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ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η αρτηριακή υπέρταση (ΑΥ) έχει χαρακτηριστεί

από τον Παγκόσμιο Oργανισμό Υγείας ως ο βασι-

κός αναστρέψιμος παράγοντας κινδύνου για νοση-

ρότητα και θνησιμότητα, καθώς ευθύνεται για τον

θάνατο περίπου 9 εκατομμυρίων ανθρώπων ετη-

σίως1,2. Εξάλλου, πληθώρα κλινικών και επιδημιο-

λογικών μελετών έχει αναδείξει την ΑΥ ως ανεξάρ-

τητο και γραμμικά συσχετιζόμενο παράγοντα κιν-

δύνου για εμφάνιση στεφανιαίας νόσου, καρδιακής

ανεπάρκειας, χρόνιας νεφρικής βλάβης και πρόω-

ρου θανάτου3,4. Τα τελευταία επιδημιολογικά δε-

δομένα επισημαίνουν ότι 1.39 δισεκατομμύρια άν-

θρωποι πάσχουν από ΑΥ διεθνώς, αριθμός που
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Περιληψη

Η αρτηριακή υπέρταση (ΑΥ) αποτελεί τον σημαντικότερο παράγοντα κινδύνου για καρδιαγγειακή νοσηρότητα και

θνητότητα, ενώ περίπου το 40% των υπερτασικών ασθενών υπό φαρμακευτική αγωγή δεν έχει καταφέρει να επιτύ-

χει ρύθμιση της αρτηριακής πίεσης εντός των επιθυμητών ορίων. Η ιατρική της ακριβείας αποτελεί μια νέα προσέγ-

γιση ιατρικής περίθαλψης που ενσωματώνει δεδομένα που διέπονται από ατομική μεταβλητότητα, όπως η γενετική

διακύμανση και η περιβαλλοντική έκθεση, με σκοπό την επίτευξη στοχευμένης και εξατομικευμένης θεραπευτικής

αντιμετώπισης. Σημαντικό ρόλο στην προσπάθεια για επίτευξη ιατρικής της ακριβείας διαδραματίζει η συνεχής ανά-

πτυξη της βιολογίας των συστημάτων και της βιοπληροφορικής. Προς αυτή την κατεύθυνση στοχεύει η πρωτεωμική,

ένας εξελισσόμενος επιστημονικός κλάδος που αφορά τον προσδιορισμό και τη μελέτη του πρωτεώματος, δηλαδή

του συνόλου των πρωτεϊνών που παράγονται από ένα βιολογικό σύστημα, έχοντας ως αιχμή του δόρατος την τε-

χνολογία της φασματογραφίας μάζας. Oι στόχοι της πρωτεωμικής είναι η καλύτερη κατανόηση της παθοφυσιολογίας

της ΑΥ σε μοριακό επίπεδο και η καθιέρωση διαγνωστικών και θεραπευτικών αλγορίθμων για την αποτελεσματικό-

τερη πρόληψη και θεραπεία της. Τα τελευταία χρόνια έχουν διεξαχθεί λίγες αλλά σημαντικές κλινικές μελέτες πρω-

τεωμικής ανάλυσης σε ανθρώπους στο φάσμα της ΑΥ, ιδιαίτερα της ιδιοπαθούς και της δευτεροπαθούς, αλλά και

της προεκλαμψίας. Έχουν απομονωθεί σημαντικοί πρωτεϊνικοί βιοδείκτες με προβλεπτικό ρόλο στη διάγνωση, την

πρόληψη και τη θεραπεία, οι οποίοι εμπλέκονται σε ρυθμιστικά ή παθοφυσιολογικά βιοχημικά μονοπάτια.

Λέξεις-κλειδιά: αρτηριακή υπέρταση, ιατρική της ακριβείας, πρωτεωμική ανάλυση, βιοδείκτες, φασματογρα-

φία μάζας
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αντιπροσωπεύει το 31.1% του συνολικού παγκόσμι-

ου ενήλικου πληθυσμού. O επιπολασμός της ΑΥ αυ-

ξάνεται συνεχώς εξαιτίας της γήρανσης του πληθυ-

σμού, αλλά και διαφόρων γενετικών, κοινωνικών

και περιβαλλοντικών παραγόντων, συμπεριλαμβα-

νομένου του σύγχρονου τρόπου ζωής, της διατροφής

(δίαιτα υψηλής περιεκτικότητας σε αλάτι και χαμη-

λής σε κάλιο) και της έλλειψης φυσικής άσκησης.

Παρότι η έρευνα στην ΑΥ και η ανάπτυξη απο-

τελεσματικών αντιυπερτασικών θεραπευτικών

στρατηγικών ήταν από τις μεγαλύτερες επιτυχίες

της ιατρικής στο δεύτερο μισό του 20ού αιώνα, τα

πρόσφατα στοιχεία αποκαλύπτουν υψηλά ποσοστά

υπερτασικών ασθενών με αρρύθμιστη αρτηριακή

πίεση (ΑΠ)2. Πράγματι, μόνο το 35% των ασθενών

έχει ρυθμίσει την ΑΠ του στο φάσμα <140/90

mmHg, ενώ οι τελευταίες κατευθυντήριες οδηγίες

συστήνουν ακόμα χαμηλότερες τιμές-στόχους σε

ορισμένες πληθυσμιακές ομάδες5,6. Η δυσκολία που

παρατηρείται στη ρύθμιση της ΑΠ είναι ένα πολυ-

παραγοντικό φαινόμενο, αποτέλεσμα διαφόρων συ-

νιστωσών, μεταξύ των οποίων βρίσκεται η ιατρική

αδράνεια, η πολυφαρμακία και η δυσκολία συμμόρ-

φωσης των ασθενών στα πολύπλοκα θεραπευτικά

σχήματα. Η χαμηλή συμμόρφωση συχνά οφείλεται

στις ανεπιθύμητες ενέργειες των αντιυπερτασικών

φαρμάκων, στην ασυμπτωματική φύση της ΑΥ, στο

κόστος των αντιυπερτασικών δισκίων, καθώς και

στη δυσκολία προσαρμογής της αγωγής στον καθη-

μερινό τρόπο ζωής7. Oι διαφορετικές κατηγορίες

αντιυπερτασικών φαρμάκων αλλά ακόμα και νεό-

τερες θεραπευτικές παρεμβάσεις, όπως η νεφρική

απονεύρωση, δεν εμφανίζουν την ίδια αποτελεσμα-

τικότητα σε όλους τους ασθενείς8,9. Επιπρόσθετα,

είναι σημαντικό να τονισθεί ότι η επίδραση των πε-

ριβαλλοντικών παραγόντων στα επίπεδα της ΑΠ

και στην εμφάνιση βλαβών οργάνων-στόχων εμφα-

νίζει ετερογένεια μεταξύ των ατόμων, εξαιτίας της

διαφορετικής γενετικής διακύμανσης. Η περιβαλ-

λοντική και γενετική διακύμανση επηρεάζει επίσης

την απόκριση των ασθενών στις διάφορες διαγνω-

στικές και θεραπευτικές παρεμβάσεις. Επομένως,

οποιαδήποτε μεμονωμένη μέθοδος διάγνωσης, θε-

ραπείας και πρόληψης της ΑΥ και των επιπλοκών

της, είναι απίθανο να είναι εξίσου αποτελεσματική

σε όλους τους ασθενείς10.

Έτσι, δεν αποτελεί έκπληξη το γεγονός ότι ένα

σημαντικό ποσοστό υπερτασικών ασθενών δεν ωφε-

λείται από τα τρέχοντα διαγνωστικά και θεραπευ-

τικά πρωτόκολλα. Είναι ξεκάθαρο ότι χρειάζονται

πιο ειδικές και ακριβείς στρατηγικές προσαρμο-

σμένες στα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά και φαινοτύ-

πους των ασθενών, οι οποίες θα λαμβάνουν υπ’ όψιν

γενετικούς και περιβαλλοντικούς μηχανισμούς για

τη διάγνωση, τον έλεγχο και την πρόληψη της ΑΥ11.

ΙΑΤΡΙΚΗ ΤΗΣ ΑΚΡΙΒΕΙΑΣ

Για δεκαετίες, η ιατρική μεθοδολογία περιελάμβανε

την καταγραφή της σημειολογίας και συμπτωματο-

λογίας του ασθενούς και την αντιστοίχιση αυτών με

παθολογικές οντότητες, βασιζόμενη σε απλοποιη-

μένες θεωρίες, ενώ και οι χορηγούμενες θεραπείες

στηριζόντουσαν στην προσέγγιση “one size fits all”.

Η αξιολόγηση άλλων παραμέτρων, όπως οι παραλ-

λαγές στην αιτιολογία, η ετερογένεια στην παθο-

φυσιολογία της νόσου και η απόκριση στη θερα-

πεία, ήταν περιορισμένη. Μέχρι πρόσφατα οι απο-

φάσεις για τη χορήγηση των θεραπειών βασιζόντου-

σαν αποκλειστικά σε στατιστικές μεθόδους και ανα-

γωγικές προσεγγίσεις δεδομένων που λαμβάνονταν

από κλινικές μελέτες, θεωρώντας πως οι ασθενείς

έχουν κοινούς κλινικούς φαινοτύπους12.

Τα τελευταία χρόνια μέσα από την εξέλιξη των

μοριακών και βιοϊατρικών επιστημών αυτή η προ-

σέγγιση τείνει να αλλάξει, ενσωματώνοντας την ια-

τρική της ακριβείας στην καθημερινή ιατρική πρά-

ξη. Παρότι ο ορισμός ποικίλλει ανάλογα με τον εκά-

στοτε συγγραφέα, θα περιγράφαμε την ιατρική της

ακριβείας βασιζόμενοι σε ένα κοινό πλαίσιο, ως

μια νέα στρατηγική ιατρικής περίθαλψης που στο-

χεύει στην πρόληψη και θεραπεία, λαμβάνοντας υπ’

όψιν τους διαφορετικούς κλινικούς φαινοτύπους

των ασθενών, καθώς επίσης και δεδομένα από διά-

φορους επιστημονικούς κλάδους. Σε αυτό το μοντέ-

λο οι αποφάσεις λαμβάνονται μέσα από ένα σύστη-

μα ενσωμάτωσης πληροφοριών που προέρχονται

από αναδυόμενες αναλυτικές μεθόδους, που μελε-

τούν τον ρόλο των γενετικών και περιβαλλοντικών

επιδράσεων στην εμφάνιση και εξέλιξη παθολογι-

κών καταστάσεων. Oι μέθοδοι αυτές αφορούν επι-

στήμες, όπως η βιολογία των συστημάτων, η οποία

σε συνδυασμό με την ανάπτυξη των εργαλείων της

βιοπληροφορικής αποτελεί τον κεντρικό άξονα αυ-

τής της στρατηγικής. Ιδιαίτερα οι εξελίξεις στο πε-

δίο των ‑ωμικών τεχνολογιών (γονιδιωματική, με-

ταγραφωμική, πρωτεωμική, μεταβολωμική) έχουν

δημιουργήσει νέες προοπτικές και προσδοκίες όσον

αφορά τις εφαρμογές τους13. Στόχος της ιατρικής

της ακριβείας είναι η βαθύτερη κατανόηση της πα-

θοφυσιολογίας και του ρόλου της, στην έναρξη και

εξέλιξη της νόσου, ενώ προς αυτή την κατεύθυνση

δημιουργήθηκε το 2015 η Oμάδα Εργασίας της Ια-
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τρικής της Ακριβείας των ΗΠΑ (Precision Medicine

Initiative Working Group, PMI)14. Αυτή η εξελισ-

σόμενη προσπάθεια μπορεί να οδηγήσει σε πιο

ακριβείς διαγνώσεις, πιο ορθολογικές στρατηγικές

πρόληψης, αποτελεσματικότερες και πιο εξατομι-

κευμένες θεραπευτικές επιλογές, αλλά και ανάπτυ-

ξη νέων θεραπειών με στόχο μεμονωμένες ομάδες

ασθενών12,13.

Η εξέλιξη της Ιατρικής της ακριβείας στην ΑΥ

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η ΑΥ είναι

ανάμεσα στις πρώτες παθολογικές καταστάσεις στις

οποίες έγινε προσπάθεια εφαρμογής της ιατρικής

της ακριβείας. 

Στις αρχές της δεκαετίας του 1970 ο Irvine Page

περιέγραψε την παθοφυσιολογία της ΑΥ ως ένα

μωσαϊκό ετερογενών μηχανισμών που συμβάλλουν

στην αύξηση της ΑΠ15, ενώ οι Guyton και συνερ-

γάτες διαμόρφωσαν το μοντέλο της πολλαπλότητας

των φυσιολογικών και βιοχημικών συστημάτων που

αλληλεπιδρούν στη ρύθμιση της ΑΠ16,17. Η πλειο-

ψηφία των περιπτώσεων ΑΥ χαρακτηριζόταν ως

ιδιοπαθής, ενώ οι υπόλοιπες περιπτώσεις διαπιστώ-

θηκε πως απαιτούσαν διαφορετική διαγνωστική και

θεραπευτική προσέγγιση. Μέχρι τότε, ο βασικός

διαγνωστικός έλεγχος ήταν περιορισμένος και απο-

σκοπούσε στη λήψη της απόφασης για την έναρξη

θεραπείας και όχι στην επιλογή του κατάλληλου

αντιυπερτασικού παράγοντα. Παρότι η απόκριση

της ΑΠ στη φαρμακευτική αγωγή διέφερε μεταξύ

των ασθενών, είχε καθιερωθεί μια τυποποιημένη

θεραπευτική προσέγγιση σε όλους τους ασθενείς,

έχοντας ως βασικό άξονα τα θειαζιδικά διουρητι-

κά18,19. Oι Laragh και συνεργάτες πρότειναν μια

εναλλακτική προσέγγιση στην παραπάνω θεωρία

που επικρατούσε εκείνη την εποχή, μέσα από προ-

σπάθειες διαστρωμάτωσης των υπερτασικών ασθε-

νών σε φαινοτύπους, με βάση τα επίπεδα του να-

τρίου, της ρενίνης και του ενδαγγειακού όγκου και

αντιστοιχώντας τους με την ανταπόκριση στη θερα-

πεία20,21. Παρότι αυτά τα ερευνητικά εγχειρήματα

δεν υιοθετήθηκαν πλήρως στην κλινική πράξη, αντι-

προσωπεύουν μια αρχική προσέγγιση στον φαινο-

τυπισμό με βάση τη φυσιολογία και τη βιοχημεία

και προετοίμασαν το έδαφος για τις σύγχρονες

εφαρμογές της ιατρικής της ακριβείας.

Oι σημαντικές εξελίξεις στον τομέα της γονιδιω-

ματικής τις τελευταίες δεκαετίες, όπως η καταγραφή

της αλληλουχίας του ανθρώπινου γονιδιώματος

(Human Genome Project) και χιλιάδων γενετικών

πολυμορφισμών (HapMap Project), καθώς και ο

σχεδιασμός μελετών γενετικής συσχέτισης σε γονι-

διωματική κλίμακα (Genome-Wide Association

Studies, GWAS), δημιούργησαν νέες προσδοκίες

για εφαρμογή της ιατρικής της ακριβείας στην

ΑΥ22,23. Αξιοσημείωτες GWAS και μετα-αναλύσεις

αυτών έχουν δημοσιευθεί και προσδιορίζουν νέους

γενετικούς τόπους που σχετίζονται με τη ρύθμιση

της ΑΠ ή με τον κίνδυνο εμφάνισης ΑΥ, προσφέ-

ροντας νέες πολύτιμες πληροφορίες σχετικά με την

παθοφυσιολογία της ΑΥ24-26. Ωστόσο, η μελέτη των

αλληλουχιών του γονιδιώματος δεν υπολογίζει την

επίπτωση της περιβαλλοντικής έκθεσης, του τρόπου

ζωής και των ψυχοκοινωνικών παραμέτρων στην

ανάπτυξη και εξέλιξη της ΑΥ, ενώ η επίδραση των

παραλλαγών του γονιδιώματος μπορεί να είναι μι-

κρή και ο αριθμός των παραλλαγών σε κάθε άτομο

μεγάλος27.

ΠΡΩΤΕΩΜΙΚΗ

Πρωτεΐνες ‑ Πρωτέωμα

Η λέξη πρωτεΐνη προέρχεται από την αρχαία ελλη-

νική λέξη πρώτειος, η οποία ερμηνεύεται ως «αυτός

που κατέχει την πρώτη θέση». O δυναμικός ρόλος

των πρωτεϊνών στην υποστήριξη της ζωής έχει τεκ-

μηριωθεί από τα αρχικά στάδια της βιολογικής

έρευνας και μάλιστα ο Σουηδός χημικός Berzelius

το 1838 χρησιμοποίησε αυτόν τον όρο για να περι-

γράψει τον σημαντικό ρόλο που κατέχουν τα μόρια

αυτά στη ρύθμιση των πολύπλοκων λειτουργιών των

κυττάρων28.

Πράγματι, οι πρωτεΐνες είναι τα βασικά δομικά

και λειτουργικά συστατικά του οργανισμού και είναι

το αποτέλεσμα της έκφρασης των γονιδίων, αποτε-

λώντας τη λειτουργική πληροφορία που εμπεριέχε-

ται στο γονιδίωμα. Μετά την ολοκλήρωση της χαρ-

τογράφησης του ανθρώπινου γονιδιώματος, οι ερευ-

νητικές προσπάθειες έχουν εστιαστεί στη μελέτη

και στον προσδιορισμό του πρωτεώματος. O όρος

πρωτέωμα προέκυψε ως γλωσσικό ανάλογο του γο-

νιδιώματος και αναφέρεται στο σύνολο των πρω-

τεϊνών που εκφράζεται από το γονιδίωμα ή στο σύ-

νολο των πρωτεϊνών που παράγεται από ένα κύτ-

ταρο σε μια χρονική στιγμή. Oι πρωτεΐνες μπορούν

να τροποποιηθούν μέσα στα κύτταρα με την προ-

σθήκη σακχάρων και λιπιδίων, να μεταβληθούν από

μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις, να υποστούν

κυτταρικές μεταθέσεις ή να συντεθούν/αποδομη-

θούν ως απάντηση σε εσωτερικά ή εξωτερικά ερε-

θίσματα και σήματα. Oι ιδιότητες αυτές καθιστούν

το πρωτέωμα δυναμικό, αντανακλώντας το άμεσο

περιβάλλον στο οποίο μελετάται, και περισσότερο
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πολύπλοκο σε σύγκριση με το γονιδίωμα και το μό-

ριο mRNA. Συνεπώς, το πρωτέωμα αποτελεί ένα

«στιγμιότυπο» του περιβάλλοντος των πρωτεϊνών

μια δεδομένη στιγμή, εμφανίζει χρονική και εξαρ-

τώμενη από εξωτερικούς παράγοντες δυναμική, ενώ

διαφέρει ποσοτικά και ποιοτικά ανάμεσα σε ποι-

κίλους κυτταρικούς τύπους και μεταξύ παθολογικών

και φυσιολογικών κυττάρων29-30.

Η μελέτη του πρωτεώματος συνίσταται στην κα-

ταγραφή του συνόλου των πρωτεϊνών που παράγο-

νται από έναν οργανισμό, καθώς και στη διερεύνηση

των μεταξύ τους αλληλεπιδράσεων. Η διαδικασία

αυτή σε γενικές γραμμές παρουσιάζει μεγαλύτερες

δυσκολίες σε σύγκριση με την αποκρυπτογράφηση

του γονιδιώματος, λόγω της προαναφερθείσας πο-

λυπλοκότητας και δυναμικότητας του πρωτεώματος,

αλλά και του γεγονότος ότι κάθε γονίδιο μπορεί να

οδηγήσει στην παραγωγή πολλών πρωτεϊνών. Έτσι,

οι πληροφορίες που διαθέτουμε από την καταγραφή

του ανθρώπινου γονιδιώματος δεν επαρκούν για τη

διαλεύκανση των χαρακτηριστικών των πρωτεϊνών,

αφού ένα μεγάλο ποσοστό των πρωτεϊνών του αν-

θρώπου πιστεύεται πως δεν έχει ταυτοποιηθεί και

επιτελεί άγνωστες λειτουργίες31.

Πρωτεωμική ανάλυση

Η ιδέα της καθολικής ανάλυσης των πρωτεϊνών, με

στόχο τη δημιουργία του άτλαντα των πρωτεϊνών

του ανθρώπου διατυπώθηκε πάνω από 50 έτη πριν,

ωστόσο οι πρώτες ερευνητικές προσπάθειες στον

τομέα αυτό ξεκίνησαν τη δεκαετία του 199032. O γε-

νετιστής Marc Wilkins ήταν ο πρώτος που χρησιμο-

ποίησε τον όρο πρωτεωμική ανάλυση το 1996, ανα-

φερόμενος στο ερευνητικό πεδίο που αφορούσε τον

ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισμό του πρωτεώ-

ματος33.

Συγκεκριμένα, η πρωτεωμική αφορά τον ανα-

δυόμενο επιστημονικό κλάδο που ασχολείται με την

ανάλυση, τον προσδιορισμό και την ποσοτικοποίηση

των πρωτεϊνών σε ευρεία κλίμακα, με σκοπό τη δη-

μιουργία ενός τρισδιάστατου χάρτη ταυτοποίησης

της θέσης τους. Στο ευρύτερο φάσμα της πρωτεω-

μικής ανάλυσης περιλαμβάνονται αρκετά διαφορε-

τικά πεδία έρευνας. Αυτά περιλαμβάνουν τη σύ-

γκριση των δομών, των αλληλεπιδράσεων και των

μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων των πρωτεϊ-

νών, καθώς επίσης των επιπέδων έκφρασης των

πρωτεϊνών μεταξύ φυσιολογικών και παθολογικών

καταστάσεων και τις τροποποιήσεις που υφίστανται

ως αποτέλεσμα παθολογικών καταστάσεων ή περι-

βαλλοντικών παραγόντων34. Στόχους της πρωτεω-

μικής αποτελούν η ανακάλυψη βιοδεικτών με προ-

βλεπτική ικανότητα για διαγνωστικούς και προγνω-

στικούς σκοπούς και η χρησιμοποίηση των ευρημά-

των σε μοριακό επίπεδο για την ανάπτυξη νέων θε-

ραπευτικών επιλογών, με μεγαλύτερη αποτελεσμα-

τικότητα και λιγότερες παρενέργειες35.

Τεχνικές πρωτεωμικής ανάλυσης

Η πρωτεωμική ανάλυση περιλαμβάνει μία σειρά

από βήματα και αναλυτικές τεχνικές με εξαιρετική

ικανότητα στη μελέτη της λειτουργίας των πρωτεϊ-

νών σε μεγάλη κλίμακα. Αυτά είναι: 1) η επιλογή

και λήψη του υπό μελέτη βιολογικού δείγματος, 

2) ο διαχωρισμός και η απομόνωση των πρωτεϊνών,

3) ο προσδιορισμός της δομής της πρωτεΐνης με σκο-

πό την ταυτοποίησή της και 4) η ανάλυση των δε-

δομένων με τη χρήση βάσεων δεδομένων βιοπλη-

ροφορικής34,36-40 (εικ. 1).

Πιο αναλυτικά, στο πρώτο στάδιο της διαδικα-

σίας, τα δείγματα που επιλέγονται προς ανάλυση

είναι συνήθως βιολογικά υγρά, κύτταρα και ιστοί,

με τα ούρα και το πλάσμα να είναι αυτά που επιλέ-

γονται συχνότερα, λόγω των χαρακτηριστικών ιδιο-

τήτων τους που τα καθιστούν ιδανικά. Τα ούρα δεν

απαιτούν επεμβατική δειγματοληψία, περιέχουν χα-

μηλού μοριακού βάρους πρωτεΐνες που μπορούν να

αναλυθούν χωρίς επιπλέον χειρισμούς, εμφανίζουν

μεγάλη βιολογική σταθερότητα και δυνατότητα να

φυλάσσονται αναλλοίωτα για μεγάλο χρονικό διά-

στημα, ωστόσο παρουσιάζουν μικρή συγκέντρωση

πρωτεϊνών. Αντιθέτως, το πλάσμα παρουσιάζει με-

γάλο εύρος συγκέντρωσης πρωτεϊνών, οι οποίες

βρίσκονται είτε ελεύθερες είτε δεσμευμένες με αλ-

βουμίνη, ωστόσο το μόριο αυτό είναι απαραίτητο

να αφαιρεθεί πριν την ανάλυση, με αποτέλεσμα την

ταυτόχρονη απώλεια πρωτεϊνών χαμηλής συγκέ-

ντρωσης (κυτοκίνες, πεπτιδικές ορμόνες, λιποπρω-

τεΐνες) από το δείγμα34.

Στο στάδιο του διαχωρισμού των πρωτεϊνών χρη-

σιμοποιούνται διάφορες μέθοδοι με σκοπό τη διά-

σπαση των πρωτεϊνικών συμπλόκων σε μεμονωμένα

τμήματα, τη μετατροπή τους σε πεπτίδια με τη βοή-

θεια ενζύμων και τον καθαρισμό των πεπτιδίων. Oι

τεχνολογίες που χρησιμοποιούνται περιλαμβάνουν

την κλασική δισδιάστατη ηλεκτροφόρηση (two-

dimensional polyacrylamide gel electrophoresis, 2D-

PAGE), την υγρή χρωματογραφία (liquid chromato -

graphy, LC), την τριχοειδή ηλεκτροφόρηση (capil -

ary electrophoresis, CE), καθώς και έναν συνδυα-

σμό τεχνικών όπως η χρωματογραφία ιοντοανταλ-

λαγής και η χρωματογραφία αντίστροφης φάσης.
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Η 2D-PAGE ήταν από τις πρώτες μεθόδους διαχω-

ρισμού των πρωτεϊνών που χρησιμοποιήθηκε και

ήταν αυτή που συνέβαλε στη χαρτογράφηση των

πρωτεϊνών του βακτηρίου Escherichia coli. Oι τε-

χνολογικές εξελίξεις και οι σημαντικοί περιορισμοί

της μεθόδου στο εύρος ανίχνευσης πρωτεϊνών και

ποσοτικοποίησής τους, είχε ως αποτέλεσμα την ανά-

δειξη νέων τεχνικών πρωτεϊνικού διαχωρισμού ηλε-

κτροφόρησης σε γέλη (DIGE, SDS-PAGE) και ηλε-

κτροφόρησης σε διάλυμα (CE και κυρίως η LC).

Ειδικότερα, η CE και η LC μπορούν άμεσα να συν-

δυαστούν με φασματομετρία μάζας (CE-MS και

LC/MS αντίστοιχα) για την ανίχνευση πεπτιδίων

και πρωτεϊνών και την ταυτοποίησή τους μέσω βά-

σεων δεδομένων βιοπληροφορικής36,37.

Μια από τις σημαντικότερες εξελίξεις στην τεχνο-

λογία της πρωτεωμικής ανάλυσης είναι η ανάπτυξη

της φασματομετρίας μάζας (mass spectrometry, MS),

η οποία συνέβαλε στον προσδιορισμό της δομής των

πρωτεϊνών με σκοπό την περαιτέρω ταυτοποίησή

τους σε ηλεκτρονικές βάσεις δεδομένων. Πρόκειται

για μια ιδιαίτερα ευαίσθητη και μεγάλης ακρίβειας

τεχνική ανάλυσης της μάζας και της χημικής δομής

των πρωτεϊνών, η οποία επιτρέπει μεγάλης κλίμακας

και υψηλής απόδοσης αναλύσεις για την ανίχνευση,

ταυτοποίηση και λειτουργική διερεύνηση του πρω-

τεώματος. O φασματογράφος μάζας αναλύει κάθε

δείγμα βάσει του μοριακού βάρους και του ηλεκτρι-

κού φορτίου (m/z ratio) και αποτελείται από 3 κύρια

μέρη: την πηγή ιονισμού, τον αναλυτή μάζας που

υπολογίζει το m/z ratio και τον ανιχνευτή, ο οποίος

μετατρέπει τους ιονισμένους αναλύτες σε ηλεκτρικό

σήμα, καθιστώντας δυνατή τη γραφική απεικόνιση

του δείγματος. Oι συνηθέστερες τεχνικές ιονισμού

είναι ο ιονισμός με ηλεκτροψεκασμό (electrospray

ionization, ESI) και ο ιονισμός με λέιζερ υποβοη-

θούμενος από υπόστρωμα (matrix assisted laser

desorption ionization, MALDI), με την πρώτη τεχνι-

κή να συνδυάζεται εύκολα με τεχνολογίες υγρής

χρωματογραφίας, οι οποίες προτιμώνται για ανάλυ-

ση πολύπλοκων δειγμάτων. O αναλυτής μάζας απο-

τελεί το κεντρικό τμήμα του φασματογράφου με τα

συνηθέστερα είδη να είναι οι αναλυτές παγίδας ιό-

ντων (ion trap, IT), οι αναλυτές χρόνου πτήσης (time-

of-flight, TOF), οι τετράπολοι αναλυτές (quadrupole,

Q) και τα κύκλοτρα μετασχηματισμού Fourier

(Fourier trans form ion cyclotron, FT). Oι αναλυτές

παγίδας ιόντων χαρακτηρίζονται από χαμηλό κό-

στος, αλλά μειωμένη ακρίβεια στον υπολογισμό μά-

ζας, ενώ τα κύκλοτρα μετασχηματισμού Fourier χα-

ρακτηρίζονται από μεγάλη ακρίβεια και δυναμικό

εύρος, ωστόσο το υψηλό κόστος και η εξειδικευμένη

Εικόνα 1. Τα στάδια της πρωτεωμικής ανάλυσης.
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γνώση που απαιτείται για τη χρήση τους τα καθι-

στούν απαγορευτικά για πολλά εργαστήρια. Oι ανα-

λυτές μάζας μπορούν επίσης να συνδυαστούν μεταξύ

τους, ώστε να πραγματοποιηθεί φασματομετρία μά-

ζας σε σειρά (Tandem Mass Spectrometry, MS/MS),

μια τεχνική αρκετά διαδεδομένη πλέον, λόγω της

υψηλής ακρίβειας που προσφέρει. Συνδυασμοί με-

θόδων διαχωρισμού πρωτεϊνών με φασματομετρικές

τεχνικές, έχουν καταστήσει δυνατή την ακριβή ταυ-

τοποίηση μορίων σε χαμηλή συγκέντρωση, καθώς

και την πρωτεωμική ανάλυση μικρών δειγμάτων. Η

αναγνώριση των πρωτεϊνών μέσω της φασματομε-

τρίας μάζας έδωσε μεγάλη ώθηση στην πρωτεωμική,

σε τέτοιο βαθμό ώστε σήμερα αυτή να θεωρείται αλ-

ληλένδετη με τη φασματομετρία μάζας38,39.

Το τελευταίο στάδιο της πρωτεωμικής ανάλυσης

αφορά τη συγκέντρωση των πεπτιδίων που προσ-

διορίστηκαν από τις φασματομετρικές τεχνικές, με

σκοπό την ταυτοποίηση των πρωτεϊνών μέσω της

τεχνολογίας της βιοπληροφορικής. Ένα μεγάλο μέ-

ρος της σύγχρονης βιοπληροφορικής ανάλυσης αφο-

ρά τις πρωτεΐνες, καθώς οι αλληλουχίες αμινοξέων

των πρωτεϊνών παρουσιάζουν, πέρα από τη σημα-

ντικότητά τους, μεγάλη ποικιλομορφία τόσο στη δο-

μή όσο και στη λειτουργία τους. Πλέον, υπάρχουν

αρκετές βάσεις δεδομένων πρωτεϊνικών αλληλου-

χιών, όπως η UniProtKB (UniProt Knowledgebase),

που περιέχουν εκτεταμένο κατάλογο πρωτεϊνικών

αλληλουχιών, οι οποίες έχουν προκύψει από αυτό-

ματη μετάφραση γονιδιωματικών αλληλουχιών ή

από πειραματική αλληλούχιση πρωτεϊνών. Έτσι,

είναι δυνατή η σύγκριση της μετρούμενης μάζας των

πεπτιδίων που απομονώθηκαν με αντίστοιχες που

είναι καταγεγραμμένες στη βάση δεδομένων, με

σκοπό την ταυτοποίηση της πιο πιθανής πρωτεΐνης

από την οποία προέρχονται τα συγκεκριμένα πε-

πτίδια. Oι βάσεις πρωτεϊνικών αλληλουχιών παρέ-

χουν πληθώρα πληροφοριών σχετικά με τις πρω-

τεΐνες, που αφορούν τη δευτεροταγή δομή, τον βιο-

λογικό ρόλο, τα βιοχημικά μονοπάτια στα οποία

εμπλέκονται, τους ιστούς στους οποίους εκφράζο-

νται, τις αλληλεπιδράσεις με άλλες πρωτεΐνες, κα-

θώς και συμπληρωματικά σχόλια όπως βιβλιογρα-

φικές αναφορές40.

Η πρωτεωμική στην ΑΥ

Μέχρι πρόσφατα αρκετοί ερευνητές είχαν μελετή-

σει τους παθογενετικούς μηχανισμούς της ΑΥ με

τη βοήθεια των τεχνολογιών της γονιδιωματικής και

της μεταβολωμικής, ωστόσο η πρωτεωμική που απο-

τελεί τον ενδιάμεσο σύνδεσμο μεταξύ των δύο αυ-

τών επιστημών δεν έχει αξιοποιηθεί επαρκώς σε

αυτή την προσπάθεια41. Oι περισσότερες ερευνη-

τικές δραστηριότητες της πρωτεωμικής ανάλυσης

στο πεδίο της ΑΥ έχουν γίνει σε πειραματικά ζωικά

μοντέλα, ωστόσο τα τελευταία χρόνια, παράλληλα

με την αλματώδη πρόοδο της τεχνολογίας οργάνων

αυτοματοποιημένης ανάλυσης, έχουν αρχίσει να

σχεδιάζονται κλινικές μελέτες πρωτεωμικής στον

άνθρωπο42-56 (πίν. 1). 

Η πλειοψηφία των μελετών πρωτεωμικής ανά-

λυσης στο φάσμα της ΑΥ αφορά την προεκλαμψία,

καθώς είναι η πρώτη υπερτασική διαταραχή που

μελετήθηκε με αυτή την τεχνολογία και για την

οποία σχεδιάστηκαν κλινικές μελέτες46-52. Η προε-

κλαμψία αποτελεί βασική αιτία μητρικού θανάτου

κατά την εγκυμοσύνη και κύρια αιτία υποχρεωτικού

πρόωρου τοκετού, ενώ παράλληλα η παθοφυσιολο-

γία της παραμένει σε μεγάλο βαθμό απροσδιόριστη

και η διάγνωσή της μπορεί να είναι δυσχερής. Έτσι,

η ανακάλυψη βιοδεικτών με προβλεπτική ικανότητα

στη διάγνωση και στη διάκριση της προεκλαμψίας

από άλλες υπερτασικές διαταραχές της κύησης, κα-

θώς και στην παρακολούθηση της νόσου παραμένει

ζωτικής σημασίας57. Oι Buhimschi και συν. πραγ-

ματοποίησαν πρωτεωμική ανάλυση ούρων σε 284

γυναίκες, με σκοπό την ανάδειξη βιοδεικτών ικανών

να διαγνώσουν την εμφάνιση προεκλαμψίας σε

πρώιμο στάδιο. Αρχικά, μελέτησαν το πρωτέωμα

59 γυναικών με προεκλαμψία και στη συνέχεια επε-

δίωξαν να επικυρώσουν τα ευρήματα από το μοντέ-

λο που δημιούργησαν προοπτικά σε 225 γυναίκες,

με διαφορετικά επίπεδα κινδύνου για ανάπτυξη αυ-

τής της κατάστασης. Διαπιστώθηκε πως οι γυναίκες

με προεκλαμψία παρουσίαζαν ένα μοναδικό πρω-

τεωμικό αποτύπωμα στα ούρα τουλάχιστον 10 εβδο-

μάδες πριν την εμφάνιση της διαταραχής, το οποίο

αποτελούνταν από τμήματα των πρωτεϊνών Serine

Protease Inhibitor A1 (SERPINA1) και αλβουμίνη.

Το συγκεκριμένο πρωτεωμικό προφίλ μπορούσε να

προβλέψει με μεγάλη ακρίβεια την εμφάνιση της

διαταραχής και την ανάγκη για πρόωρο τοκετό, και

επιπροσθέτως να τη διακρίνει από λοιπές υπερτα-

σικές ή πρωτεΐνουρικές διαταραχές της κύησης. Η

SERPINA1 έχει αντι-πρωτεολυτική δράση, ενώ έχει

φανεί πως ακόμα και μικρές αυξήσεις στα επίπεδά

της συνδέονται με ανάπτυξη ΑΥ, πιθανά μέσω ανα-

στολής του συστήματος καλλικρεΐνης-κινίνης (ΚΚ)

και ενεργοποίησης του συστήματος ρενίνης-αγγει-

οτενσίνης-αλδοστερόνης (ΡΑΑ)46. Σε άλλη μελέτη

με σχεδιασμό ασθενών-μαρτύρων, προσδιορίστη-

καν δύο πρωτεΐνες με προβλεπτική ακρίβεια >90%
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στην ταξινόμηση των γυναικών ως υψηλού κινδύνου

για εμφάνιση προεκλαμψίας47, ενώ οι Ding και συν.

ανέδειξαν διαφορετικά εκφραζόμενες πρωτεΐνες

ανάμεσα σε προεκλαμπτικές και νορμοτασικές

έγκυες γυναίκες52. Oι πρωτεΐνες αυτές εμπλέκονται

σε κοινούς παθοφυσιολογικούς μηχανισμούς, όπως

η πήξη, τα ρυθμιστικά μονοπάτια του συμπληρώμα-

τος, το σύστημα ΡΑΑ και η αναστολή της δράσης

των πρωτεασών47,52.

Τα τελευταία χρόνια, ακολουθώντας την ανάγκη

για μεγαλύτερη κατανόηση της παθοφυσιολογίας

της ΑΥ και τις συνεχείς τεχνολογικές εξελίξεις στις

τεχνικές της πρωτεωμικής ανάλυσης, πραγματοποι-

ήθηκαν ορισμένες σημαντικές μελέτες στο πεδίο της

ιδιοπαθούς, της δευτεροπαθούς και της ανθεκτικής

ΑΥ42-45,55,56. Oι Martin-Lorenzo και συν. διερεύνη-

σαν τον ρόλο της πρωτεωμικής ανάλυσης ούρων

στην ανάδειξη βιοδεικτών με προβλεπτική ικανό-

τητα σε ασθενείς με ανθεκτική ΑΥ στους οποίους

προστέθηκε σπειρονολακτόνη στην υπάρχουσα

αντιυπερτασική αγωγή. Στη μελέτη συμπεριλήφθη-

καν συνολικά 29 ασθενείς οι οποίοι παρακολουθή-

θηκαν προοπτικά και ταξινομήθηκαν σε δύο ομάδες,

βάσει της απόκρισης της ΑΠ μετά τη χορήγηση σπει-

ρονολακτόνης. Μελετήθηκαν οι διαφορές του πρω-

τεώματος στα ούρα που συλλέχθηκαν πριν τη φαρ-

μακευτική παρέμβαση, ενώ η ποσοτικοποίηση των

πρωτεϊνών έγινε με την τεχνολογία της υγρής χρω-

ματογραφίας-φασματογραφίας μάζας (LC-MS/MS)

και η επικύρωσή τους με τη χρήση ELISA. Μεταξύ

των πρωτεϊνών που ταυτοποιήθηκαν, η Haptoglobin

(HP) και η Haptoglobin-related protein (HPR) πα-

ρουσίασαν την πιο σημαντική διακύμανση ανάμεσα

στις δύο ομάδες ασθενών, με αυξημένα επίπεδα αυ-

τών να παρατηρούνται σε αυτούς που δεν ανταπο-

κρίθηκαν στη χορήγηση της σπειρονολακτόνης. Η

HP αποτελεί γλυκοπρωτεΐνη, η οποία συμβάλλει στη

δέσμευση της ελεύθερης Hb στο πλάσμα και εξου-

δετερώνει τις οξειδωτικές βλάβες, ενώ παρόμοιες

δράσεις εμφανίζει και η HPR. Η HP ως πρωτεΐνη

οξείας φάσης έχει βρεθεί σε αυξημένα επίπεδα στη

στεφανιαία νόσο, ενώ τα επίπεδά της στα ούρα έχει

βρεθεί ότι μπορεί να προβλέψουν την επιδείνωση

της νεφρικής λειτουργίας πριν την εμφάνιση μακρο-

αλβουμινουρίας, σε ασθενείς με διαβήτη τύπου II45.

Στη μελέτη των Gajjala και συν. πραγματοποιήθηκε

συγκριτική ανάλυση σε μοριακό επίπεδο μεταξύ

υπερτασικών ασθενών και υγιών μαρτύρων, με την

εφαρμογή πρωτεωμικής ανάλυσης στο πλάσμα 203

ατόμων. Προσδιορίστηκαν συνολικά 27 μόρια με

προβλεπτική ικανότητα στην εμφάνιση ΑΥ, εκ των

οποίων ταυτοποιήθηκαν 18 πρωτεΐνες με γνωστό

ρόλο σε μηχανισμούς ρύθμισης της ΑΠ και με συμ-

μετοχή σε παθογενετικά μοριακά μονοπάτια. Συ-

γκεκριμένα, οι πρωτεΐνες Phospho lamban και

Sarcolipin σχετίζονται με τον μεταβολισμό του ασβε-

στίου και τον μηχανισμό της αγγειοσυστολής, οι

Osteocalcin και Humanin εμπλέκονται στην αθηρο-

γένεση και οι Nexilin και Palladin συμμετέχουν στην

οργάνωση και ρύθμιση του κυτταροσκελετού43. Μια

πιλοτική μελέτη ανέδειξε διαφορές μεταξύ υπερτα-

σικών ασθενών και νορμοτασικών στην έκφραση

μιας σειράς πρωτεϊνών, οι οποίες εμπλέκονται στους

ορμονικούς άξονες ΡΑΑ και ΚΚ ως ενδιάμεσα ή

πρόδρομα μόρια. Συγκεκριμένα, βρέθηκε αύξηση

της έκφρασης των πρωτεϊνών Cathepsin G, Trans -

forming growth factor beta-1 και Hyaluro nidase-1

στους υπερτασικούς σε σχέση με τους νορμοτασι-

κούς. Αντίθετα, διαπιστώθηκε μείωση της συγκέ-

ντρωσης της Kininogen-1 στους υπερτασικούς, πρω-

τεΐνη η οποία αποτελεί πρόδρομο μόριο της βραδυ-

κινίνης44. Πρωτεωμική ανάλυση σε ιστούς επινεφρι-

διακών αδενωμάτων ασθενών με πρωτοπαθή υπε-

ραλδοστερονισμό, την πιο συχνή αιτία ενδοκρινικής

ΑΥ, ανέδειξε αυξημένη παραγωγή ενζύμων και

πρωτεϊνών που εμπλέκονται στους μηχανισμούς σύν-

θεσης των στεροειδών, στην πρόσληψη της χοληστε-

ρόλης, στη ρύθμιση του κυτταροσκελετού της ακτί-

νης και σε άλλες μεταβολικές διεργασίες56.

Μέσα από τις μελέτες πρωτεωμικής ανάλυσης

έχουν ταυτοποιηθεί αρκετοί πρωτεϊνικοί βιοδείκτες

οι οποίοι γνωρίζουμε πως σχετίζονται με διάφορους

ρυθμιστικούς μηχανισμούς, όπως τα συστήματα

ΡΑΑ και ΚΚ, ο μεταβολισμός των λιπιδίων και άλ-

λοι. Προοπτική επικύρωση των βιοδεικτών σε άλλες

κοορτές είναι απαραίτητη ώστε να συμβάλλουν με

αξιοπιστία στην κατανόηση των παθοφυσιολογικών

μηχανισμών, στην ακριβέστερη θεραπεία και στην

αποτελεσματικότερη παρακολούθηση ασθενών με

υπερτασικές διαταραχές.

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Κεντρικό ρόλο στην προσπάθεια για επίτευξη ια-

τρικής της ακριβείας διαδραματίζει η πρωτεωμική,

ένας εξελισσόμενος επιστημονικός κλάδος που

ασχολείται με τον προσδιορισμό και τη μελέτη του

συνόλου των πρωτεϊνών που παράγεται από ένα

βιολογικό σύστημα. Στόχος της είναι η ανεύρεση

πρωτεϊνικών δεικτών με διαγνωστική ή προβλεπτική

ικανότητα, σε βιολογικά υλικά ασθενών με υπερ-

τασικές διαταραχές. Πέρα από τις αρχικές μελέτες

σε ζωικά μοντέλα, τα τελευταία χρόνια έχουν πραγ-
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ματοποιηθεί πιλοτικές, αλλά και ορισμένες μεγα-

λύτερης κλίμακας κλινικές μελέτες πρωτεωμικής

ανάλυσης σε ασθενείς στο φάσμα της ΑΥ με ενθαρ-

ρυντικά αποτελέσματα. Ιδιαίτερα στην προεκλαμ-

ψία, έχουν απομονωθεί αρκετές πρωτεΐνες που προ-

έβλεψαν σε πρώιμο στάδιο την εμφάνιση προεκλαμ-

ψίας και την ανάγκη για πρόωρο τοκετό, αρκετές

εκ των οποίων εμπλέκονται στους ορμονικούς άξο-

νες ρύθμισης της ΑΠ. Αντίστοιχα, στην ιδιοπαθή

και δευτεροπαθή ΑΥ προσδιορίστηκαν πρωτεϊνικοί

δείκτες με ποιοτικές και ποσοτικές διαφορές μεταξύ

υπερτασικών και νορμοτασικών, με γνωστό ρόλο

σε φυσιολογικούς και παθογενετικούς μηχανισμούς.

Η πρωτεωμική έχει δημιουργήσει νέες προοπτι-

κές και προσδοκίες, ωστόσο η γνώση σχετικά με

τον ρόλο της στη διερεύνηση της παθοφυσιολογίας,

της διάγνωσης και της θεραπείας της AY είναι ακό-

μα αποσπασματική, συχνά αντιφατική και σε μεγά-

λο βαθμό ανεξερεύνητη. Τα αρχικά ευρήματα από

τις κλινικές μελέτες είναι ενθαρρυντικά, ωστόσο η

μετάφραση στην κλινική πράξη βρίσκεται σε πρώ-

ιμα στάδια και θα απαιτήσει προσέγγιση και συ-

νεργασία μεταξύ διεπιστημονικών ομάδων με εξει-

δίκευση στην εργαστηριακή, κλινική και πληθυσμια-

κή έρευνα, καθώς και σε μεθόδους υπολογισμού

και μοντελοποίησης. Περισσότερα δεδομένα από

καλά σχεδιασμένες κλινικές μελέτες θα χρειαστούν,

καθώς και επικύρωσή τους με διαφορετικές τεχνι-

κές απομόνωσης πρωτεϊνών και σε μεγαλύτερες κο-

ορτές ασθενών.

ΠΡOOΠΤΙΚΕΣ

Η Μονάδα Υπέρτασης της Α′ Πανεπιστημιακής

Καρδιολογικής Κλινικής της Ιατρικής Σχολής του

ΕΚΠΑ εδράζεται στο Γενικό Νοσοκομείο Αθηνών

Ιπποκράτειο και αποτελεί αναγνωρισμένο «Κέντρο

Αριστείας στην Υπέρταση» (Hypertension Excel-

lence Center) από την Ευρωπαϊκή Εταιρεία Υπέρ-

τασης (ESH). Στο πλαίσιο της πολυσχιδούς ερευ-

νητικής της δραστηριότητας και με γνώμονα την επί-

τευξη ιατρικής της ακριβείας, έχει οργανώσει κλι-

νικές μελέτες πρωτεωμικής, σε συνεργασία με την

Ερευνητική Μονάδα Πρωτεωμικής του Ιδρύματος

Ιατροβιολογικών Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών

(ΙΙΒΕΑΑ). Ειδικότερα, πραγματοποιούνται πρω-

τοποριακές μελέτες πρωτεωμικής ανάλυσης στο πε-

δίο της νεφρικής απονεύρωσης (renal denervation,

RDN) για την ανάδειξη βιοδεικτών με προβλεπτική

ικανότητα στην απόκριση της ΑΠ, με σκοπό την

ακριβέστερη επιλογή των ασθενών που θα υποβλη-

θούν σε RDN και επίτευξη βέλτιστων θεραπευτικών

αποτελεσμάτων. Επίσης, μεγάλο ενδιαφέρον πα-

ρουσιάζει η διεξαγωγή μελέτης διερεύνησης του

προβλεπτικού ρόλου της πρωτεωμικής ούρων στην

απόκριση της ΑΠ σε διάφορες κατηγορίες αντιυ-

περτασικών φαρμάκων.
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