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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Για την ολοκλήρωση της παρούσας διατριβής διενεργήθηκαν τέσσερις διακριτοί 

πειραματισμοί που είχαν στόχο να διευκρινίσουν τη δράση της γκρελίνης ως δείκτη 

μεταβολισμού σε διάφορες λειτουργίες του αναπαραγωγικού συστήματος των 

αγελάδων. Οι πειραματισμοί εστίασαν: α) στη μελέτη των επιδράσεων της 

χορήγησης της γκρελίνης σε καθοριστικές αναπαραγωγικές παραμέτρους, β) στον 

έλεγχο της αντίδρασης στο στρες της στέρησης τροφής, σε έγκυες και μη-έγκυες 

μοσχίδες γαλακτοπαραγωγής, γ) στη μελέτη της γκρελίνης, κατά την περιοιστρική 

περίοδο, σε αγελάδες και μοσχίδες και δ) στη μελέτη των πιθανών μοριακών 

μονοπατιών, μέσω των οποίων η γκρελίνη επιταχύνει την in vitro ωρίμανση των 

ωαρίων. Ακόμη, μελετήθηκε το πρότυπο έκκρισης της γκρελίνης, κατά τη διάρκεια 

της κυοφορίας, σε αγελάδες γαλακτοπαραγωγής και μοσχίδες. Η διατριβή χωρίζεται 

σε πέντε κεφάλαια και ακολουθούν τα συμπεράσματα. 

Το κεφάλαιο Ι περιλαμβάνει τη γενική εισαγωγή που διακρίνεται σε 5 μέρη. Στο 

πρώτο μέρος γίνεται λόγος για την αναπαραγωγή σε αγελάδες υψηλών αποδόσεων. 

Στο δεύτερο μέρος γίνεται ανασκόπηση του ωοθηκικού κύκλου των αγελάδων, 

όπου περιλαμβάνονται τα στάδια ανάπτυξης του ωαρίου, το πρότυπο ανάπτυξης 

των ωοθυλακίων και η ρύθμιση του ωοθηκικού κύκλου των αγελάδων. Στο τρίτο 

μέρος αναφέρεται πώς διάφορα νευροπεπτίδια και ρυθμιστικά μόρια, όπως η 

λεπτίνη, οι κισπεπτίνες, το νευροπεπτίδιο Υ, οι μελανοκορτίνες και τα Agouti-related 

πεπτίδια, συμμετέχουν στη ρύθμιση λειτουργιών της αναπαραγωγής. Στο τέταρτο 

μέρος, γίνεται εκτενής αναφορά στη γκρελίνη, από την ανακάλυψη της ορμόνης έως 

τα όργανα έκφρασης και τις βιολογικές δράσεις της, με έμφαση στο ρόλο της 

ορμόνης στην αναπαραγωγή. Τέλος, στο πέμπτο μέρος του κεφαλαίου 

περιγράφεται ο σκοπός της διατριβής. 

Στο κεφάλαιο ΙΙ αναλύεται ο πρώτος πειραματισμός, ο στόχος του οποίου ήταν η 

μελέτη των επιδράσεων της χορήγησης της γκρελίνης, στην έκκριση της αυξητικής 

ορμόνης (GH), της ωχρινοποιητικής ορμόνης (LH) και της ωοθυλακιοτρόπου 
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ορμόνης (FSH), καθώς και των επιπτώσεων της στην ωχρινική λειτουργία του 

επερχόμενου ωοθηκικού κύκλου. Για το σκοπό αυτό, οι ωοθηκικοί κύκλοι οκτώ 

μοσχίδων, συγχρονίστηκαν με τη χρήση ενδοκολπικών εμφυτευμάτων 

προγεστερόνης και η ωοθυλακιορρηξία προκλήθηκε με έγχυση απελευθερωτικής 

ορμόνης της έκκρισης των γοναδοτρόπων ορμονών (GnRH). Στη συνέχεια, τα ζώα 

χωρίστηκαν σε δύο ισάριθμες ομάδες (n=4). Στα ζώα της πρώτης ομάδας (ομάδα 

Ghr) χορηγήθηκε 1,5 μg kg-1 βόεια ακυλιωμένη γκρελίνη, ενώ στα ζώα της δεύτερης 

ομάδας (ομάδα C) χορηγήθηκε η ίδια δόση φυσιολογικού ορού. Οι δειγματοληψίες 

ξεκίνησαν αμέσως μετά την πρώτη έγχυση της γκρελίνης· στις επόμενες 4 ώρες 

συλλέχτηκαν 13 δείγματα αίματος για τον προσδιορισμό των συγκεντρώσεων της 

γκρελίνης, της GH, της FSH και της LH. Οι δειγματοληψίες για τον προσδιορισμό της 

συγκέντρωσης της προγεστερόνης ξεκίνησαν αμέσως μετά την εμφάνιση του 

οίστρου και συνεχίστηκαν κάθε δεύτερη ημέρα, έως και την εμφάνιση του 

επόμενου οίστρου. Στην ομάδα Ghr, η συγκέντρωση της γκρελίνης αυξήθηκε 

σημαντικά 15 λεπτά μετά την πρώτη έγχυση και παρέμεινε σε υψηλά επίπεδα έως 

και 90 λεπτά μετά την τελευταία. Κατά τη χρονική στιγμή της τρίτης στη σειρά 

έγχυσης γκρελίνης, η συγκέντρωση της GH ήταν σημαντικά υψηλότερη στην ομάδα 

Ghr σε σύγκριση με την αντίστοιχη της ομάδας των μαρτύρων. Παρόμοιες διαφορές 

παρατηρήθηκαν και στις τρεις επόμενες δειγματοληψίες, οι οποίες διενεργήθηκαν 

15, 30 και 60 λεπτά αργότερα, αλλά όχι στα 90 λεπτά. Στην ομάδα Ghr, οι υπό την 

καμπύλη περιοχές για την LH και για την FSH ήταν σημαντικά μειωμένες σε 

σύγκριση με τις αντίστοιχες της ομάδας των μαρτύρων. Σε συγκεκριμένα χρονικά 

σημεία, οι συγκεντρώσεις των LH και FSH ήταν σημαντικά χαμηλότερες στην ομάδα 

Ghr σε σύγκριση με την ομάδα των μαρτύρων (15, 30, 45, 75 και 90, καθώς και 60, 

75, 90, 120 και 150 λεπτά μετά τη χορήγηση GnRH για τον έλεγχο LH και FSH, 

αντίστοιχα). Ο ωοθηκικός κύκλος που επακολούθησε της έγχυσης, ήταν σημαντικά 

βραχύτερος στην ομάδα Ghr συγκρινόμενος με τον αντίστοιχο της ομάδας των 

μαρτύρων. Επιπροσθέτως, τις ημέρες 4, 6, 8, 10 και 14, η συγκέντρωση της 

προγεστερόνης ήταν σημαντικά χαμηλότερη στην ομάδα Ghr συγκρινόμενη με την 

αντίστοιχη της ομάδας των μαρτύρων. Ομοίως, η υπό την καμπύλη περιοχή της 

προγεστερόνης για την ομάδα Ghr, ήταν σημαντικά μικρότερη από την αντίστοιχη 

της ομάδας των μαρτύρων. Τα παραπάνω αποτελέσματα παρέχουν ασφαλείς 
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ενδείξεις ότι η γκρελίνη δρα στην υπόφυση, αμβλύνοντας το εύρος της απάντησης 

στο ερέθισμα της GnRH, ενώ είναι πιθανόν να επιδρά και στην ωχρινοποίηση του 

κυτταρικού τμήματος του προ-ωοθυλακιορρηκτικού ωοθυλακίου, ή/και να 

καταστέλλει τη στεροειδογενετική ικανότητα των ωχρινικών κυττάρων. 

Στο κεφάλαιο ΙΙΙ περιγράφονται δύο επιμέρους πειράματα, τα οποία απέβλεπαν στη 

μελέτη: α) των αλλαγών στο πρότυπο έκκρισης της LH σε μοσχίδες που 

ακολουθούσαν διαφορετικά προγράμματα διατροφής και β) της συγκέντρωσης της 

ολικής γκρελίνης, κατά τη διάρκεια του οίστρου, σε αγελάδες και μοσχίδες. Στο 

πρώτο πείραμα, 12 μοσχίδες, στις οποίες είχε προηγηθεί συγχρονισμός των 

ωοθηκικών κύκλων, χωρίστηκαν σε 3 ομάδες (R- μάρτυρες με κανονική χορήγηση 

τροφής, F- ζώα σε νηστεία και F-F ζώα σε νηστεία, τα οποία στη συνέχεια 

ταΐστηκαν). Την ημέρα 8, τα ζώα των ομάδων F και F-F δεν ταΐστηκαν για 24 ώρες, 

ενώ στη συνέχεια ακολούθησε παράθεση τροφής στα ζώα της ομάδας F-F και 

ταυτόχρονη έγχυση GnRH στα ζώα όλων των ομάδων. Διενεργήθηκε συστηματική 

αιματοληψία για τον προσδιορισμό των συγκεντρώσεων της γκρελίνης, της LH και 

της κορτιζόλης. Η νηστεία προκάλεσε σημαντική αύξηση των συγκεντρώσεων της 

γκρελίνης στα ζώα των ομάδων F και F-F σε σύγκριση με τα ζώα της ομάδας R. Στο 

δεύτερο πείραμα, χρησιμοποιήθηκαν αγελάδες και μοσχίδες γαλακτοπαραγωγής. 

Κατά την ημέρα 9 του κύκλου, χορηγήθηκε σε όλα τα ζώα προσταγλανδίνη F2α 

(PGF2α) για την πρόκληση οίστρου. Δείγματα αίματος συλλέγονταν δύο φορές την 

ημέρα, με εκκίνηση 24 ώρες πριν τη χορήγηση PGF2α, έως και την τρίτη ημέρα μετά 

την εκδήλωση οίστρου, για τον προσδιορισμό των συγκεντρώσεων της 

προγεστερόνης, της οιστραδιόλης-17β, της γκρελίνης, της γλυκόζης και του β-

υδροξυβουτυρικού οξέος (ΒΗΒΑ). Οι συγκεντρώσεις στεροειδών ορμονών και ΒΗΒΑ, 

δεν διέφεραν σημαντικά μεταξύ των ομάδων. Στις αγελάδες, οι συγκεντρώσεις της 

γκρελίνης, κατά την περιοιστρική περίοδο, αυξήθηκαν σημαντικά για 36 ώρες σε 

σύγκριση με τις αντίστοιχες τιμές κατά το μέσο στάδιο της ωχρινικής φάσης, 

γεγονός το οποίο δεν διαπιστώθηκε στις μοσχίδες. Τα αποτελέσματα των 

πειραματισμών του παρόντος κεφαλαίου δείχνουν ότι η αύξηση των 

συγκεντρώσεων της γκρελίνης μπορεί να ασκήσει κατασταλτική επίδραση στην 

έκκριση της LH, ακόμη και ύστερα από την επαναφορά των συγκεντρώσεών της στα 
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βασικά επίπεδα. Επιπλέον, κατά τη διάρκεια του οίστρου, η έκκριση της γκρελίνης 

ρυθμίζεται με διαφορετικό τρόπο στις αγελάδες από ότι στις μοσχίδες και είναι 

πιθανόν ανεξάρτητη από τις συγκεντρώσεις της οιστραδιόλης-17β. Από τα 

αποτελέσματα συμπεραίνεται ότι απαιτείται διενέργεια περαιτέρω έρευνας, ώστε 

να ταυτοποιηθούν οι παράγοντες, οι οποίοι οδηγούν σε διαφορετικό τρόπο 

ρύθμισης της έκκρισης της γκρελίνης σε αγελάδες και μοσχίδες. 

Στο κεφάλαιο IV παρουσιάζεται ο τρίτος πειραματισμός (που αποτελείται από δύο 

μέρη), ο οποίος είχε ως στόχο αρχικά να εκτιμηθούν οι συγκεντρώσεις της γκρελίνης 

κατά τη διάρκεια της κυοφορίας, τόσο σε αγελάδες όσο και σε μοσχίδες και εν 

συνεχεία να συγκριθεί η αντίδραση στο στρες της στέρησης τροφής, σε έγκυες και 

μη-έγκυες μοσχίδες. Στο πρώτο μέρος, δείγματα αίματος συλλέγονταν (1 στην αρχή 

κάθε μήνα της κυοφορίας) από τις αγελάδες (n=5) και τις μοσχίδες (n=5), ώστε να 

ελεγχθεί η συγκέντρωση της ολικής γκρελίνης. Εν συγκρίσει με τις τιμές πριν από τη 

γονιμοποίηση, οι συγκεντρώσεις της γκρελίνης έδειχναν την τάση να είναι 

υψηλότερες κατά τον 3ο μήνα της κυοφορίας στις μοσχίδες και κατά τον 7ο, 8ο και 9ο 

μήνα της κυοφορίας στις αγελάδες. Ωστόσο, δεν εντοπίστηκαν σημαντικές 

διαφορές ανάμεσα στις αγελάδες και στις μοσχίδες. Στο δεύτερο μέρος, έγκυες 

(n=4) και μη-έγκυες (n=4) μοσχίδες υποβλήθηκαν σε πλήρη νηστεία για 24 ώρες. 

Δείγματα αίματος συλλέχθηκαν τις ώρες 0, 4, 8, 12, 16 και 24 μετά την 

απομάκρυνση της τροφής και αναλύθηκαν για τον προσδιορισμό των 

συγκεντρώσεων της ινσουλίνης, της γλυκόζης, της κορτιζόλης, του ΒΗΒΑ και των μη-

εστεροποιημένων λιπαρών οξέων (NEFA) και τις ώρες 0, 8, 16 και 24, για τον 

προσδιορισμό της συγκέντρωσης της ολικής γκρελίνης. Η σύγκριση των 

συγκεντρώσεων της γκρελίνης μεταξύ των ομάδων πριν και μετά τη νηστεία, έδειξε 

σημαντική αύξηση στις 8, 16 και 24 ώρες μετά την απομάκρυνση της τροφής στις 

έγκυες και στις 8 ώρες στις μη-έγκυες μοσχίδες. Ωστόσο, δεν παρατηρήθηκαν 

σημαντικές διαφορές ανάμεσα στα έγκυα και στα μη-έγκυα ζώα. Οι συγκεντρώσεις 

της γλυκόζης στις έγκυες μοσχίδες ήταν σημαντικά χαμηλότερες από τις αντίστοιχες 

των μη-έγκυων. Οι συγκεντρώσεις της ινσουλίνης εμφάνισαν σημαντική πτώση στις 

4 και 8 ώρες της νηστείας στις έγκυες μοσχίδες, αλλά παρέμειναν ανεπηρέαστες 

στις μη-έγκυες. Επιπλέον, οι συγκεντρώσεις της κορτιζόλης αυξήθηκαν σημαντικά 
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μετά την 4η ώρα και παρέμειναν σε αυξημένα επίπεδα καθ’ όλη τη διάρκεια των 

δειγματοληψιών στα έγκυα ζώα, ενώ στα μη-έγκυα κορυφώθηκαν την 24η ώρα της 

νηστείας. Στην παρούσα μελέτη επιβεβαιώνεται ότι οι συγκεντρώσεις της ολικής 

γκρελίνης αυξάνουν ως ανταπόκριση στον περιορισμό της τροφής. Τα 

αποτελέσματα δείχνουν, επίσης, ότι: α) κατά τη διάρκεια του τελευταίου τριμήνου 

της κυοφορίας, η έκκριση της ολικής γκρελίνης λαμβάνει χώρα με διαφορετικό 

πρότυπο στις αγελάδες γαλακτοπαραγωγής σε σύγκριση με τις μοσχίδες και β) τα 

έγκυα ζώα είναι πιο ευαίσθητα στο στρες της στέρησης τροφής σε σύγκριση με τα 

μη-έγκυα ζώα. 

Στο κεφάλαιο V παρατίθεται ο τέταρτος πειραματισμός, στον οποίο μελετήθηκαν τα 

πιθανά μοριακά μονοπάτια, μέσω των οποίων η γκρελίνη επιταχύνει την in vitro 

ωρίμανση των ωαρίων. Συμπλέγματα ωαρίων-ωοφόρου δίσκου (COCs) αγελάδων, 

ύστερα από ωρίμανση 18 ή 24 ωρών, με ή χωρίς την προσθήκη 800 pg ml-1 βόειας 

ακυλιωμένης γκρελίνης, αξιολογούνταν ως προς την ωρίμανση του πυρήνα και 

υποβάλλονταν σε in vitro γονιμοποίηση σε καλλιεργητικά υποστρώματα (standard 

media). τα ζυγωτά που προέκυπταν, καλλιεργούνταν εν συνεχεία in vitro για 8 

ημέρες. Τα επίπεδα φωσφορυλίωσης των Akt1 και ERK1/2 (ΜΑΡΚ1/3) 

αξιολογήθηκαν σε υποομάδες COCs, κατά τις ώρες 0, 6, 10, 18 και 24 της in vitro 

ωρίμανσης (IVM). Στην ομάδα, όπου είχε γίνει προσθήκη γκρελίνης, δεν 

παρουσιάστηκε καμιά σημαντική διαφορά στο ποσοστό των ώριμων ωαρίων μεταξύ 

των ωρών 18 και 24. Σε αντίθεση, στις 24 ώρες ωρίμανσης, στην ομάδα των 

μαρτύρων, παρατηρήθηκε σημαντικά μεγαλύτερος αριθμός ώριμων ωαρίων από ότι 

στις 18. Η ωρίμανση των ωαρίων για 24 ώρες, υπό την παρουσία γκρελίνης, 

οδήγησε σε σημαντική μείωση του ποσοστού παραγωγής βλαστοκύστεων 

συγκριτικά τόσο με την ομάδα ωαρίων που ωρίμασε για 18 ώρες παρουσία 

γκρελίνης, όσο και με τις δύο ομάδες των μαρτύρων. Στα ωάρια, στα οποία είχε 

γίνει προσθήκη γκρελίνης, το ποσοστό φωσφορυλίωσης της Akt1 ήταν σημαντικά 

χαμηλότερο την 10η ώρα της in vitro ωρίμανσης, ενώ το αντίθετο παρατηρήθηκε στο 

ποσοστό φωσφορυλίωσης της ERK1/2 την 6η και τη 10η ώρα της IVM σε σύγκριση με 

τα αντίστοιχα ποσοστά των μαρτύρων. Στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου, το 

ποσοστό φωσφορυλίωσης της Akt1 ήταν σημαντικά υψηλότερο την 18η και την 24η 
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ώρα της in vitro ωρίμανσης, στην ομάδα που είχε γίνει προσθήκη γκρελίνης σε 

σύγκριση με τα αντίστοιχα ποσοστά της ομάδας των μαρτύρων. Το συμπέρασμα της 

συγκεκριμένης μελέτης, είναι ότι η γκρελίνη δρα με διαφορετικό χρόνο-εξαρτώμενο 

τρόπο στα ωάρια και στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου των βοοειδών, 

τροποποιώντας τη φωσφορυλίωση των Akt1 και ERK1/2, γεγονός που επιταχύνει τη 

διαδικασία της ωρίμανσης των ωαρίων. 

Τα κυριότερα ευρήματα της παρούσας διατριβής συνοψίζονται ως ακολούθως: 

1. Η γκρελίνη επιδρά στην υπόφυση, αμβλύνοντας την απόκρισή της στο ερέθισμα 

της GnRH και διαταράσσοντας τη διαδικασία ωχρινοποίησης των κυττάρων του 

ωοθυλακίου ή/και της στεροειδογενετικής ικανότητας των ωχρινικών κυττάρων. 

2. Σε σύγκριση με τα μη έγκυα, τα έγκυα βοοειδή αντιδρούν εντονότερα στο στρες 

της στέρησης τροφής απελευθερώνοντας ταχύτερα μεγαλύτερες συγκεντρώσεις 

γκρελίνης. 

3. Η στέρηση της τροφής προκαλεί αύξηση των συγκεντρώσεων της γκρελίνης, οι 

οποίες αμβλύνουν την επαγόμενη έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών, ακόμα 

και μετά την αποκατάσταση της συγκέντρωσης της γκρελίνης στα βασικά 

επίπεδα. 

4. Κατά τη διάρκεια της κυοφορίας οι συγκεντρώσεις της γκρελίνης διακυμαίνονται 

με καθορισμένο πρότυπο στις αγελάδες, αλλά όχι στις μοσχίδες. 

5. Η περιοιστρική περίοδος των αγελάδων, αλλά όχι των μοσχίδων, χαρακτηρίζεται 

από υπεργκρελιναιμία. 

6. Η γκρελίνη επιδρά διαφορετικά στα ωάρια και στα κύτταρα του ωοφόρου 

δίσκου, επιφέροντας επιτάχυνση στη διαδικασία ωρίμανσης των ωαρίων, μέσω 

της τροποποίησης της φωσφορυλίωσης των Akt1 και ERK1/2. 
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ABSTRACT 

For the accomplishment of this PhD thesis, four distinct experiments were 

conducted. The aim of these experiments was to elucidate the effects of ghrelin, as 

metabolic index, in various aspects of the reproductive system of cows. The 

experiments were focused on studying: a) the effects of ghrelin administration on 

reproductive parameters, b) the stress reaction in feed restricted pregnant and non-

pregnant animals, c) ghrelin concentration in periestrual period in cows and heifers 

and d) the possible molecular pathways through which ghrelin accelerates in vitro 

embryo maturation. Further, we investigated the pattern of ghrelin secretion during 

pregnancy in lactating cows and heifers. This PhD thesis is separated in five chapters 

followed by the concluding remarks. 

Chapter I is the general introduction, which is separated in 5 parts. The first part 

refers to the reproduction and fertility of high yielding cows. The second part reports 

on physiology of the bovine estrous cycle, briefly describing endocrinology, 

oogenesis and folliculogenesis. In the third part, the role of a number of metabolic 

neuropeptides and regulatory molecules such as leptin, kisspeptins, neuropeptide Y, 

melanocortins and agouti-related peptides in regulating various reproductive 

functions, is analysed. In part four there is a detailed report on ghrelin and its 

biological actions with respect to the specific role of ghrelin on reproduction; finally, 

in part five the aims of the PhD thesis are stated. 

In chapter II the experimental phase is detailed. The aims of these experiments were 

to study the effects of ghrelin administration, on the secretion of growth hormone 

(GH), luteinising hormone (LH), follicle stimulation hormone (FSH), and οn luteal 

function of the following estrous cycle, in cows. To this end the estrous cycles of 

eight Holstein heifers were synchronized with PRID and ovulation was induced with 

GnRH. Four animals were treated with bovine acylated ghrelin (1.5 μg kg-1) on 4 

occasions and the remaining heifers were treated with saline. Starting concurrently 

with the first ghrelin injection, 13 blood samples were collected over a 4 hour period 
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for the determination of GH, LH and FSH concentration. Progesterone levels were 

measured in samples collected every other day after estrus expression. Ghrelin 

induced a strong but short lasting GH release, but it significantly suppressed the 

preovulatory gonadotropin surge. The duration of the following estrous cycle, as well 

as, the secretory ability of treated animals were significantly reduced compared to 

controls. These results imply that ghrelin acts on pituitary causing impaired response 

to the GnRH stimulus, and it is likely to affect luteinization of the cellular 

compartment of the preovulatory follicle, and/or suppresses steroidogenetic activity 

of the luteal cells. 

In chapter III two experiments are described, in which we studied: a) the changes of 

LH secretion in heifers under different feeding schedules, and b) the fluctuations of 

total ghrelin concentrations during estrus in cows and heifers. In experiment one, 

synchronized heifers were allocated in 3 groups (R, regularly fed controls; F, fasted; 

and F-F fasted - fed). On day 8, group F and F-F animals stayed without feed for 24 

hours; thereafter, feed was provided to F-F cattle and GnRH was administer to all 

animals. Blood samples were collected for ghrelin, LH, and cortisol concentrations. 

Fasting caused increase of ghrelin concentration in groups F and F-F, while in 

response to GnRH, LH surge was significantly attenuated in groups F and F-F 

compared to that of group R. In experiment 2, lactating cows and heifers were used. 

On day 9 of a synchronized cycle, PGF2α was administered and blood samples were 

collected twice daily until the third day after estrus, and analyzed for progesterone, 

estradiol-17β, ghrelin, glucose and Beta Hydroxybutyric Acid (BHBA) concentrations. 

No difference was recorded between groups in steroids and BHBA concentrations. In 

comparison to mid luteal values, ghrelin concentrations significantly increased at 

periestrual period in cows, but not in heifers. This study provides evidence that, 

starving induced elevated ghrelin concentrations can have suppressing effect on LH 

secretion, even after ghrelin’s restoration to basal values, and that during estrus, 

ghrelin secretion is differently regulated in cows and heifers, likely being 

independent from estradiol-17β concentrations. Further research is required to 

identify the determining factor(s) that drive the different regulation of ghrelin 

secretion in cows and heifers. 
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Chapter IV reports on the third experimental phase aiming to compare total ghrelin 

concentration throughout pregnancy between lactating cows and heifers, and to 

study the response to acute feed restriction in pregnant or non-pregnant heifers. In 

the first experiment, blood samples were collected each month of pregnancy from 

cows (n=5) and heifers (n=5) and analyzed for total ghrelin concentration. Compared 

to pre-conception values, ghrelin concentrations tended to be greater during the 3rd 

month of pregnancy in heifers, whereas they were higher in the 7th, 8th and 9th 

months in lactating cows, but no difference was detected between lactating cows 

and heifers. In the second experiment, pregnant (n=4) and non-pregnant (n=4) 

heifers were fasted for 24 hours. Blood samples were collected 0, 4, 8, 12, 16 and 24 

hours of fasting and were assayed for, insulin, glucose, cortisol, BHBA and Non-

esterified Fatty Acids (NEFA) concentrations, and at time points 0, 8, 16 and 24 for 

total ghrelin determination. Compared to satiety, ghrelin concentrations were higher 

at the 8th, 16th and 24th hour of fasting in pregnant, and at the 8th hour in non-

pregnant animals, but no difference was detected between pregnant and non-

pregnant heifers. Pregnant heifers had lower glucose concentrations than non-

pregnant ones. Insulin concentrations were reduced at the 4th and the 8th hour of 

fasting in pregnant heifers, and stayed unaffected in non-pregnant ones. Cortisol 

concentrations increased after the 4th hour and remained elevated throughout the 

sampling period in pregnant heifers, while they increased at the 24th hour in non-

pregnant animals. Here, we provide evidence that total ghrelin concentrations rise in 

response to feed restriction. Albeit no group effect was evident, our results imply 

that: a) during the last trimester of pregnancy total ghrelin is secreted in different 

pattern between lactating cows and heifers and b) pregnant animals are more 

responsive than non-pregnant ones to hunger induced stress. 

In chapter V, the fourth experiment is presented. The purpose of this experiment 

was to investigate the possible molecular pathways through which ghrelin 

accelerates in vitro oocyte maturation. Bovine, cumulus oocyte complexes (COCs), 

after 18 or 24 hours maturation in the absence or the presence of 800 pg ml-1 bovine 

acylated ghrelin were either assessed for nuclear maturation or underwent in vitro 

fertilization in standard media and putative zygotes were cultured in vitro for 8 days. 
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In a subset of COCs the levels of phosphorylated Akt1 and ERK1/2 (MAPK1/3) were 

assessed at the 0th, 6th, 10th, 18th and 24th hour of in vitro maturation (IVM). At 18 

and 24 hours no difference existed in the proportion of matured oocytes in the 

ghrelin treated group, while in the control group more matured oocyte were found 

at 24 hours. Oocyte maturation for 24 hours in the presence of ghrelin resulted in 

substantially reduced blastocyst yield in comparison to that obtained after 18 hours 

or to both control groups. Ghrelin treated oocytes expressed lower Akt1 

phosphorylation rate at the 10th hour and higher ERK1/2 at the 6th and 10th hour of 

IVM compared to controls. In cumulus cells, at the 18th and 24th hour of IVM, Akt1 

phosphorylation rate was higher in ghrelin treated groups compared to controls. Our 

results imply that ghrelin acts in different time-dependent manner on bovine 

oocytes and cumulus cells modulating Akt1 and ERK1/2 phosphorylation, which 

brings about acceleration of the oocyte maturation process. 

The main findings of the present PhD Thesis are summarized as following: 

1. Acting at pituitary level, ghrelin is able to blunt hypophesial response to GnRH; as 

a consequence luteinization of the follicular cells and/or steroidogenic capacity 

of luteal cells are disrupted. 

2. Fasting induced stress accompanied by elevated ghrelin concentrations is 

expressed earlier and more profoundly in pregnant than in non-pregnant heifers. 

3. Fasting brings about increased ghrelin levels that are able to depress the induced 

gonadotropins’ concentrations, even after ghrelin is restored at basal levels. 

4. During pregnancy, ghrelin concentrations fluctuate at a determined pattern in 

multiparous cows, but not in heifers. 

5. Periestrual period is characterized by hyperghrelinaemia in cows, but not in 

heifers. 

6. Ghrelin is acting differently on oocytes and on cumulus cells accelerating oocyte 

maturation by altering the phosphorylation pattern of Akt1 and ERK1/2. 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/06/2024 16:49:14 EEST - 3.145.64.154



 Σελίδα 22 
 

 

ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ ΠΟΥ ΠΡΟΕΚΥΨΑΝ ΑΠΟ ΤΗ ΔΙΑΤΡΙΒΗ 

Πλήρη Άρθρα σε Διεθνή Περιοδικά 

1. T.M. Chouzouris, E. Dovolou, K. Dafopoulos, P. Georgoulias, N.G. Vasileiou, C.G. 

Fthenakis, G. Anifandis and G.S. Amiridis (2016): Ghrelin suppresses the GnRH-

induced preovulatory gonadotropin surge in dairy heifers. Theriogenology, 86(6): 

1615-1621. 

2. T.M. Chouzouris, E. Dovolou, F. Krania, I.S. Pappas, K. Dafopoulos, I.E. Messinis, G. 

Anifandis and G.S. Amiridis (2017): Effects of ghrelin on activation of Akt1 and 

ERK1/2 pathways during in vitro maturation of bovine oocytes. Zygote, 25(2): 183-

189. 

3. T.M. Chouzouris, E. Dovolou, P. Georgoulias, C.A. Rekkas, K. Dafopoulos, L. 

Athanasiou, G.C. Fthenakis and G.S. Amiridis (2018): Effects of pregnancy and 

short-lasting acute feed restriction on total ghrelin concentration and metabolic 

parameters in dairy cattle. Theriogenology, 106(1): 141-148. 

4. T.M. Chouzouris, E. Dovolou, C.A. Rekkas, P. Georgoulias, L. Athanasiou and G.S. 

Amiridis (2018): Study on total ghrelin, and luteinizing hormone under short-

lasting food deprivation, and during periestrual period, in dairy cattle. (under 

review) 

 

Ανακοινώσεις σε Διεθνή και Εθνικά Συνέδρια 

1. T.M. Chouzouris, E. Dovolou, K. Dafopoulos, P. Georgoulias, N.G. Vasileiou, G.C. 

Fthenakis, G. Anifandis and G.S. Amiridis (2016): Ghrelin suppresses the GnRH-

induced gonadotropin surge in dairy heifers. Oral and poster presentations at the 

18th International Congress on Animal Reproduction (ICAR), Le Vinci in Tours, 

France, June 26-30th 2016. ABSTRACT BOOK, p. 396, June 2016. 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/06/2024 16:49:14 EEST - 3.145.64.154



 Σελίδα 23 
 

2. T.M. Chouzouris, E. Dovolou, F. Krania, I.S. Pappas, K. Dafopoulos, G. Anifandis and 

G.S. Amiridis (2016): Effects of ghrelin on activation of Akt1 and ERK1/2 pathways 

during in vitro maturation of bovine oocytes. Poster presentation at the 32nd 

Meeting of the European Embryo Transfer Association (AETE), Barcelona, Spain, 

September 9th and 10th 2016. Animal Reproduction, 13(3): 502, 2016. 

3. Θ.Μ. Χουζούρης, Ε. Ντόβολου, Π. Γεωργούλιας, Κ. Νταφόπουλος, Λ. Αθανασίου 

και Γ.Σ. Αμοιρίδης (2017): Επίδραση της βραχείας διάρκειας νηστείας στην 

έκκριση γκρελίνης και LH σε μοσχίδες. Προφορική ανακοίνωση στο 4ο 

Πανελλήνιο Συνέδριο Κτηνιατρικής Παραγωγικών Ζώων και Υγιεινής Τροφίμων, 

Βόλος, Ελλάδα, 12-14 Μαΐου 2017. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/06/2024 16:49:14 EEST - 3.145.64.154



 Σελίδα 24 
 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ I 

 

Εισαγωγή 

 

 

1.1. H αναπαραγωγή στις αγελάδες υψηλών αποδόσεων 

Η εντατική γενετική επιλογή, σε συνδυασμό με τα βελτιωμένα προγράμματα 

διατροφής και διαχείρισης, έχουν συνεισφέρει ώστε τα τελευταία χρόνια πολλές 

αγελάδες της φυλής Holstein να ξεπερνούν κατά πολύ την παραγωγή των 10.000 

λίτρων γάλακτος σε 305 ημέρες (Dobson et al. 2007). Κατά τη διάρκεια των 

προηγούμενων 30 ετών, όμως, ταυτόχρονα με την αύξηση της παραγωγής, 

καταγράφηκε διεθνώς μία ανησυχητική μείωση της γονιμότητας των ζώων αυτών 

(Lucy 2007). Παρά το γεγονός ότι η υψηλή αναπαραγωγική απόδοση των αγελάδων 

αποτελεί την εγγύηση για τη βιωσιμότητα και την κερδοφορία των 

εκμεταλλεύσεων, φαίνεται ότι η διεθνής κοινότητα έχει, αναπόφευκτα, 

συμβιβαστεί με τη μείωση της γονιμότητας, δεδομένου ότι ο επιθυμητός μέσος 

ετήσιος ρυθμός κυοφορίας (pregnancy rate) προσδιορίζεται πλέον στο περί το 25% 

(Norman et al. 2009), γεγονός που αποδεικνύει ότι υπό βέλτιστες συνθήκες 

ανίχνευσης οίστρων (80%), η απόδοση της τεχνητής σπερματέγχυσης (Τ.Σ.) σε 

κυοφορία δύσκολα αναμένεται να υπερβεί το 30%. Ιστορική αναδρομή στη 

βιβλιογραφία των προηγούμενων δεκαετιών δείχνει ότι στη δεκαετία του 1970 στο 

Ηνωμένο Βασίλειο, η επιτυχία στην πρώτη Τ.Σ. ήταν 55,6% και υποχώρησε στη 

δεκαετία του 1990 στο 39,7% (Royal et al. 2000), ενώ στο αντίστοιχο διάστημα στις 

Η.Π.Α. το ποσοστό παρουσίαζε μία ετήσια μείωση της τάξης του 0,5% (Beam and 

Butler 1999). 

Ενώ η αρνητική συσχέτιση μεταξύ ύψους γαλακτοπαραγωγής και γονιμότητας είναι 

υπεράνω αμφισβήτησης, δεν υπάρχει κοινή παραδοχή ως προς τις αιτίες που 
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οδηγούν σε αυτή. Η ευθεία γενετική συσχέτιση γαλακτοπαραγωγής και γονιμότητας 

απορρίπτεται από ορισμένους ερευνητές, με κύριο επιχείρημα ότι στην περίοδο της 

ύφεσης της γονιμότητας των αγελάδων, η γονιμότητα των μοσχίδων παρέμεινε 

αμετάβλητη και σταθερά σε υψηλά επίπεδα (Pryce et al. 2004). Σε αντίθεση, άλλοι 

υποστηρίζουν ότι υπάρχει άμεση συσχέτιση μεταξύ των δύο μεγεθών, στηριζόμενοι 

στο διαφορετικό ρυθμό σύλληψης (Conception Rate, CR) μεταξύ μοσχίδων υψηλής 

(64%) και μέσης (71%) γενετικής αξίας (Pryce et al. 2002). 

Από τις αρχές του 21ου αιώνα παρατηρείται διεθνώς μία αναθεώρηση των βασικών 

κριτηρίων γενετικής επιλογής, με αποτέλεσμα κλασικά παραγωγικά χαρακτηριστικά 

να παραμερίζονται προς όφελος λειτουργικών μη-παραγωγικών χαρακτηριστικών, 

όπως η υγεία και η γονιμότητα (Miglior 2005). Αποτέλεσμα της αλλαγής των 

προτεραιοτήτων επιλογής ήταν μία διαφαινόμενη βελτίωση στη γονιμότητα των 

αγελάδων (Norman et al. 2009, Walsh et al. 2011), χωρίς, όμως, αυτή να πλησιάζει 

τις αναπαραγωγικές αποδόσεις των προηγούμενων δεκαετιών. Ωστόσο, δεν θα 

πρέπει να αγνοηθεί ότι, στο ίδιο χρονικό διάστημα, ιδιαίτερη βαρύτητα δόθηκε 

στην εν γένει διαχείριση των αγελάδων, του περιβάλλοντος και των συνθηκών 

διαβίωσής τους. Επί παραδείγματι, αναδείχθηκαν: α) ο ρόλος της διατροφής και 

ιδιαίτερα αυτός του ισοζυγίου ενέργειας στη ρύθμιση της γονιμότητας των 

αγελάδων (Butler 2014), β) η σημασία του ανοσοποιητικού συστήματος, όχι μόνο 

στην προάσπιση της μήτρας κατά τη διάρκεια της λοχείας, αλλά και στην εμφάνιση 

μεταβολικών νοσημάτων (Roche 2006), καθώς και στην ενδοκρινολογία της 

αναπαραγωγής (Dobson et al. 2007), γ) οι μηχανισμοί δράσης και οι συνέπειες της 

θερμικής καταπόνησης στην αναπαραγωγική απόδοση (Wolfenson et al. 2000, 

Rensis and Scaramuzzi 2003), δ) ο καταλυτικός ρόλος των παραγόντων 

καταπόνησης, εμμέσως της ευζωίας, στη λειτουργικότητα του άξονα υποθάλαμος-

υπόφυση-ωοθήκη (Dobson et al. 2001, 2003). Έτσι, φαίνεται να επιβεβαιώνεται η 

θέση του Leblanc (2010) ότι πέραν των επιλογών, με βάση συγκεκριμένα γενετικά 

χαρακτηριστικά, παράγοντες όπως η πλημμελής διατροφή, η γενική διαχείριση και 

το περιβάλλον, οι οποίοι έχουν βαρύνοντα ρόλο στη γονιμότητα των αγελάδων, δεν 

αξιολογούνται σε αρκετές μελέτες, επηρεάζοντας την αξιοπιστία και την 

αμεροληψία των αποτελεσμάτων. 
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1.2. Ανασκόπηση του ωοθηκικού κύκλου των αγελάδων 

Παρά τη γενετική πρόοδο που έχει συντελεστεί στα παραγωγικά χαρακτηριστικά 

των αγελάδων και τις επιπτώσεις που αυτή επέφερε στη γονιμότητα των ζώων, οι 

μηχανισμοί ρύθμισης του ωοθηκικού κύκλου και η κλασική φυσιολογία της 

αναπαραγωγής παραμένουν αμετάβλητες. Επιπλέον, η μείωση της γονιμότητας 

λειτούργησε ως ένα επιπλέον ερέθισμα για την εντατικοποίηση και την εμβάθυνση 

της έρευνας σε παράγοντες που λειτουργούν ως δυνητικοί ή άμεσοι ρυθμιστές της 

αναπαραγωγής. 

Σε απουσία κυοφορίας, οι ένηβες υγιείς αγελάδες εκδηλώνουν κατ’ επανάληψη 

ωοθηκικούς κύκλους, μέσης διάρκειας 21 ημερών, κατά τη διάρκεια των οποίων 

ωοθυλάκια αναπτύσσονται σε ένα κυματοειδές πρότυπο, το ζώο εμφανίζει οίστρο, 

γίνεται η ωοθυλακιορρηξία και αναπτύσσεται το ωχρό σωμάτιο. 

 

1.2.1. Ωοθυλακιογένεση-ωογένεση-ωρίμανση του ωαρίου 

Στο νεαρό έμβρυο, διαφοροποιημένα βλαστικά κύτταρα, αποικίζουν τη γεννητική 

ταινία, πολλαπλασιάζονται μιτωτικά και διαφοροποιούνται σχηματίζοντας τα 

ωογόνια. Στη συνέχεια, τα ωογόνια αυξάνουν σε μέγεθος και εκκινούν, χωρίς 

ορμονική υποστήριξη, τη Μείωση, μετεξελισσόμενα έτσι σε πρωτοταγή ωάρια. Στα 

βοοειδή, η Μείωση ξεκινά περί την 82η ημέρα της κύησης. Στο στάδιο αυτό το 

ωάριο περιστοιχίζεται από ένα στοίχο πεπλατυσμένων προ-κοκκωδών κυττάρων. Το 

σύμπλεγμα αυτό αποτελεί το αρχέγονο ωοθυλάκιο, το οποίο ανιχνεύεται περί την 

90η ημέρα της κυοφορίας (Picton 2001). Τα αρχέγονα ωοθυλάκια σχηματίζονται 

στην επιφάνεια της ωοθήκης, αλλά κατά τη μετέπειτα φάση της ανάπτυξής τους 

μεταναστεύουν προς το κέντρο της. Στη συνέχεια αναπτύσσονται εξελισσόμενα σε 

πρωτοταγή, δευτεροταγή και τριτοταγή ωοθυλάκια, με τα τελευταία να 

χαρακτηρίζονται από την ανάπτυξη της κοιλότητας -άντρου- και να ανιχνεύονται 

στην επιφάνεια της ωοθήκης. Καθ’ όλη τη διάρκεια της ανάπτυξής του, το ωάριο 

παραμένει στο στάδιο της διπλοταινίας της Πρόφασης της πρώτης μειωτικής 

διαίρεσης, με τον πυρήνα να βρίσκεται σε στατική φάση που ονομάζεται βλαστικό 

κυστίδιο (Germinal Vesicle, GV). Το ωάριο στο στάδιο αυτό είναι ένα διπλοειδές (2n) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/06/2024 16:49:14 EEST - 3.145.64.154



 Σελίδα 27 
 

κύτταρο και παραμένει σε μειωτική στασιμότητα (meiotic arrest) για μεγάλο 

χρονικό διάστημα. Ο μειωτικός πολλαπλασιασμός περιλαμβάνει, δύο διαδοχικές 

κυτταρικές διαιρέσεις, αλλά μόνο έναν διπλασιασμό του DNA. Έτσι, από ένα 

διπλοειδές κύτταρο προκύπτουν τέσσερα απλοειδή. Η ωρίμανση του ωαρίου είναι 

μία πολύπλοκη διαδικασία, η οποία αφορά τη μετάβαση του ωαρίου από το στάδιο 

της διπλοταινίας της πρώτης μειωτικής διαίρεσης στη Μετάφαση ΙΙ· η διαδικασία 

αυτή ονομάζεται διακίνηση. Τα ερεθίσματα, τα οποία επάγουν την επανέναρξη της 

Μείωσης από τη φάση της στασιμότητας, είναι η πρώτη προ-ωοθυλακιορρηκτική 

έκκριση της LΗ, ή η απομάκρυνση του ωαρίου από το ωοθυλάκιο. Το τελευταίο 

αποδεικνύει ότι τοπικοί παράγοντες συντελούν στην αναστολή της εξέλιξης του 

ωαρίου (Edwards 1965). Κατά τη διάρκεια της διακίνησης, το βλαστικό κυστίδιο 

υφίσταται σημαντικές μορφολογικές αλλαγές, οι οποίες χαρακτηρίζονται από 

εξάλειψη των πόρων, πτύχωση, κατακερματισμό και εξαφάνιση της μεμβράνης. Η 

κατάσταση αυτή, στην οποία περιέρχεται το ωάριο αποτελεί το πρώτο ανιχνεύσιμο 

στοιχείο της επανέναρξης της Μείωσης και χαρακτηρίζεται ως «κατακερματισμός 

του βλαστικού κυστιδίου» (Germinal Vesicle Break down, GVBD). Στις αγελάδες, η 

GVBD συμβαίνει μέσα σε λίγες ώρες μετά από την προ-ωθυλακιορρηκτική έκκριση 

της LH ή την αναρρόφηση του ωαρίου από το ωοθυλάκιο. Τα στάδια από τα οποία 

πρέπει να περάσει το ωάριο μέχρι να αποκτήσει πλήρη πυρηνική ωρίμανση είναι: η 

συμπύκνωση των χρωματοσωμάτων, η δημιουργία της ατράκτου στη Μετάφαση Ι 

(MI), ο διαχωρισμός των ομόλογων χρωματοσωμάτων, η εξώθηση του πρώτου 

πολικού σωματίου και η είσοδος και η στατική παραμονή (arrest) στη Μετάφαση ΙΙ 

(MII) (Kubelka et al. 1988, Albertini et al. 2001). Έτσι, μέχρι την πλήρη πυρηνική του 

ωρίμανση, το ωάριο πρέπει να περάσει δύο στατικές φάσεις. Η πρώτη στατική 

φάση διακόπτεται από την έκκριση της LH και η δεύτερη από την είσοδο του 

σπερματοζωαρίου σε αυτό. Παρά το γεγονός ότι η LH δίνει το έναυσμα της 

επανέναρξης της Μείωσης ούτε το ωάριο, ούτε τα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου 

έχουν υποδοχείς για την LH (Peng et al. 1991) και συνεπώς εικάζεται ότι κάποιοι 

παρακρινείς παράγοντες ενεργοποιούνται και επάγουν τη δράση της LH στο 

σύμπλοκο ωάριο-ωοφόρος δίσκος. Στην πρώτη φάση το ωάριο παραμένει στη 

στατική φάση, εξαιτίας διάχυσης cAMP, το οποίο προέρχεται από τα κύτταρα του 

κοκκώδους υμένα του ωοθυλακίου. Υπό τη δράση της LH τροποποιείται η συνοχή 
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των χασματοσυνδέσεων μεταξύ των κυττάρων του ωαρίου και του ωοφόρου 

δίσκου, αλλάζοντας τη διαπερατότητα σε ιόντα Ca2+ και Κ+, προκαλώντας 

αποπόλωση των μεμβρανών και αλλαγή του ενδοκυτταρικού pH (Edwards et al. 

1999). Οι αλλαγές αυτές πιθανόν να αποτελούν το έναυσμα δράσης δύο κινασών, 

του παράγοντα προαγωγής της ωρίμανσης (Maturation Promoting Factor, MPF) και 

της πρωτεϊνικής κινάσης ενεργοποιούμενης από μιτογόνα (Mitogen Activated 

Protein Kinase, ΜΑΡΚ), οι οποίες παίζουν καθοριστικό ρόλο στην ολοκλήρωση της 

Μείωσης. Ο MPF είναι μία πρωτεϊνική κινάση σερίνης/θρεονίνης, αποτελούμενη 

από μία ρυθμιστική υπομονάδα, την κυκλίνη Β και μία καταλυτική υπομονάδα, την 

p34cdc2 και συμβάλει στη φωσφορυλίωση των MAPK και ERK1/2, δίνοντας το σήμα 

για την έναρξη της ωρίμανσης των ωαρίων (Fissore et al. 1996). Η δράση του MPF 

ξεκινάει αμέσως μετά την GVBD, φτάνει στα μέγιστα επίπεδα κατά τη ΜΙ, στη 

συνέχεια μειώνεται διαρκώς έως πριν την ΜΙΙ, για να αυξηθεί εκ νέου στη φάση ΜΙΙ, 

υποδηλώνοντας ότι η μετάβαση από την ΜΙ στην ΜΙΙ σχετίζεται με τη μείωση της 

δραστηριότητάς του (Gordon 2003). Η συμβολή του MPF στη διαδικασία ωρίμανσης 

είναι αδιαμφισβήτητη, ενώ μελέτες από τους Gordo και συνεργάτες (2001) έδειξαν 

ότι η δραστηριότητα της ΜΑΡΚ είναι απαραίτητη για την αναστολή της Μετάφασης 

ΙΙ, τη διατήρηση της δραστηριότητας του MPF, καθώς και την οργάνωση των 

μικροσωληναρίων. Σε in vitro πειραματισμούς, όπου η απομάκρυνση του ωαρίου 

αποτελεί ικανή συνθήκη για την επανέναρξη της Μείωσης, αποδείχθηκε, με τη 

χρήση αναστολέων του MPF (βουτυρολακτόνη I και ροσκοβιτίνη), ότι τα ωάρια 

διατηρούνται για τουλάχιστον 24 ώρες στη στατική φάση και ανακτούν την 

ικανότητα απενεργοποίησης της Μείωσης, μετά την απομάκρυνση του αναστολέα 

από το υπόστρωμα ωρίμανσης, χωρίς να επηρεάζεται ούτε η εξέλιξη, αλλά ούτε και 

η γονιμότητά τους (Mermillod et al. 2000, Ponderato et al. 2001, 2002, Vigneron et 

al. 2004). 

 

1.2.2. Πρότυπο ανάπτυξης των ωοθυλακίων (follicular dynamics) 

Η ανάπτυξη-ωρίμανση των ωοθυλακίων αποτελεί θεμελιώδη λειτουργία της 

αναπαραγωγής που συντελείται υπό την επίδραση των γοναδοτρόπων ορμονών 

(FSH και LH) του πρόσθιου λοβού της υπόφυσης.  
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To πρότυπο ανάπτυξης των ωοθυλακίων στα βοοειδή, έχει μελετηθεί διεξοδικά 

μετά από την ευρεία χρήση της υπερηχογραφίας στο είδος αυτό (Sirois and Fortune 

1988, Ginther et al. 1989, Savio et al. 1990). Έχει πλέον αποσαφηνιστεί πλήρως ότι 

σε κάθε ωοθηκικό κύκλο αναπτύσσονται 2, 3 και σπανίως 4 κύματα ωοθυλακίων 

στις ωοθήκες των αγελάδων. Αξίζει να σημειωθεί ότι η ανάπτυξη των ωοθυλακίων 

δεν διακόπτεται κατά τη διάρκεια της κύησης (Ginther et al. 1996). Στη διάρκεια 

κάθε κύματος, επιλέγεται αρχικά μία ομάδα (2-5) μικρών ωοθυλακίων, τα οποία 

αναπτύσσονται ταυτόχρονα, μέχρι να αποκτήσουν διάμετρο 5-9 mm. Στη συνέχεια, 

επιλέγεται ένα ωοθυλάκιο, το οποίο αναπτύσσεται καταστέλλοντας την ανάπτυξη 

των υπολοίπων, τα οποία γίνονται ατρητικά. Το κυρίαρχο ωοθυλάκιο είτε 

παλινδρομεί, αν η ανάπτυξη του γίνεται στο δίοιστρο, είτε ρήγνυται, αν η ανάπτυξή 

του συμπίπτει με τα τελικά στάδια του δίοιστρου ή/και τον πρόοιστρο. Η εξάρτηση 

των ωοθυλακίων από τις γοναδοτρόπες ορμόνες και κατά κύριο λόγο από την FSH 

εξαρτάται από το στάδιο ανάπτυξής τους. Έτσι, κατά τα αρχικά στάδια ανάπτυξης, 

τα ωοθυλάκια δεν εξαρτώνται από τις γοναδοτρόπες ορμόνες. Στη συνέχεια, 

αποκτούν τη δυνατότητα να ανταποκρίνονται στις γοναδοτρόπες ορμόνες 

(gonadotropin responsive) και, φτάνοντας σε συγκεκριμένο στάδιο ανάπτυξης 

(διάμετρο περίπου 4 mm), καταλήγουν να είναι πλήρως εξαρτώμενα από αυτές 

(gonadotropin dependent) (Campbell et al. 1995, Gong et al. 1995). 

H ανάδυση του κύματος των ωοθυλακίων συνοδεύεται από πρόσκαιρη (διάρκειας 

1-2 ημερών) αύξηση της συγκέντρωσης της FSH, η οποία με τη σειρά της προκαλεί 

ενίσχυση της δράσης της αρωματάσης στα κύτταρα του κοκκώδους υμένα των 

ωοθυλακίων (P450arom), μέσω της οποίας τα ανδρογόνα μετατρέπονται σε 

οιστρογόνα (Hillier 1994). Tο επιλεχθέν κυρίαρχο ωοθυλάκιο, παράλληλα με την 

αύξηση του μεγέθους του, παράγει αυξημένες συγκεντρώσεις οιστρογόνων και 

ανασταλτίνης, οι οποίες καταστέλλουν την έκκριση της FSH σε βασικά επίπεδα 

(Sunderland et al. 1994, Ginther et al. 2000a). Η αρχικά κρατούσα άποψη για τον 

μηχανισμό εγκατάστασης της κυριαρχίας ήταν ότι, κάτω από τέτοιες συνθήκες 

(χαμηλή FSH), το κυρίαρχο ωοθυλάκιο ανταποκρίνεται περισσότερο στην LH και 

συνεχίζει αδιατάρακτη ανάπτυξη σε περιβάλλον χαμηλής FSH, εξαιτίας της 

εμφάνισης υποδοχέων LH (Ginther et al. 2000b). Σύντομα, όμως, αποδείχθηκε ότι η 
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πρόσκτηση υποδοχέων LH δεν είναι κομβικής σημασίας για την κυριαρχία, διότι 

αυτή συμβαίνει μετά και όχι πριν από την επιλογή του κυρίαρχου ωοθυλακίου 

(Fortune et al. 2001). Φαίνεται ότι παράγοντες του σωματοτρόπου άξονα, ιδιαίτερα 

ο παρόμοιος με την ινσουλίνη αυξητικός παράγοντας τύπου 1 (IGF-1) και οι 

πρωτεΐνες σύνδεσής του (IGFBP) δρουν στα ωοθυλάκια πριν από τη μορφολογική 

επιλογή, αυξάνοντας τη βιοδιαθεσιμότητα του IGF-1, ο οποίος επιδρά τελικά στη 

δυνατότητα του κυρίαρχου ωοθυλακίου να παράξει αυξημένες συγκεντρώσεις 

οιστρογόνων (Fortune et al. 2001). 

Οι βραχυπρόθεσμες και μακροπρόθεσμες επιδράσεις της διατροφής, του 

μεταβολισμού και του σωματοτρόπου άξονα στην ωοθυλακιογένεση αποτέλεσαν 

πεδίο συστηματικής μελέτης (Scaramuzzi and Murray 1995). Οι Gutierrez και 

συνεργάτες (1995) έδειξαν ότι το επίπεδο διατροφής προκαλεί σημαντικές αλλαγές 

στον αριθμό των μικρών ωοθυλακίων και ότι βραχυπρόθεσμες αλλαγές στη 

διατροφή είναι ικανές να επηρεάσουν τη δυναμική ανάπτυξης των ωοθυλακίων στις 

αγελάδες, χωρίς ταυτόχρονη αλλαγή στις συγκεντρώσεις των γοναδοτρόπων 

ορμονών (Gutierrez et al. 2000). Η πρόσληψη ενέργειας και πρωτεϊνών πιστεύεται 

ότι επηρεάζει τη λειτουργία του συστήματος των IGFs της ωοθήκης, με επακόλουθη 

επίδραση στην ανάπτυξη των ωοθυλακίων και κατά συνέπεια στην ποιότητα των 

ωαρίων. Προτάθηκε ότι αλλαγές στον IGF-1, οι οποίες προέρχονται από τη 

διατροφή, αυξάνουν τη βιοδιαθεσιμότητά του στο εσωτερικό του ωοθυλακίου και 

ακολούθως αυξάνουν την ευαισθησία του ωοθυλακίου στην FSH. Σε αντίθεση με τις 

επιδράσεις στην ανάπτυξη των ωοθυλακίων, υπερβολική παροχή θρεπτικών 

συστατικών υποβαθμίζει την ποιότητα των ωαρίων, εξαιτίας των αυξημένων 

συγκεντρώσεων της ουρίας στο αίμα (Armstrong et al. 2001). Οι Boland και 

συνεργάτες (2001) υποστήριξαν ότι οι αγελάδες με μειωμένη πρόσληψη ενέργειας 

εμφανίζουν μικρότερο μέγεθος κυρίαρχου ωοθυλακίου και πιο συχνά κύκλους 

τριών κυμάτων ωοθυλακίων σε σύγκριση με αγελάδες υψηλότερης ενεργειακής 

πρόσληψης. Επιπλέον, οι Comin και συνεργάτες (2002) απέδειξαν ότι ο απότομος 

περιορισμός τροφής προκαλεί ουσιαστικές αλλαγές στο κυρίαρχο ωοθυλάκιο, 

λειτουργώντας ως δυνητικός παράγοντας μειωμένης αναπαραγωγικής ικανότητας. 

Φαίνεται κατά συνέπεια ότι, παράγοντες του μεταβολισμού και του σωματοτρόπου 
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άξονα επηρεάζουν, ταυτόχρονα με τις γοναδοτρόπες ορμόνες, το πρότυπο 

ανάπτυξης των ωοθυλακίων. 

 

1.2.3. Ρύθμιση του ωοθηκικού κύκλου 

1.2.3.α. Άξονας υποθάλαμος-υπόφυση-ωοθήκες 

Ο άξονας υποθάλαμος-υπόφυση-ωοθήκες, ελέγχεται από ένα πολύπλοκο σύστημα 

(loop) παλίνδρομων ρυθμίσεων. Αρχικά, εθεωρείτο ότι στο θηλυκό ζώο οι βασικοί 

και ίσως οι μοναδικοί συντελεστές στο σύστημα αυτό ήταν οι πέντε κλασικές 

ορμόνες της αναπαραγωγής, η υποθαλαμικής προέλευσης απελευθερωτική ορμόνη 

της έκκρισης των γοναδοτρόπων ορμονών (GnRH), οι γοναδοτρόπες ορμόνες της 

υπόφυσης [ωχρινοποιητική ορμόνη (LH) και ωοθυλακιοτρόπος ορμόνη (FSH)] και τα 

στεροειδή της ωοθήκης [(προγεστερόνη (P4) και οιστραδιόλη-17β (Ε2)]. Η GnRH 

απελευθερώνεται από τον υποθάλαμο στο μέσο έπαρμα και, μέσω του 

υποφυσιαίου πυλαίου συστήματος μεταφέρεται στον πρόσθιο λοβό της υπόφυσης, 

όπου συνδέεται με εξειδικευμένους υποδοχείς (GnRHR), προκαλώντας την 

παραγωγή ή/και την απελευθέρωση των γοναδοτρόπων ορμονών (Plant and 

Zeleznik 2014). Οι γοναδοτρόπες ορμόνες, δρώντας σε ειδικούς υποδοχείς στις 

γονάδες, ρυθμίζουν τη σύνθεση και την απελευθέρωση των στεροειδών από αυτές. 

Στη συνέχεια, τα στεροειδή ολοκληρώνουν το κύκλωμα της αρνητικής ή θετικής 

παλίνδρομης ρύθμισης, αναστέλλοντας την καταστολή ή την απελευθέρωση της 

GnRH (Blair et al. 2015). Στο θηλυκό ζώο, η GnRH εκκρίνεται κατά δύο διαφορετικά 

πρότυπα, το τονικό, το οποίο λειτουργεί υποστηρικτικά σχεδόν καθ’ όλη τη διάρκεια 

του ωοθηκικού κύκλου και το επεισοδιακό, το οποίο επάγει την προ-

ωθυλακιορρηκτική κορύφωση των γοναδοτρόπων ορμονών και την ωοθυλακιορ-

ρηξία (Moenter et al. 1991). H διαπίστωση ότι η LH εκκρίνεται κατά κύματα, με 

εύρος και συχνότητα που παραλλάσσει κατά τη διάρκεια του ωοθηκικού κύκλου, 

απέδειξε ότι η εκκριτική λειτουργία της ωοθήκης δεν εξαρτάται μόνο από τις 

απόλυτες συγκεντρώσεις των γοναδοτρόπων ορμονών, αλλά και από τη συχνότητα 

της έκκρισής τους (Knobil et al. 1980). Η εμβληματική δημοσίευση των Clarke και 

Cummings (1982) απέδειξε ότι η κάθε κορύφωση της LH επάγεται από την 
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αντίστοιχη κορύφωση της GnRH. Όμως, η GnRH παρουσιάζει διαφοροποιημένη 

επαγωγική δράση για την έκκριση της LH και της FSH (Millar et al. 2004). Οι 

διαφορές αυτές μπορούν να αποδοθούν στον τρόπο αποθήκευσης των LH και FSH 

στα γοναδοτρόπα κύτταρα της υπόφυσης, στους διαφορετικούς υποπληθυσμούς 

γοναδοτρόπων κυττάρων και στη διαφορετική ευαισθησία των κυττάρων αυτών 

στην GnRH (Pincus et al. 1998). Κυρίως, όμως, η διαφορά θα πρέπει να αποδοθεί 

στον ρόλο που διαδραματίζουν τα πεπτίδια της ωοθήκης (ανασταλτίνη, ακτιβίνη και 

φολλιστατίνη) στη ρύθμιση αποκλειστικά της FSΗ (Xiao et al. 1990, Kaneko et al. 

2002, Parker et al. 2003). 

Η αρνητική και θετική παλίνδρομη ρύθμιση της Ε2 και της Ρ4 είναι οι απαραίτητες 

προϋποθέσεις για τη διατήρηση της κυκλικότητας του αναπαραγωγικού άξονα. 

Δρώντας ως ο βασικός ανασταλτικός παράγοντας, η Ρ4 καταστέλλει καθ’ όλη τη 

διάρκεια του κύκλου την έκκριση της GnRH και της LH, ενώ χορηγούμενη μαζί με την 

E2 προλαμβάνει τη θετική παλίνδρομη ρύθμιση της Ε2 στον υποθάλαμο (Dierschke 

et al. 1973, Kasa-Vubu et al. 1992). 

Το 2000, ανακαλύφθηκε σε ορτύκια, ένα άγνωστο νευροπεπτίδιο του υποθαλάμου, 

το οποίο έχει ανασταλτική επίδραση στην απελευθέρωση των γοναδοτρόπων 

ορμονών και για τον παραπάνω λόγο ονομάστηκε ανασταλτική ορμόνη της έκκρισης 

των γοναδοτρόπων ορμονών (Gonadotropin Inhibitory Hormone, GnIH) (Tsutsui et 

al. 2000). Σύντομα, διαπιστώθηκε ότι ο παράγοντας αυτός υπάρχει στον υποθάλαμο 

πολλών θηλαστικών, συμπεριλαμβανομένων των μηρυκαστικών (Fukusumi et al. 

2001, Yoshida et al. 2003, Clarke et al. 2008). Ο υποδοχέας της GnIH, ο οποίος 

ονομάστηκε GPR147, αναγνωρίστηκε ως ένας υποδοχέας G-συνδεδεμένων 

πρωτεϊνών. Οι νευρώνες της GnRH εκφράζουν τον υποδοχέα GPR147 και κατ’ 

επέκταση η GnIH, θεωρείται ότι αναστέλλει τη σύνθεση και έκκριση των 

γοναδοτρόπων ορμονών, μέσω της μείωσης της δραστηριότητας των νευρώνων 

GnRH-I, καθώς, επίσης, και μέσω της άμεσης δράσης της στα γοναδοτρόπα κύτταρα. 

Η GnIH καταστέλλει εν μέρει λειτουργίες της αναπαραγωγής, δρώντας ανασταλτικά 

στους νευρώνες GnRH-II. Πέραν, της άμεσης δράσης της GnIH στην υπόφυση, 

φαίνεται ότι η GnIH δρα υποστηρικτικά καθ’ όλη τη διάρκεια του δίοιστρου στην 

αρνητική παλίνδρομη δράση των στεροειδών και, κυρίως, της οιστραδιόλης-17β, 
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ενώ στην περί προ-ωοθυλακιορρηκτική έκκριση της LH, η δράση της GnIH μειώνεται 

δραστικά, επιτρέποντας έτσι την αδιατάρακτη θετική παλίνδρομη δράση των 

οιστρογόνων και την ολοκλήρωση της ωοθυλακιορρηξίας (Gibson et al. 2008). 

Πέραν, όμως, της αμιγούς δράσης στον άξονα, φαίνεται ότι η GnIH διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στη μεταφορά πληροφοριών, σχετικά με την ενεργειακή κατάσταση 

του οργανισμού, σε κεντρικό επίπεδο ρύθμισης της έκκρισης των LH και FSH. Έχει 

διαπιστωθεί ότι στο πρόβατο, οι GnIH νευρώνες προβάλλουν στα κύτταρα με 

υποδοχείς νευροπεπτιδίου Υ (ΝΡΥ), ορεξίνης, και μελανίνης (Clarke et al. 2009, Qi et 

al. 2009). Πέραν της δράσης της σε κεντρικό επίπεδο, η GnIH και ο υποδοχέας της 

εκφράζονται και στις γονάδες (Ubuka et al. 2013). Επιπλέον, εφόσον η χορήγησή της 

σε ζώα εργαστηρίου αυξάνει την πρόσληψη τροφής, εικάζεται ότι η GnIH 

συμμετέχει στη ρύθμιση ορισμένων μεταβολικών διεργασιών (Johnson et al. 2007).  

Παρά το γεγονός ότι τα στεροειδή των γονάδων έχουν καταλυτικό ρόλο στη 

ρύθμιση της έκκρισης της GnRH, φαίνεται ότι η πλήρης λειτουργικότητα του 

υποθαλάμου απαιτεί βασικά νευρικά ερεθίσματα από άλλα δίκτυα, ξένα προς τα 

στεροειδή. Αυτό γίνεται περισσότερο εμφανές μετά την ανακάλυψη ότι οι 

υποθαλαμικοί νευρώνες στερούνται υποδοχέα-α των οιστρογόνων (ERα) (Herbison 

and Theodosis 1992). Συγκεκριμένα, τα οιστρογόνα έχουν υποδοχείς, οι οποίοι 

έχουν οριστεί ως υποδοχείς άλφα (ERα) και βήτα (ERβ) (Green et al. 1986, Kuiper et 

al. 1996), οι οποίοι έχουν διαφορετική κατανομή στις περιοχές του υποθαλάμου. 

Παρόλο που οι ERβ συναντώνται στους νευρώνες της GnRH, δεν συμμετέχουν στη 

ρύθμιση του προ-ωοθυλακιορρηκτικού κύματος της LH που επάγεται ως αντίδραση 

στις αυξημένες συγκεντρώσεις των οιστρογόνων (Herbison and Pape 2001, Dorling 

et al. 2003, Wintermantel et al. 2006). Επομένως, η δράση των οιστρογόνων μπορεί 

να μην αφορά άμεσα τους υποθαλαμικούς νευρώνες της GnRH, αλλά να 

επιτυγχάνεται/επάγεται μετά την παρεμβολή διάμεσου συστήματος νευρώνων, οι 

οποίοι φέρουν τους αντίστοιχους υποδοχείς. Η ανακάλυψη του νευροενδοκρινούς 

ρόλου του συστήματος της κισπεπτίνης βοήθησε να αποκρυπτογραφηθούν 

σκοτεινές, μέχρι πρότινος, πλευρές της ρύθμισης της λειτουργίας του 

αναπαραγωγικού άξονα. Έως το 2003, οι κισπεπτίνες και ο ρόλος τους στον έλεγχο 

του άξονα υποθάλαμος-υπόφυση-ωοθήκες βρίσκονταν υπό αμφισβήτηση. Τη 
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συγκεκριμένη χρονική στιγμή, ανακοινώθηκε σχεδόν ταυτόχρονα από δύο 

ανεξάρτητες ομάδες ότι σε μέλη συγκεκριμένης οικογένειας, τα οποία εμφάνισαν 

υπογοναδοτροφικό υπογοναδισμό και απουσία εμφάνισης ήβης, διαγνώσθηκε 

μετάλλαξη του υποδοχέα της κισπεπτίνης-KiSS1R (de Roux et al. 2003, Seminara et 

al. 2003), γεγονός που ενοχοποιήθηκε για τη μη λειτουργικότητα του μηχανισμού 

παραγωγής επεισοδιακών εκκρίσεων GnRH/LH (Plant and Ramaswamy 2009). 

Οι νευρώνες που εκφράζουν το KiSS1 στον υποθάλαμο των γυναικών και των 

θηλυκών πιθήκων, εντοπίζονται σχεδόν αποκλειστικά στον τοξοειδή πυρήνα. Τα 

στεροειδή των ωοθηκών καταστέλλουν την έκφραση του KiSS1 στον υποθάλαμο 

τόσο στις γυναίκες, όσο και στους θηλυκούς πιθήκους. Αποδείχθηκε ότι ο αριθμός 

των νευρώνων που εκφράζουν το mRNA του KiSS1 είναι σημαντικά αυξημένος σε 

γυναίκες μετά την εμμηνόπαυση, καθώς και σε ωοθηκεκτομημένους πιθήκους σε 

σύγκριση με γυναίκες πριν την εμμηνόπαυση και φυσιολογικούς πιθήκους, 

αντίστοιχα. Επιπλέον, χορήγηση οιστρογόνων και προγεστερόνης σε πιθήκους, μετά 

από διενέργεια ωοθηκεκτομής, οδηγεί σε καταφανή μείωση της έκφρασης του 

KiSS1 (Rometo et al. 2007). Συνεπώς, φαίνεται ότι ένα μέρος της αρνητικής 

παλίνδρομης δράσης των οιστρογόνων ή/και της προγεστερόνης, προάγεται, μέσω 

των διάμεσων νευρώνων που φέρουν υποδοχείς κισπεπτίνης (Plant and 

Ramaswamy 2009), ή μέσω άλλων νευρώνων που είναι φορείς υποδοχέων άλλων 

μεταβολικών σημάτων. Έτσι, τα τελευταία χρόνια η μελέτη του συστήματος της 

κισπεπτίνης έχει προσελκύσει το ιδιαίτερο ενδιαφέρον ενός μεγάλου αριθμού 

ερευνητικών ομάδων (Navarro and Tena-Sempere 2011). Η συνεχώς συσσωρευό-

μενη γνώση αποδεικνύει ότι, παρά τον αδιαμφισβήτητο ρόλο των στεροειδών στη 

ρύθμιση του αναπαραγωγικού άξονα, άλλα σήματα, τα οποία αποτυπώνουν, 

κυρίως, μεταβολική κατάσταση, είναι οι βασικοί ρυθμιστές του αναπαραγωγικού 

άξονα δρώντας πρωταρχικά στον υποθάλαμο. 

 

1.2.3.β. Μεταβολικά σήματα και ενδοκρινής ρύθμιση της αναπαραγωγής 

Η αδιατάρακτη έκφραση των λειτουργιών της αναπαραγωγής απαιτεί 

διαθεσιμότητα ενέργειας, ιδιαίτερα για τη διατήρηση της κυοφορίας, την κάλυψη 
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των ενεργειακών απαιτήσεων του αναπτυσσόμενου εμβρύου και την παραγωγή 

γάλακτος για τη διατροφή του νεογνού. Κατά τη μακραίωνη διάρκεια της εξέλιξης, 

έχουν αναπτυχθεί αμυντικοί μηχανισμοί που αποσκοπούν στην καταστολή των 

αναπαραγωγικών διαδικασιών σε περιόδους μειωμένης διαθεσιμότητας τροφής. 

Στην κατεύθυνση αυτή έχουν αναπτυχθεί δίαυλοι επικοινωνίας μεταξύ περιφερικών 

ιστών ή ενεργειακών αποθηκών με τον κεντρικό ρυθμιστή του αναπαραγωγικού 

άξονα, δηλαδή τον υποθάλαμο (Roa et al. 2010). 

Από σειρά πειραματισμών αλλά και κλινικών παρατηρήσεων, καθίσταται πλέον 

αναμφισβήτητο το γεγονός ότι καταστάσεις που συνδέονται με οξύ ενεργειακό 

έλλειμμα ή πλεόνασμα, διαταραχές μεταβολισμού, έντονη κατανάλωση ενέργειας, 

λόγω εξουθενωτικής άσκησης ή υψηλής γαλακτοπαραγωγής, οδηγούν σε 

διαταραχές της αναπαραγωγικής έκφρασης που εκδηλώνονται με υπογονιμότητα 

σε ενήλικα άτομα ή καθυστέρηση του χρόνου ενήβωσης σε νεαρά (Sartin et al. 

1988, Schneider 2004, Leroy et al. 2008, Purcell and Moley 2011, Garcia-Garcia 

2012). 

Μεταξύ των μη κλασικών σημάτων της αναπαραγωγής συμπεριλαμβάνονται το 

νευροπεπτίδιο Υ (ΝΡΥ), η ανασταλτική ορμόνη της έκκρισης των γοναδοτρόπων 

ορμονών (GnIH), η λεπτίνη, οι μελανοκορτίνες, τα agouti-related πεπτίδια (AgRP) και 

η γκρελίνη. Στα επόμενα τμήματα του κεφαλαίου αυτού γίνεται σύντομη περιγραφή 

των μηχανισμών δράσης καθενός από τους προαναφερθέντες παράγοντες στην 

αναπαραγωγή, ενώ για την γκρελίνη, η οποία αποτελεί και το θέμα της παρούσας 

διατριβής, γίνεται ευρεία ανασκόπηση του ρόλου της στη ρύθμιση της 

αναπαραγωγής. 

 

1.3. Νευροπεπτίδια και ρυθμιστικά μόρια 

1.3.1. Λεπτίνη 

Στα μέσα της δεκαετίας του 90, οι γνώσεις για τους ενδοκρινείς μηχανισμούς 

ελέγχου του σωματικού βάρους αυξήθηκαν κατακόρυφα. Προς αυτή την 

κατεύθυνση συνέβαλλε, κυρίως, η ανακάλυψη της λεπτίνης, μίας ορμόνης με 
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μοριακό βάρος 16.000 Da, η οποία προέρχεται από τα λευκά λιποκύτταρα 

(Friedman and Halaas 1998, Rosenbaum and Leibel 1998, Casanueva and Dieguez 

1999, Ahima et al. 2000). Αρχικά, η λεπτίνη έγινε γνωστή από τη δράση της στη 

ρύθμιση της πρόσληψης τροφής, καθώς υψηλές συγκεντρώσεις καταστέλλουν την 

όρεξη (Foster and Nagatani 1999). Σήμερα, το ερευνητικό ενδιαφέρον για τη λεπτίνη 

εστιάζεται στην ικανότητα ρύθμισης της ενεργειακής ομοιοστασίας και της 

αναπαραγωγικής λειτουργίας (Clarke 1999, Williams et al. 2002). Την ταυτοποίηση 

της λεπτίνης, ακολούθησε η δημοσίευση πολλών επιστημονικών μελετών, με σκοπό 

τον προσδιορισμό της δομής, της ρυθμιστικής δράσης, των βιολογικών επιδράσεων, 

καθώς και των κύριων μηχανισμών δράσης της λεπτίνης στον μακροπρόθεσμο 

έλεγχο της πρόσληψης τροφής και της ενεργειακής ομοιοστασίας (Friedman and 

Halaas 1998, Rosenbaum and Leibel 1998, Casanueva and Dieguez 1999, Ahima et al. 

2000, Wauters et al. 2000, Sahu 2004). 

Χορήγηση λεπτίνης, κεντρικά ή περιφερικά, μειώνει την πρόσληψη τροφής και το 

σωματικό βάρος. Ανεπάρκεια λεπτίνης, οφειλόμενη σε μεταλλάξεις του γονιδίου 

που την κωδικοποιεί, είτε σε μεταλλάξεις του γονιδίου που κωδικοποιεί τον 

υποδοχέα της, σχετίζεται με εμφάνιση παχυσαρκίας σε ανθρώπους και τρωκτικά 

(Friedman and Halaas 1998, O’Rahilly et al. 2003). Επιπλέον, η λεπτίνη αποκαθιστά 

μεταβολικά και ενδοκρινικά προβλήματα, τα οποία σχετίζονται με την παχυσαρκία 

σε ob/ob ποντίκια (παχύσαρκα διαγονιδιακά ποντίκια, στα οποία έχει προκληθεί 

μετάλλαξη στο γονίδιο της λεπτίνης) και αμβλύνει ανωμαλίες που προκαλούνται, 

λόγω της ασιτίας, στους άξονες των γονάδων, των επινεφριδίων και του 

θυρεοειδούς αδένα (Ahima et al. 1996, Friedman and Halaas 1998).  

Η πλειονότητα των επιδράσεων της λεπτίνης στον έλεγχο της πρόσληψης τροφής 

ασκούνται στον εγκέφαλο και, κυρίως, στον υποθάλαμο. Η λεπτίνη μεταφέρει το 

σήμα της θρεπτικής κατάστασης σε σημαντικά ρυθμιστικά κέντρα του υποθαλάμου, 

ο οποίος θεωρείται περιοχή ρύθμισης της ενεργειακής ομοιοστασίας (Campfield et 

al. 1995, Friedman and Halaas 1998, Kalra et al. 1999, Schwartz et al. 2000, Sahu 

2003, Zigman and Elmquist 2003). Στον υποθάλαμο, η λεπτίνη επιδρά σε 

ορεξιογόνους νευρώνες, κυρίως, εκείνους που συνεκφράζουν το νευροπεπτίδιο Υ 

και τα agouti-related πεπτίδια (νευρώνες NPY/AgRP), αλλά και σε μη-ορεξιογόνους 
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που συνεκφράζουν τις προ-οπιομελανοκορτίνες και το ρυθμιζόμενο από κοκαΐνη 

και αμφεταμίνη μετάγραφο (Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript) στους 

POMC/CART νευρώνες (Zigman and Elmquist 2003, Sahu 2004). Η ταυτοποίηση των 

νευρώνων παραγωγής ορεξιογόνων και μη-ορεξιογόνων πεπτιδίων, ως σημεία 

κατάληξης του σήματος της λεπτίνης, ώθησε τους ερευνητές στο συμπέρασμα ότι ο 

υποθάλαμος αποτελεί τον πρωταρχικό τόπο δράσης της λεπτίνης στη διαδικασία 

ρύθμισης του σωματικού βάρους. Οι νευρώνες-στόχοι της λεπτίνης, βρίσκονται, 

κυρίως, στον τοξοειδή πυρήνα, στον πλάγιο υποθάλαμο και στον παρακοιλιακό 

πυρήνα. Οι συγκεκριμένες περιοχές είναι ήδη γνωστές ως κύρια σημεία παραγωγής 

και ενσωμάτωσης νευρικών σημάτων που εμπλέκονται στην ενεργειακή 

ομοιοστασία. Από τους νευρώνες που είναι ευαίσθητοι στη δράση της λεπτίνης, οι 

NPY/AgRP και POMC/CART νευρώνες έχουν μελετηθεί εκτενώς. Οι NPY/AgRP 

νευρώνες είναι ορεξιογόνοι και διεγείρονται από τη λεπτίνη, ενώ αντιθέτως οι 

POMC/CART είναι μη-ορεξιογόνοι και η δραστηριότητά τους αναστέλλεται από τη 

λεπτίνη (Schwartz et al. 2000, Sahu 2003, Zigman and Elmquist 2003). Η δράση της 

λεπτίνης στους POMC νευρώνες, πιθανόν εμπλέκει τη μείωση της απελευθέρωσης 

του γ-αμινοβουτυρικού οξέος και των AgRP από τους NPY/AgRP νευρώνες (Cowley 

et al. 2001). Ένας πολύ σημαντικός ρόλος των νευρώνων POMC/CART είναι η 

προαγωγή των δράσεων της λεπτίνης. Το παραπάνω αποδεικνύεται, από το ότι οι 

νευρώνες POMC ανταποκρίνονται στις μεταβολές της γλυκόζης και εκφράζουν τα 

κανάλια K+-ATP και επιπλέον, η λεπτίνη ενεργοποιεί τα κανάλια K+-ATP στους 

συγκεκριμένους νευρώνες (Ibrahim et al. 2003). Τα προαναφερθέντα ορεξιογόνα και 

μη-ορεξιογόνα μονοπάτια, υπόκεινται σε ρύθμιση και από έναν αριθμό 

ρυθμιστικών παραγόντων της πρόσληψης τροφής και της ενεργειακής ισορροπίας, 

οι οποίοι δρουν συνεργικά ή ανταγωνιστικά με τις δράσεις της λεπτίνης στην 

ενεργειακή ομοιοστασία (Zigman and Elmquist 2003). Θεωρείται ότι μέσω της 

λεπτίνης, ασκείται ένας βαθμός νευροενδοκρινούς ελέγχου της σύνδεσης διαφόρων 

βιολογικών λειτουργιών, συμπεριλαμβανομένης της αναπαραγωγής, με την 

κατάσταση των ενεργειακών αποθεμάτων του οργανισμού (Tena-Sempere 2007). Σε 

in vivo και in vitro μελέτες έχουν προκύψει ενδείξεις ότι η λεπτίνη αποτελεί έναν 

πιθανό διεγέρτη της κεντρικής έκκρισης της GnRH και των γοναδοτρόπων ορμονών 

(Yu et al. 1997, McCann et al. 1998), ενώ έχει αποδειχθεί και η άμεση επίδραση της 
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ορμόνης στην ωοθήκη, δρώντας ανασταλτικά στη διαδικασία της στεροειδο-

γένεσης (Spicer 2001, Kendall et al. 2004,). 

Στις αγελάδες η λεπτίνη εκκρίνεται κατά κύματα, ενώ σταδιακές ή απότομες 

αλλαγές στη διατροφή επηρεάζουν τη συγκέντρωσή της στη συστηματική 

κυκλοφορία (Ehrhardt et al. 2000). Επιπλέον, η παραγωγή λεπτίνης συνδέεται με τις 

συγκεντρώσεις της ινσουλίνης, καθώς η ινσουλίνη διεγείρει την έκκριση λεπτίνης 

και προάγει τη διαδικασία της λιπογένεσης (Poretsky et al. 1999). Σε αγελάδες 

γαλακτοπαραγωγής η εξάντληση των ενεργειακών αποθεμάτων στα αρχικά στάδια 

της γαλακτοπαραγωγής προκαλεί υποδιπλασιασμό της συγκέντρωσης της λεπτίνης, 

ο οποίος συσχετίζεται θετικά με τις συγκεντρώσεις της ινσουλίνης και της γλυκόζης 

και αρνητικά με αυτές της αυξητικής ορμόνης και των NEFA (Block et al. 2001). Οι 

Amstalden και συνεργάτες (2000) βρήκαν ότι μικρής διάρκειας νηστεία (48 ώρες) σε 

μοσχίδες που βρίσκονταν στη μεταβατική περίοδο, έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση 

της έκφρασης του γονιδίου της λεπτίνης που συμπίπτει τόσο με τη μείωση της 

συγκέντρωσης ινσουλίνης και IGF-I στην κυκλοφορία του αίματος, όσο και με τη 

μείωση της συχνότητας των επεισοδιακών εκκρίσεων της LH. Από τα ανωτέρω 

συνάγεται ότι η λεπτίνη αποτελεί έναν ισχυρό συνδετικό κρίκο ανάμεσα στην 

ενεργειακή ισορροπία και στην αναπαραγωγική λειτουργία. 

 

1.3.2. Κισπεπτίνες 

Η κισπεπτίνη ανακαλύφθηκε το 1996 ως αναστολέας της μετάστασης σε κυτταρικές 

γραμμές μελανώματος (Lee et al. 1996). Οι κισπεπτίνες αποτελούν μοριακά 

τμήματα -θραύσματα- πεπτιδίων με σημαντικές μορφολογικές ομοιότητες που όλα 

προέρχονται από το γονίδιο KISS1/kiss1. Όλα τα πεπτίδια της οικογένειας 

σχηματίζονται με διαφοροποιημένη πρωτεόλυση ενός κοινού πρόδρομου μορίου, 

της προ-προ-κισπεπτίνης. Ο υποδοχέας της κισπεπτίνης ανακαλύφθηκε 4 χρόνια 

αργότερα και αρχικά έγινε γνωστός με την ονομασία GPR54 (Gottsch et al. 2009). 

Σε πολλά είδη, παρατηρείται παρακείμενη εντόπιση των νευρώνων της κισπεπτίνης 

με τους αντίστοιχους της GnRH (Rance et al. 1994, Clarkson and Herbison 2006) και 

έκφραση του υποδοχέα της κισπεπτίνης από τους τελευταίους (de Tassigny et al. 
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2008, Herbison et al. 2010). Οι νευρώνες κισπεπτίνης προβάλλουν στο κυτταρικό 

σώμα των νευρώνων GnRH στην προοπτική περιοχή και στο μέσο έπαρμα, πολύ 

κοντά στις νευρικές απολήξεις των νευρώνων GnRH (Gottsch et al. 2004, Clarkson 

and Herbison 2006, Uenoyama et al. 2011). Φαίνεται ότι η κισπεπτίνη διεγείρει τους 

νευρώνες GnRH, ώστε να απελευθερώσουν GnRH στην υποθάλαμο-υποφυσιαία 

πυλαία κυκλοφορία, προκαλώντας στη συνέχεια την απελευθέρωση των 

γοναδοτρόπων ορμονών από τον πρόσθιο λοβό της υπόφυσης (Messager et al. 

2005). Από πειράματα σε ζώα και από μελέτες στον άνθρωπο, αποδείχθηκε ότι τόσο 

η κεντρική, όσο και η περιφερική χορήγηση κισπεπτίνης οδηγεί σε αύξηση των 

συγκεντρώσεων της LH (Gottsch et al. 2004, Thompson et al. 2004, Dhillo et al. 2005, 

2007). Όμως, τόσο in vitro, όσο και in vivo, η διεγερτική δράση της κισπεπτίνης 

στους νευρώνες της GnRH (Irwig et al. 2004, Liu et al. 2008, Novaira et al. 2009), 

αναστέλλεται ύστερα από τη χορήγηση ακυλίνης, η οποία αποτελεί ανταγωνιστή 

του υποδοχέα της GnRH (Shahab et al. 2005). Από πρόσφατους πειραματισμούς 

διαφαίνεται ότι η δράση της κισπεπτίνης στην έκκριση της GnRH απαιτεί την 

παρουσία οιστρογόνων, εφόσον η ωοθηκεκτομή σε ένηβους πιθήκους αναστέλλει 

την απελευθέρωση GnRH που προκαλείται από την κισπεπτίνη, ενώ η αναπλήρωση 

των συγκεντρώσεων οιστρογόνων την επαναφέρει εν μέρει (Guerriero et al. 2012). 

 

1.3.3. Νευροπεπτίδιο Y 

Το νευροπεπτίδιο Υ (ΝΡΥ), ένας νευροδιαβιβαστής αποτελούμενος από 36 

αμινοξέα, είναι το ισχυρότερο εν δυνάμει ορεξιογόνο πεπτίδιο (Clarke 1999). Το 

πεπτίδιο έχει διττή λειτουργία, καθώς πέρα από τη ρύθμιση της όρεξης εμπλέκεται 

και σε λειτουργίες της αναπαραγωγής, κυρίως, καταστέλλοντας την έκκριση της LH 

(Mcdonald et al. 1989, Barker-Gibb et al. 1995, Houseknecht et al. 1998, Clarke et al. 

2005, Wójcik-Gładysz and Polkowska 2006). 

Κατά τη διάρκεια ελλιπούς διατροφής, οι συγκεντρώσεις του NPY αυξάνονται 

σημαντικά στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό, ενώ, μετά από icv (intracerebroventricular) 

χορήγησή του μειώνεται η έκκριση της LH (Gazal et al. 1998). Η δράση του NPY στην 

έκκριση της LH επάγεται και από προηγούμενη δράση του στον υποθάλαμο, εφόσον 
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icv χορήγηση του NPY σε ωοθηκεκτομημένες αγελάδες, στις οποίες είχαν 

προηγουμένως τοποθετηθεί εμφυτεύματα οιστραδιόλης, κατέστειλε την έκκριση 

της LH και μείωσε το εύρος και τη συχνότητα των επεισοδιακών εκκρίσεων της 

GnRH. Φαίνεται συνεπώς ότι το NPY είναι ένας νευροδιαβιβαστής, ο οποίος 

ρυθμίζει τις αλληλεπιδράσεις της διατροφής, της αναπαραγωγής και του 

μεταβολισμού (Diskin and Mackey 2003). 

 

1.3.4. Μελανοκορτίνες 

Το σύστημα της μελανοκορτίνης ή μελανοχρωστικοτρόπου ορμόνης αποτελείται 

από: 1) πεπτίδια μελανοκορτίνης και συγκεκριμένα τις α-, β- και γ- ορμόνες 

διέγερσης των μελανοκυττάρων (α-, β-, γ- Melanocyte Stimulating Hormone, MSH) 

και την επινεφριδιοφλοιοτρόπο ορμόνη ή κορτικοτροπίνη (ACTH), 2) μία οικογένεια 

πέντε υποδοχέων μελανοκορτίνης και 3) ενδογενείς ανταγωνιστές μελανοκορτίνης, 

τις agouti και agouti-related πρωτεΐνες (AgRP). Επιπλέον, δύο επικουρικές 

πρωτεΐνες, οι mahogany και syndecan-3, έχει βρεθεί ότι έχουν ρυθμιστικό ρόλο στη 

δραστηριότητα των πεπτιδίων μελανοκορτίνης (Gantz and Fong 2003). Η κύρια πηγή 

μελανοκορτινών είναι η υπόφυση. Ωστόσο το γονίδιο της προ-οπιομελανοκορτίνης 

(POMC) εκφράζεται σε αρκετές περιοχές του εγκεφάλου, όπως και σε έναν αριθμό 

περιφερικών ιστών, με κυρίαρχο το δέρμα. Αρχικά οι μελανοκορτίνες έγιναν 

γνωστές για τον ρόλο τους στην παραγωγή των στεροειδών των επινεφριδίων και 

στον χρωματισμό του δέρματος. Ωστόσο, όπως και στην περίπτωση άλλων 

νευροπεπτιδίων, οι μελανοκορτίνες συμμετέχουν και σε άλλες λειτουργίες, όπως η 

ρύθμιση της πρόσληψης τροφής, η μνήμη, η συμπεριφορά, η φλεγμονώδης 

αντίδραση, ο έλεγχος εμπύρετων καταστάσεων, η αρτηριακή πίεση, η αντίληψη του 

πόνου, η ανάπτυξη και αναγέννηση των νεύρων και, τέλος, η επίδραση σε γεγονότα 

που λαμβάνουν χώρα κοντά στον τοκετό (Schiöth and Watanobe 2002). In situ 

μελέτες έδειξαν ότι ο υποδοχέας MC3 εντοπίζεται, κατά κύριο λόγο, στον 

υποθάλαμο. Η έκφραση του mRNA του υποδοχέα MC3 είναι ιδιαίτερα υψηλή στον 

τοξοειδή πυρήνα, όπου εδράζεται ο κύριος πληθυσμός των POMC νευρώνων του 

εγκεφάλου (Gantz et al. 1993, Roselli-Rehfuss et al. 1993). Ο μεταβολικός ρόλος των 
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μελανοκορτινών αποδεικνύεται από το γεγονός ότι ο αποκλεισμός του υποδοχέα 

MC3, σε θηλυκά ποντίκια, προκαλεί αύξηση του λιπώδους ιστού και μείωση του 

μυϊκού ιστού (Chen et al. 2000). 

Επιπλέον, χορήγηση μη-εκλεκτικού ανταγωνιστή των υποδοχέων μελανοκορτινών 

προκαλεί αναστολή των δράσεων της λεπτίνης στη ρύθμιση της πρόσληψης τροφής 

(Hruby et al. 1995, Schiöth et al. 1997, 1998). Η λεπτίνη παρεμβαίνει στη ρύθμιση 

της ενεργειακής ομοιοστασίας και της αναπαραγωγής, μέσω των νευρώνων του 

υποθαλάμου, οι οποίοι απελευθερώνουν το νευροπεπτίδιο Y (NPY), τα agouti-

related πεπτίδια (AgRP), την προ-οπιομελανοκορτίνη (POMC) κ.ά. (Israel and Chua 

2010). Η υπερέκφραση των NPY και AgRP, σε συνδυασμό με τη μείωση του σήματος 

των μελανοκορτινών, αποτελούν θεμελιώδη χαρακτηριστικά της ανεπάρκειας του 

σήματος της λεπτίνης. Τα NPY και AgRP αναστέλλουν την έκκριση της LH (Catzeflis et 

al. 1993, Pierroz et al. 1996, Schioth et al. 2001, Vulliémoz et al. 2005), με την 

υπερέκφρασή τους να θεωρείται βασικός μηχανισμός, ο οποίος οδηγεί σε μειωμένη 

γονιμότητα και συνδέεται άμεσα με την ανεπάρκεια του σήματος της λεπτίνης. 

Οι μελανοκορτίνες διεγείρουν τη λειτουργία του αναπαραγωγικού άξονα σε πολλά 

είδη όπως ποντίκια, πρόβατα και ανθρώπους (Schiöth and Watanobe 2002). 

Μελέτες σε αδύνατα ωοθηκεκτομημένα πρόβατα έδειξαν ότι οι αγωνιστές 

μελανοκορτίνης παρακάμπτουν τον υπογοναδισμό αυτών των ζώων, διεγείροντας 

την έκκριση της LH (Backholer et al. 2008). Ομοίως, κατά τη διάρκεια της ωχρινικής 

φάσης, όταν οι συγκεντρώσεις των γοναδοτρόπων ορμονών καταστέλλονται, λόγω 

της αρνητικής παλίνδρομης ρύθμισης της/των προγεστερόνης/οιστρογόνων, η 

χορήγηση μελανοκορτινών καταστέλλει τη συγκεκριμένη αρνητική παλίνδρομη 

ρύθμιση (negative clamp) (Backholer et al. 2010). Δεδομένου, ότι τα κύτταρα POMC 

είναι σημαντικά για τη ρύθμιση της ενεργειακής ισορροπίας (McShane et al. 1993, 

Mizuno et al. 1998) και οι μελανοκορτίνες συνδέονται λειτουργικά με τη λεπτίνη, το 

σύστημα θα μπορούσε να θεωρηθεί ως ένα λειτουργικό τμήμα του μηχανισμού, 

μέσω του οποίου συνδέεται η ενεργειακή κατάσταση με την αναπαραγωγή. 
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1.3.5. Agouti-related πεπτίδια 

Τα Agouti-related πεπτίδια (AgRP) αποτελούν ενδογενείς ανταγωνιστές των 

υποδοχέων μελανοκορτίνης (Ollmann et al. 1997). Ανήκουν στην κατηγορία των 

ορεξιογόνων νευροπεπτιδίων, τα οποία, όπως και το ΝΡΥ, όταν χορηγούνται 

κεντρικά, αυξάνουν την πρόσληψη τροφής σε τρωκτικά και πιθήκους (Clark et al. 

1984, Rossi et al. 1998, Larsen et al. 1999, Koegler et al. 2001). Τα AgRP και το ΝΡΥ 

εντοπίζονται στους ίδιους νευρώνες του τοξοειδή πυρήνα του υποθαλάμου (Hahn 

et al. 1998) και η έκφραση του mRNA τους αυξάνεται σε καταστάσεις ενεργειακής 

στέρησης, κατά τη διάρκεια των οποίων αμβλύνεται η λειτουργικότητα του άξονα 

της αναπαραγωγής (Hahn et al. 1998, Korner et al. 2001, Swart et al. 2001). Μελέτες 

σε ωοθηκεκτομημένους πιθήκους απέδειξαν ότι η χορήγηση AgRP απευθείας στην 

τρίτη κοιλία, κατέστειλε σημαντικά τη συχνότητα των επεισοδιακών εκκρίσεων, 

όπως και τη μέση συγκέντρωση της LH (Vulliémoz et al. 2005). Η κεντρική δράση των 

ορεξιογόνων νευροπεπτιδίων AgRP και NPY εντοπίζεται στο σύστημα παραγωγής 

των επεισοδιακών εκκρίσεων της GnRH στον τοξοειδή πυρήνα του υποθαλάμου, 

προτάθηκε δε ότι αμφότερα τα νευροπεπτίδια έχουν σημαντικό ρόλο στον έλεγχο 

του αναπαραγωγικού άξονα των πρωτεύοντων, μέσω της ρύθμισης της GnRH 

(Kaynard et al. 1990, Vulliémoz et al. 2005). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν 

μελέτες σε τρωκτικά που προτείνουν πως μία κεντρική χορήγηση AgRP ασκεί ισχυρή 

επίδραση στην πρόσληψη τροφής (Hagan et al. 2000, Kim et al. 2002, Goto et al. 

2003), ενώ αντιθέτως η icv χορήγηση ΝΡΥ, ακόμη και σε πολύ υψηλές δόσεις, έχει 

μικρή έως ουδέτερη επίδραση στην πρόσληψη τροφής, μετά το πέρας 24 ωρών 

(Flynn et al. 1999). Αυτές οι διαφορετικές βιολογικές ιδιότητες των δύο ορεξιογόνων 

νευροπεπτιδίων πιθανόν να αποδίδονται στο ότι η δράση τους ασκείται, μέσω 

διαφορετικών μονοπατιών (Vulliémoz et al. 2005). 
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Εικόνα 1. Σχηματική απεικόνιση των νευρικών αλληλεπιδράσεων μεταξύ μεταβολικών και αναπαραγωγικών 

λειτουργιών, με πιθανά σημεία δράσης της ΛΕΠΤΙΝΗΣ της ΙΝΣΟΥΛΙΝΗΣ και της ΓΚΡΕΛΙΝΗΣ, για τη ρύθμιση της 

έκκρισης της GnRH. (Αμοιρίδης, ΕΚΕ, Μάρτιος 2017, με τροποποιήσεις) 

 

1.4. Γκρελίνη 

1.4.1. Η ανακάλυψη της γκρελίνης 

Το 1999, κατά τη διάρκεια μελέτης μικρών συνθετικών μορίων που λειτουργούν ως 

επαγωγείς της έκκρισης της αυξητικής ορμόνης (Growth Hormone Secretagogues, 

GHSs) από την υπόφυση, ανακαλύφθηκε από τους Kojima και συνεργάτες (1999) 

μία νέα πεπτιδική ορμόνη, η οποία παράγεται στον στόμαχο και ονομάστηκε 

γκρελίνη. Η δράση της γκρελίνης, όπως και των άλλων GHSs, ασκείται, μέσω ενός 

υποδοχέα που ανήκει στην ομάδα των G-συνδεδεμένων πρωτεϊνών (GHS-R), για τον 

οποίο, μέχρι εκείνη τη στιγμή, δεν είχε βρεθεί ο παράγοντας σύνδεσης. 

Αποδείχθηκε ότι η γκρελίνη, ένα πεπτίδιο 28 αμινοξέων, είναι ο ενδογενής 

παράγοντας σύνδεσης του υποδοχέα επαγωγής της έκκρισης της αυξητικής ορμόνης 

(Kojima et al. 1999). 

POMC : προ-οπιομελανοκορτίνη 

GABA : γ-αμινοβουτυρικό οξύ 

AgRP : συναφής με την πρωτεΐνη αγούτι 

KNDy : Κισπεπτίνη, νευροκινίνη, δινορφίνη 
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Η γκρελίνη προέρχεται από μία μετά-μεταφραστική διαδικασία μίας πρόδρομης 

πρωτεΐνης 117 αμινοξέων (πρε-προ-γκρελίνη). Η πρε-προ-γκρελίνη μετατρέπεται σε 

προ-γκρελίνη που αποτελείται από 94 αμινοξέα, μετά από διάσπαση του μορίου της 

στη θέση 23. Η προ-γκρελίνη στη συνέχεια μετατρέπεται σε γκρελίνη με μία εκ νέου 

διάσπαση του μορίου στη θέση αργινίνη-28. Η μετατροπή αυτή συντελείται με τη 

βοήθεια του ενζύμου κονβερτάση των προ-ορμονών (PC) 1/3 (Date et al. 2000b). Η 

γκρελίνη τροποποιείται από μία ακυλική ομάδα στη θέση σερίνη-3. Η ακυλική 

ομάδα είναι μία οκτανοϊκή ομάδα, οκτώ, ή σε σπάνιες περιπτώσεις δέκα ατόμων 

άνθρακα (εικόνα 2). 

Στην κυκλοφορία του αίματος η γκρελίνη συναντάται σε ακυλιωμένη (ΑΓ) και μη 

ακυλιωμένη μορφή (ΜΑΓ), το άθροισμα των οποίων αποτελεί την ολική γκρελίνη 

(Date et al. 2000b, Patterson et al. 2005). Το ένζυμο ή τα ένζυμα, τα οποία είναι 

υπεύθυνα για την ακυλίωση της γκρελίνης, παραμένουν άγνωστα. Η πορκιουπίνη, 

ένα ένζυμο με δομικές ομοιότητες με τις MBOAT (Membrane Bound O-acyl 

Transferases), θεωρείται πλέον ως ο πιθανότερος παράγοντας για την οκτανοϊκή 

τροποποίηση στη θέση σερίνη-3 (ακυλίωση) (Tanaka et al. 2003, Takada et al. 2006, 

Gutierrez et al. 2008). 

 

Εικόνα 2. Σχηματική απεικόνιση της διαδικασίας μεταγραφικής παραγωγής της γκρελίνης. 
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1.4.2. Μη ακυλιωμένη γκρελίνη 

Η ΜΑΓ, είναι η κύρια κυκλοφορούσα μορφή γκρελίνης (Hosoda et al. 2000). 

Υπολογίζεται ότι η συγκέντρωσή της στο πλάσμα του αίματος είναι 2,5 φορές 

υψηλότερη αυτής της ΑΓ (Broglio et al. 2004). Θεωρείται ότι η ΜΑΓ στερείται 

ικανότητας σύνδεσης με τον GHS-R1α, καθώς και πρόκλησης απελευθέρωσης της 

GH (Bednarek et al. 2000, Muccioli et al. 2001, Broglio et al. 2003a) και εξαιτίας 

αυτού, έως πρόσφατα, θεωρούταν βιολογικά αδρανής. Υποστηρίχθηκε ότι η ΜΑΓ 

είναι είτε μία προ-τροποποιημένη μορφή της γκρελίνης, είτε ένα μόριο γκρελίνης, 

από το οποίο έχει απλώς αφαιρεθεί η οκτανοϊκή ομάδα (Date et al. 2000b). Εκτός 

από την αποδόμηση του μορίου στο ήπαρ και στους νεφρούς, η γκρελίνη από-

ακυλιώνεται σε ΜΑΓ, από εστεράσες του αίματος και των ιστών, με κυριότερη την 

βουτυρυλ-χολινεστεράση (BuChE) (De Vriese et al. 2004). Ο χρόνος ημίσειας ζωής 

της ΜΑΓ είναι περίπου 3 φορές μεγαλύτερος από τον αντίστοιχο της ΑΓ. Αυτός είναι 

και ο κύριος λόγος του μεγάλου χρόνου ημίσειας ζωής της ολικής γκρελίνης, του 

αθροίσματος δηλαδή των ΑΓ και ΜΑΓ μορφών της (Tong et al. 2013). 

Μελέτες αποδεικνύουν ότι η ΜΑΓ εμπλέκεται σε ποικίλες δραστηριότητες του 

συστήματος της γκρελίνης, ιδιαίτερα στον μεταβολισμό, δρώντας συχνά 

ανταγωνιστικά στη δράση της ΑΓ. Για παράδειγμα, σε ανθρώπους, η ΑΓ αυξάνει τις 

συγκεντρώσεις γλυκόζης και ινσουλίνης στην κυκλοφορία του αίματος (Broglio et al. 

2004), ωστόσο η ταυτόχρονη χορήγηση ΑΓ και ΜΑΓ ανταγωνίζεται αυτή τη 

διαβητογόνο επίδραση της ΑΓ (Gauna et al. 2004). Πειραματισμοί σε ανθρώπους 

έχουν δείξει θετική συσχέτιση μεταξύ ευαισθησίας στην ινσουλίνη και ΜΑΓ 

(Barazzoni et al. 2007, Cederberg et al. 2012) και επιπλέον, θεραπεία με ΜΑΓ 

φαίνεται ότι βελτιώνει την ευαισθησία στην ινσουλίνη (Benso et al. 2012). Επιπλέον, 

ταυτόχρονη χορήγηση ΑΓ και ΜΑΓ, αναστέλλει την αύξηση των ελεύθερων λιπαρών 

οξέων που προκαλείται από την ακυλιωμένη γκρελίνη (Barazzoni et al. 2007), ενώ 

συνεχής χορήγηση ΜΑΓ μειώνει τη συγκέντρωση των ελεύθερων λιπαρών οξέων σε 

φυσιολογικά άτομα (Benso et al. 2012). Στα τρωκτικά, η ΜΑΓ επιδρά άμεσα στην 

έκφραση γονιδίων, τα οποία κωδικοποιούν λιπογενετικά ένζυμα στον λιπώδη και σε 

άλλους ιστούς (Delhanty et al. 2010). Διαγονιδιακά ποντίκια, με υπερέκφραση της 

ΜΑΓ, εμφανίζουν μείωση της μάζας του λευκού λιπώδους ιστού, αύξηση του 
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σωματικού βάρους και βελτίωση της ευαισθησίας στην ινσουλίνη (Asakawa et al. 

2005, Zhang et al. 2008a). Η πιθανή επίδραση της ΜΑΓ στην ευαισθησία στην 

ινσουλίνη, επιτυγχάνεται μέσω της ρύθμισης του μεταβολισμού των λιπιδίων. Η 

ΜΑΓ επιδρά στον μεταβολισμό των λιπιδίων, ρυθμίζοντας την ανοσολογική 

αντίδραση στην παχυσαρκία, καθώς και τη λειτουργία του φαιού λιπώδους ιστού 

(Lowell et al. 1993, Matthias et al. 2000, Wu et al. 2006, Lumeng and Saltiel 2011, 

Ravussin and Galgani 2011, Delhanty et al. 2013). Κατά συνέπεια, φαίνεται ότι η 

ΜΑΓ δεν είναι ένα αδρανές πεπτίδιο, αλλά πιθανότατα δρα, μέσω των υποδοχέων 

GHS που αναγνωρίζουν το μόριο της γκρελίνης, ανεξάρτητα από τη διενέργεια ή μη 

της ακυλίωσης. 

 

1.4.3. Όργανα σύνθεσης της γκρελίνης 

Μετά τη σύνθεσή της στον στόμαχο η γκρελίνη φθάνει, μέσω της κυκλοφορίας του 

αίματος, στον πρόσθιο λοβό της υπόφυσης, όπου προάγει την έκκριση της GH 

(Kojima et al. 1999). Η γκρελίνη συντίθεται, επίσης, σε μικρό αριθμό νευρώνων του 

τοξοειδούς πυρήνα του υποθαλάμου και φτάνει, μέσω του υποφυσιαίου πυλαίου 

συστήματος, στον πρόσθιο λοβό της υπόφυσης (Guan et al. 1997). 

Mε βάση υπερδομικά και ανοσοϊστοχημικά κριτήρια, τα ECL (enterochromaffin-like) 

αποτελούν τον σημαντικότερο τύπο ενδοκρινικών κυττάρων της οξυντικής βλέννας. 

Άλλα κύτταρα της οξυντικής βλέννας είναι τα D, τα EC, τα Χ/A-like κύτταρα, τα D1 

και τα P. Στη βλέννα του άντρου του στομάχου εντοπίζονται τα D, τα G και τα EC 

κύτταρα (Bordi et al. 2000). Τα X/A-like είναι τα περισσότερο πολυπληθή κύτταρα 

(Date et al. 2000b) και απαντώνται, κυρίως, στον οξυντικό αδένα και, σε μικρότερο 

αριθμό, στον πυλωρικό αδένα και στο λεπτό έντερο, ενώ έχουν ανιχνευθεί και στον 

στόμαχο, στο έντερο, στο πάγκρεας και στους πνεύμονες εμβρύων ανθρώπου (Date 

et al. 2000b, Rindi et al. 2002). Οι αντίστοιχες πληροφορίες για τα βοοειδή λείπουν, 

ωστόσο είναι γνωστό ότι η γκρελίνη παράγεται στο ήνυστρο και στη μεγάλη κοιλία 

(Hayashida et al. 2001). 
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1.4.4. Όργανα έκφρασης του GHSR-1α και εναλλακτικοί υποδοχείς της γκρελίνης 

Οι δύο τύποι των υποδοχέων της γκρελίνης, οι οποίοι έχουν απομονωθεί, επάγονται 

από κοινό γονίδιο. Από αυτούς ο GHSR-1α θεωρείται ως ο σημαντικότερος, ενώ ο 

GHSR-1β είναι φαρμακολογικά αδρανής και αποτελείται από μικρότερο αριθμό 

αμινοξέων (Howard et al. 1996). 

Δύο κυτταρικές περιοχές του εγκεφάλου σχετίζονται με την έκφραση του GHSR-1α. 

Η πρώτη περιοχή είναι η υπόφυση, όπου ο υποδοχέας εκφράζεται, κυρίως, στα 

σωματοτρόπα κύτταρα του πρόσθιου λοβού και η δεύτερη περιοχή είναι ο 

υποθάλαμος, όπου η έκφραση του GHS-R1α λαμβάνει χώρα, κυρίως, στον τοξοειδή 

πυρήνα, μία περιοχή κρίσιμης σημασίας για την νευροενδοκρινή και ορεξιογόνο 

δράση της γκρελίνης (Tannenbaum et al. 1998, Willesen et al. 1999, Korbonits et al. 

2004, Van der Lely et al. 2004). 

Παρά την έκφραση του GHS-R1α σε κεντρικούς νευροενδοκρινείς ιστούς, τα γονίδια, 

τα οποία κωδικοποιούν τον υποδοχέα έχουν εντοπισθεί σε πλήθος περιφερικών 

ιστών που περιλαμβάνουν τον θυρεοειδή αδένα, το πάγκρεας, τον σπλήνα, το 

μυοκάρδιο, τα επινεφρίδια, τους όρχεις, τις ωοθήκες, τον στόμαχο, καθώς και τα 

νευρικά κύτταρα του εντέρου (Gnanapavan et al. 2002, Dass et al. 2003, Gaytan et 

al. 2003, 2004, 2005, Kageyama et al. 2005). Αυτή ακριβώς η διάχυτη κατανομή του 

υποδοχέα σε περιφερικούς ιστούς, ενισχύει την άποψη ότι η γκρελίνη έχει 

πλειοτροπική δράση, πέραν της ρύθμισης της έκκρισης της GH και της ενεργειακής 

ομοιοστασίας. Επιπλέον, είναι ιδιαίτερα σημαντικό να τονιστεί η ύπαρξη 

συμπληρωματικών υποτύπων GHS-R, οι οποίοι εκφράζονται σε διαφορετικούς 

ιστούς και εμφανίζονται να συμμετέχουν σε ορισμένες μη-ενδοκρινείς λειτουργίες 

της γκρελίνης. Τέτοιου είδους μη-ενδοκρινείς λειτουργίες είναι ο κυτταρικός 

θάνατος διαφόρων τύπων κυττάρων (Baldanzi et al. 2002), η σύνθεση και έκκριση 

της γκρελίνης από τα χονδροκύτταρα (Caminos et al. 2005), τα καρδιακά μυϊκά 

κύτταρα, κ.ά. (Pettersson et al. 2002, Iglesias et al. 2004). 
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1.4.5. Βιολογικές δράσεις της γκρελίνης 

1.4.5.α. Απελευθέρωση της αυξητικής ορμόνης 

Η δράση της γκρελίνης στους GHS-R έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση της 

συγκέντρωσης του ενδοκυτταρικού Ca2+, διεγείροντας έτσι την απελευθέρωση της 

αυξητικής ορμόνης (GH), με δόσο-εξαρτώμενο τρόπο τόσο in vivo, όσο και in vitro 

(Kojima et al. 1999, Peino et al. 2000, Takaya et al. 2000). Μετά από ενδοφλέβια ή 

icv έγχυση σε ποντίκια τόσο η υπό την καμπύλη περιοχή, όσο και η μέση μέγιστη 

τιμή της συγκέντρωσης της GH, είναι ανάλογες με την αύξηση που προκαλεί η 

χορήγηση της GHRH στο είδος αυτό (Kojima et al. 1999, Arvat et al. 2000, Date et al. 

2000a, Peino et al. 2000, Takaya et al. 2000). Η μέγιστη συγκέντρωση της GH στο 

πλάσμα του αίματος παρατηρείται εντός 5-15 λεπτών από τη χορήγηση της 

γκρελίνης, ενώ στα επόμενα 60 λεπτά η GH επιστρέφει σε βασικές συγκεντρώσεις 

(Kojima et al. 1999). Ενδοφλέβια έγχυση υψηλών δόσεων γκρελίνης σε ανθρώπους, 

φάνηκε να προκαλεί αύξηση της συγκέντρωσης της ACTH, της προλακτίνης και της 

κορτιζόλης (Takaya et al. 2000, Arvat et al. 2001). 

 

1.4.5.β. Διέγερση της όρεξης 

Οι συγκεντρώσεις της γκρελίνης στο πλάσμα του αίματος, αυξάνονται σημαντικά 

πριν από κάθε γεύμα και μειώνονται στα βασικά επίπεδα κατά την πρώτη ώρα μετά 

από τη λήψη του γεύματος (Cummings et al. 2001, Tschöp et al. 2001), γεγονός που 

ενισχύει την υπόθεση ότι η γκρελίνη αποτελεί ένα ισχυρό σήμα για την πρόσληψη 

τροφής (Kojima and Kangawa 2005). Με τη βοήθεια ανοσοϊστοχημικών τεχνικών, 

έχει αποδειχθεί η παρουσία της γκρελίνης σε νευρώνες του τοξοειδούς πυρήνα του 

υποθαλάμου μία περιοχή του εγκεφάλου, η οποία σχετίζεται άμεσα με τη ρύθμιση 

της όρεξης (Kojima et al. 1999, Lu et al. 2002). 

Επιπλέον, η γκρελίνη εκφράζεται σε νευρώνες του υποθαλάμου, άγνωστους μέχρι 

πρότινος, παρακείμενους της τρίτης κοιλίας του εγκεφάλου, ανάμεσα στον ραχιαίο, 

τον κοιλιακό, τον παρακοιλιακό (PVN) και τον τοξοειδή (ARC) πυρήνα του 

υποθαλάμου. Στον ARC, από τους νευρώνες που περιέχουν γκρελίνη ξεκινούν 
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φυγόκεντρες νευρικές ίνες τόσο προς τους νευρώνες που εκφράζουν τα NPY και 

AgRP, ώστε να διεγείρουν την απελευθέρωση αυτών των ορεξιογόνων πεπτιδίων, 

όσο και προς τους νευρώνες που εκφράζουν το μη-ορεξιογόνο πεπτίδιο POMC, 

ώστε να καταστείλουν την απελευθέρωσή του (Cowley et al. 2003, Leblanc 2010). Το 

νευρικό δίκτυο της γκρελίνης στον PVN είναι περισσότερο πολύπλοκο. Φυγόκεντρες 

νευρικές ίνες της γκρελίνης ξεκινούν προς τους νευρώνες του νευροπεπτιδίου Y που 

συμμετέχουν στην καταστολή της απελευθέρωσης του GABA, συντελώντας στη 

διέγερση των νευρώνων που εκφράζουν την απελευθερωτική ορμόνη της έκκρισης 

της κορτικοτροπίνης (CRH), με απώτερο σκοπό την απελευθέρωση της ACTH και της 

κορτιζόλης (Kojima and Kangawa 2005). 

O ρυθμός, με τον οποίο η γκρελίνη διαπερνά τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό, είναι 

πολύ χαμηλός (Horvath et al. 2001, Banks et al. 2002). Η ακυλίωση της γκρελίνης, 

πέρα από το ότι είναι σημαντική για τη σύνδεσή της με τον υποδοχέα, θεωρείται 

κρίσιμο σημείο στη διαδικασία προσπέλασης του αιματοεγκεφαλικού φραγμού 

(Muccioli et al. 2001, Broglio et al. 2003a). Γενικά, τα πεπτίδια που χορηγούνται 

περιφερικά δεν διαπερνούν τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό. Έτσι, θα πρέπει να 

υποτεθεί ότι η περιφερική γκρελίνη θα πρέπει να ενεργοποιήσει τις κατάλληλες 

περιοχές του υποθαλάμου, μέσω ενός έμμεσου μονοπατιού. Ο εντοπισμός των 

υποδοχέων γκρελίνης σε προσαγωγούς νευρώνες γαγγλίων του πνευμονογαστρικού 

νεύρου ποντικιών, ίσως αποτελεί ένδειξη ότι η μεταφορά του σήματος από τον 

στόμαχο στον εγκέφαλο γίνεται, μέσω του πνευμονογαστρικού νεύρου (Date et al. 

2000a, Sakata et al. 2003, Zhang et al. 2004). Η υπόθεση αυτή ενισχύεται από το ότι, 

η εκτομή του πνευμονογαστρικού νεύρου παρεμποδίζει την ικανότητα της 

γκρελίνης να διεγείρει την πρόσληψη τροφής και την απελευθέρωση GH (Date et al. 

2000a, Andrews and Sanger 2002).  

Η ορεξίνη είναι ένα ακόμη ορεξιογόνο νευροπεπτίδιο του υποθαλάμου που 

εμπλέκεται στη ρύθμιση της πρόσληψης τροφής και στη σεξουαλική διέγερση 

(Sakurai et al. 1998, Chemelli et al. 1999). Έχει βρεθεί ότι ενώ η γκρελίνη διεγείρει 

τους νευρώνες της ορεξίνης, η γλυκόζη και η λεπτίνη τους καταστέλλουν (Yamanaka 

et al. 2003). Η ορεξιογόνος δράση της γκρελίνης μειώνεται σε ποντίκια με έλλειψη 

ορεξίνης, γεγονός που υποδηλώνει ότι η διατροφική συμπεριφορά ρυθμίζεται, εν 
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μέρει, από τη συνεργική δραστηριότητα γκρελίνης και ορεξίνης (Kojima and 

Kangawa 2005). 

Η άμεση απόδειξη της ορεξιογόνου δράσης της γκρελίνης προκύπτει από την 

αυξημένη πρόσληψη τροφής που προκαλεί η icv χορήγησή της (Tschöp et al. 2000, 

Kamegai et al. 2001, Nakazato et al. 2001, Shintani et al. 2001, Wren et al. 2001a). 

Έτσι, η γκρελίνη θεωρείται, πλέον, ως το πιο ισχυρό, μεταξύ όλων των ορεξιογόνων 

πεπτιδίων (Kojima and Kangawa 2005). 

 

1.4.5.γ. Γαστρεντερικές λειτουργίες 

Η γκρελίνη ασκεί προστατευτική δράση στον βλεννογόνο του στομάχου, σε 

συνδυασμό με το μονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) και ορισμένες προσταγλανδίνες 

(PGFs) που δρουν, μέσω της αύξησης της ροής του αίματος (Peeters 2005). Επίσης, 

προκαλεί αύξηση της έκκρισης του υδροχλωρικού οξέος του στομάχου, με 

ταυτόχρονη διέγερση της κινητικότητάς του (Masuda et al. 2000, Dornonville de la 

Cour et al. 2004). Η ταυτοποίηση παγκρεατικών κυττάρων που εκφράζουν τη 

γκρελίνη, όπως και ο ρόλος της γκρελίνης στην έκκριση της ινσουλίνης, παραμένουν 

αμφιλεγόμενα. Τα πειραματικά αποτελέσματα ορισμένων εργασιών δείχνουν 

διέγερση, ενώ άλλων καταστολή της έκκρισης της ινσουλίνης (Broglio et al. 2001, 

Adeghate and Ponery 2002, Date et al. 2002, Lee et al. 2002, Reimer et al. 2003). Τα 

αντικρουόμενα ευρήματα πιθανόν οφείλονται σε διαφορές στο είδος των 

πειραματόζωων ή/και στον πειραματικό σχεδιασμό. 

Οι συγκεντρώσεις της γκρελίνης, όπως και της ινσουλίνης, επηρεάζονται από τις 

συγκεντρώσεις της γλυκόζης του αίματος. Θεωρείται ότι υψηλές συγκεντρώσεις 

γλυκόζης που διεγείρουν την έκκριση ινσουλίνης, καταστέλλουν την έκκριση 

γκρελίνης. Οι Date και συνεργάτες (2002) έδειξαν ότι η γκρελίνη διεγείρει την 

έκκριση ινσουλίνης, υπό την παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων γλυκόζης (8,3 mM), 

οι οποίες θα μπορούσαν να προκαλέσουν την απελευθέρωση ινσουλίνης από 

κυτταροκαλλιέργειες (Date et al. 2002). Ομοίως, οι Kojima και Kangawa (2005) 

έδειξαν ότι όταν οι συγκεντρώσεις της γλυκόζης βρίσκονται στα βασικά επίπεδα (2,8 
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mM), η γκρελίνη δεν επιδρά στην απελευθέρωση της ινσουλίνης. Συνεπώς, φαίνεται 

ότι οι συγκεντρώσεις της γλυκόζης αποτελούν καθοριστικό παράγοντα στη μελέτη 

των αλληλεπιδράσεων της γκρελίνης με άλλους μεταβολικούς παράγοντες (Kojima 

and Kangawa 2005). 

 

1.4.6. Οξειδωτικό στρες και ο ρόλος της γκρελίνης 

Τα τελευταία χρόνια, υπήρξε μία σημαντική αύξηση στο βαθμό κατανόησης του 

ρόλου του οξειδωτικού στρες στην αιτιολογία διαφόρων ασθενειών. Το οξειδωτικό 

στρες χαρακτηρίζεται από διαταραχή της ισορροπίας μεταξύ της παραγωγής 

δραστικών μορφών οξυγόνου (Reactive Oxygen Species, ROS), απομάκρυνσης των 

ROS και επιδιόρθωσης των κατεστραμμένων μοριακών συμπλεγμάτων. Κάτω από 

συγκεκριμένες συνθήκες, παρατηρείται αύξηση της παραγωγής των ROS ή/και 

μείωση των επιπέδων ή/και της δραστικής ικανότητας των αντιοξειδωτικών μορίων. 

Η ανεξέλεγκτη παραγωγή ελευθέρων ριζών συμμετέχει στην παθογένεση διαφόρων 

καταστάσεων, όπως είναι η αθηρωμάτωση, ο σακχαρώδης διαβήτης, τα εγκεφαλικά 

επεισόδια, διάφορες φλεγμονώδεις ασθένειες, ορισμένες νεοπλασίες και η 

επιληψία (Fantone and Ward 1982, Oberley 1988, Plachta et al. 1992, Wu and 

Cederbaum 2003).   

Σχετικά πρόσφατες μελέτες, έδειξαν ότι η γκρελίνη εμπλέκεται σε νοσήματα, η 

εμφάνιση των οποίων συσχετίζεται με το οξειδωτικό στρες (Tesauro et al. 2005). Η 

γκρελίνη ασκεί την in vivo αντιοξειδωτική της δράση, μέσω της αύξησης των 

επιπέδων της ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας (Total Antioxidant Capacity, TAC) 

(Nazoury et al. 2014). Έχει αποδειχθεί ότι η γκρελίνη μειώνει τον σχηματισμό ROS 

και αναστέλλει τόσο την παραγωγή υπεροξειδίων στα αγγεία, όσο και την εμφάνιση 

οξειδωτικού στρες σε υπερτασικά ποντίκια, λειτουργία που συμβάλλει καθοριστικά 

στη μείωση της αρτηριακής πίεσης σε αυτά (Kawczynska-Drozdz et al. 2006). Οι Xu 

και συνεργάτες (2008) παρατήρησαν, ότι σε κυτταροκαλλιέργειες ενδοθηλιακών 

κυττάρων, καθώς και σε ex vivo πειραματισμούς σε άθικτα αιμοφόρα αγγεία, η 

γκρελίνη ενεργοποιεί τη συνθετάση ΝΟ του ακέραιου ενδοθηλίου (eNOS). Η 

ενεργοποίηση της eNOS έχει ως αποτέλεσμα την άμεση δράση της γκρελίνης στα 
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τοιχώματα των αιμοφόρων αγγείων, συμβάλλοντας με αυτόν τον τρόπο στη 

βελτίωση της βιοδιαθεσιμότητας του ΝΟ σε ανθρώπους και ζώα (Obay et al. 2007, 

Xu et al. 2008). Η γκρελίνη επιδρά, επίσης, στη ρύθμιση των επιπέδων των ουσιών 

που αντιδρούν με θειοβαρβιτουρικό οξύ (Thiobarbituric acid Reactive Substances, 

TBARS), ενός δείκτη λιπιδικής υπεροξείδωσης, όπως και στην παρεμπόδιση της 

μείωσης των επιπέδων της γλουταθειόνης (GSH), η οποία αποτελεί δείκτη 

εκτίμησης του βαθμού της οξειδωτικής βλάβης σε διάφορους ιστούς (Obay et al. 

2008). 

 

1.4.7. Η γκρελίνη ως ρυθμιστής της αναπαραγωγής  

Η γκρελίνη ασκεί πλειοτροπική δράση σε πολλές λειτουργίες του αναπαραγωγικού 

συστήματος, με επιδράσεις που μπορεί να είναι μακροχρόνιες, ή να ρυθμίζουν 

λεπτές βραχυχρόνιες ισορροπίες και αλληλεπιδράσεις. Σε γενικές γραμμές, όπως θα 

περιγραφεί παρακάτω, η δράση της γκρελίνης στις λειτουργίες της αναπαραγωγής 

έχει μάλλον κατασταλτικό ρόλο. Από πληθώρα μελετών έχει αποδειχθεί ο 

ρυθμιστικός ρόλος της γκρελίνης στην έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών. Αρχικά, 

πιστευόταν ότι η δράση της γκρελίνης αφορά μόνο τον υποθάλαμο, ρυθμίζοντας τη 

συχνότητα και το εύρος των επεισοδιακών εκκρίσεων της GnRH. Στη συνέχεια, με 

σειρά μελετών που πραγματοποιήθηκαν σε διάφορα είδη ζώων, έχει αποδειχθεί ότι 

τόσο η υπόφυση, όσο και οι γονάδες αποτελούν ιστούς-στόχους της ορμόνης. 

 

1.4.7.α. Ο ρόλος της γκρελίνης στην ενήβωση 

Χορήγηση γκρελίνης σε ποντίκια, στην περίοδο πριν από την ενήβωση, μετέβαλε το 

χρόνο ενήβωσης και στα δύο φύλα, στα μεν θηλυκά τροποποιώντας τα πρότυπα 

έκκρισης γοναδοτρόπων ορμονών και οιστρογόνων, στα δε αρσενικά μειώνοντας τις 

συγκεντρώσεις LH και τεστοστερόνης (Fernández-Fernández et al. 2005a). Σε 

αντίθεση με τη λεπτίνη, τα θηλυκά άτομα φαίνεται να είναι λιγότερο ευαίσθητα σε 

σύγκριση με τα αρσενικά, στις επιδράσεις της γκρελίνης στην ενήβωση (Tena-

Sempere 2007). Αξιοσημείωτο είναι ότι αμφότερες οι μορφές της γκρελίνης (ΑΓ και 
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ΜΑΓ), πέρα από τις παρόμοιες δράσεις στην έκκριση της LH, έχουν και ανάλογη 

δράση στο χρόνο εμφάνισης της ήβης, υποδεικνύοντας πιθανή ύπαρξη ενός, 

ανεξάρτητου από τον GHSR-1α, μηχανισμού στον άξονα των γοναδοτρόπων 

ορμονών (Martini et al. 2006). 

 

1.4.7.β. Επίδραση στην έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών 

Βραχυχρόνια ενδοφλέβια έγχυση γκρελίνης, τροποποιεί το πρότυπο των 

επεισοδιακών εκκρίσεων της GnRH, με αποτέλεσμα τη μείωση της συχνότητας 

έκκρισης της LH (Furuta et al. 2001, Fernández-Fernández et al. 2004, Vulliémoz et 

al. 2004, Lanfranco et al. 2006, Tena-Sempere 2007). 

Παρόμοια ισχυρά ανασταλτικό αποτέλεσμα στην έκκριση της LH, είχε και η icv 

χορήγηση γκρελίνης σε νεαρά και ενήλικα αρσενικά και θηλυκά ποντίκια, καθώς και 

σε θηλυκά που είχαν προηγουμένως υποστεί γοναδεκτομή, υποδεικνύοντας ότι ο 

μηχανισμός δράσης της γκρελίνης δεν εξαρτάται απόλυτα από τα στεροειδή των 

γονάδων (Fernández-Fernández et al. 2004, 2005a). Τα μονοπάτια, μέσω των 

οποίων η περιφερικά παραγόμενη γκρελίνη μπορεί να επηρεάζει τους κεντρικά 

εντοπισμένους νευρώνες της GnRH, δεν έχουν ακόμη πλήρως αποσαφηνιστεί 

(Vulliémoz et al. 2004). Πιθανολογείται ότι το ΝΡΥ και οι AgPR μεσολαβούν στην 

εκδήλωση των ανασταλτικών επιδράσεων της γκρελίνης στο σύστημα παραγωγής 

των επεισοδιακών εκκρίσεων της GnRH, διότι οι υποδοχείς τους εντοπίζονται σε 

κοινούς νευρώνες του ARC πυρήνα (Hahn et al. 1998). Επίσης, η έκφραση του ΝΡΥ, 

των AgPR και της γκρελίνης αυξάνεται μετά από τον περιορισμό της τροφής (Hahn 

et al. 1998), μία κατάσταση που προκαλεί μείωση της συχνότητας της έκκρισης της 

LH σε ανθρώπους και σε άλλα είδη (Sisk and Bronson 1986, Gualillo et al. 2002, 

Whisnant and Harrell 2002, Loucks and Thuma 2003).  

Προσπαθώντας να αποκωδικοποιήσουν τους μηχανισμούς, μέσω των οποίων η 

γκρελίνη εμπλέκεται στην αναπαραγωγή, οι Fernández-Fernández και συνεργάτες 

(2004) απέδειξαν ότι η γκρελίνη είναι ρυθμιστής της έκκρισης των γοναδοτρόπων 

ορμονών σε άνηβα θηλυκά και αρσενικά ποντίκια, καθώς: α) προκαλεί μείωση τόσο 
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της βασικής, όσο και της μετά από ορχεκτομή, έκκρισης της LH in vivo, χωρίς να 

επηρεάζει την έκκριση της FSH, β) συντελεί στην in vitro διέγερση της έκκρισης και 

των δύο γοναδοτρόπων ορμονών και γ) ρυθμίζει με διαφορετικό τρόπο την in vitro 

επίδραση της GHRH στις γοναδοτρόπες ορμόνες, μειώνοντας την ανταπόκριση της 

LH και βελτιώνοντας αυτήν της FSH. Η ανασταλτική επίδραση της γκρελίνης στην 

έκκριση της LH in vivo μπορεί να εξηγηθεί με τη μειωμένη ανταπόκριση της 

υπόφυσης στην GnRH, κάτι που παρατηρήθηκε και σε in vitro πειραματισμούς. Σε 

αντίθεση με τα δεδομένα που προέκυψαν για την LH, κάποια από τα πειραματικά 

δεδομένα συγκλίνουν στο ότι η in vivo έκκριση της FSH είναι ανεξάρτητη από τη 

δράση της γκρελίνης, εφόσον στις μελέτες αυτές η κεντρική χορήγηση του 

πεπτιδίου δεν επέδρασε στην έκκριση της FSH σε πειραματόζωα και γυναίκες 

διαφόρων ηλικιών και αναπαραγωγικής φάσης (Takaya et al. 2000, Fernández-

Fernández et al. 2004).  

Η μελέτη της επίδρασης της γκρελίνης στον αναπαραγωγικό άξονα, όσον αφορά τα 

μηρυκαστικά, επικεντρώθηκε κατά κύριο λόγο στα πρόβατα. Αποδείχθηκε ότι η 

συνεχής επί τριημέρου χορήγηση πρόβειας γκρελίνης στην τρίτη κοιλία του 

εγκεφάλου προβάτων, επέδρασε στις συγκεντρώσεις LH στο πλάσμα του αίματος. 

Ομοίως, χορήγηση 1, 5 και 20 μg ανθρώπινης γκρελίνης προκάλεσαν σημαντική 

μείωση της έκκρισης LH (Iqbal et al. 2006). Παρόμοια αποτελέσματα 

παρατηρήθηκαν και από τους Harisson και συνεργάτες (2008), όπως και από τους 

Kirsz και συνεργάτες (2017), μετά από icv χορήγηση γκρελίνης σε πρόβατα, κατά την 

περίοδο του έτους με μικρότερη διάρκεια ημέρας. Ταυτόχρονη χορήγηση GnRH και 

ανθρώπινης ακυλιωμένης γκρελίνης σε πρόβατα κατά την περιοιστρική περίοδο 

(μετά από συγχρονισμό των ωοθηκικών κύκλων και 12-18 ώρες πριν την 

αναμενόμενη προ-ωοθυλακιορρηκτική έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών), 

προκάλεσε μείωση του εύρους της έκκρισης της LH και της FSH, χωρίς επίδραση στις 

συγκεντρώσεις των οιστρογόνων (Dovolou et al. 2013), υποδεικνύοντας άμεση 

επίδραση της γκρελίνης στην υπόφυση, χωρίς υποχρεωτική μεσολάβηση του 

υποθαλάμου, του οποίου η δράση είχε παρακαμφθεί από την εξωγενή GnRH. Σε 

αντίθεση με τα in vivo αποτελέσματα, η in vitro χορήγηση γκρελίνης, σε 

καλλιέργειες γοναδοτρόπων κυττάρων, προάγει την έκκριση τόσο της LH, όσο και 
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της FSH, με έναν άγνωστο και μάλλον ανεξήγητο μηχανισμό (Fernández-Fernández 

et al. 2004).  

Παλαιότερα, υπήρχε η πεποίθηση ότι η παρουσία του υποδοχέα της γκρελίνης GHS-

R δεν υφίσταται στα γοναδοτρόπα κύτταρα της υπόφυσης και εικαζόταν ότι η 

γκρελίνη έχει την ιδιότητα να τροποποιεί τα σήματα που εμπλέκονται στον 

παρακρινή έλεγχο της έκκρισης των γοναδοτρόπων ορμονών από την υπόφυση. Το 

ΝΟ θεωρείται ένας πιθανός διαμεσολαβητής της επίδρασης της γκρελίνης στην 

έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών, διότι διεγείρει την έκκριση των LH και FSH, 

μέσω ενός ασβέστιο-εξαρτώμενου και ταυτόχρονα μη-εξαρτώμενου από το 

σύστημα cGMP (cyclic guanosine monophosphate) μηχανισμού (Pinilla et al. 1998). 

Επιπλέον, η in vitro διεγερτική επίδραση της γκρελίνης στην έκκριση των 

γοναδοτρόπων ορμονών, απευθείας σε επίπεδο υπόφυσης, θα μπορούσε να 

εξηγηθεί, μέσω αλλαγών στην έκφραση τοπικά παραγόμενων πεπτιδίων, όπως η 

ακτιβίνη, η ανασταλτίνη και η φολλιστατίνη (Meunier et al. 1988, Kogawa et al. 

1991). Τελικά, η ανακάλυψη, με μεθόδους ανοσοϊστοχημείας, των υποδοχέων του 

GHSR-1α σε υποφυσιακά κύτταρα (Miller et al. 2005), αποδεικνύει ότι η γκρελίνη 

συνδέεται απευθείας στην υπόφυση και ότι οι προηγούμενοι προταθέντες 

μηχανισμοί έχουν μάλλον δευτερεύοντα ή επικουρικό ρόλο. 

Σήμερα, είναι αδιαμφισβήτητο ότι η γκρελίνη αποτελεί δυνητικό ρυθμιστή της 

έκκρισης των γοναδοτρόπων ορμονών, με δράση που δεν είναι γνωστό, αν είναι 

γενικευμένη ή απλώς ασκείται σε περιπτώσεις που συνδέονται με διαταραχές του 

μεταβολισμού. Σε κάθε περίπτωση, όμως, η υφιστάμενη γνώση για το ρόλο της 

γκρελίνης στη ρύθμιση της έκκρισης των γοναδοτρόπων ορμονών στα βοοειδή είναι 

πολύ περιορισμένη. 

 

1.4.7.γ. Η γκρελίνη στην ωοθήκη 

Η παρουσία του mRNA της γκρελίνης στην ωοθήκη του ανθρώπου επιβεβαιώθηκε 

από τους Gnanapavan και συνεργάτες (2002). Το πρότυπο έκκρισης της γκρελίνης 

στα ποντίκια, στους χοίρους και στον άνθρωπο δείχνει ότι το mRNA της γκρελίνης 
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έχει τα χαμηλότερα επίπεδα έκφρασης στον πρόοιστρο και τα υψηλότερα κατά τη 

διάρκεια του δίοιστρου (Caminos et al. 2003) και ότι τα ανοσοαντιδρώντα κύτταρα 

εντοπίζονται, κατά κύριο λόγο, στο ωχρό σωμάτιο και στα κύτταρα του κοκκώδους 

υμένα των αναπτυσσόμενων ωοθυλακίων (Zhang et al. 2008b). 

Σε αντίθεση, η ορμόνη δεν φαίνεται να εκφράζεται στα ωάρια και στα σωματικά 

κύτταρα των ωοθυλακίων. Ο υποδοχέας εκφράζεται σε μεγάλο βαθμό στα μικρά 

ωοθυλάκια και σε μικρότερο βαθμό σε ωοθυλάκια μεγαλύτερου μεγέθους. 

Επιπλέον, παρατηρήθηκε έκφραση του υποδοχέα στα κύτταρα της θεμελιακής 

ουσίας των ωοθυλακίων, με το πρότυπο έκφρασης να συνδέεται με την ωοθυλακική 

ανάπτυξη (Gaytan et al. 2003). 

H ταυτοποίηση της έκφρασης της γκρελίνης και του λειτουργικού της υποδοχέα στις 

γονάδες, ισχυροποίησε την πιθανότητα της άμεσης επίδρασης της ορμόνης στον 

έλεγχο της λειτουργίας αυτών (Tena-Sempere et al. 2002). Επιπλέον, η δυναμική της 

έκφρασης της γκρελίνης υποδεικνύει την ύπαρξη πιθανών αυτοκρινών/παρακρινών 

δράσεων στη ρύθμιση της ωοθηκικής λειτουργίας, των οποίων η φυσιολογική 

συσχέτιση δεν έχει ακόμη πλήρως αποκρυπτογραφηθεί.  

 

1.4.7.δ. Επίδραση της γκρελίνης στην ωρίμανση των ωαρίων 

Με την εργασία των Suzuki και συνεργατών (2010), προέκυψαν οι πρώτες ενδείξεις 

για την κατασταλτική επίδραση της γκρελίνης στη διαδικασία της Μείωσης, καθώς 

και στην κατανομή του κυτταροσκελετού στα ωάρια των θηλαστικών. Μετά από 

χορήγηση γκρελίνης σε καλλιέργειες ωαρίων χοίρων, διαπιστώθηκε μείωση της 

πυκνότητας κατανομής του κυτταροσκελετού τόσο υπό την παρουσία κυττάρων του 

ωοφόρου δίσκου, όσο και χωρίς. Προτάθηκε ότι η γκρελίνη, μέσω της μείωσης της 

πυκνότητας του κυτταροσκελετού, πιθανότατα παρεμβαίνει στη δομική 

ακεραιότητα των μετέπειτα βλαστοκύστεων. Στη συνέχεια, οι Bai και συνεργάτες 

(2012) έδειξαν ότι η γκρελίνη επηρεάζει θετικά την in vitro ωρίμανση των ωαρίων 

προβάτων, ρυθμίζοντας τα μονοπάτια της ERK1/2 και της ριβοσωμικής κινάσης 

p90rsk που διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην ωρίμανση των ωαρίων, προάγοντας 
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τα συνολικά επίπεδα της φωσφορυλιωμένης ERK1/2. Η συγκεκριμένη κινάση, έχει 

φανεί ότι είναι ιδιαίτερα ενεργή στον κυτταροσκελετό των ωαρίων, αλλά και κατά 

τη διάρκεια διαφόρων διεργασιών, όπως η GVBD, η συμπύκνωση της χρωματίνης 

και η αναστολή της ωρίμανσης κατά το στάδιο της ΜΙΙ. Επιπλέον, η έκφραση της 

ERK1/2 στα θηλαστικά, συμπεριλαμβανομένης τόσο της φωσφορυλιωμένης, όσο 

και της μη-φωσφορυλιωμένης μορφής της, έχει αποδειχθεί ότι παραμένει σε 

σταθερά επίπεδα (Yamashita et al. 2009). Η φωσφορυλιωμένη μορφή, συνήθως, 

συναντάται ελάχιστα πριν ή ελάχιστα μετά την GVBD, ενώ η μέγιστη συγκέντρωσή 

της παρατηρείται στο στάδιο της ΜΙΙ. Στους χοίρους και στις αγελάδες η διαδικασία 

της φωσφορυλίωσης λαμβάνει χώρα κατά τη διάρκεια της GVBD (Inoue et al. 1995, 

Fissore et al. 1996), ενώ στα πρόβατα και στα ποντίκια ξεκινάει μετά το τέλος του 

συγκεκριμένου σταδίου (Verlhac et al. 1994, Bai et al. 2012). 

Προσθήκη γκρελίνης στο υπόστρωμα της in vitro ωρίμανσης ωαρίων βοοειδών (5 

mg ml-1) προκάλεσε σημαντική αύξηση της έκφρασης των ERK1 και ERK2 (Popelkova 

et al. 2006). Οι Dashtizad και συνεργάτες (2011), σε παρόμοια μελέτη, αλλά με πολύ 

μικρότερες συγκεντρώσεις γκρελίνης (5 και 50 ng ml-1), κατέληξαν στο συμπέρασμα 

ότι η γκρελίνη αυξάνει το ποσοστό των ωαρίων που φτάνουν στο στάδιο της ΜΙΙ και 

ταυτόχρονα βελτιώνει αισθητά το ποσοστό της ωρίμανσης των πυρήνων τους. Το 

γεγονός πιθανολογείται ότι οφείλεται στη θετική ρύθμιση (upregulation) των 

ισόμορφων της ΜΑΡΚ. 

Δύο ισόμορφα της ΜΑΡΚ, η ERK1 και ERK2 εκφράζονται ευρέως στα ωάρια των 

θηλαστικών (Ohashi et al. 2003). Έρευνες της τελευταίας δεκαετίας αποκάλυψαν ότι 

το βιοχημικό μονοπάτι της ΜΑΡΚ διαδραματίζει ρυθμιστικό ρόλο στη διαδικασία 

της Μείωσης. Μετά την GVBD, η ΜΑΡΚ εμπλέκεται στη ρύθμιση της διάταξης των 

μικροσωληναρίων και των μειωτικών μικρονηματίων (Fan and Sun 2004). Η 

ενεργοποίηση της ΜΑΡΚ είναι απαραίτητη για τη διατήρηση της αναστολής της 

ωρίμανσης στη ΜΙΙ, ενώ η απενεργοποίησή της είναι βασικό προαπαιτούμενο για 

τον σχηματισμό του προ-πυρήνα είτε μετά τη γονιμοποίηση του ωαρίου, είτε 

ύστερα από αυτόματη ενεργοποίηση της εν λόγω κινάσης. Μετά τη χορήγηση στα 

ωάρια mRNA ΜΚΡ-1, μίας εξειδικευμένης κινάσης, η οποία έχει την ιδιότητα να 
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αναστέλλει την ενεργοποίηση της ΜΑΡΚ, παρατηρήθηκε αποδιοργάνωση και 

διασπορά των μικρονηματίων (Gordo et al. 2001). Μελέτες σε ωάρια χοίρων από 

τους Sirotkin και συνεργάτες (2011), έδειξαν ότι η παρουσία της γκρελίνης στο 

υπόστρωμα ωρίμανσης αυξάνει τη συγκέντρωση της ΜΑΡΚ τόσο σε ώριμα, όσο και 

σε ανώριμα ωάρια, χωρίς ωστόσο να υπάρχει διαφορά στην αναλογία των ώριμων 

ωαρίων σε σύγκριση με την ομάδα των μαρτύρων. 

Σε συμφωνία με τα αποτελέσματα των Dashtizad και συνεργατών (2011), οι Wang 

και συνεργάτες (2013) σε in vitro μελέτες που διεξήγαγαν σε ωάρια προβάτων, 

έδειξαν ότι η προσθήκη γκρελίνης σε χαμηλές συγκεντρώσεις (50 ng ml-1) στα 

υποστρώματα καλλιέργειας και ωρίμανσης, ενισχύει το ποσοστό σχηματισμού 

βλαστοκύστεων, ενώ αντιθέτως η χορήγηση μεγαλύτερων δόσεων, επιδρά αρνητικά 

στην επιβίωση των εμβρύων. 

Σε σχετικά πρόσφατη έρευνα του Εργαστηρίου μελετήθηκε η συμμετοχή της 

γκρελίνης στη διαδικασία ωρίμανσης και στη μετέπειτα εξελικτική ικανότητα των 

παραγόμενων βλαστοκύστεων. Χρησιμοποιώντας 3 μικρές συγκεντρώσεις γκρελίνης 

(200, 800 και 2000 pg ml-1), μόνο στο υπόστρωμα ωρίμανσης, διαπιστώθηκε 

σημαντική μείωση της απόδοσης σε βλαστοκύστεις. Όμως, το ποσοστό εκκόλαψης 

των βλαστοκύστεων ήταν βελτιωμένο για τα έμβρυα, τα οποία προέκυψαν από 

ωάρια που εκτέθηκαν κατά την ωρίμανσή τους σε γκρελίνη. Το χαμηλό ποσοστό 

απόδοσης σε βλαστοκύστεις αποδόθηκε σε γήρανση των ωαρίων, τα οποία 

ωρίμασαν υπό την παρουσία γκρελίνης. Αυτό επιβεβαιώθηκε με την υπερέκφραση 

του γονιδίου που επάγει την κυκλίνη Β (CCNB1) (Dovolou et al. 2014b). 

Σε δεύτερο πειραματισμό διαπιστώθηκε ότι η μείωση του χρόνου ωρίμανσης (από 

24 σε 18 ώρες) υπό την παρουσία γκρελίνης, αποκαθιστά την απόδοση σε 

βλαστοκύστεις και βελτιώνει την ποιότητα των εμβρύων, όπως αυτή αποτυπώνεται 

στην έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με τον μεταβολισμό (GAPDH, LDHA, H6PD), 

την οξείδωση (GPX1, SOD2), την αποπτωτική διαδικασία (BAX) και τη δυνατότητα 

εγκατάστασης του εμβρύου (BREM1) (Dovolou et al. 2014a). 
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1.4.7.ε. Η γκρελίνη κατά την πρώιμη εμβρυϊκή ανάπτυξη 

H γνώση σχετικά με τη δράση της γκρελίνης στο αναπτυσσόμενο έμβρυο, ειδικά των 

βοοειδών, είναι ιδιαιτέρα περιορισμένη. Ως χημικός μεταβιβαστής, η γκρελίνη, 

προάγει την ενδοκυτταρική επικοινωνία και πιθανόν εμπλέκεται στη διαδικασία 

μετάδοσης σημάτων. Το mRNA του μορίου της γκρελίνης, αλλά και του υποδοχέα 

της GHSR-1, έχουν ανιχνευθεί κατά το στάδιο του μοριδίου, καθώς και σε 

μεταγενέστερα στάδια της εμβρυϊκής ανάπτυξης, σε συγκεντρώσεις που διαφέρουν 

αναλόγως του εξελικτικού σταδίου (Du et al. 2010). Με την ενσωμάτωση σχετικά 

υψηλών συγκεντρώσεων γκρελίνης (5 ng ml-1) στο υπόστρωμα καλλιέργειας 

εμβρύων χοίρου, επιτεύχθηκε βελτίωση της απόδοσης σε βλαστοκύστεις, όμως ο 

δεκαπλασιασμός ή ο υποδεκαπλασιασμός της συγκέντρωσης δεν επηρέασε την 

απόδοση (Zhang et al. 2007), γεγονός που υποδηλώνει ότι η δράση της γκρελίνης 

ασκείται σε περιορισμένο εύρος συγκεντρώσεων. Η τροποποίηση του 

υποστρώματος καλλιέργειας εμβρύων βοοειδών με τη συμμετοχή 800 pg ml-1 

γκρελίνης μείωσε δραματικά (από 25,9% σε 8,8%) το ποσοστό βλαστοκύστεων την 

ημέρα 7 (Dovolou et al. 2014b). Όταν, όμως το καλλιεργητικό υπόστρωμα 

αντικαθίστατο καθημερινά, η γκρελίνη δεν επέδρασε στην απόδοση 

βλαστοκύστεων, ενώ παράλληλα βελτίωσε την ποιότητα των εμβρύων. Το τελευταίο 

στηρίχθηκε στην μειωμένη επαγωγή έκφρασης του γονιδίου IGF2R, το οποίο 

θεωρείται υπεύθυνο για την εμφάνιση του συνδρόμου του υπερμεγέθους 

απογόνου (Large Offspring Syndrome, LOS), του DNMT3A που συνδέεται με 

βελτιωμένη ικανότητα ανάπτυξης/εξέλιξης του εμβρύου και με αυξημένη επαγωγή 

των γονιδίων G6PD, SOD2 και SLC2A1, τα οποία ρυθμίζουν τον μεταβολισμό, την 

αντιοξειδωτική προστασία και το στρες, αντίστοιχα (Dovolou et al. 2014a). 

Χωρίς να έχουν ακόμα αποσαφηνισθεί πλήρως οι συγκεντρώσεις, ο ρόλος και οι 

μηχανισμοί δράσης της γκρελίνης στα αρχικά στάδια της ανάπτυξης του εμβρύου, 

φαίνεται ότι η γκρελίνη, κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες/προϋποθέσεις, μπορεί 

να υποστηρίξει την πρώιμη ανάπτυξη του εμβρύου, γεγονός που αντιτίθεται στη 

γενικευμένη πεποίθηση ότι το πεπτίδιο αυτό έχει αποκλειστικά και μόνο αρνητικό 

ρόλο στην αναπαραγωγή. 
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1.5. Σκοπός της διατριβής 

Η παρούσα διατριβή εντάσσεται στα ερευνητικά ενδιαφέροντα της ομάδας της 

Μαιευτικής Κλινικής που από το 2008 ασχολείται με τη μελέτη της γκρελίνης στην 

αναπαραγωγή των μηρυκαστικών. Αποτελεί φυσική συνέχεια προηγούμενης 

διδακτορικής διατριβής και ερευνών που εστιάστηκαν στον ρόλο της γκρελίνης στην 

εξωσωματική παραγωγή εμβρύων βοοειδών και στη μελέτη της ενδοκρινολογίας 

του προβάτου. 

Η διαλεύκανση του ρόλου και των πιθανών μηχανισμών δράσης των μεταβολικών 

ορμονών -σημάτων- στη διαδικασία της αναπαραγωγής συγκεντρώνει παγκόσμια 

έντονο ενδιαφέρον. Η γκρελίνη αποτελεί τον ενδογενή παράγοντα σύνδεσης του 

υποδοχέα τύπου 1α, των επαγωγών έκκρισης της αυξητικής ορμόνης (GHSR-1α) από 

την υπόφυση και ενέχει ρόλο πλειοτροπικού ρυθμιστή διαφόρων βιολογικών 

λειτουργιών, συμπεριλαμβανομένων της ενεργειακής ομοιοστασίας και της 

αναπαραγωγής. Ο κύριος όγκος της επιστημονικής πληροφορίας, σχετικά με το 

ρόλο της γκρελίνης στην αναπαραγωγή, προέρχεται από πειράματα σε ποντίκια, ένα 

μικρότερο μέρος σε πρόβατα και χοίρους και από μελέτες σε ανθρώπους. Σε 

αντίθεση, τα δεδομένα που αφορούν τα βοοειδή είναι μάλλον περιορισμένα, 

αφήνοντας πολλά ερωτηματικά για το ρόλο της γκρελίνης στο συγκεκριμένο είδος.  

Η γκρελίνη κατέχει σημαίνουσα θέση στον σωματοτρόπο άξονα, ρυθμίζοντας την 

έκκριση της αυξητικής ορμόνης, ενώ παράλληλα έχει ρόλο ισχυρού μεταβολικού και 

ορεξιογόνου σήματος. Από την άλλη πλευρά, υπεισέρχεται στη ρύθμιση της 

αναπαραγωγής, δρώντας είτε κεντρικά στον εγκέφαλο, επιδρώντας στην έκκριση 

των γοναδοτρόπων ορμονών, είτε περιφερικά στην ωοθήκη-ωαγωγό επηρεάζοντας 

το ωάριο και το νεαρό έμβρυο. 

Ο μεταβολισμός και η ενεργειακή επάρκεια αναγνωρίζονται σήμερα ως βασικοί, αν 

όχι οι βασικότεροι, καθοριστικοί παράγοντες για τη γονιμότητα των αγελάδων. Στο 

είδος αυτό, η υψηλή γαλακτοπαραγωγή, σε συνδυασμό με την εφαρμογή μεθόδων 

διαχείρισης που υπαγορεύονται, κυρίως, από οικονομικά κριτήρια, λειτουργεί 

απορρυθμιστικά τόσο για την ενδοκρινολογία της αναπαραγωγής, όσο και για τη 

γονιμότητα του θηλυκού γαμέτη και την ικανότητα εξέλιξης του πρώιμου εμβρύου. 
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Η βασική υπόθεση της έρευνας ήταν ότι η αυξημένη συγκέντρωση γκρελίνης είτε 

αυτή είναι φυσικά επαγόμενη μετά από μικρής διάρκειας νηστείας, είτε μετά από 

εξωγενή χορήγηση, διαταράσσει την κλασική ενδοκρινολογία της αναπαραγωγής 

και η διαταραχή αυτή διαφοροποιείται ανάλογα με: α) την ηλικία-φάση ανάπτυξης 

των ζώων, β) την κατάσταση της κυοφορίας και γ) το στάδιο του ωοθηκικού κύκλου. 

Για τον σκοπό αυτό διενεργήθηκαν πειραματισμοί, οι οποίοι περιγράφονται 

αναλυτικά στα αντίστοιχα κεφάλαια και αφορούν στη μελέτη: 

α) της επαγόμενης υπεργκρελιναιμίας, μετά από χορήγηση εξωγενούς γκρελίνης, 

στην έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών και στη λειτουργικότητα του ωχρού 

σωματίου, 

β) της συγκέντρωσης της γκρελίνης  

1. σε αγελάδες και μοσχίδες κατά τη διάρκεια της κυοφορίας,  

2. μετά από μικρής διάρκειας νηστεία σε έγκυες και μη έγκυες μοσχίδες, 

γ) της συγκέντρωσης της γκρελίνης 

1. κατά τη διάρκεια του οίστρου σε αγελάδες και μοσχίδες, καθώς και 

2. του τρόπου και του χρόνου δράσης της επαγόμενης, από βραχεία νηστεία, 

     υπεργκρελιναιμίας στη ρύθμιση της έκκρισης της LH και, τέλος 

δ) των μηχανισμών δράσης της γκρελίνης στην in vitro ωρίμανση ωαρίων βοοειδών. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΙΙ 

 

Η γκρελίνη καταστέλλει, την επαγόμενη από την GnRH, προ-ωοθυλακιορρηκτική 

έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών σε μοσχίδες γαλακτοπαραγωγής 

 

 

 

2.1. Εισαγωγή 

Όπως έχει αναφερθεί αναλυτικά στο προηγούμενο κεφάλαιο, η γκρελίνη είναι ένας 

μεταβολικός παράγοντας με πολυεπίπεδη δράση και ταυτόχρονα ιδιαίτερα 

σημαντικός ρυθμιστής του νευροενδοκρινούς συστήματος και των λειτουργιών της 

αναπαραγωγής, στις οποίες περιλαμβάνονται η έναρξη της ήβης (Tena-Sempere 

2007), η έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών (Fernández-Fernández et al. 2004, 

Lanfranco et al. 2008, Vulliémoz et al. 2008, Kluge et al. 2012, Dovolou et al. 2013), η 

ωρίμανση των ωαρίων (Dovolou et al. 2014b) και η ανάπτυξη του εμβρύου (Dovolou 

et al. 2014a), κατέχοντας για τις λειτουργίες αυτές έναν ιδιαίτερα κατασταλτικό 

ρόλο (Veldhuis and Bowers 2010). 

Μελέτες σε πρόβατα και τρωκτικά, έδειξαν ότι η icv χορήγηση γκρελίνης 

καταστέλλει την έκκριση της LH (Iqbal et al. 2006, Harrison et al. 2008, Vulliémoz et 

al. 2008), πιθανότατα εξαιτίας, εν μέρει, της αναστολής της έκκρισης της GnRH. Τα 

αποτελέσματα αυτά υποστηρίζουν την άποψη ότι η γκρελίνη ασκεί, κυρίως, 

κεντρική επίδραση σε επίπεδο υποθαλάμου (García et al. 2007). Πρόσφατα 

αποδείχθηκε, επίσης, ότι η γκρελίνη μπορεί να καταστείλει την, επαγόμενη από την 

GnRH, έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών σε πρόβατα, στα οποία είχε 

προηγουμένως διενεργηθεί πολλαπλή ωοθυλακιορρηξία (Dovolou et al. 2013). Σε 

ανθρώπους, η χορήγηση γκρελίνης μετριάζει τις επεισοδιακές εκκρίσεις της LH και 

μειώνει τη βασική συγκέντρωση της LH και της FSH στο αίμα (Lanfranco et al. 2008, 

Kluge et al. 2009, 2012). 

Το κεφάλαιο αυτό δημοσιεύθηκε ως πλήρες άρθρο στο περιοδικό: Theriogenology, 86(6): 1615-1621, 2016 
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Η άμεση επίδραση της γκρελίνης στην υπόφυση έχει αποδειχθεί και σε ποντίκια, 

μετά από αναστολή, της επαγόμενης από την GnRH, έκκριση της LH (Fernández-

Fernández et al. 2005b). Η μειωμένη γονιμότητα είναι πιθανότατα το σημαντικότερο 

πρόβλημα που καλείται να αντιμετωπίσει ο τομέας της εκτροφής αγελάδων 

γαλακτοπαραγωγής, το οποίο κατά κύριο λόγο αποδίδεται στην εμμονή για 

επίτευξη συνεχούς αύξησης της γαλακτοπαραγωγής (Berry et al. 2003). Όμως, η 

γονιμότητα των αγελάδων γαλακτοπαραγωγής είναι συνυφασμένη τόσο με τα 

διαθέσιμα ενεργειακά αποθέματα, όσο και με τις μεταβολικές αντιδράσεις σε σχέση 

με τη διατροφή. Επομένως η εμπλοκή σηματοδοτικών μορίων και ορμονών που 

ασκούν έλεγχο στον καταμερισμό της ενέργειας ή/και των θρεπτικών συστατικών 

και ταυτόχρονα εκφράζονται στον υποθάλαμο ή στην υπόφυση, θα πρέπει να 

εξεταστούν με πολύ προσοχή ως δυνητικοί ρυθμιστές της αναπαραγωγής. Από 

πλήθος ερευνητικών αναφορών, παρέχονται στοιχεία για το ρόλο της γκρελίνης, ως 

μόριο διέγερσης της πρόσληψης τροφής (Wertz-Lutz et al. 2007), προαγωγής της 

έκκρισης της ινσουλίνης (Takahashi et al. 2006, ThidarMyint et al. 2006) ή της 

αυξητικής ορμόνης (ThidarMyint et al. 2006, Bradford and Allen 2008, Fukumori et 

al. 2013) και καταστολής της οξείδωσης των λιπιδίων (Tschöp et al. 2000). Ωστόσο, 

από όσο είμαστε σε θέση να γνωρίζουμε, μέχρι στιγμής, δεν έχει ελεγχθεί ο ρόλος 

της συγκεκριμένης ορμόνης στη ρύθμιση της έκκρισης των γοναδοτρόπων ορμονών 

στις αγελάδες. Συνεπώς, στόχος του κεφαλαίου αυτού ήταν να διερευνηθεί ο ρόλος 

της γκρελίνης: α) στην έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών του πρόσθιου λοβού 

της υπόφυσης και β) στα χαρακτηριστικά του οίστρου που ακολούθησε την έκθεση 

σε υψηλές συγκεντρώσεις γκρελίνης σε μοσχίδες γαλακτοπαραγωγής. 

 

2.2. Υλικά και μέθοδοι 

Όλες οι διαδικασίες που περιγράφονται εφεξής στην παρούσα διατριβή, βρίσκονται 

σε πλήρη συμφωνία με τις αρχές και τις οδηγίες που ορίζονται από την Ε.Ε. και όλοι 

οι πειραματισμοί διενεργήθηκαν μετά από έγκριση από την αρμόδια Επιτροπή 

Δεοντολογίας Χρήσης Ζώων (ΕΔΕΧΖΩ) του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας. 
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Ζώα και πειραματισμοί 

Για τη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν οκτώ μοσχίδες της φυλής Holstein, ηλικίας 11 έως 

11,5 μηνών, στις οποίες είχαν προηγουμένως καταγραφεί τουλάχιστον δύο έκδηλοι 

οίστροι. Το σωματικό βάρος των ζώων ανερχόταν σε 281±28,1 kg (μέσος όρος ± 

τυπικό σφάλμα του μέσου όρου). Ένα μήνα πριν από τον προγραμματισμένο 

πειραματισμό, τοποθετήθηκε ηλεκτρονικό περιλαίμιο μέτρησης και αυτόματης 

ανάλυσης των δεδομένων φυσικής δραστηριότητας (κινητικότητας) και 

μηρυκασμού (Heatime® Pro System, SCR, Israel) και τα ζώα μετακινήθηκαν σε 

ξεχωριστό χώρο, όπου δένονταν για τουλάχιστον 8 ώρες την ημέρα. Κατά τη 

διάρκεια αυτής της περιόδου, στα ζώα παρεχόταν τροφή δύο φορές την ημέρα, υπό 

μορφή ολικού σιτηρεσίου, αποτελούμενου από ενσίρωμα αραβοσίτου, άχυρο 

σιταριού, καρπό αραβοσίτου, σογιάλευρο, πίτυρα σιταριού και ένα πρόμιγμα 

βιταμινών και ιχνοστοιχείων, σύμφωνα με τα δεδομένα του NRC. Η παροχή νερού 

γινόταν κατά βούληση. Στη συνέχεια, τα ζώα χωρίσθηκαν τυχαία σε δύο ομάδες 

(ομάδα Ghr, n=4 και ομάδα C, n=4) και ακολούθησε συγχρονισμός των ωοθηκικών 

κύκλων, με τη χρήση ενδοκολπικών συσκευών απελευθέρωσης προγεστερόνης 

(Delta Prid, 1,5 gr προγεστερόνης, CEVA, Santé Animal, Libourne, France) που 

παρέμειναν στον κόλπο για 8 ημέρες. Μία ημέρα πριν από την αφαίρεσή τους, έγινε 

ενδομυϊκή έγχυση ωχρινολυτικής δόσης προσταγλανδίνης F2α (600 μg, cloprostenol, 

Estrumate Intervet-Schering Plough, Fryesoythe, Germany). 

Την προηγούμενη του κυρίως πειραματισμού, η αριστερή σφαγίτιδα φλέβα 

καθετηριάστηκε και ο καθετήρας πληρώθηκε με ηπαρινισμένο φυσιολογικό ορό 

(200 IU ml-1). Μετά την παρέλευση 30 ωρών από την αφαίρεση του PRID και 45 

λεπτών από το πρωινό τάισμα, στα ζώα της ομάδας Ghr διενεργήθηκε ενδοφλέβια 

έγχυση βόειας ακυλιωμένης γκρελίνης (Anaspec, Fermont, U.S.A.), σε δόση 1,5 μg 

kg-1 σωματικού βάρους, η οποία επαναλήφθηκε 15 λεπτά αργότερα, με ταυτόχρονη 

ενδομυϊκή έγχυση αναλόγου GnRH (0,25 μg kg-1 σωματικού βάρους, buserelin, 

Receptal-Merck, Boxmeer, the Netherlands), με στόχο την πρόκληση προ-

ωοθυλακιορρηκτικής έκκρισης των γοναδοτρόπων ορμονών. Ακολούθως, 

διενεργήθηκαν δύο επιπλέον εγχύσεις γκρελίνης ανά 15 λεπτά. το πρόγραμμα 
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εγχύσεων ολοκληρώθηκε σε διάστημα μίας ώρας. Τις ίδιες χρονικές στιγμές στα ζώα 

της ομάδας C χορηγήθηκε αντί της γκρελίνης φυσιολογικός ορός. 

Η διαδικασία ανίχνευσης οίστρου διενεργήθηκε, μέσω συνδυασμού συλλογής 

δεδομένων από το πρόγραμμα αυτόματης ηλεκτρονικής καταγραφής της φυσικής 

δραστηριότητας και αξιολόγησης των ευρημάτων της κλινικής παρατήρησης, 

διαδικασία που γινόταν δύο φορές ημερησίως (πρωί και βράδυ). Ζώα, τα οποία 

παρουσίασαν κλινικές εκδηλώσεις οίστρου, όπως λείξη άλλων ζώων, εξοίδηση της 

περιοχής του αιδοίου, απελευθέρωση τραχηλικής βλέννας και τελικώς αποδοχή της 

επίβασης, θεωρούνταν ότι βρίσκονταν σε οίστρο. 

 

Δειγματοληψίες  

Συνολικά από κάθε ζώο συλλέχθηκαν 13 ζεύγη δειγμάτων αίματος, σε φιαλίδια με 

και χωρίς αντιπηκτική ουσία. Το πρώτο δείγμα λήφθηκε πριν την αρχική έγχυση 

γκρελίνης (ομάδα Ghr) ή φυσιολογικού ορού (ομάδα C). Σε σχέση με τις εγχύσεις 

GnRH, τα δείγματα συλλέχθηκαν 15 λεπτά πριν την πρώτη, ταυτόχρονα, καθώς και 

15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 150, 180 και 240 λεπτά μετά την έγχυση. Τα 

φιαλίδια με την αντιπηκτική ουσία EDTA τοποθετήθηκαν σε θρυμματισμένο πάγο. 

Το πλάσμα διαχωρίστηκε με φυγοκέντρηση (1900 × g, 8 λεπτά) μέσα σε διάστημα 

20 λεπτών από τη συλλογή και αποθηκεύθηκε στους -20 0C, έως τη στιγμή 

διενέργειας των εργαστηριακών δοκιμών. Τα δείγματα, τα οποία συλλέχθηκαν σε 

φιαλίδια, χωρίς αντιπηκτικό, αφέθηκαν στους 4 0C, έως ότου σχηματιστεί θρόμβος 

και ο διαχωρισμός του ορού, έγινε όπως περιγράφηκε παραπάνω. Την ημέρα της 

εκδήλωσης του οίστρου, καθώς και κάθε δεύτερη ημέρα για τις επόμενες 28 

ημέρες, γινόταν συλλογή δειγμάτων αίματος (συνολικά 15 δείγματα αίματος) από 

την κοκκυγική φλέβα κάθε ζώου, για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης της 

προγεστερόνης. 
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Εργαστηριακές αναλύσεις 

Οι αναλύσεις όλων των δειγμάτων έγιναν σε ζεύγη του ιδίου δείγματος· αν η 

διαφορά μεταξύ των δειγμάτων ενός ζεύγους ήταν μεγαλύτερη της τάξεως του 5%, 

τα συγκεκριμένα δείγματα επανεξετάζονταν. 

Οι συγκεντρώσεις των LH, FSH και GH στον ορό του αίματος προσδιορίστηκαν 

χρησιμοποιώντας το αντίστοιχο εμπορικά διαθέσιμο διαγνωστικό κιτ, με τη μέθοδο 

της ELISA (Abnova, Taipei, Taiwan). Σε όλες τις αναλύσεις, η απορρόφηση (οπτική 

πυκνότητα) μετρήθηκε στα 450 nm, με τη χρήση ενός ειδικού φασματοφωτομέτρου 

(MRC Scientific Instruments, Israel). 

Οι συγκεντρώσεις της LH και της GH προσδιορίσθηκαν, σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή, ενώ οι αντίστοιχες της FSH μετρήθηκαν, ύστερα από τροποποιήσεις, 

οι οποίες αφορούσαν τον διπλασιασμό του όγκου (200 μl αντί 100 μl) των 

δειγμάτων της καμπύλης αναφοράς των προς εξέταση δειγμάτων και αυτού του 

συζευγμένου ενζύμου (enzyme conjugate) και τον χρόνο επώασης (4 ώρες στους 39 

oC στο σκοτάδι και υπό συνεχόμενη ήπια ανάδευση, αντί για 3 ώρες στους 37 oC). 

Για τις LH και FSH, η ευαισθησία των δοκιμών ήταν 0,3 ng ml-1 και 0,5 ng ml-1, 

αντίστοιχα. Οι συντελεστές διακύμανσης μεταξύ των δοκιμών, αλλά και εντός της 

ίδιας δοκιμής δύο δειγμάτων ορού, τα οποία περιείχαν χαμηλές και υψηλές 

συγκεντρώσεις της κάθε ορμόνης ήταν για την LH 6,4%, 8,9% και 8,8%, 9,7% και για 

την FSH 6,8%, 7,4% και 9,2%, 10,1%, αντίστοιχα. Η ευαισθησία για την GH ήταν 0,5 

ng ml-1 και οι διακυμάνσεις μεταξύ των δοκιμών, αλλά και στην ίδια δοκιμή, ήταν 

5,9% και 7,7% για δύο δείγματα που περιείχαν χαμηλή και υψηλή συγκέντρωση, 

αντίστοιχα. 

Οι συγκεντρώσεις της προγεστερόνης στον ορό του αίματος μετρήθηκαν με ELISA, 

χρησιμοποιώντας ένα εμπορικά διαθέσιμο διαγνωστικό κιτ (NRG, Marburg, 

Germany). Η ευαισθησία της δοκιμής υπολογίστηκε στα 0,08 ng ml-1 και οι 

διακυμάνσεις μεταξύ των δοκιμών, αλλά και στην ίδια δοκιμή, δύο δειγμάτων ορού 

τα οποία περιείχαν χαμηλές και υψηλές συγκεντρώσεις, ήταν 5,4%, 6,8% και 5,6%, 

9,7%, αντίστοιχα. 
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Οι συγκεντρώσεις της ολικής γκρελίνης στο πλάσμα του αίματος μετρήθηκαν, με τη 

βοήθεια ενός διαγνωστικού τεστ (Diasource ImmunoAssays, Louvain-la-Neuve, 

Belgium), με ραδιοανοσολογική μέθοδο (RIA). Το συγκεκριμένο τεστ κατασκευά-

ζεται για τον προσδιορισμό της ανθρώπινης γκρελίνης, ωστόσο το αντίσωμα 

εμφανίζει διασταυρούμενη αντίδραση με το μόριο της γκρελίνης των βοοειδών. Η 

ευαισθησία υπολογίστηκε στα 40 pg ml-1 και οι διακυμάνσεις μεταξύ των δοκιμών, 

αλλά και στην ίδια δοκιμή, ήταν 5,3% και 8,2%, αντίστοιχα. Για την επισήμανση του 

μορίου χρησιμοποιήθηκε το ισότοπο ιωδίου (125Ι), με χρόνο ημίσειας ζωής (T1/2) 60 

ημέρες, 35,5 keV γ-ακτινοβολία και 27-32 keV X-ακτινοβολία. Ο προσδιορισμός της 

ισχύος της εκπεμπόμενης ραδιενέργειας και ο εξ’ αυτής υπολογισμός των 

συγκεντρώσεων της ολικής γκρελίνης έγινε σε αυτόματο μετρητή γ-ακτινοβολίας (γ-

counter, Cobra II/5010; Packard, U.S.A.). 

 

Στατιστική ανάλυση 

Οι τιμές των ορμονών ακολουθούσαν κανονική κατανομή (Kolmogorov-Smirnov 

test). Η στατιστική ανάλυση, για συγκρίσεις τιμών εντός της ίδιας ομάδας, έγινε με 

τη μέθοδο της διακύμανσης επανειλημμένων τιμών μονής κατεύθυνσης (ANOVA), 

ενώ για συγκρίσεις τιμών μεταξύ διαφορετικών ομάδων, χρησιμοποιήθηκαν οι 

μέθοδοι Bonferroni post hoc testing και Student’s t-test (independent). Η σύγκριση 

της διάρκειας του ωοθηκικού κύκλου, ανάμεσα στις δύο ομάδες, έγινε με τη 

βοήθεια του Student’s t-test (independent). Σε κάθε περίπτωση, οι τιμές p<0,05 

θεωρήθηκαν στατιστικώς σημαντικές. Το πρόγραμμα στατιστικής ανάλυσης, το 

οποίο χρησιμοποιήθηκε ήταν το NCSS 10 (Number Cruncher Statistical Systems, 

Kaysville, UT, U.S.A.). 

 

2.3. Αποτελέσματα 

Συγκεντρώσεις γκρελίνης 

Οι αλλαγές των συγκεντρώσεων της ολικής γκρελίνης στο πλάσμα του αίματος, μετά 

την έγχυση εξωγενούς βόειας γκρελίνης, εμφανίζονται στο διάγραμμα 1. Πριν από 
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την έγχυση της γκρελίνης δεν διαπιστώθηκε καμία σημαντική διαφορά ανάμεσα 

στις δύο ομάδες (C: 133,3±68,8 pg ml-1, n=4 και Ghr: 216,7±87,2 pg ml-1, n=4, 

p>0,05). Δεκαπέντε λεπτά μετά από την πρώτη έγχυση της γκρελίνης, οι αντίστοιχες 

συγκεντρώσεις ήταν σημαντικά υψηλότερες (p<0,001) στην ομάδα της γκρελίνης 

(Ghr: 2.421,2±446,6 pg ml-1, n=4) σε σύγκριση με την ομάδα των μαρτύρων (C: 

218,0±83,8 pg ml-1, n=4). Αυτή η τάση συνεχίστηκε έως και 90 λεπτά από την 

τελευταία έγχυση της γκρελίνης· μετά από τη συγκεκριμένη χρονική στιγμή, δεν 

διαπιστώθηκε καμία σημαντική διαφορά, ανάμεσα στις δύο ομάδες (C: 261,3±70,8 

pg ml-1, n=4 και Ghr: 166,3±29,1 pg ml-1, n=4, p>0,05). 

 

Διάγραμμα 1.  

Συγκεντρώσεις ολικής γκρελίνης στο πλάσμα του αίματος, σε μοσχίδες, στις οποίες χορηγήθηκε γκρελίνη (Ghr, 

n=4) και σε μοσχίδες μάρτυρες (C, n=4). Στις μοσχίδες της ομάδας Ghr, έγινε ενδοφλέβια έγχυση βόειας 

ακυλιωμένης γκρελίνης (1,5 μg kg
-1

 σωματικού βάρους) σε τέσσερις χρονικές στιγμές (-15, 0, 15 και 30 λεπτά). 

 

Οι συγκεντρώσεις της ολικής γκρελίνης παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. Η 

σήμανση με αστερίσκο δύο τιμών, σε συγκεκριμένο χρονικό σημείο, υποδηλώνουν στατιστικώς σημαντικές 

διαφορές (p<0,001). 

 

Συγκεντρώσεις αυξητικής ορμόνης 

Οι συγκεντρώσεις της GH στον ορό του αίματος, μετά από την έγχυση της γκρελίνης, 

εμφανίζονται στο διάγραμμα 2. Στα ζώα της ομάδας Ghr, οι συγκεντρώσεις της GH 

αυξήθηκαν σημαντικά 15 λεπτά μετά από την πρώτη έγχυση της γκρελίνης (από 
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2,5±0,3 ng ml-1 σε 6,1±0,4 ng ml-1, p<0,01), ενώ η μέγιστη τιμή ανιχνεύθηκε κατά τη 

χρονική στιγμή της τέταρτης έγχυσης (17,1±1,9 ng ml-1). Δεν διαπιστώθηκαν 

μεταβολές στον χρόνο μεταξύ των τιμών των δειγμάτων της ομάδας των μαρτύρων 

(p>0,05). Επιπλέον, σημαντικές διαφορές καταγράφηκαν ανάμεσα στα ζώα των δύο 

ομάδων, έως και τη χρονική στιγμή 90 της δειγματοληψίας (p<0,05). Δύο ώρες μετά 

την τελευταία έγχυση της γκρελίνης (χρονικό σημείο 150), η συγκέντρωση της GH 

επέστρεψε στα βασικά επίπεδα. 

 

Διάγραμμα 2. 

Συγκεντρώσεις αυξητικής ορμόνης (GH) στον ορό του αίματος, σε μοσχίδες, στις οποίες χορηγήθηκε βόεια 

ακυλιωμένη γκρελίνη (Ghr, n=4) και σε μοσχίδες μάρτυρες (C, n=4). Στις μοσχίδες της ομάδας Ghr, έγινε 

ενδοφλέβια έγχυση βόειας ακυλιωμένης γκρελίνης (1,5 μg kg
-1

 σωματικού βάρους) σε τέσσερις χρονικές 

στιγμές, ανά 15 λεπτά (σήμανση με βέλη). 

 

Οι συγκεντρώσεις της GH παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. Η σήμανση με 

αστερίσκο δύο τιμών, σε συγκεκριμένο χρονικό σημείο, υποδηλώνουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές (** 

p<0,001 και * p<0,05). 

 

Συγκεντρώσεις ωχρινοποιητικής ορμόνης 

Μετά από την έγχυση της γκρελίνης, καταγράφηκε σημαντική καταστολή της προ-

ωοθυλακιορρηκτικής έκκρισης της LH στα ζώα της ομάδας Ghr σε σύγκριση με τα 
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ζώα της ομάδας C [εκφρασμένο ως η υπό την καμπύλη περιοχή (AUC): 266±10,3 και 

331,9±7,3, για τις ομάδες Ghr και C, αντίστοιχα, p=0,007]. Τις χρονικές στιγμές που 

αντιστοιχούν σε 15, 30, 45, 60 και 90 λεπτά μετά από την έγχυση της γκρελίνης η 

συγκέντρωση της LH ήταν σημαντικά μειωμένη στην ομάδα Ghr (p<0,05) σε 

σύγκριση με την αντίστοιχη της ομάδας C (διάγραμμα 3). 

 

Διάγραμμα 3. 

Συγκεντρώσεις ωχρινοποιητικής ορμόνης (LH) στον ορό του αίματος, σε μοσχίδες, στις οποίες χορηγήθηκε βόεια 

ακυλιωμένη γκρελίνη (Ghr, n=4) και σε μοσχίδες μάρτυρες (C, n=4). Στις μοσχίδες της ομάδας Ghr, έγινε 

ενδοφλέβια έγχυση βόειας ακυλιωμένης γκρελίνης (1,5 μg kg
-1

 σωματικού βάρους) σε τέσσερις χρονικές 

στιγμές, ανά 15 λεπτά (σήμανση με βέλη). 

 

Οι συγκεντρώσεις της LH παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. Η σήμανση με 

αστερίσκο δύο τιμών, σε συγκεκριμένο χρονικό σημείο, υποδηλώνουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές (** 

p<0,001 και * p<0,05). 

 

Συγκεντρώσεις ωοθυλακιοτρόπου ορμόνης 

Η υπό την καμπύλη περιοχή (AUC) για την FSH ήταν σημαντικά μειωμένη στα ζώα 

της ομάδας Ghr σε σύγκριση με την αντίστοιχη στα ζώα μάρτυρες (102,3±2,0 και 

134,9±5,5, για τις ομάδες Ghr και C, αντίστοιχα, p<0,005). Επιπλέον, 60, 75, 90, 120 

και 150 λεπτά μετά από την έγχυση της γκρελίνης, η συγκέντρωση της FSH ήταν 
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σημαντικά χαμηλότερη στα ζώα της ομάδας Ghr (p<0,05) σε σύγκριση με την 

αντίστοιχη της ομάδας των μαρτύρων (διάγραμμα 4). 

 

Διάγραμμα 4. 

Συγκεντρώσεις ωοθυλακιοτρόπου ορμόνης (FSH) στον ορό του αίματος, σε μοσχίδες, στις οποίες χορηγήθηκε 

βόεια ακυλιωμένη γκρελίνη (Ghr, n=4) και σε μοσχίδες μάρτυρες (C, n=4). Στις μοσχίδες της ομάδας Ghr, έγινε 

ενδοφλέβια έγχυση βόειας ακυλιωμένης γκρελίνης (1,5 μg kg
-1

 σωματικού βάρους) σε τέσσερις χρονικές 

στιγμές, ανά 15 λεπτά (σήμανση με βέλη).  

 

Οι συγκεντρώσεις της FSH παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. Η σήμανση με 

αστερίσκο δύο τιμών, σε συγκεκριμένο χρονικό σημείο, υποδηλώνουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές (** 

p<0,001 και * p<0,05). 

 

Διάρκεια ωοθηκικού κύκλου και συγκεντρώσεις προγεστερόνης 

Τα ζώα της ομάδας Ghr εμφάνισαν συντομότερης (p=0,005) διάρκειας ωοθηκικό 

κύκλο (19,0±0,4 ημέρες) σε σύγκριση με τα ζώα μάρτυρες (21,7±0,5 ημέρες). Η 

συγκέντρωση της προγεστερόνης διέφερε σημαντικά ανάμεσα στις δύο ομάδες 

(p<0,05). Η AUC για τη συγκέντρωση της προγεστερόνης κατά τη διάρκεια του 

ωοθηκικού κύκλου, ο οποίος ακολούθησε τον πειραματισμό, ήταν 113,1±4,8 και 

141,1±4,8 για τις ομάδες Ghr και C, αντίστοιχα (p=0,007). Οι ημερήσιες 

συγκεντρώσεις της προγεστερόνης έως και την 14η ημέρα του ωοθηκικού κύκλου 

(εκτός από την τιμή της 12ης ημέρας του κύκλου) ήταν συνεχώς υψηλότερες (p<0,05) 
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στα ζώα της ομάδας των μαρτύρων σε σύγκριση με τις αντίστοιχες της ομάδας Ghr 

(διάγραμμα 5). Η μέγιστη συγκέντρωση προγεστερόνης όλων των ζώων ανιχνεύθηκε 

την 10η ημέρα του κύκλου και διέφερε σημαντικά (p=0,04) ανάμεσα στις δύο 

ομάδες (9,2±0,6 ng ml-1 και 10,5±0,81 ng ml-1 για τις ομάδες Ghr και C, αντίστοιχα). 

 

Διάγραμμα 5. 

Συγκεντρώσεις προγεστερόνης (Ρ4) στον ορό του αίματος, σε μοσχίδες, στις οποίες χορηγήθηκε βόεια 

ακυλιωμένη γκρελίνη (Ghr, n=4) και σε μοσχίδες μάρτυρες (C, n=4) κατά τη διάρκεια του ωοθηκικού κύκλου, ο 

οποίος ακολούθησε την ενδοφλέβια έγχυση βόειας ακυλιωμένης γκρελίνης (1,5 μg kg
-1

 σωματικού βάρους). 

 

Οι συγκεντρώσεις της προγεστερόνης παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. Η 

σήμανση με αστερίσκο δύο τιμών, σε συγκεκριμένο χρονικό σημείο, υποδηλώνουν στατιστικώς σημαντικές 

διαφορές (p<0,05). 

 

2.4. Συζήτηση 

Στο κεφάλαιο αυτό, παρουσιάζονται, για πρώτη φορά, οι επιδράσεις της έγχυσης 

της γκρελίνης στην έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών, καθώς και στην εκκριτική 

ικανότητα του ωχρού σωματίου του ωοθηκικού κύκλου, ο οποίος ακολούθησε την 

έγχυση της γκρελίνης σε μοσχίδες γαλακτοπαραγωγής. 

Στα ζώα της ομάδας Ghr, η συγκέντρωση της ολικής γκρελίνης αυξήθηκε πολύ 

σύντομα μετά την εξωγενή ενδοφλέβια έγχυση ομόλογης ακυλιωμένης γκρελίνης. Η 

χορηγούμενη δόση (1,5 μg kg-1 σωματικού βάρους) είχε προηγουμένως βρεθεί ότι 
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προκαλεί έντονη αύξηση της έκκρισης της GH στις αγελάδες (Itoh et al. 2005, 

ThidarMyint et al. 2006). Η αυξημένη συγκέντρωση γκρελίνης στο αίμα διήρκησε για 

τουλάχιστον μία ώρα μετά από την τελική έγχυση. Η περίοδος αυτή είναι 

υψηλότερη από ότι είχε αναφερθεί σε προηγούμενη έρευνα, στην οποία, 15 λεπτά 

μετά την έγχυση, είχε παρατηρηθεί επιστροφή των συγκεντρώσεων της γκρελίνης 

στα βασικά επίπεδα (ThidarMyint et al. 2006). Η διαφορά αυτή οφείλεται πιθανόν 

στην αυξημένη συχνότητα χορήγησης (τέσσερις χορηγήσεις συνολικά), καθώς και 

στη φύση της ακυλιωμένης γκρελίνης. Οι μετρήσεις που διενεργήθηκαν ήταν 

εξειδικευμένες στον προσδιορισμό της συγκέντρωσης της ολικής γκρελίνης και 

συνεπώς, οι διαφορές στις τιμές, πριν και μετά την έγχυση, αποδίδονται 

αποκλειστικώς στη μέτρηση της ακυλιωμένης μορφής της ορμόνης που εγχύθηκε. 

Σε μία πρόσφατη μελέτη των φαρμακοκινητικών παραμέτρων όλων των μορφών 

γκρελίνης (ακυλιωμένης, μη-ακυλιωμένης και συνδυασμού αυτών) σε ανθρώπους, 

βρέθηκε ότι ο μέσος χρόνος ημίσειας ζωής της ακυλιωμένης μορφής είναι περίπου 

9-11 λεπτά, ενώ εκείνος της μη-ακυλιωμένης είναι τουλάχιστον τρεις φορές 

μεγαλύτερος, αποδεικνύοντας τη σημαντική διαφορά στο ρυθμό μεταβολισμού 

ή/και απέκκρισης των δύο μορφών (Tong et al. 2013). Επιπλέον, έχει αποδειχθεί ότι 

η ακυλιωμένη γκρελίνη υπόκειται σε από-ακυλίωση από πολλά ένζυμα, ανάλογα με 

το είδος του οργανισμού π.χ. βουτυρυλοχολινεστεράση, ακετυλ-υδρολάση του 

παράγοντα ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων και άλλες εστεράσες στους 

ανθρώπους ή καρβοξυλεστεράσες στα ποντίκια (De Vriese et al. 2004, 2007). 

Λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω, αποφασίστηκε η έγχυση τεσσάρων συνολικά 

δόσεων γκρελίνης, ώστε να επιτραπεί η παρατεταμένη έκθεση της υπόφυσης σε 

αυξημένες συγκεντρώσεις γκρελίνης του αίματος. Ωστόσο παραμένει ασαφές, αν οι 

επιδράσεις της έγχυσης γκρελίνης που παρουσιάζονται στην παρούσα εργασία, 

προκλήθηκαν από την ακυλιωμένη μορφή της ορμόνης ή αν αντανακλούν μία 

συνδυασμένη επίδραση της ακυλιωμένης και της προϋπάρχουσας από-

ακυλιωμένης μορφής. 

Η γκρελίνη διεγείρει την έκκριση GH είτε ύστερα από σύνδεσή της στον 

εξειδικευμένο υποδοχέα (GHS-R1A), ο οποίος συναντάται στα σωματοτρόπα 

κύτταρα της υπόφυσης (Kojima et al. 1999, Date et al. 2000a, Malagón et al. 2003), 
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είτε ύστερα από συνεργική δράση με την GHRH (Hataya et al. 2001, Osterstock et al. 

2010). Ωστόσο, στη διεθνή βιβλιογραφία, καταγράφονται διαφωνίες επί της 

αποτελεσματικότητας της γκρελίνης στην πρόκληση έκκρισης GH. Για παράδειγμα, ο 

Itoh και οι συνεργάτες του (2005) ανέφεραν αυξημένη έκκριση GH σε αγελάδες 

γαλακτοπαραγωγής, ως ανταπόκριση σε μία εφάπαξ μεγάλη δόση ενδοφλέβιας 

έγχυσης γκρελίνης (1 μg kg-1 σωματικού βάρους), με το βαθμό ανταπόκρισης να 

συσχετίζεται με την ηλικία και την κατάσταση της γαλακτοπαραγωγής των ζώων. Σε 

αίγες γαλακτοπαραγωγής, η ίδια δόση γκρελίνης είχε ουδέτερα αποτελέσματα και 

μόνον ο τριπλασιασμός της παραπάνω δόσης είχε εμφανή επίδραση στην έκκριση 

της GH (Hashizume et al. 2005). Οι Avram και συνεργάτες (2005), μετά από έρευνες 

σε ανθρώπους, απέτυχαν να αποδείξουν συσχέτιση ανάμεσα στη συγκέντρωση της 

γκρελίνης και στην έκκριση της GH, ενώ οι Muller και συνεργάτες (2002) έδειξαν ότι 

αλλαγές στις συγκεντρώσεις της γκρελίνης, κατά τη διάρκεια νηστείας, υγιών 

ανδρών φυσιολογικού βάρους, προκάλεσαν σημαντική αύξηση στις συγκεντρώσεις 

της GH στο αίμα. Μετά τη χορήγηση γκρελίνης (1 μg kg-1 σωματικού βάρους) σε 

υγιείς γυναίκες, οι συγκεντρώσεις της GH του αίματος ακολούθησαν ραγδαία 

αύξηση, φτάνοντας στις μέγιστες τιμές 30 λεπτά αργότερα (Messini et al. 2009). 

Επιπλέον, χορήγηση γκρελίνης (1 μg kg-1 σωματικού βάρους) σε υγιή άτομα 

προκαλεί ισχυρή έκκριση GH, πολύ μεγαλύτερη από εκείνη που προκαλείται από 

την GHRH (Arvat et al. 2000). Τα αντικρουόμενα αυτά αποτελέσματα που αφορούν, 

κυρίως, τις αντιδράσεις της GH στη χορήγηση της γκρελίνης, μπορούν να 

αποδοθούν σε πολλά αίτια, όπως οι διαφορετικές συνθήκες πειραματισμού, η 

φυσιολογική κατάσταση των ζώων ή των ανθρώπων που συμμετείχαν στους 

πειραματισμούς, καθώς και η προέλευση και η φύση της γκρελίνης που 

χρησιμοποιήθηκε. Σχετικά με το τελευταίο, έχει αποδειχθεί ότι τα μόρια της 

γκρελίνης ανθρώπων, τρωκτικών ή μηρυκαστικών περιέχουν διαφορετική κατανομή 

αμινοξέων στο καρβοξυτελικό άκρο (C-terminal) (Dickin et al. 2004). 

Τα αποτελέσματά μας, με βάση τη σύγκριση της AUC στις δύο ομάδες των ζώων, 

αποδεικνύουν ότι η έγχυση ομόλογης (βόειας) ακυλιωμένης γκρελίνης, σε δόση 1,5 

μg kg-1 σωματικού βάρους, είναι ικανή να προκαλέσει αύξηση της έκκρισης της GH. 

Τα αποτελέσματα αυτά είναι σε συμφωνία με προηγούμενα δημοσιευμένα 
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αποτελέσματα άλλων ερευνητών, σε ανθρώπους και ποντίκια (Arvat et al. 2000, 

Tolle et al. 2001, ThidarMyint et al. 2006). Η αυξητική ορμόνη έχει συσχετιστεί 

θετικά με τη γαλακτοπαραγωγή, το ρυθμό ανάπτυξης και τη σύνθεση του σφάγιου 

και επιπλέον μπορεί να θεωρηθεί ως σημαντικός δείκτης της αναπαραγωγής 

(Squires 2011). Συνεπώς, η τροποποίηση της έκκρισης της GH, μέσω του μονοπατιού 

της γκρελίνης, πιθανόν να αξιοποιηθεί ως μία εναλλακτική προσέγγιση για την 

αύξηση των αποδόσεων των ζώων, μετά από μελέτη και αξιολόγηση της μεθόδου 

και της συχνότητας παράθεσης τροφής ή/και της σύνθεσης του σιτηρεσίου. 

Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι η βόεια ακυλιωμένη γκρελίνη έχει την ικανότητα να 

μετριάζει την επαγόμενη από την GnRH προ-ωοθυλακιορρηκτική έκκριση της FSH 

και της LH στις αγελάδες. Σχετικά πρόσφατα, έρευνα του Εργαστηρίου έδειξε ότι η 

ανθρώπινη γκρελίνη καταστέλλει την έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών σε 

πρόβατα, στα οποία είχε προηγουμένως προκληθεί πολλαπλή ωοθυλακιορρηξία 

(Dovolou et al. 2013). Στον παραπάνω πειραματισμό είχε γίνει χορήγηση 

τετραπλάσιας δόσης (6 μg kg-1 σωματικού βάρους), από αυτή που χρησιμοποιήθηκε 

στην παρούσα έρευνα. Ο αριθμός των διαθέσιμων μελετών που αφορούν στην 

άμεση επίδραση της γκρελίνης στην έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών από την 

υπόφυση, υστερεί κατά πολύ εκείνων που σχετίζονται με τις επιδράσεις της 

γκρελίνης στον υποθάλαμο. Η icv χορήγηση γκρελίνης σε τρωκτικά ή σε πρόβατα, 

προκαλεί σημαντική μείωση της έκκρισης της LH (Furuta et al. 2001, Iqbal et al. 

2006, Harrison et al. 2008), υποδεικνύοντας ότι η γκρελίνη συγκαταλέγεται μεταξύ 

των δυνητικών ρυθμιστών της έκκρισης της GnRH (García et al. 2007). 

Ανοσοαντίδραση της γκρελίνης και του GHSR-1α έχει ανιχνευθεί στον πρόσθιο λοβό 

της υπόφυσης των μηρυκαστικών, με τον GHSR-1α να εμφανίζει κυτταροπλα-

σματική και περιπυρηνική χρώση, σε κύτταρα της υπόφυσης που κατά πάσα 

πιθανότητα είναι γοναδοτρόπα (Miller et al. 2005). Ο ακριβής τρόπος δράσης της 

γκρελίνης στους νευρώνες του υποθαλάμου, αν και δεν έχει ακόμη πλήρως 

αποσαφηνιστεί, πιθανολογείται ότι πραγματοποιείται είτε απευθείας, είτε με 

συνεργική δράση του νευροπεπτιδίου Υ και της κισπεπτίνης, ώστε μέσω της CRH να 

συμμετέχουν στη ρύθμιση της έκκρισης της GnRH (Vulliémoz et al. 2008, Forbes et 

al. 2009). 
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Η έκφραση του mRNA των Kiss1 και Kiss1r έχει αποδειχθεί στην υπόφυση πολλών 

ειδών, συμπεριλαμβανομένων και των βοοειδών (Amstalden et al. 2014). Επιπλέον, 

η ταυτόχρονη χορήγηση γκρελίνης και κισπεπτίνης, ενός πεπτιδίου που προάγει την 

έκκριση της LH, άμβλυνε την προκαλούμενη από την GnRH, έκκριση της LH 

(Bellingham et al. 2009). Στον παρόντα πειραματισμό, η έκκριση των LH και FSH που 

προκλήθηκε από την GnRH, βρέθηκε ότι ήταν μειωμένη στα ζώα, στα οποία έγινε 

έγχυση γκρελίνης. Ωστόσο, η επίδραση της έγχυσης της γκρελίνης στην έκκριση της 

LH ήταν περισσότερο εμφανής και διαπιστώθηκε σε συντομότερο χρονικό διάστημα 

σε σύγκριση με αυτήν στην έκκριση της FSH. Πειράματα σε ποντίκια, τα οποία είχαν 

υποστεί ωοθηκεκτομή, έδειξαν ότι η γκρελίνη κατέστειλε την LH, χωρίς, όμως, να 

επιδράσει στην FSH (Fernández-Fernández et al. 2004). Επιπλέον, υπάρχουν 

αναφορές για την άμεση, αν και διαφοροποιημένη, επίδραση της γκρελίνης στα 

κύτταρα της υπόφυσης. Σε πειραματισμό με in vitro καλλιέργεια υποφυσιακών 

κυττάρων βρέθηκε ότι, καθ’ όλη τη διάρκεια του ωοθηκικού κύκλου, η γκρελίνη 

καταστέλλει την έκκριση της LH, αλλά το ίδιο αποτέλεσμα προκαλείται στην έκκριση 

της FSH μόνο από κύτταρα, τα οποία συλλέχθηκαν κατά τη διάρκεια του οίστρου 

(Fernández-Fernández et al. 2005b). Στον άνθρωπο, η έκκριση των γοναδοτρόπων 

ορμονών που προκαλείται από την GnRH, δεν επηρεάζεται από την έκθεση σε 

σταθερή έγχυση ακυλιωμένης γκρελίνης. Ωστόσο, η γκρελίνη φάνηκε να αναστέλλει 

την έκκριση της LH, ως αντίδραση στη ναλοξόνη, πιθανότατα, μέσω κεντρικής 

δράσης σε επίπεδο υποθαλάμου (Lanfranco et al. 2008). Σε αντίθεση, σειρά 

ενδοφλέβιων εγχύσεων μείωσε σημαντικά την έκκριση της LH (Kluge et al. 2012), 

επίδραση που δεν διαπιστώθηκε μετά από εφάπαξ χορήγηση μεγάλης δόσης της 

ορμόνης (Messini et al. 2009). Αυτές οι διαφορές μπορεί να σχετίζονται με διαφορές 

ανάμεσα στα είδη ή/και στον τρόπο χορήγησης. Οι γοναδοτρόπες ορμόνες 

συντίθενται στα κύτταρα της υπόφυσης (Currie and McNeilly 1995, Crawford and 

McNeilly 2002), αλλά ο τρόπος έκκρισης είναι αρκετά διαφορετικός, καθώς η 

έκκριση της LH ρυθμίζεται, σχεδόν αποκλειστικά, από τις επεισοδιακές εκκρίσεις της 

GnRH, ενώ η έκκριση της FSH απαιτεί συντονισμένη δράση των στεροειδών των 

γονάδων και των μικρών πεπτιδίων -ανασταλτίνη, ακτιβίνη, φολλιστατίνη- των 

ωοθυλακίων (Vale et al. 1987, Padmanabhan and McNeilly 2001). Επιπλέον, οι δύο 

γοναδοτρόπες ορμόνες έχουν διαφορετικό χρόνο ημίσειας ζωής, διαφορετικό τρόπο 
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ρύθμισης από τα στεροειδή ή την ανασταλτίνη και επιπλέον διαφορετική 

ευαισθησία στην GnRH. Στις διαφορές αυτές αναφορικά με τις ιδιότητες και τους 

μηχανισμούς έκκρισης των δυο γοναδοτρόπων ορμονών, θα μπορούσε να αποδοθεί 

η παραλλακτικότητα που ανιχνεύθηκε στην έκκριση της LH και της FSH, ως 

ανταπόκριση στην έγχυση της γκρελίνης. 

Στον ωοθηκικό κύκλο που ακολούθησε την έγχυση της γκρελίνης, στα ζώα της 

ομάδας Ghr, οι συγκεντρώσεις της προγεστερόνης ήταν μικρότερες και η διάρκεια 

του ωοθηκικού κύκλου ήταν βραχύτερη σε σύγκριση με τα ζώα μάρτυρες. Τα 

αποτελέσματα αυτά οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η γκρελίνη επηρέασε τη 

διαδικασία ωχρινοποίησης των κυττάρων του ωοθυλακίου ή/και τη στεροειδο-

γενετική ικανότητα των ωχρινικών κυττάρων. Η έκφραση πλήρους λειτουργικότητας 

του υποδοχέα της γκρελίνης έχει αποδειχθεί στα ωοθυλακικά και ωχρινικά κύτταρα 

πολλών ειδών (Rak-Mardyla 2013). Πειραματισμοί σε ωοθήκες προβάτων απέδειξαν 

ότι η γκρελίνη εκφράζεται στα κύτταρα του κοκκώδους υμένα των ωοθυλακίων 

όλων των σταδίων ανάπτυξης (αρχέγονων, πρωτογενών και δευτερογενών, με ή 

χωρίς την παρουσία άντρου) (Miller et al. 2005), καθώς, επίσης, και στα ωχρινικά 

κύτταρα (Furuta et al. 2001). Προσθήκη ανθρώπινης ακυλιωμένης γκρελίνης (10-11 

με 10-7 mol l-1) σε καλλιέργεια κοκκωδών κυττάρων που προέρχονται από γυναίκες 

με προβλήματα γονιμότητας, προκαλεί σημαντική μείωση της παραγωγής της 

προγεστερόνης και των οιστρογόνων (Viani et al. 2008). Παρόμοια αποτελέσματα 

προέκυψαν και από πειραματισμούς σε κοκκώδη κύτταρα κουνελιών, ύστερα από 

προσθήκη γκρελίνης (Sirotkin et al. 2009), ενώ, in vivo πειραματισμοί σε ποντίκια 

έδειξαν ότι η icv χορήγηση της γκρελίνης στη δόση των 3 nmol, μειώνει τη 

συγκέντρωση οιστρογόνων και προγεστερόνης του αίματος, καθ’ όλη τη διάρκεια 

του ωοθηκικού κύκλου (Fang et al. 2012). 

Από όσο είμαστε σε θέση να γνωρίζουμε, δεν υπάρχουν δεδομένα που να 

αποδεικνύουν άμεσα τη δράση της γκρελίνης στη διαδικασία της ωχρινοποίησης και 

της εκκριτικής ικανότητας του ωχρού σωματίου των βοοειδών. Προσπαθώντας να 

ερμηνεύσουμε τα αποτελέσματά μας, αναφορικά με την περιορισμένη εκκριτική 

ικανότητα του ωχρού σωματίου και την περιορισμένη διάρκεια του ωοθηκικού 

κύκλου που καταγράφηκε στα ζώα, στα οποία εγχύθηκε γκρελίνη, πιθανολογούμε 
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ότι η άμβλυνση της προ-ωοθυλακιορρηκτικής έκκρισης της LH, οδήγησε σε 

περιορισμένη ωχρινοποίηση των ρηχθέντων ωοθυλακίων. Το παραπάνω γεγονός 

εκδηλώθηκε με μειωμένη παραγωγή προγεστερόνης στον επόμενο ωοθηκικό κύκλο, 

καθώς και με περιορισμένη διάρκεια ζωής του ωχρού σωματίου, το οποίο σε κάθε 

περίπτωση απέκτησε τα χαρακτηριστικά του ανεπαρκούς. 

Τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας υποδεικνύουν την ανάγκη διενέργειας 

περεταίρω πειραματισμών, με στόχο να διερευνηθούν σε βάθος οι μηχανισμοί 

δράσης ενός εξόχου μεταβολικού παράγοντα, όπως η γκρελίνη, στη διαδικασία της 

ωοθυλακιορρηξίας και της ωχρινοποίησης των αγελάδων γαλακτοπαραγωγής. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ III 

 

Η επίδραση της κυοφορίας και της βραχείας διάρκειας νηστείας στη συγκέντρωση 

της ολικής γκρελίνης και των μεταβολικών παραμέτρων σε αγελάδες 

γαλακτοπαραγωγής 

 

 

3.1. Εισαγωγή 

Κατά τα πρώιμα στάδια της γαλακτοπαραγωγής, οι αγελάδες εκδηλώνουν ραγδαία 

αύξηση της παραγωγής γάλακτος, κινητοποίηση των αποθηκών λίπους του 

σώματος, δραματικές αλλαγές στην έκκριση στεροειδών από τις ωοθήκες στην 

κυκλοφορία του αίματος, αυξημένη έκκριση της αυξητικής ορμόνης και μείωση του 

IGF-I και της λεπτίνης (Schams et al. 1991, Block et al. 2001, Liefers et al. 2003). Στις 

σύγχρονες και υψηλής παραγωγικότητας εκτροφές γαλακτοπαραγωγών αγελάδων, 

η εγκατάσταση της κυοφορίας στα πρώιμα στάδια της γαλακτοπαραγωγής, 

αποτελεί προτεραιότητα υψίστης οικονομικής σημασίας. Ταυτόχρονα με τη 

γαλακτοπαραγωγή, η κάλυψη των ενεργειακών αναγκών της κυοφορίας απαιτεί 

αυξημένη πρόσληψη ενέργειας από τη μητέρα, ώστε να υποστηριχθεί η ανάπτυξη 

του εμβρύου. Σήμερα, είναι ευρέως αποδεκτό ότι τα μεταβολικά σήματα, όπως η 

λεπτίνη, ο IGF-I και το NPY, μεταφέρουν πληροφορίες για την ενεργειακή 

ομοιοστασία και τη διαθεσιμότητα των ενεργειακών αποθεμάτων του σώματος σε 

κεντρικό και σε περιφερικό επίπεδο, μέσω των οποίων ρυθμίζονται οι λειτουργίες 

της αναπαραγωγής (Wathes et al. 2012, Butler 2014). 

Όπως αναφέρθηκε στα προηγούμενα κεφάλαια, από μελέτες σε διάφορα είδη, 

αποδείχθηκε ότι η γκρελίνη διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στη γονιμότητα. Έχει 

αποδειχθεί ότι συμβάλλει στη ρύθμιση της έναρξης της ήβης (Tena-Sempere 2007), 

στην έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών (Lanfranco et al. 2008, Kluge et al. 2012, 

Το κεφάλαιο αυτό δημοσιεύθηκε ως πλήρες άρθρο στο περιοδικό: Theriogenology, 106(1): 141-148, 2018 
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Dovolou et al. 2013), στην ωρίμανση των ωαρίων και στην ανάπτυξη του εμβρύου 

(Dovolou et al. 2014a, b). Έχει, επίσης, αποδειχθεί ότι η γκρελίνη εκφράζεται στον 

πλακούντα ανθρώπων, προβάτων και ποντικιών (Gualillo et al. 2001, Nakahara et al. 

2006, Harrison et al. 2007). Παρά τη συσσωρευμένη γνώση γύρω από τις 

λειτουργικές ιδιότητες της συγκεκριμένης ορμόνης, πολύ λίγα είναι γνωστά σχετικά 

με τον τρόπο έκκρισης της γκρελίνης κατά τη διάρκεια της κυοφορίας. Στον χοίρο, οι 

συγκεντρώσεις της γκρελίνης στο πλάσμα του αίματος κορυφώνονται την 30η ημέρα 

της κυοφορίας και στη συνέχεια μειώνονται έως και το τελικό στάδιο της 

γαλακτοπαραγωγής (Govoni et al. 2007). Στον άνθρωπο, οι μέγιστες συγκεντρώσεις 

της γκρελίνης παρατηρούνται κατά την 18η εβδομάδα της κυοφορίας, ενώ οι 

ελάχιστες κατά το τελευταίο τρίμηνο (Fuglsang et al. 2005). Σε μελέτες που 

διεξήχθησαν σε ποντίκια, βρέθηκε ότι οι συγκεντρώσεις της γκρελίνης τη 10η και 15η 

ημέρα της κυοφορίας είναι χαμηλότερες σε σύγκριση με τις συγκεντρώσεις σε μη-

έγκυα, ωστόσο την 20η ημέρα οι συγκεντρώσεις της ορμόνης ανεβαίνουν σε τιμές 

αντίστοιχες με αυτές των μη-έγκυων. Επιπλέον, ποντίκια που βρίσκονται στη φάση 

της γαλακτοπαραγωγής, εμφανίζουν χαμηλότερες συγκεντρώσεις γκρελίνης από 

άλλα, τα οποία είναι σε διαφορετική φάση, συμπεραίνοντας ότι σε διάφορα είδη 

ζώων το ερέθισμα του θηλασμού και όχι η προλακτίνη ή η ωκυτοκίνη αποτελεί τον 

πιθανότερο παράγοντα ελέγχου της έκκρισης της γκρελίνης κατά τη διάρκεια της 

γαλακτοπαραγωγής (Shibata et al. 2004). Από όσο είμαστε σε θέση να γνωρίζουμε, 

ο τρόπος έκκρισης της γκρελίνης σε αγελάδες γαλακτοπαραγωγής ή/και σε μοσχίδες 

δεν έχει αποτελέσει ακόμη αντικείμενο επιστημονικής έρευνας. Συνεπώς, στόχος 

της παρούσας μελέτης ήταν η ποσοτικοποίηση των συγκεντρώσεων της γκρελίνης, 

κατά τη διάρκεια της κυοφορίας, αγελάδων γαλακτοπαραγωγής και μοσχίδων και η 

εξέταση τυχόν διαφορών στη διέγερση της έκκρισης της γκρελίνης, λόγω της 

νηστείας, ανάμεσα σε έγκυες και μη έγκυες αγελάδες. 

 

3.2. Υλικά και μέθοδοι 

Οι πειραματισμοί του παρόντος κεφαλαίου διεξήχθησαν σε εκτροφή αγελάδων 

γαλακτοπαραγωγής της κεντρικής Ελλάδας, ζωικού δυναμικού 250 αγελάδων φυλής 
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Holstein, με μέση ατομική παραγωγή 9.113 kg γάλακτος, ανά γαλακτική περίοδο. Τα 

ζώα εκτρέφονταν σε υπόστεγα ελεύθερου σταυλισμού, με ατομικές θέσεις 

ανάπαυσης και είχαν κατά βούληση παράθεση νερού. Τα ζώα ταΐζονταν με μίγμα 

ολικού σιτηρεσίου (TMR), αποτελούμενο από ενσίρωμα αραβόσιτου, άχυρο 

σιταριού και μίγμα συμπυκνωμένων τροφών, στις οποίες περιέχονταν καρπός 

αραβόσιτου, σόγια, πλακούντας ηλιόσπορου, πίτυρα σιταριού, καθώς και πρόμιγμα 

βιταμινών και ιχνοστοιχείων. Η σύνθεση του σιτηρεσίου, έγινε με βάση τα 

δεδομένα του NRC, ώστε να καλύπτονται οι ανάγκες των ζώων, με βάση την ηλικία 

και το ύψος της γαλακτοπαραγωγής τους. 

 

Πειραματισμός 1: Ποσοτικοποίηση των συγκεντρώσεων της γκρελίνης καθ’ όλη τη 

διάρκεια της κυοφορίας 

Χρησιμοποιήθηκαν 5 μοσχίδες φυλής Holstein ηλικίας 15,3±0,3 μηνών (μέσος όρος 

± τυπικό σφάλμα του μέσου όρου), με δείκτη θρεπτικής κατάστασης 3,8±0,06, και 5 

αγελάδες της ίδιας φυλής, ηλικίας 42,1±1,6 μηνών, με δείκτη θρεπτικής κατάστασης 

3,4±0,07 που διένυαν τη δεύτερη γαλακτική περίοδο. Τις ημέρες 48 έως 50 μετά τον 

τοκετό, το γεννητικό σύστημα των αγελάδων εξεταζόταν με τη βοήθεια 

υπερηχογραφίας (Medison SV-2000, Seoul, Korea, κεφαλή linear, 7,5 MHz), ώστε να 

επιβεβαιωθεί η πλήρης και φυσιολογική παλινδρόμηση της μήτρας, καθώς και η 

επαναδραστηριοποίηση των ωοθηκών. Ο έλεγχος περιλάμβανε την επιβεβαίωση 

της απουσίας παθολογικού περιεχομένου στη μήτρα, τη συμμετρία των κεράτων, 

και τον εντοπισμό αυτής στο εσωτερικό της πυελικής κοιλότητας. Στις ωοθήκες ο 

έλεγχος περιλάμβανε την εκτίμηση του μεγέθους των ωοθυλακίων και του 

προτύπου ανάπτυξης αυτών (αριθμός και μέγεθος), καθώς και το σχήμα και το 

μέγεθος των ωχρών σωματίων. Σε απουσία παθολογικών ευρημάτων η διενέργεια 

της πρώτης Τ.Σ. γινόταν το χρονικό διάστημα μεταξύ 62ης και 65ης ημέρας μετά τον 

τοκετό. Οι ωοθηκικοί κύκλοι των ζώων που εντάχθηκαν στις δύο ομάδες του 

πειράματος, συγχρονίστηκαν με τη χρήση ενδοκολπικών συσκευών ελεγχόμενης 

απελευθέρωσης προγεστερόνης (PRID), οι οποίες παρέμειναν στον κόλπο για 7 

ημέρες. Την ημέρα πριν την εξαγωγή των PRID, έγινε χορήγηση ωχρινολυτικής 

δόσης προσταγλανδίνης F2α (Estrumate). Η ανίχνευση του οίστρου διενεργήθηκε με 
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οπτική παρατήρηση, τρεις φορές την ημέρα και ακολούθησε Τ.Σ. με καταψυγμένο 

σπέρμα του ίδιου ταύρου και εκσπερμάτισης (ημέρα 0). Την ημέρα 29, έγινε 

διάγνωση κυοφορίας, ύστερα από ανίχνευση της γλυκοπρωτεΐνης που σχετίζεται με 

την κυοφορία (DG29, Conception, Quebec, Canada), με τη μέθοδο ELISA και η 

κατάσταση κυοφορίας επιβεβαιώθηκε με ψηλάφηση από το απευθυσμένο την 45η 

ημέρα. Η σύλληψη σε όλες τις αγελάδες πραγματοποιήθηκε με την πρώτη ή τη 

δεύτερη Τ.Σ. (μέσος όρος ημερών σε γαλακτοπαραγωγή 72,2±6,8), ενώ στις 

μοσχίδες με την πρώτη. Όλες οι κυοφορίες εξελίχθηκαν χωρίς επιπλοκές και από 

κάθε ομάδα ζώων γεννήθηκαν τρεις αρσενικοί και δύο θηλυκοί μόσχοι. 

Την ημέρα αφαίρεσης των PRID (P.r), καθώς και την πρώτη εβδομάδα μετά την 

ολοκλήρωση κάθε μήνα της κυοφορίας, συλλέγονταν δείγματα αίματος (10 ml) από 

την κοκκυγική φλέβα, σε φιαλίδια που περιείχαν αντιπηκτικό (EDTA) (συνολικά 10 

δείγματα αίματος από κάθε ζώο). Τα δείγματα τοποθετούνταν απευθείας σε 

θρυμματισμένο πάγο, ο διαχωρισμός του πλάσματος γινόταν με φυγοκέντρηση 

(όπως και στον προηγούμενο πειραματισμό) και στη συνέχεια συντηρούνταν στους 

-20 oC, μέχρι τη στιγμή προσδιορισμού της συγκέντρωσης της ολικής γκρελίνης. 

 

Πειραματισμός 2: Επίδραση της μικρής διάρκειας νηστείας στην έκκριση της 

γκρελίνης σε έγκυες και μη-έγκυες μοσχίδες 

Οκτώ μοσχίδες ηλικίας 19,2±1,2 μηνών, με παρόμοιο δείκτη θρεπτικής κατάστασης 

(3,25±0,6), χωρίστηκαν σε δύο ισάριθμες ομάδες. Η ομάδα Α αποτελούνταν από 

έγκυες μοσχίδες (μέσο στάδιο κυοφορίας 69,5±4,8 ημέρες), ενώ οι μοσχίδες της 

ομάδας Β δεν ήταν έγκυες. Είκοσι ημέρες πριν από τον προγραμματισμένο 

πειραματισμό, όλα τα ζώα προσαρμόστηκαν σε πρόγραμμα ταΐσματος που 

περιλάμβανε την παράθεση τροφής δύο φορές την ημέρα (6 π.μ. και 6 μ.μ.). Ο 

συγχρονισμός των ωοθηκικών κύκλων στα μη-έγκυα ζώα, καθώς και η διαδικασία 

ανίχνευσης του οίστρου, έγιναν με τον τρόπο που περιγράφεται στον πρώτο 

πειραματισμό. Το πρωί της ημέρας του πειράματος (ημέρα 8 ή 9 του κύκλου) τα ζώα 

ταΐστηκαν κανονικά, τα υπολείμματα τροφής απομακρύνθηκαν δύο ώρες αργότερα 

και τα ζώα έμειναν δίχως τροφή έως και τις 8 π.μ. της επόμενης ημέρας. Κατά τη 
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χρονική στιγμή της απομάκρυνσης των υπολειμμάτων (χρονική στιγμή 0), όπως και 

4, 8, 12, 16 και 24 ώρες αργότερα, συλλέχθηκαν δείγματα αίματος (7 ml) σε 

φιαλίδια, χωρίς την παρουσία αντιπηκτικής ουσίας. Τέσσερα επιπλέον δείγματα 

αίματος συλλέχθηκαν τις χρονικές στιγμές 0, 8, 16 και 24, σε φιαλίδια με 

αντιπηκτικό, για τον προσδιορισμό της ολικής γκρελίνης. Ο ορός και το πλάσμα του 

αίματος διαχωρίστηκαν και αποθηκεύτηκαν στους -20 oC έως τον προσδιορισμού 

της συγκέντρωσης των NEFA, της κορτιζόλης, της ινσουλίνης και της ολικής 

γκρελίνης. Σε κάθε χρονική στιγμή, στα δείγματα αίματος, έγινε προσδιορισμός της 

συγκέντρωσης του ΒΗΒΑ και της γλυκόζης με τη βοήθεια αντίστοιχων ειδικών 

ταινιών μίας χρήσης (FreeStyle Precision Xceed, Abbott, U.S.A.). 

 

Εργαστηριακές αναλύσεις 

Οι τιμές κάθε παραμέτρου που εκτιμήθηκε αποτελούν το μέσο όρο ζεύγους του 

ίδιου δείγματος. Αν η διαφορά, στο ζεύγος, ήταν μεγαλύτερη του 5%, τα 

συγκεκριμένα δείγματα επανεξετάζονταν. 

Οι συγκεντρώσεις της ολικής γκρελίνης στα δείγματα του πλάσματος του αίματος 

προσδιορίστηκαν χρησιμοποιώντας ειδικό εμπορικό διαγνωστικό τεστ, με τη 

μέθοδο της RIA, όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο II. 

Οι συγκεντρώσεις της ινσουλίνης στα δείγματα του ορού του αίματος 

προσδιορίστηκαν χρησιμοποιώντας ένα διαγνωστικό τεστ, με τη μέθοδο ELISA 

(Bovine insulin, Mercodia AB Uppsala, Sweden), σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Η οπτική πυκνότητα μετρήθηκε στα 450 nm, με τη χρήση 

φασματοφωτομέτρου (MRC Scientific Instruments, Israel). Ο συντελεστής 

διακύμανσης μεταξύ των διαφορετικών δοκιμών ήταν 2,3-5,3% και της ίδιας 

δοκιμής ήταν 6,7-7% για δείγματα χαμηλής και υψηλής συγκέντρωσης, αντίστοιχα. 

Οι συγκεντρώσεις της κορτιζόλης στα δείγματα του ορού του αίματος 

προσδιορίστηκαν με τη βοήθεια στερεής φάσης, ανοσοαντίδρασης ενζύμου 

ανταγωνιστικής χημειοφωταύγειας, με τη χρήση ειδικού διαγνωστικού τεστ 

(Cortisol, Siemens Healthcare Diagnostics Ltd, U.K.), σε αυτόματο αναλυτή 

ανοσοαντιδράσεων (IMMULITE 1000, Siemens Healthcare Diagnostics, Germany). 
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Οι συγκεντρώσεις των NEFA στα δείγματα του ορού του αίματος προσδιορίστηκαν 

με τη βοήθεια ειδικού διαγνωστικού τεστ (NEFA FS, DiaSys Diagnostics Systems 

GmbH, Holzheim, Germany), ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή, με τη 

χρήση ενός αυτόματου βιοχημικού αναλυτή ADVIA 1200 (Siemens Healthcare 

Diagnostics Inc., Tarrytown, U.S.A.). 

 

Στατιστική ανάλυση 

Οι τιμές των ορμονών ακολουθούσαν κανονική κατανομή (Kolmogoron-Smirnov 

test). Επανειλημμένες μετρήσεις ANOVA (διπλής κατεύθυνσης) χρησιμοποιήθηκαν 

για τον εντοπισμό πιθανών επιδράσεων του χρόνου [μήνας (πειραματισμός 1) ή 

ώρα (πειραματισμός 2)], των ομάδων [μοσχίδες ή αγελάδες (πειραματισμός 1), 

έγκυες ή μη-έγκυες μοσχίδες (πειραματισμός 2)] και του συνδυασμού του χρόνου 

και της ομάδας, σε όλες τις παραμέτρους που λήφθηκαν υπόψη. Επανειλημμένες 

μετρήσεις ANOVA (μονής κατεύθυνσης), ακολουθούμενες από Bonferroni test, 

χρησιμοποιήθηκαν για συγκρίσεις μέσα στην ίδια ομάδα. Σε κάθε περίπτωση τιμές 

p<0,05 θεωρήθηκαν στατιστικώς σημαντικές. Το λογισμικό στατιστικής ανάλυσης 

που χρησιμοποιήθηκε ήταν το IBM SPSS Statistics 23. 

 

3.3. Αποτελέσματα 

Πειραματισμός 1 

Δεν διαπιστώθηκε καμία σημαντική διαφορά στην τάση των συγκεντρώσεων της 

γκρελίνης, μεταξύ μοσχίδων και αγελάδων (p<0,05). Ωστόσο κατά τη διάρκεια της 

κυοφορίας το πρότυπο της ολικής γκρελίνης ήταν διαφορετικό μεταξύ αγελάδων 

και μοσχίδων (p<0,01). Στις αγελάδες η συγκέντρωση της γκρελίνης αυξήθηκε κατά 

τον 7ο (p<0,05), 8ο (p<0,005) και 9ο (p<0,05) μήνα της κυοφορίας σε σύγκριση με τις 

συγκεντρώσεις πριν από τη σύλληψη, κατά 53,2%, 58,7% και 53,2%, αντίστοιχα. Στις 

μοσχίδες, οι συγκεντρώσεις της γκρελίνης κατά τον 3ο μήνα της κυοφορίας είχαν την 

τάση να είναι υψηλότερες από τις αντίστοιχες πριν από τη σύλληψη (874.5±114.8 

pg ml-1 και 628.0±81.9 pg ml-1, αντίστοιχα, p=0,08). Δεν διαπιστώθηκε καμία άλλη 
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σημαντική διαφορά στις συγκεντρώσεις της ολικής γκρελίνης, κατά τη σύγκριση των 

τιμών πριν και μετά από τη σύλληψη (p>0,05). Τα δεδομένα των συγκεντρώσεων 

της γκρελίνης κατά την περίοδο της κυοφορίας των δύο ομάδων παρουσιάζονται 

στο διάγραμμα 6. 

 

Διάγραμμα 6. 

Συγκεντρώσεις ολικής γκρελίνης στο πλάσμα του αίματος, κατά τη διάρκεια της κυοφορίας, σε 5 μοσχίδες 

(επάνω) και 5 αγελάδες (κάτω). 

 

Οι συγκεντρώσεις της ολικής γκρελίνης παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. Σε 

κάθε σχεδιάγραμμα, οι αστερίσκοι υποδηλώνουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές ανάμεσα στο συγκεκριμένο 

χρονικό σημείο και στο χρονικό σημείο P.r.(συγκέντρωση πριν τη σύλληψη). Όπου * p<0,05 και όπου ** p<0,01. 
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Πειραματισμός 2 

Συγκεντρώσεις γκρελίνης 

Η νηστεία προκάλεσε αύξηση της έκκρισης γκρελίνης και στις δύο ομάδες (p<0,02). 

Στα έγκυα ζώα, μετά την 8η ώρα της νηστείας, η συγκέντρωση της γκρελίνης ήταν 

συνεχώς υψηλότερη (p<0,05) σε σύγκριση με εκείνη που μετρήθηκε κατά τη χρονική 

στιγμή απομάκρυνσης των υπολειμμάτων τροφής (χρονικό σημείο 0). Κατά την 8η, 

12η και 24η ώρα της νηστείας, η συγκέντρωση της γκρελίνης στις έγκυες μοσχίδες 

ήταν 24,8% (p<0,005), 31,9% (p=0,05) και 39,3% (p<0,05) υψηλότερη σε σύγκριση με 

την αντίστοιχη πριν από τη νηστεία. Στα μη-έγκυα ζώα, μία σημαντική αύξηση της 

τάξης του 14,1% σημειώθηκε την 8η ώρα της νηστείας σε σύγκριση με τη χρονική 

στιγμή 0 (p<0,05), ενώ δεν διαπιστώθηκε καμία σημαντική διαφορά από εκείνο το 

σημείο και έπειτα (p>0,05). 

Σε κανένα χρονικό σημείο δεν διαπιστώθηκαν σημαντικές διαφορές ανάμεσα στις 

δύο ομάδες (p>0,05). Τα δεδομένα των συγκεντρώσεων της γκρελίνης, ύστερα από 

24ωρη νηστεία εμφανίζονται στο διάγραμμα 7. 

 

Συγκεντρώσεις γλυκόζης 

Δεν διαπιστώθηκε σημαντική μεταβολή στις συγκεντρώσεις της γλυκόζης σε σχέση 

με τον χρόνο σε καμία από τις δύο ομάδες που μελετήθηκαν (p>0,05). Ωστόσο οι 

συγκεντρώσεις της γλυκόζης ήταν χαμηλότερες στα έγκυα ζώα σε σύγκριση με τα 

μη-έγκυα (p<0,002). Επιπλέον, δεν διαπιστώθηκαν σημαντικές διαφορές στις 

μετέπειτα συγκεντρώσεις της γλυκόζης σε σύγκριση με τις αντίστοιχες του χρονικού 

σημείου 0 τόσο στα έγκυα, όσο και στα μη-έγκυα ζώα (p>0,05). Τα δεδομένα των 

συγκεντρώσεων της γλυκόζης παρουσιάζονται στο διάγραμμα 8. 
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Διάγραμμα 7. 

Συγκεντρώσεις ολικής γκρελίνης στο πλάσμα του αίματος, σε έγκυες (ομάδα Α, επάνω) και μη-έγκυες (ομάδα Β, 

κάτω) μοσχίδες, κατά τη διάρκεια νηστείας 24 συνολικά ωρών. 

 

Οι συγκεντρώσεις της ολικής γκρελίνης παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. Σε 

κάθε σχεδιάγραμμα, οι αστερίσκοι υποδηλώνουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές ανάμεσα στο συγκεκριμένο 

χρονικό σημείο και στο χρονικό σημείο 0. Όπου * p<0,05 και όπου ** p<0,005.  
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Διάγραμμα 8. 

Συγκεντρώσεις γλυκόζης στο αίμα, σε έγκυες (ομάδα Α, επάνω) και μη-έγκυες (ομάδα Β, κάτω) μοσχίδες, κατά 

τη διάρκεια νηστείας 24 συνολικά ωρών. 

 

 

Οι συγκεντρώσεις της γλυκόζης παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. 

 

Συγκεντρώσεις ινσουλίνης 

Διαπιστώθηκε σημαντική μεταβολή στις συγκεντρώσεις της ινσουλίνης σε σχέση με 

τον χρόνο (p<0,05). Ωστόσο, δεν υπήρχε σημαντική διαφορά μεταξύ των δύο 

ομάδων (p>0,05). Στην ομάδα των έγκυων μοσχίδων, οι συγκεντρώσεις της 
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ινσουλίνης ήταν σημαντικά χαμηλότερες την 4η (p<0,05) και την 8η (p<0,05) ώρα 

από την απομάκρυνση της τροφής. Στην ομάδα των μη-έγκυων ζώων, οι 

συγκεντρώσεις της ινσουλίνης παρέμειναν σταθερές, κατά τη διάρκεια της 

περιόδου των δειγματοληψιών, κυμαινόμενες από 1,6 μIU ml−1 έως και 1,9 μIU ml−1. 

Τα δεδομένα των συγκεντρώσεων της ινσουλίνης εμφανίζονται στο διάγραμμα 9. 

 

Συγκεντρώσεις κορτιζόλης 

Διαπιστώθηκε σημαντική μεταβολή στις συγκεντρώσεις της κορτιζόλης σε σχέση με 

τον χρόνο και στις δύο ομάδες (p<0,01). Επιπλέον, αυτή η τάση εμφανίστηκε να 

είναι διαφορετική στην περίπτωση των έγκυων σε σύγκριση με τα μη-έγκυα ζώα 

(p<0,05). Στην περίπτωση της ομάδας των έγκυων ζώων, οι συγκεντρώσεις της 

κορτιζόλης ήταν σημαντικά υψηλότερες κατά την 4η (p<0,05), 8η (p<0,005), 12η 

(p<0,005) και 24η (p<0,05) ώρα σε σύγκριση με την προ-νηστείας τιμή (χρονική 

στιγμή 0). Στην ομάδα των μη-έγκυων ζώων, διαπιστώθηκε σημαντική αύξηση της 

συγκέντρωσης της κορτιζόλης κατά την 24η ώρα (p<0,05) της νηστείας. Με την 

πάροδο του χρόνου, διαπιστώθηκε αύξηση των συγκεντρώσεων της κορτιζόλης και 

στις δύο ομάδες, ωστόσο η αύξηση για τα έγκυα ζώα ξεκίνησε από την 4η ώρα της 

νηστείας, ενώ για τα μη-έγκυα από την 24η ώρα της νηστείας (διάγραμμα 10). 

 

Συγκεντρώσεις BHBA και NEFA 

Δεν διαπιστώθηκαν σημαντικές διαφορές στις συγκεντρώσεις του ΒΗΒΑ (p>0,05) 

ούτε μεταξύ των δύο ομάδων, ούτε μεταξύ των ζώων της ίδιας ομάδας, με τις τιμές 

να κυμαίνονται μεταξύ 0,38±0,03 mM και 0,45±0,06 mM. 

Δεν διαπιστώθηκαν σημαντικές διαφορές στις συγκεντρώσεις των NEFA μεταξύ των 

δύο ομάδων (p>0,05). Την 24η ώρα, οι συγκεντρώσεις των NEFA και στις δύο ομάδες 

ήταν υψηλότερες σε σύγκριση με τις αντίστοιχες του χρονικού σημείου 0 [από 

0,06±0,009 mM l-1 αυξήθηκε στα 0,27±0,07 mM l-1 (p<0,05) και από 0,05±0,01 mM l-1 

στα 0,24±0,06 mM l-1 (p<0,05), για τα έγκυα και τα μη-έγκυα ζώα, αντίστοιχα]. 
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Διάγραμμα 9. 

Συγκεντρώσεις ινσουλίνης στον ορό του αίματος, σε έγκυες (ομάδα Α, επάνω) και μη-έγκυες (ομάδα Β, κάτω) 

μοσχίδες, κατά τη διάρκεια νηστείας 24 συνολικά ωρών. 

 

 

Οι συγκεντρώσεις της ινσουλίνης παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. Σε κάθε 

σχεδιάγραμμα, οι αστερίσκοι υποδηλώνουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές ανάμεσα στο συγκεκριμένο 

χρονικό σημείο και στο χρονικό σημείο 0 (*p<0,05). 

 

 

 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

0 4 8 12 16 24

in
su

lin
 (

μ
IU

/m
l)

 

* * 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

0 4 8 12 16 24

in
su

lin
 (

μ
IU

/m
l)

 

time (hours) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/06/2024 16:49:14 EEST - 3.145.64.154



 Σελίδα 91 
 

 

 

Διάγραμμα 10. 

Συγκεντρώσεις κορτιζόλης στον ορό του αίματος, σε έγκυες (ομάδα Α, επάνω) και μη-έγκυες (ομάδα Β, κάτω) 

μοσχίδες, κατά τη διάρκεια νηστείας 24 συνολικά ωρών. 

 

 

Οι συγκεντρώσεις της κορτιζόλης παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. Σε κάθε 

σχεδιάγραμμα, οι αστερίσκοι υποδηλώνουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές ανάμεσα στο συγκεκριμένο 

χρονικό σημείο και στο χρονικό σημείο 0 (*p<0,05, **p<0,005). 
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3.4. Συζήτηση 

Από τους διενεργηθέντες πειραματισμούς του κεφαλαίου αυτού, προκύπτουν, για 

πρώτη φορά, αποδείξεις ότι η συγκέντρωση της ολικής γκρελίνης στις αγελάδες 

γαλακτοπαραγωγής αυξάνεται κατά τους τελευταίους τρεις μήνες της κυοφορίας, 

ενώ κάτι αντίστοιχο δεν παρατηρείται στις μοσχίδες της ίδιας φυλής. Αυτές οι 

διαφορές δεν μπορούν να αποδοθούν στη διαφορετική ηλικία των ζώων, καθώς δεν 

διαπιστώθηκαν διαφορές μεταξύ των ομάδων. Και στις δύο ομάδες, η αρχική 

αύξηση των συγκεντρώσεων της ολικής γκρελίνης συνέπεσε με την περίοδο των 

αυξημένων απαιτήσεων σε ενέργεια και πρωτεΐνες από το αναπτυσσόμενο έμβρυο. 

Είναι γνωστό, από παλαιότερες μελέτες, ότι στον 4ο περίπου μήνα της κυοφορίας, ο 

ρυθμός αποθήκευσης αζώτου και ενέργειας στην κυοφορούσα μήτρα παρουσιάζει 

αύξηση έως και τέσσερις φορές σε σύγκριση με προηγούμενα στάδια. Η 

συγκεκριμένη αύξηση δεν συσχετίζεται ούτε με το φύλο του εμβρύου, ούτε με την 

κατάσταση της γαλακτοπαραγωγής και την πρόσληψη ξηράς ουσίας από τη μητέρα 

(Ferrell et al. 1976, Wood et al. 2013) και θα μπορούσε, εν μέρει, να εξηγήσει τις 

αυξημένες συγκεντρώσεις της γκρελίνης στις μοσχίδες. Επιπλέον, η μετάβαση από 

το στάδιο της κυοφορίας σε εκείνο της γαλακτοπαραγωγής, χαρακτηρίζεται από 

αυξημένη πρόσληψη ξηράς ουσίας και κινητοποίηση των αποθεμάτων λίπους, ώστε 

να υποστηριχθούν οι ενεργειακές απαιτήσεις της σύνθεσης του γάλακτος. Η 

γκρελίνη πιστεύεται ότι ελέγχει την πρόσληψη τροφής και τείνει να συσχετιστεί και 

με την κινητοποίηση λίπους, κατά τη γαλακτοπαραγωγή (Bradford and Allen 2008, 

Börner et al. 2013). Κατά τον πρώτο και δεύτερο μήνα της κυοφορίας, οι αγελάδες 

της παρούσας μελέτης βρίσκονταν στο μέγιστο επίπεδο της γαλακτοπαραγωγής 

τους. Μελέτες σε αγελάδες γαλακτοπαραγωγής (Itoh et al. 2005), χοίρους (Govoni 

et al. 2007) και ανθρώπους (Aydin et al. 2006), απέδειξαν ότι οι συγκεντρώσεις της 

γκρελίνης αυξάνονται κατά τη διάρκεια των πρώιμων σταδίων της γαλακτο-

παραγωγής και στη συνέχεια με την πρόοδο της γαλακτοπαραγωγής μειώνονται. 

Αυτή η πρώιμη αύξηση των συγκεντρώσεων της γκρελίνης, αντανακλά πιθανόν την 

ανεπαρκή πρόσληψη ενέργειας, ώστε να υποστηριχθεί η γαλακτοπαραγωγή, ή 

μπορεί να θεωρηθεί ως αποτέλεσμα της μείωσης του δείκτη θρεπτικής κατάστασης 

που συνήθως καταγράφεται στα αρχικά στάδια μετά τον τοκετό. Η ακόλουθη 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/06/2024 16:49:14 EEST - 3.145.64.154



 Σελίδα 93 
 

μείωση της συγκέντρωσης της ολικής γκρελίνης στο αίμα, πιθανόν να αποτελεί 

δείκτη προσαρμογής σε θετικό ισοζύγιο ενέργειας. Επισημαίνεται πάντως, ότι η 

πρώιμη αυτή αύξηση των συγκεντρώσεων της γκρελίνης μετά τον τοκετό, δεν 

ταυτοποιήθηκε στον συγκεκριμένο πειραματισμό, καθώς οι δειγματοληψίες 

ξεκίνησαν σε επόμενα στάδια της γαλακτοπαραγωγής (τρίτος μήνας της 

γαλακτοπαραγωγής). Κατά τον 4ο μήνα της κυοφορίας, η πλειονότητα των 

αγελάδων μεταβαίνει σε φάση προοδευτικά μειωμένης γαλακτοπαραγωγής και 

συνεπώς τα επίπεδα διατροφής τους προσαρμόζονται αναλόγως. Στην παρούσα 

μελέτη, 150 περίπου ημέρες από την έναρξη της γαλακτοπαραγωγής, το σιτηρέσιο 

των αγελάδων παρείχε με 1,1 Mj kg-1 λιγότερη ενέργεια έως και το στάδιο της ξηράς 

περιόδου. Στο στάδιο της ξηράς περιόδου, έλαβε χώρα επιπλέον πτώση της 

παρεχόμενης ενέργειας, ύψους 1,2 Mj kg-1. Η πιθανή ανεπαρκής πλήρωση της 

μεγάλης κοιλίας ή/και η απώλεια ενέργειας, είναι δυνατόν να αντανακλάται στις 

αυξημένες συγκεντρώσεις γκρελίνης. Οι αυξημένες συγκεντρώσεις γκρελίνης 

καταγράφονται αρχικά στο στάδιο πριν από την ξηρά περίοδο, και συνεχίζονται και 

κατά τη διάρκεια αυτής, όπου η θερμιδική αξία της διατροφής είναι σημαντικά 

μειωμένη. 

Οι διαφορές στον τρόπο έκκρισης της γκρελίνης, κατά τη διάρκεια του τελευταίου 

τριμήνου της κυοφορίας, ανάμεσα στις αγελάδες και στις μοσχίδες είναι δύσκολο 

να ερμηνευτούν. Επιπλέον είναι δύσκολο να ερμηνευτεί η μεγάλη παραλλα-

κτικότητα στις συγκεντρώσεις της ολικής γκρελίνης στις μοσχίδες. Το τελευταίο θα 

μπορούσε να αποδοθεί στους διαφορετικούς ρυθμούς ανάπτυξης και επομένως 

στις διαφορετικές απαιτήσεις σε θρεπτικά συστατικά μεταξύ των ζώων της ομάδας. 

Μελέτες σε ποντίκια (Shibata et al. 2004) έδειξαν σταθερά αυξημένες 

συγκεντρώσεις γκρελίνης κατά το τελικό στάδιο της κυοφορίας, γεγονός το οποίο 

διαπιστώθηκε και στις αγελάδες. Ωστόσο, μελέτες στον άνθρωπο έδειξαν αύξηση 

των συγκεντρώσεων της ολικής και της ακυλιωμένης γκρελίνης στα μέσα στάδια της 

κυοφορίας, οι οποίες στη συνέχεια μειώνονταν κατά τη διάρκεια του τρίτου 

τριμήνου (Makino et al. 2002, Fuglsang et al. 2005). Ανάλογο πρότυπο έκκρισης 

καταγράφηκε και στην περίπτωση των μοσχίδων, στην παρούσα μελέτη. Τα 

δεδομένα που αποκομίσθηκαν, αναφορικά με την έκκριση της ολικής γκρελίνης 
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κατά τη διάρκεια της κυοφορίας σε αγελάδες και μοσχίδες, έδειξαν ότι δεν είναι 

ξεκάθαρο αν οι διαφορές ανάμεσα στις δύο ομάδες αντανακλούν την εμπλοκή της 

γκρελίνης στη διατήρηση της ενεργειακής ομοιοστασίας, ή αν απλώς αποτελούν 

αντίδραση των αγελάδων στην πιθανά ελλειμματικά παρεχόμενη ενέργεια. 

Στον δεύτερο πειραματισμό χρησιμοποιήθηκε το μοντέλο της σύντομης διάρκειας 

νηστείας, ώστε να μελετηθεί η επίδραση που επιφέρει η στέρηση τροφής στη 

συγκέντρωση της ολικής γκρελίνης, σε έγκυες και μη-έγκυες μοσχίδες. Η συσχέτιση 

της γκρελίνης με την πρόσληψη ξηράς ουσίας σε αγελάδες έχει αποδειχθεί κατά την 

περίοδο της ανάπτυξης (Foote et al. 2014). Φαίνεται ότι στις μοσχίδες, η 

ακυλιωμένη και η ολική γκρελίνη έχουν ομοίως συσχετιστεί με την πρόσληψη ξηράς 

ουσίας. Το παραπάνω στηρίχθηκε στο γεγονός ότι οι δύο μορφές γκρελίνης 

εμφάνισαν παρόμοια συνεισφορά στην απόκλιση που ερμηνεύθηκε από ένα 

συγκεκριμένο μοντέλο αξιολόγησης της πρόσληψης ξηράς ουσίας σε διάφορα 

στάδια της ανάπτυξης (Foote et al. 2016). 

Η ιδέα της συγκεκριμένης μελέτης προέκυψε μετά από επανειλημμένη 

παρατήρηση, κατά τη διάρκεια διαγνώσεων κυοφορίας ρουτίνας σε εκτροφές. Στις 

μονάδες αυτές οι μοσχίδες εκτρέφονται σε ομάδες παρόμοιας ηλικίας και σε 

χώρους, οι οποίοι διαθέτουν παγίδες κεφαλής, ο αριθμός των οποίων, όμως, 

ανέρχεται περίπου στο 1/3 των συνολικά σταβλισμένων ζώων. Τέσσερις έως πέντε 

ώρες πριν από την προγραμματισμένη εξέταση η τροφή απομακρυνόταν και στη 

συνέχεια παρατίθετο νέα, ώστε να προσελκυσθούν τα ζώα στην περιοχή των 

παγίδων. Παρατηρείτο ότι, σχεδόν πάντα, τα έγκυα ζώα ήταν τα πρώτα τα οποία 

εξετάζονταν, γεγονός που μας οδήγησε στην υπόθεση ότι, στα έγκυα ζώα το 

αίσθημα της πείνας εμφανιζόταν πιο γρήγορα από ότι στα μη-έγκυα. Τα στοιχεία 

που παρατίθενται δεν υποστηρίζουν απόλυτα την παραπάνω κλινική παρατήρηση, 

καθώς και στις δύο ομάδες οι συγκεντρώσεις της ολικής γκρελίνης βρέθηκαν 

αυξημένες την 8η ώρα της νηστείας. Ωστόσο τα αποτελέσματα έδειξαν την 

ευαισθησία των έγκυων ζώων στη νηστεία, εφόσον οι συγκεντρώσεις της ολικής 

γκρελίνης παρέμειναν σε υψηλά επίπεδα καθ’ όλη τη διάρκεια των πειραματισμών. 
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Η κυοφορία είναι μία περίοδος που χαρακτηρίζεται από υπερβολική αύξηση του 

μεταβολισμού, κατά τη διάρκεια της οποίας το σωματικό βάρος της μητέρας 

αυξάνεται, με ταυτόχρονη συσσώρευση λίπους. Το παραπάνω γεγονός, 

επιτυγχάνεται, μέσω ελεγχόμενων προσαρμογών στις νευροενδοκρινείς μεταβολές 

και στις μεταβολές της ορμονικής κατάστασης, ώστε να διασφαλισθεί ο 

συντονισμένος έλεγχος του μεταβολισμού (Bauman and Currie 1980). Σε απόλυτη 

συμφωνία με τα ευρήματα του πρώτου πειραματισμού, δεν διαπιστώθηκε καμία 

μεταβολή στις συγκεντρώσεις της γκρελίνης ανάμεσα στις δύο ομάδες κατά την 

έναρξη (χρονική στιγμή 0) του πειράματος. Σε ώριμες, μη-έγκυες αγελάδες που 

υποβλήθηκαν σε νηστεία, οι συγκεντρώσεις της γκρελίνης αυξάνονται περίπου στον 

προγραμματισμένο χρόνο παράθεσης της τροφής (Miura et al. 2004). Έχει επαρκώς 

αποδειχθεί σε πολλά είδη ζώων ότι οι συγκεντρώσεις της γκρελίνης αυξάνονται, ως 

αντίδραση στη στέρηση τροφής. Στα ποντίκια, η αυξημένη έκκριση γκρελίνης θα 

μπορούσε να αποφευχθεί παρεμποδίζοντας τους αδρενεργικούς νευροδιαβιβαστές, 

οι οποίοι προέρχονται από νευρώνες του συμπαθητικού νευρικού συστήματος 

(Zhao et al. 2010). Μολονότι οι μηχανισμοί και οι αλληλεπιδράσεις, μέσω των 

οποίων γίνεται η ρύθμιση της έκκρισης της γκρελίνης, δεν έχουν ακόμη 

αποσαφηνιστεί, θεωρείται ότι το φύλο, το στάδιο ανάπτυξης, οι ορμόνες της 

αναπαραγωγής (όπως τα οιστρογόνα) και οι συγκεντρώσεις της γλυκόζης στο αίμα 

θα μπορούσαν να συμπεριληφθούν στους δυνητικούς ρυθμιστές της έκκρισης της 

γκρελίνης (Gottero et al. 2004, García et al. 2007). Επιπλέον, το mRNA της γκρελίνης 

εκφράζεται στον πλακούντα ανθρώπων και ποντικιών, με τα επίπεδα έκφρασης να 

ποικίλλουν, ανάλογα με το είδος και το στάδιο της κυοφορίας (Gualillo et al. 2001, 

Fuglsang et al. 2005). Καθημερινή χορήγηση γκρελίνης σε έγκυα ποντίκια μείωσε 

σημαντικά το μέγεθος του εμβρύου, χωρίς να επηρεάσει το ρυθμό κυοφορίας 

(Fernández-Fernández et al. 2005a). Λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω, θα 

μπορούσε να υποτεθεί ότι η γκρελίνη στα πρώιμα στάδια της κυοφορίας, πιθανόν 

να λειτουργεί ως ένα ισχυρό σήμα ενεργειακής ανεπάρκειας είτε προκαλώντας την 

ενεργοποίηση μηχανισμών καταστολής της ενεργειακής απώλειας, είτε ενισχύοντας 

την κατανάλωση τροφής. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/06/2024 16:49:14 EEST - 3.145.64.154



 Σελίδα 96 
 

Αρχικά η συγκέντρωση της γλυκόζης δεν διέφερε μεταξύ των ομάδων. Ωστόσο, καθ’ 

όλα τα χρονικά σημεία, μετά την απομάκρυνση της τροφής, η συγκέντρωση της 

γλυκόζης στα έγκυα ζώα ήταν χαμηλότερη σε σύγκριση με αυτή των μη-έγκυων. Στα 

μηρυκαστικά, η συγκέντρωση γλυκόζης ανέρχεται περίπου στο 50% της αντίστοιχης 

των μονογαστρικών (Fahey and Berger 1988) και η παράθεση τροφής δεν επηρεάζει 

δραματικά τη συγκέντρωσή της (Forbes 1995). Αυτό συμβαίνει, επειδή η γλυκόζη, 

σε καταστάσεις κορεσμού, προέρχεται από το μεταβολισμό του προπιονικού οξέος 

στο ήπαρ. Σε περίοδο νηστείας, καθώς το προπιονικό οξύ που θα χρησίμευε ως 

υπόστρωμα για τη γλυκονεογένεση μειώνεται, η λιγοστή πλέον γλυκόζη χρησιμο-

ποιείται για τη διατήρηση της ομοιοστασίας (Blum et al. 1981). 

Η γλυκόζη αποτελεί την κύρια πηγή ενέργειας του κυήματος. Η πρόσληψη και 

χρήση της γλυκόζης από τη μήτρα, ώστε να υποστηριχθεί η εμβρυϊκή ανάπτυξη, 

παραμένει απρόσκοπτη, παρά την πιθανότητα μειωμένων αποθεμάτων ενέργειας 

της μητέρας (Oddy et al. 1985). Η χρήση της γλυκόζης από την κυοφορούσα μήτρα 

υποστηρίζεται από μία σειρά μεταβολικών προσαρμογών των ιστών της μητέρας, 

γνωστή και ως «επίδραση της μειωμένης γλυκόζης της κυοφορίας», η οποία 

υποστηρίζεται από το αναπτυσσόμενο έμβρυο, μέσω της δράσης του στον 

πλακούντα, βελτιώνοντας έτσι την ικανότητα μεταφοράς της γλυκόζης (Gluckman 

and Harding 1997, Bell 2005). Όλα τα παραπάνω θα μπορούσαν να εξηγήσουν την 

πολύ πρώιμη και συνάμα απότομη μείωση των συγκεντρώσεων της γλυκόζης στα 

νηστικά έγκυα ζώα. Σε αντίθεση, οι συγκεντρώσεις της γλυκόζης στα μη-έγκυα ζώα 

παρέμειναν σταθερές καθ’ όλη τη διάρκεια της περιόδου νηστείας. Σε μία 

παλαιότερη μελέτη, οι Chelikani και συνεργάτες (2004), ακολουθώντας ένα 

πρωτόκολλο δύο δειγματοληψιών ημερησίως, έδειξαν ότι σε μη-παραγωγικές 

έγκυες αγελάδες, οι συγκεντρώσεις της ινσουλίνης και της γλυκόζης στο αίμα 

μειώνονται μετά από 12 περίπου ώρες νηστείας και παραμένουν σε χαμηλά 

επίπεδα για άλλες 12 ώρες. Επαναλαμβάνοντας το πείραμα σε μη-έγκυα ζώα, με πιο 

συχνές δειγματοληψίες, διαπίστωσαν ότι κατά τη διάρκεια των πρώτων 24 ωρών 

της νηστείας τόσο η γλυκόζη, όσο και η ινσουλίνη παραμένουν σε σταθερά επίπεδα. 

Τα παραπάνω αποτελέσματα βρίσκονται σε πλήρη συμφωνία με τα αποτελέσματα 

της παρούσας μελέτης, με τη διαφορά της πιο πρώιμης πτώσης των συγκεντρώσεων 
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της γλυκόζης και της ινσουλίνης, η οποία φαίνεται να οφείλεται στο διαφορετικό 

πρωτόκολλο δειγματοληψιών (συχνότερες δειγματοληψίες) που ακολουθήθηκε. 

Ομοίως, τα αποτελέσματά μας συμφωνούν με αυτά των Werz-Lutz και συνεργατών 

(2006), οι οποίοι κατά τη μελέτη ευνουχισμένων μόσχων ανέφεραν σταθερές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης και ινσουλίνης κατά τη διάρκεια νηστείας 14 ωρών. 

Η χορήγηση γκρελίνης επηρεάζει τις συγκεντρώσεις γλυκόζης, ινσουλίνης και 

κορτιζόλης στις αγελάδες γαλακτοπαραγωγής, με ένταση που σχετίζεται με τη 

φυσιολογική κατάσταση του ζώου (Itoh et al. 2006). Σε έγκυες, μη-αμελγόμενες 

αγελάδες φυλής Holstein, η χορήγηση γκρελίνης (0,3 nmol kg-1 σωματικού βάρους) 

προκάλεσε αύξηση των συγκεντρώσεων της γλυκόζης και της ινσουλίνης, η οποία 

διήρκησε τρεις ώρες μετά τη χορήγηση, ωστόσο σε νεαρές μοσχίδες η ίδια δόση δεν 

επέφερε αποτέλεσμα. Τα παραπάνω αποτελέσματα συμφωνούν με τα ευρήματα 

της δικής μας μελέτης, καθώς η ενδογενής αύξηση των συγκεντρώσεων της ολικής 

γκρελίνης έδειξε να ακολουθείται από αύξηση των συγκεντρώσεων της γλυκόζης και 

της ινσουλίνης. Οι επιδράσεις της γκρελίνης στην αύξηση της γλυκόζης του αίματος, 

οι οποίες συνοδεύονται από αυξημένη έκκριση ινσουλίνης έχουν αποδειχθεί και σε 

άλλα είδη, όπως ο άνθρωπος και τα τρωκτικά (Clark et al. 1997, Broglio et al. 2003b, 

Sun et al. 2007). 

Ο ρόλος της γκρελίνης στη λειτουργία του παγκρέατος δεν έχει πλήρως 

αποσαφηνιστεί. Χορήγηση γκρελίνης (μίας εφάπαξ μεγάλης δόσης) σε ανθρώπους, 

οι οποίοι επρόκειτο να υποβληθούν σε δίαιτα, μείωσε τη συγκέντρωση της 

ινσουλίνης και ταυτόχρονα προκάλεσε υπεργλυκαιμία (Broglio et al. 2001). Ωστόσο, 

συνεχής χορήγηση προκάλεσε αντίδραση της ινσουλίνης σε δύο φάσεις, η οποία 

χαρακτηρίστηκε από αρχική μείωση, ακολουθούμενη από μία φάση αύξησης 

(Gauna et al. 2004). Σε αντίθεση, οι Vestergaard και συνεργάτες (2007) δεν 

διαπίστωσαν αλλαγές στη συγκέντρωση της ινσουλίνης, μετά από συνεχή χορήγηση 

γκρελίνης. Αυτές οι διαφωνίες εκφράζουν έμμεσα είτε την πιθανή δοσο-εξαρτώμενη 

επίδραση της γκρελίνης στη λειτουργία των β-κυττάρων του παγκρέατος, είτε την 

διαφορετική γλυκαιμική ή φυσιολογική κατάσταση των ατόμων που έλαβαν μέρος 

στους παραπάνω πειραματισμούς. 
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Στην παρούσα μελέτη, προσδιορίστηκαν οι συγκεντρώσεις της κορτιζόλης, ώστε να 

αξιολογηθεί η αντίδραση των ζώων στο στρες, μετά την έκθεσή τους στη στέρηση 

της τροφής. Ανεξαρτήτως σταδίου κυοφορίας, η νηστεία διέγειρε την έκκριση της 

κορτιζόλης. Όμως, τα έγκυα ζώα αντέδρασαν νωρίτερα στη νηστεία σε σύγκριση με 

τα μη-έγκυα. Στα μη-έγκυα ζώα, παροδική αύξηση της συγκέντρωσης της κορτιζόλης 

παρατηρήθηκε στις 24 ώρες νηστείας, ενώ στις έγκυες μοσχίδες οι σχεδόν σταθερά 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις της κορτιζόλης ξεκινούσαν ήδη από την 4η ώρα της 

νηστείας. Αν και σε προηγούμενες μελέτες έχει αναφερθεί ανοχή της κορτιζόλης στη 

νηστεία, θα πρέπει να σημειωθεί ότι σε εκείνες τις μελέτες χρησιμοποιήθηκαν είτε 

μη-έγκυα θηλυκά, είτε ευνουχισμένοι ταύροι (Van der Walt et al. 1993, Miura et al. 

2014). Το πρότυπο έκκρισης της κορτιζόλης στην παρούσα μελέτη, οδηγεί εμμέσως 

στο συμπέρασμα ότι τα έγκυα ζώα είναι πιο ευάλωτα στο στρες της στέρησης 

τροφής από ότι τα μη-έγκυα. Στα έγκυα ζώα, οι υψηλότερες συγκεντρώσεις της 

κορτιζόλης συνέπεσαν με την πρώτη αύξηση της γκρελίνης και ακολούθησε αύξηση 

των συγκεντρώσεων της ινσουλίνης και της γλυκόζης. Μία εφάπαξ μεγάλη δόση 

ανθρώπινης γκρελίνης (bolus injection, 0,3 nmol kg-1 σωματικού βάρους), σε ώριμες 

αγελάδες και νεαρά μοσχάρια, είχε ως αποτέλεσμα τη διέγερση της έκκρισης της 

κορτιζόλης, η οποία διήρκησε για τουλάχιστον 3 ώρες (Itoh et al. 2006). Από την 

άλλη πλευρά, έχει επαρκώς τεκμηριωθεί η ικανότητα της κορτιζόλης να προκαλεί 

υπεργλυκαιμία, με ενεργοποίηση μίας σειράς ενζύμων εμπλεκόμενων στην ηπατική 

γλυκονεογένεση, μέσω της παρεμπόδισης της πρόσληψης γλυκόζης από ιστούς της 

περιφέρειας, όπως οι σκελετικοί μυς (Dungan et al. 2009) και μέσω της αύξησης της 

έκκρισης της ινσουλίνης σε πολλά ζωικά είδη (Brockman and Laarveld 1986, Plat et 

al. 1996). Επομένως, υποθέσαμε ότι η αυξημένη έκκριση της γκρελίνης ήταν, εν 

μέρει, υπεύθυνη για τις αυξημένες συγκεντρώσεις της γλυκόζης και της κορτιζόλης, 

οι οποίες παρατηρήθηκαν στις έγκυες μοσχίδες. Ωστόσο, είναι μάλλον αδύνατον να 

αποσαφηνιστεί, εάν η αύξηση της κορτιζόλης αποτέλεσε αντίδραση στη στέρηση 

τροφής, ή προκλήθηκε από την αυξημένη έκκριση της γκρελίνης ή ήταν μία 

συνεργική επίδραση των δύο παραγόντων. 

Συμπερασματικά, από τα πειράματα του κεφαλαίου αυτού προκύπτουν αποδείξεις 

ότι η συγκέντρωση της ολικής γκρελίνης αυξάνεται κατά τους τελευταίους μήνες της 
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κυοφορίας στις αγελάδες, κάτι που δεν διαπιστώθηκε στις μοσχίδες. Ωστόσο, δεν 

είναι ξεκάθαρο, αν αυτό αποτελεί φυσιολογικό χαρακτηριστικό ή είναι απλώς μία 

αντίδραση στη μεταβολική κατάσταση που συνδέεται με τη γαλακτοπαραγωγή. 

Επιπλέον, παρέχονται αποδείξεις ότι τα έγκυα ζώα αντιδρούν άμεσα στο στρες του 

περιορισμού της τροφής και η αντίδραση αυτή αποτυπώνεται στην αυξημένη 

έκκριση γκρελίνης, η οποία με τη σειρά της πιθανόν επάγει την αύξηση των 

συγκεντρώσεων της κορτιζόλης, της γλυκόζης και της ινσουλίνης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/06/2024 16:49:14 EEST - 3.145.64.154



 Σελίδα 100 
 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ IV 

 

Μελέτη της γκρελίνης και της ωχρινοποιητικής ορμόνης, υπό συνθήκες σύντομης 

στέρησης τροφής και κατά τη διάρκεια της περιοιστρικής περιόδου, σε αγελάδες 

γαλακτοπαραγωγής 

 

 

 

4.1. Εισαγωγή 

Όπως έχει αναφερθεί στα προηγούμενα κεφάλαια, η ακυλιωμένη γκρελίνη, εκτός 

από τη ρύθμιση της έκκρισης της GH, ασκεί άμεση διεγερτική επίδραση στην 

πρόσληψη τροφής, πιθανότατα, μέσω του ΝΡΥ και του υποδοχέα Υ1 (Shintani et al. 

2001, Goto et al. 2006), δρώντας ως ορεξιογόνο σήμα στον υποθάλαμο (Gualillo et 

al. 2003, Korbonits et al. 2004). Στο κεφάλαιο II της διατριβής αποδείξαμε, επίσης, 

ότι η συγκέντρωση της ολικής γκρελίνης, η οποία αποτελεί το άθροισμα της 

ακυλιωμένης και μη-ακυλιωμένης μορφής της, αυξάνεται ως απόκριση στη μικρής 

διάρκειας στέρηση τροφής. 

Κατά τη διάρκεια περιόδων μειωμένης πρόσληψης ξηράς ουσίας, η έκφραση του 

γονιδίου της γκρελίνης αυξάνεται (Tena-Sempere 2007), ενώ έχει προταθεί ότι η 

γκρελίνη εμπλέκεται στη ρύθμιση της ενεργειακής ισορροπίας και της ομοιοστασίας 

(Horvath et al. 2001). Ο GHS-R εντοπίζεται, κυρίως, στο κεντρικό νευρικό σύστημα 

(υποθάλαμο και υπόφυση), ωστόσο σε πολλά είδη, έχει βρεθεί και σε άλλους 

ιστούς. Η ύπαρξη της γκρελίνη και του υποδοχέα της έχουν ταυτοποιηθεί στο ήπαρ, 

όπου αυξάνει τη γλυκονεογένεση και μειώνει της πρόσληψη γλυκόζης (Rigault et al. 

2007), ενώ προάγει την εναπόθεση λιπώδους ιστού, μέσω της μειωμένης χρήσης 

και του μειωμένου μεταβολισμού των λιπιδίων (Tschöp et al. 2000). Κατά τη 

διάρκεια μειωμένης ενεργειακής πρόσληψης, η γκρελίνη συμβάλλει στη διατήρηση 

των συγκεντρώσεων της γλυκόζης στο αίμα, μέσω αύξησης της έκκρισης GH, ή μέσω 

ενός άμεσου, αλλά αγνώστου προς το παρόν τρόπου δράσης (Zhao et al. 2010). 

To κεφάλαιο αυτό αποτελεί το περιεχόμενο πλήρους άρθρου, το οποίο βρίσκεται υπό κρίση 
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Όσον αφορά στην αναπαραγωγή, μία από τις κύριες λειτουργίες της γκρελίνης στα 

διάφορα ζωικά είδη, είναι η ικανότητά της να ελέγχει την έκκριση των 

γοναδοτρόπων ορμονών. Έρευνες σε ποντίκια, πιθήκους Rhesus, πρόβατα και 

αγελάδες έδειξαν ότι η χορήγηση γκρελίνης, περιορίζει την έκκριση της LH 

(Fernández-Fernández et al. 2004, Vulliémoz et al. 2004, Iqbal et al. 2006). Σε 

προηγούμενη μελέτη της Κλινικής, αποδείξαμε ότι η περιφερική έγχυση 

ακυλιωμένης γκρελίνης παρεμποδίζει την επαγόμενη από την GnRH έκκριση της LH 

και της FSH σε πρόβατα (Dovolou et al. 2013), αποτελέσματα που επιβεβαιώθηκαν 

και για τις αγελάδες από τη μελέτη που περιγράφεται στο κεφάλαιο II της παρούσας 

διατριβής. Επίσης, από πειραματισμούς στην Κλινική, αποδείχθηκε ότι η 

ακυλιωμένη γκρελίνη επιταχύνει την in vitro ωρίμανση των ωαρίων και 

ταυτοχρόνως μειώνει τον ρυθμό σχηματισμού βλαστοκύστεων, μεταβάλλοντας την 

έκφραση μίας σειράς σημαντικών γονιδίων, τα οποία σχετίζονται με τον 

μεταβολισμό, τη χρήση της γλυκόζης, την οξείδωση, την ανάπτυξη του πλακούντα 

και την απόπτωση στα ωάρια, στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου και στα έμβρυα 

(Dovolou et al. 2014a, b). 

Κατά τις τελευταίες δεκαετίες, σε παγκόσμιο επίπεδο, η γονιμότητα των αγελάδων 

γαλακτοπαραγωγής μειώνεται διεθνώς. Ως αίτια της παρατηρούμενης 

υπογονιμότητας θεωρούνται η καθυστερημένη αποκατάσταση της κυκλικότητας 

των ωοθηκών, τα μειωμένα ποσοστά σύλληψης, κατά την εφαρμογή της τεχνητής 

σπερματέγχυσης, καθώς, επίσης, και τα αυξημένα ποσοστά πρώιμων εμβρυϊκών 

θανάτων και αποβολών. Κατά ένα πολύ μεγάλο ποσοστό, όλοι αυτοί οι 

ανασταλτικοί παράγοντες της αναπαραγωγής αποδίδονται στη διατροφή και στον 

μεταβολισμό. Είναι γνωστό στους κτηνοτρόφους και έχει επιβεβαιωθεί ερευνητικά 

ότι κατά τη διάρκεια του οίστρου, οι αγελάδες παράγουν μικρότερες ποσότητες 

γάλακτος (Lopez et al. 2004), γεγονός που μπορεί να αιτιολογηθεί από ενδοκρινικές 

μεταβολές, αλλά, κυρίως, από τη μειωμένη πρόσληψη τροφής κατά τη διάρκεια του 

συγκεκριμένου σταδίου (Reith et al. 2014). Σε αντίθεση, κατά τη διάρκεια της 

κυοφορίας, οι ενεργειακές απαιτήσεις αυξάνονται κατακόρυφα και ο καταμερισμός 

της ενέργειας ευνοεί τη διατήρηση της κυοφορίας, ώστε να υποστηριχθεί η 

ανάπτυξη των ιστών του εμβρύου, εις βάρος της γαλακτοπαραγωγής, ή/και των 
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σωματικών αποθεμάτων της μητέρας. Καθώς ο πολυποίκιλος ρόλος της γκρελίνης 

περιλαμβάνει τη ρύθμιση της πρόσληψης τροφής (Wertz-Lutz et al. 2007), την 

απελευθέρωση ινσουλίνης (Takahashi et al. 2006, ThidarMyint et al. 2006) και 

γλυκόζης (Itoh et al. 2005) και έχει αποδειχθεί ο ρυθμιστικός ρόλος της στην 

έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών (Dovolou et al. 2013), ο σκοπός του 

συγκεκριμένου πειραματισμού ήταν να διερευνηθούν οι πιθανοί συσχετισμοί 

ανάμεσα στις συγκεντρώσεις της γκρελίνης και των μεταβολικών παραμέτρων στην 

έκκριση της ωχρινοποιητικής ορμόνης: α) σε μοσχίδες γαλακτοπαραγωγής μετά από 

μικρής διάρκειας στέρησης τροφής και β) κατά τη διάρκεια του οίστρου (που 

αποτελεί περίοδο φυσιολογικής μείωσης της κατανάλωσης ξηράς ουσίας), σε 

αγελάδες γαλακτοπαραγωγής και μοσχίδες. 

 

4.2. Υλικά και μέθοδοι 

Οι πειραματισμοί διενεργήθηκαν σε μία εκτροφή γαλακτοπαραγωγών αγελάδων 

της Θεσσαλίας, δυναμικού 250 ζώων φυλής Holstein, με μέση παραγωγή 9.113 κιλά 

γάλα, ανά ζώο, ανά γαλακτική περίοδο. 

 

Πειραματισμός 1: Επίδραση της βραχείας διάρκειας στέρησης τροφής στην έκκριση 

της γκρελίνης και της LH 

Δώδεκα μοσχίδες φυλής Holstein (ηλικίας 14,9±0,8 μηνών, 325,3±29,6 kg 

σωματικού βάρους) χωρίστηκαν τυχαία σε τρεις ισάριθμες ομάδες (n=4): R 

(κανονική παράθεση τροφής, μάρτυρες), F (ζώα που υποβλήθηκαν σε στέρηση 

τροφής), F-F (ζώα με αρχική στέρηση τροφής, όπως στην ομάδα F, στα οποία στη 

συνέχεια παρατέθηκε τροφή). Η παράθεση της τροφής, υπό μορφή ολικού 

σιτηρεσίου (TMR), γινόταν δύο φορές την ημέρα (8 π.μ. και 8 μ.μ.) και 

περιελάμβανε ενσίρωμα αραβόσιτου, άχυρο σιταριού, αραβόσιτο, σογιάλευρο, 

πλακούντα ηλιόσπορου, βαμβακόσπορο, μελάσα, πίτυρα σιταριού, καθώς και 

πρόμιγμα βιταμινών και ιχνοστοιχείων. Το σιτηρέσιο καταρτίσθηκε, ώστε να 

καλύπτονται οι διατροφικές ανάγκες των ζώων, σύμφωνα με τις προδιαγραφές του 

NRC. Τα ζώα είχαν επί 24 ώρες ελεύθερη πρόσβαση σε πόσιμο νερό. 
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Οι ωοθηκικοί κύκλοι των ζώων συγχρονίστηκαν, όπως και στους προηγούμενους 

πειραματισμούς, με συνδυασμό PRID και PGF2α. Η ανίχνευση του οίστρου 

διενεργήθηκε με οπτική παρατήρηση, τρεις φορές την ημέρα και η ημέρα αποδοχής 

της επίβασης ορίστηκε ως ημέρα 0. Την ημέρα 8 σε όλα τα ζώα τοποθετήθηκε 

ενδοφλέβιος καθετήρας στη σφαγίτιδα φλέβα, ώστε να επιτραπεί η συχνή 

δειγματοληψία, χωρίς την πρόκληση στρες. Την ίδια ημέρα τα ζώα των ομάδων F 

και F-F έμειναν νηστικά για 24 ώρες. Το πρωί της επόμενης ημέρας (ημέρα 9), η 

παράθεση της τροφής έγινε κανονικά στα ζώα της ομάδας F-F. Κατά την ημέρα 9, 

δύο ώρες μετά το πρωινό τάισμα (10 π.μ.) στα ζώα όλων των ομάδων, έγινε 

ενδομυϊκή έγχυση αναλόγου GnRH (0,25 μg kg-1, buserelin), ώστε να προκληθεί προ-

ωοθυλακιορρηκτικού τύπου έκκριση LH. Ξεκινώντας από τη στιγμή της έγχυσης 

(χρονικό σημείο 0), καθώς και 30, 60, 90, 120, 150 και 180 λεπτά αργότερα, 

διενεργήθηκαν αιματοληψίες από όλα τα ζώα, σε φιαλίδια, χωρίς αντιπηκτικό. 

Επιπλέον, 3 δείγματα αίματος συλλέχθηκαν, αμέσως πριν την παράθεση τροφής, 

καθώς και 90 και 180 λεπτά μετά, σε φιαλίδια με EDTA, για τον προσδιορισμό της 

συγκέντρωσης της ολικής γκρελίνης στο πλάσμα του αίματος. Τα φιαλίδια 

τοποθετήθηκαν άμεσα σε θρυμματισμένο πάγο. Ο διαχωρισμός του ορού και του 

πλάσματος, έγινε όπως στους προηγούμενους πειραματισμούς και η αποθήκευση 

των δειγμάτων έγινε στους -20 oC, μέχρι τη στιγμή των μετρήσεων. 

 

Πειραματισμός 2: Αξιολόγηση της έκκρισης της γκρελίνης, κατά τη διάρκεια της 

περιοιστρικής περιόδου, σε αγελάδες και μοσχίδες 

Στο πείραμα αυτό συμμετείχαν τρείς αγελάδες φυλής Holstein κατά τη διάρκεια της 

γαλακτοπαραγωγής (ομάδα 1) και τρείς ένηβες μοσχίδες της ίδιας φυλής (ομάδα 2). 

Όλα τα ζώα είχαν εκδηλώσει τουλάχιστον δύο διαδοχικούς και φυσιολογικής 

διάρκειας ωοθηκικούς κύκλους. Ο μέσος δείκτης σωματικής κατάστασης ήταν 

παρόμοιος και για τις δύο ομάδες (3,25±0,25). Οι αγελάδες βρίσκονταν στη δεύτερη 

γαλακτική περίοδο και συγκεκριμένα 65, 73 και 88 ημέρες μετά τον τοκετό, με μέση 

ημερήσια παραγωγή 37±0,7 κιλά γάλακτος, ενώ η ηλικία των μοσχίδων ήταν 14, 

13,5 και 14 μηνών. Η διατροφή των ζώων περιελάμβανε ολικό σιτηρέσιο, σύμφωνα 

με τις απαιτήσεις τους, όπως έχει περιγραφεί παραπάνω η δε παράθεση των 
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γευμάτων γινόταν δύο φορές την ημέρα, με χρονική διαφορά 12 ωρών. Οι 

ωοθηκικοί κύκλοι των ζώων συγχρονίστηκαν με τις ίδιες μεθόδους, όπως και στον 

προηγούμενο πειραματισμό, με τη συνδυασμένη χρήση PRID και PGF2α και 

ακολούθησε η ανίχνευση του οίστρου. Από τη στιγμή της έγχυσης της PGF2α και έως 

και την ημέρα 3 του κύκλου (ως ημέρα 0 ορίστηκε η ημέρα εμφάνισης του οίστρου) 

γινόταν αιματοληψίες ανά 12 ώρες. Η συλλογή, ο χειρισμός και η αποθήκευση των 

δειγμάτων αίματος έγιναν ακριβώς όπως στον προηγούμενο πειραματισμό. Αμέσως 

μετά τη λήψη κάθε δείγματος αίματος γινόταν προσδιορισμός της γλυκόζης και του 

BHBA με ειδικά διαγνωστικά τεστ (FreeStyle, Precision Neo, Glucose and Ketone 

αντίστοιχα, Abbot Diabetes Centre Witney, U.K.). Τα δείγματα συντηρήθηκαν στους 

-20 oC, μέχρι τον προσδιορισμό των συγκεντρώσεων της προγεστερόνης, της 

οιστραδιόλης-17β και της ολικής γκρελίνης. 

 

Εργαστηριακές αναλύσεις 

Για τον προσδιορισμό των ορμονών χρησιμοποιήθηκαν ζεύγη του ίδιου δείγματος, 

με τους ίδιους περιορισμούς που περιγράφονται στα προηγούμενα κεφάλαια. 

Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης της οιστραδιόλης-17β πραγματοποιήθηκε με 

την μέθοδο της ηλεκτροφωταύγειας (ECLIA), με τη βοήθεια εμπορικά διαθέσιμου 

διαγνωστικού τεστ, (ECLIA; Estradiol II, Elecsys, Roche, Mannheim, Germany), 

σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η εκτίμηση των αποτελεσμάτων του 

τεστ έγινε με έναν αναλυτή ανοσολογικών δοκιμών (Roche Elecsys 2010). Η 

ευαισθησία της δοκιμής ανήλθε σε 12 pg ml-1, ενώ οι διακυμάνσεις μεταξύ των 

δοκιμών αλλά και στην ίδια δοκιμή, ήταν 5,2% και 7,4%, αντίστοιχα. 

Ο προσδιορισμός των συγκεντρώσεων της LH, της ολικής γκρελίνης, της κορτιζόλης 

και της προγεστερόνης, έγινε με τις ίδιες μεθόδους, όπως αυτές περιγράφονται σε 

προηγούμενα κεφάλαια της παρούσας διατριβής. 

 

Στατιστική ανάλυση 

Ανάλυση επιμήκων δεδομένων χρησιμοποιήθηκε σε όλες τις περιπτώσεις, 

λαμβάνοντας υπόψη την παρουσία επανειλημμένων στον χρόνο μετρήσεων. Η 
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δομή της μέσης τιμής επιλέχθηκε με τη χρήση ελέγχων λόγου πιθανότητας. Για να 

αναδειχθεί πιθανόν διαφορετική εξέλιξη στον χρόνο ανάμεσα στις διάφορες 

ηλικιακές ομάδες, καθώς και στις ομάδες διαφορετικού τρόπου παροχής τροφής, τα 

μοντέλα που χρησιμοποιήθηκαν περιλάμβαναν επιδράσεις τρόπου παροχής της 

τροφής, ή της ηλικίας, χωρίς συνολικό σταθερό όρο. Οι επιδράσεις του χρόνου 

λήφθηκαν υπόψη μόνο σε σχέση με τις ομάδες τρόπου παροχής τροφής/ηλικίας. 

Αυτό επιτεύχθηκε με το να συμπεριληφθούν οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ του 

τρόπου παροχής τροφής/ηλικίας και του χρόνου. Για τον εντοπισμό πιθανής 

σημαντικής διαφοράς ανάμεσα στις ομάδες χρησιμοποιήθηκαν F-έλεγχοι. Σε όλους 

τους ελέγχους η τιμή p<0,05 θεωρήθηκε στατιστικώς σημαντική. Η σχέση της 

συγκέντρωσης της γκρελίνης με τον χρόνο ελέγχθηκε με τη μέθοδο της γραμμικής 

παλινδρόμησης, χρησιμοποιώντας τα δεδομένα από το πείραμα II. Για όλες τις 

αναλύσεις χρησιμοποιήθηκε το στατιστικό πακέτο SAS έκδοση 9.04. 

 

4.3. Αποτελέσματα 

Πειραματισμός 1 

Συγκεντρώσεις ωχρινοποιητικής ορμόνης 

Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έδειξε ότι υπάρχουν σαφείς 

ενδείξεις σταδιακής εξέλιξης των συγκεντρώσεων της LH στον χρόνο μεταξύ των 

διαφορετικών ομάδων διαφορετικής προσβασιμότητας στην τροφή, με τη 

μεγιστοποίηση των τιμών, σε όλες τις ομάδες, να λαμβάνει χώρα μεταξύ των 

χρονικών στιγμών 90 και 150 (τεστ τυχαίας αναλογίας p<0,0001). Η αύξηση των 

συγκεντρώσεων της LH στην ομάδα R ήταν σημαντικά μεγαλύτερη αυτής των άλλων 

δύο ομάδων (R>F, R>F-F, p<0,0001 και στις δύο περιπτώσεις). 

Η χορήγηση GnRH προκάλεσε σε όλες τις ομάδες μία προ-ωοθυλακιορρηκτικού 

τύπου αύξηση της συγκέντρωσης της LH. Κατά τη στιγμή της χορήγησης της GnRH 

(χρονικό σημείο 0), οι μέσες τιμές των συγκεντρώσεων της LΗ δεν διέφεραν 

σημαντικά μεταξύ των ομάδων (3,5±0,6 ng ml-1, 3,4±0,1 ng ml-1, 2,9±1,1 ng ml-1, για 

τις ομάδες R, F και F-F, αντίστοιχα, p>0,05). Η προκαλούμενη από την GnRH αύξηση 
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της συγκέντρωσης της LH, εκφρασμένη ως AUC ήταν σημαντικά μεγαλύτερη στην 

ομάδα R των ζώων σε σύγκριση με εκείνη των ομάδων F και F-F (166,7±8,3, 94,0±6,5 

και 89,7±9,4, για τις ομάδες R, F και F-F, αντίστοιχα, p<0,01). Κατά το χρονικό 

σημείο 30, η συγκέντρωση της LH ήταν σημαντικά υψηλότερη σε σύγκριση με 

εκείνη του χρονικού σημείο 0, μόνο στα ζώα της ομάδας R (3,5±0,6 ng ml-1 και 

13,3±3,4 ng ml-1, για τις χρονικές στιγμές 0 και 30, αντίστοιχα, p<0,05). Κατόπιν, σε 

κάθε χρονική στιγμή, οι συγκεντρώσεις της LH όλων των ομάδων ήταν σταθερά 

υψηλότερες από εκείνες κατά τη χρονική στιγμή 0 (p<0,05). Επιπλέον, τις χρονικές 

στιγμές 60, 90, 120 και 150, οι συγκεντρώσεις της LH ήταν σημαντικά υψηλότερες 

στην ομάδα R, σε σύγκριση με τις ομάδες F και F-F (p<0,003). Σε καμία χρονική 

στιγμή, δεν διαπιστώθηκαν σημαντικές διαφορές (p>0,05) στις συγκεντρώσεις της 

LH, μεταξύ των ομάδων F και F-F (διάγραμμα 11). 

 

Διάγραμμα 11. 

Συγκεντρώσεις ωχρινοποιητικής ορμόνης (LH) στον ορό του αίματος, μετά από ενδομυϊκή έγχυση αναλόγου 

GnRH (βέλος), σε ζώα μάρτυρες (ομάδα R), νηστικά για 24 ώρες (ομάδα F) και νηστικά για 24 ώρες, τα οποία στη 

συνέχεια ταΐστηκαν (ομάδα F-F). 

 

Οι συγκεντρώσεις της LH παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± το τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. Η σήμανση 

υποδηλώνει τις στατιστικώς σημαντικές διαφορές (p<0,003) (• για συγκρίσεις ανάμεσα στις ομάδες R και F-F και 

* για συγκρίσεις ανάμεσα στις ομάδες R και F). 
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Συγκεντρώσεις γκρελίνης 

Υπάρχουν σαφείς ενδείξεις σημαντικής σταδιακής αύξησης στον χρόνο μεταξύ των 

ομάδων διαφορετικής προσβασιμότητας στην τροφή και συγκεκριμένα μία 

γραμμική τάση (R: T0>T90, F-F: T0>T180, Τεστ τυχαίας αναλογίας, p<0,003). Η 

εφαρμογή F-τεστ, απέδωσε σημαντικές διαφορές στην αύξηση των συγκεντρώσεων 

της γκρελίνης μεταξύ των ομάδων διαφορετικής προσβασιμότητας στην τροφή. 

Ειδικότερα, υπήρξε σημαντική διαφορά ανάμεσα στις ομάδες R και F (R<F, p<0,003), 

καθώς και ανάμεσα στις ομάδες R και F-F (R<F-F, p<0,04). 

Κατά το χρονικό σημείο 0 οι συγκεντρώσεις της ολικής γκρελίνης ήταν στο 

χαμηλότερο επίπεδο στα ζώα της ομάδας R (495,0±13,6 pg ml-1 , 698,5±59,6 pg ml-1 

και 679,5±57,1 pg ml-1, για τις ομάδες R, F, και F-F, αντίστοιχα, p<0,02), ενώ δεν 

διαπιστώθηκαν σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων F και F-F (p>0,05). Τις 

χρονικές στιγμές 90 και 180, η συγκέντρωση της γκρελίνης ήταν στο υψηλότερο 

σημείο στην ομάδα F (p<0,02), ενώ καμιά σημαντική διαφορά δεν διαπιστώθηκε 

(p>0,05) ανάμεσα στις ομάδες R και F-F (διάγραμμα 12). 

 

Διάγραμμα 12.  

Συγκεντρώσεις ολικής γκρελίνης στο πλάσμα του αίματος, σε μοσχίδες μάρτυρες (ομάδα R,  n=4), σε νηστικές 

για 24 ώρες (ομάδα F, n=4) και σε νηστικές για 24 ώρες, οι οποίες στη συνέχεια ταΐστηκαν (αμάδα F-F, n=4). 

 

Οι συγκεντρώσεις της ολικής γκρελίνης παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± το τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. Σε 

κάθε χρονικό σημείο, οι αστερίσκοι δείχνουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές (p<0,02) ανάμεσα στις ομάδες. 
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Συγκεντρώσεις κορτιζόλης 

Δεν διαπιστώθηκε κάποια σημαντική σταδιακή αύξηση της συγκέντρωση της 

κορτιζόλης στον χρόνο (τεστ τυχαίας αναλογίας p>0,07), σε καμία από τις τρεις 

κατηγορίας προσβασιμότητας στην τροφή. Η εφαρμογή F-τεστ απέδωσε σημαντικές 

διαφορές, στην ελάχιστη αύξηση των συγκεντρώσεων της κορτιζόλης μεταξύ των 

ομάδων F και R (F>R, p<0,0005) και F και F-F (F>F-F, p<0,005), ενώ δεν 

διαπιστώθηκαν σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων R και F-F (p>0,25). 

Κατά τη χρονική στιγμή 0, η συγκέντρωση της κορτιζόλης ήταν υψηλότερη (p<0,05) 

στην ομάδα F (1,6±0,3μg dl-1) σε σύγκριση με την αντίστοιχη της ομάδας R 

(0,7±0,05μg dl-1) και εκείνη της ομάδας F-F (0,9±0,1μg dl-1) και παρέμεινε 

υψηλότερη, κατά τις χρονικές στιγμές 90 και 180 (p<0,01). Δεν διαπιστώθηκαν 

σημαντικές διαφορές (p>0,05), ανάμεσα στις ομάδες R και F-F (διάγραμμα 13). 

 

Διάγραμμα 13.  

Συγκεντρώσεις κορτιζόλης στον ορό του αίματος, σε μοσχίδες μάρτυρες (ομάδα R, n=4), σε νηστικές για 24 ώρες 

(ομάδα F, n=4) και σε νηστικές για 24 ώρες, οι οποίες στη συνέχεια ταΐστηκαν (αμάδα F-F, n=4). 

 

Οι συγκεντρώσεις της κορτιζόλης παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± το τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. Σε κάθε 

χρονικό σημείο, οι αστερίσκοι υποδηλώνουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές (* p<0,05 και **p<0,01), 

ανάμεσα στις ομάδες. 
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Πειραματισμός 2 

Η εκτίμηση της καμπύλης απόκλισης αποκάλυψε μία ισχυρή (F: 26,258, p<0,0005, 

df:39) συσχέτιση του χρόνου με τη συγκέντρωση της γκρελίνης στο πλάσμα του 

αίματος των αγελάδων (πίνακας 1), αλλά όχι των μοσχίδων. 

 

Πίνακας 1. 

Η εκτίμηση της καμπύλης απόκλισης των συγκεντρώσεων της γκρελίνης στο πλάσμα του αίματος των αγελάδων 

σε συσχέτιση με τον χρόνο (λεπτά).  

Σταθερά 399,224 ± 20,907 t: 19,095 

Χρόνος 5,517 ± 0,810 t: 6,807 

(Χρόνος)2 -0,036 ± 0,006  t: -6,009 

 

Ως απόκριση στην έγχυση της PGF2α, οι μοσχίδες εκδήλωσαν οίστρο 24 ώρες 

νωρίτερα από τις αγελάδες. Κατά τη στιγμή της έγχυση της PGF2α η μέση 

συγκέντρωση της ολικής γκρελίνης στο πλάσμα του αίματος ήταν σημαντικά 

υψηλότερη (p=0,013) στις μοσχίδες (726,8±72,6 pg ml-1) από ότι στις αγελάδες 

(419,7±35,5 pg ml-1). Στις αγελάδες, 24 ώρες πριν από την εμφάνιση του οίστρου, η 

συγκέντρωση της γκρελίνης ήταν σημαντικά υψηλότερη από την αντίστοιχη 

συγκέντρωση κατά την έγχυση της PGF2α (p=0,014). Οι αυξημένες συγκεντρώσεις 

γκρελίνης διήρκησαν έως και 12 ώρες μετά το τέλος του οίστρου (διάγραμμα 14). 

Δεν διαπιστώθηκαν σημαντικές διαφορές στη συγκέντρωση της ολικής γκρελίνης 

στις μοσχίδες (p>0,05). 

Κατά την ημέρα του οίστρου, οι συγκεντρώσεις της ολικής γκρελίνης δύο ημερήσιων 

δειγμάτων από αγελάδες και μοσχίδες ήταν 600,0±70,9 pg ml-1 και 755,7±91,3 pg 

ml-1, αντίστοιχα. Οι συγκεντρώσεις αυτές, ήταν 42,9% και 1,7% υψηλότερες από 

εκείνες κατά την ημέρα έγχυσης της PGF2α, για τις αγελάδες και τις μοσχίδες, 

αντίστοιχα. 
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Διάγραμμα 14. 

Συγκεντρώσεις ολικής γκρελίνης στο πλάσμα του αίματος, ύστερα από ενδομυϊκή έγχυση PGF2α (βέλος), σε 

αγελάδες (n=3, επάνω) και μοσχίδες (n=3, κάτω). 

 

 

Οι συγκεντρώσεις της ολικής γκρελίνης παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. Σε 

κάθε διάγραμμα, οι αστερίσκοι υποδηλώνουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές, ανάμεσα στο σημασμένο 

χρονικό σημείο και στο χρονικό σημείο 0 (*p<0.05). 
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Οι συγκεντρώσεις της προγεστερόνης και της οιστραδιόλης-17β, κατά τη στιγμή της 

έγχυσης της PGF2α, καθώς και κατά την ημέρα του οίστρου, δεν παρουσίασαν 

σημαντικές διαφορές ανάμεσα στις ομάδες (p>0,05). 

Την ημέρα έγχυσης της PGF2α, η συγκέντρωση της γλυκόζης ήταν σημαντικά 

υψηλότερη (p=0,012) στις μοσχίδες από ότι στις αγελάδες, ενώ δεν διαπιστώθηκε 

καμία σημαντική διαφορά μεταξύ των δύο ομάδων την ημέρα του οίστρου (p>0,05). 

Οι συγκεντρώσεις του ΒΗΒΑ ήταν σημαντικά υψηλότερες στις αγελάδες τόσο κατά 

την έγχυση της PGF2α (p=0,016), όσο και κατά την ημέρα του οίστρου (p=0,037). Οι 

συγκεντρώσεις της προγεστερόνης, της οιστραδιόλης-17β, της γλυκόζης και του 

ΒΗΒΑ παρουσιάζονται στον πίνακα 2. 

 

Πίνακας 2. 

Συγκεντρώσεις προγεστερόνης, οιστραδιόλης-17β, γλυκόζης και ΒΗΒΑ στο αίμα τριών αγελάδων (ομάδα 1) και 

τριών μοσχίδων (ομάδα 2), κατά την ημέρα ενδομυϊκής έγχυσης της PGF2α (ημέρα 9 του ωοθηκικού κύκλου) και 

κατά την ημέρα αποδοχής της επίβασης (ημέρα του οίστρου). 

 

            Ημέρα έγχυσης της PGF2α      Ημέρα του οίστρου 

        Ομάδα 1 Ομάδα 2 Ομάδα 1 Ομάδα 2 

Προγεστερόνη (ng ml-1)     5,3±1,0 4,8±0,3 0,4±0,2 0,5±0,1 

Οιστραδιόλη-17β (pMol ml-1)     6,6±2,3 5,7±1,4 17,9±2,6 20,9±3,4 

Γλυκόζη (mg dl-1)      56,5±3,82 66,7±2,81 62,2±5,0 69,8±3,4 

BHBA (mM)       0,72±0,11 0,5±0,12 0,8±0,21 0,4±0,12 

Οι συγκεντρώσεις της προγεστερόνης, της οιστραδιόλης-17β, της γλυκόζης και του ΒΗΒΑ παρουσιάζονται ως 

μέσοι όροι ± τυπικό σφάλμα των μέσων όρων. Tα δεδομένα της ίδιας ημέρας, στην ίδια σειρά, με διαφορετικούς 

εκθέτες, διαφέρουν στατιστικώς σημαντικά (p<0,05). 
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4.4. Συζήτηση  

Στο κεφάλαιο αυτό, διερευνήθηκε ο ρόλος της ενδογενούς απελευθέρωσης ολικής 

γκρελίνης στην προκαλούμενη από την GnRH έκκριση της LH, υπό διαφορετικές 

συνθήκες γαστρικού κορεσμού. Ακολούθως, μελετήθηκαν οι πιθανές διαφορές στις 

συγκεντρώσεις της ολικής γκρελίνης, κατά τη διάρκεια της περιοιστρικής περιόδου, 

ανάμεσα σε αγελάδες και μοσχίδες. Αποδείχθηκε, για πρώτη φορά, ότι η 

προκαλούμενη, από μικρής διάρκειας στέρηση τροφής, αύξηση των συγκεντρώσεων 

της ολικής γκρελίνης στο αίμα, είναι ικανή να μειώσει το βαθμό έκκρισης της LH 

απευθείας από την υπόφυση. Επιπλέον, η περιοιστρική περίοδος των αγελάδων 

χαρακτηρίζεται από αυξημένες συγκεντρώσεις ολικής γκρελίνης, κάτι που δεν 

διαπιστώθηκε στις μοσχίδες. 

 

Πειραματισμός 1 

Η στέρηση τροφής αποτελεί έναν ισχυρό παράγοντα καταπόνησης, στον οποίο το 

ζώο αντιδρά αυξάνοντας την έκκριση των γλυκοκορτικοειδών (Fürll et al. 1993). Στον 

1ο πειραματισμό του κεφαλαίου αυτού διαπιστώθηκε ότι στα ζώα της ομάδας F η 

κορτιζόλη παρέμεινε σε υψηλές συγκεντρώσεις καθ’ όλη τη διάρκεια της περιόδου 

των μετρήσεων, ενώ στα ζώα της ομάδας F-F, οι συγκεντρώσεις της επέστρεψαν στα 

βασικά επίπεδα σε σύντομο χρονικό διάστημα μετά από την κατανάλωση τροφής. 

Συνεπώς, τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης συμφωνούν με προηγούμενες 

αναφορές (Mudroň et al. 2005) και επιβεβαιώνουν ότι οι συγκεντρώσεις της 

κορτιζόλης στο περιφερικό αίμα συνδέονται, πρωτίστως, με την ένταση του 

παράγοντα καταπόνησης -της πείνας στην προκειμένη περίπτωση- και σε μικρότερο 

βαθμό, με τη συνολική ενεργειακή κατάσταση του ζώου. 

Υπάρχουν πολλές αναφορές στη διεθνή βιβλιογραφία που αποδεικνύουν ότι σε 

αρκετά είδη ζώων, η συγκέντρωση της ακυλιωμένης γκρελίνης του αίματος 

αυξάνεται πριν το γεύμα, λειτουργώντας ως διεγέρτης της όρεξης και συντόμως, 

μετά την κατανάλωση τροφής επιστρέφει στα βασικά επίπεδα (Wren et al. 2001a, 

Sugino et al. 2002, Harrison et al. 2008). Στις αγελάδες η συγκέντρωση της ολικής 

γκρελίνης, η οποία αποτελεί το άθροισμα ακυλιωμένης και μη-ακυλιωμένης 
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μορφής, έχει αποδειχθεί ότι αυξάνεται κατά τη διάρκεια της νηστείας, με παρόμοιο 

τρόπο με εκείνον της ακυλιωμένης μορφής (Börner et al. 2013). Τα παραπάνω 

στοιχεία συμφωνούν με τα αποτελέσματα του πρώτου πειραματισμού, καθώς οι 

διαφορές στη συγκέντρωση της γκρελίνης μεταξύ των ομάδων F-F και R, 

εκμηδενίστηκαν εντός μίας ώρας από την παράθεση τροφής, ενώ η συγκέντρωση 

της γκρελίνης στα νηστικά ζώα (ομάδα F) παρέμεινε σε υψηλά επίπεδα, καθ’ όλη τη 

διάρκεια της περιόδου των δειγματοληψιών. 

Οι αυξημένες συγκεντρώσεις της ολικής γκρελίνης προκάλεσαν μία σημαντική 

μείωση της προκαλούμενης από την GnRH έκκριση της LH. Μελέτες σε ανθρώπους 

έδειξαν ότι η έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών μετά από χορήγηση GnRH, δεν 

επηρεάστηκε από συνεχή έκθεση σε μη-ακυλιωμένη γκρελίνη, ωστόσο η γκρελίνη 

παρεμπόδισε την έκκριση της LH, ως ανταπόκριση στη χορήγηση ανταγωνιστή των 

οπιοειδών (ναλοξόνη), πιθανότατα, μέσω κεντρικής δράσης στον υποθάλαμο 

(Lanfranco et al. 2008). Είναι γνωστό ότι η κεντρική απελευθέρωση της GnRH 

αναστέλλεται από ένα πολύπλοκο σύστημα οπιοειδών πεπτιδίων και των 

υποδοχέων τους (Estienne et al. 2009). Σε αντίθεση, μία εφάπαξ μεγάλη δόση 

γκρελίνης (bolus) είχε ουδέτερα αποτελέσματα στην έκκριση της LH (Muller et al. 

2002), ενώ η συνεχής ενδοφλέβια έγχυση γκρελίνης κατέστειλε σημαντικά την 

έκκριση της LH (Kluge et al. 2012). Από προηγούμενη μελέτη του Εργαστηρίου 

αποδείχθηκε ότι 4 επανειλημμένες εγχύσεις ανθρώπινης ακυλιωμένης γκρελίνης 

περιόρισαν την προκαλούμενη από την GnRH επεισοδιακή έκκριση της LH σε 

πρόβατα (Dovolou et al. 2013). Αυτές οι διαφορές, είναι πιθανόν να σχετίζονται με 

διαφορές ανάμεσα στα είδη ή/και στον τρόπο χορήγησης (μία ή πολλαπλές δόσεις). 

Έτσι φαίνεται ότι η μεγαλύτερης διάρκειας έκθεση σε μέτρια αυξημένες 

συγκεντρώσεις γκρελίνης καταστέλλει σε μεγαλύτερο βαθμό την έκκριση της LH σε 

σύγκριση με την έκθεση σε υψηλότερες συγκεντρώσεις για μικρότερο χρονικό 

διάστημα. Η παραπάνω υπόθεση έχει ακόμη στηριχθεί στα αποτελέσματα της 

ομάδας F-F, στα ζώα της οποίας, η έναρξη της αύξησης των συγκεντρώσεων της LH 

συνέπεσε με τις υψηλές συγκεντρώσεις της γκρελίνης που πολύ σύντομα μετά την 

κατανάλωση τροφής μειώθηκαν στα βασικά επίπεδα. Ο πειραματικός σχεδιασμός 

τόσο της παρούσας μελέτης, όσο και προηγούμενης του Εργαστηρίου (Dovolou et 
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al. 2013), παρέχουν επαρκή στοιχεία ότι η ικανότητα της γκρελίνης να ρυθμίζει την 

έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών, δεν αφορά αποκλειστικά τον υποθάλαμο, 

αλλά η δράση της επεκτείνεται άμεσα και στην υπόφυση. Οι διαφορές στη 

συγκέντρωση της LH μεταξύ των διαφόρων ομάδων καταγράφηκαν, ενώ όλα τα ζώα 

είχαν δεχθεί την ίδια δόση του συνθετικού αναλόγου της υποθαλαμικής GnRH. Έχει 

προηγουμένως αποδειχθεί ότι η γκρελίνη επηρεάζει αρνητικά την έκκριση της LH, 

δρώντας πρωταρχικά σε επίπεδο υποθαλάμου (García et al. 2007), ωστόσο ο 

ακριβής μηχανισμός επίδρασης δεν έχει πλήρως αποκωδικοποιηθεί. Στα πιθανά 

σενάρια περιλαμβάνεται η εμπλοκή του ΝΡΥ που εμφανίζεται να έχει ανασταλτικό 

ρόλο στην έκκριση των γοναδοτρόπων ορμονών στα μηρυκαστικά (Barker-Gibb et 

al. 1995), ή/και η αναστολή της κισπεπτίνης, η οποία ρυθμίζει την απελευθέρωση 

της GnRH από τους νευρώνες του υποθαλάμου (Vulliémoz et al. 2008, Forbes et al. 

2009). Όπως έχει προαναφερθεί, στον εγκέφαλο ενήλικων προβάτων, η γκρελίνη 

και ο GHSR-1α έχουν ανιχνευθεί με τη χρήση ανοσοϊστοχημείας σε ορισμένα, 

πιθανότατα γοναδοτρόπα, κύτταρα του πρόσθιου λοβού της υπόφυσης, με τον 

GHSR-1α να εμφανίζει ξεκάθαρη κυτταροπλασματική και περιπυρηνική χρώση 

(Miller et al. 2005). Επιπλέον, οι Kiss1 και Kiss1r εκφράζονται στην υπόφυση 

(Gutiérrez-Pascual et al. 2007, Amstalden et al. 2014) και έχει αποδειχθεί η 

ικανότητα της κισπεπτίνης να προκαλεί την έκκριση της LH (Castellano et al. 2006, 

Smith et al. 2011). Προγενέστερες μελέτες, εστίασαν στην ικανότητα της γκρελίνης 

να περιορίζει την έκκριση της LH, καταστέλλοντας άμεσα τις επιδράσεις της 

κισπεπτίνης στον εγκέφαλο. Για παράδειγμα, κατά τη διάρκεια νηστείας, η 

χορήγηση γκρελίνης μειώνει την έκφραση του mRNA της κισπεπτίνης στον πρόσθιο 

παρακοιλιακό πυρήνα (Forbes et al. 2009), χωρίς να επηρεάζει το mRNA Kiss1 στον 

τοξοειδή πυρήνα. Σύμφωνα με την παραπάνω παρατήρηση, φαίνεται ότι η γκρελίνη 

έχει την ιδιότητα να στοχεύει συγκεκριμένους νευρώνες κισπεπτίνης, ώστε να 

καταστέλλει την έκκριση της LH. Επιπλέον, έχει αποδειχθεί ότι η γκρελίνη μειώνει τη 

διάρκεια δράσης της κισπεπτίνης-10 στην έκκριση της LH (Martini et al. 2006). Στην 

ομάδα F-F, η χορήγηση βουζερελίνης έλαβε χώρα σε χρόνο, όπου οι συγκεντρώσεις 

της γκρελίνης ήταν ήδη αρκετά αυξημένες. Ωστόσο, 90 λεπτά αργότερα η 

συγκέντρωση της ολικής γκρελίνης επανήλθε στα βασικά επίπεδα. Συνεπώς, μπορεί 

να διατυπωθεί η υπόθεση ότι οι επιδράσεις των αυξημένων συγκεντρώσεων 
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γκρελίνης στα μονοπάτια που ελέγχουν την έκκριση της LH, συνεχίζουν να 

υφίστανται και μετά την επιστροφή των συγκεντρώσεων γκρελίνης στις βασικές 

τιμές. Πρόσφατα, ερευνητές απέδειξαν ότι εγχύσεις υδροχλωρικής δοπαμίνης, στην 

τρίτη κοιλία του εγκεφάλου ποντικιών, αύξησαν σημαντικά την έκκριση γκρελίνης 

με μία δόσο-εξαρτώμενη αντίδραση, ενώ, αντιθέτως icv εγχύσεις κισπεπτίνης 

προκάλεσαν σημαντική καταστολή. Επιπλέον, τα αποτελέσματα από την καταστολή 

του μονοπατιού της κισπεπτίνης/GRP54, έδειξαν ότι η δοπαμίνη πιθανόν διεγείρει 

την έκκριση γκρελίνης, μέσω της μερικής μείωσης της δράσης της κισπεπτίνης στον 

υποθάλαμο (Sadeghzadeh et al. 2018). Πιστεύεται ότι οι δράσεις της γκρελίνης στην 

έκκριση της LH, ασκούνται, κυρίως, μέσω της ρύθμισης των νευρώνων κισπεπτίνης. 

Παρά τον αξιοσημείωτο όγκο συσσωρευμένης πληροφορίας, ο ακριβής μηχανισμός 

δράσης της γκρελίνης στους νευρώνες της κισπεπτίνης, του ΝΡΥ, καθώς και στα 

γοναδοτρόπα κύτταρα της υπόφυσης, δεν έχει ακόμη πλήρως εξακριβωθεί. 

 

Πειραματισμός 2 

Ένα ιδιαιτέρως ενδιαφέρον εύρημα που προέκυψε από τον δεύτερο πειραματισμό 

του παρόντος κεφαλαίου, είναι ότι κατά τη διάρκεια του οίστρου, το πρότυπο 

έκκρισης της γκρελίνης διέφερε μεταξύ αγελάδων σε γαλακτοπαραγωγή και 

μοσχίδων της ίδιας φυλής. Οι αγελάδες παρουσίαζαν προοδευτική αύξηση και 

ταυτόχρονα αξιοσημείωτη ομοιομορφία στις συγκεντρώσεις της γκρελίνης, ενώ στις 

μοσχίδες παρατηρήθηκαν διακυμάνσεις στις συγκεντρώσεις της γκρελίνης, χωρίς 

την ύπαρξη προφανούς προτύπου έκκρισης. Τα αποτελέσματα της παρούσας 

μελέτης, όσον αφορά στις ώριμες αγελάδες, έρχονται σε πλήρη συμφωνία με εκείνα 

των Honig και συνεργατών (2016), οι οποίοι ανέφεραν αυξημένες συγκεντρώσεις 

ακυλιωμένης και ολικής γκρελίνης, κατά την προ-ωοθυλακιορρηκτική περίοδο σε 

πολύτοκα ζώα, αλλά όχι σε πρωτότοκα. Η περιοιστρική περίοδος χαρακτηρίζεται 

από αυξημένη συγκέντρωση οιστρογόνων, τα οποία εκκρίνονται από το προ-

ωοθυλακιορρηκτικό ωοθυλάκιο. Αν και από προηγούμενες μελέτες, καταγράφηκε 

μία πιθανή συσχέτιση μεταξύ οιστρογόνων και γκρελίνης (Clegg et al. 2007, Fang et 

al. 2012), από όσο είμαστε σε θέση να γνωρίζουμε, δεν υπάρχουν μελέτες που να 
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ποσοτικοποιούν τη συγκέντρωση της γκρελίνης σε αγελάδες και μοσχίδες, κατά τη 

διάρκεια του οίστρου. Στους ανθρώπους, έχει αποδειχθεί ότι οι συγκεντρώσεις 

γκρελίνης δεν επηρεάζονται ούτε από εξωγενή χορήγηση οιστρογόνων, ούτε από 

ωοθηκεκτομή (Dafopoulos et al. 2010). Στα ποντίκια, έχει αποδειχθεί η ανασταλτική 

επίδραση της οιστραδιόλης-17β στη γκρελίνη, διότι η χορήγηση της γκρελίνης 

διέγειρε την πρόσληψη τροφής σε αρσενικά και ωοθηκεκτομημένα θηλυκά ζώα, 

αλλά όχι σε αρσενικά ποντίκια, στα οποία είχαν χορηγηθεί οιστρογόνα, ούτε, 

επίσης, και σε ακέραια θηλυκά. Όταν σε ωοθηκεκτομημένα ή ακέραια θηλυκά 

ποντίκια χορηγήθηκε οιστραδιόλη-17β, η χορήγηση γκρελίνης είχε ισχυρά 

ορεξιογόνες επιδράσεις, κατά τις ημέρες χαμηλής συγκέντρωσης οιστρογόνων 

(δίοιστρος), αλλά είχε ουδέτερη επίδραση, κατά τη διάρκεια του οίστρου και του 

πρόοιστρου δηλαδή, σε περιόδους με υψηλές συγκεντρώσεις οιστρογόνων (Clegg et 

al. 2007). Σε αντίθεση, έχει αποδειχθεί ότι κατά τον οίστρο η πλειονότητα των 

αγελάδων παρουσιάζει σημαντικά μειωμένη πρόσληψη ξηράς ουσίας (Reith et al. 

2014). Στην παρούσα μελέτη, οι αγελάδες κατά τον οίστρο παρουσίαζαν, όπως 

αναμενόταν, μειωμένη πρόσληψη ξηράς ουσίας και γαλακτοπαραγωγής (τα 

στοιχεία δεν παρουσιάζονται), παρά τις αυξημένες συγκεντρώσεις γκρελίνης. 

Συνεπώς, για την ερμηνεία των παραπάνω αποτελεσμάτων, θα μπορούσε να γίνει η 

υπόθεση ότι οι υψηλές συγκεντρώσεις οιστραδιόλης-17β είναι ικανές να αμβλύνουν 

τις ορεξιογόνες δράσεις της γκρελίνης. Ωστόσο, κάτι αντίστοιχο δεν διαπιστώθηκε 

στις μοσχίδες, παρόλο που οι συγκεντρώσεις οιστραδιόλης-17β ήταν αυξημένες, 

όπως στις αγελάδες, με αποτέλεσμα να μην επηρεαστούν ούτε οι συγκεντρώσεις 

της γκρελίνης, αλλά ούτε και η πρόσληψη τροφής. 

Επομένως, άλλοι άγνωστοι, μέχρι στιγμής παράγοντες, εμπλέκονται στη 

διαφοροποίηση των συγκεντρώσεων ή/και στο ρόλο της γκρελίνης κατά τον οίστρο, 

μεταξύ αγελάδων και μοσχίδων, γεγονός που οδηγεί στο συμπέρασμα ότι 

παράγοντες συσχετιζόμενοι με τη γαλακτοπαραγωγή ή τη ρύθμιση των οδών 

κατανομής της προσλαμβανόμενης ενέργειας, καθοδηγούν τη διαφοροποίηση 

αυτή. Η προλακτίνη είναι ένας πιθανός υποψήφιος παράγοντας, καθώς ρυθμίζεται 

από τη γκρελίνη (Messini et al. 2009, 2011), έχει ζωτικής σημασίας ρόλο στην 

ανάπτυξη του μαστικού αδένα στις μοσχίδες (Knight 2001), οι συγκεντρώσεις της 
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μεγιστοποιούνται κατά τη διάρκεια περιόδων, στις οποίες ο μαστικός αδένας είναι 

αδρανής (Hart et al. 1978) και λίαν προσφάτως έχει αποδειχθεί ο ρόλος της ως 

γαλακτοποιητικός παράγοντας στα μηρυκαστικά (Lacasse et al. 2016). Έτσι, 

λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω ευρήματα, μπορεί να υποτεθεί ότι ανεξάρτητοι 

μηχανισμοί είναι υπεύθυνοι για τη ρύθμιση των δράσεων της γκρελίνης σε 

διαφορετικές ηλικιακές περιόδους και φάσεις γαλακτοπαραγωγής. 

Για την πλήρη αποσαφήνιση πιθανόν ορμονικών αλληλεπιδράσεων που ελέγχουν τα 

διαφορετικά πρότυπα έκκρισης της γκρελίνης, κατά την περιοιστρική περίοδο, 

μεταξύ αγελάδων και μοσχίδων, είναι επιτακτική η διενέργεια στοχευμένης 

περαιτέρω ερευνητικής προσπάθειας. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ V 

 

Οι επιδράσεις της γκρελίνης στην ενεργοποίηση των μονοπατιών των Akt1 και 

ERK1/2, κατά τη διάρκεια της in vitro ωρίμανσης ωαρίων βοοειδών 

 

 

 

5.1. Εισαγωγή 

Η in vivo ωρίμανση ωαρίων βοοειδών και προβάτων είναι μία αργή διαδικασία, 

κατά τη διάρκεια της οποίας η μετάβαση από το στάδιο της διπλοταινίας σε αυτό 

της GVBD, απαιτεί de novo σύνθεση αρκετών πρωτεϊνών (Gordon 2003). Σε 

συνθήκες in vitro ωρίμανσης των ωαρίων έχει βρεθεί ότι oι πρωτεΐνες που 

προϋπάρχουν στο ωάριο, μπορούν να υποστηρίξουν τη Μείωση μέχρι τη φάση της 

συμπύκνωσης της χρωματίνης, η οποία ξεκινάει 6 ώρες μετά την εισαγωγή των 

ωαρίων στην in vitro ωρίμανση, μέσω της ενεργοποίησης του παράγοντα MPF 

(Sirard et al. 1989, Fissore et al. 1996). Η ενεργοποίηση του MPF συμβαίνει είτε 

αυτόματα, είτε ύστερα από την επίδραση εξωγενών ουσιών, όπως οι αυξητικοί 

παράγοντες ή οι ορμόνες που αποτελούν συστατικά του υποστρώματος ωρίμανσης. 

Η ενεργοποίηση του MPF προάγει τη φωσφορυλίωση πολλών πρωτεϊνικών κινασών 

που εκφράζονται στο ωάριο και στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου και οι οποίες 

εμπλέκονται στον έλεγχο της ωρίμανσης του ωαρίου, μέσω διαφορετικών 

σηματοδοτικών μονοπατιών. Μεταξύ αυτών συμπεριλαμβάνονται οι MAPK κινάσες 

ERK1/ERK2 (γνωστές και ως MAPK3 και MAPK1), οι Jun N-terminal κινάσες JNK1/2, η 

MAP κινάση p38 (γνωστή και ως MAPK14) και η AKT (γνωστή και ως πρωτεϊνική 

κινάση Β) (Vigneron et al. 2004, Salhab et al. 2011). 

Η υπεροικογένεια των κινασών που ενεργοποιούνται από τις MAPK, είναι 

πρωτεϊνικές κινάσες σερίνης/θρεονίνης. Η ενεργοποίησή τους ρυθμίζει πολλούς 

πρωτεϊνικούς στόχους στο κυτταρόπλασμα και στον πυρήνα και επηρεάζει πολλές 

λειτουργίες, όπως τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την κυτταρική διαφοροποίηση 

Το κεφάλαιο αυτό δημοσιεύθηκε ως πλήρες άρθρο στο περιοδικό: Zygote, 25(2): 183-189, 2017 
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και απόπτωση, το σχηματισμό της πυρηνικής μεμβράνης, τη συμπύκνωση της 

χρωματίνης, την αναδιοργάνωση των μικροσωληναρίων και τον τρόπο έκφρασης 

πολλών γονιδίων (Torner et al. 2001, Lee and McCubrey 2002, Bai et al. 2012). Το 

μονοπάτι των MAP κινασών, το οποίο έχει μελετηθεί σε μεγαλύτερη έκταση, είναι 

το βιοχημικό μονοπάτι Raf-MEK-ERK (Lee and McCubrey 2002). Σχετικά πρόσφατα, 

οι κινάσες που ρυθμίζονται από εξωκυτταρικά σήματα (Extracellular Signal 

Regulated Kinases, ERKs) ταυτοποιήθηκαν ως μία νέα οικογένεια πρωτεϊνικών 

κινασών, με δράση που αφορά τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό (Rossomando et al. 

1989, Boulton et al. 1990, 1991, Payne et al. 1991). Οι μελέτες που ακολούθησαν 

συνέβαλαν στην ταυτοποίηση των ενεργοποιών των ERK, την οικογένεια κινασών 

MEK (MAP/ERK Kinase). Οι ΜΕΚ είναι κινάσες διπλής ειδικότητας που έχουν την 

ικανότητα φωσφορυλίωσης τόσο θέσεων σερίνης/θρεονίνης, όσο και τυροσίνης 

στις ΜΑΡ κινάσες (Crews et al. 1992, Kosako et al. 1992, Seger et al. 1992). Μία 

κινάση υπεύθυνη για την ενεργοποίηση των ΜΕΚ, είναι η εξειδικευμένη πρωτεϊνική 

κινάση σερίνης/θρεονίνης που σχετίζεται με ογκογένεση από ρετροϊό (Rapidly 

Accelerated Fibrosarcoma, Raf) (Dent et al. 1992, Kyriakis et al. 1992). Ο συνδυασμός 

των πρωτεϊνών αυτών, παρέχει διάφορα ερεθίσματα στον πυρήνα των κυττάρων, 

καθένα από τα οποία συμβάλλει στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό (McCubrey et al. 

2000). Η ομάδα των ΜΑΡ περιλαμβάνει, εκτός από την οικογένεια των ERK, την 

οικογένεια των κινασών p38 και την οικογένεια των κινασών JNK (c-Jun N-terminal), 

επίσης, γνωστές και ως πρωτεϊνικές κινάσες ενεργοποιούμενες από καταστάσεις 

στρες (Schaeffer and Weber 1999). 

Οι ERK1/2 (ισομορφές ERK1 με 44 kDa και ERK2 με 42kDa), οι οποίες αποτελούν 

μέλη της υπεροικογένειας των MAPK, εκφράζονται σε μη-ώριμα ωάρια θηλαστικών 

και μοιράζονται πολλές, αν όχι όλες τις λειτουργίες τους (Lloyd 2006). Μολονότι η 

συμμετοχή των δύο κινασών στις διάφορες βιολογικές διεργασίες έχει προσελκύσει 

ιδιαίτερο ερευνητικό ενδιαφέρον, από τη διεθνή βιβλιογραφία φαίνεται ότι η ERK2 

έχει μελετηθεί πολύ περισσότερο από ό,τι η ERK1. H ακολουθία των ERK1 και ERK2 

διαφέρει σε μεγαλύτερο βαθμό στο ίδιο είδος, από ότι σε διαφορετικά είδη 

(Roskoski 2012). Η φωσφορυλίωση των ERK1/2, ξεκινάει στη Μείωση, περί την 

GVBD, αλλά ο ακριβής χρόνος της ενεργοποίησης διαφέρει ανάμεσα στα διάφορα 
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είδη. Στα ωάρια ποντικιών και προβάτων, η φωσφορυλίωση της ERK λαμβάνει 

χώρα, μετά το στάδιο της GVBD, ενώ στα ωάρια χοίρων και βοοειδών αυτό 

συμβαίνει, κατά τη διάρκεια του παραπάνω σταδίου (Torner et al. 2001, Bai et al. 

2012). Όλα τα μέχρι σήμερα δεδομένα δείχνουν ότι οι κυτταρικοί διεγέρτες του 

μονοπατιού ERK1/2 οδηγούν σε μία παράλληλη ενεργοποίηση τόσο του ERK1, όσο 

και του ERK2 (Lefloch et al. 2009). Το γονίδιο erk1 είναι επουσιώδες για την 

ανάπτυξη των κυοφορούντων εμβρύων ποντικιών, αντιθέτως η αφαίρεση του erk2 

οδηγεί σε εμβρυϊκό θάνατο, καθώς αναφέρθηκε αδυναμία ανάπτυξης του 

μεσοδέρματος (Yao et al. 2003). Σε ποντίκια, με έλλειψη μόνο του erk2, η 

δημιουργία αγγείωσης του πλακούντα (Hatano et al. 2003), όπως, επίσης, και η 

ανάπτυξη της εμβρυϊκής τροφοβλάστης καθυστερεί σημαντικά (Saba‐El‐Leil et al. 

2003). Αμφότερες οι καταστάσεις οδηγούν σε εμβρυϊκό θάνατο και αποδεικνύουν 

ότι η δράση της ERK1 δεν είναι σε θέση να αντισταθμίσει την έλλειψη της ERK2. Οι 

Lefloch και συνεργάτες (2008), μετά από πειραματισμούς σε ποντίκια, απέδειξαν ότι 

κανένα ζώο δεν δύναται να επιζήσει μόνο με ένα erk αλληλόμορφο γονίδιο, 

αντιθέτως ζώα με δύο erk2 αλληλόμορφα ή με ένα αλληλόμορφο erk1 και ένα erk2, 

είναι σε θέση να επιβιώσουν. Εφόσον η έκφραση της ERK2 στα περισσότερα 

κύτταρα υπερέχει αυτής της ERK1, τα ευρήματα της σοβαρής επίδρασης που έχει η 

παντελής έλλειψη έκφρασης της ERK2, αποδόθηκαν περισσότερο στο ρόλο της 

μείωσης της ERK στο σύνολό της, παρά στη μειωμένη έκφραση μίας πρωτεΐνης με 

μοναδικές βιολογικές λειτουργίες (Lefloch et al. 2008). 

Οι Fissore και συνεργάτες (1996) μελετώντας την κινητική της H1 κινάσης ιστόνης 

και των MAP κινασών σε ωάρια βοοειδών, απέδειξαν την ταυτόχρονη ενεργοποίηση 

των δύο αυτών κινασών. Η διαδικασία ενεργοποίησης εξελίσσεται αργά κατά τις 

πρώτες 6 ώρες της ωρίμανσης και εν συνεχεία αυξάνεται σταθερά μέχρι την 15η 

ώρα. Σε συμφωνία με την προηγούμενη έρευνα, αποδείχθηκε ότι η φωσφορυλίωση 

της κινάσης ERK1/2, συμβαίνει μεταξύ 6ης και 8ης ώρας και παραμένει στην ενεργή 

μορφή για 24 ώρες (Verlhac et al. 1994, Torner et al. 2001). Κατά την ίδια χρονική 

στιγμή ενεργοποιούνται και άλλες κινάσες, ανεξάρτητα από την ενεργοποίηση των 

MPF και MAP κινασών και δρώντας, μέσω διαφορετικών μοριακών μονοπατιών, 

ελέγχουν και αυτές τη διαδικασία της ωρίμανσης και τη de novo πρωτεϊνοσύνθεση. 
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Ανάμεσά τους, οι PI3/Akt/PKB φαίνεται να είναι οι πιο σημαντικές. Η Akt/PKB 

συναντάται σε αφθονία στα ωάρια των ποντικιών και των βοοειδών (Vigneron et al. 

2004, Tomek and Smiljakovic 2005) και η ενεργοποίησή της ρυθμίζεται από τη 

φωσφορυλίωση της θρεονίνης 308 και της σερίνης 473 (Tomek and Smiljakovic 

2005). Οι ίδιοι συγγραφείς ανέφεραν ότι στα στάδια GV και MII, η δραστηριότητα 

της Akt κυμαίνεται στα βασικά επίπεδα, ενώ φτάνει τα μέγιστα επίπεδα κατά τη 

διάρκεια των σταδίων GVBD και MI. Η Akt/PKB έχει αποδειχθεί ότι έχει κεντρικό 

ρόλο σε βιοχημικά μονοπάτια μετάδοσης σημάτων (signal transduction pathways), 

ανταποκρινόμενη είτε σε διάφορους αυξητικούς παράγοντες, είτε στην ινσουλίνη. 

Ακόμη, πιστεύεται ότι συνεισφέρει σε αρκετές κυτταρικές λειτουργίες 

συμπεριλαμβανομένου του μεταβολισμού της γλυκόζης (Cross et al. 1995, Cohen 

1999), της κυτταρικής συντήρησης (Hemmings 1997, Alessi and Cohen 1998, 

Downward 1998), της κυτταρικής αναπαραγωγής (Diehl et al. 1997, Medema et al. 

2000), της κυτταρικής μετανάστευσης (Morales-Ruiz et al. 2000, Radisavljevic et al. 

2000) και της αγγειογένεσης (Dimmeler et al. 1999, Fulton et al. 1999, Michell et al. 

1999). 

Τα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου κατέχουν πολύ σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη 

των ωαρίων, στην επανέναρξη της μειωτικής διαίρεσης και στην ωρίμανση του 

κυτταροπλάσματος, προστατεύοντας το ωάριο από το οξειδωτικό στρες και 

παρέχοντάς του ταυτόχρονα την απαραίτητη ενέργεια (Salhab et al. 2013). Όπως και 

στο ωάριο, η ενεργοποίηση διαφόρων μοριακών μονοπατιών στα κύτταρα του 

ωοφόρου δίσκου συμβαίνει κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης (Salhab et al. 2011). 

Στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου βοοειδών, ποντικιών και χοίρων, βρέθηκε ότι η 

ERK εκφράζεται, καθ’ όλη την διάρκεια της περιόδου ωρίμανσης. Η αναστολή της 

ERK (ERK inhibition), κατά τη διάρκεια της IVM στα βοοειδή, είχε ως αποτέλεσμα τη 

μειωμένη φωσφορυλίωση της ERK1/2, οδηγώντας σε μείωση της διάτασης των 

κύτταρων του ωοφόρου δίσκου και σε παραμονή των ωαρίων στο στάδιο της 

Προμετάφασης I (Tosca et al. 2007). 

Παράλληλα, η ρύθμιση της λειτουργίας των κύτταρων του ωοφόρου δίσκου, η 

επιβίωση, καθώς και η αντιοξειδωτική και η αντιαποπτωτική προστασία τους, 

εξαρτώνται από την ενεργοποίηση του μονοπατιού των PI3-Akt. Έτσι μετά από 
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αναστολή της ενεργοποίησης του μονοπατιού της Akt στα κύτταρα του ωοφόρου 

δίσκου, κατά τη διάρκεια της in vitro ωρίμανσης, η πλειονότητα των ωαρίων 

βοοειδών σταμάτησε την ανάπτυξή της στο στάδιο της MI (Tomek and Smiljakovic 

2005). 

Όπως έχει προαναφερθεί, η γκρελίνη είναι ένα πεπτίδιο με πολυεπίπεδη δράση που 

συμπεριλαμβάνει τον έλεγχο της έκκρισης της αυξητικής ορμόνης, τη ρύθμιση του 

μεταβολισμού, της όρεξης, της πρόσληψης τροφής, τη ρύθμιση της έκκρισης της 

GnRH και των γοναδοτρόπων ορμονών και ασκεί μάλλον ανασταλτική δράση στην in 

vitro ωρίμανση των ωαρίων και στην ανάπτυξη του πρώιμου εμβρύου (Veldhuis and 

Bowers 2010, Dovolou et al. 2013, Dovolou et al. 2014b). Σε μοριακό επίπεδο, η 

γκρελίνη ασκεί ισχυρή αντιοξειδωτική, αντιαποπτωτική και μιτογόνο δράση και 

φαίνεται να υποστηρίζει την αξιοποίηση της γλυκόζης σε διάφορα κύτταρα, όπως οι 

οστεοβλάστες και τα πρόδρομα λιποκύτταρα. Αυτές οι δράσεις ασκούνται, κυρίως, 

μέσω της ενεργοποίησης των PI3/Akt και MAP/ERK1/2 μονοπατιών (Delhanty et al. 

2006, Granata et al. 2007). Ιδιαιτέρως, το μονοπάτι PI3/Akt εμπλέκεται στη ρύθμιση 

της κυτταρικής επιβίωσης (Datta et al. 1999, Pearson et al. 2001), διαδραματίζοντας 

σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη προστατευτικών μηχανισμών που προάγονται από 

την γκρελίνη (Chung et al. 2007, Granata et al. 2007). 

Οι γνώσεις μας σχετικά με τον τρόπο δράσης της γκρελίνης στην ωρίμανση των 

ωαρίων είναι περιορισμένες, καθώς ο διαθέσιμος αριθμός δημοσιευμένων 

αναφορών, είναι πολύ μικρός. Σε γυναίκες, οι οποίες υποβάλλονται σε IVF, οι 

συγκεντρώσεις γκρελίνης στο αίμα αλλά και στο ωοθυλακικό υγρό έχουν 

συσχετιστεί αρνητικά τόσο με το ποσοστό πρώιμων εμβρύων με αυλάκωση, όσο και 

με τη βιωσιμότητα των εμβρύων την ημέρα 3 (Li et al. 2011). Σε πειραματισμούς 

IVM ωαρίων χοίρων, η γκρελίνη μείωσε τον ρυθμό ωρίμανσης ωαρίων που 

περιβάλλονταν από κύτταρα του ωοφόρου δίσκου, ενώ δεν είχε καμία επίδραση 

στην ωρίμανση απογυμνωμένων ωαρίων (Suzuki et al. 2010). Σε αντίθεση, βρέθηκε 

ότι η γκρελίνη προάγει την IVM ωαρίων προβάτων, μέσω του μοριακού μονοπατιού 

της ERK1/2 (Bai et al. 2012). Επιπλέον, οι Popelkova και συνεργάτες (2006) βρήκαν, 

ότι η γκρελίνη σε συγκέντρωση 5 ng ml-1 δεν βελτιώνει τον in vitro ρυθμό 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/06/2024 16:49:14 EEST - 3.145.64.154



 Σελίδα 123 
 

ωρίμανσης ωαρίων βοοειδών, αν και προκαλεί αύξηση της έκφρασης των ERK-

MAPΚ. 

Από προηγούμενα πειράματα στο Εργαστήριο έχει αποδειχθεί ότι η τροποποίηση 

του υποστρώματος της IVM, με προσθήκη 800 pg ml-1 βόειας ακυλιωμένης 

γκρελίνης, επιταχύνει σημαντικά τον χρόνο ωρίμανσης των ωαρίων βοοειδών 

(Dovolou et al. 2014a). Έτσι, in vitro ωρίμανση για 18 ώρες και έκθεση σε γκρελίνη 

αποδίδει τα ίδια ποσοστά ωρίμανσης ωαρίων και εν συνεχεία τα ίδια ποσοστά 

βλαστοκύστεων, με αυτά της ομάδας των μαρτύρων που ωρίμασαν για 24 ώρες, 

χωρίς την παρουσία γκρελίνης. Στο πείραμα αυτό η ωρίμανση επιβεβαιώθηκε 

άμεσα ύστερα από χρώση του πυρήνα και έμμεσα με την υπερέκφραση των COX2, 

SOD2 και GPX1 στα ωάρια και των GREM1 και COX2 στα κύτταρα του ωοφόρου 

δίσκου, μετά από qRT-PCR, καθώς και από τα αυξημένα ποσοστά σχηματισμού 

βλαστοκύστεων. Σε αντίθεση, in vitro ωρίμανση για 24 ώρες υπό την παρουσία 

γκρελίνης, συντέλεσε στη γήρανση των ωαρίων, η οποία γινόταν εμφανής με την 

υπερβολική διάταση και διόγκωση των κυττάρων του ωοφόρου δίσκου, την 

υπερέκφραση των CCNB1 και GADPH στα ωάρια, και των CCNB1, SLC2A1 και LDHA 

στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου και εν τέλει με τη μείωση του ποσοστού 

σχηματισμού βλαστοκύστεων (Dovolou et al. 2014a). 

Ο τρόπος δράσης της γκρελίνης που οδηγεί στην επιτάχυνση της ωρίμανσης των 

ωαρίων, δεν είναι γνωστός. Στόχος του παρόντος πειράματος ήταν να μελετήσουμε 

για πρώτη φορά, πιθανά μοριακά μονοπάτια, μέσω των οποίων η συγκεκριμένη 

ορμόνη θα μπορούσε να ασκήσει τις δράσεις της. Σε αυτή την κατεύθυνση, 

μελετήθηκε η φωσφορυλίωση δύο σημαντικών κινασών στα ωάρια και στα κύτταρα 

του ωοφόρου δίσκου βοοειδών. Η Akt1, το δεύτερο βήμα στο μονοπάτι της 

φωσφοϊνοσιτιδίου-3 κινάσης (ΡΙ3Κ) που ρυθμίζει την αντιοξειδωτική προστασία και 

την απόπτωση στα κύτταρα και οι ERK1/2 (κινάσες ρυθμιζόμενες από εξωκυτταρικά 

σήματα, Extracellular Signal Regulated Kinases, ERKs), αποτελούν μέρος του 

μονοπατιού των MAPKs (ενεργοποιούμενων από μιτογόνα κινασών σύστημα, 

Mitogen Activated Protein). Οι MAPKs ρυθμίζουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, 

την έκφραση των γονιδίων και τη λειτουργία του πυρήνα των κυττάρων. 
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5.2. Υλικά και μέθοδοι 

Εξωσωματική παραγωγή εμβρύων  

Συλλογή ωοθηκών-ωαρίων 

Oι διαδικασίες για την εξωσωματική παραγωγή εμβρύων είναι αυτές που έχουν 

τυποποιηθεί στο Εργαστήριο και περιγράφονται λεπτομερώς σε προηγούμενη 

διδακτορική διατριβή (Dovolou 2014). 

Για τους πειραματισμούς, χρησιμοποιήθηκαν ωοθήκες αγελάδων που συλλέχθηκαν 

από το τοπικό σφαγείο. Αμέσως, μετά τον εκσπλαχνισμό των αγελάδων, οι ωοθήκες 

συλλέγονταν, ξεπλένονταν με φυσιολογικό ορό και τοποθετούνταν σε ισοθερμικό 

δοχείο που περιείχε φυσιολογικό ορό (NaCl 0,9%, ΒΙΟΣΕΡ, Τρίκαλα, Ελλάδα) με 0,1% 

v/v γενταμυκίνη (Gentamycin sulphate 5% injection, BREMER PHARMA GMBH, 

Germany), σε θερμοκρασία 37 οC. Η συνήθης διάρκεια της διαδικασίας, από τη 

συλλογή της πρώτης ωοθήκης μέχρι την άφιξη στο Εργαστήριο, ήταν περίπου 1½ 

ώρα. Για τη μείωση του πιθανά αυξημένου μικροβιακού φόρτου των ωοθηκών, πριν 

από την συλλογή των ωαρίων, πραγματοποιούνταν διαδοχικές εκπλύσεις των 

ωοθηκών σε διάλυμα φυσιολογικού ορού (37 οC) και στη συνέχεια διενεργούνταν 

επιφανειακή απολύμανσή τους, με γάζα εμποτισμένη σε διάλυμα 70% αιθανόλης. 

Καθ’ όλη τη διάρκεια της αναρρόφησης, οι ωοθήκες διατηρούνταν σε γυάλινο 

δοχείο με φυσιολογικό ορό στους 37ο C, μέσα σε υδατόλουτρο. 

Στη συνέχεια, η αναρρόφηση των ωοθυλακίων (διαμέτρου 2-8 mm, με διαυγές 

τοίχωμα και εκτεταμένη αγγείωση) πραγματοποιούνταν με σύριγγα των 10 ml και 

βελόνα 18G x 1 1/2'' (KDL®, Hamburg, Germany) και το ωοθυλακικό υγρό 

συλλεγόταν σε φιαλίδια τύπου falcon των 50 ml (Cellstar® Tubes, greiner bio-one, 

Germany) που είχαν τοποθετηθεί σε υδατόλουτρο (37ο C). Μετά την ολοκλήρωση 

της αναρρόφησης των ωοθυλακίων, το falcon με το ωοθυλακικό υγρό 

τοποθετούνταν σε επωαστικό κλίβανο 5% CO2, στους 39 οC και μέγιστη υγρασία 

(SHEL LAB 5215, Oregon, U.S.A.) για 10-15 λεπτά, προκειμένου όλα τα συμπλέγματα 

ωαρίων-ωοφόρων δίσκων (Cumulus-Oocytes Complexes, COCs) να καθιζάνουν στον 

πυθμένα. Στη συνέχεια, το υπερκείμενο υγρό απομακρυνόταν προσεκτικά από το 
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σωλήνα, το ίζημα αναμειγνυόταν με PBS (phosphate buffered saline) και 

τοποθετούνταν σε μικροβιολογικό τρυβλίο (petri dish), διαμέτρου 9,4 cm (Greiner 

bio-one, Germany). 

Όλες οι εργασίες που ακολούθησαν τη συλλογή των ωαρίων γινόταν σε θάλαμο 

οριζόντιας νηματικής ροής (Horizontal laminar flow, Mini-H Telstar, Spain). Η 

επιλογή των καλής ποιότητας COCs γινόταν, υπό στερεοσκοπική παρατήρηση 

(Stereoscopic Zoon Microscope SMZ1500, Nikon) και η συλλογή τους γινόταν με τη 

χρήση ειδικής γυάλινης πιπέτας (mouth pipet) που κατασκευαζόταν στο Εργαστή-

ριο, μετά από πύρωση σε λύχνο Bunsen και ταυτόχρονη έλξη κοινής πιπέτας 

Pasteur. 

Τα ωάρια που επιλέγονταν να χρησιμοποιηθούν στην εξωσωματική γονιμοποίηση, 

ήταν τα 1ης και 2ης κατηγορίας, σύμφωνα με τα κριτήρια των de Loos και 

συνεργατών (1989) και Younis και συνεργατών (1989). Ωάρια, με ωόπλασμα 

ομοιογενές και διάφανο ή ομοιόμορφο και σκοτεινόχρωμο, με συμπαγή ωοφόρο 

δίσκο αποτελούμενο από πολλές στοιβάδες κυττάρων, κατατάσσονταν στην 1η 

κατηγορία. Στη 2η κατηγορία κατατάσσονταν COCs με λιγότερο διαυγές ωόπλασμα 

που περιβαλλόταν από τουλάχιστον 3 συμπαγείς στοιβάδες κυττάρων. Μετά το 

πέρας της επιλογής, τα COCs τοποθετούνταν σε μικροβιολογικά τρυβλία, διαμέτρου 

3,5 cm, τα οποία περιείχαν διάλυμα PBS, προκειμένου να απομακρυνθούν τυχόν 

κύτταρα και κυτταρικά ράκη του ωοθυλακικού υγρού. Για το σκοπό αυτό, τα COCs 

υποβάλλονταν σε τρεις διαδοχικές εκπλύσεις σε διάλυμα PBS και δύο σε 

υπόστρωμα ωρίμανσης, εξασφαλίζοντας έτσι την πλήρη απομάκρυνση άλλων 

κυττάρων, αλλά και την αποφυγή εισαγωγής υπολειμμάτων PBS στο υπόστρωμα 

ωρίμανσης. 

 

In vitro ωρίμανση των ωαρίων (IVM) 

Η IVM γινόταν σε ομάδες των 50, μετά από τυχαία επιλογή, σε τρυβλία 

ιστοκαλλιέργειας 4-βοθρίων (4-well dishes, Nunk Thermofisher Scientific, Denmark), 

στα οποία περιέχονταν 500 μl υπoστρώματος ωρίμανσης Μ199 εμπλουτισμένου με 
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10 ng ml-1 επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (Epidermal Growth Factor, EGF) και 

10% ορού εμβρύου μόσχου (Fetal Calf Serum, FCS). Η ωρίμανση των COCs γινόταν 

σε επωαστικό κλίβανο στους 39 οC με 5% CO2 και μέγιστη υγρασία για 24 ώρες. 

 

Επεξεργασία σπέρματος και ενεργοποίηση σπερματοζωαρίων 

Σε όλες τις επαναλήψεις του πειραματισμού, χρησιμοποιήθηκε καταψυγμένο 

σπέρμα ταύρου φυλής Holstein, γνωστής in vivo και in vitro γονιμότητας, 

προερχόμενο από την ίδια εκσπερμάτιση. Για την αναβίωση των καταψυγμένων 

σπερματοζωαρίων, η διαδικασία περιελάμβανε την απόψυξη των σωληναρίων σε 

υδατόλουτρο θερμοκρασίας 37 οC, για 1 λεπτό. Στη συνέχεια, το σπέρμα 

τοποθετούνταν σε σωλήνα falcon των 15 ml που περιείχε 3 ml διαλύματος Sp-TALP 

και ακολουθούσε φυγοκέντρηση του δείγματος στα 1000 x g, για 10 λεπτά, σε 

θερμοκρασία δωματίου. Με τη διαδικασία αυτή επιτυγχάνεται η αφαίρεση όλων 

των συστατικών που χρησιμοποιούνται για την κατάψυξη του σπέρματος, με 

ταυτόχρονη καθίζηση των σπερματοζωαρίων. 

Για την ενεργοποίηση των σπερματοζωαρίων και τον εμπλουτισμό του διαλύματος 

σε σπερματοζωάρια με προοδευτική κίνηση, ακολουθήθηκε η μέθοδος swim-up, 

όπως έχει περιγραφεί στο παρελθόν (Parrish et al. 1986, 1988). Μετά τη διαδικασία 

έκπλυσης του σπέρματος, ακολουθούσε αφαίρεση του υπερκείμενου διαλύματος 

από το falcon, κάλυψη του ιζήματος με 1 ml υποστρώματος in vitro γονιμοποίησης 

(IVF) και τοποθέτηση στον επωαστικό κλίβανο CO2, με γωνία 45ο, για 1 ώρα, ώστε 

μόνο τα ζωντανά και με προοδευτική κίνηση σπερματοζωάρια να μετακινηθούν 

στην υπερκείμενη στιβάδα του υποστρώματος. Ακολουθούσε αναρρόφηση 800 μl 

του επιφανειακού υποστρώματος, χωρίς να διαταραχτεί το ίζημα· με τον τρόπο 

αυτό συλλέγονταν μόνο τα ζωντανά και καλής ποιότητας σπερματοζωάρια. Στη 

συνέχεια το διάλυμα τοποθετούνταν σε αποστειρωμένο προθερμασμένο στους 39 

οC φιαλίδιο τύπου eppendorf (1,5 ml), το οποίο διατηρούταν στους 39 οC, μέχρι τη 

διαδικασία της γονιμοποίησης. 
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Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης των σπερματοζωαρίων πραγματοποιούνταν με 

τη βοήθεια αιματοκυτταρομέτρου Neubauer, χρησιμοποιώντας αραιωμένο δείγμα 

(1/10) σε νερό. Η μικροσκοπική παρατήρηση του δείγματος γινόταν με οπτικό 

μικροσκόπιο (Axiostar Plus, Carl Zeiss MicroImaging GmBH, Germany), 

χρησιμοποιώντας 10x/0.25 μεγεθυντικό φακό (Zeiss A-Plan, Germany). Στη συνέχεια 

το υπόστρωμα γονιμοποίησης με τα σπερματοζωάρια αραιωνόταν, με προσθήκη 

υποστρώματος IVF, ώστε να επιτευχθεί τελική συγκέντρωση 1x106 σπερματοζωάρια 

ανά ml. 

 

In vitro γονιμοποίηση (IVF) 

Αμέσως μετά την 24η ωρίμανση των ωαρίων και πριν από τη διαδικασία της 

γονιμοποίησης, προηγούνταν η έκπλυση των COCs, δύο φορές, με διάλυμα PBS και 

δύο, με τυποποιημένο υπόστρωμα IVF. Τα COCs τοποθετούνταν σε τρυβλίο 4- 

βοθρίων που περιείχε 250 μl τυποποιημένου υποστρώματος. Οι γαμέτες συν-

επωάζονταν για 22-24 ώρες σε κλίβανο CO2 (39 οC, 5% CO2 και μέγιστη υγρασία). Ο 

τελικός όγκος του υποστρώματος γονιμοποίησης, μετά την προσθήκη του 

σπέρματος, όλων των ομάδων ήταν 500 μl. Δεν απαιτούταν η κάλυψη με 

παραφινέλαιο τόσο κατά τη διάρκεια της IVM, όσο και της IVF. 

 

In vitro καλλιέργεια των εμβρύων (IVC) 

Αμέσως μετά τη γονιμοποίηση, όλα τα εν δυνάμει γονιμοποιημένα ωάρια (πιθανά 

ζυγωτά) αφαιρούνταν από το υπόστρωμα IVF και μεταφέρονταν σε φιαλίδια των 15 

ml, τα οποία περιείχαν 2 ml διαλύματος PBS. Στη συνέχεια, γινόταν μηχανική 

αφαίρεση των κυττάρων του ωοφόρου δίσκου, με ανατάραξη για 2-3 λεπτά σε 

ειδική συσκευή (vortex, FALC instruments, Treviglio, Italy). Η εύρεση όλων των 

πιθανών ζυγωτών γινόταν υπό στερεοσκοπική παρατήρηση και ακολουθούσαν 3-4 

διαδοχικές εκπλύσεις τους σε διάλυμα PBS και 2 φορές σε συνθετικό υπόστρωμα 

καλλιέργειας ωαγωγού (Synthetic Oviductal Fluid, SOF). Τέλος, τα έμβρυα, μετά από 
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τυχαία επιλογή, τοποθετούνταν σε ομάδες των 25 σε μικροσταγόνες των 25 μl κάτω 

από παραφινέλαιο. 

Τα τρυβλία ιστοκαλλιέργειας, τα οποία χρησιμοποιούνταν για την καλλιέργεια των 

εμβρύων ήταν διαμέτρου 3,5 cm αποστειρωμένα, χωρίς DNAses, RNAses και 

ανθρώπινο εξωγενές DNA (CellStar, Greiner bio-one, Germany). Οι μικροσταγόνες με 

υπόστρωμα SOF (25 μl), εμπλουτισμένου με 5% FCS, ετοιμάζονταν τουλάχιστον 15 

ώρες νωρίτερα και καλύπτονταν με παραφινέλαιο, προκειμένου να εξισορροπηθεί 

το pH του υποστρώματος και να αποφευχθεί τυχόν εξάτμισή του κατά τη διάρκεια 

της καλλιέργειας των εμβρύων. 

Η επώαση των εμβρύων διαρκούσε 9 ημέρες και γινόταν σε κλίβανο τριών αερίων 

(SANYO MCO-5M, Osaka, Japan). Οι συνθήκες επώασης ήταν 39 οC, 5% CO2, 5% Ο2, 

90% Ν2 και μέγιστη υγρασία. Η εκτίμηση του ποσοστού αυλάκωσης (cleavage rate) 

και παραγωγής βλαστοκύστεων γινόταν στις 48 ώρες, καθώς και στις 7, 8 και 9 

ημέρες μετά τη γονιμοποίηση, αντίστοιχα. 

Συνολικά χρησιμοποιήθηκαν 872 COCs σε τρεις επαναλήψεις (632 COCs για in vitro 

παραγωγή εμβρύων, 120 COCs για την αξιολόγηση της ωρίμανσης του πυρήνα και 

120 για την ανάλυση των πρωτεϊνών). Η διαδικασία της in vitro ωρίμανσης 

διαρκούσε 18 ή 24 ώρες και γινόταν είτε με προσθήκη 800 pg ml-1 γκρελίνης στο 

υπόστρωμα (Ghr18 n=170 και Ghr24, n=160), είτε χωρίς (μάρτυρες C18, n=150 και 

C24, n=152). 

 

Εκτίμηση της ωρίμανσης του πυρήνα 

Για την αξιολόγηση της ωρίμανσης του πυρήνα, 30 ωάρια (10 από κάθε επανάληψη) 

από κάθε ομάδα τοποθετούνταν επάνω σε αντικειμενοφόρο πλάκα, αφού 

προηγουμένως είχαν πλήρως απομακρυνθεί τα περιβάλλοντα κύτταρα του 

ωοφόρου δίσκου με ανατάραξη, με τη βοήθεια vortex. Ακολουθούσε η τοποθέτηση 

γυάλινης καλυπτρίδας που υποστηρίζονταν από τέσσερις σταγόνες μίγματος 

βαζελίνης:παραφίνης (40:1). Κάτω από ήπια συμπίεση, τα ωάρια μονιμοποιούνταν, 

για χρονικό διάστημα 48 ωρών, σε μίγμα αιθανικού οξέος:μεθανόλης (1:3). Στη 
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συνέχεια βάφονταν με αιθανο-ορκεΐνη (1% ορκεΐνη σε 45% αιθανικού οξέος) για να 

εξεταστούν εν τέλει σε μικροσκόπιο αντίθεσης φάσης (phase-contrast microscopy). 

Ένα ωάριο θεωρούνταν ώριμο, αν η διάταξη της χρωματίνης ανταποκρίνονταν σε 

αυτή της Τελόφασης I ή της Μετάφασης II. 

Για την εκτίμηση των μονοπατιών των ERK1/2 και Akt, 30 COCs από κάθε ομάδα 

απομακρύνονταν από το μέσο ωρίμανσης, ύστερα από 0, 6, 10, 18 και 24 ώρες 

ωρίμανσης. Ακολουθούσε έκπλυση αυτών 3 φορές σε PBS, μηχανική απομάκρυνση 

των κυττάρων του ωοφόρου δίσκου και άμεση κατάψυξή τους σε υγρό άζωτο, για 

να αποθηκευτούν στη συνέχεια στους -80 οC. Τα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου που 

περιέβαλλαν τα παραπάνω ωάρια, συλλέγονταν, επίσης, και καταψύχονταν με τον 

ίδιο τρόπο, για την ανάλυση των πρωτεϊνών. 

 

Δοκιμές φωσφορυλίωσης πρωτεϊνών  

Η απόσπαση ολόκληρων κυττάρων από ωάρια ή κύτταρα του ωοφόρου δίσκου 

προετοιμαζόταν με λύση στον πάγο, χρησιμοποιώντας το ακόλουθο ρυθμιστικό 

διάλυμα: 10 mM tris-HCl (pH 7,5), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% (v/v) Triton X- 100, 

0,5% (w/v), δεοξυχολικό νάτριο (sodium deoxycholate), το οποίο περιέχει μίγμα 

αναστολέων πρωτεασών (1:100, Sigma, Germany) και 1 mM ορθοβαναδικό νάτριο 

(sodium orthovanadate). Τα analyte-specific bead kits, καθώς και τα απαιτούμενα 

αντιδραστήρια προέρχονταν από την εταιρία EMD Millipore (Darmstadt, Germany) 

και οι δοκιμές εκτελέστηκαν, σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Τα 

beadmates των κινασών φωσφο-Akt1/PKBα (Ser473) και φωσφο-ERK/MAP 1/3 

(Thr185/Tyr187) (EMD Millipore, Darmstadt, Germany) χρησιμοποιήθηκαν από 

κοινού. Η έκφραση των πρωτεϊνών μετρήθηκε με τη βοήθεια ενός μηχανήματος 

Luminex 200 (Luminex Corporation). Οι τιμές που προέκυψαν, αντανακλούσαν την 

μέση ένταση φθορισμού (mean fluorescence intensity, mFI), ως μέτρο αφθονίας των 

πρωτεϊνών. Μετρήθηκε η αναλογία φωσφοπρωτεϊνών mFI/ολικές πρωτεΐνες, σε 

ωάρια που είχαν ωριμάσει υπό την παρουσία γκρελίνης, σε ωάρια μάρτυρες, και σε 

κύτταρα του ωοφόρου δίσκου.  
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Στατιστική ανάλυση 

Η ωρίμανση του πυρήνα, το ποσοστό πρώιμων εμβρύων με αυλάκωση και το 

ποσοστό σχηματισμού βλαστοκύστεων, αναλύθηκαν με το στατιστικό κριτήριο χ 

τετράγωνο. Έγινε προσδιορισμός της αναλογίας των φωσφορυλιωμένων πρωτεϊνών 

mFI/ολικές πρωτεΐνες, σε ωάρια που είχαν ωριμάσει υπό την παρουσία γκρελίνης, 

σε ωάρια μάρτυρες και σε κύτταρα του ωοφόρου δίσκου και τα αποτελέσματα 

αναλύθηκαν με την στατιστική μέθοδο Student’s t-test (independent). Σε όλες τις 

περιπτώσεις η σημαντικότητα ορίστηκε στο p<0,05. 

 

5.3. Αποτελέσματα 

Χρώση του πυρήνα και in vitro παραγωγή εμβρύων 

Τα στοιχεία που προέκυψαν από την ωρίμανση του πυρήνα των ωαρίων και την in 

vitro παραγωγή εμβρύων παρουσιάζονται στον πίνακα 3. Την 18η ώρα της 

ωρίμανσης, το ποσοστό των ώριμων ωαρίων στην ομάδα της γκρελίνης ήταν 

σημαντικά υψηλότερο σε σύγκριση με το αντίστοιχο της ομάδας των μαρτύρων 

(83,3% και 66,6%, αντίστοιχα, p<0,05). 

 

Πίνακας 3.  

Στοιχεία από την πυρηνική ωρίμανση και την in vitro παραγωγή εμβρύων στις 4 ομάδες των COCs, οι οποίες 

ωρίμασαν για 18 και 24 ώρες, υπό την απουσία (ομάδα C) ή την παρουσία (ομάδα G) γκρελίνης. 

 Πυρηνική ωρίμανση In vitro παραγωγή εμβρύων 

Ομάδες Αριθμός 
ωαρίων 

Ώριμα 
ωάρια 

(%) 

Αριθμός 
COCs 

Ποσοστό 
αυλάκωσης 

(%) 

Βλαστοκύστεις 
ημέρα 7 

(%) 

C18 30 20 
(66,6)α 

150 102 
(68,0) 

44 
(29,3)α 

C24 30 27 
(90,0)β 

152 112 
(73,7) 

41 
(26,9)α 

G18 30 25 
(83,3)β 

170 118 
(69,4) 

51 
(30,0)α 

G24 30 26 
(86,6)β 

160 104 
(64,4) 

26 
(16,3)β 

 

Οι τιμές της ίδιας στήλης που σημειώνονται με διαφορετικό εκθέτη, υποδηλωνουν στατιστικώς σημαντικές 

διαφορές (p<0,05).  
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Ο ρυθμός σχηματισμού βλαστοκύστεων ήταν σημαντικά χαμηλότερος (p<0.05) στην 

ομάδα G24 σε σύγκριση με τις άλλες ομάδες, ενώ δεν διαπιστώθηκαν σημαντικές 

διαφορές μεταξύ των άλλων ομάδων (p>0.05). Τα αποτελέσματα επιβεβαιώνουν 

προηγούμενα ευρήματα του Εργαστηρίου, σύμφωνα με τα οποία η παρουσία 

γκρελίνης κατά τη διαδικασία της IVF, επηρεάζει τον in vitro ρυθμό παραγωγής 

εμβρύων (Dovolou et al. 2014a).  

 

Η Akt1 στα ωάρια 

Τα στοιχεία της φωσφορυλίωσης της Akt1 στην ομάδα των μαρτύρων και στην 

ομάδα της γκρελίνης παρουσιάζονται στο διάγραμμα 15. Την 10η ώρα, η 

φωσφορυλίωση της Akt1 ήταν σημαντικά αυξημένη στα ωάρια που ωρίμασαν 

παρουσία γκρελίνης σε σύγκριση με τα ωάρια μάρτυρες (p<0,05), ενώ τις υπόλοιπες 

ώρες, δεν διαπιστώθηκαν σημαντικές διαφορές ανάμεσα στις δύο ομάδες (p>0,05). 

 

Διάγραμμα 15. 

Η έκφραση της Akt1 στα ωάρια, ύστερα από ωρίμανση για 0, 6, 10, 18 και 24 ώρες, σε απλό μέσο ωρίμανσης 

(Control), ή σε μέσο ωρίμανσης, στο οποίο είχαν προστεθεί 800 pg ml
–1

 ακυλιωμένης βόειας γκρελίνης (Ghrelin). 

 

Οι στήλες του ίδιου ζεύγους που σημειώνονται με αστερίσκο, υποδηλώνουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές 

(p<0,05). 
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Η ERK1/2 στα ωάρια 

Τα στοιχεία της φωσφορυλίωσης της ERK1/2 στην ομάδα των ωαρίων μαρτύρων και 

σε αυτή των ωαρίων που ωρίμασαν παρουσία γκρελίνης, εμφανίζονται στο 

διάγραμμα 16. Την 6η και τη 10η ώρα της ωρίμανσης, η φωσφορυλίωση της ERK1/2 

ήταν σημαντικά αυξημένη στα ωάρια που ωρίμασαν παρουσία γκρελίνης σε 

σύγκριση με τα ωάρια μάρτυρες (264,9% και 52,5%, αντίστοιχα, p<0,05), ενώ δεν 

διαπιστώθηκαν σημαντικές διαφορές ανάμεσα στις ίδιες ομάδες, κατά την 18η και 

24η ώρα της ωρίμανσης (p>0,05). 

 

Διάγραμμα 16. 

Η έκφραση της ERK1/2 στα ωάρια, ύστερα από ωρίμανση για 0, 6, 10, 18 και 24 ώρες, σε απλό μέσο ωρίμανσης 

(Control), ή σε μέσο ωρίμανσης, στο οποίο είχαν προστεθεί 800 pg ml
–1

 ακυλιωμένης βόειας γκρελίνης (Ghrelin). 

 

Οι στήλες του ίδιου ζεύγους που σημειώνονται με αστερίσκο, υποδηλώνουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές 

(p<0,05). 

 

Η Akt1 στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου 

Τα δεδομένα της Akt1 στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου παρουσιάζονται στο 

διάγραμμα 17. Δεν διαπιστώθηκαν σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων στη 

φωσφορυλίωση της Akt1, την 6η και τη 10η ώρα της ωρίμανσης (p>0,05). Σε 

αντίθεση, την 18η και την 24η ώρα, διαπιστώθηκε αύξηση της φωσφορυλίωσης της 
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Akt1 στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου στην ομάδα της γκρελίνης σε σύγκριση με 

την αντίστοιχη της ομάδας των μαρτύρων (42,0% και 37,5%, αντίστοιχα, p<0,05). 

 

Διάγραμμα 17. 

Η έκφραση της Akt1 στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου, ύστερα από ωρίμανση για 0, 6, 10, 18 και 24 ώρες, σε 

απλό μέσο ωρίμανσης (Control), ή σε μέσο ωρίμανσης, στο οποίο είχαν προστεθεί 800 pg ml
–1

 ακυλιωμένης 

βόειας γκρελίνης (Ghrelin). 

 

Οι στήλες του ίδιου ζεύγους που σημειώνονται με αστερίσκο, υποδηλώνουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές 

(p<0,05). 

 

Η ERK1/2 στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου 

Δεν διαπιστώθηκαν σημαντικές διαφορές στη φωσφορυλίωση της ERK1/2, ανάμεσα 

στις δύο ομάδες (6η ώρα: 1,02±0,81 και 0,68±0,19, 10η ώρα: 0,31±0,16 και 

0,37±0,12, 18η ώρα: 0,17±0,05 και 0,23±0,14, 24η ώρα: 0,14±0,06 και 0,24±0,15, για 

την ομάδα των μαρτύρων και την ομάδα που δέχθηκε την επίδραση της γκρελίνης, 

αντίστοιχα, p>0,05). Η έκφραση της ERK στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου ήταν 

συνεχής κατά τη διάρκεια της IVM, ενώ η αναστολή της φωσφορυλίωσης με την 

χρήση UO126 (αναστολέας ΜΕΚ), εκτός από μείωση της ανάπτυξης και διάτασης 
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των κυττάρων αυτών, προκάλεσε την παραμονή του ωαρίου στο στάδιο της 

Προμετάφασης I (Tosca et al. 2007). 

 

5.4. Συζήτηση 

Στον πειραματισμό αυτό, τα αποτελέσματα από την παραγωγή βλαστοκύστεων, 

μετά την τροποποίηση του υποστρώματος ωρίμανσης με προσθήκη γκρελίνης, 

επιβεβαίωσαν προηγούμενο εύρημα του Εργαστηρίου (Dovolou et al. 2014b), ότι 

δηλαδή, υπό την παρουσία γκρελίνης, η ωρίμανση των ωαρίων επιταχύνεται 

σημαντικά, με αποτέλεσμα, μετά από παραμονή των ωαρίων για 24 ώρες στο 

υπόστρωμα καλλιέργειας, να μειώνεται σημαντικά το ποσοστό παραγωγής 

βλαστοκύστεων. Σημειώνεται ότι το συγκεκριμένο τμήμα του πειραματισμού, 

διενεργήθηκε, με αποκλειστικό στόχο να χρησιμοποιηθεί, ως σημείο εσωτερικού 

ελέγχου της εν συνεχεία μελέτης, της ανάλυσης των πρωτεϊνών.  

Ο ρυθμός φωσφορυλίωσης της Akt στα ωάρια, τα οποία ωρίμασαν παρουσία 

γκρελίνης, ήταν σημαντικά χαμηλότερος (59,2%) την 10η ώρα της ωρίμανσης σε 

σύγκριση με τον αντίστοιχο των μαρτύρων. Έχει βρεθεί ότι η φωσφορυλίωση της 

Akt στα ωάρια είναι συνεχής, με το μέγιστο επίπεδο να παρατηρείται την 10η ώρα 

της ωρίμανσης. Συγκεκριμένα, οι πιο αξιοσημείωτες αλλαγές στην κινητική των 

συγκεκριμένων διαδικασιών, συμβαίνουν 8-10 ώρες μετά την έναρξη της 

διαδικασίας ωρίμανσης. Αυτό το χρονικό διάστημα δεν είναι τυχαίο, αλλά 

συσχετίζεται με την περίοδο μετάβασης από τη Μετάφαση I στη Μετάφαση II, αλλά 

και με την περισσότερο εκτεταμένη αύξηση του μεγέθους των κυττάρων του 

ωοφόρου δίσκου (10-22 ώρες). Υψηλότερα επίπεδα των SMAD2, AKT και MAP 

κινάση JNK1, αλλά όχι των MAP κινασών ERK1/ERK2 ή της P38, συσχετίστηκαν 

θετικά με την ικανότητα ανάπτυξης των ωαρίων και την απελευθέρωση 

προγεστερόνης και αρνητικά με τον ρυθμό απόπτωσης των κυττάρων του ωοφόρου 

δίσκου. Αυτοί οι παράγοντες, όπως και τα σηματοδοτικά μονοπάτια, εμπλέκονται 

στον έλεγχο διαφορετικών σταδίων ωρίμανσης του πυρήνα των ωαρίων, αλλά και 

στην απόκτηση της ικανότητας ανάπτυξής τους (Salhab et al. 2011). Στον 

πειραματισμό που διενεργήσαμε, η φωσφορυλίωση της Akt ακολούθησε το 
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παραπάνω πρότυπο έκφρασης στα ωάρια μάρτυρες, ενώ στα ωάρια που ωρίμασαν 

παρουσία γκρελίνης, η έκφρασή της ήταν χαμηλότερη και παρόμοια με αυτή που 

παρατηρήθηκε και στα επερχόμενα στάδια ωρίμανσης. Καταλήξαμε συνεπώς στο 

συμπέρασμα ότι εφόσον η γκρελίνη επιταχύνει την ωρίμανση, τα ωάρια πέρασαν το 

στάδιο της 10ης ώρας νωρίτερα και έτσι το μέγιστο επίπεδο ενεργοποίησης της Akt 

δεν κατέστη δυνατό να εντοπιστεί, εξαιτίας του πρωτοκόλλου δειγματοληψιών που 

ακολουθήθηκε. 

Στα πρώτα στάδια της ωρίμανσης, η παρουσία της γκρελίνης ενίσχυσε τη 

φωσφορυλίωση της ERK1/2, σε αντίθεση με τα τελευταία στάδια, στα οποία η 

δράση της ήταν ουδέτερη. Τα μη-ώριμα ωάρια βρίσκονται στο στάδιο GV. Η έναρξη 

της Μείωσης-ωρίμανσης γίνεται με τη διάσπαση της πυρηνικής μεμβράνης, η οποία 

in vivo προκαλείται από την αύξηση της LH, ενώ in vitro φαίνεται να ξεκινάει, 

αμέσως μετά την αναρρόφηση των ωαρίων και την απομάκρυνση των τοπικών 

αναστολέων που περιέχονται στο ωοθυλακικό υγρό. Το στάδιο του GVBD ξεκινάει 6-

8 ώρες μετά την έναρξη της IVM, με την ενεργοποίηση του MPF και των MAP 

κινασών και συνεπώς με τη σύνθεση και φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών. Η 

διαδικασία ενεργοποίησης του MPF και των MAP κινασών ξεκινάει την 6η ώρα της 

ωρίμανσης και φθάνει στα μέγιστα επίπεδα περίπου την 15η ώρα περίπου, όπου και 

παραμένει σε ενεργό μορφή για 24 ώρες περίπου (Verlhac et al. 1994, Torner et al. 

2001). Σε προηγούμενο πειραματισμό παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης της 

κυκλίνης Β, κατά τη διάρκεια 18ωρης ωρίμανσης ωαρίων, παρουσία γκρελίνης· το 

εύρημα αυτό αποτελεί ισχυρή ένδειξη αυξημένης δραστηριότητας του MPF 

(Dovolou et al. 2014a), η οποία θα μπορούσε να εξηγήσει την επιτάχυνση του 

ρυθμού ωρίμανσης των ωαρίων. Η αυξημένη φωσφορυλίωση της ERK1/2, κατά την 

6η και 10η ώρα στην παρούσα μελέτη, θεωρούμε ότι προάγει την αύξηση της 

πρωτεϊνοσύνθεσης, συντελώντας στην πρώιμη έναρξη του GVBD και στην πρώιμη 

μετάβαση στη φάση της Μετάφασης I. Ο ρόλος της σύνθεσης πρωτεϊνών στη 

διαδικασία ωρίμανσης των ωαρίων έχει αποδειχθεί σε προηγούμενη μελέτη, στην 

οποία η αναστολή της πρωτεϊνοσύνθεσης, μετά την 6η ώρα της ωρίμανσης, 

προκάλεσε ολοκληρωτική αναστολή της ανάπτυξης των ωαρίων στο GVBD στάδιο, 

ενώ η χρήση αναστολέων μετά την 9η ώρα επέτρεψε στο 33% των ωαρίων να 
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μεταβεί στη Μετάφαση I (Sirard et al. 1989). Η αυξημένη φωσφορυλίωση της ERK, 

με τη χρήση Mos (proto-oncogene, serine/threonine kinase), μείωσε κατά περίπου 6 

ώρες τον απαιτούμενο χρόνο, ώστε τα ωάρια να φθάσουν στη φάση MII, σε 18 αντί 

για 24 ώρες (Fissore et al. 1996). Παρόμοια αποτελέσματα προέκυψαν και από την 

παρούσα έρευνα με τη χρήση της γκρελίνης. Η αυξημένη φωσφορυλίωση της 

ERK1/2 στα ωάρια, εκτός από την επιτάχυνση της διαδικασίας ωρίμανσης, 

πιθανότατα συνεισέφερε στην αύξηση του ποσοστού παραγωγής βλαστοκύστεων, 

μετά τις 18 ώρες της in vitro ωρίμανσης των ωαρίων. 

Η ολοκληρωμένη ωρίμανση των ωαρίων είναι άρρηκτα συνδεδεμένη με την 

απρόσκοπτη επικοινωνία των κυττάρων του ωοφόρου δίσκου με το ωάριο, 

δεδομένου ότι τα συγκεκριμένα κύτταρα παρέχουν στα ωάριο απαραίτητα θρεπτικά 

συστατικά και παράγοντες αντιοξειδωτικής προστασίας. Σε προηγούμενη έρευνα 

της Κλινικής, έχουν παρουσιασθεί στοιχεία για την αύξηση της έκφρασης του COX2, 

στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου, τα οποία είχαν προηγουμένως εκτεθεί σε 

γκρελίνη για 18 ώρες (Dovolou et al. 2014a). Η αυξημένη έκφραση του COX2 

προκαλεί αυξημένη παραγωγή προσταγλανδινών, επιφέρει τροποποιήσεις στη 

σύνδεση/επικοινωνία στα συμπλέγματα ωαρίων και κυττάρων του ωοφόρου δίσκου 

και ταυτόχρονα οδηγεί σε αυξημένη φωσφορυλίωση του μονοπατιού PI3-Akt 

(Nuttinck et al. 2002). Τα αποτελέσματα αυτά ίσως εξηγούν την αυξημένη 

δραστηριότητα της Akt1, στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου των ωαρίων, τα οποία 

δέχτηκαν την επίδραση της γκρελίνης κατά την 18η και την 24η ώρα της ωρίμανσης. 

Ωάρια που ωρίμασαν in vitro, εμφάνισαν υψηλότερο ρυθμό φωσφορυλίωσης της 

Akt σε σύγκριση με αντίστοιχα ωάρια που ωρίμασαν in vivo (Salhab et al. 2013). Με 

την εξέλιξη της ωρίμανσης των COCs, παρατηρείται σταθερή αύξηση του 

μεταβολισμού, οπότε προάγεται αναπόφευκτα το οξειδωτικό στρες (Sutton et al. 

2003). Σε προηγούμενη μελέτη (Dovolou et al. 2014a), μετρήθηκε αυξημένη 

δραστηριότητα των γονιδίων GPX1, SOD2 στα ωάρια, γεγονός που σημαίνει 

αυξημένη αντί-αποπτωτική και αντιοξειδωτική προστασία και αύξηση της 

αξιοποίησης γλυκόζης (αυξημένη έκφραση των LDHA, SLC2A1, GAPDH) στα κύτταρα 

του ωοφόρου δίσκου. Οι ισχυρές αντί-αποπτωτικές και αντιοξειδωτικές δράσεις της 

γκρελίνης έχουν αποδειχθεί σε πολλούς κυτταρικούς τύπους, δράσεις οι οποίες 
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προάγονται, μέσω των μονοπατιών των Akt και ERK1/2. Για παράδειγμα, σε νευρικά 

κύτταρα ποντικιών που καλλιεργήθηκαν, υπό συνθήκες έλλειψης οξυγόνου και 

γλυκόζης, η γκρελίνη απέτρεψε την απόπτωση. Η δράση αυτή της γκρελίνης 

συσχετίστηκε, με αυξημένη δραστηριότητα των κινασών Akt1 και ERK1/2, καθώς και 

με αυξημένα επίπεδα των αντί-αποπτωτικών πρωτεϊνών της οικογένειας των Bcl-2 

πρωτεϊνών (Chung et al. 2007). Η ενεργοποίηση των ίδιων μονοπατιών έχει 

συνδεθεί με τις πολλαπλασιαστικές (μιτογόνες) δράσεις της γκρελίνης σε 

οστεοβλάστες ανθρώπων, καθώς και με τη μιτογόνο, αντί-αποπτωτική δράση και με 

την αυξημένη μεταφορά της γλυκόζης στα λιποκύτταρα και στα β-κύτταρα του 

παγκρέατος (Kim et al. 2004, Delhanty et al. 2006, Granata et al. 2007). 

Η αυξημένη δραστηριότητα της Akt1 στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου των COCs 

που ωρίμασαν παρουσία γκρελίνης, θεωρούμε ότι δείχνει ότι η γκρελίνη ασκεί αντί-

αποπτωτική και αντιοξειδωτική προστασία, ενώ ταυτοχρόνως βελτιώνει την 

αξιοποίηση της γλυκόζης από τα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου, μέσω του 

συγκεκριμένου μοριακού μονοπατιού, με τον ίδιο τρόπο που περιγράφηκε και για 

τους άλλους τύπους κυττάρων. 

Η έκφραση της ERK στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου είναι συνεχής, κατά τη 

διάρκεια της IVM, ενώ η αναστολή της φωσφορυλίωσης με τη χρήση UO126 

(αναστολέας ΜΕΚ), εκτός από το ότι μειώνει την ανάπτυξη, προκαλεί και διάταση 

των κυττάρων αυτών, με αποτέλεσμα το ωάριο να παραμένει καθηλωμένο στο 

στάδιο της Προμετάφασης I (Tosca et al. 2007). 

Είναι γνωστό ότι η προ-ωοθυλακιορρηκτική κορύφωση της LH, προκαλεί την 

επανέναρξη της Μείωσης στα ωάρια των θηλαστικών και ότι η δράση της 

επεκτείνεται και στα κύτταρα του ωοθυλακίου, συμπεριλαμβανομένων των 

κυττάρων του κοκκώδους υμένα και των κυττάρων του ωοφόρου δίσκου (Eppig et 

al. 2004). Αρκετές μελέτες αποκάλυψαν ότι η ενεργοποίηση της ΜΑΡΚ στα κύτταρα 

του ωοφόρου δίσκου, είναι πιθανόν απαραίτητη για την προκαλούμενη, από τις 

γοναδοτρόπες ορμόνες συνέχιση της διαδικασίας της Μείωσης στα ωάρια των 

θηλαστικών (Su et al. 2001, 2002, Villa-Diaz and Miyano 2004, Liang et al. 2005, 

2007, Miyoshi et al. 2007). 
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Συμπερασματικά, η αρχική μας υπόθεση, η οποία στηρίχθηκε σε προηγούμενα 

ευρήματα, σχετικά με το πρότυπο έκφρασης διαφόρων γονιδίων, επιβεβαιώθηκε 

από τα αποτελέσματα αυτά, τα οποία αφορούν την ενεργοποίηση των Akt1 και 

ERK1/2 στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου, αλλά και στα ωάρια. 

Το πιθανότερο σενάριο περιλαμβάνει την άμεση επίδραση της γκρελίνης στο ωάριο, 

μέσω της πρώιμης ενεργοποίησης του μονοπατιού της ERK1/2, ενώ η ενεργοποίηση 

της Akt1 στα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου υποστηρίζει τη διαδικασία ωρίμανσης 

του ωαρίου, πιθανότατα, μέσω της αντιοξειδωτικής προστασίας και της παροχής 

θρεπτικών συστατικών. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/06/2024 16:49:14 EEST - 3.145.64.154



 Σελίδα 139 
 

 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Τα κυριότερα συμπεράσματα που προέκυψαν από τους πειραματισμούς που 

περιγράφτηκαν και σχολιάσθηκαν ανωτέρω, συνοψίζονται ως ακολούθως: 

1. Η δράση της γκρελίνης επεκτείνεται πέραν του υποθαλάμου και στην υπόφυση, 

εφόσον η έγχυση βόειας ακυλιωμένης γκρελίνης στη δόση του 1,5 μg kg-1 

σωματικού βάρους, ταυτόχρονα με έγχυση GnRH, προκαλεί άμεση έκκριση GH 

και παράλληλα αμβλύνει την προ-ωοθυλακιορρηκτική έκκριση των LH και FSH. 

2. H άμβλυνση του εύρους της προ-ωοθυλακιορρηκτικής κορύφωσης των LH και 

FSH, εξαιτίας της έγχυσης γκρελίνης στην περιοιστρική περίοδο, επηρεάζει την 

ωχρινοποίηση των κυττάρων του ωοθυλακίου, η οποία εκφράζεται, στη 

συνέχεια, από τη δημιουργία ενός νέου ωχρού σωματίου που χαρακτηρίζεται 

από μειωμένη εκκριτική δυνατότητα και περιορισμένο χρόνο ζωής. 

3. Η στέρηση της τροφής για 24 ώρες αποτελεί σημαντικό παράγοντα στρες, ο 

οποίος ερμηνευόμενος, υπό το πρίσμα της δυναμικής της έκκρισης της 

κορτιζόλης, υποδεικνύει ότι η εν γένει καταπόνηση συνδέεται πρωτίστως με την 

ένταση του παράγοντα στρες και δευτερευόντως με τη συνολική ενεργειακή 

κατάσταση του ζώου. 

4. Η δράση της γκρελίνης στην καταστολή της έκκρισης των γοναδοτρόπων 

ορμονών είναι χρόνο-εξαρτώμενη. Έτσι, η μακροπρόθεσμη έκθεση σε μέτρια 

αυξημένες συγκεντρώσεις γκρελίνης, καταστέλλει σε μεγαλύτερο βαθμό την 

έκκριση της LH σε σύγκριση με την έκθεση σε υψηλότερες συγκεντρώσεις για 

συντομότερο χρονικό διάστημα. 

5. H γκρελίνη αποτελεί, αναμφισβήτητα, ένα ισχυρό ορεξιογόνο σήμα για τα 

μηρυκαστικά. Όμως, κατά την περίοδο του οίστρου, παρατηρείται, μία τρόπο 

τινά, ανοχή στη γκρελίνη, η οποία εκδηλώνεται μόνο στις αγελάδες που 

βρίσκονται σε φάση γαλακτοπαραγωγής και όχι στις μοσχίδες και δεν συνδέεται 

με τη συγκέντρωση των οιστρογόνων. Επομένως, είναι πιθανόν ότι κάποιοι 
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άγνωστοι μηχανισμοί είναι υπεύθυνοι για τη ρύθμιση των δράσεων της 

γκρελίνης σε διαφορετικές ηλικιακές περιόδους ή/και φάσεις ενεργειακής 

απορροής ή γαλακτοπαραγωγής. Η παραπάνω υπόθεση ενισχύεται περεταίρω, 

από την τελείως διαφορετική εξέλιξη των συγκεντρώσεων της ολικής γκρελίνης 

κατά τη διάρκεια της κυοφορίας, στις αγελάδες και στις μοσχίδες. 

6. Οι αυξημένες ενεργειακές ανάγκες, κατά τη διάρκεια της κυοφορίας, 

αποτυπώνονται ή καθοδηγούνται, μέσω ενός ενδογενούς μηχανισμού 

αυτοάμυνας, από τη μεγαλύτερη ευαισθησία στη στέρηση τροφής, η οποία 

συνοδεύεται από ταχεία και μεγαλύτερης διάρκειας έκκριση γκρελίνης, στα 

έγκυα σε σύγκριση με τα μη-έγκυα ζώα. 

7. Η γκρελίνη δρα με διαφορετικό χρόνο-εξαρτώμενο τρόπο στα ωάρια και στα 

κύτταρα του ωοφόρου δίσκου των βοοειδών, τροποποιώντας τη φωσφορυ-

λίωση των Akt1 και ERK1/2, γεγονός που ερμηνεύει τον τρόπο δράσης της 

ορμόνης στην επιτάχυνση της in vitro ωρίμανσης των ωαρίων των βοοειδών. 
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