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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 
 

Θα ήθελα αρχικά να ευχαριστήσω την καθηγήτριά µου ∆ρ. Ασπασία Σπυριδάκη, 

καθηγήτρια εφαρµογών του Τ.Ε.Ι Κρήτης. Η συµβολή της ήταν πολύ µεγάλη. Το ίδιο το 

θέµα είχε τεράστιο ενδιαφέρον και επίσης µου έδωσε τη δυνατότητα να δουλέψω 

εργαστηριακά στο τµήµα Χηµείας του Πανεπιστηµίου Κρήτης. Επίσης θα ήθελα νa 

ευχαριστήσω το Πανεπιστήµιο Κρήτης και συγκεκριµένα τον ∆ρ. Γεώργιο Τσιώτη, 

Λέκτορα Βιοχηµείας που µας έδωσε τη δυνατότητα να πραγµατοποιήσουµε τα 

πειράµατά µας στο εργαστήριο του, υπό την εποπτεία του. Η συµβολή του ήταν ιδιαίτερα 

σηµαντική καθώς µας έδειξε όλες τις τεχνικές. Ακόµα θα ήθελα να ευχαριστήσω τον ∆ρ. 

Γιάννη Ταλιανίδη ο οποίος µας παρείχε το βιολογικό υλικό από τα ποντίκια που 

µελετήσαµε από το τµήµα Βιολογίας του Πανεπιστηµίου Κρήτης. Τέλος θα ήθελα να 

ευχαριστήσω όλους τους προπτυχιακούς και µεταπτυχιακούς φοιτητές  µε τους οποίους 

δουλέψαµε µαζί στο εργαστήριο και  µου έδειξαν πολλά πράγµατα στο πειραµατικό 

µέρος µε βάση την εµπειρία τους. 
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

  Στα πλαίσια της πτυχιακής αυτής εργασίας πραγµατοποιήθηκε βιβλιογραφική 

ανασκόπηση του µεταβολισµού της χοληστερόλης, της εντεροηπατικής κυκλοφορίας, 

του ρόλου των λιποπρωτεϊνών στο µεταβολισµό της χοληστερόλης όπως και του ρόλου  

των πυρηνικών υποδοχέων FXR (φαρνεζόλη Χ υποδοχέας), LXR (υποδοχέας Χ 

συκωτιού) και LRH (οµόλογος υποδοχέας του συκωτιού). Ειδικότερα έγινε µελέτη  της 

SHP( µικρή ετεροδιµερής συνεργός). 

Το ερευνητικό µέρος της εργασίας βασίστηκε στη µελέτη διαγονιδιακών 

ποντικιών στα οποία είναι γενετικά υπερεκφρασµένη η  πρωτεΐνη  SHP. Το ποντίκι ως 

είδος έχει χρησιµοποιηθεί συχνά  τα τελευταία χρόνια για τη µελέτη  της χοληστερόλης  

και του µεταβολισµού των χολικών οξέων, δεδοµένου ότι µεταβολίζει τη διαιτητική 

χοληστερόλη µε  ένα τρόπο παρόµοιο µε τον άνθρωπο. Το ποντίκι και ο άνθρωπος  

χρησιµοποιούν τη χαµηλή πυκνότητας λιποπρωτεΐνη (LDL) ως αρχικό µεταφορέα 

χοληστερόλης στο συκώτι (Sullivan et aL, Ι993). Επιπλέον στο ποντίκι, ο έλεγχος 

έκφρασης της στερόλης 7α-υδροξυλάσης (CΥP7A1) είναι παρόµοιος µε αυτόν του 

ανθρώπου και επηρεάζεται από τη διαιτητική χοληστερόλη µε τον ίδιο τρόπο (Horton et 

aL, 1995).  

   Συγκεκριµένα, στο πειραµατικό µέρος πραγµατοποιήθηκαν συγκριτικές µελέτες 

της έκφρασης των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών στα ηπατικά κύτταρα του γενετικά  

τροποποιηµένου και του φυσιολογικού ποντικιού. Η προσέγγιση αυτή αποσκοπεί στον 

εντοπισµό των ενδιάµεσων βιοχηµικών σταδίων της βιοσύνθεσης χολικών οξέων, τα 

οποία ελέγχονται από την SHP.  
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                                                    ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 
 

1. Apo = apolipoprotein = απολιποπρωτεΐνη  

2. CDCA =chenodeoxycholic acid= χενοδεοχικολικό οξύ  

3. CE =cholesterol ester= εστέρας της χοληστερόλης  

4. CETP = cholesterol ester transfer protein= εστέρας της χοληστερόλης που 

µεταφέρει πρωτεΐνη 

5. CPF =CYP7A1 promoter factor= υποκινητικός παράγοντας της CYP7A1 

6. CYP7A1 = cholesterol 7-hydroxylase= στερόλη 7α-υδροξυλάση 

7. CYP27A1 =cholesterol 27 hydroxylase= η στερόλη 27α-υδροξυλάση 

8. EHC = enterohepatic circulation=εντεροηπατική κυκλοφορία  

9. FXR = farnesoid X receptor= φαρνεζόλη Χ υποδοχέας 

10. HDL =high-density lipoprotein= λιποπρωτεΐνες υψηλής πυκνότητας 

11. LRH= liver receptor homolog= οµόλογος υποδοχέας του συκωτιού 

12. HMG CoA=3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A= αναγωγάση του 3-υδροξυ-

3-µεθυλογλουταρυλο-συνένζυµο Α 

13. HNF4α=hepatocyte nuclear factor =ηπατοκυτταρικός ορµονικός παράγοντας 4 

14. IBABP = ileal bile acid–binding protein=ειλεϊκά χολικά οξέα –που δεσµεύουν 

πρωτεΐνη   

15. IBAT = ileal bile-acid transporter= ειλεϊκά χολικά οξέα µεταφορείς 

16. LDL =low-density lipoprotein= χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη 

17. LPL = lipoprotein lipase=λιποπρωτεϊνική λιπάση 

18. LXR = liver X receptor= υποδοχέας Χ συκωτιού 

19. OATP = organic anion transporter=οργανικό µεταφέρον ανιόν 

20. PLTP = phospholipid transfer protein=φωσφολιπιδική µεταφέρουσα πρωτεΐνη  

21. RXR = retinoid X receptor=ρετινοϊκός Χ υποδοχέας 

22. SHP =short heterodimer partner=µικρός ετεροδιµερής συνεργάτης 

23. SREBP = sterol response element–binding protein=πρωτεΐνη που δεσµεύει το 

στοιχείο απόκρισης των στερολών 

24. TG =triglyceride=τριγλυκερίδια  

25. VLDL = very low density lipoproten=πολύ χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες 

26. PXR=pregnane X receptor=πρεγνάνιος Χ υποδοχέας  
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ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 
 
 
 

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Τα χολικά οξέα είναι το κύριο προϊόν της αποικοδόµησης της χοληστερόλης και η 

βιοσύνθεσή τους λαµβάνει χώρα στο συκώτι. Η αυξηµένη λήψη λίπους µε την τροφή 

αυξάνει την έκκριση των χολικών οξέων από το ήπαρ και κατά συνέπεια αυξάνεται και η 

συγκέντρωση αυτών στο έντερο. Τα χολικά οξέα ενεργοποιούν την φαρνεζόλη Χ  

υποδοχέα (FXR) η οποία συντελεί στην καταστολή της µεταγραφής του γονιδίου της 

υδροξυλάσης της 7 χοληστερόλης (CYP7A1). Το ένζυµο αυτό καταλύει το πρώτο και 

κινητικά καθοριστικό στάδιο στο µεταβολικό µονοπάτι της βιοσύνθεσης των χολικών 

οξέων από χοληστερόλη. 

Το FXR προστατεύει µε αυτό τον τρόπο τα ηπατικά κύτταρα από τη συσσώρευση 

χολικών οξέων. Η ενεργοποίηση του FXR µε τη σύνδεση των χολικών οξέων επάγει τη 

µεταγραφή της SHP. Η SHP είναι ένας ορφανός  πυρηνικός υποδοχέας χωρίς περιοχή 

δέσµευσης για DNA, δρα ως συγκαταστολέας της σύνθεσης των χολικών οξέων και 

αλληλεπιδράει µε µια σειρά άλλων πυρηνικών υποδοχέων. Ποντίκια που στερούνται το 

γονίδιο της SHP παρουσιάζουν αυξηµένη σύνθεση χολικών οξέων και απώλεια της 

ικανότητας καταστολής της έκφρασης της CYP7A1.  

 

 

 

 

1.1 ΧΟΛΙΚΑ ΟΞΕΑ. 

Τα χολικά οξέα αποτελούν το 50% περίπου του ξηρού βάρους της χολής .Έχουν 

ένα στεροειδή πυρήνα και συνθέτονται από χοληστερόλη από τα ηπατικά κύτταρα . 
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Σχήµα 1. Οι οδοί βιοσύνθεσης των χολικών οξέων 

 

 

Τα κύρια χολικά οξέα τα οποία συντίθενται από το ήπαρ καλούνται πρωτογενή χολικά 

οξέα. Αυτά είναι το χολικό οξύ (3 υδροξυλοµάδες) και το χηνοδεοξυχολικό οξύ (2 

υδροξυλοµάδες). Η παρουσία καρβοξυλοµάδων και υδροξυλοµάδων καθιστούν τα 

χολικά οξέα πολύ πιο διαλυτά από όσο είναι η χοληστερόλη από την οποία συντίθενται. 

Τα βακτήρια του γαστρεντερικού σωλήνα αφυδροξυλιώνουν τα χολικά οξέα προς 

σχηµατισµό δευτερογενών χολικών οξέων. Κυριότερα δευτερογενή χολικά οξέα είναι τα 

δεοξυχολικό οξύ (από αφυδροξυλίωση του χολικού οξέος) και το λιθοχολικό οξύ (από 

αφυδροξυλίωση του χηνοδεοξυχολικού οξέος). Η χολή περιέχει πρωτογενή αλλά και 

δευτερογενή χολικά οξέα. 
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Σχήµα 2. ∆οµή των χολικών οξέων 

 

Τα πρωτογενή χολικά οξέα εκκρίνονται συνήθως συζευγµένα µε γλυκίνη ή ταυρίνη. 

Στα συνεζευγµένα χολικά οξέα, η γλυκίνη ή η ταυρίνη είναι συνδεδεµένη µε ένα 

πεπτιδικό δεσµό µεταξύ της καρβοξυλικής οµάδας ενός µη συνεζευγµένου χολικού οξέος 

και της γλυκίνης ή της ταυρίνης. Στο ουδέτερο σχεδόν pH του εντερικού σωλήνα ,τα 

συζευγµένα χολικά οξέα είναι  ιονισµένα  σε µεγαλύτερο ποσοστό και εποµένως πιο 

υδατοδιαλυτά από ότι τα µη συζευγµένα χολικά οξέα. Τα συζευγµένα χολικά οξέα 

εµφανίζονται σχεδόν όλα ως άλατα διαφόρων κατιόντων (κυρίως Na+) και συχνά 

καλούνται χολικά άλατα.  
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Ο στεροειδής πυρήνας των χολικών οξέων είναι σχεδόν επίπεδος. Σε διάλυµα, τα 

χολικά οξέα έχουν όλες τις πολικές (υδρόφιλες) οµάδες –τις υδροξυλοµάδες, το 

καρβοξυλικό τµήµα της γλυκίνης ή της ταυρίνης και τον πεπτιδικό δεσµό ,στη µία 

επιφάνεια του µορίου. Αυτό καθιστά το µόριο του χολικού οξέος αµφιπαθές, δηλαδή  

έχει τόσο υδρόφιλες όσο και υδρόφοβες περιοχές. Επειδή είναι αµφιπαθή, τα χολικά οξέα 

τείνουν να σχηµατίσουν µοριακά σύµπλοκα που λέγονται µικκύλια και στα οποία η 

υδρόφοβη πλευρά του χολικού οξέος στρέφεται προς το εσωτερικό και µακριά από το 

ύδωρ και η υδρόφιλη επιφάνεια στρέφεται προς το εξωτερικό και προς το ύδωρ. 

 

 

Σχήµα 3.  ∆ιάγραµµα της διατοµής ενός µικκυλίου 

 

 

 

 

Κάθε φορά που η συγκέντρωση των χολικών οξέων υπερβαίνει µια ορισµένη 

συγκέντρωση, η οποία ονοµάζεται κρίσιµη µικκυλιακή συγκέντρωση, σχηµατίζονται 

µικκύλια χολικών οξέων. Κάθε επιπρόσθετο χολικό οξύ πάνω από τη συγκέντρωση αυτή 

ενσωµατώνεται αποκλειστικά στα µικκύλια και όχι σε µοριακό διάλυµα. Φυσιολογικά, 

στη χολή η συγκέντρωση χολικού οξέος είναι πολύ µεγαλύτερη από την κρίσιµη 

µικκυλιακή συγκέντρωση. Οι λειτουργίες  των χολικών οξέων στη γαλακτωµατοποίηση 

των λιπών της τροφής και στο σχηµατισµό µικτών µικκυλίων µε τα παράγωγα της πέψης 

των λιπών είναι σηµαντικές. Τη στιγµή που ο χυµός φτάνει στο τελικό τµήµα του ειλεού 

,τα λίπη της τροφής έχουν απορροφηθεί σχεδόν πλήρως. Τα χολικά οξέα απορροφούνται 

τότε. Συνήθως 0,5gr περίπου  χολικών οξέων δεν απορροφώνται και αποβάλλονται στα 

κόπρανα κάθε ηµέρα. Αυτή η ποσότητα αντιπροσωπεύει το 15% έως 35% της ολικής 

δεξαµενής χολικών οξέων  και φυσιολογικά αναπληρώνεται µε τη σύνθεση νέων χολικών 

οξέων από το ήπαρ. 

Το ήπαρ είναι  ένας ενδοκρινής αδένας που καταλαµβάνει το δεξιό και άνω 

τεταρτηµόριο της κοιλιακής κοιλότητας, βρίσκεται κάτω από το διάφραγµα και 

προστατεύεται από τις πλευρές του τοιχώµατος του θώρακα. Είναι το µεγαλύτερο 

συµπαγές όργανο του σώµατος και στους ενήλικες, έχει βάρος περίπου 1,5kg. Περίπου 

75% της αιµατικής ροής προς το ήπαρ παρέχεται από την πυλαία φλέβα, που προέρχεται 

από το έντερο. Το αίµα που εξέρχεται από το ήπαρ εισέρχεται στο φλεβικό σύστηµα 
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µέσω της ηπατικής φλέβας. Το χοληφόρο σύστηµα του ήπατος απαρτίζεται από τη 

χοληδόχο κύστη και τους χοληφόρους πόρους.                                                                    

Το ήπαρ κατέχει κεντρικό ρόλο στο µεταβολισµό λόγω των ανατοµικών του 

συνδέσεων όσο και των πολλών βιοχηµικών του λειτουργιών. ∆έχεται φλεβικό αίµα από 

το έντερο και όλα τα προϊόντα της πέψης που έχουν απορροφηθεί ,διέρχονται από το 

ήπαρ πριν εισέλθουν στη συστηµατική κυκλοφορία. Το ήπαρ παίζει σηµαντικό ρόλο στη 

ρύθµιση του µεταβολισµού των υδατανθράκων και των λιπιδίων, στο µεταβολισµό των 

αµινοξέων, στη σύνθεση και στη διάσπαση των πρωτεϊνών του πλάσµατος και στην 

αποθήκευση των βιταµινών και µετάλλων. Το ήπαρ έχει επιπλέον εκκριτική λειτουργία 

κατά την οποία τα άχρηστα προϊόντα του µεταβολισµού εκκρίνονται σε ένα 

διακλαδιζόµενο σύστηµα πόρων ,που ονοµάζεται χοληφόρο δένδρο ,το οποίο µε τη σειρά 

του παροχετεύεται στο λεπτό έντερο. Τα συστατικά της χολής απεκκρίνονται στη 

συνέχεια µε τα κόπρανα. 

Η πιο σηµαντική ηπατική λειτουργία για το γαστρεντερικό σωλήνα είναι η έκκριση 

της χολής. Η χολή, την οποία παρασκευάζουν τα ηπατικά κύτταρα, περιέχει χολικά οξέα, 

χοληστερόλη, λεκιθίνες και χολικές χρωστικές. Όλα αυτά τα συστατικά συντίθενται από 

τα ηπατικά κύτταρα και απεκκρίνονται στα χοληφόρα σωληνάρια ,µαζί µε ένα ισοτονικό 

υγρό το οποίο µοιάζει µε το πλάσµα ως προς τις συγκεντρώσεις ηλεκτρολυτών. Τα 

χοληφόρα σωληνάρια συγκλίνουν σε ακόµα µεγαλύτερους πόρους και τελικά σε ένα 

µόνο χοληφόρο πόρο. Τα επιθηλιακά κύτταρα τα οποία επενδύουν τους χοληφόρους 

πόρους εκκρίνουν ένα υδατικό διάλυµα το οποίο είναι πλούσιο σε διττανθρακικά και 

συνεισφέρει στον όγκο που παρέχεται από το ήπαρ. 

Στο διάστηµα µεταξύ των γευµάτων, η χολή εκχέεται στο δωδεκαδάκτυλο µε 

συστολές και µεταφέρεται στο έντερο. Στο λεπτό έντερο, τα χολικά οξέα πρώτα 

γαλακτωµατοποιούν τα λίπη του χυλού και µετά σχηµατίζουν µικκύλια µε τα προϊόντα 

της πέψης των λιπών. Στο τελικό άκρο του ειλεού, τα χολικά οξέα επαναρροφώνται. Τα  

χολικά οξέα επιστρέφουν στο ήπαρ ,µε το πυλαίο αίµα. Αµέσως προσλαµβάνονται από 

τα ηπατικά κύτταρα και επανεκκρίνονται στη χολή. Ολόκληρη η δεξαµενή των χολικών 

οξέων επανακυκλοφορεί δύο ή τρεις φορές ,ως απόκριση του οργανισµού σε ένα 

κανονικό γεύµα. Η επανακυκλοφορία των χολικών οξέων είναι γνωστή ως 

εντεροηπατική κυκλοφορία. Το 20% περίπου της δεξαµενής των χολικών οξέων 

αποβάλλεται στα κόπρανα κάθε µέρα και αναπληρώνεται µε σύνθεση νέων χολικών 

οξέων από το ήπαρ. Η αποβολή αυτή αποτελεί ένα συστηµατικό τρόπο αποµάκρυνσης 

προϊόντων καταβολισµού της χοληστερόλης από τον οργανισµό.  
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1.1.2 Απορρόφηση των χολικών οξέων και µεταβολισµός 

Η απορρόφηση των λιπιδίων της τροφής είναι συνήθως πλήρης όταν φτάνει στο 

µέσο του εντέρου. Αντίθετα, τα χολικά οξέα απορροφούνται κατά το µεγαλύτερο µέρος 

στην τελική µοίρα του ειλεού. Τα χολικά οξέα διαπερνούν την κυτταρική µεµβράνη της 

ψυκτροειδούς παρυφής του εντέρου είτε µε ενεργητική µεταφορά είτε µε απλή διάχυση. 

Τα συζευγµένα χολικά οξέα αποτελούν τα κύρια υποστρώµατα για την ενεργό 

απορρόφηση. Με την αποσύζευξη και την αφυδροξυλίωσή τους  τα χολικά οξέα 

καθίστανται λιγότερο πολικά και έτσι απορροφούνται καλύτερα µε διάχυση. Τα 

απορροφηµένα χολικά οξέα αποµακρύνονται από το έντερο και εισέρχονται στο φλεβικό 

πυλαίο αίµα. Τα ηπατικά κύτταρα αποσπούν τα χολικά οξέα και καθαρίζουν το αίµα από 

αυτά σε µία µόνο διέλευσή τους από το ήπαρ. Στα ηπατικά κύτταρα, τα περισσότερα 

αποσυζευγµένα χολικά οξέα επανασυζευγνύονται µε γλυκίνη ή ταυρίνη και ορισµένα 

από τα δευτερογενή αυτά χολικά οξέα επανυδροξυλιώνονται. Τα ανακατεργασµένα 

χολικά οξέα, µαζί µε τα νεοσυντεθειµένα χολικά οξέα ,εκκρίνονται στη χολή. 

 

1.1.3 Έλεγχος της σύνθεσης και της έκκρισης χολικών οξέων 

Ο ρυθµός επιστροφής των χολικών οξέων στο ήπαρ επηρεάζει το ρυθµό της σύνθεσης 

και της έκκρισης τους. Τα χολικά οξέα στο φλεβικό πυλαίο αίµα διεγείρουν την 

πρόσληψη και την επανέκκριση τους από τα ηπατικά κύτταρα. Η διεργασία αυτή 

ονοµάζεται χολαιρετική δράση των χολικών οξέων και οι ουσίες που επιτείνουν την 

έκκριση χολικών οξέων καλούνται χολαιρετικά. Τα ερεθίσµατα έκκρισης των 

επανερχόµενων χολικών οξέων είναι τόσο ισχυρά ώστε ολόκληρη η δεξαµενή των 

χολικών οξέων επανακυκλοφορεί δύο φορές ως απόκριση σε ένα κανονικό γεύµα. Ως 

απόκριση σε ένα γεύµα µε πολύ αυξηµένο περιεχόµενο λίπους, η δεξαµενή των χολικών 

οξέων είναι δυνατόν να επανακυκλοφορήσει 5 και πλέον φορές. 

Το ήπαρ αποτελεί την κύρια πηγή σύνθεσης και καταβολισµού της χοληστερόλης. Η 

οδός χηνοδεοξυχολικού/λιθοχολικού οξέος είναι η κύρια οδός απέκκρισης της 

χοληστερόλης και κατά συνέπεια ο ρυθµός παραγωγής των χολικών οξέων από τη 

χοληστερόλη µπορεί να επηρεάσει τη συγκέντρωση της χοληστερόλης των 

λιποπρωτεϊνών χαµηλής πυκνότητας στο πλάσµα. Με την αύξηση του ρυθµού σύνθεσης 

των χολικών οξέων µειώνεται η ενδοκυτταρική συγκέντρωση της χοληστερόλης, 
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αυξάνονται οι υποδοχείς των LDL στις µεµβράνες των ηπατοκυττάρων και κατά 

συνέπεια αυξάνεται η κάθαρση της LDL από το πλάσµα. 

 

 

1.2 ΧΟΛΗΣΤΕΡΟΛΗ 

Η χοληστερόλη είναι ένα λιπίδιο που αποτελεί απαραίτητο συστατικό κυτταρικής 

µεµβράνης των θηλαστικών. Είναι πρόδροµη ένωση από την οποία συντίθενται τρεις 

σηµαντικές κατηγορίες βιολογικά δραστικών ενώσεων: τα χολικά οξέα, οι στεροειδείς 

ορµόνες και η βιταµίνη D.Η χοληστερόλη έχει µοριακό βάρος 386Da και περιλαµβάνει 

27 άτοµα άνθρακα. 

 

1.2.1 Η βιοσύνθεση της χοληστερόλης 

Πρακτικά όλα τα κύτταρα του ανθρώπου έχουν την ικανότητα να συνθέτουν 

χοληστερόλη. Από ποσοτικής πλευράς ωστόσο, το ήπαρ αποτελεί την κύρια θέση 

βιοσύνθεσης χοληστερόλης, ενώ σηµαντική είναι η συµβολή του εντέρου και του φλοιού 

των επινεφριδίων. Για τη δηµιουργία των πολλών αυτών δεσµών µεταξύ ατόµων 

άνθρακα ή µεταξύ ατόµων άνθρακα και ατόµων υδρογόνου απαιτείται µια πηγή ατόµων 

άνθρακα, µια πηγή αναγωγικής δύναµης και βέβαια δαπάνη σηµαντικών ποσών 

ενέργειας. Το ακετυλο-συνένζυµο Α (ακετυλο-CoA) αποτελεί ένα υψηλής ενέργειας 

εναρκτήριο µόριο. Προέρχεται από διάφορες πηγές, που περιλαµβάνουν τη β-οξείδωση 

των µακράς αλυσίδας λιπαρών οξέων ,την αφυδρογόνωση του πυροσταφυλικού οξέος 

και την οξείδωση των κετογόνων αµινοξέων όπως είναι η λευκίνη και η ισολευκίνη. Η 

ενέργεια παρέχεται από το αναγµένο φωσφορικό νικοτιναµιδο-δινουκλεοτίδιο (NADPH) 

που παράγεται από ένζυµα της οδού της φωσφορικής πεντόζης. Η διάσπαση της 

τριφωσφορικής αδενοσίνης (ΑΤΡ) παρέχει επιπρόσθετη ενέργεια. Όλες οι αντιδράσεις 

αυτές της βιοσυνθετικής οδού γίνονται στο κυτταρόπλασµα, αν  και µερικά από τα 

απαραίτητα ένζυµα είναι συνδεδεµένα  µε τις µεµβράνες του ενδοπλασµατικού δικτύου. 

Η ρύθµιση της δραστηριότητας οποιασδήποτε µεταβολικής οδού επιτυγχάνεται συνήθως 

µε τροποποίηση της δραστικότητας ενός συγκεκριµένου ενζύµου, που χαρακτηρίζεται ως 

καθοριστικό για την ταχύτητα της οδού ένζυµο. Η ρύθµιση της βιοσύνθεσης της 

χοληστερόλης γίνεται σε σχετικά πρώιµο στάδιο της συνολικής διαδικασίας µε ένζυµο 

που χρησιµοποιεί ως υπόστρωµά του ένα µόριο µε έξι άτοµα άνθρακα. Η 

αναγωγάσητου3-υδροξυ-3-µεθυλογλουταρυλο-CoA(HMG-CoA αναγωγάση) είναι το 

καθοριστικό για την ταχύτητα της οδού ένζυµο, που καταλύει τη δεσµευµένη αντίδραση 
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η οποία καταλήγει στη σύνθεση µεβαλονικού οξέος. Η σύνθεση της HMG-CoA 

αναγωγάσης στο ήπαρ διεγείρεται κατά τη νηστεία και αναστέλλεται από τη διαιτητική 

πρόσληψη χοληστερόλης .Η δραστικότητα της  HMG-CoA αναγωγάσης ρυθµίζεται µε 

οµοιοπολική τροποποίηση που επάγεται µε µηχανισµό ανατροφοδότησης(feed-back) από 

την ίδια τη χοληστερόλη και από διάφορες ορµόνες που ρυθµίζουν το µεταβολισµό. 

 

 

 

Σχήµα 4. Το µονοπάτι βιοσύνθεσης της χοληστερόλης 
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Το σκουαλένιο είναι ένα γραµµικό µόριο που µπορεί να αναδιπλώνεται ώστε να 

σχ

ια πρωτεΐνη –

φο

.2.2  Ρύθµιση της βιοσύνθεσης της χοληστερόλης

ηµατίσει δακτύλιο. Η συνθάση του σκουαλενίου είναι ένα πολύπλοκο ένζυµο που 

βρίσκεται στο ενδοπλασµατικό δίκτυο και διευκολύνει τη συµπύκνωση δύο µορίων 

πυροφωσφορικού φαρνεσυλίου στα πυροφωσφορικά τους άκρα. Μεσολαβούν αρκετά 

ενδιάµεσα προϊόντα, µε τελικό προϊόν το σκουαλένιο, ένα υδρογονάνθρακα µε 30 άτοµα 

και 6 διπλούς δεσµούς που επιτρέπουν την αναδίπλωση του µορίου ώστε να 

σχηµατίζεται ένας δακτύλιος που µοιάζει µε τον πυρήνα των στεροειδών. 

Τα τελικά στάδια της βιοσύνθεσης της χοληστερόλης γίνονται σε µ

ρέα. Το σκουαλένιο, η λανοστερόλη και όλα τα ενδιάµεσα προϊόντα της οδού 

βιοσύνθεσης της χοληστερόλης είναι υδρόφοβα µόρια. Παρ’ όλα αυτά, οι τελευταίες 

αντιδράσεις της οδού γίνονται σε υδατικό µέσο, επειδή τα ενδιάµεσα προϊόντα από το 

σκουαλένιο και µετά αντιδρούν ενώ παραµένουν συνδεδεµένα την πρωτεΐνη φορέα. 

 

1  

 ρύθµισης της βιοσύνθεσης της 

χο

 

ήπ

υττάριους εστέρες της χοληστερόλης µε 

• ολείµµατα των χυλοµικρών που συνδέονται µε την πρωτεΐνη που 

•  διαµεσολαβείται από τον 

Πολλοί παράγοντες συµµετέχουν στη διεργασία της

ληστερόλης. Υπό φυσιολογικές συνθήκες, υπάρχει µια αντίστροφη σχέση ανάµεσα 

στη διαιτητική πρόσληψη και το ρυθµό βιοσύνθεσης της χοληστερόλης. Αυτή η σχέση 

διασφαλίζει µια σχετικά σταθερή ηµερήσια παροχή χοληστερόλης στον οργανισµό, αλλά 

εξηγεί ταυτόχρονα γιατί ο περιορισµός της διαιτητικής πρόσληψης µπορεί να επιφέρει 

µείωση της τάξης του 15% µόνο  στη συγκέντρωση της κυκλοφορούσας χοληστερόλης. 

Αµέσως µετά την απορρόφηση της χοληστερόλης από το έντερο, µεταφέρεται στο

αρ µε τη µορφή χυλοµικρών. Ταυτόχρονα, η δεξαµενή της χοληστερόλης µεταφέρεται 

στο πλάσµα ως συστατικό διαφόρων λιποπρωτεϊνών. Η χοληστερόλη που βρίσκεται σε 

ελεύθερη µορφή µέσα στα ηπατοκύτταρα µπορεί να προέρχεται από διάφορες δεξαµενές. 

• Από de novo σύνθεση στα κύτταρα 

• Από τους αποθηκευµένους ενδοκ

υδρόλυση 

Από τα υπ

σχετίζεται µε τον υποδοχέα της LDL(LRP) και επιτρέπουν έτσι την είσοδο στο 

κύτταρο χοληστερόλης και εστέρων χοληστερόλης. 

Είσοδο χοληστερόλης στα κύτταρα µέσω της οδού που

υποδοχέα των LDL. Οι LDL συνδέονται µε τον ειδικό για αυτές υποδοχέα στην 

επιφάνεια των ηπατοκυττάρων και εισέρχονται έτσι µέσα στα κύτταρα µε τη 
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µορφή των επενδυµένων µε κλαθρίνη κυστιδίων. Αυτά τα κυστίδια υφίστανται 

κάποια τροποποίηση πριν δράσουν επάνω τους τα λυσοσσωµατικά ένζυµα που 

διαχωρίζουν την LDL από τον υποδοχέα της. Τα ένζυµα αυτά αποσπούν τη 

χοληστερόλη από τις απολιποπρωτεΐνες µε τις οποίες συνδέεται και υδρολύουν 

τους εστέρες της χοληστερόλης προς ελεύθερη χοληστερόλη.  

Κάποια ποσότητα ελεύθερης χοληστερόλης από τις εξωκυττάρ• ιες LDL µπορεί να 

βασικό ρυθµιστικό ένζυµο για τη σύνθεση της 

χολ

ι του ρυθµού σύνθεσης της 

• ίηση των υποδοχέων των LDL, περιορίζοντας έτσι 

•  ρυθµός της ενδοκυττάριας εστεροποίησης της ελεύθερης 

• αροπλασµατική µεµβράνη  

ι  τη 

 

 των επιπέδων της χοληστερόλης 

ττάριων εστέρων της χοληστερόλης από το ένζυµο 

• µατισµός χυλοµικρών 

εισέλθει κατευθείαν στα κύτταρα. 

Η HMG-CoA αναγωγάση είναι το 

ηστερόλης. Η σηµαντική αύξηση της συγκέντρωσης της ενδοκυττάριας 

ελεύθερης χοληστερόλης ενεργοποιεί  4 οδούς ρύθµισης. 

• Προκαλεί µείωση τόσο της δραστικότητας όσο κα

HMG-CoA αναγωγάσης, περιορίζοντας έτσι την περαιτέρω σύνθεση 

χοληστερόλης. Ο ακριβής µηχανισµός µε τον οποίο επιτυγχάνεται αυτό δεν 

έχει διευκρινιστεί, αλλά πιθανόν να περιλαµβάνει την οξυγόνωση της 

χοληστερόλης προς πιο ισχυρούς ενζυµικούς αναστολείς. Όταν ο οργανισµός 

χρειάζεται χοληστερόλη ,το ποσό του mRNA για τον υποδοχέα της LDL 

αυξάνει, και περισσότερος υποδοχέας βρίσκεται πάνω στην κυτταρική 

επιφάνεια. Η κατάσταση αυτή µπορεί να επιτευχθεί µε αναστολή της 

εντερικής απορρόφησης των χολικών αλάτων και µε παρεµπόδιση της 

σύνθεσης χοληστερόλης 

Οδηγεί σε απευαισθητοπο

την οδό εισόδου της χοληστερόλης στα κύτταρα µέσω αυτών των 

υποδοχέων. 

Αυξάνεται ο

χοληστερόλης προς εστέρες χοληστερόλης. 

Η χοληστερόλη διέρχεται µέσα από την κυττ

κα  συνδέεται µε τις HDL, διεργασία που προέρχεται  από

λεκιθίνη/χοληστερόλη ακυλοτρανσφεράση. 

Παράγοντες που συµµετέχουν στη ρύθµιση

• De novo βιοσύνθεση 

• Υδρόλυση των ενδοκυ

υδρολάση των εστέρων της χοληστερόλης. 

∆ιαιτητική πρόσληψη χοληστερόλης και σχη
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• Είσοδος των λιποπρωτεϊνών που περιέχουν χοληστερόλη στα κύτταρα 

• ης χοληστερόλης από τις λιποπρωτεΐνες 

Παράγοντες που µειώνουν τη συγκέντρωση της  ενδοκυττάριας ελεύθερης 

• Αναστολή της βιοσύνθεσης χοληστερόλης 

L 

όλης από την  ακυλο-CoA/ 

• λιποπρωτεΐνες HDL που προάγεται από τη 

• ορµόνες  

αράγοντες που επηρεάζουν τη δραστικότητα της HMG-CoA αναγωγάσης    

• Ενδοκυττάρια συγκέντρωση HMG-CoA αναγωγάσης 

καγόνη, κορτιζόλη 

µέσω ειδικών υποδοχέων 

Άµεση πρόσληψη ελεύθερ

 

χοληστερόλης 

 

• Απευαισθητοποίηση των υποδοχέων της LD

• Ενδοκυττάρια εστεροποίηση της χοληστερ

χοληστερόλη ακυλοτρανσφεράση  

Ενσωµάτωση χοληστερόλης στις 

λεκιθίνη /χοληστερόλη ακυλοτρανσφεράση 

Μετατροπή σε χολικά οξέα ή σε στεροειδείς 

 

Π

 

• Ενδοκυττάρια συγκέντρωση χοληστερόλης 

• Ορµόνες : ινσουλίνη, τρι-ιωδοθυρονίνη, γλυ
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Σχήµα 5. Η τύχη της χοληστερόλης και των χολικών αλάτων στο πεπτικό σύστηµα 

 

1.3  ΛΙΠΙ∆ΙΑ  

Τα κύρια λιπίδια του αίµατος είναι η χοληστερόλη, τα τριγλυκερίδια και τα 

φωσφολιπίδια. Tα λιπίδια κυκλοφορούν στο αίµα χάρη στη σύνδεσή τους µε πρωτεϊνικά 

µόρια τα οποία ονοµάζονται απολιποπρωτεΐνες (apo). H ένωση του λιπιδικού µε το 

πρωτεϊνικό τµήµα αποτελεί τη λιποπρωτεΐνη. Xαρακτηριστικά, οι λιποπρωτεΐνες 

αποτελούνται από ένα κεντρικό πυρήνα που περιέχει εστεροποιηµένη χοληστερόλη  και 

τριγλυκερίδια και ένα περιφερικό δακτύλιο αποτελούµενο από συνάθροιση 

αποπρωτεϊνών, φωσφολιπιδίων και ελεύθερης χοληστερόλης. 

Oι λιποπρωτεΐνες διακρίνονται σε 4 µεγάλες κατηγορίες: Tα χυλοµικρά, οι VLDL 

(πολύ χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες ή προ-β-λιποπρωτεΐνες), οι LDL (χαµηλής 
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πυκνότητας λιποπρωτεΐνες ή β-λιποπρωτεΐνες) και οι HDL (υψηλής πυκνότητας 

λιποπρωτεΐνες ή α-λιποπρωτεΐνες).Η µέτρηση της ολικής χοληστερόλης στον ορό δείχνει 

την ελεύθερη και την εστεροποιηµένη χοληστερόλη που βρίσκονται σε κάθε µία 

λιποπρωτεΐνη. Tο ίδιο ισχύει για τα τριγλυκερίδια και τα φωσφολιπίδια. 

 

1.4 OI KYPIEΣ KATHΓOPIEΣ TΩN ΛIΠOΠPΩTEΪNΩN 

•  Α.Λιποπρωτεΐνες που µεταφέρουν τα  τριγλυκερίδια. 

• Τα χυλοµικρά: Eίναι ευµεγέθη µόρια, αποτελούµενα κατά 85-95% από αµιγή 

τριγλυκερίδια. Συντίθενται στο έντερο µέσω της apo B48, η οποία παράγεται 

τοπικά. Στην κυκλοφορία τα χυλοµικρά εµπλουτίζονται ταχέως και µε άλλες 

απολιποπρωτεΐνες, όπως apo E και apo C (CI, CII, CIII). 

O ρόλος τους είναι να µεταφέρουν τα τριγλυκερίδια της τροφής µετά το γεύµα 

από το έντερο προς τους περιφερικούς ιστούς και το ήπαρ. Tα χυλοµικρά 

µεταβολίζονται σε 2 στάδια: α) Με την υδρόλυση των τριγλυκεριδίων µέσω του 

ειδικού ενζύµου λιποπρωτεϊνική λιπάση (LPL). Tο ένζυµο αυτό επιτρέπει την 

αποθήκευση των τριγλυκεριδίων στο λιπώδη ιστό. β) Με την πρόσληψη των 

προϊόντων διάσπασης των χυλοµικρών, που καλούνται υπολειπόµενα σωµατιδίων 

("remnants"), από το ήπαρ, πιθανώς µέσω ενός ειδικού υποδοχέα 

• VLDL: Eίναι µεγάλα µόρια που αποτελούνται κατά 80-90% από λιπίδια (4/5 από 

τριγλυκερίδια και 1/5 από χοληστερόλη. Παράγονται από το ήπαρ και είναι 

υπεύθυνα για τη µεταφορά των ενδογενών τριγλυκεριδίων. H παραγωγή τους 

διεγείρεται από την αυξηµένη προσφορά ελεύθερων λιπαρών οξέων (E.Λ.O.) στα 

ηπατοκύτταρα. Περιέχουν apoB100, apoE και apoC. Kαταβολίζονται όπως τα 

χυλοµικρά, σε ενδιάµεσης πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (IDL) µέσω του ενζύµου 

LΡL. Oι IDL καταβολίζονται γρήγορα και σε φυσιολογικές συνθήκες 

απουσιάζουν από την ηλεκτροφόρηση των λιποπρωτεϊνών 

• Β. Λιποπρωτεΐνες που µεταφέρουν τη χοληστερόλη. 

• LDL: Eίναι µόρια µεσαίου µεγέθους, πλούσια σε  χοληστερόλη (50%) και 

πρωτεΐνη (25%) κυρίως αποπρωτεΐνη B. Oι LDL αποτελούν, κατά το µεγαλύτερο 

ποσοστό τους, τα προϊόντα καταβολισµού των VLDL. Tο 75% του καταβολισµού 

των LDL γίνεται µέσω των ειδικών LDL υποδοχέων ενώ άλλοι µηχανισµοί 

περιλαµβάνουν καταβολισµό από µη ειδικούς κυτταρικούς υποδοχείς 

("scavenger"receptors). Aποτελούν σηµαντική πηγή χοληστερόλης για τις 
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ανάγκες της στερεοειδογένεσης των ιστών, ενώ η αύξησή τους στο αίµα προκαλεί 

αθηρωµάτωση. 

• HDL: Aποτελούν µόρια µικρής µοριακής µάζας, πλούσια σε αποπρωτεΐνες 

(κυρίως A1 και A2), φωσφολιπίδια και χοληστερόλη και είναι υπεύθυνα για την 

αποµάκρυνση της χοληστερόλης από τους ιστούς προς το ήπαρ. Οι apoA 

αποτελούν πρωτεΐνες που συµµετέχουν, όχι µόνο δοµικά αλλά και λειτουργικά, 

στο µεταβολισµό των HDL. Oι HDL παράγονται και ‘φορτώνονται’ µε λιπίδια 

είτε απευθείας από το ήπαρ και το έντερο είτε έµµεσα κατόπιν µεταφοράς 

λιπιδίων και αποπρωτεϊνών κατά τη διάρκεια της λιπόλυσης των χυλοµικρών και 

VLDL. 

Aνάλογα µε το βαθµό "ωρίµανσης" των HDL διακρίνουµε τις πρωτογενείς 

("nascent") HDL, τις HDL3 και τις HDL2. Oι HDL2, πλούσιες σε apoA1, 

µεταφέρουν µεγαλύτερες ποσότητες εστεροποιηµένης χοληστερόλης και είναι οι κατ' 

εξοχήν αντιαθηρωγόνες λιποπρωτεΐνες. Ο καταβολισµός των HDL δεν είναι απόλυτα 

διευκρινισµένος.  

 

• Λιποπρωτεΐνη (α) LP(α) 

 

     Είναι µια λιποπρωτεΐνη η οποία παρουσιάζει φυσικοχηµικές ιδιότητες παρόµοιες 

µε την LDL αλλά περιέχει επιπλέον µια ειδική γλυκοπρωτεΐνη, την αποπρωτεΐνη (α). 

H αποπρωτεΐνη (α) έχει 6 ισόµορφα, τα οποία καθορίζονται γενετικά, ενώ η δοµή της 

εµφανίζει ισχυρή οµολογία µε το µόριο του πλασµινογόνου. Ο φυσιολογικός ρόλος 

της λιποπρωτεΐνης (α) δεν έχει διευκρινισθεί, όµως φαίνεται να συµµετέχει στην 

επούλωση των τραυµάτων µε την παροχή χοληστερόλης για τη σύνθεση µεµβρανών 

και την προαγωγή της αγγειογένεσης τοπικά. Είναι πιθανό ότι η αυξηµένη LP(α) 

αποτελεί παράγοντα αγγειακού κινδύνου διότι κατά το 1/3 καταβολίζεται από τους 

µη ειδικούς υποδοχείς ("scavenger receptors") και οξειδώνεται. H έκφραση της LP(α) 

καθορίζεται γενετικά έλεγχο και αξίζει να τονισθεί ότι τα επίπεδά της δεν 

επηρεάζονται από τη συµβατική διαιτητική θεραπεία. 
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1.4.1 METABOΛIΣMOΣ TΩN ΛIΠOΠPΩTEΪNΩN 

 

1. Xυλοµικρά 

 

   Tα χυλοµικρά συντίθενται στα επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου και η σύστασή 

τους περιλαµβάνει κατά πρώτο λόγο (95%) τα τριγλυκερίδια της τροφής και κατά 

δεύτερο (2%) τη χοληστερόλη και τα φωσφολιπίδια. Tο πρωτεϊνικό τµήµα των 

χυλοµικρών (κυρίως apoB48) σχηµατίζεται στα εντερικά κύτταρα. Tα σχηµατισµένα 

χυλοµικρά διαπερνούν τη βασική µεµβράνη, εισέρχονται στα λεµφικά αγγεία (θωρακικός 

πόρος) και στη συνέχεια κυκλοφορούν στο αίµα όπου εµπλουτίζονται από πρωτεΐνες 

µέσω µεταφοράς από τις HDL (apo C και apoE). H παραµονή τους στην κυκλοφορία 

διαρκεί µικρό χρονικό διάστηµα. O καταβολισµός των χυλοµικρών συνεπάγεται ταχεία 

παροχή τριγλυκεριδίων, δηλαδή ενέργειας, στους ιστούς. Όλοι οι ιστοί, πλην του 

εγκεφάλου, διαθέτουν λιποπρωτεϊνική λιπάση και κατά συνέπεια µπορούν να 

προσλαµβάνουν τα τριγλυκερίδια των χυλοµικρών. Περίπου 80% των εξωγενών 

τριγλυκεριδίων προσλαµβάνονται από το λιπώδη και το µυϊκό ιστό και 20% από τους 

άλλους ιστούς. H προοδευτική "απολιπιδίωση" των χυλοµικρών οδηγεί στο σχηµατισµό 

των υπολειπόµενων σωµατιδίων (remnants), τα οποία είναι σωµατίδια εµπλουτισµένα σε 

εστεροποιηµένη χοληστερόλη και apoB. Αυτά, λόγω της σύστασής τους καταβολίζονται 

ευκολότερα απ' ότι τα χυλοµικρά, µέσω του ήπατος από τους LRP υποδοχείς. 

 

2. Ο µεταβολισµός  των VLDL 

 

     Oι VLDL µεταφέρουν τα ενδογενή τριγλυκερίδια προς τους ιστούς, αλλά σε 

αντίθεση µε τα χυλοµικρά που καταβολίζονται άµεσα, αυτές µετατρέπονται κυρίως σε 

LDL. Aρχικά, οι VLDL υδρολύονται από την LPL, απελευθερώνοντας τριγλυκερίδια και 

ελεύθερα λιπαρά οξέα και το παραµένων µόριο αποτελεί τα υπολειπόµενα σωµατίδια 

των VLDL (IDL). Kατά τη µετατροπή αυτή συµβαίνουν σηµαντικές ανακατανοµές 

λιπιδίων οι οποίες επηρεάζουν όλες τις λιποπρωτεΐνες. Tα µόρια VLDL, χάνοντας µέρος 

των τριγλυκεριδίων µέσω της LPL, ελαττώνονται σε µέγεθος και σταδιακά αποδίδουν τα 

λιπίδια της επιφάνειάς τους (κυρίως φωσφολιπίδια) για το σχηµατισµό των πρωτογενών 

("nascent") HDL. Tαυτόχρονα, µεταφέρονται τριγλυκερίδια από τις VLDL προς τις HDL 

ενώ µεταφέρεται χοληστερόλη από τις HDL προς τις VLDL. Oι ανταλλαγές αυτές 

γίνονται µέσω ενός ενζύµου του Μεταφορέα του Εστέρα της Χοληστερόλης (CETP). 
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Aποτέλεσµα των ανταλλαγών αυτών είναι ο σχηµατισµός των IDL, οι οποίες είναι 

πλούσιες σε χοληστερόλη , apoB και apoE. Mέρος των ΙDL χάνεται µέσω των 

υποδοχέων LRP, ενώ το υπόλοιπο µετατρέπεται σε LDL µέσω της ηπατικής λιπάσης. 

Συνολικά, το 50% περίπου των VLDL µετατρέπεται τελικά σε LDL. 

 

 3. O µεταβολισµός των LDL 

 

   H παραγωγή των LDL γίνεται είτε απευθείας από το ήπαρ, είτε µέσω 

καταβολισµού από τις VLDL, όπως προαναφέρθηκε. Στην τελευταία αυτή µετατροπή ο 

ρόλος της ηπατικής λιπάσης είναι σηµαντικός. H παραγωγή των LDL από τις VLDL 

υπόκειται σε πολύπλοκη ρύθµιση όπου έχουµε ανασχηµατισµό των µορίων µέσω 

ανταλλαγών λιπιδίων. Tο µέγεθος και η πυκνότητα των VLDL προσδιορίζει σε µεγάλο 

βαθµό την ποιότητα των LDL. Για παράδειγµα, οι µεγάλες VLDL "απολιπιδιώνονται" σε 

µεγάλο βαθµό µέσω της  Ηπατικής Λιπάσης (HL) και οι σχηµατιζόµενες LDL είναι 

µικρές σε µέγεθος και πυκνές.       

O φυσιολογικός καταβολισµός των LDL γίνεται µέσω των ειδικών LDL 

υποδοχέων, σε ποσοστό 75%. Το ήµισυ του καταβολισµού αυτού γίνεται µέσω του 

ήπατος, το οποίο είναι υπεύθυνο για τη ρύθµιση του µεταβολισµού της χοληστερόλης 

γενικότερα. Σε ένα 25% οι LDL καταβολίζονται µέσω των ειδικών υποδοχέων οι οποίοι 

βρίσκονται κυρίως στα µακροφάγα και ονοµάζονται ‘καθαριστές’ (scavenger) υποδοχείς. 

Oι  πληθυσµοί της LDL που καταβολίζονται µέσω αυτών των υποδοχέων είναι πιο 

επιρρεπείς σε οξείδωση και κατά συνέπεια σε πρόκληση αθηρωµάτωσης. Οι µικρές -

πυκνές LDL ακολουθούν το µεταβολικό αυτό δρόµο γι' αυτό θεωρούνται αθηρωγόνες. H 

σύνδεση των LDL στους υποδοχείς γίνεται µέσω της apoB και apoE. η  τελευταία  όµως 

συνδέεται  πιο έντονα στον υποδοχέα.  Συνολικά υπάρχουν περί τους 100.000 υποδοχείς. 

  H χοληστερόλη που απελευθερώνεται µέσα στο κύτταρο µετά τη σύνδεση των 

LDL µε τον υποδοχέα, ασκεί αρνητική ρυθµιστική δράση που έχει ως αποτέλεσµα την 

αποφυγή συσσώρευσης χοληστερόλης. H δράση αυτή ασκείται στο ένζυµο υδροξυ-

µεθυλ- συνένζυµο A (HMG-CoA) αναγωγάση, το οποίο είναι το ένζυµο-κλειδί της 

ενδοκυττάριας σύνθεσης χοληστερόλης. Eπίσης, η ενδοκυττάρια  χοληστερόλη 

αναστέλλει τη σύνθεση των υποδοχέων LDL οπότε ελαττώνεται η είσοδος της 

χοληστερόλης. Tο σύστηµα αυτό συντονίζει τη σχέση ενδογενούς- εξωγενούς 

χοληστερόλης ώστε να υπάρχει σταθερή διαθεσιµότητα χοληστερόλης στο κύτταρο. Σε 

ορισµένους ιστούς όπου η ανάγκη για χοληστερόλη είναι ιδιαίτερα σηµαντική όπως στα 
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επινεφρίδια, ο αριθµός των LDL υποδοχέων είναι µεγάλος. Η µερική ή πλήρης έλλειψη 

των υποδοχέων LDL όπως  και η παρουσία ‘ελαττωµατικών’ υποδοχέων  είναι 

υπεύθυνες για τη λεγόµενη οικογενειακή υπερχοληστερολαιµία. 

 

  

4. Ο µεταβολισµός των HDL (και το σύστηµα της ανάστροφης µεταφοράς 

χοληστερόλης) 

 

  Αρχικά, οι HDL παράγονται, κυρίως από το ήπαρ και το έντερο, ως 

"πρωτογενείς" HDL και έχουν µορφή δισκοεϊδών µορίων. Oι HDL αυτές είναι οι αρχικοί 

αποδέκτες της περίσσειας ελεύθερης χοληστερόλης από την επιφάνεια της κυτταρικής 

µεµβράνης την οποία µεταφέρουν προς το ήπαρ. Αυτή η ελεύθερη χοληστερόλη 

εστεροποιείται από το ένζυµο Λεκιθινο-χοληστερολο-ακυλοτρανσφεράση (LCAT), 

εισέρχεται στον πυρήνα της λιποπρωτεΐνης και σταδιακά οι δισκοειδείς πρωτογενείς 

HDL µετατρέπονται σε σφαιρικές HDL (HDL3). H διαδικασία αυτή συνεχιζόµενη 

οδηγεί σε προοδευτική αύξηση των µορίων HDL, τα οποία εµπλουτιζόµενα σε 

χοληστερόλη µετατρέπονται τελικά σε HDL2. Oι HDL2 θεωρούνται κατ' εξοχήν 

αντιαθηρωγόνες  λιποπρωτεΐνες  διότι αποδοµούν µεγάλη ποσότητα χοληστερόλης προς 

το ήπαρ. 

 

     Eκτός της απευθείας µεταφοράς χοληστερόλης προς το ήπαρ, οι HDL 

χρησιµεύουν στην ανακατανοµή λιπιδίων µεταξύ των λιποπρωτεϊνών. Μέσω της 

πρωτεΐνης ‘Μεταφορέα του εστέρα της χοληστερόλης’ (CETP), εστέρες χοληστερόλης 

µεταφέρονται από τις HDL2 προς VLDL, IDL και υπολειπόµενα σωµάτια (remnants) και 

στη συνέχεια η χοληστερόλη αυτή καταβολίζεται µέσω των ανάλογων υποδοχέων. 

Ταυτόχρονα, η CETP µεταφέρει τριγλυκερίδια προς τις HDL2. Oι σχηµατιζόµενοι HDL2 

εµπλουτίζονται σε τριγλυκερίδια τα οποία υδρολύονται από την ηπατική λιπάση η οποία 

κατ' αυτόν τον τρόπο µετατρέπει τις HDL2 σε HDL3. Oι HDL3 αποτελούν αποδέκτες 

χοληστερόλης και το αποτέλεσµα είναι να επαναλαµβάνεται συνεχώς ο κύκλος HDL2-

HDL3. Oι παραπάνω µηχανισµοί αποτελούν το σύστηµα της ανάστροφης µεταφοράς 

χοληστερόλης, το οποίο είναι κατ' εξοχήν αντιαθηρωγόνο, διότι αποµακρύνει τη 

χοληστερόλη  από το αρτηριακό τοίχωµα.  

    O καταβολισµός των HDL δεν είναι απόλυτα διευκρινισµένος. Tα κύρια όργανα 

που προσλαµβάνουν και µεταβολίζουν τις HDL είναι το ήπαρ, τα επινεφρίδια, οι όρχεις 
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και οι ωοθήκες. Αξίζει να τονισθεί ότι οι HDL προσφέρουν µεγαλύτερη ποσότητα 

χοληστερόλης για στεροειδογένεση απ' ότι οι LDL. Πρόσφατα, αποµονώθηκε ο 

‘καθαριστής’(scavenger) υποδοχέας SR-BI ο οποίος εκφράζεται στα όργανα 

καταβολισµού των HDL. H HDL συνδεόµενη στον υποδοχέα αυτόν δεν αποδοµείται, 

αλλά απλώς µεταφέρει χοληστερόλη προς τα κύτταρα στόχους. 

 

1.4.2  OΙ ΑΠΟΛΙΠΟΠΡΩΤΕΪΝΕΣ

 

  Aποτελούν το πρωτεϊνικό τµήµα της λιποπρωτεΐνης. Eκτός του δοµικού ρόλου 

χρησιµεύουν στην αναγνώριση των λιποπρωτεϊνών από τον υποδοχέα και ως 

ενεργοποιητές ή αναστολείς ενζύµων. Oι κύριες αποπρωτεΐνες είναι η apoA1, apoB, 

apoCII και apoE. 

 

ApoA1: Συντίθεται στο ήπαρ και το έντερο και η παραγωγή της διεγείρεται από τα 

οιστρογόνα. H apoA1 ενεργοποιεί το ένζυµο LCAT το οποίο επιτρέπει την εστεροποίηση 

της χοληστερόλης εντός των HDL. Aπαντάται κυρίως στις πρωτογενείς HDL και στις 

HDL2 και παίζει ουσιώδη ρόλο στην ανάστροφη µεταφορά χοληστερόλης. Eίναι η κατ' 

εξοχήν αντιαθηρωγόνος απολιποπρωτεΐνη. Tο υπεύθυνο γονίδιο της σύνθεσής της 

βρίσκεται στο χρωµόσωµα 11. 

 

Apo B: Aποτελείται από την apo B48 (χυλοµικρά) και apoB100 (VLDL, IDL, LDL). H 

apo B48 συντίθεται στο έντερο ενώ η apo B100 στο ήπαρ. Aυτή η τελευταία είναι 

απαραίτητη για την ηπατική σύνθεση των VLDL ενώ στη συνέχεια µεταφέρεται 

αναλλοίωτη στις VLDL, IDL και LDL. H apo B100 αποτελεί το 90% των αποπρωτεϊνών 

των LDL και γι' αυτό υπάρχει απόλυτη συσχέτιση µεταξύ LDL και apoB. Aναγνωρίζεται 

από τον ειδικό υποδοχέα B-E ο οποίος βρίσκεται στην κυτταρική µεµβράνη και είναι 

υπεύθυνη για τον καταβολισµό των LDL. Tο γονίδιο της apoB βρίσκεται στο 

χρωµόσωµα 2. 

 

Apo CII: Aνήκει στην κατηγορία των apoC η οποία περιλαµβάνει 3 ισοπρωτεΐνες (CI, 

CII, CIII). Kύρια δράση της apo CII είναι η διέγερση της λιποπρωτεϊνικής λιπάσης. Eπί 

απουσίας της παρατηρείται το σύνδροµο υπερχυλοµικροναιµίας. Tο υπεύθυνο γονίδιο 

της apo CII βρίσκεται στο χρωµόσωµα 19.  
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Apo E: Kυκλοφορεί σε 3 ισόµορφα (E2, E3, E4) που διαφέρουν ανάλογα µε την 

παρουσία κυστεΐνης ή αργινίνης στις θέσεις 112 και 152. Tα ισόµορφα αυτά 

καθορίζονται γενετικά από ένα σύστηµα 3 αλληλόµορφων γονιδίων  που βρίσκονται 

στον ίδιο επίτοπο. Kατ' αυτόν τον τρόπο προκύπτουν 6 διαφορετικοί φαινότυποι, 3 

οµοζυγώτες (E2-E2, E3-E3, E4-E4) και 3 ετεροζυγώτες (E3-E2, E4-E3, E4-E2). H 

σύνδεση των ισόµορφων µε τον υποδοχέα B-E ποικίλλει. Tα ισόµορφα E3 και E4 

συνδέονται φυσιολογικά ενώ η σύνδεση του E2 µειονεκτεί. H διαταραγµένη αυτή 

σύνδεση προκαλεί τη διαταραχή του καταβολισµού κυρίως των IDL και κατά συνέπεια 

τα άτοµα µε φαινότυπο E2/E2 έχουν προδιάθεση για εµφάνιση υπερλιπιδαιµίας.  

 

Πίνακας 1.  Οι αποπρωτεΐνες και οι κύριες λειτουργίες τους. 

Aπολιποπρωτεΐνη Kύρια λιποπρωτεΐνη Kύρια λειτουργία 

ApoAI  HDL 
∆οµική πρωτεΐνη των HDL 

Ενεργοποίηση της LCAT 

APoAII  HDL 
∆οµική πρωτεΐνη των HDL

Eνεργοποίηση ηπατικής λιπάσης 

ApoAIV  HDL, χυλοµικρά Eνεργοποίηση LPL και LCAT 

ApoB100 VLDL, IDL, LDL 
∆οµική πρωτεΐνη των VLDL, LDL

Σύνδεση µε LDL υποδοχείς 

ApoB48 Xυλοµικρά, remnants  ∆οµική πρωτεΐνη χυλοµικρών 

ApoCII  Xυλοµικρά, VLDL Kύριο συνένζυµο για LPL 

ApoCIII  
Xυλοµικρά, VLDL, 

HDL  

Aναστολέας σύνδεσης στους LDL 

υποδοχείς 

ApoE 
Remnants, VLDL, LDL, 

HDL  

Σύνδεση µε LDL υποδοχέα, σύνδεση µε 

υποδοχέα LRP 

Apo(α)  LP(α)  

∆οµική πρωτεΐνη για LP(α)

Aναστολέας της ενεργοποίησης του 

πλασµινογόνου 
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1.4.3   TA ENZYMA 

 

H λιποπρωτεϊνική λιπάση 

     Είναι το ένζυµο κλειδί της κατανοµής τριγλυκεριδίων στους ιστούς. 

Yδρολύει τα τριγλυκερίδια των χυλοµικρών και των VLDL, τις οποίες µετατρέπει 

σε υπολειπόµενα σωµατίδια, απελευθερώνοντας µονογλυκερίδια και ελεύθερα 

λιπαρά οξέα. Η πλήρης έλλειψη του ενζύµου δηµιουργεί υπερχυλοµικροναιµία, 

ενώ µερική έλλειψη προκαλεί µικτή υπερλιπιδαιµία ή υπετριγλυκεριδαιµία. 

Παρουσιάζει µεγάλη δοµική οµολογία µε την ηπατική και παγκρεατική λιπάση όχι 

όµως και µε την ορµονοευαίσθητη λιπάση του λιπώδους ιστού, της οποίας ο ρόλος 

είναι να ελευθερώνει λιπαρά οξέα µόνο από τα λιποκύτταρα. H LΡL βρίσκεται σε 

όλους τους ιστούς, πλην του εγκεφάλου, έχει βραχεία ηµίσεια ζωή και 

χρησιµοποιεί ως συνένζυµο την apo CII.  

       H ρύθµιση της LΡL διαφέρει ανάλογα µε τον ιστό που τη χρησιµοποιεί 

και την εκάστοτε διατροφική κατάσταση. Kατά τη διάρκεια της νηστείας, 

παρατηρείται αυξηµένη LΡL των µυών και χαµηλή του λιπώδους ιστού έτσι ώστε 

τα τριγλυκερίδια να κατευθύνονται προς τους µύες, οι οποίοι τα χρησιµοποιούν ως 

καύσιµο. Kατά τη µεταγευµατική περίοδο όπου δεν υπάρχει άµεση ενεργειακή 

ανάγκη, αυξάνει η LΡL του λιπώδους ιστού µε σκοπό την αποθήκευση των 

τριγλυκεριδίων της τροφής. H ινσουλίνη είναι η ορµόνη που κυρίως ρυθµίζει 

(αυξάνει) τη δράση της LΡL ενώ παράγοντες που αναστέλλουν τη δράση της είναι 

ο ‘Παράγοντας Νέκρωσης Όγκων’( tumor necrosis factor ή TNF), η ιντερλευκίνη 1 

(IL1) και η apoCII. H LΡL απελευθερώνεται από τα τριχοειδή των αγγείων στο 

πλάσµα µε την επίδραση της ηπαρίνης.  

 

 

H ηπατική λιπάση (HL) 

 

   Παράγεται και δρα κυρίως στο ήπαρ, µεταφέρεται όµως και ασκεί 

επικουρική δράση στα τριχοειδή των επινεφριδίων, ωοθηκών και όρχεων. 

Yδρολύει τα τριγλυκερίδια των λιποπρωτεϊνών και είναι κύρια υπεύθυνη για τη 

µετατροπή των IDL σε LDL και των HDL2 σε HDL3. Tα αυξηµένα επίπεδα της 
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HL που παρατηρούνται στην παχυσαρκία και τα σύνδροµα ινσουλινοαντίστασης 

είναι υπεύθυνα για την ελάττωση της HDL στα σύνδροµα αυτά. 

H ηπατική λιπάση διαφέρει από την LΡL διότι δεν χρησιµοποιεί την apoCII ως 

συνένζυµο και διότι δεν υπάρχει σε όλους τους ιστούς. 

 

H λεκιθίνο- χολοστερολο-ακυλοτρανσφεράση (LCAT) 

 

   Eίναι γλυκοπρωτεΐνη που παράγεται στο ήπαρ και ενσωµατώνεται στις 

HDL. Eστεροποιεί την ελεύθερη χοληστερόλη που βρίσκεται στην επιφάνεια των 

HDL και σταδιακά η εστεροποιηµένη αυτή χοληστερόλη διεισδύει στον πυρήνα 

της λιποπρωτεΐνης. Με αυτό τον τρόπο το ένζυµο βοηθάει στη σταδιακή µεταφορά 

από τους ιστούς προς το ήπαρ προοδευτικά µεγαλύτερης ποσότητας 

χοληστερόλης. H apoA1 διεγείρει τη δράση της LCAT. 

 

H  πρωτεΐνη  (CETP) 

 

   Συµβάλλει στη µεταφορά εστέρων χοληστερόλης από τις HDL προς τις 

χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες κυρίως τις VLDL, IDL και remnants. 

Ταυτόχρονα, µεταφέρονται τριγλυκερίδια από τις παραπάνω λιποπρωτεΐνες προς 

τις HDL. H πρωτεΐνη CETP παίζει κύριο ρόλο στην ανακατανοµή των λιπιδίων 

µεταξύ των λιποπρωτεϊνών και η παρουσία της επηρεάζει ιδιαίτερα το 

µεταβολισµό των HDL. Eίναι πιθανό ότι η CETP παίζει ρόλο στη διαδικασία της 

αθηρωµάτωσης. 

 

1.4.4 ΟΙ ΥΠΟ∆ΟΧΕΙΣ TΩΝ ΛIΠOΠPΩTEΪNΩN 

 

• Oι LDL υποδοχείς:  

 Ο υποδοχέας LDL επιτρέπει τη µεταφορά της χοληστερόλης στα κύτταρα 

των ιστών µέσω ενός µηχανισµού ο οποίος επηρεάζει όλη την οµοιόσταση της 

χοληστερόλης. O υποδοχέας εκτός των LDL αναγνωρίζει και άλλες 

λιποπρωτεΐνες που φέρουν apoB και apoE δηλαδή χυλοµικρά, υπολειπόµενα 

σωµάτια (remnants), VDL και IDL και για αυτό ονοµάζεται υποδοχέας B-E. Oι 

HDL δεν αναγνωρίζονται γενικά από τον υποδοχέα. O υποδοχέας LDL είναι µια 

γλυκοπρωτεΐνη που χαρακτηρίζεται από 5 διακριτούς επιτόπιους οι οποίοι 
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καθορίζουν τη βιολογική δραστηριότητα της πρωτεΐνης. H σύνθεση του 

υποδοχέα γίνεται στο ενδοπλασµατικό δίκτυο και το υπεύθυνο γονίδιο βρίσκεται 

στο χρωµόσωµα 19. 

 

• LDL receptor-related protein (LRP).  

Aποτελεί ξεχωριστό υποδοχέα της κυτταρικής µεµβράνης, ο οποίος 

εκφράζεται κυρίως στο ηπατοκύτταρο. Aναγνωρίζει και συνδέει τις 

λιποπρωτεΐνες που είναι πλούσιες σε apoE δηλαδή τα υπολειπόµενα σωµατίδια 

των χυλοµικρών και των VLDL, όχι όµως και τις LDL. 

 

• HDL υποδοχέας: 

Ο µεταβολισµός των HDL παρέµενε αδιευκρίνιστος µέχρι πρόσφατα. Tο 

1996 η οµάδα του Krieger αποµόνωσαν έναν scavenger υποδοχέα SR-BΙ ο οποίος 

φαίνεται ότι συνδέει και καταβολίζει τις HDL. H σύνδεση της HDL στον 

υποδοχέα επιτρέπει την πρόσληψη της χοληστερόλης HDL στα κύτταρα στόχος - 

κυρίως ήπαρ, επινεφρίδια, όρχεις, ωοθήκες. Πιθανόν όµως να υπάρχουν και άλλοι 

υποδοχείς καταβολισµού των HDL. 

 

1.5 ΟΡΜΟΝΙΚΟΙ ΠΥΡΗΝΙΚΟΙ ΥΠΟ∆ΟΧΕΙΣ 

Οι υποδοχείς είναι πρωτεΐνες οι οποίες συνδέονται µε τα µόρια – αγγελιοφόρους  

φυσιολογικών µηνυµάτων. Η αλληλεπίδραση είναι πάντα εξειδικευµένη και ακολουθεί 

τους κανόνες των κλασσικών αλληλεπιδράσεων µεταξύ των πρωτεϊνών και δεσµευτών 

(ligands). Οι δεσµευτές των υποδοχέων µπορεί να ανήκουν σε οποιαδήποτε κατηγορία 

ενώσεων (ιόντα, υδατάνθρακες, αµινοξέα, πρωτεΐνες, λιποειδή, ορµόνες κλπ).  

       Άλλοι υποδοχείς είναι καθηλωµένοι σε µεµβράνες οπότε οι δεσµευτές των 

υποδοχέων αυτών είναι υδρόφιλες ουσίες, οι οποίες δεν µπορούν να διαπεράσουν την 

µεµβράνη διότι αλληλεπιδρούν υποχρεωτικά µε τους υποδοχείς τους προκειµένου να 

διαπεράσουν το λιπιδικό φράγµα ή προκειµένου να επηρεάσουν το εσωτερικό του 

κυττάρου µε κάποιο µηχανισµό, χωρίς οι ίδιοι οι δεσµευτές να χρειάζεται να µπουν µέσα 

στο κύτταρο ή στο υποκυτταρικό οργανίδιο. Αντίθετα, οι υδρόφοβες ενώσεις – µηνύµατα 

(π.χ. οι στεροειδείς ορµόνες) δε χρειάζεται να έχουν τους υποδοχείς τους στην επιφάνεια 

των µεµβρανών επειδή µπορούν εύκολα να περάσουν µέσα στο κύτταρο. Οι υποδοχείς 

των ενώσεων αυτών είναι ενδοκυτταρικοί.  
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Οι πυρηνικοί υποδοχείς παρέχουν τη δυνατότητα στους ευκαρυωτικούς 

οργανισµούς να ελέγχουν άµεσα την έκφραση γονιδίων, ανταποκρινόµενοι σε 

εξωκυτταρικά µηνύµατα. Η δράση των υποδοχέων µπορεί να ρυθµιστεί µέσω τριών 

τουλάχιστον µηχανισµών (σχήµα 2): 1). Με σύνδεση ενός µικρού λιπόφιλου δεσµευτή 

στον υποδοχέα 2). Με οµοιοπολική τροποποίηση, που συνήθως πραγµατοποιείται µε 

φωσφορυλίωση του υποδοχέα, και 3). Μέσω πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων µε άλλους 

παράγοντες µεταγραφής συµπεριλαµβανοµένων και πυρηνικών υποδοχέων. Και οι τρεις 

µηχανισµοί µπορούν να δρουν ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό για να διαµορφώσουν µια 

συγκεκριµένη δράση. 

  
Σχήµα 6. Η δράση των υποδοχέων µέσα στο κύτταρο 

 

Η χοληστερόλη είναι απαραίτητη  δοµικό συστατικό των κυτταρικών µεµβρανών, 

για    τη βιοσύνθεση των στεροειδών ορµονών, της βιταµίνης D και των χολικών οξέων. 

 Ωστόσο, η αυξηµένη ποσότητα χοληστερόλης στον οργανισµό µπορεί να οδηγήσει σε 

ασθένειες όπως η υπερχοληστεριναιµία, ηαθηροσκλήρυνση και ο σχηµατισµός 

χολόλιθων. Ο µεταβολισµός της χοληστερόλης σε χολικά οξέα αντιπροσωπεύει το κύριο 

µονοπάτι αποβολής της από το σώµα και αντιπροσωπεύει  περίπου τη µισή από την 

καθηµερινή απέκκρισής της. Τα επίπεδα της εξωγενούς και της ενδογενούς 

χοληστερόλης στο συκώτι διατηρούνται σταθερά, σε ένα στενό εύρος συγκεντρώσεων 

,µέσω  κυρίως µεταγραφικών µηχανισµών.  
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Σχήµα 7. Σχηµατική παράσταση των παραγόντων µεταγραφής που εµπλέκονται στη ρύθµιση της 

οµοιόστασης της χοληστερόλης στα ηπατοκύτταρα. 
LRH= liver receptor homolog= οµόλογος υποδοχέας του συκωτιού 

LXR = liver X receptor= υποδοχέας Χ συκωτιού 

FXR = farnesoid X receptor= φαρνεζόλη Χ υποδοχέας 

 

   Οι SREBP (sterol response element-bilding proteins) είναι µια οικογένεια 

οµόλογων πρωτεϊνών που δρουν ως παράγοντες µεταγραφής και κωδικοποιούν ένζυµα 

τα οποία συντελούν στην καταστολή του ενζύµου HMG-CoA αναγωγάση, µε 

αποτέλεσµα την παρεµπόδιση της σύνθεσης και τη συνεπαγόµενη πτώση των επιπέδων 

της χοληστερόλης. Ένα εξειδικευµένο ηπατικό κυτόχρωµα Ρ450, το CYP7Α1, καταλύει 

το πρώτο και καθοριστικό βήµα για τη µετατροπή της χοληστερόλης σε χολικά οξέα. Η 

έκφραση της CYP7Α1 και κατά συνέπεια η βιοσύνθεση των χολικών οξέων υπόκειται σε 

 
δίαιτα βιοσύνθεση 

χοληστερόλη οξυστερόλες 

SREBP 

 

LXR 

χολικά οξέα 

+ LRH 
SHP       - 

+ 

FXR 
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ρύθµιση που περιλαµβάνει τη δράση µιας σειράς από πυρηνικούς ορµονικούς υποδοχείς. 

(Lehmann et al., 1997; Stroup et al., 1997; Chiang,1998; Peet et al., 1998; Nitta et al., 

1999; Russell,1999; Stroup and Chiang, 2000). 

 

     Τα χολικά οξέα και οι οξυστερόλες, προϊόντα οξείδωσης της πλεονάζουσας 

χοληστερόλης, δρουν ως σήµατα που ρυθµίζουν την ενεργότητα ενός αριθµού 

παραγόντων µεταγραφής, επάγοντας ή καταστέλλοντας τη µεταγραφή του ενζύµου 

CYP7Α1. Οι οξυστερόλες ενεργοποιούν τον πυρηνικό υποδοχέα LXR, ο οποίος επάγει 

τη βιοσύνθεση των χολικών οξέων. Η αυξηµένη συγκέντρωση χολικών οξέων 

αναγνωρίζεται από τον πυρηνικό υποδοχέα FXR, ο οποίος αναστέλει τη βιοσύνθεση των 

χολικών οξέων.  

      Τα LRH και SHP είναι ορφανοί πυρηνικοί υποδοχείς, οι οποίοι εµπλέκονται στην 

ενεργοποίηση και αναστολή αντίστοιχα της µετατροπής της χοληστερόλης σε χολικά 

οξέα. Έχει επικρατήσει η ονοµασία ορφανοί πυρηνικοί υποδοχείς για εκείνους τους 

υποδοχείς που η ανακάλυψη τους προηγείται του προσδιορισµού του δεσµευτή  τους.  

Πρόσφατα ανακαλύφθηκαν τα 5 στάδια όπου δραστηριοποιούνται οι ορφανοί πυρηνικοί 

υποδοχείς . 
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Σχήµα 8. Οι πέντε περιοχές που πρόσφατα ανακαλύφτηκαν για την δραστηριότητα των ορφανών  
πυρηνικών υποδοχέων και είναι διευκρινισµένες µε   µαύρο χρώµα  για την LXR, µε  γκρίζο  για FXR, και  
µε λευκό  για τους άλλους πυρηνικούς υποδοχείς που λαµβάνουν µέρος στην όλη διαδικασία της 
εντεροηπατικής κυκλοφορίας. Μετά από τη δέσµευση του ligand από την οξυστερόλη για την LXR ή από 
τα χολικά οξέα για την  FXR, το µοριακό γενετικό σήµα ενισχύεται ή καταστέλλεται από  τους ορµονικούς 
πυρηνικούς  υποδοχείς. Με το παραπάνω σχήµα εξηγείται  ο τρόπος µε τον οποίο αυτοί οι πυρηνικοί 
υποδοχείς συντονίζονται για να αυξήσουν ή να µειώσουν τη δράση  των γονιδίων-στόχων για κάθε µια από 
αυτές τις περιοχές . 
LRH= liver receptor homolog= οµόλογος υποδοχέας του συκωτιού/ LXR = liver X receptor= υποδοχέας Χ 
συκωτιού/ CYP7A1 = cholesterol 7-hydroxylase= στερόλη 7α-υδροξυλάση/HNF-4=hepatocyte nuclear factor 
=ηπατοκυτταρικός ορµονικός παράγοντας/IBABP = ileal bile acid–binding protein=ειλεϊκά χολικά οξέα –που 
δεσµεύουν πρωτεΐνη  /IBAT = ileal bile-acid transporter= ειλεϊκά χολικά οξέα µεταφορείς/LDL =low-density 
lipoprotein= χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη/LPL = lipoprotein lipase=λιποπρωτεϊνική λιπάση/LXR = liver 
X receptor= υποδοχέας Χ συκωτιού/OATP = organic anion transporter=οργανικό µεταφέρον ανιόν/PLTP = 
phospholipid transfer protein=φωσφολιπιδική µεταφέρουσα πρωτεΐνη /SHP =short heterodimer partner=µικρός 
ετεροδιµερούς συνεργάτης/SREBP = sterol response element–binding protein=στερόλη απάντηση στοιχείου –
που δεσµεύει πρωτεΐνη  

 

 

Η µεταφορά της χοληστερόλης προς το συκώτι εξυπηρετείται από τις ανταλλαγές 

λιπιδίων µεταξύ των λιποπρωτεϊνών, τη δραστηριότητα των από-λιποπρωτεϊνών   και την 
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εκροή της χοληστερόλης  από τα µακροφάγα κύτταρα. Ο πυρηνικός ορµονικός 

υποδοχέας  LXR  αρχίζει αυτή τη γονιδιακή ρύθµιση µε τις µεταφέρουσες ABC A1-G1 

πρωτεΐνες, την apoE αποπρωτεΐνη και τη λιποπρωτεϊνική λιπάση (LPL) ενώ η FXR 

αρχίζει αυτή τη ρύθµιση µε την apoC και την apoA1. Η σύνθεση των χολικών οξέων  

αυξάνεται από την LXR και κατά συνέπεια η χοληστερόλη καταβολίζεται σε χολικά 

οξέα.  Η καταστολή της επαναπρόσληψης των χολικών αλάτων στο ήπαρ ελέγχεται από 

την ανατροφοδοτική  δραστηριότητα της  CYP7A1 που ενεργοποιείται από την  FXR και 

το SHP µέσα στο ηπατοκύτταρο.  

       Η ροή της χοληστερόλης συντονίζεται και από έξω-ηπατικά κύτταρα και από 

ένδο-ηπατικά κύτταρα. Η LXR είναι υπεύθυνη  για την αύξηση των ABC-Α1 

λιποπρωτεϊνών, οι οποίες συµβάλλουν στη µεταφορά της χοληστερόλης από τους ιστούς 

προς το ήπαρ όπως και για την αύξηση των  ABC-G5 και  ABC-G8 λιποπρωτεϊνών ,οι 

οποίες συµβάλλουν στην αποβολή χοληστερόλης από τον ειλεό. Με τους µηχανισµούς 

αυτούς  διατηρείται  ισορροπία µεταξύ της χοληστερόλης  που εισάγεται στον 

οργανισµό,  της χοληστερόλης  που παράγεται στον οργανισµό και της χοληστερόλης  

που αποβάλλεται στα περιττώµατα. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 2. Η δράση των πυρηνικών ορµονικών υποδοχέων για την οµοιόσταση της 

χοληστερόλης. 

 

 
 

 

 
LXR 

Ο υποδοχέας  Χ του ήπατος (LXR) ενεργοποιείται από οξυστερόλες. Ποντίκια 

που στερούνται της LΧR πρωτεΐνης , δεν επάγουν την έκφραση της  CYP7A1, ως 

απάντηση  στη  χοληστερόλη που προσλαµβάνεται µε την τροφή. Αντίθετα, τα ζώα αυτά 

συσσωρεύουν µεγάλα ποσά χοληστερόλης στο συκώτι  τους, όταν ταΐζονται  µε τροφές 

πλούσιες σε  χοληστερόλη. Αυτά τα στοιχεία καθιερώνουν την  LΧR ως αισθητήρα 

χοληστερόλης υπεύθυνο για τη θετική ρύθµιση (αύξηση) της έκφρασης της  CYP7A1. 

Επιπλέον, η LXR συσχετίζεται  µε τον ορφανό υποδοχέα SF-1, ο οποίος ρυθµίζει την 

έκφραση των ενζύµων που απαιτούνται για τη βιοσύνθεση στεροειδών ορµονών ( 

Parker,1998.; Hammer and Ingraham, 1999). 
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LRH 

Η  οµόλογος υποδοχέας του συκωτιού (LRH) είναι ένας ορφανός πυρηνικός 

υποδοχέας, για τον οποίο αποδείχθηκε πρόσφατα (Nitta et al.,1999), ότι  δεσµεύεται στον 

CYP7Α1 υποκινητή και επάγει την έκφραση της CYP7A1.   

 

FXR 

Τα χολικά οξέα είναι φυσικοί υποκαταστάτες του πυρηνικού ορµονικού υποδοχέα 

Χ της φαρνεζόλης  (FXR), ο οποίος προστατεύει το συκώτι από την τοξικότητα τους. 

(Format et al., 1995; Zavacki et al., 1997; Makishima et al., 1999; Parks et al., 1999; 

Wang et al., 1999). Ποικίλα χολικά οξέα, συµπεριλαµβανοµένου και του CDCA, 

ενεργοποιούν την  FXR σε φυσιολογικές συνθήκες. Συγκεκριµένα, όταν παρουσιάζεται 

αυξηµένο το ποσό των  χολικών οξέων, αυτά ενεργοποιούν το FXR, το οποίο σχετίζεται 

µε την καταστολή έκφρασης της CYP7Α1 στο ηπατοκύτταρο. Η FXR δεν καταστέλλει  

άµεσα την έκφραση της CYP7Α1, αλλά µέσω της επαγωγής του γονιδίου που 

κωδικοποιεί το ορφανό  πυρηνικό  υποδοχέα SHP, ο οποίος καταστέλλει την έκφραση 

της   CYP7A1 ( Lu et al., 2000). Αυτό προκύπτει από πρόσφατα πειράµατα όπου η 

έκφραση της  SHP  ήταν εµφανώς χαµηλότερη και µη επαγώµενη από τα χολικά οξέα,  

σε συκώτι ποντικιών που στερούνται της FXR (Sinal et al, 2000).  

  

SHP 

Η Μικρή Ετεροδιµερής Συνεργός Πρωτεΐνη (SHP) είναι ένας ορφανός πυρηνικός 

υποδοχέας, που στερείται περιοχής δέσµευσης DNΑ. Η πρωτεΐνη αυτή έχει την 

ικανότητα να δεσµεύεται πάνω σε διάφορους πυρηνικούς υποδοχείς όπως την LRH 

(Goodwin et al., 2000 Lu et al., 2000; Sinal et al., 2000) και να παρεµποδίζει την 

ενεργοποίηση τους. Συγκεκριµένα, η SHP καταστέλλει τον θετικό (αυξητικό) ρυθµιστή 

του CYP7Α προαγωγέα, το LRH (Goodwin et al., 2000; Lu et al., 2000), µε αποτέλεσµα 

την καταστολή της έκφρασης της CYP7Α1 στο ηπατοκύτταρο. 

Σύµφωνα µε τους Lee et al ( 2000) η SHP δεσµεύεται πάνω στον  HNF4α 

υποδοχέα και καταστέλλει τη µεταγραφική του δραστηριότητα. Ο ορφανός πυρηνικός 

παράγοντας HNF4α, που είναι ένας βασικός ρυθµιστής της έκφρασης πολλών γονιδίων 

στο συκώτι, σε ινσουλινοεκκριτικά παγκρεατικά β κύτταρα, και σε άλλους ιστούς, είναι 

επίσης ένας στόχος του SHP. Μέσα στα παγκρεατικά β κύτταρα, η HNF4α ρυθµίζει την 

έκφραση ενός µεγάλου αριθµού πρωτεϊνών, που είναι υπεύθυνες για την πρόκληση της 

έκκρισης της ινσουλίνης από τη γλυκόζη. Οι περισσότερες από τις µεταλλάξεις στην 



 34

ανθρώπινη HNF4α είναι αιτία µιας µορφής διαβήτη και µάλιστα του  αποκαλούµενου 

νεανικού διαβήτη (MODY1) που χαρακτηρίζεται  από  µειωµένη εκκριτική απόκριση 

ινσουλίνης στη γλυκόζη. Πρόσφατα έχει αποδειχθεί ότι οι περισσότερες από τις 

µεταλλάξεις στην πρωτεΐνη SHP οδηγούν σε µια µορφή  παιδικής  παχυσαρκίας,  µε 

αποτέλεσµα τα  παιδιά να γεννιούνται µε αυξηµένο σωµατικό βάρος  και  να έχουν 

υπερινσουλιναιµία. Έχει παρατηρηθεί ότι η µεταγραφική δραστηριότητα της HNF4α στα 

β-κύτταρα είναι ενισχυµένη σε αυτούς τους ασθενείς, λόγω της απώλειας της 

ανασταλτικής δράσης της από την SHP  και έτσι µε αυτόν τον τρόπο  οδηγεί στην υπέρ 

έκκριση της ινσουλίνης, στη διέγερση της λιπογένεσης  και στην παχυσαρκία. Κατά 

συνέπεια, η SHP και  η HNF4α µπορούν να λειτουργήσουν µαζί για τη ρύθµιση της 

έκκρισης ινσουλίνης. Η δυνατότητα διακίνησης των πυρηνικών υποδοχέων από το 

κυτταρόπλασµα στον πυρήνα αποτελεί αναγκαία προϋπόθεση για την εκδήλωση της 

δράσης τους. Η SHP, που εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα, απουσία της HNF4α ( που 

είναι υπεύθυνη για τη µεταφορά της στον πυρήνα) µετατοπίζεται στον πυρήνα µε τη 

βοήθεια της  HNF4α (Makiko Ogata & Takeo Awaji, 2002).  

 

 

 

2. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

2.1   Υλικά 

Τα αντιδραστήρια και τα διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα που 

περιγράφονται στην εργασία αυτή, παρατίθενται  παρακάτω και προµηθεύτηκαν από τις 

εταιρίες Sigma, Fluka, Pharrmacia και Roche. Το νερό που χρησιµοποιήθηκε για την 

παρασκευή των διαλυµάτων ήταν διπλά απεσταγµένο και υπερκαθαρό (διηθηµένο από 

φίλτρο mµ).  

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ: 

1. όξινο φωσφορικό νάτριο 

2. δισόξινο φωσφορικό κάλιο 

3. χλωριούχο αµµώνιο 

4. χλωριούχο νάτριο 

5. καυστικό νάτριο 
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6. θειικό αµµώνιο 

7. θειικός σίδηρος 

8. Ουρία 

9. νιτρικός άργυρος 

10. µερκαπτοαιθανόλη 

11. APS (υπερθειικό αµµώνιο) 

12. TEMED (Ν, Ν, Ν΄, Ν –Τετραµέθυλ-αιθυλαίνιο-διαµίνη) 

13. Χρωστική Compassion blue  

14. γλυκερόλη 

15. ζάχαρη 

16.  Tris (Τρις-υδροξυµεθυλ-αµινοµεθάνιο) 

17. SDS (θειικό δωδεκακυλικό νάτριο)  

18. Bromophenol blue (κυανού της βρωµοφαινόλης) 

19. Acrylamide (ακρυλαµίδιο)  

20. Bisacrylamide (Μπισ-ακρυλαµίδιο) 

21.  Γλυκίνη 

22. Methanol (µεθανόλη) 

23. Οξικό οξύ    

24. Χρωστική Serva Blue G 

25. Tricine  

26. Bis Tris    

27. τριχλωροξικό οξύ (TCA) 

28. ακετόνη 

29. αγαρόζη  

30. EDTA(Αιθυλενε-διαµινο-τετραοξικό οξύ) 

31. Benzamidine (βενζαµιδίνη) 

32. χλωριούχο ασβέστιο 

33. χλωριούχο µαγνήσιο 

34. χλωριούχος χαλκός 

35. υπερµαγγανικό κάλιο  

36. νιτρικός άργυρος 

37. K2CO3 

38. Ethanol (αιθανόλη) 
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∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ: 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 3: Ρυθµιστικό διάλυµα οµογενοποίησης Tris-HCl, pH =7,4 (το πρωτόκολλο 

για το διάλυµα πάρθηκε από τη δηµοσίευση electrophoresis 2001,22,2872-2880 Kimie 

Murayama) 

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

Tris 20mM 

EDTA  1mM 

αµινοκαπροϊκό οξύ  1mM 

benzamidine 1mM 

H2O (200ml τελικός όγκος απιονισµένο νερό) 

Sucrose  1mM 

 

 

 

2.2     Μέθοδοι χαρακτηρισµού των πρωτεϊνών 

 

2.2.1 Ηλεκτροφόρηση 

 

Είναι µια µέθοδος που βασίζεται στην κίνηση ενός φορτισµένου µορίου, κάτω 

από την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. Αρκετά δείγµατα µπορούν να τοποθετηθούν για 

ηλεκτροφόρηση σε µια επίπεδη πηκτή πολυακρυλαµιδίου. Χρησιµοποιείται µια σύριγγα 

µικρόλιτρων  τύπου Hemilton για την τοποθέτηση των δειγµάτων πάνω στη πηκτή. Στη 

συνέχεια τοποθετούµε ένα κάλυµµα πάνω από τη συσκευή και τροφοδοτούµε µε ρεύµα. 

Τα σύµπλοκα των πρωτεϊνών που είναι αρνητικά φορτισµένα µετακινούνται προς την 

άνοδο που βρίσκεται στο κάτω µέρος της πηκτής. Η πηκτή ως υπόστρωµα 

ηλεκτροφόρησης χρησιµοποιείται κυρίως για δύο λόγους,: πρώτον γιατί η πηκτή 

καταστέλλει τα ρεύµατα που δηµιουργούνται από µικρές βαθµιδώσεις του pH και 

δεύτερον διότι λειτουργεί ως µοριακός ηθµός, διευκολύνοντας τους διαχωρισµούς. 
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Σχήµα 9. Αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών  

 

2.2.2 SDS -ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου  

( Laemmli, 1970)  

 

Η πρωτεϊνική σύσταση των δειγµάτων µας εξετάστηκε µε ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή πολυακρυλαµιδίου, όπου σαν απορρυπαντικό χρησιµοποιήθηκε SDS το οποίο 

προκαλεί αποδιάταξη των διαφόρων πρωτεϊνών και  διαχωρισµό τους στις διάφορες 

υποµονάδες, αν αποτελούνται από περισσότερα του ενός πολυπεπτίδια. Ο πολυµερισµός 

της πηκτής προκαλείται από ελεύθερες ρίζες, οι οποίες παράγονται από τη χηµική 

διάσπαση της ένωσης APS. Για τη σταθεροποίηση των ριζών χρησιµοποιείται η ένωση 

TEMED.     

 

∆ιαλύµατα 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 4: Ρυθµιστικό διάλυµα πηκτής διαχωρισµού Tris-HCl, pH =8,8  

(Lower gel buffer ) 

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

Tris 1500mM 

SDS  0,4% w/v 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 5:Ρυθµιστικό διάλυµα πηκτής στοίβαξης Tris-HCl, pH =6,8 (upper gel 

buffer) 

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

Tris 500mM 

SDS  0,4% w/v 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 6: ∆ιάλυµα ακρυλαµιδίου  

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

Acrylamide 30% w/v 

Bisacrylamide  0.8% w/v 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 7:∆ιάλυµα αποδιάταξης δειγµάτων (Sample Buffer, 2x ) 

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

β-µερκαπτοαιθανόλη 8,7 µlt      

1M Na2CO3  50µl 

διάλυµα χρωστικής  1ml    

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 8:∆ιάλυµα χρωστικής 

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

Bromophenol blue 0,1%w/v          

SDS 5% w/v        

Ουρία  16,5M          

Η β-µερκαπτοαιθανόλη προστίθεται στο Sample Buffer για να συντελέσει στη διάσπαση 

των δισουφλιδικών δεσµών στα µόρια των πρωτεϊνών. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 9:Ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης Tris-γλυκίνη, pH =8,4 (running 

buffer x 10) 

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

Tris    25mM       

Γλυκίνη    192 mM        

SDS    0,1% w/v  

 

Προετοιµασία των gel: οι πηκτές πολυακρυλαµιδίου παρασκευάστηκαν σε πλάκες 

διαστάσεων 16 cm x 18 cm και πάχος 1 mm. Η σύσταση των διαλυµάτων που 

χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή φαίνονται παρακάτω. 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 10:∆ιάλυµα για πηκτή διαχωρισµού (60ml) 17% 

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

lower gel buffer 15 ml 

H2O 11ml 

∆ιάλυµα ακρυλαµιδίου 

 (AB mix) 

34ml 

Ουρία  4Μ 

APS 180 µlt 

TEMED 40µlt 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 11: ∆ιάλυµα πηκτής στοίβαξης (30 ml)  

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

Upper gel buffer 7,5 ml 

H2O 19,5ml 

διάλυµα ακρυλαµιδίου (AB 

mix) 

3ml 

Ουρία  4Μ 

APS (10% w/v) 90 µlt 

TEMED 30µlt 
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Τα παραπάνω διαλύµατα απαερώθηκαν  πριν την προσθήκη του APS (10% w/v) 

και του TEMED, ενώ µετά την προσθήκη των τελευταίων, τα διαλύµατα ανακινήθηκαν 

ελαφριά ώστε ο καταλύτης και ο εκκινητής να δράσουν σε όλο τον όγκο του διαλύµατος, 

µε αποτέλεσµα να υπάρχει οµοιοµορφία στον πολυµερισµό. Μετά το τέλος του 

πολυµερισµού και την αποµάκρυνση των gel από την ειδική συσκευή πολυµερισµού 

τους, µπορούν να φυλαχτούν και να αποθηκευτούν µέσα σε υγρό  χαρτί στους 40C ή να 

χρησιµοποιηθούν αµέσως. 

Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε υπό σταθερή τάση (200V) για µία ώρα 

περίπου µέχρι το µέτωπο του διαλύτη να φθάσει στο κατώτερο άκρο των ειδικών πλακών 

ηλεκτροφόρησης. Στα δείγµατα για την αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση, προστέθηκε 

ρυθµιστικό διάλυµα µετουσίωσης (Sample Buffer) σε διάφορες αναλογίες και κατόπιν 

θερµάνθηκαν στους 52 0C για 4 λεπτά, τοποθετήθηκαν για µια ελαφριά ανάδευση σε µια 

ειδική συσκευή (vortex), πριν την ηλεκτροφόρηση. Τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν για 3 

λεπτά στα 500g και στη συνέχεια ηλεκτροφορήθηκαν. 

Μετά την ολοκλήρωση της ηλεκτροφόρησης, οι πρωτεΐνες πάνω στην πηκτή 

εµφανίζονται χρησιµοποιώντας χρώση αργύρου ή κυανού του Coomassie, που 

αποκαλύπτει µια σειρά από ζώνες. Η χρώση Coomassie απαιτεί πάνω από 24 ώρες για να 

ολοκληρωθεί το αποτέλεσµά της και η εµφάνιση των πρωτεϊνών. Μετά ,το πήκτωµα  

τοποθετείται σε διάλυµα αποχρωµατισµού. 

Χρώση Coomassie blue 

ΠΙΝΑΚΑΣ 12:∆ιάλυµα χρώσης µε Coomassie blue (2 λίτρα) 

 

 

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

coomassie brilliant blue R-250 0,6 gr 

µεθανόλη 500 ml 

οξικό οξύ 200 ml 

H2O 1300 ml 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 13: ∆ιάλυµα αποχρωµατισµού (1 λίτρο) 

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

µεθανόλη 50 ml 

Γλυκίνη 70 ml 

H2O 880 ml 

              Πρότυπες πρωτεΐνες ,δείκτες µοριακής µάζας, για SDS-PAGE (Fluka) 

 α-λακταλβουµίνη από βοδινό γάλα                                                             14.2 kDa 

 αναστολέας θρυψίνης από σόγια                                                                    20 kDa  

 θρυψινογόνο από βοδινό πάγκρεας                                                                24 kDa  

 καρβονική ανυδράση από βοδινά ερυθροκύτταρα                                         29 kDa 

 γλυκεραλδεϋδη-3-φωσφορική-δευδρογωνάση από µυ κουνελιού                36 kDa   

 α-λακταλβουµίνη από το λεύκωµα αυγού κότας                                           45 kDa  

 α-λακταλβουµίνη από βοδινό ορό                                                                 67 kDa 

 

2.2.3 Μη αποδιατακτικές πηκτές 

   

∆ιαλύµατα παρασκευής 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 14: ∆ιάλυµα ακρυλαµιδίου (AB-mix-buffer) stock 

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

Ακρυλαµίδιο 48% (w/v)   

δισακρυλαµίδιο 1,5% (w/v)   

 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 15: ∆ιάλυµα Gel Buffer Bis-Tris-HCl, pH =7,0  

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

6-αµινοκαπροϊκό οξύ 1500 mM 

Bis Tris  1500 mM 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 16: Ρυθµιστικό διάλυµα ανόδου Bis-Tris-HCl, pH =7,0   

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

Bis Tris  50 mM 

 

 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 17:Ρυθµιστικό διάλυµα καθόδου Bis-Tris-Tricine, pH =7,0  

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

Tricine 50 mM 

Bis Tris  15 mM 

Serva Blue G 0,02% (w/v) 

 

 

Προετοιµασία των πηκτών: Οι πηκτές πολυακρυλαµιδίου, για τη µη αποδιατακτική 

ηλεκτροφόρηση παρασκευάστηκαν σε πλάκες διαστάσεων 20 x 27cm  και πάχος 1,5mm 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 18:∆ιάλυµα για την πηκτή διαχωρισµού (running ήseparating gel) 

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

Gel buffer 20 ml 

H2O 30,3ml 

AB -mix 9,7ml 

APS 250 µlt 

TEMED 50µlt 

 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 19:∆ιάλυµα για την πηκτή στοίβαξης (stecking gel) 

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

Gel buffer 10 ml 

H2O 18,1ml 

AB -mix 1,9 ml 

APS 100 µlt 

TEMED 30µlt 



 43

 

Τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα µελετήθηκαν µε µη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή ακρυλαµιδίου. Η πηκτή συµπύκνωσης είχε συγκέντρωση 3% ακρυλαµίδιο  και η 

πηκτή διαχωρισµού είχε συγκέντρωση 8% . Τα δείγµατα που ηλεκτροφορήθηκαν 

περιείχαν 17% γλυκερόλη για να έχουν υψηλή πυκνότητα και να στοιβάζονται στα 

‘πηγαδάκια’ της πηκτής. Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε θερµοκρασία περίπου 

160C ,αρχικά σε χαµηλή τάση (~80 V) µέχρι τα δείγµατα να συµπυκνωθούν στη πηκτή 

συµπύκνωσης και στη συνέχεια στα 150V για περίπου 12 ώρες. Στα δείγµατα για την µη 

αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση προστέθηκε γλυκερόλη σε διάφορες αναλογίες και 

κατόπιν τα αναδεύσαµε ελαφριά ,πριν την ηλεκτροφόρηση, και φυγοκεντρήθηκαν για 3 

λεπτά στα 500g. 

Μετά την ολοκλήρωση της ηλεκτροφόρησης, οι πρωτεΐνες πάνω στην πηκτή 

εµφανίζονται µε διάλυµα σταθεροποίησης για χρώση µπλε Coomassie, που αποκαλύπτει 

µια σειρά από ζώνες µετά από περίπου 24 ώρες . 

 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 20: ∆ιάλυµα σταθεροποίησης για χρώση µε µπλε Coomassie: 

Αντιδραστήρια Ποσότητα 

Μεθανόλη 50% (v/v)    

Οξικό οξύ 10% (v/v)    

 

 

2.2.4 ∆ύο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση (Native PAGE/SDS PAGE) 

 

• 1η διάσταση: µη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση 

 

Τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα µελετήθηκαν µε µη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή ακρυλαµιδίου. Η πηκτή συµπύκνωσης είχε συγκέντρωση 3% ακρυλαµίδιο και η 

πηκτή διαχωρισµού είχε συγκέντρωση 8% ακρυλαµίδιο. Τα δείγµατα που 

ηλεκτροφορήθηκαν  περιείχαν 17% γλυκερόλη. Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε 

θερµοκρασία περίπου 160C, αρχικά σε χαµηλή τάση (~80 V) µέχρι τα δείγµατα να 
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συµπυκνωθούν στη πηκτή συµπύκνωσης και στη συνέχεια στα 150V για περίπου 12 

ώρες.  

 

• 2η διάσταση : SDS- PAGE 

Τα διαχωρισµένα πρωτεϊνικά σύµπλοκα ηλεκτροφορήθηκαν σε µια δεύτερη 

διάσταση αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης SDS- PAGE για τον προσδιορισµό των 

πρωτεϊνών που αποτελούν τα σύµπλοκα αυτά. Με ένα ειδικό νυστέρι κόβουµε τη 

ζώνη από τη µη- αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση που περιέχει τα σύµπλοκα και µας 

ενδιαφέρει να µελετηθούν τα και επωάζεται για 30 λεπτά µέσα σε διάλυµα που 

περιέχει 1% SDS ,1% µερκαπτοαιθανόλη και στη συνέχεια σε διάλυµα µε 1% SDS 

µόνο για 10 λεπτά. Αφού ολοκληρωθεί αυτή η διαδικασία τοποθετούµε οριζόντια το 

δείγµα µας και η ζώνη της πηκτής σταθεροποιείται µε διάλυµα για την πηκτή 

στοίβαξης και ηλεκτροφορείται σε µια δεύτερη διάσταση αποδιατακτικής πηκτής 

SDS -PAGE µε τη διαδικασία που περιγράφεται παραπάνω  για το διαχωρισµό των 

πρωτεϊνών σύµφωνα µε τη µοριακή τους µάζα. Παράλληλα αναλύθηκε µίγµα µε 

πρότυπες πρωτεΐνες γνωστής µοριακής µάζας για SDS -PAGE. Στη συνέχεια η πηκτή 

τοποθετήθηκε σε χρώση Coomassie blue για 24 ώρες και κατόπιν έγινε 

αποχρωµατισµός . 

 

 

2.3  ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΑΠΟ ΣΥΚΩΤΙ ΠΟΝΤΙΚΙΟΥ 

 

  Τα συκώτια που µελετήθηκαν στην παρούσα εργασία ήταν µια προσφορά του ∆ρ 

Γιάννη Ταλιανίδη Τµήµατος Βιολογίας του Πανεπιστηµίου Κρήτης, από ποντίκια που 

γεννιούνται και µεγαλώνουν στο θάλαµο πειραµατόζωων του ιδίου Πανεπιστηµίου. 

Εµείς παραλάβαµε 2 συκώτια από ποντίκια τα οποία είχαν το ίδιο µέγεθος και ζύγιζαν  

1,2 gr έκαστο. Το ένα συκώτι ήταν δείγµα αναφοράς (control) και ήταν ένα φυσιολογικό 

συκώτι ποντικιού .Το άλλο συκώτι ήταν από ποντίκι το οποίο ήταν γενετικά 

τροποποιηµένο και υπερέκφραζε  την πρωτεΐνη SHP. Τα συκώτια µεταφέρθηκαν από το 

τµήµα Βιολογίας µέσα σε πάγο και βρίσκονταν µέσα σε PBS (φωσφορικό) όπου είχε 

επέλθει αφαίµαξη.  

Στη συνέχεια πετάξαµε το φωσφορικό υγρό και κόψαµε τα συκώτια µε ψαλιδάκι 

σε πολύ µικρά κοµµάτια και στη συνέχεια τοποθετήσαµε το καθένα ξεχωριστά σε ένα 

γυάλινο χειροκίνητο οµογενοποιητή ενώ προσθέσαµε σε κάθε οµογενοποιητή 12,5ml 
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από το ρυθµιστικό διάλυµα οµογενοποίησης µε pH=7,5. Στη συνέχεια µε προσεκτικές 

κινήσεις έγινε οµογενοποίηση των συκωτιών µέχρι το σηµείο όπου είχαµε ένα 

οµοιογενές µίγµα. Στη συνέχεια τοποθετήθηκαν σε διαφορετικά tube και µε το 

αντίστοιχο control τοποθετήθηκαν  φυγοκεντρήθηκαν για 10 λεπτά στα 700g, στους 40C. 

Στη συνέχεια κρατήσαµε το υπερκείµενο και πετάξαµε το ίζηµα (pellet). Κατόπιν 

τοποθετήσαµε τα δείγµατά µας σε γυάλινα  σωληνάρια(tube), τα ζυγίσαµε για να έχουµε 

το ίδιο βάρος και τα  υπερφυγοκεντρήσαµε στα 35000g, στους 40C  για 45 λεπτά. Στη 

συνέχεια τοποθετήσαµε το υπερκείµενο σε διαφορετικά σωληνάρια και κρατήσαµε το 

ίζηµα που περιέχει τις µεµβράνες. Μετά το οµογενοποιήσαµε µε ρυθµιστικό διάλυµα 

χρησιµοποιώντας ένα πινελάκι. Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιήθηκε και για τα δύο 

συκώτια. Στη συνέχεια προσθέσαµε τελικό όγκο για τις µεµβράνες 3 ml buffer. Όλη η 

διαδικασία πραγµατοποιήθηκε και στο µεταλλαγµένο συκώτι και στο κανονικό συκώτι. 

Στη συνέχεια τοποθετήθηκαν µε τελικό όγκο 13ml, το υπερκείµενο από τα κύτταρα του 

κανονικού συκωτιού σε 13 αντίστοιχα σωληνάρια του ενώ η ίδια διαδικασία µε τον ίδιο 

τελικό όγκο ακολουθήθηκε και για το συκώτι που υπερεκφράζεται η SHP. Οι µεµβράνες, 

µε τελικό όγκο 3ml τοποθετήθηκαν στα σωληνάρια του 1 ml και όλα µαζί τα δείγµατα 

πλέον τοποθετήθηκαν σε κατάψυξη στους –400C.  

 

 

2.4   ΜΕΘΟ∆ΟΣ BRADFORD (Bradford 1976) 

 

Η µέθοδος Bradford χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό της συνολικής 

πρωτεϊνικής συγκέντρωσης σε διάφορα δείγµατα. Αρχικά κατασκευάζεται µια πρότυπη 

καµπύλη µε γνωστές συγκεντρώσεις κάποιας πρωτεΐνης π.χ βόεια αλβουµίνη µε βάση 

την απορρόφηση στο ορατό, στα 595 nm. Κατόπιν µετριέται η απορρόφηση στα 595 nm 

του άγνωστου δείγµατος και µέσω της καµπύλης υπολογίζεται η  πρωτεϊνική 

συγκέντρωση των άγνωστων δειγµάτων. Η άµεση σχέση της απορρόφησης στα 595nm 

µε την συγκέντρωση της πρωτεΐνης οφείλεται στον ‘δεσµό’ που δηµιουργείται µεταξύ 

της πρωτεΐνης και του Serva Blue G. Αυτό που πραγµατικά συµβαίνει  είναι το εξής: ο 

‘δεσµός’ του Serva Blue G µε µια πρωτεΐνη προκαλεί µια µετατόπιση της απορρόφησης 

της βαφής από τα 465nm στα 595nm. Μετά από δύο λεπτά από την προσθήκη της 

χρωστικής στο δείγµα της πρωτεΐνης έχει ολοκληρωθεί η αλλαγή στο χρώµα και 

διατηρείται σταθερή για περίπου µία ώρα. Τα πλεονεκτήµατά της είναι  η ταχύτητα της 
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µεθόδου και η ευαισθησία της. Πιο συγκεκριµένα η µέθοδος µπορεί να προσδιορίσει  

απόλυτες ποσότητες πρωτεΐνης  1 έως 20µg. 

 

Κατασκευή πρότυπης καµπύλης : Αρχικά προετοιµάζω ένα ‘τυφλό’ δείγµα το οποίο 

αποτελείται από 900µl διάλυµα Bradford και 100µl από ρυθµιστικό διάλυµα (20mM 

Tris) που έχω χρησιµοποιήσει και παραπάνω. Στη συνέχεια θα πάρω συνολικά 6 

δείγµατα, 3 από τα κύτταρα της SHP και 3 από τα κύτταρα από το ‘κανονικό ’ και θα 

κάνω δοκιµές ως προς την αραίωση µέχρι να έχω το επιθυµητό αποτέλεσµα, δηλαδή 

µέτρηση µε απορρόφηση στην περιοχή 0,050 έως 0,600 Abs.  Στην αρχή πήρα 100µl από 

κάθε δείγµα κυττάρου και τα αραίωσα µε 900µl ρυθµιστικό. Στη συνέχεια από τα 

παραπάνω δείγµατα που ήδη είχαν υποστεί αραίωση πήρα 20µl και πρόσθεσα 80µl 

ρυθµιστικό και 900 µl  διάλυµα Bradford αλλά το διάλυµα µου ήταν αρκετά πυκνό. Στη 

συνέχεια πήρα 10 µl από κάθε δείγµα που είχα αραιώσει αρχικά και πρόσθεσα 80µl 

ρυθµιστικό και 900 µl  διάλυµα Bradford. Αυτή τη φορά το διάλυµά µου ήταν 

κατάλληλο για µέτρηση και προχώρησα παρακάτω. Μετά από ισχυρή ανάδευση, τα 

δείγµατα αφήνονται σε ηρεµία για 5 λεπτά και στη συνέχεια καταγράφεται µε 

φωτογραφικό η απορρόφηση στα 595nm, µήκος κύµατος που απορροφά το σύµπλοκο  

χρωστικής- πρωτεΐνης. Πήραµε 3 διαφορετικές µετρήσεις από κάθε δείγµα µετρώντας 

την απορρόφηση και υπολογίσαµε το ποσό της πρωτεΐνης µέσω της πρότυπης καµπύλης . 

 

 

2.5 Βαθµίδωση σουκρόζης ( sucrose gradient)\ 

 

 Η προετοιµασία της βαθµίδωσης είναι µια διαδικασία που πραγµατοποιείται σε µια 

συσκευή που ονοµάζεται ‘αναµικτής βαθµίδωσης’. Γενικότερα στη συσκευή αυτή 

τοποθετείται διάλυµα χαµηλής πυκνότητας (10% σουκρόζη) και διάλυµα υψηλής 

πυκνότητας (40% σουκρόζη), συγκεντρώνονται σε ένα σωλήνα και δηµιουργείται έτσι 

µια βαθµίδωση πυκνότητας.   
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Σχήµα 10. Φυγοκέντρηση σε ζώνες. 

 

Στη συνέχεια τοποθετούµε σε σωλήνες υπερφυγοκέντρησης 1 ml από το δείγµατά 

µας (Κ από το ‘κανονικό’ ποντίκι και S=από το ποντίκι που υπερεκφράζεται η SHP). Στη 

συνέχεια γίνεται υπερφυγοκέντρηση στις 35.000 στροφές για 16 ώρες, µε στόχο  να 

καταφέρουµε να γίνει κατανοµή των πρωτεϊνών των δειγµάτων µας στις αντίστοιχες 

διαβαθµίσεις της σουκρόζης. 

Μετά την υπερφυγοκέντρηση τα κλάσµατα συλλέγονται ανά 1ml από το 

αραιότερο προς το πυκνότερο. Συνολικά συλλέξαµε 10 κλάσµατα του 1ml για κάθε 

δείγµα, δηλαδή συλλέξαµε 10 δείγµατα για το Κ και 10 δείγµατα για το S. Τα δείγµατα 

αυτά τα αριθµήσαµε µε αύξοντα αριθµό από το 1 έως το 10. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΤΩΝ ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΤΟΥ 

ΣΥΚΩΤΙΟΥ  

 

 

 
Αφαίµαξη µέσα σε PBS 

 
Αποµάκρυνση PBS 

  
Τεµαχισµός του συκωτιού 

 
Οµογενοποίηση  

 
 

Προσθήκη ρυθµιστικού διαλύµατος οµογενοποίησης 
 

Φυγοκέντρηση στα 700g για 10 λεπτά 

Συκώτι ποντικιού 

 
                        
                       Ίζηµα 1                                                                          Υπερκείµενο 1 
                        
                 Αποµάκρυνση                                     Φυγοκέντρηση στα 35000g για 45 λεπτά                                 
 
                                                    

                                       Ίζηµα 2                                       Υπερκείµενο 2   
                                                    

                              Οµογενοποίηση µε buffer                        Προσθήκη buffer            
                                                            

Τελικό  διάλυµα µεµβρανών  
                                               
 
 
                                                                             κατάψυξη στους –400 C 
 
Σχήµα 11. ∆ιαγραµµατική απεικόνιση της εκχύλισης των κυτταροπλασµατικών 

πρωτεϊνών.  
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3.2 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΣΥΝΟΛΙΚΗΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ ΤΩΝ 

ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

 

Μετά την εκχύλιση  των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών από το συκώτι των 

ποντικών χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος BRADFORD (Bradford 1976) για τον υπολογισµό 

της συνολικής συγκέντρωσης των πρωτεϊνών. Στα 1,2 gr συκωτιού βρέθηκε 50,196 mgr 

συνολικών πρωτεϊνών για το φυσιολογικό και 49,86 mgr συνολικών πρωτεϊνών για το 

διαγονιδιακό ποντίκι. Από τον παραπάνω προσδιορισµό δεν προκύπτουν σηµαντικές 

διαφορές ως προς την συνολική συγκέντρωση των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών στα 

δύο δείγµατα. 

 

3.3 ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΩΝ ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΜΕ 

ΑΠΟ∆ΙΑΤΑΚΤΙΚΗ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ 

 

Από τη σύγκριση των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών παρατηρείται ότι στο 

δείγµα Κ υπάρχει µεγαλύτερη πρωτεϊνική συγκέντρωσης στην περιοχή µοριακής µάζας 

των 50 kDa.   

 

 

50kDa 

M Κ S
 

 
67KDa

 

36

45KDa

KDa
 

 

2

29KDa

4KDa 

  
20KDa

 

Σχήµα 12. Πηκτή πολυακρυλαµιδίου17%  SDS µε χρώση Coomassie Blue. 

Κ= το δείγµα που αποµονώθηκε από το φυσιολογικό ποντίκι και S= το δείγµα που 

αποµονώθηκε από το διαγονιδιακό ποντίκι.  
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3.4 ∆ΙΑΒΑΘΜΙΣΗ ΣΟΥΚΡΟΖΗΣ  

Πραγµατοποιήθηκε κλασµάτωση των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών µε την 

τεχνική της υπερφυγοκέντρησης σε γραµµική διαβάθµιση σουκρόζης 10-30% µε στόχο 

τη µελέτη της κατανοµής των πρωτεϊνών στα διάφορα πρωτεϊνικά σύµπλοκα.  

Από την ανάλυση των κλασµάτων µε αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση δεν 

προέκυψαν σηµαντικές διαφορές όσον αφορά την πρωτεϊνική σύσταση των συµπλόκων 

µεταξύ των δύο δειγµάτων S και K. Οι περισσότερες πρωτεΐνες εµφανίζονται στα 

κλάσµατα 3 έως 6 τόσο στο δείγµα S όσο και στο δείγµα Κ. Επιπλέον επιβεβαιώνεται η 

µειωµένη έκφραση δύο πρωτεϊνών µε µοριακό βάρος περίπου 50 kDa, στο δείγµα S.  

 

 

 

 10  9  8  7  6  5  4  3  2 1 Μ 10 9  8 7  6  5 4 3  2 1  Μ

K 
2

3

4

67

5

6
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S

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 13. Πηκτή πολυακρυλαµιδίου17% SDS µε χρώση Coomassie Blue. Κ= κλάσµατα 

που προέκυψαν από υπερφυγοκέντρηση σε γραµµική βαθµίδωση σουκρόζης των 

κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών από φυσιολογικό ποντίκι και S= κλάσµατα που 

προέκυψαν από υπερφυγοκέντρηση σε γραµµική βαθµίδωση σουκρόζης των 

κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών από διαγονιδιακό ποντίκι.  
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3.5 ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΩΝ ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ ΜΕ 

ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ∆ΥΟ ∆ΙΑΣΤΑΣΕΩΝ 

Επιχειρήθηκε η περαιτέρω ανάλυση των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών µε 

δισδιάστατη ηλεκτροφόρηση, µε απώτερο σκοπό την ταυτοποίηση τους. Ωστόσο η 

ευκρίνεια των πηκτών δεν επέτρεψε την εξαγωγή συµπερασµάτων.  
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ –ΠΡΟΤΑΣΕΙΣ 

• Πραγµατοποιήθηκε εκχύλιση των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών από συκώτι 

φυσιολογικού ποντικιού και διαγονιδιακού ποντικιού, στο οποίο ήταν γενετικά 

υπερεκφρρασµένη η SHP. 

• Υπολογίστηκε η συνολική συγκέντρωση των πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Bradford 

και βρέθηκε ότι η συγκέντρωση των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών είναι 

περίπου η ίδια και στα δύο δείγµατα.  

• Ανάλυση των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών µε αποδιατακτική 

ηλεκτροφόρηση έδειξε ότι στο δείγµα από φυσιολογικό ποντίκι υπάρχει 

µεγαλύτερη πρωτεϊνική συγκέντρωση µεγέθους περίπου  50 kDa, σε σχέση µε 

εκείνο από το διαγονιδιακό ποντίκι. Αυτό δείχνει πιθανόν ότι η SHP δρα ως 

καταστολέας της µεταγραφής συγκεκριµένων γονιδίων. Έχουν αναφερθεί µελέτες 

σε ποντίκια που στερούνται του γονιδίου της SHP, στα οποία παρατηρήθηκε 

αυξηµένη σύνθεση χολικών οξέων και απώλεια της ικανότητας καταστολής της 

έκφρασης της CYP7A1. Η CYP7A1 είναι το ένζυµο που καταλύει το πρώτο και 

είναι καθοριστικό στάδιο του ρυθµού σύνθεσης  στο µεταβολικό µονοπάτι της 

βιοσύνθεσης των χολικών οξέων από χοληστερόλη. ∆εδοµένου ότι το 

αναµενόµενο µοριακό βάρος της CYP7A1 είναι περίπου 50 kDa, είναι πιθανό  η 

παρατηρούµενη διαφοροποίηση µεταξύ των δύο δειγµάτων να οφείλεται στην 

καταστολή της έκφρασης του ενζύµου αυτού στο συκώτι από το διαγονιδιακό 

ποντίκι.   

• Η κλασµάτωση των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών µε την τεχνική της 

υπερφυγοκέντρησης σε γραµµική διαβάθµιση σουκρόζης και η ανάλυση των 

κλασµάτων της υπερφυγοκέντρησης µε αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση δεν 

έδειξαν σηµαντικές διαφορές όσον αφορά την πρωτεϊνική σύσταση των 

συµπλόκων µεταξύ των δύο δειγµάτων. Ωστόσο επιβεβαιώθηκε η µειωµένη 

πρωτεϊνική συγκέντρωση  της µοριακής µάζας στο συκώτι από το διαγονιδιακό 

ποντίκι, η οποία µάλιστα αποδόθηκε σε δύο πρωτεΐνες µε µοριακό βάρος περίπου 

50 kDa. 

• Έγινε προσπάθεια ανάπτυξης δισδιάστατου συστήµατος ηλεκτροφόρησης για την 

ανάλυση των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών από συκώτι ποντικιού. Τα 

πειράµατα αυτά συνεχίζονται στο εργαστήριο.  
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• Η εργασία αυτή αποτελεί την πρώτη προσέγγιση για τη µελέτη του ρόλου της 

SHP, σε πρωτεϊνικό επίπεδο.  

• Η ταυτοποίηση των δύο πρωτεϊνών στην περιοχή των 50 kDa, που πιθανόν  

ελέγχονται από την SHP θα συµβάλει στην  περαιτέρω κατανόηση του ρόλου της 

SHP στο µηχανισµό οµοιόστασης της χοληστερόλης. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ ΠΤΥΧΙΑΚΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 
Τίτλος: ‘ Ο ρόλος της Μικρής Ετεροδιµερούς Συνεργού Πρωτεΐνης ( 
Short Heterodimer Partner ή SHP) στο µεταβολισµό των χολικών 
οξέων’  
Η βιοσύνθεση των χολικών οξέων λαµβάνει χώρα στο συκώτι και 

αποτελεί το κύριο µεταβολικό µονοπάτι καταβολισµού της 

χοληστερόλης. 
Η αύξηση της συγκέντρωσης λίπους στον οργανισµό έχει σαν αποτέλεσµα 
την αύξηση της έκκρισης των χολικών οξέων από το συκώτι και κατά 
συνέπεια αυξάνεται και η πυκνότητα αυτών  στο έντερο. 
Στο έντερο µε την επίδραση της µικροβιακής χλωρίδας µετατρέπονται σε 
δευτερογενή χολικά οξέα. 
 Ο ρυθµός της σύνθεσης των χολικών οξέων ρυθµίζεται από το ένζυµο 
υδροξυλάση της 7α- χοληστερόλης (CYP7A1). 
Τα χολικά οξέα ενεργοποιούν τον πυρηνικό υποδοχέα FXR ο οποίος 
συντελεί στην καταστολή της µεταγραφής του γονιδίου της υδροξυλάσης 
της 7 χοληστερόλης (CYP7A1) .Το ένζυµο αυτό καταλύει το πρώτο και 
κινητικά καθοριστικό στάδιο στο µεταβολικό µονοπάτι της βιοσύνθεσης 
των χολικών οξέων από χοληστερόλη. 
Το FXR προστατεύει µε αυτό τον τρόπο τα ηπατικά κύτταρα από τη 
συσσώρευση χολικών οξέων. Η ενεργοποίηση του FXR µε τη σύνδεση του 
χολικού οξέως επάγει τη µεταγραφή της SHP. 
 Η SHP είναι ένας ορφανός  πυρηνικός υποδοχέας χωρίς περιοχή δέσµευσης 
για DNA ,δρα ως συγκαταστολέας της σύνθεσης των χολικών οξέων και 
αλληλεπιδράει µε µια σειρά πυρηνικών υποδοχέων. 
Οι κύριοι πυρηνικοί ορµονικοί υποδοχείς που έχουν άµεση σχέση µε την 
SHP είναι  ο υποδοχέας του συκωτιού (LXR) και ο υποδοχέας της 
φαρνεζόλης (FXR) 
Ποντίκια που στερούνται του γονιδίου της SHP παρουσιάζουν αυξηµένη 
σύνθεση χολικών οξέων και απώλεια της ικανότητας καταστολής της 
έκφρασης της CYP7A1 µε άµεσο αποτέλεσµα τα ποντίκια αυτά να 
πεθαίνουν σε δύο µήνες από ηπατικές παθήσεις. 
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SUMMARY OF FINAL WORK  

 
Title: ‘The role of the Small Heterodimer Partner or SHP in 
metabolism of bile acids’ 
 
The biosynthesis of bile acids takes place in the liver and 

constitutes the main metabolic path of catabolism of cholesterol.  
The increase of concentration of fat in the organism has as result the increase 
of excretion of bile acids from the liver and accordingly is increased also the 
density of these in the intestine.  
In the intestine with the effect of microbial flora they are changed in 
secondary bile acids.  
The rate of composition of bile acids is regulated by the enzyme of 
hydroxylase of 7a - cholesterol (CYP7A1).  
The bile acids activate the nuclear receptor of FXR who contributes in the 
repression of transcription of gene of hydroxylase of the 7a- cholesterol 
(CYP7A1). This is a liver specific enzyme that catalyzes the first and rate-
limiting step in one of the two pathways for bile acid biosynthesis.  
The FXR protects with this way the hepatic cells from accumulation of bile 
acids.  The activation of FXR with the connection of bile acid induces the 
transcription of SHP.  
The SHP is one orphan nuclear receptor lakes the DNA-binding domain acts 
as corepressor the composition of bile acids and interacted with a line 
nuclear receptor.  
Main nuclear hormonal receptors that have direct relation with the SHP of 
are the receptor of liver (LXR) and the receptor of farnesol  (FXR)  
Mice that are deprived the gene of SHP present increased composition of 
bile acids and loss of faculty of repression of expression of CYP7A1 with 
direct result this mice to die in two months from hepatic diseases.  
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