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Περίληψη 

Εισαγωγή : Ως μη αλκοολική λιπώδης διήθηση ήπατος (NAFLD) ορίζεται η συσσώρευση λίπους 

υπό μορφή  μεγάλων φυσαλίδων στα ηπατοκύτταρα. Η φυσική εξέλιξή της είναι η μη αλκοολική 

στεατοηπατίτιδα (NASH) που χαρακτηρίζεται από την παρουσία φλεγμονής και κυτταρικού 

θανάτου. Λόγω της αύξησης του επιπολασμού της νόσου, εξετάζονται καινούργιες τεχνικές και 

μόρια για την καλύτερη πρόγνωση, παρακολούθηση της εξέλιξης και θεραπείας της νόσου. 

Μέχρι στιγμής, ο πιο αποτελεσματικός τρόπος διαχείρισης της νόσου είναι οι αλλαγές στον 

τρόπο ζωής μέσω της δίαιτας και της φυσικής δραστηριότητας. Τα microRNA ή miRNA 

αποτελούν μικρά μόρια RNA που ρόλο τους αποτελεί η ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης . Το 

microRNA-21 εμπλέκεται στη διαδικασία της φλεγμονής και στην NAFLD. 

Σκοπός: Στην παρούσα μεταπτυχιακή διατριβή εξετάζονται οι διαφορές των επιπέδων του 

microRNA-21  στο πλάσμα ασθενών με NAFLD και NASH σε σχέση με υγιή πληθυσμό. Επιπλέον, 

εξετάστηκε η συσχέτιση των επιπέδων του με διάφορους κλινικούς δείκτες και ανθρωπομετρικά 

χαρακτηριστικά. 

 Μεθοδολογία : Το δείγμα χωρίστηκε σε τρεις ομάδες, την ομάδα ελέγχου (Ν=21), την ομάδα 

των ασθενών με NAFLD (Ν=17) και την ομάδα των ασθενών με NASH (Ν=26). Χρησιμοποιήθηκε 

η μέθοδος της ποσοτικής αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για την εξέταση των 

επιπέδων του miRNA-21 στο πλάσμα ασθενών με NAFLD, NASH και υγιών εθελοντών. Η 

διαφορά των μέσων για τα επίπεδα του hsa-miR-21-5p υπολογίστηκε με την μέθοδο ANOVA. 

Πραγματοποιήθηκαν γραμμικές παλινδρομήσεις για την εξέταση της συσχέτισης των 

βιοχημικών δεικτών, των ανθρωπομετρικών χαρακτηριστικών και των σκορ NFS,FIB4, NASH με 

τα επίπεδα του microRNA-21. 

 Αποτελέσματα: Παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική αύξηση των επιπέδων του miRNA-21 

στο πλάσμα της ομάδας NASH σε σχέση με την ομάδα ελέγχου και την ομάδα NAFLD μετά από 

κανονικοποίηση με εξωγενές miRNA (cel-miR-39-3p) (p<0,05). Επιπλέον, παρατηρήθηκε 

συσχέτιση των επιπέδων του miRNA-21 με τα επίπεδα της ινσουλίνης, όμως η σχέση χάθηκε 

έπειτα από διόρθωση για την λήψη φαρμάκων (p-value<0,05). Η συσχέτιση των επιπέδων του 

miRNA-21 με το HOMA-IR παρέμεινε στατιστικώς σημαντική και έπειτα από διορθώσεις για 

διάφορους συμπαράγοντες μεταξύ των οποίων και η λήψη φαρμάκων για το διαβήτη (p<0,05). 

Συμπεράσματα/Συζήτηση: Παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων του miRNA-21 με την πρόοδο 

της νόσου (NASH). Επιπλέον, τα επίπεδα του miRNA-21 συσχετίστηκαν  με την αντίσταση στην 
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ινσουλίνη. Αυτό μπορεί να ερμηνευτεί μέσω των γονιδίων στόχων του miRNA-21 που προάγουν 

την φλεγμονή και το οξειδωτικό στρες. 
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Abstract 

Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is defined as the accumulation of 

macrophyllabitic fat in hepatocytes. The progression of the disease is called non-alcoholic 

steatohepatitis (NASH) and is defined by the necroinflammation which occurs. Due to the 

increase in the prevalence of the disease, novel techniques and molecules are being investigated 

for better screening, monitoring and treatment of the disease. The most effective way to manage 

the disease so far is to change the lifestyle through diet and physical activity. MicroRNAs or 

miRNAs are small molecules of RNA that play a role in regulating the expression of genes. 

MicroRNA-21 is involved in inflammation and NAFLD. 

Aim: In the present study we compare the levels of plasma microRNA-21 between three groups: 

patients with NAFLD, patients with NASH and healthy adults. In addition, the correlation of the 

plasma levels of the microRNA with various clinical measurements and anthropometric features 

was examined. 

Methodology: The sample was divided between three groups, the Control group (N=21), the 

NAFLD group (N=17) and the NASH group (Ν=26). The measurement of the levels of hsa-miR-21-

5p in the participant’s plasma was conducted with real time PCR. The differences in the means 

between the three groups were determined with ANOVA. To examine the correlation of various 

biochemical and anthropometric factors to the miRNA-21 levels linear regressions was 

conducted. 

Results: A statistically significant difference in plasma levels of miRNA-21 was observed between 

the healthy and the NASH group and between the NAFLD and the NASH group (p<0,05). A 

correlation of miRNA-21 levels with insulin levels was observed, but the relation was lost after 

correction for several covariates, including medication for diabetes mellitus. The correlation of 

miRNA-21 levels with HOMA-IR remained statistically significant after corrections for several 

covariates, including medication for diabetes mellitus(p<0,05). 

Discussion: An association of miRNA-21 levels with the progression of the disease has been 

observed. In addition, a relationship between the levels of miRNA-21 and insulin resistance was 

observed. This can be party explained by miRNA-21 target genes, that promote inflammation and 

oxidative stress. 

Key words: Nonalcoholic fatty liver disease, nonalcoholic steatohepatitis, miRNA, miRNA-21, 

HOMA-IR 
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1.Εισαγωγή 

1.1 Γενικά Χαρακτηριστικά επιδημιολογία της NAFLD και της NASH 

Η μη αλκοολική λιπώδης διήθηση του ήπατος (NAFLD) είναι η πιο συχνή ηπατική νόσος 

παγκοσμίως. Μελετήθηκε πρώτη φορά από τους Ludwick et al. ως μια άγνωστη νόσος του 

ήπατος(1). Σήμερα η NAFLD χαρακτηρίζεται από την συσσώρευση λίπους υπό μορφή μεγάλων 

φυσαλίδων σε ηπατικά κύτταρα μεγαλύτερη του 5% του παρεγχύματος χωρίς ενδείξεις 

τραυματισμού των ηπατοκυττάρων(2) με ημερήσια πρόσληψη αλκοόλ μικρότερη των 30 

γραμμαρίων για τους άντρες και μικρότερη των 20 για τις γυναίκες(75) . O όρος NAFLD 

περιλαμβάνει ένα εύρος καταστάσεων από την απλή συσσώρευση λιπώδους ιστού στο ήπαρ 

έως την ανάπτυξη στεατοηπατίτιδας (NASH), ίνωσης και κίρρωσης (3). Πρόοδος της NAFLD 

αποτελεί η εγκαθίδρυση φλεγμονής, βλάβη του ιστού, κυτταρικού θανάτου και ίνωσης 

χαρακτηριστικά που συντελούν στη μη αλκοολική στεατοηπατίτιδα (NASH) που στην συνέχεια 

μπορεί να οδηγήσει σε κίρρωση και σε ηπατοκυτταρικό καρκίνωμα (HCC). Η NAFLD προβλέπεται 

ότι μέσα στα επόμενα 20 χρόνια θα αποτελεί την κύρια αιτία ηπατοσχετιζόμενων θανάτων και 

λόγο μεταμόσχευσης ήπατος.  Επιπλέον η εγκαθίδρυσή και η πρόοδος της νόσου αυξάνουν την 

πιθανότητα θανάτου των ασθενών κατά 34%-69% τα επόμενα 15 χρόνια, σε σχέση με τον υγιή 

πληθυσμό(4). 

 

 
Εικόνα 1: Επιπολασμός της NAFLD και η φυσική πρόοδος της νόσου. 
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Η NAFLD και η NASH έχουν παράγοντες κινδύνου τόσο γενετικής και επιγενετικής προέλευσης, 

οι οποίοι θα αναλυθούν περαιτέρω σε επόμενη ενότητα, αλλά και περιβαλλοντικούς που 

σχετίζονται με τον τρόπο ζωής. Συγκεκριμένα, οι παράγοντες αυτοί είναι όμοιοι με εκείνους που 

αυξάνουν τον κίνδυνο εμφάνισης του μεταβολικού συνδρόμου και αποτελούν BMI> 28 kg/m2, 

το γήρας, η παρουσία του διαβήτη  τύπου ΙΙ, η δυσλιπιδαιμία, η αντίσταση στην ινσουλίνη, 

αυξημένες τρανσαμινάσες ,καθώς η NAFLD αποτελεί το ηπατικό μέρος του μεταβολικού 

συνδρόμου(5). 

Η δίαιτα αποτελεί, επίσης, έναν σημαντικό παράγοντα κινδύνου για την ανάπτυξη της νόσου. 

Συγκεκριμένα, η υπέρμετρη ενεργειακή πρόσληψη οδηγεί στην παχυσαρκία αυξάνοντας έτσι 

τον κίνδυνο εμφάνισης της νόσου. Επιπλέον, η πρόσληψη κορεσμένου λίπους, χοληστερόλης 

και η χαμηλή πρόσληψη διαιτητικών ινών και αντιοξειδωτικών έχουν συσχετιστεί με τον κίνδυνο 

εμφάνισης NAFLD(6).Ειδικότερα, έχει σημειωθεί η συσχέτιση της πρόσληψης φρουκτόζης τόσο 

με τον κίνδυνο εμφάνισης της νόσου όσο και με την πρόοδο της ίνωσης  σχετιζόμενη με την 

NASH(7). 

Ο επιπολασμός της NAFLD και της NASH έχει γνωρίσει μία αύξηση τα τελευταία 10 χρόνια 

παγκοσμίως , παράλληλα με την αύξηση της συχνότητας της παχυσαρκίας και των συνοδών 

μεταβολικών νοσημάτων. Συγκεκριμένα, ο επιπολασμός της νόσου υπολογίζεται στο 25,24% του 

παγκόσμιου πληθυσμού, αλλά υπάρχουν κάποιες φυλετικές διαφορές στην εμφάνιση της νόσου 

με τους Ανατολικούς πληθυσμούς να εμφανίζουν μικρότερο ποσοστό εμφάνισης. Το ποσοστό 

των ασθενών με NAFLD που θα εμφανίσει  NASH υπολογίζεται  5-10 % (8),(9). 

 

1.2 Παθοφυσιολογία της NAFLD και της NASH 

Οι μηχανισμοί που ευθύνονται για την εμφάνιση της NAFLD είναι πολύπλοκοι και δύσκολο να 

προσδιοριστούν και για αυτό έχουν προταθεί διάφορες υποθέσεις για την παθογένεση της 

νόσου. Η πρώτη υπόθεση για την ερμηνεία της παθογένεσης της νόσου ονομάστηκε υπόθεση 

δύο κτυπημάτων. Το πρώτο ¨κτύπημα¨  αποτελεί η συσσώρευση λιπαρών οξέων στον ηπατικό 

ιστό λόγο δίαιτας, έλλειψης φυσικής δραστηριότητας και παχυσαρκίας και οδηγεί στην 

εμφάνιση αντίστασης στην ινσουλίνη που προάγει την στεάτωση. Έτσι, το ήπαρ 

ευαισθητοποιείται στην δράση διαφόρων παραγόντων που οδηγούν στο δεύτερο κτύπημα που 

αποτελεί το οξειδωτικό στρες, που προκύπτει από την αδυναμία διαχείρισης των ελεύθερων 

λιπαρών οξέων από τα μιτοχόνδρια,  που τελικά οδηγεί σε βλάβες σε αυτά. Το οξειδωτικό στρες 

προκαλεί βλάβες στα κύτταρα και απόπτωση, αύξηση της παραγωγής προ-φλεγμονωδών 
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κυτταροκινών, στην δημιουργία ίνωσης και τραυματισμό του ήπατος, δηλαδή στην 

εγκαθίδρυση της NASH(10,)(11). 

Αυτή η υπόθεση εγκαταλείφθηκε καθώς υπήρξε πολύ απλοϊκή για να μπορέσει να εξηγήσει την 

διαδικασία παθογένεσης της NAFLD και αντικαταστάθηκε με την υπόθεση των πολλαπλών 

κτυπημάτων. Αυτή η υπόθεση υποστηρίζει ότι πολύ διαφορετικοί παράγοντες δρουν 

παράλληλα και συνεργιστικά ώστε να εμφανιστεί η νόσος(12). 

 

1.2.1 Υπόθεση πολλαπλών κτυπημάτων 

Εικόνα 2: Υπόθεση πολλαπλών κτυπημάτων για την εγκαθίδρυση και πρόοδο της NAFLD 

 

1.2.1.1 Ελεύθερα λιπαρά οξέα και αντίσταση στην ινσουλίνη 

Πιο συγκεκριμένα, η θεωρία αυτή λαμβάνει υπόψιν της παράγοντες όπως η αντίσταση στην 

ινσουλίνη, η γενετική προδιάθεση, το οξειδωτικό στρες και το μικροβίωμα. Θα εξετάσουμε 

αυτούς τους παράγοντες ξεχωριστά. 

Η συσσώρευση λίπους με την μορφή τριακυλογλυκερολών στο ήπαρ συνήθως οφείλεται στην 

παχυσαρκία που οδηγεί σε εκτεταμένη λιπόλυση και δημιουργία FFA (free fatty acid) στην 

κυκλοφορία τα οποία εισέρχονται στο ήπαρ και οδηγούν σε στεάτωση, αυξημένη 

γλυκονεογένεση και λιπογένεση(13),(14). Επιπλέον, μελέτες έχουν δείξει ότι τα αυξημένα επίπεδα 

ελεύθερων λιπαρών οξέων στο ήπαρ σχετίζονται με την εμφάνιση αντίστασης στην ινσουλίνη, 
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μέσω ενεργοποίησης της κινάσης σερίνης(15), προωθώντας έτσι την λιπόλυση καθώς η ινσουλίνη 

δρα μέσω της ορμονοευαίθητης λιπάσης και αναστέλλει την λιπόλυση(16). 

Το μεγαλύτερο ποσοστό των ελεύθερων λιπαρών οξέων (60%) προέρχεται από μη 

εστεροποιημένα λιπαρά οξέα του πλάσματος, 25 % από de novo λιπογέννεση  και 15% από την 

τροφή μέσω των χυλομικρών(17). Τα ελεύθερα λιπαρά οξέα έχουν και λιποτοξικές ιδιότητες στα 

ηπατοκύτταρα αφενός γιατί η υπερσυσσώρευση τους οδηγεί δημιουργία δραστικών μορφών 

οξυγόνου μέσω της β-οξείδωση(18). Πέρα από αυτή την δράση το παλμιτικό, που αποτελεί ένα 

από τα πιο άφθονα ελεύθερα λιπαρά οξέα(19) και η ελεύθερη χοληστερόλη μπορεί να 

ενεργοποιήσουν προ-φλεγμονώδη σηματοδοτικά μονοπάτια μέσω ενεργοποίησης των 

παραγόντων JNK και NF-κB και να εντείνουν την φλεγμονή(20),(21). Η μετατροπή των ελεύθερων 

λιπαρών οξέων σε τριγλυκερίδια ίσως να αποτελεί ένα μηχανισμό άμυνας του ήπατος έναντι 

της τοξικότητας των FFA(22). 

1.2.1.2 Μιτοχονδριακή δυσλειτουργία 

Έχει αποδειχθεί η ύπαρξη συσχέτισης της αντίστασης στην ινσουλίνη, της παχυσαρκίας και της 

μιτοχονδριακής δυσλειτουργίας(23). Αλλαγές στη δομή και στη λειτουργία των μιτοχονδρίων 

συνεισφέρουν στην παθογένεση της NAFLD, λόγω των βλαβών στην αναπνευστική αλυσίδα και 

στην β-οξείδωση των λιπαρών οξέων(24). Λόγω αυτών, τα μιτοχόνδρια δεν μπορούν να 

διαχειριστούν την αυξημένη εισροή λιπιδίων, γεγονός που καταλήγει στην παραγωγή 

δραστικών μορφών οξυγόνου (ROS), τοξικούς μεταβολίτες των λιπιδίων και άρση της 

ομοιόστασης του μεταβολισμού των λιπιδίων. Όλα τα παραπάνω οδηγούν στην ενεργοποίηση 

των μοριακών μονοπατιών της φλεγμονής και περαιτέρω βλάβης στα ηπατοκύτταρα και στα 

μιτοχόνδρια(25). 

1.2.1.3 Στρες του ενδοπλασματικού δυκτίου 

Στην NAFLD και στην NASH έχει παρατηρηθεί μία μειωμένη ικανότητα του ενδοπλασματικού 

δικτύου (ΕΔ) στην αναδίπλωση, επεξεργασία και επιδιόρθωση των πρωτεϊνών, ενώ οι 

πρωτεϊνικές ανάγκες λόγω της φλεγμονής είναι αυξημένες. Αυτή η ανισορροπία ως προς τις 

ανάγκες για αναδίπλωση των πρωτεϊνών και στην μειωμένη ικανότητα του ΕΔ να τις 

ικανοποιήσει οδηγεί στην συσσώρευση μη λειτουργικών πρωτεϊνών που δεν έχουν 

αναδιπλωθεί ή έχουν αναδιπλωθεί λανθασμένα. Αυτό λόγω ανάδρασης οδηγεί στην απάντηση 

μη αναδιπλωμένων πρωτεϊνών (unfolded protein response). Παρατεταμένο ενδοπλασματικό 

στρες οδηγεί σε υπέρβαση της δράσης της UPR και τελικά σε κυτταρικό θάνατο(26). Επιπλέον το 

χρόνιο ενδοπλασματικό στρες ευνοεί την παραγωγή ελευθέρων ριζών και οδηγεί και αυτό σε 

φλεγμονή μέσω των μονοπατιών του NF-κB και της JNK κινάσης(27). 
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1.2.1.4 Δυσλειτουργία των λιποκυτταροκινών 

Στην παχυσαρκία έχει παρατηρηθεί μία αύξηση της παραγωγής λιποκυτταροκινών που 

προάγουν την φλεγμονή όπως είναι ο παράγοντας νέκρωσης όγκων (TNF-α), η ιντερλευκίνη 6 

(IL-6) και η ιντερλευκίνη 8 (IL-8). Αυτή η αύξηση με  τη σειρά της οδηγεί σε αντίσταση στην 

ινσουλίνη. Επιπλέον, σε άτομα με παχυσαρκία έχει παρατηρηθεί μία μείωση της παραγωγής 

αντιπονεκτίνης,μίας ορμόνης που προάγει την ευαισθησία στην ινσουλίνη και έχει 

αντιφλεγμονώδεις δράσεις(28),(29).  

1.2.1.5 Κύτταρα Kupffer 

Τα κύτταρα Kupffer αποτελούν μακροφάγα που εδρεύουν στο ήπαρ και ο φυσιολογικός τους 

ρόλος είναι να εκτελούν φαγοκυττάρωση και να καταστρέφουν παθογόνα που εισέρχονται 

μέσω της κυκλοφορίας στο ήπαρ, καθώς και να παρέχουν προστασία έναντι ξένων σωμάτων 

που εισέρχονται μέσω του γαστρικού συστήματος (30). Τα Kupffer μπορούν να μετατραπούν σε 

δύο μορφές την M1 και την M2. Τα κύτταρα M1  είναι υπεύθυνα για την παραγωγή προ-

φλεγμονωδών κυτταροκινών όπως είναι ο TNF-α και η IL-6 και τα M2 είναι υπεύθυνα για την 

παραγωγή αντιφλεγμονωδών παραγώγων όπως η IL-1. Σε παχύσαρκα άτομα έχει παρατηρηθεί 

μία υψηλή παραγωγή ενδοτοξινών (LPS) από τα βακτήρια του εντέρου. Στην NASH/NAFLD η 

σύνδεση των LPS στον υποδοχέα TLR ενεργοποιεί την μετατροπή των Kupffer στην M1  μορφή 

συμβάλλοντας έτσι στην παρατεταμένη φλεγμονή που παρατηρείται κατά την νόσο(31). 

Επιπλέον, έχει παρατηρηθεί ότι οι δίαιτες υψηλές σε λίπος είναι δυνατόν να ενεργοποιήσουν 

τα M1 Kupffer κύτταρα(32). Επιπρόσθετα, ο M1  υπότυπος μπορεί να προκαλέσει στεάτωση μέσω 

της αυξημένης δραστηριότητας της τρανφέρασης των διάκυλογλυκερόλης που προκαλεί(33),(34). 

1.2.1.6 Διαιτητικοί παράγοντες 

Ο πρωτεύων διαιτητικός παράγοντας που έχει συσχετιστεί με την νόσο είναι οι δίαιτες υψηλών 

θερμίδων. Το συγκεκριμένο διαιτητικό μοτίβο έχει συσχετιστεί με την NAFLD και την στεάτωση 

τόσο μέσω της υπερτροφίας του λιπώδους ιστού που δημιουργεί με την εναπόθεση λίπους, όσο 

και την ανάπτυξη αντίστασης στην ινσουλίνη λόγω της αύξησης των FFA στην κυκλοφορία(35).  

Ο μονοσακχαρίτης φρουκτόζη έχει αποδειχθεί ότι επάγει την αντίσταση στην ινσουλίνη στο 

ήπαρ όπου είναι και το σημείο του μεταβολισμού της(36). Εκεί μετατρέπεται σε φωσφορική-1 

φρουκτόζη και στη συνέχεια σε φωσφορική τριόζη, η οποία εισέρχεται στον γλυκολυτικό κύκλο 

και παράγει υποστρώματα για de novo λιπογένεση, η οποία οδηγεί σε εναπόθεση λιπιδίων στα 

ηπατοκύτταρα(37). Επιπλέον, η φρουκτόζη αποτελεί προ-φλεγμονώδη παράγοντα που 

δημιουργεί οξειδωτικό στρες και αυξάνει τα επίπεδα του TNF-α. Επιπρόσθετα, μελέτες έχουν 

συσχετίσει την έγχυση  φρουκτόζης σε ασθενείς με NAFLD με αυξημένα επίπεδα ίνωσης(38). 
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Οι δίαιτες με υψηλή ποσότητα λιπαρών έχουν επίσης συσχετιστεί με την ηπατική στεάτωση και 

την αντίσταση στην ινσουλίνη. Πιο συγκεκριμένα, τα κορεσμένα λιπαρά οξέα προωθούν την 

ανάπτυξη στεάτωσης και φλεγμονής(39). Αντιθέτως τα πολυακόρεστα και τα μονοακόρεστα 

λιπαρά οξέα βελτιώνουν την ευαισθησία στην ινσουλίνη και δρουν προστατευτικά έναντι της 

ανάπτυξης της νόσου(40).  

1.2.1.7 Επίδραση της μικροχλωρίδας του εντέρου 

Έχει παρατηρηθεί στους ασθενείς με NAFLD ότι έχουν μεγαλύτερη διαπερατότητα εντέρου και 

υπερπολλαπλασιασμό των εντερικών βακτηρίων σε σχέση με τον υπόλοιπο πληθυσμό(41). Ο 

συνδυασμός αυτών των δύο έχει ως αποτέλεσμα την επίδραση τοξινών και συγκεκριμένα των 

LPS που παράγονται από τα βακτήρια στο λεπτό έντερο, διαπερνούν το επιθήλιο και τελικά 

δρουν στο ήπαρ. Δρουν μέσω της σύνδεσής του στον συν υποδοχέα CD14 ως συνδέτες των TLR  

υποδοχέων, που οδηγούν σε ενεργοποίηση μονοπατιών της φλεγμονής, όπως αυτά των 

JNK,p38, NF-κΒ, προάγοντας την εμφάνιση οξειδωτικού στρες και αντίστασης στην ινσουλίνη, 

καθώς και παχυσαρκίας(42). Επιπλέον, ο πολλαπλασιασμός άνω του φυσιολογικού των 

βακτηρίων οδηγεί σε υπέρμετρη παραγωγή λιπαρών οξέων μικρής αλύσου SCFA, που 

συνεισφέρουν στην παραγωγή ενέργειας και την παχυσαρκία(43). Επίσης, έχει παρατηρηθεί η 

μετατροπή της διαιτητικής χολίνης σε μεθυλαμίνη. Αυτή η ουσία είναι τοξική λόγω των προ-

φλεγμονωδών της χαρακτηριστικών, καθώς και γιατί μειώνονται τα φυσιολογικά επίπεδα 

χολίνης ,που είναι απαραίτητη για την σύνθεση της VLDL και η έλλειψή της έχει δειχθεί ότι 

οδηγεί σε στεάτωση(44). Επιπλέον, τα LPS οδηγούν στην μετατροπή των Kupffer μακροφάγων 

στον προ-φλεγμονώδης M1 υπότυπο όπως αναλύθηκε σε παραπάνω ενότητα. 

1.2.1.8 Ηπατικά αστρικά κύτταρα 

Τα ηπατικά αστρικά κύτταρα (Hepatic Stellate Cells, HSC) αποτελούν το 5-8 % των κυττάρων του 

ήπατος και ο φυσιολογικός τους ρόλος είναι η αποθήκευση της βιταμίνης Α μέσα σε λιπιδικές 

σταγόνες που έχουν στο εσωτερικό τους, σε αυτή την μορφή είναι σε ηρεμία(45). Σε περίπτωση 

τραυματισμού του ιστού, γεγονός που συμβαίνει στην NASH και στην NAFLD λόγω αυξημένης 

απόπτωσης, κυτταρικής δυσλειτουργίας και παραγωγής δραστικών μορφών οξυγόνου, τα 

ηπατικά αστρικά κύτταρα ενεργοποιούνται και υπόκεινται σε μορφολογικές και λειτουργικές 

αλλαγές. Αυτές οι αλλαγές προσδίδουν στα HSC την ιδιότητα υπερπαραγωγής και έκκρισης των 

συστατικών της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας, δηλαδή κυρίως κολλαγόνο και γλυκοπρωτεΐνες,  

και άρα στην δημιουργία ινώδους ιστού(46)(47). Τα δύο μόρια που έχουν μελετηθεί περισσότερο 

για την επαγωγή της ενεργοποίησης των HCS είναι ο PDGF και ο TNF-β. Η δημιουργία ινώδους 

ιστού τελικά οδηγεί σε έκπτωση της φυσιολογικής ηπατικής ανατομίας και λειτουργίας(48). 
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1.2.1.9 Γενετικοί παράγοντες 

Η NAFLD αποτελεί μία κοινή νόσο και για αυτό πολλοί συχνοί πολυμορφισμοί σε γονίδια έχουν 

αναδειχθεί μέσω GWAS μελετών να εμπλέκονται στην παθογένεσή της. Οι πολυμορφισμοί που 

έχουν επιβεβαιωθεί από τις περισσότερες μελέτες αποτελούν αυτοί στα γονίδια PNPLA3 και 

TM6SF2. 

Το γονίδιο της περιοχής που περιέχει φωσφολιπάση πατατίνη 3 ή PNPLA3 κωδικοποιεί μία 

διαμεμβρανική πολυπεπτιδική αλυσίδα με δραστικότητα υδρολάσης. Εκφράζεται στην 

μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου και στις λιπιδικές μεμβράνες των ηπατοκυττάρων και 

των λιποκυττάρων. Έχει δράση εστεράσης της ρετινόλης και επιτρέπει έτσι την εξωκυττάρωση 

της ρετινόλης. Το γονίδιο της PNPLA3 βρίσκεται στο χρωμόσωμα 22 και ο μονονουκλεοτιδικός 

πολυμορφισμός rs738409c.444 C>G, p. Ι148M είναι μία μη συνώνυμη  αντικατάσταση κυτοσίνης 

σε γουανίνη, που οδηγεί σε μία μετατροπή μια ισολευκίνης σε μεθειονίνης στο κωδικόνιο 148. 

Αυτή η μετάλλαξη έχει συσχετιστεί με αυξημένα επίπεδα λίπους στο ήπαρ, καθώς και με 

αυξημένη ηπατική φλεγμονή και ίνωση. Ειδικότερα, οι ομόζυγοι για το μεταλλαγμένο 

αλληλόμορφο έχουν 73% περισσότερο λιπιδικό περιεχόμενο και 3.2 φορές αυξημένο κίνδυνο 

εμφάνισης ίνωσης και φλεγμονής σε σχέση με τα άτομα που δεν έχουν την μετάλλαξη. Οι 

επιδράσεις της συγκεκριμένης μετάλλαξης είναι ανεξάρτητες της παχυσαρκίας, της 

ινσουλινοαντίστασης και του διαβήτη, γεγονός που καταδεικνύει το σημαντικό της ρόλο στην 

εμφάνιση και στην πρόοδο της νόσου(49). 

Ο μονονουκλεοτιδικός πολυμορφισμός στο γονίδιο TM6SF2 ή μέλος της υπεροικογένειας 

διαμεμβρανικών πρωτεϊνών αποτελεί έναν σημαντικό γενετικό παράγοντα που αυξάνει τον 

κίνδυνο εμφάνισης NAFLD. Πρόκειται για τον πολυμορφισμό rs58542826 (c.449 C>T) δηλαδή 

μία μη συνώνυμη αντικατάσταση θυμίνης σε κυτοσίνη στον γενετικό τόπο 19p13.11 μέσα στην 

αλληλουχία του γονιδίου TM6SF2 οδηγεί σε μία αντικατάσταση γλουταμινικού σε λυσίνη E167K. 

Στα άτομα με τον πολυμορφισμό έχουν παρατηρηθεί αυξημένα επίπεδα αμινοτρανσφερασών 

αλανίνης και ασπαρτάμης, καθώς και μειωμένα επίπεδα χαμηλής πυκνότητας λιπο-πρωτεΐνης 

(LDL) και τριγλυκεριδιων (TG’s). Αυτά τα δεδομένα καταδεικνύουν ότι η λειτουργία της TM6SF2 

πρωτεΐνης αφορά την έκκριση τριγλυκεριδίων από το ήπαρ και η μειωμένη λειτουργικότητα της 

επιδρά στην εμφάνιση NAFLD, στον κίνδυνο ανάπτυξης ίνωσης και NASH(50),(51). 

Τα υπόλοιπα γονίδια που έχει αποδειχθεί ότι συμβάλουν στην ανάπτυξη της νόσου δρουν μέσω 

μηχανισμών που σχετίζονται με την αντίσταση στην ινσουλίνη, τον μεταβολισμό των λιπιδίων 

και των υδατανθράκων, το οξειδωτικό στρες και την φλεγμονή(52). Πολυμορφισμοί των γονιδίων 
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ENPP1(rs104498, K121Q) και του γονιδίου του υποστρώματος-1 του υποδοχέα της ινσουλίνης 

IRS1(rs1801278, Q972R) οδηγούν σε διαταραχή της σηματοδότησης του υποδοχέα της 

ινσουλίνης και σε αντίσταση στην ινσουλίνη, καθώς συσχετίστηκαν με υψηλότερα επίπεδα 

ίνωσης που σχετίζεται με την NAFLD(53). O πολυμορφισμός της ρυθμιστικής πρωτεΐνης της 

γλυκοκινάσης (GCKR) (rs1260326 P446L) έχει συσχετιστεί με την NAFLD από μελέτες GWAS. Ο 

ρόλος της πρωτεΐνης αυτής είναι να αναστέλλει την δράση της γλυκοκινάσης όταν 

ενεργοποιείται από την φωσφορική-6 φρουκτόζη και οδηγεί έτσι σε αυξημένη γλυκόλυση και 

απορρόφηση γλυκόζης από το ήπαρ. Αυτό, οδηγεί σε αυξημένα επίπεδα manoly-Coa λόγω 

πτώσης των επιπέδων γλυκόζης, που τελικά χρησιμοποιείται στην παραγωγή λιπών και οδηγεί 

σε στεάτωση(54). Πολυμορφισμοί στο γονίδιο του μεταφορέα της γλυκόζης SLC2A1 έχουν επίσης 

συσχετιστεί με την νόσο(55). 

Ως προς τον μεταβολισμό των λιπιδίων, μεταλλάξεις στο γονίδιο και στον υποκινητή της 

μικροσωμικής μεταφορικής πρωτεΐνης τριγλυκεριδίων έχουν συσχετιστεί με προχωρημένου 

βαθμού στεάτωση και ίνωση στο ήπαρ. Οι πολυμορφισμοί στον υποκινητή του γονιδίου που 

κωδικοποιεί την απολιποπρωτεΐνη C rs2854116(-455 C>T) και rs2854117(-482 C>T) έχουν 

συσχετιστεί με τον βαθμό της στεάτωσης(56).  

Καθώς το οξειδωτικό στρες συντελεί στην εμφάνιση και στην ανάπτυξη της νόσου, μεταλλάξεις 

στα γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες που συμμετέχουν στην παραγωγή ή στην 

αντιμετώπιση των ελευθέρων ριζών και του οξειδωτικού στρες επηρεάζουν τον κίνδυνο 

εμφάνισης ή πρόοδο της νόσου. Μεταλλαγές του γονιδίου της αιμοχρωμάτωσης (HFE), 

συγκεκριμένα οι SNP’s C282Y (rs1800562) και H63D (rs1799945) έχουν συσχετιστεί με την NAFLD 

αλλά δεν επιβεβαιώνεται από όλες τις μελέτες(57). Ο ομόζυγος πολυμορφισμός rs4880 του 

γονιδίου της δισμουτάσης του υπεροξειδίου 2 (SOD2) έχει συσχετιστεί με 1.56 μεγαλύτερη 

πιθανότητα εμφάνισης προχωρημένου σταδίου ίνωσης σε σχέση με άτομα με φυσιολογικά 

αλληλόμορφα(58). Επιπλέον, πολυμορφισμοί στα γονίδια GCLC και GCLM που κωδικοποιούν τις 

υπομονάδες της συνθετάσης της γλουταμυλοκυστείνης-γ, που αποτελεί ένζυμο απαραίτητο για 

τη σύνθεση γλουταθείονης ενός τριπεπτιδίου με αντιοξειδωτική δράση, συσχετίστηκαν με την 

πρόοδο της στεατοηπατίτιδας(59). 

Η παρουσία φλεγμονής και ίνωσης αποτελούν αίτια και αποτελέσματα της προόδου  της νόσου 

και ειδικότερα της εξέλιξης της NASH και λόγω αυτού μεταλλάξεις σε γονίδια που σχετίζονται 

με αυτές τις διεργασίες είναι επακόλουθο να επηρεάζουν την πορεία της νόσου. 

Πολυμορφισμοί στα γονίδια κυτταροκινών και ειδικότερα στης ιντερλευκινης 1 β (IL1B), στον 
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υποκινητή του TNF και στο γονίδιο του αντιγόνου-4 των Τ λεμφοκυττάρων έχουν συσχετιστεί με 

την NAFLD. Ο πολυμορφισμός rs12979860 του ψευδογονιδίου της ιντερφερόνης λάμδα 4 

(IFNL4) συσχετίστηκε με ίνωση που οφείλεται στην ύπαρξη NAFLD και ένας πολυμορφισμός 

στην  θέση (-174 G>C), στην περιοχή του ενισχυτή του γονιδίου της IL6, συσχετίστηκε με την 

NASH. Τέλος, ένας πολυμορφισμός στο εσώνιο του γονιδίου του σχετικού με τον Kruppel 

παράγοντα (KLF6) προωθεί το εναλλακτικό μάτισμα του KLF6 και οδηγεί στην δημιουργία μία 

παραλλαγής του γονιδίου που σχετίζεται με μειωμένη ίνωση σε ασθενείς με NAFLD. Άλλα 

γονίδια, που μπορεί να σχετίζονται με την NAFLD αλλά χρήζουν επιβεβαίωσης από μελέτες, 

είναι γονίδια που σχετίζονται με την ίνωση όπως αυτό του κολλαγόνου 1 και της 

μεταλλοπρωτεΐνης-3 πλέγματος (MMP3)(52). 

1.2.1.10 Επιγενετικοί παράγοντες 

Οι επιγενετικές αλλαγές αποτελούν διαφοροποιήσεις σε επίπεδο μεταγραφής των γονιδίων που 

επηρεάζουν την γονιδιακή έκφραση και τον φαινότυπο. Αυτές οι αλλαγές οφείλονται κυρίως σε 

χημικές τροποποιήσεις των ιστονών ή των βάσεων του DNA, καθώς και στη δράση RNA μικρού 

μήκους, που απενεργοποιούν τα παραγόμενα RNA και ονομάζονται microRNAs. Στη 

συγκεκριμένη ενότητα, θα αναφερθούμε και στους δύο επιγενετικούς μηχανισμούς, αλλά ο 

ρόλος των microRNAs  στην ανάπτυξη της NAFD και στην πρόοδο της στη NASH θα αναλυθεί 

περαιτέρω σε επόμενη ενότητα. 

Η μεθυλίωση του DNA αποτελεί μία διαδικασία κατά την οποία γίνεται η εισαγωγή μίας 

μεθυλομάδας(-CH3) σε βάσεις κυτοσίνης στην ακολουθία του DNA. Η διαδικασία 

πραγματοποιείται με τη δράση των ενζύμων μεθυλοτρανσφερασών (DNMTs), που συνδέουν 

μία μεθυλομάδα στα νουκλεοτίδια που έχουν βάση κυτοσίνη και ακολουθούνται από 

νουκλεοτίδια που έχουν ως βάση την γουανίνη και ονομάζονται σημεία CpGs. Η υπερμεθυλίωση 

του DNA έχει συνδεθεί με γενετική αποσιώπηση ενώ η υπομεθυλίωση με την έκφραση γονιδίων. 

Στον άνθρωπο η μεθυλίωση του μιτοχονδριακού γονιδίου της δευδροξυγενάσης 6 του NADH 

(MT-ND6) είναι αυξημένη στους ασθενείς με NASH σε σχέση με αυτούς με απλή στεάτωση, 

καθώς και ο λόγος του μεθυλιωμένου/μη-μεθυλιωμένου DNA για το ίδιο γονίδιο έχει 

συσχετιστεί με  σκορ της δραστηριότητας του NAFLD(60). Επίσης, η μεθυλίωση στον ενισχυτή του 

συνενεργοποιητή 1 άλφα του PPARγ (PGC1-α) έχει συσχετιστεί με αντίσταση στην ινσουλίνη, 

και ο λόγος μεθυλιωμένου/μη-μεθυλιωμένου DNA για το ίδιο γονίδιο έχει συσχετιστεί με το 

τεστ για την ινουλινοαντίσταση HOMA-IR και με την γλυκόζη νηστείας(61). Η μεθυλίωση του 
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γονιδίου αυτού παρατηρήθηκε υψηλότερη σε άτομα με NAFLD συγκριτικά με τον υγιή 

πληθυσμό. 

Διαφορές στην μεθυλίωση των γονιδίων μπορούν να διαχωρίσουν ασθενείς με προχωρημένη 

NASH από ασθενείς με απλή στεάτωση, καθώς παρατηρήθηκαν διαφορετικά επίπεδα 

μεθυλίωσης σε 69.247 σημεία CpG από τα οποία το 76% ήταν υπομεθυλιωμένα και τα 24% 

υπερμεθυλιωμένα σε ασθενείς με NASH συγκριτικά με άτομα με απλή στεάτωση. Επιπλέον, έχει 

βρεθεί μειωμένη μεθυλίωση γονιδίων που προάγουν την ίνωση, όπως ο TGFβ1 παράγοντας 

καθώς και αυξημένη μεθυλίωση σε γoνίδια με δράση ενάντια στην ίνωση, όπως το γονίδιο του 

PPARα σε άτομα με προχωρημένου βαθμού NAFLD σε σχέση με άτομα που ήταν σε πρώιμο 

στάδιο της νόσου(62). Τα παραπάνω καταδεικνύουν την πιθανή χρησιμότητα των επιπέδων 

μεθυλίωσης στην πρόβλεψη της έκβασης της NAFLD σε NASH, καθώς και την ανάδειξη του 

ρόλου της μεθυλίωσης στην ανάπτυξη της νόσου. 

Οι χημικές τροποποιήσεις των ιστονών, που επηρεάζουν κυρίως την δομή και την 

διαθεσιμότητα της χρωματίνης στην σύνδεση των μεταγραφικών παραγόντων, είναι οι 

ακετυλιώσεις και οι αποακετυλιώσεις. Η ακετυλίωση των ιστονών πραγματοποιείται λόγω της 

δράσης των ενζύμων ακετυλοτρανσφερασών ιστονών (HATs) ενώ η αποκετυλίωση 

πραγματοποιείται λόγω της δράσης των ενζύμων αποακετυλασών ιστονών (HDACs). Στην NAFLD 

έχει βρεθεί αυξημένη ενεργότητα της p300, μίας ακυλοτρανσφεράσης που εμπλέκεται στην 

ενεργοποίηση φλεγμονωδών μονοπατιών. Συγκεκριμένα, η p300 αυξάνει την έκφραση του 

μεταγραφικού παράγοντα ChREBP, που με τη σειρά του εμπλέκεται στην έκφραση γονιδίων που 

προάγουν την λιπογένεση στο ήπαρ, συμβάλλοντας στην ανάπτυξη της νόσου(63). 

Οι αποακετυλάσες έχουν επίσης επίδραση στην εμφάνιση της νόσου και κυρίως οι σιρτουίνες, 

που αποτελούν μέλη της ομάδας III των αποακετυλασών. Ειδικότερα, η σιρτουίνη 1 (SIRT1) 

αναστέλλει την δράση του NF-κB και την φλεγμονώδη απόκριση και έτσι δρα προστατευτικά σε 

καταστάσεις όπως ο διαβήτης και η στεάτωση στο ήπαρ, όπου η ύπαρξη φλεγμονής συμμετέχει 

στην εμφάνισή τους(64). Η σιρτουίνη 3 έχει ρόλο στην διατήρηση της ακεραιότητας των 

μιτοχονδρίων και στον μιτοχονδριακό μεταβολισμό και πολυμορφισμοί στο γονίδιό της έχουν 

συσχετιστεί με την ανάπτυξη της NAFLD(65). 
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1.3 MicroRNAs-MicroRNA 21 

1.3.1 Λειτουργίες, Χαρακτηριστικά και βιογένεση των microRNA 

 

Τα microRNAs ή miRNAs αποτελούν μικρού μήκους, συνήθως 21-25 νουκλεοτιδίων μη-κωδικά 

μόρια RNA. Είναι μονόκλωνα και προκύπτουν από πρόδρομα μόρια που έχουν σχήμα 

φουρκέτας. Το πρώτο miRNA ανακαλύφθηκε το 1993 στον C. Elegans και ονομάστηκε lin-4(80) 

και από τότε έχουν ανακαλυφθεί πάνω από 1900 γονίδια mircroRNAs, σύμφωνα με την 

miRbase, στον άνθρωπο και ρυθμίζουν την έκφραση 30% του συνόλου του ανθρώπινου 

γονιδιώματος(81). 

Τα γονίδια των microRNAs βρίσκονται κυρίως σε περιοχές ανάμεσα των γονιδίων και στα εσώνια 

γονιδίων(82) και συνήθως βρίσκονται σε κοντινές περιοχές του γονιδιώματος και τείνουν να 

εκφράζονται μαζί ως πρόδρομα μετάγραφα, ενώ άλλα μπορούν να μεταγράφονται και 

αυτόνομα(83),(84). Ομαδοποιούνται ανάλογα με την θέση τους στο γονιδίωμα ως ιντρονικά 

miRNAs σε κωδικές περιοχές (TU transcription units), ιντρονικά miRNA σε μη κωδικές περιοχές, 

εξονικά miRNA σε κωδικές περιοχές και εξωνικά miRNA σε μη κωδικές περιοχές. 

Τα microRNAs στα ζώα εκφράζονται κυρίως μέσω της δράσης της RNA πολυμεράσης ΙΙ, ενώ ένας 

μικρός αριθμός τους μέσω της δράσης της RNA πολυμεράσης III. Τα προϊόντα της έκφρασης των 

γονίδιων των microRNA ονομάζονται πρωταρχικά miRNA ή primary miRNA ή pri-miRNA και 

έχουν δομή φουρκέτας. Στη συνέχεια, ακολουθεί επεξεργασία του pri-miRNA στον πυρήνα με 

τη δράση της πρωτεΐνης Drosha, που για την δράση της απαιτεί την παρουσία του 

συμπαράγοντα DCGR8 (DiGeorge syndrome critical region in gene 8). Η τομή στον κορμό της 

φουρκέτας από τη δράση της Drosha δημιουργεί ένα μόριο 60-70 νουκλεοτιδίων που έχει με τη 

σειρά του δομή φουρκέτας και ονομάζεται πρόδρομο miRNA ή precursor miRNA ή pre-miRNA. 

Ακολουθεί μεταφορά του pre-miRNA στο κυτταρόπλασμα, μια διαδικασία που 

πραγματοποιείται μέσω της μεταφοράς των pre-miRNAs μέσω των συμπλεγμάτων των 

πυρηνικών πόρων, που συνιστούν πρωτεϊνικά κανάλια που διαπερνούν την πυρηνική 

μεμβράνη. Συγκεκριμένα, η μεταφορά των pri-microRNAs γίνεται μέσω του πυρηνικού 

μεταφορικού υποδοχέα που εξαρτάται από τον Ran-GTP εξπορτίνη 5 ή EXT5. Η σύνδεση με την 

EXP5 γίνεται μέσω της αναγνώρισης του βρόγχου RNA διπλής έλικας στην 3’ προεξοχή του pre-

miRNA και σύνδεσης της με αυτόν, καθώς και με τον συμπαράγοντα Ran με την επακόλουθη 

μεταφορά του pre-miRNA στο κυτταρόπλασμα και απελευθέρωσής του μέσω της υδρόλυσης 

ενός GTP. 
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Στο κυτταρόπλασμα ολοκληρώνεται η διαδικασία της ωρίμανσης των miRNAs μέσω της δράσης 

της πρωτεΐνης Dicer, μίας RNAse III. Η Dicer δρα συνεργιστικά με άλλες πρωτεΐνες για την 

επίτευξη της ωρίμανσης των miRNA’s, που στον άνθρωπο αποτελούν οι πρωτεΐνες της 

οικογένειας αργοναυτών ή Ago, καθώς και τις πρωτεΐνες TRBP και PRKARA ή PACT.  Η διαδικασία 

που ακολουθείται για την ωρίμανση περιλαμβάνει την δημιουργία ενός διπλού miRNA λόγω της 

αποκοπής της δομής φουρκέτας από την Dicer και η ενσωμάτωσή του σε ένα σύμπλοκο 

πρωτεϊνών Ago. Η μία έλικα του miRNA διασπάται αφού η διπλή έλικα αποσυναρμολογείται 

από μία ελικάση και η άλλη παραμένει συνδεδεμένη με το σύμπλοκο Ago ως ώριμο  miRNA.  Η 

Dicer συνδέεται με τις TRBP και PACT πρωτεΐνες σχηματίζοντας το σύμπλοκο φόρτωσης στο RISK 

ή RLT. Τελικά, το ώριμο μονόκλωνο miRNA μαζί με το σύμπλεγμα Ago την Dicer και τις πρωτεΐνες 

που σχετίζονται με την δράση της σχηματίζουν το σύμπλοκο σίγασης μέσω RNA ή RNA-induced 

silencing complex ή RISK, το οποίο αναγνωρίζει, μέσω ομολογίας βάσεων του miRNA, τα mRNA 

που θα απενεργοποιήσει . 

Εικόνα 3: Βιογένεση των miRNAs 

 

 

1.3.2 Δράση miRNA’s 

Τα miRNAs έχουν, ως σύμπλοκο RISK, ρόλο στην γονιδιακή έκφραση μέσω της απενεργοποίησης 

των μεταφορικών RNA( messenger RNA ή mRNA) πριν μεταφραστούν σε πρωτεΐνες. Τα miRNAs  

αναγνωρίζουν τα mRNA στόχους τους, μέσω συμπληρωματικότητας των βάσεων στην 3’ UTR 

(αμετάφραστη περιοχή) του mRNA και ανάλογα με τον βαθμό της συμπληρωματικότητας 

μεταξύ του miRNA με το mRNA  η απενεργοποίηση των mRNA γίνεται με δύο διαφορετικούς 
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μηχανισμούς. Όταν υπάρχει υψηλή συμπληρωματικότητα η απενεργοποίηση πραγματοποιείται 

μέσω της δράσης των Ago, που αποκόπτουν το mRNA, ενώ εάν υπάρχει ανομοιότητα στο 

ταίριασμα των βάσεων, η απενεργοποίηση των mRNA γίνεται μέσω του μηχανισμού της 

μεταφραστικής καταστολής. 

Παρότι ο μηχανισμός της μεταφραστικής καταστολής δεν έχει κατανοηθεί πλήρως, έχουν 

προταθεί τέσσερεις μηχανισμοί με τους οποίους τα miRNA, που δρουν ως σύμπλοκο miRISK 

μπορούν να καταστείλουν την έκφραση των mRNA, εμποδίζοντας την μετάφραση τους. 

Σύμφωνα με τον πρώτο μηχανισμό, το σύμπλοκο miRISK συνδέεται στην 5’ καλύπτρα του mRNA 

ανταγωνίζοντας την σύνδεση του με το σύμπλοκο elF4F,  που είναι απαραίτητη για να ξεκινήσει 

η διαδικασία της έναρξης της μετάφρασης και της σύνδεσης με το ριβόσωμα. Σύμφωνα με τον 

δεύτερο προτεινόμενο μηχανισμό, τα miRNA εμποδίζουν την μετατροπή του mRNA σε κυκλικό 

μόριο, διαδικασία που εμποδίζει την περαιτέρω μετάφραση. Ο τρίτος μηχανισμός προτείνει ότι 

η δράση του miRISK γίνεται μέσω της αναστολής του σχηματισμού των ριβοσωμάτων, μέσω της 

παρεμπόδισης της σύνδεσης της 60S υπομονάδας με την 40 S. Τέλος, ο τέταρτος μηχανισμός 

προτείνει την συσσώρευση των mRNA σε σωμάτια επεξεργασίας μη επιτρέποντας έτσι την 

μετάφραση τους, μια διαδικασία που κατευθύνεται από τα miRNA. 

 

 Εικόνα 4:  Διαφορετικοί τρόποι ρύθμισης της έκφρασης των mRNA από τα miRNA 



28 
 

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω τα miRNA ως σύμπλοκο miRISK συνδέονται στην 3’ 

αμετάφραστη περιοχή των mRNA μέσω συμπληρωματικότητας των βάσεων κατά Watson και 

Crick και επιστρατεύουν την δράση της πρωτεΐνης Ago2, η οποία κόβει τα mRNA  και τα 

απενεργοποιεί(85) . 

1.3.3 Ο ρόλος των miRNA στην NAFLD 

Η έκφραση των microRNAs έχει φανεί διαταραγμένη σε μοντέλα πειραματόζωων(66),(67) και σε 

ασθενείς με NAFLD και NASH(68) και αποτελεί ένδειξη του ρόλου τους στην παθολογία και στην 

φυσιολογία των δύο αυτών νόσων. 

Το miRNA-122 αποτελεί το 70-80% του συνόλου των miRNAs που εκφράζονται στο ήπαρ και ο 

ρόλος και η έκφρασή του στην NAFLD και στη NASH έχει μελετηθεί εκτενώς. Το miRNA-122 

εμπλέκεται στον μεταβολισμό των λιπιδίων μέσω της σίγασης γονιδίων, όπως είναι τα FASN 

ACC2  ALCY, πιθανώς μέσω του ελέγχου της έκφρασης μεταγραφικών παραγόντων που τα 

ενεργοποιούν. Τα επίπεδα του microRNA 122 είναι μειωμένα σε ασθενείς με NASH στο ήπαρ, 

ενώ αυξάνονται στην κυκλοφορία πιθανόν λόγω μεταφοράς του. Αυτό το εύρημα, σε 

συνδυασμό με τα αποτελέσματα πειραμάτων σε ποντίκια όπου είχε πραγματοποιηθεί σίγασή 

του, όπου φάνηκε η ανάπτυξη στεατοηπατίτιδας, ίνωσης στο ήπαρ(69) καταδεικνύουν τον ρόλο 

του στην εμφάνιση της νόσου. Ένα ακόμη miRNA που έχει μελετηθεί εκτενώς για τον ρόλο του 

στην NAFLD και στην NASH, αποτελεί το miRNA 155 που εμπλέκεται στον έλεγχο μονοπατιών 

της φλεγμονής. Αναστολή της έκφρασης του miRNA 155 σε μοντέλα ποντικιών με 

στεατοηπατίτιδα είχαν μειωμένη στεάτωση σε σχέση με την ομάδα ελέγχου(70), αν και αυτό το 

αποτέλεσμα δεν επιβεβαιώνεται από όλες τις μελέτες. Υπάρχει συνολικά μία διαφορά στα 

επίπεδα πολλών miRNA τόσο στο ήπαρ όσο και στην κυκλοφορία στην NAFLD και στη NASH και 

αυτό καταδεικνύει την μεγάλη εμπλοκή τους στην παθογένεση της νόσου(71). 

1.3.3 Η δράση του MiRNA 21 και ο ρόλος του στην ανθρώπινη παθολογία  

Η αλληλουχία που κωδικοποιεί το miRNA-21 ανακαλύφθηκε το 2001 από την ερευνητική ομάδα 

της Lagos-Quintana(86) και από τότε έχει μελετηθεί η δράση του για πολλές παθήσεις του 

ανθρώπου και κυρίως για τον ρόλο του στον καρκίνο. 

Έχει δύο διαφορετικές ώριμες ακολουθίες την hsa-miR-21-3p και την hsa-mir21-5p 

(mirbase.org). Η αλληλουχία του γονιδίου του, βρίσκεται στο χρωμόσωμα 17 και συγκεκριμένα 

στον γενετικό τόπο 17q23 και έχουν βρεθεί τρεις αλληλουχίες υποκινητή ανοδικά της 

αλληλουχίας του γονιδίου του όπου, η τρίτη περιοχή έχει μικρή επικάλυψη με τις άλλες δύο και 
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έτσι πιθανόν δρα και ρυθμίζεται ανεξάρτητα με αυτές(87),(88),(89). Επιπλέον, έχουν βρεθεί και 

άλλες περιοχές ρύθμισης της έκφρασης του γονίδιου του miRNA21 με θετική ή αρνητική 

ρύθμιση(90). 

1.3.3.1 miRNA 21 και καρκίνος 

Το miRNA-21 έχει μελετηθεί εκτενώς για το ρόλο του στην καρκινογένεση καθώς έχει 

χαρακτηριστεί και ως ογκό-mir δηλαδή miRNA που η έκφραση του και τα γονίδια που σιγάζει 

σχετίζονται με τον καρκίνο. Ειδικότερα, αποτελέσματα μελετών in vivo και in vitro δείχνουν ότι 

η έκφραση του miRNA είναι τροποποιημένη σε πολλά είδη καρκίνων όπως ο γαστρικός 

καρκίνος, ο καρκίνος του προστάτη, ο καρκίνος του μαστού, του πρωκτού, ήπατος κ.α.(91)-(96).Η 

δράση του miRNA στην ογκογένεση και στην προαγωγή της επιβίωσης των καρκινικών κυττάρων 

έγκειται στην ικανότητα του να σιγάζει την έκφραση γονιδίων που ελέγχουν την απόπτωση, 

αναστέλλοντας έτσι τον κυτταρικό θάνατο και επάγοντας την κυτταρική επιβίωση που μπορεί 

να οδηγήσει σε καρκινογένεση. Παραδείγματα τέτοιων γονιδίων αποτελούν τα PDCD4, TPM1, 

PTEN, Βcl-2 , RECK  που η απενεργοποίηση τους σχετίζεται τόσο με την αναστολή της απόπτωσης 

όσο και με την προαγωγή των όγκων(97)-(104). Δεδομένα μελετών υποστηρίζουν ότι η έκφραση 

του miRNA21 αυξάνεται με την πρόοδο και την ανάπτυξη των όγκων και αυτό ίσως το 

καταστήσει ως ένα προγνωστικό δείκτη για την έκβαση της νόσου(105),(106). 

1.3.3.2 Ο ρόλος του miRNA-21  στην φλεγμονή και στην NAFLD/NASH 

 Οι πιθανοί μοριακοί μηχανισμοί με τους οποίους το miRNA-21 εμπλέκεται στην παθογένεση 

της NAFLD και την πρόοδό της στην NASH είναι αντικείμενο πολλών μελετών και μέχρι σήμερα 

έχουν περιγράφει  μηχανισμοί που σχετίζονται με την φλεγμονή, την ίνωση και την συσσώρευση 

λίπους. 

Αρχικά, τα επίπεδα του miRNA-21 έχουν βρεθεί αυξημένα μετά την ενεργοποίηση του 

μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ  o οποίος ενεργοποιεί την έκφραση του γονιδίου του miRNA-

21 και επάγει την μεταγραφή του(107).  Το miRNA21, όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, έχει ως 

στόχο την πρωτεΐνη PTEN. Αυτή η πρωτεΐνη έχει ως ρόλο την αναστολή της φωσφορυλίωσης της 

AKT, που οδηγεί στην ενεργοποίηση στου NF-κB  και στην έκφραση προ-φλεγμονωδών 

γονιδίων(108). 

Ο NF-κΒ αποτελεί έναν μεταγραφικό παράγοντα, που ενεργοποιείται μέσω της σηματοδότησης 

των TLR υποδοχέων, που αναγνωρίζουν τα LPS , και της σηματοδότησης των προ-φλεγμονωδών 

κυτταροκινών και η ενεργοποίησή του έχει ως αποτέλεσμα την έκφραση προ-φλεγμονωδών 
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κυτταροκινών και χημειοκινών, όπως είναι ο TNF-a και η ιντερλευκίνη 6 (IL-6), που προάγουν 

την ανάπτυξη της φλεγμονής, συμβάλλοντας έτσι στην παθολογία της NAFLD. Η εμπλοκή του 

μονοπατιού του NF-κΒ στην προαγωγή της NAFLD και της NASH έχει περιγραφεί από αρκετές 

μελέτες και η ενεργοποίησή του μέσω του mir21 αποτελεί έναν από τους εμπλεκόμενους 

μηχανισμούς της ανάπτυξης της νόσου(109)-(112). 

Επιπλέον το miRNA-21  έχει αναδειχθεί ότι μπορεί να επάγει και την συσσώρευση λίπους, μέσω 

στόχευσης και σίγασης γονιδίων που σχετίζονται με τον μεταβολισμό και την σύνθεση των 

λιπιδίων και να οδηγήσει έτσι σε στεάτωση. Πιο συγκεκριμένα, ένας χαρακτηριστικός στόχος 

του miRNA21  αποτελεί ο μεταγραφικός παράγοντας PPARa, που ο ρόλος του είναι να επάγει 

την έκφραση γονιδίων που ελέγχουν την λιπιδική β-οξείδωση. Αυτό φάνηκε από το γεγονός ότι 

τόσο σε μοντέλο ποντικού, όσο και ασθενών με NASH υπάρχει μία αντίστροφη συσχέτιση των 

επιπέδων του mir21 και του PPARa(113),(114). Επιπλέον, σε μοντέλο ποντικού με διαγραφή του 

γονιδίου του mir21 φάνηκε μία αύξηση της έκφρασης στους μεταγραφικούς παράγοντες FOXO, 

που με την σειρά τους επηρεάζουν την λιπογένεση και την γλυκονεογένεση στα 

ηπατοκύτταρα(131).  

 

 

 

 

 

Εικόνα 5: Μηχανισμός δράσης του miRNA-21 στην δημιουργία στεάτωσης 
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Επιπροσθέτως, μία μελέτη κατέδειξε έναν καινούργιο στόχο του mir21 in vivo και in vitro την 

ρεδουκτάση HMGCR. Βρέθηκε μία αντίστροφη συσχέτιση των επιπέδων του miRNA21 και της 

HMGCR, καθώς αποδείχθηκε και ως στόχος του in vitro. Αυτό είναι σε συμφωνία με μελέτες που 

δείχνουν ανεβασμένα επίπεδα έκφρασης της HMGCR σε ασθενείς με NAFLD(116). Η HMGCR 

αποτελεί ένζυμο απαραίτητο για την βιοσύνθεση της χοληστερόλης και καθώς τα επίπεδα του 

mir21 ,σύμφωνα με κάποιες μελέτες είναι μειωμένα σε ασθενείς με NAFLD η έκφραση και η 

δράση της αυξάνεται, προάγοντας την παραγωγή χοληστερόλης(115). 

Τέλος, μία ακόμα έρευνα συσχέτισε τα επίπεδα του miR-21  με τα επίπεδα της FAB7, μίας 

πρωτεΐνης που σχετίζεται με την πρόσληψη λιπαρών οξέων από τα κύτταρα. Τα μειωμένα 

επίπεδα του mir-21 κατά την NAFLD, που προτείνεται από κάποιες μελέτες, σχετίζονται με την 

αύξηση της έκφρασης της fatty acid biding protein 7  και άρα της αύξησης της πρόσληψης 

λιπαρών οξέων(117). 

Τα επίπεδα του miRNA-21  στο αίμα ασθενών με NAFLD και NASH έχουν φανεί ότι είναι 

διαταραγμένα σε μελέτες, αλλά τα αποτελέσματα δεν είναι πάντα σύμφωνα μεταξύ των 

μελετών. Πιο συγκεκριμένα, στις περισσότερες μελέτες παρατηρείται αύξηση των επιπέδων του 

miRNA-21 σε ασθενείς με προχωρημένη νόσο (NASH), αλλά τα αποτελέσματα για την απλή 

στεάτωση (NAFLD) είναι διφορούμενα, με κάποιες μελέτες να μην δείχνουν στατιστικώς 

σημαντική διαφορά σε σχέση με τον υγιή πληθυσμό(118), άλλες να δείχνουν μείωση των 

επιπέδων(116) και άλλες αύξηση(119),(120). Αυτή η διαφοροποίηση μπορεί να οφείλεται σε 

ετερογένεια στο μέγεθος του δείγματος, της μεθόδου διάγνωσης της νόσου και στην 

ετερογένεια μεταξύ των πληθυσμών που παίρνουν μέρος στην μελέτη. Τα παραπάνω ενισχύουν 

την υπόθεση ότι το miRNA-21 συμβάλει κυρίως στην  πρόοδο της νόσου μέσω μονοπατιών 

φλεγμονής και στεάτωσης και τα επίπεδά του στο αίμα ίσως να μπορέσουν να αποτελέσουν 

έναν υποψήφιο κλινικό δείκτη για τον έλεγχο της προόδου της νόσου και ίσως τον διαχωρισμό 

της NASH από την NAFLD, χωρίς την ανάγκη επιβεβαίωσης με βιοψία ήπατος. 

1.4 Διάγνωση και αντιμετώπιση της NALFD και της NASH  

1.4.1 Μέθοδοι διάγνωσης της NASH και της NAFLD 

Η διάγνωση της NAFLD πραγματοποιείται μέσω απεικονιστικών τεχνικών και μέσω βιοψίας 

ήπατος, με δεδομένο την κατανάλωση κάτω από 30 γραμμάρια για τους άνδρες και 20 g 

αιθανόλης για τις γυναίκες(75). Η πιο ακριβής μέθοδος για την διάγνωση της NAFLD αποτελεί η 
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βιοψία ήπατος, καθώς επιτρέπει την εξακρίβωση του βαθμού φλεγμονής και ίνωσης των 

ασθενών άρα και το διαχωρισμό της NASH από την NAFLD. Επιπλέον, επιτρέπει τον διαχωρισμό 

της νόσου από άλλα αίτια στεάτωσης που έχουν διαφορετικά ιστολογικά χαρακτηριστικά. 

Ιστολογικά η NAFLD αναγνωρίζεται από την συσσώρευση λίπους σε μεγάλες φυσαλίδες στο 

ήπαρ και η NASH από την επιπλέον παρουσία λοβικής φλεγμονής(73),(74). Το σκορ 

δραστηριότητας της NAFLD (NAS) χρησιμοποιείται για τον διαχωρισμό της NASH από την 

στεάτωση στης κλινικές μελέτες. Το συγκεκριμένο σύστημα βαθμονόμησης υπολογίζει την 

συνολική βαθμολογία για τρεις μεταβλητές: την φλεγμονή , την στεάτωση και το ‘’φούσκωμα’’ 

των ηπατοκυττάρων, και αν η συνολική τιμή είναι μεγαλύτερη του 5 τίθεται διάγνωση της NASH. 

Η παρουσία ίνωσης υπολογίζεται ξεχωριστά(75). 

Καθώς η ηπατική βιοψία αποτελεί μία επεμβατική μέθοδο διάγνωσης και δεν είναι πάντοτε 

εύκολο να πραγματοποιηθεί, έχουν αναπτυχθεί και μη παρεμβατικοί απεικονιστικοί μέθοδοι 

ανίχνευσης της NAFLD. Το βασικό τους μειονέκτημα αποτελεί ότι δεν μπορούν να διαχωρίσουν 

την  NASH, καθώς και τον βαθμό της ίνωσης(76). Η πιο συχνά χρησιμοποιούμενη απεικονιστική 

τεχνική αποτελεί η υπερηχογραφία (ultrasonography) . Στην συγκεκριμένη μέθοδο η ηπατική 

στεάτωση εντοπίζεται μέσω της φωτεινότερης εικόνας που παράγει το ηπατικό παρέγχυμα 

λόγω της συσσώρευσης του λίπους. Η αξονική τομογραφία, (computed tomography, CT) 

αποτελεί μία μέθοδο διάγνωσης της NAFLD που επιτρέπει την ποσοτικοποίηση της 

συσσώρευσης λίπους, μέσω της χρήσης των βαθμών Hounsfield. Η μαγνητική τομογραφία 

αποτελεί μία πιο ευαίσθητη απεικονιστική μέθοδο για την διάγνωση της στεάτωσης σε σχέση 

με την CT και την US σε επίπεδο 3%. Επιπρόσθετα, η ελαστογραφία αποτελεί μία μη επεμβατική 

τεχνική που υπολογίζει τον βαθμό της ίνωσης, η οποία βασίζεται σε τεχνολογία υπέρηχων και 

υπολογίζει την ηπατική  ακαμψία. 

Τέλος, ενδείξεις για την ύπαρξη της NAFLD μπορούν να ληφθούν μέσω βιοχημικών δεικτών, 

όπως είναι η αμινοτρανσφεράση της αλανίνης (ALT) και η απαρτική αμινοτρανσφεράση 

(AST)(77). Επιπλέον, με βάση αυτούς τους δείκτες έχουν κατασκευαστεί συστήματα 

βαθμονόμησης όπως είναι το FIB-4 που χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό της ίνωσης. Τα 

συστατικά αυτού του συστήματος βαθμονόμησης  αποτελούν η ηλικία του εξεταζόμενου, η ALT, 

η AST και ο αριθμός την αιμοπεταλίων(78). 

1.4.2 Διαχείριση και Αντιμετώπιση της NAFLD και της NASH 

Οι επιστημονικοί οργανισμοί έχουν ανακοινώσει οδηγίες για την διαχείριση της νόσου καθώς 

δεν υπάρχει μέχρι σήμερα συγκεκριμένη θεραπεία για την NAFLD και την NASH. Οι οργανισμοί 
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αυτοί είναι ο Ευρωπαϊκός Σύλλογος για την μελέτη του ήπατος (EASL), το Ινστιτούτο Υγείας του 

Ηνωμένου Βασιλείου, ο Ιταλικός Σύλλογος της μελέτης του ήπατος (AISF), ο Αμερικάνικος 

Σύλλογος (AASLD) και τέλος ο οργανισμός της Ασίας και της Ωκεανίας. Πιο συγκεκριμένα, η 

εστίαση γίνεται στην διατροφή και στον τρόπο ζωής των ασθενών. Ο Ευρωπαϊκός Σύλλογος για 

την μελέτη του ήπατος (EASL) και ο Ιταλικός (AISF) προτείνουν την μεσογειακή διατροφή ως την 

καταλληλότερη διατροφή και την αντιμετώπιση της NAFLD. Επιπλέον, όλοι οι οργανισμοί 

συμφωνούν σε μία μείωση της ενεργειακής κατανάλωσης από τους ασθενείς, με στόχο την 

απώλεια βάρους, καθώς και αύξηση της φυσικής δραστηριότητας μέσω είτε αερόβιας άσκησης, 

είτε άσκησης με αντιστάσεις. 

Μέχρι σήμερα, κανένα φάρμακο δεν έχει εγκριθεί αποκλειστικά για την NALFD και την NASH και 

οι παραπάνω οργανισμοί συμφωνούν ότι οποιαδήποτε φαρμακευτική αγωγή πρέπει να δίνεται 

σε ασθενείς με προχωρημένη  NASH και μετά από αξιολόγηση της κατάστασης του ασθενούς 

και των κινδύνων. Τέλος, σε ασθενείς που δεν μπορούν να κάνουν τις απαραίτητες αλλαγές στον 

τρόπο ζωής, με σκοπό την μείωση του βάρους και την διαχείριση των μεταβολικών επιπλοκών 

και δεν ανταποκρίνονται στην φαρμακευτική αγωγή, οι οργανισμοί της Ευρώπης και της 

Αμερικής προτείνουν το βαριατρικό χειρουργείο καθώς πέρα από την απώλεια βάρους και την 

βελτίωση των μεταβολικών επιπλοκών, το χειρουργείο μειώνει την στεάτωση και την ίνωση στο 

ήπαρ(79). 
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2.Σκοπός 

 

Σκοπό της παρούσας μεταπτυχιακής διατριβής αποτέλεσε η εξέταση των διαφορών στα επίπεδα 

του miRNA-21 μεταξύ τριών ομάδων ατόμων. Η πρώτη ομάδα αποτελείται από εθελοντές που 

είχαν διαγνωστεί με NAFLD, η δεύτερη ομάδα αποτελείται από εθελοντές που είχαν διαγνωστεί 

με NASH και η τρίτη ομάδα εθελοντών αποτέλεσε την ομάδα ελέγχου, στην οποία οι εθελοντές 

ήταν υγιείς. Δευτερεύοντα στόχο της διατριβής αποτέλεσε η εξέταση της σχέσης των επιπέδων 

του microRNA-21 με ανθρωπομετρικές και βιοχημικές μετρήσεις, με σκοπό την ερμηνεία της 

δράσης τους στην παθοφυσιολογία της νόσου. 
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3. Μεθοδολογία 

3.1 Σχεδιασμός Μελέτης και Περιγραφή δείγματος 

Στη συγκεκριμένη μεταπτυχιακή διατριβή χρησιμοποιήθηκαν ανθρωπομετρικά, βιοχημικά και 

κλινικά δεδομένα εθελοντών από δύο μελέτες, την μελέτη MAST4HEALTH, μία πολυκεντρική 

διπλά τυφλή μελέτη, που αξιολόγησε την φαρμακολογική χρήση της μαστίχας σε άτομα με 

NASH και την μελέτη “Παχυσαρκία και μεταβολικό σύνδρομο: διατροφική παρέμβαση με 

Κορινθιακή σταφίδα σε λιπώδη διήθηση του ήπατος (ΝΑFLD/NASH) –Διερεύνηση μοριακών 

μηχανισμών δράσης”, μία συγχρονική επιδημιολογική μελέτη που πραγματοποιήθηκε από το 

Χαροκόπειο Πανεπιστήμιο σε συνεργασία με το Λαϊκό Νοσοκομείο Αθηνών. Χρησιμοποιήθηκε 

πλάσμα αίματος από εθελοντές για την μέτρηση των επιπέδων του hsa-miR-21-5p με τη χρήση 

της τεχνικής αλυσωτής αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (RT-PCR). Τα ερευνητικά 

πρωτόκολλα των παραπάνω μελετών έχουν λάβει έγκριση από  την Επιτροπή  Βιοηθικής  του  

Χαροκοπείου  Πανεπιστημίου. 

Ο συνολικός πληθυσμός που χρησιμοποιήθηκε ήταν 64 άτομα, από τους οποίους οι 26 ήταν 

εθελοντές της μελέτης MAST4HEALTH και οι 38 αποτέλεσαν εθελοντές από την μελέτη NAFLD.  

Η διάγνωση έγινε με την χρήση υπερηχογραφήματος άνω κοιλίας για τους εθελοντές της 

μελέτης NAFLD και με μαγνητική τομογραφία ήπατος με τη χρήση του πρωτοκόλλου 

LiverMultiScan για τους εθελοντές της μελέτης MAST4HEALTH. 

Κριτήρια αποκλεισμού αποτέλεσαν η κατανάλωση  >30g αιθανόλης την ημέρα για τους άνδρες 

και >20 g  για τις γυναίκες, η ύπαρξη ηπατίτιδάς, αυτοάνοσων νόσων του ήπατος, καθώς και η 

λήψη ηπατοξικών φαρμάκων. Επιπλέον, άτομα με πρώτου βαθμού συγγένεια απορρίφθηκαν 

από την τρέχουσα διατριβή. 

3.2 Δεδομένα του δείγματος 

Στην παρούσα διατριβή χρησιμοποιήθηκαν δεδομένα ανθρωπομετρικών χαρακτηριστικών 

δηλαδή το Δείκτης Μάζας Σώματος (BMI), το φύλο, η ηλικία και ο λόγος της περιφέρειας μέσης 

προς την περιφέρεια του ισχίου (WHR) για την εύρεση συσχετίσεων με τα επίπεδα του hsa-miR-

21-5p. Για τον ίδιο λόγο, χρησιμοποιήθηκαν τα δεδομένα βιοχημικών παραμέτρων του 

δείγματος. Συγκεκριμένα, λήφθηκαν δεδομένα για τα επίπεδα της γλυκόζης, της ινσουλίνης, της 

λεπτίνης, του σιδήρου, της φερριτίνης και της αλβουμίνης. Λήφθηκαν επίσης, δεδομένα για τα 

επίπεδα των λιπιδίων των εθελοντών και συγκεκριμένα η ολική χοληστερόλη, τα ολικά 

τριγλυκερίδια, η υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη, χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη και η 
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πολύ χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη. Επιπρόσθετα, λήφθηκαν δεδομένα για δείκτες 

αξιολόγησης της ηπατικής λειτουργίας και συγκεκριμένα τα επίπεδα της οξαλοξικής 

τρανσαμινάσης, της πυροσταφυλικής τρανσαμινάσης και της γ-γλουταμυλ-τρανσφεράσης. 

Επιπλέον, συστήματα βαθμονόμησης της ίνωσης και της αντίστασης στην ινσουλίνη 

αξιολογήθηκαν ως προς την σχέση τους με τα επίπεδα του hsa-miR-21-5p. Τα συστήματα 

βαθμονόμησης της ίνωσης που αξιολογήθηκαν ήταν τα FIB-4 και το NFS.  

Το FIB-4 υπολογίζεται από την εξίσωση: ηλικία(έτη)*ασπαρτική αμινοτρανσφεράση(U/L)/ 

αριθμός  αιμοπεταλίων*(109/L)*αμινοτρανσφέραση της αλανίνης. Το NFS υπολογίζεται από την 

εξίσωση: -1,675 + 0,037*ηλικία(έτη) + 0,094*BMI(kg/m2) + IFG/διαβήτης(ναι=1, όχι=2) + 

0,99*AST/ALT – 0,013*αριθμό αιμοπεταλίων(109/L) – 0,66*αλβουμίνη (g/dL) Τέλος για την 

αξιολόγηση της αντίστασης στην ινσουλίνη χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος HOMA-IR,  που 

υπολογίζεται μέσω της εξίσωσης: ινσουλίνη νηστείας (microU/L) * γλυκόζη νηστείας 

(nmol/L)/22.5. 

3.3 Πρωτόκολλο Απομόνωσης ολικού RNA από το πλάσμα των εθελοντών 

Για την απομόνωση του RNA από το πλάσμα των εθελοντών, που ήταν αποθηκευμένο στους -

80 οC για αποφυγή αλλοιώσεων, χρησιμοποιήθηκε το πακέτο απομόνωσης ολικού RNA 

MagMAXTM mirVnaTM  της εταιρίας Thermo Fisher SCIENTIFIC. Η αρχή της μεθόδου βασίζεται 

στην χρήση μαγνητικών σφαιριδίων, που δεσμεύουν το ολικό RNA και στην συνέχεια με την 

χρήση του Magnetic Stand-96 και διαδοχικών εκλούσεων με τα κατάλληλα αντιδραστήρια το 

RNA μπορεί να απομονωθεί ως υπερκείμενο. 

Αναλυτικότερα, τα δείγματα πέπτονται αρχικά με την ειδική πρωτεϊνάση για την καταστροφή 

των πρωτεϊνών και στην συνέχεια πραγματοποιείται λύση των κυττάρων με χρήση της 2-

μερκαπτοαιθανόλης, με επιπλέον προσθήκη του εξωγενούς microRNA Cel-miR-39-3p, που θα 

χρησιμοποιηθεί για την καλύτερη ανάλυση των αποτελεσμάτων της RT-PCR. Ακολουθείται 

δέσμευση του RNA με τη χρήση του ειδικού διαλύματος που περιέχει τα μαγνητικά σφαιρίδια. 

Σε επόμενο στάδιο, πραγματοποιείται ο διαχωρισμός του υπερκείμενου από τα σφαιρίδια με 

την χρήση του Magnetic Stand-96, που δεσμεύει τα σφαιρίδια με το RNA στα τοιχώματα, 

επιτρέποντας την απόρριψη του υπερκείμενου χωρίς την απώλεια RNA. Ακολουθεί επανάληψη 

της διαδικασίας με την χρήση διαλυμάτων καθαρισμού και ολιγόλεπτες φυγοκεντρήσεις και 

τελικά την προσθήκη ειδικής DNAάσης στα δείγματα για την καταστροφή του DNA. Τελικά, 

χρησιμοποιείται ειδικό ρυθμιστικό διάλυμα για την επαναδέσμευση του RNA στα σφαιρίδια και 
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χρήση διαλυμάτων καθαρισμού και μετέπειτα  επώαση, με το ρυθμιστικό διάλυμα έκλουσης 

στους 65 οC. Τελευταίο βήμα της μεθόδου, αποτελεί η τοποθέτηση του δείγματος με το διάλυμα 

έκλουσης που, το RNA από τις σφαίρες στο Magnetic Stand-96 και πρόσληψης και αποθήκευσης 

του στους -20 οC του υπερκείμενου, που περιέχει το ολικό  RNA για μετέπειτα χρήση. 

3.4 Αντίστροφη μεταγραφή  RNA σε cDNA  

Η μετατροπή του ολικού RNA σε συμπληρωματικό DNA με τη χρήση της μεθόδου ανάστροφης 

PCR, αποτελεί ενδιάμεσο βήμα, πριν την πραγματοποίηση της μεθόδου PCR πραγματικού 

χρόνου για την μελέτη των επιπέδων του microRNA. H μέθοδος πραγματοποιήθηκε με την 

χρήση του πακέτου TaqMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit. 

Το πρώτο στάδιο της μεθόδου, αποτελεί η αντίδραση της πολύ-αδενυλίωσης στο RNA. Αυτό το 

βήμα πραγματοποιείται μέσω της προσθήκης του ενζύμου πολύ-αδενυλίωσης μαζί με ATP, 

ρυθμιστικό διάλυμα και νερό. Η διαδικασία πραγματοποιείται για 45 λεπτά στους 37 oC και 

επιπρόσθετα 10 λεπτά στους 65 οC για την παύση της. 

Το επόμενο στάδιο αποτελεί η αντίδραση του προσαρμογέα σύνδεσης. Στην συγκεκριμένη 

αντίδραση χρησιμοποιείται το ένζυμο RNA λιγάση, ο προσαρμογέας, καθώς και ειδικό 

ρυθμιστικό διάλυμα, νερό και το PEG 8000. Η διαδικασία πραγματοποιείται στους 16 οC για 60 

λεπτά. 

Το τρίτο στάδιο αποτελεί η αντίδραση της ‘’ανάστροφης ‘’ PCR για την δημιουργία του 

συμπληρωματικού DNA. Τα αντιδραστήρια αυτού του σταδίου αποτελούν το ειδικό ένζυμο και 

ρυθμιστικό διάλυμα για την RT, ένας μη ειδικός εκκινητής , μείγμα dNTP και νερό. Η αντίδραση 

διαρκεί 15 λεπτά  στους 42 οC και επιπρόσθετα 5 λεπτά για την παύση της στους 85 οC. 

Τελευταίο στάδιο της μεθόδου, αποτελεί η ενίσχυση των microRNAs. Σε αυτό το στάδιο 

χρησιμοποιείται ειδικό μείγμα εκκινητών για στοχευμένη ενίσχυση των micrRNAs, καθώς και 

ειδικό μείγμα αντιδραστηρίων και νερό. Η αντίδραση ξεκινά στους 95 οC για 5 λεπτά για την 

ενεργοποίηση του ενζύμου και ακολουθείται από 14 κύκλους διάστασης των αλυσίδων του 

cDNA και επιμήκυνση των μεταγράφων. Για να σταματήσει η αντίδραση το μείγμα παραμένει 

στους 99 οC για 10 λεπτά. 
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3.5  Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης Πραγματικού Χρόνου RT-PCR 

Η μέτρηση των επιπέδων του hsa-miR-21-5p πραγματοποιήθηκε με την χρήση της μεθόδου RT-

PCR. Αυτή η τεχνική επιτρέπει την εύρεση της σχετικής διαφοράς των επιπέδων έκφρασης 

γονιδίων, μέσω της ενίσχυσης της έκφρασης τους. Η έκφρασή τους ορίζεται ως κατωφλιού 

ανίχνευσης (CT), δηλαδή τους κύκλους της αντίδρασης της πολυμέρασης που απαιτούνται 

ώσπου το σήμα του φθορισμού, που παράγεται λόγω του πολλαπλασιασμού του cDNA, να 

ξεπεράσει το σήμα φθορισμού του υποβάθρου. Η τιμή του CT είναι αντιστρόφως ανάλογη με 

τα επίπεδα του miRNA, καθώς όσο μεγαλύτερη ποσότητα miRNA υπάρχει αρχικά στο δείγμα 

τόσο λιγότεροι κύκλοι απαιτούνται για να παρατηρηθεί το σήμα του φθορισμού που οφείλεται 

στον πολλαπλασιασμό του μέσω της RT-PCR. 

Για την υλοποίηση της RT-PCR απαιτείται η κατασκευή ενός μείγματος που περιέχει 10 μL 

TaqMan® Fast Advanced Master Mix, 1 μL TaqMan® Advanced miRNA Assay και 4 Μl νερού. Στο 

μίγμα περιέχονται ειδικοί εκκινητές για τον πολλαπλασιασμό του κάθε υπό μελέτη miRNA. 15 

μL μίγματος τοποθετούνται μαζί με 5 μL προϊόντος της ανάστροφης PCR, που έχει 

προηγουμένως αραιωθεί με νερό. Το σύνολο των 20  μL μεταφέρεται σε ειδικά πηγάδια σε μία 

πλαστική πλάκα που στην συνέχεια τοποθετείται στο μηχάνημα της RT-PCR για ανάλυση. Το 

μηχάνημα που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη είναι το StepOnePlusTM System της 

εταιρίας Thermo Fisher Scientific. 

Η αντίδραση έχει 2 στάδια, που το πρώτο αποτελεί την ενεργοποίηση του ενζύμου στους 95 οC 

για 20 δευτερόλεπτα και ακολουθείται από 40 επαναλαμβανόμενους κύκλους αποδιάταξης των 

αλυσίδων και επιμήκυνσης των αλυσίδων, που λαμβάνουν χώρα στους 95 οC για 1 

δευτερόλεπτο και στους 60 οC για 20 δευτερόλεπτα αντίστοιχα. 

3.6 Εφαρμογή κανονικοποίησης με τον μέσο όρο έκφρασης επιλεγμένων microRNAs και 

κανονικοποίησης με την χρήση εξωγενούς microRNA για την ερμηνεία των 

αποτελεσμάτων 

Για την καλύτερη ανάλυση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε ‘’κανονικοποίηση’’ των 

αποτελεσμάτων για την έκφραση του hsa-miR-21-5p με δύο διαφορετικές μεθόδους την μέθοδο 

της  κανονικοποίησης με τον μέσο όρο της έκφρασης διαφόρων microRNAs  και της 

κανονικοποίησης με την χρήση εξωγενούς microRNA . Αυτές οι μέθοδοι επιβεβαιώνονται από 

την βιβλιογραφία ως οι ιδανικότερες μέθοδοι για την ανάλυση της έκφρασης των microRNAs 

μέσω της χρήσης της τεχνικής RT-PCR(121),(122). Στην πρώτη περίπτωση, τα επίπεδα έκφρασης του 
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microRNA συγκρίνονται με την μέση τιμή έκφρασης τουλάχιστον άλλων τριών microRNA. Στη 

παρούσα μελέτη τα microRNA αυτά ήταν τα: cel-miR-39-3p,hsa-miR-29a-3p,hsa-miR-191-5p. 

Στην περίπτωση της κανονικοποίησης με την χρήση εξωγενούς microRNA χρησιμοποιείται ένα 

εξωγενές microRNA, στην παρούσα διατριβή χρησιμοποιήθηκε το  cel-miR-39-3p, με την 

έκφραση του οποίου συγκρίνονται οι διαφορές στην έκφραση του microRNA που μελετάται, 

καθώς το εξωγενές microRNA εισάγεται σε συγκεκριμένη ποσότητα σε όλα τα δείγματα και η 

έκφραση του είναι σταθερή. 

3.7 Στατιστική ανάλυση 

Η κανονικότητα των συνεχών μεταβλητών ελέγχθηκε μέσω του κριτηρίου Kolmogorov-Smirnorv. 

Για την σύγκριση των μέσων όρων των  ποσοτικών  μεταβλητών  μεταξύ των τριών ομάδων 

(Control,NAFLD,NASH) πραγματοποιήθηκε η ανάλυση διακύμανσης κατά έναν παράγοντα 

ONEWAY-ANOVA. Στην περίπτωση που οι ποσοτικές μεταβλητές δεν ακολουθούσαν κανονική 

κατανομή η σύγκριση πραγματοποιήθηκε μέσω του κριτήριου Kruskal-Wallis. Η συσχέτιση των 

μη κανονικών μεταβλητών πραγματοποιήθηκε με τον έλεγχο κατά Spearman και για την εξέταση 

συσχετίσεων των κανονικών μεταβλητών με τον έλεγχο κατά Pearson. Για την εύρεση της 

συσχέτισης των βιοχημικών και ιστολογικών μεταβλητών (ανεξάρτητες μεταβλητές) με τα 

επίπεδα του microRNA, που αποτέλεσαν την εξαρτημένη μεταβλητή, εφαρμόστηκαν μοντέλα 

γραμμικής παλινδρόμησης. Όλες οι αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν με τη χρήση του 

στατιστικού προγράμματος SPSS 21.0 της εταιρίας ΙΒΜ. 
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4.Αποτελέσματα 

4.1 Χαρακτηριστικά του δείγματος 

Στον Πίνακα 1 παρουσιάζονται τα χαρακτηριστικά των εθελοντών που έλαβαν μέρος στην 

παρούσα μελέτη, καθώς και οι συγκρίσεις μεταξύ των ομάδων. Ο συνολικός πληθυσμός 

αποτελείται από 64 άτομα. Η ομάδα ελέγχου αποτελείται από 21 άτομα, η ομάδα NAFLD από 

17 και η ομάδα NASH από 26. Ο μέσος όρος για την ηλικία ήταν 47,2 έτη, με τυπική απόκλιση 

10 ετών για την ομάδα ελέγχου, 52,1 έτη με τυπική απόκλιση 6,4 ετών για την ομάδα NAFLD και 

52,2 έτη με τυπική απόκλιση 7,7 ετών για την ομάδα NASH. Δεν υπήρξε στατιστική σημαντική 

διαφορά ως προς την ηλικία μεταξύ των τριών ομάδων. 

Η ομάδα ελέγχου είχε μέσο όρο 25,6 (kg/m2) δείκτη μάζας σώματος με τυπική απόκλιση 3,4 

μονάδες (kg/m2), η ομάδα NAFLD είχε μέσω όρο 29,9 με τυπική απόκλιση 2,9 (kg/m2) και η 

ομάδα NASH 37,3 (kg/m2), με τυπική απόκλιση 6,2 (kg/m2). Παρατηρήθηκε μία στατιστικώς 

σημαντική διαφορά στο BMI μεταξύ των ομάδων ελέγχου και των ομάδων των NAFLD και NASH,  

καθώς και μεταξύ των ομάδων NAFLD και NASH (p-value<0,05).  

Για τον λόγο της περιφέρειας μέσης προς την περιφέρεια ισχίου η ομάδα ελέγχου είχε μέσο όρο 

0,83 cm και τυπική απόκλιση 0,08cm, η ομάδα NAFLD είχε μέσο όρο 0,98 cm και τυπική 

απόκλιση 0,067 cm και η ομάδα NASH είχε μέσο όρο 1 cm και τυπική απόκλιση 0,068 cm. 

Παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική διαφορά, μεταξύ της ομάδας ελέγχου με τις ομάδες 

NAFLD και NASH, ενώ μεταξύ των ομάδων NALFD και NASH δεν παρατηρήθηκαν στατιστικώς 

σημαντικές διαφορές. 

 Πίνακας 1: Γενικά χαρακτηριστικά πληθυσμού και συγκρίσεις μεταξύ των ομάδων 

 Control(N=21) NAFLD(N=17) NASH(N=26) p1 p2 p3 

AGE 47,2± 10 52,1±6,4 52,2±7,7 0,214 0,119 1 

BMI 25,6±3.4 29,9±2,9 37,3±6,2 0,017 <0,001 <0,001 

WHR 0,83±0,08 0,98± 0,067 1±0,068 <0,001 <0,001 1 

p-value<0,05 

 

 

p1: p-value control-NAFLD 

p2: p-value control-NASH 

p3: p-value NAFLD-NASH 

 

 



41 
 

Στον Πίνακα 2 συγκρίνονται τα σκορ της νόσου (FIB-4 και NFS) για τις 3 ομάδες.  Όπως φαίνεται 

στον παρακάτω πίνακα δεν υπάρχουν στατιστικές σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων ως 

προς την ίνωση. 

Πίνακας 2: Αποτελέσματα για τον βαθμό ίνωσης των εθελοντών με τη χρήση των σκορ FIB-4  και 

NFS  και συγκρίσεις μεταξύ των ομάδων. 

 Control(N=21) NAFLD(N=17) NASH(N=26) p1 p2 p3 

FIB4 0,9±0,24 0,96±0,42 0,77±0,313 1 0,524 0,223 

NFS -2,55±0,71 -2,01±1,05 -1,89±1,2 0,31 0,092 1 

p-value<0,05 

 

 

 

Στον Πίνακα 3 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα για διάφορους δείκτες αξιολόγησης της 

μεταβολικής και βιοχημικής λειτουργίας των τριών ομάδων, καθώς και οι διαφορές μεταξύ 

αυτών. 

 Παρατηρήθηκαν, αυξημένα επίπεδα γλυκόζης νηστείας (GLU) στην ομάδα NASH σε σχέση με 

τις άλλες δύο ομάδες, δηλαδή την ομάδα ελέγχου και την ομάδα NAFLD.  Επιπλέον, τα επίπεδα 

της ολικής χοληστερόλης (TC), εμφανίστηκαν χαμηλότερα στην ομάδα ελέγχου σε σχέση με την 

ομάδα NAFLD. Τα επίπεδα των τριγλυκεριδίων (TG) της ομάδας ελέγχου εντοπίστηκαν 

χαμηλότερα σε σχέση με τις άλλες δύο ομάδες. Τα επίπεδα της αμινοτρανσφεράσης της 

αλανίνης (SGPT) ήταν στατιστικώς σημαντικά υψηλότερα στην ομάδα NASH σε σχέση με την 

ομάδα ελέγχου. Η αντίσταση στην ινσουλίνη, μέσω της μέτρησης της μεθόδου HOMA-IR, 

φάνηκε εντονότερη στην ομάδα NASH σε σχέση με τις άλλες δύο ομάδες, επίσης ο μέσος όρος 

των τιμών των επιπέδων της ινσουλίνης ήταν και αυτός υψηλότερος στην ομάδα NASH σε σχέση 

με την ομάδα ελέγχου. Τέλος, τα επίπεδα της γ-γλουταμύλ-τρανσφεράσης παρατηρήθηκαν 

αυξημένα στην ομάδα NASH σε σχέση με την ομάδα ελέγχου. 

 

 

p1: p-value control-NAFLD 

p2: p-value control-NASH 

p3: p-value NAFLD-NASH 
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Πίνακας 3 : Αποτελέσματα δεικτών βιοχημικής και μεταβολικής λειτουργίας των εθελοντών και 

συγκρίσεις μεταξύ των τριών ομάδων. 

 Control(N=21) NAFLD(N=17) NASH(N=26) p1 p2 p3 

FE 104,55±33,6 108,8±26,44 89,9±26,41 1 0,28 0,118 

GLU 86,33±7,55 92,52±10,7 106,3±11,52 0,199 <0,001 <0,001 

TC 185,86±40 217,4±31 192,6±31.9 0,021 1 0,075 

LDL 113,9±35,1 135,9±27.45 115±29 0,096 1 0,101 

ALV 4,48±0,2 4,6±0,27 4,56±0,25  0,325 0,358 1 

FERR 99,07±71,8 144,01±108 126,5±114,1 0,523 1 1 

HDL 54,55±17,55 49,25±12 47,9±9,8 0,685 0,287 1 

TG 86,7±47.6 161.5±75,8 148,1±64 0,002 0,004 1 

SGOT 20,3±4 23,58±9 22,11±6,3 0,397 1 1 

SGPT 22,57±10,2 30,23±15,45 32,2±13 0,220 0,040 1 

GGT 20,3±13,47 27,35±14 53,4±67,1 1 0,040 0,191 

HOMA-

IR 

2,56±2,89 3,2±1,14† 6,1±4,7 1 0,003 0,027 

INS 11,83±13,19 13,84±4,28 23,41±18,31 1 0,021 0,101 

p-value<0,05 

 

 

4.2 Αποτελέσματα των μετρήσεων του hsa-miR-21-5p 

Στον Πίνακα 4 φαίνονται τα αποτελέσματα των επιπέδων του hsa-miR-21-5p μεταξύ των 

ομάδων πριν, εκφρασμένα ως  κατώφλι ανίχνευσης (CT) και μετά την κανονικοποίηση με χρήση 

του μέσου όρου έκφρασης των επιλεγμένων microRNAs και την κανονικοποίηση με τη χρήση 

της έκφρασης του εξωγενούς microRNA (cel-miR-39-3p). Παρατηρήθηκε μία στατικώς 

σημαντική αύξηση των επιπέδων του hsa-miR-21-5p, μετά την κανονικοποίηση με τη χρήση  του 

εξωγενούς microRNA στην ομάδα NASH σε σχέση με τις άλλες δύο ομάδες. 

 

 

 

p1: p-value control-NAFLD 

p2: p-value control-NASH 

p3: p-value NAFLD-NASH 
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Πίνακας 4: Σύγκριση των επιπέδων του hsa-miR-21-5p μεταξύ των τριών ομάδων. 

 Control(N=21) NAFLD(N=17) NASH(N=26) p1 p2 p3 

Κατώφλι 

ανίχνευσης (CT) 

26,07±2,7 24,37±3,48 23,74±4,6 0,530 0,118 1 

Κανονικοποίηση 

με τον μέσο όρο 

έκφρασης των 

microRNAs 

1,57±1,58 1,1±0,59 0,88±0,58 0,502 0,076 1 

Κανονικοποίηση 

με την χρήση της 

έκφρασης του cel-

miR-39-3p 

0,48±0,7 0,27±0,22 2,1±2,42 1 0,003 0,002 

 p-value < 0,05 

 

 

 

Στο Γράφημα 1 παρουσιάζονται οι διαφορές των επιπέδων του hsa-miR-21-5p μεταξύ των 

ομάδων μετά την κανονικοποίηση με το εξωγενές microRNA (cel-miR-39-3p). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p1: p-value control-NAFLD 

p2: p-value control-NASH 

p3: p-value NAFLD-NASH 
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Γράφημα 1: Διαφορές στα επίπεδα του hsα-miR-21-5p μετά την κανονικοποίηση με το εξωγενές 

microRNA μεταξύ των ομάδων. 

 

4.3 Επίδραση Ανθρωπομετρικών  και Βιοχημικών μεταβλητών στα επίπεδα του hsa-miR-

21-5p 

Στον Πίνακα 5, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα των συσχετίσεων κατά Spearman (R) μεταξύ 

των επιπέδων του hsa-miR-21-5p με την ηλικία, τα ανθρωπομετρικά χαρακτηριστικά, τους 

βιοχημικούς δείκτες, καθώς και με τους δείκτες του βαθμού της ίνωσης.  

Για τα επίπεδα του hsa-miR-21-5p βάση του κατωφλιού ανίχνευσης (CT), παρατηρήθηκαν 

στατιστικώς σημαντικές αρνητικές συσχετίσεις με την SGOT, την ινσουλίνη και το HOMA-IR. Τα 

επίπεδα του hsa-miR-21-5p, μετά την εφαρμογή της κανονικοποίσης με το μέσο όρο των 

επιλεγμένων microRNAs, συσχετίστηκαν στατιστικώς σημαντικά μόνο με τα επίπεδα της SGOT.  

Τέλος, τα επίπεδα του hsa-miR-21-5p μετά την κανονικοποίηση με τη χρήση εξωγενούς 

microRNA (cel-miR-39-3p) συσχετίστηκαν θετικά με τα επίπεδα της γλυκόζης, της ινσουλίνης και 

του HOMA-IR και αρνητικά με το FIB-4. 
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Πίνακας 5: Συσχετίσεις μεταξύ των ανθρωπομετρικών χαρακτηριστικών, των βιοχημικών 

δεικτών και του βαθμού της ίνωσης των εθελοντών με τα επίπεδα του hsa-miR-21-5p. 

 Κατώφλι ανίχνευσης 

(CT) 

Κανονικοποίηση με 

το μέσο όρο 

έκφρασης των miRs 

Κανονικοποίηση με την 

χρήση του cel-miR-39-

3p 

 Συντελεστής 

συσχέτισης(R) 

p-

value 

R p-value Συντελεστής 

συσχέτισης(R) 

p-value 

Age 0,111 0,383 -0,181 0,151 -0,171 0,180 

BMI -0,122 0,337 -0,106 0,407 0,237 0,061 

WHR -0,177 0,163 -0,145 0,254 0,137 0,283 

FE 0,068 0,594 0,117 0,361 -0,247 0,053 

FERRITIN -0,159 0,212 0,134 0,296 0,163 0,205 

GLU -0,140 0,270 -0,111 0,385 0,261 0,039 

TC -0,005 0,969 -0,139 0,273 -0,046 0,719 

HDL 0,090 0,481 -0,161 0,203 -0,187 0,141 

LDL -0,019 0,882 -0,157 0,214 -0,008 0,948 

TG -0,238 0,059 0,014 0,910 0,227 0,073 

SGOT -0,263 0,036 0,265 0,034 0,187 0,143 

SGPT -0,209 0,098 0,119 0,351 0,189 0,137 

GGT -0,160 0,205 -0,10 0,938 0,205 0,107 

ALV -0,116 0,360 0,132 0,300 0,194 0,128 

INS -0,394 0,001 0,048 0,704 0,382 0,002 

HOMA-

IR 

-0,347 0,005 0,018 0,886 0,381 0,002 

LEPTIN 0,216 0,228 -0,187 0,299 0,027 0,883 
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NFS 0,019 0,882 -0,091 0,476 -0,237 0,061 

FIB-4 0,057 0,657 0,065 0,610 -0,282 0,025 

LIF 0,268 0,186 -0,136 0,507 -0,177 0,396 

FAT 0,100 0,626 -0,029 0,889 -0,037 0,861 

CT1 0,274 0,176 -0,139 0,498 -0,177 0,398 

p-value<0,05 

Στον Πίνακα 6, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της πολλαπλής γραμμικής παλινδρόμησης για 

τον προσδιορισμό της συσχέτισης των βιοχημικών παραμέτρων (Glu, Ins, Homa-IR, FIB-4) με τα 

επίπεδα του hsa-miR-21-5p μετά από την κανονικοποίηση με την χρήση εξωγενούς microRNA 

(cel-miR -39-3p) (Μοντέλο 1). 

Πραγματοποιήθηκε  διόρθωση  για το φύλο, την ηλικία και το BMI, για την συσχέτιση των 

βιοχημικών παραμέτρων με τα επίπεδα του hsa-miR-21-5p έπειτα της κανονικοποίησης με την 

χρήση εξωγενούς microRNA (cel-miR-39-3p) (Μοντέλο 2). 

Στο μοντέλο 3, πραγματοποιήθηκε πολλαπλή γραμμική παλινδρόμηση με διόρθωση του φύλου, 

της ηλικίας, του BMI  και της λήψης φαρμακευτικής αγωγής για τον προσδιορισμό της 

επίδρασης των βιοχημικών παραμέτρων στα επίπεδα του hsa-miR-21-5p, μετά από την 

κανονικοποίηση με την χρήση εξωγενούς microRNA (cel-miR-39-3p). 

Καμία από τις παραμέτρους δεν διατήρησε την επίδρασή της στα επίπεδα του has-miR-21-5p 

μετά της εφαρμογής προσαρμογών δηλαδή στα μοντέλα 2 και 3 (p>0,05). 

Πίνακας 6: Συσχέτιση των επιπέδων γλυκόζης, ινσουλίνης, της αντίστασης στην ινσουλίνη 

(HOMA-IR), και της ινώσης (FIB-4) με τα επίπεδα του hsα-miR-21-5p, μετά από κανονικοποίηση 

με εξωγενές microRNA (cel-miR-39-3p) με την χρήση γραμμικής παλινδρόμησης. 

Kανονικοποίηση με 

χρήση εξωγενούς 

microRNA (cel-miR-

39-3p) 

 Μοντέλο 1 Μοντέλο 2 

(διόρθωση για ηλικία, φύλο 

και BMI) 

Μοντέλο 3 

(διόρθωση για ηλικία, φύλο, 

BMI, φάρμακα για διαβήτη 

τύπου 2) 

 ΒΗΤΑ 95% CI p-

value 

ΒETA 95% CI p-

value 

ΒΗΤΑ 95% CI p-value 
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glucose 0,026 0,09-0,043 0,124 0,019 0-0,038 0,342 0,030 0,010-0,040 0,135 

Insulin 0,019 0,004-

0,034 

0,204 0,013 -0,002-0,028 0,373 0,008 -0,007-0,023 0,605 

HOMA-IR 0,089 0,03-0,148 0,135 0,062 0,002-0,122 0,311 0,042 -0,02-0,104 0,5 

FIB-4 -

1,648 

-2,31-(-

0,9) 

0,015 -0,407 -1,214-0,4 0,616 -0,48 -1,281-0,319 0,550 

p-value<0,05 

Στον Πίνακα 7, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της πολλαπλής γραμμικής παλινδρόμησης για 

την επίδραση βιοχημικών παραμέτρων (SGOT,Ins,HOMA-IR) στα επίπεδα του hsa-miR-21-5p, 

όπως εκφράζονται με το CT (Μοντέλο 1). 

Στο Μοντέλο 2, πραγματοποιήθηκε πολλαπλή γραμμική παλινδρόμηση με διόρθωση  της 

επιρροής  του φύλου, της ηλικίας και του BMI για την επίδραση των βιοχημικών παραμέτρων 

στα επίπεδα του hsa-miR-21-5p (CT). 

Στο Μοντέλο 3, πραγματοποιήθηκε πολλαπλή γραμμική παλινδρόμηση με διόρθωση για την 

επιρροή του φύλου, της ηλικίας, του BMI  και της λήψης φαρμακευτικής αγωγής, με σκοπό τον 

προσδιορισμό τον προσδιορισμό της επίδρασης των βιοχημικών παραμέτρων στα επίπεδα του 

hsa-miR-21-5p (CT). . 

Τα επίπεδα της ινσουλίνης διατήρησαν την συσχέτιση τους με τα επίπεδα του hsa-miR-21 στο 

μοντέλο 2 (p<0,05), αλλά αυτή η επίδραση εξαλείφθηκε όταν πραγματοποιήθηκε διόρθωση και 

για την λήψη φαρμάκων για τον διαβήτη τύπου 2. 

Τα επίπεδα της SGOT δεν διατήρησαν την συσχέτιση τους του σε κανέναν από τα τρία μοντέλα 

(p>0,05). 

Το HOMO-IR φάνηκε να συσχετίζεται με τα επίπεδα του hsa-miR-21-5p και στα τρία μοντέλα 

(p<0,05). 
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Πίνακας 7: Προσδιορισμός της συσχέτισης της οξαλοξική τρανσαμινάσης (SGOT), της ινσουλίνης 

και της αντίστασης στην ινσουλίνης (HOMA-IR) με τα επίπεδα του hsa-miR-21-5p (CT), με την 

χρήση μοντέλων γραμμικής παλινδρόμησης. 

CT 

 

Μοντέλο 1 Μοντέλο 2 

(διόρθωση για ηλικία, φύλο και BMI) 

Μοντέλο 3 

(διόρθωση για ηλικία, φύλο, BMI, 

φάρμακα για διαβήτη τύπου 2) 

 ΒΉΤΑ 95% CI p-value ΒΉΤΑ 95% CI p-value ΒΉΤΑ 95% CI p-value 

SGOT -0,136 -0,209-(-0,063) 0,066 -0,139 -0,216-(-0,062) 0,078 -0,143 -0,219-(-0,067) 0,064 

INS -0,072 -0,104-(-0,04) 0,027 -0,079 -0,114-(-0,044) 0,027 -0,067 -0,103-(-0,031) 0,065 

HOMA

-IR 

-0,3 -0,423-(-0,177) 0,018 -0,344 -0,483-(-0,205) 0,016 -0,303 -0,445-(-0,161) 0,038 

p-value<0,05 

Στον πίνακα 8, πραγματοποιήθηκε γραμμική παλινδρόμηση με για τον προσδιορισμό της 

συσχέτισης των βιοχημικών παραμέτρων (SGOT) με τα επίπεδα του hsa-miR-21-5p, μετά την 

κανονικοποίηση με την χρήση του μέσου όρου έκφρασης των επιλεγμένων microRNAs. 

Η SGOT δεν φάνηκε να επηρεάζει στατιστικώς σημαντικά τα επίπεδα του hsa-miR-21-5p σε 

κανένα από τα τρία μοντέλα. 

 

Πίνακας 8: Συσχέτιση των επιπέδων της οξαλοξικής αμινοτρανσεράσης στα επίπεδα του has-

miR-21-5p έπειτα από κανονικοποίηση με τον μέσο όρο έκφρασης των τριών επιλεγμένων 

microRNA, με την χρήση μοντέλων γραμμικής παλινδρόμησης. 

Κανονικοποίηση 

με την χρήση 

του μέσου όρου 

έκφρασης των 

επιλεγμένων 

microRNAs 

Μοντέλο 1 Μοντέλο 2 

(διόρθωση για ηλικία, φύλο και 

BMI) 

Μοντέλο 3 

(διόρθωση για ηλικία, φύλο, BMI, 

φάρμακα για διαβήτη τύπου 2) 

 ΒΗΤΑ 95% CI P ΒΗΤΑ 95% CI p ΒΗΤΑ 95% CI P 

SGOT 0,013 -0,07-0,023 0,062 0,023 0,002-0,044 0,277 0,023 0,002-0,044 0,266 

p-value<0,05 
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5. Συζήτηση 

5.1 Σύνοψη αποτελεσμάτων 

Πρωτεύων στόχος της παρούσας μεταπτυχιακής διατριβής αποτέλεσε η διερεύνηση διαφορών 

στα επίπεδα του hsa-miR-21-5p μεταξύ τριών ομάδων εθελοντών, την ομάδα ελέγχου, την 

ομάδα NAFLD και την ομάδα NASH. Παρατηρήθηκαν αυξημένα επίπεδα του miRNA-21  στην 

ομάδα NASH σε σχέση με τα επίπεδα της ομάδας ελέγχου (p=0,003) και της ομάδας NAFLD 

(p=0,002). Αυτό το εύρημα είναι σε συμφωνία με τα αποτελέσματα άλλων μελετών που 

καταδεικνύουν την αύξηση της παραγωγής του σε ηπατοκύτταρα και κυκλοφορία σε ασθενείς 

με NASH καθώς και με την πρόοδο της NAFLD(122),(123)  και αποτελέσματα μελετών σε 

πειραματόζωα(116). Τα επίπεδα του has-miR-21-5p δεν βρέθηκαν να έχουν στατιστικώς 

σημαντικές διαφορές μεταξύ της ομάδας της NAFLD και της ομάδας ελέγχου, αποτέλεσμα που 

είναι σε συμφωνία με μία μελέτη, όπου μετρήθηκαν τα επίπεδα του microRNA 21 στο αίμα 34 

ασθενών με NAFLD (118). Όμως, το αποτέλεσμα αυτό δεν είναι σε συμφωνία με όλες τις μελέτες, 

καθώς σε μία μελέτη παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων του miRNA 21 στο αίμα 48 ανδρών 

με NAFLD(119) και σε μία άλλη μελέτη τα επίπεδα φάνηκαν μειωμένα στο αίμα 25 εθελοντών με 

NAFLD σε σχέση με 18 υγιείς(116).Η συσχέτιση υπήρξε στατιστικώς σημαντική μόνο μετά την 

κανονικοποίηση με χρήση εξωγενούς microRNA (cel-miR-39-3p), που αποτελεί μία 

βιβλιογραφικά τεκμηριωμένη μέθοδο ανάλυσης της έκφρασης των microRNA με χρήση RT-

PCR(121). 

Επιπροσθέτως, πραγματοποιήθηκε έλεγχος συσχετίσεων μεταξύ διάφορων ιστολογικών, 

ανθρωπομετρικών και βιοχημικών μεταβλητών του πληθυσμού με τα επίπεδα του has-miR-21 

με τη χρήση της μεθόδου Spearman. Παρατηρήθηκε αρνητική συσχέτιση μεταξύ των 

παραμέτρων SGOT, των επιπέδων της ινσουλίνης και της δοκιμής για υπολογισμό της 

αντίστασης στην ινσουλίνη HOMA-IR (p<0,05) με το CT των microRNA. Όπως αναφέρθηκε στην 

Μεθοδολογία, το CT σχετίζεται αρνητικά με τα επίπεδα των microRNA και άρα οι παραπάνω 

δείκτες σχετίζονται θετικά με τα επίπεδα του hsa-miR-21-5p στο πλάσμα των εθελοντών. Όμοια 

διαδικασία, πραγματοποιήθηκε για την εξακρίβωση συσχέτισης μεταξύ των μεταβλητών και με  

τα επίπεδα των microRNA, μετά την κανονικοποίηση με την χρήση του μέσου όρου της 

έκφρασης των επιλεγμένων microRNAs και την κανονικοποίηση με την χρήση της έκφρασης του 

εξωγενούς microRNA (cel-miR-39-3p). Τα επίπεδα του hsa-miR-21-5p, μετά την κανονικοποίηση 

με την χρήση του μέσου όρου της έκφρασης των επιλεγμένων microRNAs, συσχετίστηκαν μόνο 

με τα επίπεδα της SGOT (p<0,05). Τα επίπεδα του hsa-miR-21-5p, μετά την κανονικοποίηση με 
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την χρήση της έκφρασης του εξωγενούς microRNA (cel-miR-39-3p), συσχετίστηκαν με τα 

επίπεδα της ινσουλίνης, της γλυκόζης, με τις τιμές του HOMA-IR και με τα επίπεδα της ίνωσης, 

σύμφωνα με το σύστημα υπολογισμού της, FIB-4 (p<0,05) . Τα επίπεδα του microRNA-21 έχουν 

επίσης συσχετιστεί, σε μία μελέτη με βιοχημικούς δείκτες και συγκεκριμένα με την φερριτίνη, 

την ασπαρτική τρανσαμινάση και την τρανσαμινάση της αλανίνης(120).  

Εφαρμόστηκαν μοντέλα γραμμικής παλινδρόμησης για την εξαγωγή συμπερασμάτων για την 

συσχέτιση των διαφόρων μεταβλητών στα επίπεδα του microRNA και κατασκευάστηκαν τρία 

μοντέλα. Στο πρώτο μοντέλο δεν έγινε διόρθωση για τις μεταβλητές που μπορεί να επηρεάζουν 

την συσχέτιση, στο δεύτερο πραγματοποιήθηκαν διορθώσεις για την ηλικία το φύλο και το BMI 

και στο τρίτο πραγματοποιήθηκαν διορθώσεις, για το BMI, το φύλο, την ηλικία και την λήψη 

φαρμάκων για την αντιμετώπιση του διαβήτη τύπου ΙΙ. Τα επίπεδα της ινσουλίνης διατήρησαν 

την συσχέτιση τους με τα επίπεδα του microRNA (CT) στο μοντέλο 1 και στο μοντέλο 2 αλλά 

αυτή η σχέση εξαλείφθηκε στο μοντέλο 3 που πραγματοποιήθηκε διόρθωση και για την λήψη 

φαρμάκων. 

Η αντίσταση στην ινσουλίνη, εκφρασμένη με το HOMA-IR, διατήρησε την συσχέτιση της με τα 

επίπεδα του microRNA (CT) και στα τρία μοντέλα. 

Τέλος, καμία από τις άλλες μεταβλητές που είχαν συσχετιστεί με τα επίπεδα του hsa-miR-21-5p 

δεν διατήρησαν την σχέση αυτή στα διορθωμένα μοντέλα (Μοντέλο 2 και Μοντέλο 3). Η σχέση 

της αντίστασης στην ινσουλίνη και των επιπέδων της ινσουλίνης με τα επίπεδα του has-miR-21-

5p μπορεί να ερμηνευθεί μερικώς, μέσω της συμμετοχής του hsa-miR-21-5p στο σηματοδοτικό 

μονοπάτι του μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ. Τo microRNA-21 έχει ως στόχο την πρωτεΐνη 

PTEN και αναστέλλει την έκφραση της. Η PTEN αναστέλλει την φωσφορυλίωση της AKT, που 

οδηγεί στην ενεργοποίηση του NF-κΒ(106),(108). Επιπλέον, τα επίπεδα του microRNA-21 έχουν 

παρατηρηθεί αυξημένα μετά την ενεργοποίηση του NF-κΒ(107). Έτσι, μέσω της αναστολής της 

έκφρασης της PTEN το microRNA-21 προάγει την ενεργοποίηση του NF-κB καθώς και την 

μεταγραφή γονιδίων που ελέγχει ο συγκεκριμένος μεταγραφικός παράγοντας. Ο NF-κB έχει 

συσχετιστεί με την αντίσταση στην ινσουλίνη σε πειραματόζωα και αποτελεί τον συνδετικό 

κρίκο μεταξύ της φλεγμονής και της αντίστασης στην ινσουλίνη(126),(127). Επιπλέον, κάποιες 

μελέτες συνδέουν την έκφραση της PTEN με βελτιωμένη απόκριση στην ινσουλίνη(128), όμως 

υπάρχουν και πειραματικά δεδομένα για το αντίθετο(126),(127). Η διαταραγμένη έκφραση του 

microRNA-21 έχει επίσης συσχετιστεί ιστοειδικά στους νεφρούς και στον αμφιβληστροειδή σε 

πειραματόζωα με διαβήτη τύπου ΙΙ(128),(129) καθώς και στον κερατοειδή χιτώνα ασθενών με 
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διαβήτη τύπου ΙΙ(130). Επιπρόσθετα, μία μελέτη ανέδειξε τον ρόλο του miRNA-21  στην μείωση 

της γλυκονεoγένεσης μέσω της αναστολής της έκφρασης του FOXO1(131). 

5.2 Συμπεράσματα 

Στην παρούσα μελέτη παρατηρήθηκε μία αύξηση των επιπέδων του has-miR-21-5p στο πλάσμα 

ασθενών με NASH αλλά όχι σε ασθενείς με NAFLD. Αυτό το αποτέλεσμα καταδεικνύει την 

πιθανή χρήση του microRNA-21 ως προγνωστικό δείκτη της έκβασης της νόσου, αλλά και ως 

έναν μη επεμβατικό διαγνωστικό δείκτη για τη διάκριση μεταξύ NAFLD και NASH με την 

προϋπόθεση να επιβεβαιωθεί από περαιτέρω μελέτες σε μεγαλύτερους πληθυσμούς. 

Επιπλέον, αναδείχθηκε μία πιθανή εμπλοκή του miRNA-21 στην ομοιόσταση της ινσουλίνης και 

της γλυκόζης και στην προαγωγή της αντίστασης στην ινσουλίνη, πιθανόν μέσω της ρύθμισης 

της έκφρασης της PTEN. Όμως, υπάρχουν μελέτες που δεν είναι σε συμφωνία με το αποτέλεσμα 

αυτό και για αυτό καθίσταται  απαραίτητη η διεξαγωγή περαιτέρω μελέτης για τον ρόλο του 

miRNA-21 στην σηματοδότηση της ινσουλίνης, για την εξαγωγή συμπερασμάτων. 

5.3 Περιορισμοί 

Ο βασικός περιορισμός της παρούσας διπλωματικής διατριβής είναι ο αριθμός του δείγματος 

που υπήρξε μικρός (N=64). Έναν ακόμα περιορισμό, αποτελεί το γεγονός ότι οι μετρήσεις 

πραγματοποιήθηκαν μόνο στο πλάσμα του αίματος και όχι και σε ηπατικά κύτταρα για την 

καλύτερη κατανόηση της διακύμανσης της έκφρασης του hsa-miR-21-5p , καθώς η NAFLD και η 

NASH αποτελούν νόσους του ήπατος. 
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