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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η φύση  αποτελεί µια πλούσια πηγή βιοδραστικών µορίων που παρουσιάζουν 
διάφορες δράσεις. Τα βιοδραστικά µόρια µπορεί να αποµονώνονται απευθείας από τις 
φυσικές πηγές ως καθαρές ενώσεις. Πολλές φορές όµως, τα φυσικά προϊόντα 
αποτελούν πηγή έµπνευσης για την ανακάλυψη  άλλων µορίων που µπορεί να 
βρίσκουν χρήση ως φάρµακα, αλλά και ως καλλυντικά και αρώµατα.  

Ανάµεσα στις φυσικές πηγές, το φασκόµηλο παρουσιάζει ιδιαίτερο 
ενδιαφέρον ως πηγή δευτερογενών µεταβολιτών και για  αυτό το λόγο επιλέχθηκε 
στην παρούσα διατριβή,  για τη µελέτη της αποµόνωσης των πολικών συστατικών 
του. Από το αιθανολικό εκχύλισµα φασκόµηλου του εµπορίου αποµονώθηκε κλάσµα 
που µελετήθηκε µε φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού πρωτονίου 
και άνθρακα και συγκρίθηκε µε τα αντίστοιχα φάσµατα ροζµαρινικού και 
χλωρογενικού οξέος. Το κλάσµα αυτό φαίνεται να περιέχει παράγωγο του 
ροζµαρινικού οξέος συζευγµένο µε δύο σακχαρικές µονάδες.  

 Το φασκόµηλο έχει αναφερθεί  επίσης, ότι παρουσιάζει πλήθος δράσεων, 
όπως αντισηπτική, σπασµολυτική, αντιδιαβητική, αντικαρκινική, αντιµικροβιακή 
κλπ. Πολλές από τις ιδιότητες του φασκόµηλου οφείλονται στις φαινολικές ενώσεις 
και ειδικότερα στα φλαβονοειδή που περιέχει. 

Οι φωσφολιπάσες Α2 είναι µια  υπεροικογένεια ενζύµων που χαρακτηρίζονται 
από την ικανότητά τους να υδρολύουν τον εστερικό δεσµό στην sn-2 θέση των 
φωσφολιπιδίων απελευθερώνοντας ελεύθερα λιπαρά οξέα, συµπεριλαµβανοµένου 
του αραχιδονικού οξέος, και λυσοφωσφολιπίδια. Στη συνέχεια το αραχιδονικό οξύ 
µετατρέπεται προς εικοσανοειδή, ενώ τα λυσοφωσφολιπίδια  προς τον παράγοντα 
ενεργοποίησης των αιµοπεταλίων. Ολες αυτές οι ενώσεις συµµετέχουν στη φλεγµονή 
και εποµένως αναστολείς της φωσφολιπάσης Α2 µπορούν να αποτελέσουν νέα µέσα 
για την καταπολέµηση φλεγµονωδών ασθενειών. Ανάµεσα στις διάφορες 
φωσφολιπάσες Α2, αυξηµένο ενδιαφέρον υπάρχει για την εκκριτική φωσφολιπάση Α2 
(GIIA sPLA2) κα ιδιαίτερα τα τελευταία χρόνια για την αναστολή της GIIA sPLA2 
από φυσικά προϊόντα. Εχει δειχθεί ότι το φλαβονοειδές κερκετίνη αναστέλλει τη 
GIIA sPLA2. 

Στη παρούσα διατριβή µελετήσαµε µε τη βοήθεια µοριακής µοντελοποίησης 
τον τρόπο αλληλεπίδρασης διάφορων φαινολικών ενώσεων µε την εκκριτική GIIA 
sPLA2. Η κερκετίνη και τρείς ενώσεις παραπλήσιας δοµής, η λουτεολίνη, η 
γκενκβανίνη και η απιγενίνη επιλέχθηκαν αρχικά για αυτή τη µελέτη. Η µοριακή 
πρόσδεση (Molecular Docking) έγινε µε τη χρήση του προγράµµατος GOLD v 4.1 
CCDC. Τα αποτελέσµατα έδειξαν οτι η κερκετίνη και η λουτεολίνη προσδένονται µε 
τον ίδιο τρόπο, ενώ η γκενκβανίνη και η απιγενίνη µε διαφορετικό. Τo 5́ -ΟΗ της 
κερκετίνης και της λουτεολίνης παίζει σηµαντικό ρόλο για την καλύτερη  πρόσδεση 
τους στο ενεργό κέντρο του ενζύµου. 

Μελετήθηκαν επίσης δυο φαινολικές ενώσεις που είναι γνωστό ότι 
παρουσιάζουν αντιφλεγµονώδη δράση, η ουµπελλιφερόνη (7-υδροξυκουµαρίνη) και 
η ελευρoπαΐνη. Η ουµπελιφεόνη παρουσιάζει φτωχά αποτελέσµατα πρόσδεσης. 
Αντίθετα, η ελευρoπαΐνη παρουσιάζει αποτελέσµατα καλύτερα από αυτά της 
κερκετίνης, υποδεικνύοντας ότι η δράση της ελευρoπαΐνης µπορεί να οφείλεται και 
στη δυνατότητα αναστολής της φωσφολιπάσης Α2. 
Επιστηµονική περιοχή: Χηµεία 
Λέξεις κλειδιά: αναστολείς της PLA2, φλαβονοειδή, µοριακή µοντελοποίηση, 
ροζµαρινικό οξύ. 



 

 

BIOACTIVE MOLECULES: ΙSOLATION & STUDY 

ABSTRACT 

Nature is a rich source of bioactive molecules exhibiting various activities. 
Bioactive molecules may be isolated directly from natural sources as pure 
compounds. However, many times natural products are the source of inspiration for 
the discovery of other molecules that may find applications as drugs, cosmetics or 
fragrances. 

Within the various natural sources, sage presents a special interest as source of 
secondary metabolites, thus it has been chosen for the isolation of its polar 
components. After ethanolic extraction of common sage, bought from the local 
market, and column chromatography purification a fragment was isolated. 
Comparison of the NMR spectra of this fragment with the spectroscopic data of 
rosmarinic acid and chlorogenic acid showed that the isolated compound is a 
rosmarinic acid derivative coupled with two sugar moieties.  

Sage has also been reported to exhibit various activities, such as antiseptic, 
spasmolytic, antidiabetic, anticancer, antimicrobial etc. Most of these properties may 
be attributed to the phenolic compounds and in particular to flavonoids.  

Phospholipases A2 is a superfamily of enzymes which is characterized by its 
ability to hydrolyze the ester bond at the sn-2 position of phospholipids releasing free 
fatty acids, including arachidonic acid, and lysophospholipids. Arachidonic acid may 
be converted to eicosanoids, while lysophospholipids to platelet activated factor. All 
these compounds are involved in inflammation and thus inhibitors of phospholipase 
A2 may be new agents for the treatment of inflammation. 

Within the phospholipases A2 superfamily, there is an increased interest for 
the secreted phospholipase A2 (GIIA sPLA2) and especially during the last years, for 
the inhibition of GIIA sPLA2 by natural products. It has been reported that the 
flavonoid quercetin inhibits GIIA sPLA2. 

In the present thesis, we studied the interactions of various phenolic 
compounds with the GIIA sPLA2 by molecular modeling. Quercetin and three 
structurally related compounds, namely luteolin, genkwanin and apigenin were 
initially chosen to be studied. Molecular docking studies were carried out using the 
program GOLD v 4.1 CCDC. The results showed that quercetin and luteolin bind in a 
similar way, while genkwanin and apigenin presented a different binding mode.  The 
5΄-OH of quercetin and luteolin plays an important role for their better binding in the 
active site of the enzyme. 

In addition, two phenolic compounds presenting anti-inflammatory activity, 
namely umbelliferone and   oleuropain, were studied. Umbelliferone presented low 
binding results. On the contrary, oleuropain presents better results than those of 
quercetin indicating that the activity of oleuropain may be attributed to its ability to 
inhibit phospholipase A2.  

 
 
 
Scientific area: Chemistry 
Key words: PLA2 inhibitors, flavonoids, molecular modeling, rosmarinic acid 
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Συντοµογραφίες 

 

PLA2 : Phospholipase A2 = φωσφολιπάση Α2 

cPLA2 : Cytosolic PLA2  = κυτοσολική Φωσφολιπάση Α2 

sPLA2 : Secretory PLA2 = εκκριτική Φωσφολιπάση Α2 

iPLA2 : Ca2+ independent PLA2 = Ανεξάρτητη ασβεστίου Φωσφολιπάση Α2 

GOLD = Genetic Optimisation for Ligand Docking 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΠΡΩΤΟ 

 

ΑΡΩΜΑΤΙΚΑ ΦΥΤΑ 

 

1.1    Γενικά περί αρωµατικών φυτών 

 

Τα αρωµατικά φυτά και τα βότανα είχαν µια ιδιαίτερη θέση στις παραδόσεις 

πολλών αρχαίων λαών [1]. Θεωρήθηκαν η έκφραση της γενναιοδωρίας της µητέρας 

Φύσης καθώς και η έκφραση της οµορφιάς. Τα φυτά µας προσφέρουν τροφή, 

οξυγόνο, άρωµα, οµορφιά. Πολλά από αυτά, όπως απέδειξε η πείρα αιώνων, 

διαθέτουν δραστικές θεραπευτικές ιδιότητες.  Έτσι, εδώ και χιλιάδες χρόνια, ποικιλίες 

βοτάνων έχουν χρησιµοποιηθεί από τους ανθρώπους για θεραπευτικούς λόγους. Οι 

κλασσικοί Έλληνες συγγραφείς και γιατροί της αρχαιότητας, όπως ο Ιπποκράτης, ο 

Αριστοτέλης, ο ∆ιοσκουρίδης, ο Γαληνός έγραψαν διάφορα συγγράµµατα για τις 

θεραπευτικές ιδιότητες και τον τρόπο χρήσης των φυτών, βασισµένοι στις λαϊκές 

παραδόσεις του καιρού τους. Αυτή η αναγνώριση της θεραπευτικής αξίας των φυτών 

δεν απαντάται µονάχα στους Έλληνες. Οι Κινέζοι, οι Σουµέριοι, οι Βαβυλώνιοι, οι 

Αιγύπτιοι αναγνώριζαν επίσης την αξία τους.   

Σηµαντική ήταν και η συµβολή του Παράκελσου σ’ αυτό το θέµα. Αυτός ο 

µεγάλος αλχηµιστής και γιατρός πρέσβευε τη χρήση του µεγάλου φαρµακείου της 

φύσης και υποστήριζε ότι η µορφή των φυτών είναι ενδεικτική των ασθενειών που 

θεραπεύουν. 

Σήµερα, τα φάρµακα προέρχονται σε ένα σηµαντικό ποσοστό από φυσικές 

πηγές. Τα περισσότερα είναι καθαρές ουσίες που αποµονώθηκαν και ελέχθηκαν 

επιστηµονικά και χρησιµοποιούνται  είτε ως έχουν, είτε µετά από κατάλληλη χηµική 

µετατροπή. Το ίδιο γίνεται στα καλλυντικά και στα αρώµατα.  

Τα αρωµατικά φυτά, όπως το δενδρολίβανο, το φασκόµηλο, το θυµάρι και η 

λεβάντα που ευδοκιµούν στην περιοχή της Μεσογείου και καλλιεργούνται σε πολλές 

περιοχές του κόσµου, καθώς επίσης η µέλισσα και η µέντα, χρησιµοποιούνται ως 

αφέψηµα και καρύκευµα και σύµφωνα µε τη λαϊκή παράδοση για την προστασία από 

την κούραση, την αδυναµία, την κατάθλιψη,  για την ενίσχυση της µνήµης,  για τη 
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βελτίωση του κυκλοφορικού και για την ενδυνάµωση των εύθραστων αιµοφόρων 

αγγείων. 

Οι ερευνητές έχουν βρεί ότι αυτά τα φυτά είναι πηγή προϊόντων µε υψηλή 

αντιοξειδωτική ικανότητα, αντιφλεγµονώδη, ηπατο και καρδιοπροστατευτική δράση 

λόγω της περιεκτικότητάς τους σε φαινολικές ενώσεις [2-5]. 

 

 

1.2 Φαινολικές ενώσεις 

 

Οι φαινολικές ενώσεις  είναι προϊόντα δευτερογενούς µεταβολισµού και 

χαρακτηρίζουν το είδος που τα παράγει. Ο ρόλος τους δεν είναι εξακριβωµένος σε 

όλες τις περιπτώσεις [6].  

 Από την δεκαετία του ’80, οι ερευνητές και οι βιοµηχανίες τροφίµων έδειξαν 

αυξηµένο ενδιαφέρον για αυτές, κυρίως για τη µεγάλη αφθονία τους στα τρόφιµα, 

την αντιοξειδωτική τους ικανότητα και τον πιθανό ρόλο τους στην πρόληψη πολλών 

ασθενειών που σχετίζονται µε το οξειδωτικό στρες, όπως ο καρκίνος, τα 

καρδιοαγγειακά νοσήµατα και οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες. Υπάρχουν 

επιδηµιολογικές µελέτες που δείχνουν, ότι η κατανάλωση φρούτων και λαχανικών 

µειώνει τον κίνδυνο από τις προαναφερθείσες ασθένειες [7-9].  

Τα φυτά συνθέτουν τις φαινολικές ενώσεις τόσο κατά τη διάρκεια της 

φυσιολογικής τους ανάπτυξης, όσο και κατά τη διάρκεια που βρίσκονται υπό στρες, 

όπως όταν προσβάλλονται από έντοµα, έχουν πληγωθεί ή έχουν εκτεθεί σε υπεριώδη 

ακτινοβολία [10]. Η  βιοσύνθεσή τους προέρχεται από το σικιµικό οξύ. Στα φυτά 

µπορούν να συµβάλλουν στη θρέψη τους, την προσέλκυση εντόµων µε σκοπό τη 

γονιµοποίηση, στο χρώµα τους και στην προστασία τους από την υπεριώδη 

ακτινοβολία [11]. Το επίπεδο των φαινολικών ενώσεων στα φυτά εξαρτάται από την 

τεχνική που εφαρµόζεται στην καλλιέργεια, τις συνθήκες ανάπτυξης και ωρίµανσης 

καθώς και από τις συνθήκες χειρισµού τους µετά από τη συγκοµιδή [12].    

 

1.3 Ταξινόµηση των φαινολικών ενώσεων 

 

Οι φαινολικές ενώσεις περιέχουν ένα τουλάχιστον αρωµατικό δακτύλιο, 

υποκατεστηµένο µε µία ή περισσότερες υδροξυλοµάδες, που ονοµάζεται φαινολικός 



 

δακτύλιος. Ταξινοµούνται δε

δακτυλίων σε υποκατηγορίες

φαινόλες [6]. Οι πολυφαινόλες

περισσότερους φαινολικούς

υδρολυόµενες και σε φλαβονοειδή

 

 
Σχήµα

 
 

Οι απλές φαινόλες

φαινολικά οξέα που είναι περισσότερο

α) τα παράγωγα του π-υδροξυ

κινναµωµικού οξέος (Σχήµα

Το πιο αντιπροσωπευτικό

βρίσκεται στα τρόφιµα, σε

απαντάται και το κουµαρικό

και το σιναπικό οξύ. Το φερουλικό

το γαλλικό οξύ στα κόκκινα

τσάι. Τα είδη των φρούτων

Πολυφαινόλες

Ταννίνες

(3 ή 
περισσότεροι 
φαινολικοί 
δακτύλιοι)

Υδρολυόµενες

υδολυόµενες

3 

Ταξινοµούνται δε, σύµφωνα µε τον αριθµό των περιεχόµενων

υποκατηγορίες σύµφωνα µε το Σχήµα 1.1., σε πολυφαινόλες

πολυφαινόλες χωρίζονται σε ταννίνες που περιέχουν

φαινολικούς δακτυλίους και διακρίνονται σε υδρολυόµενες

φλαβονοειδή. 

Σχήµα 1.1. Κατηγορίες φαινολικών ενώσεων. 

φαινόλες χωρίζονται σε φαινολικά οξέα και κουµαρίνες

είναι περισσότερο διαδεδοµένα διακρίνονται σε δύο

υδροξυ-βενζοϊκού οξέος (Σχήµα 1.2.) και β) τα παράγωγα

Σχήµα 1.3.).  

αντιπροσωπευτικό φαινολικό οξύ είναι το καφεϊκό οξύ

τρόφιµα, σε πολλά φρούτα, αλλά και στον καφέ [13]. 

κουµαρικό οξύ, το φερουλικό οξύ, το γαλλικό οξύ, το

φερουλικό οξύ βρίσκεται στους σπόρους των

κόκκινα φρούτα, στα ραπανάκια, στα κρεµµύδια καθώς

φρούτων που περιέχουν την µεγαλύτερη ποσότητα

ΦΑΙΝΟΛΙΚΕΣ 
ΕΝΩΣΕΙΣ

Πολυφαινόλες

Μη 
υδολυόµενες 

Φλαβονοειδή

Απλές φαινόλες

Φαινολικά
οξέα

Παράγωγα

κινναµωµικού 
οξέος

υδροξυβενζοϊκού

περιεχόµενων φαινολικών 

πολυφαινόλες και απλές 

περιέχουν τρείς ή 

υδρολυόµενες και µη 

 

 

και κουµαρίνες. Τα 

σε δύο κατηγορίες: 

β τα παράγωγα του 

καφεϊκό οξύ, το οποίο 

[13]. Ευρέως όµως 

οξύ, το βανιλικό οξύ 

σπόρους των δηµητριακών, 

κρεµµύδια καθώς και στο 

ποσότητα από τα 

Απλές φαινόλες

Φαινολικά 

Παράγωγα 
υδροξυβενζοϊκού 

οξέος

Κουµαρίνες
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φαινολικά οξέα κουµαρικό, καφεϊκό, φερουλικό και σιναπικό οξύ, είναι τα 

βατόµουρα, δαµάσκηνα, ακτινίδια, µήλα και κεράσια [14]. Τα ώριµα φρούτα 

περιέχουν µεγαλύτερες ποσότητες φαινολικών οξέων από ό,τι τα άγουρα. 

 

 R1  R2 ονοµασία 

 

COOH

R1

R2

HO

 

Η 

ΟΗ 

ΟΗ 

ΟCH3 

OCH3 

Η 

Η 

ΟΗ 

H 

OCH3 

π-υδροξυβενζοϊκό οξύ 

πρωτοκατεχικό οξύ 

γαλλικό οξύ 

βανιλλικό οξύ 

συριγγικό οξύ 

 

Σχήµα 1.2. π-Υδροξυβενζοϊκό οξύ και παράγωγά του. 

  

 

 R1  R2 ονοµασία 

 

R1

R2

HO
COOH

 

Η 

ΟΗ 

ΟCH3 

OCH3 

Η 

Η 

H 

OCH3 

π-κουµαρικό οξύ 

καφεϊκό οξύ 

φερουλικό οξύ 

σιναπικό οξύ 

 

Σχήµα 1.3. Παράγωγα του κινναµωµικού οξέος. 

 

Οι απλές φαινόλες και τα φαινολικά οξέα δεν απαντώνται συνήθως ελεύθερα 

στα φυτά, αλλά υπό µορφή αλάτων, εστέρων ή γλυκοζιτών. Οξινη υδρόλυση των 

φυτικών ιστών ελευθερώνει τα φαινολικά οξέα που βρίσκονται ως άλατα, εστέρες ή 

γλυκοζίτες, ενώ η αλκαλική υδρόλυση τα ελευθερώνει από τα φλαβονοειδή. Στο 

Σχήµα 1.4. δίνονται µερικοί χαρακτηριστικοί εστέρες του καφεϊκού οξέος που 

απαντώνται σε αρωµατικά φυτά, όπως το χλωρογενικό, το ροζµαρινικό, το 

λιθοσπερµικό και το σαλβιανολικό οξύ. Τα υδροξυκινναµωµικά οξέα επιδρούν στην 

οµαλή αύξηση και ενισχύουν την ανθεκτικότητα των φυτών από τις ασθένειες. Από 

αυτά το ροζµαρινικό, το καφεϊκό, το φερουλικό απαντώνται σε αρωµατικά φυτά, 

φρούτα και δηµητριακά.  
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HO

HO

O

O

COOH
OH

OH
HO

 

HO

HO O

HOOC

HO OH  

                  Χλωρογενικό οξύ 

 

                Ροζµαρινικό οξύ 

HO O

HOOC

HO OH

O

HOOC

OH
OH

 

HO O

HOOC

HO OH

O

OH
OH

O
O

COOH

HO

HO

 

         Λιθοσπερµικό οξύ            Σαλβιανολικό οξύ Β 

 
Σχήµα 1.4. Εστέρες του καφεϊκού οξέος. 

 
 

Οι κουµαρίνες είναι προϊόντα λακτονοποίησης των υδροξυκινναµωµικών 

οξέων και βρίσκονται συνήθως υπό µορφή γλυκοζιτών. Η ουµπελλιφερόνη (7-

υδροξυκουµαρίνη) που φαίνεται στο Σχήµα 1.5., χρησιµοποιείται ως παράγοντας 

απορρόφησης των υπεριωδών ακτίνων σε πολλά αντιηλιακά σκευάσµατα. 

 

OHO O

 

 

Σχήµα 1.5. ∆οµή της 7-υδροξυκουµαρίνης (ουµπελλιφερόνη). 
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Τα φλαβονοειδή αποτελούν τη µεγαλύτερη τάξη των φαινολικών ενώσεων, 

κυρίως χρωστικών των φυτών, που προσδίδουν όµως και χαρακτηριστική γεύση και 

άρωµα. Ανήκουν στις πολυφαινόλες και χωρίζονται σε παράγωγα φλαβόνης και σε 

ανθοκυανίνες. Οι περισσότερες φλαβόνες είναι κίτρινες στερεές ουσίες, διαλυτές στο 

νερό. Οι ανθοκυανίνες είναι επίσης υδατοδιαλυτές, έχουν όµως επαµφοτερίζοντα 

χαρακτήρα. ∆ηλαδή, σε όξινο περιβάλλον (pH ‹ 3) έχουν χρώµα κόκκινο, σε 

αλκαλικό (pH › 11) µπλέ και σε ουδέτερο βιολετί [6].   

Στη φύση βρίσκονται δέκα περίπου διαφορετικές τάξεις παραγώγων της 

φλαβόνης. Απαντούν στα φυτά ως µίγµατα ενώσεων από την ίδια ή διαφορετικές 

τάξεις ενώσεων και συχνά ενωµένα µε σάκχαρα ως Ο- ή C-γλυκοζίτες. Οι 

περισσότερο διαδεδοµένες τάξεις είναι οι φλαβόνες, οι φλαβονόλες, οι φλαβανόνες, 

οι χαλκόνες και οι ισοφλαβόνες. Στο Σχήµα 1.6. φαίνεται ο βασικός σκελετός των 

φλαβονών και των φλαβονολών καθώς και αντιπροσωπευτικά τους παραδείγµατα. Η 

λουτεολίνη, η απιγενίνη  και η γκενκβανίνη ανήκουν στις φλαβόνες, ενώ η κερκετίνη 

και η καµφερόλη στις φλαβονόλες [6]. 

 

 
 

Σχήµα 1.6. Βασικός σκελετός φλαβόνης και φλαβονόλης. Αντιπροσωπευτικά 
παραδείγµατα φλαβονών και φλαβονολών. 
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Οι  κυριότερες πηγές των φλαβονολών είναι τα κρεµµύδια, τα λάχανα, τα 

πράσα, τα µπρόκολα, τα βατόµουρα, το κόκκινο κρασί, το τσάι και τα φρούτα. Οι 

φλαβονόλες συσσωρεύονται στην επιφάνεια των εξωτερικών ιστών (φλοιός, φύλλα) 

καθώς η βιοσύνθεση τους διεγείρεται από το φως [15]. Επίσης παρατηρούνται 

αξιοπρόσεκτες διαφορές στην συγκέντρωση φλαβονολών µεταξύ φρούτων που 

προέρχονται από το ίδιο δέντρο, αλλά ακόµα και µεταξύ των διαφόρων πλευρών του 

ίδιου του φρούτου, λόγω διαφορετικής έκθεσης στο ηλιακό φως. Παροµοίως, στα 

φυλλώδη λαχανικά, όπως τα µαρούλια και τα λάχανα, η συγκέντρωση σε γλυκοζίτες 

φλαβονολών είναι 10 φορές µεγαλύτερη στα εξωτερικά σκουρόχρωµα φύλλα από ότι 

στα ανοιχτόχρωµα φύλλα του εσωτερικού [16]. 

Οι φλαβόνες είναι λιγότερο συχνά απαντώµενες από ότι οι φλαβονόλες και 

ευρίσκονται συνήθως ως C-γλυκοζίτες.  

 
 
1.4  Βιολογικές δράσεις φλαβονοειδών 
 
 
1.4.1 Αντικαρκινική δράση.  

∆ιάφορα πειραµατικά µοντέλα  έχουν αποδείξει ότι ένας µεγάλος αριθµός 

φλαβονοειδών δείχνουν αντικαρκινική δράση, σε πολλαπλάσιες βέβαια 

συγκεντρώσεις από αυτές που προσλαµβάνει κανείς µε το καθηµερινό του 

διαιτολόγιο [17]. Τα φλαβονοειδή: κερκετίνη, καµφερόλη και απιγενίνη, έχουν την 

ικανότητα να αναστέλλουν το ενζυµικό σύστηµα του κυτοχρώµατος Ρ450, το οποίο 

παίζει πρωτεύοντα ρόλο στην ενεργοποίηση πολλών καρκινογόνων παραγόντων [18]. 

  Μελέτες δείχνουν επίσης, ότι η χρόνια φλεγµονή σχετίζεται µε την αιτιολογία 

πολλών ειδών καρκίνου. Αναστολείς του ενζύµου της κυκλοξυγονάσης όπως 

ορισµένα φλαβονοειδή (κερκετίνη, κατεχίνες, κυανιδίνη) θεωρούνται κύριοι 

προστατευτικοί παράγοντες έναντι του καρκίνου του παχέως εντέρου [19].   

“In vitro” πειράµατα έδειξαν ότι η γκενιστεΐνη και η κερκετίνη αναστέλλουν 

την κινάση της τυροσίνης, η οποία παίρνει µέρος στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, 

ενώ η απιγενίνη και η λουτεολίνη βοηθούν στην απόπτωση [20, 21]. 
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1.4.2 Αντιοξειδωτική δράση 

Οι πιο πολλές ευεργητικές ιδιότητες των φλαβονοειδών αποδίδονται στην  

αντιοξειδωτική τους ικανότητα, την ικανότητα δηλαδή  να προστατεύουν τα 

κυτταρικά συστατικά από την οξείδωση, να δεσµεύουν ή να καταστρέφουν τις 

ελεύθερες ρίζες και να συµµετέχουν στην αναγέννηση άλλων αντιοξειδωτικών, όπως 

οι βιταµίνες C, Ε και β –καροτένιο [22]. Η χηµική δοµή των φλαβονοειδών επηρεάζει 

την αντιοξειδωτική τους ικανότητα. Ενώσεις µε δύο γειτονικά υδροξύλια στον 

αρωµατικό δακτύλιο είναι καλύτεροι εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών από ότι ενώσεις 

µε ένα µόνο αρωµατικό υδροξύλιο [23]. 

Με δεδοµένη την ικανότητά τους να αναστέλλουν την οξείδωση της χαµηλής 

πυκνότητας λιποπρωτεΐνης (LDL), στα φλαβονοειδή έχουν αποδοθεί  

καρδιοπροστατευτικές ιδιότητες [24]. Ενα συνδετικό στοιχείο µεταξύ των 

φλαβονοειδών και της ικανότητας τους να εµποδίζουν την οξείδωση της LDL 

χοληστερόλης είναι και το λεγόµενο “Γαλλικό παράδοξο”, σύµφωνα µε το οποίο ο 

πληθυσµός της Γαλλίας καταναλώνει περισσότερα κορεσµένα λίπη και χοληστερόλη, 

καπνίζει περισσότερο, έχει υψηλότερα επίπεδα χοληστερόλης στο αίµα και 

υψηλότερη αρτηριακή πίεση από τους Αµερικάνους, αλλά ταυτοχρόνως έχει κατά 

30%  λιγότερα καρδιοαγγειακά επεισόδια, λόγω της µεγάλης κατανάλωσης 

φαινολικών αντιοξειδωτικών που ανευρίσκονται στο κόκκινο κρασί [25] . 

Μελέτες έχουν δείξει ότι ο ρόλος µιας δίαιτας πλούσιας σε φλαβονοειδή είναι 

πολύ σηµαντικός, καθώς αυξηµένη πρόσληψη πολυφαινολών έχει ως αποτέλεσµα την 

µείωση της θνησιµότητας από στεφανιαία νόσο, τη µείωση της συχνότητας 

εµφάνισης εµφράγµατος του µυοκαρδίου σε ηλικιωµένους άντρες [26]  και µείωση 

του κινδύνου εµφάνισης στεφανιαίας νόσου σε µεταεµµηνοπαυσιακές γυναίκες κατά 

38% [27]. 

Ο προστατευτικός ρόλος των διαφόρων φλαβονοειδών σε κάποια βιολογικά 

συστήµατα, έχει αποδοθεί στην ικανότητά τους να ενεργοποιούν τα αντιοξειδωτικά 

ένζυµα, να απενεργοποιούν µέταλλα υπεύθυνα για την πρόκληση οξείδωσης και να 

εµποδίζουν τη δράση οξειδωτικών ενζύµων. 

 
1.4.3 Αγγειοδιασταλτική δράση 

Από έναν µεγάλο αριθµό µελετών φαίνεται ότι οι φαινολικές ενώσεις έχουν 

προστατευτικό ρόλο έναντι της στεφανιαίας νόσου. Εκτός από την αναστολή της 



9 

 

οξείδωσης της LDL και της συσσώρευσης των αιµοπεταλίων, τα φαινολικά 

συστατικά αναστέλουν παράγοντες ενδοθηλικής δυσλειτουργίας και συµβάλουν στην 

βελτίωση της ελαστικότητας των αρτηριών µε την αύξηση της παρουσίας του 

µονοξειδίου του αζώτου. Το φλαβονοειδές επιγαλλοκατεχίνη που βρίσκεται στο τσάι 

ενεργοποιεί την σύνθεση του µονοξειδίου του αζώτου [28]. 

 

1.4.4 Αντιφλεγµονώδη δράση 

Οι αντιφλεγµονώδεις δράσεις των φλαβονοειδών έχουν µελετηθεί τόσο “in 

vitro” όσο και “in vivo”. Μελέτες δείχνουν ότι τα φλαβονοειδή µεταβολίζουν το 

αραχιδονικό οξύ των αιµοπεταλίων, καθώς επίσης και ότι η κερκετίνη και η 

µυρεκετίνη αναστέλλουν την λιποξυγoνάση και την κυκλοξυγoνάση σε υψηλές πάντα 

όµως συγκεντρώσεις. 

Η ικανότητα των φλαβονοειδών στο να επηρεάζουν την δράση των 

ουδετεροφίλων λευκοκυττάρων αποτελεί άλλο ένα παράδειγµα αντιφλεγµονώδους 

δράσης. Συγκεκριµένα η κερκετίνη έχει την ικανότητα να αναστέλλει την δράση τόσο 

των ουδετεροφίλων λευκοκυττάρων µέσω της φωσφολιπάσης Α2 [29], όσο και της 

οξειδάσης του φωσφορικού νικοτιναµιδο-αδενινο-δινουκλεοτιδίου (NADPH) [30]. 

Επίσης, η κερκετίνη αναστέλλει την παραγωγή αραχιδονικού οξέος από τα 

ουδετερόφιλα ύστερα από ανοσολογική διέγερση. 

 

1.4.5 Αντιθροµβωτική δράση 

Πολλές έρευνες έχουν δείξει την ικανότητα των φαινολικών ενώσεων να 

αναστέλλουν τη συσσώρευση των αιµοπεταλίων. Έτσι µειώνεται η σύνθεση 

προθροµβωτικών παραγόντων, η έκφραση των µορίων προσκόλλησης και η δράση 

των ιστικών παραγόντων [31]. 

 

1.4.6 Ορµονική δράση 

Μελέτες αναφέρουν ότι τόσο η γκενιστεΐνη όσο η απιγενίνη και η 

ναρινγκενίνη, προσδένονται στους β-υποδοχείς των οιστρογόνων καλλίτερα από ό,τι 

στους α-υποδοχείς, στοιχείο το οποίο θεωρείται θετικό στην πρόληψη της 

οστεοπόρωσης [32]. 

Επίσης, πειραµατικές µελέτες έδειξαν τόσο “in vitro” όσο και “ in vivo”  ότι η 

ιπριφλαβόνη (παράγωγο των ισοφλαβονών), αναστέλλει την επαναπορρόφηση των 
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οστεοκλαστών [33]. Εποµένως φαίνεται ότι τα φλαβονοειδή παίζουν έναν σηµαντικό 

ρόλο στην πρόληψη και της οστεοπόρωσης. 

  

 

1.4.7 Αντιαλλεργική δράση 

Στα φλαβονοειδή έχει αποδοθεί και αντιαλλεργική δράση, γιατί προκαλούν 

αναστολή της δράσης των ενζύµων που αυξάνουν την έκκριση ισταµίνης τόσο από τα 

µαστοκύτταρα όσο και από τα βασεόφιλα [34]. Τα ένζυµα αυτά είναι η 

φωσφοδιεστεράση του cAMP και η ασβεστιοεξαρτώµενη φωσφατάση της 

τριφωσφορικής αδενοσίνης (ΑΤΡάση). 

 

 

1.4.8 Αντιβακτηριακή δράση 

Μελέτες “ in vitro” αποδεικνύουν ότι φλαβονοειδή που περιέχονται σε 

αιθανολικά εκχυλίσµατα φύλλων από φυτά της Βραζιλίας έχουν αντιβακτηριακή 

δράση  τόσο κατά των θετικών όσο και κατά των αρνητικών κατα Gram βακτηρίων 

[35].  

 

1.5 Το  Φασκόµηλο 

 

1.5.1 Γενικά 

Το φασκόµηλο ή φασκοµηλιά είναι φυτό δικοτυλίδονο που ανήκει στην 

οικογένεια των χειλανθών (Labiatae) και απαντάται στη λεκάνη της Μεσογείου, στη 

ΝΑ Αφρική, στη Νότια και Κεντρική Αµερική [36]. Στη Βαλκανική χερσόνησο, 

απαντάται κατά µήκος της Αδριατικής ζώνης, στη Βουλγαρία και τα Σκόπια. Στη 

χώρα µας είναι αυτοφυές σε πολλές περιοχές. Είναι πολυετής ή µονοετής πόα 

φρυγανώδης ή θαµνώδης κατά το πλείστον αρωµατική, που φύεται σε χέρσα, ξηρά 

και πετρώδη εδάφη. Τα φύλλα της είναι λογχοειδή ή επιµήκη, ρυτιδωµένα, παχιά, 

οδοντωτά µε λευκοπράσινο χρώµα. Τα κατώτερα φύλλα φέρουν αρκετά ανεπτυγµένο 

ποδίσκο, ενώ τα ανώτερα δεν έχουν ποδίσκο και είναι οξύληκτα. Τα άνθη φύονται 

ανά 3-6 και  ανθίζουν από τον Μάιο µέχρι τον Ιούνιο. Πολλοί τη θεωρούν ίδια µε το 

τσάι του βουνού, αλλά η γεύση και οι ιδιότητές της διαφέρουν. Η φασκοµηλιά 

καλλιεργείται ως φυτό φαρµακευτικό και διατροφικό, ενώ ποικιλίες της µε 



11 

 

ποικιλόχρωµα άνθη ως καλλωπιστικό. Οι φυλλοφόροι βλαστοί (Εικόνα 1.1.) 

συλλέγονται από τον Μάιο και µετά αποξηραίνονται. 

Η επιστηµονική της ονοµασία είναι Salvia. Το όνοµα προέρχεται από το 

λατινικό ρήµα salvare που σηµαίνει σώζω ζωές, γιατί οι Λατίνοι τη θεωρούσαν ιερό 

φυτό, φυτό της αθανασίας και τη χρησιµοποιούσαν σε τελετές [37]. Πίστευαν ότι δεν 

πεθάνει ένας άνθρωπος που έχει στο κήπο του φασκοµηλιά, γιατί αυτή µπορεί να 

θεραπεύσει τα πάντα. Οι Ελληνες, επίσης τη θεωρούσαν ιερό βότανο αφιερωµένο στο 

∆ία και τη χρησιµοποιούσαν στα δαγκώµατα των φιδιών, αλλά και ως τονωτικό του 

µυαλού και του σώµατος.  

 

 

Εικόνα 1.1. Φυλλοφόροι βλαστοί.  

 

Οι Κινέζοι την ονόµαζαν ελληνικό βραστάρι και την εκτιµούσαν τόσο πολύ 

ως βότανο, ώστε στην ακµή του εµπορίου του κινέζικου τσαγιού µε την ∆ύση, 

αντάλλασσαν 2 δέσµες κινέζικο τσάι µε µια δέσµη φασκόµηλο. Η χρήση του 

φασκόµηλου ήταν γνωστή στους Ιάπωνες, αλλά και στους ιθαγενείς Ινδιάνους της 

Αµερικής. Για τη δράση του φασκόµηλου, συναντάµε επίσης αναφορές από τα τέλη 

του 16ου αιώνα. Από τότε ο βοτανολόγος John Gerard υποστήριζε ότι το φασκόµηλο 

είναι καλό για το κεφάλι και ότι επιταχύνει τη λειτουργία του νευρικού συστήµατος 

και της µνήµης. Αναφέρεται οτι στη µεγάλη επιδηµία πανούκλας που ξέσπασε στην 

Τουλούζη το 1630, οι κλέφτες που λεηλατούσαν τα πτώµατα χωρίς να κολλήσουν, 

οφειλόταν σε αλοιφή που έφτιαχναν από φασκόµηλο, θυµάρι, λεβάντα και 

δενδρολίβανο [37]. 
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Eικόνα 1.2. Άγρια και ήµερη φασκοµηλιά. 

 

1.5.2 Γεωγραφική εξάπλωση και είδη στον Ελλαδικό χώρο  

Στη χώρα µας  έχουν εντοπισθεί 23 είδη της Salvia. Σηµαντικότερα από αυτά 

είναι: η Salvia glutinosa,   Salvia horminum,  Salvia pomifera, γνωστή ως πικρή 

φασκοµηλιά (Cretan sage), Salvia sclarea (Clary sage), γνωστή µε τα ονόµατα 

αγιάννης, γοργόγιαννης, Salvia triloba ή fruticosa, κοινώς γνωστή ως αλισφακιά 

(Greek sage), Salvia officinalis, η κοινή φασκοµηλιά (Dalmatian sage).  

  

 

1.5.3 Χρήση και ιδιότητες 

Στην περιοχή της Ανατολικής Μεσογείου, παρασκευάζεται από τα φύλλα 

αφέψηµα, το γνωστό φασκόµηλο, που χρησιµοποιείται ως καρύκευµα σε διάφορα 

εδέσµατα κυρίως κρεατικά και ζωµούς  [38], καθώς και για τον αρωµατισµό του 

ξυδιού, µέσα στο οποίο τοποθετούνται ανθισµένα κλαδάκια του φυτού. Η 

φασκοµηλιά θεωρείται ως άριστο µελισσοτροφικό φυτό, παρέχοντας εκλεκτής 

ποιότητας µέλι (Εικόνα 1.3.). Ως καλλυντικό συνιστάται για λιπαρά δέρµατα, ως 

µάσκα για βαθύ καθαρισµό του προσώπου και ως ατµόλουτρο. Είναι ευεργετικό στα 

µαλλιά. Είναι καλό φάρµακο κατά της ατονίας του στοµάχου και των εντέρων, αλλά 

και απολυµαντικό και αποχρεµπτικό σε περίπτωση κρυολογηµάτων. Θεωρείται 

αντιοξειδωτικό, τονωτικό της µνήµης, καταπολεµά τη νωθρότητα και ελπιδοφόρο 

στη θεραπεία του Alzheimer [39]. Επίσης θεωρείται σπασµολυτικό και αντισηπτικό 

[40], αιµοστατικό [41], αντιδιαβητικό [42], αντικαρκινικό [43], αντιµικροβιακό [44], 

αντιµυκητιακό [45,46], αντιικό [47], κατά της χοληστερίνης [48], αναστολέας της 

παγκρεατικής λιπάσης [49]. 
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Εικόνα 1.3. Μέλισσα που απολαµβάνει τους καρπούς του φασκόµηλου. 

 

Στην Κορέα εκχύλισµα της ρίζας της S. miltiorrhiza χρησιµοποιείται πολύ 

συχνά για τη θεραπεία διαφόρων αλλεργιών, αναστέλλει την παραγωγή της 

ιντερλευκίνης-12 και της ιντερφερόνης-γ δρώντας ευεργετικά στη ρύθµιση του 

ανοσοποιητικού συστήµατος [50, 51]. 

Στην Κίνα υδατικό εκχύλισµα του φυτού αυτού χρησιµοποιείται για πλύσεις 

του δέρµατος και λέγεται ότι θεραπεύει αποστήµατα και δοθιήνες. Συνιστάται σε 

περιπτώσεις φλεγµονής του στόµατος και του φάρυγγα. Στο εµπόριο κυκλοφορούν 

οδοντόπαστες µε εκχύλισµα φασκόµηλου (Εικόνα 1.4.). 

 

 

 

Εικόνα 1.4. Προϊόντα µε βάση το φασκόµηλο στην αγορά.(π.χ. αποσµητικό, κρέµα 

προσώπου, οδοντόπαστα, είδη περιποίησης σώµατος και σαµπουάν) 
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1.5.4 Παρενέργειες 

Έχουν παρατηρηθεί σπάνιες περιπτώσεις δηλητηρίασης από κατάχρηση 

µεγάλων ποσοτήτων, που οφείλονται στη περιεχόµενη θουγιόνη και καµφορά. ∆εν 

πρέπει να λαµβάνεται καθόλου από επιληπτικά άτοµα, γιατί  µπορεί να πυροδοτήσει 

κρίσεις επιληψίας. Επίσης, κατά την περίοδο εγκυµοσύνης απαγορεύεται η χρήση του 

γιατί προκαλούνται αποβολές. Χαρακτηριστικά συµπτώµατα της δηλητηρίασης από 

φασκόµηλο είναι τοπικοί ερεθισµοί του δέρµατος, έντονοι και παρατεταµένης 

διάρκειας σπασµοί, ακαµψία των άνω άκρων, εκφυλισµός του ήπατος και των 

νεφρών κ. ά.  

Εντούτοις, πρόσφατα στοιχεία δείχνουν ότι ενδεχοµένως υπάρχουν σοβαρές 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ µερικών κοινών βοτανων και ευρέως χρησιµοποιούµενων 

συµβατικών φαρµακευτικών σκευασµάτων, συµπεριλαµβανοµένων εκείνων που 

χρησιµοποιούνται στη θεραπεία των καρδιαγγειακών παθήσεων. Μελέτες παρέχουν 

αξιόπιστα στοιχεία για αλληλεπίδραση του αντιπηκτικού φαρµάκου βαρφαρίνη και 

της S. Miltiorrhiza, η οποία αυξάνει την αντιπηκτική δράση της βαρφαρίνης και 

αυξάνεται ο κίνδυνος αιµορραγίας [52]. Εποµένως η χρήση των βοτάνων πρέπει να 

γίνεται µε προσοχή από ασθενείς που πάσχουν από καρδιαγγειακές παθήσεις. 

 

1.5.5  Συστατικά του φασκόµηλου. 

Το φασκόµηλο ως αρωµατικό φυτό εξετάζεται κυρίως για το αιθέριο του 

έλαιο [46, 53, 54]. Υπάρχουν πολλές αναφορές στη βιβλιογραφία που δίνουν τη 

χηµική του σύσταση, από διάφορα είδη Salvia, όταν παραλαµβάνεται µε 

υδραπόσταξη ή απόσταξη µε ατµό. Στην πιο πρόσφατη, ανχνεύονται µε χρήση της 

αέριας χρωµατογραφίας ή µε συνδυασµό αέριας χρωµατογραφίας-φασµατοµετρίας 

µάζας 123 συστατικά. Μεταξύ αυτών το α-και β-πινένιο  που περιέχονται στο 

µεγαλύτερο ποσοστό (30 και 14 % αντίστοιχα), ενώ το α- και β- θουγένιο, η  

ευκαλυπτόλη, η λιναλεόλη, η καµφορά, η βορνεόλη, το  α-και β-καρυοφυλλένιο σε 

πολύ µικρότερα ποσοστά [48] . 

Εκτενής µελέτη έχει γίνει και στα φαινολικά  συστατικά του [48, 55-62]. Σε 

αυτά περιλαµβάνονται:  

1) το καφεϊκό οξύ και τα παράγωγά του, όπως πχ το ροζµαρινικό οξύ, το 

χλωρογενικό οξύ, το σαλβιανολικό οξύ Α και Β και οι µεθυλεστέρες τους, καθώς και 

το λιθοσπερµικό οξύ (Σχήµα 1.4). Γλυκοζίτες του cis και trans κουµαρικού οξέος 
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2) διάφορα φλαβονοειδή, ελεύθερα ή γλυκοζιδιωµένα, όπως:  

α) 7-Ο-β- γλυκοζίτες και 3΄-Ο-β- γλυκοζίτες της λουτεολίνης   και 6,8-δι-C- 

γλυκοζίτες της απιγενίνης, 

 β) µεθυλιωµένα παράγωγα όπως η γκενκβανίνη, ο 7,4́ -διµεθυλαιθέρας της 

απιγενίνης, ο 7-µεθυλαιθέρας  της λουτεολίνης και η σαλβιγκενίνη.  

3) διτερπένια στα οποία οφείλεται η ελαφριά πικρή γεύση του αφεψήµατος όπως η 

καρνοσόλη, το καρνοσολικό οξύ και ο µεθυλεστέρας του, η ροζµαδιάλη, η 

ροζµανόλη, η επιροζµανόλη, η τανσινόνη και η κρυπτοτανσινόνη [63].  Τα 

περιεχόµενα τριτερπένια έχουν τη δοµή  του ουρσολικού οξέος και του ολεανολικού 

οξέος [64]. 

Στο Σχήµα 1.7. δίνονται µερικά από τα τερπένια που απαντώνται στο 

φασκόµηλο. 

Αν κάποιος, ήθελε να εξετάσει τα περιεχόµενα συστατικά απο φαρµακευτική 

άποψη,   θα τα χωρίζε σε δυο µεγάλες οµάδες,  στα πολικά και στα µη πολικά 

συστατικά. Τα µη πολικά  θα περιελάµβαναν τις τερπενικές ενώσεις, όπως τις 

τανσινόνες και τις κρυπτοτανσινόνες, ενώ τα πολικά συστατικά κυρίως τα φαινολικά 

οξέα. Οι   περισσότεροι ερευνητές επικεντρώνονται στα υδατοδιαλυτά φαινολικά 

οξέα, επειδή το φυτό χρησιµοποιείται για την παρασκευή αφεψηµάτων.  
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Σχήµα 1.7. Τερπένια από είδη Salvia. 
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1.5.6 Εκχύλιση φαινολικών συστατικών του φασκόµηλου 

Η διαλυτότητα των φαινολικών ενώσεων  καθορίζεται από τη χηµική τους 

δοµή και την πολικότητα του διαλύτη που χρησιµοποιείται και είναι συνήθως 

δύσκολο να αναπτυχθεί µια πορεία εκχύλισης κατάλληλη για όλες τις φαινολικές 

ενώσεις που υπάρχουν στο φυτό. Υπάρχουν δύο κύριες µέθοδοι: η εκχύλιση α) µε 

οργανικό διαλύτη [65] και β) µε υπερκρίσιµο υγρό διοξειδίου του άνθρακα [66].  Το 

µη πολικό διοξείδιο του άνθρακα εκχυλίζει µόνο τα λιπόφιλα συστατικά, εκτός αν 

ασκηθεί υψηλή πίεση [67].  

Οι οργανικοί διαλύτες που έχουν χρησιµοποιειθεί σε εργαστηριακή κλίµακα 

είναι η ακετόνη, το εξάνιο, η µεθανόλη ή η αιθανόλη [68,69].  Μίγµα ακετόνης και 

νερού είναι καλός διαλύτης για τα πολικά συστατικά [55]. Μίγµατα αιθανόλης-νερού 

φαίνεται να είναι  το καλλίτερο σύστηµα για την εκχύλιση, τόσο γιατί µπορούν να 

εκχυλιστούν διαφορετικής πολικότητας ενώσεις, όσο και γιατί είναι συµβατό µε την 

κατανάλωση φαγητού. 

Για την εκχύλιση του ροζµαρινικού οξέος και των συστατικών καρνοσικού 

τύπου (όπως η καρνοσόλη, το καρνοσικό οξύ και  ο µεθυλεστέρας του καρνοσικού), 

οι βέλτιστες συνθήκες µετά την κονιοποίηση του φυτικού δείγµατος, φαίνεται να 

είναι  η χρήση αλκοολικού διαλύµατος 69% σε νερό, σε αναλογία διαλύτη-φυτού 6:1 

(v/w) και θερµοκρασία  40 οC για 1 ώρα [60]. 

Όµως και το βραστό νερό έχει χρησιµοποιηθεί για την εκχύλιση των 

γλυκοζιτών των φλαβονοειδών, ιδιαίτερα όταν αποσκοπείται η αποµόνωση των 

γλυκοζιτικά ενωµένων φλαβονοειδών. Τότε η πορεία αποµόνωσης συνδυάζεται µε 

την τεχνική  SPE. Χρησιµοποιείται για την SPE µικροστήλη C18 και διαλύτης 

έκλουσης µεθανόλη [58]. Επίσης, βραστό νερό επί 2 ώρες χρησιµοποιείται για την 

αποµόνωση του σαλβιανολικού οξέος [61].  

Οταν το εκχύλισµα του φυτικού ιστού σε µεθανόλη, συνοδεύεται από όξινη 

υδρόλυση παρουσία υδροχλωρικού οξέος 6Μ, λαµβάνεται µίγµα προϊόντων όπου 

τόσο οι γλυκοζιτικοί δεσµοί όσο και οι εστερικοί που υπάρχαν αρχικά στα µόρια 

έχουν τροποποιηθεί [62]. 
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1.5.7 Μεθοδοι ποιοτικής και ποσοτικής ανάλυσης φαινολικών συστατικών του 

φασκόµηλου 

Ενας µεγάλος αριθµός άρθρων ανασκόπησης υπάρχουν στη βιβλιογραφία για 

την ανάλυση των φαινολικών συστατικών ανάλογα µε τη φύση του υλικού και το 

σκοπό της µελέτης, αν δηλαδή θέλουν να προσδιορίσουν το ολικό φαινολικό 

περιεχόµενο ή θέλουν να στοχεύσουν µια ειδική οµάδα φαινολικών. Η 

προσδιοριζόµενη ως περιεχόµενη ποσότητα φαινολικών επηρεάζεται από τη µέθοδο 

της εκχύλισης, το µέγεθος του φυτικού υλικού, το χρόνο και τις συνθήκες 

αποθήκευσης, αλλά και τη µέθοδο ανάλυσης που επιλέγεται, τα πρότυπα που 

χρησιµοποιούνται και την παρουσία ουσιών που αλληλεπιδρούν. Οι πιο συνηθισµένες 

µέθοδοι ανάλυσης είναι φασµατοσκοπικές και χρωµατογραφικές. 

Η ανάλυση µε χρωµατογραφία HPLC και ανιχνευτή UV είναι και η πιο 

διαδεδοµένη µέθοδος προσδιορισµού, γιατί είναι πολύ ευαίσθητη και εξειδικευµένη, 

µε όριο ανίχνευσης της τάξης των ng. Απαιτείται όµως βαθµονόµηση του οργάνου µε 

πρότυπα διαλύµατα, ανιχνεύεται περιορισµένος αριθµός πολυφαινολών και συνήθως 

χρειάζεται µεγάλη διάρκεια ανάλυσης. 

Για τη µελέτη του υδατικού µίγµατος προτύπων φαινολικών ενώσεων, όπως το 

καφεϊκό οξύ, το ροζµαρινικό οξύ, το λιθοσπερµικό οξύ και των γλυκοζιτών της 

λουτεολίνης και της ναριγκενίνης, στη βιβλιογραφία εφαρµόζεται η χρωµατογραφία 

HPLC µε ανιχνευτή UV χρησιµοποιώντας δυο διαφορετικές στήλες, τη Chromolith 

Performance RP 18e και τη Beta-Basic-18. Στην Chromolith Performance RP 18e 

στήλη, µε προστήλη από το ίδιο πληρωτικό υλικό, σε µήκος κύµατος 280 nm, τα 

υδατοδιαλυτά φαινολικά συστατικά εκλούονται µε βαθµιδωτή έκλουση, 

χρησιµοποιώντας 0.2% µυρµηκικό οξύ σε ακετονιτρίλιο–0.2% µυρµηκικό οξύ σε 

νερό και το χρωµατογράφηµα τους φαίνεται στο Σχήµα 1.8. [58].  Στην Beta-Basic-

18, το ίδιο µίγµα προτύπων ουσιών εκλούονται µε βαθµιδωτή έκλουση, 

χρησιµοποιώντας 5% µυρµηκικό οξύ σε ακετονιτρίλιο–5% µυρµηκικό οξύ σε νερό 

και το αντίστοιχο χρωµατογράφηµα δίνεται στο Σχήµα 1.9.. 

Σύγκριση των δυο χρωµατογραφηµάτων των Σχηµάτων 1.8. και 1.9. δείχνει ότι 

τα φλαβονοειδή χωρίζονται καλλίτερα στη στήλη Beta-Basic-18. Στο Σχήµα 1.10. 

δίνεται το χρωµατογράφηµα υδατικού εκχυλίσµατος φασκόµηλου χρησιµοποιώντας 

τη στήλη Beta-Basic-18   στις ίδιες συνθήκες έκλουσης που αναφέρθηκαν παραπάνω 

[58]. 
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Σχήµα 1.8. Χρωµατογράφηµα HPLC µίγµατος  υδατοδιαλυτών προτύπων 

φαινολικών ενώσεων σε στήλη Chromolith Performance RP-18. CA: καφεϊκό οξύ, 

Lr: 7-Ο-γλυκοζίτης της λουτεολίνης, Lgr: γλουκορονίδιο της λουτεολίνης, Νg: 7-Ο-

γλυκοζίτης της ναριγκενίνης, LA: λιθοσπερµικό οξύ, RA: ροζµαρινικό οξύ, ΜeR: 

ροζµαρινικός µεθυλεστέρας [58]. 

 

 

 

Σχήµα 1.9. Χρωµατογράφηµα HPLC µίγµατος υδατοδιαλυτών προτύπων φαινολικών 

ενώσεων σε στήλη Βeta-Basic-18. CA: καφεϊκό οξύ, Lr: 7-Ο-γλυκοζίτης της 

λουτεολίνης, Lgr: γλουκορονίδιο της λουτεολίνης, Νg: 7-Ο-γλυκοζίτης της 

ναριγκενίνης, LA: λίθοσπερµικό οξύ, RA: ροζµαρινικό οξύ,L: λουτεολίνη, ΜeR: 

ροζµαρινικός µεθυλεστέρας, N: ναριγενίνη, Α: απιγενίνη [58]. 
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Σχήµα 1.10. Χρωµατογράφηµα HPLC υδατικού εκχυλίσµατος φασκόµηλου σε 

στήλη Βeta-Basic-18. CA: καφεϊκό οξύ, Lr: 7-Ο-γλυκοζίτης της λουτεολίνης, Lgr: 

γλουκορονίδιο της λουτεολίνης, RA: ροζµαρινικό οξύ [58]. 

 

Η µέθοδος της HPLC  σε στήλη Superspher  RP-18 και προστήλη Lichrocart σε 

συνδυασµό µε ανιχνευτή DAD (Diode Array Detector) και γραµµική βαθµιδωτή 

έκλουση  µε διαλύτη νερό (pH=2.5) - ακετονιτρίλιο χρησιµοποιείται στην  ανάλυση 

του ροζµαρινικού οξέος και του καρνοσικού οξέος [60].  

 Με HPLC και ανιχνευτή DAD αναφέρεται και η µελέτη εκχυλίσµατος 

φασκόµηλου, που χρησιµοποιεί  αιθανόλη ή και ακετόνη ως εκχυλιστικό υγρό σε 

συσκευή Soxhlet για  6 ώρες. Σε αυτή την αναφορά χρησιµοποιείται  στήλη Nucleosil 

100-5 C18, σε συνθήκες βαθµιδωτής έκλουσης µε διαλύτη 1% µυρµηκικό οξύ σε 

νερό – ακετονιτρίλιο [70]. 

Με HPLC και ανιχνευτή DAD αναφέρεται και η µελέτη της όξινης υδρόλυσης 

µεθανολικού εκχυλίσµατος φασκόµηλου, σε στήλη Sherisorb ODS2 C18 µε 

βαθµιδωτή έκλουση, χρησιµοποιώντας διαλύτη νερό (pH=2.7) -  µεθανόλη    [62]. 

Πρόσφατα αναφέρεται ο καθαρισµός σε µεγάλη κλίµακα του σαλβιανολικού 

οξέος Β, µε τη βοήθεια χρωµατογραφίας counter-current [61] σε ένα διφασικό 

σύστηµα που περιέχει εξάνιο-οξεικό αιθυλεστέρα-µεθανόλη-οξεικό οξύ- νερό 

(1:5:1.5:0.009596:5, v/v). Και στην ίδια αναφορά χρησιµοποιείται για την 

ταυτοποίηση υγρή χρωµατογραφία σε συνδυασµό µε φασµατοµετρία µάζας 

ψεκασµού ηλεκτρονίων (LC-ESI MS).  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ∆ΕΥΤΕΡΟ 

ΦΩΣΦΟΛΙΠΑΣΕΣ Α2 ΚΑΙ ΑΝΑΣΤΟΛΕΙΣ ΤΟΥΣ 

2.1 Εισαγωγή 

 Οι φωσφολιπάσες είναι ένζυµα τα οποία καταλύουν την υδρόλυση των 

µεµβρανικών φωσφολιπιδίων. Οι φωσφολιπάσες Α1 και Α2 καταλύουν την υδρόλυση 

εστερικών δεσµών, ενώ οι φωσφολιπάσες C και D καταλύουν την υδρόλυση 

φωσφοεστερικών δεσµών. Στο Σχήµα 2.1. υποδεικνύονται τα σηµεία δράσης των 

φωσφολιπασών.  

 
 

Σχήµα 2.1. Σηµεία δράσης των φωσφολιπασών. 
 

Οι φωσφολιπάσες Α2 (PLA2) είναι εστεράσες που αποτελούν µία από τις 

µεγαλύτερες οικογένειες των λιπολυτικών ενζύµων. Ώς φωσφολιπάσες Α2 

χαρακτηρίζονται τα ένζυµα που έχουν την ικανότητα να καταλύουν την υδρόλυση 

του εστερικού δεσµού στην sn-2 θέση των γλυκεροφωσφολιπιδίων των κυτταρικών 

µεµβρανών απελευθερώνοντας ελεύθερα λιπαρά οξέα και λυσοφωσφολιπίδια [71,72]. 

In vivo, στην sn-2 θέση των φωσφολιπιδίων συχνά περιέχονται πολυακόρεστα λιπαρά 

οξέα και ιδιαίτερα αραχιδονικό οξύ το οποίο µπορεί να µεταβολιστεί µε τη δράση 

διαφόρων ενζύµων προς διάφορα εικοσανοειδή [73], όπως προσταγλανδίνες, 

λευκοτριένια κλπ. Από την άλλη πλευρά, τα λυσοφωσφολιπίδια παρουσιάζουν από 

µόνα τους βιοδραστικότητα συµµετέχοντας σε διάφορες βιολογικές πορείες [74], ενώ 

µπορούν να µετατραπούν προς τον παράγοντα ενεργοποίησης αιµοπεταλίων (PAF).  
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Σχήµα 2.2. Εικοσανοειδή που παράγονται από το αραχιδονικό οξύ. 
 
Η υπεροικογένεια των φωσφολιπασών Α2 σήµερα αποτελείται από δεκαπέντε 

οµάδες και πολλές υποοµάδες. Οι διάφορες PLA2 ταξινοµούνται στις οµάδες ανάλογα 

µε την πρωτοταγή αλληλουχία, τη δοµή και το καταλυτικό µηχανισµό [71,75]. 

Ανάλογα µε το µηχανισµό της καταλυτικής δράσης οι PLA2 µπορούν να διακριθούν 

σε δύο µεγάλες κατηγορίες : α) τις φωσφολιπάσες Α2 που χρησιµοποιούν την ιστιδίνη 

ως καταλυτικό αµινοξύ και β) τις φωσφολιπάσες Α2 που χρησιµοποιύν την σερίνη ως 

καταλυτικό αµινοξύ. Σύµφωνα µε µία άλλη κατηγοροποίηση έχουµε τέσσερεις τάξεις 

PLA2 : α) τις εκκριτικές φωσφολιπάσες Α2 (sPLA2), β) τις κυτοσολικές  

φωσφολιπάσες Α2 (cPLA2), γ) τις ανεξάρτητες Ca2+ φωσφολιπάσες Α2 (iPLA2) και δ) 

τις  φωσφολιπάσες Α2 που σχετίζονται µε την λιποπρωτεϊνη (LpPLA2). Κάθε µία από 

τις παραπάνω τάξεις PLA2 εµπλέκεται σε διάφορες βιολογικές πορείες και παίζει 

διαφορετικό ρόλο σε διαφορετικά κύτταρα. 
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2.2 Σηµασία των αναστολέων των φωσφολιπασών Α2 

 

Τα λιπολυτικά ένζυµα, δηλαδή τα ένζυµα που καταλύουν την υδρόλυση των 

λιπιδίων, παίζουν βασικούς ρόλους σχεδόν σε όλα τα κύτταρα και τους οργανισµούς 

παράγοντας µία ποικιλία βιοδραστικών λιπιδίων [76]. Ισχυροί και εκλεκτικοί 

αναστολείς των λιπολυτικών ενζύµων αποτελούν ιδιαίτερα χρήσιµα εργαλεία για τη 

διερεύνηση των φυσιολογικών ρόλων  αυτών των ενζύµων, αλλά και των 

µεταβολικών οδών στις οποίες εµπλέκονται [77]. Ειδικότερα, οι αναστολείς των 

PLA2 µπορούν να ρυθµίσουν την παραγωγή αραχιδονικού οξέος και µεταβολιτών του 

αραχιδονικού οξέος, αλλά και των λυσοφωσφολιπιδίων και του PAF. Όλες αυτές 

όµως οι ενώσεις εµπλέκονται στην φλεγµονή. Εποµένως, οι αναστολείς των PLA2 

µπορούν να αποτελέσουν νέα µέσα για την καταπολέµηση διαφόρων φλεγµονωδών 

ασθενειών που θα παρουσιάζουν νέο µηχανισµό δράσης. 

Από το 1990 και µετά, διάφορες φαρµακευτικές εταιρείες αλλά και 

ακαδηµαϊκά εργαστήρια ασχολούνται µε την ανακάλυψη αναστολέων της PLA2 και 

οι προσπάθεις αυτές συνοψίζονται σε µία σειρά άρθρων ανασκοπήσεως [78-82].  

 

2.3 Εκκριτικές φωσφολιπάσες Α2 

 

 Οι εκκριτικές φωσφολιπάσες Α2 ήταν ο πρώτος τύπος φωσφολιπασών που 

ανακαλύφθηκαν. Από το τέλος το 19ου αιώνα, ήταν γνωστό ότι η PLA2 αποτελούσε 

κύριο συστατικό του δηλητηρίου του φιδιού, ενώ αργότερα ανακαλύφθηκε ότι η 

PLA2 αποτελούσε συστατικό του παγκρεατικού υγρού. Οι sPLA2 που προέρχονται 

από διάφορες πηγές ανήκουν στις οµάδες IA, IB, IIA, IIB, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, 

IX, X, XIA, XIB, XII, XIII, XIV.[72,75] Η GIIA PLA2 βρέθηκε σε µεγάλες 

συγκεντρώσεις στο αρθρικό υγρό ασθενών που υπέφεραν από ρευµατοειδή αρθρίτιδα 

[83]. Έτσι, το αρχικό ενδιαφέρον εστιάστηκε στην GIIA PLA2 αναγνωρίζοντας ότι 

αυτή παίζει σπουδαίο ρόλο στην φλεγµονή. 

 Οι sPLA2 είναι µικρές εκκριτικές πρωτεϊνες (14-18 kDa) που συνήθως 

περιέχουν 5-8 δισουλφιδικούς δεσµούς και απαιτούν την παρουσία Ca2+ για την 

καταλυτική υδρόλυση των φωσφολιπιδίων. ∆εν παρουσιάζουν εξειδίκευση για ειδικά 

λιπαρά οξέα στην sn-2 θέση του φωσφολιπιδικού υποστρώµατος. Για τον καταλυτικό 
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µηχανισµό χρησιµοποιούν στο ενεργό τους κέντρο µια ιστιδίνη και ένα ασπαραγινικό 

οξύ. Πολλές από τις sPLA2 παρουσιάζουν το φαινόµενο της µεσεπιφανειακής 

ενεργοποίησης (interfacial activation), που σηµαίνει ότι η δραστικότητα αυξάνεται 

όταν το υπόστρωµα αποτελείται από λιπιδικά συσσωµατώµατα σε σχέση µε την 

µονοµερική µορφή [84].  

 Η βιοχηµεία και η φυσιολογία των εκκριτικών φωσφολιπασών A2 έχει 

παρουσιαστεί σε δύο πρόσφατα άρθρα ανασκόπησης [85, 86]. ∆ιάφορες in vitro 

µελέτες έχουν δείξει την ικανότητα της GV και της GX sPLA2, όπως και σε 

µικρότερο βαθµό της GIIA sPLA2, να παράγει αραχιδονικό οξύ που µπορεί να 

µετατραπεί σε εικοσανοειδή σε διάφορα φλεγµονώδη κύτταρα (π.χ. µακροφάγα) [85]. 

Σε µερικές περιπτώσεις, η δραστικότητα sPLA2 φαίνεται να εξαρτάται ή να συνδέεται 

µε την δραστικότητα της GIVA cPLA2.  Υπάρχουν σηµαντικότατες αποδείξεις ότι 

τουλάχιστον τρείς sPLA2, η GIIA, η GV και η GX, παρουσιάζουν ποικίλες 

προαθηρογενείς ιδιότητες στα φλεβικά τοιχώµατα [87, 88]. Οι διάφορες sPLA2 

παρουσιάζουν διαφορετική κατανοµή στους ανθρώπινους ιστούς, υποδεικνύοντας 

έτσι διαφορετικούς ρόλους στην παθοφυσιολογία [89]. Σε ένα πρόσφατο άρθρο 

παρουσιάζεται ξεκάθαρα ότι η GX sPLA2 εµπλέκεται στη φλεγµονή υποδεικνύοντας 

ότι αυτό το ένζυµο αποτελεί ένα νέο θεραπευτικό στόχο για την καταπολέµηση του 

άσθµατος [90].  

 

2.4 Κυτοσολικές φωσφολιπάσες Α2 

  

Οι κυτοσολικές φωσφολιπάσες Α2 είναι µεγάλες πρωτεϊνες µε ποικίλο 

µέγεθος (61-114 kDa) οι οποίες δεν έχουν δισουλφιδικά δίκτυα παρόµοια µε εκείνα 

των εκκριτικών PLA2. Στην κατηγορία αυτή ανήκουν οι οµάδες IVA, IVB, IVC, 

IVD, IVE και IVF. Το πρώτο κυτοσολικό ένζυµο GIVA αποµονώθηκε από 

ανθρώπινα αιµοπετάλια το 1986 [91] και κλωνοποιήθηκε το 1991 [92, 93]. Το 

περισσότερο καλά χαρακτηρισµένο ένζυµο αυτής της κατηγορίας είναι η GIVA 

cPLA2, η οποία παρουσιάζει προτίµηση για την υδρόλυση του αραχιδονικού οξέος 

στην sn-2 θέση των φωσφολιπιδίων. 

 Οι ιδιότητες της οµάδος GIVA PLA2 έχουν συνοψιστεί σε άρθρο 

ανασκόπησης [94]. Η δοµή της GIVA PLA2 αποτελείται από µία C2 περιοχή 

πρόσδεσης λιπιδίου που εξαρτάται από Ca2+ και την καταλυτική περιοχή α/β 
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υδρολάσης [95]. Η καταλυτική περιοχή αποτελείται από την περιοχή α/β υδρολάσης 

που συναντάται σε πολλές διαφορετικές λιπάσες, όπως επίσης και από µια περιοχή 

«σκέπασµα», η οποία σκεπάζει το ενεργό κέντρο του ενζύµου. Η πρόσδεση Ca2+ σε 

αυτό το ένζυµο δεν απαιτείται για την κατάλυση, όπως συµβαίνει στα ένζυµα sPLA2, 

αλλά είναι απαραίτητη για τη µεταφορά του ενζύµου στην επιφάνεια της µεµβράνης. 

Το ένζυµο χρησιµοποιεί µια ασυνήθιστη καταλυτική διάδα Ser-Asp η οποία 

βρίσκεται σε ένα βαθύ τούνελ στο κέντρο ενός υδροφοβικού χωνίου. Ο καταλυτικός 

µηχανισµός της GIVA PLA2 περιλαµβάνει το σχηµατισµό ενός σερινο-άκυλο 

ενδιαµέσου χρησιµοποιώντας τη σερίνη-228 ως πυρηνόφιλο [96, 97].  

 Η GIVA PLA2 σήµερα γενικά θεωρείται ως το κεντρικό ένζυµο το οποίο 

παράγει ποικίλους λιπιδικούς µεσολαβητές, συµπεριλαµβανοµένων των 

εικοσανοειδών, που είναι υπευθυνο για τον πόνο και την φλεγµονή. Παίζει δηλαδή,  

κυρίαρχο ρόλο στις φλεγµονώδεις ασθένειες. Αυτό έχει αποδειχθεί και µε την χρήση 

γενετικά τροποποιηµένων ποντικιών που στερούνται της GIVA PLA2. Τέτοιου είδους 

πειραµατόζωα παρουσιάζουν εξαιρετική µείωση σε αλλεργική αντίδραση, σε 

καταστροφή από οξύ τραυµατισµό του πνεύµονος και σε µετισχαιµικό τραυµατισµό 

εγκεφάλου [98-100]. 

 Η αναγνώριση της µεγάλης σηµασίας της GIVA PLA2 στη φλεγµονή έχει 

καταστήσει αυτό το ένζυµο πολύ ελκυστικό στόχο για την ανακάλυψη νέων 

φαρµάκων. Πολλά διαφορετικά εργαστήρια, είτε σε φαρµακευτικές βιοµηχανίες είτε 

σε πανεπιστηµιακά ερευνητικά κέντρα, εργάζονται πυρετωδώς για την ανάπτυξη 

νέων αναστολέων και τη µελέτη τους σε ποικίλες in vitro και in vivo δοκιµασίες.   

 

2.5 Φωσφολιπάσες Α2 ανεξάρτητες Ca2+ 

  

Η GVIA PLA2 είναι στην πραγµατικότητα µια οµάδα κυτοσολικών ενζύµων 

που το µεγεθός τους ποικίλει (85 έως 88 kDa) [101]. Σε αυτή την κατηγορία 

περιλαµβάνονται έξι διαφορετικοί τύποι, οι GVIA, GVIB, GVIC, GVID, GVIE και 

GVIF. Το πρώτο µέλος αυτής της οικογένειας, η GVIA PLA2, αποµονώθηκε το 1994 

από µακροφάγα [102] και είναι το καλύτερα χαρακτηρισµένο ένζυµο αυτής της 

κατηγορίας.  

 Η GVIA iPLA2 είναι ένα ένζυµο που περιέχει ένα κλασσικό µοτίβο λιπασών, 

Gly-Thr-Ser*-Thr-Gly, όπου η καταλυτική σερίνη έχει επιβεβαιωθεί µε 
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µεταλλαξιογέννεση (site-directed mutagenesis). Αν και παρουσιάζει τον ίδιο 

καταλυτικό µηχανισµό µε τη GIVA cPLA2, δεν παρουσιάζει εξειδίκευση για 

αραχιδονικό οξύ στην sn-2 θέση του υποστρώµατος.   

 Πρόσφατα άρθρα ανασκόπησης συζητούν το ρόλο της GVIA PLA2 στη 

µεταγωγή σηµάτων και σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις, όπως για παράδειγµα 

στο καρκίνο και στην ισχαιµία [103-106]. Η GIVA iPLA2 είχε αρχικά προταθεί ως 

ένζυµο που παίζει ρόλο στην οµοιόσταση και στο βασικό µεταβολισµό εντός του 

κυττάρου. Όµως, ένας αριθµός µελετών υποδεικνύει ότι η GIVA iPLA2 παίζει επίσης 

σπουδαίο ρόλο σε διάφορα κύτταρα, ο οποίος ρόλος µπορεί να διαφέρει από κύτταρο 

σε κύτταρο. 

      

2.6 Φωσφολιπάση Α2 που σχετίζεται µε λιποπρωτεϊνη 

 

 Η φωσφολιπάση Α2 που σχετίζεται µε λιποπρωτεϊνη (LpPLA2) είναι επίσης 

γνωστή ως ακετυλοϋδρολάση του παράγοντα ενεργοποίησης αιµοπεταλίων (PAF-

AH) ή ως οµάδα VIIA σύµφωνα µε την ονοµατολογία του Dennis. [1,2] Ονοµάζεται 

έτσι λόγω της ιδιότητας της να υδρολύει την ακέτυλο οµάδα από την sn-2 θέση του 

PAF,  όπως επίσης και λόγω της σχέσης της µε λιποπρωτεϊνες. Αυτό το ένζυµο 

µπορεί επίσης να υδρολύει οξειδωµένα λιπίδια µήκους έως 9 ανθρακοατόµων από 

την sn-2 θέση. Η LpPLA2 είναι ένα εκκριτικό ένζυµο το οποίο υδρολύει 

υποστρώµατα στην υδατική φάση σε αντίθεση µε όλες τις άλλες PLA2. 

 Η βιολογία της LpPLA2 και η σχέση της µε τις καρδιοαγγειακές παθήσεις 

συζητάται σε ένα πολύ πρόσφατο άρθρο ανασκόπησης [107]. Η LpPLA2 έχει ως 

καταλυτική τριάδα Ser-His-Asp, η οποία συµµετέχει στον καταλυτικό µηχανισµό 

[108], και δεν απαιτεί Ca2+ για την δράση της. Κλωνοποιήθηκε από ανθρώπινο 

πλάσµα το 1995 και αρχικά φάνηκε να έχει αντιφλεγµονώδεις ιδιότητας in vivο [109]. 

Όµως, οι πιό πρόσφατες µελέτες έχουν υποδείξει ότι τα επίπεδα της  LpPLA2 

αποτελούν δείκτη για την εκδήλωση καρδιοαγγειακών παθήσεων [110]. 

 

2.7 Αναστολείς της εκκριτικής φωσφολιπάσης Α2 

 

 Οι πρώτες έρευνες για την ανακάλυψη αναστολέων PLA2 εστιάστηκαν στους 

αναστολείς της εκκριτικής PLA2. Οι φαρµακευτικές εταιρίες Eli Lilly και Shionogi 
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εργάστηκαν εκτεταµένα σε αυτό τον τοµέα και ανακάλυψαν τον ισχυρό αναστολέα 

που βασίζεται σε ινδόλιο varespladib [111] (Σχήµα 2.3.,  1). Ο αναστολέας αυτός 

εισήχθει σε κλινικές δοκιµές κατά της σηψαιµίας. Στο τέλος της φάσης I, το 

varespladib βρέθηκε να είναι ασφαλές σε ασθενείς µε σηψαιµία. [112,113] Όµως, 

στην φάση II δεν φάνηκε αποτελεσµατικό και οι κλινικές δοκιµές τερµατίστηκαν. 

  

O

N

NH2O

O
R

1 R = COOH (A-001, Varespladib)
2 R = COOCH3 (A-002)

 

Σχήµα 2.3. Αναστολείς που βασίζονται σε ινδόλιο. 

 
 Εν το µεταξύ, βρέθηκε ότι οι οµάδες IIA, V και X sPLA2 υπερεκφράζονταν 

στις αθηροσκληρωτικές βλάβες πειραµατοζώων και ανθρώπων. Κάθε µία από τις 

τρείς sPLA2 συνεισφέρουν διαφορετικά στην αθηρογένεση και η GIIA sPLA2 

φαίνεται ότι παίζει τον σπουδαιότερο ρόλο [114]. Η εταιρία Anthera Pharmaceuticals 

έδειξε ότι ο αναστολέας της sPLA2 varspladib όπως και ενώσεις παρόµοιας δοµής 

(Σχήµα 2.3.) µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την καταπολέµηση καρδιαγγειακών 

παθήσεων [115]. Η ένωση 2 είναι ο µεθυλεστέρας του varespladib, ο οποίος 

ουσιαστικά δρά ως προφάρµακο το οποίο υδρολύεται in vivo για να απελευθερώσει 

το varespladib. Η χορήγηση τέτοιων αναστολέων sPLA2 βρέθηκε να µειώνει τα 

επίπεδα χοληστερίνης, το σχηµατισµό της αθηροσκληρωτιής πλάκας και του 

αορτικού ανευρίσµατος. Επίσης, όταν αυτοί οι αναστολείς της sPLA2 χορηγήθηκαν 

µαζί µε στατίνες και βρέθηκε ότι δρουν µε συνεργιστικό τρόπο [115]. Αν και οι 

υπάρχουσες επιδηµιολογικές µελέτες για τον ρόλο της sPLA2 στην αθηροσκλήρωση 

δεν είναι τόσο εκτεταµένες όσο οι µελέτες για την LpPLA2, και οι δύο τύποι PLA2 

αποτελούν στόχους για την ανάπτυξη νέων φαρµάκων για την θεραπεία 

καρδιαγγειακών παθήσεων [116]. 
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 Ο Gelb και οι συνεργάτες του µελέτησαν ποικίλους αναστολείς για την 

εκλεκτικότητα τους έναντι GI, GII, GV, GX και GXII sPLA2 που προέρχοταν από 

άνθρωπο και από ποντικό [117]. Έτσι, ανακάλυψαν έναν ισχυρό και εκλεκτικό 

αναστολέα της GX sPLA2 που βασίζεται σε ινδόλιο, ειδικό αναστολέα για GIIA 

sPLA2, καθώς και ένα υποκατεστηµένο 6,7-βενζοινδόλιο που αναστέλλει σχεδόν όλες 

τις  sPLA2 σε συγκεντρώσεις nM [118]. 

  

2.8 Αναστολείς της κυτοσολικής φωσφολιπάσης Α2 

 

 Ο πρώτος αναστολέας της GIVA cPLA2 ήταν ένα ανάλογο του αραχιδονικού 

οξέος  (Σχήµα 2.4., 3), όπου το καρβοξύλιο είχε αντικατασταθεί από την οµάδα 

τριφθοροµέθυλοκετόνης [119].  

 

Σχήµα 2.4. ∆οµή της αραχιδονύλο τριφθοροµέθυλο κατόνης. 

  

Η φαρµακευτική εταιρία Wyeth έχει ένα µακροχρόνιο πρόγραµµα για την 

ανακάλυψη νέων αναστολέων cPLA2 και τη µελέτη των εφαρµογών τους ως νέα 

φάρµακα για την καταπολέµηση φλεγµονοδών ασθενειών [120-124]. Παράδειγµα 

τέτοιων ενώσεων αποτελούν οι ενώσεις 4 και 5 (Σχήµα 2.5.). Οι αναστολείς αυτοί 

βασίζονται σε ένα δακτύλιο ινδολίου ο οποίος είναι υποκατεστηµένος από µία 

βενζυδρύλο οµάδα. Επιπλέον, αυτά τα παράγωγα φέρουν υποκαταστάτες που 

συµπεριλαµβάνουν ένα ελεύθερο καρβοξύλιο και µια σουλφοναµιδική οµάδα. Οι 

αναστολείς αυτοί έχουν µελετηθεί κατά διαφόρων φλεγµονοδών ενδείξεων και 

µερικοί από αυτούς βρίσκονται σε φάση I κλινικών δοκιµών.  
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Σχήµα 2.5. Αναστολείς της GIIVA cPLA2 που βασίζονται σε ινδόλιο. 

 

 Η οµάδα του Lehr έχει παρουσιάσει ισχυρούς αναστολείς της sPLA2 µε δοµές 

που βασίζονται στον σκελετό προπαν-2-όνης [125, 126], παραδείγµατα τέτοιων 

αναστολέων είναι οι ενώσεις 6 και 7 (Σχήµα 2.6.). 

C8H17
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Σχήµα 2.6. Αναστολείς της GIVA cPLA2 που βασίζονται σε προπαν-2-όνη. 

 

 Μια σηµαντική κατηγορία αναστολέων της GIVA cPLA2 είναι οι 2-

οξοαµιδικοί αναστολείς που βασίζονται σε µη φυσικά αµινοξέα [127-133]. 2-

Οξοαµίδια που φέρουν ελεύθερο καρβοξύλιο, όπως οι ενώσεις 8 και 9  (Σχήµα 2.7.) 

είναι ισχυροί και εκλεκτικοί αναστολείς της GIVA cPLA2, που παρουσιάζουν ισχυρή 

αντιφλεγµονώδη δράση, ίση ή και µεγαλύτερη του φαρµάκου αναφοράς 

ίνδοµεθακίνη [130]. Το 2-οξοαµιδικό παράγωγο 10 που βασίζεται στον αιθυλεστέρα 

γ-αµινοβουτυρικού οξέος αναστέλει όχι µόνο την GIVA cPLA2, αλλά και την GVIA 

iPLA2. Ο αναστολέας αυτός έχει µελετηθεί σε πειραµατόζωα και έχει δείξει ισχυρή 

δράση κατά της υπεραλγεσίας, ενώ συγχρόνως βρέθηκε ικανός να µπλοκάρει την 

απελευθέρωση προσταγλανδίνης PGE2 στο νωτιαίο µυελό [128]. Σε πολύ πρόσφατη 
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εργασία παρουσιάζεται το µοντέλο αλληλεπίδρασης του αναστολέα ΑΧ007 µε το 

ενεργό κέντρο της GIVA cPLA2 (Σχήµα 2.8.) [133]. 

 

Σχήµα 2.7. 2-Οξοαµιδικοί αναστολείς της GIVA cPLA2 

 

 

 

Σχήµα 2.8. Μοντέλο αλληλεπίδρασης του αναστολέα ΑΧ007 µε το ενεργό 

κέντρο της GIVA cPLA2. 
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Η φαρµακευτική εταιρία Shionogi έχει αναπτύξει αναστολείς πολύπλοκης 

δοµής που βασίζονται σε δακτύλιο πυρρολιδίνης και περιέχουν διάφορους 

υποκαταστάτες συµπεριλαµβανοµένου του δακτυλίου θειαζολιδινεδιόνης [134-136]. 

Οι ενώσεις 11 και 12 (Σχήµα 2.9.) αποτελούν ισχυρότατους αναστολείς της GIVA 

cPLA2.     
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Σχήµα 2.9. Αναστολείς της GIVA cPLA2 που βασίζονται σε πυρρολιδίνη. 

 

2.9 Αναστολείς της ανεξάρτητης Ca2+ φωσφολιπάσης Α2 

 

 Η αραχιδονυλοτριφθοροµέθυλο κετόνη, που αρχικά είχε αναπτυχθεί ως 

αναστολέας της GIVA cPLA2, βρέθηκε ότι αναστέλλει και την ανεξάρτητη Ca2+ 

φωσφολιπάση Α2. Στην προσπάθεια εύρεσης εκλεκτικών αναστολέων της GVIA 

iPLA2, σχεδιάσθηκε και συνθέθηκε µια σειρά πολυφθόρο κετονών και µελετήθηκε η 

δράση αυτών των ενώσεων έναντι PLA2 [137]. Βρέθηκε, ότι η ένωση 13 αναστέλλει 

ισχυρά τόσο την GVIA iPLA2 όσο και την GIVA cPLA2. Όµως, η ένωση 14 αποτελεί 

ισχυρό και εκλεκτικό αναστολέα της GVIA iPLA2. Και οι δύο αυτοί αναστολείς 

αποτελούν χρησιµότατα εργαλεία για την κατανόηση του ρόλου των διαφόρων PLA2 

τόσο σε κυτταρικές µελέτες όσο και σε µελέτες µε πειραµατόζωα [138,139]. 

Ειδικότερα, ο αναστολέας 14 παρουσιάζει θεραπευτική δράση κατά της πειραµατικής 

αυτοάνοσης εγκεφαλοµυελίτιδας (ΕΑΕ), υποδεικνύοντας ότι η GVIA iPLA2 αποτελεί 

νέο στόχο για την ανάπτυξη θεραπείας κατά της σκλήρυνσης πλάκας [139]. 
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Σχήµα 2.10. Φθοροκετονικοί αναστολείς της GVIA iPLA2. 

 
2.10 Αναστολείς της φωσφολιπάσης Α2 που σχετίζεται µε τη λιποπρωτεϊνη 

 

Το 2000 η φαρµακευτική εταιρία Smithkline Beecham παρουσίασε µια σειρά 

από πυριµιδιν-4-όνες που αναστέλλουν την LpPLA2 και µπορούν να δράσουν ως 

µέσα για την καταπολέµηση της αθηροσκλήρυνσης [140]. Ανάµεσα σε αυτές τις 

ενώσεις ο αναστολέας darapladib (ένωση 15, Σχήµα 2.11.) επιλέχθηκε για κλινικές 

δοκιµές. Η δράση του darapladib στη µείωση της δραστικότητας της LpPLA2 του 

πλάσµατος και στη µεταβολή καρδειαγγειακών βιοδεικτών µελετήθηκε σε διάφορες 

οµάδες ασθενών υποδεικνύοντας την ευεργετική επίδραση του αναστολέα της 

LpPLA2 σε καρδιαγγειακές παθήσεις [141]. 

 

 

Σχήµα 2.11. ∆οµή του αναστολέα darapladib. 

 

2.11 Φυσικά προϊόντα ως αναστολείς της εκκριτικής φωσφολιπάσης Α2 

 

 Ο πρώτος αναστολέας που αναφέρθηκε στη βιβλιογραφία το 1980 για κάποιο 

τύπο PLA2, ήταν ένα φυσικό προϊόν θαλάσσιας προέλευσης, το µανοαλίδιο [142]. Η 

ένωση αυτή (16, Σχήµα 2.12.) ανήκει στα σεστετερπένια, περιέχει το δακτύλιο γ-
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υδροξυβουτενολιδίου, παρουσιάζει ισχυρή αντιφλεγµονώδη δράση και απετέλεσε 

ένωση αναφοράς για βιοδραστικά φυσικά προϊόντα. Από τότε, έχουν αποµονωθεί 

διάφορα άλλα µόρια µε σχετική δοµή, όπως το σεκο-µανοαλίδιο [143], 

λουφαριελλολίδια [144], λουφαριελλίνες [145], λουφολίδιο [146], 

κακοσπονγκιονολίδια [147] και πρόσφατα τα πετροσασπονγκιολίδια Μ-R [148] που 

παρουσιάζουν µη αντιστρεπτή αναστολή της sPLA2. Ανάµεσα σε αυτές τις ενώσεις 

το πετροσασπονγκιολίδιο Μ (ΡΜ, 17, Σχήµα 2.12.) αναστέλλει την PLA2 από 

δηλητήριο µέλισσας µε τιµή IC50 0.6 µΜ, ισχυρότερα δηλαδή από το µανοαλίδιο που 

παρουσιάζει κάτω από τις ίδιες συνθήκες IC50 7.5 µΜ [148]. Η µοριακή βάση της 

αναστολής της sPLA2 από το πετροσασπονγκιολίδιο M έχει µελετηθεί και έχει βρεθεί 

ότι συµβαίνει αντίδραση ανάµεσα στην sPLA2 και το δακτύλιο γ-

υδροξυβουτενολιδίου [149]. Η µελέτη για το µηχανισµό αναστολής της PLA2 από τα 

πετροσασπονγκιολίδιο Μ-R (Σχήµα 2.13.) συνεχίστηκε [150] και βρέθηκε ο τρόπος 

πρόσδεσης του πετροσασπονγκιολιδίου Μ µε την ανθρώπινη GIIA sPLA2 [151]. Έχει, 

επίσης µελετηθεί η αλληλεπίδραση του πετροσασπονγλιολιδίου R µε την PLA2 από 

δηλητήριο µέλισσας [152]. 
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Σχήµα 2.12. Χηµική δοµή του µανοαλιδίου (16). 
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Σχήµα 2.13. Χηµική δοµή των πετροσασπονγκιολιδίων M-R (17α-ε). 

Ένα άλλο  θαλάσσιο προϊόν που έχει βρεθεί να αναστέλλει την GIIA και GIII 

sPLA2 µε ισχύ τουλάχιστον συγκρίσιµη προς αυτή του µανοαλιδίου και του 

πετροσασπονγκιολιδίου M είναι το σκαλαραντιάλ [153] (18, Σχήµα 2.14.). Το 

σκαλαραντιάλ είναι σεστετερπένιο που περιέχει σύστηµα 1,4-διαλδεϋδης, έχει 

αποµονωθεί από τον σπόνγκο Cacospongia mollior και έχει δείξει αντιφλεγµονώδη 

δράση [154]. 

H

OAc CHO

CHO

18  

Σχήµα 2.14 Χηµική δοµή του σκαλαραντιάλ (18). 

 

Τα τελευταία χρόνια υπάρχει αυξηµένο ενδιαφέρον για την αναστολή της 

PLA2 από φαινολικές ενώσεις. Αρχικά, δείχθηκε ότι η κερκετίνη µπορεί να 

αναστέλλει την PLA2 σε κλίµακα µΜ [155].  Πρόσφατα έγινε προσπάθεια να 

µελετηθεί ο µηχανισµός αναστολής της ανθρώπινης εκκριτικής PLA2 από ορισµένα 

φλαβονοειδή µε µοριακή µοντελοποίηση [156]. Ειδικότερα, µελετήθηκε η κερκετίνη 

και η ναριγενίνη και η πιθανότητα σχεδιασµού νέων φαρµάκων βασισµένων σε αυτά 

τα φυσικά προϊόντα. Επίσης, έχει ανακοινωθεί η σύνθεση διφλαβονοειδών και η 

επίδραση τους σε PLA2 [157,158]. 

 Πολύ πρόσφατα ανακοινώθηκε η µελέτη µοριακής µοντελοποίησης της 

αναστολής της PLA2 από πολυυδροξυ- φαινολικές ενώσεις [159]. Η 7-

υδροξυκουµαρίνη βρέθηκε ότι αναστέλει τη δράση της sPLA2 που αποµονώθηκε από 

δηλητήριο Crotalus durissus collilineatur [160]. Τέλος, το ολεανολικό οξύ 

αναφέρθηκε ότι αναστέλλει την sPLA2 και παρουσιάζει αντιφλεγµονώδη δράση 

[161]. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΤΡΙΤΟ 

 

 ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΗ ΜΟΡΙΑΚΗ ΜΟΝΤΕΛΟΠΟΙΗΣΗ 

 

3.1 Βασικές αρχές µοριακής µοντελοποίησης 

 Για να βρεθεί η σταθερότερη ενεργειακά διαµόρφωση µιας ένωσης όταν είναι 

γνωστή η χηµική δοµή της, σχεδιάζεται η τρισδιάστατη δοµή της και 

ελαχιστοποιείται η ενέργεια κάνοντας χρήση µοριακή µηχανικής ή κβαντικής 

µηχανικής. Οι ενδιαφέρουσες πληροφορίες που λαµβάνονται σε µία 

ελαχιστοποιηµένη χηµική δοµή περιλαµβάνουν : 

� Το µήκος των δεσµών των ατόµων 

� Τη γωνία των δεσµών των ατόµων 

� Τις δίεδρες γωνίες 

� Τις µη δεσµικές αλληλεπιδράσεις  

 

3.2 Μέθοδοι υπολογισµού 

Για την κατανόηση των φυσικοχηµικών ιδιοτήτων των µορίων είναι 

αναγκαίος ο προσδιορισµός της τρισδιάστατης δοµής τους. Η ακριβής προσοµοίωση 

της τρισδιάστατης δοµής των µορίων απαιτεί τον υπολογισµό της ενέργειας του 

συστήµατος και υπάρχουν  δύο  διαφορετικές  πορείες  για  τον  υπολογισµό  της  

ενέργειας  ενός µορίου. Η πρώτη πορεία γίνεται µε τη βοήθεια της κβαντικής 

µηχανικής. Στη θεώρηση αυτή οι πυρήνες των ατόµων του µορίου διευθετούνται στο 

χώρο και τα αντίστοιχα ηλεκτρόνια διασκορπίζονται σε όλο το σύστηµα. Η 

ηλεκτρονιακή πυκνότητα υπολογίζεται µε επίλυση της εξίσωσης Schrödinger. Η 

δεύτερη πορεία γίνεται µε το µαθηµατικό µοντέλο που είναι γνωστό ως µοριακή 

µηχανική. Στο µαθηµατικό µοντέλο αυτό αγνοούνται τα ηλεκτρόνια και υπολογίζεται 

η ενέργεια του συστήµατος µόνο από τις θέσεις των πυρήνων. Στην συνέχεια είναι 

δυνατό να υπολογιστεί ο ηλεκτρονιακός παράγοντας από την δυναµική ενέργεια 

[162]. 
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3.3 Kβαντοµηχανική (Quantum Mechanics) 

Οι κβαντοµηχανικοί υπολογισµοί είναι κατάλληλοι για τον υπολογισµό : 

• Της διπολικής ροπής. 

• Των ενεργειών των µοριακών τροχιακών και των συντελεστών τους.  

• Των ατοµικών φορτίων που υπολογίζονται από τους συντελεστές των 

µοριακών τροχιακών. 

• Της ενέργειας διάσπασης των δεσµών. 

Χαρακτηρίζονται από µεγάλη ακρίβεια και απαιτούν µεγάλη χρονική διάρκεια να 
διεκπεραιωθούν. 

 

3.4 Μοριακή Μηχανική ( Molecular Mechanics ) 

Η Μοριακή Μηχανική εξελίχθηκε λόγω της ανάγκης να περιγραφούν οι 

µοριακές δοµές και οι ιδιότητες τους καθώς και πολυπλοκότερα και µεγάλου 

µοριακού βάρους συστήµατα ώστε να ελαττωθεί σηµαντικά ο υπολογιστικός χρόνος. 

Η δυνατότητα  εφαρµογής της µεθόδου εστιάζεται σε : 

• Μόρια που αποτελούνται από πολλά άτοµα. 

• Οργανικές ουσίες π.χ ολιγονουκλεοτίδια, πεπτίδια και σακχαρίτες (ακόµα και 

οργανοµεταλλικές ουσίες). 

• Μόρια σε περιβάλλον υδάτινο, οργανικό ή και ακόµη σε περιβάλλον που 

προσοµοιώνει το βιολογικό (π.χ. φωσφολιπιδικές διπλοστιβάδες). 

• Θερµοδυναµικές και κινητικές ιδιότητες. 

 

Οι βασικές αρχές της Μοριακής Μηχανικής συνοψίζονται ως εξής : 

• Οι πυρήνες και τα ηλεκτρόνια µαζί θεωρούνται ως σφαιρικά σωµατίδια µε 

συγκεκριµένη θεωρητική ακτίνα και ενέργεια. 

• Οι αλληλεπιδράσεις των ατόµων µεταξύ τους βασίζονται στην κλασική 

φυσική περί ελατηρίων (νόµος Hooke). 

• Οι αλληλεπιδράσεις είναι προκαθορισµένες για συγκεκριµένα άτοµα. 
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• Οι αλληλεπιδράσεις καθορίζουν τη χωρική διάταξη και κατ’ επέκταση την 

ενέργεια του συστήµατος. 

 

Σηµειώνεται ότι οι αρχές αυτές προσπαθούν να ερµηνεύσουν τις µοριακές 

αλληλεπιδράσεις µε ένα προσιτό και πρακτικό τρόπο και πως διαφέρουν πλήρως από 

τις αρχές της Κβαντικής Μηχανικής η οποία είναι εξαιρετικά δύσκολο έως αδύνατο 

να εφαρµοσθεί σε ένα τέτοιο ευρύ πεδίο. 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί στη Μοριακή Μηχανική θεωρούνται τα άτοµα ως 

σφαίρες διαφορετικού  µεγέθους  και τους δεσµούς ως ελατήρια. Έτσι, από την 

κλασική µηχανική δίνεται η δυνατότητα να περιγραφεί η τάση (stretch), η κάµψη 

(bend) και η περιστροφή (twist) του δεσµού (Σχήµα 3.1.). 

 

 

Σχήµα 3.1. Η τάση (stretch), η κάµψη (bend) και η περιστροφή (twist) ενός 

δεσµού. 

Οι µη δεσµικές αλληλεπιδράσεις (Non-Bonded Interactions) είναι 

αλληλεπιδράσεις δυνάµεων van der Waals, καθώς επίσης στερεοχηµικές και 

ηλεκτροστατικές παρεµποδίσεις. Η εφαρµογή της Μοριακής Μηχανικής συνίσταται 

στην πρόβλεψη της ενέργεια που συνδέεται µε µία δεδοµένη διαµόρφωση του 

µορίου. Η ενέργεια αυτή δεν έχει καµία ουσιαστική σηµασία ως απόλυτη τιµή, παρά 

µόνο ως διαφορά ενέργειας δύο ή περισσοτέρων δοµών µεταξύ τους. Μια απλή 

µοριακή ενεργειακή εξίσωση δίνεται από την εξίσωση: 

 

ΕΝΕΡΓΕΙΑ = ∆ΕΣΜΙΚΗ + ΜΗ ∆ΕΣΜΙΚΗ + ΚΑΜΨΗΣ + ΠΕΡΙΣΤΡΟΦΗΣ 
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ΕΝΕΡΓΕΙΑ ΛΟΓΩ ∆ΕΣΜΙΚΩΝ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΕΩΝ (ΤΑΣΕΩΣ ∆ΕΣΜΟΥ) 

 

 

 

Σχήµα 3.2.  

Η παραγωγή της εξίσωσης της ενέργειας λόγω δεσµικών αλληλεπιδράσεων 

είναι βασισµένη στο νόµο του Hooke (Σχήµα 3.2.) και σχετίζεται µε τη δυνατότητα 

των ατόµων που συµµετέχουν σε ένα δεσµό να πλησιάσουν ή να αποµακρυνθούν 

κατα µήκος του δεσµού τους.  Η παράµετρος kb (Σχήµα 3.2.) εκφράζει την ακαµψία 

των δεσµών, ενώ το ro καθορίζει το µήκος ισορροπίας του. Οι παράµετροι  kb και ro 

ορίζονται µε βάση το είδος των ατόµων που συµµετέχουν στον δεσµό (π.χ. C-C, C-H, 

O-C, κτλ.). Αυτή η εξίσωση υπολογίζει την ενέργεια µε βάση τη δονητική κατάσταση 

για συγκεκριµένο µήκος δεσµού ισορροπίας και έχει σχήµα παραβολής (Σχήµα 3.3.). 

 

 

Σχήµα 3.3. 
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ΕΝΕΡΓΕΙΑ ΚΑΜΨΗΣ 

 

 

 

Σχήµα 3.4. 

 

Η ενεργειακή εξίσωση κάµψης είναι επίσης βασισµένη στο νόµο του Hooke. 

(Σχήµα 3.4.) και σχετίζεται µε την κάµψη των δεσµών και τη γωνία που σχηµατίζουν 

µεταξύ τους. Η παράµετρος kθ (Σχήµα 3.4.) εκφράζει την ακαµψία της γωνίας, ενώ η 

θο καθορίζει τη γωνία ισορροπίας. Με τη χρήση της εξίσωσης αυτής υπολογίζεται η 

ενέργεια που συνδέεται µε τη δονητική κατάσταση της εκάστοτε γωνίας ισορροπίας 

και παριστάται ως παραβολή (Σχήµα 3.5.). Οι παράµετροι της γωνίας κάµψης 

ορίζονται για κάθε δεσµική τριάδα ατόµων ( π.χ.C-C-C, C-O-C, C-C-H, κτλ.). 
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Σχήµα 3.5. 

 

Οι παράµετροι kθ και kb στις εξισώσεις που δίνουν την ενέργεια λόγω 

δεσµικών αλληλεπιδράσεων και ενέργεια κάµψης επιδρούν στην διεύρυνση ή στην 

αύξηση της κλίσης της παραβολής. Όσο µεγαλύτερη είναι η αριθµητική τιµή της k, 

τόσο µεγαλύτερη ενέργεια απαιτείται για την αποµάκρυνση µιας γωνίας ή ενός 

δεσµού από το τη θέση ισορροπίας του. Έτσι, για διαφορετικές τιµές της σταθεράς k 

(Σχήµα 3.6) παρατηρείται µεταβολή στην κλίση της παραβολής.  

 

Σχήµα 3.6. 

 

ΕΝΕΡΓΕΙΑ ΠΕΡΙΣΤΡΟΦΗΣ 

 

 

 

Σχήµα 3.7. 
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Η ενέργεια περιστροφής ενός δεσµού (Σχήµα 3.7.) διαµορφώνεται από µια 

απλή περιοδική κίνηση, όπως παριστάνεται στο παρακάτω Σχήµα 3.8. : 

 

 

Σχήµα 3.8. 

 

Η ενέργεια περιστροφής στη Μοριακή Μηχανική χρησιµοποιείται για να 

διορθώσει τους υπόλοιπους ενεργειακούς όρους, παρά για να αντιπροσωπεύσει κάτι 

από µόνη της. Η ενέργεια περιστροφής αντιπροσωπεύει το ποσό ενέργειας που πρέπει 

να προστεθεί ή να αφαιρεθεί από τις Ενέργειες ∆εσµού, Κάµψης και Μη ∆εσµικής, 

έτσι ώστε η συνολική ενέργεια να συµφωνεί µε τα πειραµατικά δεδοµένα ή τον 

αυστηρό κβαντικό υπολογισµό για µια πρότυπη δίεδρη γωνία (π.χ. το αιθάνιο να 

χρησιµοποιηθεί ως πρότυπο για οποιοδήποτε δεσµό H-C-C-H). 

 

ΕΝΕΡΓΕΙΑ ΛΟΓΩ ΜΗ ∆ΕΣΜΙΚΩΝ ΑΛΛΗΕΛΕΠΙ∆ΡΑΣΕΩΝ 

 

Η µη δεσµική ενέργεια αναφέρεται στη ενέργεια όλων των πιθανών 

αλληλεπιδράσεων µη συνδεδεµένων ατόµων i και j (Σχήµα 3.9.) :  
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Σχήµα 3.9. 

Η µη δεσµική ενέργεια οφείλεται σε στερεοχηµική απώθηση των ατόµων του 

µορίου, έλξεις λόγω δυνάµεων van der Waals, οι οποίες είναι στιγµιαίες και 

εξασθενούν ταχύτατα καθώς επίσης και ηλεκτροστατικής φύσεως αλληλεπιδράσεις. 

Απώθηση παρουσιάζεται όταν η απόσταση των ατόµων είναι µικρότερη από το 

άθροισµα των επί µέρους van der Waals ακτίνων τους (Σχήµα 3.10.). Η απόσταση 

ακτίνας van der Waals για τον κάθε άνθρακα που απαρτίζει το δεσµό άνθρακα-

άνθρακα είναι περίπου 1.7Å. Το άθροισµα των δύο ακτίνων είναι  1.7Å+1.7Å = 3.4Å. 

Η βέλτιστη απόσταση έλξης θεωρείται 4Å όπως υπολογίζεται µε τη χρήση του 

λογισµικού GOLD.  
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Σχήµα 3.10. 

Η παράµετρος Α προσδιορίζεται είτε πολαρογραφικά είτε κβαντοµηχανικά, ενώ η Β 

από κρυσταλλογραφικά στοιχεία. 

3.5 Ελαχιστοποίηση της ενέργειας  

Η ελαχιστοποίηση της ενέργειας ενός συστήµατος κρίνεται απαραίτητη καθώς 

µε αυτό τον τρόπο λαµβάνεται η καλύτερη δυνατή γεωµετρία του συστήµατος αλλά 

και υπολογίζεται η ολική ενέργεια του µε βάση τις παραµέτρους του εκάστοτε πεδίου 

δυνάµεων (force field). 

Η δυναµική ενέργεια είναι πάντα συνάρτηση των συντεταγµένων των ατόµων 

ενός µορίου. Η εύρεση εκείνου του συνδυασµού διάταξης των ατόµων, που δίνει την 

µικρότερη τιµή στην ενέργεια αποτελεί το αντικείµενο χρήσης των υπολογισµών. Τα 

αποτελέσµατα των υπολoγισµών είναι η λήψη στερεοδοµής όπου τα άτοµα 

διατάσσονται ώστε να ελαχιστοποιούνται οι απώσεις µεταξύ τους. Αυτό γίνεται µε τη 

χρήση µαθηµατικών µοντέλων που µπορούν να βρουν γρήγορα την ελάχιστη τιµή 

µιας πολυδιάστατης συνάρτησης. Σε µια διαµόρφωση χαµηλής τιµής ενέργειας τα 

άτοµα βρίσκονται σε θέση τέτοια όπου η πρώτη παράγωγος της συνάρτησης της 

ενέργειας 
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 τείνει να µηδενιστεί, όπου χ1,  χ2, χΝ είναι οι 

συντεταγµένες των Ν ατόµων του µορίου. Τα µαθηµατικά αυτά µοντέλα αναζητούν 

το συνδυασµό εκείνο όπου η κλίση της εξίσωσης ενέργειας µειώνεται. Στη 

βιβλιογραφία έχουν αναφερθεί αρκετοί τέτοιοι αλγόριθµοι όπως : α) SD (Steepest 

Descent) β) CG ( Polak-Ribiere Conjugate Gradient) γ) FMNR (Full-matrix Newton-

Raphson minimization), δ) TNCG (Truncated-Newton Conjugate Gradient) κτλ. Οι 

αλγόριθµοι αυτοί διαφέρουν µεταξύ  τους στον αριθµό ατόµων που µπορούν να 

διαχειριστούν και στην πορεία που ακολουθούν για την εύρεση ενός  ελαχίστου. 

Υπάρχουν µέθοδοι που χρησιµοποιούν την πρώτη παράγωγο, όπως η µέθοδος 

συζευγµένων βαθµιδωτών µεταβολών (conjugate gradients TNCG) όπου η διάκριση 

µεταξύ τοπικού και ολικού ελαχίστου είναι καλύτερη. Όµως έχει το µειονέκτηµα  ότι 

απαιτεί περισσότερο χρόνο και µνήµη του υπολογιστικού µέσου σε σχέση  µε τη 

µέθοδο των απότοµων µεταβολών (steepest descents SD) ή του αλγόριθµου συζυγους 
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βαθµιδωτού πεδίου Powell. Με την εφαρµογή αυτων των µεθόδων επιτυγχάνεται η 

προσέγγιση του πλησιέστερου τοπικού ελάχιστου. Στη µέθοδο Νewton-Raphson ή η 

την τροποποιηµένη της µορφή, εφαρµόζονται αλγορίθµοι δεύτερης παραγώγου. Το 

πλεονέκτηµα των αλγορίθµων αυτών είναι ότι οδηγούν ευκολότερα σε τοπικό 

ελάχιστο, όταν το όριο ενεργειακά βρίσκεται κοντά σε τοπικό ελάχιστο. Έχουν όµως 

το µειονέκτηµα ότι είναι χρονοβόροι. Ο συνδυασµός των προαναφερθέντων 

αλγορίθµων οδηγεί σε τοπικό ελάχιστο και όχι στο απόλυτο ελάχιστο. Η συνάρτηση 

της ενέργειας για ένα µόριο µπορεί να έχει περισσότερα του ενός ελάχιστα. Όπως 

παριστάνεται στο Σχήµα 3.11., εάν ένα µόριο έχει ενεργειακές τιµές Α ή Γ, η 

ελαχιστοποίηση της ενέργειας µε τη χρήση των προαναφερθέντων αλγορίθµων θα 

οδηγήσει σε µία δοµή µε ενέργεια Β που είναι το πλησιέστερο τοπικό ελάχιστο. Το 

απόλυτο ελάχιστο όµως είναι το Ε. Εάν λοιπόν προσεγγιστεί το Β, πρέπει να 

ξεπεραστεί το φράγµα ενέργειας ∆ για να επιτευχθεί η µετάβαση στο σηµείο Ε.  

Οι υπολογισµοί µοριακής µηχανικής εκτελούνται σε συνθήκες κενού 

(διηλεκτρική σταθερά ε =1) ή εάν  τα µόρια έχουν φορτία ή είναι δίπολα σε 

διηλεκτρική σταθερά που προσοµοιάζει συγκεκριµένο διαλύτη (π.χ. ε = 48 για 

DMSO).  

Γίνεται επίσης χρήση µορίων διαλύτη γύρω από το υπό µελέτη µόριο. Τα 

µόρια αυτά όµως επιβραδύνουν αρκετά τους υπολογισµούς. Για να αποφύγουµε τον 

µεγάλο αριθµό µορίων διαλύτη έχουν προταθεί στη βιβλιογραφία ορισµένα µοντέλα 

«Συνεχούς ∆ιαλύτη». Στα µοντέλα αυτά δηµιουργείται ένα πλέγµα γύρω από το 

σύστηµα, όπου κάθε σηµείο του έχει συγκεκριµένες ιδιότητες που προσοµοιάζουν 

την παρουσία του διαλύτη. 

Η συνάρτηση της ενέργειας για ένα µόριο µπορεί να έχει περισσότερα του 

ενός ελάχιστα. Αυτό εξαρτάται από τους βαθµούς ελευθερίας που παρουσιάζει το 

µόριο, δηλαδή από την ευκαµψία του. Ως βαθµός ελευθερίας σε ένα σύστηµα 

ορίζεται οποιοδήποτε δοµικό χαρακτηριστικό του που µπορεί να µεταβληθεί. Οι 

βαθµοί ελευθερίας οι οποίοι επηρεάζουν σηµαντικά την ενέργεια του µορίου είναι 

κυρίως οι δίεδρες γωνίες. Ανάλογα µε την τιµή της δίεδρης γωνίας, δηλαδή τη 

διαµόρφωση γύρω από ένα απλό δεσµό µπορεί να υπάρχουν και διαφορετικά 

ενεργειακά ελάχιστα. 

Ένα µόριο µε ν απλούς δεσµούς έχει ν βαθµούς ελευθερίας δηλαδή ένα 

διαµορφωσιακό χώρο ν διαστάσεων. Σε ένα τέτοιο µόριο οι δοµές ελάχιστης 
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ενέργειας είναι συνδυασµοί των τιµών δίεδρων γωνιών. Η δυσκολία του 

προσδιορισµού των ενεργειακών ελαχίστων δηλαδή της διερεύνησης του 

διαµορφωσιακού χώρου, είναι φανερό ότι εξαρτάται από τον αριθµό των δίεδρων 

γωνιών.  

Ο προσδιορισµός της διαµόρφωσης ενός µορίου είναι πολύ σηµαντικός. 

Σκοπός της εξερεύνησης του διαµορφωτικού χώρου ενός µορίου είναι η εύρεση και η 

αξιολόγηση όλων των πιθανών ενεργειακά ευνοούµενων διαµορφώσεων του. Η 

εξερεύνηση του διαµορφωτικού χώρου ενός µορίου είναι απαραίτητη καθώς είναι 

πιθανό για ένα µόριο σε θερµοκρασία περιβάλλοντος να υφίσταται σε παραπάνω από 

µία διαµορφώσεις σε ισορροπία.  

 

Σχήµα 3.11. Ενεργειακές µεταβάσεις στο διαµορφωτικό χώρο. 

 

3.6 Μοριακή πρόσδεση  

 Η µοριακή πρόσδεση (Molecular Docking) ορίζεται ως η πρόβλεψη της δοµής 

ενός συµπλόκου, που προκύπτει από την πρόσδεση ενός µορίου προσδέτη σε ένα 

µεγαλύτερο µόριο υποδοχέα [163]. 

Η κινητήρια δύναµη που ωθεί την πρόσδεση των µορίων στον υποδοχέα, είναι 

οι στερεοηλεκτρονιακές τους ιδιότητες. Οι διάφορες διαµοριακές αλληλεπιδράσεις 

που παρατηρούνται όταν τα µόρια προσεγγίζουν τον υποδοχέα, είναι πολύ 

σηµαντικές, γιατί στοχεύουν στη θεωρητική µελέτη και στο σχεδιασµό νέων 

φαρµακευτικών προϊόντων, όταν είναι γνωστή η µοριακή βάση µιας ασθένειας.  

 

3.6.1  Παράγοντες που συντελούν στην ελάττωση της αυθόρµητης σύµπλεξης  



45 

 

 Εκτός από τις ελκτικές δυνάµεις που συντελούν στην συνολική ενέργεια της 

αλληλεπίδρασης υποδοχέα-µόριο υπάρχουν και διεργασίες, οι οποίες ελαττώνουν το 

αυθόρµητο της αλληλεπίδρασης αυτής. Οι διεργασίες αυτές µπορεί να είναι 

εντροπικές ή ενθαλπικές. Συγκεκριµένα, µερικές βασίζονται στην µείωση της 

εντροπίας (∆S‹0), που οφείλεται στην απώλεια της ελεύθερης περιστροφής, της 

µεταφοράς και της διαµόρφωσης που συνοδεύουν  τον υποδοχέα και το µόριο που θα 

προσδεθεί σε αυτόν, ενώ άλλες βασίζονται στην αύξηση της ενθαλπίας (∆Η›0) , όπως 

οι διεργασίες που εµπλέκονται στην επίτευξη της διαµόρφωσης µε υψηλότερη 

συγγένεια πρόσδεσης ή στη διάσπαση των δεσµών µεταξύ των µορίων του διαλύτη 

και των πολικών τµηµάτων του µορίου που θα ενωθεί. 

 Ο σχηµατισµός οποιουδήποτε συµπλέγµατος µορίου-υποδοχέα ακολουθείται 

από την αντικατάσταση των τριών βαθµών ελευθερίας περιστροφής και των τριών 

βαθµών ελευθερίας µεταφοράς του µορίου µε τους έξι βαθµούς ελευθερίας δόνησης 

του συµπλέγµατος. 

  Σε περίπτωση άκαπτων µορίων, δεν υπάρχει απώλεια εντροπίας λόγω 

διαµορφωτικών περιορισµών κατά την πρόσδεση, άρα η σύµπλεξη είναι πιο 

αυθόρµητη (∆G‹0).  

Οι διαµορφώσεις του υποδοχέα ή του µορίου κατά την πρόσδεση µπορεί να 

είναι : 

I. Υψηλής ενέργειας  

II.  Χαµηλής ενέργειας (τοπικό ελάχιστο) 

III.  Χαµηλότερης ενέργειας (ολικό ελάχιστο) 

 

Στις δύο πρώτες περιπεώσεις θα παρατηρηθεί ελάττωση στο αυθόρµητο της 

ικανότητας σύµπλεξης σε σχέση µε την τελευταία περίπτωση, που ο παράγοντας της 

διαµόρφωσης δε συνεισφέρει στο αυθόρµητο της σύµπλεξης υποδοχέα-µορίου. Τα 

παραπάνω συνοψίζονται στον Πίνακα 3.1. 

 

Πίνακας 3.1. Περιπτώσεις ελάττωσης του βαθµού αυθόρµητης σύµπλεξης υποδοχέα-

µορίου. 

∆G = ∆Η – T∆S 

Ενθαλπικοί παράγοντες που οδηγούν  Εντοπικοί παράγοντες που οδηγούν 
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στην ∆H‹0 στη Τ∆S‹0 

� Τα µόρια συµπλέκονται µε 

διαµορφώσεις υψηλής ενέργειας  

� ∆ιάσπαση δεσµού διαλύτη ή τµήµα 

του µορίου 

� Περιστροφικοί περιορισµοί 

διαλύτη ή των µορίων που 

συµπλέκονται 

� Μεταφορικοί περιορισµοί 

διαλύτη ή των µορίων που 

συµπλέκονται 

� ∆ιαµορφωτική περιορισµοί 

διαλύτη ή των µορίων που 

συµπλέκονται    

 

3.6.2  Παράγοντας RMSD (Root mean square deviation) 

Ο παράγοντας RMSD είναι η τετραγωνική ρίζα της τυπικής απόκλισης και 

χρησιµοποιείται ως µέτρο σύγκρισης µεταξύ δύο διαµορφώσεων. Η τιµή της 

προκύπτει από τον παρακάτω τύπο. Θεωρείται ότι επιτυγχάνει η µέγιστη υπέρθεση 

όταν η τιµή της RMSD λάβει τη µικρότερη τιµή. 

 

 

Όπου Ν: ο αριθµός των ατόµων που συγκίνονται σε κάθε µόριο 

ri και rj : οι θέσεις των ατόµων των µορίων που συγκρίνονται.  
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ 

  
Τα αρωµατικά φυτά αποτελούν πλούσια πηγή φυσικών προϊόντων µε ποικίλες 

ιδιότητες. Σήµερα, ένα µεγάλο µέρος των φαρµάκων, αλλά και των καλυντικών και 

των αρωµάτων, προέρχονται από φυσικές πηγές. Τα περισσότερα από αυτά είναι 

καθαρές ενώσεις που αποµονώνονται από φυσικά πηγές και χρησιµοποιούνται είτε ως 

έχουν, είτε µετά από κατάλληλες χηµικές τροποποιήσεις. Το φασκόµηλο είναι φυτό 

δικοτυλίδονο που ανήκει στην οικογένεια των χειλανθών και απαντάται σε διάφορες 

περιοχές της Μεσογείου. Στη χώρα µας είναι αυτοφυές σε πολλές περιοχές. Το 

φασκόµηλο καλλιεργείται ως φυτό φαρµακευτικό και διατροφικό. Από αρχαιοτάτων 

χρόνων είχε αναγνωριστεί η θεραπευτική του αξία. Οι µελέτες έχουν δείξει ότι 

παρουσιάζει πλήθος δράσεων, όπως αντισηπτική, σπασµολυτική, αντιδιαβητική, 

αντικαρκινική, αντιµικροβιακή, κ.λ.π. Πολλές από τις ιδιότητες του φασκόµηλου 

οφείλονται στις φαινολικές ενώσεις που περιέχει. 

 Αν και ο πρώτος αναστολέας της φωσφολιπάσης Α2 που αναφέρθηκε στη 

βιβλιογραφία το 1980 ήταν ένα φυσικό προϊόν θαλάσσιας προέλευσης, το 

µανοαλίδιο, στη συνέχεια το ενδιαφέρον των ερευνητών εστιάστηκε στο σχεδιασµό 

και τη µελέτη συνθετικών ενώσεων. Όµως τα τελευταία χρόνια το ενδιαφέρον 

επανήλθε στα φυσικά προϊόντα και στη δυνατότητα τους να αναστέλλουν την 

φωσφολιπάση Α2. Επειδή η φωσφολιπάση Α2 καθορίζει την παραγωγή αραχιδονικού 

οξέος, οι αναστολείς της παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον ως νέα µέσα για την 

θεραπεία φλεγµονωδών παθήσεων παρουσιάζοντας ένα νέο µηχανισµό δράσης. Η 

ανακάλυψη ότι φαινολικές ενώσεις, όπως η κερκετίνη, αναστέλλουν τη φωσφολιπάση 

Α2, µας ώθησε στην ιδέα να διερευνήσουµε αν φαινολικές ενώσεις που υπάρχουν στο 

φασκόµηλο µπορούν να αλληλεπιδρούν µε τη φωσφολιπάση Α2. 

 Σκοπός της διατριβής ήταν α) η αποµόνωση πολικών συσατικών από το 

αιθανολικό εκχύλισµα φασκόµηλου και η µελέτη τους µε φασµατοσκοπικές 

µεθόδους. Σύγκριση, των φασµάτων 1Η και 13C ΝΜR προτύπων ουσιών, όπως το 

ροζµαρινικό και το χλωρογενικό οξύ µε τα κλάσµατα αποµόνωσης του φασκόµηλου 

και β) µελέτη µε χρήση υπολογιστικής χηµείας του τρόπου αλληλεπίδρασης 

διαφόρων φαινολικών ενώσεων µε την εκκριτική φωσφολιπάση Α2 (GIIA sPLA2). 

Πιο συγκεκριµένα, επιλέχθηκαν να µελετηθούν η κερκετίνη, που είναι ανστολέας της 
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sPLA2 , και τρείς ενώσεις παραπλήσιας δοµής, η λουτεολίνη, η γκενκβανίνη και η 

απιγενίνη. 

 

         
                             
                              Κερκετίνη                                 Λουτεολίνη R1=OH, R2=OH 
                                                                                Γκενκβανίνη R1=OCH3, R

2=H 
                                                                                Απιγενίνη   R1=H, R2=Η 

 

Επιπλέον, επιλέξαµε να µελετήσουµε την 7-υδροξυκουµαρίνη και την 

ελευρoπαΐνη. Οι φαινολικές αυτές ενώσεις είναι γνωστό ότι παρουσιάζουν 

αντιφλεγµονώδη δράση. Ιδιαίτερα, η ελευρoπαΐνη έχει µελετηθεί εκτεταµένα για τις 

διάφορες δράσεις που παρουσιάζει, όχι όµως για πιθανή δράση ως αναστολέας της 

φωσφολιπάσης Α2. 

 

    

HO

HO O
O

O

COOCH3

O O
CH2OH

OH
OH
OH

 
                           
                   7-Υδροξυκουµαρίνη                                        Ελευρoπαΐνη 
 
 . 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΤΕΤΑΡΤΟ 

ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ ΚΑΙ AΠΟΤEΛΕΣΜΑΤΑ 

 

4.1 Επιλογή φυσικών προϊόντων για in silico µελέτη της αναστολής της 

φωσφολιπάσης GIIA sPLA2 

 Ένα από τα πλέον γνωστά φλαβονοειδή, η κερκετίνη, έχει βρεθεί ότι 

αναστέλλει την sPLA2 σε συγκεντρώσεις µM (micromolar) [155]. Το 2007 έχει 

δηµοσιευτεί η µελέτη του µηχανισµού της αναστολής της sPLA2 από φλαβονοειδή, 

όπως η κερκετίνη, η καµφερόλη και η γκαλανγκίνη [156]. Στόχος µας στην παρούσα 

µελέτη ήταν να χρησιµοποιήσουµε συγκεκριµένο πρόγραµµα µοριακής πρόσδεσης 

και να συγκρίνουµε την πρόσδεση της κερκετίνης στην sPLA2, µε την πρόσδεση των 

φλαβονοειδών λουτεολίνη, γκενκβανίνη και απιγενίνη, που έχουν δοµές παραπλήσιες 

µε την κερκετίνη, ώστε να κατανοήσουµε τις δοµικές απαιτήσεις που πρέπει να έχει 

ένα φλαβονοειδές για να αλληλεπιδρά επιτυχώς µε την sPLA2.  

 Πολύ πρόσφατα, αναφέρθηκε ότι η κουµαρίνη ουµπελλιφερόνη (7-

υδροξυκουµαρίνη) µπορεί να αναστείλλει τη δράση της εκκριτικής φωσφολιπάσης Α2 

από δηλητήριο του Crotalus durissus collilineatus [160]. Αποφασίσαµε λοιπόν να 

διερευνήσουµε in silico, αν η ουµπελλιφερόνη µπορεί να αλληλεπιδράσει καλά µε 

την εκκριτική φωσφολιπάση GIIA sPLA2. 

 Τέλος, επιλέξαµε να µελετήσουµε την ελευρoπαΐνη, µία ένωση που 

παρουσιάζει ποικίλες δράσεις, αλλά µέχρι σήµερα δεν έχει µελετηθεί η πιθανότητα να 

δρά ως αναστολέας της sPLA2. H ελευρoπαΐνη  είναι  ένας  σεκοϊριδοειδής  

γλυκοζίτης  (secoiridoid  glucoside)  χαρακτηριστικός  των  ολεασών  (Oleaceae)  και  

αποτελεί  το  κύριο  πολυφαινολικό  συστατικό  της  ελιάς  (Olea  europaea)  (Σχήµα 

4.1).  Ως  ξεχωριστή  ουσία  ανιχνεύθηκε  το  1908 στο  ελαιόλαδο  από  τους 

Bourquelot  και  Vintilesco,  που  της  έδωσαν και το χαρακτηριστικό  της  όνοµα 

[164]. Πολύ  αργότερα,  το  1960,  οι  Panizzi,  Scarpati  και Oriente  υπέδειξαν  µε 

ενζυµική  υδρόλυση  µε τη βοήθεια β-γλυκοζιδάσης,  ότι  το  µόριο  της  ουσίας  

αυτής  είναι ένας  εστέρας  της  3,4-διυδροξυ-φαινυλαιθανόλης  (υδροξυτυροσόλη) µε 

το ελενολικό  οξύ  (elenolic acid)  που επιπλέον  περιέχει γλυκοζιτικά ενωµένο ένα  

µόριο  γλυκόζης [165]. 



 

  

 

Σχήµα 4.1. Η ελευρoπαΐνη

 

Η  ελευρoπαΐνη  βρίσκεται  και στα  φύλλα  της  ελιάς  και  στον  ελαιόκαρπο.  Η 

περιεκτικότητα  σε  ελευροπαΐνη  είναι  μεγαλύτερη  στους  ανώριμους ελαιόκαρπους  και  

σε  αυτή  οφείλεται  κυρίως  η  έντονα  πικρή  γεύση τους. Έχει  βρεθεί ότι  η  

περιεκτικότητα  σε  ελευροπαΐνη  είναι  μέγιστη  τον  Αύγουστο  και  σχεδόν μηδενική  τον  

χειμώνα,  γιατί  υφίσταται  μετατροπές  κατά

   Το  1973,  οι  Walter,  Fleming  

αντιµικροβιακής  δράσης  

της  ελευροπαΐνης,  επιβεβαίωσαν

ίδια  εργασία περιέγραψαν

Χρησιµοποίησαν  την τεχνική

extraction) και  αποµόνωσαν

από την ποικιλία Manzanillo.  

Ιστορικά  τα φύλλα  της ελιάς  έχουν  χρησιμοποιηθεί  από 

φάρμακο  κατά  του  πυρετού  και  της  ελονοσίας.  Υπάρχουν  πολλές αναφορές  που  

δείχνουν  ότι το εκχύλισμα  των  φύλλων  της ελιάς  μειών

αυξάνει τη ροή στις αρτηρίες

έντερο  από  τους  μυϊκούς  σπασμούς.  Η ίδια η ε

κατά των ιών, ρετροιών, βακτηρίων, ζυμών, μυκ
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παΐνη και οι αντιδράσεις  για  την  επιβεβαίωση  της

λευρoπαΐνη  βρίσκεται  και στα  φύλλα  της  ελιάς  και  στον  ελαιόκαρπο.  Η 

λευροπαΐνη  είναι  μεγαλύτερη  στους  ανώριμους ελαιόκαρπους  και  

σε  αυτή  οφείλεται  κυρίως  η  έντονα  πικρή  γεύση τους. Έχει  βρεθεί ότι  η  

λευροπαΐνη  είναι  μέγιστη  τον  Αύγουστο  και  σχεδόν μηδενική  τον  

χειμώνα,  γιατί  υφίσταται  μετατροπές  κατά  την  διάρκεια  της ωρίμανσης [16

οι  Walter,  Fleming  και  Etchells  σε  µια  

ράσης  των  ενώσεων  που  προκύπτουν  µε  χηµική

επιβεβαίωσαν  τον  χηµικό  τύπο  της (Σχήµα 4.

περιέγραψαν  και τη  µέθοδο  αποµόνωσής  της  από

την τεχνική  της  εκχύλισης  κατ’αντιρροή  (counter

αποµόνωσαν  7,2 g  σχεδόν  καθαρής  ουσίας  από  500 g 

 Manzanillo.   

Ιστορικά  τα φύλλα  της ελιάς  έχουν  χρησιμοποιηθεί  από διάφορους

φάρμακο  κατά  του  πυρετού  και  της  ελονοσίας.  Υπάρχουν  πολλές αναφορές  που  

δείχνουν  ότι το εκχύλισμα  των  φύλλων  της ελιάς  μειώνει  την  πίεση  του αίματος [1

αυξάνει τη ροή στις αρτηρίες [170], ανακουφίζει  από  τις αρρυθμίες  και  προλαμβάνει  το 

μυϊκούς  σπασμούς.  Η ίδια η ελευροπαΐνη έχει αντιμικροβιακή δράση 

κατά των ιών, ρετροιών, βακτηρίων, ζυμών, μυκήτων  και άλλων παρασίτων [17

 

επιβεβαίωση  της  δοµής  της.      

λευρoπαΐνη  βρίσκεται  και στα  φύλλα  της  ελιάς  και  στον  ελαιόκαρπο.  Η 

λευροπαΐνη  είναι  μεγαλύτερη  στους  ανώριμους ελαιόκαρπους  και  

σε  αυτή  οφείλεται  κυρίως  η  έντονα  πικρή  γεύση τους. Έχει  βρεθεί ότι  η  

λευροπαΐνη  είναι  μέγιστη  τον  Αύγουστο  και  σχεδόν μηδενική  τον  

την  διάρκεια  της ωρίμανσης [166,167]. 

µια  µελέτη  της 

χηµική  υδρόλυση  

Σχήµα 4.1.) [168]. Στην  

της  από  τις  ελιές.  

αντιρροή  (counter-current  

από  500 g καρπών  

διάφορους λαούς  ως  

φάρμακο  κατά  του  πυρετού  και  της  ελονοσίας.  Υπάρχουν  πολλές αναφορές  που  

ει  την  πίεση  του αίματος [169], 

και  προλαμβάνει  το 

λευροπαΐνη έχει αντιμικροβιακή δράση 

ήτων  και άλλων παρασίτων [171-173]. 
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Προστατεύει  τα  κύτταρα  και  τον  οργανισμό  μέσω  της  απόκρισης των μακροφάγων 

[174] και παρεμποδίζει την συσσωμάτωση των αιμοπεταλίων [175].  Έχει αντιφλεγμονώδη  

δράση  και  παρεμποδίζει  την  παραγωγή  των  εικοσανοειδών [175]. Επίσης,  μειώνει  την  

οξείδωση  της  χαμηλής  πυκνότητας  λιποπρωτεΐνης  (LDL)  και  μειώνει  τα  επίπεδα  της  

χοληστερόλης [176].     

Η  ελευρoπαΐνη  και  τα  επιµέρους συστατικά  της  παίζουν  σηµαντικό  ρόλο  

και  στα  φυτά,  γιατί  µε  τη δράση τους  (κυρίως  αντιοξειδωτική,  αλλά  και  λόγω  

της  πικρής  γεύσης) προστατεύουν µε  διάφορους  µηχανισµούς  τις  ελιές  από  

παθογόνους  µύκητες  και από  τα  κεντρίσµατα  εντόµων. 
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Σχήµα 4.2. ∆οµή και αρίθµηση ελευρoπαΐνης.  

 

4.2 Καταλυτικός µηχανισµός δράσης της GIIA sPLA2 

 

 Σε αυτό το σηµείο, κρίνουµε σκόπιµο να παρουσιάσουµε τον καταλυτικό 

µηχανισµό δράσης της υδρόλυσης των φωσφολιπιδίων από την sPLA2 (Σχήµα 4.3).  

Προτείνεται ότι η His47 που αποτελεί τµήµα του ενεργού κέντρου, αποσπά ένα 

υδρογόνο από ένα µόριο νερού που εντοπίζεται στην κοιλότητα του ενεργού κέντρου. 

(Σχήµα 4.3 Α). Από ένα µόριο νερού παράγεται το πυρηνόφιλο, ανιόν υδροξυλίου το 

οποίο προσβάλει το καρβονύλιο. Το υδρογόνο που αποσπάται από την His47 απέχει 

µόνο 2.6Ǻ από το οξυγόνο της sn-2 θέσης και βοηθά στη διάσπαση του τετραεδρικού 

ενδιαµέσου ως εξής: το θετικό φορτίο που αποκτά το ένζυµο από την διάσπαση του 

πρωτονίου σταθεροποιείται από ένα εκτεταµένο δίκτυο δεσµών υδρογόνου που 
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περιλαµβάνει την His47 και το Asp91 (Σχήµα 4.3, Β) [177]. Το φορτίο αυτό µπορεί 

εύκολα να ανακληθεί για γίνει η πρωτονίωση του αλκοξειδίου. 

 

Σχήµα 4.3. Καταλυτικός µηχανισµός δράσης της GIIA sPLA2. 
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Το κατιόν ασβεστίου είναι απαραίτητο τόσο για τη σταθεροποίηση του 

υποστρώµατος στο ενεργό κέντρο, όσο και για την υδρόληση του. Σταθεροποιείται 

από τα πέντε άτοµα οξυγόνου των αµινοξέων His47, Gly29, Gly31, Asp48 και από 

δύο άτοµα οξυγόνου που προέρχονται από δύο µόρια νερού. Το σύµπλεγµα του 

ασβεστίου µε τα επτά άτοµα οξυγόνου παρουσιάζει γεωµετρία πενταγωνικής 

διπυραµίδας. Το κατιόν ασβεστίου ενοποιεί την κατάλυση και τη σταθεροποίηση του 

υποστρώµατος παρέχοντας δύο θέσεις πρόσδεσης, µία ισηµερινή για το τετραεδρικό 

ενδιάµεσο και µία αξονική για το οξυγόνο της φωσφορικής οµάδας της sn-3 θέσης 

του φωσφολιπιδίου. Σταθεροποιητικό ρόλο διαδραµατίζει και η Gly29 µε το 

σχηµατισµό ενός δεσµού υδρογόνου του αζώτου του αµιδίου της, µε το οξυγόνο του 

τετραεδρικού ενδιάµεσου. Σταθεροποιητικής φύσης είναι και ο δεσµός υδρογόνου 

της Gly31 µε το οξυγόνο της φωσφορικής οµάδας της sn-3 θέσης του φωσφολιπιδίου. 

 Όπως αναφέρεται στη βιβλιογραφία, στο µηχανισµό δράσης εµπλέκονται τρία 

µόρια νερού τα οποία βοηθούν στην αποµάκρυνση των προϊόντων της ενζυµικής 

υδρόλυσης (Σχήµα 4.3, C) [177-179].   

 

4.3 Υπολογιστικά προγράµµατα και µέθοδοι  

 

Στην παρούσα µελέτη πραγµατοποιήθηκε η µοριακή πρόσδεση µιας σειράς 

φυσικών προϊόντων στο ενεργό κέντρο της φωσφoλιπάσης A2 GIIA sPLA2. Σκοπός 

ήταν να ελεγχθεί ο τρόπος της αλληλεπίδρασης των µορίων αυτών µε το ένζυµο. Για 

την προσοµοίωση της πρόσδεσης µικρών µορίων προσδετών στο ενεργό κέντρο των 

υποδοχέων ενζύµων ή πρωτεϊνών, έχουν αναπτυχθεί πολλά υπολογιστικά 

προγράµµατα µοριακής πρόσδεσης. Για τo σχεδιασµό των τρισδιάστατων δοµών των 

προσδετών χρησιµοποιήθηκε το πακέτο µοριακής µοντελοποίησης SYBYL 8.0 της 

εταιρίας TRIPOS. Η ελαχιστοποίηση της ενέργειας τους έγινε µε χρήση του 

αλγόριθµου POWELL µε βαθµίδα ελαχιστοποίησης ενέργειας 0.01 kcal mol-1Ǻ-1. Το 

πρόγραµµα µοριακής πρόσδεσης που χρησιµοποιήθηκε είναι το GOLD v 4.1 (Genetic 

Optimisation for Ligand Docking) [180]. 

 Ως υποδοχέας στους υπολογισµούς µοριακής πρόσδεσης χρησιµοποιήθηκε το 

αρχείον PDB 1D:1DB4 που βρίσκετε καταχωρηµένο στην τράπεζα δεδοµένων 
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(Protein Data Base). Το αρχείο αυτό αφορά την κρυσταλλογραφική µελέτη της GIIA 

sPLA2 συγκρυσταλλωµένης µε ένα παράγωγο ινδολίου στο ενεργό της κέντρο.  

Για τους ευέλικτους προσδέτες χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος υψηλής 

θερµοκρασίας ανόπτησης (Annealing method) µε σκοπό να γίνει η µελέτη του 

διαµορφωτικού χώρου του προσδέτη. Για το σκοπό αυτό κάθε προσδέτης θερµάνθηκε 

στους  2000Κ για 2000fs και στη συνέχεια η θερµοκρασία του µειώθηκε σταδιακά 

στους 0Κ για 10000fs. Η διαδικασία επαναλήφθηκε 100 φορές για κάθε προσδέτη. Οι 

εκατό διαφορετικές διαµορφώσεις που προέκυψαν για κάθε προσδέτη 

ελαχιστοποιήθηκαν ενεργειακά µε τον αλγόριθµο POWELL µε χρήση κατωφλίου 

ταυτοσηµότητας (gradient) 0.01 kcal mol-1Ǻ-1 . Για τους υπολογισµούς 

χρησιµοποιήθηκε το πεδίο δυνάµεων Tripos. Οι υπολογισµοί επιτεύχθηκαν µε το 

SYBYL 8.0 . 

Η µοριακή πρόσδεση (Μolecular Docking) έγινε µε τη χρήση του 

προγράµµατος GOLD v 4.1 CCDC. Έγινε έλεγχος των αµινοξέων, του Ca2+ και της 

δυάδας His/Asp που παίζει καταλυτικό ρόλο στο σηµείο πρόσδεσης. Τα πέντε µόρια 

νερού κοντά στο ενεργό κέντρο του ενζύµου τα ενεργοποιήθηκαν µε το “ Toggle” και 

τα υδρογόνα του νερού τα υποβλήθησαν σε περιστροφή “ Spin”. Η γεωµετρία του 

Ca2+ προσοµοιώθηκε µε το GOLD σε οκταεδρική δοµή. 

 

4.4 Βασικές  αρχές του GOLD [180] 

 

 Το GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking) είναι ένας γενετικός  

αλγόριθµος µοριακής πρόσδεσης που χρησιµοποιείται για την πρόσδεση µικρών 

µορίων (ligands)  στο ενεργό κέντρο των υποδοχέων (ενζύµων ή πρωτεϊνων). Οι 

γενετικοί αλγόριθµοι (genetic algorithms) κάνουν χρήση της εξελιχτικής λογικής του 

∆αρβίνου. Αρχικά, δηλαδή επιλέγεται µε τυχαιότητα ένας πληθυσµός δυνατών 

λύσεων. Αξιολογείται όσο αφορά την ικανότητα πρόσδεσης του και επιλέγεται ένας 

νέος πληθυσµός που διασταυρώνεται µε τον προηγούµενο και µεταλλάσεται. 

∆ηµιουργείται µε τον τρόπο αυτό µια νέα γενειά λύσεων. Αξιολογείται το 

αποτέλεσµα και η διαδικασία αυτή συνεχίζεται µε τη δηµιουργία νέων γενεών. Ο 

γενετικός αλγόριθµος τερµατίζεται όταν δεν παρατηρείται σηµαντική βελτίωση ή 

µετά από καθορισµένο αριθµό γενεών. 
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 Η υλοποίηση του GOLD επιτυγχάνεται µε τη χρήση αρχείων εισόδου για του 

υπολογισµούς µοριακής πρόσδεσης. Τα αρχεία εισόδου για τους προσδέτες συνήθως 

σχεδιάζονται σε άλλα πακέτα µοριακής µοντελοποίησης αφού το ίδιο στερείται 

σχεδιαστικού. Το πακέτο µοριακής µοντελοποίησης SYBYL 8.0 είναι συµβατό µε το 

GOLD. Το αρχείο εισόδου του υποδοχέα συνήθως είναι σε PDB µορφή και 

λαµβάνεται κατευθείαν από την τράπεζα δεδοµένων πρωτεϊνών.  

Είναι πολύ δύσκολο να προβλεφθεί πως ένα µικρό µόριο θα προσδεθεί στην 

πρωτεϊνη και κανένα πρόγραµµα δεν µπορεί να εγγυηθεί την επιτυχία της πρόσδεσης. 

Το καλύτερο είναι αρχικά να ελεχθεί  πόσο ακριβές και αξιόπιστο είναι το 

πρόγραµµα. Γι’ αυτό το λόγο το λογισµικό GOLD δοκιµάστηκε για την ικανότητα 

του να προβλέπει την πρόσδεση αναστολέων σε πολλούς γνωστούς υποδοχείς όπου 

υπήρχαν δεδοµένα κρυσταλλογραφικά και τα αποτελέσµατα είχαν ικανοποιητική 

επιτυχία (70-80%). 

Η εφαρµογή του λογισµικού GOLD δίνει πλήρη ευελιξία στον προσδέτη και 

µερική ευελιξία στον υποδοχέα. Η εξίσωση υπολογισµού ενέργειας µοριακής 

πρόσδεσης GOLDscore χρησιµοποιήθηκε για την κατάταξη των αποτελεσµάτων 

µοριακής πρόσδεσης. Τα αποτελέσµατα αυτά εκφράζονται ως τρισδιάστατες 

απεικονίσεις οι οποίες περιέχουν πληροφορίες για τον προσανατολισµό του προσδέτη 

και τις αλληλεπιδράσεις µε το πρόσδεµα (πόζες). 

 Στο λογισµικό GOLD εφαρµόζονται δύο µεθοδολογίες πρόσδεσης, το 

GOLDScore και το CHEMScore. Στην περίπτωση µας εφαρµόστηκε µόνο η 

µεθοδολογία GOLDScore γιατί έδωσε επιτυχή αποτελέσµατα. Η ικανότητα 

προσαρµογής προσδέσης στη µεθοδολογία GOLDScore εκφράζεται µε ένα αριθµό 

που καλείται GOLDScore Fitness. Μεγαλύτερος αριθµός εκφράζει ισχυρότερη 

ικανότητα προσαρµογής του προσδέτη στο πρόσδεµα.  

  

Το GOLDScore Fitness είναι σύνθεση τεσσάρων τιµών : 

� Ενέργεια δεσµών υδρογόνου προσδέτη – υποδοχέα. 

� Ενέργεια van derWaals αλληλεπιδράσεων προσδέτη – υποδοχέα. 

� Εσωτερική ενέργεια van der Waals αλληλεπιδράσεων προσδέτη. 

�  Ενέργεια στροφής προσδέτη. 

Μερικές φορές  εµφανίζεται και η πέµπτη παράµετρος  

� Ενέργεια ενδοµοριακών δεσµών υδρογόνου του προσδέτη. 
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Για µεγαλύτερη ακρίβεια στην προσοµοίωση µοριακής πρόσδεσης 

χρησιµοποιήθηκαν παράµετροι που να επιτρέπουν την εκτενή έρευνα πιθανών 

λύσεων. Οι παράµετροι που δόθηκαν είναι : GOLD GA:100 πρόσδεσης µε 

100.000GA δοµές ανά πρόσδεση και στον αλγόριθµο δεν επιτρεπόταν να τερµατίσει 

γρηγορότερα σε περίπτωση που πόζες µε µικρή διαφορά RMSD επαναλαµβανόταν. 

 Αφού έγινε η κατάταξη των δοµών µε το GOLDScore, µελετήθηκε η κάθε 

δοµή. Ειδικότερα, µελετήθηκαν τεσσάρα είδη δυνάµεων που σταθεροποιούν το 

σύµπλοκο υποδοχέα-προσδέτη: 

 

� Οι αλληλεπιδράσεις  µε το κατιόν ασβεστίου µε όριο 3 Å. 

� Οι δεσµοί υδρογόνου µε όριο 2.5 Å απόστασης υδρογόνου ετεροατόµου 

και 3.5Ǻ απόστασης ετεροατόµου-ετεροατόµου. 

� Οι αρωµατικές αλληλεπιδράσεις (π-π stacking) µε όριο απόστασης 

µεταξύ των κεντροειδών των δακτυλίων 4.5-7 Å. 

� Οι van der Waals αλληλεπιδράσεις µε όριο 4 Å. 

 

Στη συνέχεια έγινε µέτρηση της γωνίας των κάθετων διανυσµάτων που 

διέρχονται από τα κεντροειδή των αρωµατικών δακτυλίων που συµµετέχουν σε 

αρωµατικές (π-π) αλληλεπιδράσεις. Η συνηθέστερη γωνία των αλληλεπιδράσεων των 

αρωµατικών δακτυλίων είναι 30ο-90ο, δηµιουργώντας µία «κεκαµένη-Τ» ή «άκρη-

επιφάνεια» (“tilted-T” ή “edge-to-face”) διαµόρφωση στους δακτυλίους που 

αλληλεπιδρούν. Αν η γωνία είναι < 30ο τότε η στοίβαξη των π-π αρωµατικών 

αλληλεπιδράσεων είναι παράλληλη (π-π parallel stacking) [181].  

Το PYMOL χρησιµοποιήθηκε για την επεξεργασία των εικόνων από το 

GOLD. 

 

4.5  Τest του GOLD 

Αρχικά έγινε δοκιµή του λογισµικού GOLD µελετώντας την πρόσδεση της 

κερκετίνης για να δούµε ότι επαναλαµβάνει τα αποτελέσµατα που γνωρίζουµε για την 

κερκετίνη από την κρυσταλογραφία. ∆ιαπιστώσαµε ότι εφαρµόζοντας  το GOLD τα 

επαληθεύει, οπότε στη συνέχεια προχωρήσαµε στη µελέτη µιας σειράς φυσικών 

προιόντων.  
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4.6 Μελέτη κερκετίνης, λουτεολίνης, γκενκβανίνης και απιγενίνης  

 

Τα φυσικά προϊόντα κερκετίνη, λουτεολίνη, απιγκενίνη και γκενκβανίνη 

έχουν παρεµφερείς χηµικές δοµές όπως παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.1. ∆ιαφέρουν 

στον αριθµό και τη θέση των υδροξυλοµάδων στο µόριο, ενώ στην γκενκβανίνη η 

υδροξυλοµάδα στη θέση 7 είναι προστατευµένη. Παρατηρήθηκε να αλληλεπιδρούν 

παρόµοια στο ενεργό κέντρο του ενζύµου. Μεγαλύτερη τιµή του GOLDScore Fitness 

υποδηλώνει ευνοϊκότερη πρόσδεση του µορίου στο ενεργό κέντρο. Το Gsc HBond 

αναφέρεται στην ενέργεια λόγων δεσµών υδρογόνου και το Gsc Vdw στην ενέργεια 

λόγω van der Waals αλληλεπιδράσεων. Η κερκετίνη παρουσιάζει την ευνοϊκότερη 

πρόσδεση στο ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2 µε GOLDscore Fitness 55.53. Οι 

σηµαντικότερες αληλεπιδράσεις των µορίων συζητώνται αναλυτικά παρακάτω. 

 

Πίνακας 4.1 ∆οµές και ενέργειες ενώσεων.  
 

ΦΥΣΙΚΑ 
ΠΡΟΪΟΝΤΑ 

∆ΟΜΗ ΜΟΡΙΟΥ Gsc. Fit. Gsc. HBond Gsc.Vdw 

ΚΕΡΚΕΤΙΝΗ 

 

55.53 22.01 36.85 

ΛΟΥΤΕΟΛΙΝΗ 

 

40.81 14.63 35.85 

ΓΚΕΝΒΑΝΙΝΗ 

 

38.79 3.75 40.55 

ΑΠΙΓΕΝΙΝΗ 

 

36.23 3.90 37.40 
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� Αλληλεπιδράσεις κερκετίνης  

OHO

OH O

OH
OH

OH

A C

B8
7

6
5 4

2
1

3
2' 3'

4'5'
6'

1'

 

Σχήµα 4.4. ∆οµή και αρίθµηση της κερκετίνης. 

 Στο Σχήµα 4.4 παριστάνεται η δοµή και η αρίθµηση των δακτυλίων του 

µορίου της κερκετίνης.  

Στην Εικόνα 4.1 παρουσιάζεται ο τρόπος αλληλεπίδρασης της κερκετίνης µε 

το ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2. Η κερκετίνη παρουσιάζει τις εξης 

αλληλεπιδράσεις µε το ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2: 

 

 

Εικόνα 4.1. Τρόπος αλληλεπίδρασης της κερκετίνης µε το ενεργό κέντρο της GIIA 
sPLA2. 
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 (i) Hλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις: α) µεταξύ της υδροξυλοµάδας του 3-

OH του δακτυλίου C µε το Ca2+ (H-O… Ca2+ 2.86 Å) και β) του 5΄-ΟΗ του δακτυλίου 

Β με το Ca2+ (H-O… Ca2+ 2.94 Å)  

(ii) ∆εσµοί υδρογόνου: α) 5΄-ΟΗ του δακτυλίου Β µε Gly31 (O…H-N 2.40 Å 

και Ο...Ν 3.40 Å) , β) 4΄-OH του δακτυλίου Β µε την Lys62 (O…H-N 2.70 Ǻ και 

O…N 3.30 Ǻ)  γ)4΄-ΟΗ του δακτυλίου Β µε την Lys62 µέσω ενός µορίου νερού 

(Ο...Η-Ο...Η-Ν 1.80 Å, 1.90 Å και Ο...Ο...Ν 2.80 Å, 2.90 Å)  

(iii) π-π Αλληλεπιδράσεις των αρωµατικών δακτυλίων Α και Β της κερκετίνης 

µε τα αµινοξέα Phe5, His47, Tyr51 και Phe98. Αναλυτικότερα φαίνεται ότι ο 

δακτύλιος Α της κερκετίνης αλληλεπιδρά µε την Phe5, Phe98 και την His47, ενώ ο 

δακτύλιος Β µε την Tyr51 και την Ηιs47. 

 

 Οι αλληλεπιδράσεις συνοψίζονται στον Πίνακα 4.2. 

 

Πίνακας 4.2. Αλληλεπιδράσεις κερκετίνης 

 

Αλληλεπίδραση  Απόσταση Ǻ 
5΄-H-O… Ca2+ 2.94  
3-H-O… Ca2+  2.86  
Gly31-5́ -ΟΗ          
 O…H-N   
Ο...Ν  

 
2.40  
3.40  

4΄-ΟΗ- H2O- Lys62 
Ο...Η-Ο...Η-Ν 
Ο...Ο...Ν 

 
1.80 , 1.90  
2.80 , 2.90  

4΄-OH -Lys62  
O…H-N   
O…N  

 
2.70  
3.30 

Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ  
Γωνία σε µοίρες 

A- PHE5 4.87 , θ= 22  
A- PHE98 6.37 , θ= 46  
B-TYR51 5.59 , θ= 58  
A-HIS47 6.75 , θ=  40  
B- HIS47 6.49 , θ= 31  

 

 Στη Εικόνα 4.2. παριστάνονται τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα 

κεντροειδή των αρωµατικών αλληλεπιδράσεων που συµµετέχουν σε αρωµατικές (π-
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π) αλληλεπιδράσεις. Για τις µετρήσεις χρησιµοποιήθηκε το πακέτο µοριακής 

µοντελοποιήσης SYBYL 8.0. 

 

 

 Εικόνα 4.2. Τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα κεντροειδή των 

αρωµατικών δακτυλίων που συµµετέχουν σε αρωµατικές (π-π) αλληλεπιδράσεις της 

κερκετίνης όπως µετρήθηκαν µε το SYBYL 8.0. 

 

� Αλληλεπιδράσεις Λουτεολίνης  
 

OHO

OH O

OH
OH

A C

B
7

6 4
3

2
1

2'1'
3'

4'5'
6'

8

5

 

Σχήµα 4.5. ∆οµή και αρίθµηση της λουτεολίνης. 

  

Στο Σχήµα 4.5. παριστάνεται η δοµή και η αρίθµηση των δακτυλίων του 

µορίου της λουτεολίνης.  
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Στην Εικόνα 4.3. φαίνεται ο τρόπος αλληλεπίδρασης της λουτεολίνης µε το 

ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2. Η λουτεολίνη παρουσιάζει τις εξης αλληλεπιδράσεις 

µε το ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2: 

 

 

Εικόνα 4.3. Τρόπος αλληλεπίδρασης της λουτεολίνης µε το ενεργό κέντρο της GIIA 
sPLA2. 

 

(i) Ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις του 5́ -OH του δακτυλίου Β µε το Ca2+ 

(H-O… Ca2+ 2.60 Å). 

 (ii) Ο δεσµός υδρογόνου του α) 4΄-ΟΗ του δακτυλίου Β µε την Lys62 

(O…H-N 2.90 Ǻ και O…N 3.50 Ǻ) και β) 4΄-ΟΗ του δακτυλίου Β µε την Lys62 

µέσω ενός µορίου νερού (Ο...Η-Ο...Η-Ν 2.25 Å, 1.90 Å και Ο...Ο...Ν 3.17 Å, 2.90 

Å).  

(iii) π-π Αλληλεπιδράσεις των αρωµατικών δακτυλίων Α και Β, και 

συγκεκριµένα µε Phe5, His47, Tyr51 και Phe98. Αναλυτικότερα, ο δακτύλιος Α της 

λουτεολίνης αλληλεπιδρά µε την Phe5 και Phe98, ενώ ο δακτύλιος Β µε την Tyr51 

και Ηis 47. 
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 Οι αλληλεπιδράσεις παριστάνονται στον πίνακα 4.3. 

 

Πίνακας 4.3. Αλληλεπιδράσεις λουτεολίνης. 

Αλληλεπίδραση  Απόσταση Ǻ 
5΄-H-O… Ca2+  2.60 
4΄-ΟΗ- H2O- Lys62 
Ο...Η-Ο...Η-Ν 
Ο...Ο...Ν 

 
2.25 , 1.90  
3.17 , 2.90  

4΄-ΟΗ-Lys62 
O…H-N  
O…N  

 
2.90 
3.50 

Αλληλεπίδραση Απόσταση σε Ǻ 
Γωνία σε µοίρες 

A- PHE5 5.20 , θ = 69 
A- PHE98 6.69 , θ = 51  
B-TYR51 5.60 , θ = 52  
B- HIS47 6.40 , θ = 21  

 

Στη Εικόνα 4.4. παριστάνονται τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα 

κεντροειδή των αρωµατικών αλληλεπιδράσεων και συµµετέχουν σε αρωµατικές (π-π) 

αλληλεπιδράσεις. Για τις µετρήσεις χρησιµοποιήθηκε το πακέτο µοριακής 

µοντελοποιήσης SYBYL 8.0. 
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Εικόνα 4.4. Τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα κεντροειδή των 

αρωµατικών δακτυλίων και συµµετέχουν σε αρωµατικές (π-π) αλληλεπιδράσεις της 

λουτεολίνης όπως µετρήθηκαν µε το SYBYL 8.0 

 
� Αλληλεπιδράσεις Γκενκβανίνης 

OH3CO

OH O

OH
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6
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2
1

1' 2'
3'

4'5'
6'

A C

B

 

Σχήµα 4.6. ∆οµή και αρίθµηση γκενκβανίνης. 

Στο Σχήµα 4.6. παριστάνετια η δοµή και η αρίθµηση των δακτυλίων του 

µορίου της γκενκβανίνης.  

Στην Εικόνα 4.5. φαίνεται ο τρόπος αλληλεπίδρασης της γκενκβανίνης στο 

ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2. Η γκενκβανίνη παρουσιάζει τις εξης 

αλληλεπιδράσεις µε το ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2: 
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Εικόνα 4.5. Τρόπος αλληλεπίδρασης της γκενκβανίνης µε το ενεργό κέντρο GIIA 

sPLA2. 

 

 (i) Οι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις µε το κατιόν ασβεστίου δεν 

υπάρχουν µέσα στα όρια που µπορούµε να αποδεχτούµε π.χ το 4΄ ΗΟ...Ca2+ 5.56 Å. 

(ii) Ο δεσµός υδρογόνου του α)4΄-ΟΗ του δακτυλίου Β µε την Lys62 µέσω 

ενός µορίου νερού (Ο...Η-Ο...Η-Ν 2.20 Å, 1.90 Å και Ο...Ο...Ν 3.10 Å, 2.90 Å) και 

β) 4́ -ΟΗ του δακτυλίου Β µε ένα µόριο νερού (O…H-O 2.00 Ǻ και O…O 2.90 Ǻ). 

(iii) π-π Αλληλεπιδράσεις των αρωµατικών δακτυλίων Α και Β µε  Phe5, 

His47, Tyr51 και Phe98. Αναλυτικότερα ο δακτύλιος Α αλληλεπιδρά µε Phe5 και 

Phe98 και ο δακτύλιος Β µε Tyr51 και His 47.  

Οι αλληλεπιδράσεις συνοψίζονται στον  Πίνακα 4.4. 

 

Πίνακας 4.4. Αλληλεπιδράσεις γκενκβανίνης. 

 

Αλληλεπίδραση  Απόσταση Ǻ 
H2O µε  4́ -OH…O 
4΄-O…O  

3.58 
2.95 

4΄-ΟΗ- H2O- Lys62 
Ο...Η-Ο...Η-Ν 
Ο...Ο...Ν 

 
2.20 , 1.90  
3.10 , 2.90 

4΄-ΟΗ-Η2Ο 
O…H-O  
O…O  

 
2.00  
2.90 

Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ 
Γωνίες σε µοίρες 

A- PHE5 5.65 , θ= 90  
A- PHE98 6.72 , θ= 59  
B-TYR51 5.18 , θ= 61  
B- HIS47 6.10 , θ= 90  

 

Στη Εικόνα 4.6. παριστάνονται τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα 

κεντροειδή των αρωµατικών αλληλεπιδράσεων και συµµετέχουν σε αρωµατικές (π-π) 

αλληλεπιδράσεις. Για τις µετρήσεις χρησιµοποιήθηκε το πακέτο µοριακής 

µοντελοποιήσης SYBYL 8.0. 
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Εικόνα 4.6. Τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα κεντροειδή των 

αρωµατικών δακτυλίων και συµµετέχουν σε αρωµατικές (π-π) αλληλεπιδράσεις της 

γκενβανίνης όπως µετρήθηκαν µε το SYBYL 8.0. 

 

� Αλληλεπιδράσεις Απιγενίνης 

 

OHO

OH O

OH
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Σχήµα 4.7. ∆οµή και αρίθµηση της απιγενίνης. 

 

Στο Σχήµα 4.7. παριστάνεται η δοµή και η αρίθµηση των δακτυλίων του 
µορίου της απιγενίνης. 
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Στην Εικόνα 4.7. παριστάνεται ο τρόπος αλληλεπίδρασης της απιγενίνης στο 

ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2. Η απιγενίνη παρουσιάζει τις εξής αλληλεπιδράσεις 

µε το ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2: 

 

Εικόνα 4.7. Τρόπος αλληλεπίδρασης της απιγενίνης µε το ενεργό κέντρο GIIA 
sPLA2. 

 

(i) Ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις µε το κατιόν ασβεστίου δεν υπάρχουν. 

(ii) Ο δεσµός υδρογόνου του α) 4́ -ΟΗ του δακτυλίου Β µε την Lys62 µέσω 

ενός µορίου νερού (Ο...Η-Ο...Η-Ν 2.20 Å, 1.90 Å και Ο...Ο...Ν 3.10 Å, 2.90 Å) και 

β) 4́ -ΟΗ του δακτυλίου Β µε ένα µόριο νερού (O…H-O 2.00 Ǻ και O…O 3.00 Ǻ). 

(iii) π-π αλληλεπιδράσεις των αρωµατικών δακτυλίων Α και Β µε Phe5, 

His47, Tyr51 και Phe98. Αναλυτικότερα ο δακτύλιος Α της απιγενίνης µε τη Phe5, 

Phe98 και His47 και ο Β δακτύλιος µε Τyr51 και His47.  

 

Οι αλληλεπιδράσεις συνοψίζονται στον Πίνακα 4.5. 
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Πίνακας 4.5. Αλληλεπιδράσεις απιγενίνης. 

 

Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ 
H2O µε 4́ -OH…O  
4΄-O…O 

2.02 
2.96 

H2O µε 4́  OH…O  
O…O 

3.29 
3.92 

4΄-ΟΗ- H2O- Lys62 
Ο...Η-Ο...Η-Ν 
Ο...Ο...Ν 

 
2.20 , 1.90  
3.10 , 2.90 

4΄-ΟΗ-Η2Ο 
O…H-O  
O…O  

 
2.00  
3.00 

Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ 
Γωνίες σε µοίρες   

A- PHE5 5.27 Å, θ= 73 ο 
A- PHE98 6.75 Å, θ= 58 ο 
B-TYR51 5.27 Å, θ= 56 ο 
A-HIS47 6.96 Å, θ= 69 ο 
B- HIS47 6.21 Å, θ= 87 ο 

 

Στη Εικόνα 4.8. παριστάνονται τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα 

κεντροειδή των αρωµατικών αλληλεπιδράσεων που συµµετέχουν σε αρωµατικές (π-

π) αλληλεπιδράσεις. Για τις µετρήσεις χρησιµοποιήθηκε το πακέτο µοριακής 

µοντελοποιήσης SYBYL 8.0. 
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Εικόνα 4.8. Τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα κεντροειδή των 
αρωµατικών δακτυλίων που συµµετέχουν σε αρωµατικές (π-π) αλληλεπιδράσεις της 
απιγκενίνης όπως µετρήθηκαν µε το SYBYL 8.0. 

 

 Συµπερασµατικά, εµφανίζεται ότι υπάρχουν οµοιότητες µεταξύ των ενώσεων 

κερκετίνη, λουτεολίνη, γκενκβανίνη και απιγενίνη που µελετήθηκαν. Συγκεκριµένα,          

1. Το 5΄-ΟΗ είναι απαραίτητο για τις ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις µε το 

κατιόν ασβεστίου. 

2. To 4́ -ΟΗ και το 3-ΟΗ είναι απαραίτητα για τους δεσµούς υδρογόνου που 

αναπτύσσονται µέσω ενός µορίου νερού µε τη Lys62. 

3. Ο δακτύλιος Α είναι απαραίτητος για την ανάπτυξη π-π stacking µε Phe5, 

Phe98 και His47 και ο δακτύλιος Β µε την Tyr51 και His47. 

Οι οµοιότητες και οι διαφορές τους παρουσιάζονται στις παρακάτω εικόνες 

υπέρθεσης. Στην Εικόνα 4.9. µπορούµε να δούµε τις οµοιότητες και τις διαφορές των 

κερκετίνη (µε µωβ-µπλέ), λουτεολίνη (µε κίτρινο), γκενκβανίνη (µε γαλάζιο) και 

απιγενίνη (µε ροζ). 

 



 

Εικόνα 4.9. Οµοιότητες

(µε κίτρινο), γκενκβανίνη

Από αυτή την εικόνα

σε δύο κατηγορίες ανάλογα

λουτεολίνη προσδένονται

απιγενίνη όπως βλέπουµε στις

αποδίδεται στον δακτύλιο Β

όπως και η γκενκβανίνη και

και διαφέρουν στο 5΄-

αλληλεπιδράσεις. Ουσιαστικά

δακτύλιος υιοθετεί αυτή τη

γκενκβανίνης αλληλεπιδρά

διαµόρφωση. Στην Εικόνα

απιγενίνη (µε ροζ), Β) η 

καλύτερη πρόσδεση της κερκετίνης

αποδίδεται στην ύπαρξη του
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Οµοιότητες και διαφορές των κερκετίνη (µε µωβ-µπλέ

γκενκβανίνη (µε γαλάζιο) και απιγενίνη (µε ροζ). 

εικόνα συµπεραίνεται ότι µπορούµε να χωρίσουµε

ανάλογα µε των τρόπο πρόσδεσης τους. ∆ηλαδή η κερκετίνη

προσδένονται µε τον ίδιο τρόπο, όπως και η γκενκβανίνη

βλέπουµε στις παρακάτω εικόνες. Η διαφορά των δύο

δακτύλιο Β του µορίου τους καθόσον η κερκετίνη και

γκενκβανίνη και η απιγενίνη, έχουν αντίστοιχα ίδια δοµή στο

-ΟΗ. Γι’ αυτό άλλωστε παρουσιάζουν και

Ουσιαστικά το 5́ -ΟΗ έχει σηµαντικό ρόλο γιατί λόγω

αυτή τη διαµόρφωση του, ενώ το 4΄-ΟΗ της απιγενίνης

ιδρά µε το νερό και έτσι ο δακτύλιος υιοθετεί

Εικόνα 4.10. φαίνονται: Α) η γκενκβανίνη (µε γαλάζιο

η  κερκετίνη (µε κίτρινο)  και η λουτεολίνη (

της κερκετίνης µε το ένζυµο, σε σχέση µε τη

ύπαρξη του 3-ΟΗ, το οποίο στην κερκετίνη αλληλεπιδρά

 

µπλέ), λουτεολίνη 

χωρίσουµε τις ενώσεις 

∆ηλαδή η κερκετίνη και η 

γκενκβανίνη µε την 

των δύο κατηγοριών 

κερκετίνη και η λουτεολίνη, 

δοµή στο δακτύλιο Β 

παρουσιάζουν και παρόµοιες 

γιατί λόγω αυτού ο 

απιγενίνης και της 

υιοθετεί την άλλη 

µε γαλάζιο) και η 

(µε γαλάζιο). Η 

µε τη λουτεολίνη, 

αλληλεπιδρά µε το Ca2+.  



 

Εικόνα 4.10. Α) Η γκενκβανίνη

κερκετίνη (µε κίτρινο)  και

 

4.7 Μελέτη ουµπελλιφερόνης

Το παρόν τµήµα της

παρουσιάζουν αντιφλεγµονώδη

ελευρoπαΐνη. Στον Πίνακα

επιλέχθηκαν και οι αντίστοιχες

GIIA sPLA2. 

Στην παρούσα µελέτη

ελευρoπαΐνης που έχουν 

εκπονήθηκε στο Eργαστήριο

το έτος 2007 υπό την καθοδήγηση

Μικρού. Στην πτυχιακή ερ

ελευρoπαΐνης µε φασµατοσκοπία

Είχε διερευνηθεί ο διαµορφωτικός

σύγκριση των θεωρητικών

Είχε προταθεί η ύπαρξη 2 

δοµές αυτές έπαιζε ρόλο η

60ο είτε σε 180ο.  
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γκενκβανίνη (µε γαλάζιο) και η απιγενίνη (µε

και η λουτεολίνη (µε γαλάζιο). 

ουµπελλιφερόνης και ελευρoπαΐνης  

τµήµα της µελέτης αφορά σε δύο ενώσεις που είναι

αντιφλεγµονώδη δράση: στην 7-υδροξυκουµαρίνη

Πίνακα 4.6. συνοψίζονται οι δοµές των φυσικών προϊόντων

αντίστοιχες ενέργειες πρόσδεσης τους στο ενεργό

παρούσα µελέτη χρησιµοποιούνται αποτελέσµατα για

έχουν εξαχθεί κατά την πτυχιακή εργασία [182] 

ργαστήριο Φαρµακευτικής Χηµείας του Τµήµατος Φαρµακευτικής

την καθοδήγηση του Αναπληρωτή Καθηγητή κ

πτυχιακή εργασία είχε µελετηθεί η διαµορφωτική 

φασµατοσκοπία NMR και υπολογισµούς µοριακών προσοµοιώσεων

διαµορφωτικός χώρος µε τη µέθοδο Monte Carlo

θεωρητικών µοντέλων µε τα πειραµατικά φασµατοσκοπικά

ύπαρξη 2 δοµών του µορίου της ελευρoπαΐνης σε ισορροπία

ρόλο η δίεδρη γωνία των C7-C6-C5-C4 που αντιστοιχεί

 

απιγενίνη (µε ροζ). Β) η 

που είναι γνωστό ότι 

υδροξυκουµαρίνη και στην 

φυσικών προϊόντων που 

ενεργό κέντρο της 

για τη δοµή της 

εργασία [182] η οποία 

Τµήµατος Φαρµακευτικής, 

Καθηγητή κ. Εµµανουήλ 

ική ανάλυση της 

ν προσοµοιώσεων. 

Carlo και είχε γίνει 

φασµατοσκοπικά δεδοµένα. 

σε ισορροπία. Στις 

αντιστοιχεί είτε σε 
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Πίνακας 4.6. Μοριακές δοµές και οι τιµές του GOLDscore Fitness, GOLDscore 

HBond και GOLDscore van der Waals των ενώσεων: 

α.α. Όνοµα  ∆οµή  Gsc. 
Fit. 

Gsc. 
HBond 

Gsc 
Vdw 

5 7-Υδροξυκουµαρίνη 

OHO
O

 

29.52 10.15 25.51 

6 Ελευρoπαΐνη 60ο HO

HO O
O

O

COOCH3

O O
CH2OH

OH
OH
OH

 

75.51 15.28 46.76 

7 Ελευρoπαΐνη 180ο HO

HO OO

O

COOCH3

O

O
CH2OH

HO
OHOH  

72.48 6.39 51.78 

8 Ελευρoπαΐνη χωρίς το 
τµήµα του σακχάρου 
 (θ = 87ο) 

HO

HO O
O

O

COOCH3

OH  

54.25 20.00 41.20 

9 Ελευρoπαΐνη 60ο 
χωρίς το τµήµα του 
σακχάρου 

HO

HO O
O

O

COOCH3

OH  

45.59 20.14 36.60 

10 Ελευρoπαΐνη 180ο 
χωρίς το τµήµα του 
σακχάρου 

HO

HO OO

O

COOCH3

HO  

46.67 15.37 44.23 
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� Αλληλεπιδράσεις 7-υδροξυκουµαρίνης 

 

 

 

 

Σχήµα 4.8. ∆οµή και αρίθµηση της 7-υδροξυκουµαρίνης. 

Στο Σχήµα 4.8. παριστάνεται η δοµή και η αρίθµηση των δακτυλίων του 

µορίου της 7-υδροξυκουµαρίνης.  

Στην Εικόνα 4.11. παριστάνεται ο τρόπος αλληλεπίδρασης της 7-

υδροξυκουµαρίνης  στο ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2. Η 7-υδροξυκουµαρίνη 

παρουσιάζει τις εξης αλληλεπιδράσεις µε το ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2: 

 

 

 

Εικόνα 4.11. Τρόπος αλληλεπίδρασης της 7-υδροξυκουµαρίνης µε το ενεργό κέντρο 
GIIA sPLA2. 

OHO
O

1 2

3
456

7

8 9

BA
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 (i) Ηλεκτροστατική αλληλεπίδραση του ατόµου του οξυγόνου-2 της 

καρβονυλοµάδας του δακτυλίου Β µε το Ca2+ (O…Ca2+  2.20 Å).  

(ii) Ο δεσµός υδρογόνου του ατόµου του οξυγόνου-2 της καρβονυλοµάδας 

του δακτυλίου Β µε τη Gly29 (Ο...Η-Ν 1.75 Å και Ο...Ν 2.71 Å).  

(iii) π-π Αλληλεπιδράσεις του αρωµατικού δακτυλίου Α µε Phe5, His47 και 

Phe98.  

Οι µετρούµενες αποστάσεις και γωνίες συνοψίζονται στον Πίνακα 4.7. 

 

Πίνακας 4.7. Αλληλεπιδράσεις της 7-υδροξυκουµαρίνης 

Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ 
Ca2+ ... Ο=C  2.20  
GLy29 – Ο=C 
Ο...Ν-H  
 Ο...O  

 
1.75 
2.71  

Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ 
Γωνίες σε µοίρες 

A- PHE5 4.72 , θ= 51 
A- PHE98 5.63 , θ= 66 
A-HIS47 6.17 , θ= 46 

 

Στη Εικόνα 4.12 παριστάνονται τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα 

κεντροειδή των αρωµατικών αλληλεπιδράσεων που συµµετέχουν σε αρωµατικές (π-

π) αλληλεπιδράσεις. Για τις µετρήσεις χρησιµοποιήθηκε το πακέτο µοριακής 

µοντελοποιήσης SYBYL 8.0. 
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Εικόνα 4.12. Τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα κεντροειδή των 

αρωµατικών δακτυλίων που συµµετέχουν σε αρωµατικές (π-π) αλληλεπιδράσεις της 

7-υδροξυκουµαρίνης όπως µετρήθηκαν µε το SYBYL 8.0. 

 

� Αλληλεπιδράσεις ελευρoπαΐνης 60ο 

 

HO

HO O
O

O

COOCH3

O O
CH2OH

OH
OH
OH

1'
2'

3'

4' 5'
6'

7'
8'

9'

1 2

3
45

6

7

8910

1'' 2''
3''

5'' 4''6''

 

Σχήµα 4.9. ∆οµή και αρίθµηση ελευρoπαΐνης. 

 

Στο Σχήµα 4.9. παριστάνεται η δοµή και η αρίθµηση των δακτυλίων του 
µορίου της ελευρoπαΐνης. 



 

 Στην Εικόνα 4.13.

ενεργό κέντρο της GIIA

τροποποίηθηκε η γωνία που

το πρόγραµµα τροποποίησε

στο ενεργό κέντρο της GIIA

 

 

Εικόνα 4.13. Τρόπος αλληλεπίδραση

GIIA sPLA2. 

 

 Οι αλληλεπιδράσεις που παρατηρήθηκαν

(i) α) Ηλεκτροστατική

µε το Ca2+ (O…Ca2+  2.69 Å) 

γλυκοζιτικού δεσµού µε το

και γ) ηλεκτροστατική αλληλεπιδράση

(ii) Ο δεσµός υδρογόνου

2.34 Å και Ο...Ν 3.32 Å), 

Å) και γ)  του Ο-2΄΄ µε την
75 

13. φαίνεται ο τρόπος αλληλεπίδρασης της ελευρoπαΐνη

GIIA sPLA2. Το πρόγραµµα GOLD κατά την

γωνία που αρχικά εµείς ορίσαµε. ∆ηλαδή ενώ ορίσαµε

τροποποίησε την γωνία στις 132ο για να καταφέρει να την

GIIA sPLA2: 

αλληλεπίδραση της ελευρoπαΐνης 60ο στο ενεργό

που παρατηρήθηκαν είναι:  

λεκτροστατική αλληλεπίδραση του Ο-5΄΄ του δακτυλίου

2.69 Å) και β) ηλεκτροστατική αλληλεπίδραση του

µε το Ca2+ (O…Ca2+  3,14 Å), τιµή που αποτελεί όριο

ηλεκτροστατική αλληλεπιδράση του Ο-2 µε το Ca2+ (O…Ca2+  2.67 Å)

υδρογόνου: α) του Ο-5΄΄ του γλυκοζίτη µε την Gly

Å), β) του Ο-6΄΄ µε την Gly31 (Ο...Η-Ν 3.17 Å 

µε την Lys52 (Ο...Η-Ν 2.90 Å και Ο...Ν 2.32 Å). 

λευρoπαΐνης µε το 

κατά την υπέρθεση  

ορίσαµε γωνία 60ο , 

να την τοποθετήσει 

 

ενεργό κέντρο της 

δακτυλίου του σακχάρου 

ση του Ο-6΄΄ του 

αποτελεί όριο αποδοχής 

2.67 Å).  

Gly31 (Ο...Η-Ν 

Å και Ο...Ν 3.89 
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(iii) π-π Αλληλεπιδράσεις του αρωµατικού δακτυλίου µε την His47.  

(iv) van der Waals αλληλεπιδράσεις του αρωµατικού δακτυλίου µε την Ala17. 

 Αναλυτικότερα παριστάνονται οι αποστάσεις και οι γωνίες στον παρακάτω 

Πίνακα. 

Πίνακας 4.8. Αλληλεπιδράσεις ελευρoπαΐνης  

 

Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ 
5΄΄-O…Ca2+ 2.69  
6΄΄-O…Ca2+   3.14  
2-O…Ca2+   2.67  
GLy31- Ο-5΄΄  
Ο...Η-Ν  
Ο...Ν 3.32 Å 

 
2.34 
3.32  

GLy31- Ο6΄΄  
Ο...Η-Ν  
Ο...Ν  

 
3.17 
3.89 

Lys52- ΟΗ-2΄΄ 
Ο...Η-Ν  
Ο...Ν  

 
2.90  
2.32  

∆ακτύλιος Α – Ala 17 4.91  
Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ 

Γωνίες σε µοίρες 
A-HIS6 5.63 , θ= 65 

 

Στην Εικόνα 4.14. παριστάνονται τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από 

τα κεντροειδή του αρωµατικού δακτυλίου που συµµετέχουν σε αρωµατικές 

αλληλεπιδράσεις (π-π). Για τις µετρήσεις χρησιµοποιήθηκε το πακέτο µοριακής 

µοντελοποίησης SYBYL 8.0.  
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Εικόνα 4.14. Τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα κεντροειδή των 

αρρωµατικών δακτυλίων που συµµετέχουν σε αρωµατικές αλληλεπιδράσεις της 

ελευρoπαΐνης όπως µετρήθηκε µε το SYBYL 8.0. 

 

� Αλληλεπιδράσεις ελευρoπαΐνης 180ο 

HO

HO OO

O

COOCH3

O

O
CH2OH

HO
OH

2'
3' 1'

4'

5' 6'

7'
8'

9'

7
6

5
4

3
2

1
9

10

8

6''

1''
2''

3''
4''

5''

OH
 

Σχήµα 4.10. ∆οµή και αρίθµηση ελευρoπαΐνης 180ο. 

Στο Σχήµα 4.10. παριστάνεται η δοµή και η αρίθµηση των δακτυλίων του 

µορίου της ελευρoπαΐνης.  

Στην Εικόνα 4.15. παριστάνεται ο τρόπος αλληλεπίδρασης της ελευρoπαΐνης 

µε το ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2. Το πρόγραµµα GOLD που χρησιµοποιήσαµε 

κατά την πρόσδεση τροποποίησε τη γωνία από 180ο σε 118ο. 



 

Εικόνα 4.15. Τρόπος αλληλεπίδρασης

GIIA sPLA2 . 

Οι αλληλεπιδράσεις που παρατηρήθηκαν

(i) Ηλεκτροστατική

µε το Ca2+ (O…Ca2+  3.22 Å) 

(ii) Ο δεσµός υδρογόνου

Ο...Ν 2.84 Å) και β) του CH

 (iii) π-π Αλληλεπιδρ

Αναλυτικότερα φαίνονται στον

Πίνακας

Αλληλεπίδραση
(CO OCH3 )-O
(CH2OH) -O…
GLy31- CH2O
Ο...Η-Ν   
Ο...Ν  
GLy29(H)- CO
Αλληλεπίδραση

A-HIS6 
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αλληλεπίδρασης της ελευρoπαΐνης 180 στο ενεργό

που παρατηρήθηκαν είναι:  

Ηλεκτροστατική αλληλεπίδραση: α) του CO OCH3 της εστερικής

3.22 Å) και β) του CH2OH µε το Ca2+ (O…Ca2+  

υδρογόνου: α) του CH2OH µε την Gly31 (Ο...Η

CH2OH µε την Gly29 (Ο...Η-Ν 2.33 Å). 

λληλεπιδράσεις του αρωµατικού δακτυλίου µε

φαίνονται στον παρακάτω πίνακα. 

Πίνακας 4.9. Αλληλεπιδράσεις ελευρoπαΐνης  

Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ
O…Ca2+ 3.22  
…Ca2+   2.13 
OH  

2.00 
2.84  

O OCH3  2.33   
Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ

Γωνίες σε µοίρες
5.33 Å, θ=22ο 

 
ενεργό κέντρο της 

της εστερικής οµάδας 

  2.13 Å). 

...Η-Ν 2.00 Å και 

δακτυλίου µε την  His6 

Ǻ 

Ǻ 
µοίρες 
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Στην Εικόνα 4.16. παριστάνονται τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από 

τα κεντροειδή του αρωµατικού δακτυλίου που συµµετέχουν σε αρωµατικές 

αλληλεπιδράσεις (π-π). Για τις µετρήσεις χρησιµοποιήθηκε το πακέτο µοριακής 

µοντελοποίησης SYBYL 8.0.  

 

Εικόνα 4.16. Τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα κεντροειδή των 
αρρωµατικών δακτυλίων που συµµετέχουν σε αρωµατικές αλληλεπιδράσεις της 
ελευρoπαΐνης όπως µετρήθηκε µε το SYBYL 8.0. 

 

Με όλα όσα αναφέραµε παραπάνω είναι φανερό ότι η τιµή της δίεδρης γωνίας 

επηρεάζει τον τρόπο πρόσδεσης στο ενεργό κέντρο του ενζύµου. Αυτό µπορεί να 

διαπιστωθεί στην παρακάτω Εικόνα 4.17 υπέρθεσης των δοµών. Το Ca2+ 

συµπλέκεται µε τα οξυγόνα  του σακχάρου και του γλυκοζίτη όταν η γωνία είναι 

132ο. Όταν όµως η γωνία είναι 118ο, το εστερικό καρβονύλιο και η 

υδροξυµεθυλοµάδα του σακχάρου συµπλέκονται µε το Ca2+.  



 

Εικόνα 4.17. H ελευρoπαΐνη

Και οι δύο δοµές παρουσιάζουν

Fitness. Παρατηρώντας ότι

ικανοποιητικά στο ενεργό κέντρο

τµήµα του µορίου µόνο του

� Αλληλεπιδράσεις 

Σχήµα 4.11

Στο Σχήµα 4.11. παριστάνεται

µορίου της ελευρoπαΐνης.  

Στην Εικόνα 4.18.

µε το ενεργό κέντρο της GIIA
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λευρoπαΐνη 60ο (µε γαλάζιο) και η ελευρoπαΐνη 180ο (µε ροζ

παρουσιάζουν υψηλή βαθµονόµηση πρόσδεσης

Παρατηρώντας ότι το σάκχαρο της ελευρoπαΐνης δεν προσαρµόζεται

ενεργό κέντρο του ενζύµου αποφασίσθηκε να µελετηθεί

µόνο του.  

Αλληλεπιδράσεις ελευρoπαΐνης χωρίς το τµήµα του σακχάρου

HO

HO O
O

O

COOCH3

OH

1'
2'

3'

4' 5'
6'

7'
8'

9'
7

6
5 4

3

2
1

6''

8

9
10

 

11. ∆οµή και αρίθµηση ελευρoπαΐνης άγλυκο.

παριστάνεται η δοµή και η αρίθµηση των δακτυλίων

 

18. παριστάνεται ο τρόπος αλληλεπίδρασης της

GIIA sPLA2. 

 

µε ροζ). 

πρόσδεσης GOLDscore 

δεν προσαρµόζεται 

µελετηθεί το άγλυκο 

 

άγλυκο. 

των δακτυλίων του 

αλληλεπίδρασης της ελευρoπαΐνης 



 

Στην συγκεκριµένη

ενδιαφέρει (7-6-5-4. Το µόριο

Εικόνα 4.18. Τρόπος αλληλεπίδρασης

sPLA2 . 

Από τη µελέτη του άγλυκου

(i) Ηλεκτροστατική

Å) και β) του 4́ -ΟΗ µε το 

(ii) Ο δεσµός υδρογόνου

Ο...Ν 3.91 Å) και β) του 4΄

 (iii) π-π αλληλεπιδρ

Tyr51. 

Αναλυτικότερα παριστάνονται

γωνίες που µετρήθηκαν. 
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συγκεκριµένη περίπτωση δεν ορίσθηκε η δίεδρη γωνία

Το µόριο κατά την πρόσδεση λαµβάνει τιµή  θ= 87

αλληλεπίδρασης της ελευρoπαΐνης στο ενεργό κέντρο

άγλυκου της ελευρoπαΐνης παρατηρήθηκε:  

Ηλεκτροστατική αλληλεπίδραση: α) του 3΄-ΟΗ µε το Ca2+ 

µε το Ca2+ (O…Ca2+  2.05 Å). 

υδρογόνου: α) του 3΄-ΟΗ µε την Gly31 (Ο...Η

4΄-ΟΗ µε την Gly29 (Ο...Η-Ν 3.15 Å). 

λληλεπιδράσεις του αρωµατικού δακτυλίου µε την

κότερα παριστάνονται στον παρακάτω Πίνακα οι αποστάσεις

δρη γωνία που µας 

= 87ο.  

 

ενεργό κέντρο της GIIA 

 (O…Ca2+  1.98 

...Η-Ν 2.60 Å και 

την His47 και την  

οι αποστάσεις και οι 
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Πίνακας 4.10 Αλληλεπιδράσεις ελευρoπαΐνης άγλυκο. 

Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ 
3΄-O…Ca2+   1.98  
4΄-O…Ca2+   2.05  
GLy31 –ΟΗ (3΄) 
Ο...Η-Ν  
Ο...Ν  

 
2.60  
3.91  

GLy29(H) –ΟΗ (4΄)  3.15    
Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ 

Γωνίες σε µοίρες  
A-HIS47 5.41 , θ=3 
A-TYR51 5.75 , θ=81 

 

Στην Εικόνα 4.19. παριστάνονται τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από 

τα κεντροειδή του αρωµατικού δακτυλίου που συµµετέχουν σε αρωµατικές 

αλληλεπιδράσεις (π-π). Για τις µετρήσεις χρησιµοποιήθηκε το πακέτο µοριακής 

µοντελοποίησης SYBYL 8.0.  

 

Εικόνα 4.19. Τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα κεντροειδή των 

αρρωµατικών δακτυλίων που συµµετέχουν σε αρωµατικές αλληλεπιδράσεις της 

ελευρoπαΐνης όπως µετρήθηκε µε το SYBYL 8.0. 

 



 

� Αλληλεπιδράσεις 

Σχήµα 4.12.

Στο Σχήµα 4.12. φαίνεται

της ελευρoπαΐνης.  

Στην Εικόνα 4.20. 

ενεργό κέντρο της GIIA sPLA

Το πρόγραµµα GOLD

4) σε γωνία θ = 60ο, όπως ακριβώς

 

  

Εικόνα 4.20. Τρόπος αλληλεπίδρασης

σακχάρου στο ενεργό κέντρο
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Αλληλεπιδράσεις ελευρoπαΐνη 60ο χωρίς το τµήµα του σακχάρου
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. ∆οµή και αρίθµηση ελευρoπαΐνης 60ο άγλυκο

φαίνεται η δοµή και η αρίθµηση των δακτυλίων

 φαίνεται ο τρόπος αλληλεπίδρασης της ελευρoπαΐνη

sPLA2. 

GOLD διατηρεί την δίεδρη γωνία που µας ενδιαφέρει

όπως ακριβώς αρχικά την ορίσαµε. 

Τρόπος αλληλεπίδρασης της ελευρoπαΐνης 60ο χωρίς 

κέντρο της GIIA sPLA2 . 

σακχάρου 

άγλυκο. 

δακτυλίων του µορίου 

λευρoπαΐνης µε το 

µας ενδιαφέρει (7-6-5-

 

χωρίς το µόριο του 
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Από τη µελέτη παρατηρήθηκαν:  

(i) Ηλεκτροστατική αλληλεπίδραση: α) του 3΄-ΟΗ µε το Ca2+ (O…Ca2+  2.08 

Å) και β) του 4́ -ΟΗ µε το Ca2+ (O…Ca2+  2.00 Å). 

(ii) Ο δεσµός υδρογόνου του 3΄-ΟΗ µε την Gly31 (Ο...Η-Ν 2.60 Å και Ο...Ν 

3.48 Å).  

(iii) π-π Αλληλεπιδράσεις του αρωµατικού δακτυλίου µε την His47 και Tyr51. 

(iv) Αλληλεπιδράσεις van der Waals του C=C(8) µε την Ala17. 

 Αναλυτικότερα φαίνονται στον παρακάτω Πίνακα οι αποστάσεις και οι 

γωνίες που µετρήθηκαν. 

 

Πίνακας 4.11. Αλληλεπιδράσεις ελευρoπαΐνης 60ο χωρίς το µόριο του 

σακχάρου. 

Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ 
3΄-O…Ca2+   2.08  
4΄-O…Ca2+   2.00  
GLy31 –ΟΗ-3΄ 
Ο...Η-Ν  
Ο...Ν  

 
2.60  
3.48  

C=C (8) – C Ala 17 3.79  
Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ 

Γωνίες σε µοίρες 
A-HIS47 5.66 , θ=13 
A-TYR51 5.42 , θ=71 

 

Στην Εικόνα 4.21. παριστάνονται τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από 

τα κεντροειδή του αρωµατικού δακτυλίου που συµµετέχουν σε αρωµατικές 

αλληλεπιδράσεις (π-π). Για τις µετρήσεις χρησιµοποιήθηκε το πακέτο µοριακής 

µοντελοποίησης SYBYL 8.0.  
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Εικόνα 4.21. Τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα κεντροειδή των 

αρρωµατικών δακτυλίων που συµµετέχουν σε αρωµατικές αλληλεπιδράσεις της 

ελευρoπαΐνης όπως µετρήθηκε µε το SYBYL 8.0. 

 

� Αλληλεπιδράσεις ελευρoπαΐνης 180ο χωρίς το τµήµα του σακχάρου 
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Σχήµα 4.13. ∆οµή και αρίθµηση ελευρoπαΐνης 180ο χωρίς το τµήµα του σακχάρου. 

Στο Σχήµα 4.13. παριστάνεται η δοµή και η αρίθµηση των δακτυλίων του 

µορίου της ελευρoπαΐνης.  

Στην Εικόνα 4.22. φαίνεται ο τρόπος αλληλεπίδρασης της ελευρoπαΐνης µε το 

ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2. 



 

Η δίεδρη γωνία που

σε τιµή θ = 179ο, ενώ εµείς

υποδοχέα.  

Εικόνα 4.22. Τρόπος τοποθέτησης

χωρίς το µόριο του σακχάρου

Από τη µελέτη παρατηρήθηκε

 (i) Ηλεκτροστατική

 (ii) Ο δεσµός υδρογόνου

Ο...Ν 3.59 Å) και β) του 4΄

1.96 Å, 1.89 Å και Ο...Ο...Ν

(iii) π-π Αλληλεπιδρ

(iv Αλληλεπιδράσεις

οξυγόνου της οµάδας –COOCH
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γωνία που µας απασχολεί παραµένει σχεδόν αµετάβλητη

ενώ εµείς αρχικά ορίσαµε γωνία 180ο κατά τη πρόσδεση

Τρόπος τοποθέτησης του άγλυκου τµήµατος της ελευρoπαΐνη

σακχάρου στο ενεργό κέντρο του ενζύµου. 

παρατηρήθηκε: 

λεκτροστατική αλληλεπιδράση του 3΄-ΟΗ µε το Ca2+ (O…

υδρογόνου: α) του 3΄-ΟΗ µε την Gly31 (Ο...Η

4΄-ΟΗ µε τη Lys62 µέσω ενός µορίου νερού (Ο

Ο...Ν 2.95 Å, 2.90 Å).   

λληλεπιδράσεις του αρωµατικού δακτυλίου µε τη His

λληλεπιδράσεις van der Waals του C=C(8) µε την 

COOCH3 µε την Ala18.  

αµετάβλητη (7-6-5-4) 

τη πρόσδεση στον 

 

λευρoπαΐνης 180ο 

…Ca2+  2.57 Å). 

Ο...Η-Ν 2.57 Å και 

νερού (Ο...Η-Ο...Η-Ν 

His47 και Tyr51. 

την Phe5 και του 
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Αναλυτικότερα παριστάνονται στον παρακάτω Πίνακα οι αποστάσεις και οι 

γωνίες που µετρήθηκαν. 

Πίνακας 4.12. Αλληλεπιδράσεις  ελευρoπαΐνης 180ο χωρίς το τµήµα του 

σακχάρου. 

Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ 
Ca2+ –ΟΗ 3́  2.57  
GLy31 –ΟΗ 3΄ 
Ο...Η-Ν  
Ο...Ν  

 
2.57   
3.59  

Lys62– H2O (13) –ΟΗ 4΄ 
Ο...Η-Ο...Η-Ν  
Ο...Ο...Ν  

 
1.96 , 1.89  
2.95 , 2.90  

C=C (8) – PHE5 4.02  
COOCH3 – Ala18 3.69  
Αλληλεπίδραση  Απόσταση σε Ǻ 

Γωνίες σε µοίρες 
A-HIS47 6.07 , θ=21 
A-TYR51 5.14 , θ=57 

 

Στην Εικόνα 4.23. παριστάνονται τα κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από 

τα κεντροειδή του αρωµατικού δακτυλίου που συµµετέχουν σε αρωµατικές 

αλληλεπιδράσεις (π-π). Για τις µετρήσεις χρησιµοποιήθηκε το πακέτο µοριακής 

µοντελοποίησης SYBYL 8.0.  

 



 

Εικόνα 4.23. Τα κάθετα

αρρωµατικών δακτυλίων 

ελευρoπαΐνης όπως µετρήθηκε

Εικόνα 4.24. Η ελευρoπαΐνη

ελευρoπαΐνη 60ο χωρίς το τµήµα

το τµήµα του σακχάρου (µε

Συµπερασµατικά, το

εµφανίζει το µεγαλύτερο 

υπέρθεση της ελευρoπαΐνη

ελευρoπαΐνη 60ο χωρίς το τµήµα

το τµήµα του σακχάρου (

πρόσδεσης, βλέπουµε ότι ο

αλλάζει η διευθέτηση του υπόλοιπου

θέση 3΄ και 4΄  κλειδώνουν

στην Εικόνα 4.24. 
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κάθετα διανύσµατα που διέρχονται από τα κεντροειδή

δακτυλίων που συµµετέχουν σε αρωµατικές αλληλεπιδράσεις

µετρήθηκε µε το SYBYL 8.0. 

λευρoπαΐνη χωρίς το τµήµα του σακχάρου (µε

χωρίς το τµήµα του σακχάρου (µε ροζ) και η ελευρoπαΐνη

µε κίτρινο). 

Συµπερασµατικά, το άγλυκο τµήµα στο οποίο δεν ορίσαµε

µεγαλύτερο GOLDscore fitness.  Στην Εικόνα 4.24. παρουσιάζε

λευρoπαΐνης χωρίς το τµήµα του σακχάρου (µε

χωρίς το τµήµα του σακχάρου (µε ροζ) και η ελευρoπαΐνη

σακχάρου (µε κίτρινο). Ενώ το κάθε ένα παρουσιάζει 

ότι ο αρωµατικός δακτύλιος τοποθετείται µε τον ίδιο

του υπόλοιπου τµήµατος. Ουσιαστικά, οι υδροξυλοµάδες

κλειδώνουν τον δακτύλιο µας να καταλάβει τη θέση που

τα κεντροειδή των 

αλληλεπιδράσεις της 

 

µε γαλάζιο), η 

λευρoπαΐνη 180ο χωρίς 

ορίσαµε δίεδρη γωνία 

παρουσιάζεται η  

µε γαλάζιο), η 

ελευρ παΐνη 180ο χωρίς 

δικό του τρόπο 

µε τον ίδιο τρόπο και 

υδροξυλοµάδες στην 

θέση που παριστάνεται 
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4.8. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ∆ΕΥΤΕΡΟΓΕΝΩΝ ΜΕΤΑΒΟΛΙΤΩΝ 

4.8.1. Εκχύλιση φασκόµηλου 

Συσκευασµένο φασκόµηλο του εµπορίου αγοράστηκε από την τοπική αγορά 

και κονιοποιήθηκε µε τη βοήθεια κοπτικής µηχανής. Αλεσµένο ξηρό υλικό 30 g 

εκχυλίστηκε µε 200 mL αιθανόλης, στους 30 0C, για 1 ώρα υπό ανάδευση και 

αποκλεισµό φωτός. Η διαδικασία της εκχύλισης επαναλήφθηκε τρεις φορές. Στη 

συνέχεια, το µίγµα διηθήθηκε από βαµβάκι και το διήθηµα συµπυκνώθηκε µέχρι 

ξηρού, οπότε αποµονώθηκε στερεό Σ, βάρους 3.21 g. Στο στερεό Σ προστέθηκε 

πετρελαϊκός αιθέρας υπό ανάδευση για 10 min. Μετά τη διήθηση από ηθµό 

παρέµεινε αδιάλυτο στερεό Σ1 που στεγνώθηκε και ζυγίστηκε βάρους, 1,32 g. Eνώ το 

διήθηµα συµπυκνώθηκε µέχρι ξηρού και προέκυψε στερεό Σ2, βάρους 1,89 g. Το 

στερεό Σ1 (600 mg) διαλύθηκε σε 4 mL µεθανόλης και αναµίχθηκε µε 5 g  silica gel. 

Το µίγµα στεγνώθηκε και χρωµατογραφήθηκε σε στήλη µε silica gel και διαλύτη 

έκλουσης CHCl3:MeOH, 9:1 v/v.  Αποµονώθηκε κλάσµα Κ1, βάρους 100 mg.  

Στο Σχήµα 4.14, φαίνεται το χρωµατογράφηµα λεπτής στοιβάδος του στερεού 

Σ σε δυο συστήµατα ανάπτυξης (Α και Β) και του κλάσµατος Κ1 στο σύστηµα Β 

µετά από εµφάνιση µε αιθανολικό διάλυµα FeCl3. Σύστηµα Α:  CHCl3 : AcOEt : 

HCOOH (5:4:1 v/v/v).  Σύστηµα Β: τολουόλιο : AcOEt : CH3COOH (5:4:1 v/v/v). 

Σ Σ K1

 

            Σύστηµα Α     Σύστηµα Β   Σύστηµα Β 

Σχήµα 4.14.  Χρωµατογράφηµα λεπτής στοιβάδος. 
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4.8.2. Ταυτοποίηση συστατικών - Φάσµα 1Η NMR ροζµαρινικού οξέος 

Το ροζµαρινικό οξύ είναι εστέρας του ακόρεστου οξέος καφεϊκού µε µια 

δευτεροταγή αλκοόλη που στη βιβλιογραφία αναφέρεται ως danshensu (Σχήµα 4.15).  

HO

HO

O

O

COOH
OH

OH

1

2
3

2''

5''
6''

3a

2a

2'

5'6'

HO

HO

O

OH

COOH
OH

OH
HO

+

ροζµαρινικό οξύ καφεϊκό οξύ danshensu

 

Σχήµα 4.15. Συσχέτιση ροζµαρινικού οξέος µε καφεϊκό οξύ και danshensu 

 

Στο Σχήµα 4.16-Α δίνεται το φάσµα 1H NMR διαλύµατος ροζµαρινικού οξέος 

σε CD3OD, σε όργανο Varian 200 MHz. Σε αυτό φαίνεται η χηµική µετατόπιση των 

µεθινικών πρωτονίων του διπλού δεσµού H3α  και H2α στα 7.54 και 6.26 ppm, ως 

διπλές  µε σταθερά σύζευξης J = 15.9 Hz, που δείχνει την trans γεωµετρία του διπλού 

δεσµού. 

Τα έξι αρωµατικά πρωτόνια των δύο βενζολικών δακτυλίων µπορούν να 

αποδοθούν λαµβάνοντας υπόψη τη µορφή διάσχισης των κορυφών και των σταθερών 

σύζευξής τους. Ετσι, στα 7.03 και 6.74 ppm εµφανίζονται οι χηµικές µετατοπίσεις 

των Η2΄΄ και Η2΄, ως διπλές, µε σταθερά αλλυλικής σύζευξης J = 2.0 και J = 1.8 Hz 

αντίστοιχα. Οι διπλές διπλών στα 6.94 ppm µε σταθερά σύζευξης J = 8.2 Hz και J = 

2.0 Hz και στα 6.60 ppm µε σταθερά σύζευξης J = 8.1  Hz και J = 1.8 Hz, 

αντιστοιχούν στα Η6΄΄ και Η6΄. Οι διπλές µε σταθερά σύζευξης J = 8.2 Hz στα 6.77 

ppm και µε J = 8.1 Hz στα 6.69 ppm αντιστοιχούν στα Η5΄΄ και Η5΄. 

Στα 5.18 ppm η διπλή διπλών µε J = 7.9  Hz και J = 4.6 Hz, αποδίδεται στο 

πρωτόνιο Η1, που βρίσκεται σε α-θέση ως προς την καρβοξυλοµάδα, ενώ στα 3.10 

ppm  η διπλή διπλών µε J = 14.9  Hz και J = 4.6 Hz,  και η διπλή διπλών στα 2.99 

ppm µε J = 14.9  Hz και J = 7.9 Hz, τα πρωτόνια της µεθυλενοµάδος C2 που 

βρίσκεται σε α-θέση ως προς τον αρωµατικό δακτύλιο (Σχήµα 4.17-Α). 

 

4.8.3. Ταυτοποίηση συστατικών - Φάσµα 1Η NMR κλάσµατος Κ1 

Στο Σχήµα 4.16-Β και 4.17-Β δίνεται το φάσµα 1H NMR του κλάσµατος Κ1 

σε CD3OD. 
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Σχήµα 4.16-Α.  Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 1Η NMR (200 MHz, CD3OD) του 

ροζµαρινικού οξέος. 

 

Σχήµα 4.16-Β.  Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 1Η NMR (200 MHz, CD3OD) του 

κλάσµατος Κ1. 
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Σχήµα 4.17-B. 1Η NMR (200 MHz, CD3OD) του ροζµαρινικού οξέος. 

 

 

Σχήµα 4.17-Β. Φάσµα 1Η NMR (200 MHz, CD3OD) του κλάσµατος Κ1. 
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Σύγκριση των φασµάτων του πρότυπου ροζµαρινικού οξέος και του Κ1 στη 

περιοχή 7.60-6.20 ppm δείχνει τις υπάρχουσες οµοιότητες, αλλά και τις µικρές 

διαφορές στις χηµικές µετατοπίσεις των H3α, Η6΄΄, Η5΄΄ σε υψηλότερα πεδία και του 

Η6΄ προς χαµηλότερα πεδία. Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι το Κ1 περιέχει  δυο 

αρωµατικούς δακτυλίους, ο ένας έχει το σκελετό του καφεϊκού οξέος και ο άλλος 

είναι 1,3,4,-τριυποκατεστηµένος δακτύλιος. 

 Οι µεγάλες διαφορές εντοπίζονται στη περιοχή 5.40-2.90 ppm, που οδηγούν 

στο συµπέρασµα ότι το Κ1 δεν είναι ελεύθερο ροζµαρινικό οξύ, αλλά παράγωγό του. 

Στη περιοχή 5.40-3.40 ppm συντονίζονται τα ανωµερικά πρωτόνια, τα πρωτόνια των 

σακχαρικών δακτυλίων και πρωτόνια κοντά σε ηλεκτροαρνητικά άτοµα. Στη 

βιβλιογραφία αναφέρονται παράγωγα του καφεϊκού οξέος που περιέχουν 

ετεροκυκυκλικό δακτύλιο όπως το προλιθοσπερµικό οξύ (Σχήµα 4.18) [183].  Σε 

αυτό αναµένονται χηµικές µετατοπίσεις των µεθινικών του πρωτονίων ως διπλές στη 

περιοχή 5.20- 4.60 ppm, που υπάρχουν στο φάσµα του Σχήµατος 4.17-Β. Οµως, σε 

αυτή τη περίπτωση θα αναµέναµε στη περιοχή 7.60-6.20 ένα αρωµατικό 

ανθρακοάτοµο λιγότερο. 

OH
HO

O

COOH

HO

COOH

προλιθοσπερµικό οξύ  

Σχήµα 4.18.  Το προλιθοσπερµικό οξύ 

 

Στο Σχήµα 4.19 δίνεται το φάσµα 1H NMR του χλωρογενικού οξέος του πιο 

συνηθισµένου στη φύση παραγώγου του καφεϊκού οξέος που περιέχει ένα αρωµατικό 

δακτύλιο και µια κυκλιτόλη. Η σύγκριση των φασµάτων στα Σχήµατα 4.16 και 4.19 

δείχνει την απουσία των χηµικών µετατοπίσεων που υπάρχουν στη περιοχή 6.75-6.55 

ppm στο χλωρογενικό οξύ, λόγω της έλλειψης της παρουσίας της αλκοόλης 

danshensu. Συνεπώς το Κ1 δεν είναι το χλωρογενικό οξύ. Εποµένως κανείς θα πρέπει 

να σκεφθεί την παρουσία σακχάρου στο µόριο του Κ1. Η ολοκλήρωση των σηµάτων 

στη περιοχή 4.20-3.40 ppm στο φάσµα του Σχήµατος 4.17-Β, οδηγεί στη παρουσία 
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δύο σακχαρικών µονάδων γλυκοζιτικά ενωµένων και µε ελεύθερη ηµιακεταλική 

υδροξυλοµάδα. 

 

 

 

 

Σχήµα 4.19.  Φάσµα 1Η NMR (200 MHz, CD3OD) του χλωρογενικού οξέος. 
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4.8.4. Ταυτοποίηση συστατικών - Φάσµα 13C NMR ροζµαρινικού οξέος 

Στο Σχήµα 4.20-Α και 4.20-Β  δίνεται το φάσµα 13C NMR του διαλύµατος 

του ροζµαρινικού οξέος. Ο καρβονυλικός άνθρακας της εστερικής οµάδας 

µετατοπίζεται στα 168.4 ppm.  Στα 149.7, 147.7, 146.8, 146.1 και145.3 υπάρχουν οι 

χηµικές µετατοπίσεις των τεσσάρων αρωµατικών ανθρακοατόµων που φέρουν 

υδροξυλοµάδα ως υποκαταστάτη καθώς και ο C3α. Στα 129.2 και 127.6 ppm οι C1΄΄ 

και  C1΄. Στα 123.2, 121.8, 117.5 116.5, 116.3, 115.2 και 114.4 ppm οι  C2΄΄, C2΄,  C5΄΄,  

C5΄, C6΄΄ , C6΄ και  C2α. Στα 74.6 ppm ο C2 και στα 37.9  ppm ο C3. 

 

 

Σχήµα 4.20-Α.   Επιλεγµένη περιοχή  φάσµατος 13CNMR (50 MHz, CD3OD) του 

ροζµαρινικού οξέος. 

 

 

4.8.5. Ταυτοποίηση συστατικών - Φάσµα 13C NMR του κλάσµατος Κ1 

Στο Σχήµα 4.21 δίνεται το φάσµα 13C NMR του κλάσµατος Κ1 και στο Σχήµα 

4.22 το φάσµα 13C NMR του χλωρογενικού οξέος. 
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Σχήµα 4.20-Β.  Φάσµα 13CNMR (50 MHz, CD3OD) του ροζµαρινικού οξέος. 

 

Σύγκριση των φασµάτων 13C NMR του ροζµαρινικού οξέος, του 

χλωρογενικού οξέος και του κλάσµατος Κ1  στη περιοχή 150 – 110 ppm επιβεβαιώνει 

την παρουσία των δύο αρωµατικών δακτυλίων και του διπλού δεσµού στο Κ1. 

Επίσης, υπάρχει η µεθυλενοµάδα στα 37.8 ppm  που βρίσκεται σε α-θέση ως προς 

τον αρωµατικό δακτύλιο. Οι χηµικές µετατοπίσεις στα 105 – 95 ppm µπορούν να 

αποδοθούν στους ανωµερικούς άνθρακες δύο µορίων σακχάρων, καθώς επίσης οι 

χηµικές µετατοπίσεις στα 80 – 60 ppm µπορούν να αντιστοιχισθούν στα υπόλοιπα 

ανθρακοάτοµα των σακχαρικών δακτυλίων. Φαίνεται λοιπόν, ότι το Κ1 είναι  

παράγωγο του ροζµαρινικού οξέος µε δύο µόρια σακχάρων. 
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Σχήµα 4.21 Φάσµα 13C NMR (50 MHz, CD3OD) του κλάσµατος Κ1. 
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Σχήµα 4.22  Φάσµα 13C NMR (50 MHz, CD3OD) του χλωρογενικού οξέος. 
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Το κλάσµα που αποµονώθηκε από το αιθανολικό εκχύλισµα του
φασκόµηλου περιέχει παράγωγο του ροζµαρινικού οξέος
συζευγµένο πιθανά µε δύο σακχαρικές µονάδες, όπως προκύπτει
από τη µελέτη µε φασµατοσκοπία NMR .

Τo 5́ -ΟΗ της κερκετίνης και της λουτεολίνης παίζει σηµαντικό
ρόλο για την καλύτερη πρόσδεση τους στο ενεργό κέντρο της
εκκριτικής φωσφολιπάσης Α2, όπως προκύπτει από την in silico
µελέτη.

Η ουµπελλιφερόνη παρουσιάζει φτωχά αποτελέσµατα πρόσδεσης.

Η ελευρoπαΐνη παρουσιάζει αποτελέσµατα µοριακής πρόσδεσης
στην sPLA2καλύτερα από αυτά της κερκετίνης, που είναι γνωστό
ότι αναστέλλει την εκκριτική φωσφολιπάση A2, υποδεικνύοντας
ότι η αντιφλεγµονώδης δράση της µπορεί να οφείλεται στη
δυνατότητα αναστολής της φωσφολιπάσης Α2.
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