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Πίνακας συντµήσεων 
 

ΣΥΝΤΜΗΣΗ ΑΓΓΛΙΚΟΣ ΟΡΟΣ ΕΛΛΗΝΙΚΟΣ ΟΡΟΣ 
ABAD Aβ-binding alcohol 

dehydrogenased 
∆εσµευόµενη στο β-αµυλοειδές 
αλκοολική αφυδρογονάση 

Aβ, 
Αβ40,  
 
Αβ42 

amyloid-β , 
amyloid-β of 40 amino-acids, 
 
amyloid-β of 42 amino-acids 
 
                     

β-αµυλοειδές (Αβ πεπτίδια) , 
β-αµυλοειδές 40 αµινοξικών 
καταλοίπων, 
β-αµυλοειδές 42 αµινοξικών 
καταλοίπων 

AD Alzheimer’s disease     Nόσος του Alzheimer (ΝΑ) 
ADAM 17 A Disintegrin And 

Metalloproteinase 17 
∆ισιντεγκρίνη και 
µεταλλοπροτεινάση 17, έχει 
λειτουργία ενδοπεπτιδάσης 

Alu (Alu) Arthrobacter luteus 

element 
Στοιχείο Alu (µεταθετό στοιχείο) 

AP Alkaline Phospatase Αλκαλική φωσφατάση 
AP-1, 
AP-4 

Activator Protein -1, 
Activator Protein -4 

Πρωτεΐνη ενεργοποιητής-1 
(µεταγραφικός παράγων), 
Πρωτεΐνη ενεργοποιητής-4 
(µεταγραφικός παράγων) 

APH-1            Anterior PHarynx-defective 1 «Πρόσθιος φάρυγγας 
ελλατωµατικός»-1 
Πρωτεΐνη-µέλος του συµπλόκου 
της γ-σεκρετάσης 

APP, 
 
APP695, 
 
 
APP751, 
 
 
APP770  

Amyloid Precursor Protein, 
 
Amyloid Precursor Protein of 
695 aminoacids,  
 
Amyloid Precursor Protein         
of 751  aminoacids, 
 
Amyloid Precursor Protein         
Of 770 aminoacids            

Πρόδροµος πρωτεΐνη του 
αµυλοειδούς, 
 Πρόδροµος πρωτεΐνη του 
αµυλοειδούς 695 αµινοξικών 
καταλοίπων, 
Πρόδροµος πρωτεΐνη του 
αµυλοειδούς 751 αµινοξικών 
καταλοίπων, 
Πρόδροµος πρωτεΐνη του 
αµυλοειδούς 770 αµινοξικών 
καταλοίπων 
   
              

APS Ammonium PerSulfate  υπερθειικό αµµώνιο                                                       



10 
 

AICD Amyloid Precursor Protein 
Itracellurar Domain 

Ενδοκυττάρια επικράτεια της 

Πρόδροµου πρωτεΐνης του β-
αµυλοειδούς 

ASK-1/  
MAP3K5    

apoptosis signal-regulatory 
kinase 

Κινάση ρύθµισης σηµάτων 
σχετιζόµενα µε απόπτωση 

BACE-1    β-site APP cleavage enzyme 1    Πρωτεάση β-θέσης της Προδρόµου 
πρωτεΐνης του αµυλοειδούς 

BAX (Bax) Bcl-2-associated X protein Πρωτείνη συνδεόµενη µε τη 
πρωτείνη Bcl2, σχηµατίζει ένα 
ετεροδιµερές λειτουργώντας προ-
αποπτωτικά  

BCL2 (Bcl2) B-cell lymphoma 2 «Λέµφωµα Β-κυττάρων 2», 
Πρωτείνη µε ρόλο ανάσχεσης της 
απόπτωσης 

bp base pairs Ζεύγη βάσεων 
BSA bovine serumalvoumin αλβουµίνη ορού βοδιού   
C- Carboxyl group/C-terminal Καρβοξυλικη 

οµάδα/καρβοξυτελικό άκρο 
Ca2+ Calcium ion Ιόν ασβεστίου 
CAT catalase καταλάση 
cDNA complementary DNA                Συµπληρωµατικό DNA 
c/EBP CCAAT/enhancer binding 

protein 
πρωτείνη ενίσχυτής πρόσδεσης 
στην αληλουχία CCAAT 

CHO Chinese Ηamster Οvary  επιθηλιακή κυτταρική σειρά που 
προέρχεται από την ωοθήκη του 
κινέζικου χάµστερ , 

CHOP/ 
GADD153 

c/EBP homology protein/ 
growth arrest and DNA 
damage-inducible protein 153 

οµόλογος µε c/EBP –πρωτείνη/ 
επαγόµενη από παύση αύξησης και 
βλάβη του DNA πρωτεΐνη 153 

CNS Central Nervous  System               Κεντρικό νευρικό σύστηµα 
COS-7 CV-1 in Origin with SV40 

genes, Cell line derived from 
the kidney of the African 
Green Monkey 

Κυτταρική σειρά ινοβλαστών 
πιθήκου-όµοιοι µε ανθρώπου 

CTF99/ C99                                                                  Carboxyl-Τerminal Fragment 
99 

Καρβοξυτελικό άκρο 99 
αµινοξικών καταλοίπων της 
Προδρόµου πρωτεΐνης του 
αµυλοειδούς - προϊόν δράσης της γ-
σεκρετάσης 

CTF83/ C83 Carboxyl-terminal fragment 
83 

Καρβοξυτελικό άκρο 83 αµινοξικών 
καταλοίπων της Προδρόµου 
πρωτεΐνης του αµυλοειδούς 

CVD CardioVascular Diseases Καρδιαγγειακές παθήσεις 
CypD cyclophin D Κυκλοφίνη D 
DEPC-H2O Diethyl pyrocarbonate /diethyl 

dicarbonate (IUPAC name) -
∆ιαιθυλo πυροκαρβονικη 
κατεργασία του νερού που το 
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treated water καθιστά απηλλαγµένο από 
ριβονουκλεάσες 

DAG diacylglycerol  διακυλογλυκερόλη   
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle΄s 

Medium 
Θρεπτικό µέσο καλλιέργειας 

κυττάρων που αναπτύχθηκε από 
τον Harry Eagle και 
βελτιστοποιήθηκε από τον Renato 
Dulbecco 

DMSO Dimethyl sulfoxide διµεθυλοσουλφοξείδιο 
DRP1 (Drp) dynamin-related protein 1 Συνδεόµενη στη διναµίνη 

πρωτείνη-1,GTPάση που ρυθµιζει 
τη µιτοχονδριακή σχάση 

dH202 Distilled water Απεσταγµένο νερό 
dNTPs Deoxyribose Nucleoside  

Triphosphates 
Τριφωσφορικά 
δεοξυριβονουκλεοτίδια 

ECL Enhanced 
ChemiLuminescence 

ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια 

EDEM ER  degradation-enhancing  α-
mannosidase-like  protein 

Πρωτεΐνη ενίσχυσης της 
αποικοδόµησης Ε∆-όµοια µε α-
µοννοσιδάση 

EDTA EthyleneDiamineTetraacetic 
Acid 

Αιθυλενοδιαµινοτετραοξικό οξύ 

ER Endoplasmic Reticulumn Ενδοπλασµατικό δίκτυο 
ERAD Endoplasmic Reticulumn 

Associated protein 
Degradation 

κυτταρικό µονοπάτι το οποίο 
στοχεύει µη ορθά πτυχωµένες 
πρωτεΐνες του ενδοπλασµικού 
δικτύου για ουβικιτινίωση και 
µετέπειτα αποδόµηση από το 
πρωτεάσωµα 

ERK Extracellular signal-Regulated 
Kinase         

Ρυθµιζόµενη από εξωκυττάρια 
σήµατα πρωτεϊνική κινάση 

ERO1     ER Oxidoreductin 1 οξειδάση 1 του Ε∆ 
FBS Fetal Bovine Serum Ορός εµβρύου βοός 
FIS1(Fis1) Mitochondrial fission 1 protein Πρωτεΐνη σχάσης µιτοχονδρίου 1 
GSH Glutathione γλουταθειόνη 
GTP Guanosine TriPhosphate τριφωσφορική γουανοσίνη 
HCL hydrogen chloride Υδροχλωρικό οξύ 
H9c2 Cell line , origin embryonic rat 

Heart/myocardium  
Κυτταρική σειρά, µυοβλάστες 
καρδιάς αρουραίο 

HD   Huntington’s Disease                                            νόσος του Huntington 
HIF Hypoxia-Inducible Factor Παράγοντας - επαγόµενος από 

υποξία 
H2O2 Hydrogen peroxide Yπεροξείδιο του υδρογόνου 
HRE Hypoxia-Responsive Element Αποκρινόµενο-στην-υποξία 

στοιχείο 
HRP Horse raddish peroxidase Y[εροξειδάση του άγριου ραπανιού 
HPRT Hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransferase 
φωσφοριβοσυλτρανσφεράση 

υποξανθινης-γουανινης 
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IL-1β Interleukin 1 beta Ιντερλευκίνη 1-β 
IP3 Inositol trisphosphate / inositol 

1,4,5-trisphosphate/ 
triphosphoinosito 

Τριφωσφορική ινοσιτόλη 

IRE1/ IREN 1  inositol-requiring ER-to-
nucleus signal kinase 1 

κινάση σερίνης/θρεονίνης µε 
ενεργότητα ενδονουκλεάσης, 
απαιτούσα ινοσιτόλη κινάση 
µεταγωγής σήµατος από Ε∆ στον 
πυρήνα 

JNK c-JUN N-terminal Kinase  κινάσες µέλη των MAP κινασών, 
φωσφορυλιώνουν το µεταγραφικό 
παράγοντα c-Jun εντός της 
αµινοτελικής περιοχής του 

kb kilobases Κιλοβάσεις (103 βάσεις) 
kD(kDa) kiloDaltons κιλοΝτάλτονς(103Ντάλτονς) 
KPI                                 Kunitz protease inhibitor 

 
 αναστολέας πρωτεασών τύπου  
Kunitz     

LEs, 
 ΕΕs,  
REs     

Late endosomes 
early endosomes, 
recycling endosomes 

Πρώιµα ενδοσώµατα,  
Όψιµα ενδοσώµατα, 
ενδοσώµατα ανακύκλωσης 

MAPK Mitogen-Activated Protein 
kinase 

Ενεργοποιούµενη από µιτογόνα 
πρωτεινική κινάση 

MAP Microtubule-Associated 
Protein  

Συνδεόµενη µε µικροσωληνίσκους 
πρωτεΐνη 

ΜΕΚ/MKK MAPK Kinase Κινάση των MAP κινασών 
mg milligram  Χιλιοστό του γραµµαρίου 
mΜ milli Molarity Χιλιοστοµοριακότητα  
M-MLV RT  Moloney murine Leukemia 

Virus reverse transcriptase 
Αντίστροφη µεταγραφάση που 
αποµονώνεται από ιό της 
λευχαιµίας ποντικού Moloney 

ml milli little Χιλιοστό του λίτρου 
miR-101, 
miR-153 

microRNA-101, 
microRNA-153 

µικρα (20-24 νουκλεοτιδίων) µη-
κωδικοποούντα µόρια 
ριβοσυλονουκλεοτιδικού οξέος που 
εµπλέκονται στη µετα-µεταγραφική 
ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης 
σε πολυκύτταρους οργανισµούς  

mRNA messenger RNA         Αγγελιαφόρο ριβονουκλεοτιδικό 
οξύ 

NAC N-Acetyl Cysteine Ν-ακετυλο κυστεϊνη         
NcT NicasΤrin Νικαστρίνη ,πρωτείνη του 

συµπλόκου της γ-σεκρετάσης 
NH2-/N- Amine group/N-terminal Αµινοµάδα/αµινοτελικό άκρο 
·O2- Superoxide anion ανιόν του υπεροξειδίου 
·ΟΗ hydroxyl  radical ρίζα υδροξυλίου 
OX-2  Orexin receptor-2 Υποδοχέας ορεξίνης-2 ,ανήκει στην 

υπεροικογένεια των 
ανοσοσφαιρινών 
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p3 peptide 3  
 

πεπτίδιο 3 

PARP Poly(ADP-Ribose) polymerase Πολυ (ADP-ριβόζη) πολυµεράση  
PBS Phosphate Buffer Saline Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών 

αλάτων  
PCR Polymerase Chain Reaction αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 
PD+ 
 

PD plus Προσθήκη αναστολέα PD98056 

PDI  Protein  Disulfide  Isomerase  ισοµεράση πρωτεϊνικών 
δισουλφιδίων 

PERK PKR-like ER Kinase οι πρωτεΐνες αισθητήρες του Ε∆ 
PI3K Phosphatidylinositol-3-kinase Κινάση της φωσφατιδιλινοσιτόλης3 
PKC Protein Kinase C πρωτεϊνική κινάσης C 
PLC-γ               PhosphoLipase C-γ ΦωσφολιπάσηC-ισοµορφή γ 
PMA 4β-phorbol 12-myristate 13-

acetate 
4β-φορβολο-12-µυριστικός 13-
οξικό εστέρας 

PS-1, 
PS-2 

PreSenilin-1, 
PreSenilin-2 

 πρεσενιλίνη 1-καταλυτική 
υποµονάδα της γ-σεκρετάσης, 
PreSenilin-2 

QBI-HEK 
293 Α 

Human Embryonic Kindey κυτταρική  σειρά που προέρχεται 
ανθρώπινα εµβρυϊκά νεφρικά 
κύτταρα  

Ras (RAS) Rat sarcoma «Σάρκωµα αρουραίου»-Οικογένεια 
πρωτεϊνών σηµατοδότησης  

Raf (RAF) Rapidly accelerated 
fibrosarcoma 

«Ταχείας εξέλιξης ινοσάρκωµα», 
οικογένεια πρωτεϊνών µε 
ενεργότητα κινάσης σερίνης-
θρεονίνης 

rRNA ribosomal RiboNucleic Acid ριβονουκλεοτιδικό οξύ των  
ριβοσωµάτων 

SB+ SB plus Προσθήκη αναστολέα SΒ203580 
SP Senile Plaques «γεροντικές»/αµυλοειδείς πλάκες 
SP+ SP plus Προσθήκη αναστολέα SP600125 

 
S1P, 
S2P 

Site1Protease, 
Site2Protease 

Πρωτεάση θέσης 1, 
 πρωτεάση θέσης 2 

ROS Reactive Oxygen Species δραστικές µορφές οξυγόνου 

RSS  RNA Storage Solution διαλύµα συντήρησης RNA 
RT-PCR Reverse transcription -

polymerase chain reaction 
Αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυµεράσης αντίστροφης 
µεταγραφής 

S1 / MBTPS1 Site-1 protease /Membrane-
bound transcription factor  

Πρωτεάση θέσης-1 /παράγονταs 
µεταγραφής 
µεµβρανοσυνοσυνδεόµενος- θέσης-
1 

sAPPα, 
 

soluble  Amyloid Precursor 
Protein  α,   

διαλυτό θραύσµα της προδρόµου 
πρωτεΐνης του αµυλοειδούς µετά τη 
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sAPPβ                                                           

     
soluble  Amyloid Precursor 
Protein  β 

πέψη της α-σεκρετάσης, 
διαλυτό θραύσµα της Προδρόµου 
πρωτεΐνης του αµυλοειδούς µετά τη 
πέψη της β-σεκρετάσης 
 

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate- 

PolyAcrylamide Gel 
Electrophoresis 

 πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 
παρουσία του αποδιατακτικού 
παράγοντα, δωδεκυλοθειικό νάτριο 

SOD Superoxide Dismutase  
                                    

Υπεροξειδική δισµουτάση 

solAPPtrunsc/ 
sAPPf 

Soluble APP truncated/ 
Soluble APP full length 

∆ιαλυτή εκκρινόµενη Πρόδροµος 
πρωτεΐνη του αµυλοειδούς 

Taq 
polymerase 

Thermus aquaticus 

polymerase 
Τακ πολυµεράση (από το 
θερµοφιλικό βακτήριο Thermus 

aquaticus) 
TBE Tris-Borate- 

Ethylenediaminetetraacetic 
acid 
 

Ρυθµιστικό διαλυµα  Tris /HCl, 
βορικό οξύ και προσθήκη 
Αιθυλενοδιαµινοτετραοξικού οξέος  
 

TBS Tris-Buffered Saline Ρυθµιστικό διάλυµα αλάτων 

(pΚa=8,06 στους 25 ° C) 
TBS-T Tris-Buffered Saline with 

Tween 20 
Ρυθµιστικό διάλυµα αλάτων µε 
προσθήκη του απορρυπαντικού 

Tween 20(pΚa= 8,06 στους 25 ° C) 
TEMED TetraMethylethylEneDiamin τετραµεθυλοαιθυλενοδιαµίνη 
TGN Trans-Golgi Network                                                       σύµπλεγµα trans-Golgi 
TNF-α Tumor necrosis factor-alpha Παράγοντας νέκρωσης όγκου-α 
TRI Trizol Τράιζολ- φαινόλη θειοκυανικού - 
TSS transcription start site                               θέση έναρξης µετάγραφής 
UPR Unfolded Protein Response Απόκριση σε µη ορθά πτυχωµένες 

πρωτεΐνες 
V Volt Βολτ-µονάδα µέτρησης ηλεκτρικής 

τάσης 

XBP-1       X-box Binding Protein-1 Προσδένουσα στην αλληλουχία 
“Χ-box” πρωτείνη-1,παράγοντας 
µεταγραφής που ρυθµίζει την 
έκφραση των γονιδίων σηµαντικών 
για την ορθή λειτουργία  του 
ανοσοποιητικού σύστηµατος και 
την  απόκριση στο κυτταρικό στρες 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  
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      1.1. Η  ΠΡΟ∆ΡΟΜΟΣ ΠΡΩΤΕ̇Ι̇ΝΗ ΤΟΥ ΑΜΥΛΟΕΙ∆ΟΥΣ    

            1.1. Ιστορική ανασκόπηση 

 
Η Πρόδροµος πρωτεΐνη του αµυλοειδούς (Amyloid Precursor Protein, APP) 

ανακαλύφθηκε το 1987 από διαφορετικές οµάδες επιστηµόνων [1-3] και έκτοτε έχει 

µελετηθεί εκτενώς για το ρόλο της κυρίως στη νόσο του Alzheimer (ΝΑ) [4] - ένα 

νευροεκφυλιστικό νόσηµα µε σηµαντικές επιπτώσεις στις νοητικές ικανότητες του 

ατόµου. Έως και σήµερα ο φυσιολογικός ρόλος της APP δεν είναι πλήρως 

διευκρινισµένος. Η αινιγµατική της λειτουργία επισηµαίνεται από το γεγονός ότι 

παρόλο που πρόκειται για µια διαµεµβρανική πρωτεΐνη 770 αµινοξέων, το όνοµα της 

προέρχεται από τα αµινοξικά κατάλοιπα 39-43, που συνιστούν το λειτουργικό β-

αµυλοειδές (Αβ) και προκύπτουν από πρωτεόλυση της πρόδροµης πρωτεΐνης APP. 

Το συγκεκριµένο πεπτίδιο συναντάται υπό µορφή χαρακτηριστικών εξωκυττάριων 

σχηµατισµών στους εγκεφάλους ατόµων που πάσχουν από τη νόσο του Alzheimer. 

Στη βιβλιογραφία, αυτοί οι σχηµατισµοί συναντώνται µε τον όρο «αµυλοειδικές ή 

γεροντικές πλάκες», καθώς τα περιστατικά διάγνωσης ΝΑ αυξάνονται στα άτοµα 

ηλικίας 65 ετών και άνω [5]. 

           1.1.2. Το γονίδιο της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς 
 

Στον άνθρωπο, η APP κωδικοποιείται από το γονίδιο APP, µήκους 240 kb. Το 

γονίδιο APP εδράζεται στο χρωµόσωµα 21 (21q21.3) και εµπεριέχει 18 εξώνια 

(Εικόνα 1.1).  

Εικόνα 1.1 ∆οµή του γονιδίου APP . Προσαρµογή και τροποποίηση από [4]. 

 Αν και οι µηχανισµοί που ελέγχουν την έκφραση του APP γονιδίου 

παραµένουν ασαφείς, η ανάλυση της αλληλουχίας του υποκινητή APP υποδηλώνει 
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ότι το γονίδιο ανήκει στην κατηγορία των ιδιοστατικών γονιδίων (housekeeping 

genes). Ο υποκινητής του στερείται τυπικών συναινετικών αλληλουχιών ΤΑΤΑ και 

CAAT, αλλά έχει υψηλή περιεκτικότητα σε GC και η έναρξη της µεταγραφής του 

γονιδίου ρυθµίζεται από ένα ισχυρό στοιχείο εκκινητή (INR) γύρω από την κύρια 

θέση έναρξης της µεταγραφής (transcription start site -TSS) +1 [6]. Επιπλέον, ο 

υποκινητής περιέχει αλληλουχίες για την πρόσδεση ενός µεγάλου αριθµού 

µεταγραφικών παραγόντων συµπεριλαµβανοµένων των περιοχών SP-1, ΑΡ-1 και ΑΡ-

4, ενός στοιχείου θερµικού σοκ και δύο επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες τύπου-Alu 

[7,8]. Η παρουσία των περιοχών SP-1, ΑΡ-1 και ΑΡ-4 στον υποκινητή ΑΡΡ, οι οποίες 

ρυθµίζουν την έκφραση πρωτεϊνών που σχετίζονται µε τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό, τη µίτωση όπως επίσης και την κυτταρική διαφοροποίηση, 

υποδηλώνει ότι η APP έχει λειτουργία/ες που σχετίζονται µε την ανάπτυξη ή 

ωρίµανση των κυττάρων. 

Παρανοηµατικές µεταλλάξεις στο γονίδιο ΑΡΡ ευθύνονται για την πρώιµη 

εκδήλωση της νόσου του Alzheimer αλλά και ο διπλασιασµός του ΑΡΡ στις 

περιπτώσεις τρισωµίας 21 οδηγεί σε αυξηµένα επίπεδα του Αβ πεπτιδίου και σε 

πρώιµη συσσώρευση του σε αµυλοειδικές πλάκες στον εγκέφαλο, µια διαδικασία που 

στα άτοµα µε σύνδροµο Down ξεκινάει από τα 40 κιόλας έτη [9]. Ωστόσο, λίγα είναι 

γνωστά για τις επιπτώσεις πολυµορφισµών στις ρυθµιστικές ακολουθίες του γονιδίου 

που προδιαθέτουν στην εκδήλωση της νόσου [10].  

 

           1.1.3. Η Πρόδροµος πρωτεΐνη του αµυλοειδούς 
 

 H APP ανήκει εξελικτικά και δοµικά σε µια συντηρηµένη υπεροικογένεια 

διαµεβρανικών πρωτεϊνών, µε ένα µικρό, ενδοκυτταρικό, καρβοξυτελικό άκρο και 

ένα µεγάλο, εξωκυττάριο, αµινοτελικό άκρο. Το µικρό καρβοξυτελικό άκρο δεν 

διαθέτει προφανή οµολογία µε άλλους τύπους πρωτεϊνών αλλά είναι υψηλά 

συντηρηµένο στα µελή της οικογενείας APP και χρησιµεύει ως περιοχή για 

πολυάριθµες λειτουργικές αλληλεπιδράσεις (συζητούνται παρακάτω). Το αµινοτελικό 

άκρο είναι λιγότερο συντηρηµένο µεταξύ των µελών της οικογένειας APP και µπορεί 

να περιλαµβάνει επικράτειες µε µεγάλη ποικιλία λειτουργιών [11]. Η APP 

εκφράζεται σε µια ποικιλία ιστών [12] και οργάνων. Συγκεκριµένα, αναλύσεις κατά 



18 
 

Northern έχουν αποδείξει ότι το ενδογενές mRNA της ΑΡΡ εκφράζεται σε υψηλότερα 

ποσοστά στα νευρικά κύτταρα του ΚΝΣ, στους νεφρούς και τους πνεύµονες, και 

λιγότερο στη καρδιά και το ήπαρ (Εικόνα 1.2). Η έκφραση της επάγεται από 

διαφορετικούς παράγοντες, όπως οι αυξητικές ορµόνες και οι κυτοκίνες [6] 

(συζητούνται παρακάτω).  

 Πρωτεΐνες APP έχουν εντοπιστεί σε διαφορετικούς οργανισµούς (από τον 

οργανισµό µοντέλο, νηµατώδη σκώληκα Caenorhabditis elegans, έως και τον 

άνθρωπο). Ωστόσο, δεν έχουν παρατηρηθεί µέλη της οικογένειας ΑΡΡ σε 

προκαρυωτικούς οργανισµούς, φυτά και ζύµες. Με αυτή την έννοια, η εµφάνιση και 

η πορεία εξέλιξης της οικογένειας των πρωτεϊνών APP φαίνεται να συµπίπτει µε την 

εξέλιξη του νευρικού συστήµατος [13], αλλά επίσης συµπίπτει και µε άλλα γεγονότα, 

όπως την εµφάνιση των υποδοχέων των λιποπρωτεϊνών [14]. Στα θηλαστικά η 

οικογένεια ΑΡΡ αποτελείται από την ίδια την ΑΡΡ και τις όµοιες µε την  APP- (ΑΡΡ-

like)-πρωτεΐνες (ΑPLP1 και APLP2) (Εικόνα 1.2). Στη Drosophila melanogaster και 

στο C.elegans, οι οµόλογες APP πρωτεΐνες έχουν ονοµαστεί APPL και APL-1, 

αντίστοιχα. Αξιοσηµείωτο είναι ακόµη το γεγονός ότι, αν και η οικογένεια 

αποτελείται από διαµεµβρανικές πρωτεΐνες µε παρόµοια δοµή και µεµβρανικό 

εντοπισµό, τα πεπτίδια Αβ µπορούν να προκύψουν αποκλειστικά και µόνο από την 

πρωτεΐνη ΑΡΡ.  

 

 

Εικόνα 1.2 Σχηµατική αναπαράσταση της ιστοειδικής έκφρασης των ισοµορφών της APP και όµοιων µε 

ΑΡΡ-πρωτεϊνών (ΑPLP1 και APLP2) στον άνθρωπο. Προσαρµογή και τροποποίηση από [12]. 

 

 Οι λειτουργίες της APP µπορούν να γίνουν πολύ καλύτερα αντιληπτές στο 

επίπεδο του ιστού, παρά στο κυτταρικό και ενδοκυτταρικό επίπεδο [14]. Αρχικά, η 
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APP θεωρείτο ότι έχει λειτουργία υποδοχέα λόγω της ιδιόµορφης δοµής της και της 

διαµεµβρανικής της τοπολογίας [1], στην πραγµατικότητα, είναι µία µεγάλη 

διαµεµβρανική πρωτεΐνη που υπό φυσιολογικές συνθήκες παίζει σηµαντικό ρόλο 

στην νευρική ανάπτυξη και επιδιόρθωση, καθώς και στην διακυτταρική επικοινωνία 

στον εγκέφαλο, µε βασικούς άξονες λειτουργίας την κυτταρική προσκόλληση και την 

κυτταρική σηµατοδότηση [15]. Πιστεύεται επίσης ότι εµπλέκεται στην ανάπτυξη των 

νευρικών βλαστικών κυττάρων, την επιβίωση των νευρώνων, την έκφυση των 

νευρικών απολήξεων και την αποκατάσταση των νευρώνων. Τα διαθέσιµα στοιχεία 

προτείνουν ότι η APP αλληλεπιδρά τόσο ενδοκυτταρικά όσο και εξωκυτταρικά για να 

ρυθµίσει ποικίλους µηχανισµούς σηµατοδότησης [12]. Πιο συγκεκριµένα, η 

φυσιολογική λειτουργία της APP συνδέεται άµεσα µε την κυτταρική προσκόλληση 

των νευρώνων στον εγκέφαλο, ρυθµίζοντας µε αυτό τον τρόπο τον πολλαπλασιασµό 

των νευρικών κυττάρων και την µορφογένεση του νευρικού ιστού του εγκεφάλου. 

Έχει αποδειχθεί ότι, η δραστικότητα προσκόλλησης της ΑΡΡ σε µεταναστευτικά 

κύτταρα συνοδεύεται από νευριτογόνο δραστηριότητα σε στατικούς, ανώριµους 

νευρώνες τόσο in vitro όσο και in vivo [16]. Εκτός όµως από αυτή τη ρυθµιστική 

λειτουργία, η APP είναι επίσης σηµαντική για το επόµενο στάδιο της νευρωνικής 

µορφογένεσης, το σχηµατισµό λειτουργικών συνάψεων µεταξύ των νευρώνων. 

Πρόσφατες µελέτες βασισµένες σε in vivo πειραµατικά µοντέλα έχουν δείξει ότι όλα 

τα µέλη της APP οικογένειας είναι σηµαντικά για το σχηµατισµό, τη διατήρηση και 

την πλαστικότητα των συνάψεων του Κεντρικού και του Περιφερικού Νευρικού 

Συστήµατος. Από την άλλη πλευρά, in vιtro µελέτες έχουν επικεντρωθεί στη σηµασία 

της ΑΡΡ για τη µορφολογική και ηλεκτροφυσιολογική ωριµότητα συγκεκριµένων 

συνάψεων [17]. 

  Κατά τη γήρανση, µία κατεστραµµένη µορφή της πρωτεΐνης µπορεί να 

καταστρέψει τα νευρικά κύτταρα, οδηγώντας στη νόσο του Alzheimer (NA). Η 

αλλοίωση ή η αποτυχία της συναπτικής διαβίβασης είναι αυτή που προκαλεί την 

απώλεια της γνωστικής ικανότητας στη ΝΑ. Αυτό ενισχύει την άποψη που 

υποστηρίζει ότι η γνωστική δυσλειτουργία στη νόσο οφείλεται όχι µόνο στην ύπαρξη 

των Αβ πεπτιδίων αλλά και στην διατάραξη των φυσιολογικών λειτουργιών των 

ΑΡΡ/APLP ολοπρωτεϊνών ή πρωτεολυτικών θραυσµάτων τους [18].  
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           1.1.4.  Ισοµορφές της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς 
 

 Κατά τη διάρκεια της µεταγραφής, το εναλλακτικό µάτισµα του mRNA του 

γονιδίου APP µπορεί να οδηγήσει σε ισοµορφές της APP (Εικόνα 1.3). Οι µεγάλες 

ισοµορφές της APP έχουν 770, 751 ή 695 αµινοξικά κατάλοιπα. Οι ισοµορφές ΑΡΡ751 

και ΑΡΡ695 είναι αποτέλεσµα της συνένωσης από τα εξώνια 7 και/ή 8. Μερικές 

λιγότερο κοινές παραλλαγές µατίσµατος έχουν επίσης αναφερθεί, όπως L-ΑΡΡ, η 

οποία στερείται το εξώνιο 15 [19] και η ισοµορφή APP639, η οποία στερείται των 

εξώνιων 2, 7 και 8 [20]. 

 

Εικόνα 1.3 ∆οµή των APP mRNA. Εναλλακτικό µάτισµα του APP mRNA στα εξώνια 7,8 (σκούρο γκρι) µπορεί 
να οδηγήσει στην έκφραση των ισοµορφών APP695, APP751 και APP770. Τα εξώνια 2 και 15 (ανοιχτό γκρι) 
µατίζονται στις ισοµορφές APP639 και L-ΑΡΡ, αντίστοιχα. Προσαρµογή και τροποποίηση από [4]. 

 

Οι τρεις κύριες ισοµορφές της APP (ΑΡΡ695 , η ΑΡΡ751 και η ΑΡΡ770) έχουν 

µια µεγάλη εξωκυττάρια περιοχή µε πολλαπλές περιοχές πρόσδεσης, µια µικρή 

διαµεµβρανική περιοχή και µια ακόµη µικρότερη ενδοκυτταρική περιοχή, η οποία 

διαθέτει περιοχές πρόσδεσης για πολλές πρωτεΐνες που εµπλέκονται στην κυτταρική 

σηµατοδότηση. Συγκρίνοντας τις ισοµορφές µεταξύ τους (Εικόνα 1.4) [21], 

διαπιστώνεται ότι η ΑΡΡ770 περιέχει µια επικράτεια µε δράση αναστολέα πρωτεασών 

τύπου Kunitz (ΚΡΙ επικράτεια) καθώς και µια επικράτεια ΟΧ-2 µεγέθους 19 

αµινοξέων. Στην APP695 δεν εντοπίζονται οι επικράτειες KPI και 0X-2, ενώ στην 

APP751 δεν συναντάται η επικράτεια ΟΧ-2. Στον εγκέφαλο εκφράζεται κυρίως η 

ισοµορφή APP695, και µάλιστα στους νευρώνες σε υψηλά ποσοστά σε σχέση µε τις 

άλλες δύο ισοµορφές. Στον άνθρωπο, στην περιοχή του φλοιού η αναλογία των 



 

mRNAs είναι περίπου η ακόλουθη: 

παρατηρούνται διακυµάνσεις ανά περιοχή

Εικόνα 1.4 Σχηµατική αναπαράσταση των διαφορετικών 
επικράτειες των πρωτεϊνών αυτών. 

 

Οι ισοµορφές της APP φαίνεται να έχουν διαφορική έκφραση κατά τη 

διάρκεια της ωρίµανσης του εγκεφάλου. Τόσο το χρονικό και το ιστοειδικό πρότυπο 

έκφρασης, όσο και η µετα

να ρυθµίζονται από ποικίλους παράγοντες συµπεριλαµβανοµένων ορµονών, 

αναπτυξιακών παραγόντων και ιντερλευκινών

γονιδίου APP περιέχει συναινετι

αναγνωρίζονται από το µεταγραφικό παράγοντα SP1 (Specificity Protein

Πρόσφατα ανακαλύφθηκαν µόρια microRNA, που συνιστούν µικρά, µη 

κωδικοποιούντα RNA που αλληλεπιδρώντας µε το mRNA

καταστολή της µετάφρασης ή αποσταθεροποίηση του µεταγράφου

αυτά φαίνεται να εµπλέκονται στην ρύθµιση της έκφρασης της APP και 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην εκφύλιση των νευρώνων. Πιο συγκεκριµένα, 

τα miR-101 και miR-153 φάνηκε να καταστέλλουν την

ανθρώπινες κυτταρικές σειρές, επισηµαίνοντας τη σχέση τους µε την παθολογία των 

νευροεκφυλιστικών νοσηµάτων

Η επεξεργασία των 

διέπεται από µηχανισµούς παρόµοιους µε αυτούς που λαµβά

κύτταρα για την παράγωγη των Αβ πεπτιδίων και των διαλυτών µορφών της ΑΡΡ

[28]. Για το λόγο αυτό, τα κύτταρα του αιµοποιητικού συστήµατος µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν ως µοντέλο για τη µελέτη της APP

είναι περίπου η ακόλουθη: APP770/APP751/APP695 = 1:10:20, παρόλο που 

παρατηρούνται διακυµάνσεις ανά περιοχή [22].  

Σχηµατική αναπαράσταση των διαφορετικών APP ισοµορφών µε έµφαση στις διαφορετικές 
επικράτειες των πρωτεϊνών αυτών. Προσαρµογή και τροποποίηση από [21]. 

Οι ισοµορφές της APP φαίνεται να έχουν διαφορική έκφραση κατά τη 

διάρκεια της ωρίµανσης του εγκεφάλου. Τόσο το χρονικό και το ιστοειδικό πρότυπο 

έκφρασης, όσο και η µετα-µεταφραστική επεξεργασία (processing) της APP

να ρυθµίζονται από ποικίλους παράγοντες συµπεριλαµβανοµένων ορµονών, 

αναπτυξιακών παραγόντων και ιντερλευκινών [23,24]. Η ρυθµιστική περιοχή του 

περιέχει συναινετικές αλληλουχίες (consensus sites) που 

αναγνωρίζονται από το µεταγραφικό παράγοντα SP1 (Specificity Protein

Πρόσφατα ανακαλύφθηκαν µόρια microRNA, που συνιστούν µικρά, µη 

κωδικοποιούντα RNA που αλληλεπιδρώντας µε το mRNA-στόχο οδηγούν σε 

της µετάφρασης ή αποσταθεροποίηση του µεταγράφου [26]

αυτά φαίνεται να εµπλέκονται στην ρύθµιση της έκφρασης της APP και 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην εκφύλιση των νευρώνων. Πιο συγκεκριµένα, 

153 φάνηκε να καταστέλλουν την έκφραση της APP

ανθρώπινες κυτταρικές σειρές, επισηµαίνοντας τη σχέση τους µε την παθολογία των 

νευροεκφυλιστικών νοσηµάτων [27]. 

Η επεξεργασία των APP ισοµορφών των αιµοπεταλίων και λευκοκυττάρων 

µηχανισµούς παρόµοιους µε αυτούς που λαµβάνουν χώρα στα 

κύτταρα για την παράγωγη των Αβ πεπτιδίων και των διαλυτών µορφών της ΑΡΡ

. Για το λόγο αυτό, τα κύτταρα του αιµοποιητικού συστήµατος µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν ως µοντέλο για τη µελέτη της APP στον εγκέφαλο. Πιο 
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= 1:10:20, παρόλο που 

 

ισοµορφών µε έµφαση στις διαφορετικές 

Οι ισοµορφές της APP φαίνεται να έχουν διαφορική έκφραση κατά τη 

διάρκεια της ωρίµανσης του εγκεφάλου. Τόσο το χρονικό και το ιστοειδικό πρότυπο 

µεταφραστική επεξεργασία (processing) της APP φαίνεται 

να ρυθµίζονται από ποικίλους παράγοντες συµπεριλαµβανοµένων ορµονών, 

. Η ρυθµιστική περιοχή του 

(consensus sites) που 

αναγνωρίζονται από το µεταγραφικό παράγοντα SP1 (Specificity Protein-1) [25]. 

Πρόσφατα ανακαλύφθηκαν µόρια microRNA, που συνιστούν µικρά, µη 

στόχο οδηγούν σε 

[26]. Τα µόρια 

αυτά φαίνεται να εµπλέκονται στην ρύθµιση της έκφρασης της APP και 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην εκφύλιση των νευρώνων. Πιο συγκεκριµένα, 

έκφραση της APP σε 

ανθρώπινες κυτταρικές σειρές, επισηµαίνοντας τη σχέση τους µε την παθολογία των 

των αιµοπεταλίων και λευκοκυττάρων 

νουν χώρα στα νευρικά 

κύτταρα για την παράγωγη των Αβ πεπτιδίων και των διαλυτών µορφών της ΑΡΡ 

. Για το λόγο αυτό, τα κύτταρα του αιµοποιητικού συστήµατος µπορούν να 

στον εγκέφαλο. Πιο 
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συγκεκριµένα, κατά τη µετάβαση από την κανονική προς την ήπια γνωστική 

εξασθένηση στη ΝΑ, έχει επανειληµµένα παρατηρηθεί µια µικρή αλλά στατιστικά 

σηµαντική µετατόπιση στην αναλογία των ισοµορφών της APP στα αιµοπετάλια, από 

τις µεγαλύτερες στις µικρότερες ισοµορφές. Η αναλογία αυτή έχει προταθεί για τη 

χρήση της ως βιοδείκτης στη διάγνωση και πρόγνωση της νόσου [29]. 

 Επιπρόσθετα, ο µη φυσιολογικός µεταβολισµός της APP στο πάγκρεας 

συνδέεται µε τo διαβήτη τύπου ΙΙ και επιδηµιολογικά δεδοµένα προτείνουν µια σχέση 

µεταξύ του διαβήτη και της ΝΑ, που µάλιστα αναφέρεται στη σύγχρονη 

βιβλιογραφία σαν διαβήτης τύπου ΙΙΙ [30].  

 Παρόλο που η APP στα διαφορετικά είδη χαρακτηρίζεται από µια σχετικά 

καλά συντηρηµένη αµινοξική αλληλουχία, στα τρωκτικά εµφανίζεται διαφοροποίηση 

κατά τρία αµινοξέα (η αργινίνη 5 υποκαθίσταται από γλυκίνη, η τυροσίνη 10 

υποκαθίσταται από φαινυλαλανίνη και ιστιδίνη 13 υποκαθίσταται από αργινίνη). Οι 

υποκαταστάσεις αυτές, καθιστούν τα τρωκτικά λιγότερο επιρρεπή στο σχηµατισµό 

ολιγοµερών Aβ. Πρόσφατα, δείχθηκε ο σηµαντικός ρόλος του αµινοξέος της 

ιστιδίνης 13 στην πρόσδεση ιόντων ψευδαργύρου (Zn2+), λειτουργία απαραίτητη για 

την έναρξη του σχηµατισµού ινιδίων β-αµυλοειδούς [31]. Εξαιτίας της διαφοράς 

αυτής στη δοµή του Αβ πεπτιδίου στα τρωκτικά, τα πειραµατικά µοντέλα της ΝΑ 

απαιτούν υπερέκφραση της ανθρώπινης APP πρωτεΐνης ή/και άλλων πρωτεϊνών που 

εµπλέκονται στην παθολογία της νόσου του Alzheimer στον άνθρωπο. Το γεγονός 

αυτό επιφέρει µερικούς περιορισµούς στην εξαγωγή ορθών συµπερασµάτων από τη 

χρήση ποντικών και αρουραίων για τη πλήρη κατανόηση της παθολογίας της νόσου 

στον άνθρωπο [32]. 
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           1.1.5. Η επεξεργασία της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς 
 

Η APP συντίθεται στα πολυσώµατα και υπόκειται σε Ν-γλυκοζυλίωση στο 

ενδοπλασµατικό δίκτυο (Ε∆) (Εικόνα 1.5). Από τη στιγµή που γλυκοζυλιώνεται η 

APP µεταφέρεται στο σύµπλεγµα Golgi. Το σύµπλεγµα Golgi, είναι το δεύτερο 

σηµαντικό σηµείο µετά-µεταφραστικών τροποποιήσεων της APP, 

συµπεριλαµβανοµένων Ο- και Ν- γλυκοζυλιώσεων και φωσφορυλιώσεων [33]. 

Μεγάλο µέρος της ώριµης APP αποθηκεύεται στο σύµπλεγµα Golgi και στο 

σύµπλεγµα trans-Golgi (TGN), ενώ περίπου το 10% µεταφέρεται µέσω κινεσινών στα 

TGN κυστίδια στους δενδρίτες και τους άξονες [34]. 

Το Αβ πεπτίδιο προκύπτει από διαδοχικές πρωτεολυτικές διασπάσεις της 

Πρόδροµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς. Το µόριο Αβ είναι υδρόφοβο, περιέχει 39 

έως 43 αµινοξικά κατάλοιπα και περιλαµβάνει τα 28 αµινοξέα που εντοπίζονται έξω 

ακριβώς από την κυτταροπλασµατική µεµβράνη συν τα πρώτα 12 µε 14 [35].  
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Εικόνα 1.5 ∆ιακίνηση και επεξεργασία της APP. Η APP συντίθεται στο Ε∆ (α) και µεταφέρεται µέσω του 
συµπλέγµατος trans-Golgi (TGN) (β) προς τη πλασµατική µεµβράνη [ΠΜ] (γ) ή τα ενδοσώµατα (δ). H πλήρους 
µήκους ΑΡΡ µπορεί να ενδοκυττωθεί από την ΠΜ (1) ή να διασπαστεί από την α-σεκρετάση (2) για να 
απελευθερωθεί ένα διαλυτό θραύσµα- sAPPα - στον εξωκυττάριο χώρο και να παραχθεί ένα θραύσµα 83 
αµινοξέων - C83 – που θα ενδοκυττωθεί. Στα πρώιµα ενδοσώµατα (ΠΕ), η πλήρους µήκους ΑΡΡ κόβεται από τη 
β-σεκρετάση για την παραγωγή ενός θραύσµατος 99 αµινοξέων - C99- και του διαλυτού θραύσµατος sΑΡΡβ (3). 
H πλήρους µήκους ΑΡΡ και το διαλυτό θραύσµα που δηµιουργήθηκαν στα ενδοσώµατα, µπορούν να 
ανακυκλωθούν στη πλασµατική µεµβράνη µέσω των ενδοσωµάτων ανακύκλωσης (ΕΑ) (4) ή µπορούν να 
µεταφερθούν στα όψιµα ενδοσώµατα (ΟΕ) (5). Από τα όψιµα ενδοσώµατα αυτά τα θραύσµατα µπορούν στη 
συνέχεια να µεταφερθούν στο trans Golgi σύµπλεγµα (6), να οδηγηθούν προς εξωκύττωση (7), ή να οδηγηθούν 
στο λυσόσωµα για αποικοδόµηση (8). Προσαρµογή και τροποποίηση από [12]. 

 

Οι πρωτεΐνες ΑΡΡ µπορούν να υποβληθούν σε µια µεγάλη ποικιλία από 

πρωτεολυτικές διασπάσεις οι οποίες πραγµατοποιούνται από ένζυµα ή σύµπλοκα 

ενζύµων µε δράση α-, β- και γ-σεκρετάσης. Τα ένζυµα µε δράση α-σεκρετάσης 

ανήκουν στην οικογένεια των µεταλλοπρωτεασών ADAM 17 [36] και δρουν στην 

πλασµατική µεµβράνη (ΠΜ). Η δράση της β-σεκρετάσης έχει ταυτοποιηθεί στη β-

θέση του ενζύµου BACE1 (τύπου Ι µεµβρανική πρωτεΐνη που ανήκει στην οικογένεια 

των ασπαρτυλο - πρωτεασών). Η BACE1 είναι η κύρια β-σεκρετάση και µπορεί να 
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διασπάσει την APP στα πρώιµα ενδοσώµατα (early endosomes - EEs) [37], 

ενδεχοµένως, ανάλογα µε τον βαθµό οξίνισης κατά την ωρίµανση αυτών των 

οργανιδίων. Τέλος η γ-σεκρετάση εδρεύει στο ενδοπλασµατικό δίκτυο (ER), στο 

σύµπλεγµα Golgi όπως και στην επιφάνεια των κυττάρων. Η γ-σεκρετάση είναι ένα 

διαµεµβρανικό σύµπλοκο που αποτελείται από την πρεσενιλίνη 1 (PS1), την 

πρεσενιλίνη 2 (PS2), την νικαστρίνη (NcT), και το APH-1 (anterior pharynx-

defective 1) [38]. 

 

Εικόνα 1.6 ∆ιάγραµµα επεξεργασίας της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς. Η διαµεµβρανική ΑΡΡ (η 
µεµβράνη παρουσιάζεται µε γαλάζιο χρώµα) µπορεί να υποβληθεί σε επεξεργασία µέσω 2 οδών: την 
αµυλοειδογενή οδό και τη µη-αµυλοειδογενή οδό. Προσαρµογή και τροποποίηση από [39]. 

 

Η APP µπορεί να υποβληθεί σε πέψη µέσα από την κυρίαρχη µη 

αµυλοειδογενή οδό [39] (Εικόνα 1.5 και 1.6), στην οποία η α-σεκρετάση πέπτει την 

APP στα 83 αµινοξέα από το C-τελικό άκρο της APP, και παράγει µια µεµβρανική 

CTF από 83 αµινοξικά κατάλοιπα και ένα µεγάλο Ν-τελικό διαλυτό θραύσµα 

(sAPPα) που απελευθερώνεται στον εξωκυττάριο χώρο. Το CT θραύσµα στη 

συνέχεια διασπάται από τη γ-σεκρετάση µε την παραγωγή ενός θραύσµατος µικρού 

µεγέθους που ονοµάζεται p3 (Εικόνα 1.6). Στη µη-αµυλοειδογενή οδό, η διάσπαση 

α-σεκρετάσης πραγµατοποιείται στην αλληλουχία Αβ και έτσι εµποδίζεται ο 

σχηµατισµός Αβ πεπτιδίων. Αντίθετα, στην αµυλοειδογενή οδό, η πρώτη πέψη της 

ΑΡΡ πραγµατοποιείται από τη β-σεκρετάση στο 99ο αµινοξύ από το C- τελικό άκρο, 

παράγοντας το διαλυτό θραύσµα sAPP β, το οποίο απελευθερώνεται στον 

εξωκυττάριο χώρο και µια εναλλακτική CTF από 99 αµινοξέα (C99) που παραµένει 
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στη µεµβράνη. Η περαιτέρω πέψη του C99 µέσω της γ-σεκρετάσης οδηγεί στην 

απελευθέρωση του Αβ πεπτιδίου ή µίγµα Αβ πεπτιδίων µε µήκος από 39 έως και 43 

αµινοξέα. Κυρίαρχο πεπτίδιο είναι το Αβ40, ωστόσο πιο τοξικό είναι το πεπτίδιο Αβ42  

που είναι πιο ινιδογόνο και αποτελεί το κύριο συστατικό του αµυλοειδικού φορτίου 

στην νόσο του Alzheimer [40]. Με αυτόν τον τρόπο το παραγόµενο πεπτίδιο Αβ42 

µέσω της β και γ διάσπασης της πρωτεΐνης, αποτελεί - είτε µε τη µορφή διαλυτών 

ολιγοµερών είτε σαν αδιάλυτα ινίδια - το κύριο αµυλοειδές φορτίο της νόσου. Μια 

πληθώρα γενετικών παραγόντων, που είτε κληρονοµούνται µε αυτοσωµικό κυρίαρχο 

χαρακτήρα είτε εµφανίζονται σαν αλληλόµορφα γονίδια που προδιαθέτουν αλλά δεν 

προκαλούν τη νόσο από µόνα τους οδηγεί σε υψηλή παραγωγή, ελαττωµένη 

πρωτεόλυση ή ελαττωµατική εκκαθάριση του πεπτιδίου Αβ42, το οποίο τελικά οδηγεί 

µέσα από ποικίλους µοριακούς µηχανισµούς στο θάνατο του κυττάρου [41]. 

Ενδιαφέρον είναι, ότι πλήρους µήκους APP µε άθικτη την κυτταροπλασµατική 

περιοχή απεδείχθη να υπάρχει σε διαλυτή µορφή (sAPPf) [42,43], η ύπαρξη της 

οποίας επιβεβαιώθηκε πρόσφατα σε ανθρώπινο εγκεφαλονωτιαίο υγρό  [44]. 

 

 

 

 

1.2.  ΤΟ β-ΑΜΥΛΟΕΙ∆ΕΣ 

          1.2.1.  Ο όρος του αµυλοειδούς 

 
Ως αµυλοειδές περιγράφουµε την ινώδη, αδιάλυτη, κρυσταλλική πρωτεΐνη 

που εναποτίθεται σε όργανα και ιστούς. Το αµυλοειδές είναι αδιάλυτο και η 

δευτεροταγής δοµή του χαρακτηρίζεται κύρια από δοµή β-πτυχωτού φύλλου. Ο όρος 

αµυλοειδές προήλθε από µια εσφαλµένη διαπίστωση του Rudolf Virchow, ο οποίος, 

οδηγούµενος από ιστοπαθολογικές αναλύσεις, θεώρησε ότι οι χαρακτηριστικές 

ινώδεις δοµές που χρωµατίζονταν στις τεχνικές χρώσης µε βάση το ιώδιο, ήταν 

άµυλο (Εικόνα 1.7) [45]. Για µια µακρά περίοδο η επιστηµονική κοινότητα 

διαφωνούσε για το αν οι εναποθέσεις αυτές είναι λιπώδους προέλευσης ή 

συσσωµατώµατα υδατανθράκων. Εντέλει, το 1859 αποδείχθηκε ότι επρόκειτο για 

εναποθέσεις πρωτεϊνικού υλικού. Σε αντίθεση µε τις άλλες ινώδεις πρωτεΐνες, το 
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αµυλοειδές δεν έχει σαφή δοµικό, στηρικτικό ή κινητικό ρόλο, αλλά συνδέεται µε την 

παθολογία µιας οµάδας ασθενειών γνωστών ως «αµυλοειδώσεις».  

 Σαν αµυλοείδωση περιγράφεται ένα ετερογενές σύνολο διαταραχών που 

συνδέονται µε την εναπόθεση πρωτεΐνης σε µια µη φυσιολογική, ινώδη µορφή. Το 

ευρύ φάσµα των νόσων που συνδέονται µε την εναπόθεση αµυλοειδούς περιλαµβάνει 

την νόσο του Alzheimer, το διαβήτη τύπου ΙΙ και τις µεταδοτικές σπογγώδεις 

εγκεφαλοπάθειες. Η αµυλοείδωση µπορεί να είναι κληρονοµική ή επίκτητη, 

εντοπισµένη ή συστηµική.  

 

Εικόνα 1.7  Χρώση ιστών µε το ερυθρό του Congo. ∆ιακρίνονται οι αµυλοειδείς εναποθέσεις στον παθολογικό 
ιστό (θανόντος ασθενούς µε νόσο του Alzheimer). Προσαρµογή και τροποποίηση από Hidalgo et al., 2006. 

Οι διάφορες µορφές εµφανίζουν µεγάλη ετερογένεια στη σύσταση τους και τα 

πεπτίδια από τα οποία αποτελούνται σε µεγαλύτερο ποσοστό είναι αυτά που 

χρησιµεύουν για την ταξινόµηση τους. Παρόλη την ετερογένεια που υπάρχει στις 

πρόδροµες πρωτεΐνες των αµυλοειδών, όλα τα ινίδια έχουν αξιοσηµείωτα παρόµοια 

διαµόρφωση και έχουν πολλές κοινές φυσικοχηµικές ιδιότητες, λόγω της υψηλής 

περιεκτικότητας τους σε δοµή β-πτυχωτού φύλλου. Τα ινίδια αµυλοειδούς, που 

σχηµατίζονται από διαλυτές πρωτεΐνες υπό φυσιολογικές συνθήκες, σχηµατίζουν 

αδιάλυτες ίνες που είναι ανθεκτικές στην αποικοδόµηση. Ο σχηµατισµός τους 

επιφέρει παθογένεια και κάθε ασθένεια χαρακτηρίζεται από συγκεκριµένη πρωτεΐνη 

ή πεπτίδιο που συσσωµατώνεται. Στη βιβλιογραφία αναφέρονται 31 µη σχετιζόµενες 

πρωτεΐνες που αναφέρονται από την επιτροπή ονοµατολογίας της ∆ιεθνούς Εταιρείας 

αµυλοείδωσης (International Society of Amyloidosis) ότι προκαλούν αµυλοείδωση 

[46,47].  

           1.2.2. Η υπόθεση του καταρράκτη του αµυλοειδούς στην νόσο του 
Alzheimer 
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Όπως προαναφέρθηκε, η εναπόθεση των αµυλοειδών είναι αιτία παθογένεσης 

σοβαρών ασθενειών. Το θραύσµα της APP, γνωστό σαν β-αµυλοειδές (Αβ), είναι το 

κύριο συστατικό των αµυλοειδικών πλακών που εντοπίζονται σε ασθενείς µε ΝΑ 

[48]. Παρόµοιοι σχηµατισµοί, που αποτελούνται από συσσωµατώµατα πρωτεϊνών, 

εντοπίζονται σε µερικές µορφές άνοιας µε εντοπισµό σωµατίων Lewy (Lewy Body 

Dementia) και µυοσίτιδες από έγκλειστα σωµάτια. Επιπλέον, το πεπτίδιο Αβ µπορεί 

να αποτελεί συστατικό που επενδύει τα αγγεία του εγκεφάλου στις περιπτώσεις 

εγκεφαλικής αµυλοειδούς αγγειοπάθειας. Οι πλάκες αυτές αποτελούνται από  

συνασπισµούς διαταγµένων ινιδίων, που ονοµάζονται ινίδια αµυλοειδούς. Η πτύχωση 

αυτή αποτελεί κοινό γνώρισµα και άλλων πρωτεϊνοπαθειών, όπως για παράδειγµα 

των νόσων των prion [49].  

 Καθώς η παραγωγή του Αβ φαίνεται να εξαρτάται τόσο από τα επίπεδα της 

APP όσο και από παράγοντες που εµπλέκονται στην επεξεργασία της, η έρευνα έχει 

επικεντρωθεί στην σύνδεση της έκφρασης του APP γονιδίου µε την ΝΑ. 

Υπερέκφραση της APP σχετίζεται µε συσσώρευση Αβ πεπτιδίων µετά από σοβαρούς 

τραυµατισµούς στο κεφάλι, και η υπερέκφραση αλληλόµορφων του APP µε 

παρανοηµατικές µεταλλαγές σε µύες οδηγεί σε παρόµοιο φαινότυπο µε αυτόν της 

νόσου στον άνθρωπο [50]. Το πεπτίδιο Αβ αποτελεί το κύριο συστατικό του 

αµυλοειδούς που εντοπίζεται στο εγκεφαλικό παρέγχυµα και στα αγγεία. ∆εν έχει 

διευκρινιστεί πλήρως πως το β-αµυλοειδές συγκεντρώνεται στο ΚΝΣ και οδηγεί στην 

παθογένεια των κυττάρων. Μια πιθανή εκδοχή είναι η θεωρία της «Υπόθεσης του 

καταρράκτη του αµυλοειδούς» (Amyloid Cascade hypothesis), που καθιστά το 

σχηµατισµό του Αβ πεπτιδίου ως την έναρξη ενός καταρράκτη γεγονότων που 

οδηγούν στην εµφάνιση της νόσου [51]. Τα Αβ πεπτίδια συσσωµατώνονται 

αυθόρµητα και εναποτίθενται ως διαλυτά ολιγοµερή, ινίδια και τελικά σε 

αµυλοειδικές/αµυλοειδείς πλάκες (SP, senile plaques). Οι δοµές αυτές ευθύνονται για 

τη δηµιουργία οξειδωτικού στρες, για την επαγωγή δραστηριότητας των 

αστροκυττάρων- στηρικτικά κύτταρα του νευρικού συστήµατος - τα οποία είναι σε 

θέση να εναποθέτουν πρωτεογλυκάνες γύρω από τα συσσωµατώµατα του πεπτιδίου 

Αβ, ενδεχοµένως στην προσπάθεια  αποµόνωσης αυτού του νευροτοξικού πεπτιδίου 

και στην παρεµπόδιση των βλαβερών για τον οργανισµό αποτελεσµάτων του . Η 

αλυσίδα αυτών των γεγονότων οδηγεί στον κυτταρικό θάνατο των νευρικών 

κυττάρων [52]. Η συσσωµάτωση του Αβ θεωρείται ο πρωταρχικός παράγοντας 
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νευροτοξικότητας και µάλιστα τα ολιγοµερή Αβ είναι η πλέον τοξική µορφή. 

Επιπλέον, η απόπτωση που επάγεται από το Αβ µέσω της αλληλεπίδρασης µε τους 

επιφανειακούς κυτταρικούς υποδοχείς και τις κασπάσες επίσης θεωρείται ότι 

επιβαρύνει τη δυσλειτουργία του νευρικού συστήµατος [53].  

             

 

  1.3. ΤΟ ΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΟ ΣΤΡΕΣ  

           1.3.1. Το οξειδωτικό στρες-µηχανισµός και επιπτώσεις στα κύτταρα 
 

Τα αίτια των καταστρεπτικών ιδιοτήτων του οξυγόνου ήταν άγνωστα πριν από 

τη δηµοσίευση της θεωρίας των Gershman et al το 1954, σύµφωνα µε την οποία η 

τοξικότητα του οξυγόνου οφείλοταν σε µερικώς αναχθείσες µορφές οξυγόνου [54]. 

Οι δραστικές µορφές οξυγόνου (Reactive Oxygen Species, ROS) είναι χηµικά είδη µε 

βάση το οξυγόνο που χαρακτηρίζονται από υψηλή δραστικότητα και διαθέτουν 

διαφορετικές δοµές µεταξύ των οποίων, οι ελεύθερες ρίζες, όπως το ανιόν του 

υπεροξειδίου (Ο2-), τα ανιόντα υδροξυλίου (ΟΗ-), οι ρίζες αλκυλίων (RO•) και 

διάφορες άλλες µορφές οι οποίες είναι είτε οξειδωτικοί παράγοντες και/είτε 

µετατρέπονται πολύ εύκολα σε ενεργές ρίζες όπως το υποχλωριώδες οξύ (HOCl), το 

όζον (O3), και το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2). 

Οι ελεύθερες ρίζες είναι άτοµα και µόρια µε ένα ή περισσότερα ασύζευκτα 

ηλεκτρόνια στην εξωτερική τους στιβάδα. Πρόκειται για µορφές µε ιδιαίτερα µεγάλη 

σηµασία στην προέλευση της ζωής και τη βιολογική εξέλιξη, που προσδίδουν 

ευεργετικές ιδιότητες στους οργανισµούς. Οι ρίζες οξυγόνου εµπλέκονται σε πολλές 

βιοχηµικές διεργασίες των κυττάρων όπως η µεταγωγή σήµατος, η γονιδιακή 

έκφραση και η ρύθµιση της δραστηριότητας της γουανυλικής κυκλάσης [55]. 

  Το υπεροξείδιο του αζώτου (ΝΟ) συνιστά ένα ιδιαίτερα σηµαντικό µόριο 

σηµατοδότησης που ρυθµίζει τη χάλαση και πολλαπλασιασµό των κυττάρων των 

λείων µυικών ινών, την προσκόλληση των λευκοκυττάρων, τη συσσωµάτωση των 

αιµοπεταλίων, την αγγειογένεση, τη θρόµβωση, τον αγγειακό τόνο και την 

αιµοδυναµική [56] . 
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Το ανθρώπινο σώµα παράγει ελεύθερες ρίζες οξυγόνου και άλλα είδη 

ελεύθερων ριζών σαν προϊόντα πολλών φυσιολογικών και βιοχηµικών αντιδράσεων. 

Οι ελεύθερες ρίζες παράγονται κυρίως στο σώµα κυρίως λόγω του αερόβιου 

µεταβολισµού. Συγχρόνως, αντιοξειδωτικές ενώσεις όπως η γλουταθειόνη, η 

αργινίνη, η κιτρουλίνη, η ταυρίνη, η κρεατίνη, το σελήνιο, ο ψευδάργυρος, η 

βιταµίνη Ε, η βιταµίνη C, η βιταµίνη Α και οι πολυφαινόλες του τσαγιού προσπαθούν 

να διατηρήσουν το ισοζύγιο παραγωγής ROS και εξουδετέρωσης τους. Η δράση των 

αντιοξειδωτικών ενισχύεται περαιτέρω µε αντιοξειδωτικά ένζυµα όπως η δεσµουτάση 

του υπεροξειδίου, η καταλάση, η ρεδουκτάση της γλουταθειόνης και η υπεροξειδάση 

της γλουταθειόνης που ασκούν συνεργιστική δράση στην αποµάκρυνση των 

βλαβερών ROS [57]. Το οξειδωτικό στρες αποτελεί µια µη φυσιολογική κατάσταση 

που επηρεάζει τα βιολογικά συστήµατα. Αναφέρεται στη διαταραχή της ισορροπίας 

ανάµεσα στην παραγωγή των δραστικών µορφών οξυγόνου και της ικανότητας ενός 

βιολογικού συστήµατος να ανταπεξέλθει στα επίπεδα των ROS, να αποτρέψει την 

επιβλαβή τους επίπτωση και να αποκαταστήσει τις προκύπτουσες επιζήµιες δράσεις 

τους. Οι ROS είναι δυνητικά βλαβερές για τα περισσότερα κυτταρικά συστατικά 

καθώς προκαλούν εκτεταµένες οξειδωτικές βλάβες στα λιπίδια των µεµβρανών, στο 

DNA και στις πρωτεΐνες. Κατά συνέπεια, το οξειδωτικό στρες ενοχοποιείται στην 

παθοφυσιολογία πολλών νοσηµάτων. 

 

 

          1.3.2. Οξειδωτικό στρες και στρες ενδοπλασµατικού δικτύου 
 

Είναι πλέον επιστηµονικά αποδεδειγµένο πως το στρες του ενδοπλασµατικού 

δικτύου και η παραγωγή δραστικών µορφών οξυγόνου (ROS) συνδέονται, εάν και οι 

µοριακοί µηχανισµοί µε τους πραγµατοποιείται αυτό δεν είναι πλήρως κατανοητοί 

[58].  

 Είναι βέβαιο, ότι η σωστή λειτουργία του ενδοπλασµατικού δικτύου 

εξαρτάται από την οξειδοαναγωγική κατάσταση του. Σε αντίθεση µε το 

κυτταρόπλασµα που διατηρεί αναγωγικό το περιβάλλον του, στο Ε∆ επικρατεί 

οξειδωτικό περιβάλλον µε σηµαντική διαφορά του λόγου της οξειδωµένης προς την 

ανηγµένη γλουταθειόνη (GSSG/GSH). Οι οξειδωτικές αυτές συνθήκες βοηθούν το 
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σχηµατισµό ενδοµοριακών και διαµοριακών δισουλφιδικών δεσµών, οι οποίοι, είναι 

απαραίτητοι για τη σταθεροποίηση και τη λειτουργία των πρωτεϊνών που εισέρχονται 

στο Ε∆ [59]. Ο σχηµατισµός των δισουλφιδικών δεσµών ελέγχεται από την 

οικογένεια των οξειδοαναγωγασών του Ε∆ που περιλαµβάνει πολλά µέλη όπως τη 

PDI (protein  disulfide  isomerase), τις ERp57, ERp72,  την PDIR, την PDIp και την 

P5. Σηµαντικό ρόλο στην αντίδραση σχηµατισµού δισουλφιδικών δεσµών 

διαδραµατίζει η οξείδωση του υποστρώµατος και η αναγωγή του ενεργού κέντρου 

του ενζύµου PDI. Η ισοµεράση PDI δέχεται άµεσα τα ηλεκτρόνια µε αποτέλεσµα την 

οξείδωση των καταλοίπων κυστεΐνης και το σχηµατισµό δισουλφιδικών δεσµών. Στη 

συνέχεια η οξειδάση 1 του Ε∆ (ERO1) χρησιµοποιεί µια αντίδραση εξαρτώµενη από 

φλαβίνη για να µεταφέρει ηλεκτρόνια από την ισοµεράση PDI στο µοριακό οξυγόνο, 

οξειδώνοντας τη PDI [60]. Η µεταφορά αυτή των ηλεκτρονίων οδηγεί στην αναγωγή 

του µοριακού οξυγόνου και στο σχηµατισµό υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2). 

Έχει υπολογιστεί ότι περίπου 25% των δραστικών µορφών οξυγόνου που παράγονται 

στο κύτταρο προέρχονται από αυτή τη διαδικασία. Έτσι, η λειτουργία του Ε∆ 

προκαλεί οξειδωτικό στρες (ή οξειδωτική καταπόνηση) ενώ πιθανά το ίδιο ισχύει και 

για τη συσσώρευση µη ορθά πτυχωµένων πρωτεϊνών, χωρίς όµως οι σχετικοί 

µηχανισµοί να έχουν διαλευκανθεί.  Οι δραστικές µορφές οξυγόνου που παράγονται 

µε τον τρόπο αυτό, µπορούν να προκαλέσουν µη φυσιολογική πτύχωση και να 

εµποδίσουν την έκκριση πρωτεϊνών. Η επαγωγή της απόκρισης σε µη φυσιολογικά 

πτυχωµένες πρωτεΐνες στο οξειδωτικό στρες αποτελεί προσαρµοστικό µηχανισµό για 

την επιβίωση του κυττάρου και τη διατήρηση της λειτουργικότητας του αλλά µπορεί 

ωστόσο να οδηγήσει και στο θάνατο του [61].  

 Ένας άλλος µηχανισµός συσχέτισης του στρες του ενδοπλασµατικού δικτύου 

µε το οξειδωτικό στρες, αφορά το  ιόν του ασβέστιου (Ca2+) (Εικόνα 1.8). Και τα δυο 

αυτά είδη στρες προκαλούν την απελευθέρωση ιόντων ασβεστίου από το Ε∆. Η 

αύξηση όµως του κυτταροπλασµατικού ασβεστίου επάγει την παραγωγή ROS από τα 

µιτοχόνδρια. Μεγάλες συγκεντρώσεις ROS στα µιτοχόνδρια προκαλούν ακόµα 

µεγαλύτερη απελευθέρωση ασβεστίου από το Ε∆ και καθώς η αντιοξειδωτική άµυνα 

του κυττάρου φθίνει, ο φαύλος αυτός κύκλος αποτελεί απειλή για την επιβίωση του 

κυττάρου. Με βάση τα δεδοµένα αυτά, γενετική ή χηµική παρέµβαση για την 

ελάττωση των ROS θα µπορούσε να αποτελέσει πιθανή οδό για την πρόληψη ή τη 
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θεραπεία των ασθενειών που σχετίζονται µε τη µη φυσιολογική  πτύχωση των 

πρωτεϊνών [62]. 

Εικόνα 1.8  Ο ρόλος των ιόντων ασβεστίου (Ca2+) και των δραστικών µορφών οξυγόνου στην διαδικασία 
ορθής πτύχωσης των πρωτεϊνών. Η πρωτεϊνική πτύχωση είναι µία οξειδωτική διαδικασία που δηµιουργεί 
δραστικές µορφές οξυγόνου οι οποίες µπορούν να στοχεύσουν συνοδούς πρωτεΐνες και κανάλια ιόντων ασβεστίου 
οδηγώντας στην απελευθέρωση  από το Ε∆ στο κυτταρόπλασµα. Τα ιόντα που απελευθερώνεται από το Ε∆ 
συγκεντρώνεται στην εσωτερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων, διαταράσσοντας την αλυσίδα µεταφοράς 
ηλεκτρονίων, οδηγώντας έτσι στην παραγωγή περισσότερων δραστικών µορφών οξυγόνου. Οι παραχθείσες αυτές 
δραστικές µορφές οξυγόνου από τα µιτοχόνδρια µπορούν να επιδεινώσουν περαιτέρω την απελευθέρωση ιόντων 
ασβεστίου από το Ε∆ µε αποτέλεσµα τη συσσώρευση τους σε τοξικό επίπεδο. Προσαρµογή και τροποποίηση από 
[62]. 

 

 

           1.3.3. Οι ενεργοποιούµενες από µιτογόνα πρωτεϊνικές κινάσες ως 
διαµεσολαβητές της απάντησης του κυττάρου στο οξειδωτικό στρες 
 

Σε κυτταρικό επίπεδο, η οξειδωτική καταπόνηση προκαλεί ένα ευρύ φάσµα 

απαντήσεων που κυµαίνονται από τον πολλαπλασιασµό, την παύση του κυτταρικού 

κύκλου έως και τον κυτταρικό θάνατο. Το συγκεκριµένο αποτέλεσµα που 

παρατηρείται µπορεί να διαφέρει σηµαντικά από τον ένα τύπο κυττάρου στον άλλο, 

καθώς και σε σχέση µε το είδος της καταπόνησης, το µέγεθος ή / και της διάρκειας 

αυτής. Ανεξαρτήτως του τελικού αποτελέσµατος, η απάντηση του κυττάρου στο 

οξειδωτικό στρες αποτελεί τη συνισταµένη ποικιλίας ενδοκυττάριων οδών 
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σηµατοδότησης που πυροδοτούνται, αλλάζοντας  φαινοτυπικά χαρακτηριστικά του 

κυττάρου, εν µέρει µέσω της διαφοροποίησης της γονιδιακής έκφρασης. 

Κάποιες από αυτές τις οδούς συνιστούν τα µονοπάτια σηµατοδότησης των 

ενεργοποιηµένων από µιτογόνα πρωτεϊνικών κινασών (MAPKs). Τα µέλη της 

υπεροικογένειας των ΜΑΡΚs είναι κινάσες σερίνης/θρεονίνης, η ενζυµική 

δραστικότητα των οποίων επάγεται µε διπλή φωσφορυλίωση της αµινοξικής 

ακολουθίας, θρεονίνη-Χ-τυροσίνη (όπου Χ µπορεί να είναι το γλουταµινικό οξύ, η 

γλυκίνη ή η προλίνη), γνωστή ως βρόχος ενεργοποίησης (activation loop). Η 

ταυτότητα του X αµινοξέος καθορίζει τη ταξινόµηση των µελών της οικογένειας, σε 

τρεις επιµέρους υποοικογένειες: τις ρυθµιζόµενες από εξωκυττάρια σήµατα, ERKs 

(extracellular signal-regulated kinase), τις p38 MAPK, και τις κινάσες του 

καρβοξυτελικού άκρου του µεταγραφικού παράγοντα JUN, JNKs (c-Jun NH 2 -

terminal kinase). Οι ΜΑΡΚs  διαµεσολαβούν τις επιδράσεις τους µέσω 

φωσφορυλίωσης ενός ευρέος φάσµατος πρωτεΐνών τελεστών, µεταξύ αυτών άλλες 

πρωτεινικές κινάσες, (MAPKAPKs ) ,µεταγραφικών παραγόντων και πρωτεινών του 

κυτταροσκελετού [63]. 

 

 

1.3.3. Η συµβολή του οξειδωτικού στρες στην εκδήλωση της νόσου του 
Alzheimer 

 
 

 Η µέση διάρκεια ζωής του ανθρώπου έχει παραταθεί σηµαντικά, στο εγγύς 

µέλλον, αναµένεται συνεχής αύξηση του προσδόκιµου ζωής. Η γήρανση είναι ένας 

σηµαντικός παράγοντας κινδύνου για την εµφάνιση ισχαιµικού εγκεφαλικού 

επεισοδίου και της νόσου του Alzheimer [64,65]. Η νόσος του Alzheimer και η 

ισχαιµική βλάβη του εγκεφάλου χαρακτηρίζονται από εκτεταµένες λειτουργικές 

διαταραχές του ανθρώπινου εγκεφάλου, συµπεριλαµβανοµένης της άνοιας [66]. 

Μερικές υποθέσεις υποδεικνύουν ότι τα γερασµένα νευρικά κύτταρα έχουν αυξηµένη 

ευαισθησία, δεδοµένου ότι η ηλικία τους συµπίπτει µε αυτή των  ανθρώπων στους 

οποίους ανήκουν [67]. Από την άλλη πλευρά, πολλές  ασθένειες του νευρικού 

συστήµατος ξεκινούν µε τους ίδιους µηχανισµούς που εµπλέκονται στην ανάπτυξη 



34 
 

και την εξέλιξη αυτών των ασθενειών. Όπως προαναφέρθηκε η συσσώρευση και η 

συσσωµάτωση ορισµένων πρωτεϊνών µπορεί να έχει τοξική δράση, µπορεί να 

καταστείλει την λειτουργία των νευρικών κυττάρων και να προκαλέσει το θάνατο 

τους [68]. Τµήµατα της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς και η 

υπερφωσφορυλίωση της πρωτεΐνη Τau παίζουν καθοριστικό ρόλο στην έναρξη και 

εξέλιξη  του ισχαιµικού εγκεφαλικού επεισοδίου και τη νόσο του Alzheimer [69].  

  Η πρωτεΐνη Tau είναι µια φωσφοπρωτεΐνη, ανήκει στην οµάδα των MAP 

(Microtubule-associated protein) πρωτεϊνών που αφθονούν στο Κεντρικό Νευρικό 

Σύστηµα (ΚΝΣ). Υπό φυσιολογικές συνθήκες, η tau σταθεροποιηθεί τους 

νευρωνικούς µικροσωληνίσκους και προωθεί τη νευρωνική ανάπτυξη. Ανταγωνίζεται 

µε την κινητήρια πρωτεΐνη κινεσίνη για τη δέσµευση των µικροσωληνίσκων, και 

αναστέλλει την αξονική µεταφορά. Οι ενδοκυττάριες νευροϊνιδικές αλλοιώσεις 

(ινιδικά-αθροίσµατα) που παρατηρούνται στη νόσο του Alzheimer σχηµατίζονται από 

την υπερφωσφορυλιωµένη µορφή της πρωτεΐνη tau. Πιο συγκεκριµένα, όταν η Τau 

φωσφορυλιώνεται χάνει τη συγγένειά της για τους µικροσωληνίσκους, συναθροίζεται 

στο κύτταρο και σχηµατίζει τις χαρακτηριστικές αλλοιώσεις.  Η φωσφορυλίωση αυτή 

έχει δειχθεί ότι διαµεσολαβείται από µέλη της υπεροικογένειας των 

ενεργοποιούµενων από µιτογόνα πρωτεϊνικών κινασών (Mitogen-Activated  Protein  

Kinases/MAPKs) JNK, p38 και ERK [70].  

 Επίσης, το οξειδωτικό στρες θεωρείται βασικός παράγοντας κινδύνου για την 

ανάπτυξη της νόσου του Alzheimer [71]. ROS όπως το ανιόν υπεροξειδίου (·O2
-), η 

ρίζα υδροξυλίου (·ΟΗ) και το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) είναι τυπικοί 

ενεργοποιητές των JNK και p38 σηµατοδοτικών µονοπατιών που οδηγούν στη νόσο 

του Alzheimer [72,73]. Τα ενεργοποιηµένα σηµατοδοτικά µονοπάτια των ΜΑΡΚ 

θεωρείται ότι συµβάλλουν στην παθογένεση της νόσου µέσω διαφόρων µηχανισµών, 

όπως: 

1. την επαγωγή της απόπτωσης στους νευρώνες [74] 

2. τη µεταγραφική και ενζυµατική ενεργοποίηση των β- και γ-σεκρετασών [75] 

3. αλλά και τη φωσφορυλίωση και τη σταθεροποίηση της ΑΡΡ από τις JNKs, 

ένα από τα σηµαντικότερα βήµατα στη έναρξη της νόσου [76]. 
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Είναι γνωστό ότι οι ASK-1 (apoptosis signal-regulatory kinase) και  ΜΑΡ3Κ 

που εµπλέκονται στα σηµατοδοτικά µονοπάτια JNK και p38 ενεργοποιούνται σε 

απόκριση στο οξειδωτικό στρες [77]. Σε συµφωνία µε τα παραπάνω, είναι γνωστό ότι 

το ασκορβικό οξύ, η υπεροξειδική δισµουτάση και η καταλάση, αναστέλλουν την 

ενεργοποίηση των p38 ΜΑΡΚ και JNKs από ROS σε καρδιές αµφιβίων [78] που 

έχουν υποστεί υπερθερµία [79].  Ο διµερισµός της ΑΡΡ, επάγει την ενεργοποίηση του 

ASK1-ΜΚΚ6-p38 σηµατοδοτικού µονοπατιού  [80] (Εικόνα 1.10Α). 

  Επιπλέον, τα συσσωµατώµατα των Αβ42 πεπτιδίων επάγουν την 

ενεργοποίηση των µακροφάγων, τα οποία στη συνέχεια παράγουν ROS και κυτοκίνες 

(TNF-α και IL-1β), µόρια τα οποία επάγουν τα µονοπάτια ΜΑΡΚ (Εικόνα 1.10Β).  

 Κάτω από συνθήκες οξειδωτικού στρες, οι JNK και p38 ενεργοποιούνται και 

διεγείρουν την έκφραση του γονιδίου της β-σεκρετάσης, εάν και οι ERK1/2 

ρυθµίζουν αρνητικά την έκφραση της β-σεκρετάσης (Εικόνα 1.10Γ). Η γ-σεκρετάση 

ενεργοποιείται ειδικά από τα µόρια ιντερφερόνη-γ, IL-1β ή ΤΝF-α και αυτή η 

επαγοµένη από κυτοκίνες ενεργοποίηση της γ-σεκρετάσης βρέθηκε να αναστέλλεται 

από καταστολείς των JNK και να ενισχύεται από ιδιοσυστατικά ενεργή µορφή της 

ΜΕΚΚ1 [81]. Ως εκ τούτου τα στοιχεία δείχνουν ότι τα ΜΑΡΚ σηµατοδοτικά 

µονοπάτια συµβάλουν στην παθογένεση της νόσου  µέσω της ρύθµισης της 

απόπτωσης, τον έλεγχο της µεταγραφής των βασικών ενζύµων επεξεργασίας της 

APP, και της µετα-µεταφραστικής τροποποίησης των πρωτεϊνών ΑΡΡ και tau [82]. 
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Εικόνα 1.10 Οι ρόλοι των ΜΑΡΚs στην παθογένεια της νόσου του Alzheimer (ΝΑ). (Α) Ο διµερισµός της 
ΑΡΡ, διαµεσολαβούµενος από τα τµήµατα Αβ της πρωτεΐνης, ενεργοποιεί τον καταρράκτη ASK1-ΜΚΚ6-p38, ο 
οποίος οδηγεί στη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης tau και τη δηµιουργία νευροϊνιδικών αλλοιώσεων. Η JNK 
εµπλέκεται στη φωσφορυλίωση και σταθεροποίηση της ΑΡΡ. (Β) Συσσωµατώµατα των Αβ42 θραυσµάτων 
επάγουν την ενεργοποίηση των µακροφάγων, τα οποία στη συνέχεια παράγουν ROS και κυτοκίνες (TNF-α και IL-
1β), µόρια τα οποία επάγουν την ενεργοποίηση των JNK και p38 µονοπατιών. Τα µονοπάτια αυτά µπορεί να 
αποτελούν τη βάση επαγωγής του θανάτου νευρώνων. (Γ) Το οξειδωτικό στρες οδηγεί στην ενεργοποίηση των 
JNK και p38 κινάσης, αυτές µε τη σειρά τους αυξάνουν την έκφραση του γονιδίου της β-σεκρετάσης. Σε 
αντίθεση, οι ERK1/2 ρυθµίζουν αρνητικά την έκφραση της β-σεκρετάσης. Προσαρµογή και τροποποίηση από 
[82]. 

 

 

1.3.4. Η συµβολή του οξειδωτικού στρες σε παθήσεις του µυοκαρδίου 

          
 

 Οι καρδιαγγειακές παθήσεις είναι από τις βασικότερες αιτίες παθογένειας και 

θανάτου. Αυτή ακριβώς η επίπτωση τους στη δηµόσια υγεία  είναι ο βασικός λόγος 

για τον οποίο αποτελούν αντικείµενο έντονης έρευνας. Το καρδιαγγειακό σύστηµα 

είναι ένα από κυτταρικά οµοιοστατικά συστήµατα των οποίων η λειτουργικότητα 

επηρεάζεται από τις βλάβες που προκαλεί το οξειδωτικό στρες. Ο καρδιακός µυς 

αποδεικνύεται πιο ευπαθής καθώς χαρακτηρίζεται από µικρό βαθµό κυτταρικής 

διαίρεσης. Έτσι οι βλάβες από την οξειδωτική καταπόνηση συσσωρεύονται, γεγονός 

που επιβαρύνεται από την έντονη οξειδωτική καταπόνηση του καρδιακού µυός λόγω 

της έντονης και διαρκούς λειτουργίας του, καθόλη τη διάρκεια της ζωής [83]. Η 

επίπτωση του οξειδωτικού στρες έχει αποδειχθεί σε πολυάριθµες ασθένειες, όπως 

στην αθηροσκλήρωση, στην καρδιακή ανεπάρκεια και στην ισχαιµία1 του 

                                                           
1 Ο όρος ισχαιµία αναφέρεται στη διαταραχή του ισοζυγίου ανάµεσα στο ποσοστό του οξυγόνου που 
προσφέρεται στον καρδιακό µυ και στο ποσοστό που απαιτείται για τη διατήρηση της φυσιολογικής 
λειτουργίας. 
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µυοκαρδίου [84]. Ειδικότερα, µία από τις κυριότερες εκδηλώσεις οξειδωτικού στρες 

στην καρδιά είναι η ισχαιµία και η επακόλουθη επαναιµάτωση.  Η ισχαιµία του 

µυοκαρδίου είναι υπεύθυνη για την στηθάγχη, την ασταθή στηθάγχη, την εµφάνιση 

δύσπνοιας, την ισχαιµική δυσλειτουργία της αριστερής κοιλίας της καρδιάς και την 

εµφάνιση αρρυθµιών. Η καρδιακή ανακοπή που επακολουθεί, είναι µία από τις 

κύριες αιτίες θανάτου και αναπηρίας στο δυτικό κόσµο.  

 Ο µυς της καρδιάς είναι ένας σχηµατισµός πλούσιος σε µιτοχόνδρια, που 

πρέπει να συστέλλεται ρυθµικά, συνεχώς και ακατάπαυστα. Στον ιστό αυτόν 

επιτελείται ταχύτατη οξείδωση υποστρωµάτων, µε ταυτόχρονη σύνθεση ΑΤΡ ώστε 

να µπορεί να ανταποκριθεί στις µεγάλες ενεργειακές ανάγκες του µυοκαρδίου. Ο 

µεγάλος αριθµός των µιτοχονδρίων εξασφαλίζουν τα απαραίτητα ένζυµα για την 

διεξαγωγή της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. Λόγω της συνεχούς λειτουργίας του 

καρδιακού µυός απαιτείται αρκετή ενέργεια για αυτό και δεν εντοπίζονται αποθέµατα 

γλυκογόνου ή λιπιδίων στα καρδιακά µυοκύτταρα.  Το µυοκάρδιο αποτελεί µοναδική 

περίπτωση, καθώς µπορεί να συσπάται ακόµη και όταν απονευρωθεί, αρκεί να του 

παρέχεται η κατάλληλη ποσότητα οξυγόνου και θρεπτικών συστατικών. Αυτό 

οφείλεται στον ενδογενή καρδιακό ρυθµό (λόγω του βηµατοδότη). Ο ρυθµός 

µεταδίδεται σε όλο το µυοκάρδιο µε τη µορφή εκπολώσεων της κυτταρικής 

µεµβράνης διαµέσου των κυττάρων, µέσω ειδικών δοµών, των χασµατοσυνδέσεων. 

Κύριο συστατικό των χασµατοσυνδέσεων είναι η πρωτεΐνη κονεξίνη. Τα καρδιακά 

µυοκύτταρα είναι κύτταρα µε δοµή υψηλής οργάνωσης, προϊόν εξέλιξης προς 

εξυπηρέτηση των υψηλών ενεργειακών απαιτήσεων της καρδίας. Πρόκειται για 

κύτταρα πλούσια σε µυοϊνίδια (50% του συνολικού όγκου) και µιτοχόνδρια (30% του 

συνολικού όγκου). Η σύσταση των σαρκοµεριδίων βασίζεται σε ινίδια ακτίνης και 

µυοσίνης. Η βράχυνση του σαρκοµεριδίου είναι αυτή που επιτρέπει τη σύσπαση, 

αφού ολισθήσουν τα νηµάτια ακτίνης κατά µήκος των νηµατίων µυοσίνης. Η 

ολίσθηση επιτυγχάνεται χάρη στις γέφυρες που χρησιµεύουν στην ένωση των ινιδίων 

µεταξύ τους. Τα σαρκοµερίδια βρίσκονται διατεταγµένα από τη µια άκρη του 

καρδιακού µυοκυττάρου, σε σειρά, και σχηµατίζουν το µυοϊνίδιο.  

 Η παραγωγή ελευθέρων ριζών στον καρδιακό µυ είναι χαµηλή υπό 

φυσιολογικές συνθήκες. Συνήθως η παραγωγή τους αφορά µια «διαρροή» που 

παρατηρείται από την αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων του µιτοχονδρίου. Το 

καρδιακό µυοκύτταρο αποκρίνεται σε χαµηλά επίπεδα ROS µετατρέποντας τα σε 
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λιγότερο δραστικά µόρια (H2O2), µέσω της δράσης της δισµουτάσης του 

υπεροξειδίου (Superoxide Dismutase ή SOD). Το υπεροξείδιο του υδρογόνου 

µετατρέπεται µετέπειτα σε νερό είτε µέσω της δράσης καταλάσης (Catalase ή CAT) 

είτε µέσω της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης [85]. Αντιθέτως, σε καταστάσεις 

ισχαιµίας και επαναιµάτωσης, τα επίπεδα των ROS σηµειώνουν σηµαντική αύξηση η 

οποία προέρχεται από διάφορες πηγές. Αυτές περιλαµβάνουν την διατάραξη της 

αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων στο µιτοχόνδριο,  την οξειδάση του NADPH, τη 

συνθάση του NO, την οξειδάση της ξανθίνης, τη µονοοξυγενάση του κυτοχρώµατος 

Ρ450, την µονοοξυγενάση και την κυκλοοξυγενάση. Επιπροσθέτως, το κυτταρικό 

αντιοξειδωτικό δυναµικό εξαντλείται κατά την ισχαιµία (και την επαναιµάτωση) 

καθώς παρατηρείται χαµηλή δραστικότητα των αντιοξειδωτικών ενζύµων SOD και 

CAT. Η σοβαρότητα της φθοράς στο καρδιακό µυοκύτταρο κατά την ισχαιµία και 

την επαναιµάτωση κυµαίνεται ανάµεσα σε αναστρέψιµα επίπεδα ή και θανάσιµα. Η 

αναλογία αυτή εξαρτάται από τα επίπεδα των αντιδράσεων των βιοµορίων του 

κυττάρου µε τα ROS.   

 Μέλη της υπεροικογένειας των ενεργοποιούµενων από µιτογόνα πρωτεϊνικών 

κινασών (MAPKs), JNK, p38 και ERK, παίζουν καθοριστικό ρόλο στις παθήσεις της 

καρδιάς. Κεντρικό ρόλο στους ενδοκυτταρικούς µηχανισµούς που ευθύνονται για την 

υπερτροφία 2- αύξηση µεγέθους των καρδιακών µυοκυττάρων ως απόκριση στο 

κατάλληλο ερέθισµα - του µυοκαρδίου, διαδραµατίζουν οι κινάσες ΕRKs [86]. 

∆ιέγερση των καρδιακών µυοκυττάρων µε αγωνιστές που επάγουν την υπερτροφία 

όπως οι φορβολεστέρες [87], η ενδοθηλίνη, η αγγειοτενσίνη και η νορεπινεφρίνη 

ενεργοποιεί τις ERKs [88]. Επιπλέον, η επιµόλυνση των καρδιακών µυοκυττάρων µε 

ιδιοστατική έκφραση πρωτεϊνών του µονοπατιού των ERKs προκαλεί τις 

χαρακτηριστικές αλλαγές στη γονιδιακή ρύθµιση και τη µορφολογία των κυττάρων 

[89]. Οι παρατηρήσεις αυτές είναι σε συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες, όπου η 

έκφραση της ΜΑΡ κινάσης φωσφατάσης 1 -αρνητικός ρυθµιστής της δραστικότητας 

των ΜΑΡ κινάσων - αναστέλλει την υπερτροφία του µυοκαρδίου in vitro και in vivo 

[90]. Οι υποοικογένειες των JNKs και p38 MAPK συµµετέχουν επίσης στην 

εκδήλωση καρδιακής υπερτροφίας. Παράγοντες που επάγουν την υπερτροφία και 

                                                           
2 Καρδιακή υπερτροφία, στα αρχικά στάδια, είναι µέρος µιας αντισταθµιστικής απόκρισης σε 
εξωτερικά στρεσογόνους παράγοντες, συµπεριλαµβανοµένης της µηχανικής καταπόνησης και του 
οξειδωτικού στρεs. 
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κινητοποιούν τις JNKs και p38 MAPK, περιλαµβάνουν την αγγειοτενσίνη και τη 

µηχανική καταπόνηση. 

 Επίσης, οι JNKs και p38 MAPK διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην 

ισχαιµία, µε πολλές µελέτες σε πειραµατικά µοντέλα να αποδεικνύουν τη συµµετοχή 

τους στη συγκεκριµένη απόκριση [91, 92, 93]. Ειδικότερα, σε µελέτες των 

Bogoyevitch και των συνεργατών του [94], εξακριβώθηκε η ενεργοποίηση των JNKs 

κατά τον επανεµποτισµό της καρδιάς, η οποία είχε προηγουµένως υποβληθεί σε 

ισχαιµία. Αντίθετα, η p38 MAPK διαπιστώθηκε ότι ενεργοποιείται τόσο κατά την 

επίδραση ισχαιµίας, όσο και κατά τον επακόλουθο επανεµποτισµό [95]. Στις 

συγκεκριµένες σηµατοδοτικές οδούς είναι πιθανό να συµµετέχουν ROS, που 

παράγονται κατά την επανοξυγόνωση της καρδιάς. Προσοµοίωση των συνθηκών 

αυτών µε την επίδραση υπεροξειδίου του υδρογόνου, σε αποµονωµένη καρδιά, αλλά 

και σε καλλιέργειες καρδιακών µυοκυττάρων επάγει την ενεργοποίηση των ERKs, 

JNKs και p38 MAPKs. Παρά το γεγονός ότι η ανεξέλεγκτη ενεργοποίηση του Ras-

Raf-MEK-ERK µονοπατιού σηµατοδότησης µπορεί να οδηγήσει όπως είδαµε στην 

υπερτροφία του µυοκαρδίου, ωστόσο αναστέλλοντας αυτό το µονοπάτι µπορεί να 

καταστήσει τις καρδιές πιο ευάλωτες στο στρες και να οδηγήσει τα κύτταρα στο 

θάνατο [96]. Καθώς αναστολείς των Ras, Raf-1, και ΜΕΚ1 αναπτύσσονται σήµερα, 

ως αντικαρκινικά φάρµακα, οι ενδεχόµενες αρνητικές επιπτώσεις των φαρµάκων 

αυτών στην καρδιά οφείλει η επιστηµονική κοινότητα να παρακολουθήσει µε 

προσοχή.  

Στην περίπτωση των JNKs, αυτές έχουν τόσο αντι-αποπτωτικό ρόλο όσο και 

προ-αποπτωτικό σε διαφορετικούς τύπους κυττάρων. Μέσω της χρήσης ενός 

προσφάτως δηµιουργηµένου αναστολέα, η JNK δραστικότητα φάνηκε να παίζει 

καθοριστικό ρόλο στην απόπτωση µυοκυττάρων µετά από ισχαιµία [97]. Σε αντίθεση, 

ένας αριθµός άλλων µελετών αποδεικνύει τον κρίσιµο ρόλο των JNK στην επιβίωση 

των µυοκυττάρων [98,99]. Όπως και για τις JNKs έτσι και για τις κινάσες p38, ο 

ρόλος τους είναι εξαιρετικά αµφιλεγόµενος Σε πολλές µελέτες, η αναστολή της 

δράσης της p38 µειώνει τον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο σε καρδιακά µυοκύτταρα 

που έχουν υποβληθεί σε ισχαιµία [100,101]. Ωστόσο, άλλη µελέτη έδειξε ότι 

αναστολή της p38 οδηγεί σε αυξηµένη απόπτωση [102]. Οι υποκείµενος µηχανισµός 

που διέπει τη διαφορική λειτουργία του p38 παραµένει ένας γρίφος. 
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ΣΚΟΠΟΣ 
 

 Αυξανόµενος αριθµός µελετών υποστηρίζει µια ισχυρή συσχέτιση των 

καρδιαγγειακών παθήσεων (cardiovascular disease ή CVD) και της νόσου του 

Alzheimer [103,104-106]. Αρκετοί παράγοντες, όπως η υποξία, η ύπαρξη 

συσσωµατωµάτων β- αµυλοειδούς και το οξειδωτικό στρες έχουν προταθεί ως σηµεία 

σύνδεσης µεταξύ της ΝΑ και των καρδιαγγειακών παθήσεων. Και οι δύο ασθένειες 

µπορούν να θεωρηθούν ως αγγειακές διαταραχές λόγω της έλλειψης βέλτιστης ροής 

αίµατος στον εγκέφαλο και την καρδιά [107-109]. Αφενός, πληθώρα ερευνών έχει ως 

αντικείµενο την εµπλοκή του οξειδωτικού στρες στην παθογένεια του µυοκαρδίου. 

Αφετέρου, η συµµετοχή της οξειδωτικής καταπόνησης στην έναρξη και εξέλιξη της 

νόσου του Alzheimer αξιολογείται ως µείζονος βαρύτητας. Εντούτοις, τα 

πειραµατικά δεδοµένα για την έκφρασης τη APP στην καρδιά είναι πολύ 

περιορισµένα.  

Βασιζόµενοι σε εκτενή αναζήτηση στη διεθνή επιστηµονική βιβλιογραφία 

θελήσαµε να ελέγξουµε πειραµατικά την ύπαρξη της ΑPP σε καρδιακά µυοκύτταρα 

θηλαστικού (κυτταρική σειρά Η9c2) και να διερευνήσουµε την έκφραση της τόσο 

µεταγραφικά όσο και µεταφραστικά. Σκοπός µας ήταν η διασαφήνιση των αλλαγών 

στη δηµιουργία θραυσµάτων της ΑPP στην απόκριση των καρδιακών µυοκυττάρων 

κατά το οξειδωτικό στρες. Συγκεκριµένα, για την επίτευξη αυτού του στόχου, 

χρησιµοποιώντας αντισώµατα που αναγνωρίζουν περιοχές της APP στο 

καρβοξυτελικό άκρο, στο αµινοτελικό άκρο και στη περιοχή του Αβ πεπτιδίου, 

πραγµατοποιήθηκε επίδραση µε H2O2 σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις. Για την 

διερεύνηση του υποκείµενου σηµατοδοτικού µηχανισµού, πραγµατοποιήθηκε σειρά 

πειραµάτων µε την χρήση του ενεργοποιητή της PKC και ERK1/2, φορβολεστέρα 

PMA, σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις και χρόνους επίδρασης, καθώς πλήθος 

ερευνών έχουν ήδη συσχετίσει την ενεργοποίηση της PKC και του οξειδωτικού στρες 

[133]. Παράλληλα, ερευνήσαµε την έκφραση του γονιδίου APP υπό τις ίδιες 

πειραµατικές συνθήκες. Τέλος, στη προσπάθεια να συµβάλουµε ώστε να γίνει 

καλυτέρα κατανοητή η εµπλοκή του οξειδωτικού στρες και κυτταρικής σηµατοδότης 

στη διαδικασία της επεξεργασίας (processing) της APP στα καρδιακά µυοκύτταρα 

θηλαστικού, κρίθηκε σκόπιµη η πραγµατοποίηση πειραµάτων µε την προσθήκη 

χηµικών αναστολέων των MAP κινασών. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  

2.1. ΑΝΑΛΩΣΙΜΑ ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ 

      2.1.1. Αναλώσιµα υλικά και αντιδραστήρια 
 

Τα  κοινά  αντιδραστήρια του εργαστηρίου που  χρησιµοποιήθηκαν  ήταν  

αναλυτικής  καθαρότητας  και προέρχονταν από τις εταιρίες Sigma-Aldrich (St. 

Louis, Missuri, USA), Merck (Darmstadt, Germany) και Applichem (Darmstadt, 

Germany). 

Τα τρυβλία  και οι φιάλες καλλιέργειας κυττάρων ήταν της εταιρίας Sigma-

Aldrich. Η αλβουµίνη ορού βοός (BSA) (κλάσµα V) ήταν από την εταιρεία 

Applichem  (Darmstadt, Germany). Για τον ποσοτικό προσδιορισµό ολικών 

πρωτεϊνών  µε τη µέθοδο Bradford, χρησιµοποιήθηκε η χρωστική Biorad Protein 

assay της εταιρίας Biorad Laboratories (Hercules,California, USA). Το µίγµα δεικτών 

γνωστού µοριακού βάρους για την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών (Prestained  molecular 

marker) ήταν της προµηθεύτριας εταιρίας  New England Biolabs (Beverly, MA,USA) 

. Η νιτροκυτταρίνη [Parablot  NCP  Nitrocellulose  (0.45 µm)] που χρησιµοποιήθηκε 

για την  ηλεκτροφορητική  µεταφορά  των  πρωτεϊνών  ήταν  της  εταιρείας Scheirel 

και Schuell (Keene, NH, USA), καθώς και η χρωστική Ponceau S, που 

χρησιµοποιήθηκε για την χρώση των πρωτεϊνών επί της νιτρoκυτταρίνης ήταν της 

εταιρία Sigma-Aldrich. Το διάλυµα περοξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) και  το PMA 

που χρησιµοποιήθηκαν στις επιδράσεις των κυττάρων ήταν της εταιρείας Merk και 

Αpplichem Gmbh, αντιστοίχως. Το DMSO ήταν της εταιρίας Sigma-Aldrich. Επίσης, 

οι αναστολείς SP600125 και PD98059 προµηθεύτηκαν από την εταιρία Cardiochem-

Novabiochem (La Jolla, CA, USA). Ο αναστολέας  SB203580 ήταν από την εταιρία 

Alexis Bichemicals (Lausen, Switzherland). 

 Στην ανάλυση κατά Western χρησιµοποιήθηκε το αντίσωµα 275 που 

αναγνωρίζει το καρβόξυ-τελικό άκρο της ΑPP (αντιορός κουνελιού), σε αραίωση 1 

προς 500, το αντίσωµα 347 (αντιορός κουνελιού) που αναγνωρίζει το πεπτίδιο Αβ , 

σε αραίωση 1 προς 250, καθώς και το αντίσωµα 348 (αντιορός κουνελιού) που 

αναγνωρίζει το αµινοτελικό άκρο της APP, σε αραίωση 1 προς 250. Όλα τα 

αντισώµατα για τους επιτόπους της APP ήταν µια ευγενική προσφορά της 

Αναπληρώτριας Καθηγήτριας Βιοχηµείας Ευκαρυωτικών Οργανισµών ΕΚΠΑ 
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Βασιλακοπούλου ∆ιδώ. Επίσης χρησιµοποιήθηκε το αντίσωµα Phospho-p44/p42 

ΜΑΡΚ (πολυκλωνικό αντίσωµα που παρασκευάζεται σε κουνέλι, αναγνωρίζει τις 

ισοµορφές ERK1 και ERK2, διπλά φωσφορυλιωµένες στα κατάλοιπα θρεονίνη 202 

και τυροσίνη 204 (Cell Signaling Technology), σε αραίωση 1 προς 1000.  

Στη συγκεκριµένη εργασία χρησιµοποιήθηκε δευτερογενές αντίσωµα 

συζευγµένο µε περοξειδάση του άγριου ραπανιού, που αναγνωρίζει τις 

ανοσοσφαιρίνες τάξης G κουνελιού (goat anti-rabbit Ig G) της Dako (Clostup, 

Denmark)- σε αραίωση 1 προς 5.000- καθώς και δευτερογενές αντίσωµα 

(αναγνωρίζει τις ανοσοσφαιρίνες τάξης G κουνελιού)-σε αραίωση 1 προς 5000- 

συζευγµένο οµοιοπολικά µε αλκαλική φωσφατάση –(ευγενική προσφορά της 

Αναπληρώτριας Καθηγήτριας Βιοχηµείας Ευκαρυωτικών Οργανισµών ΕΚΠΑ 

Βασιλακοπούλου ∆ιδώ ).  

Στη µέθοδο της ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας. χρησιµοποιήθηκε το µίγµα 

αντιδραστηρίων της εταιρίας Amersham Biosciences (Upsala, Sweden) που περιέχει 

το περοξείδιο του υδρογόνου, τη λουµινόλη και τον ενισχυτή. 

Για την ενίσχυση του µεταγράφου του γονιδίου APP, του είδους Rattus 

novergiencis, καταχωρηµένο στην NCBI τράπεζα αλληλουχιών (GenBank) µε αριθµό 

πρόσβασης (assesion nos.), NM_019288.2, που κωδικοποιεί για πρωτεΐνη 770 

αµινοξικών καταλοίπων, χρησιµοποιήθηκε ζεύγος εκκινητών που ενισχύουν µια 

αλληλουχία µήκους 149 ζευγών βάσεων (2184ο νουκλεοτίδιο-2332ο νουκλεοτίδιο) 

(Εικόνα 6.1) -(ευγενική προσφορά του Καθηγητή Φυσιολογίας Ζώων & Ανθρώπου – 

Νευροβιολογίας ΕΚΠΑ  Ευθυµιόπουλου Σπύρου)  

Νοηµατικός εκκινητής:  

5'- ATCTGAATTCAAGAAGAAACAGTACACATCCATTC-3΄  

Αντινοηµατικός εκκινητής: 

5' –TCACGATCCCAGTTCTGCATCTGCTCAAAG-3΄ , 
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Εικόνα 2.1 Σχηµατική αναπαράσταση µέρους της αλληλουχίας του µεταγράφου του γονιδίου APP. Με τη 
µορφή βελών απεικονίζονται οι θέσεις οµολογίας νοηµατικού εκκινητή (1) και αντινοηµατικού εκκινητή (2) 
(χρησιµοποιήθηκε η βάση δεδοµένων GenBank). 

 

Για την ανίχνευση του µεταγράφου HPRT του είδους Rattus norvegicus,  

NM_012583.2, χρησιµοποιήθηκε ζεύγος εκκινητών  - οι συγκεκριµένοι εκκινητές 

ενισχύουν µια αλληλουχία µήκους 151 ζευγών βάσεων - (ευγενική προσφορά του 

Καθηγητή Κλινικής Βιοχηµείας ΕΚΠΑ  Σκορίλα Ανδρέα):  

Νοηµατικός εκκινητής: 

  5'- TGGAAAGGGTGTTTATTCCTCAT -3' 

Αντινοηµατικός εκκινητής: 

 5'- ATGTAATCCAGCAGGTCAGCAA -3' 

Το µήκος των υπό ανάλυση τµηµάτων DNA εκτιµήθηκε χρησιµοποιώντας το 

µάρτυρα, GeneRuler 50bp (Fermenta S, LifeScience Ιnc., USA). 

2.1.2. ∆ιαλύµατα καλλιέργειας κυττάρων 
 

 Θρεπτικό µέσο κυτταροκαλλιέργειας 

Για τη διατήρηση και την ανάπτυξη των κυττάρων που χρησιµοποιήθηκαν 

στην παρούσα ερευνητική εργασία, το κύριο θρεπτικό µέσο που χρησιµοποιήθηκε 

καθ’ όλη τη διάρκεια διεξαγωγής των πειραµάτων ήταν το Dulbecco’s Modified 

Eagle΄s Medium (DMEM) (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria), µε 

σύσταση 4500 mg/L D-γλυκόζη, εµπλουτισµένο µε 10% (v/v) ορό εµβρύου βοός 

(FBS) (PAA Laboratories GmbH), ο οποίος είχε απενεργοποιηθεί πριν την πρώτη 

χρήση. Επιπλέον, για τη εξασφάλιση των βέλτιστων συνθηκών ανάπτυξης των 

κυττάρων απαιτείται η παρουσία L-γλουταµίνης  (584 mg/L), στο θρεπτικό µέσο και 
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προσθήκη µείγµατος αντιβιοτικών το οποίο περιέχει πενικιλίνη και στρεπτοµυκίνη 

(100 IU/ml πενικιλίνη και 100 µg/ml στρεπτοµυκίνη). Μετά την προετοιµασία του, το 

πλήρες πλέον θρεπτικό µέσο φυλάσσεται σφραγισµένο στους 4°C. 

 ∆ιάλυµα φωσφορικών αλάτων (PBS) 

Κατά τη διάρκεια της ανακαλλιέργειας των κυττάρων απαραίτητο βήµα είναι 

η έκπλυση τους. Στο βήµα αυτό χρησιµοποιείται ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών 

(PBS) µε pH 7.4, το οποίο στερείται ιόντων Ca2+ και Μg2+ (Πίνακας 2.1) , ώστε να 

µην παρεµποδιστεί η δράση του παγκρεατικού ενζύµου τρυψίνη,.  

 Πίνακας 2.1 Σύσταση διαλύματος PBS 10×   

NaCl 137 mM 
KCl 27 mM 
Na2HPO4 8 mM 
KH2PO4 2  mM 
 

∆ιάλυµα τρυψίνης10×/EDTA 

Για την αποκόλληση των κυττάρων από τη φιάλη καλλιέργειας 

χρησιµοποιείται διάλυµα τρυψίνης/EDTA [0,05%-0,02% (w/v)] (PAA Laboratories 

GmbH, Germany) αραιωµένο 1:10 σε ρυθµιστικό διάλυµα PBS10×. Το χηλικό 

αντιδραστήριο EDTA έχει την ικανότητα να δεσµεύει τα όποια κατάλοιπα δισθενών 

ιόντων και έτσι να αποτρέπει την προσκόλληση των κυττάρων στην επιφάνεια όπου 

πολλαπλασιάζονται. 

∆ιάλυµα συντήρησης κυττάρων στο υγρό άζωτο - [Freezng Buffer (Πίνακας 2.2)] 

Πίνακας 2.2 Σύσταση Freezing Buffer 

FBS 90% (v/v) 
DMSO 10% (v/v) 

2.1.3. Ειδικά διαλύµατα 
∆ιάλυµα λύσης κυττάρων (Πίνακας 2.3) 
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Πίνακας 2.3 Σύσταση διαλύµατος λύσης κυττάρων (RIPA Buffer) 

Nonidet P-40 (NP-40) 1,0% (w/w) 
∆ιοξυχολικό νάτριο 1,0% (w/v) 
SDS 0,1% (w/v) 
NaCl 150 mM 
Φωσφορικό νάτριο, pH 7.2 10  mΜ 
EDTA 2 mM 
Φθωριούχο νάτριο (NaF) 50 mM 
Διενυδρο ορθοβαναδικό νάτριο 

 (Na3VO4.2H2O) 
0,2 mM 

απροτίνη 100 U/ml 
 

∆ιάλυµα κατεργασίας δειγµάτων- [ Laemmli Buffer 4× (Πίνακας 2.4)] 

Πίνακας 2.4 Σύσταση διαλύµατος κατεργασίας δειγµάτων, Laemmli Buffer 4× 

Ρυθµιστικό διάλυµα Tris/ 

HCl pH 6.8 

330 mM 

γλυκερόλη 13% (v/v) 

10% (w/v) διάλυµα SDS 1% (v/v) 

Μπλε της βρωµοφαινόλης 0,005 % (w/v) 

β-µερκαπτοαιθανόλη 355 mM 

dH20 Μέχρι συµπλήρωση 

 

∆ιάλυµα αφαίρεσης αντισωµάτος από τη µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (Πίνακας 2.5) 

Πίνακας 2.5  Σύσταση διαλύµατος αφαίρεσης αντισωµάτος από τη µεµβράνη 
νιτροκυτταρίνης 

Tris/HCl pH 6.8 
  

 330 mM 

β-µερκαπτοαιθανόλη 100 mM 
∆ιάλυµα SDS 10% (w/v)                                    30% (v/v) 
dH20 Μέχρι συµπλήρωση 
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∆ιάλυµα δέσµευσης µη ειδικών θέσεων  (Πίνακας 2.6) 

Πίνακας 2.6 Σύσταση διαλύµατος δέσµευσης µη ειδικών θέσεων 

αλβουµίνη ορού βοός (BSA) ή 
 γάλα χωρίς λιπαρά σε σκόνη 

1% (w/v) ή  

5% (w/v) 
διάλυµα TBS-T 10× 10% (v/v) 
dH20  
  

Μέχρι συµπλήρωση 

 

∆ιάλυµα TBS 10× (Πίνακας 2.7) 

Πίνακας 2.7 Σύσταση διαλύµατος TBS 10× 

Tris / HCl, pH 7.6 20 mM 
NaCl 137 mM 
dH20  
 

Μέχρι συµπλήρωση 

 

∆ιάλυµα TBS-T (Πίνακας 2.8) 

Πίνακας 2.8  Σύσταση διαλύµατος TBS-T 

∆ιάλυµα TBS 10× 10% (v/v) 
Tween-20 0,05% (v/v) 
dH20  
 

Μέχρι συµπλήρωση 

 

∆ιάλυµα πηκτώµατος διαχωρισµού (Πίνακας 2.9) 

Πίνακας 2.9  Σύσταση διαλύµατος πηκτώµατος διαχωρισµού [10% (w/v) 
πολυακριλαµίδης] 

Ρυθµιστικό διάλυµαTris / HCl, pH 8.8 
150 mΜ 

25% (v/v) 

∆ιάλυµα ακρυλαµίδη /bis- ακρυλαµίδη 
[30%(w/v)/0,8% (w/v)] 

25% (v/v)  

 ∆ιάλυµα 10% (w/v) SDS 1% (v/v) 
∆ιάλυµα 10% (w/v)  APS 1% (ν/v) 
TEMED 0,1%  (v/v) 
dH20 Μέχρι συµπλήρωση 

 



47 
 

 

 

 

 

∆ιάλυµα πηκτώµατος επιστοίβαξης (Πίνακας 2.10) 

Πίνακας 2.10  Σύσταση διαλύµατος πηκτώµατος διαχωρισµού 

Ρυθµιστικό διάλυµα Tris / HCl, pH 6.8 

100 mM 

25% (v/v) 

∆ιάλυµα ακρυλαµίδη /bis- ακρυλαµίδη 
[30%(w/v)/0,8% (w/v)] 

10%  (v/v) 

∆ιάλυµα 10% (w/v) SDS 1%(v/v) 

 ∆ιάλυµα 10% (w/v)  APS 1% (v/v) 

TEMED 0,1%  (v/v) 

dH20 Μέχρι συµπλήρωση 

 

∆ιάλυµα ηλεκτροδίων 10× (Πίνακας 2.11) 

Πίνακας 2.11 Σύσταση διαλύµατος ηλεκτροδίων 

Tris / HCl 250  mM 
γλυκίνη 192 mM 
10% (w/v) SDS 1% (v/v) 
 

∆ιάλυµα µεταφοράς  πρωτεϊνών σε µεµβράνη (Πίνακας 2.12) 

Πίνακας 2.12 Σύσταση διαλύµατος µεταφοράς πρωτεϊνών σε µεµβράνη 

∆ιάλυµα ηλεκτροδίων 10× 
 

10% (v/v) 

µεθανόλη 20% (v/v) 
dH20 Μέχρι συµπλήρωση 
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∆ιάλυµα ΤΒΕ 1× (Πίνακας 2.13) 

Πίνακας 2.13 Σύσταση διαλύµατος ΤΒΕ1× 

Tris-HCl pH 8.3 89 mΜ 
βορικό οξύ 89 mΜ 
EDTA 2 mM 
DEPC-H20 Μέχρι συµπλήρωση 
 

   2.2. KΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΚΥΤΤΑΡΩΝ – ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΣΕΙΡΑ Η9c2 

   2.2.1. Εισαγωγικά στοιχεία 

 

 Προκειµένου να αποκοµιστεί, όσο το δυνατόν, µεγαλύτερος όγκος 

πληροφορίας για έναν ανεξάρτητο κυτταρικό τύπο, έχουν αναπτυχθεί µέθοδοι 

διατήρησης των κυττάρων σε καλλιέργεια. Έτσι, επιτρέπεται µεγάλος αριθµός 

πειραµατικών χειρισµών που είναι δύσκολο να εφαρµοστούν σε επίπεδο οργανισµού 

ή αποµονωµένου οργάνου. Από την άλλη πλευρά, παρουσιάζει και µειονεκτήµατα, µε 

κυριότερο την απουσία της ρύθµισης από παράγοντες που εκκρίνονται από άλλους 

ιστούς του ίδιου οργανισµού. Παρόλα αυτά, τα δεδοµένα που έχουν προκύψει από 

πειράµατα σε κυτταροκαλλιέργειες έχουν βοηθήσει σηµαντικά στην κατανόηση των 

κυτταρικών διεργασιών και αρκετά έχουν επιβεβαιωθεί σε πειράµατα στο επίπεδο του 

οργάνου ή του οργανισµού. Οι καλλιέργειες των κυττάρων µπορούν να διακριθούν 

στις πρωτογενείς και τις δευτερογενείς. Στις πρωτογενείς τα κύτταρα 

προετοιµάζονται από τον ιστό ενός οργανισµού, ενώ οι δευτερογενείς προέρχονται 

από τις πρωτογενείς. Επίσης, υπάρχουν και οι κυτταρικές σειρές που αποτελούνται 

από παραλλαγµένα κύτταρα, µε ανεξάντλητη ικανότητα πολλαπλασιασµού και τα 

οποία σταµατούν να διαιρούνται όταν σχηµατίζουν µονοκύτταρη στοιβάδα στην 

επιφάνεια ανάπτυξής τους . 

           2.2.2. Πειραµατικό πρότυπο - Κυτταρική σειρά καρδιακών µυοβλάστων   
(H9c2) 

  

Για την ολοκλήρωση των πειραµατικών διαδικασιών της συγκεκριµένης 

επιστηµονικής µελέτης χρησιµοποιήθηκε η κυτταρική σειρά H9c2 (American Type 

Culture Collection, Rockville, MD, USA) µε αριθµό προϊόντος CRL-1446. Πρόκειται 

για κλώνο της πρωτογενούς κυτταρικής σειράς που αποµονώθηκε πρώτα από τους B. 
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Kimes και B. Brandt. Αντιπροσωπεύει καρδιακό ιστό εµβρύου αρουραίου του είδους 

Rattus norvegicus. Μεταξύ των υποδοχέων που εκφράζονται στη κυτταρική 

µεµβράνη είναι αυτός της ακετυλοχολίνης, γεγονός που οδήγησε στο να 

χρησιµοποιηθεί ως µοντέλο για την in vitro δοκιµασία φαρµάκων σε µελέτες 

παθογένειας του µυοκαρδίου. Τα καρδιακά µυοκύτταρα νεογνών αρουραίου Η9c2 

διατηρούν τα χαρακτηριστικά µεταγωγής σήµατος στο µυοκάρδιο ενήλικου ζώου  και 

χρησιµοποιούνται ευρέως ως πειραµατικό µοντέλο προκειµένου να µελετηθούν 

µονοπάτια µεταγωγής σηµάτων που ενεργοποιούνται από στρεσογόνα ερεθίσµατα 

στην καρδιά.  

            

           2.2.3. ∆ιατήρηση στείρων συνθηκών στο χώρο των κυτταροκαλλιεργειών  
 

 Για την οµαλή διατήρηση και ανάπτυξη των κυττάρων απαραίτητη κρίνεται η 

τήρηση αυστηρού πρωτοκόλλου υγιεινής καθ’ όλη τη διάρκεια χειρισµού των 

κυτταροκαλλιεργειών. Ο λόγος του υψηλού επιπέδου αποστείρωσης είναι η επιθυµία 

αποφυγής επιµόλυνσης των κυτταροκαλλιεργείων µας από βακτήρια ή µύκητες. Η 

διατήρηση των ασηπτικών συνθηκών επιτυγχάνεται µε µία πληθώρα µεθόδων. 

Πρωτίστως, στο χώρο όπου φυλάσσονται τα κύτταρα, υπάρχει θάλαµος νηµατικής 

ροής3 (Laminar Flow), στον οποίον και διεξάγεται ο χειρισµός των κυττάρων. 

Επιπροσθέτως, στο εσωτερικό του θαλάµου ενεργοποιείται  λαµπτήρας υπεριώδους 

ακτινοβολίας για χρονικό διάσηµα 30 λεπτών. Επιπλέον, στο δωµάτιο των 

κυτταροκαλλιεργειών υπάρχει δεύτερο σύστηµα ακτινοβολίας UV. Κάτι τέτοιο 

κρίνεται απαραίτητο σε όλους τους χώρους όπου επιβάλλονται παρόµοια 

πρωτόκολλα ασηψίας καθώς η υπεριώδης ακτινοβολία καταστρέφει το γενετικό 

υλικό των µικροοργανισµών µέσω σχηµατισµού διµερών πυριµιδίνης και 

παρεµπόδιση του φυσιολογικού κυτταρικού κύκλου. Παράλληλα, το νερό που 

χρησιµοποιείται για τη διατήρηση της υγρασίας του κλιβάνου4 είναι πάντα 

αποστειρωµένο, ενώ γίνεται απολύµανση του εσωτερικού του κλιβάνου µε υδατικό 

διάλυµα αιθανόλης 70% (v/v) επί εβδοµαδιαίας βάσης. Τέλος, κάθε αντικείµενο που 

                                                           
3 Πρόκειται για ειδική κατασκευή ενός είδους θαλάµου εξοπλισµένου µε ειδικούς ηθµούς (φίλτρα) 
υψηλής απόδοσης που είναι ικανοί να συγκρατούν το 99,97% των σωµατιδίων διαµέτρου 0.3µm 
καθώς και µε λαµπτήρα εκποµπής υπεριώδους ακτινοβολίας για την αποστείρωση πριν από κάθε 
χειρισµό. 
4 Ειδικός κλίβανος σταθερής θερµοκρασίας 37 βαθµών Κελσίου, ο οποίος τροφοδοτείται µε αέριο 
διοξείδιο του άνθρακα σε ποσοστό 5% . 
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έρχεται σε επαφή µε τις καλλιέργειες αποστειρώνεται στο αυτόκαυστο5. Η 

αποστείρωση µε τη χρήση του αυτόκαυστου πραγµατοποιείται στους 121ο C για 

σαράντα λεπτά υπό πίεση 1,1 kp/cm2. 

 

2.2.4. Απενεργοποίηση του ορού εµβρύου βοός 
 

 Ο ορός εµβρύου βοός (Fetal Bovine Serum, FBS) αποτελεί πηγή απαραίτητων 

συστατικών (αυξητικοί παράγοντες) για την επιβίωση των κυττάρων in vitro. 

Προστίθεται στο θρεπτικό µέσο αφού προηγουµένως απενεργοποιηθεί η δράση των 

πρωτεϊνών συµπληρώµατος που περιέχει µε την εφαρµογή υψηλής θερµότητας (56οC 

για 30 λεπτά). Μετά τη θέρµανση, έπεται η διήθηση του ορού από ειδικά φίλτρα µε 

µέγεθος πόρων 0,2 µm µε τη βοήθεια αντλίας κενού και η διατήρησή του σε φιαλίδια  

στους -20 oC. 

   2.2.5. ∆ιατήρηση κυττάρων σε καλλιέργεια και ανακαλλιέργεια κυττάρων 

 

 Οι συνθήκες διατήρησης σε καλλιέργεια της κυτταρικής σειράς H9c2 είναι σε 

επωαστικό κλίβανο στους 37οC, ατµόσφαιρα 5% CO2  και σχετική υγρασία 95%. Για 

την διατήρηση των κυττάρων σε καλλιέργεια χρησιµοποιούνται φιάλες καλλιέργειες 

µεγέθους Τ-75 και για την διεξαγωγή των πειραµάτων, τρυβλία διαµέτρου 60 mm. 

Μετά την λεπτοµερή παρατήρηση της καλλιέργειας, αποφασίζεται η αλλαγή του 

πλήρους θρεπτικού µέσου κάθε δύο µε τρεις ηµέρες και η ανακαλλιέργεια όποτε η 

κάλυψη του τάπητα της φιάλης καλλιέργειας αγγίξει το 80%. Τα στάδια της 

πειραµατικής διαδικασίας της ανακαλλιέργειας παρουσιάζονται ακολούθως: 

1. Αναρρόφηση και αποµάκρυνση του θρεπτικού µέσου καλλιέργειας. 

2. Εκπλύσεις (2-3) µε αποστειρωµένο ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων 

(PBS) 1×  

3. Προσθήκη 1,0- 1,5ml διαλύµατος τρυψίνης–EDTA στη φιάλη καλλιέργειας 

και τοποθέτηση της φιάλη καλλιέργειαςς στους 37οC για 1-2 λεπτά.  

                                                           
5 Πρόκειται για ειδική συσκευή αποστείρωσης αντικειµένων µε χρήση κορεσµένου ατµού υπό πίεση, 
που υπερβαίνει σε θερµοκρασία τους 100 βαθµούς Κελσίου. 
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4. Παρατήρηση των κυττάρων στο οπτικό µικροσκόπιο ώστε να επιβεβαιωθεί 

πως ο πληθυσµός έχει αποκολληθεί πλήρως από το τοίχωµα τις φιάλη καλλιέργειας. 

5. Προσθήκη 3,5ml πλήρους θρεπτικού υλικού 10%(v/v) FBS και επακόλουθες 

αναδεύσεις µε πιπέττα των πέντε ml ώστε να αποκολληθούν τελείως τα κύτταρα και 

να διαλυθούν τυχόν συσσωµατώµατα. 

6. Ακολουθεί η διαδικασία τις ανακαλλιέργειας αφαιρώντας τα 3,0 ml του 

εναιωρήµατος και µεταγγίζοντας τα 2,0 ml σε νέα φιάλη καλλιέργειας. Οι δύο 

πληθυσµοί κυττάρων εµπλουτίζονται µε πλήρες θρεπτικό µέσο καλλιέργειας 10% 

(v/v) FBS µέχρι τελικό όγκο 10 ml και επανατοποθετούνται στον επωαστικό  

κλίβανο. 

           2.2.6. ∆ιατήρηση κυττάρων στο υγρό άζωτο και ανάκτηση κυττάρων 
 

 Η συντήρηση των κυττάρων για µεγάλο χρονικό διάστηµα πραγµατοποιείται 

σε ιδιαίτερα χαµηλές θερµοκρασίες, οι οποίες επιτυγχάνονται µε τη χρήση υγρού 

αζώτου (-196oC).  Συγκεκριµένα, χρησιµοποιείται ένα θρεπτικό µέσο (freezing 

buffer) . Αν και το DMSO που εµπεριέχεται στο θρεπτικό µέσο συντήρησης επιδρά 

αρνητικά στα κύτταρα καθώς γίνεται τοξικό και µπορεί να τα καταστρέψει, η 

παρουσία του σε χαµηλές συγκεντρώσεις κρίνεται απαραίτητη ώστε να εξασφαλιστεί 

η προστασία των κυτταρικών µεµβρανών από τους κρυστάλλους νερού. Για τη 

φύλαξη των κυττάρων είναι απαραίτητη προϋπόθεση ο πληθυσµός να βρίσκεται σε 

λογαριθµική φάση ανάπτυξης. Τα κύτταρα αποκολλούνται από τη φιάλη 

καλλιέργειας τους µε τη διαδικασία της τρυψινοποίησης όπως αναφέρθηκε αναλυτικά 

στο εδάφιο 2.2.5 και αφού προστεθεί ο απαραίτητος όγκος θρεπτικού ώστε να 

απενεργοποιηθεί η τρυψίνη τα κύτταρα φυγοκεντρούνται στους 25οC για 15 λεπτά 

στις 2500g. Εν συνεχεία και µετά την αφαίρεση του υπερκειµένου, το ίζηµα (pellet) 

κυττάρων επαναιωρείται στο ειδικό διάλυµα (freezing buffer) και φυλάσσεται σε 

κρυοφιαλίδιο (cryovial) για 24 ώρες στους -20οC. Την εποµένη, το κρυοφιαλίδιο 

µεταφέρεται στους -80οC για 24 ώρες όταν και τελικά τοποθετείται στο υγρό άζωτο. 

Η προοδευτική µείωση της θερµοκρασίας ακολουθείται µε σκοπό την οµαλή 

µετάβαση των κυττάρων από τη θερµοκρασία δωµατίου σε θερµοκρασία -196οC. 

 Για την ανάκτηση των κυττάρων από το υγρό άζωτο ακολουθείται η εξής 

πορεία: Ανάκτηση του φιαλιδίου από το υγρό άζωτο και άµεση τοποθέτηση αυτού σε 
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υδατόλουτρο ρυθµισµένο σε θερµοκρασία 37οC. Με αυτό τον τρόπο, η τήξη των 

κρυστάλλων νερού γίνεται αστραπιαία και άρα λιγότερο επιζήµια για την ανάπτυξη 

των κυττάρων. Εν συνεχεία, γίνεται προσθήκη του περιεχοµένου σε φιάλη 

καλλιέργειας µε πλήρες θρεπτικό µέσο και 15% (v/v) FBS και τοποθέτηση αυτής 

στον επωαστικό κλίβανο. Μετά το πέρας των πρώτων τεσσάρων ωρών, γίνεται 

παρατήρηση των κυττάρων στο  οπτικό µικροσκόπιο. Εάν έχει προσκολληθεί στον 

πυθµένα της φιάλης καλλιέργειας επαρκής πληθυσµός κυττάρων, αποµακρύνεται το 

θρεπτικό µέσο που περιέχει ακόµα υπολείµµατα από το DMSO, νεκρά κύτταρα και 

αποπτωτικούς παράγοντες. Προστίθεται εκ νέου θρεπτικό µέσο µε την ίδια 

περιεκτικότητα σε ορό για τις επόµενες 24-48 ώρες οπότε και επαναφέρουµε τις 

συνήθεις συνθήκες περιεκτικότητας σε FBS, 10% (v/v). 

   2.2.7. Επιδράσεις ουσιών 

 

 Πριν τη κάθε επίδραση, τα κύτταρα υποβάλλονται σε συνθήκες στέρησης 

ορού για τουλάχιστον οχτώ ώρες. Η κάθε επίδραση γίνεται µετά το πέρας του 

απαιτούµενου χρόνου υπό συνθήκες στέρησης ορού και για τους χρόνους που απαιτεί  

ο εκάστοτε πειραµατικός σχεδιασµός. Στη σειρά πειραµάτων όπου ελέγχεται η 

επίδραση αναστολέα σε σχέση µε αυτή του αγωνιστή, πραγµατοποιείται προσθήκη 

για µισή ώρα του εκάστοτε αναστολέα και έπειτα η επίδραση του αγωνιστή. Όλα τα 

πειράµατα ολοκληρώνονται µε τη µεταφορά των τρυβλίων από τον κλίβανο σε πάγο 

ώστε να τερµατιστούν όλες οι αντιδράσεις. Ακολουθεί η προετοιµασία των δειγµάτων 

για την περαιτέρω ανάλυσή τους.  

           2.3. ΕΚΧΥΛΙΣΗ ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΑΠΟ ΚΥΤΤΑΡΑ ΣΕ  
ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΚΑΙ ΑΠΟ ΙΣΤΟ   
  

Για την εκχύλιση των πρωτεϊνών από το βιολογικό υλικό - ιστό ή κύτταρα- 

και ανάλυση αυτών χρησιµοποιούνται ειδικά διαλύµατα λύσης, τα οποία προκαλούν 

τη δοµική καταστροφή των µεµβρανών, µε συνέπεια την απελευθέρωση του 

κυτταρικού περιεχοµένου στο διάλυµα. Κατά τη διάσπαση των κυττάρων 

απελευθερώνονται πρωτεάσες και φωσφατάσες, Έτσι, κρίνεται απαραίτητο είναι 

απαραίτητο το διάλυµα λύσης να περιέχει αναστολείς αυτών των ενζύµων. Ο 

διαχωρισµός των πρωτεϊνών από τα άθικτα κύτταρα και τις µεµβράνες 

πραγµατοποιείται µε φυγοκέντρηση. κατά την οποία οι πρωτεΐνες παραλαµβάνονται 
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στο υπερκείµενο. Συγκεκριµένα, µετά την καλλιέργεια των κυττάρων στα τρυβλία και 

την επίδραση µε τις διαφορετικές ουσίες πραγµατοποιείται µεταφορά των τρυβλιων 

στο πάγο, όπου και αποµακρύνεται το θρεπτικό υλικό. Ακολουθεί διάβρεξη των 

κυττάρων 2-3 φορές µε κρύο, µη αποστειρωµένο PBS και σχολαστική αποµάκρυνση 

του. Εν συνεχεία, µε τη χρήση πιππέτας, 100µl διαλύµατος λύσης R.I.P.A και 0,5% 

(ν/ν) Triton X-100 (µη ιοντικό απορρυπαντικό). Μετά από επίδραση µικρής 

διάρκειας, τα κύτταρα συλλέγονται από την επιφάνεια της καλλιέργειας µε τη χρήση 

ειδικού πλαστικού συλλέκτη (scraper) µε απαλές κυκλικές κινήσεις. Εν συνεχεία, το 

διάλυµα  µεταφέρεται σε σωλήνα (eppendorf), και παραµένει στον πάγο για 15 λεπτά. 

Η παρουσία του Triton Χ-100 προκαλεί τη διάρρηξη των κυτταρικών µεµβρανών, 

κάτι που υποβοηθείται περαιτέρω, µηχανικά, µε τη χρήση εµβόλου που προσαρµόζει 

στον πυθµένα του σωλήνα. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000 g για 5 λεπτά στους 

4οC, υπολογισµός της ποσότητας ολικών πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Bradford, 

προσθήκη 0,33 µερών όγκου διαλύµατος κατεργασίας δειγµάτων  (Laemmli 

Buffer/sample buffer 4×) και βρασµός των δειγµάτων για 3 λεπτά.  

Για την αποµόνωση ολικών πρωτεϊνών από ιστό, 4 µg ιστού τοποθετούνται σε 

σωλήνα eppendorf. Εν συνεχεία, προστίθενται 300µl  διαλύµατος λύσης και 

αναµένουµε για 15 λεπτά. Ακολούθως, τα δείγµατα φυγοκεντρούνται στις 12000 g 

για 5 λεπτά, στους 4οC. Τέλος, γίνεται ο ποσοτικός προσδιορισµός ολικών 

πρωτεϊνών, η προσθήκη διαλύµατος κατεργασίας 1/3 του όγκου δείγµατος (sample 

buffer4x) [110] και ο βρασµός των δειγµάτων για 3 λεπτά.  

Στη πλειοψηφία των πειραµάτων τόσο η λύση των κυττάρων, η αποµόνωση 

των ολικών πρωτεϊνών όσο και η προετοιµασία των δειγµάτων για την περαιτέρω 

ανάλυσή τους έγινε µε 100µl διαλύµατος κατεργασίας δειγµάτων 3×. 

      2.4. ΠΟΣΟΤΙΚΟΣ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΟΛΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΜΕ ΤΗ 
∆ΟΚΙΜΑΣΙΑ BRADFORD 
 

 H δοκιµασία Bradford συνιστά µια φασµατοσκοπική αναλυτική µέθοδο. 

Βασίζεται στη µετατόπιση στο φάσµα απορρόφησης της χρωστικής Coomassie 

Brilliant Blue G-250. Πρόκειται για µια εξαιρετικά ευαίσθητη µέθοδο [127]. Κάτω 

από όξινες συνθήκες, η κόκκινη µορφή της χρωστικής µετατρέπεται σε µπλε µορφή, 

όταν δεσµεύεται µε την πρωτεΐνη που θα προσδιοριστεί. Οι ιοντικές και υδρόφοβες 
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αλληλεπιδράσεις της χρωστικής µε τη πρωτεΐνη δηµιουργούν µια σταθερή ιονική 

µορφή της χρωστικής , που απορροφά στα 595 nm, σε αντίθεση µε τη µη δεσµευµένη 

µορφή της, µε ένα µέγιστο απορρόφησης στα 465 nm. Εκµεταλλευόµενοι αυτή τη 

µετατόπιση µπορούµε να εξάγουµε ένα µέτρο της ποσότητας  πρωτεΐνης στο δείγµα. 

καθώς η αύξηση της οπτικής πυκνότητας στα 595 nm είναι ανάλογη µε την ποσότητα 

της δεσµευµένης χρωστικής, και έτσι µε την ποσότητα  της πρωτεΐνης που υπάρχει 

στο δείγµα. Η διαδικασία για την δοκιµασία Bradford είναι πολύ εύκολη και απλή. 

Απαιτείται ένα στάδιο όπου το αντιδραστήριο Bradford προστίθεται σε δοκιµαστικό 

σωλήνα µαζί µε το δείγµα. Μετά από καλή ανάµιξη, το χρώµα του µίγµατος αλλάζει 

σχεδόν αµέσως σε ένα µπλε χρώµα και η οπτική πυκνότητα µπορεί να αναγνωστεί 

στα 595 nm χρησιµοποιώντας ένα φασµατοφωτόµετρο. Ο συνολικός χρόνος που 

χρειάζεται για να δηµιουργήσει και να ολοκληρώσει τη δοκιµασία είναι κάτω από 30 

λεπτά. Η όλη πειραµατική δοκιµασία πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία δωµατίου. Η 

δοκιµασία Bradford µπορεί να µετρήσει ποσότητες πρωτεΐνης της τάξης των µg 

[111]. Ακολουθεί η διαδικασία της δοκιµασίας Bradford: 

1. Παρασκευή µιας σειράς προτύπων διαλυµάτων πρωτεΐνης (χρησιµοποιείται 

διάλυµα stock BSA, 20 µg/ml), αυξανόµενης ποσότητας. 

2. Προσθήκη του αντιδραστηρίου Coomassie Brilliant Blue G-250 (1ml), σε 

κάθε σωλήνα (eppendorf) και στους σωλήνες των άγνωστων δειγµάτων. 

3. Ανάµειξη µε δίνη, ή αναστροφή και αναµονή 5 λεπτών 

4. Φωτοµέτρηση σε µήκος κύµατος 595 nm, χρησιµοποιώντας ως τυφλό (blank) 

σωλήνα ο οποίος δεν περιέχει πρωτεΐνη. 

5. Κατασκευή πρότυπης καµπύλης αναφοράς από την οπτική πυκνότητα (OD) 

των προτύπων έναντι της ποσότητας. 

6. Υπολογισµός συντελεστού απόσβεσης. 

7. Προσδιορισµός των ποσοτήτων πρωτεΐνης των άγνωστων δειγµάτων. 

   

  2.5. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΣΕ ΠΗΚΤΩΜΑ SDS- 
ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙ∆ΗΣ (SDS-PAGE) 
 Ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών πραγµατοποιείται συνήθως σε πηκτώµατα 

πολυακρυαλαµίδης. Ειδικότερα, στην παρούσα ερευνητική εργασία, εφαρµόστηκε η 

ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης κάτω από µετουσιωτικές 

συνθήκες, παρουσία του ιοντικού απορρυπαντικού SDS [112]. Σε δείγµατα που 
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προκύπτουν είτε από απλή οµογενοποίηση είτε από κλασµάτωση προστίθεται το 

διάλυµα κατεργασίας το οποίο, µαζί µε το βρασµό, προκαλεί την αποδιάταξη των 

πρωτεϊνών. Το SDS και η β-µερκαπτοαιθανόλη είναι υπεύθυνοι για τη µετουσίωση 

των πρωτεϊνών. Το SDS είναι ένα αρνητικά φορτισµένο απορρυπαντικό, το οποίο 

προσδένεται ισχυρά στις υδρόφοβες περιοχές των πρωτεϊνών, φορτίζοντάς τα 

αρνητικά, µε συνέπεια το ξεδίπλωµά τους σε επιµήκεις πολυπεπτιδικές αλυσίδες, ενώ 

η β-µερκαπτοαιθανόλη είναι ένας αναγωγικός παράγοντας που διασπάει τους 

δισουλφιδικούς δεσµούς στα πρωτεϊνικά µόρια. Ο συνδυασµός και των δύο έχει ως 

αποτέλεσµα τον αποχωρισµό των πολυπεπτιδικών αλυσίδων των πρωτεϊνών που 

αποτελούνται από πολλές υποµονάδες, αλλά και την καταστροφή των συνδέσεων 

µεταξύ διαφορετικών πρωτεϊνών ή πρωτεϊνών και λιπιδικών µορίων. Όλα τα 

σύµπλοκα πρωτεΐνης-SDS αποκτούν τελικά την ίδια διαµόρφωση και έχουν την ίδια 

αναλογία φορτίου µάζας, διαφέροντας µόνο στο µέγεθος. Με αυτόν τον τρόπο, είναι 

δυνατός ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών σε πηκτώµατα SDS-πολυακρυλαµίδης µε 

βάση το µοριακό τους βάρος (οι µεγάλου µοριακού βάρους πρωτεΐνες κινούνται πιο 

αργά σε σχέση µε αυτές που έχουν µικρό µοριακό βάρος) [111]. 

 Το πήκτωµα διαχωρισµού σχηµατίζεται ανάµεσα σε δυο γυάλινες πλάκες και 

δηµιουργείται από τον πολυµερισµό µονοµερών ακρυλαµίδης παρουσία µικρότερων 

ποσοτήτων Α,Α’-µεθυλενο-διδ-ακρυλαµίδης που λειτουργεί ως διασυνδετικός 

παράγοντας. Τα µονοµερή ακρυλαµίδης πολυµερίζονται σε µακριές αλυσίδες και στα 

σηµεία που εισέρχεται το Λ',Ν ’-µεθυλενο-δίδ-ακρυλαµίδιο δηµιουργείται ένα νέο 

σηµείο επέκτασης της αλυσίδας, οδηγώντας τελικά στο σχηµατισµό ενός 

τρισδιάστατου πλέγµατος. Ο πολυµερισµός της ακρυλαµίδης επιτυγχάνεται µε την 

προσθήκη υπερθειικού αµµωνίου (APS) και Ν,Ν,Ν’,Ν’- 

τετραµεθυλοαιθυλενοδιαµίνης (Tetramethylethylenediamine - TEMED). Το µέγεθος 

των πόρων του πηκτώµατος εξαρτάται από τη συγκέντρωση ακρυλαµίδης και διδ-

ακρυλαµίδης και. ανάλογα µε το µέγεθος των πρωτεϊνών υπό µελέτη, αυτό µπορεί να 

ρυθµιστεί για να επιτευχθεί ο καλύτερος διαχωρισµός. Για τους σκοπούς αυτής της 

εργασίας, χρησιµοποιήθηκαν πηκτώµατα διαχωρισµού των οποίων η συγκέντρωση 

ακρυλαµίδης ήταν 10% (w/v), 12% (w/v) και 15% (w/v). Σε αυτού του είδους την 

ηλεκτροφόρηση, πάνω από το πήκτωµα διαχωρισµού σχηµατίζεται ένα δεύτερο 

πήκτωµα πολυακρυλαµίδης, που ονοµάζεται πήκτωµα επιστοίβαξης. Το πήκτωµα 

αυτό έχει µεγάλου µεγέθους πόρους, αφού η συγκέντρωση ακρυλαµίδης είναι 5% 
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(w/v), και έχει πιο όξινο pH (6.8) σε σχέση µε το πήκτωµα διαχωρισµού (8.8). Η 

λειτουργία αυτού του πηκτώµατος είναι η συγκέντρωση του πρωτεϊνικού δείγµατος 

σε µια ευδιάκριτη οµοιόµορφη ζώνη και η ταυτόχρονη είσοδος όλων των πρωτεϊνών 

στο πήκτωµα διαχωρισµού. Όσον αφορά την πειραµατική διαδικασία της 

ηλεκτροφόρησης, παρασκευάζεται το διάλυµα για το πήκτωµα διαχωρισµού  το οποίο 

τοποθετείται ανάµεσα στις γυάλινες πλάκες. Πριν πολυµεριστεί. προστίθεται στην 

κορυφή του µία στοιβάδα απιονισµένο νερό, ώστε να ευθυγραµµιστεί η επιφάνειά 

του. Μόλις ολοκληρωθεί ο πολυµερισµός, το επιπλέον νερό αφαιρείται από την 

επιφάνεια του πηκτώµατος διαχωρισµού µε τη βοήθεια χαρτιού Whatman, και. 

ακολούθως, προστίθεται το διάλυµα του πηκτώµατος επιστοίβαξης. Παράλληλα, 

τοποθετείται ειδική «χτένα» για το σχηµατισµό των θέσεων που θα τοποθετηθούν τα 

προς ηλεκτροφόρηση δείγµατα. Μόλις πολυµεριστεί και το πήκτωµα επιστοίβαξης, οι 

γυάλινες πλάκες αποµακρύνονται από τη συσκευή στήριξης και τοποθετούνται στη 

συσκευή της ηλεκτροφόρησης, η οποία γεµίζεται µε ρυθµιστικό διάλυµα 

ηλεκτροδίων. Στη συνέχεια, τα δείγµατα βράζονται για 3 λεπτά, τοποθετούνται µε τη 

βοήθεια µικροσύριγγας τύπου Hamilton στις θέσεις που έχουν σχηµατιστεί στο 

πήκτωµα και η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται σε σταθερή τάση 110 V. Η πορεία 

της ηλεκτροφόρησης παρακολουθείται µε τη βοήθεια της χρωστικής (µπλε της 

βρωµοφαινόλης) που περιέχεται στο διάλυµα κατεργασίας δειγµάτων και 

τερµατίζεται όταν η χρωστική φτάσει στο τέλος του πηκτώµατος. Τέλος, πρέπει να 

σηµειωθεί ότι σε µία θέση του πηκτώµατος τοποθετείται και ένα µίγµα πρωτεϊνών 

γνωστού µοριακού βάρους, που χρησιµοποιούνται σαν δείκτες για την πορεία της 

ηλεκτροφόρησης. Επίσης, αυτές χρησιµεύουν και για να αναγνωρίζεται ευκολότερα 

µια πρωτεΐνη του δείγµατος της οποίας γνωρίζουµε το µοριακό βάρος, ή να 

προσδιορίζεται, κατά προσέγγιση, το µοριακό βάρος µιας πρωτεΐνης όταν αυτό δεν 

είναι γνωστό (Εικόνα 2.2). 
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Εικόνα 2.2 Σχηµατική αναπαράσταση ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών σε πήκτωµα SDS - πολυακρυλαµίδης 
(SDS-PAGE. Προσαρµογή και τροποποίηση από [113]. 

2.6. ΑΝΟΣΟΑΠΟΤΥΠΩΜΑ ΚΑΤΑ WESTERN (WESTERN BLOTTING) 

2.6.1. Μεταφορά πρωτεϊνών σε νιτροκυτταρίνη 
 

 Το ανοσοαποτύπωµα κατά Western είναι µια ευρέως χρησιµοποιούµενη 

µεθοδολογία ανοσοχηµικού προσδιορισµού. Η χρήση της επιτρέπει την αναγνώριση 

µιας συγκεκριµένης πρωτεΐνης-στόχου σε ένα πολύπλοκο µείγµα πρωτεϊνών. Πιο 

συγκεκριµένα, ένα πρωτεϊνικό µείγµα διαχωρίζεται ηλεκτροφορητικά σε πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης, παρουσία δωδεκυλοθειικού νατρίου (sodium dodecyl sulfate, 

SDS), ενός αποδιατακτικού παράγοντα. Εν συνεχεία, οι πρωτεϊνικές ζώνες 

µεταφέρονται σε κατάλληλη µεµβράνη. Ακολούθως, πραγµατοποιείται ο εντοπισµός 

της πρωτεΐνης- στόχου πάνω στη µεµβράνη µε το πρωτογενές αντίσωµα. Τα 

ανοσοσύµπλοκα αναγνωρίζονται από δεύτερο αντίσωµα, ειδικό για τη σταθερή 

περιοχή του πρωτογενούς αντισώµατος, το οποίο είναι συζευγµένο οµοιοπολικά µε 

ένζυµο. Τέλος, η προσθήκη του υποστρώµατος του ενζύµου δηµιουργεί ορατό προϊόν 

στην θέση του ανοσοσυµπλόκου [114] . Ακολουθούν τα στάδια της µεθοδολογίας. Οι 

πρωτεΐνες, µετά το διαχωρισµό τους σε πήκτωµα SDS-PAGE. µπορούν να 

µεταφερθούν µε τη βοήθεια ηλεκτρικού πεδίου και να ακινητοποιηθούν επάνω σε 

ειδικές µεµβράνες, όπως είναι η νιτροκυτταρίνη, διατηρώντας το πρότυπο 

διαχωρισµού τους. Σε αντίθεση µε τα πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης. οι 

ακινητοποιηµένες στη µεµβράνη πρωτεΐνες είναι εύκολα προσβάσιµες σε ποικίλους 

προσδέτες. όπως είναι τα αντισώµατα που χρησιµοποιούνται για την αναγνώριση 

αντίστοιχων αντιγόνων και οι λεκτίνες που ανιχνεύουν γλυκοπρωτεΐνες και µπορούν 

να αποθηκευτούν για µεγάλο χρονικό διάστηµα. Μία διαδεδοµένη µέθοδος 

ηλεκτροφορητικής µεταφοράς πρωτεϊνών είναι αυτή της ηµίξηρης (semidry) 
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µεταφοράς. Σύµφωνα µε αυτήν τη µέθοδο, το πήκτωµα και η µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης τοποθετούνται ανάµεσα σε δύο στοίβες χαρτιών φιλτραρίσµατος 

(Whatman) εµποτισµένων µε το ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς, οι οποίες βρίσκονται 

σε απ' ευθείας επαφή µε ηλεκτρόδια (πόλους) από γραφίτη, που έχουν τη µορφή 

πλάκας. Η πειραµατική διαδικασία περιλαµβάνει την κοπή της µεµβράνης της 

νιτροκυτταρίνης και 8 χαρτιών Whatman Νο3 (ανά µεµβράνη) στις διαστάσεις που 

έχει το πήκτωµα διαχωρισµού και την επίδραση όλων αυτών για 20 λεπτά µε το 

ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς. Με το ίδιο διάλυµα διαβρέχεται και το πήκτωµα 

διαχωρισµού για 10 λεπτά, καθώς και οι πόλοι της συσκευής µεταφοράς. Ανάµεσα 

στους πόλους, τοποθετούνται από την άνοδο προς την κάθοδο και µε τη σειρά που 

αναφέρονται: 4 χαρτιά Whatman, η µεµβράνη της νιτροκυτταρίνης. το πήκτωµα 

διαχωρισµού και άλλα 4 χαρτιά Whatman, φροντίζοντας να µην παγιδευτούν 

φυσαλίδες αέρα ανάµεσά τους. Η µεταφορά πραγµατοποιείται σε σταθερή τάση 12V 

για 60 λεπτά. 

2.6.2. Ανοσοεντόπιση πρωτεϊνικών αντιγόνων σε µεµβράνη 
νιτροκυτταρίνης   (immunoblotting) 
 

 Με τη µέθοδο αυτή, οι πρωτεΐνες - στόχοι, που έχουν µεταφερθεί σε 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. µπορούν να ανιχνευτούν µε τη χρήση ειδικών 

αντισωµάτων. Η ανίχνευση των πρωτεϊνών γίνεται συνήθως έµµεσα, 

χρησιµοποιώντας αρχικά ένα ειδικό αντίσωµα που έχει δηµιουργηθεί έναντι 

συγκεκριµένου επιτόπου της υπό µελέτη πρωτεΐνης (πρωτογενές αντίσωµα), το οποίο 

προσδένεται σε αυτήν επάνω στη µεµβράνη της νιτροκυτταρίνης, ενώ στη συνέχεια 

ένα δεύτερο αντίσωµα (δευτερογενές αντίσωµα), συζευγµένο µε ένα ένζυµο, 

αναγνωρίζει το πρώτο αντίσωµα. Ο εντοπισµός της πρωτεΐνης που µελετάται γίνεται 

µε εντοπισµό του δευτερογενούς αντισώµατος µε κατάλληλη µέθοδο. Μία τέτοια 

µέθοδος ανίχνευσης είναι αυτή της ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας (ECL - Enhanced 

ChemiLuminescence). Η µέθοδος της ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας βασίζεται στο 

φαινόµενο της φωταύγειας, που ορίζεται ως η εκποµπή φωτός από ένα µόριο καθώς 

αυτό χάνει ενέργεια όταν βρίσκεται σε διεγερµένη κατάσταση. Κατά τη 

χηµειοφωταύγεια µία χηµική αντίδραση προκαλεί τη διέγερση για αυτήν την εκποµπή 

φωτός. Ένα από τα γνωστότερα συστήµατα για την παραγωγή χηµειοφωταύγειας 

είναι αυτό της υπεροξειδάσης του άγριου ραπανιού (horse radish peroxidase - HRP) / 
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υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) που καταλύει την οξείδωση της λουµινόλης σε 

αλκαλικές συνθήκες. Αµέσως µετά την οξείδωσή της, η λουµινόλη βρίσκεται σε 

διεγερµένη κατάσταση και κατόπιν µεταπίπτει στη βασική, µέσω της εκποµπής 

φωτός. Κατά την ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια η παραπάνω αντίδραση 

πραγµατοποιείται παρουσία χηµικών ενισχυτών, όπως οι φαινόλες. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσµα την αύξηση της παραγωγής φωτός κατά 1000 φορές και την παράταση 

της διάρκειας αυτής της εκποµπής. Η εκπεµπόµενη ακτινοβολία µπορεί να 

αποτυπωθεί µε έκθεση σε κατάλληλο φωτογραφικό φιλµ. Η ανάλυση κατά Western 

περιλαµβάνει αρχικά την επώαση της µεµβράνης της νιτροκυτταρίνης για 30 λεπτά, 

σε θερµοκρασία δωµατίου, µε διάλυµα, Το βήµα αυτό αποσκοπεί στο να καλυφθούν  

θέσεις πάνω στη µεµβράνη στις οποίες µπορεί τυχαία να δεσµευθεί µία πρωτεΐνη, 

οπότε η πρόσδεση των αντισωµάτων που θα ακολουθήσει γίνεται πολύ πιο ειδικά. 

Μετά από δύο πεντάλεπτες εκπλύσεις µε διάλυµα TBS-T, η µεµβράνη επωάζεται για 

περίπου 18 ώρες (ολονύκτια). στους 4°C, υπό ανάδευση. σε διάλυµα πρωτογενούς 

αντισώµατος. Το τελευταίο περιέχει το ειδικό αντίσωµα έναντι της πρωτεΐνης-

στόχου, κατάλληλα αραιωµένο, σε διάλυµα 5% BSA σε TBS-T. Στη συνέχεια 

πραγµατοποιούνται 4 εκπλύσεις των 5 λεπτών µε TBS-T και η µεµβράνη επωάζεται 

για 1 ώρα. σε θερµοκρασία δωµατίου, υπό ανάδευση. µε το δευτερογενές αντίσωµα. 

Ύστερα από τέσσερις πεντάλεπτες εκπλύσεις σε TBS-T. ακολουθεί η µέθοδος της 

ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιείται το µίγµα 

αντιδραστηρίων της εταιρίας Amersham Biosciences (Upsala, Sweden) που περιέχει 

το υπεροξείδιο, τη λουµινόλη και τον ενισχυτή. Τα αντιδραστήρια αναµειγνύονται 

κατάλληλα 10 λεπτά πριν τη χρήση και η µεµβράνη επωάζεται για 1 λεπτό µε το 

µίγµα, υπό ανάδευση. Στη συνέχεια, η µεµβράνη τοποθετείται µέσα σε ειδική 

µεµβράνη, όπου και εκτίθεται σε κάµερα.  

Ως εναλλακτική µέθοδο ανίχνευσης, χρησιµοποιήθηκε δεύτερο αντίσωµα 

συζευγµένο µε το ένζυµο, αλκαλική φωσφατάση (alkaline phosphatase, AP). Η 

προσθήκη του χρωµογόνου υποστρώµατος έχει σαν αποτέλεσµα τη παραγωγή ενός  

έγχρωµου ιζήµατος  στη θέση του αντιγόνου – στόχου.(- µια ευγενική προσφορά της 

Αναπληρώτριας Καθηγήτριας Βιοχηµείας Ευκαρυωτικών Οργανισµών ΕΚΠΑ 

Βασιλακοπούλου ∆ιδώ).  

 Στην εικόνα 2.3A,B παρατίθεται ανάλυση κατά Western δειγµάτων που 

αντιστοιχούν  στις δύο διαφορετικές µεθόδους ανοσοεντόπισης - ανίχνευσης.  



 

Α.                            

    Μάρτυρας   Επίδραση      Μάρτυρας   Επίδραση

                   

Εικόνα 2.3  Ανοσοαποτύπωµα κατά Western
ποσότητας πρωτεΐνης µε διαφορετικές µεθόδους ανίχνευσης
εµφάνισης, σύστηµα αλκαλικής φωσφατ
σύστηµα περοξειδάσης (HRP)-ενισ

 

 

Μετά την δοκιµασία κατά Western, τα αντισώµατα που έχουν δεσµευτεί στη 

µεµβράνη της νιτροκυτταρίνης µπορούν να αποκολληθούν από αυτήν

τη µεµβράνη σε ειδικό διάλυµα

37oC για 1 ώρα. Με αυτό το τρόπο

δοκιµασίας χρησιµοποιώντας άλλο πρωτογενές αντίσωµα.

         2.7. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΟΛΙΚΟΥ RNA

 

Για τη διαδικασία

συλλογή των κυττάρων µε 1,0 

TX, USA)]. Εν συνεχεία, προσθέτουµε

θερµοκρασία δωµατίου για 15 λεπτά. Το πρώτο αυτό στάδιο επώασης, απαιτείται 

προκειµένου να αναδιαταχτούν οι πρωτεΐνες και τα λιπίδια, να ελαχιστοποιηθεί η 

διαλυτότητα του DNA στη φαινόλη και να επιτευχθεί αποτελεσµατικός διαχωρισµός 

της υδατικής από την οργανική φάση. Κατόπιν, πραγµατοποιείται φυγοκέντρηση

στους 4oC για 15 λεπτά στις 12000g

υδατική αυτή του RNA, τη µεσόφαση που σχηµατίζεται το DNA και την κατώτερη 

οργανική, στην οποία περιέχονται οι πρωτεΐνες

υδατικής φάσης σε νέο αποστειρωµένο eppendorf των 2ml

προσθέτουµε 500×10-3 ml 

επώαση του δείγµατος για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.

φυγοκέντρηση στους 4oC για 8 λεπτά στις 12000g . Το υπερκείµενο απορρίπτεται και 

το ίζηµα επαναιωρείται σε 

                         Β. 

Μάρτυρας   Επίδραση          

              

Ανοσοαποτύπωµα κατά Western για το αντιγόνο του Αβ-πεπτιδίου, δύο δειγµάτων ίδιας 
µε διαφορετικές µεθόδους ανίχνευσης. (Α) Ανίχνευση των ανοσοσυµπλόκων 

σύστηµα αλκαλικής φωσφατάσης και χρωµατική αντίδραση (Β) Ανίχνευση των ανοσοσυµπλόκων 
ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας  (ECL) . 

Μετά την δοκιµασία κατά Western, τα αντισώµατα που έχουν δεσµευτεί στη 

µεµβράνη της νιτροκυτταρίνης µπορούν να αποκολληθούν από αυτήν, 

µεµβράνη σε ειδικό διάλυµα αφαίρεσης αντισώµατος (Sttipping 

Με αυτό το τρόπο η µεµβράνη µπορεί να υποστεί νέο κύκλο 

ώντας άλλο πρωτογενές αντίσωµα. 

ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΟΛΙΚΟΥ RNA ΑΠΟ ΚΥΤΤΑΡΑ  

διαδικασία της εκχύλισης του ολικού RNA, πραγµατοποιείται η

ρων µε 1,0 ml φαινόλης [αντιδραστηρίου trizol (Ambion

. Εν συνεχεία, προσθέτουµε 0,2ml χλωροφορµίου και επωάζουµε

θερµοκρασία δωµατίου για 15 λεπτά. Το πρώτο αυτό στάδιο επώασης, απαιτείται 

προκειµένου να αναδιαταχτούν οι πρωτεΐνες και τα λιπίδια, να ελαχιστοποιηθεί η 

διαλυτότητα του DNA στη φαινόλη και να επιτευχθεί αποτελεσµατικός διαχωρισµός 

ν οργανική φάση. Κατόπιν, πραγµατοποιείται φυγοκέντρηση

C για 15 λεπτά στις 12000g. Έτσι προκύπτουν τρεις φάσεις µε την ανώτερη 

υδατική αυτή του RNA, τη µεσόφαση που σχηµατίζεται το DNA και την κατώτερη 

οποία περιέχονται οι πρωτεΐνες. Ακολουθεί η συλλογή της ανώτερης 

υδατικής φάσης σε νέο αποστειρωµένο eppendorf των 2ml. Εν συνεχεία,

l ισοπροπανόλης και µετά από ήπια ανάδευση , ακολουθεί 

του δείγµατος για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη  συνέχεια

C για 8 λεπτά στις 12000g . Το υπερκείµενο απορρίπτεται και 

το ίζηµα επαναιωρείται σε 1ml αιθανόλης 75% (v/v), αναδεύουµε και φυγοκέντρουµε 
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δύο δειγµάτων ίδιας 
Ανίχνευση των ανοσοσυµπλόκων µε µέθοδο 

των ανοσοσυµπλόκων µε 

Μετά την δοκιµασία κατά Western, τα αντισώµατα που έχουν δεσµευτεί στη 

, εµβαπτίζοντας 

 Buffer), στους 

να υποστεί νέο κύκλο 

, πραγµατοποιείται η 

Ambion, Aystin, 

και επωάζουµε σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 15 λεπτά. Το πρώτο αυτό στάδιο επώασης, απαιτείται 

προκειµένου να αναδιαταχτούν οι πρωτεΐνες και τα λιπίδια, να ελαχιστοποιηθεί η 

διαλυτότητα του DNA στη φαινόλη και να επιτευχθεί αποτελεσµατικός διαχωρισµός 

ν οργανική φάση. Κατόπιν, πραγµατοποιείται φυγοκέντρηση 

. Έτσι προκύπτουν τρεις φάσεις µε την ανώτερη 

υδατική αυτή του RNA, τη µεσόφαση που σχηµατίζεται το DNA και την κατώτερη 

συλλογή της ανώτερης 

. Εν συνεχεία, 

µετά από ήπια ανάδευση , ακολουθεί 

Στη  συνέχεια, γίνεται 

C για 8 λεπτά στις 12000g . Το υπερκείµενο απορρίπτεται και 

αναδεύουµε και φυγοκέντρουµε 
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το δείγµα στους 4oC για 5 λεπτά στις 12000g. Τέλος, απορρίπτεται και πάλι το 

υπερκείµενο και το ίζηµα RNA που προκύπτει διαλυτοποιείται σε κατάλληλο όγκο 

διαλύµατος συντήρησης RNA (Storage Solution, RSS, Αmbion Inc.) 

(χρησιµοποιήθηκαν όγκοι 12×10-3ml έως 20×10-3ml ) . Το  διάλυµα RSS, συνδυάζει 

δύο χαρακτηριστικά που ελαχιστοποιούν την υδρόλυση των βάσεων του RNA: i) το 

χαµηλό pH (pH 6.4) και ii) το κιτρικό νάτριο που δρα ως χηλικός παράγοντας 

δεσµεύοντας τα δισθενή ιόντα. 

 

 

        2.8. ΠΟΣΟΤΙΚΟΣ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΝΟΥΚΛΕ̇Ι̇ΚΟΥ ΟΞΕΟΣ (RNA) 
 

Ο ποσοτικός προσδιορισµός του RNA γίνεται φωτοµετρικά στα 260 nm. 

Οπτική πυκνότητα ίση µε 1 αντιστοιχεί σε 40µg/ml µονόκλωνου νουκλεοτιδίου. Ο 

προσδιορισµός του βαθµού καθαρότητας του αποµονωθέντος RNA, γίνεται µε βάση 

το λόγο των OD που λαµβάνονται στα 260nm και στα 280nm, λ=OD260nm/OD280nm 

(όπου  OD260nm αντιπροσωπεύει την οπτική πυκνότητα του δείγµατος στα 260nm και 

OD280nm  αντιπροσωπεύει την οπτική πυκνότητα δείγµατος στα 280 nm). 

Σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του αντιδραστηρίου TRI (TRIZOL), το εύρος 

τιµών του λόγου λ που αντανακλά ικανοποιητική καθαρότητα του αποµονωµένου 

RNA, κυµαίνεται µεταξύ 1.8 και 2.0. Στην περίπτωση που ο λόγος λ λαµβάνει τιµές 

µικρότερες του 1.6, το εκχύλισµα περιέχει υψηλή συγκέντρωση πρωτεϊνών, ενώ τιµές 

µεγαλύτερες του 2.2 φανερώνουν τη παρουσία ποσότητας DNA. 

        2.9. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΝΟΥΚΛΕ̇Ι̇ΚΩΝ ΟΞΕΩΝ 

2.9.1. Ηλεκτροφόρηση RNA-Ποιοτικός έλεγχος RNA 

  
 Κατά τον έλεγχο της ποιότητα του RNA που αποµονώνεται, γίνεται ανάλυση 

του RNA σε πήκτωµα αγαρόζης. Το RNA µεταναστεύει στο πήκτωµα διανύοντας 

απόσταση που βρίσκεται σε γραµµική σχέση µε το λογάριθµο του µοριακού του 

βάρους. Για την αποφυγή των ριβονουκλεασών, οι οποίες µέσα σε λίγα λεπτά 

µπορούν να καταστρέψουν το RNA, χρησιµοποιούνται υλικά κατεργασµένα µε 

DEPC (diethylpyrocarbonate). Τα γυαλικά και τα διαλύµατα επωάζονται για 8 ώρες 



 

µε 0.1% DEPC στους 37

αποµακρυνθούν τυχόν υπολείµµατα

την ηλεκτροφόρηση προϊόντων 

Για την παρασκευή πηκτώµατος αγαρόζης 1.5% 

διάλυµα TBE 1×. Ακολούθως, 

διαλύµατος χρώσης [RNA loading dye solution 2x, φορµαµίδιο

0,025% (w/v), µπλε της της βρωµοφαινόλης

0,025%(w/v), βρωµιούχο αιθιδίο

τοποθετούνται στις ειδικές θέσεις  επί του 

πραγµατοποιείται µε εφαρµογή τάσης 5

περίπου 45 λεπτά. Τέλος το πήκτωµα µεταφέρεται

φίλµ, σε τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας. 

Στο RNA πήκτωµα

που συνιστούν το 80% του συνολικού RNA

για το 28 s  και µία για το 18 s. Σε µια χαρακτηριστική εικόνα RNA καλής ποιότητας 

πρέπει να παρατηρούνται αυτές οι δύο ζώνες καθαρά και το πάχος της ζώνης που 

αντιστοιχεί στο 28s να είναι διπλάσια αυτής του 18s

Εικόνα 2.4 Ανάλυση ποιότητας RNA σε 
ζωνών (οι όποιες αντιστοιχούν στις 28s και 18s του rRNA

           2.9.2. Ηλεκτροφόρηση 
πολυµεράσης (PCR) σε πήκτωµα αγαρόζης
 

Η ηλεκτροφόρηση

συγκέντρωσης του DNA, κυρίως σε δείγµατα που περιέχουν

ng/ml). Ο προσδιορισµός γίνεται µε βάση την ένταση του 

από το βρωµιούχο αιθίδιο, το οποίο είναι δεσµευµένο π

Καθώς το ποσό του

η συγκέντρωση µπορεί να

% DEPC στους 37oC και την επόµενη ηµέρα αποστειρώνονται ώστε να 

αποµακρυνθούν τυχόν υπολείµµατα DEPC. Η ίδια διαδικασία εφαρµόστηκε και για 

προϊόντων αντιδράσεων RT-PCR . 

Για την παρασκευή πηκτώµατος αγαρόζης 1.5% (w/v) απαιτείται 

Ακολούθως, τα δείγµατα RNA (1µg) µε προσθήκη 

[RNA loading dye solution 2x, φορµαµίδιο 95%(w/v), SD

της βρωµοφαινόλης  0,025% (w/v), κυανό του ξυλενίου, 

βρωµιούχο αιθιδίο 0,025% (w/v)DEPC-H20 (µέχρι συµπλήρωση

στις ειδικές θέσεις  επί του πηκτώµατος. Η ηλεκτροφόρηση 

µε εφαρµογή τάσης 50V, σε ρυθµιστικό διάλυµα TBE 0,

Τέλος το πήκτωµα µεταφέρεται και εκτίθεται σε φωτογραφικό 

σε τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας.  

πήκτωµα αγαρόζης παρατηρούµε τα ριβοσωµικά RNAs

που συνιστούν το 80% του συνολικού RNA. Ουσιαστικά εµφανίζονται

και µία για το 18 s. Σε µια χαρακτηριστική εικόνα RNA καλής ποιότητας 

πρέπει να παρατηρούνται αυτές οι δύο ζώνες καθαρά και το πάχος της ζώνης που 

αντιστοιχεί στο 28s να είναι διπλάσια αυτής του 18s (Εικόνα 2.4) . 

 

ιότητας RNA σε πήκτωµα αγαρόζης. ∆ίνεται έµφαση στην παρουσ
ς αντιστοιχούν στις 28s και 18s του rRNA). 

Ηλεκτροφόρηση DNA-Ανάλυση προϊόντος αλυσιδωτής αντίδρασης 
πολυµεράσης (PCR) σε πήκτωµα αγαρόζης 

Η ηλεκτροφόρηση DNA είναι µία γρήγορη µέθοδος προσδιορισµού της 

DNA, κυρίως σε δείγµατα που περιέχουν µικρές ποσότητες (250

προσδιορισµός γίνεται µε βάση την ένταση του φθορισµού που εκπέµπεται 

βρωµιούχο αιθίδιο, το οποίο είναι δεσµευµένο πάνω στο DNA. 

Καθώς το ποσό του φθορισµού είναι ανάλογο της συνολικής µάζας τ

η συγκέντρωση µπορεί να υπολογιστεί συγκρίνοντας την ένταση φθορισµού 
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C και την επόµενη ηµέρα αποστειρώνονται ώστε να 

DEPC. Η ίδια διαδικασία εφαρµόστηκε και για 

απαιτείται  ρυθµιστικό 

µε προσθήκη 5×10-3ml 

95%(w/v), SDS 

υανό του ξυλενίου, 

0 (µέχρι συµπλήρωση)] 

Η ηλεκτροφόρηση 

0V, σε ρυθµιστικό διάλυµα TBE 0,5×, για 

εκτίθεται σε φωτογραφικό 

RNAs (rRNAs), 

. Ουσιαστικά εµφανίζονται 2 ζώνες, µία 

και µία για το 18 s. Σε µια χαρακτηριστική εικόνα RNA καλής ποιότητας 

πρέπει να παρατηρούνται αυτές οι δύο ζώνες καθαρά και το πάχος της ζώνης που 

∆ίνεται έµφαση στην παρουσία δυο διακριτών 

Ανάλυση προϊόντος αλυσιδωτής αντίδρασης 

είναι µία γρήγορη µέθοδος προσδιορισµού της 

µικρές ποσότητες (250 

φθορισµού που εκπέµπεται 

νω στο DNA.  

φθορισµού είναι ανάλογο της συνολικής µάζας του DNA, 

υπολογιστεί συγκρίνοντας την ένταση φθορισµού του 
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δείγµατος µε την ένταση που εκπέµπει ένα δείγµα γνωστής συγκέντρωσης. Η 

ελάχιστη συγκέντρωση που µπορεί να προσδιοριστεί µε τη µέθοδο αυτή είναι 1-5ng 

DNA. Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης είναι µία τεχνική που επιτρέπει το 

διαχωρισµό, το χαρακτηρισµό και την αποµόνωση τµηµάτων DNA. Τα πηκτώµατα 

αγαρόζης φτιάχνονται αφού πρώτα διαλύσουµε µε θέρµανση την αγαρόζη µέσα σε 

ένα ρυθµιστικό διάλυµα. Όταν αυτό γίνει διαυγές χύνουµε το µίγµα στην µήτρα και 

περιµένουµε να στερεοποιηθεί. Η αγαρόζη πήζοντας δηµιουργεί ένα δίκτυο του 

οποίου η πυκνότητα είναι ανάλογη της συγκέντρωσης της αγαρόζης. Με την 

εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου στα άκρα του πηκτώµατος, το DNA, το οποίο είναι 

αρνητικά φορτισµένο, κινείται προς την άνοδο. Σε πηκτώµατα αγαρόζης διαφόρων 

συγκεντρώσεων µπορούν να διαχωριστούν τµήµατα DNA µεγέθους από 200bp έως 

50kb. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται συνήθως σε οριζόντιο επίπεδο υπό ηλεκτρικό πεδίο 

σταθερής τάσης. 

Στη συγκεκριµένη µελέτη ακολουθήθηκε η παρακάτω πορεία: 

Η αγαρόζη διαλύεται σε διάλυµα 0,5× TBE µε βρασµό και στη συνέχεια προστίθεται 

διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου σε τελική συγκέντρωση 1µg/ml. Η στερεοποίηση του 

πηκτώµατος γίνεται σε γυάλινη επιφάνεια συγκεκριµένων διαστάσεων. Οι θέσεις 

υποδοχείς των δειγµάτων DNA σχηµατίζονται µε τη βοήθεια ειδικής µήτρας που 

τοποθετείται στη συσκευή πριν την οριστική πήξη του πηκτώµατος. Στα δείγµατα 

που πρόκειται να αναλυθούν προστίθεται διάλυµα χρωστικής[DNA loading dye 

solution 6x, 95% (w/v) φορµαµίδιο, 0.025%(w/v) SDS, 0.025% (w/v) µπλε  της 

βρωµοφαινόλης, 0,025% w/v κυανό του ξυλενίου, 0.025% (w/v) βρωµιούχο αιθιδίο 

και 0,5mM EDTA. 12 µl από κάθε δείγµα τοποθετούνται στους ειδικούς υποδοχείς 

επί του πηκτώµατος, µε τη βοήθεια µικροπιπέττας. Η ανάλυση των δειγµάτων γίνεται 

σε θερµοκρασία δωµατίου υπό σταθερή ένταση ρεύµατος 125mA, σε ρυθµιστικό 

διάλυµα TBE 0,5×, για 45 λεπτά.  

 

   2.10. ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗΣ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗΣ 

  
Η πειραµατική πορεία που ακολουθήθηκε στην αντίδραση αντίστροφης 

µεταγραφής, αποτελείται από δύο διακριτά στάδια. Στο πρώτο στάδιο γίνεται 

ανάµειξη όγκου ολικού RNA που αντιστοιχεί σε 2,00×10-3mg, µε 1,00×10-3ml oligo-
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dTs (100µΜ) και το διάλυµα συµπληρώνεται µε DEPC-H20 µέχρι τελικό όγκο 

12,5×10-3ml. Ακολουθεί επώαση στους 70οC για 5 λεπτά και γρήγορη µεταφορά των 

µιγµάτων στους 4oC, µετά το πέρας της επώασης. Κατά το στάδιο αυτό, 

αποδιατάσσονται οι ανώτερες δοµές που µπορεί να περιέχει το RNA λόγω 

συµπληρωµατικότητας και πραγµατοποιήθηκε η πρόσδεση των µορίων εκκινητών, 

oligo-dTs στην 3΄ poly-A ουρά των mRNA µεταγράφων. 

Στο δεύτερο στάδιο, προστίθενται στο µίγµα 4.0×10-3ml µίγµατος αντίδρασης RT 

(Πίνακας 2.14) και επωάζεται στο θερµικό κυκλοποιητή για 55 λεπτά στους 37oC 

(βέλτιστη θερµοκρασία δράσης του ενζύµου) και 15 λεπτά στους 70oC (τερµατισµός 

της αντίδρασης). Το τελευταίο στάδιο τερµατισµού της αντίδρασης πραγµατοποιείται 

για τη µη αντιστρεπτή αποδιάταξη της αντίστροφης µεταγραφάσης µετά την 

ολοκλήρωση της σύνθεσης του cDNA, καθώς σε αντίθετη περίπτωση τα µόρια του 

ενζύµου παραµένουν προσδεδεµένα µε το νεοσυντιθέµενο cDNA, παρεµποδίζοντας 

έτσι τη µετέπειτα ενίσχυση αλληλουχιών µε PCR. Τα δείγµατα cDNA που 

προκύπτουν είτε φυλάσσονται στους -20oC είτε αναλύονται άµεσα. 

 

 

Πίνακας 2.14 Σύσταση µίγµατος αντίδρασης αντίστροφης µεταγραφής 

Τris-HCl pH 8,3 50 mM 
KCl 75 mM 
MgCl2 3 mM 
DDT 10 mM 
RT-BUFFER6  20% (v/v) 
µεταγραφάση M-MLV RT7  200 Units/ml 
  

        2.11.  ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR) 
 

 H αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης, PCR, είναι µέθοδος που 

χρησιµοποιείται για την ενίσχυση ενός τµήµατος DNA που βρίσκεται ανάµεσα σε 

δύο περιοχές γνωστής αλληλουχίας. Αυτό επιτρέπει την ανίχνευση ακόµα και µορίων 

DNA που βρίσκονται σε πολύ µικρή συγκέντρωση σε ένα βιολογικό δείγµα. Η PCR 

                                                           
6 Invitrogen 
7 [Moloney murine Leukemia Virus reverse transcriptase(Finnzymes Oy, Espoo, Finland)] 
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στηρίζεται στη δηµιουργία από µια DNA πολυµεράση µιας συµπληρωµατικής 

αλυσίδας DNA κατά την 5’—»3’ κατεύθυνση, χρησιµοποιώντας ως µήτρα µια 

µονόκλωνη αλυσίδα DNA. Σηµαντικό ρόλο στην αντίδραση διαδραµατίζουν δύο 

ολιγονουκλεοτίδια που λειτουργούν ως εκκινητές (primers) αυτής που καταλύεται 

από την DNA πολυµεράση. Η τυπική PCR πραγµατοποιείται σε τρία βήµατα  

– Αποδιάταξη  

– Επέκταση 

– Επαναδιάταξη  

Ειδικότερα, η θέρµανση χωρίζει το δίκλωνο DNA, οι δύο εκκινητές 

εφαρµόζονται σε µοριακή περίσσεια και η DNA πολυµεράση αντιγράφει το DNA. 

Στο τέλος η αργή ψύξη επαναδιαττάσει τους δύο κλώνους. Η πολυµεράση που 

χρησιµοποιείται προέρχεται από το θερµοφιλικό βακτήριο Thermus aquaticus και έχει 

την ιδιότητα να µην αδρανοποιείται στους 95 oC και εποµένως δεν απαιτείται η 

ανανέωση της ποσότητας του ενζύµου σε κάθε κύκλο της αντίδρασης. Η αντίδραση 

περιλαµβάνει τα ακόλουθα βήµατα: 

• Αποδιάταξη του DNA µε θέρµανση στους 95 oC 

•Πρόσδεση του ζεύγους των ολιγονουκλεοτιδίων - εκκινητών µε τις 

συµπληρωµατικές αλληλουχίες του DNA (annealing). Η θερµοκρασία σύνδεσης 

συνήθως είναι χαµηλότερη κατά 5 oC από τη θερµοκρασία τήξης των 

ολιγονουκλεοτιδίων. 

• Επιµήκυνση του ανασυνδυασµένου ολιγονουκλεοτιδίου από την Taq πολυµεράση 

στους 72 oC για 1 λεπτό ανά 1kb DNA. 

Οι κύκλοι αποδιάταξης, σύνδεσης και επιµήκυνσης επαναλαµβάνονται για 25-30 

φορές. Τα προϊόντα του DNA που δηµιουργήθηκαν σε κάθε κύκλο χρησιµοποιούνται 

σαν µήτρα για τον επόµενο κύκλο. Το αποτέλεσµα είναι η εκθετική συσσώρευση του 

επιλεγµένου τµήµατος DNA [114]. 

Στη παρούσα εργασία προκειµένου να ενισχύσουµε την επιθυµητή 

αλληλουχία ακολουθήσαµε το πρωτόκολλο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 
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(όλες οι αντιδράσεις PCR πραγµατοποιήθηκαν στο εργαστήριο του Καθηγητή 

Κλινικής Βιοχηµείας ΕΚΠΑ, Ανδρέα Σκορίλα).  

Oι συνθήκες PCR για τη µελέτη του γονιδίου APP ήταν: 95ο C για 2 λεπτά , 

αποδιάταξη στους 95ο C για 30 δευτερόλεπτα, πρόσδεση εκκινητών στους 66ο C για 

30 δευτερόλεπτα, επιµήκυνση στους 72ο C για 1 λεπτό και τελική επιµήκυνση στους 

72ο C για 5 λεπτά. Οι κύκλοι αποδιάταξης, σύνδεσης και επιµήκυνσης 

επαναλαµβάνονται για 40 φορές. 

.  Οι συνθήκες PCR που χρησιµοποιηθήκαν για το µετάγραφο του γονιδίου 

HPRT ήταν: αρχική αποδιάταξη στους 95ο C για 2 λεπτά , αποδιάταξη στους 95ο C 

για 30 δευτερόλεπτα, σύνδεση εκκινητών  στους 60,5ο C για 30 δευτερόλεπτα, 

επιµήκυνση στους 72ο C για 1 λεπτό και τελική επιµήκυνση στους 72ο C για 5 λεπτά . 

Οι κύκλοι αποδιάταξης, σύνδεσης και επιµήκυνσης επαναλαµβάνονται για 36 φορές 

 Στον πίνακα 2.15 παρατίθεται η σύσταση του µίγµατος της αντίδρασης PCR.  

Πίνακας 2.15 Σύσταση µίγµατος αντίδρασης PCR 

dNTPs 0,20 mΜ 
Taq πολυµεράση8 1,25 Units/ml 
5× reaction buffer9 10% (v/v) 
MgCl2 1,50 mM 
νοηµατικός εκκινητής 1 µΜ 
αντινοηµατικός εκκινητής  1 µΜ  

  
Ως αρνητικός µάρτυρας (negative control), σε κάθε αντίδραση PCR, 
χρησιµοποιήθηκε δείγµα χωρίς την παρουσία εκµαγείου cDNA. 
 

 2.12.  ΟΡΓΑΝΟΛΟΓΙΑ 
 Ο ποσοτικός προσδιορισµός πρωτεϊνών πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση 

φασµατοφωτόµετρου της  Rharmacia Biotech Inc (NJ,USA). Για την αποµόνωση 

ολικών πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκε φυγόκεντρος Jouan BR4i της εταιρίας Thermo 

Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Επιπλέον, για την οπτικοποίηση των 

ανοσοσυµπλόκων, κατά την ανάλυση κατά Western, χρησιµοποιήθηκε το όργανο 

Fruorchem 880 της εταιρίας Alpha Innotech (Alva, U.K). Στον ποσοτικό 

προσδιορισµό RNA χρησιµοποιήθηκε  φασµατοφωτόµετρο NanoDrop 1000 της 

                                                           
8 GoTaq Flexi DNA polymerase της Promega (Maddison,USA) 
9 Promega 
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εταιρίας Thermo Scientific. Τέλος, στις αντιδράσεις PCR έγινε χρήση του θερµικού 

κυκλοποιητή, Mastercycle  pro, της εταιρίας Eppendorf International (Germany). 

 

 2.13.  ΧΡΗΣΗ ΛΟΓΙΣΜΙΚΩΝ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΩΝ-ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ 
ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 
 Η ανάλυση και επεξεργασία των αποτελεσµάτων πραγµατοποιήθηκε µε τη 

βοήθεια διαφόρων λογισµικών. Το ImageJ χρησιµοποιήθηκε για την πυκνοµέτρηση 

των ανοσοαποτυπωµάτων και το λογισµικό Graph Pad Software (SanDiego, CA) για 

την προσαρµογή των αποτελεσµάτων σε διαγράµµατα. Επιπλέον, χρησιµοποιήθηκε 

το photoshop (Adobe) και το power point (Microsoft) για την επεξεργασία των 

παραχθέντων εικόνων.  

 Στη παρούσα ερευνητική εργασία, οι τιµές εκφράζονται ως µέσος όρος 

±τυπικό σφάλµα. Για τη σύγκριση της µέσης τιµής µεταξύ οµάδων µε την οµάδα 

αναφοράς (control), έγινε στατιστική επεξεργασία των δεδοµένων, τουλάχιστον τριών 

ανεξάρτητων πειραµάτων, µε τη χρήση του στατιστικού προγράµµατος Graph Pad 

Prism 6 (Graph Pad Prism 6 software, SanDiego, CA). Συγκεκριµένα, εφαρµόστηκε ο 

στατιστικός έλεγχος Student’s paired t test (ζευγαρωτές παρατηρήσεις) για τη 

σύγκριση µεταξύ δύo οµάδων. Σε κάθε περίπτωση, στατιστικά σηµαντικές 

θεωρήθηκαν οι διαφορές για τις οποίες p<0,05. Επιπλέον, χρησιµοποιήθηκαν τα 

διαδικτυακά λογισµικά Primer designing tool (NCBI) και BLAST (NCBI) για την 

εύρεση της θέση πρόσδεσης των εκκινητών στις νουλεοτιδικές αλληλουχίες του 

γονιδίου APP και HPRT, αλλά και την εύρεση της θερµοκρασίας τήξης (Tm) κάθε 

εκκινητή. Για την ανίχνευση µοτίβων και επικρατειών στις πρωτεϊνικές αλληλουχίες 

χρησιµοποιήθηκε η βάση δεδοµένων Pfam (http://hits.isb-sib.ch/cgi-bin/PFSCAN). Η 

ανάλυση αλληλουχιών και η εύρεση  της µεταξύ τους οµοιότητας πραγµατοποιήθηκε 

µε τη στοίχιση των ακολουθιών. κατά οµάδες µε τη µέθοδο T-Coffee. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
  



 

 

  3.1. TΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΠΡΟ∆ΡΟΜΟΥ ΠΡΩΤΕ̇
ΤΟΥ ΑΜΥΛΟΕΙ∆ΟΥΣ  

           3.1.1. Ανίχνευση της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς 
µέθοδο του ανοσοαποτυπώµατος κατά Western σε καρδιακό ιστό

 

Στο παρόν πείραµα έγινε χρήση του 

αναγνωρίζει το καρβόξυ-

εκχύλισµα πρωτεϊνών από καρδιακό ιστό Χορδωτού (αµφιβίου), 

ridibunda), έγινε ανίχνευση της ΑPP µε την τεχνική του ανοσοαποτυπώµατος κατά 

Western. Συγκεκριµένα ανα

πρωτεΐνης, ένα συνολικής ποσότητας πρωτεϊνών 7

ποσότητας πρωτεϊνών, 140µg

µοριακό τους βάρους, χρησιµοποιώντας ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης (SDS –

άκρου µε το παραπάνω αντίσωµα. Ανιχνεύθηκε ένα

100kDa, τµήµα που περιέχει καρβοξυ

αρκετά τµήµατα µικρότερου µοριακού βάρους και στα δύο δείγµατα τα οποία 

εµφάνισαν µικρότερης έντασης σήµατα (

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.1 Ανίχνευση της ΑPP σε εκχύλισµα πρωτεϊνών καρδιακού ιστού χορδωτού (
ανοσοαποτύπωµα κατά Western.
δείγµατος 2 σε σχέση µε το δείγµα 1

            
 

 

           100kDa

       Ponceau S

ΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΠΡΟ∆ΡΟΜΟΥ ΠΡΩΤΕ̇
 

Ανίχνευση της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς 
ανοσοαποτυπώµατος κατά Western σε καρδιακό ιστό Χορδωτού

Στο παρόν πείραµα έγινε χρήση του αντισώµατος 275, αντίσωµα που 

-τελικό άκρο της ΑPP. Αρχικά, χρησιµοποιώντας ολικό 

εκχύλισµα πρωτεϊνών από καρδιακό ιστό Χορδωτού (αµφιβίου), του είδους

έγινε ανίχνευση της ΑPP µε την τεχνική του ανοσοαποτυπώµατος κατά 

αναλύθηκαν κατά την ηλεκτροφόρηση δύο δείγµατα ολικής 

ολικής ποσότητας πρωτεϊνών 70µg και το δεύτερο

140µg. Μετά την ανάλυση των πρωτεϊνών σύµφωνα µε το 

µοριακό τους βάρους, χρησιµοποιώντας ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 

– PAGE) 10%(w/v), έγινε ανίχνευση του κα

άκρου µε το παραπάνω αντίσωµα. Ανιχνεύθηκε ένα τµήµα µε µοριακό βάρος 

, τµήµα που περιέχει καρβοξυ-τελικό άκρο της APP. Επίσης, παρατηρήθηκαν 

αρκετά τµήµατα µικρότερου µοριακού βάρους και στα δύο δείγµατα τα οποία 

εµφάνισαν µικρότερης έντασης σήµατα (Εικόνα 3.1). 

Ανίχνευση της ΑPP σε εκχύλισµα πρωτεϊνών καρδιακού ιστού χορδωτού (Rana ridibunda

νοσοαποτύπωµα κατά Western. Η επιβεβαίωση φόρτωσης διπλάσιας ποσότητας ολικής πρωτεΐνης
το δείγµα 1 έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη µεµβράνη ανοσοαποτύπωσης

    1          2 

kDa 

Ponceau S 
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ΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΠΡΟ∆ΡΟΜΟΥ ΠΡΩΤΕΙ̇̇ΝΗΣ    

Ανίχνευση της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς  µε τη 
Χορδωτού 

275, αντίσωµα που 

Αρχικά, χρησιµοποιώντας ολικό 

του είδους – (Rana 

έγινε ανίχνευση της ΑPP µε την τεχνική του ανοσοαποτυπώµατος κατά 

λύθηκαν κατά την ηλεκτροφόρηση δύο δείγµατα ολικής 

και το δεύτερο διπλάσιας 

Μετά την ανάλυση των πρωτεϊνών σύµφωνα µε το 

µοριακό τους βάρους, χρησιµοποιώντας ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 

, έγινε ανίχνευση του καρβοξυ-τελικού 

τµήµα µε µοριακό βάρος 

Επίσης, παρατηρήθηκαν 

αρκετά τµήµατα µικρότερου µοριακού βάρους και στα δύο δείγµατα τα οποία 

Rana ridibunda) µε 
διπλάσιας ποσότητας ολικής πρωτεΐνης του 

έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη µεµβράνη ανοσοαποτύπωσης 
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 3.1.2. Ανίχνευση θραυσµάτων της  Προδρόµου πρωτεΐνης του 
αµυλοειδούς σε κύτταρα H9c2, παρουσία Η2Ο2 
 

Για την διερεύνηση της δηµιουργίας θραυσµάτων της APP υπό συνθήκες 

οξειδωτικής καταπόνησης (οξειδωτικό στρες), τα κύτταρα εκτέθηκαν σε υπεροξείδιο 

του υδρογόνου (H2O2). H χρήση του H2O2 επιστρατεύεται συχνά σε πειραµατικά 

πρωτόκολλα µε σκοπό την προσοµοίωση συνθηκών οξειδωτικής καταπόνησης [131, 

132].  

Στην παρούσα µελέτη προσπαθήσαµε να ελέγξουµε της αλλαγές που 

προκαλούνται στη δηµιουργία θραυσµάτων της APP σε συνθήκες οξειδωτικού στρες. 

Συγκεκριµένα, τα κύτταρα εκτέθηκαν για 30 λεπτά στην παρουσία διαφορετικών 

συγκεντρώσεων H2O2, που κυµαίνονταν από 50 έως 500µΜ. Επιθυµώντας να 

διερευνήσουµε την ύπαρξη θραυσµάτων µετά από αύξηση των δόσεων του H2O2, 

αποµονώσαµε ολικό εκχύλισµα πρωτεϊνών µε χρήση του ρυθµιστικού διαλύµατος 

λύσης, και 30 µl πρωτεΐνης ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (SDS-

PAGE) 10% (w/v). Παρατηρήσαµε ότι µε την αύξηση της συγκέντρωσης του H2O2 

υπήρξε µείωση στα επίπεδα του θραύσµατος µε µοριακό βάρος στα 80kDa ενώ 

αυξάνονται παρουσιάζοντας µέγιστο από τα 200µM Η2Ο2 τα θραύσµατα των 40kDa 

(Εικόνα 3.2). Η επίδραση µε H2O2 είχε ως αποτέλεσµα της αύξηση των θραυσµάτων 

της APP κάτι που αναγνωρίστηκε χάρη στο ειδικό για το πεπτίδιο Aβ, αντίσωµα 347 

(αντιορός κουνελιού έναντι Aβ πεπτιδίου). Επίσης, παρατηρήθηκε µέγιστο αυτών των 

θραυσµάτων σε συγκέντρωση H2O2 ίση µε 200µΜ ενώ δεν ήταν εφικτό να 

καταλήξουµε προς τα πιο άκρο έγινε η επεξεργασία (αµινοτελικό άκρο ή 

καρβοξυτελικό άκρο) (Εικόνα 3.2). Να σηµειωθεί πως τα δείγµατα 

ηλεκτροφορήθηκαν σε 12% (w/v) και 15% (w/v) πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (SDS-

PAGE) χωρίς να ανιχνευτούν θραύσµατα σε χαµηλότερα µοριακά βάρη. 

 

 



 

Εικόνα 3.2 Ανίχνευση θραυσµάτων
συγκεντρώσεις H2O2. (Α) Ανάλυση κατά Western για τo Aβ 
διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη µεµβράνη ανοσοαποτύπωσης.
∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελε
µέσος όρος ± τυπικό σφάλµα ανεξάρτητων πειραµάτων
(κύτταρα χωρίς την επίδραση Η2Ο2

 

Θέλοντας να ανιχνεύσουµε όλο το πλήθος των θραυσµάτων της Α

αποφασίσαµε να αλλάξουµε το ρυθµιστικό 

διαλύµατος κατεργασίας δειγµάτων 

πρωτεϊνών και την ανίχνευση όσο το δυνατόν µεγαλύτερου αριθµού θραυσµάτων.

ανάλυση των πρωτεϊνών 

πραγµατοποιήθηκε σε πήκτωµα

(w/v). Με αυτό τον τρόπο καταφέραµε να εντοπίσουµε ακόµη ένα θραύσµα στα 20

kDa (Εικόνα 3.3) κάτι το οποίο δεν ήταν εφικτό µε το προηγούµενο πειρ

σχεδιασµό. Παρατηρήσαµε ότι µε την αύξηση της συγκέντρωσης του H

παρουσιάζεται σηµαντική αύξηση του θ

συγκέντρωση, στην συγκέντρωση

αυξηµένη και στη συγκέντρωση 

επίπεδα του δείγµατος αναφοράς

των  20 kDa αυξάνει την έκφραση

 

Ανίχνευση θραυσµάτων της APP, έπειτα από επίδραση για 30 λεπτά µε διαφορετικές 
Ανάλυση κατά Western για τo Aβ πεπτίδιο. Η επιβεβαίωση ισοφόρτωσης των 

µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη µεµβράνη ανοσοαποτύπωσης.
∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης των ζωνών. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως 
µέσος όρος ± τυπικό σφάλµα ανεξάρτητων πειραµάτων ,*P<0,05 σε σχέση µε τα επίπεδα του 

2) 

Θέλοντας να ανιχνεύσουµε όλο το πλήθος των θραυσµάτων της Α

αποφασίσαµε να αλλάξουµε το ρυθµιστικό διάλυµα λύσης. Καταλήξαµε στην χρήση 

διαλύµατος κατεργασίας δειγµάτων µε σκοπό την καλύτερη αποδιάταξη  των 

και την ανίχνευση όσο το δυνατόν µεγαλύτερου αριθµού θραυσµάτων.

ανάλυση των πρωτεϊνών (30µl πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος από κάθε δείγµα)

πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) 12% 

τρόπο καταφέραµε να εντοπίσουµε ακόµη ένα θραύσµα στα 20

) κάτι το οποίο δεν ήταν εφικτό µε το προηγούµενο πειρ

Παρατηρήσαµε ότι µε την αύξηση της συγκέντρωσης του H

παρουσιάζεται σηµαντική αύξηση του θραύσµατος µε µοριακό βάρος στα 4

συγκέντρωση των 200 µΜ, ενώ η έκφρασή του παραµένει 

συγκέντρωση των 500 µΜ (2,45±0,33 φορές σε σχέση µε τα 

επίπεδα του δείγµατος αναφοράς, P< 0,05). Για τις ίδιες συγκεντρώσεις, το θραύσµα 

ει την έκφραση του,  ενώ των 80 kDa καθίσταται µη ορατό.
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για 30 λεπτά µε διαφορετικές 
Η επιβεβαίωση ισοφόρτωσης των 

µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη µεµβράνη ανοσοαποτύπωσης. (B): 
Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως 

σε σχέση µε τα επίπεδα του δείγµατος αναφοράς 

Θέλοντας να ανιχνεύσουµε όλο το πλήθος των θραυσµάτων της ΑPP, 

λύσης. Καταλήξαµε στην χρήση 

αποδιάταξη  των 

και την ανίχνευση όσο το δυνατόν µεγαλύτερου αριθµού θραυσµάτων. Η 

(30µl πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος από κάθε δείγµα) 

) 12% (w/v) και 15% 

τρόπο καταφέραµε να εντοπίσουµε ακόµη ένα θραύσµα στα 20 

) κάτι το οποίο δεν ήταν εφικτό µε το προηγούµενο πειραµατικό 

Παρατηρήσαµε ότι µε την αύξηση της συγκέντρωσης του H2O2 

µοριακό βάρος στα 40 kDa 

, ενώ η έκφρασή του παραµένει 

φορές σε σχέση µε τα  

Για τις ίδιες συγκεντρώσεις, το θραύσµα 

καθίσταται µη ορατό. 



 

Εικόνα 3.3 Ανίχνευση θραυσµάτων τη
συγκεντρώσεις που αναγράφονται. 
των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη µεµβράνη ανοσοαποτύπωσης. (
∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελε
µέσος όρος ± τυπικό σφάλµα ανεξά
(κύτταρα χωρίς την επίδραση του Η

           3.1.3. Ανίχνευση θραυσµάτων της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς
και  ενεργοποίηση ERK1/2 έπειτα από 
 

Αρχικά, έγινε επίδραση

διαφορετικά χρονικά διαστήµατα

χρονοεξαρτώµενο φαινόµενο. Πραγµατοποιήθηκε επίδραση των κυττάρων 

0,50, 1,00  και 2,00 ώρες και

πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος

εξετάστηκαν τα επίπεδα φωσφορυλίωσης των δύο κύριων ισοµορφών της 

µεγέθους 42 kDa και 44 kDa

Τα αποτέλεσµα παρουσιάζονται στην 

ενεργοποίησης των p-ERK

της επίδρασης µε τον παράγοντα 

δείγµατος αναφοράς , P<0

µέσων όρων κυµάνθηκε από 0,64 έως 3,25. 

υψηλά µε στατιστικά σηµαντική διαφορά

σχέση µε τα επίπεδα του δείγµατος αναφοράς,

επίπεδα παραµένουν υψηλά 

A 

B 

 

θραυσµάτων της APP µετά από επίδραση µε Η2Ο2 για 30 λεπτά 
που αναγράφονται. (A) Ανάλυση κατά Western για τo Aβ πεπτίδιο. Η επιβεβαίωση ισοφόρτωσης 

των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη µεµβράνη ανοσοαποτύπωσης. (
∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης των ζωνών. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως 
µέσος όρος ± τυπικό σφάλµα ανεξάρτητων πειραµάτων,*P<0,05 σε σχέση µε τα επίπεδα του 
(κύτταρα χωρίς την επίδραση του Η2Ο2).  

θραυσµάτων της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς
ERK1/2 έπειτα από επίδραση µε τον παράγοντα PMA

επίδραση των κυττάρων µε συγκέντρωση 1µΜ 

διαφορετικά χρονικά διαστήµατα µε σκοπό να διερευνήσουµε εάν πρόκειται για ένα 

οεξαρτώµενο φαινόµενο. Πραγµατοποιήθηκε επίδραση των κυττάρων 

ώρες και µετά την παρασκευή των δειγµάτων, τα δείγµα

πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος) ηλεκτροφορήθηκαν σε 12% (w/v) SDS-

εξετάστηκαν τα επίπεδα φωσφορυλίωσης των δύο κύριων ισοµορφών της 

kDa (p-ERK-1 καιp-ERK-2, αντίστοιχα).  

Τα αποτέλεσµα παρουσιάζονται στην εικόνα 3.4 και δείχνουν ότι τα επίπεδα 

ERK1/2 παρουσιάζουν µία έντονη αύξηση στα πρώτα 

ς µε τον παράγοντα PMA (2,95±0,48 φορές σε σχέση µε τα επίπεδα του 

0,05). To 95 % διάστηµα εµπιστοσύνης για τη διαφορά των 

µέσων όρων κυµάνθηκε από 0,64 έως 3,25. Στη συνέχεια τα επίπεδα 

στατιστικά σηµαντική διαφορά και στη µισή ώρα (2.63±

σχέση µε τα επίπεδα του δείγµατος αναφοράς, P<0,05). Για την επόµενη µία ώρα 

επίπεδα παραµένουν υψηλά ενώ η πτώση εµφανίζεται καθώς τα 
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για 30 λεπτά και για τις 
επιβεβαίωση ισοφόρτωσης 

των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη µεµβράνη ανοσοαποτύπωσης. (B): 
Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως 

 δείγµατος αναφοράς 

θραυσµάτων της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς 
µε τον παράγοντα PMA 

µε συγκέντρωση 1µΜ PMA για 

µε σκοπό να διερευνήσουµε εάν πρόκειται για ένα 

οεξαρτώµενο φαινόµενο. Πραγµατοποιήθηκε επίδραση των κυττάρων για 0,25, 

δείγµατα (30 µl 

-PAGE. Τέλος, 

εξετάστηκαν τα επίπεδα φωσφορυλίωσης των δύο κύριων ισοµορφών της ERK, 

και δείχνουν ότι τα επίπεδα 

µία έντονη αύξηση στα πρώτα 15 λεπτά 

φορές σε σχέση µε τα επίπεδα του 

διάστηµα εµπιστοσύνης για τη διαφορά των 

Στη συνέχεια τα επίπεδα παραµένουν 

±0.41 φορές σε 

την επόµενη µία ώρα τα 

καθώς τα επίπεδα 



 

φωσφορυλίωσης των  ERK

ώρες επίδρασης (Εικόνα 3

Εικόνα 3.4 Χρονικό πρότυπο ενεργοποίησης των Ε
χρονικά διαστήµατα που αναγράφονται
ΕRΚ. Η επιβεβαίωση ισοφόρτωσης των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη 
µεµβράνη ανοσοαποτύπωσης. (Β) ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης ζωνών. Τα 
αποτελέσµατα εκφράζονται ως µέσος όρος ±τυπικό σφάλµα ανεξάρτητων πειραµάτων. *
επίπεδα του δείγµατος αναφοράς (κύτταρα χωρίς την επίδραση του 

 

Για τις ίδιες πειραµατικές συνθήκες (1µΜ 

διαστήµατα), διερευνήθηκε  η 

του Αβ, έναντι του αµινο-

APP. Μετά από την ηλεκτροφόρηση 30 µl 

δείγµα, σε 12% (w/v) και 15% (w/v)  SDS

του ανοσοαποτυπώµατος κατά 

την παρουσία θραυσµάτων τόσο στα 80

Παρατηρήθηκε πως το µικρό θραύσµα

επίδρασης, κατά τον οποίο µειώνονται τα επίπεδα των θραυσµάτων των 40

80 kDa. Ειδικότερα, ο στατιστικός έλεγχος 

στην έκφραση των θραυσµάτων

επίπεδα του δείγµατος αναφοράς,

αντιστοιχία µε το χρονικό πρότυπο ενεργοποίησης των ERK1/2

Β 

A 

ERK προσεγγίζουν αυτά του δείγµατος αναφοράς κατά τις 2 

3.4). 

 

πρότυπο ενεργοποίησης των ΕRΚ1/2, παρουσία του παράγοντα 
αναγράφονται. (Α) Ανάλυση κατά Western για τις φωσφορυλιωµένες ισοµορφές της 

Κ. Η επιβεβαίωση ισοφόρτωσης των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη 
ανοσοαποτύπωσης. (Β) ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης ζωνών. Τα 

αποτελέσµατα εκφράζονται ως µέσος όρος ±τυπικό σφάλµα ανεξάρτητων πειραµάτων. *P< 0,
(κύτταρα χωρίς την επίδραση του παράγοντα PMA). 

Για τις ίδιες πειραµατικές συνθήκες (1µΜ PMA - για συγκεκριµένα χρονι

διαστήµατα), διερευνήθηκε  η δηµιουργία θραυσµάτων της APP µε αντίσω

-τελικού άκρου καθώς και του καρβοξυ-τελικού άκρου της 

ετά από την ηλεκτροφόρηση 30 µl πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος από κάθε 

δείγµα, σε 12% (w/v) και 15% (w/v)  SDS-PAGE, η ανάλυση των αποτελεσµάτων 

του ανοσοαποτυπώµατος κατά Western παρουσιάζεται στην εικόνα 

την παρουσία θραυσµάτων τόσο στα 80 kDa και 40 kDa όσο και στα 20

Παρατηρήθηκε πως το µικρό θραύσµα (20 kDa) ανιχνεύεται σε µεγαλύτερο χρόνο

, κατά τον οποίο µειώνονται τα επίπεδα των θραυσµάτων των 40

Ειδικότερα, ο στατιστικός έλεγχος έδειξε µια στατιστικά σηµαντική αύξηση 

στην έκφραση των θραυσµάτων των 40 kDa (2,17±0,13 φορές σε σχέση µε τα 

δα του δείγµατος αναφοράς, P<0,01). Η παρατηρηθείσα αύξηση είναι σε 

χρονικό πρότυπο ενεργοποίησης των ERK1/2

73 

προσεγγίζουν αυτά του δείγµατος αναφοράς κατά τις 2 

παρουσία του παράγοντα PMA και για τα 
για τις φωσφορυλιωµένες ισοµορφές της 

Κ. Η επιβεβαίωση ισοφόρτωσης των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη 
ανοσοαποτύπωσης. (Β) ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης ζωνών. Τα 

,05 ,  σε σχέση µε τα 

για συγκεκριµένα χρονικά 

µε αντίσωµα έναντι 

τελικού άκρου της 

εκχυλίσµατος από κάθε 

ανάλυση των αποτελεσµάτων 

εικόνα 3.5 και δείχνει 

όσο και στα 20kDa. 

µεγαλύτερο χρόνο 

, κατά τον οποίο µειώνονται τα επίπεδα των θραυσµάτων των 40 kDa και 

σηµαντική αύξηση 

(2,17±0,13 φορές σε σχέση µε τα 

. Η παρατηρηθείσα αύξηση είναι σε 

χρονικό πρότυπο ενεργοποίησης των ERK1/2. Κατόπιν, 



 

παρατηρήθηκε σταδιακή µείωσή τους στις δύο ώρες επίδρασης µε το 

(0,41±0,08 φορές σε σχέση µε τα επίπεδ

 

 

 

Εικόνα 3.5 Ανίχνευση θραυσµάτων 
(A) Ανάλυση κατά Western θραυσµάτων της APP, παρουσία 1µΜ PMA, 
ισοφόρτωσης των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη µεµβράνη 

ανοσοαποτύπωσης. (^): αντιπροσωπευτική εικόνα επαναλαµβανόµενων 
∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης των ζωνών. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως 
µέσος όρος ± τυπικό σφάλµα ανεξάρτητων πειραµάτων.
αναφοράς (κύτταρα χωρίς την επίδραση του PMA).

Επίσης, χρησιµοποιώντας 

αµινο-τελικού θραύσµατος της 

παραπάνω, διαπιστώθηκε πως το καρβοξυ

αµινο-τελικό ανιχνεύεται 

PMA (Εικόνα 3.6).  

 

Β 

A 

^ 

σταδιακή µείωσή τους στις δύο ώρες επίδρασης µε το 

σχέση µε τα επίπεδα του δείγµατος αναφοράς, P<0

       

Ανίχνευση θραυσµάτων της APP παρουσία PMA στα χρονικά διαστήµατα που αναγράφονται
(A) Ανάλυση κατά Western θραυσµάτων της APP, παρουσία 1µΜ PMA, για το πεπτίδιο Αβ
ισοφόρτωσης των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη µεµβράνη 

αντιπροσωπευτική εικόνα επαναλαµβανόµενων πειραµάτων για την κάθε επίδραση
αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης των ζωνών. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως 

α ανεξάρτητων πειραµάτων.**P< 0,01 , σε σχέση µε τα επίπεδα του δείγµατος 
χωρίς την επίδραση του PMA). 

Επίσης, χρησιµοποιώντας αντισώµατα έναντι του καρβοξυ-τελικού και του 

τελικού θραύσµατος της APP, στις ίδιες συνθήκες που περιγράφηκαν 

διαπιστώθηκε πως το καρβοξυ-τελικό θραύσµα δεν ανιχνεύεται ενώ το 

 στα 20 kDa µετά από 1 ώρα επίδρασης µε τον παράγοντα 
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σταδιακή µείωσή τους στις δύο ώρες επίδρασης µε το PMA 

<0,01).  

τα χρονικά διαστήµατα που αναγράφονται. 
για το πεπτίδιο Αβ. Η επιβεβαίωση 

ισοφόρτωσης των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη µεµβράνη 

πειραµάτων για την κάθε επίδραση. (Β) 
αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης των ζωνών. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως 

σε σχέση µε τα επίπεδα του δείγµατος 

τελικού και του 

στις ίδιες συνθήκες που περιγράφηκαν 

τελικό θραύσµα δεν ανιχνεύεται ενώ το 

ς µε τον παράγοντα 



 

Εικόνα 3.6 Ανίχνευση θραυσµάτων
Ανάλυση κατά Western θραυσµάτων της 
ισοφόρτωσης των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής 
ανοσοαποτύπωσης. 

           3.1.4. Ανίχνευση θραυσµάτων της 
και ενεργοποίηση ERK
διαφορετικές συγκεντρώσεις 
 

Επιπροσθέτως, εκτός της µελέτης για την χρονοεξαρτώµενη σχέση της 

επίδρασης του PMA στη δηµιουργία θραυσµάτων τα 

ERK1/2, έγινε µελέτη της σχέσης τ

ισοµορφών ERK1/2 όσο και θραυσµατοποίησης της 

συγκέντρωσης του παράγοντα 

χρησιµοποιήθηκαν ήταν 

εκχυλίσµα (30µl)  από κάθε δείγµα 

αναλύθηκε κατά Western

όλες τις παραπάνω συγκεντρώσεις του παράγοντα 

(ERK-1 και ERK-2) παραµένουν σε βασικά επίπεδα κάτι το οποίο επιβεβαιώνεται 

από την ποσοτικοποίηση και τη δηµιουργία των διαγραµµάτων (

έρευνα µας υποστηρίζει πως η 

σηµατοδοτικά γεγονότα καθοδικά των 

µε τον παράγοντα PMA. 

 

 

 

 

 

Ανίχνευση θραυσµάτων της APP παρουσία PMA στα χρονικά διαστήµατα που αναγράφονται.
θραυσµάτων της APP για το ΝΗ2-τελικό άκρο της, παρουσία 1µΜ PMA

ισοφόρτωσης των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau

θραυσµάτων της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς 
ERK1/2 σε κύτταρα H9c2, έπειτα από 

διαφορετικές συγκεντρώσεις PMA 

Επιπροσθέτως, εκτός της µελέτης για την χρονοεξαρτώµενη σχέση της 

στη δηµιουργία θραυσµάτων τα APP και ενεργοποίησης των 

έγινε µελέτη της σχέσης των επιπέδων τόσο της φωσφορυλίωσης των 

1/2 όσο και θραυσµατοποίησης της APP µε την αύξηση της 

συγκέντρωσης του παράγοντα PMA. Οι συγκεντρώσεις του 

χρησιµοποιήθηκαν ήταν 0,05µΜ, 0,10µΜ, 0,50µΜ και 1,00µΜ. 

από κάθε δείγµα ηλεκτροφορήθηκε σε 12% (w/v) SDS

Western. Μετά την ανάλυση κατά Western, διαπιστώθηκε πως σε 

όλες τις παραπάνω συγκεντρώσεις του παράγοντα PMA οι δύο ισοµορφές της 

2) παραµένουν σε βασικά επίπεδα κάτι το οποίο επιβεβαιώνεται 

από την ποσοτικοποίηση και τη δηµιουργία των διαγραµµάτων (Εικόνα

έρευνα µας υποστηρίζει πως η επίδραση για 2 ώρες έχει ήδη πυροδοτήσει 

σηµατοδοτικά γεγονότα καθοδικά των ERK ήδη από την πρώτη ώρα της 
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στα χρονικά διαστήµατα που αναγράφονται. 
PMA. Η επιβεβαίωση 

 S στη µεµβράνη 

του αµυλοειδούς 
έπειτα από επίδραση µε 

Επιπροσθέτως, εκτός της µελέτης για την χρονοεξαρτώµενη σχέση της 

και ενεργοποίησης των 

ων επιπέδων τόσο της φωσφορυλίωσης των 

µε την αύξηση της 

. Οι συγκεντρώσεις του PMA που 

µΜ. Πρωτεϊνικό 

(w/v) SDS-PAGE και 

, διαπιστώθηκε πως σε 

οι δύο ισοµορφές της ERK 

2) παραµένουν σε βασικά επίπεδα κάτι το οποίο επιβεβαιώνεται 

Εικόνα 3.7). Η 

για 2 ώρες έχει ήδη πυροδοτήσει 

ήδη από την πρώτη ώρα της επίδρασης 



 

Εικόνα 3.7 Πρότυπο ενεργοποίησης των Ε
συγκεντρώσεις που αναγράφονται.
έπειτα από επίδραση µε διαφορετικές συγκεντρώσεις του παράγοντα 
ισοφόρτωσης των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής 
ανοσοαποτύπωσης. (Β) ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης των ζωνών. Τα 
αποτελέσµατα εκφράζονται ως µέσος όρος ± τυπικ
του δείγµατος αναφοράς (κύτταρα χωρίς την επίδραση του 

 

Κατά την ανάλυση 

APP για τον επίτοπο του 

των 40 kDa, στα 0,05 µM

συγκεντρώσεις (Εικόνα

συγκεντρώσεις PMA για 2 ώ

ενεργοποιητή PMA µειώνεται αναλογικά το θραύσµα των 80

µM φαίνεται η µείωση και του θραύσµατος των 40

µείωση στην επίδραση του 1µΜ 

δείγµατος αναφοράς, P< 

της συγκέντρωσης ενώ το αµινο

 

 

Β 

Α 

   

ενεργοποίησης των ΕRΚ1/2 µετά από επίδραση µε τον παράγοντα 
που αναγράφονται. (Α) Ανάλυση κατά Western για τις φωσφοριωµένες ισοµορφές της Ε

µε διαφορετικές συγκεντρώσεις του παράγοντα PMA για 2 ώρες. Η επιβεβαίωση 
ισοφόρτωσης των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau
ανοσοαποτύπωσης. (Β) ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης των ζωνών. Τα 
αποτελέσµατα εκφράζονται ως µέσος όρος ± τυπικό σφάλµα ανεξάρτητων πειραµάτων, σε σχέση µε 

(κύτταρα χωρίς την επίδραση του PMA) 

Κατά την ανάλυση κατά Western για την ανίχνευση των θραυσµάτων της 

 Αβ πεπτιδίου, παρουσιάζεται µία αύξηση των 

M, ενώ ακολουθείται φθίνουσα πορεία για τις υψηλότερες 

Εικόνα 3.8). Συγκεκριµένα, η µελέτη µε διαφορετικές 

για 2 ώρες έδειξε πως µε την αύξηση της συγκέντρωσης του 

µειώνεται αναλογικά το θραύσµα των 80 kDa ενώ µετά τα 

φαίνεται η µείωση και του θραύσµατος των 40 kDa µε στατιστικά σηµαντική 

στην επίδραση του 1µΜ (0,41±0,08 φορές σε σχέση µε τα επίπεδα του 

 0,01). Το θραύσµα των 20 kDa αυξάνεται µε την αύξηση 

της συγκέντρωσης ενώ το αµινο-τελικό άκρο δεν ανιχνεύεται . 
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µε τον παράγοντα PMA σε 
ισοµορφές της ΕRΚ, 

για 2 ώρες. Η επιβεβαίωση 
 S στη µεµβράνη 

ανοσοαποτύπωσης. (Β) ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης των ζωνών. Τα 
σε σχέση µε τα επίπεδα 

των θραυσµάτων της 

µία αύξηση των θραυσµάτων 

ενώ ακολουθείται φθίνουσα πορεία για τις υψηλότερες 

µελέτη µε διαφορετικές 

ρες έδειξε πως µε την αύξηση της συγκέντρωσης του 

ενώ µετά τα 0,50 

µε στατιστικά σηµαντική 

(0,41±0,08 φορές σε σχέση µε τα επίπεδα του 

αυξάνεται µε την αύξηση 



 

Εικόνα 3.8  Ανίχνευση θραυσµάτων
συγκεντρώσεις που αναγράφονται. 
επιβεβαίωση ισοφόρτωσης των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής 
ανοσοαποτύπωσης. (^): αντιπροσωπευτική εικόνα επαναλαµβανόµενων πειραµάτων για την κάθε επίδραση
∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης ζωνών.
όρος ± τυπικό σφάλµα ανεξάρτητων πειραµάτων. 
(κύτταρα χωρίς την επίδραση του PMA)

           3.1.5. Ανίχνευση θραυσµάτων της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς
σε κύτταρα H9c2 έπειτα από 
ΜΑPKs.  
 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα µας οδήγησαν σε µια νέα σειρά πειραµάτων, 

όπου θελήσαµε να διερευνήσουµε τη συµµετοχή συγκεκριµένων κινασών στην 

δηµιουργία θραυσµάτων της 

συγκεκριµένο πειραµατικό σχεδιασµό, 

ενεργοποιητή PMA, ενώ δοκιµάστηκε και η προ

αναστολέων των µελών των ΜΑ

αναστολείς που χρησιµοποιήθηκαν είναι ο 

συγκέντρωση 25µΜ), o 

10µΜ) σε και ο SP600125 (αναστολέας 

Πιο συγκεκριµένα, ο αναστολέας 

ισχυρά και ειδικά τις κινάσες ΜΑ

προσδένεται στην ανενεργή 

ενεργοποιητές που βρίσκονται ανοδικά αυτής, όπως για παράδειγµα ο 

λειτουργώντας αποτρεπτικά στην ενεργοποίηση των 

είναι επίσης ένας ισχυρός, ειδικός και αναστρέψιµος αναστολέας πρωτεϊνών και 

A 

Β 

 

θραυσµάτων της APP µετά από επίδραση µε τον παράγοντα PMA 
που αναγράφονται. (Α) Ανάλυση κατά Western των θραυσµάτων της APP για το πεπτίδιο Αβ

επιβεβαίωση ισοφόρτωσης των διαφορετικών δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau
αντιπροσωπευτική εικόνα επαναλαµβανόµενων πειραµάτων για την κάθε επίδραση

∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης ζωνών. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως µέσος 
όρος ± τυπικό σφάλµα ανεξάρτητων πειραµάτων. **P< 0,01, σε σχέση µε τα επίπεδα του δείγµατος αναφοράς
(κύτταρα χωρίς την επίδραση του PMA).      

θραυσµάτων της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς
σε κύτταρα H9c2 έπειτα από επίδραση µε PMA, παρουσία αναστολέων των 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα µας οδήγησαν σε µια νέα σειρά πειραµάτων, 

όπου θελήσαµε να διερευνήσουµε τη συµµετοχή συγκεκριµένων κινασών στην 

θραυσµάτων της APP µετά από επίδραση µε τον παράγοντα 

συγκεκριµένο πειραµατικό σχεδιασµό, πραγµατοποιήθηκε επίδραση µε 

ενώ δοκιµάστηκε και η προ-επίδραση τους µε µία σειρά 

αναστολέων των µελών των ΜΑPK (p-38,p-ΕRΚs και JNKs), για µισή ώρα

αναστολείς που χρησιµοποιήθηκαν είναι ο PD98059 (αναστολέας των 

 SB203580 (αναστολέας της p38 MAPK,σε συγκέντρωση 

600125 (αναστολέας JNKs, σε συγκέντρωση 10µΜ). 

Πιο συγκεκριµένα, ο αναστολέας PD98059 είναι ένα µόριο που αναστέλλει 

ισχυρά και ειδικά τις κινάσες ΜΑPKK, MEK1 και ΜΕΚ2. Ο PD

προσδένεται στην ανενεργή MAPKK και εµποδίζει την ενεργοποίηση της από τους 

ενεργοποιητές που βρίσκονται ανοδικά αυτής, όπως για παράδειγµα ο 

λειτουργώντας αποτρεπτικά στην ενεργοποίηση των ERK1/2. Ο SB

είναι επίσης ένας ισχυρός, ειδικός και αναστρέψιµος αναστολέας πρωτεϊνών και 
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 για 2 ώρες και στις 
για το πεπτίδιο Αβ. Η 

Ponceau S στη µεµβράνη 
αντιπροσωπευτική εικόνα επαναλαµβανόµενων πειραµάτων για την κάθε επίδραση. (Β) 

Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως µέσος 
σε σχέση µε τα επίπεδα του δείγµατος αναφοράς 

θραυσµάτων της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς 
παρουσία αναστολέων των 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα µας οδήγησαν σε µια νέα σειρά πειραµάτων, 

όπου θελήσαµε να διερευνήσουµε τη συµµετοχή συγκεκριµένων κινασών στην 

µετά από επίδραση µε τον παράγοντα PMA. Στο 

ποιήθηκε επίδραση µε τον 

τους µε µία σειρά 

για µισή ώρα. Οι 

98059 (αναστολέας των ERK1/2, σε 

,σε συγκέντρωση 

, σε συγκέντρωση 10µΜ).  

98059 είναι ένα µόριο που αναστέλλει 

PD98059 (PD+) 

και εµποδίζει την ενεργοποίηση της από τους 

ενεργοποιητές που βρίσκονται ανοδικά αυτής, όπως για παράδειγµα ο c-Raf, 

SB203580 (SB+) 

είναι επίσης ένας ισχυρός, ειδικός και αναστρέψιµος αναστολέας πρωτεϊνών και 



 

φαίνεται να καταστέλλει το µονοπάτι

είναι ένα µόριο που σχετίζεται µε την αναστολή της δράσης αυξητικών παραγόντων η 

οποίοι σχετίζονται µε το µονοπάτι των

προηγήθηκε η επίδραση για 30 λεπτά µε τους αναστολείς και κατόπι

µε τον ενεργοποιητή PMA

των κυττάρων, η προετοιµασία 

ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων

πολυακρυλαµίδης (SDS – 

Western χρησιµοποιήθηκε το αντίσωµα

αναγνωρίζει τον επίτοπο 

εικόνα 3.9 και δείχνουν πως τα επίπεδα των θραυσµάτων µεγαλύτερ

βάρους, στα 80 kDa, µειώνονται µετά την 

αυξάνονται τα θραύσµατα των 40

παρουσία του PD98059 (

αναστολέας SP600125 (SP

κάποια επίδραση (Εικόνα

τον διαλύτη των αναστολέων, 

δηµιουργία των θραυσµάτων

Εικόνα 3.9 Επίδραση αναστολέων 
δηµιουργία των θραυσµάτων της APP
επίδραση µε PMA παρουσία αναστολέων των ΜΑPK
επαναλαµβανόµενων πειραµάτων για την κάθε επίδραση
δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής 
απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρη
σφάλµα ανεξάρτητων πειραµάτων,

Α 

Β 

^ 

φαίνεται να καταστέλλει το µονοπάτι p38. Τέλος, ο αναστολέας SP

είναι ένα µόριο που σχετίζεται µε την αναστολή της δράσης αυξητικών παραγόντων η 

το µονοπάτι των JNKs, καθώς το ενεργοποιούν. Έτσι, 

για 30 λεπτά µε τους αναστολείς και κατόπιν 

PMA σε συγκέντρωση 1 µΜ για 30 λεπτά. Ακολούθησε η λύση 

των κυττάρων, η προετοιµασία ολικών κυτταρικών εκχυλισµάτων 

των δειγµάτων (30µl ολικού εκχυλίσµατος πρωτεϊνών

 PAGE) 12% (w/v) και 15% (w/v). Κατά την 

χρησιµοποιήθηκε το αντίσωµα 347 (αντιορός κουνελιού), το οποίο 

αναγνωρίζει τον επίτοπο του Aβ πεπτιδίου. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στην 

και δείχνουν πως τα επίπεδα των θραυσµάτων µεγαλύτερ

µειώνονται µετά την επίδραση µε 1µΜ PMA

αυξάνονται τα θραύσµατα των 40 kDa και 20 kDa, σε σχέση µε το µάρτυρα.

(PD+) αντιστρέφει τη δράση του PMA. Αντίθετα, τόσο ο 

SP+) όσο και o αναστολέας SB203580 (SB

(Εικόνα 3.9). Επιπροσθέτως, έγινε επίδραση των κυττάρων και µε 

τον διαλύτη των αναστολέων, DMSO , ώστε να εξακριβωθεί η όποια συµµετοχή του 

των θραυσµάτων. 

 

αναστολέων των MAPKs [PD98059 (PD+), SP600125 (SP+) και SB203580
των θραυσµάτων της APP. (Α) Ανάλυση κατά Western των θραυσµάτων της APP έπειτα από 

µε PMA παρουσία αναστολέων των ΜΑPKs, για το Αβ πεπτίδιο. (^): αντιπροσωπευτική εικόνα 
επαναλαµβανόµενων πειραµάτων για την κάθε επίδραση. Η επιβεβαίωση ισοφόρτωσης των διαφορετικών 
δειγµάτων έγινε µε χρήση της χρωστικής Ponceau S στη µεµβράνη ανοσοαποτύπωσης.. (B)
απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης ζωνών. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως µέσος όρος ± τυπικό 
σφάλµα ανεξάρτητων πειραµάτων, σε σχέση µε το µάρτυρα (κύτταρα χωρίς επίδραση). 
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SP600125 (SP+) 

είναι ένα µόριο που σχετίζεται µε την αναστολή της δράσης αυξητικών παραγόντων η 

καθώς το ενεργοποιούν. Έτσι, 

 έγινε επίδραση 

κολούθησε η λύση 

ολικών κυτταρικών εκχυλισµάτων και 

πρωτεϊνών) σε πήκτωµα 

. Κατά την ανάλυση κατά 

347 (αντιορός κουνελιού), το οποίο 

. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στην 

και δείχνουν πως τα επίπεδα των θραυσµάτων µεγαλύτερου µοριακού 

PMA ενώ αντίθετα 

σε σχέση µε το µάρτυρα. Η 

. Αντίθετα, τόσο ο 

SB+) δεν είχαν 

των κυττάρων και µε 

, ώστε να εξακριβωθεί η όποια συµµετοχή του 

SB203580 (SB+)] στη 
(Α) Ανάλυση κατά Western των θραυσµάτων της APP έπειτα από 

αντιπροσωπευτική εικόνα 
Η επιβεβαίωση ισοφόρτωσης των διαφορετικών 

µεµβράνη ανοσοαποτύπωσης.. (B) ∆ιαγραµµατική 
Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως µέσος όρος ± τυπικό 
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  3.2.  ΕΛΕΓΧΟΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙ∆ΙΟΥ ΤΗΣ ΠΡΟ∆ΡΟΜΟΥ 
ΠΡΩΤΕ̇Ι̇ΝΗΣ ΤΟΥ ΑΜΥΛΟΕΙ∆ΟΥΣ ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΑ  H9c2  

           3.2.1. Έλεγχος έκφρασης του γονιδίου της Προδρόµου πρωτεΐνης του 
αµυλοειδούς σε κύτταρα H9c2, έπειτα από επίδραση µε Η2Ο2 

 

Οι προηγούµενες σειρές πειραµάτων είχαν ως αντικείµενο µελέτης τις 

αλλαγές σε επίπεδο εκφραζόµενων θραυσµάτων της πρωτεΐνης. Η µελέτη βασίστηκε 

στην υπόθεση πως τα σηµατοδοτικά µονοπάτια που εµπλέκονται οι MAPKs στα 

καρδιακά κύτταρα, αλληλεπιδρούν µε την διαδικασία της επεξεργασίας (processing) 

της και εν τέλει συνεισφέρουν στην τύχη του µορίου (ενδοκύττωση, αποικοδόµηση, 

έκκριση προς το αµυλοειδικό ή µη αµυλοειδικό µονοπάτι). Ακολούθως, γνωρίζοντας 

πως αυτά τα γεγονότα σηµατοδότησης έχουν, πολλές φορές, στόχο να µεταφέρουν το 

ερέθισµα εντός του πυρήνα, προχωρήσαµε στη διερεύνηση των αλλαγών που 

επέρχονται σε επίπεδο µεταγραφής του APP. Στην παρούσα µελέτη προσπαθήσαµε 

να ελέγξουµε αν προκαλούνται αλλαγές στα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου APP σε 

συνθήκες οξειδωτικού στρες µε σκοπό να διαλευκάνουµε εάν αυτές οι αλλαγές 

συσχετίζονται µε την επίδραση των κυττάρων µε τον οξειδωτικό παράγοντα Η2Ο2. 

Για τη µελέτη αυτή έγινε επίδραση µε διάφορες συγκεντρώσεις H2O2 από 50 έως 

500µΜ για 30 λεπτά και στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκαν αντιδράσεις RT-PCR 

(συνδυασµός αντίστροφης µεταγραφής και αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης). 

Αναλύσαµε τα δείγµατα χρησιµοποιώντας πήκτωµα αγαρόζης συγκέντρωσης 

3% (w/v). Ακολούθως, για τη µελέτη των αλλαγών των επιπέδων έκφρασης του APP 

χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα ανάλυσης ImageJ µε σκοπό να εξαχθούν οι 

µεταβολές στην ένταση των ζωνών που φαίνονται στα παραπάνω πηκτώµατα. Μετά 

από µελέτη της έντασης επιτελέστηκε κανονικοποίηση µε την ένταση της ζώνης του 

ενδογενούς ιδιοστατικού γονιδίου της υποξανθινο-γουανινο 

φωσφοριβοσυλτρανσφεράσης (HPRT) σε κάθε δείγµα. 

Η παραπάνω ανάλυση κατέδειξε οτι δεν υπαρχουν διαφορες στα επίπεδα 

έκφρασης του γονιδίου APP σε συνθήκες οξειδωτικού στρες (Εικόνα 3.10). 

 



 

Εικόνα 3.10 (Α) Ανάλυση της έκφρασης του 
λεπτά µε τη χρήση της ηµι-ποσοτικής µεθόδου RT
χρησιµοποιώντας το λογισµικό ImageJ. Όλες οι τιµές κανονικοποιήθηκαν ως προς την 
HPRT. (B) ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων
εκφράζονται ως µέσος όρος ± τυπικ
αναφοράς (κύτταρα χωρίς την επίδραση του

           

  3.2.2. Έλεγχος έκφρασης του γονιδίου 
αµυλοειδούς σε κύτταρα H9c2
 

Για τη µελέτη της γονιδιακής έκφρασης του 

αντιδράσεις RT-PCR (συνδυασµός αντίστροφης µεταγραφής και αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυµεράσης) σε ολικό RNA. Μελετήσαµε την αλλαγή των επιπέδων 

έκφρασης του γονιδίου ΑPP

σε συγκέντρωση 1µΜ. Η µελέτη των επιπέδων έκφρασης κρί

να διαλευκάνουµε εάν η αλλαγή των επιπέδων τους συσχετίζεται µε το χρόνο 

επίδρασης µε τον παράγοντα 

περιόδους ενός τετάρτου της ώρας,  µισής ώρας, µίας ώρας και δύο

µε τον PMA. 

Μετά την ενίσχυση του µεταγράφου του γονιδίου 

ενδογενούς ιδιοστατικού γονιδίου υποξανθινο

φωσφοριβοσυλτρανσφεράσης (Hypoxanthine

 

Ανάλυση της έκφρασης του APP παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων 
ποσοτικής µεθόδου RT-PCR. Η οπτική πυκνότητα κάθε ζώνης υπολογίστηκε 

χρησιµοποιώντας το λογισµικό ImageJ. Όλες οι τιµές κανονικοποιήθηκαν ως προς την έκφραση του γονιδίου 
∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης ζωνών. 

εκφράζονται ως µέσος όρος ± τυπικό σφάλµα ανεξάρτητων πειραµάτων, σε σχέση µε τα επίπεδα του
αναφοράς (κύτταρα χωρίς την επίδραση του H2O2). 

έκφρασης του γονιδίου της Προδρόµου πρωτεΐνης του 
σε κύτταρα H9c2, έπειτα από επίδραση µε τον παράγοντα 

Για τη µελέτη της γονιδιακής έκφρασης του APP πραγµ

(συνδυασµός αντίστροφης µεταγραφής και αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυµεράσης) σε ολικό RNA. Μελετήσαµε την αλλαγή των επιπέδων 

PP µετά την επίδραση µε τον ενεργοποιητή της 

σε συγκέντρωση 1µΜ. Η µελέτη των επιπέδων έκφρασης κρίθηκε σκόπιµη, µε σκοπό 

να διαλευκάνουµε εάν η αλλαγή των επιπέδων τους συσχετίζεται µε το χρόνο 

ς µε τον παράγοντα PMA. Έτσι, µελετήθηκαν δείγµατα σε χρονικές 

της ώρας,  µισής ώρας, µίας ώρας και δύο ωρών 

Μετά την ενίσχυση του µεταγράφου του γονιδίου APP καθώς και του 

ιδιοστατικού γονιδίου υποξανθινο

φωσφοριβοσυλτρανσφεράσης (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase ή 
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παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων H2O2 για 30 
Η οπτική πυκνότητα κάθε ζώνης υπολογίστηκε 

έκφραση του γονιδίου 
. Τα αποτελέσµατα 

τητων πειραµάτων, σε σχέση µε τα επίπεδα του δείγµατος 

πρωτεΐνης του 
µε τον παράγοντα  PMA 

πραγµατοποιήθηκαν 

(συνδυασµός αντίστροφης µεταγραφής και αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυµεράσης) σε ολικό RNA. Μελετήσαµε την αλλαγή των επιπέδων 

µε τον ενεργοποιητή της PKC, PMA, 

θηκε σκόπιµη, µε σκοπό 

να διαλευκάνουµε εάν η αλλαγή των επιπέδων τους συσχετίζεται µε το χρόνο 

. Έτσι, µελετήθηκαν δείγµατα σε χρονικές 

ωρών επίδρασης 

καθώς και του 

ιδιοστατικού γονιδίου υποξανθινο-γουανινο-

guanine phosphoribosyltransferase ή 



 

HPRT) έγινε ανάλυση των δειγµάτων χρησιµοποιώντας πήκτωµα α

συγκέντρωσης 3% (w/v). (

Στη συνέχεια για τη µελέτη των αλλαγών των επιπέδων έκφρασης του 

χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα ανάλυσης Image J µε σκοπό να εξαχθούν ο

µεταβολές στην ένταση των ζωνών που φαίνονται στο

της έντασης της ζώνης επιτελέστηκε κανονικοποίηση µε την ένταση της ζωνης του 

ενδογενούς γονιδίου HPRT

δείγµα ελέγχου όπου δεν έγινε επίδραση µε τον αγωνιστή PMA. Η παραπάνω 

ανάλυση κατέδειξε τις δι

PMA καθώς και τις αλλαγές που υπάρχουν στις διαφορετικές χρονικές στιγµές. 

Παρατηρούµε πως τα επίπεδα έκφρασης

επίδραση µε το ενεργοποιητή PMA.

 

Εικόνα 3.11 (Α) Ανάλυση της έκφρασης του 
αναγράφονται, µε τη χρήση της ηµι
υπολογίστηκε χρησιµοποιώντας το λογισµικό ImageJ. Όλες οι τιµές κανονικοποιήθηκαν ως 
γονιδίου HPRT. (B). ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης ζωνών
εκφράζονται ως µέσος όρος ± τυπικ
αναφοράς (κύτταρα χωρίς την επίδραση του 

 

 

) έγινε ανάλυση των δειγµάτων χρησιµοποιώντας πήκτωµα α

. (Εικόνα 3.11).  

Στη συνέχεια για τη µελέτη των αλλαγών των επιπέδων έκφρασης του 

χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα ανάλυσης Image J µε σκοπό να εξαχθούν ο

µεταβολές στην ένταση των ζωνών που φαίνονται στο πήκτωµα. Μετά από 

επιτελέστηκε κανονικοποίηση µε την ένταση της ζωνης του 

HPRT σε κάθε δείγµα. Τέλος, έγινε κανονικοποίηση µε το 

δείγµα ελέγχου όπου δεν έγινε επίδραση µε τον αγωνιστή PMA. Η παραπάνω 

ανάλυση κατέδειξε τις διαφορές πριν και µετά την επίδραση µε τον ενεργοποιητή 

PMA καθώς και τις αλλαγές που υπάρχουν στις διαφορετικές χρονικές στιγµές. 

Παρατηρούµε πως τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου APP δεν επηρεάζονται από την 

µε το ενεργοποιητή PMA. 

 

Ανάλυση της έκφρασης του APP παρουσία 1µΜ PMA, για τα χρονικά διαστήµατα που 
µε τη χρήση της ηµι-ποσοτικής µεθόδου RT-PCR. Η οπτική πυκνότητα κάθε ζώνης 

υπολογίστηκε χρησιµοποιώντας το λογισµικό ImageJ. Όλες οι τιµές κανονικοποιήθηκαν ως προς την έκφραση του 
∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης ζωνών

εκφράζονται ως µέσος όρος ± τυπικό σφάλµα ανεξάρτητων πειραµάτων, σε σχέση µε τα επίπεδα του
αναφοράς (κύτταρα χωρίς την επίδραση του PMA) 
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) έγινε ανάλυση των δειγµάτων χρησιµοποιώντας πήκτωµα αγαρόζης 

Στη συνέχεια για τη µελέτη των αλλαγών των επιπέδων έκφρασης του APP 

χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα ανάλυσης Image J µε σκοπό να εξαχθούν οι 

. Μετά από µέτρηση 

επιτελέστηκε κανονικοποίηση µε την ένταση της ζωνης του 

σε κάθε δείγµα. Τέλος, έγινε κανονικοποίηση µε το 

δείγµα ελέγχου όπου δεν έγινε επίδραση µε τον αγωνιστή PMA. Η παραπάνω 

µε τον ενεργοποιητή 

PMA καθώς και τις αλλαγές που υπάρχουν στις διαφορετικές χρονικές στιγµές. 

δεν επηρεάζονται από την 

, για τα χρονικά διαστήµατα που 
Η οπτική πυκνότητα κάθε ζώνης 

προς την έκφραση του 
∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πυκνοµέτρησης ζωνών. Τα αποτελέσµατα 

σε σχέση µε τα επίπεδα του δείγµατος 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4.  ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

Η οµοιοστασία των καρδιακών µυοκυττάρων είναι υπό συνεχή απειλή είτε 

από  περιβαλλοντικούς παράγοντες καταπόνησης είτε από  εγγενείς καταστάσεις. Οι 

πρωτεΐνες των καρδιακών κυττάρων υπόκεινται, συνεπώς, σε αδιάκοπη πίεση, µε τη 

λειτουργία τους να εξαρτάται από τη διατήρηση της σωστής διαµόρφωσης τους. Ένα  

από  τα  σηµαντικότερα  στρεσσογόνα  ερεθίσµατα  στα  οποία  εκτίθονται  τα 

καρδιακά κύτταρα είναι η επίδραση δραστικών µορφών οξυγόνου (ROS) π.χ.  στην 

ισχαιµία, την επαναιµάτωση και τις αρρυθµίες. Αποτέλεσµα της µειωµένης παροχής 

οξυγόνου (υποξία) στο µυοκάρδιο, είναι η παραγωγή ROS. Το οξυγόνο (Ο2) ανάγεται 

σε ανιόν υπεροξειδίου (O2˙¯) από τα  µιτοχόνδρια στην αντίδραση µε την ηµι-

ανηγµένη ουβικινόνη (UQ10˙¯), καθώς και από τις αντιδράσεις  που  καταλύονται  

από  την  οξειδάση  της  ξανθίνης  και  τις  ειδικές  NAD(P)H οξειδάσες [115].  Οι 

ROS έχουν αποδειχθεί να διαδραµατίζουν πολύ σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της 

καρδιακής φυσιολογίας, συµµετέχοντας στην έναρξη αποπτωτικής διαδικασίας ή και 

στην επιβίωση αλλά και στην υπερτροφία των κυττάρων µέσω ποικίλων µονοπατιών 

σηµατοδότησης [116]. Ερευνητικές προσπάθειες έχουν φέρει στο φως το ρόλο των 

ενεργοποιούµενων από µιτογόνα πρωτεϊνικών κινασών και των πρωτεϊνικών κινασών 

B και C σε καταρράκτες σηµατοδότησης που συµµετέχουν στα καρδιακά νοσήµατα 

[117,118].  

Ο Monti και οι συνεργάτες του έδειξαν ότι η ενεργοποίηση της PKC σε 

κύτταρα της καρδιάς επηρεάζει την ισορροπία του συστήµατος ενδοθηλιακής NOS(e 

NOS)/ROS και οδηγεί σε δυσλειτουργία του ενδοθηλίου. ∆ιαπιστώθηκε ότι η 

επιλεκτική αναστολή της PKCδ ή η επιλεκτική αναστολή της PKCε µειώνει την 

οξειδωτική βλάβη στην καρδιά µετά από έµφραγµα του µυοκαρδίου [119]. Επίσης, η 

cGMP -εξαρτώµενη κινάση (PKG) και ERK δείχθηκε να έχουν προστατευτική δράση 

στην καρδιά [120]. Ο Widder και οι συνεργάτες του διαπίστωσαν ότι η ενεργοποίηση 

της MAPK p38 και της κινάσης στόχου της, MAPAPK-2, σε αρουραίους µε 

καρδιακή ανεπάρκεια σχετιζόταν άµεσα µε την αύξηση της συγκέντρωσης 

υπεροξειδικού ανιόντος, προτείνοντας ότι η ενεργοποίηση της κινάσης p38 στην 

καρδιακή δυσλειτουργία, προκαλεί την επαγωγή και ενεργοποίηση NADPH 

οξειδάσης και την υπερπαραγωγή υπεροξειδίκου ανιόντος [121]. 
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Η καθηγήτρια Γαϊτανάκη και οι συνεργάτες της έδειξαν σε άλλο πειραµατικό 

σύστηµα (καρδιά Χορδωτού, αµφιβίου του είδους Rana ridibunda) ότι συνθήκες 

υπερθερµίας διέγειραν την ROS-εξαρτώµενη ενεργοποίηση των JNKs και p38, 

απότοκος της οποίας ήταν η φωσφορυλίωση του µεταγραφικού παράγοντα c-Jun και 

της Πρωτεΐνης θερµικού σοκ 27 (Ηsp27) µε διαφορετικό χρονικό πρότυπο ώστε να 

συνάγεται και ο διαφορετικός προ ή αντι-αποπτωτικός/ προστατευτικός ρόλος των 

δύο κινασών [122] ενώ επίδραση µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου είχε ως 

αποτέλεσµα τόσο την ενεργοποίηση των p43 ΕRΚ, των p46 και p56 JNKs αλλά και 

την φωσφορυλίωση p38, MAPKAPK2 και Hsp 27 [123]. Επιπλέον, αντικείµενο 

µελέτης της ίδιας ερευνητικής οµάδας υπήρξε η αποσαφήνιση των τροποποιήσεων 

που υποβάλλεται η α-Β- κρυσταλλίνη στο οξειδωτικό στρες. Τα ευρήµατα τους 

υπογραµµίζουν τον κρίσιµο ρόλο της συγκεκριµένης Πρωτεΐνες θερµικού σοκ στην 

πρώιµη απόκριση των καρδιακών µυοκυττάρων (κυτταρική σειρά H9c2) σε 

στρεσσογόνα ερεθίσµατα µέσω φωσφορυλίωσης και τη συµµετοχή των p38 

MAPK/MSK1 και ιόντων ασβεστίου σε αυτή την απάντηση [124]. Η ίδια ερευνητική 

οµάδα διαπίστωσε τη συµµετοχή της p38-MAPK στην αντισταθµιστική απόκριση 

στο οξειδωτικό στρες µε την αύξηση της µεταγραφής του γονιδίου του Κολπικού 

νατριοδιουρητικού πεπτιδίου (ANP) [125] . 

To οξειδωτικό στρες θεωρείται, ως ένα βαθµό, υπεύθυνο και για τις κύριες 

βλάβες στη διαδικασία της γήρανσης καθώς και σε µια πληθώρα σοβαρών 

παθολογικών καταστάσεων, όπως ο σακχαρώδης διαβήτης, η αθηροσκλήρυνση και 

µορφές αµυλοειδώσεων. Η αµυλοείδωση είναι ένας γενικός όρος που περιλαµβάνει 

µια µεγάλη οµάδα ασθενειών και δεν αποτελεί ενιαία οντότητα. Γενικότερα, µε τα 

έως σήµερα δεδοµένα, ο µόνος τρόπος διάγνωσης της αµυλοείδωσης είναι η 

µορφολογική εκτίµηση του κυτταρολογικού και του ιστολογικού υλικού. Η 

πρωτοταγής δοµή αυτών των πρωτεϊνών είναι σηµαντική για το σχηµατισµό των 

αµυλοειδών, καθώς και για τη θέση εναπόθεσης τους. Έχει επισηµανθεί πως 

αµυλοειδή µπορεί να ανιχνευθούν σε οποιοδήποτε µέρος του σώµατος και στις 

περισσότερες περιπτώσεις η εµφάνιση τους δεν συνοδεύεται από ύπαρξη 

συµπτωµάτων. 

Η νόσος του Alzheimer είναι µια νευροεκφυλιστική διαταραχή και η πιο 

συχνή µορφή άνοιας στα ηλικιωµένα άτοµα (>65 ετών). Ένας στους 9 ηλικιωµένους 

στις Ηνωµένες Πολιτείες πάσχει από τη νόσο του Alzheimer και αυτό το ποσοστό 



 

εκτιµάται ότι θα διπλασιαστεί µέχρι το 2050

χαρακτηρίζεται από τη διαταραχή του αι

µιτοχονδριακή δυσλειτουργία, το οξειδωτικό στρες, τη φλεγµονή των νευρικών 

κυττάρων άµεσα σχετιζόµενη µε τη συσσώρευση του πεπτιδίου Αβ, την 

υπερφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης 

ακετυλοχολίνης [127]. 

H Πρόδροµος πρωτεΐνη

kDa κατά προσέγγιση, 

υπεροικογένεια διαµεβρανικών πρωτεϊνών, µ

και στον αρουραίο (Rattus norvegicus

καταλοίπων (Identities) και 97% παρόµοιων αµινοξικών καταλοίπων (

να µοιράζονται επίσης όλες τις επικράτειες και τα συντηρηµένα 

Εικόνα 4.1 (A) Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής της 
ανίχνευση µοτίβων και επικρατειών στις πρωτεϊνικές αλληλουχίες χρησιµοποιήθηκε η βάση δεδοµένων Pfam). 
(Β) Στοίχιση των αµινοξικών αλληλουχιών APP του ανθρώπου και αρουραίου (
T-Coffee.. Φαίνονται χρωµατισµένα (clustalx) τα συντηρηµένα κατάλοιπα ανάλογα µε τις φυσικοχηµικές τους 
ιδιότητες 

εκτιµάται ότι θα διπλασιαστεί µέχρι το 2050 [126]. H κλινική εικόνα της νόσου

ηρίζεται από τη διαταραχή του αιµατο-εγκεφαλικού φραγµού, τη 

µιτοχονδριακή δυσλειτουργία, το οξειδωτικό στρες, τη φλεγµονή των νευρικών 

κυττάρων άµεσα σχετιζόµενη µε τη συσσώρευση του πεπτιδίου Αβ, την 

υπερφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τau και τη δραστική µείωση των επίπεδων της 

Πρόδροµος πρωτεΐνη του αµυλοειδούς, µία πρωτεΐνη µε µοριακό βάρος 

 ανήκει εξελικτικά και δοµικά σε µια συντηρηµένη 

ένεια διαµεβρανικών πρωτεϊνών, µε τις πρωτεΐνες τόσο στον άνθρωπο όσο 

Rattus norvegicus), να περιέχουν 97%  ταυτόσηµων αµινοξικών 

καταλοίπων (Identities) και 97% παρόµοιων αµινοξικών καταλοίπων (

να µοιράζονται επίσης όλες τις επικράτειες και τα συντηρηµένα µοτίβα (

τική αναπαράσταση της δοµής της APP στον άνθρωπο και στον αρουραίο (για την 
ανίχνευση µοτίβων και επικρατειών στις πρωτεϊνικές αλληλουχίες χρησιµοποιήθηκε η βάση δεδοµένων Pfam). 

αλληλουχιών APP του ανθρώπου και αρουραίου (Rattus norvegicus

Coffee.. Φαίνονται χρωµατισµένα (clustalx) τα συντηρηµένα κατάλοιπα ανάλογα µε τις φυσικοχηµικές τους 
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εικόνα της νόσου 

εγκεφαλικού φραγµού, τη 

µιτοχονδριακή δυσλειτουργία, το οξειδωτικό στρες, τη φλεγµονή των νευρικών 

κυττάρων άµεσα σχετιζόµενη µε τη συσσώρευση του πεπτιδίου Αβ, την 

η δραστική µείωση των επίπεδων της 

µε µοριακό βάρος 120 

ανήκει εξελικτικά και δοµικά σε µια συντηρηµένη 

πρωτεΐνες τόσο στον άνθρωπο όσο 

), να περιέχουν 97%  ταυτόσηµων αµινοξικών 

καταλοίπων (Identities) και 97% παρόµοιων αµινοξικών καταλοίπων (Positives) και 

µοτίβα (Εικόνα 4.1). 

 

τον αρουραίο (για την 
ανίχνευση µοτίβων και επικρατειών στις πρωτεϊνικές αλληλουχίες χρησιµοποιήθηκε η βάση δεδοµένων Pfam). 

Rattus norvegicus) µε τη µέθοδο 
Coffee.. Φαίνονται χρωµατισµένα (clustalx) τα συντηρηµένα κατάλοιπα ανάλογα µε τις φυσικοχηµικές τους 
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Η APP µε πλήρες µήκος είναι µία διαµεµβρανική πρωτεΐνη τύπου Ι, η οποία 

συντίθεται στο ενδοπλασµατικό δίκτυο και µεταφέρεται στο σύµπλεγµα trans-Golgi. 

Η φυσιολογική της λειτουργία φαίνεται ότι σχετίζεται τόσο µε αναπτυξιακά γεγονότα 

κατά την πρώιµη φάση ανάπτυξης των οργανισµών όσο και µε την συγκρότηση των 

νευροµυϊκών συνάψεων καθώς και γενικά της συναπτογένεσης. Αν και έχει 

διερευνηθεί περισσότερο στην νόσο του Alzheimer, είναι κοινός τόπος πως η 

αµυλοείδωση όπου και να συµβαίνει σχετίζεται άµεσα µε τη δηµιουργία θραυσµάτων 

και τη συµµετοχή διαφόρων πρωτεολυτικών ενζύµων σε µία διαδικασία που 

ονοµάζεται επεξεργασία. Βάσει της επικρατούσας υπόθεσης, όπως προαναφέρθηκε, 

σήµα κατατεθέν της ΝΑ είναι η εξωκυττάρια εναπόθεση του β-αµυλοειδούς, ενός 

πεπτιδίου 40 µε 42 αµινοξικών καταλοίπων και µοριακού βάρους 4 kDa, που 

προκύπτει από την επεξεργασία της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς µετά από 

διαδοχική πέψη από τις σεκρετάσες β και γ. Το αµυλοειδογενές µονοπάτι οδηγεί στην 

παραγωγή πεπτιδίων ποικίλου µήκους, εκ των οποίων αυτό µεγέθους 42 αµινοξέων, 

είναι το βασικό συστατικό των αµυλοειδών εναποθέσεων. Η συσσώρευση του Αβ 

πεπτιδίου προκαλεί ανοσολογική απόκριση και οδηγεί στον κυτταρικό θάνατο των 

νευρικών κυττάρων [128].  

 Πολύ πρόσφατα, ο Troncone και οι συνεργάτες του έθεσαν το ερώτηµα εάν 

και σε πoίο βαθµό η συσσωµάτωση του β-Αµυλοειδούς που προκαλεί την 

προοδευτική γνωστική δυσλειτουργία στη νόσο του Alzheimer επηρεάζει επίσης και 

τη φυσιολογική λειτουργία της καρδιάς [129]. Οι ερευνητές εξέτασαν δείγµατα από 

τον εγκέφαλο και την καρδιά ασθενών στους οποίους είχε διαγνωστεί ΝΑ, για την 

ύπαρξη Αβ συσσωµατωµάτων. Ανίχνευσαν Αβ συσσωµατώµατα στα καρδιακά 

µυοκύτταρα τεσσάρων ασθενών (στα δείγµατα από υγιή άτοµα δεν ανιχνεύτηκαν Αβ 

συσσωµατώµατα). Αν και αυτά τα ευρήµατα απαιτούν επιβεβαίωση σε δείγµατα από 

µεγαλύτερους πληθυσµούς, υποδεικνύουν ότι η καρδιακή δυσλειτουργία είναι ένας 

παράγοντας κινδύνου για την απώλεια των γνωστικών λειτουργιών. Καινοτόµες 

µελέτες τα τελευταία 15 χρόνια έχουν βοηθήσει να κατανοήσουµε τη σχέση µεταξύ 

της ΝΑ και της καρδιακής δυσλειτουργίας:  

• Πρώτον, η παρουσία διαλυτών, µη φυσιολογικά πτυχωµένων πρωτεϊνών είναι 

κοινή στους περισσότερους ασθενείς µε καρδιακή ανεπάρκεια, αλλά όχι σε 

υγιή άτοµα [130,131].  
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• ∆εύτερον, είναι γνωστό, ότι οι ασθενείς µε τη νόσο του Χάντινγτον 

(Huntington disease ή HD) - µια νευροεκφυλιστική διαταραχή - διατρέχουν 

αυξηµένο κίνδυνο για την ανάπτυξη καρδιακής ανεπάρκειας [132] και επίσης 

έχει βρεθεί ότι διαφορετικά µοντέλα ζωών µε HD – ποντικού [133] και 

οικιακής µύγας των φρούτων (Drosophila melanogaster) [134] -αναπτύσσουν 

καρδιοµυοπάθειες και αρρυθµίες. Ωστόσο, δεν είναι ακόµα σαφές εάν οι 

ασθενείς µε ΝΑ διατρέχουν αυξηµένο κίνδυνο για ανάπτυξη καρδιακής 

ανεπάρκειας [135]. 

 

• Τρίτον, τόσο στην νόσο του Alzheimer όσο και σε καρδιαγγειακές παθήσεις, 

έχει αναφερθεί η ενεργοποίηση  MAPK σηµατοδότησης. Σε µοντέλο ποντικού 

µε ΝΑ, τα πεπτίδια Αβ προκάλεσαν απόπτωση νευρικών κυττάρων, 

εξασθένηση της µνήµης  και εµφάνιση νοητικών προβληµάτων άµεσα 

σχετιζόµενα µε την MAPK σηµατοδότηση [136].  

 

Αν και πολλά γνωρίζουµε για το «διάλογο» µεταξύ οξειδωτικού στρες και 

εγκαθίδρυσης του αµυλοειδογενούς µονοπατιού επεξεργασίας της APP στον 

εγκέφαλο, η πλειοψηφία των επιστηµονικών µελετών επικεντρώθηκε και συνεχίζει να 

επικεντρώνεται κυρίως στην δηµιουργία πλακών εξαιτίας των αµυλοειδών στο 

κεντρικό νευρικό σύστηµα. Μια µελέτη της επεξεργασίας της ενδογενούς ΑPP σε 

άλλο κυτταρικό τύπο, όχι σε νευρικά κύτταρα, αλλά σε καρδιακά µυοκύτταρα, για 

πρώτη φορά, µπορεί να συνεισφέρει τόσο όσον αφορά την διαλεύκανση του ρόλου 

της συγκεκριµένης πρωτεΐνης αλλά και  αναφορικά µε τους µηχανισµούς που διέπουν 

τα απαντητικά συµβάντα υπό συνθήκες καταπόνησης σε ετερόκλητους κυτταρικούς 

πληθυσµούς. 

Σε µία πρώτη πειραµατική προσέγγιση, διερευνήσαµε την παρουσία της APP 

σε ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα το οποίο προήλθε από καρδιακό ιστό Χορδωτού 

(Rana ridibunda). Παρατηρήσαµε µία ισχυρή παρουσία της παραπάνω πρωτεΐνης στο 

συγκεκριµένο ιστό. 

Οι ερευνητικές προσπάθειες του εργαστηρίου µας έχουν ως επίκεντρο την 

διασαφήνιση της σηµατοδότησης υπό συνθήκες στρες σε διάφορους κυτταρικούς 

τύπους, τόσο σε θηλαστικά όσο και σε αρχαιότερα τάξα, όπως αυτά των αµφιβίων. 

Λαµβάνοντας υπόψη αυτή την εµπειρία καθώς και τη διαθέσιµη βιβλιογραφία, 
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επεκτείναµε την ερευνητική µελέτη στην ταυτοποίηση και διερεύνηση της έκφρασης 

της APP, σε καρδιακά κύτταρα θηλαστικού. Για τη συγκεκριµένη µελέτη 

χρησιµοποιήθηκε η κυτταρική σειρά H9c2 (αντιπροσωπεύει κύτταρα από καρδιακό 

ιστό αρουραίου του είδους Rattus norvegicus,).  

∆εδοµένου της ισχυρής εµπλοκής του οξειδωτικού στρες στην παθογένεια 

πολλών καρδιαγγειακών νόσων, µε τα αυξηµένα επίπεδα ROS να επιφέρουν 

δυσχερείς επιπτώσεις στη λειτουργία των καρδιακών κυττάρων, ο πρώτος 

παράγοντας που επιλέχθηκε ήταν η επίδραση των κυττάρων µε τον οξειδωτικό 

παράγοντα Η2Ο2, ενώ µελετήθηκε και ο παράγοντας PMA (4β-φορβολο-12-

µυριστικός 13-οξικό φορβολεστέρας). Η επιλογή και των δύο αυτών παραγόντων 

σχετίζεται µε την άποψη πληθώρας µελετών που συνδέουν το οξειδωτικό στρες µε 

την αύξηση των επιπέδων του Aβ [137]. Στην προσπάθεια περαιτέρω διερεύνησης 

της σχέσης του οξειδωτικού στρες µε τα επίπεδα του Aβ πεπτιδίου έγινε επίδραση 

στα κύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη µε διάφορες 

συγκεντρώσεις H2O2 (50µΜ, 100µΜ, 200µΜ, 500µΜ) για 30 λεπτά. ∆ιαπιστώσαµε 

µία δοσοεξαρτώµενη σχέση του H2O2 και της ανίχνευσης θραυσµάτων χαµηλών 

µοριακών βαρών που εµπεριέχουν τον επίτοπο του Aβ. Συµπεραίνουµε πως ο βαθµός 

του οξειδωτικού στρες βρίσκεται σε άµεση συνάρτηση µε τη δηµιουργία θραυσµάτων 

της APP. Παρατηρήσαµε ότι µε την αύξηση της συγκέντρωσης του H2O2 

παρουσιάζεται σηµαντική αύξηση των θραυσµάτων µε µοριακό βάρος στα 20 kDa 

και 40 kDa. Σε κύτταρα ανθρώπινου νευροβλαστώµατος (κυτταρική σειρά SH-

SY5Y) έχει καταδειχτεί ότι η επίδραση των κυττάρων µε το H2O2 επηρεάζει άµεσα 

την επεξεργασία της ΑΡΡ και την παράγωγη θραυσµάτων µικρού µοριακού βάρους 

που περιέχουν το Αβ  επίτοπο. Οι ερευνητές µελέτησαν την επεξεργασία της 

πρωτείνης όσο και την έκφραση του γονιδίου APP, υπό συνθήκες επαγωγής 

απόπτωσης µε την παρατεταµένη επίδραση H2O2 (1mΜ, έως και 20 ώρες). 

Κατέληξαν στη ισχυρή συσχέτιση µεταξύ της εµφάνισης ενός θραύσµατος 5,5 kDa 

που εµπεριέχει τον επίτοπο  του Αβ, µε τα πρώτα σηµάδια έναρξης της αποπτωτικής 

διαδικασίας. Παράλληλα, η ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης έδειξε µείωση της 

έκφρασης του γονιδίου από τις πρώτες 8 ώρες της επίδρασης [138]. Παρόµοια 

αποτελέσµατα έδωσαν και οι ερευνητικές προσπάθειες των Le Blanc και συνεργατών. 

Ειδικότερα, αντικείµενο της µελέτης τους ήταν η σύνδεση µονοπατιού των κασπασών 

µε πρώιµα γεγονότα έναρξης της απόπτωσης, σε πρωτογενείς καλλιέργειες νευρικών 
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κυττάρων ανθρώπου. Απέδειξαν την ύπαρξη θραυσµάτων της APP, ένα 3 kDa προς 

το καρβοξυτελικό άκρο και ένα 6,5 kDa που περιέχει το Αβ πεπτίδιο αλλά όχι το C-

τελικό άκρο, αποδίδοντας τη δηµιουργία τους στη δράση της κασπάσης-6 και 

προτείνοντας µία ακόµη συνιστώσα στην επεξεργασία της πρωτεΐνης [139]. Σε µια 

πιο πρόσφατη µελέτη, οι Tan και οι συνεργάτες του µελέτησαν την επίδραση ήπιων 

συνθηκών οξειδωτικής καταπόνησης (mild Οxidative Stress-mOS) στην επεξεργασία 

της APP, µε την έκθεση των κυττάρων (πρωτογενής καλλιέργεια  φλοι̇ι̇κών κυττάρων  

εγκεφάλου ποντικού) σε συγκεντρώσεις H2O2  της τάξεως των µΜ (10 µΜ έως 40 

µΜ), για 6 ώρες. Παρατήρησαν µια αύξηση του θραύσµατος CTFβ παράλληλα µε την 

εντόπιση της BACE-1 σε συγκεκριµένα υποκυτταρικά διαµερίσµατα (πρώιµα 

ενδοσώµατα) [140]. Ακόµη, οι Shen και οι συνεργάτες, απέδειξαν την εµπλοκή των 

JNKs στην ενεργοποίηση της γ-σεκρετάσης και την παραγωγή διαλυτού και 

ενδοκυττάριου Αβ, σε µετασχηµατισµένα κύτταρα SH-SY5Y, επιδρώντας για  

αυξανόµενους χρόνους (10 έως 50 λεπτά) µε το H2Ο2 (1,0mM) καθώς και την αύξηση 

του AICD σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του παράγοντα (0,2 mM και 1,0mM Η2Ο2  

για 1ώρα) σε εκφράζουσα το θραύσµα C99  κυτταρική σειρά HEK293. Τέλος, οι 

συγγραφείς προτείνουν την ύπαρξη ενός φαύλου κύκλου µεταξύ ROS-ενεργοποίησης 

JNKs-παραγωγής Αβ-παραγωγής ROS [141]. 

Πλήθος ερευνών έχουν ήδη συσχετίσει την ενεργοποίηση της PKC και των 

ERΚ1/2  µε το οξειδωτικό στρες [142]. Συγκεκριµένα, έχει αποδειχθεί ότι το 

οξειδωτικό στρες επάγει την ενεργοποίηση της PKC η οποία µε τη σειρά της, 

ενεργοποιεί µέσω φωσφορυλιώσεων την PKD (protein kinase D), µία οµάδα 

πρωτεϊνών που εµπλέκεται σε ποικίλα κυτταρικά µονοπάτια [142]. Επίσης, έχει 

παρατηρηθεί ότι η PKC συσχετίζεται µε την Πρόδροµο πρωτεΐνη του β-αµυλοειδούς 

και πιο συγκεκριµένα ότι η PKC διεγείρει την έκκριση sAPPα, ενεργοποιώντας την α-

σεκρετάση [143] µειώνοντας µε αυτόν τον τρόπο τα επίπεδα Αβ, κάτι που παίζει 

σηµαντικό ρόλο στην παθογένεση της νόσου του Alzheimer [143,144]. O ρόλος της 

PKC στην επεξεργασία της ΑΡΡ ενισχύεται επίσης από το γεγονός ότι η 

ελαττωµατική PKC σηµατοδότηση είναι ένα από τα πιο συχνά ευρήµατα στον 

εγκέφαλο ασθενών που πάσχουν από τη νόσο του Alzheimer [145]. Ενεργοποιητής 

της πρωτεϊνικής κινάσης C (PKC) αλλά και των ERK1/2 είναι ο εστέρας PMA (4β-

φορβολο-12-µυριστικός 13-οξικό φορβολεστέρας). Ο PMA είναι ένας διεστέρας που 

αποµονώνεται από το κροτωνέλαιο. Μελέτες έχουν αποδείξει την εµπλοκή του στην 
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ανάπτυξη νεοπλασιών [146]. Αποτελεί έναν ισχυρό αλλά και αναστρέψιµο 

ενεργοποιητή της πρωτεϊνικής κινάσης C (PKC), κάτι που βιβλιογραφικά έχει 

επιτευχθεί τόσο in vitro όσο και in vivo σε συγκεντρώσεις της τάξης των nM. Η 

δράση του PMA ως ενεργοποιητή της PKC έχει αποδοθεί στην οµοιότητα του µε τη 

διακυλογλυκερόλη (DAG), η οποία είναι ένας φυσικός ενεργοποιητής της PKC10 

[147]. Έτσι, το PMA χρησιµοποιήθηκε σε µία απόπειρα κατευθυνόµενου χειρισµού 

της επεξεργασίας της APP και διασαφήνισης της συµµετοχής των ERK1/2 σε αυτήν 

την επεξεργασία. Προσπαθώντας, αρχικά να µελετήσουµε την επίδραση του 

παράγοντα PMA σε σχέση µε το χρόνο τόσο στην ενεργοποίηση των ERK1/2 όσο και 

στην επεξεργασία της APP, εφαρµόσαµε τέσσερεις διαφορετικούς χρόνους επίδρασης 

(0,25 ώρες, 0,50 ώρες, 1,00 ώρα, 2,00 ώρες). Παρατηρήσαµε πως ο εστέρας (PMA), 

όπως άλλωστε υποστηρίζεται και βιβλιογραφικά, επάγει την φωσφορυλίωση των 

ERK1/2 (φωσφορυλιωµένες στα κατάλοιπα θρεονίνη 202 και τυροσίνη 204). Ακόµη, 

διαπιστώθηκε η εµφάνιση ραγδαίας αύξησης των επιπέδων φωσφορυλίωσης των 

ERK1/2 µετά από 15 λεπτά επίδρασης µε τον παράγοντα PMA, κάτι που δείχνει την 

χρονοεξαρτώµενη δράση του παράγοντα PMA. Η συγκεκριµένη αυξητική τάση αν 

και µικρότερη σε ένταση συνεχίζεται και για την πρώτη ώρα της επίδρασης ενώ 

διαπιστώθηκε πτωτική πορεία των επιπέδων των φώσφο-ERK1/2 στους µετέπειτα 

χρόνους επίδρασης. Η αύξηση αυτή συµφωνεί απόλυτα και µε τις επόµενες 

παρατηρήσεις που έγιναν στο πλαίσιο της παρούσας µελέτης. Με τη χρήση ειδικών 

αντισωµάτων για τα διαφορετικά θραύσµατα που προκύπτουν κατά τη διαδικασία της 

επεξεργασίας της APP, δείξαµε  πως και η δηµιουργία θραυσµάτων που εµπεριέχουν 

το Aβ πεπτίδιο εµφανίζουν το ίδιο χρονικό πρότυπο µε εκείνο των φώσφο-ERK1/2 

µετά από επίδραση µε 1µΜ PMA. Συγκεκριµένα, τα επίπεδα ανίχνευσης των 

θραυσµάτων στα  40 kDa µετά από 15 λεπτά επίδρασης σηµειώνουν αύξηση και 

ακολουθούν πτωτική πορεία στους ύστερους χρόνους επίδρασης. Επίσης, θραύσµα 

που περιέχει το αντιγόνο του αµινοτελικού άκρου της APP παρουσίασε την µέγιστη 

εµφάνιση του σε ύστερους χρόνους, µετά τη πρώτη ώρα επίδρασης, ενώ είχε 

εξαφανιστεί- προφανώς κατακερµατίστηκε- στις δύο ώρες επίδρασης. Ως µία 

απόπειρα ερµηνείας του φαινοµένου, προτείνουµε πως ο ενεργοποιητής συνέβαλε 
                                                           
10 Η PKC ανήκει σε µια οικογένεια πρωτεϊνικών κινασών οι οποίες συµµετέχουν στον έλεγχο της 
λειτουργίας διαφόρων άλλων πρωτεϊνών µέσω της φωσφορυλίωσης υδροξυλοµάδων σερίνης και 
θρεονίνης. Η ενεργοποίηση των PKC σχετίζεται µε σήµατα τα οποία οφείλονται σε αυξηµένα επίπεδα 
διακυλογλυκερόλης και ιόντων ασβεστίου (Ca2+ ) µε τις PKC να κατέχουν έναν βασικό ρόλο σε πολλά 
σηµατοδοτικά µονοπάτια. 
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στην ανακύκλωση της APP από την πλασµατική µεµβράνη προς τα µονοπάτια της 

αποικοδόµησης εντός του κυττάρου. Σε αντίθεση, έρευνα σε κυτταρική σειρά 

QBI293 (µετασχηµατισµένη κυτταρική σειρά νεφρικών εµβρυικών κυττάρων 

ανθρώπου µε σταθερή έκφραση της ανθρώπινης APP695) καταδεικνύει µια αύξηση 

των επιπέδων έκφρασης της APP και δηµιουργίας του Αβ40 παρουσία PMA (1 µM 

για 36 ώρες) και προτείνει ένα διαφορετικό µηχανισµό που θέλει την παρατεταµένη 

ενεργοποίηση της PKC να επηρεάζει την έκφραση της πρωτεΐνης στο επίπεδο της 

µεταγραφής. Οι ίδιοι οι συγγραφείς απέδωσαν την ανακάλυψη στην παράµετρο του 

χρόνου [149]. 

Στη συνέχεια µελετήθηκε η µεταβολή των παραπάνω πρωτεϊνών µετά από 

επίδραση µε διαφορετικές συγκεντρώσεις PMA (0,05µM, 0,10µM, 0,50µM, 1,00µΜ) 

για 2 ώρες. Η συγκεκριµένη σειρά πειραµάτων έγινε στην προσπάθεια συσχέτισης 

της συγκέντρωσης του PMA και των µεταβολών που υφίστανται τα επίπεδα 

φωσφορυλίωσης των ERK και η δηµιουργία θραυσµάτων της APP. ∆ιαπιστώθηκε 

πως δεν υπάρχει σχέση ανάµεσα στη συγκέντρωση του PMA και τα επίπεδα των 

φώσφο-ERK1/2 καθώς δεν µεταβάλλονται σε σχέση µε το δείγµα αναφοράς. 

Αντίθετα, παρατηρήθηκε αύξηση στη δηµιουργία των θραυσµάτων της APP, µικρού 

µοριακού βάρους, αναλογικά µε την επιδρούσα συγκέντρωση, χωρίς την εµφάνιση 

του θραύσµατος µε το αντιγόνο του αµινοτελικού άκρου, για καµία επίδραση 

διάρκειας δύο ωρών, ίσως καθώς ο χρόνος ανακύκλωσης καθορίζεται στη πρώτη ώρα 

επίδρασης. Από τα παραπάνω πειράµατα συµπεραίνουµε ότι η µεταβολές στην 

ανίχνευση  των θραυσµάτων της APP είναι εξαρτώµενες της συγκέντρωσης του 

PMA. Τα παραπάνω αποτελέσµατα προτείνουν ότι η επαγοµένη έκφραση της APP 

είναι αποτέλεσµα της δράση του µονοπατιού PKC-ERK1/2.  

Θέλοντας να ελέγξουµε και να διασαφηνίσουµε το ρόλο των ERK1/2 (και 

γενικότερα των MAP κινασών) στην επεξεργασία της APP, έγινε έκθεση των 

κυττάρων στο PMA και ταυτόχρονα δοκιµάστηκε και η επίδραση τους µε µία σειρά 

αναστολέων (είχε προηγηθεί η προσθήκη του εκάστοτε αναστολέα για µισή ώρα) των 

µελών των ΜΑPKs (p38, ΕRΚs και JNKs). Από το παραπάνω πείραµα έγινε 

αντιληπτό ότι η ταυτόχρονη επίδραση µε τον PMA και του αναστολέα PD98059 έχει 

ως αποτέλεσµα την αναστολή του PMA- φαινοτύπου, µε το πρότυπο ανίχνευσης των 

θραυσµάτων της APP υπό αυτές τις συνθήκες να είναι όµοιο µε το δείγµα στο οποίο 

δεν είχε χορηγηθεί ο ενεργοποιητής. Το αποτέλεσµα ενισχύει την υπόθεση που θέλει 
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την ERK1/2-εξαρτώµενη επεξεργασία της ΑPP στη συγκεκριµένη κυτταρική σειρά. 

∆εν παρατηρήθηκαν τα ίδια αποτελέσµατα µε τους υπόλοιπους αναστολείς. Το 

εύρηµα αυτό πιθανόν σχετίζεται µε τα µονοπάτια που καταστέλλουν οι άλλοι 

αναστολείς τα οποία πιθανόν να ρυθµίζονται από το Aβ πεπτίδιο και όχι να 

ρυθµίζουν τα επίπεδα αυτού. Ένα τέτοιο παράδειγµα είναι το µονοπάτι JNK για το 

οποίο έχει αποδειχθεί από µελέτες ότι ενεργοποιείται από το πεπτίδιο Aβ [150]. Τα 

συµπεράσµατά µας έρχεται να ενισχύσει η µελέτη των Desdouits-Magnen και 

συνεργατών σε κυτταρική σειρά PC12-M1 και σε µετασχηµατισµένες µε την 

ανθρώπινη APP751, κυτταρικές σειρές COS-7 (-ινοβλάστες πιθήκου) και CHO 

(κύτταρα ωοθήκης κινεζικού χάµστερ). Αναλυτικότερα, µε τη χρήση του ίδιου µορίου 

αναστολέα PD98059, διεξήγαγαν µια έρευνα της επεξεργασίας της APP, 

καταλήγοντας στην συµµετοχή των ERK1/2 στην έκκριση sAPPα και στην 

παράλληλη ύπαρξη µιας ανεξάρτητης από τη PKC-ERK1/2 οδού για την έκκριση Αβ 

και sAPPα [151]. 

Τέλος, η µελέτη της επίδρασης του PMA στη έκφραση του γονιδίου APP 

έδειξε πως ο συγκεκριµένος ενεργοποιητής δεν πυροδοτεί την αύξηση της έκφρασης 

του γονιδίου. Παρόµοια είναι τα αποτελέσµατα και µετά την επίδραση µε H2O2. 

Συµπεραίνουµε λοιπόν πως οι αλλαγές που παρατηρούνται συµβαίνουν µετά τη 

µετάφραση, πιθανότατα κατά τη διαδικασία της επεξεργασίας και πιθανόν να µην 

έχουν καµία σχέση µε το έλεγχο της έκφρασης του γονιδίου. 

Από τα παραπάνω συνάγεται πως τα πεπτιδικά προϊόντα της επεξεργασίας της 

APP προέρχονται από ποικίλα µεταβολικά µονοπάτια. Ακόµη, καθίσταται πρόδηλο 

το γεγονός πως το είδος του ερεθίσµατος, ο κυτταρικός τύπος και ο πειραµατικός 

σχεδιασµός είναι καθοριστικοί παράγοντες. 

Η παρατήρηση του ρόλου της ενεργοποίησης των ERK1/2 στη δηµιουργία 

θραυσµάτων της APP στα καρδιακά µυοκύτταρα και όχι στην παραγωγή Αβ 

πεπτιδίου θα µπορούσε να συσχετιστεί µε το ρόλο των ενεργοποιούµενων από 

µιτογόνα πρωτεϊνικών κινασών στην ενορχήστρωση της απάντησης σε 

στρεσσογόνους παράγοντες στην καρδιά. Τα καρδιακά µυοκύτταρα ως  

διαφοροποιηµένα κύτταρα τα οποία έχουν χάσει την ικανότητα για διαίρεση κατά την 

περιγεννητική περίοδο, αποκρίνονται στο οξειδωτικό στρες µε µηχανισµούς που 

εµπλέκουν επαγωγή προσαρµοστικών αντιοξειδωτικών παραγόντων, υπερτροφία ή 
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κυτταρικό θάνατο. Το γεγονός αυτό συµβάλλει στην καρδιακή αναδιαµόρφωση. Οι 

αλλαγές που παρατηρούνται κατά την διαδικασία αυτή σχετίζονται µε έκκριση 

ουσιών όπως προ φλεγµονωδών κυτταροκινών και νευροορµονικών παραγόντων οι 

οποίο ενεργοποιούν υποκείµενα σηµατοδοτικά µονοπάτια µε τελικό σκοπό την 

µεταβολή στην γονιδιακή έκφραση µε επανέκφραση γονιδίων. Οι υποκείµενοι 

µοριακοί µηχανισµοί περιλαµβάνουν κινάσες όπως οι MAPKs. Συγκεκριµένα, 

µελέτες της ερευνητικής οµάδας του εργαστηρίου µας απέδειξαν πως ένζυµο το οποίο 

έχει αντιοξειδωτικό ρόλο έναντι του οξειδωτικού στρες, η οξυγενάση της αίµης 

1(HOX-1) βρέθηκε να αυξάνεται τόσο σε επίπεδο πρωτεΐνης όσο και mRNA, 

παρουσία προ-οξειδωτικού παράγοντα, σε καρδιακούς µυοβλάστες H9c2. Παρουσία 

αναστολέων των JNKs (SP600125), p38 MAPK (SB203580) και MSK 1 (H89), 

διαπιστώθηκε αναστολή της παραπάνω απόκρισης. Αποτελέσµατα τα οποία 

καταδεικνύουν την εµπλοκή των JNKs και p38 MAPK/MSK1 , στη µεταγωγή του 

σήµατος του οξειδωτικού στρες µε την έκφραση του ενζύµου HOX-1, προάγοντας 

πιθανά την κυτταρική επιβίωση και διασφαλίζοντας την οµοιόσταση [152]. Ο 

κυτταροπροστατευτικός ρόλος HOX-1 και της κυκλοξυγενάσης 2 (COX-2) έχει 

βρεθεί και σε άλλους τύπους κυττάρων [153]. Ειδικότερα, σε σκελετικούς 

µυοβλάστες C2 δείχτηκε ότι το οξειδωτικό στρες οδηγεί σε µια χρόνο- και δοσο-

εξαρτώµενη απόκριση των HOX-1 και COX-2 σε επίπεδο πρωτεϊνικού µορίου αλλά 

και γονιδιακής έκφρασης, µε τις ERK1/2, p38 MAPK να µεσολαβούν στην απόκριση 

αυτή [153]. 

Ένας σηµαντικός τελεστής στη ρύθµιση των HOX-1 και COX-2 είναι ο 

µεταγραφικός παράγοντας NF-κB, ο οποίος απεδείχθη να ενεργοποιείται µέσω 

φωσφορυλίωσης από MSK1 (υπόστρωµα των ERK1/2 και p38 MAPK) ως απόκριση 

στο οξειδωτικό στρες σε κυτταρική σειρά σκελετικών µυοβλαστών [154]. Ακόµη, σε 

µελέτη της ερευνητικής οµάδας του εργαστηρίου µας απεδείχθη η επαγόµενη από το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου αύξηση της έκφρασης του Παράγοντα πρώιµης αύξησης 

(Egr-1), -mRNA όσο και πρωτεΐνης-, η οποία µειώθηκε σηµαντικά παρουσία 

αναστολέων ERKs και JNKs (PD98059 και SP600125, αντίστοιχα). Επιπλέον, 

πειράµατα ανοσοκυτταροχηµείας κατέδειξαν τον καθοριστικό ρόλο των ERKs και 

JNKs και στην επαγώµενη από το υπεροξείδιο του υδρογόνου συσσώρευση του Egr-1 

στον πυρήνα. Αποτελέσµατα τα οποία αναδεικνύουν την εµπλοκή των ERKs και 



94 
 

JNKs στην επαγώµενη από το οξειδωτικό στρες απόκριση του Egr-1 σε επίπεδο 

µεταγραφής, µετάφρασης και σε ότι αφορά την υποκυτταρική του κατανοµή [155]. 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν την ύπαρξη APP θραυσµάτων τόσο σε 

καρδιακά κύτταρα θηλαστικού όσο και αµφιβίου (Χορδωτού). Επίσης, υποδεικνύουν 

ότι η επεξεργασία της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς  είναι άµεσα 

εξαρτωµένη από την οξειδωτική καταπόνηση του κυττάρου αλλά και από την 

ενεργοποίηση του µονοπατιού ERK1/2. Ωστόσο, περαιτέρω µελέτες χρειάζονται 

προκειµένου να αποσαφηνιστούν οι µοριακοί µηχανισµοί που διέπουν την 

επεξεργασία της  πρωτεΐνης. 

Σε µία προσπάθεια να προτείνουµε διαφορετικές προσεγγίσεις αναφορικά µε 

ένα θέµα βασικής έρευνας όπως το συγκεκριµένο, πειράµατα µε τη τεχνική της 

ανοσοκυτταροχηµείας θα µπορούσαν να προσφέρουν στη διασαφήνιση του 

κυτταρικού εντοπισµού αυτών των θραυσµάτων. Επίσης, θα µπορούσε να 

χρησιµοποιηθεί το σύστηµα επανεµποτισµού σε αποµονωµένη καρδιά θηλαστικού, 

µε τη συσκευή Langendorff, για την µελέτη της επεξεργασίας της ΑPP µε στόχο την 

καλύτερη προσοµοίωση των in vivo συνθηκών . 
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Περίληψη 
 

 

Ταυτοποίηση και διερεύνηση της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς σε 

καρδιακά κύτταρα θηλαστικών. Συσχέτιση του προτύπου έκφρασης µε συνθήκες 

οξειδωτικού στρες  

Ελένη Τσιούρη 

Η νόσος του Alzheimer (ΝΑ) είναι η πιο κοινή µορφή άνοιας, χαρακτηρίζεται από τη 

διαταραχή του αίµατο-εγκεφαλικού φραγµού, τη µιτοχονδριακή δυσλειτουργία, το 

οξειδωτικό στρες, τη φλεγµονή των νευρικών κυττάρων άµεσα σχετιζόµενη µε τη 

συσσώρευση/συσσωµάτωση του πεπτιδίου Αβ, την υπερφωσφορυλίωση της 

πρωτεΐνης tau και η δραστική µείωση των επίπεδων της ακετυλοχολίνης. 

Αυξανόµενος αριθµός µελετών υποστηρίζει µια ισχυρή συσχέτιση των 

καρδιαγγειακών παθήσεων (cardiovascular disease ή CVD) και της νόσου του 

Alzheimer. Αρκετοί παράγοντες, όπως η υποξία, η συσσώρευση/συσσωµάτωση του 

πεπτιδίου Αβ και το οξειδωτικό στρες έχουν προταθεί ως σηµεία σύνδεσης µεταξύ 

της ΝΑ και των καρδιαγγειακών παθήσεων. 

Το ενδιαφέρον της επιστηµονικής κοινότητας έχει στραφεί, είτε στην ενίσχυση της 

αντιοξειδωτικής άµυνας του οργανισµού, είτε στη ρύθµιση του µεταβολισµού και 

επεξεργασίας/processing της Προδρόµου πρωτεΐνης του αµυλοειδούς (ΑPP) προς το 

µη- αµυλοειδογενές µονοπάτι. Στα πλαίσια αυτά, αποφασίσαµε να διερευνήσουµε το 

πρότυπο έκφρασης της ΑPP µε τη χρήση αντισωµάτων που αναγνωρίζουν κύριες 

περιοχές της (καρβοξυτελικό άκρο, αµινοτελικό άκρο και της πρωτεϊνικής 

αλληλουχίας του Αβ πεπτιδίου) και να το συσχετίσουµε µε συνθήκες επαγωγής 

στρες.  Τα αποτελέσµατα µας δείχνουν την ύπαρξη APP θραυσµάτων τόσο σε 

καρδιακά κύτταρα θηλαστικού όσο και σε καρδιακό ιστό Χορδωτού. Επίσης, 

υποδεικνύουν ότι η επεξεργασίας/processing της Προδρόµου πρωτεΐνης του 

αµυλοειδούς είναι άµεσα εξαρτωµένη από το µέγεθος της οξειδωτικής καταπόνησης. 

Συγκεκριµένα, σε µια πρώτη σειρά πειραµάτων αποδείξαµε πως η επίδραση των 

κυττάρων µε τον οξειδωτικό παράγοντα H2O2 οδηγεί σε σηµαντική αύξηση των 

θραυσµάτων µικρού µοριακού βάρους, που περιέχουν τον επίτοπο του Αβ πεπτιδίου.  

Επιπλέον, χρησιµοποιώντας τον ενεργοποιητή της PKC και του σηµατοδοτικού 



109 
 

µονοπατιού των ERK1/2, PMA, αποδείξαµε πως υπάρχει άµεση εµπλοκή της 

συγκεκριµένης MAP κινάσης στην επεξεργασίας της APP, προς το αµινοτελικό άκρο 

αλλά όχι το καρβοξυτελικό. Ακόµη, η ανάλυση της έκφρασης του γονιδίου APP µε 

τους προαναφερθείς παράγοντες, Η2Ο2 και PMA, παρέµεινε αµετάβλητη. Τέλος, τα 

συµπεράσµατα µας ενισχύθηκαν από ένα νέο κύκλο πειραµάτων, µε αναστολείς των 

κινασών που ενεργοποιούνται από µιτογόνα (MAPKs). Παρατηρήσαµε πως η 

επεξεργασίας της ΑPP είναι εξαρτωµένη από την ενεργοποίηση του µονοπατιού 

ERK1/2, εφόσον επαγωγή του µονοπατιού έχει ως αποτέλεσµα αύξηση των 

θραυσµάτων µικρού µοριακού βάρους, ενώ η  παρουσία του ειδικού αναστολέα, 

PD98059, αναστρέφει τη δηµιουργία θραυσµάτων. 
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Abstract 

 

 

Identification and investigation of Amyloid Precursor Protein (APP) in 

mammalian cardiac cells. Association of the expression pattern with conditions 

of oxidative stress  

Helen Tsiouri 

Alzheimer's disease (AD) is the most common form of dementia, is characterized by 

disruption of the blood-brain barrier, mitochondrial dysfunction, oxidative stress, 

inflammation of nerve cells directly associated with the accumulation/aggregation of 

Aβ peptide, the hyperphosphorylation of tau protein and the drastic decrease of 

acetylcholine. A growing number of studies support a strong association of 

cardiovascular disease (CVD) and Alzheimer's disease. Several factors such as 

hypoxia, aggregation of Aβ and oxidative stress have been proposed as the connection 

points between AD and cardiovascular disease. 

The interest of the scientific community has turned either to enhance the antioxidant 

defenses, or regulate the metabolism and processing of APP to the non-amyloidogenic 

pathway. In this context, we decided to investigate the expression pattern of APP, 

using antibodies against major regions of APP (C-terminus, N-terminus and the 

protein sequence of the Abeta peptide) and to associate it with stress inducing 

conditions. Our results show the existence of APP fragments in both mammalian 

cardiac cells and Vertebrate heart tissue. Also suggest that the processing of Amyloid 

Precursor Protein is directly dependent on the cellular redox status.  More precisely, 

in a first series of experiments, we proved that incubating cardiac cells with the 

oxidizing agent H2O2 leads to a significant increase in low molecular weight 

fragments, which contain the epitope of the Abeta peptide. Moreover, using the 

activator of  PKC and ERK1 / 2 signal pathway, PMA, we showed the involvement of 
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the specific MAP kinase into the APP processing, towards the N-terminal domain. 

Furthermore, the expression of APP gene remained unchanged in the presence of both 

agents, H2O2 and PMA. Finally, our conclusions were reinforced by a new round of 

studies, with inhibitors of Μitogen Activated Protein kinases (MAPKs).  We showed 

that the APP processing is dependent on the activation of ERK 1 / 2, where induction 

of ERK1 / 2 signaling had an increase of low molecular weight fragments, while the 

presence of the selective phospo-ERK1/2 inhibitor, PD98059, abolished this 

fragmentation. 

 


