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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ  

AADAC, arylacetamidedeacetylase;  

ACADM, acyl-CoA dehydrogenase;  

ACOX, acyl-CoA oxidase; ACOT, acyl-CoA thioesterase  

ATGL, adipose triglyceride lipase;  

BAAT, bile acid CoA;  

Cd36, cluster of differentiation 36;  

Ces3/tgh, carboxylesterase 3;  

DGAT, diacylglycerol O-acyltransferase;  

EIA, Elisa;  

FFA, free fatty acids; 

 HDL, high density lipoprotein; 

HSL, hormone sensitive lipase;  

IFD, Induced Fit Docking;  

LPL, lipoprotein lipase;  

LDL-r, low density lipoprotein receptor; 

MTTP, microsomal triglyceride transfer protein;  

NEFA, non-esterified fatty acids;  

Nr4A, nuclear receptor 4a;  

OLE, oleuropein;  

PCSK9, proprotein convertase subtilisin/kexin type 9;  

PKA, protein kinase A; 

PPARα, peroxisome proliferator-activated receptor-α;  

PCR, polymerase chain reaction;  

RIA, radioimmunoassay;  

TG, triglycerides;  

VLDL, very low-density lipoprotein;  

W.A.T., white adipose tissue. 

 

http://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CDYQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.ihop-net.org%2FUniPub%2FiHOP%2Fgs%2F133893.html&ei=rpPeUYWJJYSrOuebgOAJ&usg=AFQjCNGwaH6KdxhRq8OaAfQTSV0NJOR0kA&bvm=bv.48705608,d.Yms
http://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=9&cad=rja&ved=0CGcQFjAI&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fgene%2F255738&ei=45LeUabdKMfHOfqdgYAB&usg=AFQjCNGo99q9TZy27p_Muj8fpVGgqFuHuQ&bvm=bv.48705608,d.Yms
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

Η ομοιοστασία των λιπιδίων είναι μια από τις πλέον βασικές βιολογικές 

διεργασίες στη φυσιολογία και παθοφυσιολογία των ζώντων οργανισμών, διότι τα 

λιπίδια διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην αποθήκευση ενέργειας, την κυτταρική 

σηματοδότηση, τη σύνθεση στεροειδών ορμονών και δρουν ως δομικά συστατικά 

των κυτταρικών μεμβρανών (1). Η διαταραχή της ομοιοστασίας των λιπιδίων οδηγεί 

σε δυσλιπιδαιμίες, οι οποίες σχετίζονται με αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης 

αθηροσκλήρυνσης, καρδιαγγειακών νοσημάτων και παχυσαρκίας. Μια σχετική 

μελέτη μετα-ανάλυσης, που περιλαμβάνει τα αποτελέσματα 29 μεμονωμένων 

ερευνών, στις οποίες συμμετείχαν 262.525 άτομα, συνδέει άμεσα τα υψηλά επίπεδα 

τριγλυκεριδίων στον ορό με τον αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης καρδιακής 

ανεπάρκειας (2). Οι τρέχουσες ιατρικές οδηγίες για την πρόληψη και αντιμετώπιση 

των υπετριγλυκεριδαιμιών συνιστούν τη χρήση φιβρατών (3, 4). Οι φιβράτες είναι 

συνθετικοί αγωνιστές του PPARα και χορηγούνται για τη μείωση των επιπέδων των 

τριγλυκεριδίων, είτε μεμονωμένα είτε σε συνδυασμό με στατίνες (5, 6). Αρκετές 

μελέτες αναφέρουν ότι ακόμα και με συστηματική χορήγηση στατινών ο κίνδυνος για 

την επανεμφάνιση καρδιαγγειακών νοσημάτων, που σχετίζονται με αθηρογενείς 

δυσλιπιδαιμίες (χαμηλή HDL και υψηλά τριγλυκερίδια) δεν εκλείπει. Σε αυτές τι 

περιπτώσεις, φαίνεται ότι η συνδυασμένη χορήγηση στατινών και φιβρατών είναι πιο 

αποτελεσματική (7). Ωστόσο, πρέπει να σημειωθεί ότι η συγχορήγηση των δύο 

υπολιπιδαιμικών φαρμάκων, σχετίζεται με μικρή αλλά σημαντική θνησιμότητα λόγω 

ραβδομυόλυσης με κύριο ένοχο τη γεμφιβροζίλη (8). Συνεπώς, η αναζήτηση νέων 

μορίων είναι επιτακτική ανάγκη, για τον ασφαλή έλεγχο των δυσλιπιδαιμιών, που 

χαρακτηρίζονται από αυξημένα τριγλυκερίδια και/ή LDL και κατά συνέπεια και της 

καρδιαγγειακής νόσου.  
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Ο PPARα θεωρείται κυτταρικός λιποστάτης, καθώς είναι υπεύθυνος για τις 

προσαρμοστικές μεταβολές των επιπέδων των κυτταρικών λιπιδίων. Αυτό 

επιτυγχάνεται ρυθμίζοντας τη μεταγραφή των γονιδίων στόχων του, τα οποία είναι 

υπεύθυνα για το μεταβολισμό των λιπαρών οξέων (9-11). Συγκεκριμένα, η 

ενεργοποίηση του PPARα επάγει την έκφραση γονιδίων, που κωδικοποιούν ένζυμα, 

τα οποία σχετίζονται με την πρόσληψη και μεταφορά των λιπαρών οξέων καθώς και 

με την υπεροξυσωμιακή και μιτοχονδριακή β-οξείδωσή τους αλλά και με τη 

μικροσωμιακή ω-οξείδωση των λιπαρών οξέων. Επιπλέον, ο PPARα ρυθμίζει την 

έκφραση αρκετών γονιδίων, που κωδικοποιούν ορισμένες απολιποπρωτεΐνες (Apo), 

όπως η Apo AI, AII και CIII, γεγονός, που καταδεικνύει τον κεντρικό ρόλο του 

PPARα στην εξωκυττάρια μεταφορά των λιπαρών οξέων στο αίμα (12). Όλες οι 

επαγόμενες από τον PPARα δράσεις στη γονιδιακή έκφραση, τον καθιστούν ένα 

ιδανικό φαρμακολογικό στόχο για τη θεραπεία των υπερτριγλυκεριδαιμιών και άλλων 

δυσλιπιδαιμιών.  

Το ελαιόλαδο και οι ελιές αποτελούν αναπόσπαστα συστατικά της 

μεσογειακής διατροφής και αρκετές μελέτες αποδίδουν τις ευεργετικές ιδιότητες 

αυτού του τύπου διατροφής στα μοναδικά χαρακτηριστικά της ελιάς (13). Η 

ελευρωπαΐνη (OLE) και η υδροξυτυροσόλη (προϊόν της υδρόλυσης της OLE) 

αποτελούν τα κύρια πολυφαινολικά συστατικά, που βρίσκονται στα φύλλα και τον 

ακατέργαστο καρπό της Olea europaea και είναι υπεύθυνα για τη σημαντική 

μείωση της λιπογένεσης και της υπερλιπιδαιμίας σε παχύσαρκους μύες (14, 15). 

Μεγάλης κλινικής σημασίας είναι το γεγονός ότι η χορήγηση καθαρής OLE σε 

κανονικούς και υπερχοληστερολαιμικούς επίμυες, στους οποίους είχε προκληθεί 

ισχαιμία/επαναιμάτωση, μείωσε σημαντικά το μέγεθος του εμφράκτου. Η OLE 

επέδειξε επίσης, προστατευτική δράση στο μυοκάρδιο κονίκλων έπειτα από 
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επαναιμάτωση ενάντια στην οξειδωτική βλάβη και επιπλέον, μείωσε τα συνολικά 

επίπεδα χοληστερόλης και τριγλυκεριδίων στον ορό τους (16).  

Με βάση τα προαναφερθέντα στοιχεία και το αυξανόμενο ενδιαφέρον προς τις 

ευεργετικές ιδιότητες της Μεσογειακής διατροφής, η συγκεκριμένη μελέτη 

επικεντρώνεται στο ρόλο της OLE στην ομοιοστασία των λιπιδίων. Ιδιαίτερη έμφαση 

δόθηκε στο ρόλο του PPARα. Για τον σκοπό αυτό, χρησιμοποιήθηκαν μύες αγρίου 

τύπου (Wild Type -WT) καθώς και PPARα null (απουσία PPARα από όλους τους 

ιστούς), οι οποίοι ακολούθησαν την τυπική δίαιτα των τρωκτικών σε συνδυασμό με 

καθαρή OLE για διάστημα 6 εβδομάδων. Τα ευρήματα της μελέτης δείχνουν ότι η 

OLE μειώνει σημαντικά τα επίπεδα των τριγλυκεριδίων μέσω ενεργοποίησης του 

PPARα. Φαίνεται ότι η επαγωγή των γονιδίων αρκετών ηπατικών παραγόντων, που 

σχετίζονται με το μεταβολισμό, την πρόσληψη, τη μεταφορά και την απέκκριση των 

τριγλυκεριδίων, καθώς και η ενεργοποίηση της ορμονο-ευαίσθητης λιπάσης (HSL) 

στο λευκό λιπώδη ιστό (White Adipose tissue -WAT), συνεισφέρουν στην επαγόμενη 

από την ελευρωπαΐνη δράση, δηλαδή, την πτώση των επιπέδων των τριγλυκεριδίων 

και της ολικής χοληστερόλης στον ορό. Τέλος, ανάλυση της δράσης της OLE σε 

διαγονιδιακούς μύες Ldl-r null, δείχνει τη συμμετοχή του ενεργού LDL υποδοχέα στη 

δράση της OLE στα τριγλυκερίδια του ορού.  
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1 ΥΠΕΡΛΙΠΙΔΑΙΜΙΕΣ  

Τα λιπίδια συνιστούν μια μεγάλη κατηγορία οργανικών ενώσεων,  που 

περιλαμβάνουν υδρόφοβα και αμφίφυλα μόρια. Η μεγάλη βιολογική τους σημασία, 

έγκειται στο γεγονός ότι λειτουργούν ως ενεργειακές αποθήκες των οργανισμών, ως 

δομικά συστατικά των μεμβρανών των κυττάρων και φυσικά συμμετέχουν ενεργά 

στη διακυτταρική επικοινωνία αλλά και την ενδοκυττάρια σηματοδότηση (1, 17). Τα 

βιολογικής προέλευσης λιπίδια μπορούν να χωριστούν σε οκτώ κατηγορίες: τα 

λιπαρά οξέα, τα λιπίδια γλυκερόλης, τα γλυκεροφωσφολιπίδια, τα σφιγγολιπίδια, τα 

σακχαρολιπίδια και πολυκετίδια και τα λιπίδια στερόλης και πρενόλης.  

 Τα σημαντικότερα λιπίδια, που σχετίζονται με εμφάνιση παθογένειας, είναι τα 

ελεύθερα λιπαρά οξέα (free fatty acids, FFA), τα τριακυλογλυκερίδια ή τριγλυκερίδια 

(triglycerides, TGs), η χοληστερόλη (cholesterol) και τα φωσφολιπίδια 

(phospholipids). Τα λιπίδια συναντώνται στο αίμα είτε ως λιποπρωτεΐνες είτε ως FFA 

σε σύμπλοκα με αλβουμίνη. Οι λιποπρωτεΐνες είναι ετερογενή μεγαλομοριακά 

σύμπλοκα των λιπιδίων με ειδικές πρωτεΐνες, τις αποπρωτεΐνες ή απολιποπρωτεΐνες 

(apolipoproteins, Apo). Οι Apo έχουν πολύπλοκο λειτουργικό ρόλο καθώς είναι 

υπεύθυνες για τη δημιουργία και διατήρηση της δομής των λιποπρωτεϊνών, ενώ 

παράλληλα συμμετέχουν ενεργά στο μεταβολισμό των λιπιδίων, μέσω πρόσδεσης σε 

ειδικούς μεμβρανικούς υποδοχείς και ρύθμισης της ενζυμικής ενεργότητας (Πίνακας 

1). Οι λιποπρωτεΐνες συμμετέχουν στη διανομή των TGs στους ιστούς ως πηγή 

ενέργειας, στη διατήρηση των επιπέδων της εξωκυτταρικής χοληστερόλης και στην 

αντίστροφη μεταφορά της χοληστερόλης (επιστροφή της χοληστερόλης στο ήπαρ) 

(18). Οι λιποπρωτεΐνες μπορούν να κατηγοριοποιηθούν με δύο τρόπους. Βάση της 

πυκνότητας τους (density, d) ταξινομούνται σε (i) υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες 
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(high density lipoprotein, HDL), (ii) χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (low density 

lipoprotein, LDL), (iii) ενδιάμεσης πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (intermediate density 

lipoprotein, IDL), (iv) πολύ χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (very low density 

lipoprotein, VLDL) και (v) χυλομικρά. Βάση του φορτίου τους κατηγοριοποιούνται 

σε (i) α-λιποπρωτεΐνες, (ii) β-λιποπρωτεΐνες, (iii) προ-β-λιποπρωτεΐνες και (iv) 

χυλομικρά (19). (Πίνακας 2)  
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Πίνακας 1. Απολιποπρωτεΐνες 

Απολιποπρωτεΐνη 
Μοριακό 

Βάρος 
Λιποπρωτεΐνη Μεταβολική λειτουργία Σύνθεση 

Βιβλιογραφική 

αναφορά 

ApoAI 28016 HDL, χυλομικρά 

Δομικό συστατικό της HDL, 

ενεργοποιητής της λεκιθινο-

χοληστερολο-ακυλο-τρανσφεράσης 

(LCAT) 

ήπαρ, 

έντερο 
(20) 

ApoAII 17414 HDL, χυλομικρά  ήπαρ (21) 

ApoAIV 46465 HDL, χυλομικρά Δημιουργία και έκκριση χυλομικρών έντερο (22, 23) 

ApoAV  
HDL, VLDL, 

χυλομικρά 

Ενεργοποιητής της ενδοαγγειακής 

υδρόλυσης μέσω LPL. Ρύθμιση του 

μεταβολισμού των TGs στο ήπαρ. 

ήπαρ (24, 25) 

ApoB48 264000 - 

Απαραίτητη για τη δημιουργία και 

έκκριση των χυλομικρών από το 

λεπτό έντερο 

έντερο (20) 

ApoB100 540000 VLDL, IDL, LDL 

Δημιουργία και έκκριση VLDL από 

το ήπαρ. Δομική πρωτεΐνη των 

VLDL, IDL και LDL. Προσδέτης του 

LDL υποδοχέα. 

ήπαρ (20) 

ApoCI 6630 VLDL, IDL, HDL 

Αναστέλλει τη σύνδεση των 

λιποπρωτεϊνών στους υποδοχείς τους. 

Πιθανός αναστολέας της πρωτεΐνης 

μεταφοράς χοληστερυλεστέρα 

ήπαρ (26, 27) 

ApoCII 8900 VLDL, IDL, HDL 
Ενεργοποιητής λιποπρωτεϊνικής 

λιπάσης 
- (28) 

ApoCIII 8800 VLDL, IDL, HDL 

Αναστολέας λιποπρωτεϊνικής 

λιπάσης. Αυξάνει την έκκριση VLDL. 

Ενεργοποιεί διαδικασίες, που 

εμπλέκονται στην αθηρογένεση και 

τη φλεγμονή των αγγείων. 

κυρίως στο 

ήπαρ και 

λιγότερο 

στο έντερο 

(27, 29-31) 

ApoE 31145 
χυλομικρά, 

VLDL, IDL, HDL 

LDL υποδοχέας, προσδέτης για την 

LDL και για υπολείμματα 

χυλομικρών. Προσδέτης για την LRP. 

Σχετίζεται με την αντίστροφη 

μεταφορά χοληστερόλης 

κυρίως στο 

ήπαρ 
(32, 33) 

Apo(a) 
250000-

800000 
Lp(a) - ήπαρ (34) 

ApoM 26000 HDL, VLDL, LDL Σύνθεση της HDL 
ήπαρ, 

νεφροί 
(35) 
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Η κατανόηση των μηχανισμών μεταβολισμού των λιπιδίων είναι πολύ 

σημαντική, καθώς οι λιποπρωτεΐνες αποτελούν παράγοντες κινδύνου για την 

εμφάνιση αθηροσκλήρυνσης. Η μετακίνηση και ο μεταβολισμός των λιπιδίων 

περιλαμβάνει 3 γενικά μονοπάτια (Εικόνα 1): (i) το εξωγενές μονοπάτι, όπου τα 

χυλομικρά συντίθενται στο λεπτό έντερο και τα TGs και η χοληστερόλη 

μεταφέρονται σε διάφορους ιστούς του οργανισμού, (ii) το ενδογενές μονοπάτι, όπου 

η VLDL και τα TGs συντίθενται στο ήπαρ και κατόπιν, μεταφέρονται στους ιστούς 

και (iii) η αντίστροφη μεταφορά χοληστερόλης, όπου HDL χοληλεστέρες 

ανταλλάσσονται με TGs σε LDL και VLDL σωματίδια μέσω της πρωτεΐνης 

μεταφοράς χοληλεστέρα (cholesteryl ester transfer protein, CETP), μία διαδικασία ή 

οποία απομακρύνει χοληστερόλη από τους περιφερειακούς ιστούς και την κατευθύνει 

στο ήπαρ και τα στερεοειδογόνα όργανα (γονάδες). 
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Εικόνα 1. Γραφική αναπαράσταση των μονοπατιών μεταβολισμού των λιπιδίων  

Στο εξωγενές μονοπάτι τα TGs, που έχουν προσληφθεί μέσω της διατροφής 

υδρολύονται στο έντερο σε μονογλυκερίδια και FFA, τα οποία σχηματίζουν μικύλλια 

και κατόπιν απορροφώνται από το επιθήλιο του εντέρου. Ακολούθως, τα FFA 

επανεστεροποιούνται, ώστε να δημιουργήσουν TGs και η χοληστερόλη 

εστεροποιείται από την ακετυλοτρανφεράση της λεκιθινο-χοληστερόλης (Lecithin: 

cholesterol acyltransferase, LCAT). Σταγονίδια TGs συνδεδεμένα με μικρή ποσότητα 

εστεροποιημένης χοληστερόλης και ApoB48, προσλαμβάνουν φωσφολιπίδια, 

ελεύθερη χοληστερόλη και ApoΑ. Στη συνέχεια μεταφέρονται στον εξωκυττάριο 

χώρο (36). Τα λιπαρά οξέα, που προέρχονται από τα TGs των χυλομικρών, 

μεταφέρονται στους ιστούς μέσω υδρόλυσης που καταλύεται από την λιποπρωτεϊνική 
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λιπάση (lipoprotein lipase, LPL), η οποία βρίσκεται συνδεδεμένη στο ενδοθήλιο των 

αρτηριακών τοιχωμάτων (37). Στο μονοπάτι αυτό συμμετέχει και η ApoCII, η οποία 

είναι απαραίτητος συνενεργοποιητής της LDL. Τα κατάλοιπα των χυλομικρών 

μεταφέρονται με ενδοκύττωση στο ήπαρ μέσω της ApoE (38, 39). Τόσο στο ήπαρ 

όσο και στο έντερο, κατά τη μετάφραση του γονιδίου της, η ApoΒ ταυτόχρονα 

μετακινείται στον αυλό του ενδοπλασματικού δικτύου (ΕΔ), όπου μικροσωμιακές 

πρωτεΐνες μεταφοράς (microsomal transfer protein, MTP) προσθέτουν λιπίδια, ώστε 

να σχηματιστούν τα πρωταρχικά ΑpoB σωματίδια. Η στόχευση της ApoB για 

αποικοδόμηση ρυθμίζεται από τη διαθεσιμότητα των λιπιδίων. Μη λειτουργικά 

ΑpoB100 σωματίδια απομακρύνονται με μηχανισμούς, όπως η σχετιζόμενη με το ΕΔ 

αποικοδόμηση και η δημιουργία αυτοφαγοσωμάτων. Τόσο η VLDL όσο και τα 

χυλομικρά απαιτούν ειδικά κυστίδια για να μεταφερθούν από το ΕΔ στα 

στοιχεία Golgi και κατόπιν να εκκριθούν. Ο παράγοντας ωρίμανσης της λιπάσης 1 

(lipase maturation factor 1, LMF1), η προσδεδεμένη σε γλυκοζυλ-

φωσφατιδυλινοσιτόλη υψηλής πυκνότητας πρωτεΐνη πρόσδεσης λιποπρωτεΐνης 1 

(glycosylphosphatidylinositol-anchored high density lipoprotein binding protein 1, 

GPIHBP1) και μία ομοιάζουσα της αγγειοποιητίνης πρωτεΐνη, συμμετέχουν στην 

διαμεσολαβούμενη από την LPL υδρόλυση των TGs, ώστε η σωστή ποσότητα 

λιπαρών οξέων να μεταφέρεται στο σωστό ιστό την κατάλληλη χρονική στιγμή. 

Στο ενδογενές μονοπάτι, το ήπαρ εξάγει τα TGs στους περιφερικούς ιστούς με 

τη μορφή VLDL. Τα FFA μεταφέρονται στους ιστούς με τη βοήθεια της LPL (40). Η 

υδρόλυση των χυλομικρών και της VLDL από την LDL οδηγεί στην παραγωγή 

καταλοίπων χυλομικρών, IDL και LDL, τα οποία προσδένονται σε ειδικούς 

υποδοχείς στο ήπαρ (υποδοχέας LDL-R, υποδοχέας VLDL και πρωτεΐνες, που 

σχετίζονται με τον υποδοχέα LDL-R) ώστε να απομακρυνθούν από το πλάσμα (41). 
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Ο μεταβολισμός των καταλοίπων πραγματοποιείται κυρίως από την ApoE, ενώ οι 

δομικές μεταβολές, που πραγματοποιούνται κατά τη δημιουργία της LDL έχουν ως 

αποτέλεσμα τη μετατροπή της σε προσδέτη για τον ειδικό υποδοχέα της. Σε 

περίπτωση που οι υποδοχείς της LDL είναι υπερφορτωμένοι με προσδέτες, η 

περίσσεια LDL μπορεί να απομακρυνθεί από την κυκλοφορία μέσω ενός 

εναλλακτικού μονοπατιού, που ονομάζεται «μονοπάτι καθαρισμού» (scavenger 

pathway) (42). Το μονοπάτι αυτό ευνοεί την πρόσληψη οξειδωμένων σωματιδίων 

LDL. Η διαδικασία αυτή λαμβάνει χώρα στο δικτυοενδοθηλιακό σύστημα και τα 

μακροφάγα και έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία αφρωδών κυττάρων φορτωμένων 

με λιπίδια στον έσω χιτώνα των αιμοφόρων αγγείων. Η δημιουργία των κυττάρων 

αυτών προκαλεί φλεγμονώδη αντίδραση του οργανισμού, ενώ παράλληλα 

εναποτίθενται αιμοπετάλια και ινοδωγόνο, γεγονότα τα οποία οδηγούν σε περαιτέρω 

καταστροφή των ενδοθηλιακών κυττάρων των αγγείων. Η λιπόλυση των TGs σε 

σωματίδια LDL μπορεί να οδηγήσει στη δημιουργία μικρών σε μέγεθος LDL 

σωματιδίων. Αυτά τα μικρά, υψηλής πυκνότητας σωματίδια διαπερνούν τον 

αρτηριακό χιτώνα ευκολότερα και είναι πιο επιρρεπή στην οξείδωση, γεγονός που 

οδηγεί στην ενεργοποίηση μακροφάγων και τη δημιουργία αφρωδών κυττάρων.  

Η αντίστροφη μεταφορά χοληστερόλης λαμβάνει χώρα όταν οι ΑpoAI και 

ΑpoE ελεύθερες λιπιδίων, προσλαμβάνουν χοληστερόλη και φωσφολιπίδια ώστε να 

δημιουργηθούν σωματίδια HDL. H πρωτεΐνη μεταφοράς ATP κασέτας σύνδεσης 

(ATP-binding cassette (ABC), transporter protein, ABCA1), αποτελεί μόριο κλειδί 

για την παραγωγή νέων σωματιδίων HDL. Περαιτέρω εμπλουτισμός με χοληστερόλη 

των σωματιδίων αυτών πραγματοποιείται μέσω των πρωτεϊνών ABCG1 και των 

υποδοχέων δέσμευσης, κατηγορίας Β και τύπου Ι (scavenger receptor class B type I, 

SR-BI). Στην περίπτωση του SR-BI η ροή των μορίων χοληστερόλης είναι 
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αμφίδρομη. Η HDL χοληστερόλη μπορεί να επιστρέψει στο ήπαρ είτε με άμεση 

πρόσληψη από τον SR-BI είτε μέσω ανταλλαγής χολικού εστέρα με TGs σε ApoB 

λιποπρωτεΐνες με τη βοήθεια της CETP, η οποία ακολουθείται από πρόσληψη των 

σωματιδίων, που περιέχουν ΑpoB στο ήπαρ. Στην κυκλοφορία του αίματος αρκετές 

πρωτεΐνες και ένζυμα ρυθμίζουν την HDL. Η LCAT εστεροποιεί την ελεύθερη 

χοληστερόλη σε χολικούς εστέρες, οι οποίοι είναι υδρόφοβοι και κατ’ επέκταση 

τοποθετούνται στο εσωτερικό των κυστιδίων. Η LCAT ενεργοποιείται κυρίως από 

την apoAI. Μπορεί επίσης, να ενεργοποιηθεί και από τις apoAIV, apoCI και apoE 

(43). Υπάρχουν ενδείξεις ότι κατά την εστεροποίηση της χοληστερόλης σε HDL η 

κλίση συγκέντρωσης της ελεύθερης χοληστερόλης μεταξύ της κυτταρικής μεμβράνης 

και της επιφάνειας του σωματιδίου HDL διατηρείται ώστε να υπάρχει συνεχής ροή 

χοληστερόλης από το κύτταρο στις λιποπρωτεΐνες. H CETP μεταφέρει χολικούς 

εστέρες από την HDL σε πρωτεΐνες, που περιέχουν apoB. Η πρωτεΐνη μεταφοράς 

φωσφολιπιδίων (phospholipid transfer protein, PLTP) μεταφέρει φωσφολιπίδια 

μεταξύ μορίων HDL και VLDL, καθώς επίσης και μεταξύ διαφορετικών HDL μορίων  

(20, 44).  

 Πειραματικά δεδομένα δείχνουν ότι οι απολιποπρωτεΐνες, που εναλλάσσονται 

όχι μόνο διαδραματίζουν ρόλο εξωκυτταρικά στην κυκλοφορία, διαμορφώνοντας την 

απομάκρυνση των λιποπρωτεϊνών, αλλά επηρεάζουν και την αποτελεσματικότητα και 

το ρυθμό της σύνθεσης και έκκρισης των λιποπρωτεϊνών (45). Επιπλέον, στοιχεία 

δείχνουν ότι οι απολιποπρωτεΐνες, που εναλλάσσονται συμμετέχουν στην 

κινητοποίηση των λιπιδίων και στην πρόσληψή τους κατά τη σύνθεση των 

λιποπρωτεϊνών και στην μεταφορά τους μέσω των εκκριτικών κυστιδίων του ΕΔ και 

του στοιχείου Golgi. Η λειτουργία τους αυτή φαίνεται να είναι ανεξάρτητη του ρόλου 

τους στην απομάκρυνση των λιποπρωτεϊνών (46).  
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1.1 Τύποι Υπερλιπιδαιμιών  

Οι διαταραχές των φυσιολογικών επιπέδων των λιποπρωτεϊνών στο αίμα 

χαρακτηρίζονται ως δυσλιπιδαιμίες. Συγκεκριμένα, αυξημένες τιμές τους 

παρατηρούνται στις υπερλιπιδαιμίες και αποτελούν παράγοντες κινδύνου για την 

εμφάνιση καρδιαγγειακής νόσου (47, 48). Οι υπερλιπιδαιμίες μπορούν να 

ταξινομηθούν ανάλογα με το λιπίδιο του οποίου τα επίπεδα είναι υψηλότερα του 

φυσιολογικού. Μπορεί να παρατηρηθεί αυξημένη συγκέντρωση της ολικής 

χοληστερόλης, αυξημένη συγκέντρωση των TGs ή αυξημένη συγκέντρωση και των 

δύο.  

Μια άλλη ταξινόμηση της υπερλιπιδαιμίας σε πρωτογενή ή δευτερογενή μπορεί 

να γίνει με βάση το αίτιο που την προκάλεσε. Οι πρωτογενείς υπερλιπιδαιμίες 

καλούνται και οικογενείς λόγω του γενετικού τους υποβάθρου και μπορεί να είναι 

μονογονιδιακές ή πολυγονιδιακές (49). Οι δευτερογενείς υπερλιπιδαιμίες 

εμφανίζονται ως αποτέλεσμα ενός άλλου νοσήματος ή κατάστασης (50).   

1.2 Αίτια Υπερλιπιδιαιμιών  

Τα αίτια των υπερλιπιδαιμιών ποικίλλουν και μπορεί να είναι γενετικά, 

περιβαλλοντικά ή συνδυασμός και των δύο. Γενικά, τα κλινικά στοιχεία, που 

δείχνουν γενετικής προέλευσης υπερλιπιδαιμία, περιλαμβάνουν πολύ υψηλά επίπεδα 

ολικής χοληστερόλης στο αίμα (>300mg/dL), πολύ υψηλά επίπεδα TGs 

(>500mg/dL), ξανθώματα, οικογενειακό ιστορικό υπερλιπιδαιμίας ή πρώιμης 

καρδιαγγειακής νόσου, ή τέλος έλλειψη ανταπόκρισης στη μέγιστη δοσολογία 

θεραπευτικής αγωγής. Στον Πίνακα 3 παρατίθενται τα γενετικά αίτια των 

υπερλιπιδαιμιών.  
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Πίνακας 3. Γενετικά αίτια υπερχοληστερολαιμίας με τα κλινικά τους χαρακτηριστικά (51)  

Αίτια Κλινικά Χαρακτηριστικά 

Μεμονωμένη αύξηση χοληστερόλης 

Οικογενής Υπερχοληστερολαιμία 

Σχετικά συνήθης (1 στους 500 ετεροζυγώτες), η ολική χοληστερόλη ξεπερνά τα 
300mg/dL. Εμφανίζεται σε άτομα με οικογενειακό ιστορικό αυξημένης 
χοληστερόλης. Σχετίζεται με την εμφάνιση ξανθωμάτων στους τένοντες ενώ η 
πρώιμη (20-40 ετών) εμφάνιση καρδιαγγειακής νόσου είναι συνήθης. Οι 
ομοζυγώτες είναι σπάνιες περιπτώσεις αλλά εμφανίζουν επίπεδα ολικής 
χοληστερόλης >600mg/dL και εάν δεν τους χορηγηθεί θεραπεία συνήθως, 
πεθαίνουν από έμφραγμα του μυοκαρδίου μέχρι την ηλικία των 20 ετών. 

Οικογενής έλλειψη απολιποπρωτεΐνης 

Β100 
Παρατηρείται αύξηση της LDL και παρουσιάζει φαινότυπο όμοιο με της 
οικογενούς υπερχοληστερολαιμίας. 

Γενετικές μεταλλάξεις, που 

σχετίζονται με αυξημένα επίπεδα LDL 
Σπάνιες και μεμονωμένες περιπτώσεις, οι ασθενείς δεν ανταποκρίνονται στην 
θεραπεία. 

Αυξημένα επίπεδα Λιποπρωτεΐνης(α) 

στο πλάσμα 
Η συσχέτιση με τα καρδιαγγειακά νοσήματα είναι ασαφής. Υπάρχουν 
αντικρουόμενες μελέτες (52, 53). 

Πολυγονιδιακή Υπερχοληστερολαιμία Χωρίς οικογενειακό ιστορικό, χωρίς φυσικές εκδηλώσεις, όπως ξανθώματα, τα 
ακριβή αίτια είναι άγνωστα.  

Lp(X) Σχετίζεται με αποφρακτική ηπατική νόσο. Ασαφής παράγοντας κινδύνου για 
καρδιαγγειακά νοσήματα 

Σιτοστερολαιμία 
Σπάνια περίπτωση, παρατηρείται αυξημένη απορρόφηση φυτικών στερολών, 
εμφάνιση τενόντιων ξανθωμάτων κατά την παιδική ηλικία και αυξημένα 
επίπεδα LDL.  

Εγκεφαλοτενόντια ξανθωμάτωση Σπάνια περίπτωση, σχετίζεται με νευρολογικές διαταραχές, τενόντια 
ξανθώματα και καταρράκτη σε πολύ νεαρή ηλικία. 

Αυξημένα επίπεδα χοληστερόλης και TGs 

Μεικτή Οικογενής υπερλιπιδαιμία 

Μπορεί να εμφανιστεί ανεξάρτητα ή με ισχυρό οικογενειακό ιστορικό 

υπερλιπιδαιμίας. Σχετίζεται με το σακχαρώδη διαβήτη τύπου ΙΙ και το 

μεταβολικό σύνδρομο, γεγονός που δυσχεραίνει τη διάγνωση. 

Οικογενής δυσβηταλιποπρωτεϊναιμία 

(νόσος των λιποπρωτεϊνικών 

καταλοίπων) 

Σοβαρή υπερτριγλυκερολαιμία και υπερχοληστερολαιμία (>300mg/dL), που 

σχετίζεται με πρόωρη διάχυτη αγγειακή νόσο. Μεγαλύτερο ποσοστό εμφάνισης 

στους άνδρες. Τα ξανθώματα Palmar αποτελούν παθογνωμονικό κριτήριο. 

Ανεπάρκεια ηπατικής λιπάσης 
Σπάνια διαταραχή με πολύ υψηλά επίπεδα χοληστερόλης και TGs, φαινοτυπικά 

όμοια με την οικογενή δυσβηταλιποπρωτεϊναιμία. 

Μεμονωμένη αύξηση TGs 

Ανεπάρκεια LPL 

Εμφάνιση υψηλών επιπέδων χυλομικρών, τα οποία μεταφέρουν λίπος, που 

προσλαμβάνεται μέσω της διατροφής. Φυσιολογικά, τα χυλομικρά δεν 

ανιχνεύονται μετά από ολονύκτια νηστεία. Κατά συνέπεια, κρεμώδης εμφάνιση 

του πλάσματος μετά από νηστεία αποτελεί σημαντικό στοιχείο για τη 

διάγνωση, ειδικά εάν ο ασθενής είναι νεαρής ηλικίας. Πολύ υψηλά επίπεδα 

TGs δύνανται να οδηγήσουν στην εμφάνιση παγκρεατίτιδας. 

Ανεπάρκεια ApoCII Απουσία της ApoCII δημιουργεί όμοια κλινική Εικόνα με την ανεπάρκεια LPL. 

Οικογενής υπερτριγλυκερολαιμία 
Αυτοσωμικό επικρατές νόσημα.  Προκαλεί υπερπαραγωγή VLDL και TGs από 

το ήπαρ.  
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Πέραν των γενετικών αιτίων, οι υπερλιπιδαιμίες έχουν και δευτερογενή αίτια 

κυρίως, περιβαλλοντικά, όπως η διατροφή, η λήψη φαρμάκων, η ταυτόχρονη 

παρουσία άλλων νοσημάτων, η εγκυμοσύνη (ειδικά στο 3ο τρίμηνο) (Πίνακας 4). Ένα 

πολύ σημαντικό αίτιο υψηλής χοληστερόλης στο αίμα είναι ο υποθυρεοειδισμός, 

καθώς προκαλεί αύξηση των επιπέδων της χοληστερόλης και η μείωση των επιπέδων 

της θυρεοειδικής ορμόνης αποτελεί παράγοντα κινδύνου για την εμφάνιση 

μυοπάθειας σχετιζόμενης με στατίνες (51). Άλλοι σημαντικοί παράγοντες στη 

δευτερογενή υπερλιπιδαιμία είναι ο σακχαρώδης διαβήτης, η νεφρική νόσος και ο 

αλκοολισμός. Το σύνδρομο Ανθρώπινης Επίκτητης Ανοσοανεπάρκειας (Acquired 

immune deficiency syndrome, AIDS) επίσης, αποτελεί παράγοντα κινδύνου τόσο 

λόγω αυτής καθαυτής της μόλυνσης όσο και λόγω της χορήγησης αναστολέων των 

πρωτεασών, οι οποίοι δύνανται να οδηγήσουν σε ανωμαλίες των επιπέδων των 

λιπιδίων στο αίμα (54).  

 Η παχυσαρκία, ανάλογα με τη διάρκεια και το επιπλέον βάρος, μπορεί 

σταδιακά να προκαλέσει ή να επιβαρύνει ένα ευρύ φάσμα νοσημάτων όπως η 

δυσλιπιδαιμίες, το μεταβολικό σύνδρομο και ο σακχαρώδης διαβήτης τύπου ΙΙ. Η 

τυπική κλινική Εικόνα της δυσλιπιδαιμίας λόγω παχυσαρκίας είναι αυξημένα επίπεδα 

TGs, χαμηλά επίπεδα HDL και υψηλά ή ελαφρώς αυξημένα επίπεδα LDL 

χοληστερόλης. Επιπλέον, οι δραστικές μορφές οξυγόνου (reactive oxygen species, 

ROS) παράγονται in vivo υπό συγκεκριμένες συνθήκες. Η υπεροξείδωση των 

λιπιδίων μπορεί να προκύψει μέσω αλληλεπιδράσεων των λιπιδίων με ROS. Η 

υπερλιπιδαιμία κατά την παχυσαρκία σχετίζεται επίσης, με το οξειδωτικό στρες, το 

οποίο έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία οξειδωμένης LDL, η οποία περαιτέρω 

οδηγεί στην εμφάνιση αθηροσκλήρυνσης (55).  
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Πίνακας 4. Δευτερογενή αίτια υπερλιπιδαιμίας (56)  

Διατροφικοί παράγοντες Φαρμακευτικοί παράγοντες Συνυπάρχοντα Νοσήματα και 
Διαταραχές μεταβολισμού 

Κορεσμένα και trans 
λιπαρά Θειαζιδικά διουρητικά Υποθυρεοειδισμός 

Περίσσεια θερμίδων β-αναστολείς Παχυσαρκεία 

Κατανάλωση αλκοόλ Γλυκοκορτικοειδή Σακχαρώδης Διαβήτης 
(Διαβήτης τύπου ΙΙ) 

Κατανάλωση κόκκινου 
κρέατος Ορμόνες φύλου Μεταβολικό σύνδρομο 

Κατανάλωση πλήρους 
γάλακτος Παράγωγα ρετινοϊκού οξέως Νεφρική νόσος 

Κατανάλωση προϊόντων με 
υψηλή περιεκτικότητα σε 

ζάχαρη 
Αντιψυχωσικά AIDS 

 Ανοσοκατασταλτικοί 
παράγοντες 

Σύνδρομο πολυκυστικών 
ωοθηκών 

 Αντιικά φάρμακα Παραπρωτεϊναιμία 

  Συστηματικός ερυθηματώδης 
λύκος 
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1.3 Συμμετοχή της υπερλιπιδαιμίας στην ανάπτυξη καρδιαγγειακών 

νοσημάτων - Παθοφυσιολογία  

Ο λόγος, που η υπερλιπιδαιμία αποτελεί κίνδυνο για την υγεία του ατόμου είναι η 

πολύ καλά τεκμηριωμένη σχέση της με την εμφάνιση καρδιαγγειακών νοσημάτων. Η 

διαδικασία απόδειξης της σχέσης αιτίου-αιτιατού των επιπέδων χοληστερόλης με τα 

καρδιαγγειακά νοσήματα ξεκινάει τον 18ο αιώνα με την παρατήρηση της λιπώδους 

φύσης της αθηρωματικής πλάκας από τον Nicolai Anitschkow το διάστημα 1912-

1930. Ο Anitschkow παρατήρησε ότι ασθενείς με αθηροσκλήρυνση και στεφανιαία 

νόσο εμφάνιζαν συχνά υψηλά επίπεδα χοληστερόλης. Η μελέτη ορόσημο, που στην 

ουσία απέδειξε ότι η θεραπευτική παρέμβαση για την μείωση των επιπέδων των 

λιπιδίων έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση της νοσηρότητας/θνησιμότητας από 

καρδιαγγειακά νοσήματα ήταν η «Lipid Research Clinics Coronary Primary 

Prevention Trial». Η μελέτη αυτή δημοσιεύτηκε σε δύο μέρη το 1984 (57, 58). 

Πληθώρα και άλλων μελετών, τόσο πριν όσο και μετά το 1984, υποδείκνυαν την 

ύπαρξη σύνδεσης της υπερλιπιδαιμίας με τα καρδιαγγειακά νοσήματα. Περαιτέρω 

επιδημιολογικές μελέτες τις επόμενες δεκαετίες επιβεβαίωσαν τα αρχικά ευρήματα 

(59-63) και υπέδειξαν τη διατροφή ως σημαντικό παράγοντα, που σχετίζεται με την 

εμφάνιση καρδιαγγειακών νοσημάτων (64). Παρόλα αυτά, η επιστημονική κοινότητα 

χρειάστηκε δεκαετίες για να αποδεχθεί πλήρως αυτή τη σύνδεση. Πλήρης ανάλυση 

αυτής της αντιπαράθεσης μπορεί να βρεθεί σε μία σειρά άρθρων ανασκόπησης που 

δημοσιεύτηκαν στο Journal of Lipid Research (65-69).  

Όπως προαναφέρθηκε, η υπερλιπιδαιμία αποτελεί το κύριο αίτιο της 

αθηροσκλήρυνσης και κατ’ επέκταση των καρδιαγγειακών νοσημάτων. Ως 

αθηροσκλήρυνση μπορεί να οριστεί ο εκφυλισμός του έσω χιτώνα των μεσαίων και 

μεγάλων αρτηριών του οργανισμού. Ο εκφυλισμός αυτός περιλαμβάνει τη 
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συσσώρευση λιπιδίων, συμπλόκων υδατανθράκων, αίματος και παραγώγων του και 

κυτταρικών απορριμμάτων και συνοδεύεται από τη δημιουργία ινώδους ιστού και την 

εναπόθεση ασβεστίου στον έσω χιτώνα των αγγείων. Οι εναποθέσεις αυτές, ή αλλιώς 

αθηρωματικές πλάκες, μειώνουν προοδευτικά τη διάμετρο των αρτηριών, την 

ελαστικότητά τους και μπορούν να δημιουργήσουν εστίες θρόμβωσης και απόφραξης 

των αιμοφόρων αγγείων. Τα διαφορετικά στάδια της αθηροσκλήρυνσης, από τη 

φυσιολογική υγιή κατάσταση μέχρι το τελικό στάδιο της πλήρους απόφραξης 

παρουσιάζονται στην Εικόνα 2.  

 

Εικόνα 2. Στάδια αθηροσκλήρυνσης  
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Αρχικά ο εσωτερικός χιτώνας των αρτηριών είναι λείος. Με την αύξηση της 

ηλικίας, χοληστερόλη και TGs εναποτίθενται στα τοιχώματα δημιουργώντας ένα 

ραβδωτό στρώμα, το οποίο όμως δεν δημιουργεί δυσλειτουργία ή συμπτώματα. Η 

περαιτέρω εναπόθεση στρωμάτων λίπους έχει ως αποτέλεσμα την μείωση της 

διαμέτρου των αγγείων, ενώ η κυκλοφορία του αίματος αρχίζει να παρεμποδίζεται. 

Στη συνέχεια, καθώς το ινωδογόνο εναποτίθεται στην πάσχουσα περιοχή, τα 

στρώματα λιπιδίων γίνονται πιο σταθερά δημιουργώντας αθηρωματικές πλάκες και 

δυσχεραίνεται ακόμα περισσότερο η κυκλοφορία, γεγονός που οδηγεί σε αύξηση της 

αρτηριακής πίεσης και του καρδιακού ρυθμού. Σε κάποιες περιπτώσεις οι 

αθηρωματικές πλάκες μπορεί να διαρραγούν γεγονός, που προκαλεί τη δημιουργία 

θρόμβων. Εάν ο θρόμβος διακόψει πλήρως την παροχή αίματος σε περιοχή του 

μυοκαρδίου, προκαλείται οξύ ισχαιμικό επεισόδιο/έμφραγμα, σε αντίθετη περίπτωση 

το αγγείο μπορεί να «κλείσει» το ρήγμα που δημιουργήθηκε στην αθηρωματική 

πλάκα, αλλά αυτό έχει ως αποτέλεσμα την περαιτέρω στένωση του αγγείου. 

1.4 Θεραπευτική Προσέγγιση Υπερλιπιδαιμιών  

1.4.1 Τρέχουσες Θεραπευτικές Προσεγγίσεις: Πλεονεκτήματα -Μειονεκτήματα  

Η πρόληψη και θεραπεία των υπερλιπιδαιμιών πρέπει πάντοτε να εξετάζεται 

στο ευρύτερο πλαίσιο της πρόληψης της καρδιαγγειακής νόσου, όπως αναφέρεται 

στις κατευθυντήριες γραμμές των Joint European Societies. Τα μόρια-στόχοι για τη 

θεραπεία της υπερλιπιδαιμίας βασίζονται κυρίως σε αποτελέσματα από κλινικές 

δοκιμές. Σε όλες σχεδόν τις κλινικές δοκιμές τα επίπεδα της LDL χοληστερόλης 

αποτελούν δείκτη της αποτελεσματικότητας της θεραπείας. Κατ’ επέκταση, η LDL 

αποτελεί τον κύριο θεραπευτικό στόχο στις περισσότερες στρατηγικές διαχείρισης 

της υπερλιπιδαιμίας. Σε πρόσφατη μελέτη μετα-ανάλυσης αρκετών κλινικών 
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δοκιμών, με συνολικό αριθμό συμμετεχόντων 170.000 ασθενείς, επιβεβαιώθηκε η 

δοσοεξαρτώμενη μείωση των καρδιαγγειακών νοσημάτων με την αντίστοιχη μείωση 

των επιπέδων της LDL χοληστερόλης (70). 

Οι τρέχουσες θεραπευτικές προσεγγίσεις περιλαμβάνουν διάφορα 

φαρμακευτικά μόρια: (i) στατίνες, (ii) συμπλοκοποιητές χολικού οξέος, (iii)  

αναστολείς απορρόφησης χοληστερόλης, (iv) νικοτινικό οξύ, (v) φιβράτες, και (vi) ω-

3 λιπαρά οξέα. 

Οι στατίνες αποτελούν ίσως τα πιο καλά μελετημένα φάρμακα για την 

πρόληψη των καρδιαγγειακών νοσημάτων. Μειώνουν τη σύνθεση της χοληστερόλης 

στο ήπαρ μέσω της πλήρους αναστολής της ενεργότητας της αναγωγάσης του 

υδροξυ-μεθυλ-γλουταρυλ-συνενζύμου Α (hydroxymethylglutaryl coenzyme A, 

HMG-CoA). Η μείωση της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης της χοληστερόλης επάγει 

την έκφραση του υποδοχέα LDL-R στη μεμβράνη των ηπατοκυττάρων, γεγονός το 

οποίο έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση του ρυθμού απομάκρυνσης της LDL 

χοληστερόλης από το αίμα και τη μείωση και άλλων ApoΒ λιποπρωτεϊνών, 

συμπεριλαμβανομένων των πλούσιων σε TGs σωματιδίων. Μεγάλης κλίμακας 

κλινικές δοκιμές δείχνουν ότι οι στατίνες μειώνουν σημαντικά την καρδιαγγειακή 

νοσηρότητα και θνησιμότητα τόσο σε πρωτογενές όσο και σε δευτερογενές επίπεδο 

πρόληψης (70-72). Επιπλέον, φαίνεται να μειώνουν τον ρυθμό εξέλιξης της 

αθηροσκλήρυνσης (73-76). Οι στατίνες διαφέρουν ως προς την απορρόφηση, τη 

βιοδιαθεσιμότητα, την ικανότητά τους να προσδένονται σε πρωτεΐνες του πλάσματος, 

τον ρυθμό έκκρισης και τη διαλυτότητά τους. Αν και η θεραπεία με στατίνες έχει 

ευεργετικά αποτελέσματα στην πρόληψη της καρδιαγγειακής νόσου, υπάρχει 

διακύμανση τόσο στην απόκριση στη θεραπεία όσο και στη συχνότητα εμφάνισης 

ανεπιθύμητων ενεργειών. Παράγοντες, όπως η προχωρημένη ηλικία, το μικρό 
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μέγεθος σώματος, το φύλο, η νεφρική και ηπατική δυσλειτουργία, η περιεγχειρητική 

περίοδος, ο υποθυρεοειδισμός, η ύπαρξη πολυσυστημιακής νόσου και η κατάχρηση 

αλκοόλ αυξάνουν την πιθανότητα ανεπιθύμητων ενεργειών. Η πιο σοβαρή 

ανεπιθύμητη ενέργεια, που σχετίζεται με τη θεραπεία με στατίνες, είναι η μυοπάθεια, 

η οποία μπορεί να εξελιχθεί σε ραβδομυόλυση, γεγονός που με τη σειρά του μπορεί 

να οδηγήσει σε νεφρική ανεπάρκεια και θάνατο. Η αύξηση των επιπέδων της 

φωσφοκινάσης της κρεατινίνης (creatine phosphokinase, CK) αποτελεί τον κύριο 

δείκτη για τον κυτταρικό θάνατο μυϊκών κυττάρων. Οι στατίνες μπορεί επίσης, να 

επηρεάσουν την ηπατική λειτουργία. Η ενεργότητα της αμινοτρανσφεράσης της 

αλανίνης (ALT) και της ασπαρτικής αμινοτρανσαμινάσης (AST) στο πλάσμα του 

αίματος χρησιμοποιείται συνήθως, από τους κλινικούς για την αξιολόγηση 

ενδεχόμενης ηπατοκυτταρικής βλάβης. Αυξημένα επίπεδα ηπατικών τρανσαμινασών 

εμφανίζονται στο 0,5-2,0% των ασθενών, που λαμβάνουν θεραπεία με στατίνες και 

είναι δοσοεξαρτώμενα. Το εάν η αύξηση των επιπέδων των τρανσαμινασών αποτελεί 

πραγματική ένδειξη ηπατοτοξικότητας δεν έχει αποσαφηνιστεί πλήρως, ενώ η 

εξέλιξη σε ηπατική ανεπάρκεια είναι εξαιρετικά σπάνια. Η πρόσφατη ανακάλυψη, ότι 

η πιθανότητα εμφάνισης σακχαρώδη διαβήτη μπορεί να αυξηθεί έπειτα από θεραπεία 

με στατίνες, δεν πρέπει να αποθαρρύνει τη χρήση τους. Η απόλυτη μείωση του 

κινδύνου εμφάνισης καρδιαγγειακής νόσου σε ασθενείς υψηλού κινδύνου υπερτερεί 

των πιθανών αρνητικών επιπτώσεων μιας πολύ μικρής αύξησης στη συχνότητα 

εμφάνισης διαβήτη (77). Άλλες μελέτες αναφέρουν και άλλες ανεπιθύμητες 

ενέργειες, που σχετίζονται με τη θεραπεία με στατίνες (78, 79) όπως η σκλήρυνση 

κατά πλάκας, η νόσος Alzheimer και ασθένειες του αναπνευστικού συστήματος. Οι 

παρατηρήσεις αυτές χρειάζονται επιβεβαίωση, κατά προτίμηση με τυχαιοποιημένη 

ελεγχόμενη μελέτη, και τονίζουν την ανάγκη μακροπρόθεσμης φαρμακοεπιτήρησης.  
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Τα χολικά οξέα συντίθενται στο ήπαρ από τη χοληστερόλη και 

απελευθερώνονται στον εντερικό αυλό. Το μεγαλύτερο ποσοστό επιστρέφει στο ήπαρ 

από την τελική μοίρα του ειλεού μέσω ενεργητικής απορρόφησης. Οι πρώτες 

δεσμευτικές ουσίες των χολικών οξέων, που χρησιμοποιήθηκαν, η χολεστυραμίνη 

(colestyramine) και η χολεστιπόλη (colestipol), είναι ανιονικές ιοντοανταλλακτικές 

ρητίνες, που δεσμεύουν αρνητικά φορτισμένα χολικά οξέα και χολικά άλατα από το 

λεπτό έντερο. Πρόσφατα, προστέθηκε και η χολησεβελάμη (colesevelam), η οποία 

λειτουργεί με αντίστοιχο μηχανισμό δράσης. Οι δεσμευτικές ουσίες των χολικών 

οξέων δεν απορροφώνται συστηματικά και δεν επιδέχονται τροποποίησης από τα 

πεπτικά ένζυμα. Ως εκ τούτου, τα ευεργετικά αποτελέσματα είναι έμμεσα. Με τη 

δέσμευση των χολικών οξέων, τα φάρμακα αυτά εμποδίζουν την είσοδο των χολικών 

οξέων στο αίμα και έτσι απομακρύνεται ένα μεγάλο μέρος των χολικών οξέων από 

την εντεροηπατική κυκλοφορία. Το ήπαρ, απεμπλουτισμένο από χολή, συνθέτει 

παραπάνω χοληστερόλη προς αποθήκευση στο ήπαρ. Η μείωση των χολικών αλάτων 

του ήπατος οδηγεί στην αυξορρύθμιση ενζύμων καθοριστικών για τη σύνθεση 

χολικών αλάτων από χοληστερόλη και κυρίως, του κυτοχρώματος CYP7A1. Η 

αύξηση του ρυθμού καταβολισμού της χοληστερόλης σε χολικά οξέα έχει ως 

αποτέλεσμα την αντισταθμιστική αύξηση της ενεργότητας των ηπατικών LDL-R, 

απομακρύνοντας την LDL χοληστερόλη από την κυκλοφορία και κατ’ επέκταση 

μειώνοντας τα επίπεδα της LDL. Επιπλέον, οι παράγοντες αυτοί φαίνεται να 

μειώνουν τα επίπεδα γλυκόζης στους υπεργλυκαιμικούς ασθενείς, χωρίς όμως να έχει 

βρεθεί ο αντίστοιχος μηχανισμός δράσης. Λαμβάνοντας αυτές τις ουσίες στη μέγιστη 

δοσολογία, έχει παρατηρηθεί μείωση της LDL χοληστερόλης κατά 18-25%, καμία 

επίδραση στην HDL, ενώ τα TGs μπορεί να αυξηθούν σε ασθενείς με προδιάθεση. 

Στις κλινικές δοκιμές φαίνεται ότι οι δεσμευτικές ουσίες των χολικών οξέων 
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συνεισφέρουν σημαντικά στη μείωση της εμφάνισης καρδιαγγειακών νοσημάτων σε 

υπερχοληστεραιμικούς ασθενείς, με το όφελος να είναι ανάλογο της μείωσης της 

LDL χοληστερόλης (80). Ανεπιθύμητες ενέργειες από το γαστρεντερικό σύστημα 

(συνηθέστερα μετεωρισμός, δυσκοιλιότητα, δυσπεψία και ναυτία) εμφανίζονται 

συχνά, ακόμη και σε χαμηλές δόσεις, γεγονός το οποίο  περιορίζει την πρακτική τους 

χρήση. Οι παρενέργειες αυτές μπορεί να ελαττωθούν με την έναρξη της θεραπείας σε 

χαμηλές δόσεις και την ταυτόχρονη κατανάλωση άφθονων υγρών. Η δόση πρέπει να 

αυξάνεται σταδιακά. Επιπλέον, έχει παρατηρηθεί μειωμένη απορρόφηση των 

λιποδιαλυτών βιταμινών. Παράλληλα τα δεσμευτικά των χολικών οξέων φάρμακα 

αλληλεπιδρούν με πολλά ευρέως συνταγογραφούμενα φάρμακα και θα πρέπει να 

λαμβάνονται σε διαφορετική χρονική στιγμή.  

Η εζετιμίμπη (ezetimibe) είναι ο πρώτος υπολιπιδαιμικός παράγοντας, που 

αναστέλλει την απορρόφηση της προερχόμενης από τη διατροφή ή τη χολή 

χοληστερόλης από τον εντερικό αυλό χωρίς να επηρεάζει την απορρόφηση 

λιποδιαλυτών θρεπτικών ουσιών. Η εζετιμίμπη εμποδίζει την απορρόφηση της 

χοληστερόλης από τις λάχνες του βλεννογόνου του εντερικού αυλού, 

αλληλοεπιδρώντας με την Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1) πρωτεΐνη, μειώνοντας 

έτσι τα επίπεδα της χοληστερόλης, που μεταφέρεται στο ήπαρ. Ως απόκριση στη 

μείωση της χοληστερόλης, το ήπαρ αυξάνει τη σύνθεση των LDL-Rs, οι οποίοι με τη 

σειρά τους αυξάνουν το ρυθμό μεταφοράς της χοληστερόλης από το αίμα προς το 

ήπαρ. Το ποσοστό μείωσης της LDL χοληστερόλης σε υπερχοληστερολαιμικούς 

ασθενείς, που λαμβάνουν μονοθεραπεία εζετιμίμπης κυμαίνεται στο 15-22%, ενώ η 

συνδυαστική θεραπευτική αγωγή με στατίνες επιφέρει επιπλέον μείωση 15-20% 

σύμφωνα με τις κλινικές δοκιμές (81). Η εζετιμίμπη απορροφάται γρήγορα από τον 

οργανισμό και μεταβολίζεται στην φαρμακολογικά ενεργό μορφή της, το 
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γλυκουρονίδιο της εζετιμίμπης. Δεν έχουν αναφερθεί κλινικώς σημαντικές 

ανεπιθύμητες ενέργειες πέραν της ήπιας αύξησης των επιπέδων των ηπατικών 

ενζύμων και της μυαλγίας. 

Το νικοτινικό οξύ έχει ευρεία ρυθμιστική δράση στα λιπίδια, καθώς φαίνεται 

να αυξάνει κατά 25% την HDL χοληστερόλη με δοσοεξαρτώμενο τρόπο και 

παράλληλα να μειώνει κατά 15-18% την LDL χοληστερόλη και κατά 20-40% τα 

TGs. Επιπλέον, μειώνει τα επίπεδα Lp(a) κατά 30%. Ως εκ τούτου χορηγείται σε 

ασθενείς με χαμηλά επίπεδα HDL αλλά και σε ασθενείς με σακχαρώδη διαβήτη ή 

μεταβολικό σύνδρομο. Επίσης, μπορεί να χορηγηθεί σε συνδυασμό με στατίνες (82). 

Το νικοτινικό οξύ μειώνει την είσοδο των λιπαρών οξέων στο ήπαρ και την έκκριση 

της VLDL από το ήπαρ. Η δράση αυτή μεσολαβείται από την επίδραση του 

νικοτινικού οξέως στην ορμονο-ευαίσθητη λιπάση του λιπώδους ιστού. Στο ήπαρ, το 

νικοτινικό οξύ αναστέλλει την ακετυλο-τρανσφεράση-2 της διακετυλογλυκερόλης 

(diacyl-glycerol-acyl-transferase-2, DGAT-2) με αποτέλεσμα τη μείωση της έκκρισης 

των VLDL σωματιδίων από το ήπαρ και κατ’ επέκταση τη μείωση των IDL και LDL 

σωματιδίων. Η αύξηση της HDL χοληστερόλης και της ApoA1 οφείλεται κυρίως 

στην αύξηση της παραγωγής ApoA1 στο ήπαρ (83). Η πιο συχνά αναφερόμενη 

ανεπιθύμητη ενέργεια του νικοτινικού οξέως είναι οι δερματικές αντιδράσεις 

(ερυθρότητα), ενώ σχετικά σπάνιες είναι η υπερουριχαιμία (αύξηση των επιπέδων του 

ουρικού οξέος στα ούρα), η ηπατοτοξικότητα και η μελανίζουσα ακάνθωση. Η 

ύπαρξη ειδικών υποδοχέων για το νικοτινικό οξύ στα μακροφάγα του δέρματος 

πιθανόν, αποτελεί το λόγο για την εμφάνιση της ερυθρότητας, που συνοδεύεται από 

κνησμό και τσούξιμο. Επιπλέον, η χορήγηση νικοτινικού οξέως μπορεί να οδηγήσει 

σε αύξηση των επιπέδων της γλυκόζης στο αίμα και θα πρέπει να αποφεύγεται σε 

ασθενείς με σακχαρώδη διαβήτη. 
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Οι φιβράτες είναι αγωνιστές του PPARα, που δρουν ως μεταγραφικοί 

παράγοντες ρυθμίζοντας τον μεταβολισμό των λιπιδίων και των λιποπρωτεϊνών σε 

πολλαπλά επίπεδα. Αλληλοεπιδρώντας με τον PPARα, οι φιβράτες προσδένονται σε 

ορισμένους συμπαράγοντες, και ρυθμίζουν τη έκφραση γονιδίων που κωδικοποιούν 

παράγοντες, που μειώνουν δραστικά τα επίπεδα των TGs. Παράλληλα, αυξάνουν τα 

επίπεδα της HDL χοληστερόλης (82). Τα πλεονεκτήματα της μονοθεραπείας με 

φιβράτες περιγράφονται πολύ αναλυτικά σε 4 τυχαιοποιημένες κλινικές δοκιμές: την 

Helsinki Heart Study (HHS), την Veterans Affairs High density lipoprotein 

InterventionTrial (VA-HIT), την Bezafibrate Infarction Prevention study (BIP) και τη 

FIELD (84-87). Σύμφωνα με τις μελέτες αυτές, εμφανίζεται σταθερή μείωση των μη 

θανατηφόρων εμφραγμάτων του μυοκαρδίου μετά από χορήγηση φιβρατών, με τη 

μείωση αυτή να είναι μεγαλύτερη στους ασθενείς με υψηλά επίπεδα TGs και χαμηλά 

επίπεδα HDL χοληστερόλης. Οι φιβράτες είναι γενικά καλά ανεκτές από τον 

οργανισμό, με ήπιες ανεπιθύμητες ενέργειες: ενοχλήσεις από το πεπτικό σύστημα 

εμφανίζονται στο 5% των ασθενών και δερματικά εξανθήματα στο 2% (88). Στη 

μελέτη FIELD, παρατηρήθηκε μικρή αλλά σημαντική αύξηση των περιστατικών 

παγκρεατίτιδας (0,8% έναντι 0,5%) και πνευμονικής εμβολής (1,1% έναντι 0,7%) σε 

σχέση με την ομάδα ελέγχου, και μία μικρότερης στατιστικής βαρύτητας αύξηση των 

περιστατικών με εν τω βάθη φλεβοθρόμβωση (1,4% έναντι 1,0%), παρατηρήσεις οι 

οποίες συμφωνούν και με τις υπόλοιπες μελέτες. Αύξηση της κρεατινικής κινάσης και 

της ALT παρατηρήθηκε συχνότερα στους ασθενείς, υπό φιβράτες αλλά το ποσοστό 

εμφάνισης αυτών των ανεπιθύμητων δράσεων ήταν πολύ χαμηλό και στις δύο ομάδες 

(φιβρατών και ελέγχου). Η πιθανότητα εμφάνισης μυοπάθειας φαίνεται να είναι 5,5 

φορές υψηλότερη σε ασθενείς, που ακολουθούν μονοθεραπεία με φιβράτες σε 

σύγκριση με εκείνους που παίρνουν στατίνες (88) και φαίνεται να αυξάνεται επιπλέον 
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στους ασθενείς με χρόνια νεφρική νόσο. Επιπλέον, έχουν αναφερθεί περιστατικά 

αύξησης των επιπέδων κρεατινίνης και ομοκυστεΐνης στο ορό του αίματος τόσο 

βραχυπρόθεσμα όσο και μακροπρόθεσμα, φαινόμενο που μάλλον εξαρτάται από των 

τύπο των φιβρατών που χορηγούνται. Το εάν η αύξηση της κρεατινίνης του ορού 

αντανακλά νεφρική δυσλειτουργία ή όχι βρίσκεται υπό συζήτηση, αλλά συνιστάται η 

ετήσια παρακολούθηση των επιπέδων κρεατινίνης στους ασθενείς με σακχαρώδη 

διαβήτη. Η αύξηση των επιπέδων της ομοκυστεΐνης θεωρείται σχετικά αθώα σε 

σχέση με τον κίνδυνο εμφάνισης καρδιαγγειακής νόσου. Ωστόσο, μπορεί να μειώσει 

την απόδοση της θεραπείας, καθώς επηρεάζει τα επίπεδα της HDL χοληστερόλης και 

της ApoΑ1 (89). Τα υψηλά επίπεδα ομοκυστεΐνης συμβάλλουν επίσης, στη 

δημιουργία θρόμβων, γεγονός που μπορεί να εξηγήσει το υψηλότερο ποσοστό 

εμφάνισης πνευμονικής εμβολής και εν τω βάθη φλεβοθρόμβωσης που αναφέρει η 

μελέτη FIELD για τους ασθενείς, που ακολουθούν αγωγή με φιβράτες.  

Τα ω-3 λιπαρά οξέα (το εικοσιπενταενοϊκό οξύ, eicosapentaenoic acid - EPA 

και το εικοσιδιεξαενοϊκό οξύ, docosahexaenoicacid - DHA) αποτελούν συστατικά 

του ιχθυελαίου και σημαντικό συστατικό της Μεσογειακής διατροφής και 

χορηγούνται για τη μείωση των TGs. Σε φαρμακολογικές δόσεις (>2g/ημέρα) 

επηρεάζουν τα λιπίδια και τις λιποπρωτεΐνες του ορού και κυρίως, τα επίπεδα της 

VLDL. Ο υποκείμενος μηχανισμός δεν έχει εξακριβωθεί, αλλά πιθανόν σχετίζεται  με 

την ικανότητά τους να αλληλεπιδρούν με τους PPARs και  με τη μείωση της έκκρισης 

της ApoB. Το ιχθυέλαιο μειώνει τα TGs κατά ~30% με δοσοεξαρτώμενο τρόπο, ενώ 

η επίδρασή του στις άλλες λιποπρωτεΐνες είναι αμελητέα (90). Η συνιστώμενη 

δοσολογία κυμαίνεται μεταξύ 2-4g/ημέρα. Η χορήγηση ω-3 λιπαρών οξέων φαίνεται 

να είναι ασφαλής και δεν αναφέρονται φαρμακολογικές αλληλεπιδράσεις με άλλα 
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φάρμακα. Παρόλα αυτά συνίσταται προσοχή, καθώς η αντιθρομβωτική τους δράση 

μπορεί να αυξήσει την πιθανότητα αιμορραγίας, ειδικά όταν χορηγούνται μαζί με 

ασπιρίνη ή/και κλοπιδογρέλη.  

Παρά το γεγονός ότι η μονοθεραπεία είναι σε γενικές γραμμές αποδοτική, ένα 

ποσοστό ασθενών, είτε υψηλού κινδύνου είτε με πολύ υψηλές τιμές LDL, μπορεί να 

απαιτεί συνδυαστική θεραπευτική αγωγή (91). Ο συνδυασμός στατινών και 

δεσμευτικών ουσιών των χολικών οξέων φαίνεται να μειώνει την LDL χοληστερόλη 

10-20% επιπλέον (92, 93). Η χορήγηση εζετιμίμπης με στατίνες επιφέρει επιπλέον 

μείωση της τάξης του 15-20% (94). Σε σπάνιες περιπτώσεις πολύ σοβαρών 

υπερλιπιδαιμιών, ιδιαίτερα σε περιπτώσεις ομοζυγωτίας ή σοβαρής ετεροζυγωτίας 

οικογενούς υπερχοληστερολαιμίας, λαμβάνεται υπόψη και αξιολογείται η ανάγκη για 

αφαίρεση μεγάλου ποσοστού LDL. Κατά την ακριβή αλλά αποτελεσματική αυτή 

τεχνική, οι LDL και Lp(a) αφαιρούνται από το πλάσμα του αίματος τους ασθενούς 

κάθε 1-2 εβδομάδες. Η παρεμβατική αυτή τεχνική πραγματοποιείται μόνο σε 

εξειδικευμένα κέντρα.  

1.4.2 Νέες Θεραπευτικές Προσεγγίσεις 

Πρόσφατα, αρκετά νέα πολλά υποσχόμενα φάρμακα πέρασαν στη Φάση ΙΙΙ των 

κλινικών δοκιμών και φαίνεται να μειώνουν σημαντικά τα επίπεδα της LDL 

χοληστερόλης σε σοβαρές περιπτώσεις υπερχοληστερολαιμίας: (i) οι αναστολείς 

μικροσωμικών πρωτεϊνών μεταφοράς (microsomal transfer protein, MTP inhibitors) 

(95), ii) τα ανάλογα της θυρεοειδικής ορμόνης με ηπατική εκλεκτικότητα (96) και iii) 

τα ολιγονουκλεοτίδια, όπως η μιπομερσένη, που μειώνουν ειδικά τα επίπεδα της 

ApoB (97). Σύμφωνα με στοιχεία της επίσημης ιστοσελίδας για τις κλινικές δοκιμές 

του Εθνικού Ινστιτούτου Υγείας (NationalInstituteofHealth, NIH) των ΗΠΑ, αυτή τη 
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στιγμή διενεργούνται πάνω από 1500 κλινικές δομικές σχετικές με τις 

υπερλιπιδαιμίες. Αξίζει να σημειωθεί ότι άνω των 600 κλινικών δοκιμών σχετίζονται 

με την ανάπτυξη νέων υπολιπιδαιμικών παραγόντων (98).   
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2 ΙΣΧΑΙΜΙΑ ΤΟΥ ΜΥΟΚΑΡΔΙΟΥ  

Σύμφωνα με την τελευταία Έκθεση Προόδου για τις μη μεταδοτικές ασθένειες 

του Παγκόσμιου Οργανισμού Υγείας το 2014 (99), από τα 56 εκατομμύρια θανάτους 

που αναφέρθηκαν το 2012, τα 38 εκατομμύρια οφείλονταν σε μη μεταδοτικές 

ασθένειες (ΜΜΑ) και κυρίως σε καρδιαγγειακές νόσους, τον καρκίνο καθώς και 

χρόνιες παθήσεις του αναπνευστικού (Εικόνα 3). 

 

 

Εικόνα 3. Ποσοστό θανάτων παγκοσμίως, 2012 

Παράλληλα, ο ετήσιος αριθμός θανάτων από μεταδιδόμενες ασθένειες 

φαίνεται να εμφανίζει πτωτικές τάσεις, ενώ ο αντίστοιχος αριθμός για τις ΜΜΑ 

αυξάνεται και εκτιμάται ότι θα αγγίξει τα 52 εκατομμύρια έως το 2030 (100, 101). 

 Έμφραγμα μυοκαρδίου εμφανίζεται όταν η ισχαιμία του μυοκαρδίου, δηλαδή 

η μειωμένη παροχή αίματος προς της καρδιά, υπερβαίνει ένα κρίσιμο όριο και 

ξεπερνά τους μηχανισμούς επιδιόρθωσης, που επιστρατεύει ο οργανισμός, 

προκειμένου να αντιμετωπίσει τη βλάβη. Η παρατεταμένη ισχαιμία μπορεί να 

οδηγήσει σε μη αναστρέψιμη βλάβη του μυοκαρδίου ή θάνατο. Η  αθηροσκλήρυνση 
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είναι εν πολλοίς υπεύθυνη για την απόφραξη των στεφανιαίων αγγείων, που 

αιματώνουν το μυοκάρδιο. Σε περίπτωση πλήρους απόφραξης κάποιου κλάδου τους η 

περιοχή του μυοκαρδίου, που υπό φυσιολογικές συνθήκες αιματώνεται από αυτόν τον 

κλάδο, παύει πλέον να δέχεται αίμα και έτσι νεκρώνεται (102). Οι βασικοί 

παράγοντες κινδύνου για την εμφάνιση αθηροσκλήρυνσης και ισχαιμίας του 

μυοκαρδίου είναι: (i) η υπερλιπιδαιμία, (ii) ο σακχαρώδης διαβήτης, (iii) η υπέρταση, 

(iv) το κάπνισμα, (v) το φύλο και (vi) το οικογενειακό ιστορικό (103).  

 Η υπερλιπιδαιμία και πιο συγκεκριμένα η υπερχοληστερολαιμία κατέχει 

πρωταγωνιστικό ρόλο στους παράγοντες κινδύνου για την εμφάνιση καρδιαγγειακής 

νόσου. Προκαλεί βλάβες απευθείας στο μυοκάρδιο επηρεάζοντας την έκφραση των 

γονιδίων, που σχετίζονται με την εύρυθμη λειτουργία του, όπως για παράδειγμα 

εκείνων, που επάγουν το οξειδωτικό stress στο μυοκάρδιο,  την απόπτωση, με 

αποτέλεσμα τη δυσλειτουργία του μυοκαρδίου και την αύξηση του κινδύνου 

εμφάνισης ισχαιμίας (102). Για το λόγο αυτό, η θεραπευτική προσέγγιση σε 

περίπτωση ισχαιμίας του μυοκαρδίου, έχει ως κύριο άξονα τη μείωση των επιπέδων 

των λιπιδίων, τόσο σε ασθενείς υψηλού κινδύνου, όσο και σε ασθενείς χαμηλού ή 

μέτριου κινδύνου, με βάση το μοντέλο SCORE (104).  
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3 ΕΛΕΥΡΩΠΑΪΝΗ  

Το ελαιόδεντρο ή ελιά, Ελαία η ευρωπαϊκή (Olea europaea), ανήκει στο γένος Ελαία 

(Olea) της οικογένειας των Ελαιοειδών (Oleaceae), το οποίο περιλαμβάνει 

περισσότερα από σαράντα είδη, υποείδη και ποικιλίες. Είναι καρποφόρο δέντρο, 

αειθαλές με φύλλα αντίθετα, λογχοειδή, δερματώδη, στην άνω επιφάνεια και 

αργυρόχροα στην κάτω. Το κύριο χαρακτηριστικό του γένους olea είναι η μακροζωία 

και η διατήρηση της παραγωγικότητας. Υπάρχουν υπεραιωνόβια δένδρα στην 

περιοχή της Μεσογείου, τα οποία παράγουν ακόμη καρπό. Πολλά μάλιστα ξεπερνούν 

την χιλιετία. Στην Ελλάδα, τα παλαιότερα ευρήματα που αποδεικνύουν την παρουσία 

ελαιόδενδρου αφορούν απολιθωμένα φύλλα ελιάς, ηλικίας περίπου 50.000-60.000 

ετών, που βρέθηκαν στην καλντέρα της Σαντορίνης, ενώ κομμάτια απανθρακωμένου 

ξύλου ελιάς έχουν βρεθεί στην κοιλάδα της Ιορδανίας και χρονολογούνται στο 42.980 

π.Χ. (105).  

Εικόνα 4: Αμφορέας, που απεικονίζει τη συγκομιδή ελιάς, 

520 π.Χ. 
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Λόγω της διαχρονικά τεράστιας συμβολής της ελιάς στη διατροφή, την 

ιατρική, την οικονομία, τη θρησκεία και γενικότερα την εξέλιξη των αρχαίων 

πολιτισμών, πολλοί λαοί είναι εκείνοι, που μέχρι σήμερα διεκδικούν την πατρότητα 

της καλλιεργήσιμης ποικιλίας της.  Ωστόσο, στην πλειοψηφία της η επιστημονική 

κοινότητα, αν και διαφωνεί για την τοποθεσία, συμφωνεί πως η καλλιέργεια του 

δέντρου ξεκίνησε γύρω στα 6.000 χρόνια πριν (106).  

Από το 4.000 π.Χ. ήταν γνωστή η χρήση για θεραπευτικούς σκοπούς τόσο του 

καρπού και των φύλλων της ελιάς, όσο και του ελαιόλαδου. Ο Αριστοτέλης μελέτησε 

το ελαιόδεντρο ενώ ο μαθητής του Θεόφραστος, πατέρας της Βοτανικής, ανήγαγε την 

καλλιέργεια του σε επιστήμη. Ο Σόλων (639-559 π.Χ.) νομοθέτησε την προστασία 

του, ενώ ο Ιπποκράτης θεράπευε με φύλλα ελιάς έλκη, μυϊκούς πόνους και διάφορες 

γυναικολογικές παθήσεις. Στα έργα του, τα οποία είναι συγκεντρωμένα στην 

Ιπποκρατική Συλλογή, αναφέρονται περισσότερες από 60 φαρμακευτικές χρήσεις του 

ελαιόλαδου, οι οποίες περιλαμβάνουν τη θεραπεία χρόνιων πυρετών, μικρών πληγών, 

διηθημάτων καθώς και  δερματολογικές ασθένειες, φλεγμονές, στομαχικούς πόνους 

(107). Ο Διοσκουρίδης ονομάζει το ελαιόλαδο «προς την εν υγεία χρήσιν άριστον» και 

αναφέρει ποικίλες θεραπευτικές ιδιότητες κατά του έρπητος και της άφθας. Αναφέρει 

επίσης, ότι το ελαιόλαδο από τις άγριες ελιές, το οποίο είναι πιο πικρό, είναι στυπτικό 

και ευεργετικό για τις κεφαλαλγίες. Άλλη μία σημαντική αναφορά στην ελιά 

συναντούμε στην ιστορία των αρχαίων Αιγυπτίων, όπου το εκχύλισμα από τα φύλλα 

της ελιάς το χρησιμοποιούσαν για την διατήρηση του σώματος των νεκρών, καθώς 

παρεμπόδιζε την ανάπτυξη μικροοργανισμών, που προκαλούν σήψη της σάρκας. 

Οι πρώτες σύγχρονες βιβλιογραφικές αναφορές για τις ευεργετικές δράσεις 

της ελιάς επικεντρώνονται αποκλειστικά στη χρήση του ελαιόλαδου ως χορηγούμενο 

φαρμακευτικό μέσο, είτε μεμονωμένα, είτε σε συνδυασμό με άλλες φαρμακευτικές 
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ουσίες και χρονολογούνται στα τέλη του 19ου αιώνα κυρίως, για τη συμπτωματική 

αντιμετώπιση παθήσεων, όπως η χολολιθίαση (108-110). Έμφαση στη ενδεχόμενη 

θεραπευτική δράση βιοδραστικών μορίων, τα οποία εντοπίζονται στην ελιά και 

συγκεκριμένα στον καρπό και τα φύλλα του φυτού και όχι αποκλειστικά στο 

ελαιόλαδο, δόθηκε μετά τα μέσα του 20ου αιώνα (111). Τα ελαιόδεντρα είναι πλούσια 

σε φαινολικές ενώσεις με ιδιαίτερη βιολογική δράση και η πιο σημαντική εξ αυτών 

είναι η ελευρωπαΐνη. Αν και ανακαλύφθηκε το 1908 από τους Bourquelot και 

Vintilesco, η ακριβής δομή του μορίου ταυτοποιήθηκε το 1960 (112). 

3.1 Χημική δομή 

Οι φαινολικές ενώσεις αποτελούν μια μεγάλη ομάδα ενώσεων με ένα ή 

περισσότερα υδροξύλια, απευθείας συνδεδεμένα σε έναν ή περισσότερους 

αρωματικούς ή ετεροκυκλικούς δακτυλίους (113) (Εικόνα 5).  

 

Εικόνα 5: Δομή Φαινόλης (109) 

Οι φαινολικές ενώσεις αποτελούν το 40% του οργανικού άνθρακα, που κυκλοφορεί 

στη βιόσφαιρα, ενώ η δομή τους ποικίλει από απλή σε πολύπλοκα πολυμερή (114). Οι 

φαινολικές ενώσεις φυτικής προέλευσης είναι μια χημικά ετερογενής ομάδα ουσιών 

καθώς έχουν ταυτοποιηθεί πάνω από 8.000 φαινολικές δομές.  
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Η ελευρωπαΐνη είναι μία φαινυλαιθανοειδής ένωση, εστέρας ελενολικού οξέος και 

υδροξυτυροσόλης, η οποία βρίσκεται στα φύλλα του δέντρου της ελιάς, στις δρόγες 

της καθώς και στα παράγωγα αυτών (ελαιόλαδο) (Εικόνα 6). Η κατά IUPAC ονομασία 

της είναι (4S,5E,6S)-4-[2-[2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethoxy]-2-oxoethyl]-5-ethylidene-

6-[[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)- 2-tetrahydropyranyl]oxy]-

4H-pyran-3-carboxylic acid, methyl ester και ο μοριακός της τύπος C25H32O13 με 

μοριακό βάρος 540.51 g/mol.  

 

Εικόνα 6: Συντακτικός τύπος ελευρωπαΐνης 

Ποικίλες μέθοδοι έχουν αναπτυχθεί για την ποιοτική και ποσοτική ανάλυση 

των φαινολικών ενώσεων της ελιάς: (i) η χρωματογραφία λεπτής στιβάδας (Thin 

Layer Chromatography, TLC) (115), (ii) η υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης 

ανάστροφης φάσης (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) (116), (iii) η 

αέρια χρωματογραφία / φασματομετρία μάζας (Gas Chromatography-Mass 

Spectrometry, GC-MS) (117), (iv) η τριχοειδής ηλεκτροφόρηση (Capillary 

Electrophoresis, CE) (118), (v) ο μαγνητικός πυρηνικός συντονισμός με πρότυπο 
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μόριο το τετραμεθυλοσιλάνιο (Tetramethylsilane NMR) (119) και (vi) η πολλαπλή 

φασματομετρία μάζας με ιονισμό ηλεκτροψεκασμού (Electrospray Ionization 

Tandem Mass Spectrometry, ESI-MS/MS) (120).  

3.2 Φαρμακολογικές Ιδιότητες  

  Η ελευρωπαΐνη εμφανίζει ποικίλες φαρμακολογικές ιδιότητες: αντιοξειδωτική 

(121), αντιφλεγμονώδη (122), αντι-αθηρωματική (123-125), αντιμικροβιακή (126), 

αντϊική (127) και αντικαρκινική δράση (128). Επιπλέον, πρόσφατες μελέτες 

αναφέρουν τον καρδιοπροστατευτικό ρόλο της ελευρωπαΐνης σε περιπτώσεις 

καρδιοτοξικότητας (129, 130) καθώς και τη λιποδιαλυτική της δράση (16, 131). 

Ορισμένες  μελέτες συνδέουν τη δράση της ελευρωπαΐνης με την ενεργοποίηση του 

PPARγ (132) καθώς και με ευόδωση της νευρικής λειτουργίας (133).  

Η ελευρωπαΐνη φαίνεται να αναστέλλει δοσο-εξαρτώμενα την επαγόμενη από 

θειικό χαλκό οξείδωση της LDL χοληστερόλης (134, 135). Επιπλέον, έχει την 

ιδιότητα να απομακρύνει το νιτρικό οξείδιο και να αυξάνει την κυτταρική έκφραση 

της επαγώγιμης συνθετάσης του μονοξειδίου του αζώτου (inducible nitric oxide 

synthase, iNOS) (136). Σε μία μελέτη, όπου χρησιμοποιήθηκαν κόνικλοι, που 

λάμβαναν ειδική διατροφή εμπλουτισμένη με ελαιόλαδο και ελευρωπαΐνη, φαίνεται 

ότι μειώθηκαν τα επίπεδα οξειδωμένης LDL και ταυτόχρονα μειώθηκαν τα επίπεδα 

της ολικής, ελεύθερης και εστεροποιημένης χοληστερόλης στον ορό του αίματος 

(137). Επιπλέον, φαίνεται ότι σε μελέτη, που χορηγήθηκε ελευρωπαΐνη, μειώθηκε με 

δοσοεξαρτώμενο τρόπο η απέκκριση της 8-ισο-προσταγλαδίνης F2α (8-iso-

prostaglandin F2α, 8-iso-PGF2α) μέσω των ούρων, γεγονός που δείχνει μείωση της in 

vivo υπεροξείδωσης των λιπιδίων στους ασθενείς (138). 
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Ο Visioli et al. αναφέρει ότι η ελευρωπαΐνη αυξάνει την παραγωγή νιτρικού 

οξειδίου σε ενεργοποιημένα από λιποπολυσακχαρίτες μακροφάγα μέσω επαγωγής της 

ενεργού μορφής της iNOS, και κατ’ επέκταση αυξάνει τη λειτουργική ενεργότητα 

των μακροφάγων (122). Είναι επίσης, γνωστό ότι η αντιφλεγμονώδης δράση της 

ελευρωπαΐνης σχετίζεται με την αναστολή της δράσης της λιποξυγενάσης και με την 

παραγωγή λευκοτριενίου Β4 (139). 

Η άμεση αντι-αθηρωματική δράση της ελευρωπαΐνης φαίνεται να σχετίζεται με 

τη μείωση της προσκόλλησης μονοκυττάρων στο ενεργοποιημένο ενδοθήλιο των 

αγγείων και με τη μείωση της έκφρασης του αγγειακού μορίου προσκόλλησης 1 

(vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) σε επίπεδο mRNA και πρωτεΐνης 

(124). Σε άλλη μελέτη, η επαναιμάτωση σε καρδιές, που είχαν υποστεί ισχαιμία 

συνοδεύεται από άμεση απελευθέρωση οξειδωμένης γλουταθειόνης, φαινόμενο που 

μειώνεται σημαντικά στα δείγματα που τους είχε χορηγηθεί ελευρωπαΐνη πριν την 

ισχαιμία. Παράλληλα με τη μείωση της οξειδωμένης γλουταθειόνης, παρατηρήθηκε 

αναστολή της υπεροξείδωσης των μεμβρανικών λιπιδίων, γεγονός που αποτελεί 

κομβικό σημείο για την παθογένεση της αθηροσκλήρυνσης (140).  

Περαιτέρω θεραπευτικές εφαρμογές της ελευρωπαΐνης στηρίζονται στις 

ακόλουθες φαρμακολογικές ιδιότητές της: αγγειοδιασταλτική (141), αντιθρομβωτική 

(142), αντιυπερτασική (143, 144), αντιρρευματική (122), διουρητική (143) και 

αντιπυρετική (145). 

3.3 Τοξικότητα  

Μελέτες, που πραγματοποιήθηκαν για την αξιολόγηση της τοξικότητας της 

ελευρωπαΐνης δεν αναφέρουν παρενέργειες έπειτα από χορήγηση δόσεων έως 

1000mg για διάστημα οκτώ εβδομάδων (146, 147). Οι κλινικές μελέτες, οι οποίες 
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αξιολογούν την πιθανή τοξική δράση της ελευρωπαΐνης στις συνιστώμενες 

θεραπευτικές δόσεις, που αναγράφονται στα εμπορικά σκευάσματα δεν αναφέρουν 

κάποια τοξική δράση της ουσίας. Ωστόσο, κρίνονται ως ανεπαρκείς και  απαιτείται 

περαιτέρω διερεύνηση της τοξικότητας της ελευρωπαΐνης και των σχετικών ουσιών.  
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4 ΟΙ ΥΠΟΔΟΧΕΙΣ PPARs  

4.1 Γενικά χαρακτηριστικά 

Τα υπεροξεισωμάτια (peroxisomes) είναι μικρά μεμβρανικά οργανίδια των 

ευκαρυωτικών κυττάρων και περιέχουν ένζυμα, που σχετίζονται με καταβολικά και 

αναβολικά μονοπάτια κυρίως, του μεταβολισμού των λιπιδίων, όπως η διάσπαση των 

λιπαρών οξέων και των παραγώγων τους μέσω της β-οξείδωσης και η σύνθεση 

λιπιδίων ή χοληστερόλης. Το 1973 παρατηρήθηκε πως η χορήγηση αναλόγων 

Κλοφιβράτης και παρόμοιων φαρμάκων, που δρουν ως υπολιπιδαιμικοί παράγοντες 

ελέγχοντας τα επίπεδα στο πλάσμα των τριγλυκεριδίων και της χοληστερόλης, 

επάγουν τον πολλαπλασιασμό των υπεροξεισωμάτων (peroxisome proliferation) στα 

ηπατοκύτταρα τρωκτικών (148, 149). Αντίστοιχα, επαγωγή του πολλαπλασιασμού 

των ηπατικών υπεροξεισωμάτων παρατηρήθηκε και έπειτα από χορήγηση 

υπολιπιδαιμικών σκευασμάτων με διαφορετική δομή από εκείνη της Κλοφιβράτης 

(150), χωρίς ωστόσο να διαφαίνεται κάποιος μηχανισμός δράσης. Μόλις το 1990, 

οι Issemann και Green ανέφεραν την κλωνοποίηση και το χαρακτηρισμό ενός 

πυρηνικού υποδοχέα στα ηπατοκύτταρα των τρωκτικών, ο οποίος ενεργοποιούνταν 

από αρκετούς ήδη γνωστούς πολλαπλασιαστές των υπεροξεισωμάτων, 

δίνοντάς του έτσι την ονομασία «υποδοχέας που ενεργοποιείται από τους 

πολλαπλασιαστές των υπεροξεισωμάτων» (Peroxisome proliferator-acivated receptor 

ή PPAR). 

Οι υποδοχείς PPARs ανήκουν στην υπεροικογένεια των πυρηνικών υποδοχέων 

(Εικόνα 7), η οποία περιλαμβάνει τους υποδοχείς στεροειδικών ορμονών, του 

ρετινοϊκού οξέος (retinoic acid receptors RARs) και των θυρεοειδικών ορμονών 

(thyroid hormone receptors TRs) (151-153). Η οικογένεια των PPARs περιλαμβάνει 
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τρεις ισομορφές, που κωδικοποιούνται από διαφορετικά γονίδια με διακριτούς 

ρόλους και ιστοειδική έκφραση για την κάθε ισομορφή: τον PPARα (NR1C1), τον 

PPARβ/δ (NR1C2) και τον PPARγ (NR1C3) (Εικόνα 8).  

 

Εικόνα 7: Η υπεροικογένεια των πυρηνικών ορμονικών υποδοχέων 

 

 

 

Εικόνα 8: Κρυσταλλογραφία δομής του  PPARα, PPARγ και του PPARδ  
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Οι PPARs ενεργοποιούνται μετά από πρόσδεσή με ενδογενή ή εξωγενή μόρια-

προσδέτες (ligands). Οι ενεργοποιημένοι PPARs δρουν ως πυρηνικοί μεταγραφικοί 

παράγοντες (154) και ρυθμίζουν την έκφραση των γονιδίων-στόχων τους, 

προσδενόμενοι σε συγκεκριμένες αλληλουχίες DNA, που ονομάζονται αποκρινόμενα 

στοιχεία των PPARs (Peroxisome Proliferator Response Elements, PPRE) και τα 

οποία εντοπίζονται στον υποκινητή του γονιδίου-στόχου (155, 156). Με τον 

συγκεκριμένο μηχανισμό, επάγεται ή αναστέλλεται η μεταγραφή γονιδίων, που 

σχετίζονται με κυτταρικές διεργασίες, όπως ο μεταβολισμός της γλυκόζης και των 

λιπιδίων, η κυτταρική διαφοροποίηση, ο κυτταρικός κύκλος, η απόπτωση καθώς και 

διάφορες παθοφυσιολογικές καταστάσεις, όπως για παράδειγμα η φλεγμονή, η 

καρκινογένεση και η αθηροσκλήρωση (157-159).   

4.2 Δομή των υποδοχέων PPARs  

Οι PPARs εμφανίζουν κοινά δομικά χαρακτηριστικά με τα υπόλοιπα μέλη της 

οικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων. Η δομή τους χωρίζεται σε τέσσερις 

λειτουργικές επικράτειες (domains) (152) (Εικόνα 9).  

Η επικράτεια Α/Β εντοπίζεται στο αμινο-τελικό άκρο του υποδοχέα (-ΝΗ2) και 

έχει τη χαμηλότερη δομική ομοιότητα αλληλουχιών μεταξύ των τριών ισομορφών.  

Παρουσιάζει χαμηλή μεταγραφική λειτουργία, ανεξάρτητη από την παρουσία μορίου-

προσδέτη και για το λόγο αυτό αναφέρεται στη διεθνή βιβλιογραφία ως ligand-

independent activation function (AF-1) (160). Ορισμένες μελέτες υποστηρίζουν πως 

η περιοχή AF-1 των PPARs ίσως σχετίζεται με τη διαφοροποίηση της βιολογικής 

λειτουργίας των τριών ισομορφών (161), ενώ πιο πρόσφατες μελέτες αναφέρουν πως 

σε κάποιες ισομορφές η συγκεκριμένη επικράτεια διαδραματίζει ρόλο στην trans-

ενεργοποίηση και πρόσληψη συμπαραγόντων για συγκεκριμένα γονίδια (162). Η 
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ενεργότητα της Α/Β επικράτειας ρυθμίζεται με μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις, 

ενώ η φωσφορυλίωση του αμινο-τελικού άκρου από κινάσες, όπως οι MAPKs 

(mitogen-activated protein kinases), η οποία επηρεάζει σημαντικά τη μεταγραφική 

δραστηριότητα του υποδοχέα (163, 164).  

Η επικράτεια πρόσδεσης του DNA (DNA Binding Domain- DBD) ή αλλιώς 

περιοχή C, είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση του υποδοχέα στο DNA. Η επικράτεια 

DBD περιέχει ένα σύμπλεγμα δύο δακτύλων ψευδαργύρου, το οποίο προσδένει 

ειδικά PPREs στη ρυθμιστική περιοχή των γονιδίων-στόχων των PPARs . H  DBD 

μαζί με την επικράτεια πρόσδεσης του εκάστοτε μορίου-προσδέτη (Ligand Binding 

Domain-LBD) ή αλλιώς περιοχή Ε, αποτελούν τις πιο καλοσυντηρημένες περιοχές 

ανάμεσα στις ισομορφές των υποδοχέων PPARs (163).  

Η επικράτεια LDB καταλαμβάνει το καρβοξυ-τελικό άκρο του υποδοχέα και 

κρυσταλλογραφικές απεικονίσεις δείχνουν ότι αποτελείται από δεκατρείς α-έλικες και 

τέσσερα μικρά πτυχωτά β-φύλλα. Η LDB των PPARs φαίνεται να είναι αρκετά 

μεγαλύτερη από την αντίστοιχη LDB άλλων πυρηνικών υποδοχέων, γεγονός το οποίο 

μπορεί να προσδίδει στους PPARs την ικανότητα να αλληλεπιδρά με ένα ευρύ φάσμα 

δομικά διαφοροποιημένων φυσικών και συνθετικών μορίων- προσδετών (155, 165). 

Στην καρβοξυ-τελική άκρη της LDB επικράτειας, εντοπίζεται η εξαρτώμενη από τον 

προσδέτη περιοχή ενεργοποίησης (ligand-dependent activation domain AF-2), η 

οποία συμμετέχει σημαντικά στη δημιουργία της θέσης πρόσδεσης των 

συνενεργοποιητών των υποδοχέων PPARs (155). Παρουσία των μορίων-προσδετών, 

η LDB αλλάζει στερεοδιάταξη, αναδιπλώνεται στο χώρο δημιουργώντας μια 

υδρόφοβη κοιλότητα στην οποία δεσμεύονται οι προσδέτες και ενεργοποιούν τον 

υποδοχέα. Στην LDB εντοπίζονται οι περιοχές, που λαμβάνει χώρα ο διμερισμός του 
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PPAR με τον υποδοχέα του ρετινοϊκού οξέως καθώς και οι αλληλεπιδράσεις με τους 

πρωτεϊνικούς συμπαράγοντες (co-activators) (166, 167).  

H επικράτεια D, λειτουργεί ως περιοχή σύνδεσης της DBD με την LDB και 

αποτελεί τόπο διασύνδεσης των συμπαραγόντων, που επιστρατεύονται για την 

ενεργοποίηση των PPARs (163, 164).   

 

Εικόνα 9: Δομή των υποδοχέων PPARs 
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4.3  Μοριακοί μηχανισμοί της μεταγραφικής ρύθμισης των PPARs 

4.3.1 Συμβολή του ετεροδιμερούς PPAR/RXR στη μεταγραφική λειτουργία 

των PPARs και ρόλος των PPREs 

Σε αντίθεση με τους λοιπούς ορμονικούς υποδοχείς, που σχηματίζουν 

ομοδιμερή, οι υποδοχείς PPARs μετά την ενεργοποίησή τους, σχηματίζουν 

ετεροδιμερή σύμπλοκα με τους υποδοχείς Χ των ρετινοειδών (Retinoid X Receptor-

RXR, NR2B) και στη συνέχεια πυροδοτούν τη μεταγραφή των γονιδίων - στόχων 

τους (168). Το ετεροδιμερές PPAR-RXR ενεργοποιεί τη μεταγραφή μέσω της 

σύνδεσής του σε ορισμένα τμήματα DNA, τα PPREs (peroxisome proliferator 

responsive elements), που εντοπίζονται στο άκρο 5’ του υποκινητή του γονιδίου- 

στόχου του PPAR (Εικόνα 10). 

 

 

Εικόνα 10: Το ετεροδιμερές PPAR/RXR συνδέεται σε αλληλουχίες DNA  (PPREs) στον υποκινητή 

των ρυθμιζόμενων γονιδίων-στόχων  
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Οι αλληλουχίες PPREs αποτελούν επανάληψη της ίδιας αλληλουχίας 

AGGTCA, η οποία διαχωρίζεται από την επανάληψη της με ένα μόνο νουκλεοτίδιο. 

Ο PPAR συνδέεται στο άκρο 5’ του PPRE, ενώ ο RXR στο άκρο 3’. Αντίστοιχες ή 

παρόμοιες αλληλουχίες έχουν βρεθεί στην πλειονότητα των γονιδίων - στόχων των 

PPARs, συμπεριλαμβανομένου και του γονιδίου της οξειδάσης του ακετυλο-CoA και 

της πρωτεΐνης δέσμευσης λιπαρού οξέως των λιποκυττάρων (153). Ορισμένα cis 

στοιχεία πλησίον του κέντρου του PPRE (ειδικά στο άκρο 5’) φαίνεται πως 

διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην εκλεκτική ικανότητα δέσμευσης των PPREs 

(153). Είναι ενδιαφέρον να σημειωθεί πως το ετεροδιμερές PPAR/RXR δεσμεύεται 

στο PPRE με αντίστροφη πολικότητα σε σχέση με το ετεροδιμερές του RXR με τον 

υποδοχέα της βιταμίνης D (vitamin D receptor VDR) VDR/RXR και το ετεροδιμερές 

του RXR με τον υποδοχέα του θυροειδούς TR (thyroid receptor) TR/RXR (169). 

4.3.2 Συνενεργοποιητές των πυρηνικών υποδοχέων 

Ο πολλαπλασιασμός των υπεροξεισωμάτων διαφέρει ανάμεσα σε διαφορετικά 

είδη αλλά και ανάμεσα σε διαφορετικούς ιστούς. Εξαρτάται δε, από παράγοντες όπως 

η  φαρμακοκινητική, η σχετική περίσσεια των ισομορφών PPARs, η φύση των PPRE 

στις ανοδικές περιοχές (upstream) του γονιδίου στόχου, το εύρος της αλληλεπίδρασης 

των σηματοδοτικών μονοπατιών (cross-talk) σε επίπεδο διαθεσιμότητας 

μεταγραφικών παραγόντων για τον RXR και τέλος, από το ρυθμιστικό ρόλο των 

συνενεργοποιητών (co-activators) και των συνκαταστολέων (co-repressors) σε σχέση 

με την εξαρτώμενη από τον προσδέτη μεταγραφή των PPARs (170) 

Συνενεργοποιητές των πυρηνικών υποδοχέων ονομάζονται οι πρωτεΐνες 

εκείνες, που αλληλεπιδρούν με τους πυρηνικούς υποδοχείς υπό τη μορφή προσδέτη 

στον υποδοχέα και ρυθμίζουν τη μεταγραφική ενεργότητα του υποδοχέα, 
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σχηματίζοντας μαζί του ένα μακρομοριακό σύμπλοκο. Στα κυριότερα 

χαρακτηριστικά των co-activators συμπεριλαμβάνονται:  i) ο co-activator πρέπει να 

αλληλεπιδρά άμεσα με την περιοχή ενεργοποίησης του υποδοχέα, παρουσία του 

αγωνιστή του, οδηγώντας στην ενεργοποίηση της μεταγραφικής λειτουργίας του 

υποδοχέα, ii) ο co-activator να μπορεί να αλληλεπιδρά και με παράγοντες του 

βασικού συμπλόκου μεταγραφής,  iii) αν και οι co-activators διαθέτουν μια αυτόνομη 

περιοχή ενεργοποίησης δεν πρέπει να επάγουν τη βασική μεταγραφική ενεργοποίηση 

από μόνοι τους (171-173). Στους co-activators των πυρηνικών υποδοχέων 

περιλαμβάνονται τα μέλη των οικογενειών  SRC-1/p160 (174) και CBP/p300 (175) 

με δραστικότητα ακετυλάσης των ιστονών (δραστικότητα HAT), με αποτέλεσμα την 

αναδιαμόρφωση της δομής της χρωματίνης (176). Άλλοι co-activators των πυρηνικών 

υποδοχέων είναι οι SRC-2 [TIF-2 (177), NCoA2 (178) ή GRIP1 (172)], SRC-3 

[ACTR) (179), AIB1 (180), και RAC3 (181) ή p/CIP (178)] και ο PBP (182) 

[TRAP220 (183)], PGC-1 (184) και ARA70 (185).  Οι βασικότεροι co-activators των 

PPARs είναι ο SRC-1 και o PGC-1.   

4.3.3 Μεταγραφική ενεργότητα των PPARs 

Η ενεργοποίηση των PPARs ως μεταγραφικών παραγόντων, εξαρτάται από 

την παρουσία και τη σύνδεση μορίων - προσδετών (ligands) στην LBD επικράτειά 

τους και τη σύνδεσή τους με συνενεργοποιητές. Εναλλακτικά, μπορεί να 

πραγματοποιηθεί μέσω φωσφορυλίωσης από ορμόνες ή άλλους αυξητικούς 

παράγοντες. 

Οι PPARs εκτός από την ενεργοποίηση των μεταγραφικών παραγόντων των 

γονιδίων-στόχων τους, μπορούν να λειτουργήσουν και ως ρυθμιστές της μεταγραφής 

ενός μεγάλου πλήθους γονιδίων μέσω αλλαγής της δραστικότητας άλλων 
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μεταγραφικών παραγόντων, που συμμετέχουν σε βιολογικές διεργασίες όπως η 

φλεγμονή, η διαφοροποίηση και ο μεταβολισμός. Σε αυτή την περίπτωση δεν έχουμε 

ετεροδιμερισμό του PPAR και πρόσδεσή του στα PPRE, αλλά φυσικές 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πρωτεϊνών με άλλους μεταγραφικούς παράγοντες και 

συγκαταστολείς μέσα στον πυρήνα, ή τη μεταβολή της δραστικότητας των κινασών 

όπως οι ERK1/2, JNK, Akt και GSK3β (186-189).   

4.3.4 Προσδέτες/Αγωνιστές των PPARs  

Λόγω της μεγάλης βιολογικής σημασίας των PPARs έχουν αναπτυχθεί 

αρκετές μοριακές τεχνικές για την αναγνώριση και το χαρακτηρισμό των μορίων-

προσδετών τους. Ανάμεσα σε αυτές συγκαταλέγονται η μέθοδος trans ενεργοποίησης 

(transactivation assay) (190), όπου χρησιμοποιήθηκαν ραδιενεργά σημασμένοι 

προσδέτες, η μέθοδος SPA (Scintillation Proximity Assay), η μέθοδος LIC (Ligand 

Induced Complex), η CARLA (CoActivator Dependent Receptor Ligand Assay), 

όπου μετράται η ικανότητα ουσιών να επάγουν την αλληλεπίδραση του υποδοχέα 

PPAR με τους συνενεργοποιητές της οικογένειας SRC-1 και p300/CBP (191).  

Οι φυσικοί και συνθετικοί αγωνιστές των PPARs χρησιμοποιούνται στη 

θεραπεία γλυκαιμικών και λιπιδαιμικών διαταραχών. Οι PPARs παρουσιάζουν 

διάφορες δραστικότητες μέσω ενδογενών προσδετών, οι οποίοι παράγονται στα 

μονοπάτια μεταβολισμού των λιπαρών οξέων και για το λόγο αυτό συχνά 

αποκαλούνται αισθητήρες των λιπιδίων (lipid sensors). Οι αγωνιστές της κάθε 

ισομορφής PPAR, έχουν διαφορετικές ιδιότητες και εξειδικεύσεις, διαφορετικά 

προφίλ απορρόφησης/κατανομής και χαρακτηριστικά προφίλ γονιδιακής έκφρασης, 

τα οποία οδηγούν σε διαφορετικές κλινικές εκφάνσεις (163, 192-195). 
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Χαρακτηριστικό της επικράτειας πρόσδεσης (LBD) των υποδοχέων PPAR 

αποτελεί το μεγάλο μέγεθός της σε σχέση με το μέγεθος των LDB των λοιπών 

πυρηνικών υποδοχέων (τρεις -τέσσερις φορές μεγαλύτερη LBD). Για το λόγο αυτό οι 

PPARs έχουν την ικανότητα να δεσμεύουν πλήθος φυσικών και συνθετικών 

λιπόφιλων οξέων, όπως τα απαραίτητα λιπαρά οξέα (essential fatty acids EFA). Τα 

EFA δρουν ως φυσικοί αγωνιστές των PPAR με αποτέλεσμα τη μεταγραφή γονιδίων, 

που συμμετέχουν στην ομοιόσταση της γλυκόζης και των λιπιδίων (192, 196, 197). 

Άλλοι φυσικοί αγωνιστές των PPARs είναι τα εικοσανοεϊδή. Είναι σημαντικό να 

αναφερθεί ότι και τα ΕFA και τα εικοσανοεϊδή πρέπει να βρεθούν σε υψηλές 

συγκεντρώσεις (>100μM) για να ενεργοποιηθεί ο PPAR (197). Οι συνθετικοί 

αγωνιστές των PPARs χρησιμοποιούνται ευρέως στην κλινική πρακτική, 

συγκεκριμένα σε περιπτώσεις δυσλιπιδαιμιών (υπερτριγλυκεριδαιμία), όπου 

χορηγούνται φιβράτες και οι θειαζολινιδενιόνες σε περιπτώσεις σακχαρώδους 

διαβήτη (198-201). 

4.4 PPARα  

4.4.1 Προφίλ έκφρασης του PPARα   

Όπως προαναφέρθηκε η οικογένεια των υποδοχέων PPARs αποτελείται από 

τρία μέλη: τον PPARα, τον PPARβ/δ και τον PPARγ, που κωδικοποιούνται από τα 

γονίδια PPARα, PPARδ και PPARγ, αντίστοιχα (202). Και οι τρεις εμφανίζουν 

χαρακτηριστικές ιστοειδικές κατανομές. Αξίζει να σημειωθεί πως αυτή η ιστοειδική 

έκφραση της κάθε ισομορφής των PPARs, είναι πιθανό να σχετίζεται με τις 

διαφοροποιημένες λειτουργίες τους, και τους διαφορετικούς τύπους κυττάρων και 

ιστών, στους οποίους εκφράζονται (203). Ο PPARα εκφράζεται σε ιστούς που 

σχετίζονται με την οξείδωση λιπαρών οξέων, όπως το ήπαρ, οι νεφροί, το λεπτό 
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έντερο, καρδιά και οι σκελετικοί μυς γεγονός που συνάδει με την κύρια λειτουργία 

του στη ρύθμιση του καταβολισμού των λιπιδίων. Στο ήπαρ ο PPARα είναι ο 

κυρίαρχος ρυθμιστής των μιτοχονδριακών, υπεροξεισωματικών και μικροσωμιακών 

συστημάτων οξείδωσης των λιπαρών οξέων, όπου ενεργοποιείται με συνθετικούς 

πολλαπλασιαστές των υπεροξεισωμάτων ενώ επιπλέον ελέγχει την εισροή λιπαρών 

οξέων σε συνθήκες νηστείας ώστε να επάγει την έκφραση σχετικών γονιδίων (204). 

Ο PPARα συμμετέχει επίσης και στη σύνθεση των λιποπρωτεϊνών, στις 

φλεγμονώδεις αντιδράσεις καθώς και στην καρκινογένεση στο ήπαρ τρωκτικών 

(205-209).  

4.4.2 Δομή και ενεργοποίηση του PPARα  

Ο PPARα διαθέτει πέντε δομικές περιοχές, οι οποίες εντοπίζονται μέσα στις 

τέσσερις λειτουργικές επικράτειες των πυρηνικών υποδοχέων: i) την περιοχή AF-1 

στην επικράτεια  A/B στο αμινοτελικό άκρο του υποδοχέα. Η AF-1 αποτελεί στόχο 

για φωσφορυλίωση (210, 211). ii) Την περιοχή με τα μοτίβα δακτύλων ψευδαργύρου 

(zinc fingers) στην επικράτεια C/DBD. Τα συγκεκριμένα μοτίβα διευκολύνουν την 

πρόσδεση του υποδοχέα PPARα στις αλληλουχίες PPREs στον υποκινητή του 

γονιδίου στόχου. iii) Τη λειτουργική περιοχή στην επικράτεια D (hinge region), που 

αποτελεί περιοχή πρόσδεσης των co-activators του PPARα και τέλος iv) την περιοχή 

στην επικράτεια E/LBD στο καρβοξυτελικό άκρο του υποδοχέα, που είναι υπεύθυνη 

για την πρόσδεση συγκεκριμένων αγωνιστών του PPARα (203).  

Ένας μεγάλος αριθμός φυσικών και συνθετικών αγωνιστών του PPARα έχει 

αναγνωριστεί. Οι βασικότεροι ενδογενείς αγωνιστές του PPARα περιλαμβάνουν τα 

απαραίτητα λιπαρά οξέα (EFΑ) και τα παράγωγά τους, όπως τα εικοσανοειδή, τα 8-

υδροξυ-εικοσατετρανοεικά οξέα (8-HETE/ lipoxygenases isozymes) και τη 
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λευκοτριένη B4 (212). Σε άλλη ομάδα ενδογενών αγωνιστών του PPARα 

περιλαμβάνονται μεταβολίτες λιπιδίων από κορεσμένα και ακόρεστα λιπαρά οξέα. Οι 

κυριότεροι συνθετικοί αγωνιστές του PPARα είναι οι φιβράτες, που ανήκουν στην 

κατηγορία των υπολιπιδαιμικών φαρμάκων (bezafibrate, fenofibrate, gemfibrozil), ο 

WY14643, ορισμένοι φθαλικοί μονοεστέρες και κάποια ζιζανιοκτόνα (lactofen) 

(7, 213).   

Μετά την πρόσδεση του αγωνιστή του, ο PPARα σχηματίζει, όπως 

αναφέρθηκε στην ενότητα 5.3.1, ένα ετεροδιμερές με τον ενεργοποιημένο RXR (ο 

RXR ενεργοποιείται με την πρόσδεση του 9 cis-retinoic acid, μορίου που λειτουργεί 

ως μόριο προσδέτης).  Στη συνέχεια, η επικράτεια DBD του PPARα αλλάζει τη 

στερεοδιάταξή της στο χώρο, με αποτέλεσμα το ετεροδιμερές PPARα/RXR να 

προσδένεται στην αλληλουχία PPRE του υποκινητή του γονιδίου στόχου για να 

ξεκινήσει τη μεταγραφή του (214) (Εικόνα11). 



53 
 

 

Εικόνα 11: Ενεργοποίηση του PPARα  

4.4.3 PPARα και Μεταβολισμός των Λιπιδίων   

Πρόσφατες μελέτες δείχνουν ότι ο PPARα συμμετέχει σε μεταβολικές οδούς 

πολλών λιπιδίων, συμπεριλαμβανομένης της χοληστερόλης, των τριγλυκεριδίων και 

των λιπαρών οξέων. Στον ΠΙΝΑΚΑ 5 που ακολουθεί, παρουσιάζεται συνοπτικά η 

ρύθμιση της έκφρασης των γονιδίων του μεταβολισμού των λιπιδίων: 
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ΠΊΝΑΚΑΣ 5: Επίδραση της ενεργοποίησης του PPARα στα Γονίδια -στόχους του, που 
σχετίζονται με το μεταβολισμό των λιπιδίων και των λιποπρωτεϊνών (203) 

Γονίδια Ενεργοποίηση PPARα Βιβλιογραφική 
Αναφορά 

Ομοιoστασία Χοληστερόλης   

HMGCR Μείωση (215) 

Cyp7a1 Αύξηση (216) 

NPC1L1 Αύξηση, Μείωση (217-219) 

ABCG5,ABCG8 Αύξηση (220) 

Μεταβολισμός TGs   

LPL Αύξηση (221-223) 

ApoA-V Αύξηση (215) 

Angptl4 Αύξηση (224, 225) 

ApoC-III Μείωση (226) 

Μεταβολισμός Λιπαρών οξέων   

FASN Μείωση (227) 

ACLY Μείωση (228) 

CPT1A Αύξηση (229, 230) 

ACSL1,ACOX,ACAA1A Αύξηση (231) 

Βιοσύνθεση HDL   

ApoA-I, ApoA-II Αύξηση (232) 

ABCA1 Αύξηση (233, 234) 

LPL Αύξηση (235) 

Μεταβολισμός LDL   

ΝΟΧ4 Μείωση (236) 

SOD,GSH-Px, CAT Αύξηση (237-239) 

Μεταβολισμός VLDL   

MTP Αύξηση (240) 



55 
 

4.4.3.1 Επίδραση του PPARα στην ομοιοστασία των Τριγλυκεριδίων   

Η επαγωγή της έκφρασης του PPARα και η ενεργοποίησή του οδηγεί σε 

μείωση των επιπέδων των τριγλυκεριδίων τόσο στο πλάσμα ασθενών με διαβήτη 

τύπου ΙΙ (241), όσο και στα επίπεδα τριγλυκεριδίων ενδοκυτταρικά σε HepG2 

κυτταρικές σειρές (242). Αντίθετα, η καταστολή του PPARα προκαλεί 

υπετριγλυκεριδαιμίες σε παχύσαρκα πειραματόζωα (243). Δεν έχει ωστόσο 

αποσαφηνιστεί ακόμα ο ακριβής μηχανισμός δράσης του PPARα. Μία πιθανή 

εξήγηση για τη μείωση των τριγλυκεριδίων μέσω του PPARα, αναφέρει ότι η 

ενεργοποίηση του PPARα επάγει i) άμεσα ή/και έμμεσα την ενεργοποίηση της 

λιποπρωτεϊνικής λιπάσης (LPL), ii) την β-οξείδωση των λιπαρών οξέων και iii) 

ρυθμίζει αρνητικά (downregulation) την έκφραση της ApoC-III. Βασική λειτουργία 

της LPL, είναι η υδρόλυση των τριγλυκεριδίων από τα χυλομικρά και την VLDL.  

Πρώτον, η  άμεση επαγωγή της έκφρασης της LPL από τον PPARα, βασίζεται 

στα εξής: Η LPL εκφράζεται κυρίως στην επιφάνεια των ηπατικών 

κολποειδών/τριχοειδών, κυρίως στο λιπώδη ιστό και τους σκελετικούς μύς. Έχει 

αναφερθεί ότι η χορήγηση φαινολών του πράσινου τσαγιού σε κοτόπουλα αύξησε 

σημαντικά τα επίπεδα του PPARα και εν συνεχεία την επαγωγή της έκφρασης της 

LPL στους σκελετικούς μυς, με τελικό αποτέλεσμα την πτώση των επιπέδων των 

τριγλυκεριδίων στο πλάσμα (223). Επιπλέον, σύμφωνα με τα ευρήματα των 

Schoojans et al., η έκφραση της LPL στο ήπαρ αυξάνεται και από αγωνιστές του 

PPARα (221), γεγονός που ενισχύει την παραπάνω θεωρία για άμεση επαγωγή της 

έκφρασης της LPL μέσω του PPARα. O ηπατικός PPARα επηρεάζει και αρκετά 

ηπατικά γονίδια, όπως το γονίδιο που κωδικοποιεί την ApoA-V και την Angptl4 

(angiopoitin-like protein 4), που απελευθερώνονται στην κυκλοφορία, όπου μπορεί 
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να έχουν ρυθμιστική επίδραση στην ενεργοποίηση της LPL (έμμεση δράση του 

PPARα) (244). 

Δεύτερον, χορήγηση αγωνιστών του PPARα μειώνει την έκφραση της ApoC-

III, χωρίς ωστόσο να έχει καθοριστεί ακόμα κάποιος σαφής μηχανισμός. H ApoC-III 

είναι κύριο συστατικό λιποπρωτεϊνικών καταλοίπων, τα οποία είναι πλούσια σε 

τριγλυκερίδια. Η ApoC-III εμποδίζει την υδρόλυση των τριγλυκεριδίων και την 

απομάκρυνση των καταλοίπων. Έτσι η μείωση της έκφρασης της ApoC-III 

διευκολύνει την υδρόλυση των τριγλυκεριδίων και κατά συνέπεια, μειώνει τα επίπεδά 

τους στο πλάσμα.  

Τέλος, η επαγόμενη από τον PPARα β-οξείδωση των λιπαρών οξέων στο 

λιπώδη ιστό έχει επίσης, σαν αποτέλεσμα τη μείωση των τριγλυκεριδίων (245). 

4.4.3.2 PPARα και Χοληστερόλη  

  Η χοληστερόλη είναι ένα βασικό δομικό συστατικό των κυτταρικών 

μεμβρανών των θηλαστικών και παίζει σημαντικό ρόλο στην ομαλή διατήρηση των 

κυτταρικών λειτουργιών. Ο PPARα αποτελεί κύριο ρυθμιστή της ομοιοστασίας της 

χοληστερόλης, καθώς επηρεάζει σε αρκετά σημεία το μεταβολισμό της, τη 

βιοσύνθεση, την αποικοδόμηση, την εντερική απορρόφηση και την απέκκρισή της 

(203, 246).  

 Η HMGCR (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Reductase) είναι ένα 

ρυθμιστικό ένζυμο στο μονοπάτι βιοσύνθεσης της χοληστερόλης (rate-limiting 

enzyme). Οι Lu J. et al αναφέρουν ότι αναστολή του PPARα, επάγει δραματικά την 

έκφραση του HMGCR και κατά συνέπεια, αυξάνει η σύνθεση της χοληστερόλης 

(215).  
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 Άλλες μελέτες έδειξαν ότι αύξηση της έκφρασης του Cyp7a1 (cholesterol 7α- 

υδροξυλάση) στο ήπαρ υπερλιπιδαιμικών επιμύων, μέσω ενεργοποίησης του PPARα, 

έπειτα από χορήγηση αλκαλοειδούς coptis, είναι υπεύθυνη, έστω και μερικώς, για τη 

μείωση των επιπέδων της χοληστερόλης (216).  

 Η NPC1L1 είναι μια μεμβρανική πρωτεΐνη, η οποία μεταφέρει την ελεύθερη 

χοληστερόλη στα κύτταρα και παίζει σημαντικό ρόλο στην απορρόφηση της 

εντερικής χοληστερόλης. Μελέτες έχουν δείξει ότι η NPC1L1 διαθέτει αλληλουχία 

PPRE στον υποκινητή του γονιδίου της, στον οποίο προσδένεται ο PPARα επάγοντας 

τη μεταγραφή του (219). Ωστόσο, πιο πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι το λάδι από 

κουρκουμά ( Curcuma longa L. extract), αναστέλλει την έκφραση του NPC1L1 μέσω 

ενεργοποίησης του PPARα σε υπερλιπιδαιμικά ινδικά χοιρίδια. Άλλες μελέτες τη 

μείωση της εντερικής απορρόφησης της χοληστερόλης μέσω μείωσης της έκφρασης 

του NPC1L1 στο λεπτό έντερο άγριου τύπου μυών, έπειτα από ενεργοποίηση του 

PPARα με φιβράτες (217, 218). O λόγος πίσω από αυτές τις ασυμφωνίες στα 

αποτελέσματα των παραπάνω μελετών, δεν έχει αποσαφηνιστεί ακόμα.  

4.4.4 Ο Ρόλος του PPARα στην αθηροσκλήρυνση  

Η αθηροσκλήρυνση είναι μία πολυπαραγοντική νόσος με περίπλοκη εξέλιξη, 

που ενέχει ως επαγωγικούς παράγοντες την υπερλιπιδαιμία, το σχηματισμό αφρωδών 

κυττάρων, τη φλεγμονή των αγγείων, τον πολλαπλασιασμό και μετατόπιση 

αγγειακών κυττάρων των λείων μυών (Vascular Smooth Muscle Cells-VSMC), την 

ανάπτυξη αθηρωματικής πλάκας και τη θρομβογένεση (203, 247). Ο PPARα εκτός 

από το ρόλο, που παίζει στη ρύθμιση του μεταβολισμού των λιπιδίων, μπορεί να 

επηρεάσει την έκβαση πολλών σταδίων της αθηρογένεσης. Η ενεργοποίηση του 

PPARα: 
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• Αναστέλει το σχηματισμό των μακροφάγων αφρωδών κυττάρων  

• Περιορίζει τη φλεγμονή των αγγείων 

• Αναστέλλει τον πολλαπλασιασμό και τη μετατόπιση των VSMCs 

• Αναστέλλει το σχηματισμό της αθηρωματικής πλάκας και τη ρήξη των αγγείων 

• Αναστέλλει την αθηροθρόμβωση  

4.5 PPARβ/δ  

Ο PPARβ/δ εκφράζεται εκτεταμένα, με σχετικά υψηλότερες συγκεντρώσεις 

να συναντώνται στον εγκέφαλο, το λιπώδη ιστό και το δέρμα (248). Η ενεργοποίηση 

του PPARβ/δ επάγει την έκφραση γονιδίων, που απαιτούνται για την οξείδωση των 

λιπαρών οξέων και τη διάχυση της ενέργειας στους σκελετικούς μυς και το λιπώδη 

ιστό, με αποτέλεσμα τη βελτίωση του λιπιδαιμικού προφίλ και τη μειωμένη 

εναπόθεση λίπους (249). Στο ήπαρ ο PPARβ/δ μπορεί να ενεργοποιηθεί από τα 

εισερχόμενα ελεύθερα λιπαρά οξέα του πλάσματος σε συνθήκες νηστείας (250).  

Αρχικά, ο PPARβ/δ δεν λάμβανε αντίστοιχη προσοχή σε σχέση με του υπόλοιπους 

PPARς κυρίως, λόγω της ευρύτητας της έκφρασής του και της μη διαθεσιμότητας 

ειδικών προσδετών. Ωστόσο, γενετικές μελέτες και πρόσφατα αναπτυγμένοι 

συνθετικοί PPARβ/δ αγωνιστές υποδεικνύουν τον σημαντικό του ρόλο ως ρυθμιστή 

του καταβολισμού των λιπαρών οξέων και της ομοιοστασίας ενέργειας (251, 252). Ο 

PPARβ/δ αγωνιστής, GW501516, φαίνεται να μειώνει τα επίπεδα των τριγλυκεριδίων 

σε παχύσαρκα πρωτεύοντα, ενώ αυξάνει τα επίπεδα της HDL, υποκινώντας την 

έναρξη αρκετών κλινικών δοκιμών για την αξιολόγηση της αποδοτικότητάς του σε 

υπερλιπιδαιμικούς ασθενείς (253). Μελέτες στο λιπώδη ιστό και στους μυς βοηθούν 

στην αποκρυπτογράφηση των μεταβολικών λειτουργιών του PPARβ/δ. Η 

διαγονιδιακή έκφραση μιας ενεργοποιημένης μορφής του PPARβ/δ στο λιπώδη ιστό 
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έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία αδύνατων μυών, οι οποίοι εμφανίζουν επίσης 

ανθεκτικότητα στην παχυσαρκία, την υπερλιπιδαιμία και την στεάτωση των ιστών, 

είτε έχουν προκληθεί γενετικά είτε περιβαλλοντικά μέσω της υψηλής περιεκτικότητας 

σε λιπαρά δίαιτας (254).  

4.6 PPARγ  

Ο PPARγ, ο οποίος εκφράζεται σε μεγάλο βαθμό στο λιπώδη ιστό, λειτουργεί 

ως βασικός ρυθμιστής της διαφοροποίησης των λιποκυττάρων και προάγει την 

αποθήκευση ενέργειας/λίπους στα ώριμα λιποκύτταρα, αυξάνοντας την έκφραση 

πολλών γονιδίων αυτού του μονοπατιού (255). Αυτές οι δύο λειτουργίες του PPARγ, 

η λιπογένεση και η λιπο-αποθήκευση στα λιποκύτταρα, είναι η αιτία για τη μείωση 

της αντίστασης στην ινσουλίνη, που εμφανίζουν ο αντι-διαβητικές θειαζολινιδενιόνες 

(256). Τα λιπαρά οξέα και τα παράγωγα της προσταγλαδίνης J είναι οι φυσικοί 

προσδέτες του PPARγ (257, 258). Πριν ακόμα ταυτοποιηθούν ως προσδέτες του 

PPARγ, οι θειαζολιδινεδιόνες φαίνονταν να διεγείρουν τη λιπογένεση και να 

βελτιώνουν την ευαισθησία στην ινσουλίνη (259, 260). Σχετικά πρόσφατα, οι 

θειαζολιδινεδιόνες αναγνωρίσθηκαν ως ειδικοί προσδέτες του PPARγ, 

αποσαφηνίζοντας το μηχανισμό μεταξύ του PPARγ και της ευαισθήσιας της 

ινσουλίνης (261, 262). Η πέραν του φυσιολογικού ενεργοποίηση του PPARγ με 

θειαζολιδινεδιόνες διεγείρει τη λιπογένεση, αυξάνοντας τον αριθμό των νέων 

διαφοροποιημένων λιποκυττάρων, ειδικά στο λευκό λιπώδη ιστό. Η αύξηση της 

αποθηκευτικής ικανότητας του λευκού λιπώδους ιστού μειώνει την εκτοπική 

συσσώρευση λιπιδίων. Το αποτέλεσμα είναι η μείωση των TGs στο ήπαρ και τους 

σκελετικούς μύες και η βελτίωση της ευαισθησίας στην ινσουλίνη με αρνητική 

επίπτωση την αύξηση της μάζας του λευκού λιπώδους ιστού.  
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5 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ  

Οι PPARs αποτελούν ιδανικό φαρμακολογικό στόχο τόσο για τη θεραπεία 

των υπερλιπιδαιμιών όσο και για την προστασία του μυοκαρδίου από την ισχαιμία. 

Κατ’ επέκταση έχουν αναπτυχθεί αρκετά μόρια-αγωνιστές των PPARs εκ των οποίων 

κάποια έχουν ήδη αποσυρθεί λόγω τοξικότητας και ανεπιθύμητων ενεργειών. Παρά 

τη μεγάλη προσπάθεια για την εύρεση αποδοτικών, μη τοξικών αγωνιστών των 

PPARs και ενώ περίπου 50 μόρια βρίσκονται υπό διερεύνηση δεν έχει υπάρξει 

έγκριση από τον Food and Drug Administration (FDA) νέων φαρμάκων και πολλές 

από τις μελέτες αυτές τερματίστηκαν λόγω τοξικών παρενεργειών. Ως εκ τούτου η 

ανάγκη εύρεσης αγωνιστών των PPARs με όσο το δυνατόν λιγότερες ανεπιθύμητες 

ενέργειες είναι επιτακτική και επίκαιρη. 

 Στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε η επίδραση της ελευρωπαΐνης, ως 

αγωνιστής των PPARs στην ομοιοστασία των λιπιδίων, με στόχο να αξιολογηθεί 

τόσο η αποδοτικότητά της ως αγωνιστής των PPARs όσο και οι παράπλευρες και 

έμμεσες δράσεις της στους μύες. Πιο αναλυτικά, διερευνήθηκε η ικανότητα της 

Ελευρωπαΐνης να προσδένεται στους PPARs, η επίδρασή της στο μεταβολισμό των 

λιπιδίων και ο ρόλος της στη ρύθμιση του σηματοδοτικού μονοπατιού των PPARs. 

Για την ακριβέστερη προσέγγιση των ερωτημάτων προς διερεύνηση, 

σχεδιάστηκαν και εκτελέστηκαν πειράματα in silico, in vivo και in vitro και 

μελετήθηκαν οι κάτωθι παράμετροι: 

i. In vivo & in vitro διερεύνηση της ικανότητας της Ελευρωπαΐνης να προσδένεται 

στους υποδοχείς PPARs    

ii. In silico αξιολόγηση (βασιζόμενη σε μοριακή προσομοίωση) της ικανότητας της 

Ελευρωπαΐνης να προσδένεται στον PPARα  
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iii. In vivo διερεύνηση της επίδρασης της Ελευρωπαΐνης στα επίπεδα των λιπιδίων 

στο πλάσμα   

iv. In vivo ενεργοποίηση του PPARα από την Ελευρωπαΐνη   

v. In vitro ενεργοποίηση του PPARα από την Ελευρωπαΐνη σε primary hepatocytes 

vi. Επίδρασης της Ελευρωπαΐνης σε ηπατικούς παράγοντες κρίσιμους για την 

ομοιοστασία των Τριγλυκεριδίων   

vii. Επίδρασης της Ελευρωπαΐνης σε παράγοντες που εκφράζονται στο λευκο λιπώδη 

ιστό, κρίσιμους για την ομοιοστασία των Τριγλυκεριδίων     

viii. In vivo αξιολόγηση της επίδρασης της Ελευρωπαΐνης στη β-οξείδωση των 

λιπιδίων, την έκφραση του υποδοχέα Ldl και στη βιοσύνθεση της χολοηστερόλης   

Συνοπτικά, η παρούσα μελέτη είχε σαν στόχο να αξιολογήσει τη δράση της 

ελευρωπαΐνης ως πιθανό υπολιπιδαιμικό παράγοντα, την αποδοτικότητά της, το 

μεταβολικό της προφίλ και το σηματοδοτικό μονοπάτι που ενεργοποιεί.   
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6 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

6.1 Πειραματόζωα  

Όλοι οι χειρισμοί (φαρμακολογικοί ή μη) των πειραματόζωων, σε όλα τα 

πειραματικά στάδια, επιθεωρήθηκαν και εγκρίθηκαν από την επιτροπή ηθικής και 

δεοντολογίας της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων και 

πραγματοποιήθηκαν σύμφωνα με τον κώδικα δεοντολογίας του Εθνικού Ινστιτούτου 

Υγείας των ΗΠΑ (ΝIH Publications No. 80-23, 1996) και τις Ευρωπαϊκές οδηγίες για 

τη φροντίδα και τη χρησιμοποίηση των πειραματόζωων (EEC Council 86/609, No 

116, 1992). Καταβλήθηκε κάθε δυνατή προσπάθεια ώστε να ελαχιστοποιηθεί κάθε 

ταλαιπωρία και επώδυνη συνθήκη για τα πειραματόζωα. Για την εκπόνηση αυτής της 

διδακτορικής διατριβής χρησιμοποιήθηκαν ενήλικοι αρσενικοί μύες στελέχους: (i) 

SV129 αγρίου τύπου (θα αναφέρονται ως wild type, wt), (ii) διαγονιδιακοί μύες 

SV129 με αποσιωπημένο το γονίδιο του PPARα (θα αναφέρονται ως Pparα-null) και 

(iii) διαγονιδιακοί μύες C57BL/6 με αποσιωπημένο το γονίδιο του υποδοχέα της LDL 

(θα αναφέρονται ως Ldlr-null) (Εικόνα 12). Οι μύες, σε ομάδες των 4-5 ατόμων, 

παρέμεναν σε ειδικούς κλωβούς (πλεξιγκλάς) διαστάσεων 42.5 x 26.6 x 15.5 cm, με 

στρωμνή από αποστειρωμένο ροκανίδι. Η θερμοκρασία του χώρου, όπου ήταν 

τοποθετημένοι οι κλωβοί ήταν σταθερή (21 ± 1oC) και υπήρχε σταθερός κύκλος 

φωτός - σκότους 12 ωρών (07.00 π.μ.- 19.00 μ.μ. φως, 19.00 μ.μ.- 07.00 π.μ. 

σκοτάδι). Οι wild type και οι Pparα null μύες είχαν ελεύθερη πρόσβαση (ad libitum) 

σε τυποποιημένη τροφή καθορισμένης σύστασης (diet 1324 TPF, Altromin 

Spezialfutter GmbH & Co. KG) ενώ οι Ldl-r-null μύες ακολούθησαν δυτικού τύπου 

δίαιτα (17,3% πρωτεΐνες, 48,5% υδατάνθρακες, 21,2% λίπος, 0,2% χοληστερόλη, 4,5 

Kcal/g). Όλες οι ομάδες είχαν ελεύθερη πρόσβαση σε νερό και ελέγχονταν 
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καθημερινά για ενδείξεις stress ή προβλημάτων υγείας. Τα πειραματόζωα κατά την 

ολοκλήρωση των πειραμάτων είχαν ηλικία οκτώ (8) εβδομάδων, ενώ το βάρος τους 

κυμαίνονταν ανάλογα με τον τύπο της διατροφής που ακολουθούσαν, μεταξύ 20 με 

25 gr.  

 

Εικόνα 12: Αρσενικοί μύες SV129 και C57BL/6 

6.2 Φάρμακα, κυτταρικές σειρές και πλασμίδια 

Ο αγωνιστής του PPARα, WY-14643, αγοράστηκε από την Sigma-Aldrich 

και η κυτταρική σειρά ανθρώπινων ηπατοκυττάρων από την ATCC. Το θρεπτικό 

καλλιεργητικό μέσο, το τροποποιημένο μέσο Eagle του Dulbecco (Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium, DMEM), ο εμβρυϊκός βόειος ορός (fetal bovine serum, 

FBS), τα αντιβιοτικά, η πενικιλλίνη, η στρεπτομυκίνη, η L-γλουταμίνη και τα μη-

βασικά αμινοξέα προήλθαν από την Gibco BRL Life Technologies. Ο άνευ 

ξυλάνθρακα εμβρυϊκός βόειος ορός (charcoal stripped FBS) αγοράστηκε από την Life 

Technologies, το σύστημα προσδιορισμού λουσιφεράσης από την Promega και το 

σύστημα ανίχνευσης της β-γαλακτοσιδάσης από την Applied Biosystems. 

Το πλασμίδιο p(A-OX3)-TKSL, το οποίο περιέχει 3 αντίγραφα του DR1 

PPRE από το γονίδιο της mAcyl CoA οξειδάσης (ACO gene) συνδεδεμένα με 

λουσιφεράση κινάσης θυμιδίνης (TK luciferase) και το πλασμίδιο που εκφράζει τον 
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υποδοχέα PPARα (PPAR cDNA κλωνοποιημένο σε έναν pCMX φορέα) ήταν μία 

γενναιόδωρη προσφορά του Δρ. M. Ricote. Η αλληλουχία που περιείχε το πλήρους 

μήκους cDNA του γονιδίου RXRα σε έναν φορέα έκφρασης pMT2 ήταν μία δωρεά 

της Δρ. Μ. Χατζοπούλου-Κλαδάρα.  

6.3 Aγωγή με Ελευρωπαΐνη  

Η ελευρωπαΐνη που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη απομονώθηκε από 

τα φύλλα του δέντρου της ελιάς (Olea europaea) όπως έχει ήδη περιγραφεί (263). Το 

δοσολογικό σχήμα της ελευρωπαΐνης βασίστηκε σε προηγούμενα ευρήματα (16) 

καθώς και σε βιβλιογραφικές αναφορές (13).  

6.3.1 In vivo αξιολόγηση της επίδρασης της Ελευρωπαΐνης  

Η ελευρωπαΐνη (100mg/kg) χορηγούνταν καθημερινά σε σβώλους (πελλετ) 

τροφής για 6 συνεχόμενες εβδομάδες. Η ελευρωπαΐνη χορηγήθηκε μέσω σβώλων 

τροφής, επειδή έχει αποδειχθεί ότι ακόμη και υπό κανονικές ισο-οσμωτικές συνθήκες 

του εντερικού αυλού απορροφάται ελάχιστα. Η απορρόφηση μπορεί να βελτιωθεί 

αισθητά μέσω της ροής διαλύτη από τους παρακυτταρικούς κόμβους, το οποίο 

καθίσταται δυνατό σε υποτονικές συνθήκες του εντερικού αυλού ((264). Η παρουσία 

γλυκόζης ή αμινοξέων στον εντερικό αυλό μετά το γεύμα διεγείρει τη ροή νερού 

μέσω της διάνοιξης των παρακυτταρικών κόμβων και πιθανόν αυτός ο μηχανισμός 

συμμετέχει στην απορρόφηση της ελευρωπαΐνης όμοια με τη χρήση υποτονικού 

διαλύματος. (265). Παρά το γεγονός ότι το φαρμακοκινητικό προφίλ της 

ελευρωπαΐνης δεν έχει καθοριστεί στους μύες, ο Boccio και οι συνεργάτες του 

αναφέρουν ότι μία από στόματος δόση ελευρωπαΐνης (100 mg/kg) απορροφάται 

στους επίμυες, φτάνοντας τα 200 ng/ml σε μέγιστο χρόνο 2 ωρών (266). Δύο ώρες 

μετά την τελευταία χορήγηση του φαρμάκου, οι μύες θανατώθηκαν με ασφυξία και 
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αίμα από τον κορμό συλλέχθηκε σε BD Microtainer Serum Separator Tubes (Becton, 

Dickinson and Company, USA) για βιοχημική ανάλυση. Δείγματα ήπατος, καρδιάς, 

πνευμόμων, νεφρών, μυών, καφέ και λευκού λιπώδους ιστού συλλέχθηκαν για την 

απομόνωση ολικού RNA και πυρηνικών, κυτταροπλασματικών και ολικών 

πρωτεϊνών. Όλα τα δείγματα ιστών και ορού φυλάχθηκαν στους -80οC μέχρι να 

αναλυθούν.  

6.3.2 In vitro αξιολόγηση της επίδρασης της Ελευρωπαΐνης σε πρωτογενή 

ηπατοκύτταρα 

Τα πρωτογενή ηπατοκύτταρα επωάστηκαν είτε μόνο με ελευρωπαΐνη σε 

τελική συγκέντρωση 10μM είτε με ελευρωπαΐνη σε συνδυασμό με αναστολείς των 

σηματοδοτικών μονοπατιών του JNK SP600125, 10μΜ (Enzo Life Sciences, 

Farmingdale, NY, USA), του cAMP/PKA H89, 10μΜ (Sigma-Aldrich), της MAPKK 

(PD98056, 10μΜ), των αλκαλικών φωσφατασών και φωσφατασών τυροσίνης 

Na3OV4, 1μΜ (Sigma Aldrich) και του PI3K/AKT (wortmannin, 1μΜ) για χρονικό 

διάστημα 2 ωρών. Οι αναστολείς προστέθηκαν στο καλλιεργητικό μέσο 30 λεπτά 

πριν την ελευρωπαΐνη. Χορηγήθηκε επίσης ένα συνθετικό ανάλογο του cAMP (8-Br-

cAMP) σε συγκέντρωση 25μM και ινσουλίνη σε συγκέντρωση 1μM. Τα πρωτογενή 

ηπατοκύτταρα επωάστηκαν με τους ανωτέρω συνδυασμούς για διάφορες χρονικές 

περιόδους, από 2 μέχρι 12 ώρες.  

6.4 Θυσία πειραματοζώων  

Μετά το πέρας των φαρμακολογικών χειρισμών, ακολούθησε η θυσία των 

πειραματόζωων και όπως αναφέρθηκε στην ενότητα  7.3.1 συλλέχθηκαν δείγματα 

ήπατος (τα οποία ζυγίζονταν σε ζυγό), καρδιάς, πνευμόμων, νεφρών, μυών, καφέ και 

λευκού λιπώδους ιστού για την απομόνωση ολικού RNA και πυρηνικών, 
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κυτταροπλασματικών και ολικών πρωτεϊνών. Έγινε συλλογή του αίματος των μυών 

μέσα σε κρύους δοκιμαστικούς σωλήνες, στους οποίους είχαν προστεθεί 10μl EDTA 

0.5% (ως αντιπηκτικός παράγοντας) και ακολούθησε φυγοκέντρηση των δειγμάτων 

αίματος για το διαχωρισμό του πλάσματος από τα έμμορφα συστατικά.  

6.5 Quantitative real-time PCR  

6.5.1 Απομόνωση RNA  

Προκειμένου να απομονωθεί το RNA από τους προς μελέτη ιστούς 

πραγματοποιήθηκε ομογενοποίηση με ομογενοποιητή (Heidolph RZRO, Γερμανία) 

και ειδικό έμβολο από teflon. Έγινε προσαρμογή του εμβόλου στον ομογενοποιητή 

και ακολούθησε καθαρισμός του εμβόλου με αιθανόλη 75% και στη συνέχεια με 

αποστειρωμένο d.d. H2O (συν DEPC). Η απομόνωση ολικού RNA επιτεύχθηκε με 

την χρήση διαλύματος TRIzol (Invitrogen, USA). Το TRIzol είναι ένα διάλυμα 

φαινόλης και ισοθειοκυανικής γουανιδίνης για την απομόνωση ολικού RNA από 

κύτταρα και ιστούς. Κατά την ομογενοποίηση των δειγμάτων και τη λύση τους, ο 

ρόλος του TRIzol είναι η διάσπαση των κυτταρικών μεμβρανών και του εσωτερικού 

των κυττάρων, ενώ παράλληλα εξασφαλίζεται η ακεραιότητα του RNA. Ακολούθως, 

έγινε προσθήκη χλωροφορμίου και το μείγμα φυγοκεντρήθηκε, ώστε να διαχωριστεί 

το διάλυμα σε δυο διαφορετικές φάσεις, την ανόργανη και την οργανική. Το RNA, το 

οποίο ήταν διαλυμένο στην ανόργανη φάση, συλλέχθηκε μετά από προσθήκη 

ισοπροπανόλης (Sigma-Aldrich). Το ίζημα καθαρίστηκε με 75% αιθανόλη (Panreac, 

Barcelona, Spain) και ακολούθησε αναδιάλυσή του σε d.d. Η2Ο/DEPC (Invitrogen, 

USA). H ακριβής διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι η εξής:  

i. Προετοιμάστηκαν αποστειρωμένοι σωληνίσκοι των 5ml και σε αυτούς 

προστέθηκε 500μl TRIzol (Invitrogen).  
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ii. Παραμονή του ιστού μέσα στο TRIzol για 5 λεπτά, σε θερμοκρασία δωματίου.  

iii. Με χρήση ομογενοποιητή και εμβόλου έγινε ομογενοποίηση του ιστού μέσα 

στους σωληνίσκους.  

iv. Φυγοκέντρηση στα 13000g για 10 λεπτά, στους 4οC.  

v. Μεταφορά του υπερκείμενου σε καινούρια αποστειρωμένα eppendorf (1.5ml) 

και ταυτόχρονη απόρριψη του ιζήματος. 

vi. Προσθήκη 150μl χλωροφορμίου (Sigma-Aldrich) και ανακίνηση (30-40 φορές).  

vii. Παραμονή του διαλύματος για 5 λεπτά, μέσα σε πάγο.  

viii. Φυγοκέντρηση στα 13000g για 15 λεπτά, στους 4οC.  

ix. Μεταφορά του υπερκείμενου (ημιδιαφανής φάση) σε καινούριους 

αποστειρωμένους σωληνίσκους eppendorf. 

x. Προσθήκη 250μl ισοπροπανόλης (Sigma-Aldrich), η οποία είχε διατηρηθεί 

για λίγα λεπτά μέσα σε πάγο. Προσεκτική ανακίνηση (30-40 φορές).  

xi. Παραμονή του διαλύματος μέσα σε πάγο για 10 λεπτά.  

xii. Φυγοκέντρηση στα 13000g για 15 λεπτά, στους 4οC.  

xiii. Απόρριψη του υπερκείμενου και έκπλυση του ιζήματος με 500μl αιθανόλης 

75% (παρασκευασμένη με αποστειρωμένο d.d. H2O/DEPC) και ανακίνηση (η 

ανακίνηση έγινε πολύ προσεκτικά ώστε να μη χαθεί το ίζημα).  

xiv. Φυγοκέντρηση στα 7500g για 5 λεπτά, στους 4οC.  

xv. Προσεκτική αφαίρεση όλης της ποσότητας αιθανόλης 75%.  

xvi. Προσθήκη 100μl αποστειρωμένου d.d. H2O/DEPC (Invitrogen) και 

προσεκτική ανάδευση με πιπέτα με σκοπό την ήπια και ομοιόμορφη 

αναδιάλυση του ιζήματος RNA. 

Ακολούθησε ποσοτικός προσδιορισμός της συγκέντρωσης του RNA με 

φωτομετρική μέθοδο (χρήση του φωτόμετρου NanoDrop). 
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6.5.2 Ποσοτικός προσδιορισμός της συγκέντρωσης του RNA  

Η συγκέντρωση των διαλυμάτων RNA που προέκυψαν από την απομόνωση 

RNA από το ήπαρ και τον λευκό λιπώδη ιστό προσδιορίστηκε με το φωτόμετρο 

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA). Ο προσδιορισμός με αυτή τη μέθοδο 

θεωρείται ο ιδανικότερος, διότι πρώτον απαιτούνται μόνο 2μl δείγματος RNA για 

κάθε μέτρηση και δεύτερον η οπτική πυκνότητα, η ακριβής συγκέντρωση του RNA 

και ο λόγος απορρόφησης Α260/Α280, ο οποίος δίνει σημαντικές πληροφορίες για 

την καθαρότητα του δείγματος RNA, υπολογίζονται αυτόματα από το πρόγραμμα του 

Η/Υ, που είναι συνδεδεμένος με το φωτόμετρο NanoDrop.  

6.5.3 Mεταγραφή του RNA σε cDNA με τη μέθοδο της Αντίστροφης 

Mεταγραφής (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)  

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης αντίστροφης μεταγραφής είναι μια 

υψηλής ευαισθησίας μέθοδος για την μελέτη της έκφρασης του γονιδιώματος 

(mRNA) από ιστό ή κυτταρικές σειρές. Σύμφωνα με την τεχνική αυτή, ειδικές 

εναρκτήριες αλληλουχίες (Oligo p(dT)15 primer) χρησιμοποιούνται για τη σύνθεση 

συμπληρωματικού DNA (cDNA) από το ολικό mRNA του γονιδίου που έχει 

απομονωθεί. Για να έρθει εις πέρας αυτή η αντίδραση, απαιτείται η παρουσία του 

ενζύμου αντίστροφη μεταγραφάση (reverse transcriptase), η οποία χρησιμοποιεί το 

RNA ως μήτρα για να συνθέσει τον κάθε κλώνο του DNA. Το δίκλωνο DNA, που 

είναι το προϊόν αυτής της αντίδρασης, στη συνέχεια ενισχύεται με την μέθοδο της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR), κατά την οποία το γονιδίωμα 

πολλαπλασιάζεται εκατομμύρια φορές (Πίνακας 6). 

 

 



72 
 

Πίνακας 6: Απαιτούμενος εξοπλισμός και αντιδραστήρια για την RT-PCR 

Υλικά 

Συσκευή CFX96 Real-Time System C1000 Thermal Cycler Bio-Rad, USA 

DEPC-treated Η2Ο Invitrogen, USA 

100mM dNTP Set Invitrogen, USA 

SuperScript II Reverse Transcriptase Invitrogen, USA 

Oligo p(dT)15 primer for cDNA Roche, USA 

5x First Strand Buffer Invitrogen, USA 

100mM DTT Solution Invitrogen, USA 

PCR Tube Strips Bio-Rad, USA 

 

Σε αποστειρωμένους σωληνίσκους eppendorf παρασκευάστηκαν τα εξής:  

Μείγμα Α, επαρκούς ποσότητας για x δείγματα. Για κάθε δείγμα έγινε προσθήκη 

9,5μl DEPC/H2O, 1μl μείγματος dNTP set και 1μl oligo p(dT)15 primer.  

Μείγμα Β, επαρκούς ποσότητας για x δείγματα. Για κάθε δείγμα έγινε προσθήκη 4μl 

5x First strand buffer και 2μl 0,1 mM DTT solution.  

Μείγμα Γ, επαρκούς ποσότητας για x δείγματα. Για κάθε δείγμα έγινε προσθήκη 

0.75μl DEPC/d.d. H2O και 0.25μl SuperScriptII (το οποίο προστίθεται στο τέλος της 

διαδικασίας λόγω της μεγάλης ευαισθησίας του ενζύμου).  

Η ακριβής διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν η εξής:  

i. Προσθήκη 11,5μl Μείγματος Α σε κάθε σωληνίσκο (PCR Tube Strip) και εν 

συνεχεία 1,5μl δείγματος RNA (συγκέντρωσης 1μg/μl) και φυγοκέντρηση σε 

φυγόκεντρο (Centrifuge 5430, Eppendorf, USA) στις 2000 στροφές για 1 

λεπτό.  

ii. Επώαση στους 65οC για 5 λεπτά και ψύξη (cooling) στους 4οC για 1 λεπτό.  
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iii. Προσθήκη 6μl Μείγματος Β σε κάθε σωληνίσκο και φυγοκέντρηση στις 2000 

στροφές για 1 λεπτό.  

iv. Επώαση στους 42οC για 2 λεπτά. Κατά τη διάρκεια της επώασης, έγινε 

προσθήκη της αντίστροφης μεταγραφάσης SuperScript II στο Μείγμα Γ, ώστε 

να μειωθεί η πιθανότητα απενεργοποίησής της.  

v. Προσθήκη 1μl Μείγματος Γ σε κάθε σωληνίσκο, όσο το δυνατόν πιο 

γρήγορα.  

vi. Επώαση στους 42οC για 1 ώρα και 58 λεπτά,  

vii. Επώαση στους 70οC για 15 λεπτά και ψύξη (cooling) στους 4οC για 5 λεπτά.  

viii. Μετά την ολοκλήρωση της διαδικασίας, προσθήκη 80μl DEPC/d.d. H2O σε 

κάθε σωληνίσκο και αποθήκευση στους   -80οC.  

6.5.4 Προσδιορισμός έκφρασης mRNA με τη μέθοδο της Αλυσιδωτής 

Αντίδρασης πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο (Real Time PCR) 

Η Real Time PCR επιτρέπει την παρακολούθηση του πολλαπλασιασμού των 

προϊόντων κατά τη διάρκεια της αντίδρασης (real time) σε ηλεκτρονικό υπολογιστή. 

Για την αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης χρησιμοποιούνται ζεύγη εκκινητών, 

τα οποία είναι ειδικά για το κάθε γονίδιο, το οποίο μελετάται. Οι αντιδράσεις PCR 

γίνονται σε συσκευή C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad), μέσα σε ειδικά Multiplate 

PCR πιάτα (Bio-Rad) 96 θέσεων.  
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Πίνακας 7: Απαιτούμενος εξοπλισμός και αντιδραστήρια για την real time PCR. 

Υλικά 

Συσκευή CFX96 Real-Time System C1000 Thermal Cycler Bio-Rad, USA 

DEPC-treated Η2Ο Invitrogen, USA 

SYBR Green PCR Master Mix Applied Biosystems, USA 

Εκκινητές (forward και reverse primers) για τα γονίδια προς 

εξέταση 
VBC-Genomics, Austria 

Microseal 'B' Adhesive Seals, Optical Bio-Rad, USA 

Multiplate 96-Well PCR Plates Bio-Rad, USA 

Για τη μελέτη cDNA προερχόμενου από RNA που είχε απομονωθεί από 

ιππόκαμπο ή προμετωπιαίο φλοιό, σε κάθε πηγαδάκι του πιάτου PCR, έγινε 

προσθήκη των εξής:  

i. 1μl εκκινητή forward συγκεκριμένου γονιδίου  

ii. 1μl εκκινητή reverse συγκεκριμένου γονιδίου  

iii. 5μl SYBR Green PCR Master Mix  

iv. 1,5μl DEPC-treated water  

v. 1,5μl δείγματος cDNA  

Κάθε δείγμα μετρήθηκε εις διπλούν. Ακολούθως, το πιάτο PCR καλύφθηκε με 

ειδική αυτοκόλλητη μεμβράνη (Microseal 'B' Adhesive Seal, Biorad), έγινε 

φυγοκέντρηση στις 3000 στροφές για 3 λεπτά και το πιάτο τοποθετήθηκε στην ειδική 

βάση της συσκευής PCR. Ο έλεγχος της διαδικασίας της PCR έγινε μέσω του 

προγράμματος (Bio-Rad CFX Manager) του Η/Υ, στον οποίο ήταν συνδεδεμένη η 

συσκευή C1000 Thermal Cycler. Οι θερμικές συνθήκες ήταν οι εξής: 
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Πίνακας 8: Παρουσίαση θερμικών συνθηκών για την real time PCR 

 

Η συνολική διάρκεια της διαδικασίας ήταν 1 ώρα και 37 λεπτά. Όταν 

ολοκληρώθηκε η διαδικασία της PCR, το πρόγραμμα του Η/Υ εμφάνισε τις C(t) του 

κάθε δείγματος, καθώς και την καμπύλη της αντίδρασης PCR που αντιστοιχούσε σε 

κάθε δείγμα. Για την κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων, έγινε μέτρηση PCR με 

εκκινητή το house-keeping γονίδιο της β-ακτίνης (Rn_Actb_1_SG QuantiTect Primer 

Assay, Qiagen, USA). Οι τιμές των C(t) του κάθε γονιδίου προς μελέτη αφαιρέθηκαν 

από τις αντίστοιχες τιμές C(t) της β-ακτίνης και η τιμή που προέκυψε ήταν η σχετική 

τιμή που αντιστοιχούσε στην έκφραση του mRNA του αντίστοιχου γονιδίου. Οι 

διάφοροι εκκινητές, που χρησιμοποιήθηκαν παρατίθενται στον Πίνακα 9. 

 

 

 

 

Στάδιο Θερμοκρασία (oC) Χρονική διάρκεια 

1 95 10mins 

2 95 15secs 

3 69 1min 

4 Επανάληψη σταδίων 2 και 3, 39 φορές 

5 95 15secs 

6 60 15secs 

7 95 15secs 
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Πίνακας 9: Νoυκλεοτιδικές αλληλουχίες των εκκινητών (primers) των γονιδίων 

Εκκινητές Αλληλουχία 

PPARα F: CAGTGGGGAGAGAGGACAGA 
R: AGTTCGGGAACAAGACGTTG 

PPARγ F: CACAAGAGCTGACCCAATGGT 
R: AATAATAAGGTGGAGATGCAGGTTCT 

PPARβ/δ F: AGATGAAGACAAACCCACGG 
R: CTGTGGCTGTTCCATGACTG 

HNF4α F: CGGAGCCCCTGCAAAGT 
R: ACTATCCAGTCTCACAGCCCATTC 

Acox F: GGGAGTGCTACGGGTTACATG 
R: CCG ATA TCC CCA ACA GTG ATG 

Acot1 F: ATG GCA GCA GCT CCA GAC TT 
R: CCC AAC CTC CAA ACC ATC AT 

Acot4 F: AACATCGATGATGCCTGGA 
R: GTCACTTCATGGCTCCCG 

eNOS F: GCAGAAGAGTCCAGCGAACA 
R: GGCAGCCAAACACCAAAGTC 

iNOS F: GTG TTC CAC CAG GAG ATGTTG 
R: CTC CTG CCC ACT GAG TTC GTC 

PXR F: AAG AAG CAG ACT CTG CCT TGG A 
R: GTG GTA GCC ATT GGC CTT GT 

RXR F: CTC CAT GAG GAA GGT GTC AAT G  
R: AAG TGT CTG GAG CAC CTG TTC TT  

CAR F: CCT CTT CTC CCC TGG TTT CTG  
R: TCA TTG CCA CTC CCA AGC TC 

Cyp4a10 F: CCAGGAACTGCATTGGGAAA 
R: GACCCTGGTAGGATCTGGCA 

Cyp4a14 F: GGTGAGGCTGATTGAGTCTTGAG 
R: CTCCAGATTGATCCAGGATGGA 

Dgat1 F: GACGGCTACTGGGATCTGA 
R: TCACCACACACCAATTCAGG 

Dgat2 F: CGCAGCGAAAACAAGAATAA 
R: GAAGATGTCTTGGAGGGCTG 

Lipin1 F: TCCTTCACCGTCACAAACAC 
R: TTTTTGCATACAAAGGCAGC 

Lipin2 F: GCCCACATAATTCATGGTTTG 
R: GGTTCAGGAAAGCTCGTTGA 

Acadm F: AGCTCTAGACGAAGCCACGA 
R: GCGAGCAGAAATGAAACTCC 

LDL-r F: GGGAACATTTCGGGGTCTGT 
R: AGTCTTCTGCTGCAACTCCG 

PCSK9 F: GGCTGCCAGGAACCTACATT 
R: CTGGGCGAAGACAAAGGAGT 

MTTP F: CGTGGTGAAAGGGCTTATTC 
R: TCGCGATACCACAGAATGAA  

Lpl F: TTTGGCTCCAGAGTTTGACC 
R: TGTGTCTTCAGGGGTCCTTAG 
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ATGL/PNPLA2 F: CCACTCACATCTACGGAGCC 
R: TAATGTTGGCACCTGCTTCA 

HSL F: CCTCCAAGCAGGGCAAAGA 
R: GCGTAAATCCATGCTGTGTGA 

NR4A F: ATTGAGCTTGAATACAGGGCA 
R: GCTAGAAGGACTGCGGAGC 

CES3/TGH              F: TGGTATTTGGTGTCCCATCA 
R: GCTTGGGCGATACTCAAACT 

CD36 F: GCGACATGATTAATGGCACA 
R: CCTGCAAATGTCAGAGGAAA 

Plin3 F: ACAGGTTCCTCCATAGCAGC 
R: CTTGGTAGGGGAGGTTTCCT 

Plin5 F: ACGCACAAAGTAGCCCTGTT 
R: CCG ATA TCC CCA ACA GTG ATG 

AADAC F: ACCGCTTCCAGATGCTATTG 
R: TGATTCCCAAAAGTTCACCA 

Cyp7a1 F: AGCAACTAAACAACCTGCCAGTACTA 
R: GTCCGGATATTCAAGGATGCA 

Cyp8b1 F: ACGCTTCCTCTATCGCCTGAA 
R: GTG CCTCAGACGCAGAGGAT 

BAAT F: ACAGGCCTGGCCCCCTTTCA 
R: CCCATGGGGTGGACCCCCAT 

PGC1a F: TGT AGC GAC CAA TCG GAA AT 
R: TGA GGA CCG CTA GCA AGT TT 

β-actin F: TATTGGCAACGAGCGGTTCC 
R: GGCATAGAGGTCTTTACGGATGTC 

 

6.6 Western blot analysis  

Ανάλυση ανοσοαποτύπωσης της πρωτεϊνικής έκφρασης του PPARα και του 

hepatocyte nuclear factor-4α (HNF4α), όπως και των επιπέδων της 

φωσφορυλιωμένης μορφής της mitogen-activated protein kinase 38 (p-p38-MAPK) 

διενεργήθηκε σε πυρηνικό εκχύλισμα δειγμάτων ήπατος. Για την απομόνωση του 

πυρηνικού εκχυλίσματος χρησιμοποιήθηκε το NE-PER nuclear extraction kit (Pierce, 

Rockford, IL). Τα επίπεδα της φωσφορυλιωμένης μορφής της forkhead box protein 

O1 (FOXO1) ελέγχτηκαν τόσο σε πυρηνικά όσο και σε κυτταροπλασματικά 

εκχυλίσματα δειγμάτων ήπατος. Τα επίπεδα της φωσφορυλιωμένης μορφής της 

p70S6 κινάσης (Thr389) ελέγχτηκαν σε κυτταροπλασματικά εκχυλίσματα δειγμάτων 
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ήπατος. Μεταβολές στα επίπεδα έκφρασης της φωσφορυλιωμένης HSL, της ολικής 

ATGL, της περιλιπίνης 5 (PLIN5) και της ολικής perilipin (PLIN )αξιολογήθηκαν 

στο ολικό εκχύλισμα πρωτεϊνών του λευκού λιπώδους ιστού. 

6.6.1 Απομόνωση ολικών κυτταρικών πρωτεϊνών από ήπαρ και λευκό λιπώδη 

ιστό  

Σε αποστειρωμένους σωληνίσκους eppendorf τοποθετούμε τον απομονωμένο 

ιστό και κατόπιν προσθέτουμε τα εξής:  

• 500μl ρυθμιστικού διαλύματος λύσης RIPA (με 0,5μl Protease Inhibitor Cocktail, Pierce) 

• 5μl διαλύματος PMSF  (αρχικής συγκέντρωσης 100mM, Sigma-Aldrich) 

• 5μl διαλύματος β-glycerophosphate  (αρχικής συγκέντρωσης 500mM, Sigma-Aldrich) 

• 5μl διαλύματος NaF (αρχικής συγκέντρωσης 500mM, Sigma-Aldrich) 

• 0,5μl διαλύματος NaVO3  (αρχικής συγκέντρωσης 400mM, Sigma-Aldrich) 

Στη συνέχεια πραγματοποιείται η ομογενοποίηση για 2-3 λεπτά με μικρά 

πλαστικά έμβολα ειδικά ώστε να εφαρμόζουν στους σωληνίσκους eppendorf και στη 

συνέχεια το ομογενοποίημα αφήνονταν μέσα σε πάγο για 15 λεπτά. Το προϊόν της 

ομογενοποίησης φυγοκεντρήθηκε στις 14000 rpm για 15 λεπτά στους 4οC (σε 

φυγόκεντρο eppendorf centrifuge 5417R). Το υπερκείμενο, το οποίο αποτελούνταν 

από τις ολικές πρωτεΐνες, χωρίστηκε σε υποπολλαπλάσιες ποσότητες (aliquots) των 

100μl και μεταφέρθηκε προσεκτικά σε νέους αποστειρωμένους σωληνίσκους 

eppendorf που αποθηκεύτηκαν χωρίς καμία καθυστέρηση στους -80οC.  
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6.6.2 Προσδιορισμός συγκέντρωσης πρωτεϊνών με τη μέθοδο BCA  

Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης των ολικών πρωτεϊνών έγινε με το BCA 

Protein Assay Kit (Pierce, IL, USA). H μέθοδος αυτή συνδυάζει την αντίδραση 

αναγωγής του Cu+2 σε Cu+1 από την πρωτεΐνη μέσα σε αλκαλικό περιβάλλον, με την 

υψηλής ευαισθησίας χρωματομετρική ανίχνευση του Cu+1, χρησιμοποιώντας το δι-

κιγχονινικό οξύ (bicinchoninic acid). Για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης του 

αγνώστου δείγματος πρωτεΐνης απαιτήθηκε η κατασκευή πρότυπης καμπύλης 

(standard curve), με τη βοήθεια γνωστών συγκεντρώσεων αλβουμίνης από βόειο ορό 

(BSA). Το πρωτόκολλο του BCA Protein Assay Kit, ακολουθήθηκε με μικρές 

προσαρμογές και συνοψίζεται στα εξής:  

i. Προετοιμασία των διαλυμάτων της πρότυπης καμπύλης με διαδοχικές 

αραιώσεις ενός αρχικού διαλύματος BSA (Pierce, USA), συγκέντρωσης 

2mg/ml. Προετοιμάστηκαν οι εξής συγκεντρώσεις: 2mg/ml, 1.5mg/ml, 

1mg/ml, 0.75mg/ml, 0.5mg/ml, 0.25mg/ml, 0.125mg/ml, 0.025mg/ml και ένα 

"τυφλό" δείγμα (blank) με 0mg/ml BSA.  

ii. Προετοιμασία του BCA Working Reagent, με αναλογία 50 μέρη BCA 

Reagent A με 1 μέρος BCA Reagent B. Μετά την ανάμιξη, το μείγμα 

απέκτησε χαρακτηριστικό πράσινο χρώμα.  

iii. Σε σωληνίσκους eppendorf μεταφέρουμε 2μl αρχικού δείγματος πρωτεΐνης 

και προσθέτουμε 38μl d.d H2O ώστε να επιτευχθεί αραίωση 1:20. 

iv. Μεταφορά 5μl από κάθε αραιωμένο δείγμα πρωτεΐνης και κάθε δείγματος 

standard BSA, σε σωληνίσκους eppendorf.  

v. Προσθήκη 100μl μείγματος BCA Working Reagent σε κάθε σωληνίσκο 

eppendorf και ανακίνηση για 30 δευτερόλεπτα.  

vi. Επώαση των μειγμάτων στους 37οC για 30 λεπτά.  
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vii. Ακολουθεί επώαση 5’ σε πάγο 

viii. Τα μείγματα αφήνονται να φθάσουν την θερμοκρασία δωματίου. 

ix.  Γίνεται ανίχνευση στα 595 nm με το φωτόμετρο NanoDrop 2000 (Thermo 

Scientific, USA).  

Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης του δείγματος σε πρωτεΐνες γίνεται με το 

υπολογιστικό πρόγραμμα του NanoDrop 2000.  

6.6.3 Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών κατά Western Βlot 

Προετοιμασία δειγμάτων πρωτεΐνης 

Για την επιλογή της βέλτιστης δυνατής ποσότητας πρωτεΐνης, που έπρεπε να 

φορτωθεί, έγινε πιλοτική ανάλυση διαφόρων ποσοτήτων πρωτεΐνης (linearization). 

Έτσι, 80μg-100μg ολικής κυτταρικής πρωτεΐνης (ήπαρ) ή 40μg-80 μg (WAT) 

αναλύθηκαν πιλοτικά και η ποσότητα πρωτεΐνης, που έδωσε το καλύτερο σήμα 

επιλέχθηκε για περαιτέρω ανάλυση. Για την αραίωση των δειγμάτων ολικής 

κυτταρικής πρωτεΐνης χρησιμοποιήθηκε ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης (sample 

buffer), το οποίο έχει την εξής σύνθεση:  

• 4 ml d.d. H2O 

• 1 ml Tris-HCl 0.5 M (pH 6.8) 

• 800 μl Glycerol (Sigma-Aldrich) 

• 1.6 ml SDS 10 % w/v (Sigma-Aldrich) 

• 400 μl 2-μερκαπτοαιθανόλη (Sigma-Aldrich) 

• 200 μl bromophenol blue 0.5 % (Sigma-Aldrich) 
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Ανάλογα με τα αποτελέσματα του linearization υπολογίστηκε ο όγκος του 

αρχικού δείγματος ολικών κυτταρικών πρωτεϊνών που φορτώθηκε στα πηγαδάκια της 

γέλης. H πρωτεΐνη και το διάλυμα φόρτωσης αναμείχθηκαν και οι πρωτεΐνες 

αποδιατάχθηκαν στους 95οC για 5 λεπτά σε heat block (Stuart block heater 

SBH130DC, Bibby Scientific Limited, Staffordshire, UK). Τα δείγματα 

τοποθετήθηκαν σε πάγο για 1 λεπτό και στην συνέχεια αφέθηκαν εκτός πάγου, έως 

ότου η θερμοκρασία προσεγγίσει εκείνη του περιβάλλοντος και στην συνέχεια 

φορτώθηκαν στη γέλη για ηλεκτροφόρηση. 

Ηλεκτροφόρηση και ανοσοαποτύπωση 

Τα δείγματα φορτώθηκαν και διαχωρίστηκαν με ηλεκτροφόρηση γέλης (SDS-

PAGE) σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης 7 %. Το πήκτωμα αποτελούνταν από δύο 

μέρη: 

α) πήκτωμα διαχωρισμού (κάτω μέρος), το οποίο έχει την εξής σύνθεση 

(επαρκείς ποσότητες για δύο πηκτώματα):  

5.345 ml d.d. H2O 

2.5 ml Tris-HCl 1.5 M (pH 8.8) 

100 μl SDS 10 % w/v (Sigma-Aldrich) 

2.5 ml Acrylamide 30% (BioRad) 

50 μl APS 10% (Sigma-Aldrich) 

5 μl TEMED (Sigma-Aldrich) 
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β) πήκτωμα επιστοίβαξης (πάνω μέρος), το οποίο έχει την εξής σύνθεση 

(επαρκείς ποσότητες για δύο πηκτώματα): 

3.8 ml d.d. H2O 

1.5 ml Tris-HCl 0.5 M (pH 6.8) 

60 μl SDS 10 % w/v (Sigma-Aldrich) 

800 μl Acrylamide 30% (BioRad) 

30 μl 10% APS (Sigma-Aldrich) 

6 μl TEMED (Sigma-Aldrich) 

 

Η ηλεκτροφόρηση έγινε με συσκευή Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer 

Cell ( Bio-Rad, California, USA) στα 100 Volt για περίπου 90 λεπτά, μέσα σε 

διάλυμα ηλεκτροφόρησης (running buffer: 25 mM Tris-base, 250 mM Glycine, 0.1 % 

SDS). Στη συνέχεια οι πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν από την γέλη σε μεμβράνες Hybond-

P PVDF (Amersham, USA, πριν την χρήση απαιτείται η ενεργοποίησή τους με 

μεθανόλη 100% για 1 λεπτό και πλύση με d.d. H2O για 5 λεπτά και επώαση σε 

transfer buffer για >5 λεπτά) με την ίδια συσκευή BioRad, στα 30 Volt για 12-14 

ώρες (overnight), στους 4oC μέσα σε διάλυμα μεταφοράς (transfer buffer: 25 mM Tris 

base, 192 mM Glycine, 20% methanol) υπό ανακίνηση. 

Ανίχνευση πρωτεϊνών 

Πριν την έναρξη της διαδικασίας ανοσοαποτύπωσης κατά Western, 

προετοιμάστηκαν τα εξής διαλύματα:  

α) Διάλυμα TBS: 10mM Tris-HCl και 0.154M NaCl, pH 7.5 

β) Διάλυμα TTBS: διάλυμα TBS, 0.25% Tween 20 (Sigma, USA)  

Οι μεμβράνες επωάστηκαν αρχικά για 1 ώρα στους 4οC σε ρυθμιστικό διάλυμα 
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(blocking solution), αποτελούμενο από διάλυμα TTBS και 3% άπαχο γάλα σε σκόνη, 

προκειμένου να δεσμευτούν οι μη-ειδικές (κενές) θέσεις δέσμευσης του αντισώματος. 

Στη συνέχεια οι μεμβράνες πλύθηκαν τρείς φορές με διάλυμα ΤΤBS επί 5 λεπτά 

έκαστη. Ακολούθως, οι μεμβράνες επωάστηκαν για 12-14 ώρες (overnight) στους 

4οC υπό συνεχή ανακίνηση, με τα πολυκλωνικά πρωτογενή αντισώματα (PPARα, hn-

RNP A2, b-actin, phospho-Creb ser133), σε διάλυμα ΤΤBS που περιείχε είτε 3% ή 

5% άπαχο γάλα είτε 5% Bovine Serum Albumin (φωσφορυλιωμένο αντίσωμα). 

Λεπτομέρειες για τον χρόνο επώασης, τις αραιώσεις, το είδος του διαλύματος 

παρεμπόδισης (blocking solution) και τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν, 

παρατίθενται αναλυτικά στον Πίνακα 10. 
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Πίνακας 10:Χαρακτηριστικά των πρωτογενών& δευτερογενών αντισωμάτων που 
χρησιμοποιήθηκαν στην Ανοσοαποτύπωση κατά Western 

Πρωτογενές 

Αντίσωμα 

(primary 

antibody) 

Είδος/ 

Οργανισμός 

προέλευσης 

Χρόνος 

Επώασης 

Αραίωση 

πρωτογενούς 

αντισώματος 

Διάλυμα 

παρεμπόδισης 

(blocking 

solution) 

Δευτερογενές 

Αντίσωμα 

(secondary 

antibody) 

Αραίωση 

δευτερογενούς 

αντισώματος 

Actin (Cell 

Signaling) 

polyclonal 

goat 

12-14hrs 

4oC 
1:750 

3% άπαχο 

γάλα 

Anti-goat IgG 

HRP-linked 
1:2000 

Histone H3 

(Santa Cruz) 

polyclonal 

goat 

12-14hrs 

4oC 
1:500 

3% άπαχο 

γάλα 

Anti-goat IgG 

HRP-linked 
1:2000 

PPARα (Santa 

Cruz) 

polyclonal 

rabbit 

12-14hrs 

4oC 
1:500 3% άπαχο 

γάλα 

Anti-rabbit 

IgG HRP-

linked 

1:2000 

HNF4a 
polyclonal 

rabbit 

12-14hrs 

4oC 
1:300 

3% άπαχο 

γάλα 

Anti-rabbit 

IgG HRP-

linked 

1:2000 

Phospho-

p70S6K (Cell 

Signaling) 

polyclonal 

rabbit 

12-14hrs 

4oC 
1:500 5% BSA 

Anti-rabbit 

IgG HRP-

linked 

1:2000 

Phospho-

p38(Santa 

Cruz) 

polyclonal 

rabbit 

12-14hrs 

4oC 
1:500 5% BSA 

Anti-rabbit 

IgG HRP-

linked 

1:2000 

FKHR(Santa 

Cruz) 

polyclonal 

rabbit 

12-14hrs 

4oC 
1:1000 

3% άπαχο 

γάλα 

Anti-rabbit 

IgG HRP-

linked 

1:2000 
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Phospho- 

FKHR(Santa 

Cruz 

polyclonal 

rabbit 

12-14hrs 

4oC 
1:1000 5% BSA 

Anti-rabbit 

IgG HRP-

linked 

1:2000 

STA5β(Santa 

Cruz) 

Polyclonal 

mouse 

12-14hrs 

4oC 
1:750 

3% άπαχο 

γάλα 

Anti-mouse 

IgG HRP-

linked 

1:2000 

ATGL (Santa 

Cruz) 

polyclonal 

goat 

12-14hrs 

4oC 
1:500 

3% άπαχο 

γάλα 

Anti-goat IgG 

HRP-linked 
1:2000 

LSDP5(PLIN5 

Santa Cruz) 

polyclonal 

goat 

12-14hrs 

4oC 
1:500 

3% άπαχο 

γάλα 

Anti-goat IgG 

HRP-linked 
1:2000 

Perilipin  (Cell 

Signaling) 

polyclonal 

rabbit 

12-14hrs 

4oC 
1:1000 

3% άπαχο 

γάλα 

Anti-rabbit 

IgG HRP-

linked 

1:2000 

HSL (Cell 

Signaling) 

polyclonal 

rabbit 

12-14hrs 

4oC 
1:1000 

3% άπαχο 

γάλα 

Anti-rabbit 

IgG HRP-

linked 

1:2000 

Phospho-

HSL(Ser563) 

(Cell 

Signaling) 

polyclonal 

rabbit 

12-14hrs 

4oC 
1:1000 5% BSA 

Anti-rabbit 

IgG HRP-

linked 

1:2000 

Phospho-

HSL(Ser565) 

(Cell 

Signaling) 

polyclonal 

rabbit 

12-14hrs 

4oC 
1:1000 5% BSA 

Anti-rabbit 

IgG HRP-

linked 

1:2000 

Phospho-

HSL(Ser660) 

(Cell 

Signaling) 

polyclonal 

rabbit 

12-14hrs 

4oC 
1:1000 5% BSA 

Anti-rabbit 

IgG HRP-

linked 

1:2000 
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Εν συνεχεία, οι μεμβράνες πλύθηκαν 5 φορές με TTBS, επί 5 λεπτά και 

ακολούθησε επώαση - υπό ανακίνηση - με το δευτερογενές αντίσωμα (anti-rabbit 

IgG, Horseradish Peroxidase-linked, anti-goat IgG, Horseradish Peroxidase-linked και 

anti-biotin IgG, Horseradish Peroxidase-linked) στους 4οC για 1 ώρα (διάλυμα 3% 

άπαχο γάλα ή 5% BSA σε TTBS). Οι μεμβράνες πλύθηκαν 5 φορές με διάλυμα TTBS 

(5 λεπτά ανά πλύση) και εν συνεχεία - μέσα σε σκοτεινό θάλαμο - οι μεμβράνες 

επωάστηκαν σε μείγμα 1:1 των reagents A και Β του συστήματος χημειοφωταύγειας 

ΕCL (Amersham, GE Healtcare, UK). Έγινε ανάμειξη 1ml reagent A και 1ml reagent 

B, και στη συνέχεια το μείγμα τοποθετήθηκε στην επιφάνεια της μεμβράνης για 5 

λεπτά. Κατόπιν οι μεμβράνες τοποθετήθηκαν σε ειδική επιφάνεια της συσκευής 

απεικόνισης ChemiDoc™ XRS+ system (Biorad, USA) και έπειτα από κατάλληλες 

ρυθμίσεις για τον χρόνο έκθεσης και την συχνότητα αποθήκευσης των εικόνων της 

μεμβράνης λήφθηκαν οι κατάλληλες ψηφιακές φωτογραφίες.  

6.7 Απομόνωση και καλλιέργεια πρωτογενών ηπατοκυττάρων από ήπαρ 

μυών  

6.7.1 Διαδικασία απομόνωσης πρωτογενών ηπατοκυττάρων 

Η απομόνωση διενεργήθηκε σύμφωνα με το πρωτόκολλο απομόνωσης 

πρωτογενών ηπατοκυττάρων από ήπαρ μυών και επίμυων του εργαστηρίου του NIH, το 

οποίο στηρίζεται στη μέθοδο του Klaunig et al. (267, 268), με ορισμένες μετατροπές. 

Συγκεκριμένα, για την απομόνωση των πρωτογενών κυττάρων 

χρησιμοποιήθηκαν δύο διαλύματα, το "διάλυμα έγχυσης" (perfusion buffer - 1mM 

Na2EDTA σε 250ml HBSS) (in situ έγχυση διαλύματος κολλαγενάσης στο ήπαρ των 

μυών για την απομόνωση των παρεγχυματικών ηπατοκυττάρων) και το "διάλυμα 

κολλαγενάσης" (collagenase buffer - CaCl2 0.56g/L, Collagenase I 50mg/100ml σε 
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250ml HBSS), τα οποία αμέσως μετά την προετοιμασία τους διατηρήθηκαν στους 37οC 

καθ’όλη την διάρκεια της απομόνωσης των ηπατοκυττάρων. Επίσης, για τη διενέργεια 

της απομόνωσης των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε περισταλτική αντλία (Gilson, 

Minipuls evolution, Middleton, WI, USA) ώστε να κατασταθεί ικανή η μεταφορά των 

δύο διαλυμάτων στο ήπαρ του πειραματόζωου. Πριν την έναρξη της διαδικασίας, 

καθώς και καθ’ όλη τη διάρκειά της, το πειραματόζωο βρίσκονταν υπό αναισθησία με 

αιθέρα (Panreac, Barcelona, Spain). Η διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν η εξής: 

α) Αναισθητοποίηση του πειραματόζωου με αιθέρα, μέσα σε ειδικό γυάλινο 

θάλαμο.  

β) Μετά την επιβεβαίωση ότι το πειραματόζωο ήταν πλήρως 

αναισθητοποιημένο, έγινε η μεταφορά του σε ειδική μεταλλική βάση και 

ακινητοποίησή του πάνω σε αυτή. 

γ) Καθαρισμός του τριχώματος της κοιλιακής χώρας με αιθανόλη 75% και 

οριζόντια τομή της κοιλιακής χώρας με αποστειρωμένα εργαλεία. 

δ) Απομάκρυνση του στομάχου και των σπλάχνων προς τα δεξιά (έξω από την 

κοιλιακή κοιλότητα). Αναγνώριση της πυλαίας φλέβας και τοποθέτηση κλωστής 

κάτω από αυτήν, ώστε να δημιουργηθεί βρόγχος. 

ε) Εισαγωγή βελόνας και καθετήρα (Surflo I/V catheter, 24G Terumo) στην 

πυλαία φλέβα, κλείσιμο του βρόγχου. 

στ) Επιβεβαίωση της σωστής τοποθέτησης του καθετήρα (έξοδος φλεβικού 

αίματος από την πίσω μεριά του καθετήρα σημαίνει επιτυχή καθετηριασμό) και 

αφαίρεση της βελόνας (ώστε μόνον ο καθετήρας να βρίσκεται μέσα στην πυλαία 

φλέβα). 

ζ) Προσαρμογή στον καθετήρα του σωλήνα, μέσω του οποίου μεταφέρθηκε 

από την αντλία το διάλυμα με την κολλαγενάση. Ενεργοποίηση της αντλίας. 
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η) Εκκίνηση της έγχυσης του διαλύματος έγχυσης (perfusion buffer) με ροή 

15 ml/λεπτό. Συχνός έλεγχος για την σωστή θέση του καθετήρα μέσα στην πυλαία 

φλέβα (βλ. Εικόνα 13).  

 

Εικόνα 13: Χαρακτηριστικός αποχρωματισμός του ήπατος από καφέ σε υποκίτρινο  

θ) Μετά την αλλαγή χρώματος του ήπατος (από καφέ σε υποκίτρινο), έγινε 

τομή της μηριαίας αρτηρίας και φλέβας, με αποτέλεσμα την κατάληξη του 

πειραματόζωου εντός δευτερολέπτων λόγω αιμορραγίας. 

ι) Ολοκλήρωση της έγχυσης των 250ml διαλύματος έγχυσης, και εκκίνηση της 

έγχυσης του διαλύματος κολλαγενάσης (collagenase buffer), όγκου επίσης 250ml. Η 

ροή αρχικά ήταν 15-20 ml/λεπτό και σταδιακά αυξήθηκε στα 30 ml/λεπτό. Το διάλυμα 

κολλαγενάσης, το οποίο ανέβλυζε από τα αγγεία του πειραματοζώου, συλλέχθηκε και 

επεστράφη στο αρχικό διάλυμα κολλαγενάσης (37οC), ώστε να επανεγχυθεί. Κατά τη 

διάρκεια της έγχυσης του δευτέρου διαλύματος, ήταν καλή πρακτική η μάλαξη του 

ήπατος, ώστε να επιταχύνεται η πλήρωση των λοβών του με το διάλυμα. 

ια) Αλλαγή του χρώματος του ήπατος σε κίτρινο, ολοκλήρωση της έγχυσης 

του διαλύματος κολλαγενάσης και αφαίρεση του καθετήρα από την πυλαία φλέβα. 

ιβ) Αφαίρεση των λοβών του ήπατος (με αποστειρωμένα εργαλεία) και 

τοποθέτηση τους σε δύο τριβλία petri (ισόποσα).  
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ιγ) Κατάτμηση των λοβών σε πολύ μικρά κομμάτια και μεταφορά του 

περιεχομένου του κάθε τριβλίου petri σε αποστειρωμένο σωληνίσκο falcon 50ml. 

ιδ) Έκπλυση των κομματιών του ήπατος με 35ml διαλύματος DPBS (Gibco). 

ιε) Φιλτράρισμα του περιεχομένου κάθε falcon μέσα από φίλτρο των 70μm 

(BD Falcon nylon filters, BD). 

ιστ) Συλλογή του διαλύματος που προέκυψε από το φιλτράρισμα, σε νέο 

αποστειρωμένο σωληνίσκο falcon 50ml. 

ιζ) Φυγοκέντρηση στις 1000 στροφές (rpm) για 3 λεπτά, στους 4οC. 

ιη) Αφαίρεση του υπερκείμενου και προσθήκη 15ml DPBS στο ίζημα του 

κάθε falcon. Ανάδευση με την πιπέτα μέχρι την όσο το δυνατόν καλύτερη και ήπια 

ομογενοποίηση του διαλύματος (οι διαδικασίες από αυτό το σημείο και μετά γίνονταν 

μέσα σε hood για την αποφυγή επιμόλυνσης).  

ιθ) Φυγοκέντρηση στις 1000 στροφές (rpm) για 3 λεπτά, στους 4οC. 

κ) Αφαίρεση του υπερκείμενου, προσθήκη 10ml DPBS στο ίζημα του κάθε 

falcon και ανάδευση με πιπέτα μέχρι την όσο το δυνατόν καλύτερη και ήπια 

ομογενοποίηση του διαλύματος. 

κα) Φυγοκέντρηση στις 1000 στροφές (rpm) για 3 λεπτά, στους 4οC. 

κβ) Αφαίρεση του υπερκείμενου, προσθήκη 10ml DPBS στο ίζημα του κάθε 

falcon και ανάδευση μέχρι την όσο το δυνατόν καλύτερη και ήπια ομογενοποίηση του 

διαλύματος. Με την ολοκλήρωση της ομογενοποίησης προστίθεται 1ml HBSS 

(Gibco) και 9ml Percoll (Sigma-Aldrich). Έγινε καλή ανάμιξη. 

κγ) Φυγοκέντρηση στις 1000 στροφές (rpm) για 3 λεπτά, στους 4οC. 

κδ) Αφαίρεση του υπερκείμενου, προσθήκη 10ml DPBS στο ίζημα του κάθε 

falcon και ανάδευση με πιπέτα μέχρι την όσο το δυνατόν καλύτερη και ήπια 

ομογενοποίηση του διαλύματος. 

κε) Φυγοκέντρηση στις 1000 στροφές (rpm) για 3 λεπτά, στους 4οC. 
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κστ) Αφαίρεση του υπερκείμενου, προσθήκη 1ml culture medium στο ίζημα 

του κάθε falcon και ανάδευση με πιπέτα μέχρι την όσο το δυνατόν καλύτερη και ήπια 

ομογενοποίηση του διαλύματος. To culture medium αποτελούνταν από William's 

Medium E (Gibco), 1% L-Glutamine (PAA, USA) και 1% Penicillin/Streptomycin 

(PAA). 

κζ) Ποσοτικός προσδιορισμός των ηπατοκυττάρων σε chamber μέτρησης 

κυττάρων (βλ. Εικόνες 14, 15).  

6.7.2 Ποσοτικός προσδιορισμός κυττάρων και τοποθέτησή τους σε πιάτα με 

επικάλυψη κολλαγόνου  

Σε ειδικό chamber μέτρησης κυττάρων (τύπου Neubauer, Marienfeld, Germany 

- βλ. Εικόνα 14) προστέθηκαν 10μl του διαλύματος πρωτογενών ηπατοκυττάρων που 

απομονώθηκαν. Με τη βοήθεια μικροσκοπίου έγινε μέτρηση του αριθμού των 

κυττάρων, που βρίσκονταν εντός των τεσσάρων μεγάλων τετραγώνων του chamber 

(βλ. Εικόνα 15) και έγινε υπολογισμός του μέσου όρου. Ο αριθμός που προέκυψε, 

πολλαπλασιάστηκε με το 104 και το τελικό αποτέλεσμα ήταν η συγκέντρωση των 

ηπατοκυττάρων σε 1ml.  

Εικόνα 14: Chamber μέτρησης κυττάρων (τύπου Neubauer) 
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Η απαιτούμενη συγκέντρωση για την τελική τοποθέτηση των κυττάρων σε 

πιάτα (plating των κυττάρων) με 12 πηγαδάκια, ήταν 105 κύτταρα / 500μl. Επομένως, 

σύμφωνα με την μέτρηση, υπολογίστηκε ο τελικός όγκος, στον οποίο έπρεπε να 

αραιωθεί το 1ml κυττάρων. 

 

  Τα απομονωμένα ηπατοκύτταρα αναδιαλύθηκαν σε William’s Medium E 

ενισχυμένο με L-γλουταμίνη, πενικιλλίνη και στρεπτομυκίνη και επιστρώθηκαν σε 

τριβλία 12 θέσεων διαμέτρου 60 mm επιστρωμένα με κολλαγόνο τύπου Ι 

(BIOCOAT, Cell Environment, Becton Dickinson Labware, UK) (Εικόνα 16). Τα 

ηπατοκύτταρα καλλιεργήθηκαν στους 37οC για 24 ώρες, σε συνθήκες υγροποιημένης 

ατμόσφαιρας με 5% CO2 ώστε να επιτευχθεί η προσκόλληση των κυττάρων στην 

επιφάνεια του τριβλίου. Η δοκιμασία χρόνου απόκρισης ξεκίνησε έπειτα από 24 

ώρες.  

Εικόνα15: Υπολογισμός αριθμού κυττάρων σε chamber Neubauer 
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Εικόνα 16: Πιάτο με 12 πηγαδάκια προ-επικαλυμμένα με κολλαγόνο 

6.7.3 Αξιολόγηση της βιωσιμότητας των ηπατοκυττάρων 

Ο αριθμός των ζώντων κυττάρων υπολογίζεται τοποθετώντας 10 μl 

τρυψινοποιημένου κυτταρικού εναιωρήματος σε αντικειμενοφόρο πλάκα Neubauer 

και με τη βοήθεια του παρακάτω τύπου: 

• Συγκέντρωση (αριθμός κυττάρων/ml)  Χ 104  

 

Η χρήση της βαφής trypan blue βασίζεται στο γεγονός ότι μπορεί να γίνει 

χρώση του κυτταροπλάσματος, μόνον εάν η κυτταρική μεμβράνη δεν είναι άθικτη. 

Επομένως κύτταρα, τα οποία βάφονται με την trypan blue είναι νεκρά, ενώ τα 

κύτταρα, τα οποία δεν φέρουν τη βαφή είναι ζώντα. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε 

ήταν η εξής: 

α) Χρησιμοποίηση του ειδικού chamber μέτρησης κυττάρων τύπου Neubauer 

για την ποσοτικοποίηση των κυττάρων. 

β) Προσθήκη 10μl trypan blue (διάλυμα 0.4%, Invitrogen) σε 100μl 

διαλύματος κυττάρων και ανάμιξη (η παρατεταμένη επαφή των κυττάρων με την 

βαφή trypan blue  -  για πάνω από 30 λεπτά - αποφεύχθηκε, λόγω της τοξικότητας 

της). 
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γ) Μεταφορά στο ειδικό chamber μέτρησης κυττάρων και μέτρηση (με τη 

βοήθεια μικροσκοπίου) των ολικών κυττάρων και έπειτα των κυττάρων που έφεραν 

την βαφή. 

δ) Υπολογισμός του ποσοστού των ζώντων κυττάρων σύμφωνα με τον εξής 

μαθηματικό τύπο:   

Το ποσοστό των ζώντων κυττάρων έπρεπε να είναι τουλάχιστον 85% για μια 

επιτυχημένη κυτταροκαλλιέργεια.  

6.8 Κυτταροκαλλιέργεια και transient co-transfection assay  

Η in vitro αξιολόγηση της πρόσδεσης της ελευρωπαΐνης στον PPARα έγινε με 

το reporter gene assay από την κυρία Αντιγόνη Λάζου, Καθηγήτρια του τομέα 

Ζωολογίας, του τμήματος Βιολογίας του Αριστοτέλειου Πανεπιστημίου 

Θεσσαλονίκης και από  την κυρία Ιωάννα Βαλλιανού Διδάκτορα του τμήματος 

Βιολογίας του Αριστοτέλειου Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης.  

 Κύτταρα HepG2 καλλιεγήθηκαν σε DMEM ενισχυμένο με 10% (v/v) 

εμβρυϊκό βόειο ορό (FBS), πενικιλλίνη (100 units/ml), στρεπτομυκίνη (0.25 μg/ml), 

L-γλουταμίνη (2 mM) και μη-βασικά αμινοξέα (0.1 mM), σε θερμοκρασία 37oC σε 

υγροποιημένη ατμόσφαιρα με 5% CO2. Οι κυτταροκαλλιέργειες καθώς αυξάνονταν 

εκθετικά ανακαλλιεργούνταν συστηματικά. Την ημέρα 0, 5x105 κύτταρα 

επιστρώθηκαν σε τρυβλία κυτταροκαλλιέργειας (διαμέτρου 60mm) με καλλιεργητικό 

μέσο DMEM που περιείχε 10% FBS. Την ημέρα 2, χρησιμοποιήθηκε ως 

καλλιεργητικό μέσο DMEM με 5% charcoal stripped FBS, ώστε να απαλειφθούν οι 

PPAR συνδέτες και οι τροφικοί παράγοντες του ορού. Την ημέρα 3, 

πραγματοποιήθηκε παροδική/μεταβατική επιμόλυνση με τη μέθοδο της συν-

καθίζησης DNA με φωσφορικό ασβέστιο, σε φρέσκο DMEM με 5% charcoal 
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stripped FBS. Εν συντομία, τα κύτταρα HepG2 συν-επιμολύνθηκαν χρησιμοποιώντας 

ανασυνδυασμένο πλασμίδιο (construct) λουσιφεράσης πυγολαμπίδας με PPRE (p(A-

OX3)-TKSL, 1.5 μg), μαζί με ανασυνδυασμένα πλασμίδια PPARα (1.5 μg) και RXRa 

(1.5 μg) και 0.5μg πλασμιδίου β-γαλακτοσιδάσης. 16 ώρες μετά την επιμόλυνση τα 

κύτταρα ξεπλύθηκαν δύο φορές με PBS και προστέθηκε νέο DMEM με 5% charcoal 

stripped FBS. Η ελευρωπαΐνη και ο αγωνιστής του PPARα, WY-14643, προστέθηκαν 

24 ώρες μετά την επιμόλυνση των κυττάρων σε νέο DMEM με 5% charcoal stripped 

FBS αφού είχαν διαλυθεί σε DMSO σε κατάλληλη συγκέντρωση ανάλογα με το 

καλλιεργητικό μέσο, ώστε να μην υπερβαίνει το 0.5% (v/v) του συνολικού όγκου. 

Στα κύτταρα μάρτυρες προστέθηκε DMSO χωρίς τις υπό μελέτη ουσίες. Τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν 48 ώρες μετά την επιμόλυνση και μετά τη λύση τους, αναλύθηκαν οι 

ενεργότητες της λουσιφεράσης και της γαλακτοσιδάσης με τα κιτ ανάλυσης σύμφωνα 

με το πρωτόκολλο του κατασκευαστή τους. Πραγματοποιήθηκε κανονικοποίηση της 

ενεργότητας της λουσιφεράσης με την ενεργότητα της β-γαλακτοσιδάση (internal 

control).  

6.9 Βιοχημικές αναλύσεις 

Η συγκέντρωση της συνολικής χοληστερόλης του ορού μετρήθηκε με το 

Cholesterol EIA kit (Wako Diagnostics, Richmond, VA). Τα επίπεδα των μη 

εστεροποιημένων ή ελεύθερων λιπαρών οξέων προσδιορίστηκαν με τη χρήση του 

NEFA C, EIA kit (Wako Chemicals GmbH, Neuss, Germany) και η συγκέντρωση 

των τριγλυκεριδίων του ορού με το ThermoTrace kit (Melbourne, Australia). 

 



95 
 

6.10 Molecular Docking Simulations - Μοριακή προσομοίωση πρόσδεσης 

Η διερεύνηση της πρόσδεσης της Ελευρωπαΐνης στον υποδοχέα PPARα, έγινε 

με την τεχνική Μοριακής Προσομοίωσης από τους κκ. Εμμανουήλ Μικρό, Καθηγητή 

Φαρμακευτικής Χημείας του τμήματος Φαρμακευτικής, του Εθνικού και 

Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών και από τον κκ Γεώργιο Λαμπρινίδη,  ΕΔΙΠ 

του τομέα Φαρμακευτικής Χημείας του τμήματος Φαρμακευτικής, του Εθνικού και 

Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών.  

6.10.1 Protein and Ligand Preparation – Προετοιμασία πρωτεΐνης και προσδέτη 

Η κρυσταλλική δομή του PPARα σε σύμπλοκο είτε με τον Indeglitazar, έναν 

παν-αγωνιστή των PPARs είτε με την ελευρωπαΐνη προήλθε από την εγγραφή 3ET1 

της Protein Data Bank (PDB, http://www.wwpdb.org/) (269). Η πρωτεΐνη 

προετοιμάστηκε για τους υπολογισμούς σύνδεσης με τη χρήση του λογισμικού 

Protein Preparation Workflow (Schrödinger Suite 2011, Protein Preparation Wizard). 

Η διαδικασία περιγράφεται αναλυτικά σε προηγούμενη μελέτη (270). 

6.10.2 Computational solvent mapping – Υπολογιστική Χαρτογράφηση Διαλύτη 

Οι πιθανές θέσεις ενυδάτωσης του συμπλόκου πρωτεΐνης-προσδέτη 

ταυτοποιήθηκαν με τη χρήση του αλγόριθμου SZMAP [SZMAP 1.2.0.7: OpenEye 

Scientific Software, Santa Fe, NM. http://www.eyesopen.com. (2013)] όπως έχει 

περιγραφεί (271).  

6.10.3 Induced Fit Docking   

Η μοριακή σύνδεση πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του Induced Fit Docking 

(IFD) πρωτοκόλλου (Schrödinger Suite 2011 Induced Fit Docking protocol), το οποίο 

αποσκοπεί στην παράκαμψη της άκαμπτης θέσης πρόσδεσης  και στοχεύει σε 

http://www.wwpdb.org/
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κινήσεις των πλευρικών ομάδων ή του βασικού σκελετού του μορίου ή και των δύο 

κατά τη σύνδεση του προσδέτη (upon ligand binding). Κατά την πρώτη φάση του IFD 

πρωτοκόλλου, πραγματοποιήθηκαν υπολογισμοί σύνδεσης με τη χρήση του 

λογισμικού Glide 5.7 (Glide, version 5.7, Schrödinger, LLC, New York, NY, 2011) 

και επελέγησαν 20 απεικονίσεις ανά προσδέτη. Στη δεύτερη φάση, για κάθε μορφή 

σύνδεσης του προσδέτη, πραγματοποιήθηκε βελτιστοποίηση της πρωτεΐνης με τη 

χρήση του λογισμικού Prime 1.6 (Prime, version 3.0, Schrödinger, LLC, New York, 

NY, 2011) σε όλα τα αμινοξικά κατάλοιπα σε απόσταση 8Å από τη θέση του 

προσδέτη. Η βελτιστοποίηση ξεκινά με διερεύνηση της διαμόρφωσης και 

ελαχιστοποίηση των πλευρικών αλυσίδων των επιλεγμένων αμινοξικών καταλοίπων. 

Τα ληφθέντα σύμπλοκα αξιολογήθηκαν με βάση την υπολογιζόμενη ενέργεια 

(μοριακή μηχανική και διαλυτοποίηση) ενώ στην τελευταία φάση της διαδικασίας 

πέρασαν τα σύμπλοκα με ελάχιστη ενέργεια δομής μέχρι 25kcal/mol. Τέλος, οι 

πιθανοί προσανατολισμοί του προσδέτη που χρησιμοποιήθηκαν στο πρώτο βήμα της 

πρόσδεσης, επανασυνδέθηκαν σε κάθε μία από το δομές υποδοχής που προέκυψαν 

από το στάδιο της βελτιστοποίησης. Η τελική αξιολόγηση προέκυψε ως σύνθετο  

αποτέλεσμα της ενέργειας αλληλεπίδρασης υποδοχέα προσδέτη (GlideScore), του 

είδους του υποδοχέα και της ενέργειας διάσπασης του συμπλόκου (Prime energy). 

6.11 Στατιστική ανάλυση 

 H στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε με το πρόγραμμα SPSS-

14 για Microsoft Windows.  Για την ανάλυση των μετρήσεων στις μελέτες 

πρόκλησης στρες περιορισμού (Restraint Stress) ή στρες μητρικής αποστέρησης 

(MDS), χρησιμοποιήθηκε ανάλυση μεταβλητότητας κατά μία διεύθυνση (one-way 

ANOVA) με παράγοντα την επίδραση του RS (σύγκριση ομάδων "μαρτύρων" και 
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ομάδων "στρες περιορισμού"). Η στατιστική επεξεργασία της αυθόρμητης κινητικής 

δραστηριότητας και των μεταβλητών κινητικότητας στη μελέτη MDS, έγινε με τη 

μέθοδο ανάλυσης διακύμανσης μονής κατεύθυνσης (one-way ANOVA), με 

παράγοντα την επίδραση του MDS. 

 Για την στατιστική ανάλυση των μετρήσεων από τους φαρμακολογικούς 

χειρισμούς  in vivo και in vitro, χρησιμοποιήθηκε ανάλυση μεταβλητότητας κατά μια 

διεύθυνση (one-way ANOVA) ή κατά δύο διευθύνσεις (two-way ANOVA), ανάλογα 

με τον αριθμό των ομάδων που είχαν συμπεριληφθεί σε κάθε μελέτη. 

 Η τιμή του p<0.05 καθορίστηκε ως όριο για την αποδοχή της στατιστικής 

σημαντικότητας.   
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7 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ   

7.1 Επίδραση της ελευρωπαΐνης στα επίπεδα των λιπιδίων  

Μακροχρόνια αγωγή των WT ποντικών με ελερωπαΐνη οδήγησε σε 

σημαντική μείωση των επιπέδων των TGs στον ορό τους (Πίνακας 11), ενώ η 

ελευρωπαΐνη δεν επηρέασε την συγκέντρωση των TGs στον ορό των ποντικών 

Ppara-null (Πίνακας 11), δείχνοντας έτσι την εμπλοκή του PPARα στην μείωση των 

TGs που προκάλεσε η ελευρωπαΐνη. Η συγκέντρωση της ολικής χοληστερόλης του 

ορού επίσης, μειώθηκε από την ελευρωπαΐνη στους WT ποντικούς (Πίνακας 11), μία 

επίδραση που όμως δεν φάνηκε στους διαγονιδιακούς ποντικούς Ppara-null (Πίνακας 

11). Αξίζει να σημειωθεί ότι η ελευρωπαΐνη δεν επηρέασε το σχετικό βάρος του 

ήπατος (βάρος ήπατος/βάρος σώματος, Μάρτυρες vs Ελευρωπαΐνη, 

0.0483g±0.0017gvs 0.044g±0.0025g).  
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Πίνακας 11. Μεταβολές στους λιπιδαιμικούς δείκτες στον ορό μετά από χορήγηση ελευρωπαΐνης 
 

 

Πίνακας 11: TGs : Τριγλυκερίδια σε (mg/dl); FFA: Ελεύθερα λιπαρά οξέα σε 

(mEq/l); Ολική Χοληστερόλη σε  (mg/dl); n:5-7  ενήλικοι αρσενικοί μύες ανά ομάδα 

ελέγχου; *P< 0.001. 

 

 

Wild type μύες 

Φυσιολογική διατροφή 

Pparα null μύες 

Φυσιολογική διατροφή 

Ldl-r null μύες 

Δίαιτα δυτικού τύπου 

 Μάρτυρες OLE Μάρτυρες OLE Μάρτυρες OLE 

TG 79.7±7.9 39.6±2.9* 182.3±6.7 192.7±9.0 350.0±71.0 316.0±26.0 

FFA 0.3±0.1 0.5±0.1 0.7±0.04 0.9±0.04 3.5±0.9 3.4±0.4 

Χοληστερόλη 139.0±8.3 93.0±6.1* 119.6±8.2 123.2±7.0 823.0±40.0 839.4±11.0 
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Πίνακας 12. Μεταβολές στο βάρος σώματος των ποντικών μετά από χορήγηση ελευρωπαΐνης 

Πίνακας 12:. Βάρος σώματος σε g, C: μάρτυρες, OLE: ελευρωπαΐνη
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7.2  Διερεύνηση της ικανότητας της Ελευρωπαΐνης να προσδένεται στους 

υποδοχείς PPARa 

Προηγούμενες μελέτες έδειξαν ότι η OLE μειώνει σημαντικά τα επίπεδα των 

τριγλυκεριδίων (14, 15). Ο βασικός ρόλος του PPARα στην ομοιοστασία των 

τριγλυκεριδίων έχει περιγραφεί στη βιβλιογραφία (9-11).  Συγκεκριμένα, οι 

αγωνιστές του PPARα μειώνουν σημαντικά τα επίπεδα των TGs στον ορό. Για τον 

λόγο αυτό πραγματοποιήθηκε αξιολόγηση της ικανότητας πρόσδεσης της 

ελευρωπαΐνης στον PPARα 1) με Μοριακή προσομοίωση και 2) με το Luciferase 

reporter gene assay. 

 

 

Εικόνα 17. Οι χημικές δομές της ελευρωπαΐνης (OLE) και του αγωνιστή του PPARα, Indeglitazar. 
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Εικόνα 18: Όπως φαίνεται στο Α τα πιο θερμοδυναμικά σταθερά μόρια νερού (κίτρινο χρώμα) 
βρίσκονται ανάμεσα στα αμινοξικά κατάλοιπα Tyr314 και Tyr464 και είναι υποκατεστημένα από 
υδρόφιλες καρβοξυλομάδες των προσδετών του PPARα, Indeglitazar. Στο Β παρατηρούμε την διάταξη 
της κρυσταλλικής δομής του Indeglitazar (πράσινο χρώμα) στο εσωτερικό του PPARα παρουσία 
ελευρωπαΐνης. Στο C  παρατηρούμε τις αλληλεπιδράσεις του άγλυκου της ελευρωπαΐνης (OLE-1) 
μέσα στη θέση πρόσδεσης του PPARα. Στο D φαίνονται οι αλληλεπιδράσεις του άγλυκου της 
ελευρωπαΐνης (OLE-1) μέσα στη θέση πρόσδεσης του PPARα. 
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7.3 Αξιολόγηση της ικανότητας πρόσδεσης της Ελευρωπαΐνης στον 

PPARα με μοριακή προσομοίωση 

Η μοριακή προσομοίωση της πρόσδεσης πραγματοποιήθηκε ώστε να 

μελετηθεί καλύτερα η αλληλεπίδραση μεταξύ OLE και PPARα. Η κρυσταλλική δομή 

των συμπλόκων, που σχηματίζει ο PPARα με ένα πλήθος μορίων-προσδετών, όπως 

είναι οι φιβράτες και ο παναγωνιστής των PPARs, Indeglitazar, είναι καταχωρημένη 

στην Protein Data Bank (http://www.rcsb.org). Όλοι οι προσδέτες του PPARα 

διαθέτουν μια όξινη ομάδα, που σταθεροποιεί την C-τελική έλικα (Η12) της 

πρωτεΐνης σε μια διαμόρφωση γνωστή για τους πυρηνικούς υποδοχείς. Η 

αλληλεπίδραση του Indeglitazar με την περιοχή πρόσδεσης στο PPARα μεσολαβείται 

από το σχηματισμό δεσμών υδρογόνου μεταξύ των καρβοξυλομάδων και των Ser280, 

Tyr314, Tyr464 και His440 (Εικόνα 18). Για να επιτύχουμε αυτή τη δομική συνθήκη 

και να έχουμε τη μέγιστη χημική ομοιότητα με τους προαναφερθέντες δεσμούς, 

επιλέχθηκε για τη μελέτη το άγλυκο της ελευρωπαΐνης (OLE-1), μιας και ο 

γλυκοσιδικός δεσμός υδρολύεται μέσα στα κύτταρα σε λίγα δευτερόλεπτα (Εικόνα 

18) και απομένει το άγλυκο μόριο της ελευρωπαΐνης. 

Αρχικά μελετήσαμε την περιοχή πρόσδεσης στο PPARα, ξεκινώντας από την 

κρυσταλλική δομή του συμπλόκου με το Indeglitazar (272) (PDB καταχώρηση 

3ΕΤ1). Χρησιμοποιώντας την εφαρμογή SZMAP (OpenEyeInc) διερευνήθηκαν 

πιθανές, επιφάνειες, προσβάσιμες από νερό, στο εσωτερικό της θέσης πρόσδεσης της 

πρωτεΐνης. Κάποια μόρια νερού εντοπίζονται κοντά στην είσοδο της εσοχής 

πρόσδεσης, ανάμεσα στις έλικες Η4, Η6 και το β-πτυχωτό φύλλο ανάμεσα στις Η4 

και Η7. Οι υπολογισμοί SZMAP, παρέχουν θερμοδυναμικές πληροφορίες σχετικά με 

την  υποκατάσταση των μορίων νερού. Όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 18A το 

πλέον θερμοδυναμικά σταθερό μόριο νερού (κίτρινο χρώμα), εντοπίζεται ανάμεσα 

http://www.rcsb.org/
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στις Tyr314 και Tyr464 και έχει προφανώς αντικατασταθεί από τις υδρόφιλες 

καρβοξυλομάδες του προσδέτη του PPARα, Indeglitazar. Αξίζει να σημειωθεί πως 

υπάρχουν αρκετά μόρια νερού κοντά στο καρβονυλικό οξυγόνο της Leu331 (κίτρινο 

χρώμα) Εικόνα 18A, τα οποία μπορούν να να αντικατασταθούν από υδρόφιλες, 

λειτουργικές ομάδες, ενισχύοντας με αυτόν τον τρόπο την ελεύθερη ενέργεια 

πρόσδεσης. Αντίθετα, υπάρχουν αρκετά μόρια νερού κοντά στις υδρόφοβες περιοχές 

της περιοχής πρόσδεσης.  

Εν συνεχεία, χρησιμοποιώντας την ίδια κρυσταλλική δομή της OLE-1, 

πραγματοποιήθηκαν IFD προσομοιώσεις (InducedFitDocking). Είναι αξιοσημείωτο 

ότι η θεωρητική τιμή pKa, που υπολογίσαμε για τις κατεχολικές υδροξυλομάδες είναι 

9,2 (3ΟΗ) και 11,7 (4ΟΗ) υποδηλώνοντας ότι σε φυσιολογικό pH η απο-

πρωτονιωμένη μορφή μπορεί να έχει σημαντική συγκέντρωση ανάλογα με το μικρο-

περιβάλλον της πρωτεΐνης. Οι δύο τελικές δομές  χαμηλής ενέργειας, παρουσιάζονται 

στην Εικόνα 18B. Η διαμόρφωση (Εικόνα 18C) έχει Glidescore 1 Kcal/mole 

υψηλότερο, σε σχέση με το indeglitazar, ενώ η δεύτερη  ελάχιστη διαμόρφωση 

(Εικόνα 18D) έχει Glidescore 1,5 Kcal/mole υψηλότερο. Στην ελάχιστη διαμόρφωση, 

η απο-πρωτονιωμένη υδροξυλομάδα έχει τοποθετηθεί κοντά στη θέση της 

καρβοξυλομάδας του indeglitazar αλληλεπιδρώντας με Ser280, Tyr314, Tyr464, και 

His440  (Εικόνα 18C). Επιπλέον, η πλευρική αλυσίδα της ελάχιστης διαμόρφωσης 

(Εικόνα 18B, πορτοκαλί), έχει τον ίδιο προσανατολισμό σε σχέση με το indeglitazar 

(Εικόνα 18B, πράσινο). Η δεύτερη ελάχιστη διαμόρφωση (Εικόνα 6B, γαλάζιο) έχει 

έναν εκτενή προσανατολισμό προς την ινδολική δομή του indeglitazar. 

Περαιτέρω εξέταση της ενεργειακής ελάχιστης δομής αποκαλύπτει ότι η θέση 

της αλειφατικής υδροξυλομάδας της OLE-1 στην ενεργή περιοχή, θα μπορούσε να 

υποκαταστήσει τα μόρια νερού, ενώ σύμφωνα με την προηγούμενη SΖMAP ανάλυσή 
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μας αυτό θα είχε σαν αποτέλεσμα την αύξηση της χημικής συγγένειας με την 

πρωτεΐνη PPARα, μέσω αλληλεπίδρασης με την καρβονυλομάδα της Leu331 (Εικόνα 

18A και 18C). 

7.4 Luciferase reporter gene assay 

Για να διερευνηθεί αν η OLE λειτουργεί ως προσδέτης (ligand) του PPARα, 

χρησιμοποιήθηκε ένα reporter gene assay με το πλασμίδιο PPRE-luc.  

 

Εικόνα 19: Αξιολόγηση της πρόσδεσης της OLE (ελευρωπαΐνης) στον εκκινητή του Pparα.με το 
luciferase reporter gene assay. *P<0.05, **P<0.01 

Η αγωγή με OLE είχε σαν αποτέλεσμα σημαντική αύξηση στην ενεργοποίηση 

του πλασμιδίου PPRE-luc κατά 55%, οδηγώντας σε ενεργοποίηση του ετεροδιμερούς 

PPARα/RXRα (Εικόνα 19). 

Περαιτέρω διερεύνηση, έδειξε ότι αγωγή με OLE παρουσία μόνο του PPARα 

ή μόνο του RXRα, δεν οδήγησε σε ενεργοποίηση του πλασμιδίου PPRE-luc (Εικόνα 

19), ενώ χορήγηση του προσδέτη WY-14643 οδήγησε σε σημαντική αύξηση της 

ενεργοποίησης μόνο παρουσία του πλασμιδίου PPARα. Από τα ανωτέρω 

αποτελέσματα, είναι εμφανές ότι η OLE λειτουργεί ως προσδέτης του PPΑRα, αν και 

είναι πιο ασθενής σε σχέση με τον WY-14643..  
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7.5 Επαγωγή της έκφρασης του Pparα με ελευρωπαΐνη. In vivo μελέτη 

Η χορήγηση ελευρωπαΐνης για 6 εβδομάδες οδήγησε σε σημαντική αύξηση 

της έκφρασης του Ppara σε επίπεδο mRNA και σε επίπεδο  PPARα αποπρωτεΐνης 

στο ήπαρ των ποντικών WT (Εικόνα 20A). Η αυξορρύθμιση του Pparα, που 

προκάλεσε η ελευρωπαΐνη ακολουθήθηκε από την αυξορρύθμιση αρκετών γονιδίων-

στόχων του, συμπεριλαμβανόμενων των Acox, Cyp4a10, Cyp4a14, Acot1, Acot4, 

Lipin 1 καιLipin2 (Εικόνα 20B). Η έκφραση του Rxrα σε επίπεδο mRNA επίσης, 

αυξήθηκε από την ελευρωπαΐνη (Εικόνα 20B). 

Θα πρέπει να σημειωθεί ότι η αύξηση στην ενεργοποίηση του PPARα, που 

προκάλεσε η ελευρωπαΐνη δεν συνδέεται με κάποια μεταβολή στην διατροφική 

συμπεριφορά των πειραματοζώων, καθώς δεν παρατηρήθηκε αλλάγή στην ημερήσια 

πρόσληψη τροφής (υπερβολική λήψη τροφής ή νηστεία). Επίσης, τα βάρη σώματος 

των πειραματοζώων, που έλαβαν ελευρωπαΐνη κυμάνθηκαν σε φυσιολογικά πλαίσια 

στην αρχή και το τέλος του πειράματος και ήταν συγκρίσιμα με εκείνα των μαρτύρων 

(Πίνακας 12). 
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7.6 Επίδραση της ελευρωπαΐνης στην ηπατική έκφραση του Hnf4α 

 

Εικόνα 21: Επίδραση της ελευρωπαΐνης (OLE) στην έκφραση του Hnf4α και Cyp7a1 στο ήπαρ μυών 
αγρίου τύπου (WT). C: μάρτυρες, *** p<0.001 

Η ελευρωπαΐνη επάγει την ηπατική έκφραση του HNF4α τόσο σε επίπεδο 

mRNA όσο και αποπρωτεΐνης (Εικόνα 21A). Επάγεται επίσης, και η έκφραση mRNA 

του γονιδίου Cyp7a1, στόχου του Hnf4α (Εικόνα 21Β). 
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7.7 In vivo αξιολόγηση των μηχανισμών, που συμμετέχουν στην 

επαγώμενη από την ελευρωπαΐνη, ρύθμιση του Pparα 

Είναι καλά μελετημένο ότι το μονοπάτι insulin/PI3K/AKT παίζει σημαντικό 

ρόλο στη ρύθμιση αρκετών γονιδίων, που κωδικοποιούν κρίσιμους παράγοντες στη 

σύνθεση και το μεταβολισμό των TGs (273, 274). Φαίνεται πως η OLE ενεργοποιεί 

το μονοπάτι insulin/PI3K/AKT καθώς αύξησε την φωσφορυλίωση της AKT, γεγονός 

που ακολουθήθηκε από ενεργοποίηση των FOXO1 και p70S6K στο ήπαρ μυών υπό 

αγωγή με ελευρωπαΐνη, σε αντίθεση με την ομάδα ελέγχου (Εικόνα 22). Οι 

μεταγραφικοί παράγοντες FOXO1 και p70S6K βρίσκονται καθοδικά σε αυτό το 

σηματοδοτικό μονοπάτι, ωστόσο μόνο η ενεργοποίηση του p70S6K ακολουθείται 

από αυξημένη μεταγραφή γονιδίων (275), ενώ η ενεργοποίηση του FOXO1 στον 

πυρήνα οδηγεί στη μετατόπισή του στο κυτταρόπλασμα και τερματισμό της 

μεταγραφής (275, 276). Επομένως, η επαγωγή του PPARα από την OLE, πιθανώς 

μεσολαβείται, τουλάχιστον μερικώς, από την ενεργοποίηση του σηματοδοτικού 

μονοπατιού PI3K/AKT/p70S6K.  
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7.8 Επαγωγή του PPARα με ελευρωπαΐνη σε πρώϊμα ηπατοκύτταρα 

Η επώαση πρωτογενών ηπατοκυττάρων με ελευρωπαΐνη αύξησε σημαντικά 

την έκφραση του Ppara σε επίπεδο mRNA (Εικόνα 23A). Η αυξορρύθμιση, που 

προκάλεσε η OLE στην ηπατική έκφραση του Ppara (mRNA) συνοδεύτηκε από την 

αυξορρύθμιση αρκετών γονιδίων-στόχων του  Pparα, όπως των Acox, Cyp4a14, Lipin 

1 και Acot4 (Εικόνα 23B).  
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Εικόνα 23:  Αξιολόγηση της άμεσης επίδρασης της ελευρωπαΐνης στην έκφραση του Pparα σε 
πρωτογενή ηπατοκύτταρα. C: μάρτυρες, OLE: ελευρωπαΐνη, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
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7.9 In vitro αξιολόγηση των μοριακών μηχανισμών, που εμπλέκονται 

στην επαγωγή του  PPARα, που προκαλεί η ελευρωπαΐνη 

Η επώαση πρωτογενών ηπατοκυττάρων με OLE αύξησε το Ppara mRNA 

(P<0.05, Εικόνα 24), μία επίδραση που δεν μεσολαβήθηκε από τα μονοπάτια 

μεταγωγής σήματος που εμπλέκονται οι φωσφατάσες ή οι MAPK, καθώς δέσμευση 

των αντίστοιχων σηματοδοτικών μονοπατιών με είτε sodium orthovanadate ή 

PD98059, αντίστοιχα, δεν επηρέασε την αυξορρυθμιστική δράση της OLE στον 

PPARα (Εικόνα 24). Η επίδραση της OLE δεν έγινε επίσης, μέσω του μονοπατιού 

cAMP/PKA καθώς αναστολή του με H89 δεν εμπόδισε την επαγωγή του  PPARα με 

OLE (Εικόνα 24). Ομοίως, χορήγηση του συνθετικού c-AMP, 8-Br-cAMP, δεν 

επηρέασε την βασική έκφραση του Ppara (mRNA) (Εικόνα 24). Επιβεβαιώνεται για 

μια ακόμη φορά ότι το μονοπάτι, που σχετίζεται με τον JNK, ασκεί αρνητική 

επίδραση στη ρύθμιση του PPARα. Έτσι και στη μελέτη αυτή φάνηκε ότι χορήγηση 

του αναστολέα του JNK, SP600125, σε πρωτογενή ηπατοκυττάρα πριν την OLE, 

ενίσχυσε σημαντικά την επαγωγική δράση της OLE στον Ppara (mRNA) (P<0.001, 

Εικόνα  24). Η επαγωγή του PPARα, που προκάλεσε η OLE στα πρωτογενή 

ηπατοκύτταρα συνοδεύτηκε από επαγωγή της έκφρασης και αρκετών γονιδίων-

στόχων του Pparα, συμπεριλαμβανόμενων των Acox, Cyp4a14, Lipin 1 και  Acot4 

(P<0.01, Εικόνα 23B).  
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7.10 Επίδραση της ελευρωπαΐνης σε ηπατικούς παράγοντες, κρίσιμους για 

την ομοιοστασία των TGs 

 

Εικόνα 25: Επίδραση της ελευρωπαΐνης σε παράγοντες, που ρυθμίζουν την σύνθεση, τη μεταφορά, 
τον μεταβολισμό και την κάθαρση των λιπιδίων στο ήπαρ. C: μάρτυρες, OLE: ελευρωπαΐνη, **P<0.01, 
#P<0.005, ***P<0.001. 
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Αγωγή με OLE σε WT μύες οδήγησε στην αύξηση της έκφρασης του mRNA 

πολλών γονιδίων, τα οποία συμμετέχουν στη σύνθεση, την μεταφορά, τον 

μεταβολισμό και την κάθαρση των TGs στο ήπαρ. Συγκεκριμένα, η OLE αύξησε τα 

επίπεδα του mRNA των Dgat1, Lpl, Atgl/Pnlpa2, Hsl και Nr4A στο ήπαρ των υπό 

αγωγή με OLE μυών σε σχέση με τους μάρτυρες (Εικόνα 25A). Επίσης, αυξήθηκαν 

και τα επίπεδα του mRNA των Dgat2, Aadac, Mttp, Ces/Tgh και Cd36 έπειτα από 

αγωγή με OLE (Εικόνα 25B).  

7.11 Επίδραση της ελευρωπαΐνης σε κρίσιμους για την ομοιοστασία των 

TGs  παράγοντες, που εκφράζονται στον λευκό λιπώδη ιστό  

Καμία επίδραση δεν παρατηρήθηκε στο λευκό λιπώδη ιστό στα γονίδια, που 

κωδικοποιούν παράγοντες με βασικούς ρόλους στη σύνθεση, τη μεταφορά, τον 

μεταβολισμό και την κάθαρση των TGs, συμπεριλαμβανομένων και των Dgat1, 

Dgat2, Atgl, Nr4A, Mttp, Ces/Tgh και Cd36 (Εικόνα 26A και 26B), με μοναδική 

εξαίρεση το γονίδιο Aadac, το οποίο αυξορρυθμίστηκε από την OLE (Εικόνα 26B). 

Η επαγώμενη από την OLE μείωση των επιπέδων των TGs στον ορό, θα μπορούσε 

να αποδωθεί εν μέρει, στην ενεργοποίηση της HSL στο λευκό λιπώδη ιστό, καθώς η 

OLE αύξησε την φωσφορυλίωση της HSL στα αμινοξικά κατάλοιπα Ser563 και 

Ser565 (Εικόνα  26C). 
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Εικόνα 27: Επίδραση της ελευρωπαΐνης στην έκφραση mRNA των Acadm: acyl-CoA dehydrogenase, 
Ldl-r: low density lipoprotein receptor,  Pcsk9: protein convertase subtilisin/kexin type 9 στο ήπαρ και 
τον λευκό λιπώδη ιστό  (W.A.T.) μυών αγρίου τύπου, που ακολούθησαν την φυσιολογική δίαιτα. C: 
μάρτυρες, OLE: ελευρωπαΐνη, ***P<0.001. 

7.12 In vivo αξιολόγηση της επίδρασης της ελευρωπαΐνης στη β-οξείδωση 

των λιπιδίων, την έκφραση του Ldl-r και τη σύνθεση της 

χοληστερόλης  

Η OLE αυξορρύθμισε την έκφραση του mRNA της αφυδρογονάσης του ακυλο-

συνενζύμου Α (Acadm) στο ήπαρ μυών (Εικόνα 27), χωρίς ωστόσο να επηρεάσει την 

έκφρασή της στον λευκό λιπώδη ιστό. Η OLE επίσης, αύξησε σημαντικά την 

έκφραση του mRNA του υποδοχέα της Ldl (Ldl-r) στο ήπαρ (Εικόνα 27). Αντίθετα, η 

ηπατική έκφραση του Pcsk9 δεν επηρεάστηκε από την OLE (Εικόνα 27). 
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7.13 Αξιολόγηση της επίδρασης της ελευρωπαίνης στους λιπιδαιμικούς 

δείκτες των Ldl-r null μυών, και στην έκφραση του Pparα. 
 

Πίνακας 13. Μεταβολές λιπιδαιμικών δεικτών μετά χορήγηση ελευρωπαΐνης σε μύες Ldl-r null 

 

 

 

 

 

Πίνακας 13: TGs : Τριγλυκερίδια σε (mg/dl); FFA: Ελεύθερα λιπαρά οξέα σε 

(mEq/l);  Ολική Χοληστερόλη σε  (mg/dl); n:5-7  ενήλικοι αρσενικοί μύες ανά ομάδα 

ελέγχου. 

Δεν παρατηρήθηκε καμία μεταβολή στα επίπεδα TGs και ολικής 

χοληστερόλης του ορού των Ldl-rnull μυών υπό δίαιτα δυτικού τύπου, μετά από 

χορήγηση ελευρωπαΐνης σε σχέση με τους μάρτυρες Ldl-r null (Πίνακας 13). 

 

 

 

 

 

 

 Ldl-r null μύες 

Δίαιτα δυτικού τύπου 

 Μάρτυρες Ελευρωπαΐνη 

TG 350.0±71.0 316.0±26.0 

FFA 3.5±0.9 3.4±0.4 

Χοληστερόλη 823.0±40.0 839.4±11.0 
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Εικόνα 28: Επίδραση της ελευρωπαΐνης στην έκφραση του Pparα σε Ldl-r null μύες. C: μάρτυρες, 
OLE: ελευρωπαΐνη, ***P<0.001. 

Η επαγωγή, που παρατηρείται στην έκφραση του Pparα mRNA και των 

γονιδίων-στόχων του μετά από  χορήγηση OLE σε μύες WT, που λάμβαναν την 

κανονική διατροφή των τρωκτικών (P<0.001), δεν παρατηρήθηκε στους 

διαγονιδιακούς μύες Ldl-rnull, που ακολούθησαν λιπαρή διατροφή δυτικού τύπου 

(Εικόνα 28). Τα αποτελέσματα αυτά μπορούν να δικαιολογήσουν εν μέρει, την μη 

εμφάνιση μείωσης στα TGs και την ολική χοληστερόλη του ορού των Ldl-r null μυών 

μετά από μακροχρόνια χορήγηση ελευρωπαΐνης. 
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8 ΣΥΖΗΤΗΣΗ  

Η παρούσα μελέτη διερεύνησε σε ζωικά μοντέλα την επίδραση της ελευρωπαΐνης, 

σημαντικότερου δραστικού συστατικού της ελιάς, στην ομοιοστασία των λιπιδίων, 

δίνοντας έμφαση στο ρόλο του PPARα. Για τον σκοπό αυτό έγιναν πολλά και 

χρονοβόρα in vivo πειράματα, που διερευνούσαν διαφορετικά δοσολογικά σχήματα 

χορήγησης της ελευρωπαΐνης στους μύες. Δοκιμάστηκαν διαφορετικές δόσεις 

ελευρωπαΐης, συχνότητα και οδοί χορήγησης (i.p., διαλυμένη στο πόσιμο νερό, 

gavage, αναμεμιγμένη στην τροφή) και χρόνοι χορήγησης της ουσίας, με στόχο να 

βρεθεί το άριστο δοσολογικό σχήμα χορήγησής της για το βέλτιστο αποτέλεσμα, 

δηλαδή την μεγαλύτερη μείωση των επιπέδων της χοληστερόλης και των 

τριγλυκεριδίων στους μύες. Όλα τα πειράματα, οξείας, υποξείας και χρόνιας 

χορήγησης της ελευρωπαΐνης από όλες τις οδούς χορήγησης (εκτός της διαλυμένης 

στο πόσιμο νερό) έδειξαν την υπολιπιδαιμική δράση της ελευρωπαΐνης, αλλά επελέγη 

η χρόνια χορήγησή της, αφού αντιστοιχεί στις συνθήκες αγωγής, που συνήθως 

ακολουθείται στην υπολιπιδαιμική αγωγή. Ακολούθησαν αρκετά επαναληπτικά 

πειράματα για να διαπιστωθεί η ακρίβεια και επαναληψιμότητα των αποτελεσμάτων 

και εδώ παρουσιάζονται εκείνα, που αντιστοιχούν στην τελευταία in vivo μελέτη, 

όπου η ελευρωπαΐνη χορηγήθηκε μακροχρόνια αναμεμιγμένη στην τροφή.  Ο ρόλος 

του PPARα στην δράση της ελευρωπαΐνης διερευνήθηκε in vivo με Pparα null 

διαγονιδιακούς μύες, καθώς επίσης, με in silico και in vitro μοντέλα. Τα 

αποτελέσματα από την in silico, in vitro και in vivo μελέτη, δείχνουν ότι η 

ελευρωπαΐνη δρα ως προσδέτης του PPARα, αυξορυθμίζοντας ένα ευρύ φάσμα 

παραγόντων του ήπατος και του λευκού λιπώδους ιστού, που διαδραματίζουν 

εξέχοντα ρόλο στην πρόσληψη, τη μεταφορά, τον μεταβολισμό και την απομάκρυνση 
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από την κυκλοφορία των λιπιδίων, οδηγώντας κατ’ αυτόν τον τρόπο στη μείωση των 

επιπέδων της χοληστερόλης και των TGs στο αίμα. 

Οι επιπτώσεις της μεσογειακής διατροφής και ειδικότερα, της κατανάλωσης 

παραγώγων της ελιάς έχει διερευνηθεί διεξοδικά από ποικίλες κλινικές μελέτες, οι 

οποίες δείχνουν σημαντική μείωση της νοσηρότητας και της θνησιμότητας σε 

πληθυσμούς, που καταναλώνουν τα προϊόντα αυτά (277). Έχει επίσης, συσχετιστεί με 

την πρόληψη του μεταβολικού συνδρόμου, ενός συμπλέγματος παραγόντων κινδύνου 

(υπερχοληστερολαιμία, υπερτριγλυκεριδαιμία, αθηροσκλήρυνση, υπέρταση, 

παχυσαρκία, λιπώδες ήπαρ, αντίσταση στην ινσουλίνη), οι οποίοι σχετίζονται στενά 

με τη στεφανιαία νόσο (278). Η κλινική δοκιμή ACCORD συγκρίνει τη 

μονοθεραπεία με στατίνες με τη θεραπεία, που συνδυάζει στατίνες και φιβράτες, σε 

σχέση με τη συχνότητα εμφάνισης καρδιαγγειακής νόσου σε ασθενείς με σακχαρώδη 

διαβήτη, αποδεικνύοντας ότι οι φαινοφιβράτες συνδυασμένες με στατίνες 

προσφέρουν επιπλέον προστατευτική επίδραση από ότι οι στατίνες μόνες τους.  

Ανάλυση υποομάδων έδειξε ότι ασθενείς με επίπεδα TGs ≥ 204 mg/dl και 

επίπεδα HDL χοληστερόλης ≤ 34 mg/dl έχουν ωφεληθεί από τη θεραπεία με 

φαινοφιβράτες. Σύμφωνα με πρόσφατη βιβλιογραφία, όταν ένας ασθενής φθάσει στο 

μέγιστο όφελος από τη θεραπεία με στατίνες, μπορεί να ωφεληθεί περαιτέρω, όταν 

στο θεραπευτικό σχήμα προστεθούν οι φιβράτες, υπό την προϋπόθεση ότι τα επίπεδα 

TGs στο αίμα είναι  > 200 mg/dl και τα επίπεδα HDL χοληστερόλης < 35 mg/dl. Ως 

εκ τούτου, τα τελευταία χρόνια, τρία από τα κύρια φαινολικά συστατικά του έξτρα 

παρθένου ελαιόλαδου, η ελευρωπαΐνη και οι δυο κύριοι μεταβολίτες της, η υδροξυ-

τυροσόλη και η τυροσόλη, έχουν προσελκύσει ιδιαίτερη προσοχή, λόγω της μείωσης 

των λιπιδίων, που προκαλούν σε διάφορα υπερλιπιδαιμικά μοντέλα πειραματόζωων 

(16, 279). Έχει αναφερθεί ότι η ελευρωπαΐνη, όταν χορηγήθηκε σε μοντέλα 
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πειραματόζωων με μεταβολικό σύνδρομο, βελτίωσε την ανοχή τους στη γλυκόζη και 

επανάφερε σε φυσιολογικά επίπεδα την κοιλιακή εναπόθεση λίπους καθώς και τα 

επίπεδα των TGs και της ολικής χοληστερόλης στο πλάσμα (15, 280-282).  

Αρκετές in vitro μελέτες υποστηρίζουν την υπολιπιδαιμική επίδραση της 

ελευρωπαΐνης. Η χορήγηση ελευρωπαΐνης σε κυτταρικές σειρές HepG2 και FL83B 

φαίνεται να μειώνει την επαγόμενη από τα ελεύθερα λιπαρά οξέα συσσώρευση των 

λιπιδίων, το μέγεθος των σταγονιδίων των λιπιδίων και την ενδοκυτταρική 

συγκέντρωση των TGs (283), φαινόμενο το οποίο παρατηρείται και σε καλλιέργειες 

πρωτογενών ηπατοκυττάρων (284). Παρά την εντατική έρευνα,  οι βιοχημικοί 

μηχανισμοί στους οποίους βασίζεται η υπολιπιδαιμική επίδραση της ελευρωπαΐνης 

παραμένουν ασαφείς, έχοντας κυρίως αποδοθεί στις αντιοξειδωτικές και 

αντιφλεγμονώδεις ιδιότητες της (280).  

Η κεντρική υπόθεση της παρούσας μελέτης είναι ότι η ελευρωπαΐνη μειώνει 

τα επίπεδα TGs και χοληστερόλης στο αίμα μέσω της ενεργοποίησης του PPARα. Για 

τη διερεύνηση αυτής της υπόθεσης, διεξήχθη αρχικά in silico μελέτη 

χρησιμοποιώντας ένα μοριακό μοντέλο προσομοίωσης σύνδεσης για να αξιολογηθεί 

εάν η ελευρωπαΐνη προσδένεται στον PPARα. Η in silico προσέγγιση βασίστηκε στο 

γεγονός ότι όλοι οι γνωστοί αγωνιστές του PPARα εμπεριέχουν μια όξινη ομάδα 

δίπλα στα κατάλοιπα Tyr464 και His440 για τη σταθεροποίηση της AF2 δομής στη 

διαμόρφωση των αγωνιστών. Το θεωρητικό μοντέλο, που προέκυψε από αυτή την 

εργασία δείχνει ότι ο μεθυλεστέρας της ελευρωπαΐνης βρίσκεται στην ίδια θέση, 

σχηματίζοντας δεσμό υδρογόνου με την υδροξυλική ομάδα της Tyr464.  

Προηγούμενες μελέτες έδειξαν ότι η παρουσία εστερασών ή/και αλκαλικού 

περιβάλλοντος μπορεί να απομεθυλιώσει την ελευρωπαΐνη (285), δημιουργώντας ένα 
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μεταβολίτη, ο οποίος θα μπορούσε να αυξήσει τη συγγένεια πρόσδεσης. Τα 

ευρήματα της in silico μελέτης δείχνουν ξεκάθαρα ότι η ελευρωπαΐνη είναι 

προσδέτης του PPARα, γεγονός που επιβεβαιώνεται περαιτέρω με reporter gene 

assays, που δείχνουν ότι η ελευρωπαΐνη αυξάνει την ενεργότητα του PPRE-luc, μέσω 

της ενεργοποίησης του ετεροδιμερούς PPARα-RXRα.  

Τα in vivo αποτελέσματα της παρούσας μελέτης δείχνουν τη συσχέτιση της 

έκφρασης και ενεργοποίησης του PPARα με την επαγόμενη από την ελευρωπαΐνη 

μείωση των επιπέδων των TGs και της χοληστερόλης, αφού η ελευρωπαΐνη μειώνει 

τα επίπεδα μόνο στους αγρίου τύπου μύες και όχι στους μύες με αποσιωπημένο το 

γονίδιο του PPARα. Τα αποτελέσματα από τη γονιδιωματική μελέτη δείχνουν ότι η 

χορήγηση ελευρωπαΐνης στους μύες επάγει την έκφραση αρκετών γονιδίων-στόχων 

του PPARα, συμπεριλαμβανομένων των Acox, Cyp4a10, Cyp4a14, Lipin2, Acot1 και 

Acot4. Ως εκ τούτου συμπεραίνεται ότι η ελευρωπαΐνη μειώνει τα επίπεδα των TGs 

και της χοληστερόλης κυρίως μέσω της ενεργοποίησης του PPARα.  

Στο επίπεδο της μεταγωγής σήματος, τα αποτελέσματα επιβεβαίωσαν την 

αρνητική ρύθμιση του PPARα μέσω του JNK σηματοδοτικού μονοπατιού (286). Η 

προ-χορήγηση του JNK αναστολέα, SP600125, σε καλλιέργεια ηπατοκυττάρων μυός, 

έδειξε μεγάλη αύξηση της επαγόμενης από την ελευρωπαΐνη έκφρασης του γονιδίου 

του Pparα. Σύμφωνα με τα in vitro πειράματα που πραγματοποιήθηκαν, τα 

σηματοδοτικά μονοπάτια MEK1- και cAMP/PKA δεν εμπλέκονται στη ρύθμιση του 

γονιδίου του Pparα από την ελευρωπαΐνη, καθώς η προ-χορήγηση του αναστολέα του 

σηματοδοτικού μονοπατιού MEK1 (PD98059) και του PKA (H89), δεν ανέστειλαν 

την επίδραση της ελευρωπαΐνης στο γονίδιο του Pparα. Επιπλέον, φαίνεται ότι η 

ενεργοποίηση του πυρηνικού μεταγραφικού παράγοντα HNF4α,  πιθανόν συμμετέχει 

στην επαγόμενη από την ελευρωπαΐνη αυξορρύθμιση του Pparα. Η υπόθεση αυτή 
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βασίζεται στο γεγονός ότι ο HNF4α διαδραματίζει πολύ σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση 

γονιδίων, που εμπλέκονται στο μεταβολισμό των λιπιδίων, και αντίστοιχα με το 

Pparα, η ελευρωπαΐνη αυξάνει τα επίπεδα mRNA του HNF4α και του γονιδίου-

στόχου του, του Cyp7a1, στο ήπαρ μυών που έχουν λάβει αγωγή με ελευρωπαΐνη. Τα 

ευρήματα αυτά δείχνουν ότι η ελευρωπαΐνη πιθανόν, ενεργοποιεί το ρυθμιστικό 

μηχανισμό θετικής ανατροφοδότησης, στον οποίο συμμετέχουν ο  PPARα και ο 

HNF4α (287).  

Αξίζει να σημειωθεί ότι στους αγρίου τύπου μύες, η ελευρωπαΐνη επάγει την 

ηπατική έκφραση του LDL-R, του κύριου υποδοχέα ηπατικής επαναπρόσληψης και 

απομάκρυνσης από την κυκλοφορία της LDL και των πλούσιων σε χοληστερόλη 

και  φτωχών σε TGs λιποπρωτεϊνών. Η ελευρωπαΐνη επίσης, επάγει την έκφραση 

αρκετών γονιδίων του ήπατος στους αγρίου τύπου μύες, τα οποία διαδραματίζουν 

καίριο ρόλο στη σύνθεση, την επαναπρόσληψη, τη μεταφορά, το μεταβολισμό και 

την εξάλειψη των TGs. Συγκεκριμένα, αυξάνει την ηπατική έκφραση των Dgat1 και 

Dgat2, τα οποία εμπλέκονται στο σχηματισμό των TGs από τις διακυλογλυκερόλες 

και το ακετυλο-συνένζυμο (288). Το γονίδιο Atgl, το οποίο κωδικοποιεί ένα ένζυμο, 

που καταλύει το περιοριστικό στάδιο της υδρόλυσης των TGs στην διαδρομή 

λιπόλυσης των τριακυλογλυκερολών (289). Επίσης, το Atgl αυξορρυθμίζεται από 

την ελευρωπαΐνη στο ήπαρ μυών αγρίου τύπου. Η ηπατική έκφραση του Aadac 

επίσης, αυξάνεται από την ελευρωπαΐνη. Ο παράγοντας αυτός εκφράζεται κυρίως 

στο ήπαρ και εμφανίζει ενδοκυτταρικά δράση όμοια με τις λιπάσες των TGs, 

αυξάνοντας έτσι την ενδοκυττάρια συγκέντρωση λιπαρών οξέων, τα οποία 

προέρχονται από την υδρόλυση των νεοσχηματιζόμενων δομών αποθήκευσης 

τριγλυκεριδίων (newly formed TG stores). Επίσης,  συμμετέχει στη σύνθεση των 

VLDL (290). Η ελευρωπαΐνη επάγει την έκφραση του γονιδίου Mttp, το οποίο 
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κωδικοποιεί τη μικροσωμιακή πρωτεΐνη μεταφοράς τριγλυκεριδίων, η οποία 

απαντάται στο ενδοπλασματικό δίκτυο των ηπατοκυττάρων και των κυττάρων του 

εντερικού επιθηλίου (291). Οι LPL επίσης επάγονται από την ελευρωπαΐνη. Δρουν 

ως υδρολάσες των TGs και ως ligand/bridging παράγοντες της διαμεσολαβούμενης 

από τον LDL-R επαναπρόσληψης των λιποπρωτεϊνών, (292, 293). Επιπρόσθετα, το 

γονίδιο Ces3/Tgh, που κωδικοποιεί το ένζυμο, το οποίο καταλύει την υδρόλυση των 

λιπαρών οξέων μακράς αλυσίδας, των εστέρων και θειοεστέρων (294) και το 

γονίδιο Cd36, που κωδικοποιεί έναν υποδοχέα εκκαθαριστή των λιποπρωτεϊνών, 

των οξειδωμένων φωσφολιπιδίων και των λιπαρών οξέων μακράς αλυσίδας (295-

299), αυξορρυθμίζονται από την ελευρωπαΐνη. Πρόσφατα, αποδείχθηκε ότι ο 

πυρηνικός υποδοχέας Nr4A (Nur77) ρυθμίζει το μεταβολισμό των λιπιδίων στα 

ηπατοκύτταρα μέσω της καταστολής της έκφρασης του γονιδίου SREBP-1c, 

αναστέλλοντας έτσι τη σύνθεση των TGs (300). Η χορήγηση ελευρωπαΐνης σε μύες 

οδήγησε στην αυξημένη έκφραση αυτών των πυρηνικών μεταγραφικών 

παραγόντων στο ήπαρ. Ιδιαίτερα αξιοσημείωτη είναι η επαγωγή της έκφρασης του 

γονιδίου Acadm από την ελευρωπαΐνη στο ήπαρ, το οποίο συμμετέχει στην 

αποικοδόμηση των λιπαρών οξέων μέσης αλύσου. Η επαγόμενη από την 

ελευρωπαΐνη αυξορρύθμιση των προαναφερθέντων γονιδίων στο ήπαρ 

ενδεχομένως, μεσολαβείται από την ενεργοποίηση του PPARα, αφού τα 

περισσότερα από αυτά τα γονίδια αποτελούν γονίδια-στόχους του PPARα (244). 

Αξίζει να σημειωθεί ότι δεν παρατηρήθηκαν παρόμοιες αλλαγές στην έκφραση των 

γονιδίων αυτών στο λευκό λιπώδη ιστό, με εξαίρεση το Aadac, το οποίο 

κωδικοποιεί μια κυτταροπλασματική λιπάση των TGs. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζει το γεγονός ότι η ελευρωπαΐνη ενεργοποιεί το ένζυμο HSL, το οποίο 

αποτελεί ένα από τα σημαντικότερα ένζυμα για την αποικοδόμηση των TGs στο 

λευκό λιπώδη ιστό (301). Παρά το γεγονός ότι η ελευρωπαΐνη επάγει την έκφραση 
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της περιλιπίνης 5 (Plin5) στο λευκό λιπώδη ιστό, προφανώς αυτή η επίδραση δεν 

είναι ικανή ώστε να αποτρέψει τη δράση των λιπασών και των υδρολασών πάνω 

στα TGs.   
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9 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ  

Με βάση τα ανωτέρω in silico, in vitro και  in vivo αποτελέσματα, φαίνεται ότι 

η ελευρωπαΐνη δρα ως αγωνιστής του PPARα, μειώνοντας τα επίπεδα της 

χοληστερόλης και των TGs στο αίμα. Η ευεργετική επίδραση της ελευρωπαΐνης στην 

ομοιοστασία των λιπιδίων θα μπορούσε επίσης, να αποδοθεί στη ρύθμιση, μέσω της 

ενεργοποίησης του PPARα, αρκετών παραγόντων στο ήπαρ και στο λευκό λιπώδη 

ιστό, οι οποίοι διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη πρόσληψη, τη μεταφορά, το 

μεταβολισμό και την αποικοδόμηση των λιπιδίων. Είναι πιθανόν, μηχανισμοί που δεν 

έχουν αποσαφηνιστεί ακόμα, πέραν της ενεργοποίησης του PPARα, της 

αυξορρύθμισης του Ldl-r και την ενεργοποίηση της HSL, να εμπλέκονται στην 

υπολιπιδαιμική δράση της ελευρωπαΐνης. Τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής 

δείχνουν ότι η ελευρωπαΐνη θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί ως θεραπεία κατά της 

υπερτριγλυκεριδαιμίας και άλλων δυσλιπιδαιμιών, και ίσως τη βάση για το 

σχεδιασμό νέων μορίων με βελτιωμένη υπολιπιδαιμική δράση και μειωμένες 

παρενέργειες σε σύγκριση με τις στατίνες και τις φιβράτες.   

 



 

 



135 
 

10 ΠΕΡΙΛΗΨΗ  

Η Ελευρωπαΐνη, το κύριο πολυφαινολικό συστατικό της ελιάς, παρουσιάζει 

αντιοξειδωτικές και υπολιπιδαιμικές ιδιότητες, ενώ παράλληλα είναι υπεύθυνη 

για τη μείωση του εμφράκτου σε κονίκλους, που ακολουθούν τυπική ή 

υπερχοληστερολαιμική δίαιτα. Ο ενεργοποιημένος υποδοχέας επαγωγής του 

πολλαπλασιασμού των υπεροξεισωμάτων τύπου α (Peroxisome Proliferator Activated 

Receptor α, PPARα), διαδραματίζει καίριο ρόλο στον έλεγχο του μεταβολισμού των 

λιπιδίων και στην ενεργειακή ομοιαστασία του κυττάρου. Η συγκεκριμένη έρευνα 

εστιάζει στους μηχανισμούς της υπολιπιδαιμικής δράσης της Ελευρωπαΐνης. Έμφαση 

δίνεται στον ρόλο της Ελευρωπαΐνης στην ενεργοποίηση του PPARα.  

Για τον σκοπό αυτό, έγινε κατ’αρχήν αξιολόγηση in silico της ικανότητας της 

Ελευρωπαΐνης να προσδένεται στον PPARα. Θεωρητικά μοντέλα πρόσδεσης στην 

κρυσταλλική δομή του PPARα με τη χρήση Μοριακής Προσομοίωσης Πρόσδεσης 

(Molecular Docking Simulations), επιβεβαιώνουν την υπόθεσή μας ότι η 

Ελευρωπαΐνη είναι αγωνιστής του PPARα. Επιπλέον, διερευνήθηκε in vitro με το 

Luciferase reporter gene assay η ικανότητα της Ελευρωπαΐνης να προσδένεται στον 

υποδοχέα PPARα και να τον ενεργοποιεί. Τα αποτελέσματα από την in silico και την 

in vitro μελέτη δείχνουν σαφώς ότι η ελευρωπαΐνη ενεργοποιεί τον PPARα. Στη 

συνέχεια έγινε in vivo διερεύνηση της ενεργοποίησης του PPARα από την 

Ελευρωπαΐνη και αξιολόγηση της επίδρασής της στο λιπιδαιμικό προφίλ των 

πειραματόζωων. Αγωγή αρσενικών μυών άγριου τύπου (SV129 Wild Type- WT) με 

Ελευρωπαΐνη σε δοσολογία 100mg/kg, p.o, τα οποία ακολούθησαν τυπική δίαιτα για 

τρωκτικά, για διάστημα 6 εβδομάδων, είχε ως αποτέλεσμα την επαγωγή του Pparα 

και των γονιδίων-στόχων του στο ήπαρ, πιθανώς μέσω ενεργοποίησης του 

PI3K/AKT/p70S6K σηματοδοτικού μονοπατιού. Αυτή η επίδραση της Ελευρωπαΐνης 
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φαίνεται να σχετίζεται άμεσα με σημαντική μείωση των επιπέδων των TGs του ορού 

και της ολικής χοληστερόλης, γιατί η Ελευρωπαΐνη δεν είχε καμία επίδραση σε 

αυτούς τους λιπιδαιμικούς δείκτες σε διαγονιδιακούς Pparα null μύες με 

αποσιωπημένο τον Pparα, αποδεικνύοντας έτσι την άμεση συμμετοχή του PPARα 

στην επαγόμενη από την Ελευρωπαΐνη μείωση των επιπέδων των τριγλυκεριδίων και 

της χοληστερόλης στον ορό. Στην κατεύθυνση της διερεύνησης της επίδρασης της 

Ελευρωπαΐνης σε ηπατικούς παράγοντες και σε παράγοντες, που εκφράζονται στο 

λευκό λιπώδη, κρίσιμους για την ομοιοστασία των Τριγλυκεριδίων, διαπιστώθηκαν 

τα ακόλουθα: 1) Ενεργοποίηση της ορμονο-ευαίσθητης λιπάσης (Hormone Sensitive 

Lipase - HSL) στο λευκό λιπώδη ιστό (White Adipose Tissue –W.A.T.) των άγριου 

τύπου μυών, 2) επαγωγή ποικίλλων ηπατικών παραγόντων, που συμμετέχουν στη 

σύνθεση, τη μεταφορά, τον μεταβολισμό και την απέκκριση των τριγλυκεριδίων. 

Αυτή η ενεργοποίηση της HSL στον W.A.T. και των ηπατικών παραγόντων, που 

συμμετέχουν στην ομοιοστασία των λιπιδίων, είναι πιθανόν να ενισχύει την 

επαγόμενη από την Ελευρωπαΐνη μείωση των επιπέδων των τριγλυκεριδίων και της 

χοληστερόλης στον ορό.  

Συνοψίζοντας, φαίνεται ότι η Ελευρωπαΐνη μειώνει τα τριγλυκερίδια και την 

ολική χοληστερόλη του ορού σε μύες μέσω ενεργοποίησης του PPARα. Τα δεδομένα 

αυτής της μελέτης δείχνουν επίσης, ότι στην υπολιπιδαιμική δράση της 

Ελευρωπαΐνης συμμετέχει και η ενεργοποίηση της HSL στο λευκό λιπώδη ιστό 

καθώς και η επαγωγή ηπατικών γονιδίων, που διαδραματίζουν βασικό ρόλο την 

ομοιοστασία των τριγλυκεριδίων, δηλαδή τη σύνθεση, την μεταφορά, τον 

μεταβολισμό και την κάθαρσή τους. Συμπερασματικά, η μελέτη αυτή έδειξε τις 

υπολιπιδαιμικές δυνατότητες της Ελευρωπαΐνης σε μύες και αποσαφήνισε σε 

σημαντικό βαθμό τους μηχανισμούς της υπολιπιδαιμικής δράσης της, φωτίζοντας 
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κυρίως τον ρόλο του PPARα. Επειδή η διατήρηση της ομοιοστασίας των λιπιδίων 

είναι μια πολύπλοκη διαδικασία, που ρυθμίζεται από πολλούς παράγοντες, 

πιστεύουμε ότι πιθανώς εμπλέκονται και άλλοι μηχανισμοί στην δράση της 

Ελευρωπαΐνης, η διερεύνηση των οποίων είναι αντικείμενο μελλοντικών μελετών.  
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11 SUMMARY  

Oleuropein (OLE), the main polyphenolic constituent of the olive tree, has 

demonstrated antioxidant and hypolipidemic properties. In addition, it has been 

reported to display a cardio-protective effect, by reducing the infract size in chow- 

and cholesterol-fed rabbits. It is well established that upon activation, Peroxisome 

proliferator activated receptor type α (PPARα), plays a key role in the regulation of 

lipid metabolism, as well as the energy homeostasis of the cell. This study focuses on 

the mechanisms underlying the Oleuropein’s hypolipidemic properties and 

specifically, on its role on PPARα activation. 

For this purpose, we initially evaluated using in silico approaches, the 

Oleuropein’s binding capacity to PPARα. These in silico studies, employing theoretic 

binding models at the PPARα’s crystal structure along with Molecular Docking 

simulation, confirmed our hypothesis that OLE is a PPARα agonist. Furthermore, we 

investigated in vitro, using the Luciferase reporter gene assay, Oleuropein’s ability to 

bind to the LBD of PPARα. Both, in silico and in vitro studies, clearly showed that 

OLE is a ligand of PPARα. In vivo studies also confirmed that OLE is a PPARα 

agonist that induces PPARα activation. Specifically, treatment of male wild-type mice 

with OLE (100mg/kg, p.o.) followed the regular rodent diet for 6 weeks, resulted in 

the up-regulation of both, PPARα and several target genes in the liver, potentially via 

activation of the PI3K/AKT/p70S6K signaling pathway. This effect was correlated 

with a significant reduction of serum triglycerides (TGs) and total cholesterol levels. 

In contrast, OLE had no effect in these lipid markers in Ppara-null mice indicating a 

direct involvement of PPARα in the OLE-mediated suppression of serum TG and 

total cholesterol levels.  
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The assessment of the effect of OLE on hepatic and W.A.T regulatory factors 

playing determinant roles in TG homeostasis indicated the following: 1) the activation 

of HSL (Hormone Sensitive Lipase) in the W.A.T of wild type mice, 2) the 

upregulation of several hepatic factors involved in TG uptake, transport, metabolism 

and clearance. It is very likely that both, HSL activation in the W.A.T.  and activation 

of several hepatic factors may also contribute in the OLE- mediated reduction of TGs 

and total cholesterol levels.  

In summary, it appears that OLE reduces serum TGs and total cholesterol 

levels in mice via PPARα activation. The data of this study, also indicated that HSL 

activation in the W.A.T. and upregulation of various hepatic genes (most of them are 

PPARα target genes) may contribute in the mechanism mediating the Oleuropein’s 

hypolipidemic effects. In conclusion, this study has demonstrated in mice the 

Oleuropein’s hypolipidemic effects and has clarified to a certain point the underlying 

mechanisms indicating mainly, the catalytic role of PPARα activation. Given that 

lipid homeostasis is regulated by complex cellular mechanisms, involving a plethora 

of factors, we consider that potentially other mechanisms also mediate the 

Oleuropein’s hypolipidemic effects, and that their thorough investigation is a subject 

of future studies.  
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