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Περίληψη

Η μέτρια κατανάλωση κρασιού έχει συσχετισθεί με μειωμένο κίνδυνο εμφάνισης καρδιαγγειακών

νοσημάτων. Αυτό θεωρείται ότι οφείλεται στην ύπαρξη βιοδραστικών συστατικών στο κρασί, τα

οποία εμφανίζουν αντιφλεγμονώδη δράση. Παρόλα αυτά, λόγω της ύπαρξης της αιθανόλης, η

οποία έχει και επιβλαβή για τον οργανισμό δράση, δεν μπορεί να καταναλωθεί μεγάλη ποσότητα

κρασιού. Τα παραπροϊόντα οινοποίησης αποτελούν μια φθηνή πηγή ανάλογων συστατικών, η

οποία παραμένει ανεκμετάλλευτη και θα μπορούσαν δυνητικά να χρησιμοποιηθούν ως πηγή για

την παραλαβή τους.

Σκοπός  της  παρούσας  ερευνητικής  εργασίας  ήταν  ο  προσδιορισμός  της  αντι-φλεγμονώδους

δράσης εκχυλισμάτων παραπροϊόντων οινοποίησης. 

Για το λόγο αυτό πραγματοποιήθηκε εκχύλιση παραπροϊόντων οινοποίησης (στέμφυλα) από τέσ-

σερις ερυθρές ποικιλίες σταφυλιού (Cabernet Sauvignon,  Cabernet Franc, Syrah, Ξινόμαυρο), με

υδατικό διάλυμα αιθανόλης και με τη μέθοδο Bligh-Dyer, με την οποία πραγματοποιήθηκε δια-

χωρισμός των υδατο-διαλυτών και λιποδιαλυτών συστατικών. Έγινε προσδιορισμός του ολικού

φαινολικού περιεχομένου των εκχυλισμάτων. Ως κυτταρική σειρά, χρησιμοποιήθηκαν περιφερικά

μονοπύρηνα μονοκύτταρα του αίματος (PBMCs), τα οποία είχαν απομονωθεί από υγιείς εθελο-

ντές. Ακολούθησε δοκιμασία κυτταροτοξικότητας των εκχυλισμάτων στα PBMCs. Τέλος, εξετάστη-

κε η επίδραση των εκχυλισμάτων στην έκκριση των κυτταροκινών TNFα και IL-1β από PBMCs που

είχαν διεγερθεί με  LPS και διερευνήθηκε η δραστικότητα του βιοσυνθετικού ενζύμου του Πα-

ράγοντα Ενεργοποίησης Αιμοπεταλίων (PAF), PAF CPT.

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι ποσότητα εκχυλισμάτων μικρότερη από 1500 μg/ml, δεν είναι κυτ-

ταροτοξική για τα PBMCs. Ακόμη, παρατηρήθηκε μείωση των υπό μελέτη κυτταροκινων, όταν τα

κύτταρα επωάστηκαν για 4 ώρες με  LPS, παρουσία των εκχυλισμάτων και προσδιορίστηκαν οι

βέλτιστες συνθήκες δράσης του ενζύμου PAF CPT.

Φάνηκε, συνεπώς, ότι τα εκχυλίσματα των παρα-προϊόντων οινοποίησης μπορούν να έχουν αντι-

φλεγμονώδη δράση σε κύτταρα PBMC. 

Λέξεις κλειδιά: φλεγμονή, περιφερικά κύτταρα αίματος, παραπροϊόντα οινοποίησης, PAF, 
κυτταροκίνες
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Abstract
Moderate  wine  consumption  has  been  correlated  with  low  risk  of  cardiovascular  disease

incidence. This has been attributed to the existence of bioactive compounds in wine, which display

anti-inflammatory activity. However, due to its content in ethanol, which has harmful effects for

the organism, wine can’t be consumed in great amounts. Wine by-products are a cheap source of

such compounds, which remains unexploitable  and  could possibly be used as a source for their

isolation.

The purpose of the present experimental study was the investigation of wine by-products extracts’

anti-inflammatory activity.

Therefore, wine by-products (grape pomace) origining from four red grape varieties (Cabernet

Sauvignon, Cabernet Franc, Syrah, Sour Black) were extracted with aqueous ethanol solution, and

using Bligh-Dyer method, water-soluble and lipid-soluble components were separated. The total

phenolic content of each  extract was measured.  The cellular line used in this experiment was

PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells), isolated from healthy volunteers. The extracts were

examined, in order to determine the maximum concentration that would not be toxic for PBMCs.

Finally, PBMCs stimulated with LPS, were incubated in medium containing the extracts, in order to

evaluate the effect of each extract on the efflux of cytokines TNFα and IL-1β and PAF CPT, the

biosynthetic enzyme of PAF (Platelet Activating Factor) was studied, in order to determine the op-

timal conditions of its activity.

Results showed that when extracts were added in the medium in concentrations lower than 1500

μg/ml, were not tocix for PBMCs. Furthermore, there was observed a decline of the studied cy-

tokines, when cells were stimulated with LPS and incubated for four hours with the extracts and

the optimal conditions for PAF CPT activity were determined.

Consequently, it was shown that extracts from wine by-products could display anti-inflammatory

activity on PBMCs.

Keywords: inflammation, peripheral blood mononuclear cells, wine by-products, PAF, cytokines
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Συντομογραφίες
Σντομογρα
φία

Απόδοση Σντομογρα
φία

Απόδοση Σντομογρα
φία

Απόδοση

AAG alcylacylated 
glycerol

IFN Interferon PLAD Pre-Ligand 
Assembly 
Domain

AAPA 1-O-alkyl-2-acetyl-
sn-
glycerophosphoric
acid

IgE Immunoglobulin E PMN Polymorphonu
clear 
neutrophils

ADP Adenosine di-
phosphate

IκB Inhibitor of kappa B RASMCS Rat Aortic 
Smooth Muscle
Cells

ALPA 1-O-alkyl-2-lyso-
sn-
glycerophosphate

IL Interleukin RBL Rat Basophilic 
Leukemia cells

ATP Adenosine tri-
phosphate

LOX Lipooxygenase ROS Riactive 
Oxygen Species

Caco2 human epithelial 
colorectal 
adenocarcinoma

LPA Lys-Phosphatidic Acid RPMI Roswell Park 
Memorial 
Institute 
medium

COX Cyclooxygenase LPS Lipopolysaccharide SFE Supercritical 
Fuids 
Extraction

DAMPS Damage-
Associated 
Molecular 
Patterns

LTA Lipoteichoic acid SLE Solid/Liquid 
Extraction

Edg Endothelial 
differentiation 
gene

LTB4 Leukotriene B4 SMC Smooth Muscle
Cell

EDTA (Ethane-1,2-
diyldinitrilo)tetraa
cetic acid

MAC Membrane Attack 
Complex

SPPL Signal Peptide 
Peptidases 
Ligand

FcεRI Fc-region high-
affinity Receptor 
for 
Immunoglobulin E

MAPK Mitogen Activated 
Protein Kinase

TH T Helper Cells

fMLP N-
Formylmethionyl-
leucyl-
phenylalanine

MAE Microwave 
Associated Extraction

TLR Toll-Like 
Receptor

GA Gallic Acid MCP-1 Monocyte 
Chemoattractant 
Protein 1

TNF Tumor Necrosis
Factor

Gp130 Glycoprotein 130 MKK MAPK Kinase Treg T regulatory 
cells

GPCR G Protein-Coupled
Receptor

NCS Newborn Calf Serum UAE Ultarsound 
Assisted 
Extraction

H2O2 Hydrogen 
Peroxide

NFκB Nuclear Factor Kappa
B

VASP Vasodilator-
Activated 
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Σντομογρα
φία

Απόδοση Σντομογρα
φία

Απόδοση Σντομογρα
φία

Απόδοση

Protein
HASMCs Human Aortic 

Smooth Muscle 
Cells

NK Natural Killer Cells VCAM Vascular Cell 
Adhesion 
Molecule 1

HepG2 Human liver 
cancer cell line

NOS Nitric Oxide Species VEGF Vascular 
Endothelial 
Growth Factor

HMVEC Human Micro 
Vascular Cells

PAF Platelet Activating 
Factor

Vwf Von Willebrand
factor

HPETE Hydro-
PeroxyEicosaTetra
enoic acid

PAF AH PAF Acetylhydrolase WPB WeibelPalade 
Bodies

HPLC High-Performance
Liquid 
Chromatography

PAF CPT DTT-insensitive CDP-
choline1-alkyl-2-
acetyl-sn-glycerol 
cholinephosphotrans
ferase

HPTE High Pressure and 
Temperature 
Extraction

PAMPS Pathogen-Associated 
Molecular Patterns

Hutu80 Human 
duodenum 
adenocarcinoma 
cell line

PBMCs Peripheral Blood 
Mononuclear Cells

HUVEC Human umbilical 
vein endothelial 
cells

PBS Phosphate Buffered 
Saline

IC50 Half maximal 
inhibitory 
concentration

PDGE Platelet-Derived 
Growth Factor

ICAM-1 Intracellular 
Adhesion 
Molecule 1

PI3K Phosphoinositide 3-
Kinase

ICD IntraCellular 
Domain

PLA2 Phospholipase A2
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ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. Φλεγμονή

1.1 Εισαγωγή
Η φλεγμονή αποτελεί φυσιολογική απόκριση σε μολύνσεις και βλάβες ιστών που φέρουν αγγεία

και  περιλαμβάνει  τη  στρατολόγηση  κυττάρων  και  μορίων  της  άμυνας  του  ξενιστή  από  την

κυκλοφορία  στα  σημεία  όπου  είναι  απαραίτητα,  με  στόχο  την  εξάλειψη  των  βλαβερών

παραγόντων [1,2,3]. Οι αμυντικοί παράγοντες, οι οποίοι δρουν ως μεσολαβητές της φλεγμονής,

μπορεί να είναι φαγοκυτταρικά λευκοκύτταρα, αντισώματα και άλλες πρωτεΐνες. Η πλειοψηφία

αυτών  των  μεσολαβητών  υπάρχουν  φυσιολογικά  στην  κυκλοφορία  του  αίματος,  όπου  είναι

απομονωμένοι και δεν μπορούν να βλάψουν τους υγιείς ιστούς, ενώ μπορούν να προσεγγίσουν

πολύ γρήγορα οποιοδήποτε σημείο του σώματος. Ορισμένα από τα κύτταρα που συμμετέχουν

στις  φλεγμονώδεις  αποκρίσεις είναι  πιθανό να εντοπίζονται  σε  ιστούς,  όπου λειτουργούν ως

ανιχνευτές  απειλών.  Η  διαδικασία  της  φλεγμονής  προκαλεί  τη  μεταφορά  λευκοκυττάρων και

πρωτεϊνών προς τους εισβολείς, όπως είναι τα μικρόβια και οι ιστοί που έχουν υποστεί βλάβη ή

έχουν νεκρωθεί [2]. 

Η τυπική αντίδραση της φλεγμονής περιλαμβάνει τα ακόλουθα διαδοχικά βήματα: ο εξωγενής

παράγοντας που προσβάλλει εξωκυτταρικούς ιστούς, αναγνωρίζεται από κύτταρα και μόρια του

ξενιστή. Στη συνέχεια, λευκοκύτταρα και πρωτεΐνες του πλάσματος μετακινούνται από την κυκλο-

φορία προς το σημείο εντοπισμού του επιβλαβούς παράγοντα.  Τα λευκοκύτταρα και οι  πρω-

τεΐνες ενεργοποιούνται και δρουν συνεργιστικά, έτσι ώστε να καταστρέψουν και να απομακρύ-

νουν την βλαβερή ουσία. Τέλος, αφού ελεγχθεί η αντίδραση, επέρχεται τερματισμός και επιδιόρ-

θωση του κατεστραμμένου ιστού [4].

Όταν προκληθεί μόλυνση ή βλάβη σε ένα κύτταρο ή ιστό, ανιχνεύεται από κύτταρα του οργανι-

σμού, όπως τα μακροφάγα, τα δενδριτικά, τα μαστικά και άλλα κύτταρα. Αυτοί οι τύποι κυττάρων

εκκρίνουν μόρια (μεσολαβητές της φλεγμονής, όπως οι κυτταροκίνες), τα οποία επάγουν και ρυθ-

μίζουν την επικείμενη φλεγμονώδη απόκριση [5]. Οι μεσολαβητές της φλεγμονής παράγονται

επίσης και από πρωτεΐνες του πλάσματος, οι οποίες αντιδρούν στην παρουσία μικροβίων ή προϊ-

όντων νεκρών κυττάρων.

14



Εικόνα 1. Στάδια εξέλιξης φλεγμονής

Τα ερεθίσματα που μπορούν τελικά να οδηγήσουν σε φλεγμονή είναι ποικίλα. Οι συχνότερες και

πιο σοβαρές αιτίες της φλεγμονής είναι οι μολύνσεις από μικροοργανισμούς (βακτήρια, ιοί, μύ-

κητες) και οι μικροβιακές τοξίνες. Διαφορετικοί παθογόνοι μικροοργανισμοί προκαλούν διαφορε-

τικές φλεγμονώδεις αποκρίσεις. Σημαντικό αίτιο της φλεγμονής αποτελεί και η νέκρωση ιστού,

ανεξάρτητα από το λόγο του κυτταρικού θανάτου, ο οποίος μπορεί να οφείλεται σε ισχαιμία,

τραύμα, φυσικά και χημική βλάβη. Φλεγμονή μπορεί να εκδηλωθεί και από την εισβολή ξένων

σωμάτων (θραύσματα, βρωμιά, ράμματα), καθώς και από την πρόκληση τραύματος ή τη μεταφο-

ρά μικροβίων από ξένα σώματα. Τέλος, πιθανή αιτία της φλεγμονής είναι και κάποιες ανοσολογι-

κές αποκρίσεις,  οι οποίες, ενώ φυσιολογικά δρουν προστατευτικά, καταστρέφουν τους ιστούς

του ίδιου του οργανισμού (υπερευαισθησία). Οι ανοσοαποκρίσεις, στην περίπτωση βλαβών, μπο-

ρεί να δράσουν έναντι εαυτών αντιγόνων, προκαλώντας αυτοάνοσες ασθένειες, ή να είναι ακα-

τάλληλες για την αντιμετώπιση κάποιων περιβαλλοντικών ουσιών (αλλεργίες) ή κάποιων μικροβί-

ων [6].

Μέχρι σήμερα, έχουν μελετηθεί, κυρίως, δύο τύποι φλεγμονής, η οξεία [7] και η χρόνια [8]. Η αρ-

χική, ταχεία απόκριση σε μολύνσεις και βλάβες ιστών ονομάζεται οξεία φλεγμονή. Συνήθως εκ-

δηλώνεται μέσα σε χρονικό διάστημα λίγων λεπτών ή ωρών και έχει μικρή διάρκεια, μερικών

ωρών ή λίγων ημερών. Τα βασικά χαρακτηριστικά αυτού του είδους φλεγμονής είναι η έκκριση

υγρού και πρωτεϊνών του πλάσματος, καθώς και η μετανάστευση λευκοκυττάρων, κυρίως ουδε-

τερόφιλων. Αν οι αντιδράσεις της οξείας φλεγμονής αποτύχουν να εξαλείψουν τον επιβλαβή πα-
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ράγοντα και να επαναφέρει την ομοιόσταση του οργανισμού, λαμβάνει χώρα ένας παρατετα-

μένος τύπος φλεγμονής, ο οποίος χαρακτηρίζεται χρόνια φλεγμονή. Η χρόνια φλεγμονή μπορεί

να εκδηλωθεί αμέσως μετά την οξεία, καθώς και να εμφανιστεί εκ νέου.

Αν και φυσιολογικά, η φλεγμονή έχει προστατευτικό ρόλο, σε κάποιες περιπτώσεις μπορεί να

αποτελέσει και την αιτία της ασθένειας, οδηγώντας σε έντονη βλάβη. Ακόμη, είναι πιθανό η ανα -

ποτελεσματικότητα της φλεγμονής να είναι υπεύθυνη για την πρόκληση σοβαρών ασθενειών. Η

πολύ μικρή ενεργοποίηση της φλεγμονής, η οποία τυπικά εκδηλώνεται ως αυξημένη ευαισθησία

σε λοιμώξεις, προκαλείται συνήθως από το μειωμένο αριθμό λευκοκυττάρων, εξαιτίας της αντι-

κατάστασης του μυελού των οστών από καρκινικά κύτταρα [9] και της καταστολής του μυελού

από αντικαρκινικές θεραπείας και απόρριψη μοσχεύματος [10]. Είναι λογικό, επομένως, αφού τα

λευκοκύτταρα προκύπτουν από προγονικά κύτταρα στο μυελό των οστών, οποιαδήποτε δυσλει-

τουργία του μυελού, να οδηγεί σε μείωση των ώριμων λευκοκυττάρων.

Η αντίδραση της φλεγμονής ολοκληρώνεται όταν ο επιβλαβής παράγοντας εξαλείφεται. Η λήξη

της φλεγμονής οφείλεται στη διάσπαση και τη διάχυση των μεσολαβητών, καθώς και στο μικρό

χρόνο ζωής των λευκοκυττάρων στους ιστούς. Αφού επιτευχθεί ο σκοπός της φλεγμονής, ξεκινά η

διαδικασία της επιδιόρθωσης του πληγέντος ιστού [3]. Σε αυτό το στάδιο, ο ιστός αντικαθίσταται

μέσω αναγέννησης των κυττάρων που έχουν επιβιώσει και αναπλήρωση των απολεσθέντων τμη-

μάτων με συνδετικό ιστό (σχηματισμός ουλής). 

1.2Κύτταρα φλεγμονής

Μακροφάγα/Μονοκύτταρα

Τα μονοκύτταρα αναγνωρίζονται ως τα  πιο ενεργητικά κύτταρα της ανοσίας [11]. Εντοπίζονται

σχεδόν σε όλους τους ιστούς [12]. Τα μονοκύτταρα παίζουν κεντρικό ρόλο, καθώς αλληλεπιδρούν

με κύτταρα του ανοσολογικού συστήματος, όπως τα Τ και τα Β λεμφοκύτταρα, τα ουδετερόφιλα,

τα δενδριτικά κύτταρα και τα κύτταρα φυσικοί φονείς (NK)[13]. Κατά τη διάρκεια των φλεγμονω-

δών αντιδράσεων, τα προγονικά κύτταρα στο μυελό των οστών παράγουν μονοκύτταρα, τα οποία

εισέρχονται στην αιματική κυκλοφορία, μεταναστεύουν σε διάφορους ιστούς και διαφοροποιού-

νται σε μακροφάγα. Η είσοδος των μονοκυττάρων του αίματος στους ιστούς ελέγχεται από τους

ίδιους  παράγοντες  που εμπλέκονται  στην  μετανάστευση των ουδετερόφιλων,  όπως τα μόρια

προσκόλλησης  και  οι  χημειοκίνες.  Τα προϊόντα των ενεργοποιημένων μακροφάγων μειώνουν

τους επιβλαβείς παράγοντες, όπως τα μικρόβια και εκκινούν τη διαδικασία της επιδιόρθωσης,

αλλά είναι και υπεύθυνα για ένα μεγάλο μέρος της ιστικής βλάβης στη χρόνια φλεγμονή.
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Οι βασικές λειτουργίες των μακροφάγων είναι η έκκριση μεσολαβητών της φλεγμονής, όπως κυτ-

ταροκίνες και  εικοσανοειδή,  καθώς και  η  παρουσίαση αντιγόνων στα Τ  λεμφοκύτταρα  και  η

απόκριση σε σηματοδοτικά μηνύματα από τα Τ λεμφοκύτταρα. Η αλληλεπίδραση αυτή με τα Τ

λεμφοκύτταρα δημιουργεί έναν βρόχο ανατροφοδότησης, ο οποίος είναι απαραίτητος στις κυτ-

ταρομεσολαβούμενες ανοσοαποκρίσεις για την άμυνα έναντι πολλών μικροβίων [14].

Λεμφοκύτταρα

Τα Β και Τ λεμφοκύτταρα ενεργοποιούνται από μικρόβια και άλλα περιβαλλοντικά αντιγόνα. Αν

και η φυσιολογική λειτουργία αυτών των κυττάρων είναι να δρουν ως μεσολαβητές της προσαρ -

μοστικής ανοσίας και να εξασφαλίζουν την άμυνα εναντίον μολυσματικών παθογόνων, παίζουν

συχνά  σημαντικό  ρόλο  και  στη  χρόνια  φλεγμονή  και  όταν  ενεργοποιούνται,  η  φλεγμονώδης

απόκριση τείνει να γίνει πιο επίμονη και σοβαρή.

Μια ειδική κατηγορία Τ λεμφοκυττάρων είναι τα  CD4+ Τ λεμφοκύτταρα. Λόγω της ικανότητάς

τους να εκκρίνουν κυτταροκίνες, τα  CD4+ Τ λεμφοκύτταρα προωθούν τη φλεγμονή και επηρε-

άζουν τη φύση της φλεγμονώδους απόκρισης. Αυτή η κατηγορία Τ κυττάρων ενισχύουν σε με-

γάλο βαθμό την πρώιμη φλεγμονώδη απόκριση, η οποία επάγεται από την αναγνώριση μικροβί-

ων και νεκρών κυττάρων, ως μέρος της έμφυτης ανοσολογικής απόκρισης. Έχουν βρεθεί τρεις

υποκατηγορίες CD4+ Τ κυττάρων, βάσει της έκκρισης διαφορετικών κυτταροκινών και της επαγω-

γής διαφορετικών τύπων φλεγμονής: 1)  TH1 κύτταρα που παράγουν την κυτταροκίνη Ιντερφε-

ρόνη-γ, η οποία ενεργοποιεί τα μακροφάγα μέσω του κλασσικού μονοπατιού, 2)  TH2 κύτταρα

που εκκρίνουν Ιντερλευκίνη 4, 5 και 13, οι οποίες στρατολογούν και ενεργοποιούν εωσινόφιλα

και είναι υπεύθυνες για το εναλλακτικό μονοπάτι ενεργοποίησης των μακροφάγων και 3)  TH17

κύτταρα που εκκρίνουν Ιντερελευκίνη 17 και άλλες κυτταροκκίνες, οι οποίες επάγουν την έκκριση

χημειοκινών που ευθύνονται για τη στρατολόγηση ουδετερόφιλων στην αντίδραση [15]. 

Εωσινόφιλα
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Τα εωσινόφιλα βρίσκονται σε αφθονία στις αντιδράσεις του ανοσολογικού συστήματος που με-

σολαβούνται από  IgE αντισώματα, στις παρασιτικές μολύνσεις. Η στρατολόγησή τους επάγεται

από μόρια προσκόλλησης, παρόμοια με αυτά που χρησιμοποιούνται από ουδετερόφιλα και από

συγκεκριμένες χημειοκίνες, οι οποίες προέρχονται από λευκοκύτταρα και ενδοθηλιακά κύτταρα.

Τα  εωσινόφιλα  διαθέτουν  κοκκία,  τα  οποία  περιέχουν  μια  εξαιρετικά  κατιονική  πρωτεΐνη,  η

οποία είναι τοξική για τα παράσιτα, αλλά τραυματίζει και τα επιθηλιακά κύτταρα του ξενιστή. Για

τον  παραπάνω  λόγο,  τα  εωσινόφιλα  συμβάλλουν  στον  έλεγχο  των  παρασιτικών  μολύνσεων.

Ωστόσο, συμμετέχουν και στην βλάβη των ιστών σε ανοσολογικές αντιδράσεις, όπως οι αλλεργίες

[16]. 

Μαστοκύτταρα

Τα μαστοκύτταρα είναι ευρέως κατανεμημένα σε συνδετικούς ιστούς και συμμετέχουν τόσο στην

οξεία, όσο και στη χρόνια φλεγμονή. Τα μαστοκύτταρα προέρχονται από πρόδρομα κύτταρα στο

μυελό των οστών και εμφανίζουν πολλές ομοιότητες με τα βασεόφιλα της κυκλοφορίας [17].

Ακόμη, σημαντική είναι η συμμετοχή των μαστοκυττάρων στην ανοσολογική απόκριση της αλλερ-

γίας [18]. Στην επιφάνειά τους εκφράζεται ο υποδοχέας FceRI, στον οποίο προσδένεται το τμήμα

Fc των  IgE αντισωμάτων, ενώ εκκρίνεται μια πληθώρα κυτταροκινών, οι οποίες προωθούν τις

φλεγμονώδεις αντιδράσεις [19]. 

Ουδετερόφιλα

Τα ουδετερόφιλα αποτελούν την πρώτη ομάδα κυττάρων που στρατολογείται κατά τη φλεγμονή.

Παρόλο που τα ουδετερόφιλα χαρακτηρίζουν την οξεία φλεγμονή, πολλοί τύποι χρόνιας φλεγμο-

νής, οι οποίοι διαρκούν για μήνες, έχει βρεθεί ότι εμφανίζουν μεγάλο ποσοστό ουδετερόφιλων

[20]. Η ύπαρξη των ουδετερόφιλων στις παραπάνω αντιδράσεις επάγεται είτε από μικρόβια που

εμμένουν, είτε από κυτταροκίνες και άλλους μεσολαβητές που παράγονται από ενεργοποιημένα

μακροφάγα και Τ λεμφοκύτταρα [21]. 
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Εικόνα 2.Κύτταρα φλεγμονής
http://www.gluegrant.org/immunecells.htm

1.3 Αναγνώριση μικροβίων και κατεστραμμένων κυττάρων
Το  πρώτο  βήμα  για  την  εκδήλωση  της  φλεγμονώδους  απόκρισης  είναι  η  αναγνώριση  των

παθογόνων μικροοργανισμών ή των κυττάρων που έχουν υποστεί βλάβη. Η αναγνώριση αυτή

μεσολαβείται  από  διάφορα  μόρια  που  βρίσκονται  είτε  εκτός  είτε  εντός  του  κυττάρου.  Η

ανίχνευση της παρουσίας βλαβερών παθογόνων μπορεί να γίνει από υποδοχείς που εκφράζονται

σε  φαγοκύτταρα,  δενδριτικά  και  άλλα  κύτταρα.  Η  πιο  καλά  μελετημένη  κατηγορία  τέτοιων

υποδοχέων είναι η οικογένεια των υποδοχέων Toll-like (Toll-like receptors, TLRs), οι οποίοι πήραν

το  όνομά  τους  από  το  γονίδιο  Toll  που  ανακαλύφθηκε  στη  Drosophila.  Οι  υποδοχείς  TLR

εντοπίζονται στις πλασματικές μεμβράνες και στα ενδοσώματα και είναι ικανοί να ανιχνεύουν

εξωκυτταρικά  μικρόβια  ή  μικρόβια  που  προέρχονται  από  κατάποση  [22].  Οι  παραπάνω

υποδοχείς  αναγνωρίζουν  μοτίβα  κοινά  σε  πολλούς  μικροοργανισμούς,  τα  οποία  συχνά

ονομάζονται  μοριακά  μοτίβα  που  σχετίζονται  με  παθογόνα  (pathogen-associated  molecular

patterns, PAMPs) [6]. 

Οι κυτταρικές βλάβες γίνονται αντιληπτές από διάφορα μόρια που δρουν ως αισθητήρες. Όλα τα

κύτταρα  διαθέτουν  κυτταροπλασματικούς  υποδοχείς,  οι  οποίοι  αναγνωρίζουν  μόρια  που

απελευθερώνονται ή μεταβάλλονται ως συνέπεια της κυτταρικής βλάβης και για το λόγο αυτό

ονομάζονται μοριακά μοτίβα που σχετίζονται με βλάβες (damage-associated molecular patterns,

DAMPs) [6]. Στα μόρια αυτά περιλαμβάνονται το ουρικό οξύ, το ATP, η μειωμένη ενδοκυττάρια

συγκέντρωση K+,  το DNA (όταν απελευθερώνεται στο κυτταρόπλασμα, αντί  να βρίσκεται στον

πυρήνα)  και  πολλά άλλα.  Οι  υποδοχείς  ενεργοποιούν  ένα κυτταροπλασματικό  σύμπλοκο,  το

οποίο ονομάζεται φλεγμονώσωμα και επάγει την παραγωγή μια κυτταροκίνης, της Ιντερλευκίνης-

1, η οποία στρατολογεί λευκοκύτταρα. Τέλος, ορισμένες πρωτεΐνες του πλάσματος αναγνωρίζουν
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παθογόνα  και  δρουν  καταστρέφοντας  μικρόβια  που  μεταδίδονται  μέσω  του  αίματος  και

επάγοντας τη φλεγμονή στα σημεία μόλυνσης του ιστού. Το σύστημα του συμπληρώματος, είναι

εξαιρετικής  σημασίας  για  τις  φλεγμονώδεις  αποκρίσεις,  αφού  δρα  ενάντια  μικροβίων  και

παράγει μεσολαβητές της φλεγμονής [14]. 

1.4 Οργάνωση μικροαγγειακού συστήματος 

Το αγγειακό σύστημα αποτελείται από δύο κλειστούς βρόχους, το συστημικό και τον πνευμονικό.

Οι μεγάλες ελαστικές αρτηρίες που ξεκινούν από την καρδιά καταλήγουν σε μικρότερες μυϊκές

αρτηρίες,  οι  οποίες μεταφέρουν αίμα σε συγκεκριμένα όργανα. Τα αρτηρίδια,  τα πιο κοντινά

τμήματα  του  μικροαγγειακού  ιστού,  είναι  εσωτερικά  επενδεδυμένα  με  μία  μονοστιβάδα

ενδοθηλιακών  κυττάρων,  τα  οποία  συνδέονται  μεταξύ  τους  με  στενούς  συνδέσμους  και

περιβάλλονται από στρώματα λείων μυϊκών κυττάρων. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα διαχωρίζονται

από τα στρώματα των λείων μυϊκών κυττάρων με ένα συμπυκνωμένο στρώμα εξωκυτταρικής

μήτρας, η οποία είναι εμπλουτισμένη με κολλαγόνο τύπου IV και λαμινίνη, γνωστή και ως βασική

μεμβράνη.  Βαθιά  στη  βασική  μεμβράνη,  ο  διαχωρισμός  γίνεται  από  μια  παχιά  λωρίδα

συνδετικού ιστού, εμπλουτισμένη με ίνες ελαστίνης, η οποία είναι γνωστή και ως εσωτερικός

ελαστικός υμένας.

Στο πιο απομακρυσμένο τους άκρο, τα αρτηρίδια διακλαδίζονται περαιτέρω σε τριχοειδή αγγεία

[23,24]. Η  δομή  των  τριχοειδών  αγγείων  ποικίλει  από  ιστό  σε  ιστό,  διατηρώντας  ως  κοινό

χαρακτηριστικό τον σχηματισμό τους από μια μονή στιβάδα ενδοθηλιακών κυττάρων,  καθένα

από τα  οποία  καμπυλώνει,  έτσι  ώστε  να  σχηματιστεί  ένας  σωληνοειδής  αυλός,  με  διάμετρο

μικρότερη από 10 mm [25]. Οι πρωτεϊνες μπορούν να περάσουν είτε μέσω των συνδέσμων που

βρίσκονται μεταξύ των ενδοθηλιακών κυττάρων των τριχοειδών (παρακυτταρική μεταφορά), είτε

μέσω  των  ίδιων  των  ενδοθηλιακών  κυττάρων  (διακυτταρική  μεταφορά  μέσω  κυστιδίων,

καναλιών).

Τα τριχοειδή που έχουν μικρή διαπερατότητα, όπως αυτά του κεντρικού νευρικού συστήματος,

σχηματίζουν πολλούς περισσότερους στενούς συνδέσμους ανάμεσα στα γειτονικά ενδοθηλιακά

κύτταρα, σε σχέση με άλλα τριχοειδή. Με αυτό τον τρόπο, περιορίζουν τη διέλευση πρωτεϊνών,

ενώ, λόγω της έλλειψης καναλιών, όλες οι ανταλλαγές ουσιών γίνονται μέσω ενός περιορισμένου

συστήματος κυστιδίων. Τα τριχοειδή επενδύονται και υποστηρίζονται από ένα μονό, ασυνεχές

στρώμα συμπαγών κυττάρων, τα οποία είναι γνωστά ως περικύτταρα [26], καθένα από τα οποία

μπορεί να είναι σε επαφή με πολλά ενδοθηλιακά κύτταρα. Στο τελικό τους άκρο, τα τριχοειδή,
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συγκλίνουν και  αφήνουν το  περιεχόμενό τους  σε  αγγεία μεγαλύτερης διαμέτρου,  γνωστά ως

φλεβίδια [27]. Τα φλεβίδια αυτά,  συγκλίνουν περαιτέρω σε μεγαλύτερα αγγεία συλλογής,  τα

οποία τελικά συνδέουν το μικροαγγειακό σύστημα με τις φλέβες και αυτές, με τη σειρά τους,

απορροφούν το αίμα από τα όργανα και το επαναδιοχετεύουν στην καρδιά.

1.5 Φλεγμονή σε επίπεδο αγγείου
Οι αγγειακές αντιδράσεις κατά την οξεία φλεγμονή περιλαμβάνουν αλλαγές στη ροή του αίματος

και  τη διαπερατότητα των αγγείων,  με στόχο την μεγιστοποίηση της  κινητικότητας  των πρω-

τεϊνών και των λευκοκυττάρων του πλάσματος, έτσι ώστε να απομακρυνθούν από την κυκλοφο-

ρία και να προσεγγίσουν το σημείο της μόλυνσης ή της βλάβης. Η διαφυγή πρωτεϊνών και κυτ-

τάρων του αίματος από το αγγειακό σύστημα προς τους ενδιάμεσους ιστούς ή τις κοιλότητες του

σώματος είναι γνωστή ως εξίδρωμα (ή έκχυση). Το εξίδρωμα είναι ένα εξωαγγειακό υγρό, το

οποίο έχει υψηλή συγκέντρωση σε πρωτεΐνες και περιέχει κυτταρικά υπολείμματα. Αντιθέτως, το

διίδρωμα είναι ένα υγρό με χαμηλή περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες και λίγα ή καθόλου κυτταρικά

υλικά.  Το οίδημα υποδηλώνει μια υπερβολή υγρών στους ενδιάμεσους ιστούς ή σε κοιλότητες

που περιέχουν ορό και μπορεί να είναι είτε εξίδρωμα είτε διίδρωμα [14]. 

Εικόνα 3. Εξίδρωμα

1.5.1 Αλλαγές στην αγγειακή ροή και διάμετρο
Αμέσως μετά τη βλάβη ενός ιστού πυροδοτούνται αλλαγές στα αιμοφόρα αγγεία, ξεκινώντας με

την αγγειοδιαστολή, η οποία επάγεται από τη δράση ορισμένων μεσολαβητών, όπως η ισταμίνη,

στους λείους μύες των αγγείων. Η αγγειοδιαστολή αρχικά ξεκινά από τα αρτηρίδια και στη συ-

νέχεια, οδηγεί στο άνοιγμα νέων αγγειακών στρωμάτων στην περιοχή. Το αποτέλεσμα αυτής της

διαδικασίας είναι η αύξηση της αιματικής ροής, η οποία αποτελεί αιτία της θερμότητας και της

ευθρότητας στο σημείο της φλεγμονής. Η αγγειοδιαστολή ακολουθείται από αύξηση της διαπε-

ρατότητας του μικροαγγειακού συστήματος, με έκχυση ενός υγρού πλούσιου σε πρωτεΐνες προς

του εξωαγγειακούς ιστούς [23]. Η απώλεια υγρού και η αυξημένη αγγειακή διάμετρος οδηγούν
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σε μείωση της ροής του αίματος, της συγκέντρωσης των ερυθροκυττάρων στα μικρά αγγεία και

αύξηση του ιξώδους του αίματος. Αυτές οι μεταβολές έχουν ως αποτέλεσμα τη στάση της αιματι-

κής ροής και συμφόρηση των μικρών αγγείων, τα οποία έχουν μπλοκαριστεί από ερυθρά αιμο-

σφαίρια που κινούνται αργά. Και τα δύο αυτά αποτελέσματα γίνονται αντιληπτά ιστολογικά ως

αγγειακή συμφόρηση και εξωτερικά ως τοπική ερυθρότητα του εμπλεκόμενου ιστού. Καθώς ανα-

πτύσσεται η στάση του αίματος, προκαλείται συσσώρευση λευκών αιμοσφαιρίων και κυρίως, ου-

δετερόφιλων, στο ενδοθήλιο των αγγείων. Ταυτόχρονα, τα ενδοθηλιακά κύτταρα ενεργοποιού-

νται από μεσολαβητές, οι οποίοι παράγονται στα σημεία της μόλυνσης και της ιστικής βλάβης και

επάγουν την έκφραση υψηλών επιπέδων μορίων προσκόλλησης. Τα λευκοκύτταρα, ακολούθως,

προσκολλώνται  στο  ενδοθήλιο  και  πολύ  σύντομα,  μεταναστεύουν  προς  τους  ενδιάμεσους

ιστούς, μέσω του αγγειακού τοιχώματος [28].

1.5.2 Αλλαγές στην αγγειακή διαπερατότητα
Οι αλλαγές στη διαπερατότητα των αιμοφόρων αγγείων προκύπτουν από τρεις, κυρίως, μηχανι-

σμούς. Ένας βασικός μηχανισμός είναι η συστολή των ενδοθηλιακών κυττάρων, η οποία οδηγεί

στη διάνοιξη των διακυτταρικών χώρων. Η απόκριση αυτή επάγεται από την ισταμίνη, τη βραδυ-

κινίνη, τα λευκοτριένια και άλλους χημικούς μεσολαβητές [23]. Πραγματοποιείται άμεσα, έπειτα

από έκθεση στο μεσολαβητή (μέσα σε 15 έως 30 λεπτά) και έχει μικρή διάρκεια. Η ενδοθηλιακή

βλάβη, η οποία έχει ως αποτέλεσμα τη νέκρωση και την αποκόλληση των ενδοθηλιακών κυτ-

τάρων, είναι ένας επιπλέον μηχανισμός μεταβολής της αγγειακής διαπερατότητας. Η άμεση κα-

ταστροφή  του  ενδοθηλίου  συναντάται  σε  σοβαρούς  τραυματισμούς,  όπως  τα  εγκαύματα  ή

επάγεται από δράσεις των μικροβίων και των μικροβιακών τοξινών που στοχεύουν τα ενδοθηλια-

κά κύτταρα. Τα ουδετερόφιλα που προσκολλώνται στο ενδοθήλιο κατά τη διάρκεια της φλεγμο-

νής, είναι πιθανό να τραυματίσουν τα ενδοθηλιακά κύτταρα και έτσι, να ενεργοποιήσουν το μη-

χανισμό. Στις περισσότερες περιπτώσεις, η διαρροή ξεκινά κατευθείαν μετά τον τραυματισμό και

διατηρείται για μερικές ώρες, μέχρι να ολοκληρωθεί η επιδιόρθωση ή η θρόμβωση των αγγείων

[14]. Τέλος, η αυξημένη μεταφορά υγρών και πρωτεϊνών διαμέσου των ενδοθηλιακών κυττάρων

μπορεί να είναι αποτέλεσμα ενός μηχανισμού που ονομάζεται διακυττάρωση [29]. Η διαδικασία

αυτή είναι πιθανό να περιλαμβάνει τη διάνοιξη ενδοκυτταρικών καναλιών ως απόκριση σε συ-

γκεκριμένους παράγοντες,  όπως ο αυξητικός παράγοντας του αγγειακού ενδοθηλίου (vascular

endothelial growth factor, VEGF), οι οποίοι προάγουν την αγγειακή διαρροή.
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Εικόνα 4. Μεταβολές αγγειακής διαπερατότητας

1.5.3 Διατήρηση αιματικής ροής
Οι βασικές αρμοδιότητες των αρτηριδίων είναι ο έλεγχος της πίεσης, της ροής και της διανομής

θρεπτικών συστατικών στα τριχοειδή αγγεία.  Καθώς αυξάνεται  η πίεση στα εγγύς αρτηρίδια,

κατά την καρδιακή συστολή, τα απομακρυσμένα αρτηρίδια θα αγγειοσυσταλλούν, προκειμένου

να  περιορίσουν  την  πίεση  και  τη  ροή  στην  μικροκυκλοφορία,  μέσω  ενός  μηχανισμού  που

ονομάζεται μυογενής αγγειοσυστολή. Αυτή η εσωτερική απόκριση των λείων μυών είναι άκρως

σημαντική για τη διατήρηση σταθερής ροής προς ζωτικά όργανα, όπως ο εγκέφαλος, οι νεφροί

και η καρδιά. Εκτός από τη μυογενή αγγειοσυστολή στα αρτηρίδια, τα ενδοθηλιακά κύτταρα των

αρτηριών μπορούν να ανιχνεύσουν αλλαγές στη ροή και να απελευθερώσουν μόρια, όπως NO,

λιπιδικούς  μεταβολίτες  και  άλλους  μεσολαβητές,  με  σκοπό  την  αύξηση  ή  τη  μείωση  της

διαμέτρου  των  αγγείων.  Κατά  την  οξεία  φλεγμονή,  οι  μεσολαβητές  που  προέρχονται  από

λευκοκύτταρα,  όπως  η  ισταμίνη  και  η  βραδυκινίνη,  θα  προκαλέσουν  αρτηριακή  διαστολή,

αυξάνοντας την αιματική ροή και οδηγώντας, τελικά, σε ερυθρότητα. [23].

1.5.4 Τριχοειδή αγγεία-Στρατολόγηση λευκοκυττάρων
Κατά την ηρεμία, τα ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων δεν μπορούν να στρατολογήσουν λευκο-

κύτταρα, κυρίως λόγω της απουσίας μορίων που μπορούν να δεσμεύσουν αυτά τα κύτταρα από

την κυκλοφορία. Κατά τον ίδιο τρόπο, στερούνται χημειοκινών που ενεργοποιούν τα λευκοκύττα-

ρα [30]. Αλλαγές στα φλεβικά ενδοθηλιακά κύτταρα οδηγούν σε μεταβολές των παραπάνω κυτ-

τάρων, έτσι ώστε να πυροδοτηθεί η φλεγμονή. Αυτές οι αλλαγές είναι γνωστές ως ενεργοποίηση

τύπου I ή/και τύπου II [31].
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Πολλοί μεσολαβητές της τύπου I ενεργοποίησης, όπως η ισταμίνη, ενεργοποιούν καταρράκτες

σηματοδότησης  μέσω  υποδοχέων  που  συνδέονται  με  G πρωτεϊνες.  Οι  υποδοχείς  ισταμίνης

εκφράζονται σε υψηλότερα επίπεδα στα φλεβικά ενδοθηλιακά κύτταρα, σε σχέση με αυτά των

αρτηριδίων ή των τριχοειδών [32]. Οι αποκρίσεις των φλεβικών ενδοθηλιακών κυττάρων στην

ισταμίνη  περιλαμβάνουν:  α)παροδική  συστολή  των  επιθηλιακών  κυττάρων  και  δημιουργία

διακυτταρικών χασμάτων, μέσω των οποίων ευνοείται η παρακυτταρική διαφυγή των πρωτεϊνών

του πλάσματος [29],  β)ρυθμιζόμενη εξωκυττάρωση των περιεχομένων των σωματίων  Weibel-

Palade (WPB), με αποτέλεσμα την απελευθέρωση μορίων, όπως ο παράγοντας  von Willebrand

(vWf), η σελεκτίνη και ορισμένες αποθηκευμένες χημειοκίνες, στην επιφάνεια των κυττάρων του

αυλού  και  γ)σύνθεση  μεσολαβητών  λιπιδικής  φύσης,  όπως  ο  παράγοντας  ενεργοποίησης

αιμοπεταλίων (Platelet-Activating Factor) [28].

Το  παρατεταμένης  διάρκειας  οίδημα  του  ιστού  και  η  έντονη  στρατολόγηση  λευκοκυττάρων

εξαρτώνται  από την  ενεργοποίηση  τύπου  II  των  φλεβικών ενδοθηλιακών κυττάρων,  η  οποία

μεσολαβείται  από κυτταροκίνες  της  φλεγμονής.  Παραδείγματα τέτοιων  κυτταροκινών είναι  η

ιντερλευκίνη  1  (IL-1)  και  ο  παράγοντας  νέκρωσης  όγκων  (TNF).  Τα  ενδοθηλιακά  κύτταρα

εκφράζουν τόσο τον υποδοχέα της ιντερλευκίνης 1 (IL-1R1),  όσο και τον υποδοχέα 1 του  TNF

(TNFR1) [33].  Η πρόσδεση, είτε της  IL-1 είτε του TNF σε αυτούς τους υποδοχείς,  ενεργοποιεί

μεταγραφικούς παράγοντες, αυξάνοντας έτσι την έκφραση mRNAs που κωδικοποιούν πρωτεΐνες,

οι οποίες δεσμεύουν και ενεργοποιούν λευκοκύτταρα [31].

Σημαντικό είναι να αναφερθεί ότι τα σηματοδοτικά μονοπάτια που ενεργοποιούνται από την IL-1,

ενεργοποιούνται  επίσης  και  από υποδοχείς  τύπου  Toll (Toll-Like Receptors),  με  εξαίρεση τον

TLR3.  Επίσης,  τα  ανθρώπινα φλεβικά ενδοθηλιακά κύτταρα  εκφράζουν τους  υποδοχείς  TLR1,

TLR2, TLR4, TLR6, και TLR9 και επομένως, σύνδεση αυτών των υποδοχέων με τους κατάλληλους

προσδέτες,  μοριακά πρότυπα  που σχετίζονται  συνήθως με  κάποιο  παθογόνο ή  με  κυτταρική

βλάβη, μπορούν να προκαλέσουν αποκρίσεις της τύπου II ενεργοποίησης [34].

1.5.5 Προσκόλληση Λευκοκυττάρων 
Όταν το αίμα ρέει από τα τριχοειδή προς τα μετατριχοειδή φλεβίδια, τα κύτταρα της κυκλοφορί-

ας παρασύρονται από την επιφανειακή ροή προς το αγγειακό τοίχωμα. Τα ερυθροκύτταρα, όντας

μικρότερα σε μέγεθος, τείνουν να κινούνται ταχύτερα σε σχέση με τα μεγαλύτερα λευκοκύτταρα.

Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τα ερυθροκύτταρα να περιορίζονται στην κεντρική αξονική στήλη, ενώ

τα λευκοκύτταρα να ωθούνται προς το τοίχωμα του αγγείου. Ωστόσο, η ροή παρεμποδίζει την

προσκόλληση των λευκοκυττάρων στο ενδοθήλιο. Καθώς η αιματική ροή επιβραδύνεται νωρίς
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κατά τη φλεγμονή, οι αιμοδυναμικές συνθήκες μεταβάλλονται  και περισσότερα λευκά αιμοσφαί-

ρια καταλαμβάνουν μια περιφερική θέση κατά μήκος της ενδοθηλιακής επιφάνειας. Αυτή η δια-

δικασία της ανακατανομής των λευκοκυττάρων ονομάζεται περιθωριοποίηση. Στην περίπτωση

που τα ενδοθηλιακά κύτταρα ενεργοποιηθούν από κυτταροκίνες και παραχθούν τοπικά άλλοι με-

σολαβητές, εκφράζουν μόρια προσκόλλησης, στα οποία γίνεται χαλαρή πρόσδεση των λευκοκυτ-

τάρων. Τα κύτταρα, τελικά, θα επέλθουν σε μια κατάσταση ηρεμίας, κατά την οποία προσκολ-

λώνται πολύ ισχυρά στο ενδοθήλιο [35].

Υπάρχουν δύο βασικές οικογένειες μορίων, οι οποίες εμπλέκονται στην προσκόλληση και τη με-

τανάστευση, οι σελεκτίνες [36] και οι ιντεγκρίνες [37]. Τα μόρια αυτά εκφράζονται στα λευκοκύτ-

ταρα και στα ενδοθηλιακά κύτταρα, όπως και οι υποδοχείς τους. Οι σελεκτίνες μεσολαβούν τις

αρχικές ανίσχυρες αλληλεπιδράσεις μεταξύ των λευκοκυττάρων και του ενδοθηλίου. Πρόκειται

για υποδοχείς που εκφράζονται στα λευκοκύτταρα και στα ενδοθηλιακά κύτταρα και περιλαμ-

βάνουν μια εξωκυττάρια επικράτεια, η οποία προσδένει σάκχαρα. Η οικογένεια των σελεκτινών

απαρτίζεται από τρία μέλη, την E-σελεκτίνη, η οποία εκφράζεται σε ενδοθηλιακά κύτταρα, την P-

σελεκτίνη, η οποία εντοπίζεται σε αιμοπετάλια και στο ενδοθήλιο και την  L-σελεκτίνη, η οποία

υπάρχει στην επιφάνεια των περισσότερων λευκοκυττάρων [38]. Όταν το ενδοθήλιο είναι ανε-

νεργό, οι σελεκτίνες εκφράζονται σε χαμηλά επίπεδα ή καθόλου, ενώ η έκφρασή τους ρυθμίζεται

ανοδικά  ύστερα  από  σηματοδότηση  μέσω  κυτταροκινών  και  άλλων  μεσολαβητών  [39].  Επο-

μένως, η πρόσδεση των λευκοκυττάρων περιορίζεται μόνο σε σημείο που έχουν υποστεί βλάβη ή

μόλυνση.

Οι αλληλεπιδράσεις των κυττάρων που μεσολαβούνται από σελεκτίνες είναι χαμηλής συγγένειας

με γρήγορο ρυθμό απενεργοποίησης και διαταράσσονται εύκολα από το αίμα που ρέει. Συνεπώς,

τα προσκολλημένα λευκοκύτταρα, συνδέονται, αποκολλώνται και επανασυνδέονται, με αποτέλε-

σμα να ολισθαίνουν κατά μήκος της επιφάνειας του ενδοθηλίου. Αυτές οι αδύναμες αλληλεπι-

δράσεις ολίσθησης επιβραδύνουν τα λευκοκύτταρα και τους δίνουν τη δυνατότητα να αναγνωρί-

σουν κι άλλα μόρια προσκόλλησης των ενδοθηλιακών κυττάρων [40]. 

Η ισχυρή προσκόλληση των λευκοκυττάρων στο αγγειακό ενδοθήλιο επιτυγχάνεται χάρις σε μια

οικογένεια πρωτεϊνών επιφανείας, οι οποίες ονομάζονται ιντεγκρίνες. Οι ιντεγκρίνες είναι δια-

μεμβρανικές γλυκοπρωτεΐνες δύο αλυσίδων, οι οποίες μεσολαβούν την προσκόλληση τόσο των

λευκοκυττάρων στο ενδοθήλιο, όσο και ποικίλων κυττάρων στην εξωκυττάρια μήτρα. Φυσιολογι-

κά εκφράζονται  στις πλασματικές μεμβράνες των λευκοκυττάρων, σε μια μορφή χαμηλής συ-

νάφειας και δεν προσδένονται με τους ειδικούς προσδέτες τους μέχρι να γίνει ενεργοποίηση των
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λευκοκυττάρων από χημειοκίνες. Όταν τα ολισθαίνοντα λευκοκύτταρα συναντούν τις χημειοκίνες

που υπάρχουν στην επιφάνεια του ενδοθηλίου, τα ενδοθηλιακά κύτταρα ενεργοποιούνται και οι

ιντεγκρίνες τους υφίστανται μετασχηματιστικές αλλαγές και συσσωματώνονται, μεταπίπτοντας

έτσι σε μια μορφή υψηλής συνάφειας. Η επαγωγή της έκφρασης των υποδοχέων των ιντεγκρινών

στο ενδοθήλιο από τις κυτταροκίνες, σε συνδυασμό με την αυξημένη συγγένεια των ιντεγκρινών

στα λευκοκύτταρα, έχει ως αποτέλεσμα την ισχυρή πρόσδεση των λευκοκυττάρων στο ενδοθή-

λιο, στο σημείο της φλεγμονής. Τα λευκοκύτταρα παύουν να ολισθαίνουν και η σύνδεση των ιντε-

γκρινών με τους προσδέτες τους σηματοδοτεί την έναρξη κυτταροσκελετικών αλλαγών που ακι-

νητοποιούν τα λευκοκύτταρα και τα προσκολλούν ισχυρά στο ενδοθήλιο [14,37]. 

1.6 Μεσολαβητές της φλεγμονής
Στους πιο σημαντικούς μεσολαβητές της φλεγμονής περιλαμβάνονται βιοδραστικές αμίνες,

λιποειδικοί μεσολαβητές,  κυτταροκίνες [41], καθώς και προϊόντα ενεργοποίησης του

συμπληρώματος.  Οι  μεσολαβητές  μπορεί  να παραχθούν  τοπικά από κύτταρα στο σημείο της

φλεγμονής, ή μπορεί να προέρχονται από ανενεργά πρόδρομα μόρια της κυκλοφορίας, τα οποία

ενεργοποιούνται  στο  σημείο  της  φλεγμονής.  Οι  μεσολαβητές  που  παράγονται  από  κύτταρα

απελευθερώνονται γρήγορα από ενδοκυτταρικά κοκκία ή συντίθενται εκ νέου, ως απόκριση σε

κάποιο  ερέθισμα.  Οι  βασικοί  τύποι  κυττάρων που  παράγουν  μεσολαβητές  οξείας  φλεγμονής

είναι τα μακροφάγα, τα μαστοκύτταρα και τα δενδριτικά κύτταρα. Ωστόσο, κάποιοι μεσολαβητές

μπορούν να παραχθούν και από αιμοπετάλια, ουδετερόφιλα και ενδοθηλιακά κύτταρα [14]. 

Οι μεσολαβητές που προέρχονται από το πλάσμα εντοπίζονται στην κυκλοφορία ως ανενεργά

πρόδρομα μόρια, τα οποία πρέπει να διασπαστούν, συνήθως μέσω μιας σειράς πρωτεολυτικών

πέψεων, προκειμένου να αποκτήσουν τις βιολογικές τους ιδιότητες. Παράγονται κατά κύριο λόγο

στο ήπαρ και δρουν εναντίον μικροβίων της κυκλοφορίας, ενώ μπορούν να στρατολογηθούν και

σε ιστούς.  Οι  ενεργοί  μεσολαβητές σχηματίζονται  μόνο ως απόκριση σε  διάφορα μόρια που

επάγουν τη φλεγμονή, όπως μικροβιακά προϊόντα και ουσίες που απελευθερώνονται από νεκρά

κύτταρα. Ένας μεσολαβητής είναι πιθανό να επάγει την απελευθέρωση άλλων μεσολαβητών. Οι

δευτερογενείς μεσολαβητές μπορεί να έχουν ίδια ή αντίθετη δράση από τον πρωτογενή μεσολα-

βητή. Τα περισσότερα μόρια-μεσολαβητές έχουν μικρή διάρκεια ζωής [41].

1.6.1 Αγγειοδραστικές αμίνες
Οι δύο βασικές αγγειοδραστικές αμίνες είναι η ισταμίνη και η σεροτονίνη. Οι δύο αυτές αμίνες

είναι αποθηκευμένες στα κύτταρα ως προσχηματισμένα μόρια και γι’ αυτό το λόγο είναι από
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τους πρώτους μεσολαβητές που απελευθερώνονται κατά τη φλεγμονή. Πλούσιες πηγές ισταμίνης

αποτελούν  τα μαστοκύτταρα, τα οποία είναι φυσιολογικά εντοπίζονται στο συνδετικό ιστό που

είναι  δίπλα στα αιμοφόρα αγγεία.  Ισταμίνη υπάρχει,  επίσης,  σε βασεόφιλα και  αιμοπετάλια.

Κατά κύριο λόγο, είναι αποθηκευμένη σε κοκκία των μαστοκυττάρων και απελευθερώνεται ως

απόκριση σε μια ποικιλία ερεθισμάτων. Στα ερεθίσματα αυτά περιλαμβάνονται φυσικές βλάβες,

όπως το τραύμα, το κρύο ή η ζέστη, η πρόσδεση αντισωμάτων σε μαστοκύτταρα, καθώς και προϊ-

όντα του συμπληρώματος, τα οποία ονομάζονται αναφυλατοξίνες. Η ισταμίνη θεωρείται ο βασι-

κός μεσολαβητής της παροδικής φάσης της αυξημένης αγγειακής διαπερατότητας, παράγοντας

διενδοθηλιακά κενά στα τριχοειδή αγγεία. Η σεροτονίνη είναι ένας προσχηματισμένος αγγειο-

δραστικός μεσολαβητής, ο οποίος υπάρχει στα αιμοπετάλια και σε ορισμένα νευροενδοκρινικά

κύτταρα, όπως αυτά που βρίσκονται στη γαστρεντερική οδό. Η πρωταρχική της λειτουργία είναι

να δρα ως νευροδιαβιβαστής στη γαστρεντερική οδό [8,14].

1.6.2 Κυτταροκίνες φλεγμονής
Οι  κυτταροκίνες  είναι  πρωτεΐνες  που  εκκρίνονται  από  πολλούς  κυτταρικούς  τύπους  (κυρίως

ενεργοποιημένα λεμφοκύτταρα, μακροφάγα και δενδριτικά κύτταρα, αλλά και από ενδοθηλιακά

και από κύτταρα του συνδετικού ιστού), των οποίων ο ρόλος είναι να ρυθμίζουν την ανοσία και

τις  φλεγμονώδεις  αντιδράσεις.  Κατά  σύμβαση,  οι  αυξητικοί  παράγοντες  που  επιδρούν  στα

επιθηλιακά και στα μεσεγχυματικά κύτταρα δεν συγκαταλέγονται στις κυτταροκίνες.

Οι  κυτταροκίνες  μπορούν  να  διακριθούν  σε  επιμέρους  κατηγορίες  ανάλογα  με  τη  φύση  της

ανοσολογικής  απόκρισης  (Πίνακας 1),  καθώς  και  ανάλογα  με  τον  κυτταρικό  τύπο  και  την

τοπολογία (Πίνακας 2). Από το σύνολο των κυτταροκινών, αξιοσημείωτος είναι ο ρόλος των IL-1,

IL-6 και TNFα.

27



Πίνακας 1. Διάκριση κυτταροκινών βάσει ανοσολογικής απόκρισης [42]
Τύπος ανοσολογικής απόκρισης Υπεροικογένεια Κυτταροκίνες

Προσαρμοστική ανοσία Common γ chain
receptor ligands
Common β 
chain (CD131) 
receptor ligands
Shared IL-2β 
chain (CD122)
 Shared 
receptors

IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21
IL-3, IL-5, GM-CSF

IL-2, IL-15 

IL-13 (IL-13R–IL-4R complex) 
TSLP (TSLPR–IL-7R complex) 

Προ-φλεγμονώδης σηματοδότηση IL-1

IL-6
TNF
IL-17
IFN τύπου I
IFN τύπου II
IFN τύπου III

IL-1α, IL-1β, IL-1ra, IL-18, IL-33, IL-36α, 
IL-36β, IL-36γ, IL-36Ra, IL-37 και IL-
1Hy2 
IL-6, IL-11, IL-31, CNTF, CT-1, LIF, OPN, 
OSM 
TNFα, TNFβ, BAFF, APRIL 
IL-17A-F, IL-25 (IL-17E)
IFNα, IFNβ, IFNω, IFNκ, Limitin 
IFNγ 

IFNλ1 (IL-29), IFNλ2 (IL-28A), IFNλ3 (IL-
28B) 

Αντι-φλεγμονώδης σηματοδότηση IL-12
IL-10

IL-12, IL-23, IL-27, IL-35
IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-
28, IL-29 

Πίνακας 2. Ανοσολογική προέλευση και δράση κυτταροκινών [42]
Κυτταροκίνη Ανοσολογική

προέλευση
Κύρια

κύτταρα-
στόχοι

Κύρια δράση

IL-1α
IL-1β

μακροφάγα, Β
κύτταρα, LGL

Τ κύτταρα, Β
κύτταρα,

μακροφάγα,
ενδοθήλιο,

κύτταρα ιστών

ενεργοποίηση λεμφοκυττάρων,
διέγερση μακροφάγων, αύξηση

προσκόλλησης Τ
λεμφοκυττάρων/ενδοθηλίου, πυρετός,

πρωτεΐνες οξείας φάσης

IL-2 Τ κύτταρα Τ κύτταρα πολλαπλασιασμός και διαφοροποίηση
Τ κυττάρων, ενεργοποίηση τοξικών
λεμφοκυττάρων και μακροφάγων

IL-3 Τ κύτταρα - multilineage παράγοντας διέγερσης
αποικιών

IL-4 Τ κύτταρα Τ κύτταρα, Β
κύτταρα

παράγοντας ανάπτυξης Β κυττάρων,
επιλογή ισοτύπου, IgE, IgG1

IL-5 Τ κύτταρα Β κύτταρα ανάπτυξη και διαφοροποίηση Β
κυττάρων, IgΑ επιλογή

IL-6 Τ κύτταρα, Β
κύτταρα

Β κύτταρα,
ηπατοκύτταρα

διαφοροποίηση Β κυττάρων, επαγωγή
πρωτεϊνών οξείας φάσης
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Κυτταροκίνη Ανοσολογική
προέλευση

Κύρια
κύτταρα-

στόχοι

Κύρια δράση

IL-7 - προ-Β κύτταρα, Τ
κύτταρα

πολλαπλασιασμός Β και Τ κυττάρων

IL-8 μονοκύτταρα ουδετερόφιλα,
βασεόφιλα, Τ

κύτταρα,
κερατινοκύτταρα

χημειοταξία, αγγειογένεση,
απελευθέρωση υπεροξειδίων,

απελευθέρωση κοκκίων

IL-9 Τ κύτταρα - ενισχύει την επιβίωση των Τ κυττάρων,
συνεργάζεται με την ερυθροποιητίνη

IL-10 Τ κύτταρα Τ1 κύτταρα αναστολή σύνθεσης κυτταροκινών

IL-11 - αιμοποιητικά
προγονικά
κύτταρα,

οστεοκλάστες

σχηματισμός οστεοκλαστών,
παράγοντας διέγερσης αποικιών,

αύξηση αριθμού αιμοπεταλίων in vivo,
αναστέλλει την παραγωγή προ-

φλεγμονωδών κυτταροκινών

IL-12 - Τ κύτταρα επαγωγή των Τ1 κυττάρων

IL-13 Τ κύτταρα μονοκύτταρα, Β
κύτταρα

ανάπτυξη και διαφοροποίηση Β
κυττάρων, αναστέλλει την παραγωγή

προ-φλεγμονωδών κυτταροκινών

IL-14 Τ κύτταρα - διεγείρει τον πολλαπλασιασμό
ενεργοποιημένων Β κυττάρων,

αναστέλλει την έκκριση Ig

IL-15 μονοκύτταρα Τ κύτταρα,
ενεργοποιημένα Β

κύτταρα

πολλαπλασιασμός

IL-16 ηωσινόφιλα, CD8+

Τ κύτταρα
CD4+ Τ κύτταρα χημειοελκτικό μόριο των CD4+ Τ

κυττάρων

IL-17 CD4+ Τ
λεμφοκύτταρα

επιθήλιο,
ινοβλάστες,
ενδοθήλιο

απελευθέρωση IL-6, IL-8, G-CSF, PGE2,
ενίσχυση ICAM-1, διεγείρει τους

ινοβλάστες διατηρώντας τα CD34+

προγονικά κύτταρα

IL-18 μακροφάγα PBMC,
συμπαράγοντας
στην επαγωγή Τ1

επάγει την παραγωγή IFNγ, ενισχύει τη
δράση των ΝΚ κυττάρων

IL-21 Τ κύτταρα Τ κύτταρα, Β
κύτταρα,

ηωσινόφιλα,
ηπατοκύτταρα

επάγει μόρια οξείας φάσης, αυξημένα
επίπεδα μετά από LPS

IL-22 ενεργοποιημένα Τ
κύτταρα

Τ2 κύτταρα αναστέλλει την παραγωγή IL-4

TGFβ1 - οι περισσότεροι
κυτταρικοί τύποι

μειώνει το ρυθμό παραγωγής
κυτταροκινών, προάγει την επούλωση
πληγών και τον σχηματισμό ουλώδους

ιστού, ανασταλτικό της αύξησης

TNFα μακροφάγα,
λεμφοκύτταρα

μακροφάγα,
κοκκιοκύτταρα,

ενεργοποίηση μακροφάγων,
κοκκιοκυττάρων και κυτταροτοξικών
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Κυτταροκίνη Ανοσολογική
προέλευση

Κύρια
κύτταρα-

στόχοι

Κύρια δράση

κύτταρα ιστών κυττάρων, προσκόλληση
λευκοκυττάρων/ενδοθηλιακών

κυττάρων, καχεξία, πυρετός, επαγωγή
πρωτεϊνών οξείας φάσης, διέγερση

αγγειογένεσης

TNFβ λεμφοκύτταρα - παρόμοια με TNFα

IFNα λευκοκύτταρα κύτταρα ιστών αντι-ιική δράση, διέγερση των ΝΚ
κυττάρων, αντι-πολλαπλασιαστικό

μόριο, επαγωγή παραγωγής IL-12 και
κυττάρων Τ1

IFNβ ινοβλάστες,
επιθηλιακά

κύτταρα

κύτταρα ιστών,
λευκοκύτταρα

αντι-ιική δράση, αντι-
πολλαπλασιαστικό μόριο

IFNγ Τ κύτταρα, ΝΚ
κύτταρα

λευκοκύτταρα,
κύτταρα ιστών, Τ2

κύτταρα

ενεργοποίηση μακροφάγων, αύξηση
προσκόλλησης Τ ενδοθηλιακών

κυττάρων/λεμφοκυττάρων, αντι-ιική
δράση, αντι-πολλαπλασιαστικό μόριο

M-CSF μονοκύτταρα - πολλαπλασιασμός πρόδρομων
κυττάρων των μακροφάγων

G-CSF μακροφάγα προγονικά
κύτταρα

διεγείρει τη διέγερση και τη
διαφοροποίηση

GM-CSF Τ κύτταρα,
μακροφάγα

- πολλαπλασιασμός πρόδρομων
κυττάρων των μακροφάγων και των

κοκκιοκυττάρων

MIF Τ κύτταρα,
μακροφάγα

Μακροφάγα αναστολή της μετανάστευσης,
ενεργοποίηση μακροφάγων, ενίσχυση

της ενεργοποίησης των Τ κυττάρων

1.6.2.1 Ιντερλευκίνη-1
Η οικογένεια κυτταροκινών της Ιντερλευκίνης-1 (Interleukin-1,  IL-1) περιλαμβάνει 11 μέλη : την

Ιντερλευκίνη-1α (IL-1α), την Ιντερλευκίνη-1β (IL-1β),  τον ανταγωνιστή του υποδοχέα της IL-1, την

Ιντερλευκίνη-18,  την  Ιντερλευκίνη-33,  την  Ιντερλευκίνη-36α,  την  Ιντερλευκίνη-36β,  την

Ιντερλευκίνη 36-γ, την Ιντερλευκίνη-36Ra, την Ιντερλευκίνη-37 και την Ιντερλευκίνη-1Hy2 [43]. Η

ομάδα  της   IL-1  απαρτίζεται  τόσο  από  προ-φλεγμονώδεις,  όσο  και  από  αντι-φλεγμονώδεις

κυτταροκίνες.  Η Ιντερλευκίνη-1β είναι μια προ-φλεγμονώδης κυτταροκίνη,  η οποία επιδρά ως

ερέθισμα στα CD4+ Τ κύτταρα και προάγει τη διαφοροποίησή τους σε Τ βοηθητικά κύτταρα (Th1,

Th17) [44].  Οι κυτταροκίνες Ιντερλευκίνη-1α και Ιντερλευκίνη-1β παράγονται από μονοκύτταρα,

μακροφάγα, ουδετερόφιλα και ηπατοκύτταρα [45]. Η Ιντερλευκίνη-1α εκφράζεται ιδιοστατικά, σε

αντίθεση  με  την  Ιντερλευκίνη-1β,  της  οποίας  η  έκφραση  επάγεται  από  μικροβιακά  μόρια.

Παράλληλα,  η  Ιντερλευκίνη-1β  παράγεται  ως  πρόδρομο  μόριο  και  στη  συνέχεια  πέπτεται,
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προκειμένου να γίνει ενεργή κυτταροκίνη [46]. Αντίθετα, η Ιντερλευκίνη-1α είναι ενεργή και στην

πρόδρομη και στην ώριμη μορφή, αλλά γενικά εντοπίζεται στον πυρήνα, στο κυτταρόπλασμα ή

στην πλασματική μεμβράνη. Και τα δύο μόρια έχουν την ίδια συγγένεια για τους δύο υποδοχείς

IL-1, καθώς και για τους IL-1R1 και  IL-1R2 [47].

1.6.2.2 Ιντερλευκίνη-6
Η οικογένεια της Ιντερλευκίνης-6 αποτελείται από τις πλειοτροπικές κυτταροκίνες Ιντερλευκίνη-6

(Interleukin-6) και Ιντερλευκίνη-11 (Interleukin-11) [48]. Η Ιντερλευκίνη-6 εκφράζεται από ποικίλα

κύτταρα, όπως μονοπύρηνα φαγοκύτταρα, Τ και Β κύτταρα, ινοβλάστες, ενδοθηλιακά κύτταρα,

κερατινοκύτταρα  και  κύτταρα  του  μυελού  των  οστών  [49].  Η  συγκεκριμένη  κυτταροκίνη

εμπλέκεται στην αιμοποίηση και στην ωρίμανση των Β-κυττάρων [50], στην ενεργοποίηση των Τ

κυττάρων και στη ρύθμιση των φαινοτύπων Th2 και Treg [51,52], ενώ είναι σημαντική για την

έκκριση πρωτεϊνών οξείας φάσης από το ήπαρ [53]. Παράλληλα, συμμετέχει στην μετάδοση του

σήματος μέσω της αλυσίδας του υποδοχέα IL-6R και του συστατικού gp130 [48], με αποτέλεσμα

να ενεργοποιείται το μονοπάτι JAK-STAT  [43]. Το τελικό αποτέλεσμα αυτής της ενεργοποίησης

είναι η φωσφορυλίωση του παράγοντα STAT3 και η μετατόπισή του στον πυρήνα, όπου και δρα

ως μεταγραφικός παράγοντας. Για τη λήξη της σηματοδότησης μέσω Ιντερλευκίνης-6 απαιτείται

πέψη του  gp130 από ένα μόριο κασπάσης, έτσι ώστε να παραχθεί ένα καρβοξυ-τελικό κλάσμα,

μεγέθους 18 kDa [54].

1.6.2.3  Παράγοντας Νέκρωσης Όγκων α (TNFα)
Ο Παράγοντας Νέκρωσης Όγκων α (Tumor Necrosis Factor α- TNFα) αποτελεί μεσολαβητή της

φλεγμονής  και  επάγει  την  παραγωγή κυτταροκινών,  την  ενεργοποίηση  της  έκφρασης  μορίων

προσκόλλησης και την αύξηση του κυττάρου [55,56,57]. Ο  TNFα παράγεται από λεμφοκύτταρα,

σε  αντίθεση  με  τον  TNFβ,  ο  οποίος  παράγεται  από  μονοκύτταρα  [43].  Ο  παράγοντας  αυτός

συντίθεται ως πρόδρομο διαμεμβρανικό μόριο [58] (membrane-bound  TNFα) και ακολούθως,

μεταφέρεται  μέσω  του  αδρού  ενδοπλασματικού  δικτύου,  του  συστήματος  Golgi  και  του

ενδδοσώματος  στην  κυτταρική  μεμβράνη  [59].  Τα  μονομερή  του   TNFα  συνδέονται  στην

κυτταρική  μεμβράνη  και  σχηματίζουν  ομοιοπολικά  τριμερή,  προτού  κοπούν  από  τη

μεταλλοπρωτεάση TACE (TNFα Converting Enzyme) [60]. Μετά την πέψη προκύπτει μια διαλυτή

μορφή  του   TNFα,  ενώ  το  μεμβρανικό  στέλεχος  υφίσταται  πρωτεόλυση  από  τις  πεπτιδάσες

SPPL2a και SPPL2b (Signal Peptide Peptidases). Έπειτα από αυτή τη διαδικασία παράγεται ένα

ενδοκυτταρικό στέλεχος, το οποίο ονομάζεται ICD (Intracellular Domain) και μεταφέρεται στον
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πυρήνα,  όπου  επάγει  το  σηματοδοτικό  μονοπάτι  για  την  έκφραση  προ-φλεγμονωδών

κυτταροκινών και κυρίως, Ιντερλευκίνης-12 [61].

Εξωκυτταρικά, ο  TNFα δρα μέσω πρόσδεσης σε δύο υποδοχείς, τους TNFRR1 και TNFR2 [58]. Ο

TNFRR1  εκφράζεται  ευρέως,  σε  αντίθεση  με  τον   TNFRR2,  ο  οποίος  εκφράζεται  κυρίως  σε

λευκοκύτταρα και ενδοθηλιακά κύτταρα [61]. Από knockout πειράματα σε ποντίκια, έχει φανεί

ότι ο ρόλος του TNFRR1 είναι εξαιρετικά σημαντικός για τη σηματοδότηση μέσω TNFα [62]. Οι

δύο  υποδοχείς  του   TNFα  αποτελούνται  από  διαμεμβρανικές  γλυκοπρωτεϊνες,  με  ομολογία

εξωκυτταρικών  επικρατειών  28%.  Οι  επικράτειες  που  εντοπίζονται  έξω  από  το  κύτταρο

απαρτίζονται από τέσσερις περιοχές, πλούσιες σε κατάλοιπα Κυστεϊνης, κάθε μια από τις οποίες

έχει τρεις δισουλφιδικούς δεσμούς μεταξύ των Κυστεϊνών. Ακόμη, διαθέτουν την περιοχή PLAD

(Pre-Ligand Assembly Domain),  η  οποία  ευθύνεται  για  τον  τριμερισμό  του  υποδοχέα.  Οι

παραπάνω  δύο  τύποι  υποδοχέων  διαφέρουν  ενδοκυτταρικά,  αφού  ο   TNFRR1  διαθέτει  στο

καρβοξυ-τελικό του άκρο μια Επικράτεια Θανάτου (Death Domain). Έχει βρεθεί ότι η μορφή του

TNFα που είναι συνδεδεμένη με τη μεμβράνη ενεργοποιεί πιο ισχυρά τον  TNFRR2, σε σχέση με

τη  διαλυτή  μορφή  [63].  Ακόμη,  παρατηρήθηκε  ότι  η  ενεργοποίηση  του   TNFRR1  προκαλεί

αυξημένη  ενεργοποίηση  του  παράγοντα  NfκB,  σε  αντίθεση  με  τον  TNFRR2  [64].

1.6.3 Χημειοκίνες
Οι χημειοκίνες είναι μια οικογένεια μικρών πρωτεϊνών (8-10 kDa), οι οποίες δρουν πρωτίστως ως

χημειοτακτικά μόρια για συγκεκριμένους τύπους λευκοκυττάρων. Μέχρι σήμερα έχουν ταυτοποι-

ηθεί περίπου 40 διαφορετικές χημειοκίνες και 20 διαφορετικοί υποδοχείς χημειοκινών. Οι χη-

μειοκίνες δρουν μέσω πρόσδεσης σε 7 διαμεμβρανικούς υποδοχείς που συνδέονται με  G πρω-

τεΐνες. Οι υποδοχείς αυτοί συνήθως έχουν αλληλεπικαλυπτόμενη ειδικότητα για τους προσδέτες

τους [14,65]. 

1.6.4 Κινίνες
Οι κινίνες είναι αγγειοδραστικά πεπτίδια, τα οποία προέρχονται από πρωτεΐνες του πλάσματος

που  ονομάζονται  κινινογόνα,  μέσω  της  δράσης  ειδικών  πρωτεασών  που  ονομάζονται  καλλι-

κρεΐνες  [66].  Το ένζυμο καλλικρεΐνη πέπτει  μια πρόδρομη γλυκοπρωτεΐνη του πλάσματος,  με

υψηλό μοριακό βάρος, το κινινογόνο, προκειμένου να παραχθεί βραδυκινίνη. Η βραδυκινίνη αυ-

ξάνει την αγγειακή διαπερατότητα και προκαλεί συστολή των λείων μυών, διαστολή των αιμο-

φόρων αγγείων και πόνο [67] όταν χορηγηθεί με ένεση στο δέρμα. 
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1.6.5 Νευροπεπτίδια
Τα νευροπεπτίδια εκκρίνονται από αισθητικούς νευρώνες και ποικίλα λεμφοκύτταρα και είναι πι -

θανό να διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στις φλεγμονώδεις αποκρίσεις. Τα μικρά αυτά πεπτίδια,

συμπεριλαμβανομένων της ουσίας P και της νευροκινίνης Α, παράγονται στο κεντρικό και στο πε-

ριφερικό νευρικό σύστημα. Η ουσία P έχει πολλές βιολογικές δράσεις, όπως η μετάδοση των ση-

μάτων του πόνου, η ρύθμιση της πίεσης του αίματος, η επαγωγή της έκκρισης ορμονών από εν-

δοκρινικά κύτταρα και η αύξηση της αγγειακής διαπερατότητας [14,68].

1.6.6 Σύστημα Συμπληρώματος
Το σύστημα  του συμπληρώματος είναι ένας συνδυασμός διαλυτών πρωτεϊνών και των μεμβρανι-

κών υποδοχέων τους, ο οποίος ενεργοποιείται, κυρίως, κατά την άμυνα του ξενιστή ενάντια σε

μικρόβια και σε παθολογικές φλεγμονώδεις αντιδράσεις [69]. Υπάρχουν περισσότερες από 20

πρωτεΐνες του συμπληρώματος, κάποιες από τις οποίες φέρουν αρίθμηση από το C1 έως το C9.

Τα μέλη του συμπληρώματος υπάρχουν σε ανενεργές μορφές στο πλάσμα και πολλά από αυτά

ενεργοποιούνται προκειμένου να μετατραπούν σε πρωτεολυτικά ένζυμα που αποικοδομούν άλ-

λες πρωτεΐνες του συστήματος, σχηματίζοντας έτσι έναν ενζυματικό καταρράκτη με μεγάλη ικα-

νότητα ενίσχυσης. Το κρίσιμο βήμα για την ενεργοποίηση του συμπληρώματος είναι η πρωτεόλυ-

ση του τρίτου συστατικού, το οποίο ονομάζεται  C3. Η πέψη του C3 μπορεί να επιτευχθεί μέσω

τριών  μονοπατιών:  1)Το  κλασσικό  μονοπάτι,  το  οποίο  επάγεται  από  την  σύνδεση του  C1  σε

κάποιο  αντίσωμα, το  οποίο έχει  συνδεθεί  με  αντιγόνο.  2)Το  εναλλακτικό μονοπάτι,  το οποίο

επάγεται από μόρια της επιφάνειας των μικροβίων, σύνθετους πολυσακχαρίτες και άλλες ουσίες,

απουσία αντισώματος. 3)Το μονοπάτι της λεκτίνης, στο οποίο η λεκτίνη του πλάσματος που είναι

συνδεδεμένη με μανόζη, συνδέεται με υδατάνθρακες τα μικρόβια και ενεργοποιεί άμεσα το C1

[14]. Και τα τρία μονοπάτια ενεργοποίησης του συμπληρώματος οδηγούν στο σχηματισμό ενός

ενζύμου που ονομάζεται C3 κονβερτάση, το οποίο κόβει το C3 σε λειτουργικά διακριτά κλάσμα-

τα, C3a και C3b [70].
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Εικόνα 5. Μονοπάτια ενεργοποίησης του συμπληρώματος [70]

Το σύστημα του συμπληρώματος επιτελεί  τρεις βασικές λειτουργίες.  Πρώτον,  συμμετέχει  στη

φλεγμονή. Το κλάσμα  C5a και σε μικρότερο βαθμό, τα κλάσματα  C4a και  C3a, είναι προϊόντα

πέψης των αντίστοιχων συστατικών του συμπληρώματος που επάγουν την απελευθέρωση ιστα-

μίνης από μαστοκύτταρα και επομένως, την αύξηση της αγγειακής διαπερατότητας και την αγ-

γειοδιαστολή [71]. Ονομάζονται αναφυλατοξίνες, επειδή έχουν παρόμοιες επιδράσεις με αυτές

των μεσολαβητών των μαστοκυττάρων που εμπλέκονται στην αντίδραση της αναφυλαξίας. Δεύ-

τερον,  εμπλέκεται  στην κυτταρική λύση.  Το σύμπλεγμα  MAC (Membrane Attack Complex),  το

οποίο συντίθεται από πολλές υπομονάδες C9, εγκαθίσταται στα κύτταρα και ανοίγει οπές, καθι-

στώντας την κυτταρική μεμβράνη διαπερατή σε νερό και  ιόντα,  με αποτέλεσμα να επέρχεται

ωσμωτικός θάνατος [72]. Τρίτον, ορισμένα κλάσματα του συμπληρώματος δρουν ως οψονίνες

και προάγουν τη φαγοκυττάρωση σε ουδετερόφιλα και μακροφάγα, τα οποία διαθέτουν κατάλ-

ληλους υποδοχείς.  Διάφορες ρυθμιστικές πρωτεΐνες αναστέλλουν την παραγωγή ενεργών κλα-

σμάτων του συμπληρώματος ή απομακρύνουν κλάσματα που συσσωρεύονται στα κύτταρα [14].
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1.7 Μεσολαβητές λιπιδικής φύσης
Πολλά  προφλεγμονώδη  κύτταρα  παράγουν  και  εκκρίνουν  μεσολαβητές  λιπιδικής  φύσης,

συμπεριλαμβανομένου του PAF,  του φωσφατιδικού οξέος,  του λυσοφωσφατιδικού οξέος,  της

σφιγγοσυλφωσφορυλοχολίνης και της φωσφορικής σφιγγοσίνης-1.

Οι φωσφολιπιδκοί μεσολαβητές παράγονται κυρίως από την ανακατασκευή των προϋπαρχόντων

φωσφολιπιδίων  της  μεμβράνης,  από  κυτταρικές  φωσφολιπάσες  και  τρανσακυλάσες.  Η

διαδικασία αυτή είναι ιδιαιτέρως ταχεία, καθώς δεν απαιτείται de novo πρωτεϊνοσύνθεση.

1.7.1 Μεταβολίτες αραχιδονικού οξέος
Οι λιπιδικοί μεσολαβητές, προσταγλανδίνες και λευκοτριένια, παράγονται από το αραχιδονικό

οξύ που υπάρχει  στα μεμβρανικά φωσφολιπίδια και  επάγουν αγγειακές και  κυτταρικές αντι-

δράσεις στην οξεία φλεγμονή [73]. Το αραχιδονικό οξύ είναι ένα πολυακόρεστο λιπαρό οξύ με 20

άνθρακες και προέρχεται  από τη διατροφή ή από τη μετατροπή του απαραίτητου λινολεϊκού

οξέος [74]. Το μεγαλύτερο ποσοστό αραχιδονικού οξέος της μεμβράνης είναι σε εστεροποιημένη

μορφή και ενσωματώνεται σε μεμβρανικά φωσφολιπίδια. Η απελευθέρωση του αραχιδονικού

οξέος από τις μεμβράνες επάγεται από φυσικά, χημικά και μηχανικά ερεθίσματα ή από άλλους

μεσολαβητές, μέσω της ενεργοποίησης κυτταρικών φωσφολιπασών και κυρίως, της φωσφολι-

πάσης Α2. Αμέσως μόλις απελευθερωθεί από τη μεμβράνη, το αραχιδονικό οξύ μετατρέπεται σε

βιοενεργούς μεσολαβητές, οι οποίοι ονομάζονται και εικοσανοειδή και συντίθενται από δύο βα-

σικές ομάδες ενζύμων, τις κυκλοοξυγενάσες και τις λιποξυγενάσες.

Οι προσταγλανδίνες παράγονται από μαστοκύτταρα, μακροφάγα, ενδοθηλιακά κύτταρα και από

πολλά άλλα κύτταρα και εμπλέκονται στις αγγειακές και συστημικές αντιδράσεις της φλεγμονής.

Η παραγωγή τους επιτυγχάνεται μέσω της δράσης δύο κυκλοοξυγενασών, των COX-1 και COX-2

[66]. Η COX-1 παράγεται ως απόκριση σε φλεγμονώδη ερεθίσματα, αλλά εκφράζεται και ιδιοστα-

τικά στους περισσότερους ιστούς, όπου πιθανόν να εξυπηρετεί κάποια ομοιοστατική λειτουργία.

Αντιθέτως, η COX-2 επάγεται από ερεθίσματα φλεγμονής και επομένως παράγει προσταγλανδί-

νες  που εμπλέκονται  σε φλεγμονώδεις αντιδράσεις.  Ωστόσο,  βρίσκεται  σε χαμηλά επίπεδα ή

απουσιάζει από τους περισσότερους φυσιολογικούς ιστούς.

Τα λευκοτριένια παράγονται σε λευκοκύτταρα και μαστοκύτταρα μέσω της δράσης λιποξυγενα-

σών και συμμετέχουν σε αντιδράσεις των αγγειακών και των λείων μυϊκών κυττάρων, καθώς και

στη στρατολόγηση λευκοκυττάρων. Οι λιποξίνες παράγονται, επίσης, από αραχιδονικό οξύ, δια-

μέσου του μονοπατιού των λιποξυγενασών, αλλά σε αντίθεση με τις προσταγλανδίνες και τα λευ-
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κοτριένια, οι μεταβολίτες αυτοί καταστέλλουν τη φλεγμονή, αποτρέποντας τη στρατολόγηση των

λευκοκυττάρων.

1.7.2 Παράγοντας ενεργοποίησης αιμοπεταλίων (PAF)
Ο PAF αποτελεί έναν από τους πρωτότυπους μεσολαβητές της φλεγμονής, ανακαλύφθηκε στις

αρχές του 1970 [75] και παράγεται από ευαισθητοποιημένα βασεώφιλα, μέσω ερεθισμού με μη

εξειδικευμένο αντιγόνο. Αργότερα, φάνηκε ότι ο PAF παράγεται από την πλεοψηφία των προ-

φλεγμονωδών  κυττάρων,  ύστερα  από  συγκεκριμένο  ερέθισμα  και  ενεργοποιεί  αποκριτικά

κύτταρα  μέσω  ενός  μοναδικού  υποδοχέα  που  συνδέεται  με  G  πρωτεϊνη  και  ονομάζεται

υποδοχέας  του  PAF(  [76].  Τόσο  ο  παράγοντας  ενεργοποίησης  αιμοπεταλίων  (1-0-αλκυλο-2-

ακετυλο-σν-γλυκερο-3-φωσφατιδυλοχολίνη),  όσο  και  τα  προϊόντα  οξείδωσης  της

φωσφατιδυλοχολίνης,  έχουν μελετηθεί  εκτενώς από την επιστημονική κοινότητα.  Ακόμη,  έχει

παρατηρηθεί ότι η φωσφατιδυλοχολίνη προάγει την έκκριση χοληστερόλης από αφρώδη κύτταρα

ποντικού και έτσι, μπορεί να θεωρηθεί αντι-αθηρογενής [77].

Τα ενεργοποιημένα ενδοθηλιακά κύτταρα παράγουν PAF και αποτελούν στόχο για τις δράσεις

του PAF [78]. Η διέγερση με PAF επάγει αλλαγές στη δομή του κυτταροσκελετού, οδηγώντας σε

αυξημένη αγγειακή διαπερατότητα [79]. Μέσω της πρόσδεσης στον υποδοχέα του, ο PAF επάγει

ποικίλα  μονοπάτια  μεταγωγής  σήματος,  στα  οποία  περιλαμβάνεται  και  ο  κύκλος  των

φωσφολιπιδίων,  μέσω της ενεργοποίησης των φωσφολιπασών C, A2 και D και της κινάσης της 3-

φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης.  Ακόμη,  ο  PAF εμπλέκεται  στην ενεργοποίηση των  MAP κινασών και

επάγει  τη φωσφορυλίωση καταλοίπων τυροσίνης πολλών σηματοδοτικών πρωτεϊνών,  όπως η

κινάση p125FAK και η  src, μόρια που ενεργοποιούν τον μεταγραφικό μηχανισμό που ρυθμίζεται

μέσω  STAT3  [80].  Πιο  πρόσφατα  δεδομένα  αποδεικνύουν  την  εμπλοκή  του  PAF στην

ενεργοποίηση της φωσφορυλίωσης της τυροσίνης της VE-καδερίνης και τη σύνδεση της κινάσης

της 3-φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης, η οποία οδηγεί στο αποσύνδεση των συνδέσμων προσκόλλησης

[81]. 

1.7.2.1 ‘Ενζυμα βιοσύνθεσης και αποικοδόμησης του PAF
Τα  επίπεδα  του  PAF μέσα  στον  οργανισμό  καθορίζονται  από  της  πορείες  βιοσύνθεσης  και

καταβολισμού  του.   Έχουν  βρεθεί  δύο  μονοπάτια  βιοσύνθεσης   του  PAF,  τα  οποία

ενεργοποιούνται ανεξάρτητα το ένα από το άλλο [82](Εικόνα 6). Το ένα μονοπάτι καταλήγει στην

εκ νέου βιοσύνθεση του PAF και χρησιμεύει, κυρίως, στη διατήρηση των επιπέδων ηρεμίας του
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εν λόγω παράγοντα, σε μη φλεγμονώδη κατάσταση. Το τελικό στάδιο της de novo βιοσύνθεσης

καταλύεται  από το  ένζυμο  PAF CPT (Dithiothreitol-insensitive CDP-cholinne:  alkylacetylglycerol

cholinephosphotransferase).  Σε  συνθήκες  φλεγμονής  ενεργοποιείται  το  μονοπάτι

ανασχηματισμού  του  PAF,  προκειμένου  να  επιτευχθεί  ταχεία  σύνθεση.  Η  διαδικασία  αυτή

ολοκληρώνεται  σε  δύο  βήματα,  μέσω  των  οποίων  τα  φωσφολιπίδια  των  μεμβρανών

μετατρέπονται στον παράγοντα  PAF. Το πρώτο στάδιο περιλαμβάνει την άμεση υδρόλυση της

αλκυλοακυλογλυκεροφωσφοχολίνης  από  το  ένζυμο Φωσφολιπάση Α2 (PLA2),  ενώ το  δεύτερο

στάδιο καταλύεται από το ένζυμο Ακετυλο-συνένζυμοΑ: λυσο-PAF ακετυλοτρανσφεράση (lyso-

PAF AT) [83,84,85]. 

Εικόνα 6. Βιοσυνθετικά μονοπάτια PAF [84]

Η αποικοδόμηση του  PAF μεσολαβείται από μια ειδική ομάδα ενζύμων, τα οποία ονομάζονται

PAF-ακετυλοϋδρολάσες (PAF-AHs). Τα συγκεκριμένα ένζυμα υδρολύουν τον PAF, μετατρέποντάς

τον στην ανενεργή του μορφή, τον lyso-PAF. 

1.7.3 Λυσο-φωσφατιδικό οξύ
Κατά τη δεκαετία του 1990 βρέθηκε ότι  το λυσο-φωσφατιδικό οξύ (Lys-Phosphatidic Acid),  το

οποίο βρίσκεται  σε αφθονία στις  ήπια οξειδωμένες λιποπρωτεϊνες και  απελευθερώνεται  από
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ενεργοποιημένα  αιμοπετάλια,  πυροδοτεί  τον  πολλαπλασιασμό,  την  μετανάστευση  και  την

επιβίωση των κυττάρων [86]. Οι βιολογικές αποκρίσεις του  LPA μεσολαβούνται στα θηλαστικά

από  τουλάχιστον  τρεις  διαφορετικούς  υποδοχείς  που  συνδέονται  με  G πρωτεϊνες  (GPCR),  οι

οποίοι  έχουν  υψηλή  συγγένεια  μεταξύ  τους  και  ανήκουν  στην  υποοικογένεια  γονιδίων  Edg

(Endothelial differentiation gene) : LPA1, LPA2, LPA3. Οι παραπάνω πρωτεϊνες έχουν τουλάχιστον

50% ομολογία στην αλληλουχία του DNA των γονιδίων που τις κωδικοποιούν [87,88].

Ακόρεστες ενώσεις LPA που υπάρχουν φυσικά επάγουν την αναδιαμόρφωση των αγγείων in vivo

[89] και έχει βρεθεί ότι είναι ικανοί επαγωγείς της διαφοροποίησης των λείων μυϊκών κυττάρων,

μέσω των μονοπατιών της κινάσης του p38 που ενεργοποιείται από μιτογόνα [90]. Παράλληλα,

έχει φανεί ότι η ποσότητα LPA που περιέχεται στον ορό αυξάνεται σε υπερχοληστερολαιμικά

κουνέλια, ενισχύοντας την πιθανότητα να εμπλέκεται στην αθηροσκλήρωση, μέσω της δράσης

του στην προσκόλληση των λευκοκυττάρων στο ενδοθήλιο [91].
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. Κρασί

2.1 Εισαγωγή
Κατά τις τελευταίες δεκαετίες, επιστημονικές έρευνες έχουν φέρει στο φως πολλά στοιχεία που

υποστηρίζουν την άποψη ότι  η διατροφή συμβάλλει  τα μέγιστα στην ανθρώπινη υγεία.  Είναι

κοινώς  αποδεκτό  ότι  υπάρχουν  ορισμένες  ομάδες  τροφίμων,  καθώς  και  συνήθειες  που

προωθούν  την  υγεία.  Παραδείγματα  αποτελούν  η  υψηλή  κατανάλωση  λαχανικών,  φρούτων,

οσπρίων και δημητριακών, η μέτρια κατανάλωση ψαριού, γάλακτος και γαλακτομικών προϊόντων

(π.χ.  τυρί),  χαμηλή  κατανάλωση  κρέατος  και  κορεσμένου  λίπους  και  η  υψηλή  κατανάλωση

μονοακόρεστου λίπους. Τέλος, έχει συσταθεί η μέτρια κατανάλωση αλκοόλ, κυρίως με τη μορφή

κρασιού, ως συνοδευτικό του γεύματος [92].

Πολλές επιδημιολογικές μελέτες έχουν αναδείξει τη σχέση κατανάλωσης κρασιού με τη μείωση

εμφάνισης  καρδιαγγειακών  νοσημάτων,  ορισμένων  καρκίνων,  καθώς  και  του  σακχαρώδους

διαβήτη και  της άνοιας [93,94,95].  Παρόλο που η χρήση του στην αρχαία ιατρική παραμένει

αδιαμφισβήτητη,  σήμερα  η  επιστήμη  απαιτεί  ισχυρά  αποδεικτικά  στοιχεία  και  το  κρασί  θα

πρέπει να επιβεβαιώσει και πάλι την αξία του για την ανθρώπινη υγεία.

Στην πρώτη επιδημιολογική μελέτη που έγινε για το κρασί, κατά τον 20° αιώνα [96], βρέθηκε μια

γραμμική σχέση μεταξύ ποσότητας κατανάλωσης και επιπολασμού υπέρτασης, ενώ οι έρευνες

του Klatsky  [97] και  άλλων επιστημόνων, υπέδειξαν μια σχέση σχήματος “J”. Φάνηκε, δηλαδή,

πως η μέτρια κατανάλωση κρασιού μπορεί να μειώσει τον κίνδυνο εμφάνισης υπέρτασης [98,99].

Επίσης,  σε μεταγενέστερες πληθυσμιακές μελέτες παρατηρήθηκε συσχέτιση της κατανάλωσης

κρασιού με μειωμένο κίνδυνο θανάτου και από άλλες αιτίες (π.χ. καρκίνος, [100,101]).

Aντιθέτως, ένα διαιτολόγιο με υψηλό λιπιδικό περιεχόμενο θεωρείτο ανθυγιεινό. Παλαιότερα, οι

διατροφολόγοι  συνιστούσαν  μειωμένη  κατανάλωση  κορεσμένου  λίπους,  trans  λιπαρών  και

χοληστερόλης,  έτσι  ώστε  να  επιτευχθεί  κάποιο  όφελος  για  την  υγεία.  Ωστόσο,  αργότερα

απεδείχθη  ότι  άλλα  συστατικά  της  δίαιτας  μπορούν  να  μειώσουν  το  κίνδυνο  εμφάνισης

καρδιαγγειακών νοσημάτων, ανεξάρτητα από τα επίπεδα ολικής χοληστερόλης [92].

Επιστημονικές έρευνες έχουν συνδέσει  ασθένειες,  όπως η αθηροσκλήρωση και  η στεφανιαία

νόσος,  με  την  υπερβολική  κατανάλωση  κορεσμένων  λιπαρών  οξέων  [102].  Ωστόσο,

επιδημιολογικά δεδομένα από τον  Παγκόσμιο  Οργανισμό Υγείας  φανερώνουν  πως υπάρχουν

διακριτές  διαφορές  στα  ποσοστά  θνησιμότητας  από  στεφανιαία  νόσο,  σε  κάποιες  χώρες  και

περιοχές.  Κατά  τη  δεκαετία  του  1990,  η  επιστημονική  κοινότητα  έκανε  μια  σημαντική

παρατήρηση,  η  οποία  χαρακτηρίστηκε  ως  «Γαλλικό  Παράδοξο»  [103].  Συγκεκριμένα,
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παρατηρήθηκε  ότι,  ενώ  Γάλλοι  και  Αμερικάνοι  είχαν  παρόμοια  επίπεδα  χοληστερόλης

πλάσματος,  στη  Γαλλία  είχαν  σημειωθεί  σημαντικά  λιγότερα  περιστατικά  θανάτου  από

στεφανιαία νόσο, σε σχέση με την Αμερική. Εξίσου σημαντική ήταν η παρατήρηση ότι τα επίπεδα

κατανάλωσης  κορεσμένων λιπαρών οξέων ήταν  υψηλότερα  στη  Γαλλία.  Θα  ήταν,  επομένως,

αναμενόμενο  οι  Γάλλοι  να  εμφανίζουν  υψηλότερα  ποσοστά  προσβολής  από  καρδιαγγειακά

νοσήματα.  Φάνηκε,  όμως,  ότι  η  κατανάλωση  κόκκινου  κρασιού  στη  Γαλλία  ήταν  ο  μόνος

διαιτητικός  παράγοντας,  ο  οποίος  αντιστάθμιζε  τις  επιπτώσεις  του  κορεσμένου  λίπους  στον

οργανισμό των Γάλλων. Η διαφορά αυτή στις δίαιτες των δύο λαών αποτέλεσε την ερμηνεία της

διαφοράς στα περιστατικά θανάτου από στεφανιαία νόσο.

Το  «Γαλλικό  Παράδοξο»  και  η  απόδοση  καρδιοπροστατευτικής  δράσης  στο  κόκκινο  κρασί,

πυροδότησαν  μια  σειρά  ερευνών.  Σημαντική  ήταν  η  έρευνα  του  Πανεπιστημίου Davis  της

Καλιφόρνια,  μέσω της  οποίας  συσχετίστηκε  η δράση των φαινολικών ενώσεων του κόκκινου

κρασιού με την αναστολή της οξείδωσης της LDL χοληστερόλης [104].  Στις in vitro έρευνες του

Frankel και των συνεργατών του [105], επιβεβαιώθηκε η ικανότητα 20 διαφορετικών ποικιλιών

κόκκινου κρασιού να παρεμποδίζουν την οξείδωση της LDL. Το 1997, ο Meyer και οι συνεργάτες

του  [106]  εξέτασαν την  ικανότητα  φαινολικών  εκχυλισμάτων  από  14  διαφορετικούς  τύπους

φρέσκων σταφυλιών να αναστέλλουν την οξείδωση της ανθρώπινης LDL  in vitro. Η ίδια ομάδα

επιστημόνων  παρατήρησε  ότι  η  σχετική  δραστικότητα  των  εκχυλισμάτων  αυξανόταν  όταν  οι

σπόροι του σταφυλιού συνθλίβονταν, καθώς και όταν αυξανόταν ο χρόνος εκχύλισης.

2.1 Κρασί και φαινολικές ενώσεις
Είναι γνωστό ότι το κρασί αποτελείται από νερό,  αιθανόλη,  διοξείδιο του άνθρακα,  γλυκερόλη,

σάκχαρα, πολυσακχαρίτες, ανώτερες αλκοόλες, οξέα και φαινολικές ενώσεις [107]. Η συσχέτιση

της διατροφής με την υγεία έχει αποτελέσει ενδιαφέρον ερευνητικό πεδίο τα τελευταία χρόνια

και συνεπώς, η ποσοτική και ποιοτική σύσταση των φυτικών προϊόντων είναι μεγίστης σημασίας.

Τα βιοδραστικά συστατικά των φυτών είναι δευτερογενείς μεταβολίτες, οι οποίοι παράγονται σε

συνθήκες στρες, όπως σε περιπτώσεις τραυματισμού, μολύνσεων και υπεριώδους ακτινοβολίας

και  επομένως,  αποτελούν  φυσιολογικό  εργαλείο  που  χρησιμοποιείται  από  τους  φυτικούς

οργανισμούς προκειμένου να διατηρηθούν υγιή [108]. Οι βιοδραστικές φυτοχημικές ουσίες που

υπάρχουν  στο  κρασί  αντιπροσωπεύονται,  κυρίως,  από  πολυφαινόλες,  οι  οποίες  βιογενετικά

προέρχονται  από  δύο  βασικά  βιοσυνθετικά  μονοπάτια:  τα  μονοπάτια  του  σικιμικού  και  του

οξικού οξέος. Οι ενώσεις αυτές αποτελούνται δομικά από έναν ή περισσότερους αρωματικούς
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δακτυλίους, συνδεδεμένους σε διακριτές ομάδες. Βάσει των χημικών τους δομών, ποικίλουν από

απλά μόρια, όπως τα φαινολικά οξέα, έως και σύνθετες πολυμερείς δομές, όπως οι τανίνες [109].

Όσον αφορά τις βιολογικές τους ιδιότητες, στα σταφύλια, οι ενώσεις αυτές παίζουν σημαντικό

ρόλο στη διαμόρφωση αισθητικών χαρακτηριστικών (χρώμα, άρωμα, γεύση, πικρία ή στυπτικότη-

τα) και γι’ αυτό το λόγο, αποτελούν ενδιαφέρον ερευνητικό αντικείμενο ως πηγή συστατικών και

πρόσθετων ουσιών ή τεχνολογικών βοηθημάτων [110] και είναι εξαιρετικής σημασίας για ερευ-

νητές, παραγωγούς, μεταποιητές και καταναλωτές [111]. Μέχρι σήμερα έχουν ταυτοποιηθεί πε-

ρισσότερες από 500 φαινολικές ενώσεις στα σταφύλια Vitis vinifera και το κρασί [107].

Οι φαινολικές ενώσεις που περιέχονται στο κρασί μπορεί να προέρχονται από τα σταφύλια, από

τους ζυμομύκητες (διαδικασία παραγωγής),  καθώς και από τα δρύινα βαρέλια, μέσα στα οποία

αποθηκεύεται [107]. Η χημική δομή των φαινολικών ενώσεων συνίσταται από ένα δακτύλιο βεν-

ζενίου με μία ή περισσότερες υδροξυλικές ομάδες, ενωμένο με έναν αρωματικό δακτύλιο και εί-

ναι ενδεικτική της αντιοξειδωτικής τους δράσης. Ο καρπός του σταφυλιού έχει την ακόλουθη πε-

ριεκτικότητα σε φαινολικές ενώσεις: 1% σε μορφή συμπιεσμένου πολτού, 5% σε μορφή χυμού,

50% στο φλοιό των κόκκινων σταφυλιών, 25% στο φλοιό των λευκών σταφυλιών και 46-69% στα

κουκούτσια [112,113]. Γενικά, έχει βρεθεί ότι το κόκκινο κρασί περιέχει πολλά περισσότερα φαι-

νολικά συστατικά (περίπου 1.732-1.842 mg/L), σε σχέση με το λευκό (209,5-285,5 mg/L) [114].

2.2 Φαινολικά συστατικά

2.2.1Φαινολικά οξέα
Τα φαινολικά οξέα περιλαμβάνουν παράγωγα βενζοϊκού και  κινναμικού οξέος,  ενώ κυρίαρχη

τάξη στα παραπροϊόντα της οινοποίησης αποτελούν τα υδροξυκινναμικά οξέα. Οι ενώσεις αυτές

εμφανίζονται συχνά σε συζευγμένη μορφή, δηλαδή ως γλυκοζυλιωμένα παράγωγα ή εστέρες κι-

νικού,  σικιμικού και  ταρταρικού  οξέος  [115].  Μέχρι  σήμερα,  η  σχετική αναλογία  φαινολικών

ενώσεων στα παραπροϊόντα οινοποίησης έχει υπολογιστεί από ανάλυση HPLC και τα δεδομένα

από υπολείμματα κόκκινων και λευκών ποικιλιών αποδεικνύουν την ύπαρξη σημαντικών διαφο-

ρών μεταξύ διαφορετικών τύπων σταφυλιών [116], καθώς και μεταξύ διαφορετικών τμημάτων

του σταφυλιού, όπως τα κοτσάνια, ο φλοιός, οι καρποί, τα στέμφυλα και τα φύλλα. Ο γονότυπος

φαίνεται να αποτελεί το βασικότερο παράγοντα, ο οποίος επηρεάζει τις σχετικές συγκεντρώσεις

των διαφόρων φαινολικών ενώσεων [117].
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2.2.2Υδροξυβενζοϊκά οξέα
Τα παράγωγα του υδροξυβενζοϊκού οξέος που έχουν ταυτοποιηθεί σε βιομηχανικά κατάλοιπα οι-

νοποίησης, αντιπροσωπεύονται κυρίως από παράγωγα p-υδροξυβενζοϊού, πρωτοκατεχικού, ταν-

νικού και συριγγικού οξέος [115]. Οι μέχρι τώρα αναλύσεις έχουν δείξει ότι το γαλλικό οξύ είναι

το παράγωγο του υδροβενζοϊκού οξέος με τη μεγαλύτερη αφθονία στα κοτσάνια, τις φλούδες και

τους καρπούς των σταφυλιών, ενώ ακολουθεί το συριγγικό οξύ στα κοτσάνια και το πρωτοκατεχι-

κό οξύ στους καρπούς και τον φλοιό [108,118]. Περεταίρω ανάλυση των καρπών και των στεμφύ-

λων από κόκκινες ποικιλίες ανέδειξε το πρωτοκατεχικό οξύ ως το πιο άφθονο υδροξυβενζοϊκό

οξύ, αφού είχε την υψηλότερη συγκέντρωση σε σχέση με οποιοδήποτε άλλο [116]. 

Εικόνα 7. Δομή υδροξυβενζοϊκών οξέων

2.2.3Υδροξυκιναμικά οξέα
Τα υδροξυκιναμικά οξέα βρίσκονται σε όλα τα μέρη του σταφυλιού, με τη μεγαλύτερη περιεκτι -

κότητα  να  καταγράφεται  στους  εξωτερικούς  ιστούς  του  ώριμου  φρούτου  (φλούδες).  Η  συ-

γκέντρωση των υδροξυκιναμικών οξέων μειώνεται κατά τη διαδικασία της ωρίμανσης. Ωστόσο, η

συνολική ποσότητα της συγκεκριμένης φαινολικής ένωσης αυξάνεται ανάλογα με το μέγεθος του

φρούτου. Οι κύριες κατηγορίες υδροξυκιναμικών οξέων που συναντώνται στα σταφύλια και τα

κρασιά είναι το καφταρικό, το p-κουταρικό και το φερταρικό οξύ. Τα καφταρικό και το φερταρικό

οξύ απαντώνται κυρίως σε  trans διαμόρφωση, ενώ μια αμελητέα ποσότητα του  p-κουταρικού

οξέος συναντάται και στη cis διαμόρφωση [116]. Όσον αφορά τις φλούδες των σταφυλιών, τα δε-

δομένα που υπάρχουν για τα υδροξυκιναμικά οξέα σε ποικιλίες λευκών και κόκκινων κρασιών,

υποδεικνύουν την ύπαρξη σημαντικών διαφορών. Ενώ στις φλούδες από τα λευκά σταφύλια κυ-

ριαρχούν το cis-κουταρικό οξύ και το trans-καφταρικό οξύ [118], το ίδιο τμήμα από κόκκινα στα-

φύλια, εκτός του ότι διαθέτει πολύ χαμηλότερη συγκέντρωση των συγκεκριμένων φαινολικών,

περιέχει  κυρίως χλωρογενικό οξύ.  Παράλληλα, δεν έχουν ανιχνευθεί  υδροξυκιναμικά οξέα σε

φλούδες από λευκές ποικιλίες, ενώ σε φλούδες από κόκκινες ποικιλίες έχουν βρεθεί χλωρογενικά

οξέα σε συγκέντρωση που κυμαίνεται από 2.9 έως 6.8 mg/g ξηρού βάρους [119]. 
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Εικόνα 8. Δομή υδροξυκιναμικών οξέων

2.2.4Φλαβονοειδή
Τα φλαβονοειδή είναι ενώσεις με χαμηλό μοριακό βάρος, οι οποίες δομικά αποτελούνται από 15

άτομα άνθρακα [120]. Τα φλαβονοειδή του κρασιού έχουν δομή τριών δακτυλίων, δύο φαινόλες

(δακτύλιοι Α και Β) που συνδέονται με έναν πυρανικό ή έναν εξαγωνικό δακτύλιο (δακτύλιος Γ).

Στις  θέσεις  5  και  7  του  δακτυλίου  Α  υπάρχουν  υδροξυλικές  ομάδες  ως  υποκαταστάτες.  Οι

διαφορετικές τάξεις των φλαβονοειδών χαρακτηρίζονται από διαφορές στο στάδιο της οξείδωσης

και της υποκατάστασης στο δακτύλιο Γ. Τα φλαβονοειδή μπορεί να συναντώνται είτε ελεύθερα

είτε συνδεδεμένα με άλλα φλαβονοειδή, σάκχαρα, μη φλαβονοειδή ή με συνδυασμό αυτών των

ενώσεων.

Επιστημονικά δεδομένα έχουν δείξει ότι τα βιομηχανικά κατάλοιπα των σταφυλιών είναι πλούσια

σε φλαβαν-3-όλες,  προανθοκυανιδίνες,  φλαβόνες,  φλαβανόλες και ανθοκυανίνες [110]. Οι δια-

κριτές τάξεις των φλαβονοειδών διαφέρουν ως προς το βαθμό της οξείδωσης του κεντρικού πυ-

ρανικού δακτυλίου [121]. Σημαντικό μέρος της βιοσύνθεσης των φλαβονολών πραγματοποιείται

κατά την ανάπτυξη και την ωρίμανση των σταφυλιών. Τα υψηλότερα επίπεδα συγκέντρωσης των

φλαβονολών  στα  σταφύλια  έχουν  ανιχνευθεί  3-4  εβδομάδες  μετά  τον  περκασμό  (γυάλισμα)

[122]. Η σύγκριση της σύνθεσης των παραπροϊόντων της οινοποιίας σε φλαβονοειδή έδειξε ότι οι

φλαβαν-3-όλες υπάρχουν σε παρόμοιες συγκεντρώσεις στις φλούδες και τους καρπούς, ενώ οι

ανθοκυανίνες εντοπίστηκαν, κυρίως, στις φλούδες [123].

43



Εικόνα 9. Φλαβονοειδή

2.2.4.1 Φλαβονόλες
Οι φλαβονόλες είναι φλαβονοειδή που χαρακτηρίζονται από την παρουσία ενός διπλού δεσμού

μεταξύ των ατόμων άνθρακα C2 και C3 και μιας υδροξυλικής ομάδας στον άνθρακα C3 [124]. Δια-

φορετικά είδη σακχάρων μπορούν να προσδεθούν στις φλαβονόλες. Οι φλαβονόλες μπορούν να

αντιδράσουν με ανθοκυανίνες, με αποτέλεσμα την παραγωγή πιο σταθερών χρωστικών ουσιών

και με φαινολικά οξέα [125]. Σε παραπροϊόντα οινοποίησης έχει παρατηρηθεί η ύπαρξη μιας ποι-

κιλίας φλαβονολών. Πιο αξιοσημείωτη φαίνεται να είναι η περιεκτικότητα σε παράγωγα κερκετί-

νης και κυρίως, του 3-Ο-γλυκορουνιδίου της κερκετίνης [126]. 

Εικόνα 10. Δομή φλαβονολών

Η παρουσία των φλαβονολών ενγγελετίνη, μυριστίνη και λαρικιτρίνη δεν έχει ανιχνευθεί σε ορ-

γανικά κατάλοιπα λευκών ποικιλιών σταφυλιού. Αυτό μπορεί να οφείλεται στην απουσία του εν-

ζύμου 3’-, 5’-υδροξυλάση των φλαβονειδών στις λευκές ποικιλίες [127]. Οι υπάρχουσες μελέτες

σχετικά με την σύνθεση των φύλλων σε φλαβονόλες, τονίζουν την ύπαρξη γλυκοζιτών σε υψηλές

συγκεντρώσεις, οι οποίες ξεπερνούν την περιεκτικότητα που έχει καταγραφεί σε άλλα παραπροϊ-

όντα οινοποίησης. 

2.2.4.2 Φλαβανόλες
Οι φλαβανόλες ή φλαβανο-3-όλες, είναι ενώσεις της ομάδας των φλαβονοειδών, οι οποίες έχουν

μια υδροξυλική ομάδα στη θέση  του  τρίτου ατόμου άνθρακα, αλλά δεν έχουν καρβονυλική
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ομάδα στο τέταρτο άτομο άνθρακα [116]. Οι φλαβανόλες είναι οι κύριες ενώσεις που ευθύνονται

για τη στυπτικότητα και την πικρή επίγευση των κρασιών [128]. Αντίθετα, οι τανίνες είναι σύνθε-

τες φαινολικές ενώσεις υψηλού μοριακού βάρους, οι οποίες διακρίνονται σε δύο κατηγορίες: τις

συμπυκνωμένες τανίνες και τις υδρολυώμενες τανίνες [122]. Οι συμπυκνωμένες τανίνες, γνωστές

και ως προανθοκυανιδίνες, αποτελούνται από υπομονάδες μονομερών φλαβανολών και οι δομές

τους ποικίλουν ανάλογα με τις δομικές τους υπομονάδες, το βαθμό του πολυμερισμού και τη

θέση σύνδεσής τους, ενώ οι υδρολυώμενες τανίνες είναι σύνθετες πολυφαινόλες, οι οποίες μπο-

ρούν να διασπαστούν σε δύο μικρότερα κλάσματα, κυρίως σάκχαρα και φαινολικά οξέα [123].

Εικόνα 11. Δομή φλαβανολών

Η σύγκριση των συγκεντρώσεων διαφόρων τύπων κρασιού σε φλαβανόλες έδειξε ότι η κατεχίνη

είναι η βασική ένωση, τόσο σε κόκκινες, όσο και σε λευκές ποικιλίες σταφυλιών. Επίσης, η συ-

γκέντρωση της  συγκεκριμένης ένωσης βρέθηκε σε  υψηλότερη στα κοτσάνια,  σε σχέση με τις

φλούδες και τους καρπούς. Οι συμπυκνωμένες τανίνες αντιπροσωπεύουν ένα εξίσου σημαντικό

μέρος των βιοενεργών φυτοχημικών σε παραπροϊόντα της οινοποίησης και δεδομένα από αναλύ-

σεις αποδεικνύουν την παρουσία διμερών και τριμερών των προκυανιδινών. Όσον αφορά τις κόκ-

κινες ποικιλίες, έχει φανεί ότι η συμπυκνωμένη τανίνη που υπάρχει σε υψηλότερη περιεκτικότη-

τα είναι το B3 διμερές της προκυανιδίνης, ενώ βρίσκεται σε σχεδόν μηδενικά επίπεδα στις φλού-

δες και τους καρπούς [129]. Άλλα δεδομένα από κατάλοιπα λευκών σταφυλιών δείχνουν ότι πα-

ρόλο που η μεγαλύτερη περιεκτικότητα ανιχνεύεται στα κοτσάνια, οι συγκεντρώσεις είναι πολύ

υψηλότερες σε σχέση με αυτές που έχουν βρεθεί σε κόκκινες ποικιλίες, καθιστώντας έτσι την

προκυανιδίνη Β1 τη βασικότερη ένωση στα λευκά σταφύλια. Τέλος, οι φλούδες και οι καρποί

φάνηκε να περιέχουν σε μεγαλύτερη αφθονία το Β2 διμερές της προκυανιδίνης [116]. 

2.2.4.3 Φλαβόνες
Οι φλαβόνες είναι ενώσεις με έναν διπλό δεσμό μεταξύ των ατόμων άνθρακα 2 και 3, οι οποίες

διαφέρουν από τις φλαβονόλες λόγω της απουσίας της υδροξυλικής ομάδας στον άνθρακα 3. Οι

φυτοχημικές αυτές ενώσεις έχουν ανιχνευθεί σε μικρές συγκεντρώσεις στα σταφύλια, με εξαίρε-

ση τη λουτεολίνη. Επομένως, η παρουσία της συγκεκριμένης ένωσης έχει επιβεβαιωθεί και σε
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παραπροϊόντα της οινοποίησης, χωρίς ωστόσο να σημειώνονται σημαντικές διαφορές στην πε-

ριεκτικότητά της στα διάφορα μέρη του σταφυλιού [110]. 

Εικόνα 12. Δομή φλαβονών

2.2.4.4 Ανθοκυανίνες
Οι  ανθοκυανίνες  είναι  φλαβονοειδή  με  ιδιαίτερα  υψηλή διαλυτότητα  και  ευθύνονται  για  το

χρώμα των κόκκινων σταφυλιών και των κρασιών. Τα χαρακτηριστικά τους καθορίζονται από τη

χημική τους δομή (συναντώνται κυρίως στην κόκκινη μορφή σε χαμηλά επίπεδα pH), το βαθμό

της υδροξυλίωσης, της μεθυλίωσης και της γλυκοζυλίωσης [110]. Οι ενώσεις αυτές αποτελούνται

από την ανθοκυανιδίνη της αγλυκόνης, έναν αρωματικό δακτύλιο (Α) συνδεδεμένο σε έναν ετε-

ροκυκλικό δακτύλιο (C), ο οποίος περιέχει οξυγόνο, ο οποίος είναι επίσης συνδεδεμένος μέσω

ενός δεσμού άνθρακα-άνθρακα με έναν τρίτο αρωματικό δακτύλιο (Β). Ο αρωματικός δακτύλιος

Β σχηματίζει δεσμούς με σάκχαρα και οργανικά οξέα, προκειμένου να παραχθούν διάφορες αν-

θοκυανίνες διαφορετικών χρωμάτων.

Εικόνα 13. Δομή ανθοκυανινών
Οι ανθοκυανίνες είναι σχετικά ασταθείς ενώσεις και οξειδώνονται εύκολα. Ακόμη, είναι ευαίσθη-

τες στη δράση πολλών παραγόντων, συμπεριλαμβανομένων του pH, το οποίο μπορεί να επηρε-

άσει τη σταθερότητα και το χρώμα τους, καθώς και της θερμοκρασίας και της υπεριώδους ακτι-

νοβολίας [130]. Οι φλούδες αποτελούν το τμήμα του σταφυλιού με το μέγιστο περιεχόμενο σε

ανθοκυανίνες και είναι ο βασικός ιστός που ευθύνεται για τη μεταφορά των χρωστικών στο κρασί

[131]. 
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Εικόνα 14. Αλλαγή χρώματος ανθοκυανινών ανάλογα με το pH

2.2.5Στιλβένια
Τα στιλβένια είναι φαινολικές ενώσεις, δομικά αποτελούμενες από δύο αρωματικούς δακτυλί-

ους, οι οποίοι συνδέονται με μια γέφυρα αιθυλενίου [110]. Είναι γνωστό ότι τα σταφύλια πα-

ράγουν στιλβένια ως απόκριση σε διάφορους στρεσογόνους παράγοντες, όπως το όζον και η υπε-

ριώδης ακτινοβολία, αυξάνοντας την παραγωγή τους σε εκατονταπλάσιο βαθμό στα κοτσάνια και

τα φύλλα. Έχουν ανιχνευθεί σε παραπροϊόντα οινοποίησης και κυρίως στη φλούδα, αλλά και στα

κοτσάνια και τους καρπούς σε χαμηλότερα επίπεδα [132].  Η περιεκτικότητα σε στιλβένια δια-

φέρει μεταξύ κόκκινων και λευκών σταφυλιών. Συγκεκριμένα, έχει επιβεβαιωθεί η παρουσία πα-

ραγώγων στιλβενίων στα κοτσάνια, τους καρπούς, τις οινολάσπες και τα φύλλα κόκκινων ποικι-

λιών, σε λευκές ποικιλίες έχουν βρεθεί μόνο στα κοτσάνια και τις φλούδες [116]. Η απουσία των

στιλβενίων από τις φλούδες των κόκκινων σταφυλιών, καθώς και η παρουσία τους μόνο ως trans

ισομερή στις φλούδες των λευκών σταφυλιών, μπορεί να είναι αποτέλεσμα της διαδικασίας εκχύ-

λισης (σκοτάδι), αφού η έκθεση των σταφυλιών σε υπεριώδη ακτινοβολία μετατρέπει τα  trans

ισομερή σε cis [118]. 

Τα βασικότερα στιλβένια που έχουν βρεθεί σε σταφύλια είναι η trans-ρεσβερατρόλη, ο 3-Ο-γλυ-

κοζίτης της trans-ρεσβερατρόλης, ο 3-Ο-γλυκοζίτης της cis-ρεσβερατρόλης και η ε-βινιφερίνη. Η

ρεσβερατρόλη είναι παρούσα σε διάφορα οργανικά κατάλοιπα των διαδικασιών της οινοπαρα-

γωγής και η συγκέντρωσή της στο τελικό προϊόν εξαρτάται από τις μεθόδους παραγωγής του

κρασιού. Η ρεσβερατρόλη δρα ως φυτοαλεξίνη και παράγεται με τη δράση του ενζύμου συνθάση

της ρεσβερατρόλης από τον φλοιό και τα φύλλα των σταφυλιών, ως απόκριση στη μόλυνση από

Botrytis cinerea, αλλά και σε άλλες μυκητιάσεις [110] ή σε φυσικούς τραυματισμούς του φυτού.

Εντοπίζεται στο κρασί, τόσο σε cis, όσο και σε trans διαμόρφωση και μπορεί να είναι είτε ελεύθε-

ρη, είτε συνδεδεμένη με γλυκόζη. Αντίθετα, στα σταφύλια κυριαρχεί η trans διαμόρφωση. Η συ-
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γκέντρωσή της φτάνει τα 7  mg/L στο κόκκινο, 2  mg/L στο ροζέ και 0.5  mg/L στο λευκό κρασί

[107].

Εικόνα 15. Δομή ρεσβερατρόλης

2.3 Αντι-φλεγμονώδης δράση συστατικών κρασιού
Τα τελευταία τριάντα χρόνια έχει δημοσιευθεί ένα πλήθος επιστημονικών μελετών, οι οποίες

εξετάζουν  τις  in  vitro  δράσεις,  τόσο  ολικού  εκχυλίσματος  κρασιού,  όσο  και  μεμονωμένων

φαινολικών συστατικών που απομονώνονται από αυτό, σε αποκρίσεις κυττάρων του αίματος και

ειδικότερα, στην έκκριση κυτταροκινών.

Το  1996,  ο  Yanoshita [133]  και  οι  συνεργάτες  του  μελέτησαν  τις  αντιφλεγμονώδεις  δράσεις

ορισμένων  φλαβονοειδών,  τα  οποία  είναι  ευρέως  κατανεμημένα  σε  φυτικά  προϊόντα.

Συγκεκριμένα, εξετάστηκε η in vitro επίδραση της λουτεολίνης, της κερκετίνης, της απιγενίνης και

της καμπφερόλης στη δραστικότητα του ενζύμου lyso-PAF AT σε κύτταρα ποντικών RBL-2H3 και

στην  παραγωγή  PAF από  περιφερικά  λευκοκύτταρα  που  είχαν  διεγερθεί  με  το  ιονοφόρο

ασβεστίου 23187. Η λουτεολίνη και η κερκετίνη ανέστειλαν τη δραστικότητα της  lyso-PAF AT.

Ακόμη, η λουτεολίνη ανέστειλε την παραγωγή PAF από τα περιφερικά λευκοκύτταρα.

Η ερευνητική ομάδα του Youdim [135] διερεύνησε το αντιοξειδωτικό και αντιφλεγμονώδες δυνα-

μικό ανθοκυανινών και υδροξυκιναμικών οξέων από μύρτιλα και κράνμπερι έναντι της βλάβης

που προκαλείται από το H2O2 και τον TNFα, στα μικροαγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα (HMVEC).

Φάνηκε ότι ο εμπλουτισμός του θρεπτικού με ανθοκυανίνες είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση της

ενδοκυτταρικής παραγωγής ROS, ενώ ύστερα από έκθεση στον TNFα, τα κύτταρα που δεν είχαν

αναπτυχθεί σε θρεπτικό με ανθοκυανίνες και υδροξυκιναμικά οξέα, εμφάνισαν αυξημένη απε-

λευθέρωση IL-8, MCP-1 και ICAM-1 στο μέσο καλλιέργειας. Αντίθετα, τα κύτταρα που αναπτύχθη-

καν σε εμπλουτισμένο θρεπτικό, ήταν λιγότερο ευαίσθητα στη δράση του TNFα.

Η Neurateur και οι συνεργάτες της [136] μελέτησαν τις επιδράσεις του κρασιού και του χυμού

σταφυλιών στην παραγωγή νεοπτερίνης, ενός προγνωστικού δείκτη για τη στεφανιαία νόσο και
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την  αθηρογενετική διαδικασία,  από  περιφερικά μονοπύρηνα κύτταρα  του αίματος.  Συγκεκρι-

μένα, PBMC διεγέρθηκαν με τις μιτογόνες ουσίες φυατοαιματογλουτινίνη και κονκαναβαλίνη Α

και στη συνέχεια, εκτέθηκαν σε κόκκινα και λευκά κρασιά, σε αιθανόλη και σε χυμό σταφυλιού

(ως δείγμα ελέγχου που δεν περιέχει αιθανόλη). Ακολούθως, μετρήθηκε η παραγωγή νεοπτερί-

νης και ο ρυθμός αποδόμησης της τρυπτοφάνης στα υπερκείμενα. Παρατηρήθηκε ότι στα PBMC

που είχαν διεγερθεί αυξήθηκε η παραγωγή της νεοπτερίνης και ο ρυθμός αποδόμησης της τρυ-

πτοφάνης. Παράλληλα, φάνηκε ότι τα κόκκινα και τα λευκά κρασιά, καθώς και ο χυμός σταφυ-

λιού ανέστειλαν τις  επιδράσεις  της  διέγερσης  με μιτογόνα και  μάλιστα,  με  δοσο-εξαρτώμενο

τρόπο. Η αιθανόλη είχε σχετικά μικρή ή καθόλου επίδραση. Επομένως, μέσω του συγκεκριμένου

πειράματος έγινε φανερό ότι τα κόκκινα και τα λευκά κρασιά και ο χυμός σταφυλιού περιείχαν

ουσίες, οι οποίες ρυθμίζουν καθοδικά επιδράσεις των κυτταροκινών στα PBMC. Η IL-8 αποτελεί

κεντρικό μόριο, τόσο για την έναρξη, όσο και για τη διατήρηση της φλεγμονής.

To 2009, o Oh και οι συνεργάτες του [137] εξέτασαν την επίδραση της ρεσβερατρόλης στην επα-

γόμενη από LPS παραγωγή IL-8 από ανθρώπινες κυτταρικές σειρές μονοκυττάρων THP-1. Παράλ-

ληλα, έγινε μέτρηση της ενεργοποίησης της MAPK, της αποικοδόμησης του IκB, της ενεργοποίη-

σης του NFκB και της έκφρασης της κυκλοοξυγενάσης-2. Η ρεσβερατρόλη ανέστειλε την επαγόμε-

νη από τον LPS παραγωγή IL-8 με δοσο-εξαρτώμενο τρόπο. Είναι πιθανό η αναστολή της έκκρισης

της IL-8 να είναι αποτέλεσμα της παρεμπόδισης της φωσφορυλίωσης της MAPK και της ενεργο-

ποίησης του NFκB. Οι δύο αυτές παρατηρήσεις, ίσως να εξηγούν το μηχανισμό μέσω του οποίου

η ρεσβερατρόλη ρυθμίζει την ενεργοποίηση των THP-1 κυττάρων σε συνθήκες φλεγμονής.

Η ερευνητική ομάδα της Xanthopoulou και των συνεργατών της [84], μελέτησε την επίδραση εκ-

χυλισμάτων κόκκινης (Cabernet Sauvignon) και λευκής (Robola) ποικιλίας κρασιού, καθώς των

φαινολικών ενώσεων ρεσβερατρόλη και κερκετίνη στα βιοσυνθετικά ένζυμα του PAF, lyso-PAF-AT

και PAF-CPT και στο βασικό ένζυμο που καταβολίζει τον PAF, την PAF-AH, σε κύτταρα της σειράς

U937. Τα αποτελέσματα των αναλύσεων έδειξαν ότι τα εκχυλίσματα των κρασιών και οι φαινολι-

κές ενώσεις ανέστειλαν τα βιοσυνθετικά ένζυμα του PAF στα δείγματα που δεν περιείχαν κύττα-

ρα. Επίσης, τα υδατικά εκχυλίσματα που εξετάστηκαν, σε χαμηλές συγκεντρώσεις ενεργοποίησαν

και τα δύο ένζυμα, ενώ σε υψηλές συγκεντρώσεις, ανέστειλαν μόνο την  PAF-CPT. Όσον αφορά

την PAF AH, φάνηκε ότι όλα τα κλάσματα είχαν μικρή ή καθόλου επίδραση στα επίπεδά της.

Η σύνθεση του PAF αποτέλεσε αντικείμενο μελέτης και για τη Vlachogianni και τους συνεργάτες

της [138], οι οποίοι εξέτασαν την  in vitro επίδραση της τυροσόλης, της ρεσβερατρόλης και των

οξειδωμένων παραγώγων τους στη σύνθεση του PAF, ύστερα από διέγερση U937 κυττάρων με IL-
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1β. Βρέθηκε ότι οι συγκεντρώσεις τυροσόλης και Ρεσβερατρόλης που επάγουν 50% αναστολή της

επίδρασης της  IL-1β στη lyso PAF-AT ήταν 48 μM±11 και 157 μM±77, στην PAF-CPT 246 μM±61

και 294 μM±102, αντίστοιχα. Ακόμη, παρατηρήθηκε ότι η τυροσόλη είναι πιο ικανός αναστολέας

από την ρεσβερατρόλη, καθώς επίσης και ότι τα παράγωγα της τυροσόλης διατήρησαν την ανα-

σταλτική δραστηριότητα της μητρικής ένωσης.

Εξίσου σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη των φλεγμονωδών αποκρίσεων παίζουν τα ενδοθηλιακά

κύτταρα των αγγείων. Ο Iijima και η ομάδα του [139] ασχολήθηκαν με την in vitro επίδραση πο-

λυφαινολικών συστατικών κόκκινου κρασιού στην επαγόμενη από PDGF μετανάστευση των λείων

μυϊκών κυττάρων (SMC) των αγγείων και στην ενεργοποίηση μονοπατιών ενδοκυτταρικής σημα-

τοδότησης που μεσολαβούν την κυτταρική μετανάστευση. Χρησιμοποιήθηκαν λεία μυϊκά κύττα-

ρα ανθρώπινης αορτής (HASMCs) και λεία μυϊκά κύτταρα αορτής αραουραίου (RASMCs). Τα πει-

ράματα έδειξαν ότι τα πολυφαινολικά συστατικά του κρασιού ανέστειλαν με δοσο-εξαρτώμενο

τρόπο την επαγόμενη από PDGF μετανάστευση των SMCs. Η αναστολή αυτή φαίνεται να οφείλε-

ται σε δύο διακριτά σηματοδοτικά μονοπάτια: 1)Τα πολυφαινολικά ανέστειλαν τη δραστηριότητα

της PI3K  και τη φωσφορυλίωση της p38MAPK με δοσο-εξαρτώμενο τρόπο και 2)Τα πολυφαινολι-

κά  ανέστειλαν  τη  φωσφορυλίωση  της  MKK3/6,  μιας  ανοδικής  κινάσης  στο  μονοπάτι  της

p38MAPK.

Η ομάδα του  De Lange και των συνεργατών του [140] εξέτασε την in vitro επίδραση καθαρής

αλκοόλης  (96%),  πολυφαινολικών  συστατικών  κόκκινου  κρασιού  (ποικιλία  Rioja)  και

εκχυλίσματος σταφυλιού στη συσσωμάτωση αιμοπεταλίων, ύστερα από προσθήκη ADP. Βρέθηκε

ότι  η  αλκοόλη,  ακόμη  και  σε  υψηλές  συγκεντρώσεις  δεν  ανέστειλε  τη  συσσωμάτωση  των

αιμοπεταλίων. Το εκχύλισμα σταφυλιού ανέστειλε τη συσσωμάτωση με δοσο-εξαρτώμενο τρόπο

και σε σημαντικό βαθμό σε συγκεντρώσεις από 45 mg/l και πάνω. Το κόκκινο κρασί ανέστειλε τη

συσσωμάτωση μόνο σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις.

Ένα από τα συστατικά του κρασιού, το οποίο φαίνεται να έχει αντι-φλεγμονώδη δράση και έχει

μελετηθεί εκτενώς, είναι η ρεσβερατρόλη. Το 1998, η Ferrero και οι συνεργάτες της [141], επειδή

η ρεσβερατρόλη δρα ως αναστολέας τυροσινικών κινασών, υπέθεσαν ότι έχει την ικανότητα να

καταστέλλει την έκφραση του ενδοκυτταρικού μορίου προσκόλλησης 1 (ICAM-1) και του μορίου

προσκόλλησης  1  των  αγγειακών  κυττάρων  (VCAM-1)  σε  διεγερμένα  ενδοθηλιακά  κύτταρα

(HUVECs, HSVECs). Εξέτασαν, συνεπώς, την επίδραση της ρεασβερατρόλης στην έκφραση μορίων

προσκόλλησης  και  στην  προσκόλληση  των  μονοκυττάρων  U937  και  των  κοκκιοκυττάρων  σε

ενδοθηλιακά  κύτταρα.  Από  την  πειραματική  διαδικασία  φάνηκε  ότι  η  ρεσβερατρόλη  σε
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συγκεντρώσεις από 1 mmol/L έως 100 nmol/L, προκαλούσε σημαντική αναστολή της έκφρασης

των ICAM-1 και VCAM-1 σε κύτταρα HUVEC που είχαν διεγερθεί με TNFα και σε κύτταρα HSVEC

που είχαν διεγερθεί με LPS. Ακόμη, φάνηκε ότι η ρεσβερατρόλη κατέστειλε σε σημαντικό βαθμό

την προσκόλληση U937 μονοκυττάρων σε κύτταρα HSVEC που είχαν διεγερθεί με LPS.

 Στην εργασία του Falchetti και των συνεργατών του [142], αξιολογήθηκε in vitro η επίδραση της

ρεσβερατρόλης  σε  τρία  μοντέλα  ανοσολογικής  απόκρισης:  1)ανάπτυξη  CD4+  και  CD8+  T

κυττάρων  που  παράγουν  κυτταροκίνες,  μέσω  ερεθίσματος  των  PBMC με  αντισώματα  anti-

CD3/anti-CD28, 2)εξειδικευμένη αντιγονο-επαγόμενη γένεση κυτταροτοξικών Τ- λεμφοκυττάρων

και 3)δράση των PBMC ως ΝK (Natural Killers). Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η in vitro έκθεση στη

ρεσβερατρόλη  έχει  διπλή  επίδραση  στην  ανάπτυξη  των   CD4+  και  CD8+  T κυττάρων  που

παράγουν Ιντερφερόνη-γ (IFN-γ), Ιντερλευκίνη-2 (IL-2) και Ιντερλευκίνη-4 (IL-4), η οποία επάγεται

από   αντισώματα  anti-CD3/anti-CD28.  Συγκεκριμένα,  βρέθηκε  επαγωγή  σε  χαμηλά  επίπεδα

ρεσβερατρόλης  και  αναστολή  σε  υψηλά  επίπεδα  ρεσβερατρόλης.  Ακόμη,  παρατηρήθηκε

ενίσχυση της δραστικότητας των κυτταροτοξικών Τ λεμφοκυττάρων και των κυττάρων Φυσικών

Φονέων σε χαμηλές συγκεντρώσεις ρεσβερατρόλης και μείωση δραστικότητας σε υψηλά επίπεδα

ρεσβερατρόλης.

Αργότερα, στην επιστημονική έρευνα της Lanzilli και των συνεργατών της  [143], εξετάστηκαν οι

επιδράσεις  της  ρεσβερατρόλης  και  της  πολυδατίνης,  η  οποία  αποτελεί  παράγωγο  της

ρεσβερατρόλης, στην  in vitro παραγωγή Ιντερλευκίνης-17 (IL-17). Η  IL-17 παράγεται από τα Τ

βοηθητικά 17 λεμφοκύτταρα και δρα ως προφλεγμονώδης κυτταροκίνη.  Για την συγκεκριμένη

πειραματική  διαδικασία  χρησιμοποιήθηκαν  μονοκλωνικά  αντισώματα  anti-CD3/anti-CD8,  έτσι

ώστε να διεγερθούν τα περιφερικά μονοπύρηνα κύτταρα του αίματος (PBMC).  Επίσης,  έγιναν

επιδράσεις  και  με  πολυφαινολικές ενώσεις.  Και  στις  δύο περιπτώσεις  παρατηρήθηκε  μείωση

στην παραγωγή  IL-17 με δοσο-εξαρτώμενο τρόπο.

Η ερευνητική εργασία της Rotondo και των συνεργατών της [144] διερεύνησε τις επιδράσεις της

trans-ρεσβερατρόλης, μιας πολυφαινόλης που ανιχνεύεται στα περισσότερα κόκκινα κρασιά, στις

λειτουργικές και βιοχημικές αποκρίσεις των πολυμορφοπύρηνων λευκοκυττάρων (PMN), ύστερα

από  in vitro ενεργοποίηση.  Η  trans-ρεσβερατρόλη  φάνηκε  ότι  έχει  σημαντική  ανασταλτική

επίδραση στις δραστικές ρίζες οξυγόνου που παράγονται από τα  PMNs. Ακόμη, εμπόδισε την

απελευθέρωση  ελαστάσης  και  β-γλυκουρονιδάσης  από  PMNs που  είχαν  διεγερθεί  με   Fmlp

(formyl methionyl leucyl phenylalamine)  και  C5a.  Ανέστειλε  την  έκκριση  ελαστάσης  και  β-

γλυκουρονιδάσης και την παραγωγή των μεταβολιτών της 5-λιποξυγενάσης,  LTB4, 6-trans-LTB4

και 12-trans-epi-LTB4 σε  PMN που είχαν διεγερθεί με το ιονοφόρο του ασβεστίου  A23187. Τα
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παραπάνω  αποτελέσματα  φανερώνουν  ότι  η  trans-ρεσβερατρόλη  εμπλέκεται  στην

απελευθέρωση μεσολαβητών της φλεγμονής από ενεργοποιημένα PMNs. 

Σε παρόμοια έρευνα του Zhong και των συνεργατών του [145] εξετάστηκε η in vitro επίδραση της

ρεσβερατρόλης στην απελευθέρωση IL-6 στο υπερκείμενο περιτοναϊκών μακροφάγων ποντικού

διεγερμένων  με  ιονοφόρο  ασβεστίου  Α23187  και  fMLP.  Βρέθηκε  ότι  η  ρεσβερατρόλη  σε

συγκεντρώσεις  από  5x10-6 έως  4x10-5 mol/l αναστέλλει  με  δοσο-εξαρτώμενο  τρόπο  την

απελευθέρωση  IL-6 από τα μακροφάγα που εξετάσθηκαν. Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι

παρεμπόδιση  της  εισροής  ασβεστίου  μέσα  στα  κύτταρα  είναι  ένας  πιθανός  μηχανισμός

αναστολής της βιοσύνθεσης της IL-6 από τη δράση της ρεσβερατρόλης.

Τα εκχυλίσματα σταφυλιών, καθώς και μίγματα πολυφαινολών που περιέχονται στα κρασιά, έχει

φανεί  ότι  αυξάνουν την παραγωγή μονοξειδίου του αζώτου.  Ο  Gresele και  η ερευνητική του

ομάδα [146] αξιολόγησαν την  in vitro επίδραση των επιπέδων της ρεσβερατρόλης ύστερα από

μέτρια κατανάλωση κρασιού στην παραγωγή μονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ) από τα αιμοπετάλια.

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η ρεσβερατρόλη αύξησε σημαντικά την παραγωγή ΝΟ από τα διε-

γερμένα αιμοπετάλια, τη δραστικότητα της συνθάσης ΝΟ των αιμοπεταλίων, τη φωσφορυλίωση

της πρωτεϊνικής κινάσης Β, η οποία ενεργοποιεί την φωσφορυλίωση των NOS και τη φωσφορυλί-

ωση της πρωτεΐνης VASP (Vasodilator-Activated Protein).

Το 2016, ο Martin και οι συνεργάτες του [147], εξέτασαν in vitro εάν η ρεσβερατρόλη είχε ανα-

σταλτική επίδραση στην παραγωγή του Παράγοντα Νέκρωσης Όγκων (Tumor Necrosis Factor,

TNF) σε καλλιέργεια ολικού αίματος ίππων, ύστερα από ερέθισμα με μοριακά μοτίβα που σχετί -

ζονται με παθογόνα (Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPs). Ως  PAMPs χρησιμοποιή-

θηκαν ο λιποπολυσακχαρίτης (LPS) των βακτηρίων και το λιποτεϊχοϊκό οξύ (LTA). Η μέτρηση της

βιοδραστικότητας του  TNF έγινε παρουσία φωσφορικού άλατος (δείγμα ελέγχου),  αιθανόλης

(δείγμα ελέγχου με διαλύτη), δεξαμεθαζόνης (αντιφλεγμονώδες δείγμα ελέγχου),  LPS, LTA και

τριών διαφορετικών συγκεντρώσεων ρεσβερατρόλης. Από τα αποτελέσματα, έγινε φανερό ότι η

προσθήκη  LPS και LTA στην κυτταροκαλλιέργεια ενεργοποιούσε την παραγωγή  TNF. Αντίθετα, η

προσθήκη δεξαμεθαζόνης φάνηκε ότι δρούσε ανασταλτικά, ενώ δεν παρατηρήθηκε αντι-φλεγμο-

νώδης δράση της ρεσβερατρόλης. 
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Πίνακας 3. In vitro μελέτες-Κρασί και φαινολικά συστατικά
Υπό εξέταση 
συστατικό

Ποσότητα Είδος κυττάρου Δοκιμασία Αποτέλεσμα Αναφορά

Λουτεολίνη
Κερκετίνη
Απιγενίνη
Καμπφερόλη

IC50(λουτεολίνη) 
45μΜ
IC50(κερσετίνη) 
80μΜ

 κύτταρα 
ποντικών 
RBL-2H3

 περιφερικά 
λευκοκύττα-
ρα που εί-
χαν διεγερ-
θεί με το 
ινονοφόρο 
ασβεστίου 
A23187

In vitro επίδραση 
στη δραστικότητα
της Acetyl 
CoA:lyso PAF 
ακετυλοτρανσφε
ράσης και στην 
παραγωγή PAF

   δραστικότητας της 
lyso-PAF AT από τη 
λουτεολίνη και την κερ-
σετίνη, αναστολή πα-
ραγωγής PAF από τα 
περιφερικά λευκοκύτ-
ταρα

Yanoshita 
et al, 1996

Ρεσβερα-
τρόλη

1 mmol/L και 
100 nmol/L

 διεγερμένα 
με LPS 
κύτταρα HU-
VEC

 διεγερμένα 
με TNFα 
κύτταρα 
HSVEC

 μονοκύττα-
ρα U937

 επίδραση της 
ρεσβερα-
τρόλης στην 
έκφραση του 
ICAM-1 και 
του VCAM-1

 επίδραση 
στην προ-
σκόλληση μο-
νοκυττάρων 
U937

 έκφρασης των 
ICAM-1 και 
VCAM-1 στα 
HUVEC και 
HSVEC

 προσκόλληση 
των μονοκυτ-
τάρων U937 σε 
HSVEC κύτταρα
που είχαν διε-
γερθεί με LPS

Ferrero et 
al, 1998

Trans-ρεσβε-
ρατρόλη

IC50 (fMLP) 
18.4μΜ ±1.8 
(ελαστάση), 
31μΜ±1.8 (γλυ-
κουρονιδάση)
IC50 (C5a)41.6 
μΜ±3.5 (ελα-
στάση), 
42μΜ±3.8 (γλυ-
κουρονιδάση)

Πολυμορφοπύρηνα 
λευκοκύτταρα 
(PMN) που είχαν 
διεγερθεί με το ιο-
νοφόρο του ασβε-
στίου A23187

Επίδραση της ρεσβε-
ρατρόλης στις λει-
τουργικές και βιοχη-
μικές αποκρίσεις 

 απελευθέρω-
σης ελαστάσης 
και β-γλυκου-
ρονιδάσης από 
PMN που είχαν 
διεγερθεί με 
fMLP και C5a

 έκκριση ελα-
στάσης και β-
γλυκουρονι-
δάσης και την 
παραγωγή των 
μεταβολιτών 
της 5-λιποξυγε-
νάσης, LTB4, 6-
trans-LTB4 και 
12-trans-epi-
LTB4

Rotondo et
al, 1998

Ρεσβερα-
τρόλη

5x10-6 - 4x10-5 
mol/l

περιτοναϊκά μακρο-
φάγα ποντικού διε-
γερμένα με ιονο-
φόρο ασβεστίου 
Α23187 και fMLP

In vitro επίδραση της 
ρεσβερατρόλης στην 
απελευθέρωση IL-6

   απελευθέρωσης IL-6 
με δοσο-εξαρτώμενο 
τρόπο

Zhong et 
al, 1999
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Υπό εξέταση 
συστατικό

Ποσότητα Είδος κυττάρου Δοκιμασία Αποτέλεσμα Αναφορά

Ρεσβερα-
τρόλη

100mM  CD4+ και 
CD8+ Τ κύτ-
ταρα που 
παράγουν 
κυτταροκί-
νες

 CTLs

In vitro επίδραση 
στην ανάπτυξη των 
υπό μελέτη κυττάρων

  ανάπτυξης σε 
χαμηλά επίπε-
δα και αναστο-
λή ανάπτυξης 
σε υψηλά επί-
πεδα ρεσβερα-
τρόλης

 κυτταροτοξικής
δραστικότητας 
των CTLs και 
NK σε χαμηλές 
συγκεντρώσεις 
και                     
σε υψηλές συ-
γκεντρώσεις 
ρεσβερατρόλης

Falchetti et
al, 2001

Ανθοκυανί-
νες και 
υδροξυκινα-
μικά οξέα 
από μύρτιλα 
και κράνμπε-
ρι

1.1 mg/ml και 
0.01 mg/ml 

Κύτταρα του μικρο-
αγγειακού ενδοθη-
λίου (HMVEC)

 In vitro διε-
ρεύνηση του 
αντιοξειδωτι-
κού και αντι-
φλεγμο-
νώδους δυνα-
μικού ανθο-
κυανινών και 
υδροξυκινα-
μικών οξέων

 επίδραση 
στην βλάβη 
από το H2O2   
και τον TNFα.

 Επώαση με αν-
θοκυανίνες   
ενδοκυτταρικής
παραγωγής 
ROS

 Έκθεση στον 
TNFα και θρε-
πτικό χωρίς αν-
θοκυανίνες και 
υδροξυκιναμι-
κά οξέα    
απελευθέρωση
IL-8, MCP-1 και 
ICAM-1 στο 
μέσο καλλιέρ-
γειας

 Κύτταρα που 
αναπτύχθηκαν 
σε εμπλουτι-
σμένο θρεπτι-
κό  ευαισθη-
σία στον TNFα

Youdim et 
al, 2002

Πολυφαινο-
λικά συστα-
τικά κόκκι-
νου κρασιού

1, 3, 10, 30 και 
100 μg/ml

 Λεία μυϊκά 
κύτταρα αν-
θρώπινης 
αορτής 
(HASMCs)

 Λεία μυϊκά 
κύτταρα 
αορτής αρα-
ουραίου 

In vitro επίδραση 
στην επαγόμενη από 
PDGF μετανάστευση 
των υπό μελέτη λείων
μυϊκών κυττάρων και 
στην ενεργοποίηση 
μονοπατιών ενδοκυτ-
ταρικής σηματοδότη-
σης που μεσολαβούν 
την κυτταρική μετα-

  επαγόμενης 
από PDGF με-
τανάστευσης 
των SMCs με 
δοσο-εξαρ-
τώμενο τρόπο

 Δύο πιθανά ση-
ματοδοτικά μο-
νοπάτια:   δρα-

Iijima et al, 
2002
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Υπό εξέταση 
συστατικό

Ποσότητα Είδος κυττάρου Δοκιμασία Αποτέλεσμα Αναφορά

(RASMCs) νάστευση. στηριότητας 
της PI3K  και 
της φωσφορυ-
λίωσης της 
p38MAPK με 
δοσο-εξαρ-
τώμενο τρόπο

 φωσφορυλίω-
σης της 
MKK3/6, μιας 
ανοδικής κι-
νάσης στο μο-
νοπάτι της 
p38MAPK.

Κόκκινο κρα-
σί ποικιλίας 
Rioja
Εκχύλισμα 
σταφυλιού 
Vitis vinifera
Αλκοόλη 
(96%)

Κρασί  >0.24%
περιεκτικότητα 
σε αλκοόλη, 
>0.15 mg πολυ-
φαινολών/ λίτρο
Εκχύλισμα στα-
φυλιού: >45 
mg/l

Αιμοπετάλια In vitro επίδραση της 
αλκοόλης, των πολυ-
φαινολικών συστατι-
κών του κόκκινου 
κρασιού και του εκχυ-
λίσματος σταφυλιού 
στη συσσωμάτωση 
αιμοπεταλίων, ύστε-
ρα από προσθήκη 
ADP.

 Καμία επίδρα-
ση στη συσσω-
μάτωση των αι-
μοπεταλίων 
από την αλκο-
όλη

 Συσσωμάτωσης
με δοσο-εξαρ-
τώμενο τρόπο 
από το εκχύλι-
σμα

 Συσσωμάτωσης
μόνο σε πολύ 
υψηλές συγκε-
ντρώσεις του 
κρασιού

De Lange 
et al, 2003

Κόκκινο και 
λευκό κρασί
Χυμός στα-
φυλιού
Αιθανόλη

100 μl και 200μl 
δείγματος σε τε-
λικό όγκο διαλύ-
ματος RPMI 1 lt

PBMCs που είχαν 
διεγερθεί με μιτο-
γόνες ουσίες (φυτο-
αιμαγλουτινίνη, 
κονκαναβαλίνη Α)

Επίδραση στην παρα-
γωγή νεοπτερίνης και
την αποικοδόμηση 
τρυπτοφάνης που 
επάγονται από την 
IFN-γ

    παραγωγής 
νεοπτερίνης 
και της αποικο-
δόμησης τρυ-
πτοφάνης

 Επίδραση με 
κρασιά και 
χυμό σταφυ-
λιού   επι-
δράσεων της 
διέγερσης με 
μιτογόνα

Neurateur 
et al, 2004

Ρεσβερα-
τρόλη

Κρασί 300 ml/
ημέρα, 15 
ημέρες
Ρεσβερατρόλη 
 0.5 mmol/L

Αιμοπετάλια In vitro επίδραση των 
επιπέδων της ρεσβε-
ρατρόλης ύστερα από
μέτρια κατανάλωση 
κρασιού στην παρα-

  παραγωγής ΝΟ, 
δραστικότητας της 
συνθάσης ΝΟ των 
αιμοπεταλίων, 
φωσφορυλίωσης της 

Gresele et 
al, 2008
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Υπό εξέταση 
συστατικό

Ποσότητα Είδος κυττάρου Δοκιμασία Αποτέλεσμα Αναφορά

γωγή ΝΟ πρωτεϊνικής κινάσης Β
Ρεσβερα-
τρόλη

0.1, 1, 10 και 
100 μg/ml

Μονοκύτταρα THP-1
που είχαν διεγερθεί 
με LPS

In vitro επίδραση 
στην παραγωγή IL-8 
και στην ενεργοποίη-
ση της MAPK, την 
αποικοδόμηση του 
IκBa, την ενεργοποίη-
ση του NFκB και την 
έκφραση της COX-2.

  παραγωγής IL-
8 με δοσο-
εξαρτώμενο 
τρόπο

 φωσφορυλίω-
σης της MAPK 
και της ενεργο-
ποίησης του 
NFκB

Oh et al, 
2009

Ρεσβερα-
τρόλη, Πολυ-
δατίνη

0.01, 0.1, 1, 2.5,
5, 10 και 20 µg/
ml

PBMCs Επίδραση στην in 
vitro παραγωγή IL-17

   παραγωγής IL-17 με 
δοσο-εξαρτώμενο 
τρόπο

Lanzilli et 
al, 2011

Κόκκινη ποι-
κιλία κρα-
σιού 
(Cabernet 
Suvignon)
Λευκή ποικι-
λία κρασιού 
(Robola)
Ρεσβερα-
τρόλη, κερ-
κετίνη

 Λιπιδικό
κλάσμα 
(Robola)
 1.75 
± 0.90 
mg/
ml(lyso-
PAF AT),
2.91 ± 
1.3 mg/
ml(PAF 
CPT)
(Caber-
net 
Sauvi-
gnon) 
1.61 ± 
1.20 
mg/
ml(lyso-
PAF AT),
2.84 ± 
0.9 mg/
ml(PAF 
CPT)

 Υδατικό 
κλάσμα 
(Caber-
net 
Sauvi-
gnon) 
0.050 ± 
0.010 
mg/ml

Κύτταρα U937 In vitro επίδραση στα 
ένζυμα βιοσύνθεσης 
του PAF lyso-PAF-AT, 
PAF-CPT και στο ένζυ-
μο αποικοδόμησης 
του PAF, PAF AH

   Δραστικότη-
τας lyso-PAF-
AT, PAF-CPT 
στα δείγματα 
που δεν περιεί-
χαν κύτταρα

 Δραστικότητας 
lyso-PAF-AT, 
PAF-CPT σε χα-
μηλές συγκε-
ντρώσεις των 
υδατικών εκχυ-
λισμάτων

 Δραστικότητας 
της PAF-CPT σε 
υψηλές συγκε-
ντρώσεις

 Όλα τα 
κλάσματα είχαν
μικρή ή κα-
θόλου επίδρα-
ση στην PAF 
AH.

Xan-
thopoulou 
et al, 2014
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Υπό εξέταση 
συστατικό

Ποσότητα Είδος κυττάρου Δοκιμασία Αποτέλεσμα Αναφορά

 Ρ 
0.136 
± 0.070 
mg/ml 
(lyso-
PAF AT),
0.090 ± 
0.032 
mg/ml 
(PAF 
CPT)

 Κ >0.2
mg/ml 
(lyso-
PAF AT),
0.037 
mg/ml 
(PAF 
CPT)

Τυροσόλη, 
Ρεσβερα-
τρόλη και τα 
οξειδωμένα 
παράγωγά 
τους

 Τ 48 
μM ±11 
(lyso 
PAF-AT),
246 μM 
±61 
(PAF-
CPT)

 Ρ 157 
μM±77(l
yso PAF-
AT), 294 
μM 
±102 
(PAF-
CPT)

Κύτταρα U937 διε-
γερμένα με IL-1β

In vitro επίδραση στη 
σύνθεση του PAF

   50% της επί-
δρασης της IL-
1β στη lyso 
PAF-AT και την-
PAF-CPT

 Παράγωγα 
Τπαρόμοια 
ανασταλτική 
δραστηριότητα 
με Τ

Vla-
chogianni 
et al, 2015

Ρεσβερα-
τρόλη

22.8, 2.28 και 
0.228 μg/ml

Καλλιέργεια ολικού 
αίματος ίππων, 
ύστερα από επίδρα-
ση με LPS και LTA

In vitro επίδραση 
στην παραγωγή TNF 

Δεν παρατηρήθηκε 
αντιφλεγμονώδης επί-
δραση της ρεσβερα-
τρόλης

Martin et 
al, 2016
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. Παραπροϊόντα οινοποίησης
Τα κυριότερα παραπροϊόντα από την οινοπαραγωγική διαδικασία αντιπροσωπεύονται από: ορ-

γανικά απόβλητα (στέμφυλα, που περιέχουν σπόρους, πολτό και δέρματα, στελέχη σταφυλιών

και φύλλα σταφυλιών), απόβλητα, εκπομπές αερίων του θερμοκηπίου (CO2, πτητικές οργανικές

ενώσεις) και ανόργανα απόβλητα [148]. 

3.1Στέμφυλα
Όσον αφορά τη γενική σύνθεση των στεμφύλων, το ποσοστό υγρασίας κυμαίνεται από 50% έως

72%, ανάλογα με την εξεταζόμενη ποικιλία σταφυλιών και την κατάσταση ωρίμανσης. Τα αδιάλυ-

τα υπολείμματα από αυτό το υλικό περιέχουν λιγνίνη σε ποσοστό που κυμαίνεται από 16,8% έως

24,2% και πρωτεΐνες σε ποσοστό μικρότερο από 4%. Γενικά, οι πεπτικές ουσίες είναι το κύριο συ-

στατικό πολυμερούς τύπου των κυτταρικών τοιχωμάτων των στεμφύλων και κυμαίνονται σε πο-

σοστό από 37% έως 54% του συνόλου των πολυσακχαριτών του κυτταρικού τοιχώματος. Η κυττα-

ρίνη είναι ο δεύτερος σε αφθονία τύπος πολυσακχαρίτη του κυτταρικού τοιχώματος στα στέμφυ-

λα, κυμαινόμενη από 27% έως 37% [149]. Λόγω αυτής της περιεκτικότητας σε μη εύπεπτους πο-

λυσακχαρίτες, μπορεί να απαιτούνται επιπρόσθετες διεργασίες ζύμωσης για την αποφυγή γα-

στρεντερικών διαταραχών όταν το υλικό αυτό αξιοποιείται ως πρόσθετο πολύπλοκων τροφών

[116]. 

Λαμβάνοντας υπ’ όψιν τα διακριτά μέρη των στεμφύλων (σπόροι και φλούδες), η σχετική αναλο-

γία των σπόρων ποικίλει από 38% έως 52% του ξηρού υλικού [150]. Από την ανάλυση της σύστα-

σης των σπόρων του σταφυλιού έχει φανεί ότι περιέχουν 40% ίνες, 16% αιθέρια έλαια, 11% πρω -

τεΐνη, 7% σύνθετα φαινολικά συστατικά, όπως οι τανίνες, καθώς και άλλες ουσίες, όπως σάκχαρα

και μέταλλα [151]. Ιδιαίτερη έμφαση έχει δοθεί στο περιεχόμενο των σπόρων σε πολυφαινόλες,

οι οποίες κυμαίνονται από 60% έως 70% των συνολικών συστατικών που μπορούν να απομονω-

θούν. Η υψηλή αυτή συγκέντρωση παρουσιάζει μεγάλο ενδιαφέρον για βιομηχανίες φαρμάκων,

καλλυντικών και τροφίμων, δεδομένου ότι κατά τη συμπίεση των σταφυλιών εξάγεται μόνο ένα

μικρό ποσοστό αυτών των ενώσεων [149].

Οι φλούδες των σταφυλιών αποτελούν το 65% του συνολικού υλικού των στεμφύλων. Έχουν ανα-

φερθεί ως πλούσια πηγή σε φαινολικά συστατικά, παρόλο που η τελική απόδοση εξαρτάται από

την ειδική διαδικασία οινοποίησης και τη μέθοδο εκχύλισης που χρησιμοποιήθηκε [126,152].
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Εικόνα 16. Στέμφυλα

3.2Κοτσάνια σταφυλιών
Τα κοτσάνια των σταφυλιών αποτελούν ένα παραπροϊόν της βιομηχανίας οινοποίησης, το οποίο

είναι γνωστό για την περιεκτικότητά του σε στυπτικές ενώσεις, κυρίως προανθοκυανιδίνες [153].

Το υλικό αυτό απομακρύνεται πριν τη διαδικασία της οινοποίησης, προκειμένου να αποφευχθεί

η στυπτικότητα του κρασιού ή η αρνητική επίδραση στα οργανοληπτικά του χαρακτηριστικά.

Ωστόσο, μπορεί να συμπεριληφθεί στα παραπροϊόντα της οινοποίησης. Η ποσότητα των κοτσα-

νιών ποικίλει μεταξύ 1.4% και 7% του συνόλου της επεξεργασμένης πρώτης ύλης. Η εμπορική

αξία των κοτσανιών των σταφυλιών είναι χαμηλή και χρησιμοποιούνται, κατά κύριο λόγο, ως ζω-

οτροφή ή λίπασμα εδάφους. Το μέσο ποσοστό υγρασίας των κοτσανιών κυμαίνεται μεταξύ 55%

και 80%. Η έντονη διακύμανση του ποσοστού υγρασίας αποδίδεται στις διαφορετικές ποικιλίες

σταφυλιών. Η περιεκτικότητα των κοτσανιών σε αδιάλυτα αλκοολικά κατάλοιπα είναι, κατά μέσο

όρο, 71% της συνολικής ξηρής ύλης, ενώ δεν έχουν παρατηρηθεί διαφορές ανάμεσα σε κόκκινες

και λευκές ποικιλίες [149]. Όσον αφορά τη σύστασή τους σε φαινολικές ενώσεις, έχει επιβεβαιω-

θεί ότι τα κοτσάνια περιέχουν φλαβαν-3-όλες, υδροξυκιναμικά οξέα, μονομερείς και ολιγομερείς

φλαβονόλες, αλλά και στιλβένια [154]. 

3.3Φύλλα σταφυλιών
Τα φύλα είναι από τα λιγότερο μελετημένα μέλη των σταφυλιών, ωστόσο, από την ανάλυση της

σύστασής  τους,  έχει  φανεί  ότι  περιέχουν οργανικά και  φαινολικά οξέα,  φλαβονόλες,  τανίνες,

προκυανιδίνες, λιπίδια, ένζυμα, βιταμίνες, καροτενοειδή, τερπένια και σάκχαρα [155]. Η πλούσια

χημική σύσταση των φύλλων έχει εγείρει το ενδιαφέρον για το συγκεκριμένο φυτικό υλικό, κα-

θώς φαίνεται να είναι μια πιθανή πηγή ενώσεων με θρεπτικές ιδιότητες και βιολογικό δυναμικό. 
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3.4Οινολάσπες
Οι οινολάσπες είναι τα κατάλοιπα που σχηματίζονται στον πυθμένα των δοχείων που περιέχουν

κρασί,  μετά τη  ζύμωση,  κατά τη  διάρκεια της  αποθήκευσης ή έπειτα από συγκεκριμένες με-

θόδους επεξεργασίας. Μπορούν, όμως, να προκύψουν και ύστερα από τη διήθηση ή τη φυγο-

κέντρηση του προϊόντος. Οι οινολάσπες αποτελούνται, κατά κύριο λόγο, από μικροοργανισμούς

(κυρίως ζυμομύκητες), ταρταρικό οξύ, ανόργανη ύλη και φαινολικές ενώσεις [156]. Τα κατάλοιπα

αυτά παίζουν σημαντικό ρόλο στην επεξεργασία του κρασιού, αφού αντιδρούν με πολυφαινολι-

κές ενώσεις, οι οποίες συσχετίζονται άμεσα με το χρώμα και τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά

και  τις  απορροφούν.  Ακόμη,  οι  οινολάσπες  απελευθερώνουν  ένζυμα,  τα  οποία  ευνοούν  την

υδρόλυση και τον μετασχηματισμό των πολυφαινολικών υποστρωμάτων σε φαινολικά οξέα με

μεγάλη σημασία, όπως το γαλλικό ή το ελλαγικό οξύ [157]. Τέλος, έχει βρεθεί ότι περιέχουν αν-

θοκυανίνες και άλλες φαινολικές ενώσεις [158].

Εικόνα 17. Οινολάσπη

3.5 Αξιοποίηση παρα-προϊόντων οινοποίησης
Οι καλλιέργειες σταφυλιών είναι μια από τις πιο αναπτυγμένες αγρο-οικονομικές δραστηριότητες

στον κόσμο, με περισσότερους από 60 εκατομμύρια τόνους παραγωγής κάθε χρόνο παγκοσμίως

[116].  Η παραγωγή αυτή αφορά,  κυρίως,  την  άμεση κατανάλωση με τη  μορφή επιτραπέζιου

φρούτου,  χυμού  και  σταφίδων.  Εκτός  από  τις  κύριες  αυτές  χρήσεις,  ένα  μεγάλο  μέρος  της

παραγωγής  σταφυλιών  προορίζεται  για  διαδικασίες  οινοποίησης,  οι  οποίες  αποτελούν

παραδοσιακή  δραστηριότητα  σε  πολλές  χώρες  της  νοτιοδυτικής  Ευρώπης  (Γαλλία,  Ελλάδα,

Ιταλία, Πορτογαλία και Ισπανία) [159]. 

Μετά  την  εξαγωγή  του  χυμού  των  σταφυλιών,  ο  εναπομείνας  πολτός  και  τα  κοτσάνια  δεν

αξιοποιούνται ως επικερδή απόβλητα, αλλά καταλήγουν, κατά κύριο λόγο, στην κομποστοποίηση

ή  απορρίπτονται,  δημιουργώντας  πιθανώς  περιβαλλοντικά  προβλήματα  [160].  Η  διαρκώς

αυξανόμενη ανάγκη για βιομηχανική παραγωγή φιλική προς το περιβάλλον, σε συνδυασμό με
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την  απαίτηση  για  αποτελεσματικότερο  χειρισμό  και  ελαχιστοποίηση  του  κόστους  των

παραπροϊόντων  της  βιομηχανίας  οινοποίησης  έχουν  οδηγήσει  στην  υιοθέτηση  προσεγγίσεων

ολοκληρωμένης  διαχείρισης  αποβλήτων  [161,162].  H ανάπτυξη  καινοτόμων  διαδικασιών

ανακύκλωσης και επαναχρησιμοποίησης τέτοιων καταλοίπων συνάδει με τη χρήση οικολογικών

υλικών, ανανεώσιμων πηγών θρεπτικών και βιοενεργών συστατικών για τους τομείς τροφίμων,

φαρμάκων και καλλυντικών.

Υπάρχουν αρκετοί περιορισμοί για τις τρέχουσες διαθέσιμες επιλογές για επαναχρησιμοποίηση

αυτών των μη κερδοφόρων υλικών. Για παράδειγμα όταν χρησιμοποιούνται ως ζωοτροφή, ορι-

σμένα ζώα εμφανίζουν  δυσανεξία σε  κάποια  συστατικά,  όπως οι  συμπυκνωμένες  τανίνες,  οι

οποίες επηρεάζουν αρνητικά την διαδικασία της πέψης [116]. 

Ωστόσο,  ορισμένες  πολυφαινόλες  που  υπάρχουν  στα  παραπροϊόντα  των  οινοποιήσεων  είναι

γνωστό ότι είναι φυτοτοξικές και εμφανίζουν αντιμικροβιακές επιδράσεις. Ως εκ τούτου, η αξιο-

ποίησή τους ως πηγή βιοενεργών φυτοχημικών προϊόντων που χρησιμοποιούνται σε φαρμακευ-

τικές, καλλυντικές και βιομηχανίες τροφίμων μπορούν να αποτελέσουν μια αποδοτική, κερδο-

φόρα και φιλική προς το περιβάλλον εναλλακτική λύση για τα υπολείμματα [163]. 

Από τη σύνθεσή τους, τα στέμφυλα ξεχωρίζουν ως ένα κατάλληλο υλικό για χρήση σε διάφορες

διεργασίες, ιδιαίτερα για την εξαγωγή ελαίου από το σπόρο του σταφυλιού και πολυφαινολών

(κυρίως ανθοκυανίνες, φλαβονόλες, φλαβανόλες, φαινολικά οξέα και ρεσβερατρόλη), την παρα-

γωγή κιτρικού οξέος, μεθανόλης, αιθανόλης και ξανθάνης μέσω ζύμωσης και την παραγωγή ενέρ-

γειας  με  μεθανοποίηση.  Με βάση το  περιεχόμενό τους  σε  πολυφαινόλες,  ορισμένες  μελέτες

έχουν δείξει ότι τα συγκεκριμένα παραπροϊόντα χαρακτηρίζονται από υψηλή αντιοξειδωτική ικα-

νότητα και τα συνιστούν ως μια πηγή φυσικών αντιοξειδωτικών για βιομηχανίες φαρμάκων, καλ-

λυντικών και τροφίμων [164].

Η πλούσια ερευνητική δραστηριότητα σχετικά με το αντιοξειδωτικό δυναμικό των εκχυλισμάτων

κρασιού  συνετέλεσε  στην  ανάπτυξη  μιας  βιομηχανίας  που παράγει  εκχυλίσματα  σπόρων και

φλοιού,  από  απόβλητα  οινοποιείων  και  τα  προωθεί  ως  συμπληρώματα  διατροφής [125].

Περαιτέρω έρευνα απέδειξε  ότι οι σπόροι του σταφυλιού έχουν μεγαλύτερη περιεκτικότητα σε

πολυφαινόλες, σε σχέση με το φλοιό. Συνήθως, οι σπόροι και ο φλοιός απορρίπτονται πριν την

κατεργασία  του  λευκού  κρασιού.  Κατά  συνέπεια,  αποτελούν  μια  καλή  πρώτη  ύλη  για  την

απομόνωση πολυφαινολών [165].  Η  HPLC (High-performance liquid chromatography) ανάλυση

φαινολικών συστατικών εκχυλίσματος κόκκινου κρασιού και φλοιού σταφυλιών έδειξε ότι είναι

πιθανότερο να έχουν υψηλότερη περιεκτικότητα σε παράγωγα κιναμικού οξέος, φλαβονόλες και
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προκυανιδίνες. Οι προκυανιδίνες βρίσκονται σε αφθονία στους σπόρους και μεταφέρονται στο

κόκκινο κρασί, κατά τη ζύμωση του μούστου. Σε αντίθεση με τους σπόρους, τα εκχυλίσματα του

φλοιού  έχουν  σχετικά  μεγαλύτερη  περιεκτικότητα  σε  προκυανιδίνες  και  ανθοκυανίνες  και

μικρότερη περιεκτικότητα σε κιναμικά οξέα [166].

Αν και  οι  in vitro έρευνες φαίνεται  να επιβεβαιώνουν τον ευεργετικό ρόλο της κατανάλωσης

κρασιού  (Πίνακας  3) και  την  υψηλή  περιεκτικότητα  των  παραπροϊόντων  της  οινοποιίας  σε

φαινολικές ενώσεις, οι κλινικές μελέτες σε ζώα και ανθρώπους είναι ελάχιστες. Επίσης, καλό θα

ήταν να προσδιοριστούν και οι ασφαλείς δόσεις αυτών των ουσιών. Σε μελέτη τοξικότητας δύο

εβδομάδων σε ποντίκια, από τις εταιρείες Polyphenolics και Canandaigua Wine, βρέθηκε ότι η

κατανάλωση πολυφαινολών από σπόρους σταφυλιού σε δόσεις έως 3 g/kg σωματικού βάρους,

είναι ασφαλής [125].

3.6 Παραλαβή συστατικών-Εκχύλιση
Υψίστης σημασίας ζήτημα για τη σωστή αξιοποίηση των παρα-προϊόντων της οινοποίησης αποτε-

λεί η μέθοδος εκχύλισης που επιλέγεται κάθε φορά. Επομένως, η ποιοτική και ποσοτική σύνθεση

των εκχυλισμάτων πολυφαινολών από παραπροϊόντα της οινοποιίας εξαρτάται, όχι μόνο από την

πηγή του  φυτικού υλικού της εκάστοτε ποικιλίας, τις αγρο-κλιματικές συνθήκες της περιοχής πα-

ραγωγής και τον ιστό που μελετάται, αλλά και από τις φυσικο-χημικές συνθήκες της βιομηχανι-

κής διαδικασίας, καθώς και από το συνδυασμό διαλυτών και των διαδικασιών εκχύλισης που

χρησιμοποιούνται. Άλλοι παράγοντες, όπως η ποιότητα του φυτικού υλικού, οι συνθήκες αποθή-

κευσης και η προεπεξεργασία του παίζουν εξίσου σημαντικό ρόλο στον καθορισμό του βιοχημι-

κού προφίλ των φαινολικών εκχυλισμάτων και συνεπώς της δυνητικής βιολογικής τους δραστι-

κότητας. Δεδομένου ο τελικός στόχος της χρήσης των παρα-προϊόντων είναι η αξιοποίηση της

δραστικότητας των βιοενεργών ενώσεων που περιέχουν, είναι απαραίτητο να γίνει αυστηρός κα-

θαρισμός του εκχυλίσματος, μέσω του οποίου θα απομακρυνθούν όλα τα αδρανή και ανεπιθύμη-

τα συστατικά, τα οποία πιθανώς να επηρεάζουν την τελική βιολογική δράση των εκχυλισμάτων

[116].

Μέχρι  σήμερα έχουν βρεθεί  πολλές τεχνικές εκχύλισης,  ιδιαίτερα αποτελεσματικές στην απο-

μόνωση φαινολικών ενώσεων από παρα-προϊόντα οινοποίησης.  Η πιο διαδεδομένη τεχνική, η

οποία χρησιμοποιείται για την εκχύλιση πολυφαινολικών συστατικών είναι η εκχύλιση στερεού/

υγρού διαλύτη (Solid/Liquid Extraction,  SLE).  Παραδείγματα άλλων αποτελεσματικών τεχνικών
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αποτελούν η εκχύλιση υπερκρίσιμων υγρών (Supercritical Fluids Extraction, SFE), η υποβοηθούμε-

νη από υπερήχους εκχύλιση (Ultrasound Assisted Extraction, UAE), η υποβοηθούμενη από μικρο-

κύματα εκχύλιση (Microwave Assisted Extraction, MAE) και η εκχύλιση υψηλής πίεσης και θερμο-

κρασίας (High Pressure and Temperature Extraction, HPTE) [167]. Όσον αφορά τη μέθοδο SLE, η

αποτελεσματικότητά της εξαρτάται  από ποικίλους παράγοντες,  όπως ο τύπος του διαλύτη,  οι

σχετικές αναλογίες των διαλυτών, ο λόγος διαλύτη/δείγματος, ο τύπος των φαινολικών ενώσεων

που μελετώνται, η θερμοκρασία και ο χρόνος της εκχύλισης και επομένως, δεν υπάρχει μια μόνο

συνθήκη ή διαδικασία εκχύλισης, ιδανική για όλους τους τύπους παραπροϊόντων οινοποίησης.

Εικόνα 18. Μέθοδοι εκχύλισης [168]

3.7 Αντι-φλεγμονώδης δράση εκχυλισμάτων παρα-προϊόντων 
οινοποίησης. In vitro μελέτες 
Οι  επιστημονικές  δημοσιεύσεις,  στις  οποίες  εξετάζονται  οι  αντι-φλεγμονώδεις  δράσεις

εκχυλισμάτων παρα-προϊόντων οινοποίησης είναι περιορισμένες.

Η Leifert και οι συνεργάτες της [168] διερεύνησαν την πιθανότητα οι ήδη γνωστές πλειοτροπικές

ιδιότητες ορισμένων φαινολικών εκχυλισμάτων να περιλαμβάνουν και την αναστολή της πρόσλη-

ψης χοληστερόλης και του κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Επίσης, εξετάστηκε η ικανότητά τους

να καταστέλλουν έναν συγκεκριμένο στόχο της φλεγμονώδους απόκρισης, την 5-λιποοξυγενάση

(5-LOX). Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν υγρό εκχύλισμα καρπού σταφυλιού, ολικό εκχύλι-

σμα καρπού σταφυλιού, μονομερή, ολιγομερή και πολυμερή κλάσματα του ολικού εκχυλίσματος

και πολυφαινολικές ενώσεις κόκκινου κρασιού. Πραγματοποιήθηκε In vitro εξέταση της επίδρα-

σης εκχυλισμάτων καρπού σταφυλιού στην πρόσληψη χοληστερόλης, τον κυτταρικό πολλαπλα-

σιασμό και  την  αναστολή της  5-λιποοξυγενάσης (5-LOX)  σε  κύτταρα HT29,  Caco2,  HepG2 και
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HuTu80 που καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό είτε με εκχύλισμα καρπών σταφυλιού είτε με πο-

λυφαινολικές ενώσεις. Επώαση των κυττάρων HT29, Caco2, HepG2 και HuTu80 σε θρεπτικό μέσο

που  περιείχε  χοληστερόλη,  παρουσία  εκχυλίσματος  καρπών  σταφυλιού  ή  πολυφαινολικών

ενώσεων κρασιού, είχε ως αποτέλεσμα την αναστολή της πρόσληψης χοληστερόλης κατά 66%.

Επίσης, παρατηρήθηκε μείωση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και αύξηση της απόπτωσης με

δοσο-εξαρτώμενο τρόπο στα κύτταρα HT29, καθώς και αναστολή της δραστικότητας της 5-λιποο-

ξυγενάσης.

Ο Rodríguez-Morgado και οι συνεργάτες του [169], με τη χρήση πρωτεασών παρασκεύασαν ένα

ενζυμικό εκχύλισμα από στέμφυλα και εξέτασαν τις αντιφλεγμονώδεις δράσεις του. Για το σκοπό

αυτό, χρησιμοποίησαν Ν13 μικρογλοιακά κύτταρα, τα οποία διεγέρθηκαν με LPS και ακολούθως

μέτρησαν τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων φλεγμονωδών μορίων, όπως η συνθάση του Νιτρι-

κού Οξειδίου (iNOS), ο TNFα, η IL-1β, το μόριο πρόσδεσης σε ιονισμένο α-σβέστιο-1 (Iba-1) και ο

TLR-4. Το εκχύλισμα δοκιμάστηκε σε συγκεντρώσεις 1, 5 και 10 μg/ml. Φάνηκε ότι, σε όλες τις συ -

γκεντρώσεις, η επώαση των κυττάρων με το εκχύλισμα οδηγούσε σε μείωση των επιπέδων των

mRNAs όλων των γονιδίων που εξετάστηκαν.

 Η ερευνητική ομάδα της Magrone [170] απομόνωσε πολυφαινόλες από καρπούς κόκκινων στα-

φυλιών και εξέτασε την ικανότητά τους να ρυθμίζουν τις αποκρίσεις κυτταροκινών από τα PBMCs

παχύσαρκων ατόμων, σε σύγκριση με ίδιο αριθμό υγιών ατόμων. Από τα αποτελέσματα φάνηκε

ότι οι πολυφαινόλες δεν επηρέασαν τα επίπεδα Ιντερφερόνης-γ (IFN-γ), Ιντερλευκίνης-4 (IL-4) και

Ιντερλευκίνης-17  (IL-17).  Ωστόσο,  παρατηρήθηκε  αύξηση  των  επιπέδων Ιντερλευκίνης-2  (IL-2)

στους υγιείς εθελοντές και μείωση στους παχύσαρκους. Σημαντικό εύρημα της παρούσας έρευ-

νας ήταν η αδυναμία των πολυφαινολών να επάγουν την παραγωγή Ιντερλευκίνης-21 (IL-21) σε

παχύσαρκα άτομα, δρώντας προστατευτικά για τον ξενιστή, σε αντίθεση με τα υγιή, στα οποία

παρατηρήθηκε αύξηση στα επίπεδα της συγκεκριμένης κυτταροκίνης.

Και η εργασία του Nieto και των συνεργατών του [171] εστιάστηκε στην αντι-φλεγμονώδη δράση

παρα-προϊόντων οινοποίησης.  Συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκε εκχύλιση στερεού/υγρού από

κοτσάνια και καρπούς σταφυλιών και εξετάστηκε η επίδραση τους στην έκκριση των κυτταροκι -

νών TNF-α, IL-1β και IL-6, από THP-1 ανθρώπινα μακροφάγα. Προκειμένου να ενεργοποιηθούν οι

φλεγμονώδεις αποκρίσεις, τα κύτταρα διεγείρονταν είτε με  LPS είτε με ανθρώπινη οξειδωμένη

LDL χοληστερόλη  (OX-LDL).  Τα  αποτελέσματα  έδειξαν  ότι  όταν  γινόταν  διέγερση  των  μακρο-

φάγων με OX-LDL, τα εκχυλίσματα, σε συγκέντρωση 10 µg/mL, προκαλούσαν αναστολή της έκκρι-

σης όλων των κυτταροκινών. Αντίθετα, όταν τα κύτταρα διεγείρονταν με LPS, μόνο το εκχύλισμα
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των κοτσανιών μπορούσε να προκαλέσει αναστολή της έκκρισης της IL-6. Για να κατανοηθεί πε-

ραιτέρω η δράση των εκχυλισμάτων, πραγματοποιήθηκε HPLC ανάλυση, μέσω της οποίας φάνη-

κε ότι το εκχύλισμα των καρπών περιείχε, κυρίως, προανθοκυανιδίνες. Το εκχύλισμα των κοτσα-

νιών, το οποίο εμφάνισε και πιο ισχυρή αντι-φλεγμονώδη δράση, περιείχε σημαντική ποσότητα

trans ρεσβερατρόλης και παραγώγων κερκετίνης.

Πίνακας 4. In vitro μελέτες-Παρα-προϊόντα οινοποίησης
Υπό εξέταση 
συστατικό

Ποσότητα Είδος κυττάρου Δοκιμασία Αποτέλεσμα Αναφορά

Υγρό εκχύλισμα
καρπού σταφυ-
λιού
Ολικό εκχύλι-
σμα καρπού 
σταφυλιού
Μονομερή, ολι-
γομερή και πο-
λυμερή 
κλάσματα του 
ολικού εκχυλί-
σματος
Πολυφαινολι-
κές ενώσεις 
κόκκινου κρα-
σιού

500 μg/mL HT29, Caco2, 
HepG2 και 
HuTu80 που 
καλλιεργήθη-
καν σε θρεπτικό
υλικό είτε με 
εκχύλισμα καρ-
πών σταφυλιού 
είτε με πολυ-
φαινολικές 
ενώσεις

In vitro εξέταση 
της επίδρασης εκ-
χυλισμάτων καρ-
πού σταφυλιού 
στην πρόσληψη 
χοληστερόλης, 
τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό 
και την αναστολή 
της 5-λιποοξυγε-
νάσης (5-LOX)

    πρόσληψης 
χοληστερόλης

 κυτταρικού 
πολλαπλασιασμο
ύ

 απόπτωσης με 
δοσο-εξαρτώμενο
τρόπο στα κύττα-
ρα HT29

 δραστικότητας 
της 5-
λιποοξυγενάσης

Leifert et 
al, 2008

Ενζυμικό εκχύ-
λισμα στεμφύ-
λων

1, 5 και 10 μg/ml N13 μικρο-
γλοιακά κύττα-
ρα

Επίδραση στην 
έκφραση γονιδί-
ων:

 της συν-
θάσης Νι-
τρικού 
Οξειδίου 
(iNOS)

 TNFα

 IL-1β

 Μόριο 
πρόσδε-
σης σε ιο-
νισμένο 
ασβέστιο-
1 (Iba-1)

 TLR-4 

από κύτταρα 
που είχαν 
διεγερθεί με LPS

   Των επιπέδων mRNA 
όλων των μορίων

Ro-
dríguez-
Morgado 
et al, 2015

Εκχύλισμα καρ- 1, 3 και 5 μg πολυ- PBMCs παχύ- In vitro επίδραση   έκκριση IL-10 σε Magrone 
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Υπό εξέταση 
συστατικό

Ποσότητα Είδος κυττάρου Δοκιμασία Αποτέλεσμα Αναφορά

πών από την 
ποικιλία κόκκι-
νων σταφυλιών
Canosina

φαινολικών/ml εκ-
χυλίσματος

σαρκων ατόμων πολυφαινολικών 
συστατικών από 
εκχυλίσματα καρ-
πών σταφυλιού 
στην έκκριση κυτ-
ταροκινών 

υγιείς, αλλά   
στους παχύσαρ-
κους

 των επιπέδων IL-
21 σε υγιείς

et al, 2017

Εκχυλίσματα 
από κοτσάνια 
και καρπούς 
σταφυλιού

10 µg/mL και για τα
δύο εκχυλίσματα

THP-1 
ανθρώπινα 
μακροφάγα

Επίδραση στην 
έκκριση κυτταρο-
κινώνTNF-a, IL-1β,
IL-6 και IL-10 από 
THP-1 ανθρώπινα 
μακροφάγα που 
είχαν διεγερθεί 
με LPS ή με αν-
θρώπινη οξειδω-
μένη χοληστε-
ρόλη LDL

 Διέγερση κυτ-
τάρων με OX-
LDL    έκκριση 
κυτταροκινών και 
από τα δύο εκχυ-
λίσματα

 Διέγερση κυτ-
τάρων με LPS    
έκκριση Il-6, μόνο 
από το εκχύλισμα 
των κοτσανιών

Nieto et al,
2017
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4. Σκοπός Ερευνητικής Εργασίας

Σκοπός  της  παρούσας  μελέτης  ήταν  να  αξιολογήσει  την  αντι-φλεγμονώδη  δράση  των

εκχυλισμάτων παρα-προϊόντων οινοποίησης.  Για το σκοπό αυτό εκχυλίστηκαν τα βιοδραστικά

συστατικά παραπροϊόντων οινοποίησης από ερυθρές ποικιλίες σταφυλιού με διάλυμα υδατικής

αιθανόλης και με τη μέθοδο Bligh Dyer, προσδιορίστηκε το περιεχόμενό τους  σε ολικά φαινολικά

συστατικά  και   εξετάσθηκε  η  κυτταροτοξικότητά  τους  καθώς  και  η  ικανότητά  τους  να

αναστέλλουν την προκαλούμενη από LPS έκκριση κυτταροκινών από περιφερικά μονοπύρηνα

κύτταρα του αίματος (PBMCs) υγιών εθελοντών. 
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ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5. Μεθοδολογία

5.1 Εκχύλιση παραπροϊόντων οινοποιίας
Για την παρασκευή εκχυλισμάτων παραπροϊόντων οινοποιίας χρησιμοποιήθηκαν παρα-προϊόντα

από τέσσερις ποικιλίες κόκκινου κρασιού: 1)Ξινόμαυρο, 2)Syrah, 3)Cabernet Franc και 4)Cabernet

Sauvignon. Η εκχύλιση πραγματοποιήθηκε με δύο μεθόδους, με 80% αιθανόλη και με Bligh-Dyer.

Για την εκχύλιση σε αιθανόλη παρελήφθησαν 25 γραμμάρια στεμφύλων από κάθε ποικιλία, τα

οποία διαλύθηκαν σε 125 ml αιθανόλη 80% (αναλογία 1:5). Η εκχύλιση πραγματοποιήθηκε στις

εξής συνθήκες: 45 οC, 120 rpm, για 20 ώρες. Από τις δύο εκχυλίσεις, προέκυψαν ένα αιθανολικό

εκχύλισμα και ένα χλωροφορμικό εκχύλισμα.

Εικόνα 19. Δείγμα στεμφύλων

5.2 Bligh-Dyer
Αρχή της Μεθόδου [172]

Τα λιποειδή διαλύονται σε οργανικούς διαλύτες. Με κατάλληλης πολικότητας μονοφασικό σύ-

στημα διαλυτών CHCl3:CH3OH:H2O (1:2:0.8, v/v/v) επιτυγχάνεται η εκχύλιση όλων των λιποειδών

ενός δείγματος, καθώς και η εκχύλιση μικρών ποσοτήτων υδατοδιαλυτών ουσιών, όπως αλάτων,

αμινοξέων  ή  σακχάρων.  Με  τη  μετατροπή  του  μονοφασικού  συστήματος  σε  διφασικό

CHCl3:CH3OH:H2O (1:1:0.9, v/v/v), στη χλωροφορμική φάση κατανέμονται μόνο τα λιποειδή, ενώ

στην υδατική φάση κατανέμονται τα υδατοδιαλυτά συστατικά του βιολογικού δείγματος.

Αναλυτική Πορεία:

1η Ημέρα  Σε δοχείο ενός λίτρου προστέθηκαν 1000 mg αιθανολικού εκχυλίσματος και 7,27 ml

μεθανόλης. Ακολούθησε ανάδευση και παραμονή για 10 λεπτά. Συμπληρώθηκαν 3,63 ml χλωρο-

φορμίου και το μίγμα αναδεύτηκε και αφέθηκε για 10 λεπτά. Τέλος, προστέθηκαν 1,086 ml νερό,
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ώστε να προκύψει μονοφασικό σύστημα CHCl3:CH3OH:H2O (1:2:0.8, v/v/v) και το μίγμα αναδεύτη-

κε ισχυρά. Παρέμεινε στους 45 οC, υπό ανάδευση σε 120 rpm, για 20 ώρες.

2η Ημέρα  Το μίγμα διηθήθηκε από ηθμό με κενό αέρος (Buchner), ώστε να απομακρυνθούν τα

δυσδιάλυτα κομμάτια. Στη συνέχεια, μεταφέρθηκε σε κωνική φιάλη (0.5 lt) και έπειτα σε σφαιρι-

κή φιάλη, σε περιστρεφόμενη συσκευή, υπό πίεση (flash evaporator),  προκειμένου να εξατμι-

στούν οι διαλύτες (200 έως 60 mbar). Το διήθημα (που πλέον περιείχε μόνο νερό) μεταφέρθηκε

σε κυλινδρικό σωλήνα, ώστε να υπολογιστεί ο όγκος του. Ακολούθως, μεταφέρθηκε σε διαχωρι-

στική χοάνη και προστέθηκαν 3,63 ml χλωροφορμίου και 3,6408 ml νερό, ώστε να προκύψει το

διφασικό  σύστημα  CHCl3:CH3OH:H2O (1:1:0.9,  v/v/v).  Μετά  από  ισχυρή  ανάδευση,  το  μίγμα

αφέθηκε σε ηρεμία, μέχρι να αποκατασταθεί ισορροπία και να επιτευχθεί ο διαχωρισμός των

δύο φάσεων. Τέλος, παρελήφθη η χλωροφορμική φάση (κάτω) σε προζυγισμένη σφαιρική φιάλη

(0.5  lt) και πραγματοποιήθηκε εξάτμιση στο  flash evaporator. Η ποσότητα της χλωροφορμικής

φάσης που παρελήφθη ήταν 217 mg. Πραγματοποιήθηκε επαναδιάλυση αιθανόλη 80%, παραλα-

βή με πιπέτα Pasteur σε πλαστικό σωλήνα και αποθήκευση στους -20 οC. Η υδατική φάση παρε-

λήφθη σε σφαιρική φιάλη και πραγματοποιήθηκε εξάτμιση. Ακολούθησε επαναδιάλυση με νερό

και λυοφιλιοποίηση. Από την υδατική φάση, ζυγίστηκαν 439,2 mg και έγινε επαναδιάλυση σε αι-

θανόλη 80%.

Σημείωση: Κατά τη συγκεκριμένη πειραματική διαδικασία δεν χρησιμοποιήθηκε μεθανόλη, αλλά

αιθανόλη 80%.

5.3 Προσδιορισμός Φαινολικών Συστατικών
Αρχή της Μεθόδου

Παρουσία του αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteu οι φαινόλες οξειδώνονται προς τις αντίστοιχες κι-

νόνες και τα οξέα ανάγονται μερικώς από την κατάσταση σθένους +6, σε ένα μίγμα ενώσεων με

σθένος +6 και +5, που έχει σαν αποτέλεσμα την παραγωγή συμπλόκου με μπλε χρώμα, το οποίο

φωτομετρείται στα 725nm.

Αντιδραστήρια

 Διάλυμα Folin-Ciocalteu

 Πρότυπο διάλυμα Γαλλικού Οξέος : Για την παρασκευή διαλύματος γαλλικού οξέος,

έγινε προσθήκη 0.005 γραμμαρίων σκόνης γαλλικού οξέος σε προζυγισμένο σωληνάκι

και 5 ml αιθανόλης
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 Διάλυμα  Na2CO3  35%  v/w : Ζυγίστηκαν 35 γραμμάρια  Na2CO3  και διαλύθηκαν σε 100  ml

νερό

 Διαλύματα εκχυλισμάτων : Έγιναν οι κατάλληλες αραιώσεις των δειγμάτων στους διαλύ-

τες

Αναλυτική πορεία

Για τη διαμόρφωση της καμπύλης γαλλικού οξέος χρησιμοποιήθηκαν δείγματα με διαφορετική

συγκέντρωση γαλλικού οξέος. Συγκεκριμένα, το σημείο Τ ήταν το τυφλό δείγμα ελέγχου (0 μ l GA),

ενώ τα  δείγματα Σ1,  Σ2,  Σ3,  Σ4,  Σ5  και  Σ6  αποτελούσαν  σημεία  διαδοχικής  αύξησης  της  συ-

γκέντρωσης του γαλλικού οξέος (2 μl, 5 μl, 25 μl, 30 μl, 45 μl και 60 μl αντίστοιχα). Τα δείγματα

εκχυλισμάτων στα οποία έγινε προσδιορισμός φαινολικών οξέων ήταν το ολικό αιθανολικό εκχύ-

λισμα (EtR), το χλωροφορμικό κλάσμα του ολικού αιθανολικού εκχυλίσματος (EtR C) και το υδατι-

κό κλάσμα του ολικού αιθανολικού εκχυλίσματος (EtR W). Τα παραπάνω δείγματα εξετάστηκαν

χωρίς αραίωση, αλλά και αραιωμένα με αιθανόλη σε αναλογίες 1:10, 1:100 και 1:1000.

Οι διαλύτες όλων των δειγμάτων εξατμίστηκαν μέχρι ξηρού σε ρεύμα αζώτου και στη συνέχεια,

έγινε προσθήκη 3.5 ml νερού και 100 μl του Folin-Ciocalteu. Μετά το πέρας τριών λεπτών από την

προσθήκη Folin-Ciocalteu, σε κάθε δείγμα προστέθηκαν 400 μl Na2CO3  και έγινε ισχυρή ανάδευ-

ση. Τα σωληνάκια που περιείχαν τα δείγματα αφέθηκαν στη σκιά για μία ώρα. Μετά τη μία ώρα

παρατηρήθηκε η εμφάνιση μπλε χρώματος στα δείγματα, η ένταση του οποίου διέφερε ανάλογα

με τη συγκέντρωση των φαινολικών.

Ακολούθως, 200 μl από κάθε δείγμα τοποθετήθηκαν στο αντίστοιχο πηγαδάκι ενός 96 well plate

και έγινε μέτρηση της απορρόφησης των δειγμάτων στα 725nm. Τέλος, κατασκευάστηκε η κα-

μπύλη αναφοράς απορρόφησης-μg γαλλικού οξέος. Στην εξίσωση της καμπύλης εισήχθησαν οι τι-

μές της απορρόφησης των δειγμάτων και υπολογίζεται η ποσότητα των φαινολικών ενώσεών

τους. Τα αποτελέσματα εκφράστηκαν ως μg γαλλικού οξέος/mg παραπροϊόντων. 

5.4 Απομόνωση PBMCs

Διαλύματα:

Παρασκευή διαλύματος λύσης
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Για την παρασκευή του διαλύματος λύσης, πραγματοποιήθηκε διάλυση 8.29 γραμμαρίων NH4Cl,

1.0012 γραμμαρίων KHCO3 και 0.038 γραμμαρίων EDTA σε 1 λίτρο απιονισμένου νερού. Πριν από

τη χρήση πραγματοποιήθηκε φιλτράρισμα του διαλύματος.

Παρασκευή θρεπτικού υλικού

Για την προετοιμασία του θρεπτικού υλικού, πραγματοποιήθηκε ανάμειξη 44 ml RPMI, 5 ml NCS,

O.5  ml γλουταμίνης και 0.5  ml πενικιλίνης και στρεπτομυκίνης, σε πλαστικό σωλήνα, με τελικό

όγκο 50 ml. Η παρασκευή του θρεπτικού υλικού έγινε σε στείρες συνθήκες.

Αιμοληψία

Οι εκάστοτε εθελοντές προσέρχονταν στη Μεταβολική Μονάδα του Χαροκοπείου Πανεπιστημίου

την ημέρα του πειράματος στις 9-10 π.μ., ύστερα από 9ωρη νηστεία. Όλοι οι εθελοντές ήταν φαι-

νομενικά υγιείς και είχαν δηλώσει ότι δεν είχαν λάβει φαρμακευτική αγωγή τις τελευταίες 20

ημέρες.  

Από κάθε εθελοντή παρελήφθησαν 45 ml αίματος, τα οποία χωρίστηκαν σε ίσες ποσότητες μοι-

ράστηκαν σε πλαστικούς σωλήνες των 50 ml, οι οποίοι περιείχαν 1 ml EDTA. Οι σωλήνες αναδεύ-

τηκαν ελαφρώς, προκειμένου να αποφευχθεί η πήξη του αίματος. Ακολούθως μεταφέρθηκαν σε

θάλαμο laminar (στείρες συνθήκες). 

Διαδικασία Απομόνωσης

Σε κάθε σωλήνα που περιείχε αίμα (15 ml), προστέθηκε ίση ποσότητα PBS (15 ml) και έγινε ήπια

ανάδευση. Στη συνέχεια, έγινε επίστρωση 20 ml αίματος-PBS σε 15 ml ficol, τα οποία είχαν ήδη

τοποθετηθεί σε 4 νέους σωλήνες, όγκου 50 ml. Για την επίστρωση του αίματος χρησιμοποιήθηκε

σιφώνι, το οποίο τοποθετήθηκε με κλίση επάνω στο τοίχωμα του σωλήνα, προκειμένου να απο-

φευχθεί η διάχυση των κυττάρων του αίματος μέσα στο ficol. Δημιουργήθηκαν, έτσι, δύο διακρι-

τές στιβάδες. Η κάτω στιβάδα ήταν διάφανη και περιείχε ficol και η πάνω στιβάδα ήταν κόκκινη

και περιείχε το διάλυμα του αίματος. Ακολούθησε φυγοκέντρηση των δειγμάτων σε 1800  rpm,

στους 20  οC, για 20 λεπτά. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης ήταν ευδιάκριτες τρεις διαφορετι-

κές στιβάδες: η επάνω στιβάδα περιείχε πλάσμα (κιτρινωπό χρώμα), η ενδιάμεση λεπτή στιβάδα

περιείχε τα PBMCs (αχνό γκρι χρώμα) και η κάτω στιβάδα περιείχε ευρθροκύτταρα και ficol (κόκ-

κινο χρώμα). Η επάνω στιβάδα απορρίφθηκε, ενώ η ενδιάμεση στιβάδα των PBMCs μεταφέρθηκε

σε νέο σωλήνα, ο οποίος περιείχε 10  ml RPMI. Έπειτα έγινε φυγοκέντρηση των δειγμάτων σε
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1800 rpm, στους 20  οC, για 20 λεπτά. Το υπερκείμενο απορρίφθηκε, ενώ έγινε αποκόλληση του

ιζήματος με έντονη ανακίνηση του σωλήνα, προκείμενου να επιτευχθεί αναδιασπορά των κυτ-

τάρων. Στα κύτταρα που είχαν αναδιασπαρεί έγινε προσθήκη 5 ml διαλύματος λύσης και ισχυρή

ανάδευση. Οι σωλήνες παρέμειναν σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά και ακολούθησε φυγο-

κέντρηση σε 1800 rpm, στους 20  οC, για 20 λεπτά. Μετά τη φυγοκέντρηση το υπερκείμενο απορ-

ρίφθηκε, ενώ έγινε εκ νέου αναδιασπορά του ιζήματος και επαναδιάλυση σε 10 ml RPMI. Τέλος,

πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση σε 1800  rpm, στους 20  οC, για 20 λεπτά, απομάκρυνση του

υπερκειμένου, αναδιασπορά των κυττάρων του ιζήματος και επαναδιάλυση σε 2  ml θρεπτικού

υλικού. 

5.5 Μέτρηση Κυττάρων στο μικροσκόπιο

Από το εναιώρημα κυττάρων που είχε παρασκευαστεί 20 μl μεταφέρθηκαν σε μικρό σωληνάκι, το

οποίο περιείχε 20 μl από τη χρωστική Trypan Blue. Το διάλυμα αναμίχθηκε και στη συνέχεια, 20

μl προστέθηκαν στην επιφάνεια αιματοκυτταρομέτρου Neubauer, στο οποίο είχε τοποθετηθεί και

γυάλινη καλυπτρίδα. Το δείγμα παρατηρήθηκε σε ηλεκτρονικό μικροσκόπιο, με φακό εστίασης

10x, προκειμένου να γίνει καταμέτρηση των κυττάρων του εναιωρήματος. Η μέτρηση των κυτ-

τάρων έγινε στα δύο κεντρικά τετράγωνα που βρίσκονται στο μέσο των σταυρών που υπάρχουν

στο επάνω και κάτω μέρος της αντικειμενοφόρου πλάκας. Από τις δύο μετρήσεις, υπολογίστηκε ο

μέσος όρος του αριθμού των κυττάρων, ο οποίος στη συνέχεια πολλαπλασιάστηκε επί 2  x 106,

προκειμένου να βρεθεί ο αριθμός των κυττάρων ανά ml εναιωρήματος. 

Εικόνα 20. Αιματοκυτταρόμετρο

5.6 Επίδραση εκχυλισμάτων παραπροϊόντων οινοποίησης στη 
βιωσιμότητα των κυττάρων. Δοκιμασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ
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Αρχή της Μεθόδου [173]

Η μέθοδος  MTT είναι εργαστηριακό τεστ που μετράει την κυτταροτοξικότητα που προκαλείται

από φάρμακα η άλλους τοξικούς παράγοντες. Στηρίζεται στην δραστικότητα των ενζύμων των μι-

τοχονδρίων. Συγκεκριμένα μετρά τη δραστικότητα των μιτοχοδριακών αναγωγασών, οι  οποίες

λειτουργούν όταν τα κύτταρα είναι ζωντανά. Το κίτρινο  MTT μετατρέπεται σε χρώμα μωβ που

οφείλεται στην φορμαζάνη, όταν τα κύτταρα είναι ζωντανά. Χρησιμοποιείται ένα διαλυτό μίγμα

ούτως ώστε να διαλυθεί η στερεή μωβ φορμαζάνη και να δημιουργηθεί  ένα έγχρωμο διάλυμα. Η

απορρόφηση αυτού του διαλύματος μετράται σε μήκος κύματος 500-600 nm. 

Προετοιμασία δειγμάτων για ΜΤΤ

Η τελική συγκέντρωση του εναιωρήματος των κυττάρων ρυθμίστηκε στα 2x106 cells/ml. Χρησιμο-

ποιήθηκε cell culture 96 well plate και ο τελικός όγκος των δειγμάτων ήταν 100 μl.  Τα δείγματα

επωάστηκαν παρουσία και απουσία (δείγματα αναφοράς) των εκχυλισμάτων σε διαφορετικές

ποσότητες. Τα δείγματα αναφοράς περιείχαν το διαλύτη κάθε εκχυλίσματος στην ίδια ποσότητα.

Τέλος, προετοιμάστηκαν δείγματα παρουσία εκχυλισμάτων και απουσία MTT, με σκοπό να γίνει

διόρθωση της απορρόφησης ακτινοβολίας από τα δείγματα. Το εύρος των συγκεντρώσεων που

δοκιμάστηκαν ήταν από 500 έως 1500 μg/μl.

Το plate παρέμεινε σε επωαστικό θάλαμο, στους 37  οC, για 24 ώρες. Μετά το πέρας του 24ώρου

προστέθηκαν σε κάθε πηγαδάκι 20 μl MTT συγκέντρωσης 2,5 mg/ml. Ακολούθησε 4ωρη επώαση

στους 37 οC, για 4 ώρες και στη συνέχεια, προστέθηκαν 100 μl οξινισμένης ισοπροπανόλης. Τα

δείγματα αναδεύτηκαν με πλαστικό tip μέχρι να διαλυθούν οι κρύσταλλοι της φορμαζάνης και η

απορρόφηση μετρήθηκε στα 570 nm σε κατάλληλο φωτόμετρο. 

Για να επιβεβαιωθούν τα αποτελέσματα της δοκιμασίας με MTT, πραγματοποιήθηκε και μέτρηση

των κυττάρων στο μικροσκόπιο, με τον τρόπο που προαναφέρθηκε (ενότητα 5.5).

5.7 Επίδραση εκχυλισμάτων στην έκκριση κυτταροκινών από τα PBMCs

5.7.1 Επώαση PBMCs με εκχυλίσματα 
Για τη διαδικασία αυτή προετοιμάστηκαν δείγματα που περιείχαν κύτταρα από το εναιώρημα

των PBMCs  στο θρεπτικό υλικό, παρουσία και απουσία LPS, καθώς και παρουσία ή απουσία δια-

φορετικών συγκεντρώσεων των εκχυλισμάτων. Ο τελικός όγκος ήταν 500 μl σε αντίστοιχες θέσεις

ενός 48 well cell culture plate. Συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκε προεπώαση των κυττάρων με τα

εκχυλίσματα για μία ώρα σε επωαστήρα στους 37 οC και CO2 5%. Στη συνέχεια, προστέθηκαν 50 μl
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LPS τελικής συγκέντρωσης 10 ng/ml σε όλα τα δείγματα, εκτός από το δείγμα ελέγχου, το οποίο

περιείχε PBS. Ακολούθησε 4ωρη και 24ωρη επώαση στους 37 οC. 

5.7.2Παραλαβή υπερκειμένων για τον προσδιορισμό της PAF CPT
Μετά το πέρας της επώασης έγινε παραλαβή των κυττάρων από κάθε πηγαδάκι, τα δείγματα με-

ταφέρθηκαν σε μικρά πλαστικά σωληνάκια όγκου 1,5  ml και πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση

σε 1000 g, 4 οC, για 10 λεπτά. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, περίπου 460 μl υπερκειμένου,

το οποίο περιείχε τις εκκρινόμενες κυτταροκίνες, ισομοιράστηκαν (230 + 230) σε ειδικά πλαστικά

σωληνάκια, τα οποία αποθηκεύτηκαν στους -80 οC, για τον προσδιορισμό των κυτταροκινών.

Το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 1 ml PBS και τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν σε 1000 g, 4 οC, για 10

λεπτά. Μετά τη φυγοκέντρηση το υπερκείμενο απορρίφθηκε και έγινε προσθήκη 50 μl PBS και 50

μl NaOH. Τα δείγματα αποθηκεύτηκαν στους -20 οC, για τον προσδιορισμό της ολικής πρωτεΐνης. 

5.8 Μέθοδος Bradford-Προσδιορισμός πρωτεϊνικού περιεχομένου
Αρχή της μεθόδου [174]

Η μέθοδος αυτή βασίζεται στην ικανότητα της χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250 να προσ-

δένεται σε πρωτεΐνες. Η πρόσδεση της χρωστικής στις πρωτεΐνες προκαλεί μια αύξηση της μέγι-

στης απορρόφησης από 465 σε 595 nm, η οποία μπορεί να ανιχνευθεί και να καταγραφεί. Η βα-

σική ιδιότητα της Coomassie Brilliant Blue, η οποία την καθιστά κατάλληλη χρωστική, είναι ότι

παίρνει δύο χρώματα, κόκκινο και μπλε. Το κόκκινο χρώμα μετατρέπεται σε μπλε όταν η χρωστι-

κή προσδένεται σε πρωτεΐνη. Το σύμπλοκο χρωστικής-πρωτεΐνης έχει έναν πολύ υψηλό συντελε-

στή απόσβεσης, με αποτέλεσμα η μέτρηση της πρωτεΐνης να γίνεται με μεγάλη ευαισθησία. Η

πειραματική διαδικασία έχει μεγάλη επαναληψιμότητα και είναι γρήγορη, καθώς η πρόσδεση

χρωστικής-πρωτεΐνης ολοκληρώνεται σε περίπου δύο λεπτά και το χρώμα διατηρείται σταθερό

για μία ώρα.

Αναλυτική Διαδικασία

Στην συγκεκριμένη διαδικασία χρησιμοποιήθηκαν τα δείγματα 1-20 (Δ1-Δ20) τα οποία περιείχαν

το επαναδιαλυμένο ίζημα της διαδικασίας που περιεγράφηκε παραπάνω. Στα δείγματα αυτά, τα

οποία είχαν όγκο 100 μl, έγινε αραίωση 1:100 με προσθήκη 900 μl PBS. Ως πρωτεΐνη αναφοράς

χρησιμοποιήθηκε η BSA (Bovine Serum Albumin) 0,1 mg/ml. Για τη δημιουργία της καμπύλης ανα-

φοράς, επελέγησαν επτά διαφορετικά σημεία με αυξανόμενη ποσότητα BSA, τα Τ (0 μg), Σ1 (0,2
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μg), Σ2 (0,5 μg), Σ3 (1 μg), Σ4 (1,5 μg), Σ5 (2 μg) και Σ6 (2,5 μg). 10 μl από κάθε δείγμα τοποθετή-

θηκαν σε αντίστοιχο πηγαδάκι ενός 96 well cell culture plate, ενώ για τα σημεία Σ1-Σ6 προστέθη-

καν 2, 5, 10, 15, 20, 25 μl BSA αντίστοιχα. Σε όλα τα πηγαδάκια προστέθηκε απιονισμένο νερό

μέχρι τελικό όγκο 200 μl. Η χρωστική Coomassie Brilliant Blue G-250 αραιώθηκε σε 4 ml απιονι-

σμένου νερού με αναλογία 1:5 (1 ml χρωστικής, 4 ml νερό). 50 μl της αραιωμένης χρωστικής προ-

στέθηκαν σε όλα τα πηγαδάκια του plate που περιείχαν δείγματα, με τη χρήση πολυκάναλης πι-

πέτας. Το  plate με τα δείγματα και τη χρωστική αφέθηκε για 10 λεπτά και στη συνέχεια, έγινε

μέτρηση της  απορρόφησης  στα 595  nm σε  ELISA reader.  Από την  επεξεργασία των αποτελε-

σμάτων κατασκευάστηκε η καμπύλη αναφοράς και η συγκέντρωση πρωτεΐνης κάθε δείγματος.

5.9 Ποσοτικός προσδιορισμός κυτταροκινών
ELISA

Αρχή της μεθόδου (https://www.rndsystems.com/products/duoset-elisa-development-systems)

Η τεχνική της ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) βασίζεται στην αρχή του σχηματι-

σμού «σάντουιτς» μεταξύ αντισωμάτων. Αρχικά, ένα δεσμευτικό αντίσωμα, το οποίο είναι εξειδι -

κευμένο για τον αναλύτη που μελετάται, δεσμεύεται σε μια πλάκα μικροτιτλοδότητσης, προκεί-

μενου να παραχθεί μια στερεή φάση. Τα αντισώματα που δεν έχουν δεσμευτεί απομακρύνονται

μέσω πλύσεων του πλακιδίου και προστίθεται ένα αντιδραστήριο αποκλεισμού. Μετά τις πλύ-

σεις, τα υπό μελέτη δείγματα, τα πρότυπα και τα δείγματα ελέγχου επωάζονται με το αντίσωμα

της στερεής φάσης, το οποίο δεσμεύει τον αναλύτη. Ύστερα από την έκπλυση του αδέσμευτου

αναλύτη, πορστίθεται ένα συζευγμένο αντίσωμα ανίχνευσης (π.χ. δεσμευμένη βιοτίνη). Το αντί -

σωμα ανίχνευσης προσδένεται σε διαφορετικούς επιτόπους το μορίου που προσδιορίζεται, δη-

μιουργώντας ένα μοτίβο σάντουιτς. Μόλις γίνει έκπλυση και απομακρυνθεί το αδέσμευτο αντί-

σωμα ανίχνευσης, προστίθεται ένα αντιδραστήριο ανίχνευσης (π.χ. στρεπταβιδίνη-HRP). Το πλα-

κίδιο πλένεται, προστίθεται το διάλυμα υποστρώματος και παρατηρείται  εμφάνιση χρώματος,

ανάλογη του ποσοστού του διαλύτη που έχει δεσμευτεί. Η ανάπτυξη του χρώματος διακόπτεται

και η έντασή του ποσοτικοποιείται. Η πειραματική διαδικασία της ELISA συνήθως πραγματοποιεί-

ται σε 96 well plates, έτσι ώστε να επιτρέπει την ταυτόχρονη μέτρηση πολλών δειγμάτων σε ένα

μόνο πείραμα. 
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Εικόνα 21. ELISA

Αντιδραστήρια

 Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (PBS) 137  mM NaCl, 2.7  mM KCl, 8.1  mM Na2HPO4,
1.5 mM KH2PO4, pH 7.2-7.4

 Διάλυμα πλύσεων (Wash buffer) 0.05% Tween σε διάλυμα PBS pH 7.2-7.4

 Διαλύτης αντιδραστηρίου (Reagent Diluent, RD) 1% BSA σε διάλυμα PBS pH 7.2-7.4

 Διάλυμα υποστρώματος (Substrate Solution) Color Reagent A (H2O2) και Color Reagent B
(Tetramethyl benzidine) σε αναλογία 1:1

 Αντίσωμα Ανίχνευσης (Detection Antibody,  DA) 10 ml RD και 100 μl DA (παρέχεται ως
stock από το αντίστοιχο kit)

 Διάλυμα Τερματισμού (Stop Solution) 2N H2SO4

 Δεσμευτικό Αντίσωμα (Capture Antibody,  CA)  10  ml PBS και 100 μl CA (παρέχεται ως
stock από το αντίστοιχο kit)

 Υπεροξειδάση του χρένου (Horseradish Peroxidase, HRP) 10 ml RD και 50 μl HRP

Να σημειωθεί ότι χρησιμοποιήθηκαν δύο διαφορετικά εμπορικά διαθέσιμα  kit (DuoSet® ELISA

Development Systems), ένα για τον  TNFα και ένα για την  IL-1β. Επομένως, η αναλυτική πορεία

που περιγράφεται παρακάτω, αφορά τη διαδικασία της ELISA που ακολουθήθηκε για τη μελέτη

και των δύο κυτταροκινών.

Αναλυτική πορεία

Με τη χρήση πολυκάναλης πιπέτας προστέθηκαν 100 μl CA στα πηγαδάκια ενός ειδικού για ELISA

96 well plate. Το πιάτο αφέθηκε με το αντίσωμα για μια νύκτα. Το επόμενο πρωί έγιναν 6 πλύσεις

με 200 μl Wash buffer σε κάθε πηγαδάκι του plate. Ύστερα από κάθε πλύση, το plate τιναζόταν
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ισχυρά πάνω σε απορροφητικό χαρτί. Ακολούθησε προσθήκη 300 μl RD σε κάθε πηγαδάκι και

επώαση σε σκοτεινό μέρος για μία ώρα. Μετά το πέρας της επώασης πραγματοποιήθηκαν 6 πλύ-

σεις με 200 μl Wash buffer και τίναγμα του πιάτου. Στη συνέχεια, προστέθηκαν στα αντίστοιχα

πηγαδάκια του plate 100 μl από κάθε δείγμα, καθώς και 100 μl από τις αραιώσεις του standard

διαλύματος πρωτεΐνης, βάσει του οποίου θα δημιουργηθεί η καμπύλη αναφοράς. Έγινε διπλή κα-

μπύλη για κάθε δείγμα, ενώ οι συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν για την καμπύλη αναφο-

ράς ήταν 3.91, 7.81, 15.6, 31.3, 62.5, 125, 250 και 500 pg/ml.

Μετά την  προσθήκη των δειγμάτων,  προστέθηκαν 100 μl DA σε  κάθε πηγαδάκι  και  το  plate

αφέθηκε για 2 ώρες σε σκοτεινό μέρος. Όταν ολοκληρώθηκε η δίωρη επώαση, έγιναν εκ νέου 6

πλύσεις με 200 μl Wash buffer, τίναγμα του πιάτου και προσθήκη 100 μl HRP σε κάθε πηγαδάκι

και επώαση σε σκοτεινό μέρος για 20 λεπτά. Ύστερα από την επώαση με HRP, πραγματοποιήθη-

καν 6 πλύσεις με 200 μl Wash buffer, τίναγμα του πιάτου και προσθήκη 100 μl Substrate Solution

σε κάθε πηγαδάκι. Τα δείγματα επωάστηκαν με το Substrate Solution για 20 λεπτά, σε σκοτεινό

μέρος και  αμέσως μετά την επώαση παρατηρήθηκε αλλαγή του χρώματος των δειγμάτων σε

μπλε. Τέλος, προστέθηκαν 50 μl Stop Solution σε κάθε πηγαδάκι, οπότε και παρατηρήθηκε νέα

αλλαγή χρώματος από μπλε σε κίτρινο και ακολούθως το  plate τοποθετήθηκε σε  ELISA reader,

προκειμένου να μετρηθεί η απορρόφηση των δειγμάτων στα 450 και 570 nm. 

Τα αποτελέσματα κανονικοποιήθηκαν με βάση την πρωτεΐνη που μετρήθηκε σε κάθε πηγαδάκι

και εκφράστηκαν ως pg κυτταροκίνης/mg ολικής πρωτεΐνης. 

5.10 Προσδιορισμός δραστικότητας PAF CPT

Παραλαβή Ομογενοποιήματος   PBMCs  

Από το εναιώρημα των PBMCs σε θρεπτικό υλικό, 25 ml χρησιμοποιήθηκαν για τη μελέτη του εν-

ζύμου PAF CPT. Η ποσότητα αυτή μεταφέρθηκε σε πλαστικό σωληνάκι όγκου 15 ml και έγινε φυ-

γοκέντρηση σε 1800 rpm, θερμοκρασία 20 οC, για 20 λεπτά. Το υπερκείμενο απορρίφθηκε, ενώ το

ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 1 ml HCl Tris pH=8. Ακολούθησε επεξεργασία με συσκευή υπερήχων (4

διαστήματα των 10 δευτερολέπτων), προκειμένου να διασπαστούν οι μεμβράνες των κυττάρων.

Έγινε ακόμη μια φυγοκέντρηση σε 500  g, θερμοκρασία 4 οC και για 10 λεπτά. Το υπερκείμενο

(ομογενοποίημα) μεταφέρθηκε σε τρία aliquots των 300 μl και αποθηκεύτηκε στους -80 οC. Προ-

κειμένου να προσδιοριστεί το πρωτεϊνικό περιεχόμενο του ομογενοποιήματος πουυ περιείχε το
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ένζυμο  PAF CPT, εφαρμόσθηκε η μέθοδος  Bradford, η οποία περιγράφηκε παραπάνω (Ενότητα

5.8).

Ενζυμική Δοκιμασία   PAF     CPT  

Αρχή μεθόδου

Ο προσδιορισμός της δραστικότητας της PAF-CPT βασίζεται στη μέτρηση του παραγόμενου PAF

μετά την επώαση του ενζυμικού παρασκευάσματος με  CDP-χολίνη και αλκυλο-ακετυλο-γλυκε-

ρόλη (AAG) παρουσία BSA-σε κατάλληλες συνθήκες. 

Αντιδραστήρια

 Ρυθμιστικό διάλυμα Τris-HCl (100  mM-pH 8,0):  Διαλύθηκαν 1,2114  g Τris σε απεσταγμένο
νερό και ρυθμίστηκε το  pH με  HCl 1  M στο 8.0. Έγινε αραίωση του διαλύματος σε 100  ml
νερό.

 EDTA 0,02 M σε Tris-HCl pH: 8.0. Mr: 416.20, ζυγίστηκαν 41,62mg EDTA και διαλύθηκαν σε
5ml Tris-HCl pH: 8.0.

 MgCl2 0,8 M σε Tris-HCl pH: 8.0. Mr: 203.31, ζυγίστηκαν 162.65mg MgCl2 και διαλύθηκαν σε
1ml Tris-HCl pH: 8.0.

 DTT 0,6 M σε νερό: Mr: 154,25, ζυγίστηκαν 92,55mg DTT και διαλύθηκαν σε 1ml νερό.

  Διάλυμα AAG 10mM : Διαλύθηκαν τα 5 mg του φιαλιδίου σε 1324 μL EtOH. To διάλυμα απο-
θηκεύτηκε σε βιδωτό σωλήνα στους -20  οC (σταθερό για 6 μήνες). Πριν γίνει αναδιάλυση,
ελέγχθηκε η καθαρότητα του προϊόντος.

 Διάλυμα φύλαξης (stock)  CDP-Choline 100mM : Διαλύθηκε το στερεό σε απεσταγμένο νερό
(ανάλογα την καθαρότητα του αντιδραστηρίου).

 Διάλυμα εργασίας (working)  CDP-Choline 4mM, έγινε αραίωση από το stock διάλυμα με Τris-
HCl (100 mM-pH 8,0).

 Διάλυμα BSA 40 mg/ml : Διαλύθηκαν 200 mg BSA ελεύθερης λιπαρών οξέων (Sigma) σε 5 ml
ρυθμιστικού διαλύματος Τris-HCl (50 mM).

Αναλυτική πορεία

Η προετοιμασία του μίγματος αντίδρασης σε  Τris-HCl (100  mM-pH 8,0) πραγματοποιήθηκε την

ημέρα του πειράματος: Για κάθε δείγμα υπολογίστηκε ο όγκος Τris-HCl που θα χρειαστεί, 5μl DTT
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0,6Μ (τελική συγκέντρωση 11,25mM), 5μl MgCl2 0,8M (τελική συγκέντρωση 7,5mM), 3.75 μl EDTA

0,02M (τελική συγκέντρωση 0,375mM), 5 μL διαλύματος CDP-choline 4 mM (τελική συγκέντρωση

100 μΜ), 5 μL διαλύματος BSA 40mg/ml (τελική συγκέντρωσης 1mg/ml).  Το μείγμα προστέθηκε

σε σωλήνες προπυλενίου στον κατάλληλο όγκο.

Επειδή η προστιθέμενη ποσότητα του ενζυμικού παρασκευάσματος ήταν διαλυμένη σε Tris-ΗCl

(50 mM-pH 7,4), μπορούσε να κυμαίνεται από 10-50 μL. Δηλαδή προστέθηκε κατάλληλη ποσότη-

τα Tris-ΗCl (50 mM-pH 7,4), ώστε όλοι οι προσδιορισμοί να περιέχουν το ανώτερο 50 μL. Ο τελι-

κός όγκος του μίγματος επώασης ήταν 200 μL. Έγινε προεπώαση για 5 min στους 37 οC,  στη συ-

νέχεια προστέθηκε το ενζυμικό παρασκεύασμα (5, 10, 15 και 20 μg πρωτεΐνης) και η αντίδραση

ξεκίνησε 30 δευτερόλεπτα μετά την προσθήκη 2 μL διαλύματος AAG 10mM σε DMSO (τελική συ-

γκέντρωση 100  μΜ).  Η  επώαση της  αντίδρασης  έγινε  σε  θερμοστατούμενο  υδρόλουτρο  υπό

ανάδευση στους 37 οC για 2, 5, 10, 15 και 20 min. Η αντίδραση σταμάτησε με την προσθήκη 1 ml

C:M 1:1 (2% οξικό οξύ).

Η αντίδραση δοκιμάστηκε σε τέσσερις διαφορετικούς χρόνους, 5, 10, 15 και 20 λεπτά και για 4

διαφορετικές ποσότητες πρωτεΐνης, τόσο για κανονικά δείγματα, όσο και για δείγματα ελέγχου.

Στην τυφλή δοκιμασία δεν προστέθηκε AAG, έτσι ώστε να προσδιοριστεί η ενδογενής παραγωγή

του PAF. Επίσης, πραγματοποιήθηκε αντίδραση για τα δείγματα Control και LPS, που είχαν συλλε-

χθεί ύστερα από 4ωρη και 24ωρη επώαση, για χρόνο 10 λεπτών και με ποσότητα πρωτεΐνης 10

μg.

Εκχύλιση και Ποσοτικοποίηση παραγόμενου   PAF  

Μετά τον τερματισμό της ενζυμικής δοκιμασίας, σε κάθε σωληνάκια προστέθηκαν 130 μl C:M 1:1

(2% οξικό οξύ) και 300 μl απεσταγμένο νερό, ώστε να πραγματοποιηθεί εκχύλιση Bligh-Dyer. Πα-

ρατηρήθηκε ο σχηματισμός δύο διαφορετικών φάσεων και ακολούθησε φυγοκέντρηση σε 3000

rpm, σε θερμοκρασία 4 oC, για 10 λεπτά. Στη συνέχεια, η χλωροφορμική φάση (κάτω φάση) παρε-

λήφθη με γυάλινη πιπέτα Pasteur και μεταφέρθηκε σε νέο, καθαρό σωληνάκι. Η υδατική φάση

ξεπλύθηκε με 500 μl χλωροφορμίου και  πραγματοποιήθηκε δεύτερη φυγοκέντρηση στις ίδιες

συνθήκες. Η χλωροφορμική φάση που υπήρχε στο κάτω μέρος του σωλήνα μετά τη φυγοκέντρη-

ση, μεταφέρθηκε στο ίδιο σωληνάκι με την προηγούμενη. Ακολούθησε εξάτμιση των δειγμάτων

σε συσκευή speed vac, προσθήκη 60 μl αιθανόλης LCMS και μεταφορά σε φιαλίδιο vial, προκει-

μένου να γίνει ανάλυση LCMS. 
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Τα δείγματα, στη συνέχεια, αναλύθηκαν με υγρή χρωματογραφία συνδεδεμένη με φασματομε-

τρία μάζας (LC-MS), για την ποσοτικοποίηση του παραγόμενου PAF. Η στήλη που χρησιμοποιήθη-

κε ήταν η Hypersil GOLD™ (5 μm, 150 × 4.6 mm; Thermo Scientific). Η κινητή φάση περιείχε 98%

μεθανόλη LC-MS, 2% 1  mM υδατικό οξικό αμμώνιο και ο ρυθμός της ροής ήταν 0.1  mL/min. Η

ανάλυση του MS πραγματοποιήθηκε με τη χρήση ενός Exactive™ Plus Orbitrap Φασματομέτρου

Μάζας (Thermo Scientific), με μια πηγή ιονισμού ηλεκτροψεκασμού. Η ποσοτικοποίηση πραγμα-

τοποιήθηκε χρησιμοποιώντας  m/z 524.37, με χρόνο έκλουσης 6-7 λεπτά. Κατασκευάστηκε μια

πρότυπη καμπύλη με συγκεντρώσεις του PAF από 1,6 έως 24 pmol. Σε κάθε πείραμα πραγματο-

ποιείτο μέτρηση της πρότυπης καμπύλης του  PAF, ενώ σε κάθε παρτίδα δειγμάτων υπήρχε και

δείγμα ελέγχου με συγκεκριμένη συγκέντρωση PAF. Ανάμεσα στις διαφορετικές ημέρες (inter-day

assay) και εντός της ημέρας (intra-day assay), η ακρίβεια ήταν 15,9% και 11,8%, αντίστοιχα. Τέλος,

πραγματοποιήθηκε  επεξεργασία  των  φασμάτων  μάζας  με  το  λογισμικό  Xcalibur  4.0  (Thermo

Scientific).

5.11 Στατιστική Ανάλυση
Η στατιστική ανάλυση έγινε με το πρόγραμμα  IBM SPSS Statistics V21.0.  Αρχικά,  ελέγχθηκε η

κανονικότητα  των  μεγεθών  με  βάση  το  τεστ Kolmogorov-Smirnov.  Τα  αποτελέσματα

εκφράστηκαν ως μέσος όρος ± τυπική απόκλιση ή ως διάμεσος (25ο-75ο τεταρτημόριο) ανάλογα

με την κανονικότητα ή μη της κατανομής τους, αντίστοιχα. Η σύγκριση μεταξύ των διαφορετικών

συνθηκών του πειράματος έγινε με  Kruskal Wallis, επειδή τα μεγέθη ήταν μη κανονικά. Για τη

διερεύνηση  πιθανής  συσχέτισης  μεταξύ  των  δεικτών  πραγματοποιήθηκε  έλεγχος  συσχέτισης

κατά  Spearman. Παρουσιάζονται μόνο οι στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις με το συντελεστή

του  Spearman σε  παρένθεση  (ρ).  Το  επίπεδο  στατιστικής  σημαντικότητας  ορίστηκε  στο  5%

(p<0,05).
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6.Αποτελέσματα

6.1 Προσδιορισμός φαινολικών συστατικών του συνολικού εκχυλίσματος 
των ποικιλιών κρασιού
Αρχικά πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός των ολικών φαινολικών συστατικών του αιθανολικού

εκχυλίσματος από τα παραπροϊόντα οινοποίησης και των τεσσάρων ερυθρών ποικιλιών, με βάση

την  πρότυπη  καμπύλη  του  γαλλικού  οξέος  (GA),  η  οποία  παρουσιάζεται  στο  ακόλουθο

διάγραμμα.
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Διάγραμμα 1. Πρότυπη καμπύλη γαλλικού οξέος

Με βάση τα αποτελέσματα της μέτρησης, η συγκέντρωση του ολικού αιθανολικού εκχυλίσματος

σε  ολικά  φαινολικά  συστατικά  βρέθηκε  7,9  μg GA/μl εκχυλίσματος ή  15,8  μg GA/  mg

εκχυλίσματος ή 965,4 μg GA/ g παρα-προιόντων.

6.2 Εκχύλιση Bligh-Dyer του αιθανολικού εκχυλίσματος
Με  σκοπό  να  μελετήσουμε  εάν  η  δράση  των  συστατικών  του  αιθανολικού  εκχυλίσματος

οφείλεται  περισσότερο  στα  υδατοδιαλυτά  ή  οργανικά  συστατικά  του  πραγματοποιήθηκε

εκχύλιση του ολικού αιθανολικού εκχυλίσματος με τη μέθοδο Bligh-Dyer. Οπότε, προέκυψαν δύο

φάσεις,  η  υδατική  και  η  χλωροφορμική,  στις  οποίες  έγινε  επίσης  προσδιορισμός  της

συγκέντρωσης των ολικών φαινολικών συστατικών.  Συγκεκριμένα 1000  mg από το αιθανολικό

εκχύλισμα διαχωρίστηκαν σε 439,2 mg στην υδατική φάση και 217 mg στην χλωροφορμική φάση.

Άρα το 43.9 % των συστατικών βρέθηκε στην υδατική φάση και το 21.7% στην χλωροφορμική

φάση.  Ενώ  περίπου  το  20%  των  συστατικών  που  υπολείπεται  ήταν  στη  μεσόφαση  που  την

απορρίψαμε ώστε να μην έχουμε επιμόλυνση της μιας φάσης με την άλλη.  Όπως φαίνεται και
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στο  ακόλουθο  διάγραμμα,  η  συγκέντρωση  φαινολικών  συστατικών  στην  υδατική  φάση  του

αιθανολικού εκχυλίσματος βρέθηκε 10,1 μg/μl εκχυλίσματος ή 45,9 μg GA/ mg εκχυλίσματος, ενώ

στη χλωροφορμική φάση βρέθηκε 0,76 μg/μl εκχυλίσματος ή 7 μg GA/ mg εκχυλίσματος.
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Διάγραμμα 2. Συγκέντρωση φαινολικών συστατικών των εκχυλισμάτων

 

6.3 Επίδραση εκχυλίσματος στη βιωσιμότητα των PBMCs

6.3.1 ΜΤΤ

Προκειμένου  να  προσδιοριστεί  εάν  τα  εκχυλίσματα  είναι  κυτταροτοξικά  για  τα  PBMCs,

πραγματοποιήθηκε δοκιμασία κυτταροτοξικότητας με ΜΤΤ για διαφορετικές συγκεντρώσεις του

αιθανολικού  και  του  χλωροφορμικού  εκχυλίσματος  των  παρα-προϊόντων.  Συγκεκριμένα,  τα

κύτταρα επωάστηκαν για 24 ώρες με τα δύο εκχυλίσματα σε συγκεντρώσεις 500 και 1000 μg/ml.. 
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Διάγραμμα 3. Δοκιμασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ-24ωρη επώαση

Όπως  φαίνεται  στο  παραπάνω  διάγραμμα,  ο  αριθμός  των  κυττάρων  αυξήθηκε  σε  όλα  τα

δείγματα που περιείχαν εκχύλισμα, σε σχέση με το δείγμα ελέγχου. Συγκεκριμένα, και στις δύο

συγκεντρώσεις  του  χλωροφορμικού  εκχυλίσματος  παρατηρήθηκε  αύξηση  του  αριθμού  των

κυττάρων κατά 34% περίπου, σε σχέση με το δείγμα ελέγχου. Στα κύτταρα που επωάστηκαν με

αιθανολικό εκχύλισμα συγκέντρωσης 500 μg/ml, παρατηρήθηκε πολύ μεγάλη αύξηση, της τάξης

του 134%, σε σχέση με το δείγμα ελέγχου. Τέλος, τα κύτταρα που επωάστηκαν με αιθανολικό

εκχύλισμα συγκέντρωσης 1000 μg/ml αυξήθηκαν κατά 71%.

Επειδή ήταν πιθανό το χρώμα των εκχυλισμάτων να επηρεάζει την απορρόφηση των δειγμάτων,

πραγματοποιήθηκε ένα επιπλέον πείραμα με τα ίδια εκχυλίσματα, στις ίδιες συγκεντρώσεις, με

και χωρίς MTT. Σε αυτό το πείραμα, τα κύτταρα επωάστηκαν για 3 ώρες με τα εκχυλίσματα.
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Διάγραμμα 4. Δοκιμασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ-3ωρη επώαση

Ύστερα από αφαίρεση των απορροφήσεων των δειγμάτων που είχαν επωαστεί με εκχυλίσματα

χωρίς  ΜΤΤ  από  τις  απορροφήσεις  των  αντίστοιχων  δειγμάτων  που  είχαν  επωαστεί  σε

εκχυλίσματα  με  ΜΤΤ,  φάνηκε  πως τα  χλωροφορμικά  εκχυλίσματα  προκαλούσαν  μείωση του
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αριθμού των κυττάρων, ενώ τα αιθανολικά προκαλούσαν αύξηση. Συγκεκριμένα, επώαση των

κυττάρων στο χλωροφορμικό εκχύλισμα συγκέντρωσης 500 μg/ml οδήγησε σε μικρή μείωση 24%,

ενώ επώαση στο χλωροφορμικό εκχύλισμα συγκέντρωσης 1000 μg/ml προκάλεσε μείωση 16% σε

σχέση  με  το  δείγμα  ελέγχου.  Αντίθετα,  η  επώαση  τω  κυττάρων  στις  συγκεντρώσεις  του

αιθανολικού εκχυλίσματος 500 και 1000 μg/ml, οδήγησε σε αύξηση 49% και 79%, αντίστοιχα.

Μετά την εκχύλιση του ολικού αιθανολικού εκχυλίσματος με  Bligh-Dyer, προσδιορίστηκε και η

κυτταροτοξικότητα των επιμέρους φάσεων με ΜΤΤ. Αναλυτικότερα, έγινε 24ωρη επώαση των

κυττάρων  με  το  αιθανολικό  εκχύλισμα,  τη  χλωροφορμική  και  την  υδατική  φάση,  σε  τρεις

διαφορετικές  συγκεντρώσεις,  500  μg/ml,  1000  μg/ml και  1500  μg/ml.  Προκειμένου  να

αποφευχθεί  η αλλοίωση της μετρούμενης απορρόφησης από τα χρώματα των εκχυλισμάτων,

έγινε μέτρηση σε δείγματα που περιείχαν τα εκχυλίσματα με και χωρίς ΜΤΤ. 

Διάγραμμα 5. Δοκιμασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ (αιθανολικό εκχύλισμα και
κλάσματα αιθανολικού)-24ωρη επώαση

Όπως φαίνεται από το παραπάνω διάγραμμα, σε κάποια εκχυλίσματα παρατηρήθηκε μείωση, σε

άλλα αύξηση και σε κάποια, σχεδόν καμία επίδραση στον αριθμό των κυττάρων. Συγκεκριμένα,

στις  συγκεντρώσεις  του  ολικού  αιθανολικού  εκχυλίσματος  500  μg/ml και  1000  μg/ml

παρατηρήθηκε  πολύ μικρή αύξηση,  5% και  8% αντίστοιχα.  Επίσης,  αύξηση του αριθμού των

κυττάρων, κατά 29%, παρατηρήθηκε στη συγκέντρωση 1500 μg/ml του αιθανολικού. Παράλληλα,

παρατηρήθηκε  μείωση  των  κυττάρων  κατά  33%  στο  εκχύλισμα  της  χλωροφορμικής  φάσης

συγκέντρωσης 500 μg/ml, ενώ στα αντίστοιχα εκχυλίσματα με συγκεντρώσεις 1000 μg/ml και
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1500 μg/ml παρατηρήθηκε μικρότερη μείωση, 10% και 7%, αντίστοιχα. Τέλος, στο εκχύλισμα της

υδατικής φάσης συγκέντρωσης 500 μg/ml παρατηρήθηκε μικρή αύξηση των κυττάρων, κατά 8%,

ενώ στις συγκεντρώσεις 1000 μg/ml και 1500 μg/ml, ο αριθμός των κυττάρων εμφάνισε μικρή

μείωση κατά 7% περίπου.

6.3.2 Μέτρηση κυττάρων
Προκειμένου να επιβεβαιωθούν τα αποτελέσματα της δοκιμασίας κυτταροτοξικότητας με ΜΤΤ,

έγινε  προσδιορισμός  του  αριθμού  των  κυττάρων,  με  μέτρηση  σε  ηλεκτρονικό  μικροσκόπιο.

Αρχικά,  πραγματοποιήθηκε  δοκιμή  με  τις  ακόλουθες  συγκεντρώσεις  του  ολικού  αιθανολικού

εκχυλίσματος: 500, 1000, 1500 και 2000 μg/ml. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 3 και 24 ώρες με

εκχυλίσματα  σε  συγκεντρώσεις  που  αναφέρθηκαν  και  στη  συνέχεια  έγινε  μέτρηση  σε

αιματοκυτταρόμετρο.
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Διάγραμμα 6. Μέτρηση κυττάρων-3ωρη επώαση

Από  τα  αποτελέσματα  της  τρίωρης  επώασης,  όπως  φαίνεται  από  το  παραπάνω  διάγραμμα,

παρατηρήθηκε  μικρή μείωση του αριθμού των  κυττάρων που επωάστηκαν  με  το  αιθανολικό

εκχύλισμα σε συγκέντρωση 1000 μg/ml, κατά 20%. Αντίθετα, τα κύτταρα που επωάστηκαν σε

αιθανολικό  εκχύλισμα  συγκέντρωσης  1500  μg/ml αυξήθηκαν  κατά  23%.  Τα  εκχυλίσματα  με

συγκέντρωση 500 μg/ml και 2000 μg/ml, φάνηκε να μην προκαλούν μεταβολές στον αριθμό των

κυττάρων.
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Διάγραμμα 7. Μέτρηση κυττάρων-24ωρη επώαση

Από την 24ωρη επώαση, παρατηρήθηκε σταδιακή αύξηση του αριθμού των κυττάρων, καθώς

αυξανόταν η συγκέντρωση του αιθανολικού εκχυλίσματος μέχρι τα 1500 μg/ml. Συγκεκριμένα, ο

αριθμός  των  κυττάρων  μειώθηκε  κατά  32%  όταν  επωάστηκαν  σε  αιθανολικό  εκχύλισμα

συγκέντρωσης 500 μg/ml.  Το ποσοστό αυτό μειώθηκε σε 4% στα εκχυλίσματα συγκέντρωσης

1000 μg/ml.  Αντίθετα,  τα  κύτταρα  που επωάστηκαν  σε  εκχύλισμα συγκέντρωσης  1500 μg/ml

αυξήθηκαν κατά 11% και τα κύτταρα που επωάστηκαν σε συγκέντρωση 2000 μg/ml μειώθηκαν

κατά 62,54%.

Ακόμη, προσδιορίστηκε και η βιωσιμότητα των κυττάρων, έπειτα από 24ωρη επώαση με τις δύο

διαφορετικές  φάσεις  που  προέκυψαν  από  την  εκχύλιση  του  αιθανολικού  με  Bligh-Dyer.  Τα

εκχυλίσματα δοκιμάστηκαν σε συγκεντρώσεις 100 μg/ml και 1500 μg/ml.
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Διάγραμμα 8. Μέτρηση κυττάρων (αιθανολικό εκχύλισμα και κλάσματα)-24ωρη
επώαση
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Τα αποτελέσματα του διαγράμματος δείχνουν πολύ μικρή επίδραση στον αριθμό των κυττάρων

που επωάστηκαν σε  αιθανολικό  εκχύλισμα συγκέντρωσης  1000  μg/ml και  συγκεκριμένα,  μια

μείωση της  τάξης  του 4%.  Αντίθετα,  στα κύτταρα που επωάστηκαν με  αιθανολικό εκχύλισμα

συγκέντρωσης 1500 μg/ml, παρατηρήθηκε αύξηση κατά 11%. Τα κύτταρα που επωάστηκαν στα

εκχυλίσματα της  χλωροφορμικής  φάσης,  σε  συγκεντρώσεις  1000  και  1500  μg/ml,  μειώθηκαν

κατά 35% και 9%, αντίστοιχα. Τέλος, η επώαση των κυττάρων σε εκχύλισμα της υδατικής φάσης

συγκέντρωσης 1000 μg/ml οδήγησε σε αύξηση κατά 19%, ενώ το εκχύλισμα συγκέντρωσης 1500

μg/ml προκάλεσε μείωση του αριθμού των κυττάρων κατά 29%, σε σχέση με το δείγμα ελέγχου.

6.4 Έκκριση κυτταροκινών
Η αντιφλεγμονώδης δράση των υπό εξέταση εκχυλισμάτων ελέγχθηκε με βάση την ικανότητά

τους να μειώνουν την έκκριση των κυτταροκινών TNFα και Il-1β σε PBMCs που είχαν διεγερθεί με

LPS και εκφράστηκε ως ποσοστό % αναστολής του LPS.

6.4.1 Επίδραση LPS
Αρχικά,  πραγματοποιήθηκε  επώαση  των  PBMCs απουσία  και  παρουσία  LPS τελικής

συγκέντρωσης 10  ng/ml, για 4 και 24 ώρες, προκειμένου να επιβεβαιωθεί ότι ο συγκεκριμένος

παράγοντας  οδηγεί  σε  αύξηση  των  επιπέδων  των  δύο  κυτταροκινών.  Ως  δείγματα  ελέγχου

χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα, τα οποία δεν είχαν επωαστεί με LPS.
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Διάγραμμα  9. α.Επίδραση  LPS στην έκκριση  TNFα ύστερα από 4ωρη και 24ωρη
επώαση, β.Αποτελέσματα επίδρασης  LPS στην έκκριση  TNFα από 3 ανεξάρτητα
πειράματα 4ωρης επώασης

87

α



4h 24h
0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

4500

Έκκριση Il-1β

Δείγμα ελέγχου LPS

C(
pg

 Il
-1

β/
m

g 
ολ

ικ
ής

 π
ρω

τε
ϊν

ης
)

Δείγμα ελέγχου LPS
0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

Έκκριση IL-1β-4ωρη επώαση

C(
pg

 IL
-1

β/
m

g 
ολ

ικ
ής

 π
ρω

τε
ϊν

ης
)

Τόσο στην περίπτωση του TNFα, όσο και στην περίπτωση της Il-1β, φάνηκε ότι τα κύτταρα που

είχαν επωαστεί με  LPS για 4 και 24 ώρες, είχαν υψηλότερη έκκριση των δύο κυτταροκινών, σε

σχέση  με  τα  δείγματα  ελέγχου  (Διαγράμματα  9α  και  10α).  Λαμβάνοντας  υπ’  όψιν  και  τα

αποτελέσματα  της  επιβίωσης  των  κυττάρων  μετά  την  επώαση  με  εκχυλίσματα,

πραγματοποιήθηκαν τρία ανεξάρτητα πειράματα 4ωρης επώασης με  LPS (Διαγράμματα 9β και

10β). Συνολικά, από τα αποτελέσματα των τριών πειραμάτων, τα κύτταρα που είχαν επωαστεί με

LPS εμφάνισαν 10,6 φορές υψηλότερα επίπεδα  TNFα, σε σχέση με το δείγμα ελέγχου, ενώ τα

επίπεδα της Il-1β ήταν 7,4 φορές υψηλότερα στα κύτταρα που είχαν επωαστεί με LPS, σε σχέση

με το δείγμα ελέγχου.

6.4.2 Επίδραση εκχυλισμάτων στην έκκριση TNFα
Πραγματοποιήθηκε  επώαση  των  PBMCs με  LPS,  προκειμένου  να  ενεργοποιηθούν  οι

φλεγμονώδεις αποκρίσεις και να εκκριθούν κυτταροκίνες, όπως ο TNFα και η Il-1β. Τα κύτταρα

είχαν επωαστεί με το αιθανολικό και το χλωροφορμικό εκχύλισμα, καθώς και με την υδατική και

χλωροφορμική  φάση  του  αιθανολικού  εκχυλίσματος,  σε  συγκεντρώσεις  500  μg/ml και  1000

μg/ml για 4  και  24 ώρες.  Από την ποσότητα της κάθε κυτταροκίνης  που μετρήθηκε σε κάθε

δείγμα, υπολογίστηκε η %αναστολή της δράσης του  LPS. Το πρώτο πείραμα 24ωρης επώασης

έδειξε, σε κάποιες περιπτώσεις, ενεργοποιήσεις στη δράση του  LPS, σε αντίθεση με την 4ωρη

επώαση, όπου η επώαση των κυττάρων σε όλες τις συγκεντρώσεις των εκχυλισμάτων οδήγησε σε

αναστολή  της  δράσης  του  LPS.  Αυτό  σε  συνδυασμό  με  τα  πειράματα  της  βιωσιμότητας  των
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κυττάρων που παρουσιάστηκαν παραπάνω, μας οδήγησαν στο να επιλέξουμε τις 4 ώρες για τα

πειράματα  επίδρασης  των  εκχυλισμάτων  στην  έκκριση  κυτταροκινών.  Συνεπώς,

πραγματοποιήθηκαν τρία ανεξάρτητα πειράματα 4ωρης επώασης, με διπλά δείγματα για κάθε

συνθήκη  και  στη  συνέχεια,  διπλή  μέτρηση  του  κάθε  δείγματος  στην  ELISA.  Παρακάτω

παρουσιάζονται  ο πίνακας (Πίνακας 5) και το διάγραμμα (Διάγραμμα 11),  όπου φαίνονται  τα

επίπεδα έκκρισης του TNFα (pg TNFα/mg ολικής πρωτεΐνης) από τα κύτταρα που επωάστηκαν με

τα υπό εξέταση εκχυλίσματα, σε σύγκριση με το δείγμα ελέγχου (δεν έγινε επώαση με κάποιο

εκχύλισμα,  ούτε  διέγερση  με  LPS)  και  με  κύτταρα  που  επωάστηκαν  παρουσία  του  LPS.  Τα

αποτελέσματα εκφράζονται ως Μέσος (25ο-75ο τεταρτημόριο), λόγω της μη κανονικότητας των

μεγεθών.

Πίνακας 5. Προκαλούμενη από LPS έκκριση TNFα παρουσία των εκχυλισμάτων
Δείγμα pg TNFα/mg

ολικής πρωτεϊνης
p σε σχέση με το

control
p σε σχέση με τον

LPS
Control 310,6 (189,0-512,6) -- 0,000-

LPS 3446,5 (3160,4-4289,9) 0,000 -
Χλωροφορμικό 500 3474,6 (2684,4-5224,5) 0,000 1,000

Χλωροφορμικό 1000 2882,7 (2686,4-5458,1) 0,000 1,000
Αιθανολικό 500 1902,8 (1426,0-2491,4) 0,400 0,215

Αιθανολικό 1000 494,0 (418,0-584,6) 1,000 0,000
Υδατική φάση 500 3129,8 (2772,5-3243,5) 0,000 1,000

Υδατική φάση 1000 57,1 (49,1- 323,7) 1,000 0,000
Χλωροφορμική φάση

500
2698,9 (1586,6-3393,1) 0,024 1,000

Χλωροφορμική φάση
1000

1377,5 (1345,3-2441,9) 0,329 0,264

Διάγραμμα 11. Έκκριση TNFα
Από τα παραπάνω αποτελέσματα φαίνεται ότι τα κύτταρα που επωάστηκαν με τα εκχυλίσματα

παρουσία του  LPS, εμφάνισαν αύξηση της έκκρισης  του  TNFα, σε σχέση με το δείγμα ελέγχου.
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Εξαίρεση  αποτελούν  τα  κύτταρα  που  επωάστηκαν  με  την  υδατική  φάση  του  αιθανολικού

εκχυλίσματος, σε συγκέντρωση 1000 μg/ml, στα οποία παρατηρήθηκε μείωση της έκκρισης της

κυτταροκίνης. 

Σε σύγκριση με τα κύτταρα που επωάστηκαν μόνο με LPS, όλα τα κύτταρα που επωάστηκαν και

με  τα  εκχυλίσματα  εμφάνισαν  μειωμένη  έκκριση  του  TNFα,  με  εξαίρεση  τα  κύτταρα  που

επωάστηκαν  με  το  χλωροφορμικό  εκχύλισμα,  σε  συγκέντρωση 500  μg/ml.  Από  τα  υπόλοιπα

εκχυλίσματα, η μείωση της έκκρισης της κυτταροκίνης ήταν σημαντική μόνο για το αιθανολικό

εκχύλισμα,  σε  συγκέντρωση 1000  μg/ml (494 pg/mg,  p<=0,0)  και  για  την  υδατική φάση του

αιθανολικού εκχυλίσματος, σε συγκέντρωση 1000 μg/ml (57,1 pg/mg, p<=0,0).

Για  να  διερευνηθεί  η  επίδραση  των  εκχυλισμάτων  στη  δράση  του  LPS,  τα  αποτελέσματα

παρουσία των εκχυλισμάτων, εκφράστηκαν ως % της δράσης του LPS. Στον παρακάτω πίνακα και

διάγραμμα παρουσιάζεται η αναστολή που προκάλεσε το κάθε εκχύλισμα στη δράση του LPS. 

Πίνακας 6. %Αναστολή από τα εκχυλίσματα στην έκκριση TNFα που προκαλεί ο 
LPS

Δείγμα %LPS p σε σχέση με τον LPS 
LPS 100 -

Χλωροφορμικό 500 95,8 (81,7-113,4) 1,000
Χλωροφορμικό 1000 94,8 (75,2-121,0) 1,000

Αιθανολικό 500 38,2 (22,2-90,1) 0,049
Αιθανολικό 1000 6,0 (-2,1-10,0) 0,000

Υδατική φάση 500 74,6 (60,4-85,5) 1,000
Υδατική φάση 1000 -9,3 (-10,9--4,7) 0,000

Χλωροφορμική φάση 500 66,2 (46,4-108,6) 1,000
Χλωροφορμική φάση 1000 37,4 (32,0-45,9) 0,011
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Διάγραμμα  12.  %Αναστολή LPS-Έκκριση TNFα (0δείγμα που επωάστηκε μόνο με LPS,
1χλωροφορμικό εκχύλισμα 500  μg/ml,  2 χλωροφορμικό εκχύλισμα 1000  μg/ml,  3αιθανολικό
εκχύλισμα 500 μg/ml, 4αιθανολικό εκχύλισμα 1000 μg/ml, 5υδατική φάση 500 μg/ml, 6υδατική
φάση 1000 μg/ml, 7χλωροφορμική φάση 500 μg/ml, 8χλωροφορμική φάση 1000 μg/ml)

Από τον παραπάνω πίνακα και το ακόλουθό του διάγραμμα, φαίνεται ότι όλα τα εκχυλίσματα

ανέστειλαν τη δράση του LPS, όσον αφορά την έκκριση TNFα. Η υδατική φάση του αιθανολικού

εκχυλίσματος,  σε  συγκέντρωση  1000  μg/ml φάνηκε  ότι  προκαλεί  ότι  αναστέλλει  πλήρως  τη

δράση του  LPS  (-9,3% αναστολή,  p<=0,0) και  όπως αναφέρθηκε και  παραπάνω, προκλήθηκε

μείωση  της  έκκρισης  κάτω  από  τα  βασικά  επίπεδα  (δείγμα  αναφοράς).  Από  τα  υπόλοιπα

εκχυλίσματα,  σημαντική  ήταν  η  αναστολή  που  προκάλεσε  η  επώαση  των  κυττάρων  με  το

αιθανολικό εκχύλισμα, σε συγκέντρωση 500 μg/ml (38,2%, p=0,049 ) και 1000 μg/ml (6%, p=0,0)

και  με  τη  χλωροφορμική  φάση του  αιθανολικού  εκχυλίσματος,  σε  συγκέντρωση 1000  μg/ml

(37,4%, p=0,011).

6.4.3 Επίδραση εκχυλισμάτων στην έκκριση Il-1β
Και στην περίπτωση της Il-1β πραγματοποιήθηκαν τρία ανεξάρτητα πειράματα 4ωρης επώασης,

σε συγκεντρώσεις 500 μg/ml και 1000 μg/ml κάθε εκχυλίσματος, με διπλά δείγματα για κάθε

συνθήκη  και  στη  συνέχεια,  διπλή  μέτρηση  του  κάθε  δείγματος  στην  ELISA. Παρακάτω

παρουσιάζονται  ο πίνακας (Πίνακας 7) και το διάγραμμα (Διάγραμμα 13),  όπου φαίνονται  τα

επίπεδα έκκρισης της IL-1β (pg IL-1β/mg εκχυλίσματος) από κύτταρα που επωάστηκαν με τα υπό

εξέταση  εκχυλίσματα,  σε  σύγκριση  με  το  δείγμα  ελέγχου  (δεν  έγινε  επώαση  με  κάποιο

εκχύλισμα,  ούτε  διέγερση  με  LPS)  και  με  κύτταρα  που  επωάστηκαν  παρουσία  του  LPS.  Τα

91



αποτελέσματα εκφράζονται ως Μέσος (25ο-75ο τεταρτημόριο), λόγω της μη κανονικότητας των

μεγεθών.

Πίνακας 7. Προκαλούμενη από LPS έκκριση IL-1β παρουσία των εκχυλισμάτων 
Δείγμα pg IL-1β/mg

ολικής πρωτεϊνης
p σε σχέση με το

control 
p σε σχέση με τον

LPS 
Control 697,7 (310,4-1115,0) - 0,000

LPS 4850,2 (3906,7-7942,1) 0,000 -
Χλωροφορμικό 500 3717,2 (3277,2-

10770,2)
0,001 1,000

Χλωροφορμικό 1000 5246,8 (3128,2-
10895,1)

0,000 1,000

Αιθανολικό 500 4574,3 (3760,8-5523,0) 0,001 1,000
Αιθανολικό 1000 4062,9 (2282,3-6466,2) 0,004 1,000

Υδατική φάση 500 5418,2 (4619,0-7873,2) 0,000 1,000
Υδατική φάση 1000 3518,7 (2598,4-6232,1) 0,030 1,000

Χλωροφορμική φάση
500

3447,9 (2341,9-4357,8) 0,376 1,000

Χλωροφορμική φάση
1000

2592,6 (1731,3-6145,5) 0,320 0,927

Διάγραμμα 13. Αναστολή δράσης LPS (έκκριση Il-1β) από τα εκχυλίσματα
Από  τα  αποτελέσματα  που  παρουσιάζονται  παραπάνω,  φαίνεται  ότι  στα  κύτταρα  που

επωάστηκαν με παρουσία του LPS, αυξήθηκε η έκκριση της IL-1β, σε σχέση με το δείγμα ελέγχου

(697,7 pg/mg). 

Σε σύγκριση με τα κύτταρα που επωάστηκαν μόνο με LPS (4850,2  pg/mg), όλα τα κύτταρα που

επωάστηκαν  και  με  τα  εκχυλίσματα  εμφάνισαν  μειωμένη  έκκριση  της  IL-1β,  με  εξαίρεση  το

χλωροφορμικό εκχύλισμα, σε συγκέντρωση 1000 μg/ml και την υδατική φάση του αιθανολικού

εκχυλίσματος, σε συγκέντρωση 500 μg/ml.
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Για  να  διερευνηθεί  η  επίδραση  των  εκχυλισμάτων  στην  δράση  του  LPS τα  αποτελέσματα

παρουσία των εκχυλισμάτων εκφράστηκαν ως % της δράσης του LPS. Στον παρακάτω πίνακα και

διάγραμμα παρουσιάζεται η αναστολή που προκάλεσε κάθε εκχύλισμα στη δράση του LPS.

Πίνακας 8. %Αναστολή από τα εκχυλίσματα στην έκκριση IL-1β που προκαλεί ο 
LPS 

Δείγμα %LPS p σε σχέση με τον LPS 

LPS 100 -

Χλωροφορμικό 500 89,4 (42,1-159,1) 1,000

Χλωροφορμικό 1000 74,4 (69,6-161,2) 1,000

Αιθανολικό 500 82,1 (69,6-94,3) 0,603

Αιθανολικό 100 62,9 (40,7-96,4) 0,223

Υδατική φάση 500 112,9 (71,2-125,5) 1,000

Υδατική φάση 1000 80,0 (28,8-86,8) 0,044

Χλωροφορμική φάση 500 48,1 (37,0-76,1) 0,016

Χλωροφορμική φάση 1000 35,3 (27,6-79,5) 0,001

Διάγραμμα  14.  %Αναστολή  LPS-Έκκριση  IL-1β(0δείγμα  που  επωάστηκε  μόνο  με  LPS,
1χλωροφορμικό εκχύλισμα  500 μg/ml,  2 χλωροφορμικό  εκχύλισμα 1000 μg/ml,  3αιθανολικό
εκχύλισμα 500 μg/ml, 4αιθανολικό εκχύλισμα 1000 μg/ml, 5υδατική φάση 500 μg/ml, 6υδατική
φάση 1000 μg/ml, 7χλωροφορμική φάση 500 μg/ml, 8χλωροφορμική φάση 1000 μg/ml)

Από τον παραπάνω πίνακα και το διάγραμμα φαίνεται ότι σε όλα τα κύτταρα που επωάστηκαν με

εκχυλίσματα, προκλήθηκε αναστολή της δράσης του LPS,αναφορικά με την έκκριση IL-1β. Μόνο η
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αναστολή  που  προκλήθηκε  από  την  υδατική  φάση  του  αιθανολικού  εκχυλίσματος,  σε

συγκέντρωση  1000  μg/ml (80%,  p=0,044)  και  από  τη  χλωροφορμική  φάση  του  αιθανολικού

εκχυλίσματος, και στις δύο συγκεντρώσεις (500 μg/ml και 1000 μg/ml, 48,1% και 35,3%, p=0,016

και p=0,001, αντίστοιχα), ήταν σημαντική.

5.5 Ενζυμική κινητική
Με σκοπό να εξετασθεί η επίδραση των εκχυλισμάτων από τα παρά-προϊόντα οινοποίησης στην

δραστικότητα της PAF CPT έπρεπε αρχικά να βρεθούν  οι βέλτιστες συνθήκες δράσης του ενζύμου

στα  PBMCs.   Συγκεκριμένα έπρεπε να βρεθεί  η κατάλληλη ποσότητα πρωτεΐνης,  δηλαδή του

ενζύμου,   και  ο  κατάλληλος  χρόνος  διάρκειας  της  ενζυμικής  αντίδρασης  ώστε  να  έχουμε

γραμμική σχέση μεταξύ παραγωγής προϊόντος (PAF) και ποσότητας ενζύμου.  

Η  δραστικότητα  του  ενζύμου  PAF CPT προσδιορίστηκε  σε  ομονογενοποίημα  από  PBMC.  Η

ποσοτικοποίηση  των  επιπέδων  του  παραγόμενου  PAF έγινε  με  υγρή  χρωματογραφία

συνδεδεμένη με φασματογραφία μάζας (LCMS). Για το λόγο αυτό κατασκευάστηκε μια πρότυπη

καμπύλη PAF, βάσει της οποίας υπολογίστηκαν τα pmol του παραγόμενου PAF σε κάθε συνθήκη.
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Διάγραμμα 15. Πρότυπη καμπύλη PAF

Παρακάτω παρουσιάζονται το διάγραμμα ποσότητας του  PAF (pmol PAF) σε συνάρτηση με το

χρόνο (min), για διαφορετικές ποσότητες πρωτεΐνης (μg), το διάγραμμα ποσότητας του PAF (pmol

PAF) σε συνάρτηση με την ποσότητα της πρωτεΐνης (μg), για διαφορετικούς χρόνους (min), καθώς

και το διάγραμμα της ταχύτητας της ενζυμικής αντίδρασης της παραγωγής του PAF (pmol/min) σε

συνάρτηση με την ποσότητα της πρωτεΐνης (μg), για διαφορετικούς χρόνους (min).
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Διάγραμμα 16. Ποσότητα PAF- χρόνος

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
0

5

10

15

20

25

 
Γραμμική ()
5 min
Γραμμική (5 min)
10 min
Γραμμική (10 min)
15 min
Γραμμική (15 min)
20 min
Γραμμική (20 min)

Πρωτεϊνη (μg)

PA
F 

(p
m

ol
)

Διάγραμμα 17. Ποσότητα PAF-ποσότητα πρωτεΐνης
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Διάγραμμα 18. Ταχύτητα ενζυμικής αντίδρασης-ποσότητα πρωτεΐνης

Με βάση τα  αποτελέσματα που παρουσιάζονται  στα παραπάνω διαγράμματα,  θα επιλεγεί  η

ποσότητα των 15 μg στα 15 λεπτά, προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση των εκχυλισμάτων στη

δραστικότητα του ενζύμου PAF CPT.

5.6 Επίδραση LPS στη δραστικότητα της PAF CPT
Τέλος, πραγματοποιήθηκε και ένα πρόδρομο πείραμα, όπου εξετάστηκε η επίδραση του LPS στη

δραστικότητα της PAF CPT, μέσω του προσδιορισμού των επιπέδων του PAF σε PBMCs που είχαν

επωαστεί για 4 και 24 ώρες με LPS. Τα αποτελέσματα συγκρίθηκαν με δείγματα ελέγχου, δηλαδή

κύτταρα που δεν είχαν επωαστεί με LPS.
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Διάγραμμα 19. Επίδραση LPS στη δραστικότητα της PAF CPT

Όπως φαίνεται από το παραπάνω διάγραμμα, τα επίπεδα του PAF ήταν υψηλότερα και μετά την

4ωρη και μετά την 24ωρη επώαση στα κύτταρα που είχαν επωαστεί με  LPS,  σε σχέση με το

δείγμα ελέγχου. Συγκεκριμένα, μετά την 4ωρη επώαση, τα επίπεδα του  PAF ήταν υψηλότερα

κατά 11%, στα κύτταρα που είχαν επωαστεί με LPS, σε σχέση με το δείγμα ελέγχου, ενώ μετά την
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24ωρη  επώαση,  παρατηρήθηκε  70%  αύξηση  των  επιπέδων  του  PAF στα  κύτταρα  που  είχαν

επωαστεί με LPS, σε σχέση με το δείγμα ελέγχου.
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7.Συζήτηση
Από τη δεκαετία του 1970, τα αποτελέσματα των πρώτων επιδημιολογικών μελετών [175,96] επι-

βεβαίωσαν τον ευεργετικό ρόλο της μέτριας κατανάλωσης κρασιού στις καρδιαγγειακές παθή-

σεις. Η ανάδυση του φαινομένου που ονομάστηκε «Γαλλικό Παράδοξο», στη διάρκεια της δεκαε-

τίας του 1990, πυροδότησε ακόμη μεγαλύτερο επιστημονικό ενδιαφέρον σχετικά με τις ιδιότητες

του κρασιού [104,105], αλλά και των σταφυλιών. Ωστόσο, την ίδια εποχή άρχισαν να μελετώνται

και μεμονώμενα φαινολικά συστατικά που περιέχονται στο κρασί και τα σταφύλια [106], καθώς

και να δοκιμάζονται διαφορετικά είδη εκχυλισμάτων και καινοτόμες μέθοδοι εκχύλισης.

Τα τελευταία χρόνια, έχει πραγματοποιηθεί πλήθος μελετών, οι οποίες εξετάζουν την in vitro επί-

δραση εκχυλισμάτων διαφόρων ποικιλιών λευκού και κόκκινου κρασιού [84,135,139], σταφυλιών

[168,170], καθώς και φαινολικών ενώσεων [134,137,138] στις αποκρίσεις πολλαπλών κυτταρικών

τύπων. Τα συγκεριμένα εκχυλίσματα εξετάζονται, κυρίως, για το αντιφλεγμονώδες και αντιοξει -

δωτικό τους δυναμικό. Μια από τις φαινολικές ενώσεις, η οποία έχει μελετηθεί κατά κόρον, είναι

η ρεσβερατρόλη [84], η οποία έχει εμφανίσει τόσο αντιφλεγμονώδεις, όσο και αντιοξειδωτικές

δράσεις  [140,141,142,143,144,145,146].  Άλλη  μια  φαινολική  ένωση,  η  οποία  έχει  αποτελέσει

αντικείμενο μελετών, είναι η κερκετίνη [133]. Ως κυτταρικές σειρές στις παραπάνω ερευνητικές

εργασίες  χρησιμοποιήθηκαν,  κυρίως,  κύττταρα  που  σχετίζονται  άμεσα  με  τη  φλεγμονώδη

απόκριση, όπως μακροφάγα [144], αιμοπετάλια [139,145] και περιφερικά μονοπύρηνα κύτταρα

του αίματος [142,170], τα οποία είχαν διεγερθεί με φλεγμονώδεις παράγοντες. Βασικό σημείο

στην πειραματική διαδικασία των μέχρι τώρα in vitro μελετών ήταν η ανίχνευση των επιπέδων

διαφόρων κυτταροκινών, ύστερα από επώαση των κυττάρων στα υπό μελέτη εκχυλίσματα.

Παρόλα αυτά, λόγω της ύπαρξης της αιθανόλης, η οποία έχει και επιβλαβή για τον οργανισμό

δράση, δεν μπορεί να καταναλωθεί μεγάλη ποσότητα κρασιού. Τα παραπροϊόντα οινοποίησης

αποτελούν μια φθηνή πηγή ανάλογων συστατικών, η οποία παραμένει ανεκμετάλλευτη και θα

μπορούσαν δυνητικά να χρησιμοποιηθούν ως πηγή για την παραλαβή τους. Πρόκειται για τα δια-

φορετικά τμήματα του σταφυλιού, όπως τα στέμφυλα, τα κοτσάνια, οι καρποί, τα φύλλα και οι

οινολάσπες,  τα  οποία  απορρίπτονται  κατά  τη  διαδιακασία  παραγωγής  κρασιού.  Ωστόσο,  οι

ιδιότητες των εκχυλισμάτων παρα-προϊόντων οινοποίησης δεν έχουν μελετηθεί επαρκώς ως προς

το αντιφλεγμονώδες δυναμικό τους.

Σκοπός της παρούσας ερευνητικής εργασίας ήταν να καλύψει αυτό το κενό της βιβλιογραφίας και

να εξετάσει την αντιφλεγμονώδη δράση εκχυλισμάτων παρα-προϊόντων οινοποίησης και συγκε-

κριμένα,  στεμφύλων από τέσσερις ποικιλίες  σταφυλιών (Cabernet Sauvignon,  Cabernet Franc,
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Syrah και Ξινόμαυρο). Πραγματοποίηθηκε  αιθανολική εκχύλιση των στεμφύλων και προοέκυψαν

ένα αιθανολικό και ένα χλωροφορμικό εκχύλισμα από το συνδυασμό των τεσσάρων ποικιλιών,

ενώ έγινε και διαχωρισμός του ολικού εκχυλίσματος σε χλωροφορμική και υδατική φάση, με σκο-

πό να διερευνηθεί εάν η βιολογική δράση οφείλεται στα υδατοδιαλυτά ή λιποδιαλυτά συστατικά

του. Η κυτταρική σειρά που χρησιμοποιήθηκε ήταν περιφερικά μονοπύρηνα κύτταρα του αίματος

(PBMCs), τα οποία δεν έχουν χρησιμοποιηθεί σε πολλές ερευνητικές εργασίες.

Αρχικά, εξετάστηκε το ολικό φαινολικό περιεχόμενο του αιθανολικού εκχυλίσματος και των δύο

κλασμάτων του. Η συγκέντρωση του αιθανολικού εκχυλίσματος βρέθηκε ίση με 15,8 μg GA/ mg

εκχυλίσματος, ενώ οι συγκεντρώσεις της υδατικής και χλωροφορμικής φάσης βρέθηκαν ίσες με

45,9 μg GA/  mg εκχυλίσματος και 7 μg GA/  mg εκχυλίσματος. Αυτά τα αποτελέσματα οδηγούν

στο συμπέρασμα ότι το μεγαλύτερο ποσοστό των φαινολικών ενώσεων  εκχυλίζεται στην υδατική

στοιβάδα.

Η δοκιμασία κυτταροτοξικότητας των εκχυλισμάτων με ΜΤΤ που ακολούθησε, έδειξε, αρχικά, ότι,

τόσο το αιθανολικό, όσο και το χλωροφορμικό εκχύλισμα, προκαλούν αύξηση του αριθμού των

κυττάρων, ύστερα από 24ωρη επώαση σε συγκεντρώσεις 500 μg/ml και 1000 μg/ml των δύο εκ-

χυλισμάτων. Συγκεκριμένα, η επώαση με το αιθανολικό εκχύλισμα σε συγκέντρωση 500 μg/ml

έδειξε μεγαλύτερο ποσοστό αύξησης (134%), σε σχέση με την αντίστοιχη του χλωροφορμικού εκ-

χυλίσματος (34%). Υποθέσαμε ότι το χρώμα των εκχυλισμάτων ήταν πιθανό να επηρεάζει τις τι-

μές της απορρόφησης των δειγμάτων και να οδηγούμαστε σε ψευδώς θετικά αποτελέσματα. Συ-

νεπώς, ακολούθησε η ίδια δοκιμασία, με 3ωρη επώαση των κυττάρων στα ίδια εκχυλίσματα, με

και χωρίς την προσθήκη ΜΤΤ. Ύστερα από αφαίρεση των απορροφήσεων των δειγμάτων που εί-

χαν επωαστεί σε εκχυλίσματα χωρίς ΜΤΤ από τις απορροφήσεις των αντίστοιχων δειγμάτων που

είχαν επωαστεί σε εκχυλίσματα με ΜΤΤ, φάνηκε τα αιθανολικά εκχυλίσματα προκαλούσαν αύξη-

ση. Η μεγαλύτερη αύξηση σημειώθηκε κατά την επώαση των κυττάρων με το αιθανολικό εκχύλι-

σμα, σε συγκνέντρωση 1000 μg/ml, όπου ο αριθμός των κυττάρων αυξήθηκε κατά 79%.

Στη συνέχεια της πειραματικής διαδικασίας, το αιθανολικό εκχύλισμα διαχωρίστηκε σε μία υδατι-

κή και μια χλωροφορμική φάση, μέσω της μεθόδου Bligh-Dyer και η δοκιμασία κυτταροτοξικότη-

τας με ΜΤΤ πραγματοποιήθηκε και για τα επιμέρους κλάσματα του αρχικού αιθανολικού εκχυλί-

σματος. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 24 ώρες με το ολικό αιθανολικό εκχύλισμα, τη χλωροφορμι -

κή και την υδατική φάση, σε συγκεντρώσεις 500 μg/ml, 1000 μg/ml και 1500 μg/ml, με και χωρίς

την προσθήκη ΜΤΤ. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι όλες οι συγκεντρώσεις του αιθανολικού εκχυλι-

σμάτος προκαλούσαν μικρή αύξηση του αριθμού των κυττάρων (5%, 8% και 29% για 500 μg/ml,
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1000 μg/ml και 1500 μg/ml αντίστοιχα). Όσον αφορά τα επιμέρους κλάσματα του αιθανολικού

εκχυλίσματος, η επώαση στο εκχύλισμα της χλωροφορμικής φάσης προκάλεσε μείωση σε όλες

τις συγκεντρώσεις και η επώαση στο εκχύλισμα της υδατικής φάσης προκάλεσε αύξηση των κυτ-

τάρων μόνο σε συγκέντρωση 500 μg/ml, ενώ σε συγκεντρώσεις 1000 και 1500 μg/ml, προκλήθηκε

μικρή μείωση (7%).

Επειδή όμως υπάρχει ακόμα περίπτωση το χρώμα των εκχυλισμάτων σε συνδιασμό με τη χρωστι-

κή που περιέχει το θρεπτικό υλικό (κόκκινο της φαινόλης) να επηρεάζει την μέτρηση ΜΤΤ, προ-

χωρήσαμε σε μέτρηση των κυττάρων με  αιματοκυτταρόμετρο,  σε μικροσκόπιο.  Συγκεκριμένα,

ύστερα από 3ωρη επώαση με το αιθανολικό εκχύλισμα σε συγκεντρώασεις 500 μg/ml, 1000 μg/

ml, 1500 μg/ml και 2000 μg/ml, παρατηρήθηκε μια μείωση του αριθμού των κυττάρων που είχαν

επωαστεί με το εκχύλισμα σε συγκέντρωση 1000 μg/ml, κατά 20%. Το αποτέλεσμα αυτό δε συ-

νάδει με τη μέτρηση του ΜΤΤ, όπου η επώαση σε όλες τις συγκεντρώσεις του αιθανολικού εκχυ-

λίσματος οδηγούσε σε αύξηση και είναι πιθανό να αποδίδεται σε σφάλμα κατά τη μέτρηση. Όταν

έγινε επανάληψη του ίδιου πειράματος με τις ίδιες συγκεντρώσεις, αλλά 24ωρη επώαση των κυτ-

τάρων, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι ο αριθμός των κυττάρων ήταν ελαφρώς μειωμένος όταν

επωάστηκαν σε συγκέντρωση 500 μg/ml (32%). Το ποσοστό μέιωσης του αριθμού των κυττάρων

ελαττώθηκε από 32% σε 4% κατά την επώαση σε εκχύλισμα συγκέντρωσης 1000 μg/ml. Ο αριθ-

μός των κυττάρων παρουσίασε αύξηση μόνο όταν έγινε επώαση σε εκχύλισμα συγκέντρωσης

1500 μg/ml (11%). Ωστόσο, σε συγκέντρωση του εκχυλίσματος 2000 μg/ml παρατηρήθηκε μείω-

ση των κυττάρων κατά 62,54%. Η μείωση αυτή ήταν αναμενόμενη, καθώς ήταν πιθανό η αύξηση

της συγκέντρωσης του εκχυλίσματος πάνω από κάποιο όριο (1500 μg/ml) να είναι κυτταροτοξική

για τα κύτταρα.

Η μέτρηση των κυττάρων στο μικροσκόπιο και για τα επιμέρους κλάσματα του αιθανολικού εκχυ-

λίσματος συμφώνησε σε αρκετά σημεία με τη δοκιμασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ. Συγκεκριμένα,

ύστερα από 24ωρη επώαση των κυττάρων στο αιθανολικό εκχύλισμα, στη χλωροφορμική και την

υδατική φάση, σε συγκεντρώσεις 1000 μg/ml και 1500 μg/ml, φάνηκε ότι το αιθανολικό εκχύλι-

σμα δεν προκαλούσε σημαντική αύξηση του αριθμού των κυττάρων σε συγκέντρωση 1500 μg/ml

(11%), ενώ σε συγκέντρωση 1000 μg/ml, προκλήθηκε πολύ μικρή μείωση (4%). Η επώαση σε εκ-

χυλίσματα της χλωροφορμικής φάσης προκάλεσε μείωση του αριθμού των κυττάρων, όπως είχε

παρατηρηθεί  και στη δοκιμασία με ΜΤΤ. Τέλος,  η επώαση σε εκχύλισμα της υδατικής φάσης

έδειξε αύξηση του αριθμού των κυττάρων σε συγκέντρωση 1000 μg/ml (19%), αλλά μείωση σε
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συγκέντρωση 1500 μg/ml (29%). Το αποτέλεσμα αυτό πιθανόν να υποδεικνύει ότι το εκχύλισμα

υδατικής φάσης είναι κυτταροτοξικό σε συγκέντρωση μεγαλύτερη από 1000 μg/ml.

Προκειμένου να ελεγχθεί η αντιφλεγμονώδης δράση των εκχυλισμάτων εξετάσθηκε η επίδρασή

τους στην έκκριση των κυτταροκινών TNFα και Il-1β από PBMCs που είχαν διεγερθεί με LPS. Αρχι-

κά, επιβεβαιώθηκε η ικανότητα του LPS να προκαλεί αύξηση της έκκρισης των κυτταροκινών σε

κύτταρα που επωάστηκαν με και χωρίς LPS και χωρίς εκχυλίσματα, για 4 και 24 ώρες. Συγκεκρι-

μένα, στις 4 ώρες επώασης,  όσον αφορά τον  TNFα, τα κύτταρα που είχαν επωαστεί με  LPS εμ-

φάνισαν 10,6 φορές υψηλότερα επίπεδα τις κυτταροκίνης, σε σχέση με το δείγμα ελέγχου, ενώ

τα επίπεδα της  Il-1β ήταν 7,4 φορές υψηλότερα στα κύτταρα που είχαν επωαστεί με  LPS, σε

σχέση με το δείγμα ελέγχου.

 Το επόμενο βήμα ήταν η επώαση κυττάρων παρουσία του LPS και διαφορετικών συγκεντρώσεων

(500 μg/ml και 1000 μg/ml) του χλωροφορμικού, του ολικού αιθανολικού εκχυλίσματος, αλλά και

των εκχυλισμάτων που προέκυψαν από το διαχωρισμό του ολικού εκχυλίσματος σε υδατική και

χλωροφορμική φάση, για 4 και 24 ώρες. Με βάση και τα πειράματα βιωσιμότητας, επιλέχθηκε να

γίνει επώαση στις 4 ώρες παρουσία των εκχυλισμάτων και του LPS.

Όσον αφορά την έκκρισης του TNFα, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι όλα τα εκχυλίσματα ανέστει-

λαν τη δράση του  LPS. Σημαντική ήταν η αναστολή που προκλήθηκε  από την επώαση των κυτ-

τάρων στο αιθανολικό εκχύλισμα σε συγκέντρωση 500 μg/ml (38,2%,  p=0,049 ) και 1000 μg/ml

(6%,  p=0,0) και στη χλωροφορμική φάση του αιθανολικού εκχυλίσματος, σε συγκέντρωση 1000

μg/ml (37,4%, p=0,011). Ακόμη, αξίζει να παρατηρηθεί ότι η υδατική φάση του αιθανολικού εκχυ-

λίσματος, σε συγκέντρωση 1000 μg/ml, φάνηκε να αναστέλλει πλήρως τη δράση του LPS (-9,3%,

p<=0,0), καθώς και να προκαλεί μείωση της έκκρισης της κυτταροκίνης κάτω από τα βασικά επί -

πεδα (δείγμα αναφοράς).

Αναφορικά με την έκκριση της IL-1β, φάνηκε ότι όλα τα εκχυλίσματα προκάλεσαν αναστολή της

δράσης  του  LPS.  Σημαντική  ήταν  η  αναστολή  που  προκλήθηκε  από  την  υδατική  φάση  του

αιθανολικού  εκχυλίσματος,  σε  συγκέντρωση  1000  μg/ml (80%,  p=0,044)  και  από  τη

χλωροφορμική φάση του αιθανολικού εκχυλίσματος, και στις δύο συγκεντρώσεις (500 μg/ml και

1000 μg/ml, 48,1% και 35,3%, p=0,016 και p=0,001, αντίστοιχα).

Το τελευταίο στάδιο της πειραματικής διαδικασίας ήταν ο προσδιορισμός των βέλτιστων συνθη-

κών για τον προσδιορισμό της δραστικότητας του βιοσυνθετικού ενζύμου του Παράγοντα Ενεργο-

ποίησης Αιμοπεταλίων (PAF),  PAF CPT.  Η ενζυμική αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε διαφορετι-
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κούς χρόνους (2, 5, 10, 15 και 20 λεπτά) και για διαφορετικές ποσότητες πρωτεϊνης (5, 10, 15 και

20 μg). Από τα αποτελέσματα, επιλέχθηκε διάρκεια της αντίδρασης 15 λεπτά και η ποσότητα

πρωτεϊνης 15 μg. Επίσης, μετρήθηκε η παραγωγή του PAF σε κύτταρα που είχαν επωαστεί με LPS

για 4 και 24 ώρες. Mετά την 4ωρη επώαση, τα επίπεδα του PAF ήταν υψηλότερα κατά 11%, στα

κύτταρα που είχαν επωαστεί με LPS, σε σχέση με το δείγμα ελέγχου, ενώ μετά την 24ωρη επώα-

ση, παρατηρήθηκε 70% αύξηση των επιπέδων του PAF στα κύτταρα που είχαν επωαστεί με LPS,

σε σχέση με το δείγμα ελέγχου. 

7.1 Περιορισμοί
Τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν προέρχονται από in vitro δοκιμασίες και συνεπώς, είναι

πιθανό η αντιφλεγμονώδης δράση που παρατηρήθηκε να είναι διαφορετική σε in vivo συνθήκες.

Υπάρχει  περίπτωση,  σε  επίπεδο  οργανισμού,  να  μεταβάλλεται  η  απορρόφηση  και  η

βιοδιαθεσιμότητα των ενεργών συστατικών που μελετώνται. 

7.2 Συμπεράσματα
Η παρούσα ερευνητική εργασία είναι η πρώτη που εξετάζει την αντιφλεγμονώδη δράση εκχυλι-

σμάτων στεμφύλων σε PBMCs.

Παρατηρήθηκε ότι η επώαση των κυττάρων με τα εκχυλίσματα για 4 ώρες οδηγεί σε αναστολή

των φλεγμονωδών αποκρίσεων που επάγει ο  LPS. Η παρατήρηση αυτή μπορεί να αξιοποιηθεί

στην παραγωγή λειτουργικών τροφίμων, τα οποία θα περιέχουν τέτοιου είδους εκχυλίσματα και

θα εμφανίζουν αντιφλεγμονώδεις δράσεις.
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