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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η διερεύνηση της επίδρασης του φυτικού 

προϊόντος «Κρόκος Κοζάνης» στην in vivo δραστικότητα ενζύμων μεταβολισμού των 

ξενοβιοτικών στον άνθρωπο, με την χρήση της καφεΐνης ως φαρμάκου-δείκτη, με τους 

εξής επιμέρους στόχους: i) ανάπτυξη μιας αξιόπιστης μεθόδου χρωματογραφίας 

ανάστροφης φάσης (Reversed-Phase High Pressure Liquid Chromatography, RP-HPLC) 

για τον προσδιορισμό της in vivo δραστικότητας του CYP1A2 στο σίελο και ii) διερεύνηση 

της επίδρασης του κρόκου στην in vivo δραστικότητα των ενζύμων CYP1A2, CYP2A6, XO 

και ΝΑΤ2 σε δείγματα ούρων και σιέλου. Λόγω της γνωστής σύστασης του προϊόντος, 

δεν έγινε ανάλυσή του με προηγμένες μεθόδους.  

Για την υλοποίηση του πρώτου στόχου, απομονώθηκε η καφεΐνη και η παραξανθίνη 

σε δείγματα σιέλου με εκχύλιση υγρού-υγρού με την χρήση διαλύματος 

χλωροφορμίου/ισοπροπανόλης 85/15 v/v. Τα εκχυλίσματα αναλύθηκαν με υγρή 

χρωματογραφία και ανιχνεύθηκαν στα 273 nm. Οι χρόνοι έκλουσης της καφεΐνης και της 

παραξανθίνης ήταν <13 λεπτά χωρίς παρεμβολές από άλλους μεταβολίτες της καφεΐνης. 

Η απόκριση της ανίχνευσης ήταν γραμμική (0,10–8,00μg/ml, R2>0.99), η ανάκτηση ήταν 

>93% και το bias <4.47%. Η ακρίβεια εντός σειράς και μεταξύ σειρών <5,14% (n=6). Το 

όριο ποσοτικού προσδιορισμού ήταν 0,10μg/ml και το όριο ανίχνευσης ήταν 

0,018±0,002μg/mL για την παραξανθίνη και 0,032±0,002μg/ml για την καφεΐνη. Ο λόγος 

παραξανθίνης/καφεΐνης σε δείγμα 34 υγιών εθελοντών ήταν στατιστικά υψηλότερος σε 

καπνιστές (p<0,001). Επίσης, βρέθηκε υψηλή συσχέτιση του λόγου 

παραξανθίνης/καφεΐνης μεταξύ δειγμάτων σιέλου και δειγμάτων ούρων (r=0,85, 

p<0,001). Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν ότι η αναπτυχθείσα μέθοδος μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για τον προσδιορισμό της δραστικότητας του ενζύμου CYP1A2 σε 

δείγματα σιέλου. 

Για την υλοποίηση του δεύτερου στόχου ελήφθησαν δείγματα σιέλου και ούρων 

από 34 μη-καπνιστές εθελοντές (20 γυναίκες και 14 άνδρες) οι οποίοι κατανάλωσαν 

εκχύλισμα κρόκου Κοζάνης για 6 ημέρες υπό περιορισμένη δίαιτα (κατά την διάρκεια της 

οποίας είχαν αποκλεισθεί τροφές που επηρεάζουν τα υπό μελέτη ένζυμα καθώς και 

τροφές που περιέχουν καροτενοειδή). Ο φαινότυπος των ενζύμων προσδιορίσθηκε σε 

δείγματα σιέλου και ούρων με την χρήση των παρακάτω μεταβολικών λόγων: CYP1A2: 

17X/137Χ (σίελος) και CYP1A2: (AFMU+1U+1X)/17U, CYP2A6: 17U/(17U + 17X), XO: 

1U/(1U+1X) και NAT2: AFMU/(AFMU+1U+1X) (ούρα). Μετά την κατανάλωση κρόκου, ο 

μεταβολικός λόγος για το CYP1A2 μειώθηκε κατά ∼13,7% στα δείγματα σιέλου (προ-: 
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0,51 ± 0,22, μετά-: 0,44 ± 0,14; p=0,002) και ∼6.0% στα δείγματα ούρων (προ-: 3,81 ± 

1,20, μετά-: 3,58 ± 0,92, p=0,054). Ο μεταβολικός λόγος για το ένζυμο CYP1A2 μειώθηκε 

στατιστικά σημαντικά μόνο στο δείγμα των ανδρών (σίελος, προ-: 0,65 ± 0,22, μετά: 0,51 

± 0,16, p=0,0001 και ούρα προ-: 4,53 ± 1,19, μετά-: 4,03 ± 0,87, p=0,017) υποδηλώνοντας 

σεξουαλικό διμορφισμό στην αναστολή της δραστηριότητας του ενζύμου CYP1A2. 

Δεν υπήρξε επίδραση της κατανάλωσης κρόκου στους μεταβολικούς λόγους των 

ενζύμων CYP2A6, XO ή NAT2. 

Συμπεραίνεται ότι η βραχύχρονη κατανάλωση κρόκου Κοζάνης δεν αλληλεπιδρά με 

συγχορηγούμενα φάρμακα που μεταβολίζονται από τα ένζυμα που μελετήθηκαν, με 

εξαίρεση την πιθανή αλληλεπίδραση μεταξύ κρόκου και υποστρωμάτων του ενζύμου  

CYP1A2 στον ανδρικό πληθυσμό.   
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1. ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 

1.1 ΚΡΟΚΟΣ Ο ΗΜΕΡΟΣ, Crocus sativus L. 

Ο κρόκος, Crocus sativus L., είναι καλλιεργούμενο στείρο πολυετές φυτό του 

οποίου τα στίγματα χρησιμοποιούνται, λόγω του χαρακτηριστικού τους χρώματος, 

γεύσης και αρώματος, ως καρίκευμα στην μεσογειακή, ινδική και κινέζικη μαγειρική και 

ως βαφική ύλη από την αρχαιότητα, αλλά και ως θεραπευτικό μέσον λόγω των πολλών 

δράσεών του στον ανθρώπινο οργανισμό.  

 

Ιστορικά στοιχεία του κρόκου 

Το φυτό είναι γνωστό και ως “saffron” ονομασία που προέρχεται από την αραβική 

λέξη "zafaran” που σημαίνει κίτρινο, ενώ η ονομασία “Crocus” αποδίδεται στην ελληνική 

λέξη “κρόκη” η οποία ετυμολογικά σημαίνει “νήμα” που χρησιμοποιείται για την ύφανση 

σε αργαλειό. Σύμφωνα με την Ελληνική Μυθολογία, ο Κρόκος ήταν ένας όμορφος νέος 

που ερωτεύθηκε την νύμφη Σμίλακα μέχρι που η Ήρα μετέτρεψε, από τη ζήλεια της, τον 

Κρόκο και την Σμίλακα στο ομώνυμο άνθος και αναριχητικό φυτό, αντίστοιχα. 

Αναφέρεται επίσης ότι το φυτό πήρε το όνομά του από τον νεαρό Κρόκο, φίλο του θεού 

Ερμή, ο οποίος κατά τη διάρκεια παιχνιδιού δισκοβολίας χτύπησε στο κεφάλι και 

σκοτώθηκε ενώ σταγόνες αίμα από το κεφάλι του έπεσαν επάνω στο φυτό που πήρε το 

όνομά του.  

Η προέλευση του κλώνου Crocus sativus L. που απαντάται σήμερα δεν είναι 

επακριβώς γνωστή. Η καλλιέργεια του κρόκου χρονολογείται από το 1600 π.Χ. καθώς 

εμφανίζεται συγκομιδή από «κροκοσυλλέκτριες» ενός είδους κρόκου με ιδιαιτέρως 

μακριά κόκκινα στίγματα να εξέχουν του άνθους του σε μινωϊκές τοιχογραφίες και 

αγγεία της Κνωσσού στην Κρήτη (Εικόνα 1Α). Η απεικόνιση των κρόκων είναι άφθονη 

αφού εμφανίζονται ακόμα και στον αέρα, ενώ η σχεδίαση των στιγμάτων του άνθους 

είναι καταφανής λόγω της σημασίας τους. Οι τοιχογραφίες αυτές με την τελετουργική 

συλλογή του κρόκου καταδεικνύουν την ξεχωριστή θέση που είχε ο κρόκος την εποχή 

εκείνη ως βαφικό και φαρμακευτικό υλικό. Κανένα άλλο είδους κρόκου δεν εμφανίζει σε 

τόσο έντονο βαθμό τη χαρακτηριστική μορφολογία των στιγμάτων που εξέχουν του 

άνθους πέρα από τον Crocus sativus αν και σε ορισμένες μορφές του Crocus 

cartwrightianus τα στίγματα παρουσιάζονται να εξέχουν του περίανθου. Βεβαίως, είναι 

αδύνατον να αποφανθεί κανείς αν οι Μίνωες καλλιεργούσαν τον ίδιο κλώνο Crocus 
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sativus που υπάρχει σήμερα, ή ένα είδος Crocus cartwrightianus το οποίο απαντάται 

αυτοφυώς στην Κρήτη και χαρακτηρίζεται από λευκά άνθη όπως φαίνεται και στην 

τοιχογραφία του κροκοσυλλέκτη πιθήκου (Εικόνα 1Β.). Σε κάθε περίπτωση, οι Μίνωες 

φαίνεται να καλλιεργούσαν ένα είδος κρόκου με εξαιρετικά μεγάλα στίγματα και 

επομένως πολύ μεγαλύτερη απόδοση σε προϊόν σχετικά με το τοπικό αυτοφυές είδος 

Crocus cartwrightianus. Η πλέον πιθανή θεωρία για την προέλευση του κρόκου του 

ήμερου, Crocus sativus, που καλλιεργείται σήμερα είναι ότι το είδος επιλέχθηκε για 

καλλιέργεια λόγω των μεγάλων στιγμάτων του. Διάφορα δείγματα κρόκου προερχόμενα 

από γεωγραφικές περιοχές που εκτείνονται από το Κασμίρ, το Ιράν, την Τουρκία μέχρι 

και τη Γαλλία εμφανίζουν τέτοια ομοιομορφία στα κυτταρολογικά και μορφολογικά 

χαρακτηριστικά τους ώστε να δίνεται η εντύπωση ότι έχουν κοινή πηγή προέλευσης 

(Mathew, 1977). 

Εικόνα 1. Μέρος τοιχογραφίας (A) Μινωϊκής Εποχής κροκοσυλλεκτριών από το Ακρωτήρι, 16ος 

αιώνας π.Χ. (Αρχαιολογικό Μουσείο Θήρας) και (Β) κροκοσυλλέκτη γαλάζιου πιθήκου, 2η χιλιετία 

(Αρχαιολογικό Μουσείο Ηρακλείου). 

 

Θεωρείται ότι το είδος Crocus cartwrightianus αποτελεί τον πρόγονο του 

τριπλοειδούς ήμερου Crocus sativus που καλλιεργείται ευρέως σήμερα (CAIOLA and 

FAORO, 2011). Το όνομα του είδους Crocus cartwrightianus δόθηκε από τον κληρικό 

βοτανολόγο William Herbert (1778-1847) προς τιμήν του φίλου του John Cartwright 

(1740-1824), πρόξενου της Βρετανίας στην Κωνσταντινούπολη, που του είχε 

προμηθεύσει αυτό το είδος κρόκου με τα χαρακτηριστικά λευκά άνθη (A history of the 
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species of Crocus, by Hon. William Herbert, 1847) (HERBERT (Hon.), 1847). Είναι πιθανό 

ότι ο Crocus cartwrightiauus πρωτοεμφανίσθηκε στην Κρήτη, καθώς καμμία, μέχρι 

σήμερα, βοτανική έρευνα δεν υποστηρίζει την φημολογούμενη θεωρία ότι το είδος αυτό 

προέρχεται από την Κεντρική ή Δυτική Ασία.  

Αναφορές στον κρόκο απαντώνται από πολύ παλιά στην Ελλάδα, όπως προκύπτει 

από διάφορα αρχαία κείμενα. Ο Όμηρος (800-701 π.Χ.) αναφέρει τον κρόκο στην Ιλιάδα: 

[…ἦ ῥα καὶ ἀγκὰς ἔμαρπτε Κρόνου παῖς ἣν παράκοιτιν: τοῖσι δ᾽ ὑπὸ χθὼν δῖα φύεν νεοθηλέα ποίην, 

λωτόν θ᾽ ἑρσήεντα ἰδὲ κρόκον ἠδ᾽ ὑάκινθον πυκνὸν καὶ μαλακόν, ὃς ἀπὸ χθονὸς ὑψόσ᾽ ἔεργε...] 

[…με αυτό ο γιος του Κρόνου έσφιξε την γυναίκα του στην αγκαλιά του. Κάτω δε από αυτούς 

βλάστησε η γη ένα μαξιλάρι από φρέσκο χορτάρι, με δροσοσταγή λωτό κρόκο και υάκινθο πυκνό και 

μαλακό, το οποίο τους ανύψωσε από το έδαφος…] 

Όμηρος: Ιλιάδα, 14, 296 

Επίσης, χρήση του κρόκου ως χρωστικό μέσον αναφέρεται επανειλημμένα σε έργα 

συγγραφέων της αρχαίας Ελλάδας. Ο Αισχύλος (523-456 π.Χ.) αναφέρει ότι η Ιφιγένεια 

προσήλθε στη θυσία της με κροκοβαμμένο ύφασμα:  

[…κρόκου βαφὰς δ᾽ εἰς πέδον χέουσα ἔβαλλ᾽ ἕκαστον θυτήρων ἀπ᾽ ὄμματος βέλει φιλοίκτῳ, 

πρέπουσα τὼς ἐν γραφαῖς, προσεννέπειν…] 

[… κι ενώ έπεφτε στη γη ο κροκωτός χιτώνας της, σαΐτευε με ικετευτική [240] ματιά καθέν᾽ απ᾽ 

τους θυσιαστάς της κι έμοιαζε σαν ζωγραφιά, που θέλει να μιλήσει…] 

Αισχύλος: Αγαμέμνων, 240-241 

ενώ στην ομώνυμη κωμωδία του Αριστοφάνη (445-386 π.Χ.), η Λυσιστράτη παροτρύνει 

την Κλεονίκη να φτιάξει κροκωτό αραχνοΰφαντο φόρεμα, ώστε οι άνδρες από θαυμασμό 

να μην μπορούν ούτε το δόρυ να σηκώσουν: 

[…κᾆτ᾽ ἔχουσα τὸν κροκωτὸν ἄρκτος ἦ Βραυρωνίοις·κἀκανη φόρουν ποτ᾽ οὖσα παῖς καλὴ ᾽χουσ᾽ 

ἰσχάδων ὁρμαθόν…] 

[…Το χορό κατόπι της αρκούδας στα Βραυρώνεια χόρεψα, ντυμένη κροκωτά. Και κοπελούδα 

κανηφόρησα με τσαπέλα σύκα στο λαιμό. …] 

Αριστοφάνης: Λυσιστράτη, 641-647 

 

Η κύρια χρήση του κρόκου, ωστόσο, δεν ήταν η βαφική, η αρωματική, ή η 

αρτυματική αλλά η ιατρική. Ο πατέρας της ιατρικής Ιπποκράτης (460-370 π.Χ.) 

περιλαμβάνει στην “Ιπποκρατική συλλογή” του την φυτική δρόγη του κρόκου αν και τα 

ιπποκρατικά φάρμακα συχνά παρουσιάζουν ασάφεια καθώς δεν υπάρχει η βοτανική 

περιγραφή τους από τον Ιπποκράτη. Ουσιαστικά η τεκμηριωμένη μορφολογική 

περιγραφή των φυτών γίνεται με το Θεόφραστο και το Διοσκουρίδη. Πράγματι, ο 

πατέρας της βοτανικής Θεόφραστος (371-287 π.Χ.) στο VI και VII βιβλίο του «Περὶ 

φυτῶν ἱστορία» (Εικόνα 2, Theophrastus, Enquiry into plants, Sir Arthur Hort's edition, 
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1916) (Theophrastus, 1916) περιγράφει μεταξύ άλλων την ποώδη φύση και την όψιμη 

βλάστηση με την παρατήρηση ότι το άνθος κρατάει μόνο λίγες ημέρες. Αναφέρεται, 

επίσης, στις αρωματικές ιδιότητες του φυτού:  

 

[…Οἷς μὲν οὗν εἰς τὰ ἀρώματα χρῶνται σχεδὸν τάδε ἐστί· κασία, κινάμωμον, καρδάμωμον, νάρδος, 

ναῖρον, βάλσαμον, ἀσπάλαθος, στύραξ, ἶρις, νάρτη, κόστος, πάνακες, κρόκος, σμύρνα, κύπεριον, σχοῖνος, 

κάλαμος, ἀμάρακον, λωτὸς, ἄννητος…] 

[…Αυτά σχεδόν τα αρώματα που χρησιμοποιούνται λοιπόν είναι: η κασία, η κανέλλα, το κάρδαμο…ο 

κρόκος, το μύρον…] 

Θεόφραστος: Περὶ φυτῶν ἱστορία, 9,7,3 

 

Ο ιατρός, βοτανολόγος και φαρμακολόγος Διοσκουρίδης (40-90 μ.Χ.) στο έργο του “Περὶ 

ὕλης ἰατρικῆς” και αργότερα ο Γαληνός (129-199 μ. Χ.) στο βιβλίο του “Περὶ κράσεως καὶ 

δυνάμεως τῶν ἁπλῶν φαρμάκων” αναφέρουν τον κρόκο ως φαρμακευτικό φυτό, τον 

χρησιμοποιούν ως βασικό συστατικό σε διάφορα ιατρικά σκευάσματα και τον συνιστούν 

ως παυσίπονο, αντιφλεγμονώδες, αντιπυρετικό, επουλωτικό, υπνωτικό και 

αφροδισιακό. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2. Εξώφυλλο και κείμενο με αναφορά στον κρόκο του βιβλίου του Θεόφραστου «Περὶ 

φυτῶν ἱστορία», μετάφραση: Sir Arthur Hort, 1916 (University of Toronto Library). 
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Βοτανικά στοιχεία του κρόκου 

Η ύπαρξη πολλών ειδών κρόκου (~1500) καθιστά την συστηματική ταξινόμησή 

τους δυσχερή. Τα είδη αυτά έχουν πολύπλοκα φυσιολογικά χαρακτηριστικά και για τον 

λόγο αυτό αντιμετωπίζονται ως σειρά ειδών παρά ως ένα είδος (Saxena, 2010). Τα 

φυσιολογικά αυτά χαρακτηριστικά σε συνδυασμό με κυτταρολογικά και μορφολογικά 

στοιχεία του βολβού, των φύλλων και του άνθους βοηθούν στην συστηματική 

ταξινόμηση των υπο-ειδών του κρόκου. Ο κρόκος ο ήμερος φέρει την επιστημονική 

ονομασία Crocus sativus L., ή Crocus sativus Linnaeus σύμφωνα με το ταξινομικό σύστημα 

του Carl Linnaeus (1707-1778), και ανήκει στην οικογένεια των ιριδοειδών (Iridaceae). 

Η συστηματική ταξινόμηση του φυτού παρουσιάζεται στον πίνακα 1.  

 

Πίνακας 1. Συστηματική ταξινόμηση του κρόκου του ήμερου. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πρόκειται για πολυετή πόα με σφαιρικό βολβό διαμέτρου 2-4 cm ελαφρά 

πεπλατυσμένο στη βάση του καλυμμένο με ινώδη δικτυωτό χιτώνα που καλύπτει τον 

βολβό μέχρι και 5cm από τη βάση του. Ο βλαστός του είναι κοντός και λεπτός. Τα φύλλα 

του είναι πράσινα, 5-11 ανά βολβό, στενόμακρα, σχεδόν νηματοειδή, μήκους 30-40 cm. 

Τα άνθη είναι 1-3 ανά βολβό, εμφανίζονται από Σεπτέμβριο έως τον Δεκέμβριο, είναι 

μονήρη, ακτινόμορφα και μεγάλα αποτελούμενα από 6 πορφυροϊώδη ή λευκοϊώδη 

πέταλα. Τα περίφυλλα είναι άνισα λευκού χρώματος, μεμβρανώδη, με κωνικό άκρο 

μαλακής υφής. Στο κέντρο του άνθους υπάρχουν 3 στήμονες με νήμα μήκους 7-10mm 

που καταλήγουν σε κίτρινους ανθήρες μήκους 15-20mm. Ο στύλος έχει μήκος 9-10cm, 

αποτελεί συνέχεια της υπόγειας ωοθήκης και χωρίζεται σε 3 κατακόκκινα στίγματα 

μήκους 25-32mm έκαστο τα οποία εξέχουν κατά πολύ του άνθους (Εικόνα 3) (Mathew, 

Συστηματική ταξινόμηση του κρόκου 

Βασίλειο: Φυτά (Plantae) 

Συνομοταξία: Σπερματόφυτα (Spermatophyta) 

Ομοταξία: Αγγειόσπερμα (Magnoliophyta) 

Τάξη: Μονοκοτυλήδονα (Monocotyledonae) 

Οικογένεια: Ιριδοειδή (Iridaceae) 

Γένος: Κρόκος (Crocus L.) 

Είδος:  Κρόκος ο ήμερος (Crocus sativus) 
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1977; Saxena, 2010). Tα αποξηραμένα κόκκινα στίγματα αποτελούν το μεγάλης 

αρτυματικής αξίας προϊόν (Saffron σε νήματα), για το οποίο γίνεται και η καλλιέργεια 

του κρόκου. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3. Δομή και μορφολογία του κρόκου (Τροποποιημένη από: Köhler’s Medizinal-Pflanzen, 

1887). 

 

Από κυτταρολογικές μελέτες προκύπτει ότι ο κρόκος αποτελεί τριπλοειδές είδος 

του οποίου το γονιδίωμα παρουσιάζει 3n=24, x=8 χρωμοσώματα. Η τριπλοειδία αυτή 

επιτρέπει τον πολλαπλασιασμό του φυτού, αλλά η μείωση και η ανάπτυξη των γαμετών 

σε τριπλοειδή φυτά δεν είναι συχνή λόγω των πολλών ανωμαλιών στην σπορογένεση και 

στην ανάπτυξη των γαμετοφύτων και την αδυναμία να δημιουργηθούν ζεύγη 

χρωμοσωμάτων κατά τη μείωση (Mathew, 1977; Saxena, 2010). 

Γεωγραφική κατανομή και καλλιέργεια του κρόκου 

Το γένος Crocus (οικογένεια Iridaceae) αποτελείται από 85-100 περίπου είδη τα 

οποία εκφύονται σε περιοχές κυρίως γύρω από την Μεσόγειο, την Ευρώπη και τη Δυτική 

Ασία. Η γεωγραφική κατανομή της καλλιέργειας του φυτού συνίσταται σε χώρες της 

Μεσογείου όπως είναι η Ελλάδα, η Ιταλία, η Ισπανία αλλά και χώρες της Ασίας όπως το 

Ιράν, η Τουρκία, η Ινδία, η Κίνα (Εικόνα 4). Οι περιοχές αυτές χαρακτηρίζονται από 
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ήπιους έως κρύους χειμώνες, με αρκετές βροχές κατά τη διάρκεια του φθινοπώρου, του 

χειμώνα και της άνοιξης, αυξημένη θερμοκρασία και περιορισμένες βροχές κατά τους 

καλοκαιρινούς μήνες. Ο κρόκος είναι καλά προσαρμοσμένος σε τέτοιες καιρικές 

συνθήκες και το φυτό αναπτύσσεται από το φθινόπωρο έως το τέλος της άνοιξης, με 

μικρές απαιτήσεις σε νερό, επιβιώνοντας της καλοκαιρινής ξηρασίας λόγω του υπόγειου 

συμπαγούς βολβού του. Η μεγαλύτερη παραγωγή στον κόσμο αφορά στο Ιράν το οποίο 

είναι υπεύθυνο για το 90% περίπου της παγκόσμιας παραγωγής. Στην περιοχή αυτή οι 

κλιματολογικές συνθήκες, κρύος χειμώνας και ζεστό καλοκαίρι, βοηθούν την καλλιέργειά 

του η οποία γίνεται χωρίς λιπάσματα και εντομοκτόνα. Δεύτερη στην παραγωγή κρόκου 

παγκοσμίως είναι η Ελλάδα με το Κασμίρ και το Μαρόκο να ακολουθούν (Εικόνα 4; 

Trade and use of saffron, https://en.wikipedia.org/wiki).  

Τα μοναδικά χαρακτηριστικά του φυτού όπως είναι το χρώμα, η γεύση και το 

άρωμά του αλλά και οι θεραπευτικές του ιδιότητες θέτουν τον κρόκο σε εξαιρετική θέση 

στη βιομηχανία τροφίμων, φαρμάκων και ίσως, μελλοντικά, και υφαντουργίας. Περίπου 

80 κιλά άνθη, δηλαδή 100.000-200.000 άνθη, τα οποία αντιστοιχούν σε 900.000 περίπου 

αποξηραμένα στίγματα, απαιτούνται για να αποδώσουν 1 κιλό καθαρού αποξηραμένου 

προϊόντος. Η απόδοση αυτή δεν είναι η ίδια σε όλες τις περιοχές καθώς εξαρτάται από 

τις συνθήκες καλλιέργειας, συγκομιδής, αποξήρανσης και αποθήκευσης. Σε κάθε 

περίπτωση, η συγκομιδή και η επεξεργασία του κρόκου γίνεται χειρωνακτικά και διαρκεί 

μόλις 2-3 εβδομάδες. Οι συνθήκες καλλιέργειας, συγκομιδής και επεξεργασίας σε 

συνδυασμό με τη μικρή απόδοση του προϊόντος έχουν σαν αποτέλεσμα την ολοένα 

μειούμενη παραγωγή και τη συνεπακόλουθη αύξηση του κόστους του τελικού προϊόντος, 

με αποτέλεσμα ο κρόκος να αποκτήσει τον τίτλο του «κόκκινου χρυσού». Παράλληλα, η 

προώθηση νέων προϊόντων διατροφής στην αγορά έχουν οδηγήσει σε αύξηση της 

ζήτησης του κρόκου και συχνά στη νοθεία του προϊόντος με φυσικές ή τεχνητές 

πρόσθετες ύλες, όπως πάπρικα ή κουρκουμά. Για το λόγο αυτό, η αυθεντικότητα και η 

ποιότητα του κρόκου πιστοποιείται στην διεθνή αγορά σύμφωνα με τον Διεθνή 

Οργανισμό Πιστοποίησης (ISO, 3632-1/2, Geneva, 2003). 
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Εικόνα 4. Γεωγραφική κατανομή καλλιέργειας και εμπορίας του κρόκου (Τροποποιημένη από: Trade and use of saffron, https://en.wikipedia.org/wiki). 
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Χημική σύσταση του κρόκου 

Το αποξηραμένο εμπορικό προϊόν του κρόκου αφορά στα κόκκινα στίγματα και 

τους κίτρινους στήμονες. Χημική ανάλυση του φυτού έδειξε ότι ο κρόκος αποτελείται από 

10% νερό, 12% πρωτεΐνη, 5% λίπος, 5% άλατα κυρίως ασβέστιο, φώσφορο, κάλιο, 

νάτριο ψευδάργυρο και μαγνήσιο σε μικρές ποσότητες, 5% ίνες, και 63% σάκχαρα όπως 

άμυλο, πεντόζες, κόμμεα, πηκτίνη και δεξτρίνες (%w/w) (Melnyk et al., 2010; 

Christodoulou et al., 2015; Shahi et al., 2016). Το ποσοστό περιεκτικότητας των χημικών 

αυτών συστατικών εξαρτάται από τις συνθήκες καλλιέργειας του φυτού και την περιοχή 

προέλευσής του. 

Χημική ανάλυση των στιγμάτων ανέδειξε την παρουσία 150 και πλέον πτητικών και 

μη πτητικών συστατικών στα οποία συμπεριλαμβάνονται λιπόφιλοι και υδρόφιλοι 

υδρογονάνθρακες, πρωτεΐνες, αμινοξέα, άλατα, άμυλο, κόμμεα και δύο βιταμίνες τη 

ριβοφλαβίνη και τη θειαμίνη. Η ριβοφλαβίνη (βιταμίνη Β2) βρίσκεται σε συγκέντρωση 

56-138 μg/g και είναι η μεγαλύτερη συγκέντρωση που μπορεί να βρεθεί σε τροφή, αν και 

η συγκέντρωση αυτή είναι πολύ μικρή σε σχέση με την ποσότητα κρόκου που πρέπει να 

καταναλωθεί. Η συγκέντρωση της θειαμίνης (βιταμίνη Β1) είναι 0,7-4,0 μg/g και 

αποτελεί τη μέση συγκέντρωση που βρίσκεται στις τροφές. Στον κρόκο ανευρίσκονται, 

επίσης, τόσο υδατοδιαλυτά όσο και λιποδιαλυτά καροτενοειδή. Υδατοδιαλυτά 

καροτενοειδή είναι οι κροκίνες (γλυκοζιωμένα παράγωγα της κροκετίνης) και 

λιποδιαλυτά είναι το λυκοπένιο, το α- και β-καροτένιο και η ζεαξανθίνη τα οποία 

βρίσκονται σε μικρές ποσότητες στον κρόκο (Εικόνα 5) (Melnyk et al., 2010).  

Τα κύρια συστατικά του κρόκου τα οποία προσδιορίζουν τα χαρακτηριστικά και 

την ποιότητα του προϊόντος είναι: α) οι κροκίνες, καροτενοειδή που προσδίδουν το 

χρώμα στον κρόκο (γλυκοζυλιωμένες υδατοδιαλυτές ενώσεις), β) η πικροκροκίνη, που 

προσδίδει στον κρόκο την χαρακτηριστική πικρή γεύση και γ) η σαφρανάλη, πτητικό 

έλαιο τερπένιο που προσδίδει στον κρόκο το χαρακτηριστικό του άρωμα. Στον κρόκο 

ανευρίσκονται επίση και τα φλαβονοειδή κερσετίνη και καμφερόλη (Christodoulou et al., 

2015; Shahi et al., 2016). Στην Εικόνα 6 παρουσιάζεται η δομή των κυριότερων 

συστατικών του κρόκου. 

α) κροκίνη και κροκετίνη 

Η κροκίνη είναι το πλέον σημαντικό καροτενοειδές που δίνει στον κρόκο το 

χαρακτηριστικό του χρώμα. Η αραβική ονομασία του κρόκου, σαφράν, προέρχεται από 
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το λέξη κίτρινο και υποδηλώνει τη μεγάλη συγκέντρωση καροτενοειδών χρωστικών στα 

στίγματα των ανθέων για τα οποία γίνεται και η εμπορία του κρόκου.  

Η α-κροκίνη, διγεντιοβιοζυλ-εστέρας του δικαρβολικού οξέος κροκετίνης, είναι η 

πλέον άφθονη κροκίνη στον κρόκο με μεγάλη υδατοδιαλυτότητα η οποία οφείλεται στα 

σάκχαρα του μορίου της και έχει σημείο τήξης 186°C. Έχει βαθύ κόκκινο χρώμα, 

διαλύεται ευχερώς στο νερό και σχηματίζει διάλυμα χρώματος πορτοκαλί (Tarantilis et 

al., 1995) και για το λόγο αυτό χρησιμοποιείται ως φυσική χρωστική στα τρόφιμα. Οι 

υδρόφιλες κροκίνες συνιστούν το 6-16% του αποξηραμένου προϊόντος ανάλογα με τις 

συνθήκες καλλιέργειας και επεξεργασίας του φυτού. Πέραν των χρωστικών ιδιοτήτων 

της, η κροκίνη δρα προστατευτικά σε κύτταρα και ιστούς ως αντιοξειδωτικό 

(Papandreou et al., 2006).  

Εικόνα 5. Χημική δομή λιποδιαλυτών καροτενίων που ανευρίσκονται στον κρόκο. 

 

Γενικά, οι cis- και trans-κροκίνες είναι γλυκοζυλιωμένοι διεστέρες του 8, 8΄-

διαποκαροτένο-8,8΄-διοϊκού οξέος, κροκετίνης, υδρολύονται από την β-γλυκοσιδάση και 

αποτελούν μια από τις λίγες οικογένειες καροτενοειδών που είναι υδατοδιαλυτές και 

σταθερές σε συνθήκες περιβάλλοντος (Christodoulou et al., 2015). Στον κρόκο 

απαντώνται πολλοί εστέρες της κροκετίνης (Εικόνα 6). 

Η κροκετίνη (8,8΄-διαποκαροτένο-8,8΄-διοϊκό οξύ, C20Η24Ο4; Εικόνα 6) είναι 

λιπόφιλο καροτενοειδές, και αποτελεί τον κεντρικό πυρήνα της δομής των κροκινών 

(Bolhassani et al., 2014). Λόγω της βραχείας ανθρακικής αλυσίδας της αποτελούμενης 
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από 20 άτομα άνθρακα, η κροκετίνη θεωρείται αποκαροτενοειδές. Έχει συμμετρική 

διτερπενική δομή με επτά διπλούς δεσμούς, τέσσερις μεθυλομάδες και μοριακό βάρος 

328. Σχηματίζει κρυστάλλους με βαθύ κόκκινο χρώμα με σημείο τήξης 285°C, ενώ σε 

διάλυμα έχει κίτρινο χρώμα. Έχει μικρή διαλυτότητα σε βασικό υδατικό διάλυμα, αλλά 

διαλύεται ευχερώς σε οργανικές βάσεις. Εάν η συγκέντρωσή της υπερβεί τη διαλυτότητά 

της σε υδατικό διάλυμα σχηματίζει κίτρινο ίζημα (Christodoulou et al., 2015).  

Η κροκετίνη που ανευρίσκεται στον κρόκο προκύπτει από την οξειδωτική 

διάσπαση της ζεαξανθίνης στις θέσεις 7,8 και -7΄,8΄ (Εικόνα 6) (Christodoulou et al., 

2015; Shahi et al., 2016). Από την συνολική κροκετίνη στον κρόκο, το 94% απαντάται ως 

γλυκοζυλιωμένο μόριο, ενώ το υπόλοιπο 6% ως ελεύθερη κροκετίνη. 

β) πικροκροκίνη 

Η πικροκροκίνη (Εικόνα 6) είναι μια πικρή ουσία και σε αυτήν οφείλεται η 

χαρακτηριστική γεύση του κρόκου. Είναι γλυκοζυλιωμένη πρόδρομη ένωση της 

σαφρανάλης (β-D-γλυκοζίτης της υδροξυσαφρανάλης), δηλαδή αποτελεί γλυκοζίτη από 

τη διάσπαση (θερμική ή ενζυματική) του οποίου προκύπτει ένα μόριο γλυκόζης και το 

άγλυκο μέρος που ονομάζεται 4-υδροξυ-β-κυκλοκιτράλη. Το άγλυκο μέρος του μορίου 

όταν αποβάλει ένα μόριο νερού μετατρέπεται σε πτητική ένωση γνωστή ως σαφρανάλη 

(Εικόνα 6) (Tarantilis et al., 1995; Christodoulou et al., 2015). 

γ) σαφρανάλη 

Η σαφρανάλη (C10H14O) είναι μια μονοτερπενική αλδεΰδη, αποτελεί το 70% του 

πτητικού κλάσματος των ανθέων του κρόκου και προσδίδει στον κρόκο το 

χαρακτηριστικό του άρωμα. Αξίζει να σημειωθεί ότι τα φρέσκα στίγματα δεν έχουν 

άρωμα. Το χαρακτηριστικό άρωμα του κρόκου εμφανίζεται κατά τη διάρκεια της 

αποξήρανσης και αποθήκευσης του προϊόντος κατά την οποία η πικροκροκίνη 

μετατρέπεται σε σαφρανάλη, ένωση που δεν αποικοδομείται εύκολα (Christodoulou et 

al., 2015). Ανάλογα με τις συνθήκες αποξήρανσης και αποθήκευσης μπορεί να 

προκύψουν ίχνη και άλλων πτητικών μονοτερπενικών ενώσεων όπως ισοφορόνης και 

κετοϊσοφορόνης (Lechtenberg et al., 2008). 

Επομένως, η αποικομιδή και οι συνθήκες αποξήρανσης και αποθήκευσης του 

κρόκου μπορούν να επηρεάσουν την σύνθεση και ποιότητα του προϊόντος. Καλής 

ποιότητας θεωρείται προϊόν με περιεκτικότητα 30% σε κροκίνες, 5-15% σε 

πικροκροκίνη και >0,5% πτητικής σαφρανάλης (Lechtenberg et al., 2008). 
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*α-κροκίνη ή κροκίνη-1 σύμφωνα με: Melnyk et al., 2010; Shahi et al., 2016.  
‡σύμφωνα με Papandreou et al., 2006 σε ξηρό βάρος εκχυλίσματος. 
 

Εικόνα 6. Χημική δομή των κύριων συστατικών του κρόκου. 

Υπόμνημα  R1- R2- Χημικός 

τύπος 

ΜΒ περιεκτικότητα‡ 

 κροκετίνη Η Η C20H24O4 328  

 κροκίνη-1 β-D-γλυκοζυλ Η C26H34O9 490  

 κροκίνη-2 β-D-γεντιοβιοζυλ Η C32H44O14 652 7% 

 κροκίνη-2’ β-D-γλυκοζυλ β-D-γλυκοζυλ C32H44O14 652  

 κροκίνη-3 β-D-γεντιοβιοζυλ β-D-γλυκοζυλ C38H54O19 814 26% 

 κροκίνη-4* β-D-γεντιοβιοζυλ β-D-γεντιοβιοζυλ C44H64O24 976 trans 46%, cis 12%  
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Τα καροτενοειδή είναι τερπενοειδή τα οποία συντίθενται ακολουθώντας διάφορα 

βιοσυνθετικά μονοπάτια. Η βιογένεση των ενεργών συστατικών του κρόκου που 

σχετίζονται με χρώμα και το άρωμά του ξεκινά με την οξειδωτική διάσπαση της 

ζεαξανθίνης από την δι-οξυγενάση της ζεαξανθίνης του κρόκου (Crocus Zeaxanthin 

7,8(7’,8’)-Cleavage Dioxygenase, CsZCD) στις θέσεις 7,8 και -7΄,8΄ κατά την οποία 

παράγονται δι-αλδεϋδική κροκετίνη και πικροκροκίνη. Η πικροκροκίνη αποτελεί, 

επομένως, προϊόν διάσπασης του καροτενοειδούς ζεαξανθίνη αλλά και πρόδρομο 

μονοτερπενικό γλυκοσίδιο της σαφρανάλης. Στα στίγματα του κρόκου το τελικό στάδιο 

της βιοσύνθεσης των κύριων συστατικών του αποτελεί η γλυκοζυλίωση των προϊόντων 

διάσπασης της ζεαξανθίνης (κροκετίνη, σαφρανάλη) με την επενέργεια του ενζύμου 

γλυκοσυλ-τρανσφεράσης. Το στάδιο αυτό συμβαίνει στους χρωμοπλάστες των 

στιγμάτων. Συνοπτικά, από τη γλυκοσυλίωση της κροκετίνης παράγονται οι κροκίνες, 

ενώ από τη γλυκοσυλίωση της σαφρανάλης προκύπτει η πικροκροκίνη (Bolhassani et al., 

2014). Στην Εικόνα 7 παρουσιάζεται η βιοσύνθεση των κυριότερων συστατικών του 

κρόκου. 

Γενικά, τα καροτενοειδή συνιστούν μια μεγάλη οικογένεια C40 πολυενίων και 

αποτελούν πολυ-ισοπρενοειδείς ενώσεις. Χαρακτηριστικό, δηλαδή, της χημικής τους 

δομής αποτελεί ένα σύστημα συζευγμένων διπλών δεσμών (ισοπρένια) που επηρεάζουν 

τις χημικές, βιοχημικές και φυσικές τους ιδιότητες. Διακρίνονται σε δύο μεγάλες 

κατηγορίες: α) υδρογονάνθρακες των καροτενοειδών ή καροτένια και β) οξυγονωμένα 

παράγωγα υδρογονανθράκων γνωστά και ως ξανθοφύλλες.  

Τα καροτενοειδή είναι φυσικές χρωστικές που απαντώνται ευρέως στη φύση και 

προσδίδουν σε φύλλα, φρούτα, λαχανικά και άνθη χαρακτηριστικό κίτρινο, πορτοκαλί 

και ενίοτε κόκκινο χρώμα. Τα έντονα αυτά χρώματα προσελκύουν την γονιμοποίηση και 

τη διασπορά των σπόρων. Συντίθενται σε όλους τους φωτοσυνθετικούς οργανισμούς, τις 

αφίδες, και σε ορισμένα βακτήρια και μύκητες. Η σύνθεσή τους συμβαίνει σε διάφορα 

υποκυτταρικά οργανίδια των φυτών (πλαστίδια όπως χλωροπλάστες και 

χρωμοπλάστες), αλλά όχι των ζώων. Από τα 600 περίπου καροτενοειδή που έχουν 

απομονωθεί από φυτικές πηγές, περίπου 40 είδη περιλαμβάνονται στην δίαιτα του 

ανθρώπου και από αυτά 20 είδη έχουν προσδιορισθεί στο αίμα και σε ιστούς (Kadian and 

Garg, 2012).  
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Εικόνα 7. Η βιοσύνθεση των συστατικών του κρόκου κροκίνη και πικροκροκίνη ξεκινά από την οξειδωτική διάσπαση της ζεαξανθίνης στα σημεία 7, 8 (7’, 

8’) όπως υποδεικνύεται από τα κόκκινα βέλη. 

7

8 7'

8'

β, β-καροτενο-3-3 -́διόλη (Ζεαξανθίνη)

Kροκετίνη (C20H24O4)

Κροκίνη (C44H64O24)

Σαφρανάλη (C10H14O)

Πικροκροκίνη (C16H24O7)

UDPGs
UDPG-Glucosyltransferases [κενοτόπιο]

CsZCD
Crocus Zeaxanthin 7,8(7’,8’)-Cleavage Dioxygenase

[χρωμοπλάστης]

UDPGs
UDPG-Glucosyltransferases

Υδροξυ-β-κυκλοκιτράληΔι-αλδεϋδική κροκετίνη

Aldehyde oxydoreductase
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Όσον αφορά στις δράσεις των καροτενοειδών στο ζωϊκό βασίλειο, τα παράγωγά 

τους προάγουν την υγεία, βελτιώνουν την σεξουαλική συμπεριφορά και αποτελούν 

αναγκαία προϋπόθεση για την αναπαραγωγή.  

Με βάση όλα τα παραπάνω, τα καροτενοειδή έχουν μεγάλη εμπορική σημασία στη 

γεωργία, την υγεία και τη βιομηχανία τροφίμων και καλλυντικών. 

 

Φαρμακοκινητική του κρόκου και των συστατικών του 

Γενικά, η απορρόφηση των καροτενοειδών που λαμβάνονται με την τροφή 

προϋποθέτει την απελευθέρωσή τους από τα διάφορα συστατικά της και την 

ενσωμάτωσή τους σε μικύλλια (μείγμα χολικών αλάτων και λιπιδίων). Επομένως, η 

απορρόφηση των καροτενοειδών απαιτεί την παρουσία λίπους (~3–5 g) στο γεύμα 

(Bolhassani et al., 2014). Μέσα στα κύτταρα του εντέρου τα καροτενοειδή 

ενσωματώνονται σε χυλομικρά (λιποπρωτεΐνες πλούσιες σε τριγλυκερίδια) και έτσι 

απελευθερώνονται στην κυκλοφορία του αίματος. Η απορρόφηση, και γενικά η 

φαρμακοκινητική, των συστατικών του κρόκου παρουσιάζει ορισμένες ιδιαιτερότητες 

σε σχέση με άλλα καροτενοειδή της διατροφής όπως αναφέρεται σε πρόσφατη 

ανασκόπηση (Hosseini et al., 2018) και όπως περιγράφεται με λεπτομέρειες παρακάτω. 

Οι Chryssanthi και συν. (2011) έδειξαν ότι κατά την κατανάλωση ροφήματος 

κρόκου (200 mg κρόκου σε νερό 80⁰C για 5΄, 4 υγιείς εθελοντές) οι κροκίνες που φθάνουν 

στο έντερο υδρολύονται σε κροκετίνη η οποία αφού απορροφηθεί εισέρχεται στην 

κυκλοφορία του αίματος (εκτιμώμενο Τmax=1 ώρα) όπου και ανιχνεύεται μέχρι και 24 

ώρες μετά την κατανάλωσή του (Chryssanthi et al., 2011). Φαρμακοκινητική μελέτη της 

κροκετίνης (7,5, 15 και 22,5 mg από του στόματος) σε 10 υγιείς εθελοντές έδειξε ότι η 

κροκετίνη εμφανίζεται στο πλάσμα 1 ώρα μετά τη χορήγησή της, υποδηλώνοντας ταχεία 

απορρόφηση από το έντερο, η συγκέντρωσή της παρουσιάζει αύξηση (Τmax) μέχρι τις 4 

ώρες, κατόπιν σταδιακή μείωση και καταλήγει στο όριο της ποσοτικοποίησής της στις 

24 ώρες (Umigai et al., 2011). Τα αποτελέσματα αυτά έρχονται σε αντίθεση με τον χρόνο 

μέγιστης συγκέντρωσης του β-καροτένιου (Τmax=30 ώρες) (Kostic et al., 1995), της 

λουτεΐνης (Τmax=16-30 ώρες) (Kostic et al., 1995; Bowen et al., 2002) και του λυπενίου 

(Τmax=15-33 ώρες) (Gustin et al., 2004). Ο χρόνος ημίσειας ζωής, Τ1/2, της κροκετίνης 

υπολογίσθηκε στις 6,1-7,5 ώρες (Umigai et al., 2011).  

Οι σημαντικές αυτές μελέτες σε ανθρώπους συμπληρώνουν προηγούμενες μελέτες 

σε ποντίκια (Asai et al., 2005) και αρουραίους (Xi et al., 2007) σύμφωνα με τις οποίες η 
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κροκίνη μετά από χορήγησή της από του στόματος υδρολύεται σε κροκετίνη στο έντερο 

και αυτή στη συνέχεια απορροφάται ταχέως, ενώ η κροκίνη δεν ανιχνεύεται στο αίμα (Xi 

et al., 2007), έτσι ώστε η κροκετίνη να θεωρείται ως ο ενεργός μεταβολίτης της από του 

στόματος χορηγούμενης κροκίνης (Asai et al., 2005; Zhang et al., 2017). Μάλιστα, λόγω 

του μικρού Τmax της κροκετίνης, μισή ώρα μετά από του στόματος χορήγηση, έχει 

προταθεί ότι η μεταφορά του μικρού υδρόφιλου μορίου της κροκετίνης από το έντερο 

στο αίμα γίνεται μέσω της πυλαίας κυκλοφορίας και όχι μέσω της λέμφου (όπως γίνεται 

στην περίπτωση της χοληστερόλης και των προϊόντων λιπόλυσης των τριγλυκεριδίων) 

(Asai et al., 2005). Αντίθετα, άλλα υδρόφιλα μόρια, όπως είναι τα γλυκουρονίδια της 

κροκετίνης που σχηματίζονται στο έντερο, μπορούν να απορροφηθούν μέσω της λέμφου.  

Η σύνδεσή της κροκετίνης με την αλβουμίνη του ορού είναι αρκετά εκτεταμένη 

(Miller et al., 1982), όμως με δεσμούς σχετικά ασθενείς (Kanakis et al., 2007) με 

αποτέλεσμα η κατανομή της στους ιστούς του σώματος να είναι ευρεία.  

Οι διάφορες κροκίνες απογλυκοζιώνονται στα επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου ως 

αποτέλεσμα ενζυματικής διάσπασης, όπως από απογλυκοσιδάσες, παρά διάσπασης από 

το εντερικό μικροβίωμα (Lautenschläger et al., 2015). Το εντερικό μικροβίωμα 

αποικοδομεί τα αποκαροτενοειδή σε μικρότερες μονάδες αλκυλίων. Η κροκετίνη 

μεταβολίζεται σε μονο- και δι-εστερικά συζευγμένα παράγωγα του γλυκουρονικού οξέος 

στο έντερο κατά την απορρόφησή της καθώς και στο ήπαρ μετά την απορρόφησή της 

(Asai et al., 2005). Μάλιστα, αντίθετα με την από του στόματος χορήγηση της κροκίνης, 

όταν η κροκίνη χορηγείται ενδοφλέβια η συγκέντρωση της κροκετίνης στο πλάσμα είναι 

πολύ χαμηλή γεγονός που σημαίνει ότι η μετατροπή της κροκίνης σε κροκετίνη 

εντοπίζεται κυρίως στο έντερο (Asai et al., 2005; Zhang et al., 2017).  

Η κροκίνη απεκκρίνεται κατά το μεγαλύτερο μέρος, περίπου 60%, με τα κόπρανα 

(Asai et al., 2005), ενώ δεν ανιχνεύεται σε ούρα 24ώρου (Xi et al., 2007). Ένα μέρος της 

συζευγμένης με γλυκουρονίδια κροκετίνης απεκκρίνεται στη χολή ή στα ούρα, ενώ ένα 

μεγάλο μέρος γλυκουρονιδίων της κροκετίνης αποτελούν είτε το βιοδραστικό μόριο της 

κροκετίνης είτε το μέσον μεταφοράς κροκετίνης στους ιστούς (Asai et al., 2005). Η 

φαρμακοκινητική του κρόκου περιγράφεται σχηματικά στην Εικόνα 8. 

Πρόσφατη εργασία στην οποία μελετήθηκε η φαρμακοκινητική της κροκίνης μετά 

από ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση σε ποντικούς έδειξε ότι η κροκίνη δεν υδρολύεται σε 

κροκίνη αλλά κατανέμεται και διέρχεται αυτούσια τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό όπου 

και ασκεί τις ευεργετικές της επιδράσεις με Τmax=30’ και Τ1/2=120’ στο πλάσμα 

(Karkoula et al., 2018).  
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Μελέτες σχετικά με την σταθερότητα του κρόκου αναφέρουν ότι η ποιότητα του 

προϊόντος σχετίζεται με διάφορους παράγοντες και ότι η βέλτιστη θερμοκρασία 

αποξήρανσης του φυτού για να διατηρηθούν τα κύρια συστατικά του, κροκίνη, 

πικροκροκίνη και σαφρανάλη είναι μεταξύ 35-50⁰C για 4-7 ώρες (Sánchez et al., 2011; 

Hosseini et al., 2018). Όσον αφορά στην σταθερότητα του κρόκου κατά την παρασκευή 

και διατήρηση του ροφήματος, διάφοροι παράγοντες, όπως θερμοκρασία, pH, φως και 

οξυγόνο, μπορούν να παίξουν ρόλο στην αποδόμηση του προϊόντος η οποία ακολουθεί 

κινητική πρώτης τάξης (Tsimidou and Tsatsaroni, 1993; del Campo et al., 2010).  

Η χρήση του κρόκου θεωρείται ασφαλής. Κλινικές μελέτες έδειξαν ότι λήψη κρόκου 

μέχρι 200-400mg για μια εβδομάδα (Modaghegh et al., 2008; Ayatollahi et al., 2014) έως 

και 1000mg για 8 εβδομάδες (Azimi et al., 2014) δεν επιφέρει κλινικά σημαντικές αλλαγές 

σε καμμία παράμετρο (βιοχημική, αιματολογική) που έχει μελετηθεί. Τοξικολογική 

μελέτη σε ποντικούς έδειξε ότι μετά από του στόματος χορήγηση το LD50 του κρόκου 

είναι περίπου 4gr/kg (Hosseinzadeh et al., 2013; Bostan et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8 . Σχηματική περιγραφή της φαρμακοκινητικής του κρόκου. 

Δράσεις του κρόκου 

Η χρήση του κρόκου ως καρύκευμα αποτελεί σήμερα τον σημαντικότερο λόγο 

καλλιέργειας και εμπορίας του. Ωστόσο, ολοένα αυξανόμενη βιβλιογραφία όσον αφορά 

στις βιολογικές και φαρμακολογικές του δράσεις θέτουν το φυτό στο επίκεντρο της 

ανάπτυξής του ως φαρμακευτικό προϊόν. Πολλές, πλέον, in vitro και in vivo μελέτες που 
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αφορούν στην επίδραση των κυριώτερων συστατικών του κρόκου (κροκίνες, κροκετίνη, 

πικροκροκίνη και σαφρανάλη) διεξάγονται σε πειραματόζωα και στον άνθρωπο. Οι 

μελέτες αυτές παρέχουν σαφείς ενδείξεις για τις ευεργετικές δράσεις του κρόκου σε 

γαστρεντερικές διαταραχές, προεμμηνορυσιακό σύνδρομο, άγχος, αϋπνία, κατάθλιψη, 

καρδιαγγειακά νοσήματα καθώς και μερικά είδη καρκίνου. Για πολλές από τις παθήσεις 

αυτές έχει ενοχοποιηθεί, ως γενεσιουργός αιτία, η παραγωγή ελεύθερων ριζών. 

Πράγματι, είναι σήμερα γνωστό ότι οι αντιδράσεις ελευθέρων ριζών εμπλέκονται σε 

παθοφυσιολογικές καταστάσεις, όπως ο σχηματισμός της αθηρωματώδους πλάκας, οι 

πνευμονικές παθήσεις που προκαλούνται από τη μόλυνση του περιβάλλοντος, οι τοξικές 

ή θεραπευτικές ιδιότητες διαφόρων φαρμάκων, η τοξικότητα που οφείλεται στις 

ακτινοβολίες, αλλά και οι χρόνιες φλεγμονώδεις παθήσεις (αυτοάνοσα νοσήματα όπως 

ρευματοειδής αρθρίτιδα, ψωρίαση, συστηματικός ερυθηματώδης λύκος), οι ασθένειες 

του Parkinson και του Alzheimer και βεβαίως ο καρκίνος. Ακολουθεί ανασκόπηση των 

κυριοτέρων επιδράσεων του κρόκου σε βιολογικά συστήματα. 

 

i) Προκλινικές μελέτες 

Αντικαρκινική δράση 

Είναι γνωστό ότι τα κύτταρα των θηλαστικών και των φυτών εκτίθενται συνεχώς 

σε οξειδωτικούς παράγοντες οι οποίοι είτε βρίσκονται στον αέρα, την τροφή και το νερό, 

είτε δημιουργούνται από τη μεταβολική δραστηριότητα των κυττάρων. Υπερπαργωγή 

των οξειδωτικών παραγόντων οδηγεί σε οξειδωτικό stress και την βλάβη μακρομορίων 

όπως λιπίδια, πρωτεΐνες και DNA. Οι βλάβες αυτές αν δεν επιδιορθωθούν οδηγούν σε 

μεταλλάξεις, στη διάσπαση απλών και διπλών ελίκων, στον σχηματισμό γεφυρών μεταξύ 

των αλύσεων του DNA καθώς και χρωμοσωμική βλάβη με συνέπεια τον αυξημένο 

κίνδυνο ανάπτυξης χρόνιων παθήσεων (καρδιαγγειακά νοσήματα, καρκίνος) (Palozza et 

al., 2004). Μελέτες έχουν δείξει ότι μεταξύ των μηχανισμών με τους οποίους τα 

καροτενοειδή συστατικά του κρόκου (κροκίνη, κροκετίνη και διμεθυλοκροκετίνη) 

ασκούν την αντικαρκινική τους είναι είτε με απευθείας αλληλεπίδραση με το DNA 

(Bathaie et al., 2007), είτε με την προαγωγή της απόπτωσης σε καρκινικά κύτταρα 

(Tavakkol-Afshari et al., 2008). 

Μελέτες in vitro έδειξαν ότι η κροκίνη αποτελεί ίσως το σημαντικότερο συστατικό 

του κρόκου με αντικαρκινική δράση σε πολλές καρκινικές κυτταρικές σειρές (Abdullaev, 

2002). Συγκεκριμένα, η κροκίνη υπερτερεί των άλλων συστατικών του κρόκου 

(κροκετίνη, πικροκροκίνη και σαφρανάλη) όσον αφορά στην ανασταλτική τους δράση 
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στον πολλαπλασιασμό καρκινικών κυττάρων της μήτρας (Escribano et al., 1996) του 

ορθού (García-Olmo et al., 1999), του μαστού (Chryssanthi et al., 2007) και του εντέρου 

χωρίς να επηρεάζει τα υγιή κύτταρα (Aung et al., 2007). Εκτός, όμως, από την κροκίνη, 

μελέτες έχουν αναδείξει την αντικαρκινική δράση της κροκετίνης τόσο σε κυτταρική 

σειρά και xenograft του παγκρέατος (Dhar et al., 2009) όσο και σε κυτταρική σειρά 

ραβδομυοσαρκώματος όπου η δράση της ήταν παρόμοια με αυτήν της σισπλατίνης 

(Jagadeeswaran et al., 2000). Επιπλέον, η κροκετίνη έχει κυτταροτοξική δράση σε 

λευχαιμικά κύτταρα HL60 (Tarantilis et al., 1994) και ανασταλτική δράση στον 

πολλαπλασιασμό καρκινικών κυττάρων μέσω μειωμένης σύνθεσης του DNA, του RNA 

και πρωτεϊνών, αναστολή της RNA πολυμεράσης ΙΙ και αλληλεπίδρασης με την ιστόνη Η1 

και δομές Η1-DNA (Milajerdi et al., 2016). Η συνδυαστική αντικαρκινική δράση των 

συστατικών του κρόκου παρουσιάζει, ενδεχομένως, αυξημένη αντικαρκινική δράση (Liu, 

2004). Πράγματι, έχει αναφερθεί ότι το εκχύλισμα του κρόκου έχει κυτταροτοξική 

επίδραση σε καρκινικές κυτταρικές σειρές του ήπατος (HepG2) και του παγκρέατος 

(HeLa) (Tavakkol-Afshari et al., 2008). 

Μεγάλος αριθμός in vivo μελετών έχει διεξαχθεί για τη διερεύνηση της 

αντικαρκινικής δράσης του κρόκου. Μια παλαιότερη in vivo μελέτη σε ποντίκια έδειξε ότι 

το χορήγηση εκχυλίσματος κρόκου (100 mg/kg) για 12 εβδομάδες αναστέλλει τόσο τον 

χρόνο ανάπτυξης σαρκώματος, που προκαλείται από χορήγηση του παράγοντα 20-

μεθυλοχωλανθρένιο, όσο και την τελική μάζα του όγκου (Salomi et al., 1991). Παρομοίως, 

στη μελέτη τους οι Bathaie και συν. (2013) έδειξαν ότι χορήγηση υδατικού εκχυλίσματος 

κρόκουγια 50 ημέρες σε αρουραίους με αδενοκαρκίνωμα του εντέρου αναστέλλει την 

αύξηση του όγκου προάγοντας την απόπτωση και μειώνοντας τον πολλαπλασιασμό των 

καρκινικών κυττάρων (Bathaie et al., 2013). Χορήγηση κροκετίνης σε αρουραίους σε 

χαμηλή δόση (0,1mg) για 45 εβδομάδες μειώνει ηπατοτοξικά έλκη που προκαλούνται 

από την αφλατοξίνη Β1 (Wang et al., 1991), ενώ σε υψηλότερες δόσεις (20 και 50 mg/kg) 

για μικρότερα διαστήματα (4 και 18 εβδομάδες, αντίστοιχα) έχει αντικαρκινική δράση 

έναντι του καρκίνου του πνεύμονα που προκαλείται σε ποντίκια μετά από την 

ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση βενζοπυρενίου (Magesh et al., 2006, 2009).  

Η αντικαρκινική δράση του κρόκου παρουσιάζεται σε μια περιεκτική πρόσφατη 

ανασκόπηση στην οποία γίνεται απολογισμός των επιδράσεων του εκχυλίσματος του 

κρόκου αλλά και του καθενός εκ των συστατικών του ξεχωριστά με ειδική μνεία σε κάθε 

τύπου καρκίνου και πιθανούς μηχανισμούς χημειο-προστασίας (Milajerdi et al., 2016). 
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Προστατευτική δράση σε μοντέλα νευρεκφυλιστικών νόσων 

Η νευροπροστατευτική δράση του κρόκου έχει περιγραφεί σε πειραματικό μοντέλο 

της νόσου του Parkinson που προκαλείται μετά από έγχυση του νευροτοξικού 

παράγοντα 6-ΟΗ ντοπαμίνης (6-ΟΗDA) στο ραβδωτό σώμα των πειραματοζώων. Στη 

μελέτη αυτή, χορήγηση κροκετίνης για 7 ημέρες άσκησε νευροπροστατευτική δράση στο 

ραβδωτό σώμα καθώς βελτίωσε τους συμπεριφερικούς δείκτες κινητικής 

δραστηριότητας (διανυσθείσα ταχύτητα και απόσταση, στερεοτυπική συμπεριφορά) 

αύξησε την δραστηριότητα των αντιοξειδωτικών ενζύμων (καταλάση, Superoxide 

dismutase, SOD, Glutathione peroxidase, GPx, και Glutathione S-transferases, GST), 

μείωσε τα επίπεδα των TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances, TBARS, ουσίες 

που αντιδρούν με το θειοβαρβιτουρικό οξύ, είναι προϊόντα υπεροξείδωσης των λιπιδίων 

και αποτελούν δείκτη οξειδωτικού στρες), μείωσε τον αριθμό πυκνωτικών πυρήνων των 

νευρώνων και αύξησε τα επίπεδα ντοπαμίνης ένα μήνα μετά την βλάβη (Ahmad et al., 

2005). Τα αποτελέσματα αυτά αποτελούν ισχυρές ενδείξεις ότι η κροκετίνη ασκεί 

προστατευτική δράση αναστέλοντας την αλληλουχία των γεγονότων που οδηγούν στην 

εκφύλιση των νευρώνων.  

Παρόμοια με την κροκετίνη, η ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση κροκίνης για 28 ημέρες 

άσκησε προστατευτική δράση έναντι των κινητικών ελλειμάτων και των νευροχημικών 

μεταβολών που προκαλούνται σε πειραματικό μοντέλο της νόσου του Parkinson που 

προκαλείται μετά από ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση της οργανοφωσφορικής ένωσης 

μαλαθείου (το οποίο εκτός από αναστολή της ακετυλοχολινεστεράσης προκαλεί 

οξειδωτικό στρες και διατάραξη των λιπιδίων των μεμβρανών). Η χορήγηση κροκίνης 

αντέστρεψε τα κινητικά ελλείματα ανοικτού πεδίου (open field locomotor activity), 

κίνησης σε τροχό (rotarod test) και καταληψίας και παρόλο που δεν επανέφερε την 

δραστηριότητα της ακετυλοχολινεστεράσης στα φυσιολογικά επίπεδα στο ραβδωτό 

σώμα, ωστόσο αύξησε τα επίπεδα του αντιοξειδωτικού ενζύμου γλουταθειόνης 

(glutathione, GSH) και μείωσε δραματικά τα επίπεδα των μορίων φλεγμονής TNFα 

(Tumor Necrosis Factor α) και IL-6. Οι συγγραφείς καταλήγουν ότι η 

νευροπροστατευτική δράση της κροκίνης διαμεσολαβείται μέσω της μείωσης του 

οξειδωτικού στρες και των φλεγμονωδών κυτοκινών (Mohammadzadeh et al., 2018). 

 

Αντικαταθλιπτική δράση 

Ενδοπεριτονιακή χορήγηση κροκίνης (12.5, 25 και 50 mg/kg) σε αρουραίους έχει 

παρόμοια αντικαταθλιπτική δράση με αυτή της ιμιπραμίνης (10 mg/kg) σε μοντέλο 
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εξαναγκασμένης κολύμβησης καθώς μειώνει τον χρόνο ακινησίας των πειραματοζώων 

(Vahdati Hassani et al., 2014). Η αντικαταθλιπτική αυτή δράση είναι πιθανόν να 

οφείλεται στις πρωτεΐνες CREB (cAMP response element binding protein), ενός 

μεταγραφικού παράγοντα που αυξάνει κατά την αντικαταθλιπτική θεραπεία, BDNF 

(brain derived neurotrophic factor) και VGF (νευροπεπτίδιο που προάγει την συναπτική 

πλαστικότητα του ιπποκάμπου), των οποίων η μεταγραφή εξαρτάται από το CREB, 

καθώς η έκφρασή τους στον ιππόκαμπο αυξάνεται με δοσοεξαρτώμενο τρόπο μετά τη 

χορήγηση κροκίνης (Vahdati Hassani et al., 2014). Παρόμοια αποτελέσματα είχε και η 

ενδοπεριτονιακή χορήγηση υδατικού εκχυλίσματος κρόκου (Ghasemi et al., 2015). 

 

Αντιεπιληπτική δράση 

Σε φαρμακολογική μελέτη οι Hosseinzadeh και συνεργάτες έδειξαν ότι το 

εκχύλισμα στιγμάτων και πετάλων κρόκου έχει αντιεπιληπτική δράση σε ποντικούς 

(Hosseinzadeh and Talebzadeh, 2005). Συγκεκριμένα, χρησιμοποίησαν πειραματικό 

μοντέλο επιληψίας επαγώμενης από την χορήγηση πεντυλενοτετραζόλης 

(pentylenetetrazol, PTZ, ανταγωνιστής των υποδοχέων GABAA) και έδειξαν ότι η 

ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση σαφρανάλης (0.15 και 0.35 ml/kg) μειώνει τη διάρκεια της 

επιληπτικής κρίσης, αυξάνει τον χρόνο έναρξης τονικών σπασμών και μειώνει την 

πιθανότητα θανάτου. Αντίθετα με την κροκετίνη, η ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση κροκίνης 

(200 mg/kg) φαίνεται να στερείται αυτών των δράσεων (Hosseinzadeh and Talebzadeh, 

2005). Σε μεταγενέστερη μελέτη τους οι ίδιοι συγγραφείς έδειξαν ότι στον αρουραίο η 

προστατευτική δράση της σαφρανάλης παρατηρείται μόνο μετά από ενδοπεριτοναϊκή 

αλλά όχι μετά από ενδοκρανιακή έγχυση PTZ. Έδειξαν, μάλιστα, ότι όταν πριν από την 

χορήγηση σαφρανάλης προηγείται χορήγηση φλουμαζενίλης (ανταγωνιστής των 

βενζοδιαζεπινών) τότε αίρεται η προστατευτική δράση της σαφρανάλης οδηγώντας 

τους στο συμπέρασμα ότι η δράση της σαφρανάλης διαμεσολαβείται μέσω των 

υποδοχέων GABAA (Hosseinzadeh and Sadeghnia, 2007).  

Χρησιμοποιώντας το ίδιο μοντέλο επιληψίας (ΡΤΖ) σε ποντικούς μια προόσφατη 

μελέτη έδειξε ότι η κροκίνη, χορηγούμενη από του στόματος σε δόσεις 5, 10 and 20 

mg/kg, μειώνει την βαρύτητα των επιληπτικών κρίσεων (Mazumder et al., 2017). 

Βελτίωση παρατηρήθηκε και στις γνωστικές λειτουργίες των ποντικών, όπως αυτές 

αξιολογήθηκαν με δοκιμασίες συμπεριφοράς αναγνώρισης και προτίμησης νέου 

αντικειμένου, στην ιστοπαθολογική εικόνα (χρώση Nissl) του ιπποκάμπου με 

χαρακτηριστική μείωση της νευρωνικής καταστροφής στην πυραμιδική στιβάδα, στους 
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βιοχημικούς δείκτες του ιπποκάμπου με μείωση των δραστικών μορφών οξυγόνου 

(Reactive Oxygen Species, ROS), καθώς και και στα ανοσοϊστοχημικά ευρήματα με 

μείωση των επιπέδων του πυρηνικού παράγοντα κΒ (nuclear factor-κB, NF-Κb) στα ζώα 

στα οποία χορηγήθηκε κροκίνη (Mazumder et al., 2017).  

 

Δράση του κρόκου στην μνήμη 

Πρώϊμες μελέτες οι οποίες διερεύνησαν την δράση του κρόκου στην μνήμη έδειξαν 

ότι η κροκίνη, και σε μικρότερο βαθμό η πικροκροκίνη, χορηγούμενη ενδοκρανιοκοιλιακά 

in vivo βελτιώνει την μειωμένη μακρόχρονη ενδυνάμωση (long-term potentiation, LTP) 

στην οδοντωτή έλικα του ιπποκάμπου αρουραίων που προκαλείται από την χορήγηση 

αιθανόλης (Sugiura et al., 1994).  

Ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση εκχυλισμάτων κρόκου (30 και 60 mg/kg) βελτιώνει 

σημαντικά το οφειλόμενο στην χορήγηση σκοπολαμίνης (ανταγωνιστής χολινεργικών 

μουσκαρινικών υποδοχέων) έλλειμα μνήμης αρουραίων όπως αυτή αξιολογείται με 

διάφορες δοκιμασίες συμπεριφοράς (αναγνώριση αντικειμένου, δοκιμασία παθητικής 

αποφυγής) (Pitsikas and Sakellaridis, 2006), ενώ χορήγηση κροκίνης βελτιώνει όχι μόνο 

την αναγνωριστική αλλά και την χωρική μνήμη, όπως αυτή αξιολόγηθηκε με την 

δοκιμασία του κυκλικού υδατικού λαβυρίνθου, καθώς και την αποθήκευση και ανάκτηση 

της μνήμης (Pitsikas et al., 2007). Μάλιστα, παρατηρείται συνεργική ωφέλεια στην μνήμη 

όταν η κροκίνη χορηγείται ταυτόχρονα με την μεμαντίνη (μη συναγωνιστικός 

ανταγωνιστής των γλουταμινεργικών υποδοχέων τύπου NMDA που χρησιμοποιείται σε 

ασθενείς με ελλείματα μνήμης) (Pitsikas and Tarantilis, 2018). Παρομοίως, η 

ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση κροκίνης (15 και 30 mg/kg) βελτιώνει σημαντικά τα 

μνημονικά ελλείματα που παρουσιάσθηκαν μετά την χορήγηση απομορφίνης (μεικτός 

αγωνιστής των ντοπαμινεργικών D1/D2 υποδοχέων ο οποίος προκαλεί συμπτώματα 

σχιζοφρενούς συμπεριφοράς στον αρουραίο) (Pitsikas and Tarantilis, 2017), ή κεταμίνης 

(αναστολέας των γλουταμινεργικών υποδοχέων τύπου NMDA που χρησιμοποιείται στην 

αναισθησία) (Georgiadou et al., 2014). Η δράση του κρόκου και των συστατικών του 

στην μνήμη καθώς και σε αγχώδεις καταστάσεις και την σχιζοφρένεια περιγράφονται σε 

δύο πρόσφατες ανασκοπήσεις (Pitsikas, 2015, 2016). 

Xρόνια χορήγηση κρόκου (60 mg/kg για 7 ημέρες) σε πειράματα συμπεριφοράς 

παθητικής αποφυγής με ηλικιωμένα ποντίκια έδειξε αντιστροφή των μνημονικών 

ελλειμάτων τους η οποία πιθανώς να οφείλεται στην αντιοξειδωτική δράση του κρόκου 

(Papandreou et al., 2011), ή σε μείωση συσσωμάτωσης και εναπόθεσης πλακών β-
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αμυλοειδούς (Papandreou et al., 2006). Παρομοίως, χρόνια χορήγηση κρόκου (50-250 

mg/kg) αλλά και κροκίνης (5-25 mg/kg) για 5 ημέρες προκάλεσε βελτίωση σε ελλείματα 

χωρικής μνήμης σε αρουραίους που είχαν υποστεί εγκεφαλική ισχαιμία πιθανώς λόγω 

της αντιοξειδωτικής τους δράσης (Hosseinzadeh et al., 2012). Αντίθετα, η χορήγηση 

εκχυλίσματος κρόκου (60 mg/kg, ενδοπεριτοναϊκά) σε ποντίκια κατά τις τελευταίες 6 

ημέρες χορήγησης χλωριούχου αλουμινίου που διήρκησε 5 εβδομάδες δεν κατάφερε να 

αντιστρέψει το έλλειμα μνήμης που παρουσιάσθηκε στα ποντίκια αυτά (Linardaki et al., 

2013). Τέλος, βελτίωση της χωρικής μνήμης και μάθησης σε αρουραίους, με τη χρήση 

δοκιμασιών σε υδατικό λαβύρινθο του Morris, βρέθηκε σε πειράματα χρόνιου stress μετά 

από ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση κρόκου (30 mg/kg) και κροκίνης (15 mg/kg) 

(Ghadrdoost et al., 2011)και σε πειράματα γνωστικής δυσλειτουργίας από 

στρεπτοζοτοκίνη μετά από χορήγηση κροκίνης (100 mg/kg) από του στόματος για 21 

ημέρες (Naghizadeh et al., 2013) πιθανώς λόγω μείωσης του οξειδωτικού stress. 

 

Δράση του κρόκου στον διαβήτη και την αθηροσκλήρωση 

Οι υπογλυκαιμικές και υπολιπιδαιμικές δράσεις του κρόκου μελετήθηκαν σε 

πειραματικό μοντέλο διαβήτη τύπου-2 που προκαλείται στον αρουραίο μετά από 

ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση στρεπτοζοτοκίνης (streptozotocin, STZ) ενός αλκυλιωτικού 

παράγοντα με ιδιαίτερα τοξική δράση στα β κύτταρα του παγκρέατος που παράγουν 

ινσουλίνη. Σε διαβητικά πειραματόζωα η χορήγηση κροκίνης (50 or 100 mg/kg) για 5 

μήνες μείωσε τα επίπεδα γλυκόζης στον ορό καθώς και μεταβολικούς δείκτες όπως 

τριγλυκερίδια, ολική χοληστερόλη, χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη (low-density 

lipoprotein, LDL) και αύξησε την υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη (high-density 

lipoprotein, HDL) (Shirali et al., 2013). Χρησιμοποιώντας το ίδιο πειραματικό μοντέλο 

διαβητοπάθειας, οι Konstantopoulos και συνεργάτες έδειξαν ότι η χορήγηση κρόκου (100 

mg/kg) για 2 εβδομάδες επαναφέρει το γλυκαιμικό, αλλά όχι το λιπιδαιμικό, προφίλ των 

διαβητικών πειραματοζώων σε φυσιολογικά επίπεδα, ασκώντας ταυτόχρονα ηπατο-

προστατευτική δράση καθώς βελτιώνει την ιστολογική εικόνα στεατοηπατίτιδας στα 

πειραματόζωα (Konstantopoulos et al., 2017). Η βελτίωση του λιπιδαιμικού προφίλ στα 

διαβητικά πειραματόζωα υποδηλώνει την ευεργετική επίδραση του κρόκου σε 

διαβητικούς ασθενείς που διατρέχουν κίνδυνο στεφανιαίας νόσου. Με αφετηρία το 

δεδομένο αυτό, μια πρόσφατη μελέτη διερεύνησε την πιθανή καρδιο-προστατευτική 

επίδραση της από του στόματος χορήγησης κροκίνης (10-20 mg/kg) για 6 εβδομάδες σε 

διαβητικούς (STZ) αρουραίους και σε απομονωμένα καρδιακά μυοκύτταρα καθώς και 
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τους μηχανισμούς που την διέπουν. Τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής έδειξαν ότι η 

χορήγηση κροκίνης μειώνει τα επίπεδα γλυκόζης στο αίμα των διαβητικών 

πειραματοζώων και αναστέλλει την υπερτροφία και την ίνωση του διαβητικού 

μυοκαρδίου βελτιώνοντας την συσταλτική δυσλειτουργία του. Αυτό επιτυγχάνεται μέσω 

μείωσης της απόπτωσης και εξομάλυνσης της αυτοφαγίας των κυττάρων του 

μυοκαρδίου (Feidantsis et al., 2018). Τέλος, σε πρόσφατη μελέτη τους 12 εβδομάδων οι 

Christodoulou και συνεργάτες έδειξαν ότι η χορήγηση κρόκου (30, 60, 90 

mg/kg/ημερησίως στο πόσιμο νερό) σε ApoE knockout ποντίκια μειώνει την γλυκόζη και 

τα τριγλυκερίδια, αλλά όχι την ολική χοληστερίνη, στο αίμα των πειραματοζώων 

(Christodoulou et al., 2018). Συμπερασματικά, οι έως τώρα μελέτες δείχνουν ότι ο κρόκος 

μειώνει την γλυκόζη του αίματος σε διαβητικά πειραματόζωα, αλλά η επίδρασή του σε 

άλλους μεταβολικούς δείκτες διαφοροποιείται από μελέτη σε μελέτη. 

 

Δράση του κρόκου στην σεξουαλική συμπεριφορά 

Οι αφροδισιακές ιδιότητες του κρόκου και των συστατικών του σαφρανάλης και 

κροκίνης μελετήθηκαν σε οξέα πειράματα με αρουραίους στους οποίους έγινε 

ενδοπεριτοναϊκή έγχυση εκχυλισμάτων, διαφορετικών συγκεντρώσεων, των παραπάνω 

ουσιών. Η μελέτη έδειξε ότι ο κρόκος και η κροκίνη, αλλά όχι η σαφρανάλη, βελτίωσαν 

όλους τους δείκτες σεξουαλικής συμπεριφοράς με δοσοεξαρτώμενο τρόπο 

επιβεβαιώνοντας τις αφροδισιακές ιδιότητες του κρόκου (Hosseinzadeh et al., 2008). 

 

ii) Κλινικές μελέτες 

Δράση σε αιματολογικούς, βιοχημικούς και ανοστροποποιητικούς δείκτες στο αίμα 

Σε δύο τυχαιοποιημένες διπλές-τυφλές μελέτες σε υγιείς εθελοντές χορήγηση 

κρόκου (200–400 mg ημερησίως) για μία εβδομάδα είχε μικρή επίπτωση σε 

αιματολογικές και βιοχημικές παραμέτρους χωρίς όμως κλινική σημασία (Modaghegh et 

al., 2008; Ayatollahi et al., 2014). Παρομοίως, σε τυχαιοποιημένη διπλή-τυφλή μελέτη 

έγινε σύγκριση μεταξύ της επίδρασης της χορήγησης δισκίων κρόκου (100mg 

ημερησίως) για 6 εβδομάδες σε 45 υγιείς άνδρες και εικονικού φαρμάκου σε άλλους 44 

υγιείς άνδρες σε διάφορους ανοσολογικούς, αιματολογικούς και βιοχημικούς δείκτες. 

Παρατηρήθηκε μια παροδική αύξηση της IgG και μείωση της IgM, μείωση του ποσοστού 

των βασεόφιλων και των αιμοπεταλίων, αλλά αύξηση των μονοκυττάρων κατά την 3η 

εβδομάδα από την έναρξη της χορήγησης του κρόκου, ενώ οι τιμές των δεικτών 

επανήλθαν στα προ-χορήγησης επίπεδα στο τέλος της 6ης εβδομάδας (Kianbakht and 
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Ghazavi, 2011). Χορήγηση δισκίων κροκίνης 20 mg σε 44 υγιείς εθελοντές για 4 

εβδομάδες θεωρήθηκε ασφαλής αφού δεν άλλαξε τους αιματολογικούς, βιοχημικούς και 

ορμονικούς δείκτες, αλλά ούτε και παραμέτρους στα ούρα (εκτός από μικρή, μη 

αξιολογίσιμη κλινικά, μείωση της αμυλάσης, του συνόλου των λευκοκυττάρων και του 

χρόνου προθρομβίνης) (Mohamadpour et al., 2013).  

Αν και ο αριθμός των υγιών εθελοντών στις παραπάνω μελέτες είναι 

περιορισμένος, υπάρχουν σαφείς ενδείξεις ότι η χορήγηση κρόκου έως και 400 mg δεν 

επιφέρει σημαντικές αλλαγές σε αιματολογικές και βιοχημικές παραμέτρους και 

επομένως η χρήση του μπορεί να θεωρηθεί ασφαλής. 

 

Αντικαταθλιπτική δράση 

Μεγάλος αριθμός κλινικών μελετών κυρίως από το Ιράν έχει εστιάσει την 

αντιακαταθλιπτική δράση του κρόκου. Οι μελέτες αυτές είναι τυχαιοποιημένες διπλές-

τυφλές μελέτες διάρκειας 4-8 εβδομάδων και αφορούν συνήθως σε 30-60 ασθενείς με 

διάφορες μορφές κατάθλιψης όπως ήπια ή μέτρια κατάθλιψη (Akhondzadeh et al., 2004; 

Noorbala et al., 2005; Moshiri et al., 2006), βαριά κατάθλιψη (Talaei et al., 2015), 

κατάθλιψη κατά την λοχεία (Kashani et al., 2017; Tabeshpour et al., 2017), κατάθλιψη 

μετά από χειρουργείο bypass (Shahmansouri et al., 2014; Moazen-Zadeh et al., 2018), 

μείζονα κατάθλιψη κατά την εμμηνόπαυση (Kashani et al., 2018), συνοσηρότητα 

κατάθλιψης με άγχος σε διαβητικούς ασθενείς (Milajerdi, Jazayeri, Shirzadi, et al., 2018). 

Παρακάτω παρατίθενται επιπλέον στοιχεία για μερικές από αυτές τις μελέτες. 

Χορήγηση κρόκου (15-30 mg ημερησίως σε κάψουλες) για 6-8 εβδομάδες σε 

ασθενείς με ήπια με μέτρια κατάθλιψη επιφέρει κλινικό αποτέλεσμα συγκρίσιμο με αυτό 

που παρατηρείται μετά από χορήγηση ιμιπραμίνης (10 mg/ημερησίως) (Akhondzadeh et 

al., 2004) και φλουοξετίνης (10 mg/ημερησίως) (Noorbala et al., 2005), ενώ δεν 

παρατηρείται διαφορά στις ανεπιθύμητες ενέργειες μεταξύ του κρόκου και των 

φαρμάκων. Παρομοίως, σε τυχαιοποιημένη διπλή-τυφλή μελέτη σε 40 ασθενείς με 

μείζονα κατάθλιψη, η χορήγηση κρόκου (30 mg/ημερησίως σε δισκία) για ένα μήνα έχει 

το ίδιο θεραπευτικό αποτέλεσμα με τους εκλεκτικούς αναστολείς επαναπρόσληψης της 

σεροτονίνης (Selective Serotonin Reuptake Inhibitors, SSRIs) δηλαδή την φλουοξετίνη 

(20 mg/ημερησίως), την σερτραλίνη (50 mg/ημερησίως), ή την σιταλοπράμη (20 

mg/ημερησίως) (Talaei et al., 2015).  

Η αντικαταθλιπτική δράση του κρόκου αναφέρεται και σε πρόσφατες 

τυχαιοποιημένες διπλές-τυφλές μελέτες με πλέον των 120 ασθενών. Σε μια από αυτές 
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χορηγήθηκαν δισκία κρόκου (11-14 mg/δύο φορές την ημέρα για 4 εβδομάδες) σε 128 

ασθενείς με συμπτώματα αρνητικών συναισθημάτων οφειλομένων σε άγχος και 

παρατηρήθηκε βελτίωση των συμπτωμάτων τους (Kell et al., 2017). Επίσης, 

συγχορήγηση κρόκου με κουρκουμίνη για 12 εβδομάδες σε 123 καταθλιπτικούς ασθενείς 

επέφερε ευεργετικά αποτελέσματα (Lopresti and Drummond, 2017). Παρομοίως, 

ευεργετική δράση παρατηρήθηκε σε 68 εφήβους με κατάθλιψη στους οποίους 

χορηγήθηκαν δισκία κρόκου (14 mg/δύο φορές την ημέρα για 8 εβδομάδες) (Lopresti et 

al., 2018). 

Παρά το γεγονός ότι όλες οι μελέτες έχουν κοινό παρονομαστή την ευεργετική 

δράση του κρόκου στην κατάθλιψη, χωρίς την εμφάνιση ανεπιθύμητων ενεργειών, κοινό 

μειονέκτημα όλων των παραπάνω μελετών είναι ο περιορισμένος αριθμός 

συμμετεχόντων καθώς και το μικρό διάστημα χορήγησης της ουσίας.  

 

Δράση του κρόκου στη νόσο του Alzheimer 

Τέσσερις συνολικά κλινικές μελέτες έχουν διεξαχθεί με στόχο την διερεύνηση της 

δράσης του κρόκου στην νόσο του Alzheimer. Τρεις από αυτές πραγματοποιήθηκαν στο 

Ιράν και μια στην Ελλάδα. 

Στην πρώτη τυχαιοποιημένη διπλή-τυφλή μελέτη έγινε σύγκριση μεταξύ της 

επίδρασης της χορήγησης δισκίων κρόκου (15mg/δύο φορές ημερησίως για 16 

εβδομάδες) και εικονικού φαρμάκου σε 46 ασθενείς με ήπια νόσο και παρατηρήθηκε 

βελτίωση των γνωστικών τους λειτουργιών (S. Akhondzadeh et al., 2010). Αμέσως μετά, 

η ίδια ομάδα δημοσίευσε τα αποτελέσματα μιας πολυκεντρικής μελέτης που διεξήχθη σε 

54 ασθενείς και έδειξε ότι η χορήγηση δισκίων κρόκου (16 mg/δύο φορές ημερησίως για 

22 εβδομάδες) έχει τα ίδια αποτελέσματα με τη χορήγηση 10mg/ημερησίως δονεπεζίλης 

(donezipil, αναστρέψιμος αναστολέας της ακετυλοχολινεστεράσης που χορηγείται στη 

νόσο του Alzheimer) και μάλιστα με λιγότερες παρενέργεις (Shahin Akhondzadeh et al., 

2010). Ακολούθησε μια τρίτη μελέτη σε 68 ασθενείς με ήπια έως βαριά μορφή της νόσου 

σύμφωνα με την οποία η χορήγηση κρόκου (30 mg/ημερησίως για 12 μήνες) επέφερε 

την ίδια μείωση της γνωστικής επιδείνωσης με την χορήγηση 20 mg ημερησίως 

μεμαντίνης (μη συναγωνιστικός ανταγωνιστής των γλουταμινεργικών υποδοχέων 

τύπου NMDA που χρησιοποιείται σε περιπτώσεις ήπιας ή μέτριας βαρύτητας νόσου του 

Alzheimer) (Farokhnia et al., 2014). Τέλος, σε κλινική μελέτη που πραγματοποιήθηκε 

στην Ελλάδα βρέθηκε ότι από τους 35 ασθενείς διαγνωσθέντες με ήπια γνωστική 

δυσλειτουργία οι 17 ασθενείς που πήραν κρόκο για 12 μήνες είχαν βελτιωμένη γνωστική 
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λειτουργία σε σχέση με τους υπόλοιοπους 18 ασθενείς στους οποίους δεν χορηγήθηκε 

κρόκος (Tsolaki et al., 2016).  

Επομένως, τα μέχρι τώρα κλινικά δεδομένα συγκλίνουν προς την ευεργετική δράση 

του κρόκου στις γνωστικές λειτουργίες ασθενών με νόσο του Alzheimer. 

 

Δράση του κρόκου στον διαβήτη και την αθηροσκλήρωση 

Ομοφωνία υπάρχει στις προκλινικές μελέτες σχετικά με την μείωση της γλυκόζης 

του αίματος σε διαβητικά πειραματόζωα. Αντίθετα, δύο κλινικές μελέτες προερχόμενες 

από διαφορετικές ομάδες ερευνητών στο Ιράν διαφωνούν ως προς την αντιδιαβητική 

δράση του κρόκου. Στην πρώτη μελέτη, συμμετείχαν 204 διαβητικοί ασθενείς οι οποίοι 

κατανάλωσαν τσάϊ με 1 g κρόκο για 8 εβδομάδες. Καμμία στατιστική διαφορά δεν 

βρέθηκε στην συγκέντρωση της γλυκόζης στο αίμα των ασθενών αλλά ούτε και σε 

άλλους μεταβολικούς δείκτες που ελέγχθηκαν (Azimi et al., 2014). Ανίθετα, σε μια 

πρόσφατη μελέτη στην οποία συμμετείχαν 54 ασθενείς με διαβήτη τύπου 2, χορήγηση 

δισκίων κρόκου (15 mg 2 φορές ημερησίως) για το ίδιο χρονικό διάστημα, 8 εβδομάδων, 

μείωσε σημαντικά την γλυκόζη του αίματος χωρίς να επηρεάσει άλλους μεταβολικούς 

παράγοντες όπως λιπίδια του αίματος ή την αιμοσφαιρίνη (Milajerdi, Jazayeri, 

Hashemzadeh, et al., 2018). 

Είναι σαφές ότι περισσότερες μελέτες με μεγαλύτερο αριθμό ασθενών απαιτούνται 

για την διερεύνηση των επιδράσεων του κρόκου σε διαβητικούς ασθενείς. Η 

προστατευτική δράση του κρόκου στην υπερλιπιδαιμία και την αθηροσκλήρωση 

περιγράφεται σε πρόσφατη ανασκόπηση (Hatziagapiou and Lambrou, 2018). 

 

Δράση του κρόκου στην σεξουαλική δυσλειτουργία 

Οι μελέτες που αφορούν στην επίδραση του κρόκου στη στυτική δυσλειτουργία ή 

σε παραμέτρους που αφορούν στην ποιότητα του σπέρματος προέρχονται όλες από 

ερευνητικές ομάδας του Ιράν.  

Στην πρώτη μελέτη διερευνήθηκε η επίδραση δισκίων κρόκου (200 mg ημερησίως) 

σε διάφορες παραμέτρους στυτικής λειτουργίας σε 20 ασθενείς με στυτική 

δυσλειτουργία. Τα αποτελέσματα της πιλοτικής αυτής μελέτης, που βασίσθηκαν σε 

διεθνώς αποδεκτό ερωτηματολόγιο δεικτών στυτικής λειτουργίας (Ιnternational index 

of erectile function questionnaire, IIEF), έδειξαν ότι ακόμα και με χορήγηση κρόκου για 

10 ημέρες παρουσιάσθηκε βελτίωση της στυτικής λειτουργίας με αύξηση του αριθμού 

και της διάρκειας των στύσεων (Shamsa et al., 2009). Βελτίωση της στυτικής 
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δυσλειτουργίας παρατηρήθηκε σε τυχαιοποιημένη διπλή-τυφλή μελέτη που διεξήχθη σε 

διαβητικούς ασθενείς οι οποίοι συμπλήρωσαν το ερωτηματολόγιο IIEF πριν και 1 μήνα 

μετά την τοπική εφαρμογή κρόκου υπό μορφή γέλης 1% ή εικονικού φαρμάκου 

(Mohammadzadeh-Moghadam et al., 2015). Μια διαφορετική ομάδα Ιρανών ερευνητών 

διερεύνησε την επίδραση του κρόκου στη σεξουαλική δυσλειτουργία ανδρών 

(Modabbernia et al., 2012) και γυναικών (Kashani et al., 2013) που σχετίζεται με την 

αγωγή με φλουοξετίνη. Και στις δύο μελέτες χορηγήθηκαν δισκία κρόκου για 4 

εβδομάδες (15 mg δύο φορές την ημέρα για τους άνδρες και 40 mg ημερησίως για τις 

γυναίκες) σε ασθενείς υπό αγωγή με φλουξετίνη και τα αποτελέσματα, τα οποία 

εκτιμήθηκαν με βάση το ερωτηματολόγιο IIEF, έδειξαν ότι η χορήγηση κρόκου βελτιώνει 

σημαντικά την σεξουαλική δυσλειτουργία.  

Αντίθετα με τις παραπάνω μελέτες, καμμία βελτίωση της στυτικής λειτουργίας, με 

βάση το ερωτηματολόγιο IIEF, δεν βρέθηκε σε διευρυμένη μελέτη που περιελάμβανε 346 

άνδρες με στυτική δυσλειτουργία και στους οποίους χορηγήθηκε κρόκος υπό μορφή 

δισκίων (30 mg δύο φορές την ημέρα) για 12 εβδομάδες, ενώ στους ίδιους ασθενείς 

παρατηρήθηκε βελτίωση μετά τη χορήγηση σιλντεναφίλης (Viagra) (Safarinejad et al., 

2010). Ένα χρόνο αργότερα, η ίδια ομάδα ερευνητών παρουσίασαν αποτελέσματα σε 

260 ασθενείς, με διαγνωσμένη ιδιοπαθή ολιγο-ασθενο-τερατοζωοσπερμία 

(oligoasthenoteratozoospermia, OAT), σύμφωνα με τα οποία η χορήγηση κρόκου (60 mg 

ημερησίως) για διάστημα 26 εβδομάδων δεν είχε καμμία διαφορά σε σύγκριση με την 

χορήγηση εικονικού φαρμάκου όσον αφορά σε διάφορους παραμέτρους της ποιότητας 

του σπέρματος (κινητικότητα, μορφολογία και πυκνότητα σπερματοζωαρίων) 

(Safarinejad et al., 2011).   
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1.2 ΕΝΖΥΜΑ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΥ ΤΩΝ ΞΕΝΟΒΙΟΤΙΚΩΝ 

 

Ο μεταβολισμός των ξενοβιοτικών, συμπεριλαμβανομένων και των φαρμάκων, 

συνίσταται στη βιομετατροπή τους από διάφορα ένζυμα με σκοπό την τροποποίηση της 

χημικής τους δομής ώστε αυτά να καθίστανται περισσότερο υδατοδιαλυτά και να 

μπορούν να αποβληθούν πιο εύκολα από τον οργανισμό (Εικόνα 9). Ως ξενοβιοτικά 

ορίζονται ουσίες ξένες προς τον οργανισμό και περιλαμβάνουν φάρμακα, μεταβολίτες 

φυτών ή μυκήτων που προσλαμβάνονται από τις τροφές, και μεγάλος αριθμός 

περιβαλλοντικών ρύπων όπως αλογονωμένοι ή πολυκυκλικοί αρωματικοί 

υδρογονάνθρακες, αρυλαμίνες, σύνθετα βιομηχανικά μείγματα, φυτοφάρμακα και πολλά 

άλλα (Nebert and Russell, 2002). Όσον αφορά τα φάρμακα, ο ρυθμός μεταβολισμού τους 

αποτελεί ένα σπουδαίο κεφάλαιο της Φαρμακολογίας καθώς ορίζει την διάρκεια και την 

ένταση της φαρμακολογικής τους δράσης. Σημαντικές είναι και οι αλληλεπιδράσεις 

μεταξύ των φαρμάκων καθώς αυτά αποτελούν όχι μόνο υποστρώματα, αλλά και 

επαγωγείς ή αναστολείς των ενζύμων μεταβολισμού. Το ήπαρ αποτελεί το κύριο όργανο 

μεταβολισμού των ξενοβιοτικών.  

Γενικά, οι αντιδράσεις μεταβολισμού ξενοβιοτικών χωρίζονται σε δύο φάσεις 

(Εικόνες 9, 10; Πίνακας 2):  

1) Aντιδράσεις φάσης Ι: αφορούν την βιομετατροπή μιας ουσίας σε έναν 

περισσότερο πολικό μεταβολίτη με την εισαγωγή ή αποκάλυψη μιας λειτουργικής 

ομάδας (όπως –ΟΗ, –ΝΗ2, -SH). Οι οξειδώσεις είναι οι πλέον συνήθεις αντιδράσεις και 

καταλύονται, κατά κύριο λόγο, από μία σημαντική κατηγορία ενζύμων που ονομάζονται 

οξειδάσεις μικτής λειτουργίας (κυτόχρωμα Ρ-450, Cytochrome P450, CYP). Στις 

αντιδράσεις της φάσης Ι περιλαμβάνονται, επίσης, οι αναγωγές και οι υδρολύσεις. 

2) Aντιδράσεις φάσης ΙΙ: ξενοβιοτικά ή μεταβολίτες οι οποίες δεν είναι 

επαρκώς πολικές μετά από τη βιομετατροπή τους από την φάση Ι του μεταβολισμού, 

προκειμένου να απεκκριθούν από τους νεφρούς, καθίστανται περισσότερο πολικές μετά 

από σύζευξη με ενδογενείς ουσίες του οργανισμού. Τα κυριότερα ένζυμα τα οποία 

εμπλέκονται είναι η UDP-γλυκουρονοσυλ-τρανσφεράσες (UGTs, σύζευξη με 

γλυκουρονικό), η γλουταθειόνη-S-τρανφεράσες (GSTs-σύζευξη με γλουταθειόνη), οι 

σουλφο-τρανσφεράσες (SULTs-σύζευξη με θειϊκό), οι Ν-ακετυλο-τρανσφεράσες (ΝATs, 

σύζευξη με ακετυλομάδα), οι κατεχολ-Ο-μεθυλτρανσφεράσες (COMT, σύζευξη 

κατεχολαμινών με μεθυλομάδα) και οι S-μεθυλτρανσφεράσες των θειοπουρινών (TPMT, 

σύζευξη θειοπουρινών με μεθυλομάδα).  
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Εικόνα 9: Αντιδράσεις φάσης Ι και φάσης ΙΙ μεταβολισμού των ξενοβιοτικών. 
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Πίνακας 2: Εντοπισμός ενζύμων Φάσης Ι και ΙΙ. 

 

 ΕΝΖΥΜΑ ΦΑΣΗΣ Ι ΕΝΖΥΜΑ ΦΑΣΗΣ ΙΙ 

Λείο 
Ενδοπλασματικό 
Δίκτυο 
μικροσώματα: κύρια 

εντόπιση μεταβολικών 

ενζύμων Φάσης Ι 

 Κυτόχρωμα Ρ450 

 φλαβινο-μονοοξυγενάση 

 αλδεϋδο-οξειδάση 

 καρβοξυλεστεράση 

 υδρολάση του εποξειδίου 

 συνθετάση των προσταγλανδινών 

 εστεράση 

 ουριδινο-διφωσφογλυκουρονυλ-
τρανσφεράση (UDPGT) 

 γλουταθειονη S-τρανσφεράση (GST) 
 σύζευξη με αμινοξύ 

Κυτταρόπλασμα 
κύρια εντόπιση 

μεταβολικών ενζύμων 

Φάσης ΙΙ 

 αλκοολική δεϋδρογονάση (ADH) 
 αλδεϋδική δεϋδρογονάση (ALDH) 
 αλδεϋδική αναγωγάση 

 υδρολάση του εποξειδίου 

 εστεράση 

 οξειδάση της ξανθίνης 

 σουλφοτρανσφεράση (ST) 
 γλουταθειόνη S-τρανσφεράση (GST) 
 N-ακετυλο-τρανσφεράση (ΝΑΤ) 
 κατεχολ-Ο-μεθυλοτρανσφεράση 

(COMT) 
 σύζευξη με αμινοξύ 

Μιτοχόνδρια  μονοαμινοξειδάση (ΜΑΟ) 
 αλδεϋδική δεϋδρογονάση (ALDH) 

 N-ακετυλο-τρανσφεράση (ΝΑΤ) 
 σύζευξη με αμινοξύ 

Λυσοσώματα  πεπτιδάση 
 

Πυρήνας  
(πυρηνική μεμβράνη 

κυττάρων ΓΕΣ) 

 
 ουριδινο-διφωσφογλυκουρονυλ-

τρανσφεράση (UDPGT) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10. Εντοπισμός ενζύμων Φάσης Ι και Φάσης ΙΙ. Τα ένζυμα Φάσης Ι εντοπίζονται κυρίως 

στο Λείο Ενδοπλασματικό Δίκτυο, ενώ αυτά της Φάσης ΙΙ στο κυτταρόπλασμα.   
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Παρακάτω γίνεται αναφορά στα ένζυμα μεταβολισμού ξενοβιοτικών τα οποία θα 

μας απασχολήσουν στην παρούσα εργασία. Συγκεκριμένα, θα αναφερθούν από τα 

ένζυμα φάσης Ι τα ένζυμα του κυτοχρώματος Ρ450 CYP1A2 και CYP2A6, καθώς και η 

οξειδάση της ξανθίνης (Xanthine Oxidase, XO), ενώ από τα ένζυμα φάσης ΙΙ η Ν-ακετυλο-

τρανσφεράση ΝAT2. 

 

Το κυτόχρωμα Ρ450 

To κυτόχρωμα P450 (CYP) είναι μία υπεροικογένεια αιμοπρωτεϊνών (Εικόνα 11), 

η οποία αποτελεί το τελευταίο συστατικό μιας αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων τα 

οποία προέρχονται από το NADPH (Εικόνα 12). Το όνομα Ρ450 οφείλεται στο γεγονός 

ότι παρουσιάζει μέγιστη απορρόφηση στα 450 nm όταν συνδέεται με το CO. Η 

υπεροικογένεια αυτή των αιμοπρωτεϊνών 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 (Smith et al., 1998). Το ποσοστό της ομοιότητας 

της αλληλουχίας των αμινοξέων των πρωτεϊνών του κυτοχρώματος Ρ450 καθορίζει την 

διαίρεσή τους σε οικογένειες και υποοικογένειες. Στην ίδια οικογένεια ανήκουν ένζυμα 

τα οποία παρουσιάζουν ομολογία της αλληλουχίας των αμινοξέων τους μεγαλύτερη από 

40% και συμβολίζονται με αραβικό νούμερο (π.χ. CYP1). Στην ίδια υποοικογένεια 

ανήκουν ένζυμα των οποίων η ομολογία της αλληλουχίας των αμινοξέων τους είναι 

μεγαλύτερη από 55% και συμβολίζονται με γράμμα (π.χ. CYP1Α ή CYP1Β) (Nebert and 

Russell, 2002). Οι 3 πρώτες οικογένειες (CYP1-3) εμπλέκονται, γενικώς, στον 

μεταβολισμό εξωγενών υποστρωμάτων, όπως είναι τα φάρμακα, ενώ οι οικογένειες CYP 

με μεγαλύτερους αριθμούς εμπλέκονται, συνήθως, στον μεταβολισμό ενδογενών 

υποστρωμάτων. Τα ένζυμα CYP ευθύνονται για το 75-80% του μεταβολισμού της φάσης 

Ι και για το 65-70% της κάθαρσης των φαρμάκων που χρησιμοποιούνται στην κλινική 

πράξη (Sim and Ingelman-Sundberg, 2010). Τα δομικώς σχετιζόμενα κυτοχρώματα 

CYP1A1, CYP1A2 και CYP1B1 συνιστούν την οικογένεια του ανθρώπινου κυτοχρώματος 

CYP1. Τα ισοένζυμα αυτά παρουσιάζουν δομική (constitutive) έκφραση και 

επαγωγιμότητα. Τα CYP1A1 και CYP1B1 παρουσιάζουν 72% και 40% ομοιότητα με το 

CYP1A2, αντίστοιχα, όσον αφορά στην αλληλουχία των αμινοξέων τους.  
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Εικόνα 11: Δομή του κυτοχρώματος Ρ450. 
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Εικόνα 12: Ο καταλυτικός κύκλος του Ρ450. 
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Το CYP εντοπίζεται στις μεμβράνες του Λείου Ενδοπλασματικού Δικτύου (Λ.Ε.Δ.) 

(Εικόνα 10) και τα υποστρώματά του είναι λιποδιαλυτές ενώσεις οι οποίες διαπερνούν 

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

Μερικές από τις αντιδράσεις που καταλύει το σύστημα αυτό είναι απαραίτητες για τη 

ζωή, όπως η μετατροπή της χοληστερόλης σε κορτικοειδή και φυλετικές ορμόνες, ο 

μεταβολισμός της βιταμίνης D3, η ω-υδροξυλίωση των λιπαρών οξέων, η βιοσύνθεση των 

χολικών οξέων, η βιοσύνθεση των προσταγλανδινών από το αραχιδονικό οξύ και 

πιθανόν άλλες, μέχρι στιγμής άγνωστες, αντιδράσεις (Parke and Ioannides, 1981; Nebert 

and Russell, 2002). 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. Υπολογίζεται ότι τα μισά συνήθη φάρμακα 

μεταβολίζονται κυρίως από τα ένζυμα του κυτοχρώματος. Τo σύστημα P450, όμως, 

ευθύνεται και για την in vivo χημική ενεργοποίηση μερικών από τα πιο ισχυρά 

καρκινογόνα (Olson, 1994).  

Τα ένζυμα του κυτοχρώματος εντοπίζονται πρακτικά σε όλους τους ιστούς με 

μεγαλύτερη αφθονία, για τα περισσότερα από αυτά, στο ήπαρ έτσι ώστε να αποτελούν 

τελικά το 2% του συνόλου των μικροσωμικών πρωτεϊνών. Τα διάφορα ισοένζυμα 

εντοπίζονται σε ιστούς όπως το έντερο, τους πνεύμονες, τους νεφρούς, τον εγκέφαλο, τα 

επινεφρίδια, τις γονάδες, την καρδιά, τους βλεννογόνους της μύτης και της τραχείας και 

στο δέρμα (Pelkonen et al., 2008). Τo CYP1A2 εκφράζεται σχεδόν αποκλειστικά 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 

(Landi et al., 1999).  

 

Το κυτόχρωμα Ρ4501Α2 (cytochrome Ρ1A2, CYP1A2) 

Τo CYP1A2 είναι ένα από τα πιο άφθονα ισοένζυμα του CYP στο ήπαρ σε ποσοστό 

υψηλότερο του 10% του συνολικού περιεχομένου σε CYP (Pelkonen et al., 2008). Το 

CYP1A2 είναι ένα σημαντικό ένζυμο του μεταβολισμού πολλών χημικών ουσιών. Είναι το 

κύριο ένζυμο μεταβολισμού της καφεΐνης αλλά και πολλών άλλων φαρμάκων (Πίνακας 

3), ενώ συμμετέχει στον μεταβολισμό ενδογενών παραγόντων όπως της μελατονίνης 

προς 6-ΟΗ μελατονίνη (Facciolá et al., 2001) και της 17-β-οιστραδιόλης προς 2-ΟΗ και 4-ΟΗ 

παράγωγα (Yamazaki et al., 1998). Επιπλέον, εμπλέκεται στη μετατροπή 

προκαρκινογόνων ουσιών σε καρκινογόνους μεταβολίτες. Τέτοες ουσίες-υποστρώματα 
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του CYP1A2 είναι οι αρωματικές αμίνες και νιτροζαμίνες των αζωχρωμάτων και του 

καπνού των τσιγάρων, οι Ν-ετεροκυκλικές αμίνες οι οποίες προκύπτουν από το ψήσιμο 

του κρέατος σε υψηλές θερμοκρασίες και στα κάρβουνα, οι πολυκυκλικοί αρωματικοί 

υδρογονάνθρακες (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs) οι οποίοι ανευρίσκονται 

στο πετρέλαιο, στα κάρβουνα, στα αέρια των εξατμίσεων των αυτοκινήτων και στον 

καπνό του τσιγάρου (Butler et al., 1992; Shimada et al., 1994; Sinha et al., 1994) καθώς 

και η καρκινογόνος μυκοτοξίνη αφλατοξίνη Β1 (Gallagher et al., 1994).  

Γενετικοί, περιβαλλοντικοί και ενδογενείς παράγοντες μπορούν να επηρεάσουν την 

δραστηριότητα του CYP1A2. Τα βασικά επίπεδα έκφρασής του ρυθμίζονται από έναν 

μηχανισμό, ενώ ένας δεύτερος μηχανισμός ρυθμίζει την επαγωγιμότητά του (Butler et al., 

1992; Lang et al., 1994; Sinha et al., 1994). Η επαγωγή του CYP1A2 είναι κυρίως 

μεταγραφική, εξαρτάται κυρίως από τον υποδοχέα αρωματικών υδρογονανθράκων 

(Aryl hydrocarbon Receptor, ΑhR) και ξεκινά στο κυτταρόπλασμα με τη σύνδεση του 

επαγωγικού παράγοντα στον υποδοχέα ΑhR. Το σύμπλοκο μετατοπίζεται στον πυρήνα 

όπου σχηματίζει διμερές με την πρωτεΐνη πυρηνικής μετατόπισης αρωματικών 

υδρογονανθράκων (ΑRΝΤ). Το διμερές AhR-ARNT αλληλεπιδρά με έναν ενισχυτή 

αποκρινόμενο στα ξενοβιοτικά (Xenobiotic-Response Element, XRE) στην 5΄ περιοχή με 

συνέπεια την την de novo σύνθεση της πρωτεΐνης του CYP1A2 μέσω αύξησης της 

μεταγραφής του γονιδίου του CYP1A2 και της σύνθεσης του κατάλληλου m-RNA (Okey 

et al., 2005). Η επαγωγή του CYP1A2 έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση μεταβολισμού των 

υποστρωμάτων του ενζύμου, στην περίπτωση, δε, των φαρμάκων μπορεί να προκαλέσει 

μείωση των φαρμακολογικών τους δράσεων λόγω του αυξημένου μεταβολισμού τους. 

Επιπλέον, η επαγωγή μπορεί να οδηγήσει σε ανεπιθύμητη ανισορροπία μεταξύ 

αποτοξίνωσης, λόγω της αύξησης του ρυθμού αποβολής επικίνδυνων για τον οργανισμό 

χημικών ουσιών, και τοξικότητας, λόγω της αύξησης ενεργοποίησης προκαρκινογόνων 

ουσιών σε καρκινογόνες ουσίες (Lin and Lu, 1998).  

Η δραστηριότητα του CYP1A2 υπόκειται σε επαγωγή ή αναστολή από πλείστους 

παράγοντες. Γνωστοί επαγωγείς του CYP1A2 είναι τα φάρμακα ομεπραζόλη (Diaz et al., 

1990), φαινυτοΐνη (Wietholtz et al., 1995) και ριφαμπικίνη (Wietholtz et al., 1995) 

(Πίνακας 3), το κάπνισμα (Tantcheva-Poór et al., 1999; Begas et al., 2007, 2015) και η 

έκθεση σε περιβαλλοντικούς ρύπους όπως πολυβρωμιωμένα διφαινύλια (Landi et al., 

1999). Επίσης, επαγωγή του CYP1A2 μπορεί να παρατηρηθεί και μετά από κατανάλωση 

καφέ (Tantcheva-Poór et al., 1999) ή διαφόρων τροφών όπως είναι το κρέας που έχει 

ψηθεί σε υψηλές θερμοκρασίες ή στα κάρβουνα (Sinha et al., 1994), τα σταυρανθή 
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λαχανικά τα οποία περιέχουν ινδολ-3-καρβινόλη (μπρόκολο, λάχανο, κουνουπίδι) 

(Vistisen et al., 1992; Kall et al., 1996; Lampe et al., 2000; Peterson et al., 2009), αν και 

υπάρχει μελέτη που δεν υποστηρίζει την επαγωγή του CYP1A2 από τα σταυρανθή 

λαχανικά (V. Perera et al., 2012).  

Γνωστοί αναστολείς του CYP1A2 είναι φάρμακα όπως το αντικαταθλιπτικό 

φλουβοξαμίνη (εκλεκτικός αναστολέας της επαναπρόσληψης σεροτονίνης) (van Harten, 

1995; Rasmussen et al., 1998), τα αντιαρρυθμικά φάρμακα μεξιλετίνη (Joeres and 

Richter, 1987) και βεραπαμίλη (Fuhr, Woodcock, et al., 1992), η φουραφυλλίνη (Eaton et 

al., 1995), το αντιψωριασικό 5-μεθοξυψωραλένιο (Bendriss et al., 1996), οι κινολόνες 

(Fuhr, Anders, et al., 1992), η σιμετιδίνη (αναστολέας των Η2 ισταμινεργικών 

υποδοχέων) (Loi et al., 1993), τα αντιμυκητιασικά κετοκοναζόλη και τερβιναφίνη 

(Wahlländer and Paumgartner, 1989), καθώς και τα οιστρογόνα που χρησιμοποιούνται 

ως αντισυλληπτικά και ως θεραπεία υποκατάστασης στην εμμηνόπαυση (Vistisen et al., 

1992; Pollock et al., 1999) (Πίνακας 3). Γνωστή είναι, επίσης, η μείωση της 

δραστηριότητας του CYP1A2 μετά από την κατανάλωση χυμού grape-fruit (Fuhr and 

Kummert, 1995) και αλκοόλ (Le Marchand et al., 1997). Μειωμένη δραστηριότητα του 

CYP1A2 έχει παρατηρηθεί στην εγκυμοσύνη (Tsutsumi et al., 2001) και στην ηπατική 

νόσο (Lelouët et al., 2001). Επίσης, μειωμένη δραστηριότητα του CYP1A2 έχει αναφερθεί 

στις γυναίκες (Relling et al., 1992; Carrillo and Benítez, 1994) και τους ηλικιωμένους 

(Bebia et al., 2004; Parkinson et al., 2004), αν και οι μελέτες δεν είναι καταληκτικές λόγω 

του μικρού αριθμού συμμετεχόντων και της μεγάλης διακύμανσης του ενζύμου. 

Πράγματι η λειτουργικότητα του CYP1A2 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 (Jiang et al., 2006), παρά 

τα 40 σημεία πολυμορφισμού που έχουν περιγραφεί εντός και πλησίον του γονιδίου στον 

άνθρωπο (http://www.cypalleles.ki.se/cyp1a2.htm). Ο πλέον μελετημένος 

μονονουκλεοτιδικός πολυμορφισμός (single nucleotide polymorphism, SNP) είναι ο C>A 

με υποκατάσταση στη θέση −163 (rs762551) που εμφανίζεται στο 71% του Καυκάσιου 

πληθυσμού (Sachse et al., 2003) και σχετίζεται με αυξημένη επαγωγιμότητα του ενζύμου 

(Sachse et al., 1999).  

Επιδημιολογικά, αυξημένη δραστηριότητας του CYP1A2 συσχετίζεται με αυξημένο 

κίνδυνο για καρκίνο του παχέος εντέρου (Lang et al., 1994), της ουροδόχου κύστης (Tao 

et al., 2012) και του μαστού (Hong et al., 2004), ενώ μείωση της δραστηριότητας με 

αυξημένο κίνδυνο του καρκίνου των όρχεων (Vistisen et al., 2004).   
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Πίνακας 3: Φάρμακα - υποστρώματα, επαγωγείς και αναστολείς του CYP1A2. 

 

  

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ  
Αντικαταθλιπτικά (τρικυκλικά) 

αμιτριπτιλίνη 

χλωμιπραμίνη 

ιμιπραμίνη 

μιανσερίνη 

Αντιψυχωσικά 

κλοζαπίνη 

Φάρμακα του καρδιαγγειακού & αντιπηκτικά 

λιδοκαΐνη 

προπρανολόλη 

τριαμτερένη 

βαρφαρίνη 

Αναστολείς χολινεστεράσης 

τακρίνη 

Αντιασθματικά 

θεοφυλλίνη 

Διεγερτικά του ΚΝΣ 

καφεΐνη 

 

(Venkatakrishnan et al., 1998) 

(Nielsen et al., 1996) 

(Lemoine et al., 1993) 

(Koyama et al., 1996) 

 

(Bertilsson et al., 1994) 

 

(Wang et al., 2000; Orlando et al., 2004) 

(Yoshimoto et al., 1995) 

(Fuhr et al., 2005) 

(Limke et al., 2002) 

 

(Spaldin et al., 1995) 

 

(Gu et al., 1992) 

 

(Gu et al., 1992) 

ΕΠΑΓΩΓΕΙΣ  
Αναστολείς αντλίας πρωτονίων 

ομεπραζόλη 

Αντιφυματικά 

ριφαμπικίνη 

Αντιεπιληπτικά 

φαινυτοΐνη 

 

(Diaz et al., 1990) 

 

(Wietholtz et al., 1995) 

 

(Wietholtz et al., 1989) 

ΑΝΑΣΤΟΛΕΙΣ  
Αντικαταθλιπτικά  

φλουβοξαμίνη 

Φάρμακα του καρδιαγγειακού  

μεξιλετίνη 

βεραπαμίλη 

Αντιασθματικά 

φουραφυλλίνη 

Αντιψωριακά 

5-μεθοξυψωραλένιο 

Αντιμικροβιακά 

κινολόνες 

Ανταγωνιστές Η2 υποδοχέων ισταμίνης 

σιμετιδίνη 

Αντιμυκητιασικά 

κετοκοναζόλη 

τερβιναφίνη 

Αντισυλληπτικά & Θεραπεία υποκατάστασης 

οιστρογόνων 

 

(van Harten, 1995; Rasmussen et al., 1998) 

 

(Joeres and Richter, 1987) 

(Fuhr, Woodcock, et al., 1992) 

 

(Eaton et al., 1995) 

 

(Bendriss et al., 1996) 

 

(Fuhr, Anders, et al., 1992) 

 

(Loi et al., 1993) 

 

(Wahlländer and Paumgartner, 1989) 

(Wahlländer and Paumgartner, 1989) 

 

(Vistisen et al., 1992; Pollock et al., 1999)  
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Το κυτόχρωμα Ρ4502Α6 (cytochrome P 2A6, CYP2A6) 

Το κυτόχρωμα CYP2A6 ανήκει στην οικογένεια του γονιδίου CYP2, την μεγαλύτερη 

οικογένεια P450 στα θηλαστικά (Pelkonen et al., 2008) και εκφράζεται κυρίως στο ήπαρ 

αποτελώντας το 1-10% του συνολικού Ρ450, αλλά ανιχνεύεται και στο βλεννογόνο της 

μύτης (Pelkonen et al., 2000). Είναι υπεύθυνο για τη βιομετατροπή (Ν-οξείδωση) της 

νικοτίνης σε κοτινίνη (Messina et al., 1997) αλλά και για την 3-υδροξυλίωση της κοτινίνης 

(Nakajima et al., 1996), καθώς και για τον μεταβολισμό περίπου του 3% των φαρμάκων 

που χρησιμοποιούνται σήμερα όπως είναι η κουμαρίνη (Pelkonen et al., 2000) το 

βαλπροϊκό οξύ, η πιλοκαρπίνη, η κυκλοφωσφαμίδη, η ταμοξιφαίνη και η προποφόλη (Di 

et al., 2009). Επίσης, είναι υπεύθυνο για την μεταβολική ενεργοποίηση διαφόρων 

προμεταλλαξιογόνων και προκαρκινογόνων όπως η αφλατοξίνη Β1 (Oscarson, 2001) και 

η 3-μεθυλινδόλη (Thornton-Manning et al., 1996), καθώς και ορισμένων νιτρoζαμινών 

του καπνού και των τροφών όπως είναι η Ν-νιτροζο-διαιθυλαμίνη και η 4-

(μεθυλνιτροζάμινο)-1-(3-πυριδυλ)-1-βουτανόνη (Camus et al., 1993). 

Η δραστηριότητα του CYP2A6 επάγεται από φάρμακα όπως τα αντιεπιληπτικά 

φαινυτοΐνη, καρβαμαζεπίνη, κλοναζεπάμη και φαινοβαρβιτάλη (Sotaniemi et al., 1995), 

αλλά και από τα βαρβιτουρικά (Nowell et al., 2002a). Η επαγωγή του CYP2A6 αποδίδεται 

στην πρόσδεση του επαγωγικού παράγοντα με τον πυρηνικό υποδοχέα πρεγνανίου Χ 

(Pregnane X Receptor, PXR). Το σύμπλοκο σχηματίζει ετεροδιμερή τα οποία 

αλληλεπιδρούν με ενεργοποιητές που προσδένονται σε ρυθμιστικές περιοχές του 

γονιδίου-στόχου (Pregnane X Receptor Response Element, PXRRE) και πυροδοτούν τον 

μεταγραφικό μηχανισμό (Pavek and Dvorak, 2008). Αντίθετα, η δραστηριότητα του 

CYP2A6 αναστέλλεται από το 8-μεθοξυψωραλένιο (ισχυρός αναστολέας), από τα 

φάρμακα πιλοκαρπίνη, τρανυλκυπρομίνη και κετοκοναζόλη (Draper et al., 1997), όπως 

επίσης και από τα φλαβονοειδή που περιέχονται στο χυμό του γκρέϊπ-φρούτ (ασθενείς 

αναστολείς) (Pelkonen et al., 2000).  

Αντίθετα με το CYP1A2, το κάπνισμα δεν φαίνεται να επηρεάζει την δραστηριότητα 

του CYP2A6 (Nowell et al., 2002a; Begas et al., 2007; Sinues et al., 2008). Όσον αφορά στο 

φύλο, έχει αναφερθεί ότι η δραστηριότητα του CYP2A6 δεν διαφέρει μεταξύ ανδρών και 

γυναικών (Begas et al., 2007). Ωστόσο, ο μεταβολισμός της νικοτίνης (Zeman et al., 2002; 

Benowitz et al., 2006), της καφεΐνης (Nowell et al., 2002a) και της κουμαρίνης (Rautio et 

al., 1992) φαίνεται να είναι υψηλότερος στις γυναίκες σε σχέση με τους άνδρες. Επίσης, 

βρέθηκε ότι η έκφραση του CYP2A6 στο ήπαρ είναι υψηλότερη στις γυναίκες (Yang et al., 

2012) υποδηλώνοντας φυλετικό διμορφισμό στον CYP2A6-διαμεσολαβούμενο 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 05:11:04 EEST - 18.117.7.241



 50 

μεταβολισμό πιθανώς μέσω ενός μηχανισμού στον οποίο εμπλέκονται τα οιστρογόνα 

(Benowitz et al., 2006). 

Αυξημένη έκφραση του CYP2A6 έχει συσχετισθεί με αυξημένο κίνδυνο καρκίνου 

του ήπατος σε περιπτώσεις έκθεσης σε αφλατοξίνη (Kirby et al., 1993), καθώς και με 

αυξημένο κίνδυνο καρκίνου του ορθού (Nowell et al., 2002a). 

Το CYP2A6 είναι πολυμορφικό ένζυμο με 90 αλληλόμορφα να έχουν ταυτοποιηθεί 

μέχρι σήμερα (https://www.pharmvar.org/gene/CYP2A6). Τα αλληλόμορφα CYP2A6*2, 

CYP2A6*3, CYP2A6*4 και CYP2A6*5 κωδικοποιούν ανενεργή μορφή του ενζύμου και η 

συχνότητά τους κυμαίνεται 0-3% μεταξύ των Ευρωπαίων. Πολλά από τα αλληλόμορφα 

που έχουν ταυτοποιηθεί πρόσφατα, και τα οποία συνδέονται με μειωμένη 

δραστηριότητα του ενζύμου, εμφανίζονται σε αφρο-αμερικάνους (Fukami et al., 2005; 

Piliguian et al., 2014) αλλά όχι σε καυκάσιους πληθυσμούς. Επίσης, ένα σημαντικό 

ποσοστό Ιαπώνων χαρακτηρίζεται από πλήρη έλλειψη της πρωτεΐνης (Shimada et al., 

1996), εύρημα που συνάδει με την υψηλή συχνότητα απαλοιφής του γονίδιου του 

CYP2A6 στον ιαπωνικό πληθυσμό (Nunoya et al., 1998). Αλληλόμορφα όπως τα 

CYP2A6*9 και CYP2A6*12, τα οποία ευθύνονται για την μειωμένη δραστηριότητα του 

ενζύμου, απαντώνται με συχνότητα 2,2-5,2% στον Καυκάσιο πληθυσμό (Oscarson, 2001; 

von Richter et al., 2004). Γενικά, λόγω της χαμηλής συχνότητας εμφάνισης των 

πολυμορφισμών στον καυκάσιο πληθυσμό και του περιορισμένου ρόλου του CYP2A6 στο 

μεταβολισμό των φαρμάκων η διερεύνηση του γονότυπου στην φαινοτυπική έκφραση 

του ενζύμου δεν θεωρείται σημαντική. 

 

Η οξειδάση της ξανθίνης (Xanthine Oxidase, XO) 

Η οξειδάση της ξανθίνης (ΧΟ) είναι διαλυτό ένζυμο του κυτταροπλάσματος. Η ΧΟ 

είναι φλαβοπρωτεΐνη με μολυβδένιο και σίδηρο στο ενεργό της κέντρο έχει μέγιστη 

δραστικότητα στο ήπαρ και στο έντερο (Krenitsky et al., 1974), ενώ αφθονεί και στο 

αγγειακό ενδοθήλιο (Kooij et al., 1992; Aranda et al., 2007). Είναι ένζυμο υπεύθυνο για 

την οξείδωση ενδογενών ενώσεων όπως είναι οι πουρίνες και οι πυριμιδίνες καθώς 

καταλύει την υδροξυλίωση της υποξανθίνης προς ξανθίνη και της ξανθίνης προς ουρικό 

οξύ στους νεφρούς και στο ήπαρ (Harrison, 2002). Επίσης, η ΧΟ συμμετέχει στον 

μεταβολισμό φαρμάκων όπως οι θειοπουρίνες μερκαπτοπουρίνη και αζαθειοπρίνη και 

στον μεταβολισμό των μεθυλοξανθινών όπως η καφεΐνη (Guerciolini et al., 1991).  
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Αν και η ΧΟ δεν θεωρείται πολυμορφικό ένζυμο, η λειτουργικότητά της έχει εύρος 

2-4 φορές στους ενήλικες (Guerciolini et al., 1991). Μειωμένη δραστηριότητα του 

ενζύμου έχει παρατηρηθεί σε πληθυσμούς της Αιθιοπίας (4%) (Aklillu et al., 2003), από 

της Ιαπωνίας (11%) (Saruwatari et al., 2002) και της Ισπανίας (4%) (Carrillo and Benítez, 

1994). Πρόσφατα έχουν αναφερθεί πάνω από 100 μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί 

στο γονίδιο του ΧΟ (Scheepers et al., 2016), μολονότι δεν φαίνεται οι πολυμορφισμοί 

αυτοί να επηρεάζουν την δραστηριότητα του ενζύμου. Ωστόσο, δύο μεταλλάξεις στο 

γονίδιο της Δεϋδρογονάσης της Ξανθίνης οδηγούν σε έλλειψη του ενζύμου και είναι 

υπεύθυνες για την αυτόσωμη υπολειπόμενη διαταραχή γνωστή ως ξανθινουρία που είναι 

μια σπάνια κληρονομική νόσος (Guerciolini et al., 1991; Levartovsky et al., 2000). Σε 

άτομα που πάσχουν από αυτή την σπάνια γενετική διαταραχή, δεν υπάρχει επαρκής 

ποσότητα του ενζύμου ξανθινοξειδάση, με συνέπεια να δυσχεραίνεται ο μεταβολισμός 

της ξανθίνης σε ουρικό οξύ. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη συσσώρευση της ξανθίνης στο 

αίμα και τα αυξημένα επίπεδά της στα ούρα, γεγονός που μπορεί να οδηγήσει στο 

σχηματισμό λίθων ξανθίνης στους νεφρούς. Γενικά, η δραστηριόητα της ΧΟ, όπως αυτή 

προσδιορίζεται φαινοτυπικά με την καφεΐνη ως φάρμακο-δείκτη, ακολουθεί κανονική 

κατανομή στον καυκάσιο πληθυσμό (Djordjevic et al., 2010) υποδηλώνοντας ότι οι 

γενετικοί πολυμορφισμοί στο γονίδιο του ενζύμου δεν έχουν επίπτωση στην 

λειτουργικότητα του ενζύμου.  

Το κάπνισμα, το αλκοόλ και το φύλο δεν φαίνεται να επηρεάζουν τη δραστηριότητα 

της ΧΟ (Guerciolini et al., 1991; Kalow and Tang, 1991; Chung et al., 2000; Aklillu et al., 

2003). Η αλλοπουρινόλη αναστέλλει την ΧΟ, ενώ η ιντερφερόνη-γ, ο TNF-α και η 

ιντερλευκίνη-1β την επάγουν (Harrison, 2002). 

 

Η Ν-ακετυλοτρανσφεράση-2 (Ν-acetyltransferase-2, NAT2) 

Η N-ακετυλοτρανσφεράση-2 (NAT2) είναι ένα κυτταροπλασματικό ένζυμο της 

φάσης ΙΙ του μεταβολισμού των φαρμάκων (αντιδράσεις σύζευξης) και εντοπίζεται στο 

ήπαρ και στην βλεννογόνο της νήστιδας, σε αντίθεση με το ΝΑΤ1 η οποία εκφράζεται σε 

όλους τους ιστούς (Blum et al., 1990). Η ΝΑΤ2 καταλύει την μεταφορά μιας ακετυλο-

ομάδας από το ακετυλο-συνένζυμο-Α σε ένα άτομο αζώτου υποστρωμάτων όπως οι 

αρυλαμίνες και οι ετεροκυκλικές αμίνες και σε ένα άτομο οξυγόνου υποστρωμάτων όπως 

οι αρυλυδροξυλαμίνες (Hein et al., 1993). Είναι πιθανόν ότι η Ν-ακετυλίωση αδρανοποιεί 

τις ενώσεις, συμβάλλοντας στην αποτοξίνωση του οργανισμού (Gu et al., 2005), ενώ η Ο-
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ακετυλίωση τις ενεργοποιεί προς μεταβολίτες οι οποίοι μπορούν να επιδράσουν στο DNA 

και να πυροδοτήσουν την καρκινογένεση (Mitchell and Warshawsky, 2003). Εμπλέκεται, 

επίσης, στην ακετυλίωση πολλών φαρμάκων όπως είναι η δαψόνη, η ισονιαζίδη, η 

καφεΐνη, οι σουλφοναμίδες, η κλοναζεπάμη, η προκαϊναμίδη και άλλες (Evans, 1989). 

Θεωρείται πως η ΝΑΤ2 συμμετέχει στον μεταβολισμό ξενοβιοτικών, ενώ η ΝΑΤ1, της 

οποίας η πρωτεϊνική αλληλουχία είναι ταυτόσημη κατά 81% με αυτήν της ΝΑΤ2, 

συμμετέχει στον μεταβολισμό ενδογενών ουσιών όπως το φολικό οξύ (Boukouvala and 

Sim, 2005).  

Η δραστηριότητα της ΝΑΤ2 δεν φαίνεται να επηρεάζεται από παράγοντες όπως το 

κάπνισμα (Le Marchand et al., 1996; Saruwatari et al., 2002; Benowitz et al., 2003; Begas 

et al., 2007), την ηλικία (Relling et al., 1992) ή το φύλο (Tang et al., 1991; Relling et al., 

1992; Saruwatari et al., 2002). Αντίθετα, η δραστηριότητα του ΝΑΤ2 παρουσιάζει μεγάλη 

διακύμανση μεταξύ των ατόμων η οποία αντικατοπτρίζεται στην ύπαρξη δικόρυφης ή 

τρικόρυφης πληθυσμιακής κατανομής και ταξινομεί τα άτομα του πληθυσμού σε αργούς, 

ενδιάμεσους και βραδείς ακετυλιωτές (Kilbane et al., 1990; Parkin et al., 1997; Begas et 

al., 2007). Η φαινοτυπική αναλογία μεταξύ βραδέων και ταχέων ακετυλιωτών διαφέρει 

σημαντικά μεταξύ των εθνών με τον φαινότυπο του βραδέως ακετυλιωτή να κυριαρχεί 

στην Βόρεια Αφρική (~90%) και την Σκανδιναβία (~75-80%). Αντίθετα, οι Ιάπωνες και 

οι Εσκιμώοι του Καναδά παρουσιάζουν χαμηλό (~5%) ποσοστό βραδέων ακετυλιωτών, 

ενώ στους Καυκάσιους και τους Αφροαμερικάνους η αναλογία είναι ~60-40% (Chen et 

al., 1998; Slattery et al., 1998; Taylor et al., 1998; Begas et al., 2007). Η φυλετική αυτή 

οφείλεται σε γενετικούς παρά σε περιβαλλοντικούς παράγοντες (Dupret and Rodrigues-

Lima, 2005), καθώς έχουν ταυτοποιηθεί 107 αλληλόμορφα της ΝΑΤ2 τα οποία 

προκύπτουν από τον συνδυασμό 43 σημειακών μεταλλάξεων (Rodrigues-Lima et al., 

2008; Sim et al., 2012).  

Η ύπαρξη πολυμορφισμού της ακετυλίωσης και η φαινοτυπική έκφρασή του σε 

βραδείς και ταχείς ακετυλιωτές έχει επιπτώσεις στην κλινική πράξη. Έτσι, η χορήγηση 

φαρμάκων, των οποίων η κάθαρση εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από την ακετυλίωση, 

μπορεί να προκαλέσει σε βραδείς ακετυλιωτές ανεπιθύμητες ενέργειες όπως στην 

περίπτωση της ισονιαζίδης σε ασθενείς με φυματίωση οι οποίοι μπορεί να εμφανίσουν 

περιφερική νευροπάθεια και ηπατοτοξικότητα ή σε ασθενείς που λαμβάνουν ισονιζίδη, 

προκαϊναμίδη ή υδραλαζίνη οι οποί μπορεί να εμφανίσουν συστηματικό ερυθηματώδη 

λύκο (Sim et al., 2008). Αντίθετα, ταχείς ακετυλιωτές μπορεί να παρουσιάσουν μη 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 05:11:04 EEST - 18.117.7.241



 53 

θεραπευτικό αποτέλεσμα και υποτροπή της νόσου όπως στην περίπτωση της 

ισονιαζίδης σε ασθενείς με φυματίωση (Evans, 1989). 

Επιδημιολογικά, οι φαινότυποι των ταχέων και των βραδέων ακετυλιωτών 

σχετίζονται με τον κίνδυνο ανάπτυξης συγκεκριμένων νεοπλασμάτων. Σε καρκίνους, 

όπως στον εξαρτώμενο από αρωματικές αμίνες καρκίνο της ουροδόχου κύστης, όπου η 

Ν-ακετυλίωση αποτελεί το μονοπάτι αποτοξινώσεως, ο φαινότυπος του βραδέως 

ακετυλιωτή βρίσκεται σε μεγαλύτερο κίνδυνο ειδικά στους καπνιστές και σ΄ αυτούς που 

εκτίθενται επαγγελματικά σε καρκινογενείς αρωματικές αμίνες (Yuan et al., 2008). 

Επιπλέον, παρατηρείται μεγαλύτερη συχνότητα βραδέων ακετυλιωτών μεταξύ των 

ασθενών με καρκίνο του πνεύμονα σε σχέση με τους υγιείς (Cascorbi et al., 1996). Ο 

φαινότυπος και ο γονότυπος του ταχέος ακετυλιωτή απαντάται με αυξημένη συχνότητα 

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

καταναλώνουν κρέας ψημένο σε υψηλές θερμοκρασίες, πιθανώς λόγω της υψηλότερης 

έκθεσης σε καρκινογόνα ετεροκυκλικών αμινών (Hein, 2000; Voutsinas et al., 2013). Έχει 

αναφερθεί ότι η συσχέτιση των ασθενειών με το φαινότυπο της ΝΑΤ-2 είναι πιο ισχυρή 

στους καπνιστές από τους μη καπνιστές (Ambrosone et al., 1996). Επομένως, η εμφάνιση 

ορισμένων καρκίνων σε διαφορετικούς πληθυσμούς μπορεί να εξηγηθεί, τουλάχιστον 

μερικώς, με τον συνδυασμό του γονότυπου του ενζύμου και της έκθεσης σε 

περιβαλλοντικούς παράγοντες. 
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1.3 ΦΑΙΝΟΤΥΠΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ IN VIVO ΔΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΑΣ ΕΝΖΥΜΩΝ 

ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΥ ΤΩΝ ΞΕΝΟΒΙΟΤΙΚΩΝ ΣΤΟΝ ΑΝΘΡΩΠΟ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΤΗΣ 

ΚΑΦΕΪΝΗΣ ΩΣ ΜΕΤΑΒΟΛΙΚΟΥ ΔΕΙΚΤΗ  

 

Γενικά, η διαδικασία φαινοτυπικού προσδιορισμού ενός ενζύμου περιλαμβάνει 

τέσσερα στάδια: (1) τη χορήγηση μικρών δόσεων ενός φαρμάκου-δείκτη που θα 

χρησιμοποιηθεί ως μέσον μέτρησης, (2) την μέτρηση της συγκέντρωσης του φαρμάκου 

ή των μεταβολιτών του σε κάποιο βιολογικό υγρό (πλάσμα, ούρα, σίελος), (3) τον 

υπολογισμό κάποιου μεταβολικού λόγου με τη βοήθεια κάποιου μαθηματικού τύπου, και 

(4) τη συσχέτιση της τιμής του μεταβολικού λόγου με την δραστηριότητα του προς 

εξέταση ενζύμου η οποία είναι γνωστή ήδη από την βιβλιογραφία (Keller et al., 2017). Η 

πλέον ενδεδειγμένη μέθοδος για τον προσδιορισμό της δραστηριότητας ενός ενζύμου 

είναι η κάθαρση του φαρμάκου-δείκτη ή των μεταβολιτών του και αποτελεί τη μέθοδο 

αναφοράς. Ωστόσο, η μέθοδος αυτή απαιτεί μετρήσεις σε πολλαπλές χρονικές στιγμές, με 

αντίστοιχες αιμοληψίες, γεγονός που την καθιστούν πολύπλοκη, δύσκολη και 

επεμβατική. Εναλλακτικά, χρησιμοποιούνται μεταβολικοί δείκτες, δηλαδή πολύπλοκοι 

μαθηματικοί τύποι οι οποίοι συσχετίζουν τους μεταβολίτες με την αρχική ουσία, γνωστοί 

και ως μεταβολικοί λόγοι.  

Από την φύση του, ο φαινοτυπικός προσδιορισμός ενός ενζύμου παρέχει μόνο 

εκτίμηση της δραστηριότητάς του (Tucker et al., 1998). Μία υποψήφια μέθοδος 

προσδιορισμού του φαινότυπου θα πρέπει να αντανακλά την πραγματική 

δραστηριότητα του ενζύμου και δεν θα πρέπει να επηρεάζεται από άλλους παράγοντες. 

Διάφορα κριτήρια έχουν προταθεί για την εγκυρότητα μεθόδων φαινοτυπικού 

προσδιορισμού ενζύμων του ήπατος (Watkins, 1994; Zaigler et al., 2000) και σε γενικές 

γραμμές διαμορφώνονται ως εξής: i) θα πρέπει να υπάρχει συσχέτιση μεταξύ της 

μεθόδου και της δραστηριότητας του ενζύμου in vitro, ii) η μέθοδος θα πρέπει να 

προβλέπει ορθώς την δραστηριότητα του ενζύμου σε υγιείς εθελοντές και σε ασθενείς, 

iii) η μέθοδος θα πρέπει να αντανακλά την αναστολή ή επαγωγή του ενζύμου από 

διάφορους παράγοντες (έκθεση σε περιβαλλοντικούς παράγοντες, διατροφή, φάρμακα), 

iv) τα αποτελέσματα της μεθόδου θα πρέπει να είναι αναπαραγώγιμα και να μην 

επηρεάζονται από άλλους παράγοντες. Επιπλέον, η μέθοδος θα πρέπει να είναι κατά το 

δυνατόν μη επεμβατική, να μπορεί να υλοποιηθεί σχετικά εύκολα σε εθελοντές, να είναι 

χαμηλού κόστους και να χαρακτηρίζεται από αναπαραγώγιμη και εύκολη αναλυτική 

διαδικασία (Faber et al., 2005).  
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Καφεΐνη  

Η καφεΐνη αποτελεί το πλέον χρησιμοποιούμενο ψυχοδιεγερτικό φάρμακο 

παγκοσμίως (Reyes and Cornelis, 2018). Ανευρίσκεται στις τροφές είτε ως φυσικό 

συστατικό στον καφέ, το τσάϊ και στη σοκολάτα είτε ως προϊόν προσθήκης σε διάφορα 

τρόφιμα και ενεργειακά ποτά (Gathering consumption data on specific consumer groups 

of energy drinks - Zucconi - 2013 - EFSA Supporting Publications - Wiley Online Library, 

n.d.). Η Ελλάδα κατέχει την πρώτη θέση σε κατανάλωση καφεΐνης υπό την μορφή του 

ροφήματος καφέ (Reyes and Cornelis, 2018).  

Η καφεΐνη είναι ένα αλκαλοειδές παράγωγο της ξανθίνης (1,3,7 τριμεθυλοξανθίνη) 

το οποίο επηρεάζει αρκετά συστήματα του ανθρώπινου οργανισμού μέσω μη-εκλεκτικού 

ανταγωνισμού των Α1 και Α2Α υποδοχέων της αδενοσίνης, αναστολής της 

φωσφοδιεστεράσης και σταθεροποίησης του ενδοκυττάριου ασβεστίου (Nehlig et al., 

1992; Ferré, 2016). Η κατανάλωση καφεΐνης προκαλεί διέγερση του κεντρικού νευρικού 

συστήματος η οποία εκδηλώνεται με βελτίωση της διάθεσης, καταπολέμηση της 

υπνηλίας και εγρήγορση, μείωση του αισθήματος της κόπωσης και αύξηση της 

ικανότητας για εργασία. Κατανάλωση καφεΐνης μέχρι 400 mg την ημέρα θεωρείται 

ασφαλής καθώς δεν σχετίζεται με ανεπιθύμητες ενέργειες (Nawrot et al., 2003; Wikoff et 

al., 2017), ενώ μετά από κατανάλωση υψηλών δόσεων εκδηλώνεται με ανησυχία, 

ευερεθιστότητα, μυϊκό τρόμο, κρίσεις και παραλήρημα. Κατανάλωση καφεΐνης μπορεί να 

επιφέρει συμπτώματα από το καρδιαγγειακό σύστημα, που ποικίλουν από μικρή αύξηση 

του καρδιακού ρυθμού και της αρτηριακής πίεσης έως καρδιακές αρρυθμίες, από το 

γαστρεντερικό σύστημα, με την εμφάνιση ναυτίας, εμέτων και διάρροιας και από το 

ουροποιητικό σύστημα, με αύξηση της διούρησης (Nawrot et al., 2003).  

Η απορρόφηση της καφεΐνης μετά από του στόματος χορήγηση είναι ταχεία και η 

βιοδιαθεσιμότητά της είναι σχεδόν πλήρης (70-100%) με χρόνο μέγιστης συγκέντρωσης 

στο πλάσμα (Τmax) 30΄-120΄ (Blanchard and Sawers, 1983; Kamimori et al., 2002). Ο 

χρόνος ημίσειας ζωής υπολογίζεται από 1,2 έως 9,9 ώρες υποδηλώνοντας μεγάλη 

διακύμανση της αποβολής της μεταξύ των ατόμων (Blanchard and Sawers, 1983; 

Martínez-López et al., 2014).  

Ο μεταβολισμός της καφεΐνης στον άνθρωπο καταλύεται κυρίως από το CYP1A2 

και περιλαμβάνει N-1, N-3 και N-7 απομεθυλιώσεις της 1,3,7-τριμεθυλοξανθίνης προς 

θεοβρωμίνη (3,7-διμεθυλοξανθίνη, 37X), παραξανθίνη (1,7-διμεθυλοξανθίνη, 17X) και 

θεοφυλλίνη (1,3-διμεθυλοξανθίνη, 13X), αντίστοιχα. Οι απομεθυλιώσεις αυτές 

ευθύνονται για το 80, 11 and 4% περίπου του μεταβολισμού της καφεΐνης (Εικόνα 13 , 
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παχιά βέλη). Έτσι, το CYP1A2 ευθύνεται για το 95% του πρωτογενούς μεταβολισμού της 

καφεΐνης (Lelo et al., 1986; Gu et al., 1992). Οι δι-μεθυλοξανθίνες υπόκεινται σε Ν-

απομεθυλίωση προς τις αντίστοιχες μονο-μεθυλοξανθίνες 1-μεθυλοξανθίνη (1Χ), 3-

μεθυλοξανθίνη (3Χ) και 7-μεθυλοξανθίνη (7Χ). Η καφεΐνη και οι ξανθίνες 

υδροξυλιώνονται προς τα αντίστοιχα ουρικά οξέα 1,3,7-τριμεθυλ-ουρικό οξύ (137U), 1,3-

διμεθυλ-ουρικό οξύ (13U), 1,7-διμεθυλ-ουρικό οξύ (17U), 3,7-διμεθυλ-ουρικό οξύ (37U), 

1-μεθυλ-ουρικό οξύ (1U), 3- μεθυλ-ουρικό οξύ (3U) και 7- μεθυλ-ουρικό οξύ (7U). Το 

CYP2A6 καταλύει την μετατροπή της παραξανθίνης (17Χ) σε 17U, ενώ το ένζυμο ΝΑΤ2 

καταλύει τη διάσπαση του δεσμού μεταξύ των ατόμων C8-N9 και την ακετυλίωση της 

παραξανθίνης προς 5-ακετυλαμινο-6-φορμυλάμινο-3-μεθυλ-ουρακίλη (5-acetylamino-

6-formylamino-3-methyluracil, AFMU) η οποία μετατρέπεται στα ούρα, μη-ενζυματικά, 

σε 5-ακετυλαμινο-6-αμινο-3-μεθυλ-ουρακίλη (5-acetylamino-6-amino-3-methyluracil, 

AAMU). Η οξειδάση της ξανθίνης είναι υπεύθυνη για την μετατροπή της 1Χ σε 1U. Μικρό 

μόνο ποσοστό της χορηγούμενης δόσης της καφεΐνης (1-2%) απεκκρίνεται αμετάβλητη 

στα ούρα λόγω του εκτεταμένου μεταβολισμού της και της υψηλής νεφρικής 

σωληναριακής επαναρρόφησής της (Arnaud, 2011). Στην Εικόνα 13 φαίνονται με παχιά 

βέλη οι κύριες μεταβολικές οδοί της καφεΐνης, τα μεταβολικά ένζυμα και οι μεταβολίτες 

που προκύπτουν από την δραστηριότητα των ενζύμων αυτών και με διακεκομμένη 

γραμμή ελάσσονες μεταβολικές οδοί. Με κόκκινη γραφή παρουσιάζονται τα μεταβολικά 

ένζυμα, οι μεταβολίτες και οι μεταβολικοί λόγοι που χρησιμοποιούνται ως δείκτες της 

δραστηριότητας των ενζύμων στην παρούσα εργασία.  

Οι μεταβολίτες που προκύπτουν από τον μεταβολισμό της καφεΐνης απεκκρίνονται 

από τους νεφρούς. Ο ρυθμός αποβολής της καφεΐνης και των διμεθυλιωμένων 

μεταβολιτών της (17Χ, 13Χ και 37Χ) από τους νεφρούς εξαρτάται από τον ρυθμό 

αποβολής των ούρων και σχετίζεται με την ποσότητα των υγρών που προσλαμβάνονται 

(Εικόνα 14). Πράγματι, όταν ο ρυθμός ροής των ούρων αυξάνεται από 0,6 σε 3,2 ml/min, 

τότε η νεφρική κάθαρση της καφεΐνης αυξάνεται κατά 3 ή 4 φορές (Kalow and Tang, 

1993). Κατά συνέπεια, η συγκέντρωση της καφεΐνης που ανιχνεύεται στα ούρα 

εξαρτάται από το χρόνο συλλογής του δείγματος των ούρων.  
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Εικόνα 13: Μεταβολικές οδοί που ενέχονται στον μεταβολισμό της καφεΐνης στο ανθρώπινο 

ήπαρ. Οι κύριες αντιδράσεις μεταβολισμού απεικονίζονται με παχιά βέλη, ενώ βέλη με 

διακεκομμένη γραμμή υποδηλώνουν ελάσσονες μεταβολικές οδούς. Στην εικόνα διακρίνονται 

επίσης τα ένζυμα που ενέχονται σε κάθε αντίδραση. Με κόκκινη γραφή διακρίνονται οι 

μεταβολίτες, τα μεταβολικά ένζυμα καθώς και οι μεταβολικοί λόγοι που χρησιμοποιήθηκαν ως 

δείκτες της δραστηριότητας των ενζύμων στην παρούσα εργασία. 
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Η νεφρική απέκκριση των μονομεθυλοξανθινών, των ουρικών οξέων και του AFMU 

είναι μεγάλη. Επιπλέον, εξαιτίας της πολικότητάς τους δεν επαναρροφούνται από τα 

νεφρικά σωληνάρια, επομένως ανιχνεύονται δύσκολα στο πλάσμα αλλά πολύ εύκολα 

στα ούρα. Επομένως, ο προσδιορισμός των μεταβολιτών της καφεΐνης στα ούρα μπορεί 

να χρησιμοποιηθεί ως δείκτης εκτίμησης του μεταβολισμού της καφεΐνης και κατ’ 

επέκταση ως δείκτης εκτίμησης της δραστηριότητας των ενζύμων που συμμετέχουν σε 

αυτόν τον μεταβολισμό (Campbell, Spielberg, et al., 1987; Kalow and Tang, 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 14: Συσχέτιση μεταξύ του ρυθμού αποβολής των ούρων και της νεφρικής 

κάθαρσης της καφεΐνης και των τριών διμεθυλοξανθινών μετά από χορήγηση μεμονωμένης 

δόσης καφεΐνης (Τροποποιημένη από Tang-Liu et al., 1983). 

 

Ανάλυση των μεταβολιτών τηςκαφεΐνης σε βιολογικά υγρά με την μέθοδο της 

Υγρής Χρωματογραφίας Υψηλής Απόδοσης (HPLC) 

Η χρωματογραφία αποτελεί μέθοδο διαχωρισμού ουσιών ενός μείγματος με βάση 

την κατανομή τους στις δύο φάσεις, στατική και κινητή, μιας χρωματογραφικής κλίνης η 

οποία μπορεί να έχει τη μορφή στήλης ή επιφάνειας. Η στατική φάση συνίσταται σε ένα 

στερεό, πορώδες, επιφανειοδραστικό υλικό υπό την μορφή μικροσκοπικών σωματιδίων 

ή σε μία λεπτή ταινία υγρού η οποία επενδύει μία στερεή επιφάνεια ή το τοίχωμα μίας 

στήλης, ενώ η κινητή φάση μπορεί να είναι αέρια (αέρια χρωματογραφία) ή υγρή (υγρή 

χρωματογραφία). Η ισορροπία δυνάμεων (ιοντικές δυνάμεις, παροδικά ή μόνιμα 

ηλεκτρικά πεδία και δυνάμεις van der Waals) μεταξύ των μορίων του συστατικού και 
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των μορίων της κινητής και στατικής φάσης καθορίζει την κατανομή των συστατικών 

του μείγματος στην κινητή ή την στατική φάση.  

Κατά την υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης ο διαχωρισμός μεταξύ των 

συστατικών ενός μείγματος επιτυγχάνεται σε μικρό, σχετικά, χρονικό διάστημα λόγω 

των πολύ μικρών σωματιδίων που αποτελούν την στατική φάση και, ως εκ τούτου, την 

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

διαμέσου της στήλης εξ ού και το όνομα HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) 

(Practical High-Performance Liquid Chromatography, 5th Edition, n.d.). Υπό κατάλληλα 

επιλεγμένες πειραματικές συνθήκες τα συστατικά του μείγματος σχηματίζουν ζώνες 

κατά μήκος της στήλης και καθώς εξέρχονται από αυτήν ανιχνεύονται από ανιχνευτή ο 

οποίος αναγνωρίζει τα συστατικά αυτά με βάση κάποια φυσικοχημική ιδιότητά τους, 

όπως την απορρόφησή τους στο ορατό-υπεριώδες, τον φθορισμό, την αγωγιμότητα ή 

την ικανότητα οξειδοαναγωγής. Στη συνέχεια, ο ανιχνευτής μετατρέπει την 

φυσικοχημική αυτή ιδιότητα σε ηλεκτρικό σήμα το οποίο μεταφέρεται μετά από 

ψηφιοποίηση σε ηλεκτρονικό υπολογιστή εφοδιασμένο με λογισμικό σύστημα 

πρόσληψης και ανάλυσης του σήματος (Εικόνα 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 15: Σχηματική απεικόνιση των οργάνων και συσκευών που συνιστούν την πειραματική 

διάταξη της Υγρής Χρωματογραφίας Υψηλής Απόδοσης. 
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Στην HPLC ανάστροφης φάσης (Reversed Phase HPLC, RP-HPLC) μη-πολική είναι η 

στατική φάση, ενώ πολική είναι η κινητή φάση. Η μη πολική στατική φάση συνίσταται, 

κυρίως, από σφαιρικά σωματίδια σιλικόνης στων οποίων την επιφάνεια έχουν προσδεθεί 

υδρογονανθρακικές αλυσίδες αποτελουμένες από 8 ή 18 άτομα άνθρακα. O διαχωρισμός 

των ουσιών στην RP-HPLC βασίζεται στην εκλεκτική κατακράτηση των υδρόφοβων (μη-

πολικών) ενώσεων στην μη-πολική στατική φάση με αποτέλεσμα αυτές να καθυστερούν 

να εξέλθουν από την χρωματογραφική στήλη, αντίθετα από τις οι πολικές ενώσεις οι 

οποίες κατακρατούνται λιγότερο ισχυρά και εξέρχονται πρώτες σε σειρά έκλουσης 

(Dorsey and Dill, 1989). 

Διάφορες μέθοδοι HPLC έχουν αναπτυχθεί για τον προσδιορισμό της καφεΐνης και 

των μεταβολιτών της στα ούρα. Μία μέθοδος είναι η ισοκρατική έκλουση των ουσιών 

κατά την οποία η σύσταση τής κινητής φάσης παραμένει σταθερή κατά την διάρκεια της 

ανάλυσης (Rasmussen and Brøsen, 1996; Krul and Hageman, 1998; Bendriss et al., 2000). 

Μια άλλη μέθοδος είναι η βαθμιδωτή έκλουση κατά την οποία η σύσταση τής κινητής 

φάσης μεταβάλλεται κατά την διάρκεια της ανάλυσης (Georgia et al., 2001; Caubet et al., 

2002). Πριν από την έγχυση στην χρωματογραφική στήλη, η καφεΐνη και οι μεταβολίτες 

απομονώνονται από τα ούρα με εκχύλιση. Μια μέθοδος εκχύλισης είναι αυτή του υγρού-

υγρού (LLE) κατά την οποία μπορούν να χρησιμοποιηθούν διαφόρα συστήματα 

οργανικών διαλυτών, όπως χλωροφόρμιο/ισοπροπανόλη (D. M. Grant et al., 1983; Krul 

and Hageman, 1998; Bendriss et al., 2000) ή οξικός αιθυλεστέρας/ισοπροπανόλη 

(Rasmussen and Brøsen, 1996). Εναλλακτικά μπορεί να γίνει εκχύλιση στερεάς φάσης 

(SPE) κατά την οποία χρησιμοποιούνται διάφορα προσροφητικά υλικά (Georgia et al., 

2001; Caubet et al., 2002).  

 

Εκτίμηση της δραστηριότητας του CYP1A2  

Η δραστηριότητα ενζύμων μπορεί να προσδιορισθεί ex vivo με λειτουργικές 

δοκιμασίες σε ιστούς που εκφράζουν το υπό διερεύνηση ένζυμο. Όμως, το CYP1A2 δεν 

ανευρίσκεται στα ερυθρά αιμοσφαίρια ή σε άλλο ιστό του ανθρώπου με εύκολη 

πρόσβαση. Επειδή το CYP1A2 εντοπίζεται κυρίως στο ήπαρ, η δραστηριότητά του μπορεί 

να προσδιορισθεί με εξέταση βιοπτικού υλικού του ήπατος με προσδιορισμό του 

πρωτεϊνικού του περιεχομένου, με τη μέθοδο Western blot, ή τη μέτρηση του mRNA. 

Βεβαίως, η μέτρηση της δραστηριότητας του CYP1A2 σε βιοπτικό υλικό του ήπατος in 

vitro δεν είναι βέβαιο ότι αντανακλά επακριβώς την λειτουργική ικανότητα του ήπατος 
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in vivo. Επιπλέον, η μέθοδος αυτή είναι ιδιαιτέρως επεμβατική και για τον λόγο αυτό 

έχουν αναπτυχθεί εναλλακτικές μέθοδοι οι οποίες είναι απλές και λιγότερο επεμβατικές 

όπως είναι ο φαινοτυπικός προσδιορισμός με την χρήση της καφεΐνης ως φαρμάκου-

δείκτη χρησιμοποιώντας διάφορα βιολογικά υγρά όπως είναι το πλάσμα, ο σίελος, η 

αναπνοή ή τα ούρα (Faber et al., 2005).  

Η καφεΐνη είναι η πλέον συνήθης ουσία που χρησιμοποιείται για τον φαινοτυπικό 

προσδιορισμό του CYP1A2. Αποτελεί τον καλύτερο δείκτη εκτίμησης της in vivo 

δραστικότητας του ενζύμου αυτού καθώς, όπως προαναφέρθηκε, μεταβολίζεται σχεδόν 

αποκλειστικά (95%) από το ένζυμο αυτό αν και χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό 

της in vivo δραστικότητας των ενζύμων CYP2A6, XO και ΝΑΤ2. Πλεονέκτημα της μεθόδου 

αποτελεί το γεγονός ότι η καφεΐνη διατίθεται από διάφορες διατροφικές πηγές (καφές, 

αναψυκτικά, σοκολάτες) και η χρήση της είναι σχετικά ακίνδυνη, κυρίως για τους 

ανθρώπους που πίνουν συχνά καφέ, ενώ η συγκέντρωσή της σε βιολογικά υγρά μπορεί 

να προσδιορισθεί απλά με την χρήση χρωματογραφικής μεθόδου (Fuhr and Rost, 1994a). 

Μειονέκτημα της μεθόδου αποτελεί η ανάγκη για αποχή από τρόφιμα και ποτά που 

περιέχουν μεθυλοξανθίνες μέχρι και 12-36 ώρες πριν και κατά τη διάρκεια της 

φαινοτυπικής διαδικασίας αν και το ζήτημα αυτό δεν έχει αποσαφηνισθεί πλήρως (Vidya 

Perera et al., 2012) καθώς έχει προταθεί ότι η αποχή να μην είναι αναγκαία (Perera et al., 

2011). Ένα άλλο μειονέκτημα είναι ότι ο μεταβολισμός της καφεΐνης είναι πολύπλοκος 

και εμπλέκει, εκτός από CYP1A2, και άλλα ένζυμα του Ρ450 σε μεταβολικές οδούς 

μικρότερης σημασίας, ενώ μερικοί από τους μεταβολίτες της καφεΐνης είναι τόσο 

υποστρώματα όσο και προϊόντα του CYP1A2 και η παραγωγή τους εξαρτάται από την 

ροή των ούρων γεγονός που καθιστά την χρονική στιγμή δειγματοληψίας ιδιαίτερα 

σημαντική (Faber et al., 2005).  

Σημαντικό ζήτημα όσον αφορά στον φαινοτυπικό προσδιορισμό της 

δραστηριότητας του CYP1A2 με τη χρήση της καφεΐνης ως μεταβολικού δείκτη είναι η 

επιλογή του βιολογικού υγρού στο οποίο θα διεξαχθεί ο ποσοτικός προσδιορισμός της 

καφεΐνης και των μεταβολιτών της. Στο παρελθόν έχει χρησιμοποιηθεί η δοκιμασία 

αναπνοής της καφεΐνης, η κάθαρση της καφεΐνης από το αίμα και τον σίελο καθώς και οι 

μεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης στο σίελο, το πλάσμα και τα ούρα.  

Η δοκιμασία αναπνοής της καφεΐνης ήταν από τις πρώτες μη επεμβατικές μεθόδους 

που αναπτύχθηκαν. Κατά την δοκιμασία αυτή, χορηγείται μία δόση καφεΐνης με 

επισημασμένο 13C άτομο στην 3-μεθυλική ομάδα του μορίουτης και μέτρηση της δίωρης 

σωρευτικής εκπνοής ραδιοεπισημασμένου CO2 (Lambert et al., 1986) ή μεμονωμένης 
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εκπνοής μια ώρα μετά την από του στόματος χορήγηση (Park et al., 2003). Σημαντικά 

μειονέκτηματα της δοκιμασίας αναπνοής της καφεΐνης είναι η χορήγηση 

ραδιοεπισημασμένου φαρμάκου και οι απαιτήσεις σε ειδικό εξοπλισμό για την μέτρηση 

ραδιοεπισημασμένου CO2 στον εκπνεόμενο αέρα. Παρά τα μειονεκτήματά της, η μέθοδος 

θεωρήθηκε έγκυρη καθώς υπήρξε μεγάλη συσχέτιση μεταξύ της συσσωρευτικής (r=0,9) 

και της μεμονωμένης δοκιμασίας αναπνοής (r=0.85) με τη συστηματική κάθαρση της 

καφεΐνης (Kotake et al., 1982; Renner et al., 1984). Η εγκυρότητά της επιβεβαιώθηκε και 

από την ικανότητα της μεθόδου να διακρίνει υψηλές τιμές του CYP1A2 σε καπνιστές 

(Kotake et al., 1982), σε άτομα που λάμβαναν ομεπραζόλη (Rost et al., 1992) και χαμηλές 

τιμές του ενζύμου σε εγκύους και σε γυναίκες που λαμβάνουν αντισυλληπτικά (Kalow 

and Tang, 1993) και σε ασθενείς με ηπατική νόσο (Renner et al., 1984; Park et al., 2003). 

Η πλέον έγκυρη μέθοδος για την εκτίμηση της δραστηριότητας του CYP1A2, η 

οποία αποτελεί και την μέθοδο αναφοράς, είναι η κάθαρση της καφεΐνης από το αίμα 

κατά την οποία πραγματοποιούνται αλλεπάλληλοι προσδιορισμοί των συγκεντρώσεων 

της καφεΐνης στο πλάσμα σε προσχεδιασμένα τατκτά χρονικά διαστήματα (Kalow and 

Tang, 1993; Rostami-Hodjegan et al., 1996). Ως βέλτιστη μέθοδος προτάθηκε ο 

υπολογισμός του λόγου παραξανθίνης/καφεΐνης (17Χ/137Χ) στο πλάσμα 6 ώρες μετά 

την λήψη 150 mg καφεΐνης (Fuhr et al., 2007). Παρόλαυτά, ο φαινοτυπικός 

προσδιορισμός του CYP1A2 με την κάθαρση της καφεΐνης στο αίμα παρουσιάζει 

μειονεκτήματα καθώς αποτελεί επεμβατική μέθοδο, είναι ιδιαίτερα χρονοβόρος και 

δύσκολη τόσο για τον ερευνητή όσο και για τον εθελοντή. 

 

Φαινοτυπικός προσδιορισμός του CYP1A2 στα ούρα 

Μη-επεμβατική μέθοδο για την εκτίμηση της δραστηριότητας του CYP1A2 

αποτελεί ο υπολογισμός των μεταβολικών λόγων της καφεΐνης στα ούρα. Διάφοροι 

μεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης στα ούρα έχουν προταθεί (Πίνακας 4), αν και για όλοι 

αυτοί οι λόγοι παρουσιάζουν μειονεκτήματα καθώς οι περισσότεροι από αυτούς 

επηρεάζονται από διάφορους παράγοντες όπως είναι η νεφρική ροή του αίματος, η ροή 

των ούρων και η δραστηριότητα άλλων ενζύμων, πλέον του CYP1A2, όπως είναι τα NAT2, 

CYP2A6, XO και CYP2E1 (Faber et al., 2005).  

Ο πλέον αξιόπιστος μεταβολικός λόγος της καφεΐνης στα ούρα φαίνεται να είναι ο 

λόγος (1U+1X+AFMU)/17U ο οποίος προσδιορίζεται 4-5 ώρες μετά τη λήψη της 

καφεΐνης (Campbell, Spielberg, et al., 1987). Ο λόγος αυτός παρουσιάζει καλή συσχέτιση 

με τη συστηματική κάθαρση της καφεΐνης (Campbell, Spielberg, et al., 1987; Fuhr et al., 
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1996) και είναι ανεξάρτητος από την ροή των ούρων (Kalow and Tang, 1993; Rostami-

Hodjegan et al., 1996; Sinués et al., 1999) και το CYP2E1 (Rostami-Hodjegan et al., 1996).  

Στη θέση του 17U, μερικές μελέτες χρησιμοποίσαν το 17Χ ως παρονομαστή 

(Streetman et al., 2000). Όμως, η χρήση του 17Χ στον παρονομαστή δημιουργεί δύο 

προβλήματα: (1) επειδή η 17Χ αποτελεί τόσο προϊόν όσο και υπόστρωμα του CYP1A2, ο 

χρόνος συλλογής των δειγμάτων ούρων καθίσταται ιδιαίτερα σημαντική. Συνήθως, ο 

χρόνος δειγματοληψίας προσδιορίζεται στις 4-5 ώρες (Kalow and Tang, 1993; Sinués et 

al., 1999), όμως, ο βέλτιστος χρόνος συλλογής των δειγμάτων μπορεί να διαφοροποιείται 

σε άτομα με επαγωγή του CYP1A2. (2) Η κάθαρση της 17Χ επηρεάζεται από την ροή των 

ούρων (D. M. Grant et al., 1983). Πράγματι, μια μελέτη που χρησιμοποίησε τον λόγο 

(1U+1X+AAMU)/17X έδειξε ότι υπάρχει διακύμανση των τιμών του CYP1A2 κατά 30 

φορές μεταξύ των ατόμων η οποία αποδόθηκε στην εξάρτηση της νεφρικής κάθαρσης 

της 17Χ από την ροή των ούρων (Denaro et al., 1996). Στην ίδια μελέτη αναφέρεται ότι 

δεν υπάρχει συσχέτιση μεταξύ του μεταβολικού αυτού λόγου και της συστηματικής 

κάθαρσης της καφεΐνης και ότι δεν πρέπει να γίνεται χρήση αυτού του λόγου. Επιπλέον, 

σε άλλη μελέτη αναφέρεται ότι ο λόγος (1U+1X+AAMU)/17X εξαρτάται από την ροή των 

ούρων και ότι δεν παρουσιάζει καλή συσχέτιση με τον λόγο (1U+1X+AFMU)/17U (ο 

οποίος όπως προαναφέρθηκε είναι ανεξάρτητος της ροής των ούρων) (Sinués et al., 

1999). 

Δύο άλλοι μεταβολικοί λόγοι που έχουν προταθεί για τον φαινοτυπική εκτίμηση 

του CYP1A2 στα ούρα είναι οι 17X/137X και (17X+17U)/137X οι οποίοι προσδιορίζονται 

4-5 ώρες μετά τη χορήγηση της καφεΐνης (Streetman et al., 2000). Συσχέτιση μεταξύ 

αυτών των μεταβολικών λόγων και της κάθαρσης της καφεΐνης στο αίμα παρουσίασε 

μεγάλη διακύμανση μεταξύ των μελετών (Fuhr and Rost, 1994a; Tang et al., 1994; Fuhr 

et al., 1996). Ο μεταβολικός λόγος (1U+1X+AFMU)/17U βρέθηκε ότι αφενός συσχετίζεται 

καλύτερα, απότι ο λόγος 17X/137X, με την συστηματική κάθαρση της καφεΐνης και 

αφετέρου διακρίνει καλύτερα την μειωμένη δραστηριότητα του CYP1A2 σε γυναίκες που 

χρησιμοποιούν αντισυλληπτικά φάρμακα (Tang et al., 1994). Επιπλέον, η χρήση του 17Χ 

σε αυτούς τους δύο μεταβολικούς λόγους δημιουργεί τα προβλήματα που αναφέρθηκαν 

παραπάνω. Μεγάλο μειονέκτημα αυτών των μεταβολικών λόγων είναι και η εξάρτηση 

της κάθαρσης της 137Χ από την ροή των ούρων. Θα μπορούσε να υποθέσει κάποιος ότι 

η παρουσία μεταβλητών που εξαρτώνται από την ούρων τόσο στον αριθμητή όσο και 

στον παρονομαστή θα προκαλούσε απαλοιφή του προβλήματος. Ωστόσο, η υπόθεση 

αυτή δεν ισχύει καθώς η εξάρτηση κάθε μεταβλητής από την ροή των ούρων είναι 
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διαφορετική (Kalow and Tang, 1993). Σε μία μελέτη στην οποία έγινε σύγκριση 

διαφόρων μεταβολικών λόγων στα ούρα βρέθηκε ότι όλοι οι μεταβολικοί λόγοι που 

περιέχουν είτε 137Χ είτε 17Χ στον παρονονομαστή τους επηρεάζονται από την ροή των 

ούρων ανεξάρτητα από την παρουσία μιας αντίστοιχης μεταβλητής στον αριθμητή 

(Sinués et al., 1999). Επομένως, αυτοί οι μεταβολικοί λόγοι δεν θα πρέπει να 

χρησιμοποιούνται (Fuhr et al., 1996; Streetman et al., 2000). 

 

Πίνακας 4: Μεταβολικοί λόγοι καφεΐνης στα ούρα που έχουν χρησιμοποιηθεί για 

τον προσδιορισμό της δραστηριότητας του CYP1A2 in vivo (με έντονη γραφή 

σημειώνεται ο μεταβολικός λόγος που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία). 

 

Μεταβολικός λόγος CYP1A2 Αναφορά 

(AFMU+1X+1U)/17X (D. M. Grant et al., 1983) 

(AFMU+1X+1U)/17U 
(Campbell, Grant, et al., 1987) 

(Begas et al., 2007, 2017, 2018) 

17X/137X (Kadlubar et al., 1990) 

(17Χ+17U)/137X (Butler et al., 1992) 

(AFMU+1X+1U+17U+17X)/17U (Carrillo and Benitez, 1996) 

 

Φαινοτυπικός προσδιορισμός του CYP1A2 στο σίελο 

Σε παλαιότερη μελέτη, ο φαινοτυπικός προσδιορισμός του CYP1A2 στο σίελο 

υπολογίσθηκε από την κάθαρση της καφεΐνης με δύο μετρήσεις των συγκεντρώσεων του 

φαρμάκου-δείκτη στον σίελο (Jost et al., 1987). Ανάλυση συσχέτισης μεταξύ 

ανοσοδραστικού περιεχομένου ήπατος σε CYP1A2, την ενδογενή κάθαρση της καφεΐνης 

(δηλαδή 3-απομεθυλίωση προς παραξανθίνη) και διαφόρων μεταβολικών λόγων του 

CYP1A2 σε πλάσμα, σίελο και ούρα έδειξε ότι η βέλτιστη συσχέτιση παρατηρείται μεταξύ 

της ενδογενούς κάθαρσης της καφεΐνης και της κάθαρσής της από τον σίελο. 

Ασθενέστερη συσχέτιση παρατηρείται μεταξύ της ενδογενούς κάθαρσης της καφεΐνης 

και του μεταβολικού λόγου παραξανθίνης/καφεΐνης (17Χ/137Χ) που προσδιορίζεται 

στο πλάσμα ή τον σίελο 6 ώρες μετά τη χορήγηση της καφεΐνης (Fuhr and Rost, 1994a; 

Fuhr et al., 1996). Από σύγκριση που έγινε μεταξύ έξι μεθόδων για τον φαινοτυπικό 

προσδιορισμό του CYP1A2, εκτός βέβαια από τη μέθοδο αναφοράς που είναι η κάθαρση 

της καφεΐνης στο αίμα σε σχέση με τη δραστηριότητα του CYP1A2 σε βιοπτικό υλικό 

ήπατος (Fuhr et al., 1996), βρέθηκε ότι ο λόγος παραξανθίνη/καφεΐνη που 
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προσδιορίζεται στο πλάσμα ή τον σίελο πληροί όλα τα κριτήρια πιστοποίησης μιας 

μεθόδου (Faber et al., 2005; Hakooz, 2009). Λόγω της μη-επαμβατικότητας του 

μεταβολικού λόγου παραξανθίνης/καφεΐνης στο σίελο, σε σχέση με το αίμα, ένας από 

τους σκοπούς της παρούσας εργασίας ήταν να αναπτυχθεί αξιόπιστη μέθοδος 

προσδιορισμού του λόγου αυτού στον σίελο. 

 

Εκτίμηση της δραστηριότητας του CYP2A6  

Η κατ΄ εξοχήν αντίδραση για την εκτίμηση της μεταβολικής ικανότητας του CYP2A6 

in vivo είναι η 7- υδροξυλίωση της κουμαρίνης (1,2-βενζοπυρόνη) η οποία ευθύνεται για 

το 95% της βιομετατροπής της ουσίας (Pasanen et al., 1997; Oscarson, 2001). Εκτός από 

την κουμαρίνη, το CYP2A6 καταλύει την 8-υδροξυλίωση της παραξανθίνης, 17Χ, προς 

17U με μικρή συμμετοχή του CYP1A2 (Gu et al., 1992; Kimura et al., 2005). Μάλιστα, σε 

μικρές συγκεντρώσεις 17Χ (0,1 mM) το CYP2A6 είναι το μοναδικό ένζυμο που καταλύει 

την παραπάνω αντίδραση (Nowell et al., 2002). Επομένως, παρόλο που η παραξανθίνη, 

ως παράγωγο του μεταβολισμού της καφεΐνης, παρουσιάζει μικρότερη ειδικότητα για το 

CYP2A6, σε σχέση με την κουμαρίνη, μπορεί να αποτελέσει ένα εναλλακτικό υπόστρωμα 

για την in vivo εκτίμηση της δραστικότητας του CYP2A6.  

Διάφοροι μεταβολικοί λόγοι έχουν προταθεί για την εκτίμηση της in vivo 

δραστηριότητας του CYP2A6 στον άνθρωπο. Ο πλησιέστερος στον θεωρητικό λόγο 

«μεταβολίτης/φάρμακο» είναι ο λόγος 17U/17X (D. M. Grant et al., 1983; Nowell et al., 

2002b) και έχει χρησιμοποιηθεί για τον έλεγχο της δραστηριότητας του CYP2A6 σε υγιείς 

εθελοντές (Begas et al., 2007), καθώς και για την συσχέτιση της ηπατικής λειτουργίας, 

όπως αυτή αντανακλάται από τον μεταβολισμό της καφεΐνης, με την βαρύτητα της 

ηπατικής νόσου σε ασθενείς με αλκοολική κίρρωση (Bechtel et al., 2000). Ο μεταβολικός 

αυτός λόγος χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη (Πίνακας 5). Ο μεταβολικός λόγος 

17U/(AFMU+1X+1U+17X+17U) εκφράζει την 8-υδροξυλίωση της 17Χ ως το ποσοστό 

παραγωγής της 17U σε σχέση με τη συνολική ποσότητα των μεταβολιτών της οδού της 

παραξανθίνης (17Χ) στα ούρα και έχει χρησιμοποιηθεί για την μελέτη της επίδρασης του 

φύλου, της χρήσης των από του στόματος αντισυλληπτικών και της ηλικίας (Krul and 

Hageman, 1998), καθώς και της χορήγησης κουρκουμίνης (Chen et al., 2010) στην 

δραστηριότητα του CYP2A6. Ένας παρόμοιος μεταβολικός λόγος, 

17U/(AFMU+1X+17X+17U), χρησιμοποιήθηκε για την μελέτη της επίδρασης του φύλου 
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και της διατητικής πρόσληψης μπρόκολου στην δραστηριότητα του CYP2A6 (Hakooz 

and Hamdan, 2007). 

 

Πίνακας 5: Μεταβολικοί λόγοι καφεΐνης στα ούρα που έχουν χρησιμοποιηθεί για 

τον προσδιορισμό της δραστηριότητας του CYP2A6 in vivo (με έντονη γραφή 

σημειώνεται ο μεταβολικός λόγος που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία). 

 

Μεταβολικός λόγος CYP2A6 Αναφορά 

17U/17X 

(D. M. Grant et al., 1983) 

(Bechtel et al., 2000) 

(Nowell et al., 2002b) 

(Begas et al., 2007) 

(Djordjevic et al., 2010) 

17U/(17X+17U) (Begas et al., 2017, 2018) 

17U/( AFMU+1X+1U+17X+17U) 
(Krul and Hageman, 1998) 

(Chen et al., 2010) 

17U/(AFMU+1X+17X+17U) (Hakooz and Hamdan, 2007) 

 

Εκτίμηση της δραστηριότητας της Οξειδάσης της Ξανθίνης (Xanthine Oxidase, XO)  

Η δραστηριότητα του ενζύμου ΧΟ μπορεί να εκτιμηθεί φασματοφωτομετρικά ή 

ραδιοχημικά με τον προσδιορισμό του ουρικού οξέος που σχηματίζεται κατά την επώαση 

ξανθίνης με ομογενοποιημένο ηπατικό ιστό που προέρχεται από επεμβάσεις μερικής 

ηπατεκτομής και ανοικτή βιοψία ήπατος (Guerciolini et al., 1991) ή μεταμόσχευσης 

ήπατος (Stirpe et al., 2002). Οι μέθοδοι αυτές, όμως, δεν μπορούν να εφαρμοσθούν στην 

κλινική πράξη λόγω του επεμβατικού τους χαρακτήρα. Αντίθετα, η χρήση της καφεΐνης 

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

επεμβατικό προσδιορισμό της δραστικότητας της ΧΟ in vivo. Όπως φαίνεται και στην 

Εικόνα 13, η ΧΟ ευθύνεται για την σχεδόν αποκλειστική μετατροπή της 1Χ σε 1U, 

γεγονός που υποστηρίζεται από την ικανότητα της αλλοπουρινόλης, ενός ειδικού 

αναστολέα της ΧΟ, να αναστέλλει την μετατροπή αυτή (Grant et al., 1986). 

Δύο μεταβολικοί λόγοι έχουν προταθεί για την in vivo εκτίμηση της 

δραστηριότητας της ΧΟ (Πίνακας 6): ο πρώτος λόγος είναι ο 1U/1X ο οποίος 

ανταποκρίνεται στον θεωρητικό λόγο μεταβολίτης/μητρική ουσία (D. M. Grant et al., 
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1983). Ο δεύτερος λόγος λόγος, 1U/(1U+1X), θεωρείται πιο αξιόπιστος καθώς εκφράζει 

την οξείδωση της 1Χ ως το ποσοστό του παραγομένου 1U στα ούρα σε σχέση με την 

συνολική ποσότητα των μεταβολιτών της οδού στην οποία εμπλέκεται η ΧΟ (Kalow and 

Tang, 1991) και για το λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία. 

 

Πίνακας 6: Μεταβολικοί λόγοι καφεΐνης στα ούρα που έχουν χρησιμοποιηθεί για 

τον προσδιορισμό της δραστηριότητας της ΧΟ in vivo (με έντονη γραφή σημειώνεται ο 

μεταβολικός λόγος που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία). 

 

Μεταβολικός λόγος ΧΟ Αναφορά 

1U/1X 

(D. M. Grant et al., 1983) 

(Rasmussen and Brøsen, 1996) 

(Bechtel et al., 2000) 

(Hakooz, 2009) 

1U/(1X+1U) 
(Tsutsumi et al., 2001) 

(Begas et al., 2007, 2017, 2018) 

 

Εκτίμηση της δραστηριότητας της Ν-ακετυλοτρανσφεράσης (Ν-acetyltransferase 

2, NAT2)  

Ιστορικά, ο φαινοτυπικός προσδιορισμός της ΝΑΤ2 έχει εκτιμηθεί με την χρήση 

διαφόρων φαρμάκων όπως το αντιφυματικό φάρμακο ισονιαζίδη και τα αντιμικροβιακά 

φάρμακα σουλφαμεθαζίνη (Evans et al., 1960) και σουλφαπυριδίνη (Schröder and Evans, 

1972). Λόγω, όμως, της επικινδυνότητας των φαρμάκων αυτών μετά από χορήγησή τους 

σε υγιείς εθελοντές, αλλά και σε ασθενείς, έχει επικρατήσει η χρήση της καφεΐνης ως 

φαρμάκου-δείκτη για την εκτίμηση του φαινότυπυ της ΝΑΤ2. 

Αρχικά προτάθηκε ο μεταβολικός λόγος AFMU/1X ο οποίος προσδιορίσθηκε σε 

ούρα 24ώρου που συλλέχθηκαν μετά την από του στόματος χορήγηση καφεΐνης (D. M. 

Grant et al., 1983). Ο λόγος αυτός εξέφραζε την παραγωγή του AFMU ως ποσοστό όλων 

των μεταβολιτών της οδού της 3-απομεθυλίωσης της καφεΐνης και ορθώς διαχώριζε τον 

πληθυσμό σε δύο ξεκάθαρες ομάδες βραδέων και ταχέων ακετυλιωτών. Αργότερα 

χρησιμοποιήθηκε ο απλοποιημένος λόγος AFMU/1X, σε ούρα 24ώρου και σε ούρα που 

συλλέχθηκαν 2-6 ώρες μετά την λήψη καφεΐνης, ο οποίος διέκρινε τους βραδείς από τους 

ταχείς ακετυλιωτές (D. M. Grant et al., 1983; Grant et al., 1984; Krul and Hageman, 1998). 
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Στη συνέχεια, προτάθηκε ο λόγος AAMU/(AAMU+1U+1X) σε ολονύκτια συλλογή ούρων 

μετά από απογευματινή λήψη καφεΐνης (Tang et al., 1987) και ο ισοδύναμός του λόγος 

AFMU/(AFMU+1U+1X) σε συγκεντρωτικά ούρα των 4 πρώτων ωρών μετά την λήψη της 

καφεΐνης (Relling et al., 1992). Αυτοί οι λόγοι διακρίνουν καλύτερα, σε σχέση τον 

AFMU/1X, τους βραδείς από τους ταχείς ακετυλιωτές με τιμές που βρίσκονται κοντά στο 

σημείο διαχωρισμού των δύο κατανομών (Tang et al., 1991), και κατατάσσουν ορθώς τα 

άτομα σε περίπτωση ηπατικής ή άλλης ασθένειας (Kalow and Tang, 1993; Bendriss et al., 

1998). Ο μεταβολικός λόγος AFMU/(AFMU+1U+1X) φαίνεται να είναι ο πλέον αξιόπιστος 

στην απεικόνιση της δραστικότητας της ΝΑΤ-2 καθώς σε σύγκριση με άλλους 

μεταβολικούς λόγους φαίνεται να επηρεάζεται λιγότερο από την δράση άλλων 

παραγόντων όπως για παράδειγμα από την δράση των ενζύμων ΧΟ ή CYP1A2 (Rostami-

Hodjegan et al., 1996). Ο μεταβολικός αυτός λόγος χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα 

μελέτη (Πίνακας 7). 

 

Πίνακας 7: Μεταβολικοί λόγοι καφεΐνης στα ούρα για τον προσδιορισμό της 

δραστηριότητας του ΝΑΤ2 in vivo. (με έντονη γραφή σημειώνεται ο μεταβολικός λόγος 

που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία). 

 

Μεταβολικός λόγος NAT2 Αναφορά 

AFMU/1X 

(D. M. Grant et al., 1983) 

(Grant et al., 1984) 

(Krul and Hageman, 1998) 

AFMU/(AFMU+1U+1X+17U+17X) (Denis M. Grant et al., 1983) 

AFMU/(AFMU+1U+1X) 

(Rostami-Hodjegan et al., 1996) 

(Bendriss et al., 2000) 

(Begas et al., 2007, 2017, 2018) 
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1.4 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΦΥΣΙΚΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ ΣΤΗ ΔΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΑ ΕΝΖΥΜΩΝ 

ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΥ ΤΩΝ ΞΕΝΟΒΙΟΤΙΚΩΝ  

 

Ως φυσικό προϊόν θεωρείται κάθε μορφή φυτού ή φυτικού προϊόντος το οποίο 

μπορεί να περιλαμβάνει τα φύλλα, τα στελέχη, τα άνθη, τις ρίζες ή και τους σπόρους. 

Παρόλο που πολλά φυσικά προϊόντα χρησιμοποιούνται ως καρυκεύματα στην μαγειρική, 

η χρήση τους ως συμπληρώματα διατροφής προορίζεται κυρίως για ιατρικούς σκοπούς 

(Bent, 2008). Λαμβάνονται ως ξηρό προϊόν ή υπό την μορφή ροφήματος όπως τσαγιού, 

δηλαδή εμβάπτιση του προϊόντος σε ζεστό νερό, ή αφεψήματος όπου απαιτείται 

βρασμός του προϊόντος σε νερό.  

Ιστορικά, η ανθρωπότητα στηριζόταν σε φυσικά προϊόντα για την αντιμετώπιση 

των διαφόρων ασθενειών μέχρι πριν εκατό περίπου χρόνια όταν με την ανάπτυξη 

συνθετικών φαρμάκων τα φυσικά προϊόντα παραγκωνίσθηκαν. Τα τελευταία χρόνια, 

όμως, παρατηρείται ραγδαία αύξηση της χρήσης φυσικών προϊόντων και 

συμπληρωμάτων διατροφής με περίπου 80% των ανθρώπων παγκοσμίως να βασίζονται 

σε τέτοια προϊόντα για την πρωτοβάθμια υγεία τους (Bodeker et al., 2005). Αυτό 

οφείλεται, στο γεγονός ότι τα συνθετικά φάρμακα μπορεί, ενίοτε, να έχουν παρενέργειες 

και να μην είναι αποτελεσματικά προς απογοήτευση του ασθενούς ο οποίος αναλαμβάνει 

την προσωπική του θεραπεία. Παράλληλα, υπάρχει η γενική αντίληψη ότι τα φυσικά 

προϊόντα προωθούν την υγεία και την μακροζωία και ότι είναι ακίνδυνα λόγω της 

φυσικής τους προέλευσης (Ekor, 2014). Όμως, τα φυσικά προϊόντα, αντίθετα με τα 

φαρμακευτικά σκευάσματα τα οποία είναι γνωστής και σταθερής σύνθεσης, έχουν 

πολύπλοκη και ενίοτε άγνωστη σύνθεση με δεκάδες συστατικά. Επιπλέον, είθισται να 

χρησιμοποιούνται από ανθρώπους που έχουν ήδη κάποιο πρόβλημα υγείας και οι οποίοι 

είναι πιθανόν να βρίσκονται υπό κάποια φαρμακευτική αγωγή. Πιθανή αλληλεπίδραση 

κάποιου από τα συστατικά του φυσικού προϊόντος με την φαρμακευτική αγωγή (Ernst, 

2000; Colombo et al., 2014) μπορεί να έχει σημαντικές κλινικές επιπτώσεις 

(Wanwimolruk and Prachayasittikul, 2014) και για το λόγο αυτό τα φυσικά προϊόντα 

πρέπει να αντιμετωπίζονται ως φάρμακα (Zhang et al., 2015).  

Είναι γεγονός ότι η επιστημονική τεκμηρίωση όσον αφορά στην ασφάλεια και την 

αποτελεσματικότητα των φυσικών προϊόντων είναι περιορισμένη (Bent, 2008; Feistel et 

al., 2018). Ο βέλτιστος τρόπος για την ανάδειξη των κλινικών δράσεων ουσιών είναι οι 

ελεγχόμενες κλινικές μελέτες οι οποίες στην περίπτωση των φυσικών προϊόντων είναι 

ιδιαίτερα δυσχερείς λόγω της πολύπλοκης σύνθεσής τους και, επομένως, της δυσκολίας 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 05:11:04 EEST - 18.117.7.241



 70 

να αποδοθεί οποιαδήποτε δράση σε συγκεκριμένο συστατικό. Είναι, μάλιστα, πιθανόν οι 

κλινικές δράσεις ενός φυσικού προϊόντος να οφείλονται σε μεγάλο βαθμό στη συνεργική 

αλληλεπίδραση μεταξύ των συστατικών του (Williamson, 2003). Οι κλινικές δράσεις που 

έχουν τεκμηριωθεί περισσότερο από κάθε άλλο φυσικό προϊόν είναι αυτές του St. John's 

wort (Hypericum perforatum, υπερικόν το διάτρητον ή βαλσαμόχορτο) το οποίο 

χρησιμοποιείται στην ήπια κατάθλιψη (Ng et al., 2017). Το St. John's wort είναι γνωστό 

ότι παρουσιάζει σοβαρές αλληλεπιδράσεις με διάφορα φάρμακα όπως με την βαρφαρίνη 

(Johne et al., 1999; Mueller et al., 2004), την διγοξίνη (Henderson et al., 2002), την 

κυκλοσπορίνη (Ruschitzka et al., 2000) και τον αναστολέα της ΗΙV-1 πρωτεάσης 

ιντιναβίρ (Piscitelli et al., 2000) μέσω μείωσης των επιπέδων τους στο αίμα. 

Υπάρχουν διάφοροι μηχανισμοί μέσω των οποίων μπορεί να παρατηρηθεί 

αλληλεπίδραση μεταξύ φυσικών προϊόντων και φαρμάκων. Ένας από αυτούς είναι η 

τροποποίηση της δραστηριότητας της Ρ-γλυκοπρωτεΐνης (Hennessy et al., 2002) και των 

ενζύμων μεταβολισμού των ξενοβιοτικών μέσω αναστολής ή επαγωγής τους (Lin and Lu, 

2001) που μπορεί να οδηγήσουν σε ανεπιθύμητες ενέργειες ή τοξικότητα (Zhou et al., 

2003). Κλασσικό παράδειγμα τέτοιας αλληλεπίδρασης αποτελεί η μεγάλης χημικής 

συγγένειας σύνδεση της υπερφορίνης, ενεργό συστατικό του St. John's wort, με τον 

υποδοχέα ξενοβιοτικών της πρεγνάνης (Pregnane Xenobiotic Receptor, PXR) που έχει ως 

αποτέλεσμα την επαγωγή του CYP3A4 στο έντερο και στο ήπαρ με επακόλουθη μείωση 

της βιοδιαθεσιμότητας των φαρμάκων εκείνων που αποτελούν υποστρώματα του 

ενζύμου (Markowitz et al., 2003; Wenk et al., 2004; Wanwimolruk and Prachayasittikul, 

2014). Παρομοίως, η κουρκουμίνη φαίνεται να προκαλεί αναστολή του CYP1A2 και 

επαγωγή του CYP2A6 (Chen et al., 2010) χωρίς όμως να επηρεάζει άλλα ένζυμα του 

μεταβολισμού των ξενοβιοτικών (Volak et al., 2013).  

Όπως αναφέρθηκε και σε προηγούμενο κεφάλαιο, οι μελέτες με τις κλινικές χρήσεις 

του κρόκου παρουσιάζουν ραγδαία αύξηση τα τελευταία χρόνια με επακόλουθο την 

αυξανόμενη ανάγκη διεξαγωγής μελετών για τη διερεύνηση της ασφαλούς κλινικής του 

χρήσης. Παρά την πληθώρα των μελετών που διερευνούν την αλληλεπίδραση άλλων 

φυσικών προϊόντων με ένζυμα του μεταβολισμού των ξενοβιοτικών, υπάρχει παντελής 

έλλειψη μελετών που διερευνούν την επίδραση του κρόκου στα μεταβολικά αυτά ένζυμα. 
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1.5 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ  

 

Σκοπός της παρούσας εργασίας τη διερεύνηση της επίδρασης του κρόκου στην in 

vivo δραστικότητα ενζύμων μεταβολισμού των ξενοβιοτικών στον άνθρωπο, με την 

χρήση της καφεΐνης ως φαρμάκου-δείκτη, με τους εξής επιμέρους στόχους: 

 

1. Ανάπτυξη μιας αξιόπιστης μεθόδου χρωματογραφίας ανάστροφης φάσης 

(Reversed-Phase High Pressure Liquid Chromatography, RP-HPLC) για τον 

προσδιορισμό της in vivo δραστικότητας του CYP1A2 στο σίελο. 

 

2. Διερεύνηση της επίδρασης του κρόκου στην in vivo δραστικότητα των ενζύμων 

CYP1A2, CYP2A6, XO και ΝΑΤ2 σε δείγματα ούρων και σιέλου. 
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2. ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 

2.1. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1: Ανάπτυξη και πιστοποίηση μεθόδου για τον προσδιορισμό του 

φαινοτύπου του ενζύμου CYP1A2 στο σίελο 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

- Χημικές ουσίες και αντιδραστήρια 

Η προμήθεια των πρότυπων ουσιών 17X, 17U, 1Χ, 1U και του εσωτερικού 

προτύπου 4-ακεταμιδοφαινόλη έγινε από την εταιρεία Sigma (Steinheim, Γερμανία), της 

πρότυπης ουσίας 1X από την εταιρεία TCI (Zwijndrecht, Βέλγιο) και της πρότυπης ουσίας 

137X από την εταιρεία Fluka (Buchs, Ελβετία). Η πρότυπη ουσία AFMU ήταν ευγενική 

χορηγία του Καθηγητή κ. Wolfgang Pfleiderer (University of Konstanz, Γερμανία). 

Το ακετονιτρίλιο και η μεθανόλη ήταν αναλυτικού βαθμού καθαρότητας και η 

προμήθειά τους έγινε από την εταιρεία SDS (Val de Reuil, Γαλλία). Η προμήθεια του 

υδροχλωρικού οξέος (αναλυτικού βαθμού καθαρότητας) και του θειϊκού αμμωνίου έγινε 

από την εταιρεία Riedel-de Haen (Seelze, Γερμανία). Το οξεικό οξύ και η ισοπροπανόλη 

ήταν αναλυτικού βαθμού καθαρότητας και αγοράσθηκαν από την εταιρεία Merck 

(Darmstadt, Γερμανία), ενώ το χλωροφόρμιο αγοράσθηκε από την εταιρεία Chem Lab 

(Zeldegem, Βέλγιο). Υπερκαθαρό ύδωρ, αγωγιμότητας 0,055 μS/cm, χρησιμοποιήθηκε σε 

όλα τα στάδια της ανάλυσης. 

 

- Χρωματογραφικός εξοπλισμός και χρωματογραφικές συνθήκες 

Η χρωματογραφική ανάλυση της καφεΐνης (137Χ) και των μεταβολιτών της 

πραγματοποιήθηκε με την χρήση μιας αντλίας υψηλής πίεσης τύπου Marathon III (Rigas 

Labs, Θεσσαλονίκη-Ελλάς). Ο ανιχνευτής που χρησιμοποιήθηκε ήταν υπεριώδους-

ορατού τύπου FASMA 500 μεταβλητού μήκους κύματος (Rigas Labs, Θεσσαλονίκη-

Ελλάς). Το μήκος κύματος του ανιχνευτή καθορίσθηκε στα 273 nm. Η βαλβίδα εισαγωγής 

δείγματος ήταν τύπου Rheodyne 7125 (Rheodyne, California, ΗΠΑ) και έφερε βρόχο από 

ανοξείδωτο χάλυβα, όγκου 50 μl.  

Ο διαχωρισμός επιτεύχθηκε με την χρήση χρωματογραφικής στήλης τύπου 

Kromasil 100 C18, της οποίας τα σωματίδια του υλικού πληρώσεως ήταν διαμέτρου 5μm, 

και η διάμετρος των πόρων των σωματιδίων ήταν 100Å. Η στήλη είχε μήκος 250 mm και 

εσωτερική διάμετρο 4,6 mm (Μacherey-Nagel, Γερμανία) και η θερμοκρασία κατά τη 

λειτουργία της τέθηκε στους 30°C μέσω θερμοστάτη στήλης (Lab Alliance, State College, 
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PA, USΑ). Η συγκεκριμένη στήλη χαρακτηρίζεται ως μία από τις πλέον ενδεδειγμένες για 

τον διαχωρισμό όχι μόνον βασικών αλλά και μη βασικών ενώσεων λόγω της μικρής της 

περιεκτικότητας σε ελεύθερες επιφανειακές σιλανόλες (-SiOH) και μικρής επιμόλυνσης 

από μεταλλικά ιχνοστοιχεία. Οι σιλανόλες λόγω του όξινου χαρακτήρα τους προκαλούν 

αυξημένη κατακράτηση των βασικών ουσιών, διεύρυνση και ασυμμετρία των 

χρωματογραφικών κορυφών τους με αποτέλεσμα μειωμένη αποτελεσματικότητα της 

χρωματογραφικής στήλης όσον αφορά στον διαχωρισμό τους (Practical High-

Performance Liquid Chromatography, 5th Edition, n.d.).  

Η κινητή φάση στην περίπτωση δειγμάτων σιέλου αποτελούνταν από 0,1% οξικού 

οξέος-μεθανόλης-ακετονιτριλίου 80:20:2 v/v και και διέτρεχε την στήλη με ταχύτητα 0,8 

mL/min. Στην περίπτωση δειγμάτων ούρων, η κινητή φάση αποτελούνταν από 0,1% 

οξιικού οξέος-μεθανόλης-ακετονιτριλίου 92:4:5 v/v και διέτρεχε την στήλη με ταχύτητα 

ροής 0,7 ml/min για το χρονικό διάστημα 0-5 min και 1,1 ml/min για το χρονικό 

διάστημα από 5-20 min (Begas et al., 2007). Η κινητή φάση απαερώθηκε από σύστημα 

απαερωτή (ERC Inc., Kawaguchi City, Ιαπωνία).  

Η πρόσληψη και ανάλυση των χρωματογραφικών δεδομένων πργαματοποιήθηκε 

με το λογισμικό Chrom&Spec (Ampersand Ltd, Moscow, Ρωσία). 

 

- Παρασκευή προτύπων διαλυμάτων 

Παρασκευή προτύπων διαλυμάτων 17Χ και 137Χ 

Πυκνά διαλύματα της καφεΐνης (100μg/mL), της παραξανθίνης (17X, 100μg/mL), 

και του εσωτερικού προτύπου (Internal Sandard, IS; 4-ακεταμιδοφαινόλη, 10μg/mL) 

παρασκευάσθηκαν με νερό βαθμού καθαρότητας HPLC και διατηρήθηκαν στους -20°C.  

Τα δείγματα βαθμονόμησης (matrix calibrators) και του ποιοτικού ελέγχου 

παρασκευάστηκαν με την προσθήκη κατάλληλα αραιωμένων πυκνών διαλυμάτων της 

καφεΐνης και της παραξανθίνης σε δείγματα σιέλου υγιών εθελοντών που δεν 

κατανάλωναν καφέ και, επιπλέον ,είχαν κάνει αποχή από τροφές και ροφήματα που 

περιείχαν μεθυλοξανθίνες για διάστημα τουλάχιστον 24 ωρών πριν την δειγματοληψία. 

Τα δείγματα των εθελοντών πιστοποιήθηκαν ως ελεύθερα μεθυλοξανθινών καθώς δεν 

υπήρχαν χρωματογραφικές παρεμβολές ούτε από 137Χ ούτε από μεταβολίτες της.  

Παρασκευή προτύπων διαλυμάτων AFMU, 1U, 1X και 17U  

Πυκνά διαλύματα των μεταβολιτών της καφεΐνης 1X, 17U, 1U, AFMU και του 

εσωτερικού προτύπου (Internal Sandard, IS; 4-ακεταμιδοφαινόλη, 10μg/mL) 

παρασκευάσθηκαν, το καθένα, σε συγκέντρωση 5,0 mM και διατηρήθηκαν στους -20°C. 
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Τα διαλύματα της 1Χ και της 1U παρασκευάσθηκαν σε 5,0 mM NaOH, της 17U σε 2,5 mM 

NaOH και της AFMU σε 0,1% οξικό οξύ. Το πυκνό διάλυμ της 4-ακεταμιδοφαινόλης (IS) 

παρασκευάστηκε σε συγκέντρωση 10 mM με 0,1% οξικό οξύ. 

 

- Προκατεργασία των δειγμάτων  

Επεξεργασία των δειγμάτων σιέλου 

Τα δείγματα σιέλου (~1–5 mL) φυγοκεντρήθηκαν στις 4000 rpm για 4’. Κατόπιν, 

από το υπερκείμενο υγρό λήφθηκε ένα δείγμα όγκου 200 μL το οποίο κορέσθηκε με 250 

mg θειϊκού αμμωνίου και στο οποίο προστέθηκαν 100 μL από διάλυμα 10 μg/mL 

εσωτερικού προτύπου, IS. Η εκχύλιση των αναλυτών από το δείγμα έγινε με την βοήθεια 

4 mL μείγματος χλωροφορμίου-ισοπροπανόλης 85:15, v/v σύμφωνα με προηγούμενη 

μελέτη (Carrillo et al., 2000). Το δείγμα φυγοκεντρήθηκε στις 4000 rpm για 4’, και έγινε 

διαχωρισμός της υδατικής από την οργανική φάση με διαχωριστική χοάνη. Η εξάτμιση 

της οργανικής φάσης πραγματοποιήθηκε σε συσκευή συμπύκνωσης δειγμάτων (Techne 

Dri-Block, UK) υπό ήπιο ρεύμα αζώτου στους 45°C. Το στερεό υπόλοιπο που προέκυψε 

επαναδιαλυτοποιήθηκε σε 200 μL κινητής φάσης, φυγοκεντρήθηκε για 2΄ στις 5000 rpm 

και 50 μL από το διάλυμα εισήχθησαν στην χρωματογραφική στήλη.  

Η επεξεργασία των δειγμάτων βαθμονόμησης (spiked calibration standards) και 

ποιοτικού ελέγχου (quality controls) έγινε με τον τρόπο που περιγράφηκε παραπάνω. Τα 

διαλύματα βαθμονόμησης και ποιοτικού ελέγχου παρασκευάσθηκαν από δείγματα 

σιέλου όγκου 200 μL στο οποίο προστέθηκαν κατάλληλες ποσότητες πυκνού διαλύματος 

17X και 137X ώστε να αποφέρουν την επιθυμητή τελική συγκέντρωση. 

 

Επεξεργασία των δειγμάτων ούρων 

Η προκατεργασία των δειγμάτων ούρων έγινε σύμφωνα με μέθοδο που είχε ήδη 

αναπτυχθεί στο Εργαστήριο Φαρμακολογίας (Begas et al., 2007). Συγκεκριμένα, σε 

δείγμα ούρων όγκου 200 μL προστέθηκαν με 250 mg θειϊκού αμμωνίου, για την 

κατακρήμνιση των ενυπαρχουσών πρωτεϊνών, 200 μL διαλύματος οξικού οξέος 0,1% και 

20 μL διαλύματος του εσωτερικού προτύπου. Το δείγμα αναδεύθηκε ισχυρά για 30΄΄, 

ακολούθησε εκχύλιση των μεταβολιτών της καφεΐνης και του εσωτερικού προτύπου με 

6 mL διαλύματος χλωροφορμίου/ισοπροπανόλης σε αναλογία όγκων 85/15 v/v και 

φυγοκέντρηση για 2΄ στις 5000 rpm ώστε να διασπασθεί τυχόν δημιουργηθέν 

γαλάκτωμα. Η υδατική φάση διαχωρίσθηκε από την οργανική με την χρήση 

διαχωριστικής χοάνης και η εναπομείνουσα οργανική φάση εξατμίσθηκε μέχρι ξηρού με 
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θέρμανση στους 45°C υπό ήπιο ρεύμα αζώτου. Το στερεό υπόλειμμα επαναδιαλύθηκε σε 

200 μl οξικού οξέος 0,1%, αναδεύθηκε ισχυρά για 15’’, διηθήθηκε με πλαστικό φίλτρο 

σύριγγας διαμέτρου πόρων 0,2 μm και 20 μL του διαλύματος αυτού εγχύθηκαν στη 

χρωματογραφική στήλη.  

Για την παρασκευή των διαλυμάτων βαθμονόμησης και ποιοτικού ελέγχου 

χρησιμοποιήθηκαν δείγματα ούρων, ελεύθερα μεθυλοξανθινών, όγκου 200 μL στα οποία 

προστέθηκαν 200 μL των προτύπων μειγμάτων των μεταβολιτών της καφεΐνης, σε 

διάφορες συγκεντρώσεις, καθώς και 20 μL του διαλύματος του εσωτερικού προτύπου 

και επεξεργάστηκαν όπως ανωτέρω. Tα δείγματα βαθμονόμησης σε συγκεντρώσεις 10, 

20, 50, 150, 300 και 500 μΜ παρασκευάστηκαν με την ανάμιξη ούρων ελευθέρων από 

μεθυλοξανθίνες με πυκνά διαλύματα των 5 μεταβολιτών στις ανωτέρω συγκεντρώσεις 

και περαιτέρω προσθήκη του εσωτερικού προτύπου. 

 

- Πιστοποίηση της μεθόδου 

Η μέθοδος πιστοποιήθηκε όσον αφορά στην ακρίβεια, επαναληψιμότητα, 

ειδικότητα, στην γραμμικότητα των καμπυλών βαθμονόμησης και στο όριο ανίχνευσης 

και ποσοτικοποίησης σύμφωνα με τις προβλεπόμενες διαδικασίες και τις 

κατευθυντήριες οδηγίες (Guidances (Drugs), n.d.; Tsakalof et al., 2003) (Πίνακας 8).  

 

Πίνακας 8: Παράμετροι πιστοποίησης μεθόδου. 

Παράμετροι πιστοποίησης μεθόδου 

Ακρίβεια Accuracy  

Επαναληψιμότητα Precision 

Ειδικότητα Specificity 

Γραμμικότητα απόκρισης ανιχνευτή Linearity of detector response 

Όριο ανίχνευσης Limit of Detection 

Όριο ποσοτικοποίησης Limit of Quantification 

 

Οι καμπύλες βαθμονόμησης κατασκευάσθηκαν χρησιμοποιώντας 6 συγκεντρώσεις 

των αναλυτών με σκοπό να ελεγχθεί η γραμμική συσχέτιση μεταξύ των λόγων [ύψος 

χρωματογραφικής κορυφής των υπό εξέταση ουσιών]/[ύψος κορυφής του IS] και των 

αντιστοίχων συγκεντρώσεων των μεταβολιτών της καφεΐνης. Tα δείγματα 

βαθμονόμησης σε συγκεντρώσεις 0,10-8,00μg/mL παρασκευάστηκαν με την ανάμιξη 

δειγμάτων σιέλου ελευθέρων μεθυλοξανθινών με πυκνά διαλύματα των ουσιών και 
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προσθήκη του εσωτερικού προτύπου. Παρασκευάσθηκαν επίσης 3 δείγματα ποιοτικού 

ελέγχου σε μικρή, μεσαία και μεγάλη συγκέντωση με βάση το εύρος της καμπύλης 

βαθμονόμησης. Τα δείγματα βαθμονόμησης και ποιοτικού ελέγχου εκχυλίστηκαν και 

αναλύθηκαν με τη διαδικασία που περιγράφηκε προηγουμένως. Για την κατασκευή των 

καμπυλών βαθμονόμησης χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της γραμμικής παλινδρόμησης 

σύμφωνα με την εξίσωση y=ax+b. Η γραμμικότητα των προτύπων καμπυλών 

πιστοποιήθηκε από την τιμή των συντελεστών (r2) της παλινδρόμησης και μέσω του εκ 

νέου υπολογισμού των συγκεντρώσεων των δειγμάτων βαθμονόμησης βάσει των ήδη 

υπολογισθεισών εξισώσεων. 

 

- Εκτίμηση της δραστηριότητας του CYP1A2 σε υγιείς εθελοντές 

Στη μελέτη συμμετείχαν 34 εθελοντές εκ των οποίων οι 17 ήταν άνδρες και οι 17 

ήταν γυναίκες (Πίνακας 9). Οι εθελοντές θεωρήθηκαν υγιείς σύμφωνα με το ιατρικό 

τους ιστορικό (Εικόνα 16) και τον πρόσφατο αιματολογικό και βιοχημικό τους έλεγχο. 

Κανένας εκ των εθελοντών δεν λάμβανε κάποιο φάρμακο, ενώ καμμία γυναίκα δεν έκανε 

χρήση αντισυλληπτικών φαρμάκων. Οι εθελοντές χωρίσθηκαν σε δύο ομάδες σε 

καπνιστές (συνολικά 16 εθελοντές εκ των οποίων 11 ήταν άνδρες και 5 γυναίκες) και σε 

μη καπνιστές (συνολικά 18 εθελοντές εκ των οποίων 6 ήταν άνδρες και 12 γυναίκες).  

Το πρωτόκολλο της δοκιμασίας της καφεΐνης φαίνεται διαγραμματικά στην 

Εικόνα 17 Για την πραγματοποίησή του ζητήθηκε από τους εθελοντές να απέχουν από 

ροφήματα και τρόφιμα που περιέχουν μεθυλοξανθίνες για 12 ώρες, τουλάχιστον, πριν 

αλλά και κατά την διάρκεια της δοκιμασίας (γκρίζο τετράγωνο). Την ημέρα της 

δοκιμασίας της καφεΐνης οι εθελοντές κατανάλωσαν ~200 mL καφέ φίλτρου ή 

στιγμιαίου καφέ των οποίων η περιεκτικότητα σε καφεΐνη, σύμφωνα με παλαιότερη 

μέλετη, ήταν ~118 and ~106 mg, αντίστοιχα (Barone and Roberts, 1996). Δείγματα 

σιέλου και ούρων συλλέχθησαν 6 ώρες αργότερα (κόκκινο τρίγωνο), κωδικοποιήθηκαν 

με νούμερο και αποθηκεύθηκαν στους -20°C μέχρι να αναλυθούν χρωματογραφικά. Η 

συλλογή των δειγμάτων σιέλου έγινε χωρίς προηγούμενη διέγερση (με παραφίνη ή 

άλλου μέσου μάσησης) σε πλαστικούς σωλήνες μετά από σύντομη έκπλυση του 

στόματος. Η συλλογή των δειγμάτων ούρων έγινε σε πλαστικούς ουροσυλλέκτες με 

άμεση ρύθμιση του pH στο 3,5 προς αποφυγή της μετατροπής του AFMU σε AAMU. 

Ακολούθησε διαμερισμός του δείγματος των ούρων σε πλαστικά σωληνάρια τύπου 

eppendorf και αποθήκευση των δειγμάτων στους -20°C μέχρι την περαιτέρω 

επεξεργασία και χρωματογραφική τους ανάλυση.  
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ΑΠΟΓΡΑΦΙΚΟ ΔΕΛΤΙΟ ΕΘΕΛΟΝΤΩΝ 

 

Εικόνα 16:  Απογραφικό δελτίο εθελοντών που χρησιμοποιήθηκε στην μελέτη. 

  

Ονοματεπώνυμο: 

Τόπος Κατοικίας :     Πόλη: 
                                  Οδός-αριθμός:        
                                  Χωριό:  
Αριθμός Τηλεφώνου: 

Φύλο: Άνδρας  ⁪  
            Γυναίκα  ⁪  

Ηλικία:  
 

Βάρος:  
 

Ύψος:  
 

Κάπνισμα: Όχι   ⁪                       
 
      Ναι      ⁪  (# Τσιγάρων): Τύπος τσιγάρων: Ελαφριά     ⁪  

                            Κανονικά   ⁪  
                            Βαριά         ⁪    

Διακοπή καπνίσματος: ⁪  Ημερομηνία:  

Έκθεση σε παθητικό κάπνισμα (στην οικογένεια) : Ναι  ⁪  
                                                                                  Όχι   ⁪  

Κατανάλωση Καφέ (Ημερήσια ποσότητα): Είδος Καφέ:  

Κατανάλωση τροφών (κατά τη διάρκεια αποχής από καφέ): 
 
Λάχανο:         Κουνουπίδι:        Μπρόκολο:         Γκρέϊπ Φρουτ:          Κρέας στα κάρβουνα: 

Κατανάλωση αλκοόλ (συχνότητα-ποσότητα): 
 

Επάγγελμα:  Έκθεση σε: Καύσιμα ⁪  Διαλύτες ⁪  
Φυτοφάρμακα ⁪  Άλλες χημικές ουσίες ⁪  

Έναρξη εμμήνου ρύσεως:   Φάση εμμηνορρυσιακού 
κύκλου:  

Εμμηνόπαυση  ⁪  
Ηλικία εμμηνόπαυσης: 

Ασθένειες Φαρμακευτική αγωγή 
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Η μελέτη έλαβε έγκριση από την Επιτροπή Ηθικής του Επιστημονικού Συμβουλίου 

του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Λάρισας (αριθμός έγκρισης 812015679). Όλοι οι 

εθελοντές που συμμετείχαν στην μελέτη έδωσαν την ενυπόγραφη συγκατάθεσή τους. Το 

ερευνητικό πρωτόκολλο υλοποιήθηκε σύμφωνα με τη διακήρυξη της Παγκόσμιας 

Ιατρικής Εταιρείας στο Ελσίνκι σχετικά με ζητήματα ηθικής κατά την έρευνα σε 

ανθρώπους. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 17: Πρωτόκολλο δοκιμασίας της καφεΐνης. 

 

- Στατιστική ανάλυση 

Τα αποτελέσματα εκφράστηκαν ως μέσος όρος ± τυπική απόκλιση μέσου όρου. Η 

κανονικότητα της κατανομής των τιμών ελέγχθηκε με την δοκιμασία Kolmogorov 

Smirnov, ενώ διαφορές μεταξύ μέσων τιμών εξετάσθηκαν με την δοκιμασία Mann–

Whitney χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα SPSS (έκδοση 24). Οποιαδήποτε συσχέτιση με 

τιμή p<0.05 θεωρήθηκε στατιστικά σημαντική. Η γραμμικότητα των καμπυλών 

βαθμονόμησης προσδιορίστηκε από ανάλυση γραμμικής παλινδρόμησης. 
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Πίνακας 9: Δημογραφικά στοιχεία των εθελοντών που συμμετείχαν στην μελέτη.  

 

α/α Κάπνισμα Ηλικία Βάρος Ύψος ΒΜΙ 

Γυναίκες      

1 ΟΧΙ 40 68 1,63 25,6 

2 ΟΧΙ 31 60 1,65 22,0 

3 ΟΧΙ 26 66 1,65 24,2 

4 ΟΧΙ 27 75 1,71 25,6 

5 ΟΧΙ 25 55 1,60 21,5 

6 ΟΧΙ 52 60 1,60 23,4 

7 ΟΧΙ 47 53 1,60 20,7 

8 OXI 54 53 1,58 21.2 

9 ΟΧΙ 52 68 1,70 23,5 

10 ΟΧΙ 50 77 1,63 29,0 

11 ΟΧΙ 52 47 1,56 19,3 

12 ΟΧΙ 47 70 1,61 27,0 

13 ΝΑΙ 44 53 1,63 19,9 

14 ΝΑΙ 39 90 1,77 28,7 

15 ΝΑΙ 41 54 1,52 23,4 

16 ΝΑΙ 50 60 1,70 20,8 

17 ΝΑΙ 34 80 1,70 27,7 

Άνδρες      

1 ΟΧΙ 45 77 1,76 24,9 

2 ΟΧΙ 52 83 1,79 25,9 

3 ΟΧΙ 53 83 1,78 26,2 

4 ΟΧΙ 47 73 1,71 25,0 

5 ΟΧΙ 55 93 1,68 33,0 

6 ΟΧΙ 54 100 1,88 28,3 

7 ΝΑΙ 41 75 1,77 23,9 

8 ΝΑΙ 45 75 1,72 25,4 

9 ΝΑΙ 40 78 1,80 24,1 

10 ΝΑΙ 38 110 2,05 26,2 

11 ΝΑΙ 25 98 1,91 26,9 

12 ΝΑΙ 39 102 1,89 28,6 

13 ΝΑΙ 23 75 1,78 23,7 

14 ΝΑΙ 42 70 1,72 23,7 

15 ΝΑΙ 43 150 1,85 43,8 

16 ΝΑΙ 30 90 1,82 27,2 

17 ΝΑΙ 45 80 1,77 25,6 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Πιστοποίηση της μεθόδου 

Ειδικότητα 

Η ειδικότητα προσδιορίσθηκε από την ανάλυση των δειγμάτων σιέλου ελεύθερα 

μεθυλοξανθινών έξι εθελοντών. Δεν εμφανίσθηκε καμμία ενδογενής κορυφή που θα 

μπορούσε να προκαλέσει παρεμβολή με την έκλουση των κορυφών της 17Χ και της 137Χ 

και του εσωτερικού προτύπου IS (Εικόνα 18). Η μέθοδος που αναπτύχθηκε παρουσίασε 

επαρκή διαχωρισμό της 137Χ από τους κύριους μεταβολίτες της 17Χ, 37Χ, 13Χ και το IS 

καθώς οι συντελεστές διαχωρισμού ήταν >2,80. Δύο κορυφές θεωρούνται επαρκώς 

διαχωρισμένες όταν ο συντελεστής διαχωρισμού είναι ≥1,5 (Practical High-Performance 

Liquid Chromatography, 5th Edition, n.d.). Οι χρόνοι κατακράτησης παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 10 (ν=50).  

 

Πίνακας 10: Χρόνοι κατακράτησης της καφεΐνης, των μεταβολιτών της και του IS. 

Ουσία Χρόνος κατακράτησης (min) ν 

13Χ 5,06±0,07 34 

IS 6,00±0,09 50 

17Χ 7,24±0,10 50 

37Χ 8,25±0,15 34 

137Χ 12,68±0,20 50 

 

Ανάκτηση  

Η ανάκτηση των 137Χ και 17Χ προσδιορίσθηκε από την σύγκριση μεταξύ των 

εμβαδών των κορυφών δειγμάτων σιέλου που περιείχαν προκαθορισμένες 

συγκεντρώσεις των μεταβολιτών και των εμβαδών των αντιστοίχων προτύπων 

διαλυμάτων σε συγκεντρώσεις 0,30, 1,35, και 6,00 μg/mL (Πίνακας 11). Η ποσοστιαία 

ανάκτηση του IS ήταν 89,66±2,97 (ν= 62).  

 

Πίνακας 11: Ποσοστά ανάκτησης της καφεΐνης, των μεταβολιτών της και του IS. 

Συγκέντρωση (μg/mL) 17Χ (ν=11) 137Χ (ν=11) 

0,30 95,97±3,26 98,99±3,83 

1,35 96,72±2,71 93,82±3,35 

6,00 94,93±2.74 93,28±3,48 
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Εικόνα 18: Αντιπροσωπευτικά χρωματογραφήματα HPLC δειγμάτων σιέλου. 
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Γραμμικότητα των καμπυλών βαθμονόμησης των 137Χ και 17Χ  

Οι καμπύλες βαθμονόμησης κατασκευάσθηκαν με σκοπό τον έλεγχο της 

γραμμικότητας της συσχέτισης μεταξύ των λόγων του εμβαδού της χρωματογραφικής 

κορυφής των 137Χ και 17Χ προς το εμβαδόν της κορυφής του εσωτερικού προτύπου 

(Ε[137Χ+17Χ]/Ε[ΙS]), έναντι των προκαθορισμένων συγκεντρώσεων των ανωτέρω 

ουσιών σε δείγματα σιέλου ελεύθερα μεθυλοξανθινών (blank spiked samples).  

Οι καμπύλες βαθμονόμησης για τις μεθυλοξανθίνες 17Χ και 137Χ ήταν γραμμικές 

στο εύρος συγκεντρώσεων 0,10-8,00 μg/mL και περιγράφονταν από τις εξισώσεις που 

φαίνονται στον Πίνακα 12 με συντελεστές παλινδρόμησης >0,99. Και οι δύο καμπύλες 

είχαν σημείο τομής με τον άξονα των y το οποίο δεν διέφερε σημαντικά από το μηδέν 

(17Χ: p=0,599 και 137Χ: p=0,477). 

 

Πίνακας 12: Εξισώσεις προτύπων καμπυλών βαθμονόμησης και συντελεστές 

παλινδρόμησης στο σίελο. 

 

 y = ax + b R2 

17X y = (0.522 ± 0.007)x + (0.015 ± 0.027) 0.9972 

137X y = (0.508 ± 0.008)x + (0.024 ± 0.032) 0.9956 

 

Οι συγκεντρώσεις των δειγμάτων βαθμονόμησης υπολογίσθηκαν εκ νέου σύμφωνα 

με τις οδηγίες πιστοποίησης βιο-αναλυτικών μεθόδων που έχουν τεθεί από τον 

Ευρωπαϊκό Οργανισμό Φαρμάκων (European Medicines Agency, ΕΜΑ) χρησιμοποιώντας 

τις παραπάνω εξισώσεις. Το σφάλμα και η διακύμανση των μετρήσεων δεν υπερέβη το 

12,4% (Πίνακας 13). 
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Πίνακας 13: Ακρίβεια & επαναληψιμότητα των βαθμονομητών 17Χ και 137Χ στο 

σίελο. 

 17Χ 137Χ 

[βαθμονομητή] 

μg/mL 

[μετρηθείσα] 

μg/mL 
CV % Bias % 

[μετρηθείσα] 

μg/mL 
CV % Bias % 

0,10 (LLOQ, ν=6) 0,095 7,13 -4,60 0,088 11,29 -12,40 

0,50 (ν=2) 0,49 1,43 -2,00 0,53 0,78 6,60 

1,00 (ν=2) 1,02 4,02 2,10 1,03 2,20 2,70 

2,00 (ν=2) 1,95 0,14 -2,55 2,07 0,13 3,60 

4,00 (ν=2) 3,98 0,85 -0,32 3,75 0,30 -6,35 

8,00 (ν=2) 7,78 1,05 -2,75 7,84 1,24 -2,00 

 

Ακρίβεια και επαναληψιμότητα της μεθόδου 

Τρία δείγματα ποιοτικού ελέγχου (Quality Control samples, QC) με χαμηλή (0,30 

μg/mL), μεσαία (1,35 μg/mL) και υψηλή (6,00 μg/mL) συγκέντρωση των 17Χ, 137Χ και 

IS παρασκευάσθηκαν μετά από προσθήκη κατάλληλα αραιωμένου πυκνού διαλύματος 

των ουσιών σε δείγμα σιέλου ατόμου στο οποίο δεν είχε καταναλώσει μεθυλοξανθίνες 

(spiked samples). Η ακρίβεια και η επαναληψιμότητα εντός σειράς (intra-day) και μεταξύ 

σειρών (inter-day) ελέγχθηκε με ανάλυση έξι αντιγράφων καθενός από τα τρία δείγματα 

ποιοτικού ελέγχου (Πίνακας 14). Για κάθε δείγμα ποιοτικού ελέγχου η συγκέντρωση της 

κάθε ουσίας υπολογίσθηκε εκ νέου με βάση την εξίσωση της καμπύλης γραμμικής 

παλινδρόμησης. Τα αποτελέσματα πιστοποίησης της μεθόδου για τα δείγματα εντός 

σειράς (intra-day, ν=6) και μεταξύ σειρών (inter-day, ν=6) εμφανίζονται στον Πίνακα 

14. 

Η ακρίβεια της μεθόδου ορίσθηκε ως % σφάλμα (bias %) και υπολογίσθηκε από 

την εκατοστιαία διαφορά μεταξύ της μετρηθείσας έναντι της γνωστής συγκέντρωσης 

κάθε δείγματος σε σχέση με την γνωστή συγκέντρωση σύμφωνα με τον παρακάτω τύπο: 

 

% 𝐵𝑖𝑎𝑠 = 100 ×
μετρηθείσα συγκέντρωση − γνωστή συγκέντρωση

γνωστή συγκέντρωση
 

 

Η επαναληψιμότητα (precision) υπολογίστηκε από τον εκατοστιαίο συντελεστή 

διακύμανσης των έξι μετρήσεων (% Coefficient of variation - CV%) βάσει του τύπου: 
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% 𝐶𝑉 =  
𝑆𝐷

𝑚𝑒𝑎𝑛
 × 100 

 

Η μέθοδος αποδείχθηκε αναπαραγώγιμη με συντελεστή διακύμανσης <5,14% για 

τις 17Χ και 137Χ. Οι τιμές του % σφάλματος κυμάνθηκαν για την 17Χ μεταξύ -3,38 και 

2,22% και για την 137Χ μεταξύ 3,24 και 4,47%. Οι μεταβολικοί λόγοι 17X/137X που 

προέκυψαν ήταν επίσης αναπαραγώγιμοι με συντελεστή διακύμανσης <5,51% και % 

σφάλμα που κυμάνθηκε μεταξύ 5,09 και 2,74%.  

 

Όριο ποσοτικού προσδιορισμού (low limit of quantitation, LLOQ) και όριο 

ανιχνευσιμότητας (limit of detection, LOD) 

Το όριο ποσοτικού προσδιορισμού καθορίσθηκε, σύμφωνα με τον ΕΜΑ, ως η 

ελάχιστη ποσότητα ουσίας που μπορούσε να προσδιορισθεί αξιόπιστα σε δείγμα με 

ικανοποιητική ακρίβεια και επαναληψιμότητα (μεγαλύτερη του 80%, ή αλλιώς με 

απόκλιση <20%) και ταυτίζεται με την κατώτατη συγκέντρωση εκ των προτύπων 

διαλυμάτων βαθμονόμησης. Επομένως, το LLOQ της μεθόδου ορίσθηκε ως το σημείο της 

μικρότερης συγκέντρωσης που εμφανίζεται στην καμπύλη βαθμονόμησης δηλαδή 0,10 

μg/mL (Πίνακας 13). 

Το όριο ανιχνευσιμότητας, το οποίο περιγράφει τη μικρότερη δυνατή συγκέντρωση 

ουσίας που μπορεί να εντοπιστεί σε ένα δείγμα, καθορίσθηκε ως η συγκέντρωση της 

ουσίας με λόγο σήματος/θορύβου ίσο με 3. Το LOD προσδιορίσθηκε μετά από πολλαπλές 

(ν=3) εγχύσεις των 17Χ και 137Χ στη χρωματογραφική στήλη σε συγκέντρωση 0,03 

μg/mL μετά από προηγηθείσα χρωματογραφική έκπλυση για μεγάλο χρονικό διάστημα 

για τον ορισμό της γραμμής αναφοράς (baseline) του χρωματογραφήματος. Ως όριο 

θορύβου ορίσθηκε η απόσταση μεταξύ μέγιστων και ελάχιστων τιμών του σήματος της 

χρωματογραφικής γραμμής αναφοράς (Sadek, 1999). Το όριο ανιχνευσιμότητας το οποίο 

υπολογίσθηκε με την μέθοδο αυτή ήταν 0,018±0,002 μg/mL για την 17X και 0,032±0,002 

μg/mL για την 137X. 
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Πίνακας 14: Ακρίβεια και επαναληψιμότητα των δειγμάτων ποιοτικού ελέγχου των 17X και 137Χ στο σίελο καθώς και του λόγου 

17X/137Χ σε δείγματα σιέλου. 

 

 1Χ 137Χ Αναμενόμενος λόγος 17Χ/137Χ = 1,08 

[προστεθείσα 

συγκέντρωση]* 

μg/mL 

[μετρηθείσα] 

μg/mL 
CV % Bias % 

[μετρηθείσα] 

μg/mL 
CV % Bias % Μετρηθείς λόγος CV % Bias % 

Εντός σειράς (intra-day, ν=6) 

0,30 0,29 2,46 -3,38 0,30 2,37 1,24 1,03 3,11 -5,09 

1,35 1,38 2,21 2,22 1,36 1,76 0,83 1,09 2,94 1,30 

6,00 6,12 2,18 2,00 6,27 2,12 4,47 1,05 3,84 -2,70 

Μεταξύ σειρών (inter-day, ν=6) 

0,30 0,30 3,85 -0,71 0,29 4,44 -3,24 1,11 4,83 2,74 

1,35 1,34 1,07 -0,86 1,32 5,14 -2,28 1,10 4,89 1,58 

6,00 6,03 2,44 0,58 5,93 3,30 -1,12 1,10 5,51 1,81 

*17Χ ή 137Χ 
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Αποτελέσματα βαθμονόμησης και ποιοτικού ελέγχου σε δείγματα ούρων  

 

Οι εξισώσεις γραμμικής παλινδρόμησης που προέκυψαν μετά από την ανάλυση των 

δειγμάτων βαθμονόμησης συγκεντρώσεων 10, 20, 50, 150, 300 και 500 μΜ στα ούρα 

εμφανίζονται στον Πίνακα 15.  

 

Πίνακας 15: Εξισώσεις προτύπων καμπυλών βαθμονόμησης και συντελεστές 

παλινδρόμησης στα ούρα. 

 

 

 

 

 

 

 

Ο ποιοτικός έλεγχος έγινε με την ανάλυση δειγμάτων ποιοτικού ελέγχου 40 μΜ και 

400 μΜ για την παρακολούθηση της διακύμανσης των μετρήσεων μεταξύ τριών ημερών 

κατά τις οποίες πραγματοποιήθηκε η ανάλυση των δειγμάτων των εθελοντών. Τα 

αποτελέσματα του ποιοτικού ελέγχου εμφανίζονται στον Πίνακα 16. 

 

Πίνακας 16: Ακρίβεια & επαναληψιμότητα των δειγμάτων ποιοτικού ελέγχου AFMU, 1U, 

1X και 17U στα ούρα. 

 

Προστεθείσα 

συγκέντρωση 
40 μΜ 400 μΜ 

 [μέση 

μετρηθείσα] 

μΜ 

CV % Bias % 

[μέση 

μετρηθείσα] 

μΜ 

CV % Bias % 

AFMU 40,52 6,77 1,3 387,25 4,15 -3,19 

1U 42,16 2,27 5,4 398,31 0,41 -0,42 

1X 40,12 3,36 0,3 399,24 1,78 -0,19 

17U 40,85 0,88 2,13 403,31 0,31 0,83 

 

  

 y = ax + b R2 

AFMU y = 0,0097x + 0, 0019 0,9998 

1U y = 0,0063x + 0,0531 0,9995 

1X y = 0,0041x + 0,0245 0,9999 

17U y = 0,0034x + 0,0112 0,9999 
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Εφαρμογή της αναπτυχθείσας μεθόδου σε υγιείς εθελοντές  

Η χρωματογραφική μέθοδος RP-HPLC που αναπτύχθηκε στην παρούσα εργασία 

εφαρμόσθηκε στον φαινοτυπικό προσδιορισμό 34 υγιών εθελοντών (Πίνακας 9). Εξ 

αυτών, οι 17 ήταν άνδρες (6 μη καπνιστές και 11 καπνιστές) με μέσο όρο ηλικίας 41,7±8,4 

έτη (εύρος τιμών 23–55 έτη) και οι 17 ήταν γυναίκες (12 μη καπνίστριες και 5 

καπνίστριες) με μέσο όρο ηλικίας 41,0±9,3 έτη (εύρος τιμών 25–52 έτη).  

Η αποτίμηση της επίδρασης του καπνίσματος στην δραστηριότητα του CYP1A2 

έγινε με σύγκριση των μεταβολικών λόγων μεταξύ των μη καπνιστών και των καπνιστών 

σε σίελο και ούρα. Αντιπροσωπευτικά χρωματογραφήματα ενός μη καπνιστή και ενός 

καπνιστή φαίνονται στην Εικόνα 18Δ και 18Ε. Η μέση τιμή των μεταβολικών λόγων 

17X/137X στο σίελο ήταν για τους μη καπνιστές 0,44 (εύρος τιμών 0,17-0,90) και για 

τους καπνιστές 1,15 (εύρος τιμών 0,60-2,66). Η διαφορά ήταν στατιστικά σημαντική 

(Mann–Whitney p <0,001; Εικόνα 19, Πίνακας 17). Η μέση τιμή των μεταβολικών 

λόγων (AFMU+1U+1X)/17U στα ούρα ήταν για τους μη καπνιστές 3,43 (εύρος τιμών 

1,67-6,43) και για τους καπνιστές 7,94 (εύρος τιμών 3,94-13,77). Η διαφορά ήταν 

στατιστικά σημαντική (Mann–Whitney p <0,001; Εικόνα 19, Πίνακας 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 19: Μεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης σε σίελο 17X/137X και ούρα (AFMU+1U+1X)/17U 

34 υγιών εθελοντών. Οι οριζόντιες γραμμές υποδηλώνουν μέσες τιμές της κάθε ομάδας.  
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Πίνακας 17: Μέση τιμή συγκεντρώσεων της καφεΐνης και των μεταβολιτών της, καθώς και των μεταβολικών λόγων σε ούρα και σίελο 

των υγιών εθελοντών. 

 

 Μη καπνιστές Καπνιστές 

 Μέσος Εύρος Μέσος Εύρος 

Ούρα     

Συγκέντρωση (μmol/L)     

AFMU 26,40 4,60–188,90 133,30 21,70–632,70 

1U 88,10 28,50–259,50 343,80 141,30–748,50 

1X 61,20 29,80–154,70 220,70 81,80–528,80 

17U 68,40 16,70–136,60 85,29 30,40–321,20 

Μεταβολικός λόγος (AFMU+1U+1X)/17U 3,43 1,67–6,43 7,94* 3,94–13,77 

Σίελος     

Συγκέντρωση (μmol/L)     

17Χ 3,91 0,67–8,01 3,38 1,46–7,13 

137Χ 7,45 1,68–25,99 3,26 0,65–8,44 

Μεταβολικός λόγος 17X/137Χ 0,44 0,17–0,90 1,15* 0,60–2,66 

 

* p<0,001 σε σύγκριση με τους μη καπνιστές, δοκιμασία Mann–Whitney. 
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Επομένως, ανεξάρτητα από το βιολογικό υγρό, σίελος ή ούρα, που χρησιμοποιείται 

ως υπόστρωμα φαινοτυπικού προσδιορισμού του CYP1A2 η δραστηριότητα του ενζύμου 

είναι περισσότερο από το διπλάσιο στους καπνιστές σε σχέση με τους μη καπνιστές. 

Για τη συσχέτιση των μεταβολικών λόγων της καφεΐνης μεταξύ ούρων και σιέλου, 

έγινε αρχικά μετατροπή των τιμών σε λογαριθμική κλίμακα. Οι μεταβολικοί λόγοι στο 

σίελο επέδειξαν σημαντική συσχέτιση με τους μεταβολικούς λόγους στα ούρα με 

συντελεστή συσχέτισης κατά Pearson 0,85 και τιμή p < 0,001 (Εικόνα20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 20: Γραφική παράσταση συσχέτισης μεταξύ των μεταβολικών λόγων της καφεΐνης στα 

ούρα (AFMU+1U+1X)/17U και στο σίελο17Χ/137Χ σε 34 υγιείς εθελοντές. 
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2.2. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2: Διερεύνηση της επίδρασης του C. Sativus L. στη δραστηριότητα 

ενζύμων μεταβολισμού των ξενοβιοτικών σε υγιείς εθελοντές 

 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

- Εθελοντές 

Στη μελέτη συμμετείχαν 34 μη καπνιστές υγιείς εθελοντές, εκ των οποίων 20 ήταν 

γυναίκες και 14 ήταν άνδρες (Πίνακας 18). Οι εθελοντές θεωρήθηκαν υγιείς σύμφωνα 

με το ιατρικό τους ιστορικό που ελήφθη και συμπληρώθηκε σε Ερωτηματολόγιο που 

εμφανίζεται στο Κεφάλαιο 1 (Εικόνα 16) και με πρόσφατο βιοχημικό και αιματολογικό 

έλεγχο. Οι εθελοντές δεν είχαν ιστορικό κάποιας ασθένειας (όπως καρδιοπάθεια, 

φλεγμονώδες ή αυτοάνοσο νόσημα, διαβήτη, νόσο του θυρεοειδούς ή άλλων ενδοκρινών 

αδένων). Επίσης, οι εθελοντές δεν ελάμβαναν, τουλάχιστον δύο εβδομάδες πριν αλλά και 

κατά τη διάρκεια της μελέτης, φάρμακα, βιταμίνες ή άλλα συμπληρώματα διατροφής 

που θα μπορούσαν να επηρεάσουν την λειτουργικότητα των ενζύμων που 

διερευνήθηκαν στη μελέτη.  

Το πρωτόκολλο της μελέτης έλαβε έγκριση από την Επιτροπή Ηθικής του 

Επιστημονικού Συμβουλίου του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Λάρισας (αριθμός 

έγκρισης 42396). Όλοι οι εθελοντές που συμμετείχαν στην μελέτη έδωσαν την 

ενυπόγραφη συγκατάθεσή τους μετά από πλήρη πληροφόρησή τους για τους σκοπούς 

της μελέτης και την πειραματική διαδικασία. Το ερευνητικό πρωτόκολλο υλοποιήθηκε 

σύμφωνα με τη διακήρυξη της Παγκόσμιας Ιατρικής Εταιρείας στο Ελσίνκι σχετικά με 

ζητήματα ηθικής κατά την έρευνα σε ανθρώπους.  

 

- Σχεδιασμός της μελέτης 

Η μελέτη ήταν ανοικτής επισήμανσης (open-label), πριν-και-μετά κλινική δοκιμή 

κατά την οποία ο κάθε εθελοντής χρησίμευσε ως μάρτυρας του εαυτού του. Ο σχεδιασμός 

της μελέτης παρουσιάζεται διαγραμματικά στην Εικόνα 21. Η συνολική διάρκεια της 

μελέτης ήταν 17 ημέρες. Ο φαινοτυπικός προσδιορισμός των ενζύμων CYP1A2, CYP2A6, 

XO και NAT2 διενεργήθηκε στις ακόλουθες ημέρες:  

ημέρα 1: μετά από ελεύθερη δίαιτα 

ημέρα 8: μετά από περιορισμένη δίαιτα, πριν την κατανάλωση κρόκου 

ημέρα 15: μετά από περιορισμένη δίαιτα και καθημερινή κατανάλωση κρόκου 
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Δοκιμασία της καφεΐνης 

Τον φαινοτυπικό προσδιορισμό των ενζύμων προηγήθηκε αποχή 36 ωρών από 

ροφήματα και τροφές που περιείχαν μεθυλοξανθίνες δηλαδή από τις 8:00 μμ δύο ημέρες 

πριν την δοκιμασία καφεΐνης μέχρι τις 8:00 πμ της ημέρας της δοκιμασίας της καφεΐνης. 

Το πρωΐ των ημερών 1, 8 και 15 οι εθελοντές ακολούθησαν το πρωτόκολλο της 

δοκιμασίας της καφεΐνης, δηλαδή, αφού άδειασαν την κύστη τους, κατανάλωσαν μια 

κάψουλα περιεκτικότητας 200mg καφεΐνης και συνέχισαν την αποχή από 

μεθυλοξανθίνες. Για τις επόμενες πέντε ώρες έκαναν συλλογή ούρων (0-5 ώρες), ενώ την 

6η ώρα μετά από την κατανάλωση της κάψουλας καφεΐνης συνέλεξαν ένα δείγμα ούρων 

σε ουροσυλλέκτη και δείγμα σιέλου (χωρίς προηγούμενη διέγερση σιελόροιας με κάποιο 

τεχνητό μέσον και μετά από μικρή έκπλυση του στόματός τους) σε δοκιμαστικό σωλήνα. 

Τα ούρα οξινίσθηκαν με υδροχλωρικό οξύ σε τελικό pH=3,5 προς αποφυγή της 

μετατροπής του AFMU σε ΑΑΜU. Τα δείγματα σιέλου (1-2mL) καθώς και διαμερισμένα 

δείγματα ούρων (1mL) κωδικοποιήθηκαν με αριθμούς και αποθηκεύθηκαν στους -20°C 

μέχρι την ανάλυσή τους.  

 

Διατητικές απαιτήσεις του ερευνητικού πρωτοκόλλου 

Το πρωΐ της ημέρας 1 οι εθελοντές ακολούθησαν το πρωτόκολλο της δοκιμασίας 

της καφεΐνης και ξεκίνησαν περιορισμένη δίαιτα ελεύθερης καροτενοειδών διάρκειας 14 

ημερών, μέχρι δηλαδή την ολοκλήρωση της μελέτης. Ο στόχος του αποκλεισμού των 

καροτενοειδών από την διατροφή ήταν η διερεύνηση της επίδρασης των καροτενοειδών 

που περιέχονται στον κρόκο ανεπηρέαστα από τα καροτενοειδή που περιέχονται στη 

διατροφή. Επομένως, κατά την διάρκεια της περιορισμένης δίαιτας ελεύθερης 

καροτενοειδών αποκλείσθηκαν τα ακόλουθα φρούτα και λαχανικά: ντομάτες, πιπεριές, 

καρώτα, κολοκύθια, σπανάκι, μαρούλι, μπιζέλια, σταυρανθή λαχανικά, σέλινο, 

σπαράγγια, πατζάρια, κρεμμύδια, ρόδια, βερίκοκα, ροδάκινα, κεράσια, καρπούζι, πεπόνι, 

πορτοκάλια, μανταρίνια, γκρέϊπφρουτ και μήλα. Αποκλείσθηκαν επίσης τα κόκκινα 

ψάρια (σολωμός, μπαρμπούνι). Κατά την διάρκεια της περιορισμένης δίαιτας οι 

εθελοντές δεν έπρεπε να καταναλώνουν επίσης μπαχαρικά, αρωματικά βότανα, αλκοόλ 

και κρέας ψημένο στα κάρβουνα ή σε υψηλές θερμοκρασίες. Οι τροφές που μπορούσαν 

να καταναλώνουν οι εθελοντές ήταν: κόκκινο κρέας, κοτόπουλο ή ψάρι, λίπη και έλαια, 

το ασπράδι του αυγού, δημητριακά, γάλα και γαλακτοκομικά προϊόντα, άσπρο ψωμί, 

μακαρόνια και πατάτες, όλα όλα βρασμένα ή ψημένα σε χαμηλή θερμοκρασία. 
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Πίνακας 18: Δημογραφικά στοιχεία των εθελοντών που συμμετείχαν στην μελέτη. 

 

α/α Φύλο Ηλικία Βάρος Ύψος ΔΜΣ 
1 Γ 21 53 1.62 20.20 
2 Γ 47 53 1.60 20.70 
3 Γ 22 53 1.61 20.45 
4 Γ 23 62 1.72 20.96 
5 Γ 45 69 1.72 23.32 
6 Γ 52 52 1.67 18.65 
7 Γ 22 54 1.63 20.32 
8 Γ 34 58 1.66 21.05 
9 Γ 51 58 1.62 22.10 

10 Γ 22 55 1.62 20.96 
11 Γ 45 68 1.65 24.98 
12 Γ 52 69 1.70 23.70 
13 Γ 57 63 1.65 23.14 
14 Γ 54 53 1.58 21.23 
15 Γ 52 60 1.61 23.15 
16 Γ 52 60 1.60 23.44 
17 Γ 56 75 1.63 28.23 
18 Γ 54 58 1.57 23.53 
19 Γ 54 67 1.66 24.31 
20 Γ 50 72 1.67 25.82 
21 Α 25 92 1.88 26.03 
22 Α 54 84 1.89 23.52 
23 Α 26 84 1.82 25.36 
24 Α 42 83 1.75 27.10 
25 Α 33 89 1.90 24.65 
26 Α 25 67 1.88 18.96 
27 Α 62 95 1.83 28.37 
28 Α 52 83 1.78 26.20 
29 Α 19 80 1.76 25.83 
30 Α 24 75 1.80 23.15 
31 Α 22 73 1.62 27.82 
32 Α 24 75 1.63 28.23 
33 Α 22 80 1.77 25.54 
34 Α 24 130 1.85 37.98 
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Εικόνα 21: Σχηματικό διάγραμμα του πειραματικού πρωτοκόλλου που ακολούθησαν οι εθελοντές κατά τη δοκιμασία της καφεΐνης. Σε κόκκινο και 

γαλάζιο πλαίσιο εμφανίζονται οι τροφές και τα ροφήματα που απαγορεύονται και επιτρέπονται, αντίστοιχα. 
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Εικόνα 22: Αντίγραφο πρωτοκόλλου συλλογής δειγμάτων που δόθηκε στους εθελοντές. 
 

Ημέρα 1η : Από το μεσημέρι και μετά αποχή από: 
 καφέ, σοκολάτα, κακάο, τσάι και τα ροφήματα αυτών, κόκα-κόλα, 
σπράιτ 

 Αλκοολούχα ποτά 
 Depon, Panadol, Mesulid 

Ημέρα 2η : Όμοια με την 1η ημέρα 
Ημέρα 3η : Λήψη καφεΐνης μετά την πρωινή έγερση και ούρηση, και συνέχιση 

της αποχής από τα προαναφερθέντα. 
Συλλογή των ούρων τις πρώτες 5 ώρες μετά την λήψη της 
καφεΐνης σε μπουκάλι. 
Συλλογή των ούρων μεταξύ 5ης και 6ης  ώρας μετά την λήψη της 
καφεΐνης σε ουροσυλλέκτη. 
Συλλογή σιέλου στο τέλος της 6η ώρας μετά την λήψη της 
καφεΐνης, σε συλλέκτη. 
Διατήρηση των δειγμάτων σε ψυγείο μέχρι την προσκόμιση τους στο 
εργαστήριο. 

Ημέρα 4η : Ελεγχόμενη δίαιτα (6 ημερών) με τροφές που δεν περιέχουν 
καροτενοειδή. 
Επιτρεπόμενες τροφές: κόκκινο κρέας, πουλερικά, ψάρια – 
θαλασσινά, (κρέατα, πουλερικά και ψάρια βρασμένα και όχι ψημένα) 
ασπράδι αυγού, ξηροί καρποί και κάστανα, εδώδιμα λίπη και έλαια, 
μέλι, ζάχαρη, ζυμαρικά, ρύζι, πατάτες, δημητριακά, τυροκομικά. 
Μη επιτρεπόμενες: ντομάτα, πιπεριές, καρότα, σπανάκι, 
νεροκολοκύθες, μπιζέλια, λαχανίδα, μπρόκολο, σέλινο, κουνουπίδι, 
λαχανάκια βρυξελλών, σπαράγγια, παντζάρια, ρόδι, βερίκοκα, 
ροδάκινα, πεπόνι, πορτοκάλια, μανταρίνια, καρπούζι, γκρέιπ φρουτ, 
εντόσθια ζώων. 

Ημέρα 5η : Όμοια με την 4η ημέρα 
Ημέρα 6η : Όμοια με την 4η ημέρα 
Ημέρα 7η : Όμοια με την 4η ημέρα 
Ημέρα 8η : Όμοια με την 4η ημέρα. 

Επιπλέον από το απόγευμα αυτής της ημέρας αποχή και από: 
 καφέ, σοκολάτα, κακάο, τσάι και τα ροφήματα αυτών, κόκα-κόλα, 
σπράιτ 

 Αλκοολούχα ποτά 
 Depon, Panadol, Mesulid 

Ημέρα 9η : Όμοια με την 8η ημέρα 
Ημέρα 10η : Λήψη καφεΐνης μετά την πρωινή έγερση και ούρηση, και συνέχιση 

της αποχής από τα προαναφερθέντα. 
Συλλογή των ούρων τις πρώτες 5 ώρες μετά την λήψη της 
καφεΐνης σε μπουκάλι. 
Συλλογή των ούρων μεταξύ 5ης και 6ης  ώρας μετά την λήψη της 
καφεΐνης σε ουροσυλλέκτη. 
Συλλογή σιέλου στο τέλος της 6η ώρας μετά την λήψη της 
καφεΐνης, σε συλλέκτη. 
Διατήρηση των δειγμάτων σε ψυγείο μέχρι την προσκόμιση τους στο 
εργαστήριο. 
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Ημέρα 11η : Ελεγχόμενη δίαιτα (6 ημερών) με τροφές που δεν περιέχουν 
καροτενοειδή και ταυτόχρονη λήψη εκχυλίσματος κρόκου (300 mg).  
Επιτρεπόμενες τροφές: κόκκινο κρέας, πουλερικά, ψάρια – 
θαλασσινά, (κρέατα, πουλερικά και ψάρια βρασμένα και όχι ψημένα) 
ασπράδι αυγού, ξηροί καρποί και κάστανα, εδώδιμα λίπη και έλαια, 
μέλι, ζάχαρη, ζυμαρικά, ρύζι, πατάτες, δημητριακά, τυροκομικά. 
Μη επιτρεπόμενες: ντομάτα, πιπεριές, καρότα, σπανάκι, 
νεροκολοκύθες, μπιζέλια, λαχανίδα, μπρόκολο, σέλινο, κουνουπίδι, 
λαχανάκια βρυξελλών, σπαράγγια, παντζάρια, ρόδι, βερίκοκα, 
ροδάκινα, πεπόνι, πορτοκάλια, μανταρίνια, καρπούζι, γκρέιπ φρουτ, 
εντόσθια ζώων. 
 
Στο διάστημα αυτών των 6 ημερών γίνεται ταυτόχρονα  λήψη 
του εκχυλίσματος του κρόκου.  
 
Παρασκευή του εκχυλίσματος του κρόκου: Ο κρόκος προστίθεται 
σε 100 ml ζεστό νερό (Θερμοκρασία 70-80ο C) και παραμένει για 12 
ώρες περίπου (όλο το βράδυ σε κλειστό ντουλάπι). Το ρόφημα αυτό 
διηθείται και καταναλώνεται μετά την πρωινή έγερση και ούρηση. 

Ημέρα 12η : Όμοια με την 11η ημέρα 
Ημέρα 13η : Όμοια με την 11η ημέρα 
Ημέρα 14η : Όμοια με την 11η ημέρα 
Ημέρα 15η : Όμοια με την 11η ημέρα 

Επιπλέον από το απόγευμα αυτής της ημέρας αποχή και από: 
 καφέ, σοκολάτα, κακάο, τσάι και τα ροφήματα αυτών, κόκα-κόλα, 
σπράιτ 

 Αλκοολούχα ποτά 
 Depon, Panadol, Mesulid 

Ημέρα 16η : Όμοια με την 15η ημέρα 
Ημέρα 17η : Λήψη καφεΐνης μετά την πρωινή έγερση και ούρηση, και συνέχιση 

της αποχής από τα προαναφερθέντα. 
Συλλογή των ούρων τις πρώτες 5 ώρες μετά την λήψη της 
καφεΐνης σε μπουκάλι. 
Συλλογή των ούρων μεταξύ 5ης και 6ης  ώρας μετά την λήψη της 
καφεΐνης σε ουροσυλλέκτη. 
Συλλογή σιέλου στο τέλος της 6η ώρας μετά την λήψη της 
καφεΐνης, σε συλλέκτη. 
Διατήρηση των δειγμάτων σε ψυγείο μέχρι την προσκόμιση τους στο 
εργαστήριο. 
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Στην Εικόνα 21απεικονίζεται το ερευνητικό πρωτόκολλο με τις διαιτητικές του 

απαιτήσεις και στην Εικόνα 22 παρουσιάζεται αντίγραφο των οδηγιών που δόθηκε 

στους εθελοντές. 

Το βράδυ της ημέρας 8 οι εθελοντές παρασκεύασαν το πρώτο ρόφημα κρόκου το 

οποίο κατανάλωσαν το πρωί της ημέρας 9 και το ίδιο συνεχίσθηκε για τις επόμενες 5 

ημέρες. Από τους εθελοντές ζητήθηκε να καταγράψουν κάθε πιθανή ανεπιθύμητη 

ενέργεια από την κατανάλωση του κρόκου όπως πονοκέφαλος, ναυτία, ζάλη, λιποθυμία, 

βήχας, δύσπνοια, ταχυκαρδία, εξάντληση, δυσουρία, αλλαγές στην όρεξη και διαταραχές 

του γαστρεντερικού.  

 

- Παρασκευή του ροφήματος του κρόκου 

Χρησιμοποιήθηκε κρόκος σε σκόνη (300mg) ο οποίος διαλυτοποιήθηκε σε ~150 

mL νερού βρύσης προθερμασμένου σε θερμοκρασία περίπου 70°-80°C. Το διάλυμα 

διατηρήθηκε σε σκοτεινό μέρος και καταναλώθηκε την επόμενη ημέρα. Για την μελέτη 

χρησιμοποιήθηκε βιολογικός Κρόκος Κοζάνης ο οποίος αγοράσθηκε από την τοπική 

αγορά της Λάρισας. Το προϊόν διανέμεται υπό την επωνυμία «Κρόκος Κοζάνης» και 

παράγεται από τον Συνεταιρισμό Κροκοπαραγωγών Κοζάνης. Ο συνεταιρισμός αυτός 

διαθέτει πιστοποιημένη βιολογική καλλιέργεια κρόκου (ISO 9001, 1997).  

 

- Χημικά και αντιδραστήρια 

Οι χημικές ουσίες και τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν είναι 

πανομοιότυπα με αυτά που αναφέρονται στη μεθοδολογία του Κεφαλαίου 1. 

 

- Ανάλυση της καφεΐνης και των μεταβολιτών της στα ούρα και στον σίελο 

Τα όργανα που χρησιμοποιήθηκαν (χρωματογραφική στήλη, αντλία, ανιχνευτής, 

λογισμικό πρόσληψης και ανάλυσης δεδομένων) και οι χρωματογραφικές συνθήκες 

(κινητή φάση, θερμοκρασία, ταχύτητα ροής, μήκος κύματος ανίχνευσης) είναι 

πανομοιότυπες με αυτές που αναφέρονται στη μεθοδολογία του Κεφαλαίου 1. Το ίδιο 

ισχύει και για την προκατεργασία των δειγμάτων (εκχύλιση υγρού-υγρού, εξαέρωση 

των δειγμάτων, απαναδιαλυτοποίηση του στερεού υπολείμματος). 

Αντιπροσωπευτική καμπύλη βαθμονόμησης της 17Χ και της 137Χ στο σίελο 

Στον Πίνακα 19 εμφανίζονται οι πρότυπες καμπύλες της 17Χ και της 137Χ οι 

οποίες κατασκευάσθηκαν κατά τη διάρκεια της ανάλυσης των δειγμάτων σιέλου των 
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εθελοντών που συμμετείχαν στη μελέτη του κρόκου. Αντιπροσωπευτικές καμπύλες 

βαθμονόμησης 17Χ και 137Χ εμφανίζονται στην Εικόνα 23. Η ακρίβεια και 

επαναληψιμότητα των μετρήσεων των δειγμάτων ποιοτικού ελέχου εμφανίζονται στον 

Πίνακα 20.Το σφάλμα και η διακύμανση των μετρήσεων ήταν μικρότερες του 10%. 

 

Πίνακας 19: Εξισώσεις προτύπων καμπυλών βαθμονόμησης και συντελεστές 

παλινδρόμησης της 17Χ και της 137Χ στο σίελο. 

 

 y = ax + b R2 

17X y = 0,521x + 0,014  0,9972 

 y = 0,511x + 0,017  0,9977 

137X y = 0,508x + 0,024  0,9956 

 y = 0,502x + 0,025 0,9978 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 23: Αντιπροσωπευτικές καμπύλες βαθμονόμησης Α. 17Χ και Β. 137Χ.   
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Πίνακας 20: Ακρίβεια & επαναληψιμότητα των δειγμάτων ποιοτικού ελέγχου 17X 

και 137X στο σίελο κατά τη διάρκεια της μελέτης (ν=6). 

 

Προστεθείσα 

συγκέντρωση 
0,3 μg/mL 6,0 μg/mL 

 [μέση 

μετρηθείσα] 

μg/mL 

CV % Bias % 

[μέση 

μετρηθείσα] 

μg/mL 

CV % Bias % 

17Χ 0,32 3,76 7,32 5,91 6,19 -1,54 

137Χ 0,31 3,96 4,97 5,85 5,76 -2,56 

 

Αντιπροσωπευτικές καμπύλες βαθμονόμησης των μεταβολιτών AFMU, 1U, 1X, 17U 

και 17Χ στα ούρα 

Στον Πίνακα 21 εμφανίζονται οι πρότυπες καμπύλες των AFMU, 1U, 1X, 17U και 

17Χ οι οποίες κατασκευάσθηκαν κατά τη διάρκεια της ανάλυσης των δειγμάτων ούρων 

των εθελοντών που συμμετείχαν στη μελέτη του κρόκου. Αντιπροσωπευτικές καμπύλες 

βαθμονόμησης των AFMU, 1U, 1X, 17U και 17Χ εμφανίζονται στην Εικόνα 24. 

 

Πίνακας 21: Εξισώσεις προτύπων καμπυλών βαθμονόμησης και συντελεστές 

παλινδρόμησης των μεταβολιτών AFMU, 1U, 1X, 17U και 17Χ στα ούρα. 

 

 y = ax + b R2 

AFMU y = 0,0104x - 0,068  0,9959 

 y = 0,0106x + 0,099 0,9960 

 y = 0,0112x + 0,007 0,9959 

 y = 0,0118x + 0,057 0,9991 

 y = 0,0099x + 0,017 0,9966 

 
1U y = 0,0061x + 0,072  0,9953 

 y = 0,0061x + 0,091 0,9951 

 y = 0,0067x + 0,038 0,9953 

 y = 0,0061x + 0,072 0,9972 

 y = 0,0068x + 0,091 0,9987 
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1X y = 0,0043x + 0,013  0,9999 

 y = 0,0044x + 0,005 0,9998 

 y = 0,0045x + 0,012 0,9992 

 y = 0,0054x + 0,009 0,9924 

 y = 0,0043x + 0,012 0,9992 

 
17U y = 0,0037x + 0,007 0,9999 

 y = 0,0037x + 0,002 0,9999 

 y = 0,0039x + 0,001 0,9989 

 y = 0,0042x + 0,018 0,9921 

 y = 0,0037x + 0,003 0,9919 

 
17X y = 0,0022x + 0,003  0,9999 

 y = 0,0023x + 0,002 0,9999 

 y = 0,0024x + 0,003 0,9993 

 y = 0,0026x + 0,005 0,9920 

 y = 0,0022x + 0,001 0,9999 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 24: Αντιπροσωπευτικές καμπύλες βαθμονόμησης των AFMU, 1U, 1X, 17U και 17Χ 

στα ούρα.  
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Η ακρίβεια και επαναληψιμότητα των μετρήσεων των δειγμάτων ποιοτικού ελέχου 

εμφανίζονται στον Πίνακα 22 Το σφάλμα και η διακύμανση των μετρήσεων ήταν 

μικρότερες του 10%. 

 

Πίνακας 22: Ακρίβεια & επαναληψιμότητα των δειγμάτων ποιοτικού ελέγχου AFMU, 

1U, 1X, 17U και17X στα ούρα κατά τη διάρκεια της μελέτης (ν=20). 

 

Προστεθείσα 

συγκέντρωση 
30 μΜ 300 μΜ 

 [μέση 

μετρηθείσα] 

μg/mL 

CV % Bias % 

[μέση 

μετρηθείσα] 

μg/mL 

CV % Bias % 

AFMU 30,36 5,19 1,20 294,74 5,88 -1,75 

1U 30,75 9,01 2,49 301,62 4,64 0,54 

1X 30,62 5,00 2,05 298,50 3,94 -0,50 

17U 30,39 6,90 1,29 299,68 4,61 -0,11 

17X 30,18 6,76 0,58 295,65 4,97 -1,45 

 

 

Αντιπροσωπευτικά χρωματογραφήματα HPLC δειγμάτων σιέλου και ούρων 

παρουσιάζονται στην Εικόνα 25 και στην Εικόνα 26, αντίστοιχα. 
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Εικόνα 25: Αντιπροσωπευτικά χρωματογραφήματα HPLC δειγμάτων σιέλου. Αριστερά 

εμφανίζονται οι μεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης για το CYP1A2 σε κάθε περίπτωση. 
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Εικόνα 26: Αντιπροσωπευτικά χρωματογραφήματα HPLC δειγμάτων ούρων. Αριστερά 

εμφανίζονται οι μεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης για τα διάφορα ένζυμα. 
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- Προδιορισμός των μεταβολικών λόγων 

Οι μεταβολικοί λόγοι που χρησιμοποιήθηκαν για τον φαινοτυπικό προσδιορισμό 

των CYP1A2 (σίελος και ούρα), CYP2A6, XO και ΝΑΤ2 παρουσιάζονται στον Πίνακα 23 

 

Πίνακας 23: Μεταβολικοί λόγοι φαινοτυπικού προσδιορισμού των ενζύμων που 

μελετήθηκαν στην παρούσα εργασία. 

 

 Μεταβολικός λόγος  Αναφορά 

CYP1A2 σίελος 17X/137X 
(Fuhr and Rost, 1994b;  

Begas et al., 2015) 

CYP1A2 ούρα (AFMU+1X+1U)/17U 
(Campbell, Grant, et al., 1987) 

(Begas et al., 2007) 

CYP2A6 17U/(17U+17X) 
(D. M. Grant et al., 1983) 

(Begas et al., 2017) 

XO 1U/(1U+1X) (Kalow and Tang, 1991) 

NAT2 AFMU/(AFMU+1U+1X) (Rostami-Hodjegan et al., 1996) 

 

 

- Στατιστική ανάλυση 

Τα αποτελέσματα εκφράστηκαν ως μέσος όρος ± τυπικό σφάλμα μέσου όρου. Για 

τη στατιστική ανάλυση χρησιμοποιήθηκε το Student t-test. Για σύγκριση τιμών που 

προήλθαν από το ίδιο δείγμα χρησιμοποιήθηκε το Student t-test κατά ζεύγη (paired), 

ενώ για σύγκριση τιμών που προήλθαν από διαφορετικά δείγματα χρησιμοποήθηκε η 

απλή (unpaired) μορφή του Student t-test. Ως ν ορίστηκε το πλήθος των τιμών. Για την 

στατιστική ανάλυση χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό SPSS v24 (IBM, USA).  
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Οι 34 εθελοντές ολοκλήρωσαν το πρωτόκολλο της μελέτης χωρίς να εμφανίσουν 

ανεπιθύμητες ενέργειες γεγονός που σημαίνει ότι η κατανάλωση του κρόκου ήταν καλώς 

ανεκτή.  

Οι τιμές των μεταβολικών λόγων που υπολογίσθηκαν για τον κάθε εθελοντή και 

που αντανακλούν την δραστηριότητα των ενζύμων CYP1A2 (σίελος και ούρα), CYP2A6, 

XO και ΝΑΤ2 κατά την ελεύθερη δίαιτα, και πριν και μετά την κατανάλωση κρόκου κατά 

την διάρκεια της περιορισμένης δίαιτας παρουσιάζονται στον Πίνακα 24 

(δειγματοληψία 6ης ώρας) και στον Πίνακα 25 (δειγματοληψία ούρων 0-5 ώρες) και 

περιγράφονται αναλυτικά παρακάτω. Δώδεκα δείγματα σιέλου καταστράφηκαν εξ 

αιτίας διακοπής ρεύματος στις εγκαταστάσεις φύλαξης των δειγμάτων και επομένως 

δεν συμπεριλήφθηκαν στη μελέτη.  

 

Μεταβολικοί λόγοι του CYP1A2 στον σίελο 

Ο μεταβολικός λόγος του CYP1A2 στο σίελο επέδειξε στο σύνολο των εθελοντών 

στατιστικά σημαντική μείωση της τάξης του 8,2% μετά την κατανάλωση κρόκου (πριν: 

0,51±0,22, μετά: 0,44±0,14; p=0.002, Εικόνες 27 και 28Α). Το εύρος της μεταβολής του 

μεταβολικού λόγου ήταν −36.0 έως +68.8.0. Συγκεκριμένα, μείωση του μεταβολικού 

λόγου σημειώθηκε σε 21 εθελοντές, αύξηση σε 8 εθελοντές, ενώ σε έναν εθελοντή ο 

μεταβολικός λόγος παρέμεινε ο ίδιος. Η μείωση του μεταβολικού λόγου μπορεί να 

αποδοθεί στους άνδρες εθελοντές, καθώς όταν πληθυσμός διαχωρίσθηκε σε άνδρες και 

γυναίκες βρέθηκε ότι ο μεταβολικός λόγος μειώθηκε στατιστικά σημαντικά στους 

άνδρες μετά την κατανάλωση κρόκου (πριν: 0,65±0,22, μετά: 0,51±0,16; p=0,0001) 

(Εικόνα 28Β, Πίνακας 26), αλλά όχι στις γυναίκες (πριν: 0,39±0,13, μετά: 0,38±0,10; 

p=0,67) (Εικόνα 28Γ, Πίνακας 26). Αυτός ο διμορφισμός ο οποίος φαίνεται να 

σχετίζεται με το φύλο αποτυπώνεται και από το γεγονός ότι η μείωση του μεταβολικού 

λόγου του CYP1A2 μετά την κατανάλωση κρόκου ήταν στους άνδρες ~90%, ενώ 

αντίθετα στις γυναίκες ~50% (Εικόνα 27).  

Αξίζει να σημειωθεί ότι ο μεταβολικός λόγος του CYP1A2 στο σίελο ήταν 

μεγαλύτερος στους άνδρες σε σχέση με τις γυναίκες υπό όλες τις συνθήκες δίαιτας 

(Πίνακας 26). Θα πρέπει επίσης να αναφερθεί ότι η μετάβαση από την ελεύθερη προς 

την περιορισμένη δίαιτα δεν επέφερε μεταβολή στο μεταβολικό λόγο του CYP1A2.  
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Πίνακας 24: Μεταβολικοί λόγοι των CYP1A2, CYP2A6, XO και NAT2 προσδιορισθέντων στον σίελο και στα ούρα πριν και μετά την 

κατανάλωση ροφήματος C. Sativus (δείγματα που λήφθηκαν 6 ώρες μετά την δοκιμασία καφεΐνης). 

 

  

  CYP1A2 CYP2A6 XO NAT2 
  σίελος ούρα ούρα ούρα ούρα “βραδείς” ούρα “ταχείς” 

α/α φύλο free πριν μετά free πριν μετά free πριν μετά free πριν μετά free πριν μετά free πριν μετά 
1 Γ 0,37 0,32 0,30 3,18 3,24 2,89 0,51 0,36 0,44 0,51 0,50 0,49 0,10 0,09 0,10    
2 Γ 0,21 0,16 0,27 1,59 1,32 1,90 0,58 0,67 0,57 0,54 0,42 0,53    0,36 0,35 0,42 
3 Γ 0,28 0,34 0,30 2,52 3,62 3,43 0,43 0,28 0,29 0,51 0,46 0,35 0,08 0,09 0,08    
4 Γ    4,90 4,70 5,53 0,29 0,36 0,58 0,58 0,64 0,63    0,35 0,40 0,38 
5 Γ 0,33 0,45 0,48 2,72 3,59 2,54 0,62 0,35 0,42 0,63 0,58 0,59    0,54 0,53 0,48 
6 Γ 0,26 0,23 0,24 3,71 2,51 2,54 0,38 0,38 0,45 0,39 0,49 0,43    0,40 0,37 0,33 
7 Γ 0,43 0,50 0,38 3,27 4,17 2,88 0,36 0,49 0,47 0,54 049 0,54 0,11 0,12 0,10    
8 Γ 0,33 0,29 0,29 3,48 3,29 3,49 0,61 0,68 0,66 0,57 0,57 0,56 0,10 0,09 0,08    
9 Γ 0,42 0,43 0,44 3,04 2,80 3,29 0,78 0,71 0,57 0,60 0,51 0,58 0,08 0,06 0,09    

10 Γ    2,09 2,14 2,59 0,49 0,59 0,58 0,54 0,57 0,57 0,09 0,08 0,08    
11 Γ 0,50 0,56 0,42 3,47 4,59 3,72 0,31 0,39 0,52 0,51 0,50 0,52 0,06 0,05 0,07    
12 Γ 0,39 0,29 0,27 3,50 3,16 3,16 0,46 0,58 0,55 0,51 0,56 0,57 0,07 0,05 0,06    
13 Γ 0,41 0,50 0,32 3,38 3,04 2,85 0,65 0,70 0,62 0,57 0,59 0,57    0,52 0,48 0,53 
14 Γ    3,28 3,19 3,06 0,39 0,59 0,65 0,56 0,54 0,55 0,10 0,06 0,10    
15 Γ    2,99 2,55 2,72 0,38 0,74 0,76 0,50 0,53 0,55    0,47 0,45 0,36 
16 Γ 0,28 0,34 0,50 3,35 2,98 4,40 0,51 0,48 0,62 0,53 0,60 0,61 0,12 0,09 0,10    
17 Γ 0,51 0,53 0,58 3,21 2,89 2,64 0,63 0,52 0,73 0,59 0,64 0,61 0,06 0,08 0,07    
18 Γ 0,47 0,44 0,43 4,42 3,86 3,65 0,40 0,46 0,68 0,63 0,59 0,63 0,10 0,06 0,10    
19 Γ 0,50 0,26 0,35 4,62 3,19 3,23 0,44 0,34 0,37 0,50 0,50 0,52 0,09 0,09 0,08    
20 Γ 0,54 0,58 0,49 4,78 5,37 4,71 0,63 0,56 0,63 0,59 0,59 0,57 0,09 0,09 0,09    
21 Α 0,81 0,64 0,46 5,54 5,37 5,42 0,42 0,45 0,58 0,56 0,51 0,58    0,50 0,41 0,36 
22 Α 0,62 0,71 0,53 4,07 3,79 3,41 0,77 0,74 0,71 0,61 0,63 0,60    0,32 0,33 0,36 
23 Α 0,46 0,65 0,61 3,92 4,97 4,42 0,52 0,80 0,59 0,46 0,48 0,44 0,16 0,17 0,13    
24 Α 0,28 0,25 0,24 3,80 3,32 3,23 0,58 0,76 0,64 0,61 0,67 0,64    0,42 0,39 0,34 
25 Α 0,63 0,72 0,53 4,11 3,91 3,27 0,68 0,74 0,74 0,48 0,55 0,54 0,07 0,09 0,09    
26 Α 0,69 0,63 0,43 6,09 4,99 3,84 0,30 0,62 0,68 0,49 0,47 0,47 0,10 0,12 0,12    
27 Α 0,64 0,70 0,52 4,56 4,16 3,64 0,65 0,64 0,74 0,64 0,62 0,65    0,32 0,42 0,38 
28 Α 0,35 0,47 0,41 3,33 3,29 3,74 0,65 0,61 0,38 0,55 0,57 0,57    0,47 0,50 0,53 
29 Α 1,26 0,99 0,78 7,25 5,72 5,56 0,45 0,54 0,78 0,49 0,52 0,56    0,37 0,35 0,42 
30 Α 0,71 0,57 0,59 4,37 4,08 4,02 0,52 0,63 0,65 0,46 0,51 0,54 0,09 0,09 0,08    
31 Α 0,44 0,39 0,30 4,21 3,61 2,97 0,48 0,58 0,45 0,63 0,60 0,62    0,26 0,27 0,26 
32 Α 0,67 1,02 0,69 4,82 7,70 5,48 0,44 0,39 0,51 0,53 0,55 0,58    0,29 0,24 0,30 
33 Α 0,48 0,48 0,33 4,87 3,70 3,87 0,78 0,88 0,67 0,50 0,54 0,52 0,12 0,09 0,09    
34 Α 1,49 0,94 0,66 5,56 4,87 3,50 0,59 0,59 0,50 0,58 0,57 0,54 0,11 0,10 0,10    

 Μ.Ο. 0,53 0,51 0,44* 3,94 3,81 3,58 0,52 0,56 0,58 0,54 0,55 0,55 0,09 0,09 0,09 0,40 0,39 0,39 
 Τ.Α. 0,28 0,22 0,14 1,15 1,20 0,92 0,14 0,15 0,12 0,06 0,06 0,06 0,02 0,03 0,02 0,09 0,08 0,08 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 05:11:04 EEST - 18.117.7.241



 106 

 
Πίνακας 25: Μεταβολικοί λόγοι των CYP1A2, CYP2A6, XO και NAT2 προσδιορισθέντων στα ούρα πριν και μετά την κατανάλωση 

ροφήματος C. sativus (δείγματα που λήφθηκαν κατά το διάστημα 0-5 ώρες μετά την δοκιμασία καφεΐνης). 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  CYP1A2 CYP2A6 XO NAT2 βραδείς NAT2 ταχείς 
α/α φύλο free πριν μετά free πριν μετά free πριν μετά free πριν μετά free πριν μετά 

1 Γ 2,54 2,47 2,51 0,30 0,34 0,54 0,35 0,36 0,45 0,10 0,10 0,08    
2 Γ 2,19 1,43 1,71 0,42 0,54 0,48 0,54 0,42 0,52    0,44 0,36 0,45 
3 Γ 2,66 3,46 2,82 0,41 0,22 0,36 0,34 0,28 0,26 0,10 0,12 0,11    
4 Γ 4,20 4,89 4,13 0,21 0,38 0,64 0,56 0,63 0,61    0,28 0,36 0,37 
5 Γ 2,19 3,16 3,03 0,43 0,31 0,32 0,43 0,49 0,41    0,63 0,56 0,59 
6 Γ 4,13 2,87 3,25 0,40 0,42 0,29 0,57 0,58 0,22    0,33 0,26 0,27 
7 Γ 3,39 3,62 2,97 0,39 0,36 0,46 0,48 0,37 0,53 0,09 0,12 0,08    
8 Γ 3,11 2,57 3,37 0,55 0,61 0,69 0,53 0,52 0,60 0,08 0,09 0,06    
9 Γ 2,98 2,87 3,85 0,48 0,53 0,43 0,58 0,55 0,52 0,09 0,07 0,10    

10 Γ 2,03 1,97 2,14 0,46 0,39 0,59 0,51 0,60 0,51 0,09 0,09 0,07    
11 Γ 3,06 4,33 4,12 0,23 0,52 0,48 0,34 0,52 0,49 0,07 0,05 0,05    
12 Γ 2,52 2,86 2,87 0,51 0,48 0,52 0,42 0,54 0,47 0,11 0,09 0,07    
13 Γ 3,77 3,44 2,91 0,56 0,55 0,58 0,59 0,64 0,60    0,50 0,49 0,48 
14 Γ 2,33 2,74 2,69 0,54 0,57 0,51 0,51 0,53 0,48 0,10 0,09 0,10    
15 Γ 2,57 2,37 3,43 0,59 0,68 0,56 0,55 0,51 0,52    0,40 0,42 0,36 
16 Γ 2,66 3,06 4,59 0,36 0,50 0,51 0,37 0,61 0,61 0,13 0,10 0,10    
17 Γ 2,62 2,87 2,70 0,55 0,53 0,70 0,47 0,55 0,61 0,06 0,07 0,06    
18 Γ 3,78 3,60 3,16 0,39 0,41 0,54 0,61 0,62 0,54 0,08 0,08 0,10    
19 Γ 4,38 2,98 3,18 0,37 0,31 0,37 0,54 0,55 0,52 0,09 0,14 0,09    
20 Γ 3,71 5,07 4,72 0,73 0,40 0,42 0,54 0,54 0,41 0,08 0,11 0,17    
21 Α 4,92 5,44 5,64 0,29 0,46 0,53 0,54 0,55 0,56    0,47 0,38 0,40 
22 Α 3,88 3,75 3,91 0,73 0,75 0,70 0,61 0,68 0,61    0,32 0,37 0,29 
23 Α 3,83 3,79 4,28 0,53 0,60 0,55 0,47 0,43 0,44 0,15 0,12 0,11    
24 Α 3,89 3,60 3,11 0,60 0,69 0,57 0,67 0,69 0,62    0,37 0,42 0,35 
25 Α 5,19 4,23 3,51 0,76 0,73 0,75 0,54 0,54 0,55 0,07 0,09 0,09    
26 Α 5,62 5,26 4,15 0,36 0,54 0,64 0,46 0,48 0,47 0,10 0,11 0,11    
27 Α 3,70 3,13 3,05 0,64 0,60 0,50 0,68 0,58 0,65    0,36 0,26 0,31 
28 Α 3,58 3,32 4,68 0,57 0,46 0,31 0,68 0,56 0,54    0,44 0,47 0,52 
29 Α 6,05 5,16 4,96 0,47 0,42 0,73 0,49 0,49 0,54  0,10 0,08 0,32 0,33 0,40 
30 Α  4,91 3,71  0,62 0,66  0,50 0,54       
31 Α 3,35 2,91 2,64 0,46 0,62 0,50 0,51 0,53 0,51    0,24 0,27 0,28 
32 Α 4,43 4,73 5,17 0,29 0,36 0,41 0,46 0,49 0,57    0,26 0,28 0,29 
33 Α 5,56 4,14 3,92 0,62 0,78 0,69 0,51 0,53 0,53 0,11 0,10 0,09    
34 Α 4,81 5,40 3,41 0,55 0,61 0,51 0,55 0,55 0,52 0,10 0,10 0,08    

 Μ.Ο. 3,63 3,60 3,54 0,48 0,51 0,53 0,52 0,53 0,52 0,10 0,10 0,09 0,38 0,37 0,38 
 Τ.Α. 1,08 1,04 0.89 0,14 0,14 0,12 0,09 0,09 0,09 0,02 0,02 0,03 0,11 0,09 0,10 
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Πίνακας 26: Μέσοι όροι (± τυπική απόκλιση) των μεταβολικών λόγων του CYP1A2 

σε δείγματα σιέλου και ούρων που έχουν προσδιορισθεί υπό ελεύθερη δίαιτα και πριν και 

μετά την κατανάλωση κρόκου υπό περιορισμένη δίαιτα. 

 

 Ελεύθερη 
δίαιτα 

Περιορισμένη 
δίαιτα 

Περιορισμένη 
δίαιτα 

 + C. sativus 

 

σίελος    p** 
άνδρες 0.68±0.33 0.65±0.22 0.51±0.16 0,0001 

γυναίκες 0.39±0.10 0.39±0.13 0.38±0.10 0,6673 
p* 0.0023 0.0003 0.0120  

ούρα     
άνδρες 4.75±1.05 4.53±1.19 4.03±0.87 0,0174 

γυναίκες 3.37±0.84 3.31±0.93 3.26±0.84 0,7415 
p* 0.00018 0.0020 0.0151  

 
p* διαφορά μεταξύ ανδρών και γυναικών 
p** διαφορά μεταξύ πριν και μετά την κατανάλωση κρόκου υπό περιορισμένη δίαιτα 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 27: % Μεταβολή του μεταβολικού λόγου του CYP1A2 στο σίελο και στα ούρα μετά την 

κατανάλωση κρόκου στους άνδρες και στις γυναίκες. 

 

Μεταβολικοί λόγοι του CYP1A2 στα ούρα  

Ο μεταβολικός λόγος του CYP1A2 στα ούρα (6η ώρα) σημείωσε μικρή μείωση 

(3,1%) μετά την κατανάλωση κρόκου στο σύνολο των εθελοντών η οποία δεν ήταν 

στατιστικά σημαντική (πριν: 3,81±1,20, μετά: 3,58±0,92; p=0.054, Εικόνα 29Α). Το 

εύρος της μεταβολής του μεταβολικού λόγου ήταν −30,9 έως +47,0. Συγκεκριμένα, 

μείωση του μεταβολικού λόγου σημειώθηκε σε 21 εθελοντές, αύξηση σε 13 εθελοντές.   
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Εικόνα 28: Μεμονομένα (αριστερά) και αθροιστικά (δεξιά) αποτελέσματα του μεταβολικού 

λόγου του CYP1A2 στο σίελο πριν και μετά την κατανάλωση κρόκου Α. στο συνολικό δείγμα Β. 

σε άνδρες και Γ. σε γυναίκες. 

 

Κατά αναλογία με τα ευρήματα του σιέλου, όταν έγινε διαχωρισμός του πληθυσμού 

σε άνδρες και γυναίκες βρέθηκε ότι ο μεταβολικός λόγος μειώθηκε στατιστικά σημαντικά 

στους άνδρες μετά την κατανάλωση κρόκου (πριν: 4,53±1,19, μετά: 4,03±0,87; p=0,017) 

(Εικόνα 29Β, Πίνακας 26), αλλά όχι στις γυναίκες (πριν: 3,31±0,93, μετά: 3,26±0,84; 

p=0,74) (Εικόνα 29Γ, Πίνακας 26). Όπως και στον σίελο, ο διμορφισμός αυτός φαίνεται 

να σχετίζεται με το φύλο καθώς η μείωση του μεταβολικού λόγου του CYP1A2 μετά την 

κατανάλωση κρόκου ήταν μεγαλύτερη στους άνδρες (~85%) σε σχέση με στις γυναίκες 

(~50%) (Εικόνα 27), και αυτό παρατηρήθηκε υπό όλες τις συνθήκες δίαιτας (Πίνακας 

26). Η μετάβαση από την ελεύθερη προς την περιορισμένη δίαιτα δεν επέφερε μεταβολή 

στο μεταβολικό λόγο του CYP1A2.  
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Ο μεταβολικός λόγος του CYP1A2 στα δείγματα ούρων που συλλέχθηκαν κατά την 

0-5η ώρα δεν παρουσίασε καμμία αλλαγή υπό όλες τις συνθήκες δίαιτας (Πίνακας 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 29: Μεμονομένα (αριστερά) και αθροιστικά (δεξιά) αποτελέσματα του μεταβολικού 

λόγου του CYP1A2 στα ούρα πριν και μετά την κατανάλωση κρόκου Α. στο συνολικό δείγμα Β. 

σε άνδρες και Γ. σε γυναίκες. 

 

Στους εθελοντές 5, 17, 21, 28, 30 και 33 οι μεταβολικοί λόγοι του CYP1A2 

μεταβλήθηκαν προς την αντίθετη κατεύθυνση μεταξύ ούρων και σιέλου μετά την 

κατανάλωση κρόκου. Γενικά, όμως, οι μεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης στα ούρα έδειξαν 

καλή συσχέτιση με τους λόγους στον σίελο σε συνθήκες ελεύθερης δίαιτας. Παρόμοια 

ήταν τα αποτελέσματα συσχέτισης πριν και μετά την κατανάλωση κρόκου σε συνθήκες 

περιορισμένης δίαιτας. Οι συντελεστές συσχέτισης κατά Pearson καθώς και η στατιστική 

σημαντικότητα παρουσιάζονται στην Εικόνα 30.   

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 05:11:04 EEST - 18.117.7.241



 110 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 30: Γραφικές παραστάσεις συσχέτισης μεταξύ των μεταβολικών λόγων της καφεΐνης 

στα ούρα (AFMU+1U+1X)/17U και στο σίελο17Χ/137Χ σε 34 εθελοντές υπό διάφορες συνθήκες 

δίαιτας.  
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Μεταβολικοί λόγοι του CYP2A6 στα ούρα 

Οι μεταβολικοί λόγοι του CYP2A6 στα ούρα δεν μεταβλήθηκαν μετά την 

κατανάλωση του κρόκου. Παρουσίαζονται τα αποτελέσματα των δειγμάτων συλλογής 

6ης ώρας (Εικόνα 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 31: Μεμονομένα (αριστερά) και αθροιστικά (δεξιά) αποτελέσματα του μεταβολικού 

λόγου του CYP2A6 στα ούρα (6η ώρα) πριν και μετά την κατανάλωση κρόκου. 

 

Μεταβολικοί λόγοι της ΧΟ στα ούρα 

Οι μεταβολικοί λόγοι της ΧΟ στα ούρα δεν μεταβλήθηκαν μετά την κατανάλωση 

του κρόκου. Παρουσίαζονται τα αποτελέσματα των δειγμάτων συλλογής 6ης ώρας 

(Εικόνα 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 32: Μεμονομένα (αριστερά) και αθροιστικά (δεξιά) αποτελέσματα του μεταβολικού 

λόγου της ΧΟ στα ούρα (6η ώρα) πριν και μετά την κατανάλωση κρόκου.  
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Μεταβολικοί λόγοι της ΝΑΤ2 στα ούρα 

Η δραστηριότητα της ΝΑΤ2 καθορίζεται κυρίως γενετικά και παρουσιάζει 

δικόρυφη κατανομή στις διάφορες εθνικές ομάδες (Sim et al., 2012). Επομένως, πιθανές 

μεταβολές στην δραστηριότητα της ΝΑΤ2 μετά την κατανάλωση κρόκου εξετάσθηκαν 

χωριστά στους βραδείς και ταχείς ακετυλιωτές. Ο διαχωρισμός των δύο φαινοτύπων 

έγινε στην τιμή 0,25 η οποία σύμφωνα με προηγούμενη μελέτη του Εργαστηρίου 

διαχωρίζει τους αργούς από τους ταχείς ακετυλιωτές στον ελληνικό πληθυσμό (Begas et 

al., 2007). Με βάση αυτή την τιμή διαχωρισμού, 20 άτομα ταξινομήθηκαν ως αργοί και 

14 άτομα ως ταχείς ακετυλιωτές. Η κατανάλωση κρόκου δεν επέφερε καμμία μεταβολή 

στη δραστηριότητα της ΝΑΤ2 ούτε στους αργούς, αλλά ούτε και στους ταχείς 

ακετυλιωτές. Παρουσίαζονται τα αποτελέσματα των δειγμάτων συλλογής 6ης ώρας 

(Εικόνα 33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 33: Μεμονομένα (αριστερά) και αθροιστικά (δεξιά) αποτελέσματα του μεταβολικού 

λόγου της ΝΑΤ2 στα ούρα (6η ώρα) πριν και μετά την κατανάλωση κρόκου. 
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2.3. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

Ανάπτυξη και πιστοποίηση μεθόδου για τον φαινοτυπικό προσδιορισμό του 

CYP1A2 στο σίελο 

Στην παρούσα εργασία αναπτύχθηκε μια αξιόπιστη και απλή χρωματογραφική 

μέθοδος RP-HPLC για τον φαινοτυπικό προσδιορισμό του CYP1A2. Ταυτόχρονα, έγινε 

σύγκριση μεταξύ του προσδιορισθέντος μεταβολικού λόγου 17Χ/137Χ στο σίελο με τον 

μεταβολικό λόγο (AFMU+1U+1X)/17U στα ούρα που χρησιμοποιείται ευρέως στην 

βιβλιογραφία. Σε προηγούμενη μελέτη του Εργαστηρίου Φαρμακολογίας αναπτύχθηκε 

και πιστοποιήθηκε μέθοδος η οποία επέτρεψε τον ταυτόχρονο προσδιορισμό των 

δραστηριοτήτων των ενζύμων CYP1A2, CYP2A6, XO και ΝΑΤ2 στα ούρα 

χρησιμοποιώντας την καφεΐνη ως μεταβολικό δείκτη (Begas et al., 2007). Η 

δραστηριότητα του CYP1A2 προσδιορίσθηκε χρησιμοποιώντας τον αξιόπιστο 

μεταβολικό λόγο (AFMU+1U+1X)/17U (Sinués et al., 1999). Αυτός ο μεταβολικός λόγος, 

όμως, κάνει χρήση του 17U το οποίο αποτελεί όχι μόνον προϊόν μεταβολισμού της 

καφεΐνης αλλά και υπόστρωμα μεταβολισμού άλλων ενζύμων, πλέον του CYP1A2. Ως εκ 

τούτου, η χρήση του παραπάνω μεταβολικού λόγου μπορεί να μην αντανακλά επακριβώς 

την δραστηριότητα του CYP1A2 (Rostami-Hodjegan et al., 1996). Αντίθετα, μέθοδοι 

προσδιορισμού της δραστηριότητας του CYP1A2 στο πλάσμα ή στο σίελο θεωρούνται 

περισσότερο αξιόπιστες, σε σχέση με τα ούρα, κυρίως λόγω του γεγονότος ότι 

χρησιμοποιούν τον μεταβολικό λόγο 17Χ/137Χ. Στον λόγο αυτό συμμετέχει η 17Χ η 

οποία αποτελεί τον κύριο μεταβολίτη της 137Χ και παράγεται αποκλειστικά από την 

καταλυτική δραστηριότητα του CYP1A2 (Arnaud, 2011). Ο σίελος θεωρείται αξιόπιστο 

βιολογικό υγρό για τον προσδιορισμό του CYP1A2 καθώς τόσο η 137Χ όσο και οι 

πρωταρχικοί μεταβολίτες της 17Χ, 37Χ και 13Χ κατανέμονται ευχερώς σε αυτό 

(Rodopoulos and Norman, 1996). Ένα επιπλέον πλεονέκτημα του σιέλου ως βιολογικό 

υπόστρωμα είναι ότι η διαδικασία συλλογής του είναι απλή, φθηνή και κυρίως, αντίθετα 

με το πλάσμα, δεν είναι επεμβατική και ως εκ τούτου δεν απαιτείται εξειδικευμένο 

προσωπικό για την λήψη του. Μια άλλη μέθοδος δειγματοληψίας, με μικρή 

επεμβατικότητα, είναι οι αποξηραμένες σταγόνες αίματος η οποία αναπτύχθηκε σχετικά 

πρόσφατα ως μέθοδος προσδιορισμού του CYP1A2 εναλλακτική ως προς το πλάσμα (De 

Kesel et al., 2014).  
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Η μέθοδος που αναπτύχθηκε στην παρούσα εργασία παρέχει ένα αξιόπιστο 

αναλυτικό εργαλείο για τον προσδιορισμό της δραστηριότητας του CYP1A2 στον 

άνθρωπο καθώς παρουσιάζει καλή ανάκτηση, μικρή μεταβλητότητα (<5,51%) και μικρές 

τιμές LOD και LLOQ για τις μεθυλοξανθίνες 17Χ και 137Χ. Ο συνδυασμός της αναλυτικής 

στήλης και της κινητής φάσης που χρησιμοποιήθηκε επέτρεψε όχι μόνο τον πλήρη 

διαχωρισμό των 17Χ, 137Χ και IS, αλλά και τον διαχωρισμό των 37Χ και 13Χ με 

συντελεστές διαχωρισμού >2,8. Οι δύο τελευταίες ουσίες είναι πρωτογενείς μεταβολίτες 

της 137Χ και μαζί με την 137Χ και την 17Χ εντοπίζονται στα δείγματα σιέλου 

(Rodopoulos and Norman, 1996). Επομένως, ο χρωματογραφικός τους διαχωρισμός 

αποτελεί αναγκαία προϋπόθεση για την ακριβή ποσοτικοποίηση των 137Χ και 17Χ. 

Αντίθετα με την παρούσα εργασία, σε μια προηγούμενη μελέτη η έκλουση της 137Χ 

συνέπιπτε με αυτήν της 17Χ παρά τις μεθοδολογικές προσπάθειες που κατάβαλαν οι 

συγγραφείς (Perera et al., 2010). Το μεθοδολογικό αυτό μειονέκτημα μπορεί να αποβεί 

αρκετά σημαντικό καθώς παρεμποδίζει τον ακριβή προσδιορισμό της 17Χ στα δείγματα 

σιέλου. Επιπλέον, ο χρωματογραφικός διαχωρισμός των 13Χ και 37Χ επιτρέπει πιθανώς 

την διευρεύνηση μικρότερων μεταβολικών οδών της 137Χ στις οποίες εμπλέκονται άλλα 

ισοένζυμα του CYP όπως το CYP2E1 το οποίο καταλύει τον σχηματισμό των δύο αυτών 

μεταβολιτών από την 137Χ (Ha et al., 1996).  

Η 137Χ και ο μεταβολίτης της 17Χ απομονώθηκαν από τα δείγματα σιέλου με 

εκχύλιση υγρού-υγρού χρησιμοποιώντας μείγμα χλωροφορμίου-ισοπροπανόλης 85:15 

v/v. Ο συγκεκριμένος λόγος διαλυτών επιτρέπει την ικανοποιητική ανάκτηση των δύο 

ουσιών και του IS σε μικρό, σχετικά, διάστημα των 9΄ εξαιρουμένου, βέβαια, του σταδίου 

της ξήρανσης του δείγματος. Επιπλέον, στους χρόνους έκλουσης των 137Χ, 17Χ και IS δεν 

εμφανίσθηκε καμμία άλλη κορυφή και η ανάκτηση ήταν >93% τόσο για την 137Χ όσο 

και για την 17Χ. Αντίθετα, σε προηγούμενη μελέτη στην οποία χρησιμοποιήθηκε οξεικός 

αιθυλεστέρας ως μέσον εκχύλισης σε δείγματα σιέλου, η συνολική διάρκεια εκχύλισης 

ήταν 15΄ και οι ανακτήσεις ήταν 72 και 73% για την 137Χ και για την 17Χ, αντίστοιχα 

(Perera et al., 2010).  

Η χρωματογραφική μέθοδος που αναπτύχθηκε στην παρούσα μελέτη επέτρεψε τον 

ποσοτικό προσδιορισμό των 137Χ και 17Χ σε μεγάλο εύρος συγκεντρώσεων (0,10–8,00 

μg/mL). Αν και έχει αναφερθεί στο παρελθόν παρόμοιο LOQ <0,10 μg/mL (Perera et al., 

2010), η συγκέντρωση των 17Χ και 137Χ που μετρήθηκε στα δείγματά μας είχαν εύρος 

μεταξύ 0,12 και 1,44 μg/mL για την 17Χ και μεταξύ 0,13 και 5,05 μg/mL για την 137Χ. 

Επομένως, όλα τα δείγματα που αναλύθηκαν ενέπιπταν στο εύρος της μεθόδου και δεν 
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υπήρχε ανάγκη συμπύκνωσης ή αραίωσης του δείγματος. Τέλος, ο χρόνος 

δειγματοληψίας στην παρούσα μελέτη, δηλαδή 6 ώρες μετά την κατανάλωση της 137Χ, 

αντανακλά επακριβώς την κάθαρση της 137Χ (Fuhr and Rost, 1994a).  

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν δύο αξιόπιστοι δείκτες της 

δραστηριότητας του CYP1A2, δηλαδή ο λόγος 17X/137X στο σίελο (Fuhr and Rost, 

1994a; Tantcheva-Poór et al., 1999) και τον λόγο (AFMU+1U+1X)/17U στα ούρα 

(Rostami-Hodjegan et al., 1996; Sinués et al., 1999) για την εκτίμηση της δραστηριότητας 

του CYP1A2 στο ίδιο δείγμα εθελοντών. Στους 34 εθελοντές που εξετάσθηκαν βρέθηκε 

ότι και με τους δύο μεταβολικούς λόγους, στον σίελο και στα ούρα, οι καπνιστές είχαν 

σημαντικά υψηλότερη δραστηριότητα του CYP1A2 σε σχέση με τους μη καπνιστές. Η 

επαγωγική επίδραση του καπνίσματος στην παρούσα εργασία συμφωνεί με 

προηγούμενες μελέτες που δείχνουν μεγαλύτερη δραστηριότητα του CYP1A2 στους 

καπνιστές χρησιμοποιώντας διαφορετικούς μεταβολικούς λόγους και βιολογικά 

υποστρώματα (Fuhr and Rost, 1994a; Bozikas et al., 2004; Wenk et al., 2004; Woolridge 

et al., 2004; Kukongviriyapan et al., 2006). Η αξιοπιστία της μεθοδολογίας που 

αναπτύχθηκε στην παρούσα εργασία ενισχύεται και επιβεβαιώνεται από την υψηλή 

συσχέτιση που παρατηρήθηκε μεταξύ του μεταβολικού λόγου 17Χ/137Χ στον σίελο και 

του μεταβολικού λόγου (AFMU+1U+1X)/17U στα ούρα. 

Σε αυτό το μέρος της παρούσας εργασίας ζητήθηκε από τους εθελοντές να απέχουν 

από μεθυλοξανθίνες τουλάχιστον 12 ώρες πριν από την δοκιμασία της καφεΐνης. Είναι 

πιθανόν τα δείγματα που συλλέχθησαν να έχουν υπολείμματα μεθυλοξανθινών κυρίως 

σε εθελοντές στους οποίους ο χρόνος ημίσειας ζωής της καφεΐνης είναι μεγαλύτερος των 

3 ωρών. Η μικρή αυτή περίοδος αποχής που εφαρμόσθηκε στην παρούσα εργασία 

βασίσθηκε σε ήδη δημοσιευμένες μελέτες σύμφωνα με τις οποίες μικρές περίοδοι αποχής 

από μεθυλοξανθίνες όπως μόνο κατά τη διάρκεια της νύχτας (Fuhr and Rost, 1994a) ή 

και καθόλου αποχή (Nordmark et al., 1999; Perera et al., 2011) δεν επηρεάζουν την 

εγκυρότητα των μεταβολικών λόγων στον σίελο και στα ούρα ως αξιόπιστοι δείκτες της 

δραστηριότητας του CYP1A2. Επιπλέον, σύμφωνα με προηγούμενη εμπειρία του 

εργαστηρίου, οι 12 ώρες αποχή από μεθυλοξανθίνες συνιστά έναν συνετό συμβιβασμό 

ανάμεσα στην αξιοπιστία της μεθόδου και στην συμμόρφωση των εθελοντών και την 

τήρηση της εφαρμογής του πειραματικού πρωτοκόλλου.  

Κλινική σημασία των αποτελεσμάτων  

Η χρήση των δειγμάτων σιέλου στον φαινοτυπικό προσδιορισμό της 

δραστηριότητας του CYP1A2 μπορεί να αποδειχθεί χρήσιμη στην κλινική πράξη. Από 
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επιδημιολογικές μελέτες έχει φανεί ότι ο προσδιορισμός του φαινοτύπου του CYP1A2 

μπορεί να διαχωρίσει τους ασθενείς που διατρέχουν μεγαλύτερο κίνδυνο να εμφανίσουν 

κάποιες ασθένειες. Πράγματι, προηγούμενες μελέτες, στις οποίες χρησιμοποιήθηκαν οι 

μεταβολικοί λόγοι της 137Χ στα ούρα για τον φαινοτυπικό προσδιορισμό του CYP1A2, 

έδειξαν ότι υπάρχει συσχέτιση μεταξύ παραγόντων που επάγουν το CYP1A2, όπως είναι 

το κάπνισμα, και της αυξημένης συχνότητας εμφάνισης του καρκίνου του ορθού και της 

ουροδόχου κύστης (Lang et al., 1994; Le Marchand et al., 2002; Tao et al., 2012). Βέβαια, 

υπάρχει και άλλη μελέτη σύμφωνα με την οποία μειωμένη, και όχι αυξημένη, 

δραστηριότητα του CYP1A2 σχετίζεται με αυξημένη συχνότητα εμφάνισης του καρκίνου 

των όρχεων (Vistisen et al., 2004). Μια άλλη σημαντική κλινική χρήση του φαινοτυπικού 

προσδιορισμού του CYP1A2 στον σίελο θα μπορούσε να αποδειχθεί η προσαρμογή της 

δόσης φαρμάκων που μεταβολίζονται από το CYP1A2 και πρόκειται να χορηγηθούν σε 

ασθενείς που καπνίζουν ή εκτίθενται σε επαγωγείς του ενζύμου, όπως είναι οι 

πολυκυκλικοί υδρογονάνθρακες, ή σε ασθενείς που ήδη λαμβάνουν φάρμακα που 

μεταβολίζονται από το CYP1A2. Ομοίως, ο φαινοτυπικός προσδιορισμός του CYP1A2 στο 

σίελο μπορεί να βοηθήσει σε περιπτώσεις στις οποίες η θεραπευτική δόση φαρμάκων 

που αποτελούν υποστρώματα του CYP1A2 δεν είναι γνωστή, ή σε περιπτώσεις 

εμφάνισης ανεπιθύμητων ενεργειών ή έλλειψη ανταπόκρισης στην θεραπευτική αγωγή. 

Τέλος, ο φαινοτυπικός προσδιορισμός του CYP1A2 μπορεί να βοηθήσει στην εκτίμηση 

της ηπατικής λειτουργίας ή την παρουσία ηπατοπάθειας, καθώς είναι γνωστό ότι το 

CYP1A2 εντοπίζεται κυρίως στο ήπαρ (Tarantino, 2009). Υπό αυτή την ένοια, η μέθοδος 

που αναπτύχθηκε, λόγω της ευκολίας και της αξιοποστίας της, θα μπορούσε να 

χρησιμοποιηθεί ευρέως στην κλινική πράξη για την εκτίμηση της εφεδρείας της ηπατικής 

λειτουργίας σε διάφορες μορφές χρόνιας ηπατοπάθειας. 

Συμπερασματικά, το μεταβολικός λόγος 17Χ/137Χ προσδιορίσθηκε με ακρίβεια σε 

δείγματα σιέλου υγειών εθελοντών χρησιμοποιώντας μια απλή, φθηνή και αξιόπιστη 

χρωματογραφική μέθοδο. Η μέθοδος επέδειξε υψηλή συσχέτιση με τον μεταβολικό λόγο 

(AFMU+1U+1X)/17U στα ούρα και αμφότεροι οι μεταβολικοί λόγοι, στον σίελο και στα 

ούρα, διέγνωσαν ορθώς την επαγωγή του CYP1A2 στους καπνιστές. Η μέθοδος μπορεί 

να χρησιμοποιηθεί σε πληθυσμιακές μελέτες για τον φαινοτυπικό προσδιορισμό του 

CYP1A2 την λειτουργική ικανότητα του ήπατος. Επιπλέον, μπορεί να βοηθήσει στην 

εξατομίκευση της φαρμακοθεραπείας σε περιπτώσεις που αυτή επηρεάζεται από 

περιβαλλοντικούς παράγοντες, ενδογενείς αλλαγές και αλληλεπιδράσεις φαρμάκων. 

Τέλος, μπορεί να αποδειχθεί πολύτιμη στην εκτίμηση της μείωσης της λειτουργικότητας 
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του CYP1A2 σε ασθενείς με ηπατοπάθεια και στην διερεύνηση των παραγόντων 

κινδύνου εμφάνισης διαφόρων μορφών καρκίνου σε άτομα που εκτίθενται σε 

περιβαλλοντικά καρκινογόνα. 

 

Επίδραση του κρόκου στην λειτουργικότητα ενζύμων του μεταβολισμού 

ξενοβιοτικών 

Αρχίζει και γίνεται ευρέως αντιληπτό ότι τα φυσικά προϊόντα μπορούν να 

τροποποιήσουν την δραστηριότητα των ενζύμων των ξενοβιοτικών με αποτέλεσμα την 

εμφάνιση φαρμακοκινητικών αλληλεπιδράσεων μεταξύ φυσικού προϊόντος και άλλων 

υποστρωμάτων των ενζύμων. Στην περίπτωση που τα υποστρώματα αυτά είναι 

φάρμακα υπάρχει κίνδυνος εμφάνισης κλινικών επιπτώσεων. Με δεδομένο το αυξημένο 

ενδιαφέρον όσον αφορά στις ιατρικές χρήσεις του κρόκου, η επίδραση του προϊόντος σε 

ένζυμα βιομετατροπής των ξενοβιοτικών αποκτά ιδιαίτερες διαστάσεις. Η παρούσα 

μελέτη έδειξε ότι η κατανάλωση ροφήματος κρόκου για το σύντομο διάστημα των έξι 

ημερών μειώνει τον μεταβολικό λόγο του CYP1A2 σε δείγματα ούρων και σιέλου, ενώ δεν 

επηρεάζει τους μεταβολικούς λόγους των ενζύμων CYP2A6, XO ή NAT2 που 

υπολογίσθηκαν δείγματα ούρων. Η μείωση του μεταβολικού λόγου του CYP1A2 

οφείλεται στην εκλεκτική μείωση σε άνδρες εθελοντές.  

Μερικές μόνο μελέτες στην βιβλιογραφία αναφέρουν την επίδραση φυσικών 

προϊόντων στην δραστηριότητα των ενζύμων CYP1A2, CYP2A6, XO ή NAT2 στον 

άνθρωπο με την χρήση της καφεΐνης ως μεταβολικού δείκτη. Σημαντική μείωση στην 

δραστηριότητα του CYP1A2 έχει αναφερθεί για την κερσετίνη (Chen et al., 2009), την 

κουρκουμίνη (Chen et al., 2010), την γενιστεΐνη (Chen et al., 2011), το φυτό Angelicae 

dahuricae radix (Yi et al., 2009) και το φυτό Keishi-bukuryo-gan (Saruwatari et al., 2012). 

Αντίθετα, καμμία επίδραση στην δραστηριότητα του CYP1A2 δεν φαίνεται να έχουν το 

έλαιο του σκόρδου, τα φυτά Ginkgo biloba και Panax ginseng (Gurley et al., 2002, 2005), 

το τσάι μέντας (Begas et al., 2017), ή το τσάι του βουνού (Begas et al., 2018). Ορισμένες 

μελέτες έχουν δείξει ότι το φυτό St John’s wort δεν έχει επίδραση στην δραστηριότητα 

του CYP1A2 (Wang et al., 2001; Gurley et al., 2005), ενώ άλλες αναφέρουν αύξηση της 

δραστηριόητάς του (Gurley et al., 2002; Wenk et al., 2004). Η δραστηριότητα του ενζύμου 

CYP2A6 αυξάνεται από την κερσετίνη (Chen et al., 2009), την κουρκουμίνη (Chen et al., 

2010) και την γενιστεΐνη (Chen et al., 2011), μειώνεται στους άνδρες από τον σιδερίτη 

(Begas et al., 2018), ενώ το φυτό Keishi-bukuryo-gan (Saruwatari et al., 2012) και το τσάι 
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μέντας (Begas et al., 2017) δεν έχουν καμμία επίδραση στο ένζυμο αυτό. Η 

δραστηριότητα της XO αυξάνει από την κερσετίνη (Chen et al., 2009), μειώνεται από την 

γενιστεΐνη (Chen et al., 2011) αλλά δεν επηρεάζεται από το φυτό St John’s wort (Wenk et 

al., 2004), την κουρκουμίνη (Chen et al., 2010), το φυτό Keishi-bukuryo-gan (Saruwatari 

et al., 2012), το τσάι μέντας (Begas et al., 2017) και τον σιδερίτη (Begas et al., 2018). Η 

δραστηριότητα του ενζύμου NAT2 δεν επηρεάζεται από το φυτό St John’s wort (Wenk et 

al., 2004), την κουρκουμίνη (Chen et al., 2010), την γενιστεΐνη (Chen et al., 2011), το φυτό 

Keishi-bukuryo-gan (Saruwatari et al., 2012) και τον σιδερίτη (Begas et al., 2018) με 

εξαίρεση το τσάι μέντας το οποίο μειώνει την δραστηριότητά του (Begas et al., 2017). 

Αντίθετα, η κερσετίνη επάγει την δραστηριότητα του ενζύμου NAT2 κατά περίπου 89% 

(Chen et al., 2009). Το σύνολο των ευρημάτων στην βιβλιογραφία υποδηλώνει ότι 

διάφορα φυσικά προϊόντα έχουν ποικίλες επιδράσεις στην δραστηριότητα των ενζύμων.  

Η διαφοροποίηση της επίδρασης των φυσικών προϊόντων, μεταξύ ανδρών και 

γυναικών, όσον αφορά στην δραστηριότητα του CYP έχει αναφερθεί και σε 

προηγούμενες μελέτες που έγιναν τόσο στον άνθρωπο όσο και σε πειραματόζωα. Για 

παράδειγμα, έχει αναφερθεί ότι κατανάλωση του προϊόντος St John’s Wort για χρονικό 

διάστημα 28 ημερών επιφέρει 74% μεγαλύτερη επαγωγή του ενζύμου CYP3A4 στις 

γυναίκες απότι στους άνδρες (Gurley et al., 2002). Επίσης, η δραστηριότητα του ενζύμου 

CYP2A6 μειώνεται σημαντικά μόνο στους άνδρες μετά την κατανάλωση ροφήματος 

Sideritis scardica για μια εβδομάδα (Begas et al., 2018). Μακρόχρονη χορήγηση 

πολυφαινολών που βρίσκονται στο τσάι επιφέρει αύξηση του ηπατικού περιεχομένου 

P450 ειδικά σε αρσενικούς αρουραίους (Liu et al., 2003), ενώ το φλαβονοειδές κερσετίνη 

αναστέλλει του ενζύμου CYP2E1 in vitro μόνο σε μικροσώματα αρσενικών χοίρων 

(Ekstrand et al., 2015).  

Αν και η προέλευση αυτής της διαφοροποιημένης επίδρασης του κρόκου στη 

δραστηριότητα του CYP1A2 μεταξύ ανδρών και γυναικών δεν διερευνήθηκε στην 

παρούσα μελέτη, η διαφοροποίηση αυτή θα μπορούσε να ερμηνευθεί υπό το πρίσμα του 

σεξουαλικού διμορφισμού σε διάφορες φυσιολογικές και μοριακές παραμέτρους που 

αφορούν στη φαρμακοθεραπεία. Πρώτον, οι γυναίκες χαρακτηρίζονται από 

διαφορετικούς, σε σχέση με τους άνδρες, φυσιολογικούς παράγοντες όπως η οξύτητα 

του στομάχου, η κινητικότητα του εντέρου, το σωματικό βάρος και η σύνθεσή του, το 

μέγεθος των οργάνων, ο όγκος αίματος και η νεφρική απέκκριση οι οποίοι είναι δυνατόν 

να επηρεάσουν τις φαρμακοκινητικές παραμέτρους των χορηγούμενων φαρμάκων 

(Marazziti et al., 2013; Islam et al., 2017). Δεύτερον, υπάρχει σεξουαλικός διμορφισμός σε 
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μοριακούς παράγοντες οι οποίοι σχετίζονται με την αποβολή φαρμάκων, όπως για 

παράδειγμα ένζυμα βιομετατροπής και μεταφοράς φαρμάκων, και οι οποίοι μπορεί να 

οδηγήσουν σε διαφοροποίηση της αποβολής φαρμάκων μεταξύ ανδρών και γυναικών 

(Meibohm et al., 2002). Για παράδειγμα, η ολανζαπίνη, ένα αντιψυχωσικό φάρμακο που 

μεταβολίζεται από το CYP1A2, φθάνει σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις στο πλάσμα (Kelly 

et al., 1999, 2006) και αποβάλλεται κατά 38% πιο αργά (Bigos et al., 2008) σε γυναίκες 

παρά σε άνδρες. Τα αποτελέσματα αυτά θα μπορούσαν να αποδοθούν, τουλάχιστον εν 

μέρει, και σε διαφορές μεταξύ των ανδρών και των γυναικών όσον αφορά στην βασική 

ενδογενή δραστηριότητα CYP1A2. Πράγματι, είναι ευρέως αποδεκτό ότι η 

δραστηριότητα CYP1A2 είναι μεγαλύτερη στους άνδρες σε σχέση με τις γυναίκες (Relling 

et al., 1992; Bock et al., 1994; Shimada et al., 1994; Kashuba et al., 1998; Tantcheva-Poór 

et al., 1999; Ou-Yang et al., 2000). Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης συμφωνούν 

με αυτά τα ευρήματα της βιβλιογραφίας καθώς φάνηκε ότι οι γυναίκες χαρακτηρίζονται 

από στατιστικά μικρότερο μεταβολικό λόγο του CYP1A2 υπό όλες τις συνθήκες δίαιτας 

(ελεύθερη, περιορισμένη και περιορισμένη υπό κρόκο). Ενδιαφέρον προκαλεί και το 

εύρημα που αφορά στο πρότυπο αλλαγών στην δραστηριότητα CYP1A2 μεταξύ ανδρών 

και γυναικών. Ενώ, δηλαδή, σχεδόν όλοι οι άνδρες παρουσίασαν μείωση της 

δραστηριότητας του ενζύμου, η φορά της αλλαγής στις γυναίκες ήταν πιο απρόβλεπτη 

δηλαδή μείωση, αύξηση και καμμία επίδραση. Το εύρημα αυτό μπορεί να ερμηνευθεί υπό 

το πρίσμα της διακύμανσης της δραστηριότητας του CYP1A2 κατά τη διάρκεια του 

εμμηνορυσιακού κύκλου της γυναίκας. Σύμφωνα με την βιβλιογραφία, η δραστηριότητα 

του CYP1A2 φθάνει στο κατώτατο σημείο κατά την διάρκεια της ύστερης ωοθηλακικής 

φάσης (Nagata et al., 1997; Kamimori et al., 1999; Asprodini et al., 2019). Μάλιστα, έχει 

βρεθεί ότι η φάση αυτή συμπίπτει χρονικά με την υψηλότερη συγκέντρωση καφεΐνης 

στον ορό (Schliep et al., 2016) γεγονός που υποδηλώνει μειωμένη δραστηριότητα του 

ενζύμου. Εφόσον στην παρούσα μελέτη δεν λάβαμε υπ’όψη τον εμμηνορυσιακό κύκλο, 

είναι πιθανόν ότι η φάση του κύκλου στην οποία βρισκόταν η εθελόντρια κατά την 

δειγματοληψία πριν και μετά την χορήγηση κρόκου να επηρέασε τη φορά μεταβολής 

στην δραστηριότητα του CYP1A2.  

Ένα επίσης ενδιαφέρον εύρημα είναι και το γεγονός ότι αν και βρέθηκε 

στατιστικώς σημαντική μείωση στη δραστηριότητα του CYP1A2 στους άνδρες τόσο στα 

δείγματα σιέλου όσο και στα δείγματα ούρων, όταν συνυπολογίσθηκε ο μέσος όρος όλων 

των εθελοντών βρέθηκε στατιστική σημαντικότητα μόνο στα δείγματα σιέλου. Το 

αποτέλεσμα αυτό υποδηλώνει ότι οι μεταβολικοί λόγοι της καφεΐνης στο σίελο 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 05:11:04 EEST - 18.117.7.241



 120 

εμφανίζουν μεγαλύτερη ευαισθησία στην ανίχνευση αλλαγών στην δραστηριότητα του 

CYP1A2 σε σχέση με αυτούς στα ούρα. Πράγματι, ο μεταβολικός λόγος 

παραξανθίνης/καφεΐνης στο σίελο θεωρείται ως ο πλέον κατάλληλος δείκτης 

δραστηριότητας του CYP1A2 καθώς παρουσιάζει τη μεγαλύτερη συσχέτιση με την 

συστηματική κάθαρση της καφεΐνης (Fuhr and Rost, 1994a). Αντίθετα, οι μεταβολικοί 

λόγοι της καφεΐνης που προσδιορίζονται στα ούρα βασίζονται σε δευτεροταγείς ή και 

τριτοταγείς μεταβολίτες οι οποίοι παράγονται και από άλλα ένζυμα εκτός από το 

CYP1A2, ενώ μπορεί να επηρεάζονται και από την νεφρική κάθαρση (Rostami-Hodjegan 

et al., 1996). 

Όπως όλα τα φυσικά προϊόντα, έτσι και ο κρόκος αποτελείται από ένα περίπλοκο 

μείγμα πολλών συστατικών. Προς το παρόν, δεν είναι γνωστό ποιο, ή ποια, από όλα τα 

συστατικά του κρόκου είναι υπεύθυνο για την μείωση της δραστηριότητας του CYP1A2 

που βρέθηκε στους άνδρες εθελοντές. Γενικά, λόγω του πλήθους των συστατικών που 

περιέχονται σε ένα φυσικό προϊόν είναι πολύ δύσκολο να συσχετίσει κανείς 

συγκεκριμένα συστατικά με την επίδραση που μπορούν αυτά να έχουν στη 

δραστηριότητα των ενζύμων. Το θέμα αυτό περιπλέκεται ακόμα περισσότερο από το 

γεγονός ότι η βιοδιαθεσιμότητα των συστατικών του κρόκου στον άνθρωπο δεν είναι 

γνωστή. Στην βιβλιογραφία υπάρχει μόνο μια μελέτη που έγινε σε τέσσερις υγιείς 

εθελοντές και σε αυτούς βρέθηκε ότι μετά την χορήγηση κρόκου Κοζάνης παρατηρήθηκε 

αύξηση της κροκετίνης στο αίμα χωρίς όμως να αναφέρονται άλλα συστατικά του 

κρόκου (Chryssanthi et al., 2011). Προκλινικές μελέτες έδειξαν ότι τα υδατοδιαλυτά, μη-

απορροφήσιμα, συστατικά του κρόκου, όπως είναι τα γλυκοσίδια τύπου κροκίνης, 

βιομετατρέπονται στα άγλυκα προϊόντα τους, όπως είναι στην περίπτωση αυτή η 

κροκετίνη, από τις β-γλυκοσιδάσες που βρίσκονται είτε στα επιθηλιακά κύτταρα είτε στο 

μικροβίωμα του εντέρου προτού απορροφηθούν στα επιθηλιακά κύτταρα με παθητική 

διάχυση (Asai et al., 2005; Xi et al., 2007; Zhang et al., 2017). Αντίστοιχα, η χαμηλή 

βιοδιαθεσιμότητα του γλυκοσιδίου πικροκροκίνη (Kyriakoudi et al., 2015) ενισχύεται 

μετά από την μετατροπή της στο άγλυκο προϊόν, την σαφρανάλη, από πεπτικά ένζυμα ή 

από μεταβολισμό στο μικροβίωμα in vivo (Marín et al., 2015). Αν και ευρήματα 

προκλινικών μελετών δεν είναι κατ’ ανάγκη εφαρμόσιμα στον άνθρωπο, είναι πολύ 

πιθανό ότι το βιοδραστικό μόριο μετά από την κατανάλωση κρόκου να είναι η κροκετίνη 

παρά η κροκίνη, αν και η απορρόφηση της κροκίνης όπως και άλλων συστατικών του 

κρόκου όπως η σαφρανάλη ή η καμφερόλη δεν μπορεί να αποκλεισθεί.  
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Πολλοί επιστήμονες πιστεύουν ότι η λήψη εκχυλίσματος ενός ακατέργαστου 

φυσικού προϊόντος υπερτερεί από την λήψη καθαρών συστατικών λόγω της συνεργικής 

αλληλεπίδρασης μεταξύ των συστατικών του προϊόντος (Williamson, 2001; Li, 2002). 

Έχει αναφερθεί μάλιστα ότι, λόγω αυτής της συνέργειας, οι συγκεντρώσεις των 

συστατικών για να εκδηλωθεί η ιατρική επίδρασή ενός προϊόντος είναι πολύ μικρές 

(Bode and Dong, 2009). Στενά συνδεδεμένη με αυτή την ολιστική προσέγγιση των 

φυσικών προϊόντων είναι και η ίσως άνευ σημασίας συσχέτιση μεταξύ μεμονομένων 

συστατικών ενός φυσικού προϊόντος και της επίδρασής τους στον οργανισμό καθώς μια 

τέτοια συσχέτιση θα ακύρωνε το εξαιρετικό πλεονέκτημα της συνέργειας μεταξύ των 

συστατικών του φυσικού προϊόντος. Παρόλαυτα, αρκετές μελέτες in vitro και in vivo 

έχουν εξετάσει την δράση μεμονωμένων συστατικών του κρόκου σε ένζυμα 

βιομετατροπής των φαρμάκων. Η κροκίνη μειώνει την δραστηριότητα των ενζύμων 

CYP2B, CYP2C11, CYP3A4 και CYP2E1 σε μικροσώματα ήπατος (Dovrtělová et al., 2015) 

και την δραστηριότητα του ενζύμου CYP2E1 σε μικροσώματα νεφρού (Hassan et al., 

2015) στον αρουραίο. Το καροτενοϊδές λυκοπένιο, το οποίο ανευρίσκεται σε μικρές 

ποσότητες στον κρόκο, αναστέλλει την δραστηριότητα των ενζύμων CYP1A1 και CYPB1 

in vitro (Wang and Leung, 2010), όπως επίσης και του ενζύμου CYP2E1, αλλά όχι του 

CYP1A2, σε μικροσώματα ήπατος αρουραίου (Louisa et al., 2009). Επίσης, έμμεσες 

ενδείξεις υπάρχουν για αναστολή του ενζύμου CYP1A2 από το λυκοπένιο καθώς αυτό 

μειώνει την δυνατότητα μεταλλαξιγέννεσης της PhIP, μιας ετεροκυκλικής αμίνης η οποία 

υπόκειται σε μεταβολική ενεργοποίηση από το CYP1A2 (Weisburger et al., 1998). 

Παρόλαυτα, η ανασταλτική δράση του λυκοπενίου η οποία έχει βρεθεί σε in vitro 

πειράματα δεν υποστηρίζεται από in vivo μελέτες σε ζώα καθώς χορήγηση λυκοπενίου 

δεν επιφέρει αλλαγές στην δραστηριότητα των ισοενζύμων CYP1A1 ή CYP1A2 στον 

αρουραίο (Jewell and O’Brien, 1999). Συμπερασματικά, η κροκίνη και το λυκοπένιο 

αναστέλλουν την δραστηριότητα διαφόρων CYPs σε τρωκτικά, αν και η δράση τους 

παραμένει ακόμα απροσδιόριστη. Η δραστηριότητα της XO έχει αναφερθεί ότι μειώνεται 

στους νεφρούς διαβητικών αρουραίων στους οποίους χορηγείται κροκίνη από του 

στόματος (Altinoz et al., 2015) και στους σκελετικούς μύες μετά από εξαντλητική άσκηση 

αρουραίων στους οποίους έχει χορηγηθεί λυκοπένιο (Liu et al., 2005). Βιβλιογραφία 

σχετική με την επίδραση της κροκίνης ή του λυκοπενίου στην δραστηριότητα των 

ενζύμων CYP2A6 ή NAT2 δεν υπάρχει. Επίσης, δεν υπάρχουν διαθέσιμες μελέτες σχετικά 

με την επίδραση της σαφρανάλης, ή του γλυκοσιδίου της πικροκροκίνης, στην 

δραστηριότητα των ενζύμων μεταβολισμού των ξενοβιοτικών εκτός από μια μελέτη η 
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οποία αναφέρει ότι η σαφρανάλη αυξάνει την δραστηριότητα των ενζύμων CYP2B, 

CYP2C11 και CYP3A σε μικροσώματα ήπατος αρουραίιου (Dovrtělová et al., 2015). Τέλος, 

η καμφερόλη, ένα φλαβονοειδές που έχει ταυτοποιηθεί στα στίγματα του κρόκου 

Κοζάνης (Tarantilis et al., 1995), είναι ισχυρός αναστολέας της δραστηριότητας των 

ενζύμων CYP1A2 (Shimada et al., 2010), XO (NAGAO et al., 1999) και σε μκρότερη κλίμακα 

NAT2 (Kukongviriyapan et al., 2006) και CYP2A6 (Tiong et al., 2010) in vitro. Παρόλαυτα, 

η in vivo δράση της καμφερόλης έχει αμφισβητηθεί λόγω της πτωχής της 

βιοδιαθεσιμότητας και του εκτεταμένου μεταβολισμού της (Zabela et al., 2016). 

Συνοπτικά, τα βιοδραστικά συστατικά του κρόκου έχουν μικρή επίδραση στην 

δραστηριότητα των ενζύμων CYP2A6, XO και NAT2. Η μείωση της δραστηριότητας του 

ενζύμου CYP1A2 που παρατηρήθηκε στους άνδρες στην παρούσα μελέτη μπορεί να 

αντανακλά την συνδυασμένη δράση, συνεργική και ανασταλτική, όλων των συστατικών 

του κρόκου.  

Πιθανό μειονέκτημα της παρούσας μελέτης είναι η έλλειψη ανάλυσης της σύστασης 

του προϊόντος που χρησιμοποιήθηκε. Όπως όλα τα φυσικά προϊόντα, η επακριβής 

ποσότητα των συστατικών του κρόκου μπορεί να ποικίλει όχι μόνο σε σχέση με την 

γεωγραφική του προέλευση, αλλά ακόμα μεταξύ παρτίδων προϊόντος που προέρχεται 

από τον ίδιο τόπο όπως στην παρούσα μελέτη. Μικρές διαφορές στις διαφορετικές 

παρτίδες θα μπορούσαν να επηρεάζουν την επίδρασή τους στα ένζυμα μεταβολισμού. 

Όμως, αυτό το μειονέκτημα φαίνεται να είναι ιδιαίτερα μικρό καθώς αρκετές μελέτες στο 

παρελθόν έχουν αναδείξει μικρές διαφορές στην ποσοτική σύνθεση του προϊόντος 

(Papandreou et al., 2006; García-Rodríguez et al., 2017; Karkoula et al., 2018), παρά την 

αναπόφευκτη διακύμανση μεταξύ των διαφορετικών παρτίδων. Ένα δεύτερο 

μεινέκτημα είναι το σχετικά σύντομο χρονικό διάστημα χορήγησης του κρόκου το οποίο 

θα ήταν ανεπαρκές σε κλινικές περιπτώσεις όπως η κατάθλιψη ή άλλες χρόνιες ασθένειες 

στις οποίες θα μπορούσε να βρει εφαρμογή το προϊόν (Tsolaki et al., 2016; Lopresti and 

Drummond, 2017). Σε περίπτωση μακρόχρονης χορήγησης θα ήταν ενδιαφέρον να 

αξιολογηθεί το χρονοδιάγραμμα της πιθανής μεταβολής στην δραστηριότητα του 

CYP1A2 καθώς υπάρχουν ενδείξεις ότι η επίδραση ενός φυσικού προϊόντος στην 

δραστηριότητα ενζύμων μπορεί να αλλάζει κατά την διάρκεια χορήγησής του. Για 

παράδειγμα, η επαγωγή του ενζύμου CYP1A2 από το φυτό St John’s wort παρατηρείται 

μετά από 28 (Uchida et al., 2006), αλλά όχι μετά από 8 ή 14 (Wang et al., 2001) ημέρες 

χορήγησης.  
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Ένα σημαντικό στοιχείο των φυσικών προϊόντων στην προαγωγή υγείας του 

ανθρώπου και την πρόληψη ασθενειών είναι η μείωση της δραστηριότητας των ενζύμων 

μεταβολισμού των ξενοβιοτικών της φάσης Ι, τα οποία ευθύνονται για την ενεργοποίηση 

προκακαρκινογόνων ουσιών, ή/και η αύξηση της δραστηριότητας ενζύμων της φάσης ΙΙ, 

τα οποία είναι ένζυμα αποτοξίνωσης (Moon et al., 2006; Wu et al., 2017). Επομένως, 

εφόσον το ένζυμο CYP1A2 συμμετέχει στην μεταβολική ενεργοποίηση διαφόρων 

περιβαλλοντικών προκαρκινογόνων ουσιών, όπως είναι οι αρωματικές και οι 

ετεροκυκλικές αμίνες (Landi et al., 1999; Faber et al., 2005; Pelkonen et al., 2008), 

τροποποίηση της δραστηριότητάς του αναμένεται να επηρεάσει τον κίνδυνο εμφάνισης 

καρκίνου σε άτομα που εκτίθενται σε καρκινογόνα. Η μείωση της δραστηριότητας του 

CYP1A2 στους άνδρες αποτελεί δυνητικό μηχανισμό προστασίας έναντι εμφάνισης 

καρκίνου. Επειδή η δραστηριότητα του ενζύμου CYP1A2 επηρεάζεται από πλήθος 

παραγόντων (Koonrungsesomboon et al., 2018) η εξαγωγή συμπερασμάτων σχετικά με 

την προστατευτική δράση του κρόκου στους άνδρες πρέπει να γίνεται με προσοχή, 

καθώς απατούνται καλοσχεδιασμένες μελέτες με μεγάλο αριθμό εθελοντών.  

Πολλές κλινικές μελέτες έχουν αναδείξει τις θεραπευτικές ωφέλειες του κρόκου 

στον άνθρωπο. Για παράδειγμα, χορήγηση κρόκου σε ασθενείς με διαταραχές του 

εγκεφάλου όπως η κατάθλιψη ή η νόσος του Alzheimer (Lopresti and Drummond, 2014; 

Tsolaki et al., 2016; Leone et al., 2018; Shafiee et al., 2018; Yang et al., 2018), εκφύλιση 

του αμφιβληστροειδούς (Bisti et al., 2014; Lashay et al., 2016), καρδιαγγειακές παθήσεις 

(Kamalipour and Akhondzadeh, 2011; Hatziagapiou and Lambrou, 2018) ή διαβήτη 

(Milajerdi, Jazayeri, Hashemzadeh, et al., 2018; Yaribeygi et al., 2019) είχε θετικά 

αποτελέσματα. Μάλιστα, στις κλινικές οδηγίες του Καναδικού Δικτύου για την 

Αντιμετώπιση του Άγχους (Canadian Network for Mood and Anxiety Treatments) 

συμπεριλαμβάνεται ο κρόκος ως τρίτης γραμμής μονοθεραπείας για την αντιμετώπιση 

ήπιας ή μέτριας μείζονας κατάθλιψης (Ravindran et al., 2016). Όμως, παρά την 

εκτεταμένη βιβλιογραφία που αφορούν στις κλινικές επιδράσεις του κρόκου, δεν 

υπάρχουν πληροφορίες για πιθανές αλληλεπιδράσεις μεταξύ του κρόκου και 

χορηγούμενων φαρμάκων. Αυτό είναι ένα σημαντικό ζήτημα καθώς παρά την ασφάλεια 

που παρουσιάζουν τα φάρμακα και τα φυσικά προϊόντα όταν χορηγούνται ανεξάρτητα 

το ένα από το άλλο, η συγχορήγησή τους μπορεί να οδηγήσει σε πιθανές αλληλεπιδράσεις 

με σημαντικές κλινικές επιπτώσεις (Zhou et al., 2003; Bent, 2008; Zhang et al., 2015). 

Επιπλέον, άτομα που χρησιμοποιούν φυσικά προϊόντα καταναλώνουν σημαντικά 

μεγαλύτερο αριθμό φαρμάκων σε σχέση με ανθρώπους που δεν χρησιμοποιούν φυσικά 
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προϊόντα με αποτέλεσμα να αυξάνει η πιθανότητα αλληλεπιδράσεων μεταξύ φυσικών 

προϊόντων και φαρμάκων (Klepser et al., 2000). Επομένως, η κατανόηση των 

μηχανισμών που διέπουν πιθανές αλληλεπιδράσεις μεταξύ φυσικών προϊόντων και 

φαρμάκων είναι αναγκαία για την αξιολόγηση και ελαχιστοποίηση κλινικών 

επιπτώσεων.  

Συμπερασματικά, το προϊόν C. sativus χρησιμοποιείται ολοένα και περισσότερο 

λόγων των ιατρικών του ιδιοτήτων και έχει κερδίσει το ενδιαφέρον τόσο των ερευνητών 

όσο και του κοινού λόγω των πολλαπλών ωφελειών του στην υγεία. Μια σημαντική 

επίπτωση της αύξησης των ιατρικών χρήσεων του κρόκου είναι οι πιθανές 

αλληλεπιδράσεις που μπορεί να έχει το προϊόν αυτό μεταξύ των φυτοχημικών 

συστατικών του και της δραστηριότητας των ενζύμων που ενέχονται στη βιομετατροπή 

των χορηγούμενων φαρμάκων. Η παρούσα μελέτη, χρησιμοποιώντας την καφεΐνη ως 

μεταβολικό δείκτη, έδειξε για πρώτη φορά ότι η κατανάλωση ροφήματος κρόκου 

Κοζάνης μπορεί να επηρεάσει την in vivo δραστηριότητα ενζύμων μεταβολισμού των 

ξενοβιοτικών στον άνθρωπο. Συγκεκριμένα, η κατανάλωση κρόκου για έξι ημέρες 

μειώνει την δραστηριότητα του CYP1A2 σε άνδρες υγιείς εθελοντές, ενώ δεν επηρεάζει 

την δραστηριότητα των ενζύμων CYP2A6, XO και NAT2. Σύμφωνα με τα αποτελέσματά 

μας, η κατανάλωση κρόκου είναι πιθανόν ότι δεν συμμετέχει σε αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

φυσικού προϊόντος και φαρμάκων τα οποία μεταβολίζονται από τα εν λόγω ένζυμα, με 

εξαίρεση την πιθανή αλληλεπίδραση με φάρμακα που μεταβολίζονται από το CYP1A2 

στους άνδρες. 
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