λόγου 

AFMU/1X σε ούρα 24ώρου [202]. Τρείς µεταβολικοί λόγοι, επίσης, οι AFMU/1X, 

AFMU/(1X+1U) και AFMU/(AFMU+1X+1U), οι οποίοι χρησιµοποιήθηκαν ως δείκτες 

της δραστικότητας της ΝΑΤ-2, δεν παρουσίασαν καµία συσχέτιση µε την ηλικία σε έναν 

µικτό πληθυσµό λευκών και µαύρων, σε συλλογή ούρων 4 ωρών µετά την χορήγηση της 

καφεΐνης [215]. Η δραστικότητα της ΝΑΤ-2 προσδιορίστηκε µε βάση την καφεΐνη, 

επίσης, σε µία µελέτη στην οποία συµµετείχαν 90 εθελοντές διαφόρων εθνικοτήτων εκ 

των οποίων οι 47 ήταν υγιείς και οι 43 έπασχαν από καρκίνο του ορθού. Τα 

αποτελέσµατα έδειξαν την απουσία συσχέτισης µεταξύ των τιµών του λόγου AFMU/1X 

και της ηλικίας, τόσο στους υγιείς όσο και στους ασθενείς [248]. Τα αποτελέσµατα της 

παρούσας εργασίας βρίσκονται σε συµφωνία µε τα ανωτέρω καθώς η ηλικία δεν είχε 

σηµαντική επίδραση στις τιµές του µεταβολικού λόγου AFMU/(AFMU+1X+1U), τόσο 

στους βραδείς όσο και στους ταχείς ακετυλιωτές. 

 

2.3.6. Ο ρόλος του καπνίσµατος στην δραστικότητα των ενζύµων  

Είναι κοινή διαπίστωση πολλών µελετών ότι το κάπνισµα επάγει την 
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δραστικότητα του CYP1A2 και η διαδικασία αυτή, όπως έχει αναφερθεί και 

προηγουµένως, είναι κυρίως µεταγραφική και εξαρτάται από τον κυτταροπλασµατικό 

υποδοχέα Αh (Αρωµατικών Υδρογονανθράκων) όπως επίσης και άλλους άγνωστους 

παράγοντες. Οι χηµικές ουσίες του καπνού οι οποίες ενέχονται στην διαδικασία αυτή 

ανήκουν στην κατηγορία των αρωµατικών αµινών, όπως το 4-αµινοδιφαινύλιο (ΑΒΡ), η 

2-ναφθυλαµίνη (2-ΝΑ) και η ο-τολουϊδίνη [16] καθώς και στην κατηγορία των 

πολυκυκλικών αρωµατικών υδρογονανθράκων (PAHs), [301]. 

Οι διάφορες in vivo µελέτες οι οποίες έχουν διεξαχθεί µε υπόστρωµα την καφεΐνη 

έχουν επιβεβαιώσει την επαγωγή αυτή, είτε µε την χρησιµοποίηση των µεταβολικών 

λόγων της καφεΐνης [36, 39, 37, 43, 45, 56, 70, 81, 126, 127, 203-205, 246, 249, 264], είτε 

µε την χρησιµοποίηση της κάθαρσης της καφεΐνης από το πλάσµα και τον σίελο [110, 

178, 190, 195, 302], είτε µε την δοκιµασία αναπνοής της 13C-ραδιοεπισηµασµένης 

καφεΐνης [190]. Τα συµπεράσµατα της παρούσας µελέτης, σε σχέση µε το κάπνισµα, 

έρχονται να προστεθούν στην σειρά αυτή των µελετών καθώς η ανάλυση της γραµµικής 

παλινδρόµησης ανέδειξε θετική επίδραση του καπνίσµατος στις τιµές του µεταβολικού 

λόγου (AFMU+1U+1X)/17U των υγιών εθελοντών, µε µεγάλη στατιστική 

σηµαντικότητα. 

Όσον αφορά το CYP2A6, ο µεταβολικός λόγος 17U/17X, σε ούρα 4-5 ώρες µετά 

την λήψη της καφεΐνης, δεν παρουσίασε σηµαντική διαφορά µεταξύ καπνιστών και µη 

καπνιστών σε 333 υγιή άτοµα διαφόρων εθνικοτήτων [113]. Ο ίδιος µεταβολικός λόγος 

διερευνήθηκε και σε έναν ελληνικό πληθυσµό 44 ατόµων µετά από µεµονωµένη 

δειγµατοληψία ούρων, 6 ώρες µετά την λήψη 200 mg καφεΐνης. Οι ενδιάµεσες τιµές του 

λόγου αυτού ήταν χαµηλότερες στους καπνιστές, τόσο στους άνδρες όσο και στις 

γυναίκες, χωρίς όµως στατιστική σηµαντικότητα, πιθανότατα λόγω του, σχετικώς, µικρού 

αριθµού των συµµετεχόντων [39]. 

Σε άλλες, αντίθετα, µελέτες το κάπνισµα φάνηκε να αναστέλλει τον µεταβολισµό 

της νικοτίνης και της κουµαρίνης, ουσίες οι οποίες µεταβολίζονται κυρίως από το 

CYP2A6 [103, 110]. Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης είναι σε συµφωνία µε τις 

δύο τελευταίες καθώς η ανάλυση της γραµµικής παλινδρόµησης απεκάλυψε στατιστικώς 

σηµαντική αρνητική επίδραση του καπνίσµατος στις τιµές του µεταβολικού λόγου 

17U/(17U+17X). 

Η δραστικότητα των ΧΟ και ΝΑΤ-2, όπως αυτή προσδιορίστηκε από τους 
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µεταβολικούς λόγους 1U/1X και AAMU/(AAMU+1U+1X), αντίστοιχα, σε συλλογή 

ούρων 6 ωρών δεν επηρεάστηκαν από το κάπνισµα [110]. Παροµοίως, δεν βρέθηκε 

διαφορά µεταξύ καπνιστών και µη καπνιστών στην δραστικότητα της ΧΟ σε έναν 

κορεατικό πληθυσµό 133 ατόµων, µε την χρήση του ίδιου µεταβολικού λόγου σε 

µεµονωµένο δείγµα ούρων, 4-5 ώρες µετά την κατανάλωση της καφεΐνης [264]. 

Eπιπλέον, ο µεταβολικός λόγος 1U/(1X+1U) σε ολονύκτια συλλογή ούρων δεν 

παρουσίασε διαφορά µεταξύ καπνιστών και µη καπνιστών σε έναν πληθυσµό 173 ατόµων 

καταγοµένων από την Αιθιοπία [125]. 

To κάπνισµα δεν είχε επίδραση στους µεταβολικούς λόγους AAMU/1X και 

AAMU/(AAMU+1U+1X) των ταχέων ακετυλιωτών αλλά οι µέσες τιµές των 

µεταβολικών λόγων των καπνιστών βραδέων ακετυλιωτών ήταν σηµαντικά µικρότεροι 

από τους αντίστοιχους των µη καπνιστών, σε µεµονωµένο δείγµα ούρων, 6 ώρες µετά την 

κατανάλωση της καφεΐνης [216].  

Σε παρόµοια διαδικασία, η δραστικότητα της ΝΑΤ-2, όπως προσδιορίστηκε από 

τον µεταβολικό λόγο AAMU/1X σε ούρα 24ώρου, δεν επηρεάστηκε σε στατιστικά 

σηµαντικό βαθµό από το κάπνισµα, τόσο στους ταχείς όσο και στους βραδείς 

ακετυλιωτές, παρόλο που οι µέσες τιµές του λόγου ήταν υψηλότερες στους καπνιστές και 

των δύο κατηγοριών [127]. Στην ίδια µελέτη ο µεταβολικός λόγος 1U/(1U+1X), ο οποίος 

εκφράζει την δραστικότητα της ΧΟ, δεν παρουσίασε διαφορά µεταξύ των καπνιστών και 

των µη καπνιστών. Σε µεµονωµένα δείγµατα ούρων 277 υγιών εθελοντών καυκάσιας 

προέλευσης, επίσης, 6 ώρες µετά την κατανάλωση της καφεΐνης, δεν βρέθηκε επίδραση 

του καπνίσµατος στους µεταβολικούς λόγους 1U/1X και AFMU/1X, σχετικών µε τις ΧΟ 

και ΝΑΤ-2 αντίστοιχα [204]. Σε 182 υγιείς Ιάπωνες, εξάλλου, οι αντίστοιχοι µε τους 

προηγουµένους µεταβολικοί λόγοι 1U/(1U+1X) και AAMU/(AAMU+1U+1X) σε 

ολονύκτια συλλογή ούρων, δεν παρουσίασαν σηµαντική διαφορά µεταξύ καπνιστών και 

µη καπνιστών [126]. Παροµοίως, οι ενδιάµεσες τιµές του λόγου 1U/(1U+1X) σε 

µεµονωµένο δείγµα ούρων 6 ώρες µετά την κατανάλωση της καφεΐνης, ήταν σχεδόν 

ταυτόσηµες στους 23 καπνιστές και 21 µη καπνιστές ενός δείγµατος ελληνικού 

πληθυσµού [39]. 

Σε έναν µικτό πληθυσµό 90 ατόµων διαφόρων εθνικοτήτων, τέλος, ο φαινοτυπικός 

προσδιορισµός της δραστικότητας της ΝΑΤ-2 µε την χρήση της καφεΐνης δεν ανέδειξε 

κάποια συσχέτιση µεταξύ του καπνίσµατος και της διαδικασίας ακετυλίωσης [248] κάτι 
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το οποίο συνέβη και σε έναν αµιγή ελληνικό πληθυσµό 83 ατόµων [255]. 

Μία in vitro µελέτη, η οποία διερεύνησε την ενζυµική δραστικότητα της ΧΟ σε 

δείγµατα ηπατικού ιστού προερχοµένων από βιοψία και µερική ηπατεκτοµή, δεν 

απεκάλυψε κάποια συσχέτιση µεταξύ της δραστικότητας του ενζύµου και του 

καπνίσµατος [119]. Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης βρίσκονται σε συµφωνία µε 

τα περισσότερα από τα προηγουµένως εκτεθέντα, καθώς οι τιµές του µεταβολικού λόγου 

1U/(1U+1X), αντιπροσωπευτικού της δραστικότητας της ΧΟ, δεν είχαν σηµαντική 

συσχέτιση µε το κάπνισµα όπως, επίσης, το ίδιο συνέβη και για τις τιµές του λόγου 

AFMU/(AFMU+1U+1X), τόσο στους βραδείς όσο και στους ταχείς ακετυλιωτές. 

 

2.3.7. Ο ρόλος της σωµατικής διάπλασης στην δραστικότητα των ενζύµων 

Στην παρούσα εργασία δεν αναδείχθηκε κάποια σηµαντική επίδραση του δείκτη 

σωµατικής µάζας των υγιών εθελοντών στις τιµές των µεταβολικών λόγων της καφεΐνης 

που αντιπροσωπεύουν την δραστικότητα των τεσσάρων εξετασθέντων ενζύµων. Σε 

προγενέστερη µελέτη, κατά την οποία διερευνήθηκαν οι φαρµακοκινητικές ιδιότητες της 

αντιπυρίνης σε παχύσαρκα άτοµα, βρέθηκε, µεταξύ των άλλων, ότι η παχυσαρκία δεν 

επηρεάζει την κάθαρση του φαρµάκου αυτού. Οι συγγραφείς κατέληξαν στο συµπέρασµα 

ότι η παχυσαρκία, ακόµη και στις πιο ακραίες µορφές, έχει αµελητέα επίδραση στην 

οξειδωτική µεταβολική ικανότητα του ήπατος [303]. Όσον αφορά το CYP1A2, 

ειδικότερα, δεν έχει βρεθεί κάποια συσχέτιση µεταξύ της δραστικότητας του ενζύµου, 

όπως αυτή προσδιορίστηκε µε τον µεταβολικό λόγο (17U+17X)/137X στα ούρα, και του 

σωµατικού βάρους [44]. Μία, στατιστικώς σηµαντική αλλά σχετικώς µικρή, αρνητική 

επίδραση του δείκτη σωµατικής µάζας στην δραστικότητα του CYP1A2 έχει παρατηρηθεί 

σε µελέτη κατά την οποία χρησιµοποιήθηκε, όπως και προηγουµένως, η καφεΐνη ως 

φάρµακο-δείκτης. Σύµφωνα µ΄ αυτήν, διαπιστώθηκε µεταβολή της βασικής κάθαρσης της 

καφεΐνης κατά 0,99 φορές για κάθε αύξηση του ΒΜΙ κατά 1kg/m2 [45]. 

Σε σχέση µε την σωµατική διάπλαση, επίσης, προσδιορίστηκε η δραστικότητα της 

ΧΟ µέσω των επιπέδων του ουρικού οξέος της κυκλοφορίας σε ασθενείς µε χρόνια 

καρδιακή ανεπάρκεια χωρίς να βρεθεί κάποια επίδραση του δείκτη σωµατικής µάζας στα 

επίπεδα του ουρικού οξέος [304]. 

Σε µία in vitro διερεύνηση, εξάλλου, που αφορούσε την έκφραση διαφόρων 

ισοµορφών του συστήµατος Ρ450 σε δείγµατα βιοψίας ασθενών µε αλκοολική και µη 
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αλκοολική ηπατική νόσο παρατηρήθηκε, ανοσοϊστοχηµικά, άφθονη έκφραση του 

ισοενζύµου CYP2A6 σε ασθενείς µε λιπώδες ήπαρ εξαιτίας παχυσαρκίας ή διαβήτη. Στην 

µελέτη αυτή, όµως, δεν έγινε σύγκριση των σχετικών εντάσεων της ανοσοϊστοχηµικής 

χρώσης µε δείγµατα ηπατικού ιστού που να ανήκουν σε µη ηπατοπαθείς ενώ υπήρχαν 4 

µόνον δείγµατα λιπώδους ήπατος χωρίς να γίνεται διάκριση µεταξύ των παχυσάρκων και 

των πασχόντων από διαβήτη [305].  

Η δραστικότητα, τέλος, της ΝΑΤ-2 σε σχέση µε το σωµατικό βάρος διερευνήθηκε, 

ταυτόχρονα µε άλλους παράγοντες, σε µία µελέτη στην οποία συµµετείχαν 90 εθελοντές, 

εκ των οποίων οι 47 ήταν υγιείς και οι 43 έπασχαν από καρκίνο του παχέος εντέρου. Η 

δραστικότητα της ΝΑΤ-2 προσδιορίστηκε µέσω του µεταβολικού λόγου της καφεΐνης 

AFMU/1X σε µεµονωµένο δείγµα ούρων, 5 ώρες µετά την κατανάλωση µιάς κούπας 

στιγµιαίου καφέ, χωρίς να βρεθεί σηµαντική συσχέτιση του βάρους µε τις τιµές του λόγου 

αυτού [248]. 

 

2.3.8. Η επίδραση της ηπατικής νόσου στην δραστικότητα των ηπατικών ενζύµων 

και στον µεταβολισµό των φαρµάκων  

Η ηπατική νόσος περιλαµβάνει µία ποικιλία συνδρόµων που σχετίζονται µε βλάβη 

του ηπατικού παρεγχύµατος, κυτταρική νέκρωση και παθολογικές διαδικασίες 

αναγέννησης, µεταβολές στην ηπατική µικροκυκλοφορία και µεταβολές στο ενδοθήλιο 

των κολποειδών. Εξαιτίας αυτών των µεταβολών, η αποβολή των φαρµάκων τα οποία 

µεταβολίζονται από το ήπαρ είναι δυνατόν να επηρεαστεί, σε µεγάλο βαθµό, κατά την 

ηπατική νόσο. 

Με βάση αυτές τις παθολογικές µεταβολές που παρουσιάζονται στην χρόνια 

ηπατική νόσο και στην κίρρωση, κατ΄ επέκταση, καθώς και τα πειράµατα σε ένα µεγάλο 

πλήθος µελετών σε ανθρώπους και ζώα, έχουν διατυπωθεί 4 κύριες θεωρίες για την 

ερµηνεία της µειωµένης ηπατικής αποβολής των φαρµάκων: 

α) η θεωρία του ασθενούς ηπατοκυττάρου ισχυρίζεται ότι υπάρχει µείωση του 

περιεχοµένου και της δραστικότητας των ηπατικών ενζύµων που µεταβολίζουν τα 

φάρµακα, ενώ η αιµατική ροή παραµένει φυσιολογική 

β) η θεωρία του άθικτου ηπατοκυττάρου ισχυρίζεται ότι κατά την κίρρωση 

υπάρχει µία µειωµένη µάζα κυττάρων της οποίας η λειτουργία και η αιµατική διαπότιση 

(perfusion) είναι σχετικώς φυσιολογική  
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γ) η θεωρία της µειωµένης πρόσληψης των φαρµάκων προτείνει ότι η πρόσληψη 

των φαρµάκων από τα ηπατοκύτταρα κατά την κίρρωση δυσχεραίνεται εξαιτίας της 

εναπόθεσης κολλαγόνου στο εξωκυττάριο διάστηµα του Disse και της συνεπακόλουθης 

ανάπτυξης ενός φράγµατος στο ενδοθήλιο των κολποειδών που παρεµποδίζει την 

ελεύθερη διάχυση των ουσιών προς τα ηπατοκύτταρα 

δ) η θεωρία της µειωµένης οξυγόνωσης, τέλος, ισχυρίζεται ότι η µειωµένη 

πρόσληψη οξυγόνου από τα ηπατοκύτταρα ευθύνεται για τον µειωµένο µεταβολισµό των 

φαρµάκων, µάλλον, παρά η µειωµένη πρόσληψη του φαρµάκου καθεαυτού. 

Υπάρχουν διάφορες in vivo και in vitro µελέτες οι οποίες στηρίζουν ή αναιρούν τις 

ανωτέρω θεωρίες γεγονός παραµένει, όµως, ότι κατά την ηπατική νόσο και ιδιαίτερα κατά 

την κίρρωση υπάρχει διαφορετικού βαθµού βλάβη στο µεταβολισµό διαφόρων φαρµάκων 

και στις µεταβολικές οδούς του ενός και του αυτού φαρµάκου [161]. Κατά την 

προχωρηµένη κίρρωση που οφείλεται σε χρόνια ηπατίτιδα Β, για παράδειγµα, έχει 

αναφερθεί σηµαντική µείωση τόσο στην κάθαρση φαρµάκων χαµηλής ηπατικής 

εξαγωγής, όπως είναι η αντιπυρίνη και αµινοπυρίνη, όσο και στην κάθαρση φαρµάκων 

υψηλής ηπατικής εξαγωγής, όπως είναι η λιδοκαΐνη και το πράσινο της ινδοκυανίνης 

(ICG) [306], ενώ τόσο στην κίρρωση, γενικώς, όσο και στον αποφρακτικό ίκτερο, 

ειδικότερα, το ηπατικό περιεχόµενο σε P450 είναι µειωµένο. Η µείωση αυτή, στην 

περίπτωση της κίρρωσης, προσεγγίζει το ποσοστό του 50% του φυσιολογικού 

περιεχοµένου σε P450 [164]. 

Σε µία, πιο πρόσφατη, in vivo µελέτη αναφέρεται διαφορική επίδραση της 

ηπατικής νόσου στα ένζυµα της οικογενείας του Ρ450 (CYP) όπως αυτή διαπιστώθηκε 

µετά από χορήγηση ενός µίγµατος 4 φαρµάκων-δεικτών σε ηπατοπαθείς διαφορετικής 

αιτιολογίας και βαρύτητας της νόσου. Συγκεκριµένα, βρέθηκε ότι το ένζυµο CYP2C19 

παρουσίασε την µεγαλύτερη µείωση της δραστικότητάς του στους ασθενείς 

ακολουθούµενο κατά σειρά από τα CYP1A2, CYP2D6 και CYP2E1 [307]. Σε 

προηγούµενη in vitro µελέτη είχε γίνει συνδυασµένη διερεύνηση του περιεχοµένου και 

της δραστικότητας της ίδιας οικογένειας ενζύµων σε δείγµατα ήπατος ασθενών οι οποίοι 

ήταν σε διαδικασία µεταµόσχευσης. Στη µελέτη αυτή διαπιστώθηκε ότι το συνολικό 

περιεχόµενο σε κυτόχρωµα Ρ450 ήταν µειωµένο, αφενός, και αφετέρου η συγκέντρωση 

και η καταλυτική δραστικότητα του CYP1A2 ήταν µειωµένη στην κίρρωση, γενικώς, ενώ 

αυτές των CYP3A, CYP2E1 και CYP2C είχαν σχέση µε την παρουσία χολόστασης: το 
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CYP3A ήταν µειωµένο µόνον στην κίρρωση χωρίς χολόσταση ενώ τα υπόλοιπα δύο ήταν 

µειωµένα µόνον στην κίρρωση µε χολόσταση [219].  

Η διαφορική επίδραση της ηπατικής νόσου στα ηπατικά ένζυµα έχει εξακριβωθεί 

και σε πειραµατικά µοντέλα πρόκλησης κίρρωσης στους αρουραίους. Συγκεκριµένα, 

βρέθηκε ότι η πρόκληση χολικής κίρρωσης µε την επίδεση του χοληδόχου πόρου είχε ως 

αποτέλεσµα την µείωση του ηπατικού περιεχοµένου σε CYP1A, CYP2C και CYP3A µε 

αντίστοιχη µείωση των τιµών, σε σχέση µε το δείγµα ελέγχου, στις δοκιµασίες αναπνοής 

της καφεΐνης, της αµινοπυρίνης και της ερυθροµυκίνης, υποστρωµάτων ειδικών για τα 

προαναφερθέντα ένζυµα. Το περιεχόµενο σε CYP2E1 και η αντίστοιχη δοκιµασία 

αναπνοής της νιτροζο-διµεθυλαµίνης παρέµειναν αµετάβλητα. Επιπλέον, η χορήγηση 

τετραχλωράνθρακα είχε ως αποτέλεσµα την πρόκληση ηπατικής κίρρωσης διαφορετικού 

βαθµού σοβαρότητας, όπως αυτή προσδιορίστηκε µε την µείωση του βάρους του ήπατος 

και της αλβουµίνης του ορού. Στους αρουραίους µε ήπια κίρρωση υπήρξε µείωση του 

περιεχοµένου του CYP2C, µόνον, και αύξηση της δραστικότητας του CYP2E1. Στους 

αρουραίους µε σοβαρότερη κίρρωση το ηπατικό περιεχόµενο στα τέσσερα ένζυµα και οι 

αντίστοιχες δοκιµασίες αναπνοής ήταν µειωµένες, µε εξαίρεση την δοκιµασία αναπνοής 

της νιτροζο-διµεθυλαµίνης, ενδεικτικής της δραστικότητας του CYP2E1, η οποία 

παρέµεινε αµετάβλητη. Και στα δύο µοντέλα της κίρρωσης υπήρξε σηµαντική συσχέτιση 

µεταξύ των δοκιµασιών αναπνοής και της σοβαρότητας της κίρρωσης η οποία 

καθορίστηκε µε βάση της τιµές της αλβουµίνης του ορού [308].  

Σε αντίθεση µε τα ανωτέρω, τα οποία αφορούν τον οξειδωτικό µεταβολισµό των 

φαρµάκων, φαίνεται ότι κατά την ηπατική νόσο η αποβολή των φαρµάκων τα οποία 

υφίστανται σύζευξη δεν επηρεάζεται στον ίδιο βαθµό µε την οξείδωση. Στην κίρρωση, για 

παράδειγµα, η γλυκουρονιδίωση των φαρµάκων είναι περισσότερο διατηρηµένη σε σχέση 

µε την οξείδωση, ενώ τα στοιχεία για την σουλφούρωση είναι αντιφατικά. Όσον αφορά 

στην ακετυλίωση φαρµάκων όπως η δαψόνη και η ισονιαζίδη, τέλος, φαίνεται ότι η 

διαδικασία αυτή επηρεάζεται σε µέτριο, µόνον, βαθµό από την κίρρωση αλλά το ποσοστό 

των ασθενών που εµφανίζει τον φαινότυπο του βραδέος ακετυλιωτή είναι υψηλότερο σε 

σχέση µε αυτό των υγιών [161]. 

Παράλληλα µε τις προηγούµενες παρατηρήσεις, έχει διαπιστωθεί ότι κατά την 

φλεγµονή, γενικά, και κατά την ηπατική νόσο, ειδικότερα, υπάρχει αυξηµένη 

συγκέντρωση διαφόρων κυτταροκινών στον ορό, όπως ο TNF-α, η IL-6, η IL-1β, η INF-γ 
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και ο TGF-β [114, 309, 310]. Στις περισσότερες περιπτώσεις, οι κυτταροκίνες αυτές 

καταστέλλουν την έκφραση και την δραστικότητα των ενζύµων του συστήµατος Ρ450, 

αλλά ορισµένα από αυτά µένουν ανεπηρέαστα ή και επάγονται κάτω από αυτές τις 

συνθήκες [311]. Η µείωση των επιπέδων συγκεκριµένων ισοενζύµων Ρ450 οφείλεται σε 

µείωση των επιπέδων του mRNA, ενώ διαφορετικές κυτταροκίνες αναστέλλουν 

διαφορετικά ισοένζυµα, τόσο in vivo όσο και in vitro. [219, 312-314]. Το γεγονός αυτό 

υποδηλώνει την ύπαρξη διακριτών ρυθµιστικών µηχανισµών για τις διάφορες 

κυτταροκίνες. Η µείωση στα επίπεδα των mRNA η οποία προκαλείται από τις 

κυτταροκίνες έχει, γενικώς, αποδοθεί στην αναστολή της µεταγραφής των γονιδίων του 

Ρ450. O µηχανισµός της αναστολής σχετίζεται µε την ενεργοποίηση από τις 

κυτταροκίνες, µετά από πρόσδεση µε τον υποδοχέα τους, της οδού των κινασών της 

τυροσίνης της οικογένειας JAK και την εν συνεχεία ενεργοποίηση των µεταγραφικών 

παραγόντων της οικογενείας STAT µέσω φωσφορυλίωσης. Η εξειδίκευση των δράσεων 

των κυτταροκινών επιτυγχάνεται µέσω της εξειδικευµένης προσέλκυσης διαφορετικών 

πρωτεϊνών STAT από τα διαφορετικά σύµπλοκα των υποδοχέων καθώς και από λεπτές 

διαφορές στις αλληλουχίες του DNA στις οποίες συνδέονται οι διάφοροι µεταγραφικοί 

παράγοντες. Η IL-6, για παράδειγµα, ενεργοποιεί τον σχηµατισµό οµοδιµερών του 

STAT3, κυρίως, ενώ η IFN-γ ενεργοποιεί τον σχηµατισµό οµοδιµερών του STAT1 [311, 

315].  

Μία άλλη οικογένεια πρωτεϊνών της οποίας η έκφραση ρυθµίζεται από από την 

IL-1 ή την IL-6 κατά την φλεγµονή είναι η οικογένεια C/EBP. Ο C/EBPα είναι ένας 

σηµαντικός µεταγραφικός παράγοντας για την έκφραση πολλών γονιδίων του ήπατος, 

συµπεριλαµβανοµένων των γονιδίων του CYP2C12, 2Β6, 2C9 και 2D6. Κατά την 

διάρκεια της απόκρισης της οξείας φάσης στην φλεγµονή και στην µόλυνση η IL-6 

προκαλεί µείωση στα επίπεδα του C/EBPα και αύξηση στα επίπεδα του C/EBPβ στο 

ηπατοκύτταρο. Η επαγωγή από την IL-6 και από άλλες κυτταροκίνες του C/EBPβ και του 

C/EBPδ αποτελεί έναν µηχανισµό της επαγωγής των γονιδίων της οξείας φάσης. Οι 

αποκρίσεις οι οποίες µεσολαβούνται από την επαγωγή του C/EBPβ είναι βραδύτερες από 

αυτές οι οποίες οφείλονται στην ενεργοποίηση των πρωτεϊνών STAT και κατά συνέπεια η 

ενεργοποίηση ενός γονιδίου-στόχου από µία συγκεκριµένη κυτταροκίνη µπορεί να 

επισυµβεί µέσω διαφορετικών µηχανισµών και σε διαφορετικά χρονικά σηµεία, µετά από 

την διέγερση του κυττάρου. Οι περισσότεροι, ανωτέρω προτεινόµενοι, µηχανισµοί 
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περιγράφουν την ενεργοποίηση µεταγραφικών παραγόντων οι οποίοι επάγουν την 

µεταγραφή διαφόρων γονιδίων και τίθεται το ερώτηµα µε ποιόν τρόπο οι µηχανισµοί 

αυτοί καταστέλλουν τα γονίδια του P450. Μία πιθανή ερµηνεία αναφέρεται στην 

δυνατότητα των παραγόντων αυτών να ανταγωνίζονται για τις θέσεις πρόσδεσης στο 

DNA µε έναν σηµαντικό µεταγραφικό παράγοντα της βασικής έκφρασης του γονιδίου 

Ρ450 ή να σχηµατίζουν ένα πρωτεϊνικό σύµπλοκο µε αυτόν τον παράγοντα το οποίο να 

αναστέλλει την δράση του. Μία άλλη πιθανότητα είναι η δυνατότητα των µεταγραφικών 

παραγόντων για πρόσδεση πλησίον του εκκινητή του γονιδίου του P450 και η κατ΄ αυτόν 

τον τρόπο παρεµπόδιση της δράσης του συµπλόκου της έναρξης της µεταγραφής [316].  

Η εµπλοκή διαφόρων µηχανισµών µε διαφορετικά αποτελέσµατα στην ρύθµιση 

της έκφρασης συγκεκριµένων γονιδίων P450 στο προµεταφραστικό στάδιο έχει 

διαπιστωθεί και σε µία µελέτη κατά την οποία διερευνήθηκαν τα επίπεδα του mRNA και 

της αντίστοιχης πρωτεΐνης των κυτοχρωµάτων CYP1Α2, 2C9, 3Α4 και 2E1 σε δείγµατα 

ήπατος 20 ασθενών χωρίς ηπατικές µορφολογικές αλλοιώσεις και 50 κιρρωτικών 

ασθενών. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι για τα 3 πρώτα ισοένζυµα υπήρξε σηµαντική 

µείωση των επιπέδων του mRNA και του πρωτεϊνικού περιεχοµένου, µε σηµαντική 

συσχέτιση µεταξύ τους, ενώ για το CYP2E1 υπήρξε µείωση στα επίπεδα του mRNA, 

µόνον, χωρίς αντίστοιχη µείωση στα επίπεδα της πρωτεϊνης. Τα δεδοµένα αυτά 

υποδηλώνουν την προµεταφραστική ρύθµιση της έκφρασης των 3 από τα 4 P450 ένζυµα 

σε συγκεκριµένες µορφές ηπατοπάθειας, ενώ για το CΥP2E1 προέκυψε η πιθανότητα 

ρύθµισης όχι µόνον σε προµεταφραστικό αλλά και σε µεταφραστικό και σε µετα-

µεταφραστικό στάδιο [317]. 

Πράγµατι, υπάρχουν ενδείξεις, µετά από πειράµατα σε τρωκτικά και σε 

κυτταρικές σειρές, ότι κάποιες κυτταροκίνες επάγουν την αποδόµηση του mRNA µερικών 

ισοενζύµων του Ρ450 και ότι κάποιες άλλες επάγουν την αποδόµηση των πρωτεϊνών του 

Ρ450. Στην πρώτη περίπτωση, αρουραίοι οι οποίοι επιµολύνθηκαν µε ενδοτοξίνη 

(λιποπολυσακχαρίτη, LPS) παρουσίασαν, εντός 12 ωρών, µείωση του mRNA του 

CYP2C12 κατά 95%, σε σχέση µε την αρχική ποσότητα, και αντίστοιχη µείωση των 

mRNA των CYP2C11, 2Ε1 και 3Α2 εντός 6 ωρών. Η έκφραση του mRNA του CYP2C11 

κατεστάλη και από την IL-6, επίσης, σε καλλιέργεια ηπατοκυττάρων και από επαγωγείς 

της IFN, in vivo, παρόλο που αυτό συνέβη σε µεγαλύτερο χρονικό πλαίσιο απ΄ ότι 

προηγουµένως, ενισχύοντας, κατ΄ αυτόν τον τρόπο, την υπόθεση ότι διαφορετικοί 
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µεσολαβητές της φλεγµονής είναι δυνατόν να ρυθµίζουν την έκφραση του Ρ450 σε 

διαφορετικά επίπεδα. 

Όσον αφορά την αποδόµηση της πρωτεΐνης του Ρ450, έχει δειχθεί ότι τα επίπεδα 

της πρωτεΐνης του CYP2C12 αρουραίων οι οποίοι επιµολύνθηκαν µε LPS, υποχωρούν 

ραγδαία και παράλληλα µε αυτά του αντίστοιχου mRNA, υποδηλώνοντας ότι η 

αποδόµηση του mRNA, από µόνη της, δεν επαρκεί να ερµηνεύσει την αλλαγή στα 

επίπεδα της πρωτεΐνης. Αντίθετα, όταν σε καλλιέργεια ηπατοκυττάρων προκλήθηκε 

αναστολή της πρωτεϊνικής σύνθεσης, η µετέπειτα εφαρµογή IL-6 δεν επηρέασε το 

ποσοστό της µείωσης της πρωτεΐνης και της αντίστοιχης καταλυτικής δραστικότητας του 

CYP2Β1/2 επισηµαίνοντας ότι η κυτταροκίνη αυτή δεν διεγείρει την αποδόµηση του 

CYP2Β1/2 [316]. 

Ένας άλλος µηχανισµός που έχει διερευνηθεί σε σχέση µε την επίδραση της 

φλεγµονής στο Ρ450 είναι η αναστολή της καταλυτικής δραστικότητας του ενζύµου από 

τις κυτταροκίνες. Πράγµατι, έχει δειχθεί ότι η IFN-γ, όταν εφαρµόστηκε σε καλλιέργεια 

ηπατοκυττάρων αρουραίων, κατέστειλε την έκφραση της πρωτεΐνης του CYP3A2 κατά 

70%, σε σχέση µε την οµάδα ελέγχου, ενώ η αντίστοιχη καταλυτική δραστικότητα της 6β-

υδροξυλίωσης της τεστοστερόνης µειώθηκε κατά 97%, υποδηλώνοντας ότι η 

δραστικότητα του εναποµείναντος ενζύµου ανεστάλη. Κατά την in vivo χορήγηση IFN-α 

σε αρουραίους, εξάλλου, οι δραστηριότητες των CYP1A1 και CYP2B κατεστάλησαν 

χωρίς να διαπιστωθεί ανιχνεύσιµη µεταβολή στα επίπεδα των αντίστοιχων πρωτεϊνών. Οι 

µηχανισµοί µιας τέτοιας αναστολής παραµένουν ασαφείς και είναι δυνατόν να 

συµπεριλαµβάνουν την οξειδωτική βλάβη από παραγόµενες κατά την φλεγµονή 

οξειδωτικές ρίζες ή την αναστολή από το µονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) το οποίο 

παράγεται από τα ηπατοκύτταρα και τα κύτταρα Kupferr κατά την απόκριση σε 

φλεγµονώδη ερεθίσµατα [311, 316]. Σύµφωνα µε τον ίδιο συγγραφέα, η αναστολή του 

Ρ450 µπορεί να αποτελεί συνέπεια της ανάγκης του ήπατος να αφιερώσει τον 

µεταφραστικό του µηχανισµό στην σύνθεση των πρωτεϊνών οξείας φάσεως οι οποίες 

έχουν σηµαντικό ρόλο στον έλεγχο της συστηµατικής απόκρισης στην φλεγµονή. 

Στη συνέχεια θα συζητηθούν λεπτοµερέστερα τα αποτελέσµατα της επίδρασης της 

ηπατικής νόσου στο µεταβολισµό της καφεΐνης και στα εµπλεκόµενα ένζυµα.  
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2.3.8.1. CYP1A2 και ηπατική νόσος  

Σε µία διερεύνηση των µεταβολικών οδών της καφεΐνης σε ασθενείς µε αλκοολική 

κίρρωση του ήπατος δείχθηκε ότι οι οδοί αυτοί δεν επηρεάζονται στον ίδιο βαθµό στους 

ασθενείς. Συγκεκριµένα, δείχθηκε ότι η δραστικότητα των οδών της Ν-3 αποµεθυλίωσης 

της καφεΐνης και της Ν-7 αποµεθυλίωσης της 17Χ, οι οποίες εξαρτώνται από το CYP1A2, 

ήταν µειωµένες στους ασθενείς σε σχέση µε τους υγιείς, ενώ η οδός της Ν-1 

αποµεθυλίωσης της καφεΐνης, στην οποία συµµετέχουν το CYP1A2 και το CYP2E1, ήταν 

αυξηµένη [211]. 

Χρησιµοποιώντας τους µεταβολικούς λόγους της καφεΐνης σε µεµονωµένο δείγµα 

ούρων, µετά τη χορήγηση καφεΐνης, οι Denaro et al. διαπίστωσαν ότι ο µεταβολικός 

λόγος (AFMU+1U+1X)/17U, ο οποίος αντανακλά την δραστικότητα του CYP1A2, ήταν 

σηµαντικά µειωµένος σε ασθενείς µε κίρρωση διαφόρων αιτιολογιών, σε σχέση µε τους 

υγιείς, χωρίς όµως να παρουσιάζει σηµαντική συσχέτιση µε την βαθµολόγηση της 

σοβαρότητας της νόσου σύµφωνα µε την κλινικοεργαστηριακή κλίµακα κατά Child-Pugh. 

Επίσης, δεν παρουσιάστηκε διαφορά µεταξύ των ασθενών µε χρόνια, µη κιρρωτική νόσο, 

και των υγιών [60]. Ο ίδιος µεταβολικός λόγος παρουσιάστηκε µειωµένος, επίσης, σε 

ούρα 48 ωρών παιδιατρικών ασθενών µε ηπατικές νόσους διαφορετικής αιτιολογίας, 

παράλληλα µε την µειωµένη κάθαρση της καφεΐνης από την σίελο [222]. 

Οι δύο προηγούµενες µελέτες πραγµατοποιήθηκαν σε µικρό, σχετικά, αριθµό 

εθελοντών, της τάξεως των 10-30 ατόµων περίπου, αλλά σε µεγαλύτερα δείγµατα 

ασθενών µε αλκοολική κίρρωση και πρωτοπαθή χολική κίρρωση (n=226 και n=67, 

αντίστοιχα) οι Bechtel et al. και οι Lelouet et al., χρησιµοποιώντας τον ίδιo, όπως και 

προηγουµένως, µεταβολικό λόγο σε ούρα 24ώρου, διαπίστωσαν ότι η δραστικότητα του 

CYP1A2 ήταν σηµαντικά µειωµένη στους ασθενείς αυτούς [61, 62]. Η µείωση αυτή ήταν 

εµφανής σε όλα τα στάδια της νόσου και σε άµεση συσχέτιση µε την βαρύτητα αυτής, 

σύµφωνα µε τα κριτήρια ταξινόµησης της κίρρωσης κατά Child, για την αλκοολική 

κίρρωση, και σύµφωνα µε το ιστολογικό στάδιο κατά Sheuer, για την PBC. 

∆ιάφορες µελέτες, επίσης, έχουν πραγµατοποιηθεί για την διερεύνηση της 

κάθαρσης της καφεΐνης από το πλάσµα και την σίελο σε ηπατοπαθείς διαφόρων 

αιτιολογιών και ποικίλης βαρύτητας της νόσου. Όπως έχει αναφερθεί και προηγουµένως, 

οι µέθοδοι αυτές και ειδικότερα η κάθαρση της καφεΐνης από το πλάσµα, αποτελούν τις in 

vivo µεθόδους αναφοράς για την εκτίµηση της δραστικότητας του CYP1A2. Έτσι, σε µία 
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πρώιµη µελέτη, έχει δειχθεί ότι η κάθαρση της καφεΐνης είναι σηµαντικά µειωµένη στους 

ασθενείς µε κίρρωση του ήπατος σε σχέση µε του υγιείς [172]. Σε µεταγενέστερη µελέτη 

δείχθηκε ότι η κάθαρση της καφεΐνης από το πλάσµα είναι µειωµένη τόσο στους 

κιρρωτικούς όσο και στους µη κιρρωτικούς ασθενείς [318]. Σε αντίθεση µε την 

προηγούµενη µελέτη, η κάθαρση της καφεΐνης από το πλάσµα, όπως και οι υπόλοιπες 

φαρµακοκινητικές σταθερές της καφεΐνης δεν βρέθηκε να διαφέρουν στους µη 

κιρρωτικούς ασθενείς, σε σχέση µε τους υγιείς, ενώ ήταν µειωµένες στους ασθενείς µε 

κίρρωση [224]. Σε άλλες, πάλι, µελέτες που αφορούσαν µόνον κιρρωτικούς ασθενείς, η 

κάθαρση της καφεΐνης από το πλάσµα και την σίελο παρουσιάστηκε σηµαντικά µειωµένη 

στους ασθενείς µε µη αντιρροπούµενη κίρρωση, σε σχέση µε τους υγιείς, αλλά δεν 

διέφερε στους ασθενείς µε αντιρροπούµενη κίρρωση [159, 187]. Το συµπέρασµα αυτό 

συµφωνεί µε τα ευρήµατα µελέτης κατά την οποία η συγκέντρωση του P450 και η 

ενζυµική δραστικότητα της υδροξυλίωσης των αρωµατικών αµινών σε δείγµατα ηπατικού 

ιστού από βιοψία ήταν σηµαντικά µειωµένες στους ασθενείς µε σοβαρή ηπατίτιδα και 

ενεργό κίρρωση ενώ δεν διέφεραν µεταξύ υγιών και ασθενών µε ήπια ηπατίτιδα ή 

ανενεργό (αντιρροπούµενη) κίρρωση [319].  

Η κάθαρση της καφεΐνης από το πλάσµα απετέλεσε και το αντικείµενο µιας 

µεγαλύτερης µελέτης στην οποία συµµετείχαν 419 ασθενείς, κιρρωτικοί και µη 

κιρρωτικοί, καθώς και 71 υγιείς και ασθενείς µε µη ηπατική νόσο. Τα αποτελέσµατα 

έδειξαν ότι η κάθαρση της καφεΐνης ήταν σηµαντικά µειωµένη στους ασθενείς µε 

αλκοολική κίρρωση και µε κίρρωση αγνώστου αιτιολογίας (cryptogenic). Αντίθετα, οι 

ασθενείς µε οξεία ηπατίτιδα Β και κίρρωση οφειλόµενη σε ηπατίτιδα Β δεν παρουσίασαν 

διαφορά σε σχέση µε τους υγιείς. Παραδόξως, αυξηµένη κάθαρση της καφεΐνης 

παρουσίασαν οι ασθενείς µε χρόνια ενεργό ηπατίτιδα Β, µε λιπώδες ήπαρ αλκοολικής 

αιτιολογίας και PBC. Περαιτέρω κατάταξη των ασθενών σε σχέση µε τα επίπεδα της 

χολερυθρίνης του ορού έδειξε ότι η κάθαρση της καφεΐνης µειώνεται αυξανοµένης της 

χολερυθρίνης αλλά, παρόλα αυτά, οι κιρρωτικοί ασθενείς εξαιτίας ηπατίτιδας Β και 

ηπατίτιδας µη Α-µη Β µε επίπεδα χολερυθρίνης έως και 3,0 mg/dL καθώς και ικτερικοί 

ασθενείς µε PBC δεν είχαν διαφορά στην κάθαρση της καφεΐνης από τους υγιείς [220]. 

Σχολιάζοντας τα αποτελέσµατα, οι συγγραφείς αποδίδουν την αύξηση της κάθαρσης της 

καφεΐνης κατά την αλκοολική στεατοηπατίτιδα σε ενζυµική επαγωγή. Είναι, όµως, 

γνωστό ότι το ένζυµο που επάγεται από το αλκοόλ είναι το CYP2E1 [320] του οποίου η 
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συµβολή στον µεταβολισµό της καφεΐνης είναι µικρή ενώ, αντίθετα, το CYP1A2 

αναστέλλεται από την αιθανόλη [55]. Επιπλέον, πιθανολογούν ότι η µη µείωση της 

κάθαρσης της καφεΐνης στην χρόνια ηπατίτιδα και κίρρωση ιϊκής αιτιολογίας οφείλεται 

σε ενζυµική επαγωγή εξαιτίας της µόλυνσης. Είναι όµως γνωστό ότι κατά την ιϊκή 

µόλυνση, γενικώς, και κατά την οξεία και χρόνια ηπατίτιδα, ειδικότερα, αυξάνει η 

συγκέντρωση των κυτταροκινών όπως η IL-1β, η IL-6, ο TNF-α, η INF-γ και ο TGF-β οι 

οποίες αναστέλλουν την έκφραση µερικών ισοενζύµων του P450 όπως του CYP1A1, 

CYP1A2, CYP3A4 και CYP3A6 [312, 313, 321]. 

Ως υποκατάστατο της κάθαρσης της καφεΐνης, ο µεταβολικός λόγος 17Χ/137Χ 

στο πλάσµα προσδιορίστηκε σε ασθενείς µε κίρρωση, χρόνια ηπατίτιδα και χολολιθίαση 

και βρέθηκε σηµαντικά µειωµένος στις δύο πρώτες περιπτώσεις, σε σύγκριση µε το 

δείγµα των υγιών, ενώ δεν είχε διαφορά στους ασθενείς µε χολολιθίαση [198, 322].. 

Η κάθαρση της καφεΐνης από την σίελο, ως µη επεµβατική µέθοδος 

προσδιορισµού της ηπατικής λειτουργίας, διερευνήθηκε σε ασθενείς µε κίρρωση 

διαφόρου αιτιολογίας, σε µη κιρρωτικούς ασθενείς και σε παιδιατρικούς ηπατοπαθείς. Τα 

αποτελέσµατα έδειξαν ότι και οι τρείς οµάδες είχαν σηµαντικά µειωµένη κάθαρση της 

καφεΐνης από την σίελο, σε σχέση µε το δείγµα αναφοράς, µε τους κιρρωτικούς ασθενείς 

να παρουσιάζουν την µεγαλύτερη υποχώρηση [195, 222]. Σε συµφωνία µε αυτά, η 

κάθαρση της καφεΐνης από την σίελο όπως και ο µεταβολικός λόγος 17Χ/137Χ στην 

σίελο είχαν σηµαντική µείωση σε ασθενείς µε αλκοολική ηπατοπάθεια χωρίς κίρρωση 

[323]. 

Στην παρούσα εργασία έγινε προσπάθεια να προσδιορισθεί ο τρόπος µε τον οποίο 

επηρεάζεται ο µεταβολισµός της καφεΐνης από την ηπατική νόσο, τόσο σε σχέση µε την 

βαρύτητα όσο και µε την αιτιολογία αυτής. ∆ιαπιστώθηκε ότι ο µεταβολικός λόγος 

(AFMU+1U+1X)/17U, ειδικός της δραστικότητας του CYP1A2, ήταν σηµαντικά 

µειωµένος, σε σχέση µε τους υγιείς, όχι µόνον στους κιρρωτικούς αλλά και στους µη 

κιρρωτικούς ασθενείς, στην κατηγορία των µη καπνιστών, ενώ στην κατηγορία των 

καπνιστών η µείωση ήταν σηµαντική µόνον στους ασθενείς µε µη αντιρροπούµενη 

κίρρωση. Η µέθοδος του µεταβολικού λόγου, εξάλλου, επέδειξε αρκετή ευαισθησία ώστε 

να ανιχνεύσει τόσο την µετάβαση από το στάδιο της χρόνιας, µη κιρρωτικής, νόσου στο 

στάδιο της αντιρροπούµενης κίρρωσης όσο και την µετάβαση από το στάδιο της 

αντιρροπούµενης κίρρωσης σε εκείνο της µη αντιρροπούµενης καθώς υπήρξε στατιστικώς 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 153 

σηµαντική διαφορά µεταξύ των ενδιαµέσων τιµών του ανωτέρω µεταβολικού λόγου 

µεταξύ αυτών των οµάδων των ασθενών, στους µη καπνιστές.  

Όταν διερευνήθηκε η βαρύτητα της νόσου σε συνδυασµό µε την αιτιολογία αυτής, 

στους µη καπνιστές, διαπιστώθηκε ότι οι κιρρωτικοί, κάθε οµάδας ασθενών, είχαν 

σηµαντικά µειωµένη λειτουργικότητα του CYP1A2, σε σχέση µε τους υγιείς, ενώ, όσον 

αφορά τους µη κιρρωτικούς, σηµαντική µείωση υπήρξε µόνον στις οµάδες των 

πασχόντων από αυτοάνοση ηπατίτιδα, από αυτοάνοσα χολοστατικά νοσήµατα και από µη 

αλκοολική στεατοηπατίτιδα, δηλαδή από νοσήµατα µη ιογενούς αιτιολογίας. Όταν, όµως, 

διερευνήθηκαν οι τιµές του µεταβολικού λόγου στις συγκεντρωτικές κατηγορίες των 

πασχόντων από ιογενή ηπατίτιδα και από µη ιογενή ηπατίτιδα τότε τόσο οι κιρρωτικοί 

όσο και οι µη κιρρωτικοί παρουσίασαν σηµαντική µείωση σε σχέση µε του υγιείς. Από τα 

ανωτέρω συνάγεται το συµπέρασµα ότι υπάρχει πραγµατική µείωση της δραστικότητας 

του CYP1A2 στους µη κιρρωτικούς που πάσχουν από HBV και HCV ηπατίτιδα αλλά, 

προκειµένου η διαφορά αυτή να αποκτήσει στατιστική σηµαντικότητα, απαιτείται η 

µελέτη ικανού αριθµού ασθενών από κάθε οµάδα. Επιπλέον, είναι πιθανόν το αυτό να 

ισχύει και στην περίπτωση των πασχόντων από αλκοολική ηπατοπάθεια καθώς η 

δραστικότητα του CYP1A2 στους µη κιρρωτικούς αυτής της οµάδας, παρ΄ότι 

χαµηλότερη, δεν παρουσίασε σηµαντική διαφορά από αυτή των υγιών.  

Στην κατηγορία των καπνιστών, αντίθετα, παρόλο που οι τιµές του µεταβολικού 

λόγου ήταν χαµηλότερες σε όλες τις οµάδες των ασθενών, σε σχέση µε τους υγιείς 

καπνιστές, µόνον οι πάσχοντες από αλκοολική ηπατοπάθεια, από αυτοάνοσα χολοστατικά 

νοσήµατα και από µη αλκοολική στεατοηπατίτιδα καθώς και οι ανήκοντες στην 

συγκεντρωτική κατηγορία των πασχόντων από µη ιογενή ηπατίτιδα, κιρρωτικοί και µη 

κιρρωτικοί, εµφάνισαν σηµαντική διαφορά. Επιπλέον, παρόλο που σε όλες τις οµάδες 

εντός της κατηγορίας των καπνιστών, οι κιρρωτικοί παρουσίασαν χαµηλότερες τιµές στην 

δραστικότητα του CYP1A2, σε σχέση µε τους αντίστοιχους µη κιρρωτικούς ασθενείς, οι 

διαφορές αυτές δεν είχαν στατιστική σηµαντικότητα, πιθανότατα εξαιτίας του µικρού 

αριθµού των ασθενών στις επιµέρους υποοµάδες. 

Τα αποτελέσµατα αυτά είναι δηλωτικά του γεγονότος ότι η µέθοδος του 

µεταβολικού λόγου της καφεΐνης, σε µεµονωµένο δείγµα ούρων, βρίσκεται σε συµφωνία 

µε τις περισσότερες από τις προαναφερθείσες µελέτες και ότι είναι επαρκώς ευαίσθητη να 

αναδείξει την δυσλειτουργία του CYP1A2 όχι µόνον σε προχωρηµένα στάδια της νόσου 
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αλλά και σε στάδια χρονιότητας στα οποία δεν έχει αναπτυχθεί κίρρωση. Μεταξύ των 

σοβαρώς ασθενούντων, η µέθοδος του µεταβολικού λόγου της καφεΐνης επέτυχε να 

ανιχνεύσει την εντονότερη βλάβη της ηπατικής λειτουργίας στους ασθενείς εκείνους µε 

µη αντιρροπούµενη κίρρωση, σε σχέση µε τους πάσχοντες από αντιρροπούµενη κίρρωση. 

Η µέθοδος αυτή επίσης, είχε επαρκή ευαισθησία να αναδείξει την µετάβαση από την µη 

κιρρωτική νόσο στην αντιρροπούµενη κίρρωση καθώς υπήρξε στατιστικώς σηµαντική 

διαφορά µεταξύ των ενδιαµέσων τιµών του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U 

µεταξύ των ασθενών των δύο αυτών κατηγοριών, στους µη καπνιστές. 

Στην παρούσα µελέτη έγινε, επίσης, εµφανής η δυσλειτουργία του CYP1A2 στους 

ασθενείς µε αυτοάνοσα χολοστατικά νοσήµατα, δηλαδή µε πρωτοπαθή χολική κίρρωση 

(PBC) και µε πρωτοπαθή σκληρυντική χολαγγειίτιδα (PSC), στους µη καπνιστές. Το 

συµπέρασµα αυτό έρχεται σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα µίας προαναφερθείσας 

µελέτης κατά την οποία ο µεταβολικός λόγος (AFMU+1U+1X)/17U σε ούρα 24ώρου 67 

ασθενών µε PBC ήταν σηµαντικά χαµηλότερος από αυτόν των υγιών σε όλα τα στάδια 

της νόσου, σύµφωνα µε την ιστολογική σταδιοποίηση κατά Sheuer [62]. Παρόµοιο 

αποτέλεσµα προέκυψε και σε µία µελέτη µε φάρµακο-δείκτη την αντιπυρίνη η κάθαρση 

της οποίας ήταν σηµαντικά µειωµένη σε 12 µη καπνιστές ασθενείς οι οποίοι έπασχαν από 

PBC σταδίου ΙΙΙ και ΙV σε σχέση µε την οµάδα ελέγχου, ενώ 23 ελαφρότερα ασθενείς 

σταδίου Ι και ΙΙ δεν παρουσίασαν σηµαντική µείωση [324]. Στην παρούσα εργασία δεν 

υπήρξε ιστολογική σταδιοποίηση των ασθενών µε αυτοάνοσα χολοστατικά νοσήµατα 

αλλά, µε βάση την βιοψία, µόνον 4 από τους 29 µη καπνιστές ασθενείς µε PBC και 1 από 

τους 7 µη καπνιστές ασθενείς µε PSC έπασχαν από µη αντιρροπούµενη κίρρωση, ανήκαν 

δηλαδή στα υψηλότερα, από πλευράς βαρύτητας, στάδια της νόσου. 

Στην παρούσα µελέτη έγινε, για πρώτη φορά, διερεύνηση της δραστικότητας του 

CYP1A2 σε ασθενείς πάσχοντες από αυτοάνοση ηπατίτιδα και µη αλκοολική 

στεατοηπατίτιδα (NASH) µε φάρµακο-δείκτη την καφεΐνη. Η µέθοδος του µεταβολικού 

λόγου της καφεΐνης απεκάλυψε ότι και αυτά τα νοσήµατα είχαν σηµαντική ανασταλτική 

επίδραση στην δραστικότητα του CYP1A2. Αυτό συνέβη τόσο στους µη καπνιστές όσο 

και στους καπνιστές, όσον αφορά τους πάσχοντες από NASH, ενώ όσον αφορά τους 

πάσχοντες από αυτοάνοση ηπατίτιδα, η αναστολή ήταν σηµαντική στους µη καπνιστές, 

µόνον, καθώς οι ανήκοντες στην κατηγορία των καπνιστών ήταν εµφανώς ολιγάριθµοι (3 

άτοµα). 
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Όσον αφορά την NASH, διαπιστώθηκε, σε in vitro µελέτη, ότι η επώαση 

καλλιέργειας ανθρώπινων ηπατοκυττάρων µε ελεύθερα, µακράς αλυσίδας λιπαρά οξέα 

(ελαϊκό και παλµιτικό) είχε ως αποτέλεσµα την δοσοεξαρτώµενη συσσώρευση λιπιδίων 

στο κυτταρόπλασµα, µείωση της τάξεως του 46-60% στην καταλυτική δραστικότητα των 

ενζύµων CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1 και CYP3A4, 

καθώς και µείωση της τάξεως του 25-45% στα επίπεδα του mRNA των CYP1A2, 

CYP2A6, CYP2C9, CYP2E1, CYP2D6, και CYP3A4 σε σχέση µε κύτταρα τα οποία δεν 

είχαν επωαστεί µε λιπαρά οξέα [325]. Παρόµοια αποτελέσµατα υπήρξαν και σε άλλη 

µελέτη κατά την οποία διαπιστώθηκε στατιστικώς σηµαντική µείωση, σε σχέση µε το 

δείγµα ελέγχου, της ηπατικής µικροσωµιακής έκφρασης των πρωτεϊνών των CYP1A2, 

CYP2E1, CYP2C11, και CYP3A κατά 27%, 68%, 53% και 50%, αντίστοιχα, σε 

αρουραίους µε πρώιµη στεάτωση η οποία προκλήθηκε µε την προσθήκη οροτικού οξέος 

στην δίαιτα. Σε πλήρη συµφωνία µε την µειωµένη έκφραση του CYP1A2, παρατηρήθηκε 

και µειωµένη, κατά 45% σε σχέση µε το δείγµα ελέγχου, µικροσωµιακή Ο-αποαιθυλίωση 

της 7-αιθοξυρεζορουφίνης, κατάλυση ειδική για το CYP1A2, στα δείγµατα ήπατος µε 

στεάτωση [326]. Σύµφωνα µε µία υπόθεση, η συσσώρευση λίπους στο ήπαρ αυξάνει την 

ευπάθεια του οργάνου στο οξειδωτικό στρες, το οφειλόµενο σε αυξηµένη β-οξείδωση των 

λιπαρών οξέων στα µιτοχόνδρια και στην επαγωγή του CYP2E1 από τα λιπαρά οξέα και 

της κετόνες, επαγωγή που έχει διαπιστωθεί και ανοσοϊστοχηµικά τόσο σε δείγµατα 

βιοψίας τόσο ασθενών µε NASH όσο και ασθενών µε αλκοολική νόσο του ήπατος. Η 

κατάσταση αυτή έχει ως συνέπεια την υπεροξείδωση των λιπιδίων της κυτταρικής 

µεµβράνης, την κυτταρική νέκρωση και απόπτωση, την έκφραση προφλεγµονωδών 

κυτταροκινών, την ενεργοποίηση των αστροκυττάρων του ήπατος και την δηµιουργία 

ίνωσης. Ο παθογενετικός µηχανισµός αυτός είναι κοινός για την ανάπτυξη τόσο της 

αλκοολικής όσο και της µη αλκοολικής στεατοηπατίτιδας. Επιπλέον, ο TNF-α αυξάνεται 

σε παχύσαρκα και διαβητικά άτοµα και η απώλεια βάρους µειώνει τα επίπεδά του ενώ, 

παράλληλα, η IL-6 φαίνεται να απελευθερώνεται συστηµατικά από τον λιπώδη ιστό 

προκαλώντας την ενεργοποίηση των κυττάρων Kupffer µε αποτέλεσµα την δηµιουργία 

ίνωσης [327-329]. Στην αλληλουχία των γεγονότων αυτών είναι πιθανόν να οφείλεται η 

µειωµένη δραστικότητα του CYP1A2 κατά την NASH και την αλκοολική νόσο καθώς, 

όπως έχει αναφερθεί ανωτέρω, οι κυτταροκίνες αποτελούν παράγοντα αναστολής του 

ενζύµου αυτού. 
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Όσον αφορά την αυτοάνοση ηπατίτιδα, εξάλλου, έχουν ανιχνευθεί 

αυτοαντισώµατα εναντίον του CYP1A2 και CYP2A6 σε ασθενείς µε αυτοάνοση 

ηπατίτιδα-1 [330, 331]. Είναι πιθανόν, ότι ο µεταβολισµός των φαρµάκων µειώνεται λόγω 

της καταστροφής των ηπατοκυττάρων από αυτοαντισώµατα έναντι διαφόρων CYPs τα 

οποία εντοπίζονται στην επιφάνεια των ηπατοκυττάρων αυτών. Πράγµατι, έχει 

διαπιστωθεί η ύπαρξη διαφόρων κυτοχρωµάτων στην πλασµατική µεµβράνη ανθρώπινων 

ηπατοκυττάρων όπως των P450 1A2, 2C, 2D6, 2E1, και 3A4 και σε περιεκτικότητα 9% 

αυτής των µικροσωµάτων, ενώ, ταυτόχρονα, τα κυτοχρώµατα P450 1A2, 2D6, και 2C 

αναγνωρίστηκαν από αυτοαντισώµατα έναντι µικροσωµάτων ήπατος και από 

αυτοαντισώµατα έναντι µικροσωµάτων ήπατος/νεφρού τύπου 1 και τύπου 2, αντίστοιχα 

[332]. Στην ίδια σειρά µελετών, έχει διαπιστωθεί η ύπαρξη διαφόρων κυτοχρωµάτων στην 

συσκευή Golgi και ότι οι αναστολείς της κυστιδιακής µεταφοράς µειώνουν τα επίπεδα 

των CYP2B1/2 και CYP2C11 στην πλασµατική µεµβράνη, υποδηλώνοντας την 

κυστιδιακή ροή των ισοµορφών αυτών προς την συγκεκριµένη θέση [333, 334]. Επιπλέον, 

έχει διαπιστωθεί ότι διάφοροι αναστολείς της κυστιδιακής µεταφοράς µειώνουν τα 

επίπεδα του CYP1A1/2 στην πλασµατική µεµβράνη ηπατοκυττάρων αρουραίων, τόσο in 

vitro όσο και in vivo. Έχει, επίσης, εξακριβωθεί ότι µόνον τα νεοσυντιθέµενα CYPs 

µεταναστεύουν στην πλασµατική µεµβράνη, προσανατολιζόµενα προς την εξωτερική 

επιφάνεια αυτής, ενώ τα µικροσωµιακά CYPs παραµένουν σταθερά [335]. Τα ευρήµατα 

αυτά αποτελούν ενδείξεις για την επιβεβαίωση της διαπιστωθείσας µείωσης της 

δραστηριότητας του CYP1A2 κατά την NASH και την αυτοάνοση ηπατίτιδα.  

Ένα άλλο εύρηµα της παρούσας µελέτης ήταν ότι όταν οι ασθενείς που ήταν µη 

καπνιστές διαχωρίστηκαν σε πάσχοντες από ιογενή και µη ιογενή αιτιολογία της ηπατικής 

νόσου, τόσο οι πρώτοι όσο και οι δεύτεροι, είχαν σηµαντικά χαµηλότερες ενδιάµεσες 

τιµές του µεταβολικού λόγου του CYP1A2 από την οµάδα ελέγχου, ενώ όσον αφορά τους 

καπνιστές, αυτό συνέβη µόνον για τους πάσχοντες από µη ιογενή νόσο. Η διαπίστωση 

αυτή µπορεί, πιθανότατα, να ερµηνευτεί από το γεγονός ότι η οµάδα των ασθενών µε µη 

ιογενή νόσο καπνιστών περιελάµβανε το σύνολο των 12 καπνιστών µε µη 

αντιρροπούµενη κίρρωση, των οποίων οι χαµηλές τιµές του µεταβολικού λόγου 

επέδρασαν στην σηµαντική συνολική µείωση της ενδιάµεσης τιµής. 

∆ιαπιστώθηκε, τέλος, ότι το κάπνισµα µπορεί να συσκοτίσει την εκτίµηση της 

δραστικότητας του CYP1A2 και, προκειµένου να εξακριβωθεί η πραγµατική επίδραση 
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της ηπατικής νόσου στους καπνιστές, απαιτούνται µελέτες οι οποίες να περιλαµβάνουν 

µεγαλύτερο αριθµό καπνιστών από αυτόν της παρούσας εργασίας. 

 

2.3.8.2. CYP2A6 και ηπατική νόσος  

Η δραστικότητα του CYP2Α6 στην ηπατική νόσο έχει διερευνηθεί, µέσω της 

µεθόδου των µεταβολικών λόγων της καφεΐνης, σε λίγες, σχετικά, µελέτες, καθώς το 

κλασικό υπόστρωµα για το CYP2A6 είναι η κουµαρίνη. Σε µία από αυτές διαπιστώθηκε 

ότι ο σχετικός µε το CYP2A6 µεταβολικός λόγος 17U/17X, σε µεµονωµένο δείγµα 

ούρων, είναι αυξηµένος στους ασθενείς µε χρόνια ηπατίτιδα και κίρρωση, ανεξαρτήτως 

του σταδίου αυτής, σε σχέση µε τους υγιείς, χωρίς όµως η αύξηση να παρουσιάσει 

στατιστική σηµαντικότητα [60]. Παρόµοια αποτελέσµατα προέκυψαν και σε ένα δείγµα 

ασθενών µε αλκοολική κίρρωση µε την χρήση ενός σπάνια, αν όχι καθόλου, 

χρησιµοποιούµενου µεταβολικού λόγου της καφεΐνης σε ούρα 24ώρου. Συγκεκριµένα, ο 

λόγος 17U/(17U+17X+1X+1U+7X+7U +AFMU+AAMU), ο οποίος απεικονίζει το 

ποσοστό της παραγωγής του 17U σε σχέση µε τα συνολικά προϊόντα της οδού της 17Χ 

και, σύµφωνα µε τους συγγραφείς, εκφράζει την C8-οξείδωση της 17Χ, δεν παρουσίασε 

διαφορά µεταξύ υγιών και ασθενών [211]. Οι συγγραφείς δεν προσδιορίζουν επακριβώς 

το ένζυµο το υπεύθυνο για την οξείδωση αυτή, αλλά είναι πλέον γνωστό ότι το ένζυµο 

αυτό είναι, κατά κύριο λόγο, το CYP2A6 [113, 210]. Αντίθετα µε τα ανωτέρω, ο λόγος 

17U/17X σε ούρα 24ώρου ασθενών µε αλκοολική κίρρωση, στα σοβαρότερα στάδια της 

νόσου (Child B,C), και PBC ήταν σηµαντικά αυξηµένος σε σχέση µε τους υγιείς [61, 62]. 

Η διαφορά αυτή, πιθανώς, να αναδείχθηκε εξαιτίας των πολύ µεγαλυτέρων, σε αριθµό 

εθελοντών, δειγµάτων των δύο αυτών µελετών. Τα τελευταία αυτά αποτελέσµατα 

έρχονται σε συµφωνία µε ανοσοϊστοχηµικές µελέτες δειγµάτων κιρρωτικού ηπατικού 

ιστού στις οποίες διαπιστώθηκε αυξηµένη έκφραση της πρωτεΐνης του CYP2A6 σε 

ηπατοκύτταρα ευρισκόµενα στην περιφέρεια των κιρρωτικών όζων, άµεσα παρακειµένων 

σε περιοχές περιπυλαίας ίνωσης και φλεγµονής, ιϊκής αιτιολογίας [114]. Παρόµοια 

υπερέκφραση του CYP2A6 διαπιστώθηκε σε ανοσοϊστοχηµικές µελέτες ηπατικού ιστού 

ασθενών µε προχωρηµένη αλκοολική νόσο και ασθενών µε λιπώδες ήπαρ µη αλκοολικής 

αιτιολογίας, σε σχέση µε ασθενείς πάσχοντες από πρώιµη αλκοολική νόσο και µη 

αλκοολική ηπατίτιδα ιϊκής αιτιολογίας [305]. Με την ίδια µέθοδο, αυξηµένη έκφραση του 

CYP2A6 βρέθηκε σε ηπατοκύτταρα παρακείµενα σε συστάδες (clusters) φλεγµονωδών 
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κυττάρων και σε περιοχές µε ίνωση δειγµάτων ηπατικού ιστού από ανθρώπινο 

ηπατοκυτταρικό καρκίνο [336]. ∆ύο in vivo µελέτες, όµως, οι οποίες διερεύνησαν την 

δραστικότητα του CYP2A6 σε ασθενείς µε ηπατίτιδα Α και ασθενείς µε αλκοολική νόσο 

του ήπατος, χρησιµοποιώντας ως φάρµακο-δείκτη την κουµαρίνη, κατέληξαν στο 

συµπέρασµα ότι ο µεταβολισµός της κουµαρίνης ήταν µειωµένος στους ασθενείς µε οξεία 

ηπατίτιδα Α και στους κιρρωτικούς αλκοολικούς ασθενείς µε µέτρια και µεγάλη ινωτική 

δραστικότητα.. Συγκεκριµένα, η απέκκριση στα ούρα της 7-υδροξυκουµαρίνης τις 2 

πρώτες ώρες µετά την χορήγηση της κουµαρίνης ήταν µειωµένη, κατά 26%, στους 

πάσχοντες από οξεία ηπατίτιδα Α, κατά 68% στους πάσχοντες από σοβαρή αλκοολική 

νόσο του ήπατος, κατά 39% στους πάσχοντες από µέτρια αλκοολική νόσο του ήπατος, 

ενώ δεν υπήρξε σηµαντική διαφορά µεταξύ των υγιών και των πασχόντων από ήπια 

αλκοολική νόσο [109, 209]. Η φαινοµενική αυτή αντίφαση µε τις προηγούµενες µελέτες 

µπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι κατά την διαδικασία της ηπατικής βλάβης και κατά 

την κίρρωση, το στάδιο και το χρονικό σηµείο της εξέλιξης της νόσου είναι κρίσιµοι 

παράγοντες όσον αφορά τις µεταβολές της ενζυµικής δραστικότητας. Επιπλέον, είναι 

πιθανόν, ότι η εντοπισµένη αύξηση της ποσότητας του CYP2A6 η οποία παρατηρείται 

στις ανοσοϊστοχηµικές µελέτες να µην είναι δυνατόν να ανιχνευθεί από µία in vivo 

δοκιµασία [103].  

Πέραν των ανωτέρω µελετών που αφορούσαν, κυρίως, σε ασθενείς µε αλκοολική 

νόσο, υπάρχει η ένδειξη ότι η µειωµένη δραστικότητα του CYP2A6 κατά την ηπατική 

νόσο οφείλεται, εν µέρει, σε αυτοάνοσα αίτια καθώς έχουν ανιχνευθεί αυτοαντισώµατα 

έναντι του CYP2A6 τόσο σε ασθενείς µε χρόνια ηπατίτιδα C όσο και σε ασθενείς µε 

αυτοάνοση ηπατίτιδα-1 [330, 337]. Επιπλέον, σύµφωνα µε ανωτέρω καταχωρηθείσα 

αναφορά, η δραστικότητα του CYP2A6 εµφανίζεται να υποχωρεί κατά την µη αλκοολική 

στεάτωση των ηπατοκυττάρων [325]. 

Στην παρούσα εργασία η µέση τιµή του µεταβολικού λόγου της καφεΐνης 

17U/(17U+17X), ενδεικτικού της δραστικότητας του CYP2A6, µετά από προσαρµογή για 

το κάπνισµα, ήταν σηµαντικά χαµηλότερη στους κιρρωτικούς ασθενείς, σε σχέση µε τους 

υγιείς, ενώ δεν αναδείχτηκε κάποια διαφορά µεταξύ υγιών και µη κιρρωτικών 

ηπατοπαθών, διαφόρου αιτιολογίας. Η διάκριση των ασθενών µε βάση την ιογενή ή µη 

αιτιολογία της νόσου δεν ανέδειξε κάποια στατιστικώς σηµαντική διαφορά, σε σχέση µε 

την οµάδα ελέγχου, παρότι και οι δύο αυτές κατηγορίες των πασχόντων είχαν 
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χαµηλότερες µέσες τιµές του µεταβολικού λόγου από αυτή των υγιών εθελοντών. Όταν, 

όµως, έγινε συνολική εκτίµηση της διαφοράς µεταξύ των µέσων τιµών του µεταβολικού 

λόγου του συνόλου των ασθενούντων και των υγιών, τότε οι επιµέρους διαφορές 

απέκτησαν στατιστική σηµαντικότητα. Το γεγονός αυτό φανερώνει ότι η ηπατική νόσος 

επηρεάζει ανασταλτικά την δραστικότητα του CYP2A6, αλλά η αναστολή αυτή 

αναδεικνύεται σε µεγάλα δείγµατα ηπατοπαθών, µε βάση τον συγκεκριµένο µεταβολικό 

λόγο της καφεΐνης. Πράγµατι, µε τη χρήση του ανωτέρω λόγου, ανεδείχθη µείωση της 

τάξης του 11% στην δραστικότητα του CYP2A6 στους κιρρωτικούς ασθενείς, αριθµός 

αρκετά µικρότερος από αυτούς που προέκυψαν στις µελέτες µε φάρµακο-δείκτη την 

κουµαρίνη. Η διαπίστωση αυτή υποδηλώνει ότι η καφεΐνη δεν αποτελεί, αρκετά  

ευαίσθητο δείκτη της δραστικότητας του CYP2A6 όσο η κουµαρίνη, παρόλο που η 

οξείδωση της 17Χ προς 17U είναι αντίδραση ειδική για το ένζυµο αυτό. Η διαφορά αυτή 

µπορεί, πιθανόν, να οφείλεται στο γεγονός ότι η συγκέντρωση της 17Χ στα ούρα 

επηρεάζεται, όπως έχει προηγουµένως αναφερθεί, από παράγοντες που δεν σχετίζονται 

αποκλειστικά από µεταβολικές διεργασίες καθώς η νεφρική απέκκριση του µεταβολίτη 

αυτού της καφεΐνης εξαρτάται από τον ρυθµό αποβολής των ούρων, δηλαδή από την 

ποσότητα πρόσληψης υγρών από τα άτοµα και από την εν γένει λειτουργία των νεφρών. 

 

2.3.8.3. ΧΟ και ηπατική νόσος 

Σε µία µελέτη διερεύνησης των µεταβολικών οδών της καφεΐνης στην οποία 

συµµετείχαν 13 κιρρωτικοί ασθενείς αλκοολικής αιτιολογίας και 11 υγιείς διαπιστώθηκε 

ότι η οξείδωση του µεταβολίτη της καφεΐνης 1Χ προς 1U ήταν αυξηµένη στους ασθενείς, 

γεγονός που αποδόθηκε στην αυξηµένη δραστικότητα της ΧΟ στα άτοµα αυτά [211]. 

Στην συνέχεια, η δραστικότητα της ΧΟ διερευνήθηκε σε ασθενείς µε ιογενή κίρρωση και 

κίρρωση αλκοολικής αιτιολογίας καθώς και σε ασθενείς µε χρόνια ηπατίτιδα, µε την 

µέθοδο των µεταβολικών λόγων της καφεΐνης στα ούρα. Οι τιµές του µεταβολικού λόγου 

1U/1X, ο οποίος εκφράζει την δραστικότητα της ΧΟ, εξετάστηκαν σε ένα µεµονωµένο 

δείγµα ούρων, µετά την χορήγηση καφεΐνης, και βρέθηκε ότι οι ενδιάµεσες τιµές του 

λόγου αυτού δεν διέφεραν σηµαντικά µεταξύ των υγιών και των ασθενών, παρόλο που οι 

ασθενείς είχαν υψηλότερους ενδιαµέσους [60]. Ο ίδιος µεταβολικός λόγος µελετήθηκε 

και σε 9 παιδιατρικούς ηπατοπαθείς και, παρόλο που πάλι δεν υπήρξε στατιστικώς 

σηµαντική διαφορά µεταξύ των υγιών και των ασθενών, η µέση τιµή του λόγου αυτού 
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στους ασθενείς ήταν διπλάσια από αυτή των υγιών [222]. Αντίθετα µε τις προηγούµενες 

µελέτες, ο ίδιος µεταβολικός λόγος σε ούρα 24ώρου µεγαλυτέρων δειγµάτων ασθενών 

παρουσίασε στατιστικώς σηµαντικά αυξηµένες τιµές σε κιρρωτικούς ασθενείς 

αλκοολικής αιτιολογίας και σε ασθενείς µε PBC, σε σχέση µε τους υγιείς (n=226 και n=67 

αντίστοχα) [61, 62].  

Η δραστικότητα της ΧΟ προσδιορίστηκε µε πιο άµεσο τρόπο και σε µελέτη κατά 

την οποία µετρήθηκε η ενζυµική µετατροπή της ξανθίνης σε ουρικό οξύ σε δείγµατα 

ηπατικού ιστού ηπατοπαθών διαφορετικής αιτιολογίας και καρκινοπαθών µη ηπατικής 

αιτιολογίας. Τα αποτελέσµατα έδειξαν αυξηµένη συνολική δραστικότητα της 

οξειδοαναγωγάσης της ξανθίνης (XOR) στους ασθενείς µε ιογενή κίρρωση, αλλά όχι 

στους ηπατοπαθείς µη ιογενούς αιτιολογίας. Εν τούτοις, η δραστικότητα της ΧΟ, παρότι 

αυξηµένη στους ασθενείς ιογενούς αιτιολογίας, δεν διέφερε σε στατιστικά σηµαντικό 

βαθµό από αυτή των υγιών [121]. Οι συγγραφείς απέδωσαν την αύξηση της 

δραστικότητας της ΧΟR στην πιθανή επαγωγή του ενζύµου από την εκκρινόµενη, 

εξαιτίας της ιϊκής µόλυνσης, IFN-γ, η οποία µαζί µε την IFN-α είναι γνωστοί επαγωγείς 

της ΧΟR [338, 339]. ́Εχει, επίσης, δειχθεί ότι η εφαρµογή TNF-α, IL-1β και IFN-γ σε 

καλλιέργεια ανθρώπινων επιθηλιακών κυττάρων µαστού οδήγησε σε αυξηµένη 

δραστηριότητα της XOR η οποία αποδόθηκε τόσο σε µεταγραφικό όσο και σε µετα-

µεταφραστικό επίπεδο. Πράγµατι, παρατηρήθηκε ότι η IFN-γ προκάλεσε 8-πλάσια 

αύξηση στην καταλυτική δραστηριότητα του ενζύµου σε αντιπαραβολή µε την 2-πλάσια 

έως 3-πλάσια αύξηση του m-RNA και της πρωτεϊνης της XOR. Στο µεταγραφικό επίπεδο, 

έχουν ανιχνευθεί στην 5΄-πλευρική περιοχή του γονιδίου της XOR περιοχές απόκρισης 

στην IL-6 και εν δυνάµει περιοχές απόκρισης στον NF-kB, στον TNF, στην IFN-γ και 

στην IL-1β [118]. 

Στο σηµείο αυτό πρέπει να επισηµανθεί ότι η επαγωγή της ΧΟ κατά την ιϊκή 

µόλυνση έχει διαπιστωθεί σε παλαιότερες µελέτες κατά τις οποίες έγινε επιµόλυνση 

πειραµατοζώων µε διάφορους ιούς, όπως ο ιός της γρίπης, ο ερπητοϊός, ο ιός Coxsackie, ο 

ιός Hart Park κ.ά. [340, 341]. 

Η αποκλειστικά ιογενής, όµως, επαγωγή της XOR αµφισβητήθηκε σε 

µεταγενέστερη µελέτη κατά την οποία διερευνήθηκε η συνολική δραστικότητα της XOR 

καθώς και η επί µέρους δραστικότητα της ΧΟ σε δείγµατα ηπατικού ιστού ασθενών υπό 

µεταµόσχευση. Η µελέτη αυτή περιλάµβανε τόσο την µέτρηση της ενζυµικής 
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δραστικότητας του ενζύµου όσο και τον ανοσοϊστοχηµικό εντοπισµό του. Σύµφωνα µε τα 

αποτελέσµατα, η ενζυµική δραστικότητα της ΧΟ ήταν σηµαντικά αυξηµένη όχι µόνο 

στους ασθενείς µε ιογενή κίρρωση αλλά και σε ασθενείς τελικού σταδίου µε PBC, PSC 

και αλκοολική ηπατοπάθεια. Σε όλες τις παραπάνω περιπτώσεις παρατηρήθηκε 

ταυτόχρονη ανοσοϊστοχηµική παρουσία της XOR στα ηπατοκύτταρα και στα χοληφόρα, 

παρόµοια µε αυτή των δειγµάτων ελέγχου. Οι συγγραφείς επισηµαίνουν ότι είναι δύσκολο 

να βεβαιωθεί αυξηµένη παρουσία της XOR µε ανοσοϊστοχηµικές µεθόδους σε 

ηπατοκύτταρα ηπατοπαθών αλλά η σηµαντικά αυξηµένη ενζυµική δραστηριότητά της 

είναι πολύ πιθανό να υποδηλώνει αυξηµένα επίπεδα του ενζύµου αυτού τόσο στα 

ηπατοκύτταρα όσο και στα χοληφόρα. Η αύξηση αυτή, σύµφωνα µε τους συγγραφείς, 

σχετίζεται µε την ικανότητα της XOR για την παραγωγή ελευθέρων ριζών (ROS) καθώς 

και µε την δυνατότητα επαγωγής της από διάφορες κυτταροκίνες, γεγονότα τα οποία την 

καθιστούν σηµαντικό παράγοντα κατά τη διαδικασία της φλεγµονώδους απόκρισης [226]. 

Η παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου από την ΧΟ ενεργοποιεί τα κύτταρα Kupffer 

προς παραγωγή χηµειοτακτικών παραγόντων για τα ουδετερόφιλα [342] και επάγει τον 

πολλαπλασιασµό των ινοβλαστών [343], προάγει την συγκόλληση των λευκοκυττάρων 

[344], την παραγωγή κυτταροκινών από τα µονοκύτταρα [345] και την συσσώρευση των 

λευκοκυττάρων στα ηπατικά τριχοειδή αγγεία, κατόπιν ηπατικής ισχαιµίας και 

επαναιµάτωσης [346]. Ένα µειονέκτηµα της τελευταίας αυτής µελέτης, όµως, είναι ότι 

διεξήχθη σε 17, µόνον, ασθενείς µε 4 δείγµατα ως οµάδα ελέγχου, ενώ η αµέσως 

προηγούµενη σε δείγµατα 47 ασθενών µε 12 δείγµατα ως οµάδα ελέγχου. Επιπλέον, οι 

συµµετέχοντες είχαν κίρρωση τελικού σταδίου και είναι πιθανόν το στάδιο της κίρρωσης 

να συσχετίζεται µε την δραστικότητα της ΧΟ. 

Στην παρούσα µελέτη, όλες οι υποοµάδες των ασθενών παρουσίασαν µεγαλύτερη 

µέση τιµή του µεταβολικού λόγου 1U/(1U+1X) από αυτή των υγιών χωρίς, όµως, όλες 

από αυτές τις διαφορές να έχουν στατιστική σηµαντικότητα. Όταν έγινε διερεύνηση της 

δραστικότητας της ΧΟ σε σχέση µε την βαρύτητα της νόσου, δείχθηκε ότι τόσο οι 

κιρρωτικοί όσο και οι µη κιρρωτικοί, κάθε αιτιολογίας, είχαν σηµαντικά υψηλότερη 

δραστικότητα της ΧΟ από τους υγιείς. Όταν έγινε διερεύνηση της δραστικότητας της ΧΟ 

σε σχέση µε την αιτιολογία της νόσου, τότε δείχθηκε ότι µόνον οι ασθενείς ιογενούς 

αιτιολογίας είχαν σηµαντικά υψηλότερη δραστικότητα της ΧΟ, σε σχέση µε τους υγιείς. 

Το γεγονός αυτό επιβεβαιώθηκε τόσο στους κιρρωτικούς ιογενούς αιτιολογίας όσο και 
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στους µη κιρρωτικούς ιογενούς αιτιολογίας. Από τα παραπάνω βγαίνει το συµπέρασµα 

ότι τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης επιβεβαιώνουν την επαγωγή της ΧΟ από την 

ηπατική νόσο µε σηµαντική, όµως, αύξηση µόνον στους ηπατοπαθείς ιογενούς 

αιτιολογίας, ανεξαρτήτως της βαρύτητας της νόσου. Η σηµαντικά αυξηµένη 

δραστικότητα της ΧΟ που διαπιστώθηκε στις προαναφερθείσες εργασίες των Bechtel et 

al. και Lelouet et al., οι οποίες αφορούσαν την αλκοολική κίρρωση και την PBC 

αντίστοιχα, είναι πιθανόν να αναδείχθηκε εξαιτίας του µεγάλου αριθµού των 

συµµετεχόντων στις µελέτες αυτές [61, 62]. Η ένδειξη, εξάλλου, για αυξηµένη 

δραστικότητα της ΧΟ κατά την ιϊκή µόλυνση, σε σχέση µε την µη ιογενή νόσο, φαίνεται 

να ενισχύεται από το γεγονός ότι κατά την ιϊκή µόλυνση, πέραν της παραγωγής των 

κυτταροκινών, αυξάνεται ο µεταβολισµός των πουρινών λόγω της αυξηµένης 

δραστικότητας της απαµινάσης της αδενοσίνης (ADA) µε αποτέλεσµα την αυξηµένη 

συγκέντρωση µεταβολιτών όπως η ινοσίνη, η υποξανθίνη και η ξανθίνη οι οποίες είναι 

διαδοχικά προϊόντα της οδού του καταβολισµού της αδενοσίνης [341]. Οι δύο τελευταίοι 

µεταβολίτες αποτελούν υποστρώµατα για την ΧΟ της οποίας η δραστικότητα, όπως έχει 

δειχθεί, αυξάνεται µε την χορήγηση ξανθίνης σε αρουραίους 14 ηµερών καθώς και µε την 

χορήγηση ινοσίνης σε κοτόπουλα [340, 347]. Παράλληλα, δεν υπάρχει ένδειξη για 

επίδραση των κυτταροκινών στην µεταγραφή του γονιδίου και στην µετάφραση του m-

RNA της ADA της κυκλοφορίας [348]. 

 

2.3.8.4. ΝΑΤ-2 και ηπατική νόσος  

Σε προγενέστερη µελέτη, η δραστικότητα της ΝΑΤ-2 έχει διερευνηθεί σε υγιείς 

και ασθενείς µε αλκοολική κίρρωση µέσω του µεταβολικού λόγου 

(AFMU+AAMU)/(AFMU+AAMU+1U+1X+17X+17U) στα ούρα ο οποίος απεικονίζει 

το ποσοστό της παραγωγής των ακετυλιωµένων ουρακιλών σε σχέση µε τα συνολικά 

προϊόντα της οδού της 17Χ, η οποία είναι η κυριώτερη οδός µεταβολισµού της καφεΐνης, 

χωρίς να βρεθεί διαφορά δραστικότητας µεταξύ υγιών και ασθενών. Στο σηµείο αυτό, 

όµως, πρέπει να επισηµανθεί ότι οι συγγραφείς δεν κάνουν διαχωρισµό µεταξύ βραδέων 

και ταχέων ακετυλιωτών και έτσι δεν διαχωρίζουν την επίδραση της νόσου στις δύο αυτές 

διακριτές κατηγορίες του πληθυσµού [211]. Παροµοίως, οι ενδιάµεσες τιµές του έγκυρου 

λόγου AΑMU/(AΑMU+1U+1X) δεν παρουσίασαν σηµαντική διαφορά µεταξύ υγιών και 

ασθενών µε χρόνια ηπατίτιδα και κίρρωση σε µεµονωµένα δείγµατα ούρων µετά την 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:28:01 EEST - 18.221.83.60



 

 163 

χορήγηση καφεΐνης. Ούτε, όµως, και σε αυτή την µελέτη έγινε διαχωρισµός βραδέων και 

ταχέων ακετυλιωτών [60]. Σε µεγαλύτερα, από τα προηγούµενα, δείγµατα ασθενών µε 

αλκοολική κίρρωση και PBC εξετάστηκαν οι τιµές του µεταβολικού λόγου 

AFMU/(AFMU+1U+1X) σε ούρα 24ώρου µετά την χορήγηση καφεΐνης. Οι ασθενείς που 

ήταν αργοί ακετυλιωτές δεν παρουσίασαν διαφορά από τους αντίστοιχους υγιείς, ενώ οι 

ταχείς ακετυλιωτές, ταξινοµηµένοι ως Child B και C και Scheuer 3 και 4, δηλαδή οι 

ευρισκόµενοι στα σοβαρότερα στάδια της αλκοολικής κίρρωσης και της PBC αντίστοιχα, 

παρουσίασαν σηµαντική µείωση της δραστικότητας της ΝΑΤ-2 σε σχέση µε τους υγιείς. 

Στην αλκοολική κίρρωση παρατηρήθηκε απώλεια της συνήθους δικόρυφης κατανοµής 

της δραστικότητας της ΝΑΤ-2 η οποία εµφανίζεται στους υγιείς, αλλά το ποσοστό των 

ασθενών βραδέων ακετυλιωτών δεν ήταν αυξηµένο σε σχέση µε αυτό των υγιών, όπως 

αυτό διαπιστώθηκε τόσο µε το φαινοτυπικό σηµείο καµπής της κατανοµής που 

χρησιµοποιήθηκε για την κατάταξη των υγιών, όσο και µε την γονοτυπική κατάταξη των 

ασθενών. Στην PBC, παροµοίως µε την αλκοολική κίρρωση, διαπιστώθηκε το αυτό 

ποσοστό των βραδέων ακετυλιωτών µε τους υγιείς χωρίς, όµως, την απώλεια της τυπικής 

δικόρυφης κατανοµής η οποία εµφανίστηκε στους αλκοολικούς ασθενείς [61, 62]. Από τις 

δύο παραπάνω µελέτες φαίνεται ότι η ταξινόµηση των ασθενών µε βάση την τιµή 

διαχωρισµού των βραδέων και ταχέων ακετυλιωτών που ισχύει για τους υγιείς δεν 

επηρέασε την ορθή κατάταξη των ασθενών, κάτι το οποίο έρχεται σε αντίθεση µε την 

διαπίστωση των Levy et al.. Οι τελευταίοι, µετά από ανασκόπηση της σχετικής 

βιβλιογραφίας, διαπιστώνουν µια γενική απώλεια της τυπικής δικόρυφης κατανοµής της 

ΝΑΤ-2 στην χρόνια ηπατική νόσο, εξαιτίας της ειδικής µείωσης της δραστικότητας της 

ΝΑΤ-2 στους ασθενείς οι οποίοι είναι ταχείς ακετυλιωτές και καταλήγουν ότι στην 

ηπατοπάθεια δεν πρέπει να χρησιµοποιείται το αυτό σηµείο διαχωρισµού µε τους υγιείς 

αλλά ο διαχωρισµός µεταξύ βραδέων και ταχέων ακετυλιωτών πρέπει να βασίζεται στην 

διερεύνηση του γονοτύπου της ΝΑΤ-2. Στο συµπέρασµα αυτό φαίνεται να οδηγούνται 

από το γεγονός ότι η εξακρίβωση του φαινοτύπου στις διάφορες µελέτες έγινε µε διάφορα 

φάρµακα-δείκτες, συµπεριλαµβανοµένης και της καφεΐνης, η χρήση των οποίων έδωσε 

διφορούµενα αποτελέσµατα σε σχέση µε την επίδραση της ηπατικής νόσου στην 

δραστικότητα της ΝΑΤ-2 και στην συνεπακόλουθη κατάταξη των ασθενών [147]. 

Στην παρούσα µελέτη, οι τιµές του µεταβολικού λόγου AFMU/(AFMU+1U+1X) 

εµφάνισαν σαφώς δικόρυφη κατανοµή, τόσο στους υγιείς όσο και στους ασθενείς, χωρίς 
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να υπάρξει ένδειξη για διαφορετικό σηµείο διαχωρισµού µεταξύ βραδέων και ταχέων 

ακετυλιωτών στις δύο αυτές οµάδες. Κατά συνέπεια, δεν φαίνεται να υπήρξε απώλεια της 

τυπικής δικόρυφης φαινοτυπικής κατανοµής της δραστικότητας του ενζύµου κατά την 

ηπατική νόσο µε φάρµακο-δείκτη την καφεΐνη και µε δεδοµένο τον µεγάλο αριθµό των 

συµµετεχόντων καθώς και το ευρύ φάσµα των ηπατοπαθειών που διερευνήθηκαν. 

Επιπλέον, τα ποσοστά των βραδέων και ταχέων ακετυλιωτών δεν διέφεραν σηµαντικά 

µεταξύ των δύο αυτών οµάδων, γεγονός το οποίο είναι σε συµφωνία µε τις δύο 

προαναφερθείσες µελέτες. Στη συνέχεια, όταν εξετάστηκε η επίδραση της βαρύτητας της 

νόσου στην δραστικότητα της ΝΑΤ-2, δείχθηκε ότι αυτή έµεινε ανεπηρέαστη, τόσο στους 

κιρρωτικούς όσο και στους µη κιρρωτικούς βραδείς ακετυλιωτές, σε σχέση µε τους υγιείς, 

ενώ αντίθετα, οι ταχείς ακετυλιωτές και των δύο αυτών υποοµάδων εµφάνισαν σηµαντική 

υποχώρηση στην δραστικότητα της ΝΑΤ-2. Τα ίδια, µε τα προηγούµενα, διαπιστώθηκαν 

όταν έγινε διερεύνηση της δραστικότητας της ΝΑΤ-2 σε σχέση µε την ιογενή ή µη 

αιτιολογία της νόσου µε τους ταχείς ακετυλιωτές των δύο αυτών υποοµάδων να 

παρουσιάζουν σηµαντικά µειωµένη δραστικότητα του ενζύµου. Κατ΄ αυτόν τον τρόπο 

έγινε φανερό ότι η ηπατική νόσος, ανεξαρτήτως βαρύτητας και αιτιολογίας, δεν έχει 

επίπτωση στους βραδείς ακετυλιωτές ενώ, αντίθετα, αναστέλλει, σε σηµαντικό βαθµό, 

την δραστικότητα της ΝΑΤ-2 σε όσους είναι ταχείς ακετυλιωτές χωρίς να επηρεάζει την 

φαινοτυπική τους κατάταξη.  

Όσον αφορά το αποτέλεσµα αυτό, είναι διαπιστωµένο ότι η καταλυτική 

δραστικότητα των Ν-ακετυλοτρανσφερασών εξαρτάται από την οξειδοαναγωγική τους 

κατάσταση καθώς περιέχουν στο ενεργό τους κέντρο την καταλυτική τριάδα αµινοξέων 

Cys-His-Asp. Τo κατάλοιπο της ιστιδίνης µπορεί να οξειδωθεί, αντιστρεπτά, από το 

ενδοκυττάριο Η2Ο2 προς κυστεϊνο-σουλφενικό οξύ (Cys-SOH) µε αποτέλεσµα την 

αναστολή της δραστικότητας του ενζύµου. Τo Η2Ο2 είναι µία από τις κυριότερες 

οξειδωτικές ουσίες στο κύτταρο και έχει διαπιστωθεί ότι σε περιοχές φλεγµονής τα 

ενεργοποιηµένα φαγοκύτταρα παράγουν Η2Ο2  το οποίο φαίνεται ότι παίζει ρόλο στην 

φλεγµονώδη απόκκριση προκαλώντας την υπερέκφραση συγκολλητικών µορίων, 

ελέγχοντας τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και την κυτταρική απόπτωση και 

τροποποιώντας την συσσώρευση των αιµοπεταλίων [349]. Κατόπιν των ανωτέρω, είναι 

πιθανόν ότι η φλεγµονή η οποία εκδηλώνεται κατά την ηπατική νόσο να προκαλεί την 

µείωση της δραστικότητας της ΝΑΤ-2 η οποία είναι περισσότερο εµφανής στους ταχείς 
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ακετυλιωτές. 

 

2.3.9. Η χρήση της καφεΐνης ως διαγνωστικού δείκτη-σύγκριση µεθόδων  

Στην κλινική πράξη, η σοβαρότητα της ηπατικής νόσου µπορεί να εκτιµηθεί από 

τον συνδυασµό των πληροφοριών που προέρχονται από την κλινική εξέταση, από τις 

συµβατικές βιοχηµικές δοκιµασίες, από απεικονιστικές δοκιµασίες όπως η 

υπερηχοτοµογραφία και η αξονική και µαγνητική τοµογραφία και από την βιοψία του 

ήπατος. Οι συνήθεις, όµως, εργαστηριακές µετρήσεις της ηπατικής λειτουργίας, οι οποίες 

περιλαµβάνουν τον προσδιορισµό της αλβουµίνης, των παραγόντων πήξης, των 

αµινοτρανσφερασών του ορού, της ολικής χολερυθρίνης, της αλκαλικής φωσφατάσης και 

της γ-γλουταµυλ-τρανσφεράσης, µεταβάλλονται σηµαντικά µόνον σε προχωρηµένα 

στάδια της ηπατικής νόσου. Αντίθετα, σε πρώιµα στάδια της ηπατικής δυσλειτουργίας, οι 

βιοχηµικές παράµετροι χαρακτηρίζονται από έλλειψη εξειδίκευσης και ευαισθησίας 

καθώς οι τιµές τους µπορεί να βρίσκονται εντός του φυσιολογικού εύρους παρόλο που 

έχουν ήδη επισυµβεί διάφορες ιστολογικές αλλοιώσεις. Επιπλέον, η πρώιµη κίρρρωση 

χαρακτηρίζεται από µία φάση αντιρρόπησης (Child A) κατά την οποία τα κλινικά 

ευρήµατα και οι βιοχηµικές παράµετροι είναι σχετικά σταθερές παρόλη την πρόοδο της 

ηπατικής νόσου. Κατά τη διάρκεια αυτής της φάσης κάποιοι ασθενείς παρουσιάζουν 

σηµαντική επιδείνωση του λειτουργικού ηπατικού αποθέµατος (reserve) και βρίσκονται 

σε κίνδυνο µη αντιρρόπησης [158, 160, 161]. 

Στην κατεύθυνση αυτή, οι ποσοτικές λειτουργικές δοκιµασίες, οι οποίες 

εκµεταλλεύονται την ικανότητα του ήπατος για την κάθαρση διαφόρων ουσιών, µπορούν 

να συνεισφέρουν σηµαντικές πληροφορίες σε σχέση µε την λειτουργική ηπατική µάζα, 

αλλά είναι αρκετά επίπονες στην εκτέλεσή τους και περισσότερο δαπανηρές από τις 

συνήθεις εξετάσεις. Στην προσπάθεια ανάπτυξης τέτοιων δοκιµασιών κάθαρσης έχουν 

χρησιµοποιηθεί, όπως έχει αναφερθεί και στην εισαγωγή, διάφορες ουσίες όπως η 

γαλακτόζη, το πράσινο της ινδοκυανίνης, η σορβιτόλη, τα χολικά οξέα, η αντιπυρίνη, η 

αµινοπυρίνη, η µεθακετίνη, η λιδοκαΐνη και η καφεΐνη. Οι περισσότερες, όµως, από τις 

δοκιµασίες αυτές έχουν συναντήσει πρακτικές δυσκολίες στην εφαρµογή τους επειδή 

απαιτούν επαναλαµβανόµενες αιµοληψίες, εµπεριέχουν τον κίνδυνο εµφάνισης 

ανεπιθύµητων αντιδράσεων και έχουν αυξηµένο κόστος. Για τους λόγους αυτούς η 

κλινικοεργαστηριακή ταξινόµηση της σοβαρότητας της ηπατικής νόσου σύµφωνα µε την 
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κλίµακα κατά Child-Pugh, η οποία συνεκτιµά παράγοντες όπως την χολερυθρίνη και την 

αλβουµίνη του ορού, τον χρόνο προθροµβίνης, την ύπαρξη ή την απουσία ασκίτη και 

ηπατικής εγκεφαλοπάθειας, παραµένει η περισσότερο χρησιµοποιούµενη πρακτική 

παρόλη την υποκειµενικότητα στην εκτίµηση του βαθµού του ασκίτη και της ηπατικής 

εγκεφαλοπάθειας καθώς και την αλλοίωσή της από τυχόν θεραπευτική αγωγή χορήγησης 

αλβουµίνης.  

Παρόλο που η ιστολογική εξέταση δειγµάτων βιοψίας αποτελεί την πρότυπη 

µέθοδο αναφοράς για την εκτίµηση του βαθµού της ίνωσης και της κίρρωσης, η βιοψία 

είναι επεµβατική και δεν µπορεί να χρησιµοποιηθεί επαναλαµβανόµενα για την 

παρακολούθηση της εξέλιξης της νόσου. Επιπλέον, η βιοψία του ήπατος µπορεί να δώσει 

ψευδώς αρνητικά αποτελέσµατα µέχρι του ποσοστού του 32% των περιπτώσεων, σε 

σχέση µε την λαπαροσκοπική διάγνωση της κίρρωσης, όπως αυτό διαπιστώθηκε σε µία 

αναδροµική µελέτη κατά την οποία ανασκοπήθηκαν 434 περιπτώσεις συνδυασµένων 

λαπαροσκοπικών και ιστολογικών αναφορών µεταξύ των ετών 1992 και 1994 [350]. Ως 

εκ τούτου, οι µη επεµβατικές µέθοδοι θα µπορούσαν να συνεισφέρουν σηµαντικά στην 

διάγνωση και την σταδιοποίηση της ηπατικής νόσου. Η καφεΐνη, ως αβλαβής και 

ελάχιστα δαπανηρή, έχει αποτελέσει την ουσία-κλειδί για την ανάπτυξη τέτοιων µη 

επεµβατικών µεθόδων και οι µεταβολικοί της λόγοι στα ούρα συνιστούν µία απλή, 

αβλαβή και καλώς ανεκτή διαδικασία η οποία µπορεί να διεκπεραιωθεί µε την ευρέως 

διαδεδοµένη τεχνική της HPLC. 

Στην παρούσα µελέτη έγινε προσπάθεια να καθοριστεί ένα εύρος αναφοράς για τις 

τιµές του φυσικού λογαρίθµου του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U µε σκοπό 

να εκτιµηθεί η εξειδίκευση και η ευαισθησία της µεθόδου στην ανίχνευση της ηπατικής 

νόσου. Ο ανωτέρω λόγος επιλέχτηκε επειδή εκφράζει την δραστικότητα του ενζύµου 

CYP1A2 το οποίο εντοπίζεται αποκλειστικά στο ήπαρ. Σε µία προγενέστερη µελέτη, στην 

οποία διερευνήθηκε ο ισοδύναµος λόγος (AAMU+1U+1X)/17U σε µεµονωµένα δείγµατα 

ούρων, οι συγγραφείς κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι, παρόλο που οι µέση τιµή του 

λόγου αυτού στους κιρρωτικούς και τους υγιείς ήταν σε θέση να διακρίνει τις δύο αυτές 

κατηγορίες των ασθενών, δεν µπορούσε να χρησιµοποιηθεί ως διαγνωστικό εργαλείο για 

ένα µεµονωµένο άτοµο καθώς υπήρξε µεγάλου βαθµού αλληλοεπικάλυψη στις επιµέρους 

τιµές των υγιών και των ασθενών [60]. Παροµοίως, ο Bechtel et al. προσδιορίζοντας τον 

µεταβολικό λόγο (AFMU+1U+1X)/17U σε ούρα 24ώρου 70 υγιών και 226 ηπατοπαθών, 
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παρατήρησαν µεγάλου βαθµού διακύµανση των τιµών του µεταξύ των συµµετεχόντων 

στην µελέτη και κατέληξαν στην διαπίστωση ότι η δοκιµασία της καφεΐνης δεν 

προσκόµισε επιπλέον διαγνωστικές πληροφορίες σε σχέση µε τις συνήθεις εργαστηριακές 

δοκιµασίες [61]. Τα συµπεράσµατα των ανωτέρω εργασιών, όµως, µπορεί να οφείλονται 

στον µικρό αριθµό των συµµετεχόντων στην πρώτη από αυτές, αφενός, και στην έλλειψη 

διαχωρισµού των καπνιστών από τους µη καπνιστές και στις δύο, αφετέρου.  

Στην παρούσα εργασία, ο δείκτης της δραστικότητας του CYP1A2 

προσδιορίστηκε σε 125 υγιείς και 342 ηπατοπαθείς, µε πλειάδα ηπατικών 

δυσλειτουργιών, οι οποίοι είχαν καταταχθεί µε αυστηρά κριτήρια και οι συγκρίσεις 

µεταξύ τους έγιναν σε σχέση µε το κάπνισµα προκειµένου να αποφευχθεί η σύγχυση που 

επιφέρει στις τιµές του µεταβολικού λόγου η επαγωγική δράση του καπνίσµατος στο 

συγκεκριµένο ένζυµο. 

Με βάση, λοιπόν, τον διαχωρισµό µεταξύ καπνιστών και µη καπνιστών 

καθορίστηκαν δύο οριακές τιµές διαχωρισµού για την ανίχνευση της ηπατικής νόσου, µία 

για κάθε κατηγορία εθελοντών. Αυτές οι τιµές προσδιορίστηκαν ως οι µέσες τιµές του 

φυσικού λογαρίθµου του µεταβολικού λόγου, στους υγιείς, µετά την αφαίρεση της 

τυπικής απόκλισης του αντίστοιχου πληθυσµού (LnΜΛ-ΤΑ) [195, 351]. Η µέθοδος αυτή 

προϋποθέτει κανονική κατανοµή των δεδοµένων και για τον σκοπό αυτό έγινε 

λογαριθµική µετατροπή των αποτελεσµάτων. Ένα µειονέκτηµα της µεθόδου αυτής είναι 

ότι δεν λαµβάνει υπόψη την ευαισθησία της δοκιµασίας καθώς η οριακή τιµή καθορίζεται 

µε βάση το δείγµα ελέγχου. Η ανάλυση της καµπύλης ROC προσδιορίζει την διαγνωστική 

απόδοση του συστήµατος µε βάση την ευαισθησία και την ειδικότητα, για κάθε δυνατή 

οριακή τιµή της δοκιµασίας, και η γραφική παράσταση προκύπτει από την συσχέτιση του 

ποσοστού των αληθώς θετικών και των ψευδώς θετικών αποτελεσµάτων (ευαισθησία 

προς 1-εξειδίκευση) ενώ µερικοί συγγραφείς συσχετίζουν γραφικά την ευασθησία προς 

την εξειδίκευση, χωρίς αυτό να έχει επίπτωση στο εµβαδόν κάτω από την καµπύλη ROC 

[352]. 

Σύµφωνα µε την ανάλυση ROC, όσον αφορά τους µη καπνιστές, η διακριτική 

ισχύς της δοκιµασίας για την διάγνωση της µη αντιρροπούµενης, της αντιρροπούµενης 

και της κίρρωσης συνολικά ήταν ικανοποιητική µε τιµές 0,924, 0,833 και 0,846, 

αντίστοιχα. Εµβαδόν της επιφάνειας κάτω από την καµπύλη ROC µεγαλύτερο του 0,800 

είναι ενδεικτικό δοκιµασίας µε ικανοποιητικό βαθµό διάκρισης µεταξύ της κατάστασης 
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υγείας και της ύπαρξης νόσου, ενώ εµβαδόν µεταξύ 0,900 και 1,000 είναι χαρακτηριστικό 

εξαιρετικής απόδοσης [353]. Η διαγνωστική ισχύς ήταν µέτρια, όσον αφορά την ενεργό 

νόσο και το σύνολο των ασθενών και πτωχή για το σύνολο των µη κιρρωτικών ασθενών 

µε τιµές 0,766, 0,736 και 0,679, αντίστοιχα, προφανώς λόγω του σηµαντικού βαθµού 

αλληλεπικάλυψης των τιµών του µεταβολικού λόγου µεταξύ των µη κιρρωτικών ασθενών 

και των υγιών εθελοντών.  

Η επαγωγική επίδραση του καπνίσµατος στην δραστικότητα του CYP1A2 

ελάττωσε την διακριτική ισχύ της δοκιµασίας µεταξύ των καπνιστών µε αποτέλεσµα 

χαµηλές τιµές του εµβαδού κάτω από την καµπύλη ROC, εξαιρουµένης της µη 

αντιρροπούµενης κίρρωσης για την οποία η απόδοση της δοκιµασίας ήταν ικανοποιητική 

µε τιµή εµβαδού 0,802. Παρόλα αυτά, η ανάλυση ROC παρουσίασε στατιστικώς 

σηµαντικό εµβαδόν για τις καταστάσεις της κίρρωσης, ως σύνολο αντιρροπούµενης και 

µη αντιρροπούµενης, και την κατάσταση της ενεργού νόσου.  

Στην συνέχεια, έγινε σύγκριση µεταξύ της ευαισθησίας του µεταβολικού λόγου 

και των συµβατικών δοκιµασιών της ηπατικής λειτουργίας µε βάση δύο οριακές τιµές, 

τόσο για τους µη καπνιστές όσο και για τους καπνιστές, µε ταυτόχρονη αξιολόγηση της 

εξειδίκευσης. Η πρώτη οριακή τιµή καθορίστηκε µε βάση τον τύπο «LnΜΛ-1 ΤΑ» και 

παρουσίασε εξειδίκευση 85,4% και 86,0% για τις δύο αυτές κατηγορίες των εθελοντών. Η 

δεύτερη οριακή τιµή επιλέχθηκε µε βάση την ανάλυση ROC και µε την προϋπόθεση να 

έχει µεγαλύτερη ευαισθησία από την προηγούµενη τιµή, εις βάρος όµως της εξειδίκευσης. 

Πράγµατι το κόστος της αυξηµένης ευαισθησίας ήταν η πτώση της εξειδίκευσης στο 70,7-

72,0% και 72,1% για τους µη καπνιστές και καπνιστές, αντίστοιχα. Η επιλογή µιας 

οριακής τιµής µε αυξηµένη ευαισθησία έχει ως συνέπεια πολλά ψευδώς θετικά 

αποτελέσµατα, αλλά, µε δεδοµένο το χαµηλό κόστος και το ανώδυνο της δοκιµασίας της 

καφεΐνης, το όφελος από την ορθή ανίχνευση περισσοτέρων ασθενών αποκτά µεγαλύτερη 

σηµασία.  

Σύµφωνα µε τις καθορισθείσες τιµές διαχωρισµού µεταξύ της κατάστασης υγείας 

και ασθενείας, η µέθοδος του µεταβολικού λόγου της καφεΐνης, όσον αφορά τους µη 

καπνιστές, ήταν περισσότερο ευαίσθητη στην ανίχνευση της νόσου από κάθε µία 

ξεχωριστά από τις τιµές του INR, της αλβουµίνης του ορού, ή της ολικής χολερυθρίνης 

για τις περιπτώσεις της µη αντιρροπούµενης κίρρωσης, της αντιρροπούµενης κίρρωσης, 

της κίρρωσης ως σύνολο, της µη κιρρωτικής ηπατικής νόσου, της ενεργού ηπατικής 
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νόσου και της ηπατικής νόσου ως σύνολο. Η µέθοδος του µεταβολικού λόγου παρουσίασε 

µεγαλύτερη ευαισθησία ακόµη και στην περίπτωση εκείνη κατά την οποία οι τρείς αυτοί 

δείκτες της ηπατικής λειτουργίας ελήφθησαν σε συνδυασµό, δηλαδή εάν η τιµή ενός 

τουλάχιστον από αυτούς ήταν δηλωτική της νόσου σε κάθε έναν από τους εθελοντές. Στο 

σηµείο αυτό πρέπει να τονισθεί ότι οι τιµές του INR και της αλβουµίνης του ορού, 

πρωτίστως, και οι τιµές της ολικής χολερυθρίνης του ορού, δευτερευόντως, θεωρούνται 

ως περισσότερο ευαίσθητοι δείκτες της ηπατικής λειτουργίας από τις τιµές ενζύµων όπως 

η αµινοτρανφεράση της αλανίνης, η αµινοτρανφεράση του ασπαραγινικού, η αλκαλική 

φωσφατάση και η γ-GT καθώς οι παράγοντες πήξης του αίµατος και η αλβουµίνη είναι 

αποκλειστικά προϊόντα των ηπατοκυττάρων ενώ η χολερυθρίνη µεταβολίζεται στο ήπαρ 

και εκκρίνεται από τα χοληφόρα τριχοειδή [157]. Το γεγονός αυτό επιβεβαιώθηκε και από 

τα αποτελέσµατα της συσχέτισης µεταξύ των συνήθων βιοχηµικών εξετάσεων και του 

φυσικού λογαρίθµου των τιµών του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U στους 

ασθενείς, όπου παρατηρήθηκε µικρού βαθµού, πλήν όµως στατιστικώς σηµαντική, 

αρνητική συσχέτιση µε τις τιµές του INR και θετική συσχέτιση µε τις τιµές της 

αλβουµίνης και της χολερυθρίνης ενώ δεν υπήρξε σηµαντική συσχέτιση µε τις τιµές των 

ενζύµων οι οποίες αντανακλούν την καταστροφή των ηπατοκυττάρων και την χολόσταση. 

Παρατηρήθηκε, επίσης, µικρού βαθµού σηµαντική θετική συσχέτιση µεταξύ των τιµών 

του µεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U των ασθενών µε τον αριθµό των 

αιµοπεταλίων, στους κιρρωτικούς, καθώς και µε τον αριθµό των λευκοκυττάρων και µε 

την τιµή της αιµοσφαιρίνης, τόσο στους κιρρωτικούς όσο και στους µη κιρρωτικούς. Η 

παρατήρηση αυτή έρχεται σε συµφωνία µε την διαπίστωση ότι ένα σηµαντικό 

χαρακτηριστικό της πυλαίας υπέρτασης που αναπτύσσσεται κατά την µή αντιρροπούµενη 

κίρρωση είναι η σπληνοµεγαλία η οποία έχει ως επακόλουθο την συσσώρευση και 

καταστροφή των αιµοπεταλίων στον σπλήνα. Έχει, επίσης, γενικότερα παρατηρηθεί 

µείωση του αριθµού των αιµοπεταλίων, ανάλογα µε την σοβαρότητα της κίρρωσης, ενώ, 

πέραν του υπερσπληνισµού, έχουν ανιχνευθεί και αντισώµατα κατά γλυκοπρωτεϊνών της 

µεµβράνης των αιµοπεταλίων σε κιρρωτικούς ασθενείς τα οποία ενοχοποιούνται για την 

θροµβοπενία της κίρρωσης. Ένα άλλο αποτέλεσµα του υπερσπληνισµού είναι, επίσης, και 

η µείωση του αριθµού των λευκοκυττάρων, ενώ κατά την πρόοδο της αντιρροπούµενης 

κίρρωσης παρατηρείται και µακροκυτταρική αναιµία, κυρίως στην κίρρωση αλκοολικής 

αιτιολογίας, λόγω της κατασταλτικής δράσης της αιθανόλης στην ερυθροποίηση και στην 
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ανεπάρκεια φυλλικού οξέος [156, 354]. 

Από τα ανωτέρω προκύπτει το συµπέρασµα ότι η µέθοδος του µεταβολικού λόγου 

της καφεΐνης, ενώ συσχετίζεται σηµαντικά µε αρκετούς δείκτες που αντανακλούν την 

έκπτωση της ηπατικής λειτουργίας κατά την πρόοδο της ηπατικής νόσου, απεικονίζει µία 

διαφορετική οντότητα του ήπατος και είναι περισσότερο ευαίσθητος δείκτης της 

µεταβολικής ικανότητας του οργάνου, τις µεταβολές της οποίας µπορεί να αποδώσει 

ποσοτικά πριν από την έκπτωση της βιοσυνθετικής λειτουργίας, πριν την εµφάνιση 

αιµατολογικών διαταραχών και πριν από την καταστροφή των ηπατοκυττάρων. 

Η ευαισθησία του µεταβολικού λόγου της καφεΐνης, αν και ήταν χαµηλότερη 

στους καπνιστές σε σχέση µε τους µη καπνιστές, ήταν υψηλότερη, µεταξύ των καπνιστών, 

για όλες τις οµάδες των ασθενών, εξαιρουµένης της αντιρροπούµενης κίρρωσης και της 

κίρρωσης ως σύνολο. Στην πρώτη περίπτωση η τιµή της ολικής χολερυθρίνης του ορού 

και o συνδυασµός των τριών συµβατικών δεικτών ήταν περισσότερο ευαίσθητες 

δοκιµασίες στην ανίχνευση της νόσου από την µέθοδο του µεταβολικού λόγου της 

καφεΐνης. Στην δεύτερη περίπτωση, ο συνδυασµός των τριών συµβατικών δεικτών ήταν 

περισσότερο ευαίσθητος από την τιµή «LnΜΛ-1 ΤΑ», αλλά η οριακή τιµή αυξηµένης 

ευαισθησίας που προέκυψε από την ανάλυση ROC είχε µεγαλύτερη ευαισθησία ακόµη 

και από των συνδυασµό των τριών συµαβατικών δεικτών.  

Παρόλο που, όπως φαίνεται στον Πίνακα 19, η αυξηµένη ευαισθησία του 

µεταβολικού λόγου της καφεΐνης, σε σχέση µε τις άλλες δοκιµασίες, δεν είχε στατιστική 

σηµαντικότητα σε όλες τις οµάδες των ασθενών, η έλλειψη αυτή οφείλεται, πιθανότατα, 

στον µικρό αριθµό των ανηκόντων στις αντίστοιχες οµάδες, καθώς η ισχύς των 

στατιστικών δοκιµασιών κυµάνθηκε από 0,074 έως 0,410. Τα µεγέθη αυτά είναι πολύ 

χαµηλά σε σχέση µε την ελάχιστη επιθυµητή στατιστική ισχύ του 0,800 και υποδηλώνουν 

την ύπαρξη µεγάλης πιθανότητας για την διάπραξη σφάλµατος τύπου ΙΙ, δηλαδή την 

αγνόηση µιας διαφοράς ενώ αυτή, στην πραγµατικότητα, υφίσταται. 

Σε κάθε περίπτωση, ο δείκτης της µεταβολικής λειτουργίας του CYP1A2, 

συνδυαζόµενος µε τους δείκτες INR, της αλβουµίνης του ορού και της ολικής 

χολερυθρίνης του ορού, βελτίωσε σε σηµαντικό βαθµό την ευαισθησία στην ανίχνευση 

της ηπατικής νόσου, τόσο στους µη καπνιστές όσο και στους καπνιστές. Είναι, πάντως, 

αξιοσηµείωτο να αναφερθεί ότι το κάπνισµα, εκτός από την επαγωγή του CYP1A2, 

φαίνεται να αυξάνει την συγκέντρωση διαφόρων παραγόντων της πήξης στο πλάσµα των 
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καπνιστών, σε σχέση µε τους µη καπνιστές. Συγκεκριµένα, σε µία εκτεταµένη µελέτη 

(2964 συµµετέχοντες) διαπιστώθηκε ότι οι παράγοντες VIIa, VIIc, το αντιγόνο του 

παράγοντα VII, το πεπτίδιο ενεργοποίησης του ΙΧ, το πεπτίδιο ενεργοποίησης του Χ και 

το ινωδογόνο ήταν σηµαντικά αυξηµένα στους υγιείς καπνιστές [355]. H διαπίστωση 

αυτή καθιστά το κάπνισµα έναν παράγοντα που µειώνει την ευαισθησία στην ανίχνευση 

της ηπατικής νόσου όχι µόνον του µεταβολικού λόγου της καφεΐνης αλλά, πιθανώς, και 

την ευαισθησία του δείκτη INR στους ασθενείς που είναι καπνιστές. 

Παρόλη την, στατιστικώς σηµαντική, διαφορά µεταξύ των ενδιαµέσων τιµών του 

µεταβολικού λόγου η οποία παρατηρήθηκε µεταξύ των πασχόντων από χρόνια, µη 

κιρρωτική, νόσο και από αντιρροπούµενη κίρρωση αφενός, καθώς και των πασχόντων 

από µη αντιρροπούµενη και αντιρροπούµενη κίρρωση, αφετέρου, στην κατηγορία των µη 

καπνιστών, η ύπαρξη ενός αξιοσηµείωτου βαθµού αλληλεπικάλυψης των επιµέρους τιµών 

απέτρεψε τον καθορισµό ενός σηµείου διαχωρισµού το οποίο θα είχε ικανοποιητική 

εξειδίκευση και ευαισθησία στον διαχωρισµό των οµάδων των πασχόντων αυτών. 

Η καφεΐνη απετέλεσε το φάρµακο-δείκτη και σε µία πρώϊµη µελέτη η οποία 

διερεύνησε την καταλληλότητα της ολονύκτιας κάθαρσης του φαρµάκου από την σίελο 

ως µιας δυναµικής δοκιµασίας της ηπατικής λειτουργίας. Σύµφωνα µε την διαδικασία 

αυτή, η ευαισθησία προσδιορίστηκε, για πρώτη φορά, µε τον καθορισµό ενός σηµείου 

διαχωρισµού το οποίο προέκυψε ως η διαφορά της µέσης τιµής της κάθαρσης και µιας 

τυπικής απόκλισης των τιµών του πειραµατικού πληθυσµού [195]. Στην ανωτέρω 

διαδικασία χρησιµοποιήθηκε ένας αυτοµατοποιηµένος ενζυµικός ανοσοπροσδιορισµός 

της καφεΐνης στη σίελο, η τιµή διαχωρισµού που υπολογίστηκε ήταν 1,07 ml/min/kg και η 

ευαισθησία της στην ανίχνευση της ενεργού ηπατικής νόσου ήταν 79%. Στη µελέτη αυτή, 

όµως, συµµετείχαν 56 ασθενείς µε ενεργό νόσο (29 κιρρωτικοί και 27 µη κιρρωτικοί), 

µόνον, και 26 υγιείς ως οµάδα ελέγχου χωρίς να υπάρξει ταξινόµηση αυτών σε σχέση µε 

το κάπνισµα. Σε µία άλλη µελέτη χρησιµοποιήθηκε ο ίδιος ανοσοπροσδιορισµός της 

καφεΐνης σε δείγµατα ορού 41 ηπατοπαθών (28 κιρρωτικών και 13 µη κιρρωτικών) και 14 

υγιών και η τιµή διαχωρισµού µεταξύ της υγείας και της ασθενείας καθορίστηκε στα 0,86 

ml/min/kg, όπως υπολογίστηκε µε την ανωτέρω µαθηµατική έκφραση. Σύµφωνα µε την 

τιµή αυτή, η ευαισθησία της κάθαρσης της καφεΐνης από τον ορό ήταν 89% αλλά και 

στην περίπτωση αυτή δεν υπήρξε διαχωρισµός µεταξύ καπνιστών και µή καπνιστών 

[351]. Στην παρούσα εργασία, όταν η τιµή διαχωρισµού µεταξύ της κατάστασης υγείας 
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και ασθενείας προσδιορίστηκε µε την αυτή, όπως προηγουµένως, µαθηµατική έκφραση 

έδωσε ως αποτέλεσµα µία ευαισθησία της τάξης του 62,6% στην ανίχνευση της ενεργού 

ηπατικής νόσου, στην υποοµάδα των µη καπνιστών, και µόνον 31,5% στην υποοµάδα των 

καπνιστών. Παρόλο που τα µεγέθη αυτά φανερώνουν µικρότερη ευαισθησία της µεθόδου 

του µεταβολικού λόγου της καφεΐνης στα ούρα πρέπει να ληφθούν υπόψη τα παρακάτω: 

α) η σύγκριση των τιµών του µεταβολικού λόγου στους υγιείς και τους ασθενείς 

έγινε ανάλογα µε την παρουσία ή µη του καπνίσµατος έτσι ώστε η δραστικότητα του 

CYP1A2 να µην επηρεαστεί από την επαγωγική επίδραση του παράγοντα αυτού 

β) όσον αφορά στους µη καπνιστές, το δείγµα των πασχόντων µε ενεργό νόσο 

απετελείτο από 80 κιρρωτικούς και 118 µη κιρρωτικούς ασθενείς, γεγονός που το καθιστά 

περισσότερο αντιπροσωπευτικό από τα προηγούµενα δείγµατα 

γ) σε αντίθεση µε τις δύο προηγούµενες µελέτες, ο αριθµός των κιρρωτικών στην 

παρούσα εργασία ήταν µικρότερος από αυτόν των µη κιρρωτικών, µε τους τελευταίους να 

βρίσκονται σε λιγότερο ανεπτυγµένο στάδιο της νόσου και ως εκ τούτου να 

παρουσιάζουν υψηλότερες τιµές του µεταβολικού λόγου της καφεΐνης οι οποίες, όπως 

είναι αναµενόµενο, µειώνουν την συνολική ευαισθησία της µεθόδου για την κατηγορία 

των ασθενών µε ενεργό νόσο 

δ) η ανοσοενζυµική µέθοδος προσδιορισµού της καφεΐνης στον σίελο απαιτεί δύο 

µετρήσεις, κατά την κατάκλιση και κατά την πρωϊνή έγερση, σε αντίθεση µε την µέθοδο 

του µεταβολικού λόγου στα ούρα, όπου απαιτείται µία, µόνον, µέτρηση 

ε) η ανοσοενζυµική µέθοδος προσδιορισµού της καφεΐνης στο αίµα απαιτεί δύο 

δειγµατοληψίες, καθιστώντας την διαδικασία αυτή αρκετά επεµβατική, σε αντίθεση µε 

την µέθοδο του µεταβολικού λόγου στα ούρα η οποία είναι εντελώς µη επεµβατική 

Η κάθαρση της καφεΐνης από την σίελο προσδιορίστηκε, επίσης, µέσω της 

µέτρησης του κλάσµατος της µοριακής συγκέντρωσης της παραξανθίνης (17Χ) προς την 

συγκέντρωση της καφεΐνης (137Χ).σε µία µεγάλη µελέτη στην οποία συµµετείχαν 786 

υγιείς εθελοντές. Οι συγγραφείς, σε αντίθεση µε την απόλυτη τιµή διαχωρισµού, 

πρότειναν ως εύρος αναφοράς της κάθαρσης το 95% διάστηµα εµπιστοσύνης των 

επιµέρους τιµών των εθελοντών το οποίο προκύπτει ως αποτέλεσµα µίας εξίσωσης 

γραµµικής παλινδρόµησης στην οποία υπεισέρχονται ως συντελεστές διάφοροι 

παράγοντες, οι περισσότερο σηµαντικοί εκ των οποίων είναι το κάπνισµα, το φύλο, η 

πρόσληψη καφεΐνης και η χρήση των από τού στόµατος αντισυλληπτικών. Οι συγγραφείς 
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παρατήρησαν ότι εξειδίκευση της µεθόδου, µε βάση αυτό το εύρος αναφοράς, ήταν 

96,6%, ενώ η τιµή διαχωρισµού των 0,86 ml/min/kg η οποία προτάθηκε ανωτέρω 

παρουσίασε µία εξειδίκευση της τάξεως του 83%, όταν εφαρµόστηκε στον ίδιο πληθυσµό 

[45]. Από τις µεθόδους αυτές, µε βάση τον σίελο, µπορεί να συναχθεί το συµπέρασµα ότι 

οι απόλυτες τιµές διαχωρισµού µεταξύ υγείας και ασθενείας, όπως υπολογίστηκαν σε 

δείγµατα πληθυσµών µε αδρή ταξινόµηση των συµµετεχόντων, παρουσίασαν µία 

σηµαντική διαφοροποίση µεταξύ των µελετών ενώ µία λεπτοµερής φαινοτυπική ανάλυση 

ενός υγιούς πληθυσµού δεν συνοδεύτηκε από κλινικές µελέτες οι οποίες θα επικύρωναν 

το προτεινόµενο εύρος αναφοράς. 

Η ανωτέρω αναφερθείσα µέθοδος ανοσοπροσδιορισµού της καφεΐνης στην σίελο 

χρησιµοποιήθηκε σε µία πιό πρόσφατη µελέτη κατά την οποία µετρήθηκε η συγκέντρωση 

της καφεΐνης σε ένα µόνον δείγµα, 12 ώρες µετά την κατανάλωσή της. Το δείγµα του 

πληθυσµού απετελείτο από 36 υγιείς εθελοντές και 95 ηπατοπαθείς µε αντιρροπούµενη 

κίρρωση, HCV και πιθανολογούµενης NASH αιτιολογίας, εκ των οποίων κανείς δεν ήταν 

καπνιστής. Η ευαισθησία της διαδικασίας προσδιορίστηκε µε την ανάλυση της καµπύλης 

ROC και ανήλθε στο 84,2% ενώ η εξειδίκευση ήταν 97,2% [196]. Παρόλο που στην 

µελέτη αποφεύχθηκε η σύγχυση που θα προκαλούσε η συµµετοχή καπνιζόντων, η οµάδα 

ελέγχου ήταν αρκετά περορισµένη ενώ η οµάδα των ασθενών περιελάµβανε 2 µόνον 

κατηγορίες ασθενών. Στην παρούσα µελέτη, η ευαισθησία στην ανίχνευση της 

αντιρροπούµενης κίρρωσης στους µη καπνιστές ήταν 75,0-77,9% ενόσω η κατηγορία 

αυτή απετελείτο από 38 ασθενείς HBV αιτιολογίας, 13 ασθενείς HCV αιτιολογίας, 9 

ασθενείς µε αυτοάνοση ηπατίτιδα, 6 ασθενείς µε αλκοολική νόσο του ήπατος και 2 

ασθενείς µε PBC. Είναι πιθανόν ότι η αιτιολογία της νόσου έχει διαφορική επίδραση στην 

σοβαρότητα της ηπατικής δυσλειτουργίας και, κατά συνέπεια, στην συνολική ευαισθησία 

της λειτουργικής δοκιµασίας.  

Οι διάφορες από τις ανωτέρω µεθοδολογίες, εξάλλου, αντιµετωπίζουν µερικά 

τεχνικά προβλήµατα τα οποία ενδέχεται να επηρρεάζουν την απόδοση των δοκιµασιών 

που χρησιµοποιούν την καφεΐνη ως φάρµακο-δείκτη. Αναφέρεται, ειδικότερα, ότι η 

τεχνική του ανοσοπροσδιορισµού της καφεΐνης στο πλάσµα των υγιών εθελοντών 

παρουσιάζει διασταυρούµενη αντίδραση µε την παραξανθίνη σε έκταση της τάξης του 

28% [195]. Στον βαθµό που η συγκέντρωση της παραξανθίνης στο πλάσµα 

διαφοροποιείται ανάλογα µε το στάδιο της ηπατικής νόσου [159], ο ανοσοπροσδιορισµός 
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της καφεΐνης µπορεί να έχει ως αποτέλεσµα διαφόρου βαθµού σφάλµα στην εκτίµηση της 

δραστικότητας του CYP1A2. Επιπλέον, αναφέρεται ότι ο προσδιορισµός της καφεΐνης 

και της παραξανθίνης στον σίελο µε την τεχνική της HPLC παρουσιάζει χαµηλή 

επαναληψιµότητα, ειδικά σε χαµηλές συγκεντρώσεις, εξαιτίας των διαφορετικών 

τεχνικών χαρακτηριστικών των στηλών της HPLC καθώς και εξαιτίας προβληµάτων που 

προέρχονται από την αστάθεια στην ρευστότητα των διαφορετικών δειγµάτων σιέλου. 

Παρόλο που η εις διπλούν ανάλυση των δειγµάτων βελτιώνει την επαναληψιµότητα, η 

διακύµανση της διαδικασίας είναι της τάξης του 10% µε συνεπακόλουθη επιµήκυνση του 

χρόνου της ανάλυσης [45]. Η τεχνική της HPLC η οποία εφαρµόστηκε στην ανάλυση των 

ούρων στην παρούσα εργασία παρουσίασε µεταξύ σειρών (inter-day) διακύµανση της 

τάξης του 6,0% χωρίς να υπάρχει ανάγκη για ανάλυση των δειγµάτων εις διπλούν. 

Αντίθετα µε ότι συµβαίνει µε την σίελο, όµως, τα δείγµατα των ούρων είναι απαραίτητο 

να υποστούν προκατεργασία η οποία µπορεί να διαρκέσει έως και 20́ . Τυχόν χαµηλή 

συγκέντρωση των µεταβολιτών της καφεΐνης στα ούρα δεν δηµιουργούν µείζον πρόβληµα 

καθώς το όριο ποσοτικού προσδιορισµού της µεθόδου είναι αρκούντως χαµηλό, της τάξης 

του 5 µΜ για τους υπ΄ όψιν µεταβολίτες. Παρόλα αυτά, στην περίπτωση µερικών 

δειγµάτων ασθενών (17/342, 5%) απαιτήθηκε µία δευτερεύουσα προσυγκέντρωση καθώς 

η αρχικά προσδιορισθείσα συγκέντρωση ενός ή περισσοτέρων µεταβολιτών της καφεΐνης 

ήταν κάτω από αυτό το όριο. 

Ένα άλλο µειονέκτηµα των µεθοδολογιών που εφαρµόζονται µε βάση τον σίελο 

είναι η σηµαντική διακύµανση που υπάρχει στην κατανοµή της καφεΐνης µέσα στο 

βιολογικό αυτό υγρό. Η καφεΐνη στο αίµα είναι, εν µέρει, συνδεδεµένη µε τις πρωτεΐνες 

πλάσµατος, γεγονός που περιορίζει την διάχυσή της στον σίελο. Ως εκ τούτου η διάχυση 

αυτή µπορεί να επηρεαστεί από την λειτουργία των παρωτίδων ή από µεταβολές στην 

σύνδεση µε τις πρωτεΐνες του πλάσµατος. Στην σοβαρή ηπατική νόσο και την 

επακολουθούσα υποαλβουναιµία, κατά συνέπεια, υπάρχει το ενδεχόµενο για µεγαλύτερη 

διάχυση της καφεΐνης µέσα στον σίελο απ΄ ότι σε περισσότερο πρώϊµα στάδια της 

ηπατικής νόσου. Η µεταβολή αυτή µπορεί να επηρεάσει την ακρίβεια των µεθόδων που 

χρησιµοποιούν τον σίελο στην εκτίµηση της δραστικότητας του CYP1A2 activity [221]. 

Σε αντίθεση µε τα προηγούµενα, ο µεταβολικός λόγος (AFMU+1U+1X)/17U στα ούρα 

δεν επηρεάζεται από νεφρικούς παράγοντες καθώς η τιµή του προκύπτει από τις 

συγκεντρώσεις των τελικών, πολικών, µεταβολιτών της καφεΐνης οι οποίοι απεκκρίνονται 
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χωρίς να υφίστανται σωληναριακή επαναρρόφηση [56, 203]. 

Άλλες, ποσοτικές, µη επεµβατικές δοκιµασίες της ηπατικής λειτουργίας 

περιλαµβάνουν τις δοκιµασίες αναπνοής της ραδιοεπισηµασµένης µε 13C και 14C-

καφεΐνης [173, 190, 192, 193], τις δοκιµασίες αναπνοής της ραδιοεπισηµασµένης µε 13C 

και 14C-αµινοπυρίνης [163, 169, 170] και την δοκιµασία αναπνοής της 

ραδιοεπισηµασµένης µε 13C-µεθακετίνης [356] κατά τις οποίες προσδιορίζεται το 

εκπνεόµενο ραδιοεπισηµασµένο CO2 µετά από την από του στόµατος χορήγηση των 

προαναφερθέντων ουσιών. Οι δοκιµασίες αυτές µπορούν, µε επιτυχία, να κάνουν 

διάκριση µεταξύ υγιών ατόµων και ηπατοπαθών µε διαφόρου βαθµού βλάβη του ήπατος. 

Επιπλέον, η δοκιµασία αναπνοής της ραδιοεπισηµασµένης µε 13C-µεθακετίνης, µε δύο 

µόνο µετρήσεις σε ένα διάστηµα 15́ , είχε την δυνατότητα να επισηµάνει την παρουσία 

της κίρρωσης µε ευαισθησία και εξειδίκευση 92,6% και 94,1% αντίστοιχα [357]. Στην 

τελευταία αυτή µελέτη, όµως, δεν υπήρχαν πληροφορίες για τις καπνιστικές συνήθειες 

των συµµετεχόντων παρόλο που η µεθακετίνη είναι υπόστρωµα για το CYP1A2 [27] και, 

κατά συνέπεια, ο µεταβολισµός της επηρεάζεται από την επαγωγή του ενζύµου αυτού, 

στην περίπτωση κατά την οποία ο συµµετέχων στην δοκιµασία είναι καπνιστής. Ο 

µεταβολισµός της µεθακετίνης, εξάλλου, σε αντίθεση µε την καφεΐνη, εξαρτάται από την 

αιµατική ροή καθώς η ουσία αυτή εµφανίζει υψηλή ηπατική εξαγωγή. Είναι πιθανόν, ο 

παράγων αυτός να επηρεάζει τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας αναπνοής της µεθακετίνης 

καθώς δεν είναι αποσαφηνισµένο σε ποιό βαθµό οι µεταβολές της ηπατικής αιµατικής 

ροής σε διάφορες φυσιολογικές και παθολογικές καταστάσεις µπορούν να συσχετιστούν 

µε την δραστικότητα του CYP1A2. Παρόλα τα πιθανά πλεονεκτήµατά τους, όµως, οι 

δοκιµασίες αναπνοής έχουν περιορισµένη αποδοχή στην κλινική πράξη επειδή για την 

εφαρµογή τους απαιτούνται δαπανηρές ραδιοεπισηµασµένες ουσίες σε συνδυασµό µε 

ακριβό και εξεζητηµένο εξοπλισµό ενώ οι εξεταζόµενοι οφείλουν να παραµένουν σε 

ήσυχη και χαµηλής δραστηριότητας κατάσταση κατά την διάρκεια της διαδικασίας. 
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2.4. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ 

Η αναπτυχθείσα, κατά την παρούσα εργασία, µέθοδος RP-HPLC για την ανάλυση 

των µεταβολιτών της καφεΐνης στα ούρα αποτελεί ένα εύχρηστο και αξιόπιστο εργαλείο 

για την in vivo εκτίµηση της δραστικότητας των µεταβολικών ενζύµων CYP1A2, 

CYP2A6, ΝΑΤ-2 και XO σε υγιείς και ηπατοπαθείς. Τα δύο πρώτα από τα ένζυµα αυτά 

εµπλέκονται στην µεταβολική ενεργοποίηση περιβαλλοντικών καρκινογόνων και ο 

προσδιορισµός της δραστηριότητάς τους, σε συνδυασµό µε τον προσδιορισµό του 

φαινότυπου της Ν-ακετυλίωσης, µπορεί να συνεισφέρει αποτελεσµατικά σε 

επιδηµιολογικές µελέτες προδιάθεσης και πρόληψης του καρκίνου. Επιπλέον, η 

δοκιµασία της καφεΐνης, µε µία µόνον δειγµατοληψία ούρων, αποτελεί µία µη 

επεµβατική, ανώδυνη, αβλαβή και αξιόπιστη διαδικασία για τον έλεγχο της ηπατικής 

λειτουργίας. Η µέτρηση της δραστικότητας του CYP1A2 µε τον έγκυρο µεταβολικό λόγο 

(AFMU+1U+1X)/17U παρουσιάζει ικανοποιητική εξειδίκευση και µεγαλύτερη 

ευαισθησία από τις συµβατικές λειτουργικές δοκιµασίες του ήπατος και µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί, παράλληλα µε αυτές, για την επιτυχέστερη διάγνωση και την 

πλησιέστερη παρακολούθηση της εξέλιξης της χρόνιας ηπατικής νόσου. Με βάση τον 

δείκτη αυτόν της ηπατικής λειτουργίας µπορεί να γίνεται προσαρµογή της δοσολογίας 

των φαρµάκων εκείνων των οποίων η αποβολή εξαρτάται, κυρίως, από τον οξειδωτικό 

µεταβολισµό µε σκοπό την αποφυγή της εµφάνισης ανεπιθύµητων αντιδράσεων στους 

ασθενείς µε προχωρηµένη ηπατική νόσο.  
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

Συντοµογραφίες 
AAMU: 5-ακετυλάµινο-6-άµινο-3-µεθυλουρακίλη  
ΑCLD: Αυτοάνοσα χολοστατικά νοσήµατα του ήπατος 
ADA: Απαµινάση της Αδενοσίνης 
AFMU: 5-ακετυλάµινο-6-φορµυλάµινο-3-µεθυλουρακίλη  
AΗ: Αυτοάνοση Ηπατίτιδα  
ΑhR: Υποδοχέας Αρωµατικών Υδρογονανθράκων 
AΗΧΚ: Αλκοολική Ηπατοπάθεια Χωρίς Κίρρωση  
ALP: Αλκαλική Φωσφατάση 
ALT: Αµινοτρανσφεράση της Αλανίνης,  
ARΝΤ: Πρωτεΐνη Πυρηνικής Μετατόπισης Αρωµατικών Υδρογονανθράκων 
AST: Αµινοτρανφεράση του Ασπαραγινικού 
BMI: ∆είκτης σωµατικής µάζας  
γ-GT= γ-γλουταµυλ-τρανφεράση 
CYP1A2: κυτόχρωµα Ρ4501Α2  
CYP2A6: κυτόχρωµα Ρ4502Α6  
HPLC:Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Απόδοσης 
INR: International Normalized Ratio 
IS: Εσωτερικό Πρότυπο  
ISI: International Sensitivity Index 
ΚΝΣ: Κεντρικό Νευρικό Σύστηµα 
Λ.Ε.∆.: Λείο Ενδοπλασµατικό ∆ίκτυο 
LFTs: Λειτουργικές ∆οκιµασίες του Ήπατος  
LLE: Εκχύλιση Υγρού-Υγρού 
LOD: Όριο ανιχνευσιµότητας (Limit Of Detection) 
LOQ: Όριο ποσοτικού προσδιορισµού (Limit Of Quantitation) 
LPS: Λιποπολυσακχαρίτης 
ΜΛ: Μεταβολικός Λόγος 
NASH: Μη Αλκοολική Στεατοηπατίτιδα  
NAT-2: N-ακετυλοτρανσφεράση-2  
P.A.H: Πολυκυκλικοί Αρωµατικοί Υδρογονάνθρακες 
PBC: Πρωτογενής Χολική Κίρρωση  
PSC: Πρωτογενής Σκληρυντική Χολαγγειίτιδα  
ROC: Receiver Operating Characteristics 
RP-HPLC: HPLC Ανάστροφης Φάσης (Reversed Phase) 
ΤΑ: Τυπική Απόκλιση 
WHR: Κλάσµα περιφερειών µέσης προς ισχίων (waist-to-hip ratio) 
ΧDH: Αφυδρογονάση της Ξανθίνης 
XΟ: Οξειδάση της Ξανθίνης  
XOR: Οξειδοαναγωγάση της Ξανθίνης 
1U: 1-µεθυλουρικό οξύ  
1Χ: 1-µεθυλοξανθίνη  
3U: 3-µεθυλουρικό οξύ  
3Χ: 3-µεθυλοξανθίνη  
7U: 7-µεθυλουρικό οξύ  
7Χ: 7-µεθυλοξανθίνη 
137U: 1,3,7-τριµεθυλουρικό οξύ  
137Χ: 1,3,7-τριµεθυλοξανθίνη, καφεΐνη 
13U: 1,3-διµεθυλουρικό οξύ  
13Χ: 1,3-διµεθυλοξανθίνη, θεοφυλλίνη 
17U: 1,7-διµεθυλουρικό οξύ  
17Χ: 1,7-διµεθυλοξανθίνη, παραξανθίνη 
37U: 3,7-διµεθυλουρικό οξύ  
37Χ: 3,7-διµεθυλοξανθίνη, θεοβρωµίνη 
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