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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 

1.1. ΕΓΚΕΦΑΛΟΣ ΓΕΝΙΚΑ 

 

Ο εγκέφαλος είναι το μεγαλύτερο και πιο πολύπλοκο τμήμα του νευρικού 

συστήματος του ανθρώπου. Αποτελεί το βασικό ρυθμιστή και συντονιστή όλων 

των οργάνων και των λειτουργικών συστημάτων του σώματος. Βρίσκεται 

προστατευμένος μέσα στην κρανιακή κοιλότητα και μαζί με το νωτιαίο μυελό 

αποτελούν το Κεντρικό Νευρικό Σύστημα (ΚΝΣ) [1]. Ο εγκέφαλος και ο νωτιαίος 

μυελός αποτελούνται από 100 δισεκατομμύρια εξειδικευμένα κύτταρα, τα νευρικά 

κύτταρα ή τους νευρώνες, οι οποίοι συνεργάζονται συντονισμένα και οργανωμένα 

για τη διαμόρφωση της συμπεριφοράς του ανθρώπινου οργανισμού [1, 2].  

Το 82% του εγκεφάλου αποτελείται από τον εγκεφαλικό φλοιό 

καταλαμβάνοντας έτσι το μεγαλύτερο χώρο της κρανιακής κοιλότητας [3]. Η 

ύπαρξή του αυξάνει την πολυπλοκότητα της λειτουργίας του εγκεφάλου (Εικόνα 

1). Ο εγκεφαλικός φλοιός είναι το τμήμα στο οποίο επιτελούνται οι ανώτερες 

λειτουργίες του εγκεφάλου όπως η σκέψη, οι συνειρμοί, η κρίση, οι αποφάσεις 

καθώς και ο έλεγχος της εκούσιας λειτουργίας των μυών του σώματος. Χωρίς 

αυτόν η ανθρώπινη φύση δε θα υπήρχε με τη γνωστή της μορφή [4]. Αν και δεν 

είναι μέχρι και σήμερα απόλυτα κατανοητός ο τρόπος με τον οποίο ο φλοιός 

επεξεργάζεται και ερμηνεύει τα εισερχόμενα ερεθίσματα, έχει διαπιστωθεί ότι 

εκτελεί μόνο δημιουργικές και επιτελικές λειτουργίες.                                                                      

 Εικόνα 1. Ο εγκεφαλικός φλοιός (neurosciencenews.com) 
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Ο εγκέφαλος χωρίζεται σε δύο ημισφαίρια, ένα αριστερό και ένα δεξιό, τα 

οποία μοιάζουν εξωτερικά, αλλά έχουν διαφορετικό μέγεθος και διαφέρουν ως 

προς τη λειτουργία τους. Το δεξιό ημισφαίριο ελέγχει και επεξεργάζεται σήματα 

από την αριστερή πλευρά του σώματος, ενώ το αριστερό από τη δεξιά πλευρά του 

σώματος [5]. 

Ο εγκεφαλικός φλοιός και τα εγκεφαλικά ημισφαίρια είναι δομές του εξωτερικού 

τμήματος του πρόσθιου εγκεφάλου, δηλαδή του τελικού εγκεφάλου ή 

τελεγκέφαλου.  

 

 

Σχηματική απεικόνιση των εγκεφαλικών ημισφαιρίων 

 

Κάθε ημισφαίριο είναι οργανωμένο σε δύο συστήματα, το αισθητικό και το 

κινητικό και παρόλο που καθένα επιτελεί διαφορετικές λειτουργίες συνεργάζονται 

με τέτοιο τρόπο, ώστε να εξασφαλίζεται η αμφίπλευρη λειτουργική συμμετρία των 

ημισφαιρίων. Για πρακτικούς λόγους τα ημισφαίρια του εγκεφάλου και ο 

εγκεφαλικός φλοιός διαιρούνται σε τέσσερις λοβούς και είναι: o μετωπιαίος, ο 

βρεγματικός, ο κροταφικός και ο  ινιακός (Εικόνα 2). Κάθε λοβός σχετίζεται  με 

συγκεκριμένες λειτουργίες, ωστόσο υπάρχει αλληλεπίδραση μεταξύ τους [4]. Πιο 

αναλυτικά:  

Ο μετωπιαίος λοβός βρίσκεται στο πρόσθιο μέρος της κεφαλής, 

καταλαμβάνει περίπου το 35% του όγκου των εγκεφαλικών ημισφαιρίων [6] και 

έχει πρωτίστως σχέση με την ομιλία. Στις λειτουργίες του μετωπιαίου λοβού 
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περιλαμβάνονται οι υψηλότερες διανοητικές λειτουργίες, η ικανότητα της λογικής 

σκέψης, ο έλεγχος των παρορμήσεων, η δημιουργικότητα και η οργάνωση [7, 8]. 

O μετωπιαίος λοβός περιλαμβάνει τις εξής περιοχές:    

α) τον πρωτογενή κινητικό φλοιό, ο οποίος είναι υπεύθυνος για τον έλεγχο και την 

εκτέλεση των κινήσεων [9] 

β) τον προκινητικό φλοιό, ο οποίος αποτελείται από τη συμπληρωματική κινητική 

περιοχή, το μετωπιαίο οφθαλμικό πεδίο, το οποίο σχετίζεται με τον έλεγχο της 

κίνησης των οφθαλμών και την περιοχή Broca, η οποία ελέγχει την εκούσια 

παραγωγή του λόγου [9]  

γ) τον προμετωπιαίο φλοιό, ο οποίος σχετίζεται με την προσωπικότητα, τη 

ρύθμιση της συμπεριφοράς, τη διάθεση, την προσωρινή μνήμη, την κρίση, το 

σχεδιασμό για το άμεσο ή απώτερο μέλλον και την προσοχή [9, 10] 

 

  

Εικόνα 2. Οι λοβοί του εγκεφάλου, μετωπιαίος, βρεγματικός, κροταφικός, ινιακός 

(http://neurooncology.gr) 

 

Ο βρεγματικός λοβός βρίσκεται πίσω από το μετωπιαίο λοβό και ειδικεύεται 

στην επεξεργασία των σωματοαισθητικών πληροφοριών. Πιο συγκεκριμένα οι 

λειτουργίες του βρεγματικού λοβού σχετίζονται με τις γενικές αισθήσεις (δηλαδή τη 

θερμοκρασία, την αφή, την πίεση και τον πόνο), την αντίληψη των ερεθισμάτων, 

την ανάγνωση και τη γνώση των αριθμών. Ο βρεγματικός λοβός αποτελείται από 

τον πρωτογενή σωματαισθητικό φλοιό, ο οποίος λαμβάνει πληροφορίες για τη 

θερμοκρασία, την κίνηση, την αφή και τη γεύση [11-13].  

Ο κροταφικός λοβός βρίσκεται στο πλάγιο τμήμα κάθε ημισφαιρίου, κοντά 

στους κροτάφους. Είναι υπεύθυνος για την επεξεργασία των ακουστικών 
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ερεθισμάτων, την κατανόηση της γεύσης και της ομιλίας, την αντίληψη σύνθετων 

εικόνων, τη μάθηση, τα συναισθήματα και τη μνήμη. Στον κροταφικό λοβό 

περιλαμβάνεται η περιοχή Wernicke, η οποία σχετίζεται με την κατανόηση της 

ομιλίας [10, 14-16].  

Τέλος, ο ινιακός λοβός εντοπίζεται στο οπίσθιο τμήμα του εγκεφαλικού φλοιού 

και επεξεργάζεται τα οπτικά ερεθίσματα. Αποτελείται από τον πρωτοταγή οπτικό 

φλοιό, ο οποίος είναι πολύ εξειδικευμένος στην επεξεργασία πληροφορίας 

ακίνητων ή κινούμενων αντικειμένων και τα συνειρμικά κέντρα  [17-19].  

 

2. ΕΠΙΛΗΨΙΑ 

 

2.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

2.1.1. Ιστορικά στοιχεία 

 

Ο όρος «επιληψία» εμφανίστηκε στη γαλλική γλώσσα το 1503. Προέρχεται 

από τη λατινική λέξη epilepsia, η ρίζα της οποίας βρίσκεται στο ελληνικό ρήμα 

«επιλαμβάνειν» (καταλαμβάνω, προσβάλλω αιφνίδια) [20]. Τα συμπτώματα της 

επιληψίας αναγνωρίζονται από πολύ νωρίς και δίνονται σε αυτά υπερφυσικές 

ερμηνείες. Οι πιο πρώιμες αναφορές σε επιληψία χρονολογούνται στη 2η 

χιλιετηρίδα π.Χ. στη Μεσοποταμία, όπου επιληπτικές κρίσεις και γενικευμένοι 

σπασμοί είχαν καταγραφεί με αξιοσημείωτα ακριβείς περιγραφές. Μία 

βαβυλωνιακή πήλινη πινακίδα, που εκτιμάται μεταξύ 1067-1046 π.Χ. και 

φυλάσσεται στο Βρετανικό Μουσείο του Λονδίνου, θεωρείται το αρχαιότερο ιατρικό 

κείμενο για την επιληψία [21, 22]. Στην Κίνα περίπου το 770 π.Χ. στο βιβλίο «Η 

κλασική ιατρική του κίτρινου αυτοκράτορα» εμφανίζεται το πρώτο γνωστό έγγραφο 

σχετικά με την επιληψία γραμμένο από μία ομάδα ιατρών. Η περιγραφή της 

επιληψίας περιορίζεται στις γενικευμένες επιληπτικές κρίσεις [23]. 

Στην αρχαία Ελλάδα η επιληψία, ο σεληνιασμός, η ιερά νόσος, η Ηράκλεια 

νόσος (γιατί ο Ηρακλής υπέφερε από αυτή) ή ο δαιμονισμός ήταν έννοιες 

ταυτόσημες, όπως αναφέρεται σε αρχαία ελληνικά κείμενα. Η ασθένεια είχε 

ονομαστεί ως ιερά νόσος, καθώς υπήρχε η πεποίθηση ότι είχε θεϊκή καταγωγή. Η 

επιληψία θεωρείτο ως μια δαιμονική δύναμη, μία θεϊκή τιμωρία για τους 

https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9C%CE%B5%CF%83%CE%BF%CF%80%CE%BF%CF%84%CE%B1%CE%BC%CE%AF%CE%B1
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%91%CF%81%CF%87%CE%B1%CE%AF%CE%B1_%CE%95%CE%BB%CE%BB%CE%AC%CE%B4%CE%B1
https://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%A3%CE%B5%CE%BB%CE%B7%CE%BD%CE%B9%CE%B1%CF%83%CE%BC%CF%8C%CF%82&action=edit&redlink=1
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%99%CE%B5%CF%81%CE%AC_%CE%BD%CF%8C%CF%83%CE%BF%CF%82
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%97%CF%81%CE%AC%CE%BA%CE%BB%CE%B5%CE%B9%CE%B1_%CE%BD%CF%8C%CF%83%CE%BF%CF%82
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%97%CF%81%CE%AC%CE%BA%CE%BB%CE%B5%CE%B9%CE%B1_%CE%BD%CF%8C%CF%83%CE%BF%CF%82
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%94%CE%B1%CE%B9%CE%BC%CE%BF%CE%BD%CE%B9%CF%83%CE%BC%CF%8C%CF%82
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αμαρτωλούς, μία αύρα μυστικισμού και δεισιδαιμονίας [24]. Προκειμένου να 

θεραπευτεί ο ασθενής θα έπρεπε να προσφέρει θυσίες στους θεούς, να ζητήσει 

εξιλέωση και να λάβει μέρος σε θρησκευτικές πράξεις σύμφωνα με τις οδηγίες του 

ιερέα [25].  

Ο Ιπποκράτης ήταν ο πρώτος που αναγνώρισε την επιληψία ως κλινική 

οντότητα το 400 π.Χ. Στο έργο του «Περί ιερής νόσου» γράφει ότι η ιερά νόσος 

είναι μία διαταραχή για την οποία υπεύθυνος είναι ο εγκέφαλος [26]. Για να 

εδραιωθεί στους ιατρικούς κύκλους ότι η επιληψία αποτελούσε μία διαταραχή του 

εγκεφάλου χρειάστηκαν πολλοί αιώνες, ώσπου να φτάσουμε στο 18ο και 19ο 

αιώνα. Το 19ο αιώνα, το έργο του John Hughlings Jackson  (1835 –1911) 

κυριαρχεί στη βιβλιογραφία της επιληπτολογίας. Ο Άγγλος νευρολόγος διατύπωσε 

με διορατικότητα τα λειτουργικά χαρακτηριστικά της επιληπτικής εκφόρτισης 

«…αιφνίδια, προσωρινή και υπέρμετρη εκφόρτιση ασταθών κυττάρων ενός 

τμήματος της φαιάς ουσίας του εγκεφάλου…». Επίσης πρότεινε πως ο 

χαρακτήρας της επιληπτικής κρίσης είχε άμεση σχέση με το σημείο και τη 

λειτουργία της περιοχής όπου λάμβανουν χώρα οι εκφορτίσεις [27]. Η ανακάλυψη 

του ηλεκτροεγκεφαλογραφήματος (ΗΕΓ) από τον Hans Berger στις αρχές του 20ου 

αιώνα κατέστησε δυνατή την καταγραφή του ηλεκτρικού δυναμικού του 

ανθρώπινου εγκεφάλου και επέτρεψε μια νέα προσέγγιση στην κατανόηση της 

επιληψίας, διαχωρίζοντας τις κρίσεις ανάλογα με τα κλινικά και νευροφυσιολογικά 

χαρακτηριστικά τους [28]. Τέλος, η αξιοσημείωτη πρόοδος των 

νευροαπεικονιστικών μεθόδων, όπως η μαγνητική τομογραφία (MRI) και η 

τομογραφία εκπομπής ποζιτρονίων (PET), συνέβαλε στην κατανόηση της 

λειτουργίας και των δομών του ανθρώπινου εγκεφάλου και κατ’ επέκταση στη 

διαγνωστική προσέγγιση της επιληψίας [29].  

 Πολλές διάσημες προσωπικότητες της Ιστορίας έπασχαν ή λέγεται ότι 

έπασχαν από επιληψία. Σε αυτούς συμπεριλαμβάνονται παγκόσμιοι ηγέτες, όπως 

ο Ιούλιος Καίσαρας, συγγραφείς, όπως ο Lewis Caroll, ο Ρώσος 

μυθιστοριογράφος Ντοστογιέφσκι, καλλιτέχνες, όπως ο Vincent Van Gogh, ο 

φιλόσοφος Σωκράτης, ο Μέγας Ναπολέων, ο εφευρέτης της πυρίτιδας Άλφρεντ 

Νόμπελ και ο κορυφαίος συνθέτης και πιανίστας Λούντβιχ Μπετόβεν. Η επιληψία 

φυσικά και επηρέασε τη ζωή τους και κατ’ επέκταση και το έργο τους. Για 
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παράδειγμα υποστηρίχθηκε ότι η επιληψία έδωσε το βίωμα στην τεχνοτροπία των 

πινάκων του Vincent Van Gogh [30]. Ή στα βιβλία του Ντοστογιέφσκι η επιληψία 

είναι κεντρική πηγή θεμάτων, προσωπικοτήτων και γεγονότων [31]. Ο Lewis 

Carroll στις ιστορίες του, «Alice's Adventures in Wonderland» πιθανότατα 

αναφερόταν στις δικές του εμπειρίες από τις κρίσεις του κροταφικού λοβού [32]. 

Όλα αυτά τα άτομα παρά το γεγονός ότι έπασχαν από επιληψία, κατάφεραν να 

διακριθούν και να μεγαλουργήσουν και μ’ αυτόν τον τρόπο να συνδέσουν την 

επιληψία με την ευφυΐα. 

2.1.2. Ορισμός επιληψίας – επιληπτικής κρίσης – επιληπτικού συνδρόμου  

Τα τελευταία χρόνια το θέμα ενός ευρύτερα αποδεκτού ορισμού για την 

επιληψία έχει εγείρει συζητήσεις στους κύκλους της επιστημονικής κοινότητας. 

Σύμφωνα με τη Διεθνή Ένωση κατά της Επιληψίας (International League Against 

Epilepsy - ΙLAE) το 2005, επιληψία ορίζεται ως η διαταραχή του εγκεφάλου που 

χαρακτηρίζεται από τη διαρκή προδιάθεση για την εμφάνιση επιληπτικών κρίσεων 

και από τις νευροβιολογικές, γνωστικές, ψυχολογικές και κοινωνικές συνέπειες 

αυτής της κατάστασης [33]. Στις περιπτώσεις που συμμετέχει  ο κινητικός φλοιός 

του εγκεφάλου μπορεί να προκαλούνται σπασμοί, ενώ σε εκείνες που συμμετέχει 

ο βρεγματικός ή ο ινιακός φλοιός, προκαλούνται ακουστικές ή οσφρητικές 

ψευδαισθήσεις [34]. Η επιληψία συναντάται συνήθως σε άτομα που έχουν την 

προδιάθεση να εμφανίσουν κρίσεις λόγω μίας χρόνιας παθολογικής κατάστασης, 

όπως όγκος εγκεφάλου, μετατραυματική βλάβη, γενετική ευαισθησία ή ίσως ενός 

συνδυασμού των παραπάνω. Στο ερώτημα αν η επιληψία είναι μία κληρονομική 

ασθένεια δεν υπάρχει μία γενική απάντηση. Έχουν βρεθεί πολλά γονίδια που 

σχετίζονται με την επιληπτογένεση, τη δημιουργία δηλαδή της επιληψίας [35]. 

Είναι πλέον αποδεκτό ότι ορισμένα άτομα μπορεί να έχουν γενετική προδιάθεση 

για την επιληψία και την ανάπτυξη κρίσεων [35-37].  

Ως επιληπτική κρίση ορίζεται η προσωρινή εμφάνιση σημείων και/ή 

συμπτωμάτων που οφείλονται σε μία ανώμαλη υπερβολική ή σύγχρονη νευρωνική 

δραστηριότητα του εγκεφάλου [33]. Ανάλογα με την περιοχή που συμβαίνει αυτή η 

νευρωνική δραστηριότητα οι κρίσεις μπορεί να περιλαμβάνουν αλλαγή στην 

κινητική λειτουργία, την αισθητικότητα, την εγρήγορση, την αντίληψη, την 
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αυτονομία ή κάποιο συνδυασμό τους. Ένα επεισόδιο επιληπτικής κρίσης δε 

σημαίνει απαραίτητα επιληψία [38, 39]. Εντούτοις, περίπου τα μισά άτομα που 

έχουν ένα επεισόδιο επιληπτικής κρίσης χωρίς κάποια σαφή αιτία, θα εμφανίσουν 

κι άλλη συνήθως μέσα σε έξι μήνες. Μετά από δύο κρίσεις υπάρχει 80% 

πιθανότητα ότι θα ακολουθήσουν κι άλλες [40-42].  

Ο ορισμός για την επιληψία που παρατίθεται ανωτέρω είναι ο εννοιολογικός 

ορισμός της. Η ILAE ωστόσο, ανέθεσε σε μία ομάδα εργασίας να διαμορφώσει και 

ένα λειτουργικό ορισμό της επιληψίας για κλινικούς λόγους. Με βάση λοιπόν το 

νέο ορισμό που δημοσιεύθηκε το 2014, επιληψία είναι η ασθένεια του εγκεφάλου, 

η οποία ορίζεται από οποιαδήποτε από τις ακόλουθες συνθήκες: α) ιστορικό δύο 

τουλάχιστον επεισοδίων σπασμών με περισσότερες από 24 ώρες διαφορά μεταξύ 

τους, β) ένα απρόκλητο επεισόδιο σπασμών και η πιθανότητα περαιτέρω 

επεισοδίων με τον κίνδυνο επανεμφάνισης να αγγίζει τουλάχιστον το 60% μετά 

από δύο απρόκλητα επεισόδια σπασμών, που μπορεί να συμβούν μέσα στα 

επόμενα 10 χρόνια και γ) διάγνωση ενός επιληπτικού συνδρόμου [43]. 

Παρατηρούμε ότι προστέθηκαν χρονικά όρια που παλαιότερα δεν υπήρχαν. 

Παραδοσιακά η επιληψία αναφερόταν ως εγκεφαλική διαταραχή ή ομάδα 

διαταραχών του εγκεφάλου παρά ως ασθένεια. Όμως, ο όρος  «διαταραχή» είναι 

ελάχιστα κατανοητός από το ευρύ κοινό και υποβαθμίζει τη σοβαρότητα της 

επιληψίας. Με αυτόν τον τρόπο η Διεθνής Ένωση κατά της Επιληψίας και το 

Παγκόσμιο Γραφείο Επιληψίας (International Bureau for Epilepsy, IBE) 

συμφώνησαν πως είναι καλύτερα η επιληψία να ορίζεται ως ασθένεια και όχι ως 

διαταραχή [43]. Συνεπώς, με το νέο ορισμό διευρύνεται η έννοια της επιληψίας 

περιλαμβάνοντας ένα απρόκλητο επεισόδιο σπασμών με πιθανότητα 

επανεμφάνισης στο μέλλον. Το μεγάλο όφελος του, είναι ότι επιτρέπει σε έναν 

ασθενή να θεωρείται «θεραπευμένος» όταν δεν έχει βιώσει ένα επεισόδιο 

σπασμών σε διάστημα 10 χρόνων και δε λαμβάνει θεραπεία για 5 χρόνια. 

 Τα επιληπτικά σύνδρομα ορίζονται ως κλινικές διαταραχές που χαρακτηρίζονται 

από ένα σύμπλεγμα από συμπτώματα και σημεία που συνήθως εμφανίζονται μαζί. 

Τα κριτήρια για τον καθορισμό ενός επιληπτικού συνδρόμου περιλαμβάνουν τον 

τύπο των επιληπτικών κρίσεων, την ηλικία έναρξης των κρίσεων, την πορεία, τα 

ηλεκτροεγκεφαλογραφικά χαρακτηριστικά, τα σχετιζόμενα σημεία και 
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συμπτώματα, τους παθοφυσιολογικούς μηχανισμούς, το ανατομικό υπόβαθρο, την 

αιτιολογία, και τη γενετική βάση [44].  

 

2.2. ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ 

 

Ένας από τους βασικούς στόχους της ταξινόμησης της επιληψίας είναι η 

ανάπτυξη τεκμηριωμένων θεραπευτικών προσεγγίσεων και πρόγνωσης για τους 

ασθενείς [45]. Η πρώτη Διεθνής Ταξινόμηση της Επιληψίας που δημιουργήθηκε το 

1970 όρισε δύο κατηγορίες ταξινόμησης, ένα για τις επιληπτικές κρίσεις και ένα για 

τις επιληψίες και για τα επιληπτικά σύνδρομα. 

 

2.2.1. Επιληπτικές κρίσεις  

Με βάση τη Διεθνή Ένωση κατά της Επιληψίας το 1981, οι επιληπτικές 

κρίσεις χωρίζονται σε δύο κύριες ομάδες: τις εστιακές και τις γενικευμένες. Οι 

εστιακές κρίσεις, ξεκινούν από συγκεκριμένη περιοχή του εγκεφάλου και 

υποδιαιρούνται σε εκείνες, οι οποίες δε συνοδεύονται από διαταραχή του 

επιπέδου συνείδησης (απλές εστιακές) και σε εκείνες που συνοδεύονται από 

διαταραχή του επιπέδου συνείδησης (σύνθετες εστιακές). Και οι δύο μορφές 

εστιακών κρίσεων μπορούν να επεκταθούν ταχύτατα σε άλλες περιοχές ή και σε 

όλο τον εγκέφαλο οδηγώντας σε δευτεροπαθείς γενικευμένες τονικοκλονικές 

κρίσεις. Οι γενικευμένες επιληπτικές κρίσεις χαρακτηρίζονται από ταυτόχρονη 

εξαρχής συμμετοχή και των δύο εγκεφαλικών ημισφαιρίων και συνοδεύονται 

πάντα  από διαταραχή του επιπέδου συνείδησης [39, 46, 47] (Εικόνα 3).  

 

Εικόνα 3. Εστιακή (partial seizure) και γενικευμένη κρίση (generalized seizure) και τα 

αντίστοιχα ηλεκτροεγκεφαλογραφήματα (www.braintrainuk.com) 

http://www.braintrainuk.com/
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Πιο αναλυτικά ταξινομούνται ως εξής [46, 47]:  

 

 Εστιακές κρίσεις  

  - Απλές εστιακές κρίσεις (χωρίς διαταραχή επιπέδου συνείδησης) 

      Με κινητικά συμπτώματα 

      Αισθητικά συμπτώματα 

      Συμπτώματα από το αυτόνομο  

      Ψυχικά συμπτώματα 

 

  - Σύνθετες εστιακές κρίσεις (με διαταραχή επιπέδου συνείδησης) 

      Με έναρξη ως απλή εστιακή και εμφάνιση διαταραχής συνείδησης στην εξέλιξη 

της κρίσης    

      Με διαταραχή της συνείδησης από την έναρξη 

 

  - Εστιακές κρίσεις με δευτερογενή γενίκευση 

 

 Γενικευμένες κρίσεις  

   - Αφαιρέσεις (τυπικές ή άτυπες) 

   - Μυοκλονικές κρίσεις 

   - Κλονικές κρίσεις 

   - Τονικές κρίσεις 

   - Τονικοκλονικές κρίσεις (grand mal) 

   - Ατονικές ή αστατικές κρίσεις  

 

2.2.2. Επιληψίες και επιληπτικά σύνδρομα 

Η ταξινόμηση της επιληψίας ή του επιληπτικού συνδρόμου εξασφαλίζει δύο 

επιπέδων κατηγοριοποίηση. Πρώτον, όσον αφορά στην ταξινόμηση των κρίσεων 

και δεύτερον, όσον αφορά στην οργάνωση τους. Αναφορικά λοιπόν με την 

εντόπιση στον εγκέφαλο οι επιληψίες ταξινομούνται σε  εστιακές ή γενικευμένες 

και ανάλογα με την αιτιολογία τους διακρίνονται σε ιδιοπαθείς,  συμπτωματικές ή 

δευτεροπαθείς και κρυπτογενείς. Στην ιδιοπαθή επιληψία δεν υπάρχει κάποια 

συγκεκριμένη αιτία που προκαλεί τις κρίσεις, εκτός από πιθανή γενετική 

προδιάθεση. Στη δευτεροπαθή, ένας αριθμός διαταραχών, όπως όγκος 
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εγκεφάλου, τραυματισμός στο κεφάλι,  μεταβολικές διαταραχές (υπογλυκαιμία, 

υπονατριαιμία),  σοβαρές λοιμώξεις (μηνιγγίτιδα, ΑΙDS, εγκεφαλίτιδα), 

προγεννητικές εγκεφαλικές βλάβες, αναπτυξιακές διαταραχές, εκφυλιστικές 

παθήσεις (π.χ. νόσος Alzheimer) και άλλες που θα αναλυθούν σε επόμενη 

ενότητα, μπορεί να προκαλέσει την εκδήλωση επιληπτικών κρίσεων. Στην 

κρυπτογενή επιληψία πιστεύεται ότι υπάρχει συγκεκριμένη αιτία, αλλά δεν μπορεί 

να γίνει γνωστή με βάση τις υπάρχουσες επιστημονικές γνώσεις τη δεδομένη 

χρονική στιγμή [48].   

Στην ταξινόμηση της Διεθνούς Ένωσης κατά της Επιληψίας - ILAE 1989, oι 

επιληψίες και τα επιληπτικά σύνδρομα διαχωρίζονται με βάση τα κλινικά και 

ηλεκτροεγκεφαλογραφικά κριτήρια σε τέσσερις μεγάλες κατηγορίες [44], [49]:  

 

 Επιληψίες και επιληπτικά σύνδρομα που σχετίζονται με συγκεκριμένη 

εντόπιση στον εγκέφαλο – εστιακές επιληψίες  

 Α) Ιδιοπαθείς  

Καλοήθης παιδική επιληψία με κεντροκροταφική εστία (Ρολάνδρειος επιληψία) 

Καλοήθης παιδική επιληψία με ινιακή εστία (Σύνδρομο Παναγιωτόπουλος) 

Πρωτοπαθής επιληψία της ανάγνωσης 

 

Β) Συμπτωματικές ή δευτεροπαθείς 

Επιληψίες κροταφικού λοβού 

Επιληψίες μετωπιαίου λοβού 

Επιληψίες βρεγματικού λοβού 

Επιληψίες ινιακού λοβού 

Χρόνια προοδευτική εστιακή συνεχής επιληψία (Σύνδρομο Kojewnikow) 

Επιληψίες με ειδικούς τρόπους έκλυσης των κρίσεων 

 

Γ) Κρυπτογενείς  

Συμπτωματικές, αλλά η αιτία παραμένει άγνωστη 

 

 Επιληψίες και επιληπτικά σύνδρομα που χαρακτηρίζονται από γενικευμένες 

κρίσεις  
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 Α) Ιδιοπαθείς (βάσει ηλικίας εμφάνισης) 

      Καλοήθεις νεογνικοί οικογενείς σπασμοί 

      Καλοήθεις νεογνικοί σπασμοί 

      Καλοήθης μυοκλονική επιληψία της παιδικής ηλικίας 

      Επιληψία με αφαιρέσεις της παιδικής ηλικίας 

      Επιληψία με αφαιρέσεις της εφηβικής ηλικίας 

      Εφηβική μυοκλονική επιληψία 

      Επιληψία με κρίσεις «grand mal» στην αφύπνιση  

      Άλλες γενικευμένες ιδιοπαθείς αταξινόμητες επιληψίες. 

 

Β) Κρυπτογενείς (βάσει ηλικίας εμφάνισης) 

      Σύνδρομο West (βρεφικοί σπασμοί) 

      Σύνδρομο Lennox- Gastaut 

      Μυοκλονική αστατική επιληψία  

      Επιληψία με μυοκλονικές αφαιρέσεις 

 

 Γ) Συμπτωματικές  

       Μη ειδικής αιτιολογίας (πρώιμη μυοκλονική εγκεφαλοπάθεια, πρώιμη βρεφική 

επιληπτική εγκεφαλοπάθεια και άλλες συμπτωματικές αταξινόμητες επιληψίες 

      Ειδικά σύνδρομα (επιληπτικές κρίσεις που συνοδεύουν διάφορες παθήσεις) 

 

 Επιληψίες και επιληπτικά σύνδρομα ακαθόριστου χαρακτήρα 

 Α) Μη γενικευμένες και εστιακές κρίσεις 

       Βρεφικοί σπασμοί 

       Σοβαρή μυοκλονική επιληψία της βρεφικής ηλικίας 

       Επιληψία με συνεχείς εκφορτίσεις αιχμής-κύματος στη διάρκεια του βραδύ 

ύπνου 

       Επίκτητη επιληπτική αφασία (Σύνδρομο Landau-Kleffner)  

       Άλλες αταξινόμητες 

 

 

 

 



12 

 

  Β) Χωρίς σαφείς γενικευμένες ή εστιακές εκδηλώσεις  

 

 Ειδικά σύνδρομα  

    Πυρετικοί σπασμοί 

    Μεμονωμένο επεισόδιο σπασμών ή επιληπτική κατάσταση (status epilepticus, 

SE) 

    Σπασμοί που εμφανίζονται μόνο σε ορισμένες καταστάσεις. 

 

2.3. AΙΤΙΟΛΟΓΙΑ 

 

Οποιαδήποτε κατάσταση, η οποία επηρεάζει τη λειτουργία του εγκεφάλου 

μπορεί να οδηγήσει σε επιληψία. Υπάρχουν διάφορες αιτίες που μπορούν να 

προκαλέσουν την επιληψία, ωστόσο σε περισσότερες από το 70% των 

περιπτώσεων, η αιτία της είναι άγνωστη [50]. Η Διεθνής Ένωση κατά της 

Επιληψίας, ILAE έχει χωρίσει τις αιτίες της επιληψίας σε γενετικές, μεταβολικές και 

άγνωστης αιτίας [51]. Έχει υπολογιστεί ότι οι μισές περιπτώσεις επιληψίας είναι 

αποτέλεσμα κάποιου τραύματος του εγκεφάλου [39]. Μερικοί από τους 

παράγοντες στους οποίους μπορεί να οφείλεται η επιληψία είναι:  

- Προγεννητικοί παράγοντες: Εγκεφαλικές βλάβες που προκαλούνται από 

τραυματισμούς πριν από τη γέννηση ή από έλλειψη επαρκούς οξυγόνου. Μία 

βλάβη στον εγκέφαλο μπορεί να οδηγήσει σε επιληψία ή εγκεφαλική 

παράλυση[52]. 

- Περιγεννητικοί παράγοντες: Έλλειψη επαρκούς οξυγόνου ή  τραυματισμοί στο 

κεφάλι κατά τη διάρκεια του τοκετού [52-54].   

- Όγκοι εγκεφάλου: Οι όγκοι εγκεφάλου, είτε καλοήθεις είτε κακοήθεις, αποτελούν 

μία κοινή αιτία επιληψίας [55]. Σε ενήλικες άνω των 65 ετών συνιστούν αιτιολογικό 

παράγοντα για επιληπτική δραστηριότητα [39]. Μπορούν να εμφανισθούν σε 

οποιαδήποτε ηλικία, αλλά είναι πιο συχνοί σε άτομα μεγαλύτερης ηλικίας [56]. 

- Μεταδοτικές ασθένειες: Μολυσματικές ασθένειες, όπως μηνιγγίτιδα, AIDS και 

ιογενή εγκεφαλίτιδα μπορεί να προκαλέσουν επιληψία [53, 57, 58]. 

- Τραυματισμοί στο κεφάλι: Ένα τραύμα στο κεφάλι ως αποτέλεσμα ενός 

ατυχήματος κατά την εφηβεία ή την ενήλικη ζώη μπορεί να προκαλέσει επιληψία 

[39]. 
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- Εγκεφαλικές βλάβες, όπως το εγκεφαλικό επεισόδιο. Το εγκεφαλικό είναι βασική 

αιτία επιληψίας όταν περιορίζεται η απαιτούμενη ποσότητα οξυγόνου προς τον 

εγκέφαλο [39, 52, 54].  

- Νευροδερματικά σύνδρομα: Η επιληψία μπορεί μερικές φορές να συνδέεται με 

νευροδερματικές  διαταραχές, όπως η οζώδης σκλήρυνση και η νευροϊνωμάτωση 

[53].  

- Γενετικοί παράγοντες: Ορισμένοι τύποι επιληψίας, οι οποίοι κατηγοριοποιούνται 

από τον τύπο της κρίσης ή από το τμήμα του εγκεφάλου που συμμετέχει είναι 

κληρονομικοί. Σε αυτές τις περιπτώσεις είναι πιθανό ότι υπάρχει μία γενετική 

επιρροή. Οι ερευνητές έχουν συνδέσει ορισμένους τύπους επιληψίας σε 

συγκεκριμένα γονίδια. Στην πλειοψηφία των ατόμων, τα γονίδια αποτελούν ένα 

μέρος για την αιτία της επιληψίας [35, 36, 53, 59]. 

- Μεταβολικές διαταραχές: Αυτές οι διαταραχές προκαλούν αλλαγή στα επίπεδα 

διάφορων μεταβολικών ουσιών στο σώμα και μερικές φορές οδηγούν σε 

επιληπτικές κρίσεις. Τέτοιες είναι οι ηλεκτρολυτικές διαταραχές, όπως  

υπονατριαιμία, υποκαλιαιμία και αλλαγές στα επίπεδα του ασβεστίου ή μαγνησίου, 

υπογλυκαιμία και υπεργλυκαιμία, ενδοκρινικές διαταραχές, αιματολογικές 

διαταραχές, νεφρική ανεπάρκεια, ουραιμία, ηπατική ανεπάρκεια και υποξία [39, 

60].  

- Toξικοί παράγοντες: Η παρουσία ορισμένων φαρμάκων, όπως και η ξαφνική 

απόσυρσή τους μπορεί να οδηγήσει σε επιληπτική δραστηριότητα [61]. Ανάμεσα 

σε αυτά φάρμακα συγκαταλέγονται τα αντιβιοτικά, τα ενδοκρινικά φάρμακα, τα 

τοπικά αναισθητικά, τα τρικυκλικά αντικαταθλιπτικά, το λίθιο και τα αντιψυχωσικά 

φάρμακα [62, 63]. Παράνομη χρήση ναρκωτικών κυρίως της κοκαΐνης, της 

ηρωίνης και των αμφεταμινών μπορεί να προκαλέσει επιληπτική κρίση [64]. 

Επίσης η απότομη διακοπή του αλκοόλ έχει συνδεθεί με την εμφάνιση της 

επιληπτικής δραστηριότητας [65]. Απόσυρση από συνταγογραφούμενα φάρμακα, 

όπως τα βαρβιτουρικά και οι βενζοδιαζεπίνες μπορεί ομοίως να οδηγήσουν σε 

κρίσεις [66]. 

- Εκφυλιστικές παθήσεις, όπως η νόσος Alzheimer [39, 53, 67].  
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2.4. ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ 

 

Η επιληψία είναι μία από τις παλαιότερες καταστάσεις που έχει γνωρίσει η 

ανθρωπότητα και αποτελεί μία από τις πιο κοινές νευρολογικές διαταραχές, η 

οποία επηρεάζει άτομα όλων των ηλικιών. Υπολογίζεται ότι περίπου 50.000.000 

άτομα παγκοσμίως έχουν διαγνωσθεί με επιληψία [68, 69]. Ωστόσο, δεν είναι 

ομοιόμορφα κατανεμημένη με αποτέλεσμα οι επιδημιολογικές μελέτες που έχουν 

διεξαχθεί σε διάφορες χώρες και σε διαφορετικούς πληθυσμούς να εμφανίζουν 

σημαντικές διαφορές στα ευρήματά τους. Πολλές από τις  διαφορές μπορούν να 

αποδοθούν σε μεθοδολογικές αποκλίσεις, αλλά και τη δομή του κάθε πληθυσμού. 

 

 Επιπολασμός 

Σε ένα μεγάλο αριθμό μελετών φάνηκε ότι ο επιπολασμός της ενεργού 

επιληψίας είναι αρκετά ομοιόμορφος σε 4-10/1000 άτομα. Στην υποσαχάρια 

Αφρική, όπως και την Κεντρική και Νότια Αμερική έχουν σημειωθεί μεγαλύτερα 

ποσοστά επιπολασμού [70]. Σε τρεις μελέτες που διεξήχθησαν σε διάφορα μέρη 

του κόσμου φάνηκε σχέση μεταξύ κοινωνικοοικονομικού επιπέδου και του 

επιπολασμού [71-73]. Πιο συγκεκριμένα, στην πρώτη μελέτη που έγινε στη 

Βραζιλία ο επιπολασμός της ενεργού επιληψίας ήταν υψηλότερος σε άτομα με 

χαμηλό κοινωνικοοικονομικό επίπεδο με 7.5/1000 από ότι σε πιο εύπορα άτομα 

(1.6/1000). Στη δεύτερη μελέτη που πραγματοποιήθηκε στη Ζάμπια, τα επιληπτικά 

άτομα βρέθηκαν σε χαμηλότερη κοινωνική και οικονομική κατάσταση από άτομα 

της ίδια ηλικίας με άλλες χρόνιες παθήσεις. Ωστόσο στην τρίτη μελέτη, η οποία 

έλαβε χώρα στη Νέα Υόρκη ο επιπολασμός της επιληψίας ήταν υψηλότερος σε 

άτομα με υψηλότερο εισόδημα.  

Ο επιπολασμός ορισμένων επιληπτικών συνδρόμων διαμορφώνεται ως 

εξής: Σύνδρομο West: 1.4 – 1.9/10.000 παιδιά και 1-9/100.000 άτομα, Σύνδρομο 

Lennox-Gastaut 1.3-3/10.000 παιδιά και 2-6/100.000 άτομα, εφηβική μυοκλονική 

επιληψία 3/10.000 παιδιά και ιδιοπαθής επιληψία 2.4- 4/10.000 άτομα [74]. 

Ανάλογα με τον τύπο της επιληπτικής κρίσης σε σχέση με τον επιπολασμό έχει 

παρατηρηθεί υψηλότερο ποσοστό των γενικευμένων κρίσεων κι όχι εστιακών. 

Αυτό όμως δεν φαίνεται να ισχύει γενικότερα. Σε μελέτες που πραγματοποιήθηκαν 



15 

 

στη Βορειοανατολική Αμερική παρατηρήθηκαν δραματικές διαφορές ανάλογα με 

τον τύπο της επιληπτικής κρίσης.  

Αν και οι μελέτες δεν είναι σε απόλυτη συμφωνία, οι περισσότερες 

αναφορές δείχνουν την επιληψία να είναι πιο συχνή κατά την εφηβεία ή την 

πρώιμη ενήλικη ζωή [75-78]. Στις αναπτυγμένες χώρες οι περισσότερες μελέτες 

υποστηρίζουν ότι ο επιπολασμός της επιληψίας είναι σταθερός ανάμεσα στους 

ενήλικες και αυξάνεται μετά την ηλικία των 50 [77, 79]. Από την άλλη, στις 

αναπτυσσόμενες χώρες φαίνεται πως παραμένει σταθερός στην τρίτη και τέταρτη 

δεκαέτια της ζωής και αρχίζει να μειώνεται μετά τα 50 χρόνια. Λιγότερες μελέτες 

έχουν δείξει ότι ο επιπολασμός αυξάνεται μετά τα 60 χρόνια [75, 76, 78]. Επίσης ο 

επιπολασμός είναι υψηλότερος στους άνδρες από τις γυναίκες με τη μεταξύ τους 

διαφορά να είναι ελάχιστη. Ένα ακραίο παράδειγμα μόνο έχει αναφερθεί στην 

Ινδία με τους άνδρες να έχουν σαφώς μεγαλύτερο επιπολασμό με 5.5/1000 από 

τις γυναίκες που είχαν μόλις 2.2/1000 [80].  

Πολύ λίγες είναι οι μελέτες που εξέτασαν τον επιπολασμό συγκριτικά με τη 

φυλή ή την εθνικότητα. Το 1986 οι Haerer και συν αξιολόγησαν τον επιπολασμό 

της επιληψίας ανάμεσα στους Αφροαμερικάνους και τους Καυκάσιους και 

παρατήρησαν ότι ήταν υψηλότερος στους Αφροαμερικάνους με 8.2/1000 σε σχέση 

με τους Καυκάσιους που ήταν 5.4/1000.  

 

 Επίπτωση 

Τα στοιχεία που προκύπτουν για την επίπτωση της επιληψίας σε σχέση με 

αυτά του επιπολασμού είναι λιγότερα κι αυτό, γιατί οι μελέτες που 

πραγματοποιούνται για την επίπτωση είναι λιγότερο συχνές. 

 Η επίπτωση της επιληψίας είναι 24-53/100.000 άτομα στις αναπτυγμένες 

χώρες, ενώ μεγαλύτερη επίπτωση (49.3-190/100.000 άτομα) παρατηρείται στις 

αναπτυσσόμενες χώρες [81]. Αυτό μπορεί να αποδοθεί εν μέρει σε παρασιτικές 

ασθένειες, στον ιό HIV, σε τραύματα και σε αιμομιξίες, αλλά είναι αρκετά δύσκολο 

να ερμηνευθούν εξαιτίας μεθοδολογικών ζητημάτων. Μελέτες δείχνουν υψηλότερη 

επίπτωση σε άτομα με χαμηλότερο κοινωνικοοικονομικό επίπεδο συγκριτικά με 

άτομα υψηλότερου αντίστοιχου επιπέδου. Στη Μεγάλη Βρετανία άτομα που 

εμφάνιζαν χαμηλότερο κοινωνικοοικονομικό επίπεδο είχαν διπλάσιες πιθανότητες 

να εκδηλώσουν επιληψία απ’ ότι άτομα με υψηλότερο επίπεδο [82]. Στην Ισλανδία 
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τα αποτελέσματα μιας μελέτης που πραγματοποιήθηκε για τη συσχέτιση μεταξύ 

του χαμηλού κοινωνικοοικονομικού επιπέδου και τον κίνδυνο εμφάνισης της 

επιληψίας έδειξαν ότι το χαμηλό κοινωνικοοικονικό επίπεδο αποτελεί παράγοντα 

κινδύνου για την επιληψία. Αυτή η συσχέτιση όμως δεν έχει καμία σχέση με τους 

καθιερωμένους παράγοντες κινδύνου της επιληψίας (όπως τραύμα στο κεφάλι, 

εγκεφαλικό επεισόδιο κά), οι οποίοι έχουν υψηλότερη επίπτωση σε πληθυσμούς 

με το χαμηλό κοινωνικοοικονομικό επίπεδο [83]. Σε μία άλλη μελέτη που εξέτασε 

δεδομένα από τον πληθυσμό της Σουηδίας, παρατηρήθηκε αυξημένος κίνδυνος 

εμφάνισης της επιληψίας σε άτομα που εργάζονταν ως σερβιτόροι ή εργάτες 

οικοδομών σε σχέση με άλλα επαγγέλματα, όπως δικηγόροι, γιατροί, 

οικονομολόγοι και μηχανικοί [84].   

Στις νέες περιπτώσεις επιληψίας, ένα ποσοστό 50% εμφανίζει εστιακές 

επιληπτικές κρίσεις και ένα 50% γενικευμένες επιληπτικές κρίσεις πριν την ηλικία 

των 40 ετών. Μετά από 40 χρόνια όμως, η αναλογία επίπτωσης της εστιακής 

επιληψίας αυξάνεται στο 75% από την ηλικία των 75 χρόνων [85]. Ανάλογα με την 

ηλικία οι τύποι των κρίσεων ποικίλλουν, με τις εστιακές να είναι πιο συχνές σε 

πολύ νεά και σε πολύ ηλικιωμένα άτομα. Γενικευμένες τονικοκλονικές κρίσεις 

προκύπτουν το πολύ μεταξύ 5-10 ετών και οι μυοκλονικές σε παιδιά κάτω από 5 

ετών και περίπου στα 15 χρόνια [70]. Παρόλο που η επιληψία παρατηρείται σε 

όλες τις ηλικιακές ομάδες, οι μεγαλύτερες επιπτώσεις της αφορούν στη βρεφική 

και την τρίτη ηλικία.  

Στις αναπτυγμένες χώρες μελέτες έδειξαν ότι η επίπτωση της επιληψίας 

είναι υψηλή στο πρώτο έτος της ζωής, κατά την πρώιμη παιδική ηλικία, να 

σταθεροποιείται μετά την εφηβεία και γενικότερα να είναι χαμηλή στην ενήλικη ζωή 

[86-90]. Αργότερα όμως αυξάνεται στις μεγαλύτερες ηλικιακές ομάδες. Από την 

άλλη, στις αναπτυσσόμενες χώρες η επίπτωση είναι υψηλή στην παιδική ηλικία, 

αλλά αύξηση σε μεγαλύτερες ηλικίες δεν έχει γενικά σημειωθεί [75, 91-93]. Πολλές 

μελέτες αναφέρουν ότι η επίπτωση ανάλογα με το φύλο δείχνει μία ήπια 

επικράτηση στους άνδρες [88]. Η αναλογία επίπτωσης για όλες τις περιπτώσεις 

κρίσεων που οφείλονται σε φυσικά αίτια στην Ισλανδία και τις Η.Π.Α. δείχνει μία 

σημαντική υπεροχή για τους άνδρες [88, 89]. Όπως στον επιπολασμό έτσι και 

στην επίπτωση λίγες μελέτες παρέχουν πληροφορίες σε σχέση με τη φυλή ή την 

εθνικότητα. Μία από τις λίγες μελέτες επίπτωσης διεξήχθη στο Χιούστον στο Τέξας 
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κατά την οποία παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές στην επίπτωση ανάμεσα σε 

μη Ισπανόφωνους  λευκούς, Αφροαμερικάνους, Ισπανόφωνους και Ασιάτες 

κατοίκους. Σε μία μελέτη που έγινε για την εκτίμηση της επίπτωσης σε μία αστική 

κοινότητα βρέθηκε ότι η επίπτωση ανάμεσα στους Ισπανόφωνους ήταν παρόμοια 

με αυτή των Αφροαμερικάνων και των λευκών [94].   

 

 Θνησιμότητα 

Ασθενείς με επιληψία έχουν υψηλότερα ποσοστά θνησιμότητας σε σχέση 

με το γενικό πληθυσμό [95-97]. Η θνησιμότητα φαίνεται να είναι υψηλότερη κατά 

τη διάρκεια του πρώτου έτους και περίπου 5-10 χρόνια αργότερα από την αρχική 

διάγνωση.  Ως παράγοντες κινδύνου για τη θνησιμότητα ορίζονται: 

α) ο τύπος της επιληπτικής κρίσης, με τις μυοκλονικές κρίσεις να 

καταλαμβάνουν υψηλότερα ποσοστά θνησιμότητας [96]  

 β) εάν η κρίση είναι ιδιοπαθής ή συμπτωματική, όπου στην ιδιοπαθή 

επιληψία η θνησιμότητα είναι σαφώς υψηλότερη από το γενικό πληθυσμό [95, 96] 

γ) η αντιμετώπιση της επιληπτικής κρίσης. Ασθενείς μετά από χειρουργική 

επέμβαση εμφανίζουν πιο υψηλά ποσοστά θνησιμότητας σε σχέση με εκείνους 

που δε χειρουργήθηκαν [98].  

Οι πιο κοινές αιτίες θανάτου κατά φθίνουσα συχνότητα αποτελούν ο 

καρκίνος, η ισχαιμική μυοκαρδιοπάθεια, η πνευμονία και άλλες αναπνευστικές 

παθήσεις. Στο SE αποδίδεται μόνο 1% των θανάτων ασθενών με επιληψία. 

Συγκριτικά με το γενικό πληθυσμό, τα επιληπτικά άτομα είναι σε αυξημένο κίνδυνο 

(με υψηλό συντελεστή θνησιμότητας) για θάνατο από καρκίνο -όχι απαραίτητα 

εγκεφάλου- , καρδιαγγειακές, αναπνευστικές και γαστρεντερικές ασθένειες, από 

άνοια ή ψυχιατρικές ασθένειες, από διάφορα τραύματα, ατυχήματα και 

αυτοκτονίες. Για ένα ποσοστό 18% των θανάτων ασθενών με επιληψία ευθύνεται 

ο αιφνίδιος θάνατος (Sudden Unexpected Death in Epilepsy – SUDEP) [99]. Η 

επίπτωση του αιφνίδιου θανάτου από επιληψία μπορεί να είναι σημαντικά 

μικρότερη στα παιδιά απ’ ότι στους ενήλικες [100].  

 



18 

 

2. 5. ΚΛΙΝΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ 

Καθώς η επιληψία προκαλείται από μη φυσιολογική δραστηριότητα των 

κυττάρων του εγκεφάλου, οι επιληπτικές κρίσεις μπορεί να επηρεάσουν σχεδόν 

κάθε διαδικασία που συντονίζει ο εγκέφαλος. Τα συμπτώματα μιας επιληπτικής 

κρίσης λοιπόν μπορεί να περιλαμβάνουν [50, 101, 102]: 

 Προσωρινή σύγχυση 

 Ανεξέλεγκτες και σπασμωδικές κινήσεις των χεριών και των ποδιών 

 Βλέμμα στο κενό 

 Απώλεια της συνείδησης 

 Ψυχικά συμπτώματα  

Τα συμπτώματα ποικίλλουν ανάλογα με το είδος της κρίσης. Στις περισσότερες 

περιπτώσεις ένα άτομο με επιληψία τείνει να εκδηλώνει τα ίδια συμπτώματα σε 

κάθε επεισόδιο. Όπως αναφέρθηκε και στην προηγούμενη ενότητα όταν οι 

επιληπτικές κρίσεις προκύπτουν από μη φυσιολογική δραστηριότητα σε μία μόνο 

περιοχή του εγκεφάλου ονομάζονται εστιακές και εμπίπτουν σε δύο 

υποκατηγορίες, τις απλές και τις σύνθετες [39, 47]. Οι απλές εστιακές κρίσεις δεν 

προκαλούν απώλεια της συνείδησης. Παρατηρείται αλλαγή στα συναισθήματα ή 

τον τρόπο με τον οποίο το άτομο αντιλαμβάνεται τα πράγματα γύρω του (γεύση, 

όσφρηση, αφή, ακοή). Επίσης μπορούν να οδηγήσουν σε ακούσιες σπασμωδικές 

κινήσεις ενός μέρους του σώματος, όπως το ένα χέρι ή το ένα πόδι και αυθόρμητα 

αισθητήρια συμπτώματα, όπως τσούξιμο, ζάλη και “φώτα που αναβοσβήνουν” 

[103]. Στις σύνθετες εστιακές κρίσεις προκαλείται αλλαγή ή απώλεια της 

συνείδησης [39, 47]. Κατά τη διάρκεια μίας σύνθετης επιληπτικής κρίσης το άτομο 

μπορεί να κοιτάζει στο κενό και να μην ανταποκρίνεται κανονικά στο περιβάλλον 

του ή να κάνει επαναλαμβανόμενες κινήσεις, όπως το τρίψιμο του χεριού, το 

μάσημα, η κατάποση ή το περπάτημα σε κύκλους. Τα συμπτώματα των εστιακών 

κρίσεων μπορεί να συγχέονται με άλλες νευρολογικές διαταραχές όπως ημικρανία, 

ναρκοληψία ή ψυχική ασθένεια. Συνήθως διαρκούν από 15 δευτερόλεπτα έως 3 

λεπτά [103].  

Στις γενικευμένες επιληπτικές κρίσεις τα συμπτώματα διαφέρουν ανάλογα 

τον τύπο της γενικευμένης κρίσης. Έτσι έχει παρατηρηθεί ότι οι αφαιρετικές κρίσεις 
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ή αφαιρέσεις, παλαιότερα γνωστές ως petit mal, εμφανίζονται συχνά στα παιδιά 

και χαρακτηρίζονται από βλέμμα στο κενό ή λεπτές κινήσεις του σώματος, όπως 

το ανοιγοκλείσιμο των ματιών ή το χτύπημα των χειλιών μεταξύ τους. Διαρκούν 

συνήθως 3-20 δευτερόλεπτα. Είναι πιθανόν αυτές οι κρίσεις να προκαλέσουν και 

μία σύντομη απώλεια συνείδησης [103]. Ξαφνικά σύντομα τραντάγματα ή 

συσπάσεις των χεριών και των ποδιών υπάρχουν στις μυοκλονικές κρίσεις [103]. 

Έχουν πολύ μικρή διάρκεια συνήθως 1-2 δευτερόλεπτα. Οι κλονικές κρίσεις 

σχετίζονται με επαναλαμβανόμενες ή  ρυθμικές, σπασμωδικές κινήσεις των μυών. 

Στις κρίσεις αυτές επηρεάζεται συνήθως ο λαιμός, το πρόσωπο και τα χέρια. Οι 

τονικές κρίσεις προκαλούν δυσκαμψία των μυών και επηρεάζουν συνήθως τους 

μυς της πλάτης, τα χέρια και τα πόδια και πιθανόν γι’ αυτό το άτομο πέφτει στο 

έδαφος. Διαρκούν 5-20 δευτερόλεπτα [103]. Οι τονικοκλονικές κρίσεις, παλαιότερα 

γνωστές ως grand mal κρίσεις, είναι το πιο ακραίο είδος επιληπτικής κρίσης και 

μπορεί να προκαλέσουν απότομη απώλεια της συνείδησης, ακούσια σύσφιξη των 

μυών και τρέμουλο και μερικές φορές απώλεια του ελέγχου της κύστης ή δάγκωμα 

της γλώσσας. Στις ατονικές κρίσεις προκαλείται πλήρης απώλεια του ελέγχου των 

μυών, η οποία μπορεί να αναγκάσει το άτομο να καταρρεύσει ξαφνικά. Διαρκεί 

συνήθως αρκετά δευτερόλεπτα, σπάνια έχει διάρκεια περισσότερο από ένα λεπτό 

[103]. Μερικές φορές η επιληψία μπορεί να εκδηλωθεί χωρίς σπασμούς παρά 

μόνο με ψυχικά συμπτώματα, όπως ξαφνικό και αδικαιολόγητο αίσθημα τρόμου, 

αποξένωση από το περιβάλλον, διαταραχές της προσωπικότητας ή με ιδιότροπη 

και παράλογη συμπεριφορά. 

Η κλασική κλινική εικόνα της επιληψίας θα μπορούσε να περιγραφεί ως 

εξής: γενικευμένοi τονικοκλονικοί σπασμοί (κρίσεις grand-mal) που 

χαρακτηρίζονται από απότομη αιφνίδια έναρξη με απώλεια συνείδησης, κραυγή, 

πτώση στο έδαφος που συχνά προκαλεί τραυματισμό.  Η διάρκεια της κρίσης 

διαρκεί 3 περίπου λεπτά. Αρχικά παρατηρείται σύσπαση όλων των μυών 

(προσώπου, κορμού και άκρων) με αποτέλεσμα την αρχική κραυγή, συχνά 

δάγκωμα της γλώσσας, απώλεια ούρων, άπνοια και κυάνωση.  Ακολουθούν 

γενικευμένοι τονικοκλονικοί σπασμοί που αραιώνουν όσο εξελίσσεται η κρίση. 

Τελικά, υπάρχει γενικευμένη μυική χάλαση με απώλεια συνείδησης, ρεγχώδης 

αναπνοή και συχνά έξοδος αιματηρού σάλιου από το στόμα από δήξη της 
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γλώσσας. Μετά το τέλος της κρίσης υπάρχει βραχείας διάρκειας (1-2 λεπτά) 

κατάσταση σύγχυσης και κατά κανόνα ακολουθεί βαθύς ύπνος. 

 

2.6. ΔΙΑΓΝΩΣΗ 

 

Η διάγνωση της επιληψίας έχει σημαντικές φυσικές, ψυχολογικές και 

οικονομικές συνέπειες στον ασθενή. Ως εκ τούτου είναι πολύ σημαντικό να είναι 

σωστή. Υπάρχει ένα μεγάλο ποσοστό διαγνώσεων που γίνονται από μη ειδικούς 

και είναι λανθασμένες [104, 105]. Θα πρέπει λοιπόν η διάγνωση να γίνεται από 

έναν ειδικό στην επιληψία νευρολόγο, με εμπειρία επί του θέματος, συνεχιζόμενη 

εκπαίδευση και κατάρτιση, αξιολόγηση από ομότιμους για την πρακτική και τον 

έλεγχο της διάγνωσης, που να συμπεριλαμβάνει την επιληψία ως ένα σημαντικό 

μέρος του κλινικού φόρτου εργασίας του [105, 106]. Η επιληψία είναι συνήθως 

δύσκολο να διαγνωστεί αμέσως, καθώς υπάρχουν άλλες διαταραχές που 

προκαλούν παρόμοια συμπτώματα, όπως οι ημικρανίες, οι λιποθυμίες, οι κρίσεις 

πανικού κ.ά.  

Το να διασφαλισθεί ότι το άτομο έχει επιληψία και ποιο είδος συγκεκριμένα 

είναι ένα πρώτο κρίσιμο βήμα. Παρά την εξέλιξη της τεχνολογίας η διάγνωση της 

επιληψίας εξακολουθεί να είναι κλινική και βασίζεται σε ένα λεπτομερές και σαφές 

ιστορικό γύρω από τις συνθήκες και χαρακτηριστικά πριν, κατά τη διάρκεια και 

μετά από την εξεταζόμενη διαταραχή είτε από τον ίδιο τον ασθενή είτε από 

μάρτυρες στο συμβάν. Μιας και η σύγχρονη τεχνολογία το επιτρέπει, η καταγραφή 

ενός επεισοδίου με την κάμερα του κινητού τηλεφώνου θα ήταν μεγάλη 

διαγνωστική βοήθεια [107, 108]. Οι πιο σημαντικές πληροφορίες για τη διάγνωση 

της επιληψίας πηγάζουν από την περιγραφή των κρίσεων [109]. Η διάγνωση της 

επιληψίας λοιπόν ακολουθεί την εξής σειρά: αναγνώριση των επιληπτικών 

κρίσεων, ταξινόμηση του τύπου των κρίσεων, αναγνώριση του επιληπτικού 

συνδρόμου και καθορισμός της αιτιολογίας [110, 111]. 

Στην περίπτωση που το ιστορικό υποψιάζει για επιληπτικές κρίσεις, 

ακολουθεί ένα απλό ηλεκτροεγκεφαλογράφημα [112, 113]. Το 

ηλεκτροεγκεφαλογράφημα είναι ο ουσιαστικός διαγνωστικός παράγοντας και 

γνώμονας παρακολούθησης της θεραπευτικής αγωγής. Η κλινική διάγνωση 

μπορεί να επιβεβαιωθεί από ανωμαλίες στο ηλεκτροεγκεφαλογράφημα, ωστόσο 
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αυτές οι ανωμαλίες θα μπορούσαν να υπάρχουν και σε υγιή άτομα [114, 115]. 

Μέσω τυπικών διαδικασιών κατά την πραγματοποίησή του θα φανεί αν υπάρχει 

επιληπτική δραστηριότητα. Σε κάθε περίπτωση ακόμη κι αν όλες αυτές οι 

διαδικασίες δε δείξουν ηλεκτροεγκεφαλογραφικά επιληπτικά στοιχεία, δεν 

αποκλείεται οι κρίσεις να είναι επιληπτικής φύσης [114].  

 

Οι εξετάσεις για τη διάγνωση της επιληψίας είναι:  

 Νευρολογική εξέταση 

 Βιοχημικός εργαστηριακός έλεγχος 

 Καρδιολογικός έλεγχος 

 Ηλεκτροεγκεφαλογράφημα 

 Αξονική τομογραφία 

 Νευροαπεικονιστικός έλεγχος του εγκεφάλου (Μαγνητική τομογραφία- MRI, 

μαγνητική φασματοσκοπία- MRS, ποζιτρονική τομογραφία- PET, 

λειτουργική μαγνητική τομογραφία- fMRI, τομογραφία εκπομπής μονού 

φωτονίου- SPECT, μαγνητοεγκεφαλογραφία- MEG) [110, 111, 116-119]. 

 

2.7. ΠΡΟΓΝΩΣΗ 

 

Η έννοια της πρόγνωσης για ασθενείς με επιληψία έχει καθιερωθεί ως η 

πιθανότητα για περαιτέρω επιληπτικές κρίσεις μετά από μία τυχαία κρίση ή ως η 

πιθανότητα απαλλαγής από τις επιληπτικές κρίσεις ή ως η ύφεση μετά από μία 

σειρά επαναλαμβανόμενων κρίσεων [120]. Πλέον είναι αποδεκτό ότι 70% των 

επιληπτικών ατόμων θα σημειώσουν ύφεση συνήθως στα αρχικά στάδια της 

ασθένειας [121]. Ωστόσο, για τη μελέτη της πρόγνωσης θα πρέπει να ληφθούν 

υπόψιν πτυχές, όπως η πιθανότητα επανάληψης της επιληπτικής κρίσης, η 

επίδραση της θεραπείας  σε αρχικό στάδιο της ασθένειας, η πιθανότητα 

υποτροπής και η πιθανότητα να απαλλαγεί ο ασθενής από επιληπτικές κρίσεις 

μετά τη λήψη αντιεπιληπτικής αγωγής ή μετά από χειρουργική επέμβαση. 

Για έναν ασθενή, ο οποίος δεν έχει εμφανίσει επιληπτική κρίση για αρκετά 

χρόνια είναι πιθανή η διακοπή της φαρμακευτικής αγωγής. Εξαρτάται όμως από 

την ηλικία του ασθενούς, τον τύπο της επιληψίας και κάτι τέτοιο μπορεί να συμβεί 

μόνο υπό την παρακολούθηση ενός ειδικού. Τα ¾ των ενηλίκων που έχουν 
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απαλλαγεί από τις επιληπτικές κρίσεις για τρία έτη εξακολουθούν να μην έχουν 

εμφανίσει κάποια κρίση μετά τη διακοπή των φαρμάκων τους [122]. Η πρόγνωση 

ωστόσο, δεν είναι τόσο ενθαρρυντική για ασθενείς που λαμβάνουν περισσότερα 

από ένα αντιεπιληπτικά φάρμακα, έχουν οικογενειακό ιστορικό επιληψίας, 

εμφανίζουν εστιακές επιληπτικές κρίσεις ή συνεχίζουν να έχουν ανώμαλο 

ηλεκτροεγκεφαλογράφημα, ενώ λάμβαναν φαρμακευτική αγωγή. 

Οι παράγοντες που φαίνεται να επηρεάζουν την πρόγνωση της επιληψίας 

είναι πολλοί και σε αυτούς συμπεριλαμβάνονται η ηλικία και το γένος του ατόμου, 

ο τύπος της επιληπτικής κρίσης, η αιτιολογία, εάν οι κρίσεις είναι ελεγχόμενες με 

φαρμακευτική αγωγή, τα ηλεκτροεγκεφαλογραφικά ευρήματα και το οικογενειακό 

ιστορικό. Είναι γενικά αποδεκτό ότι ο τύπος της κρίσης έχει σοβαρό αντίκτυπο 

στην πρόγνωση. Μελέτες έχουν δείξει ότι οι εστιακές επιληπτικές κρίσεις έχουν 

χειρότερη πρόγνωση από τις γενικευμένες [123-128]. Πιο ειδικά, οι παρακάτω 

τύποι επιληπτικών κρίσεων είναι αυτοί με τη χειρότερη πρόγνωση: Πολλαπλές 

επιληπτικές κρίσεις [129-131], ατονικές κρίσεις [124], βρεφικοί σπασμοί [132], 

γενικευμένες τονικοκλονικές κρίσεις [133] και status epilepticus (SE) [123, 134, 

135]. Ορισμένες μελέτες δεν λαμβάνουν υπόψιν τους τον τύπο της κρίσης για την 

πρόγνωση [136, 137].  

Η πρόγνωση της επιληψίας είναι σχετικά καλή. Υπολογίζεται ότι 70-80% 

των επιληπτικών ασθενών είναι καλά ρυθμισμένοι με μονοθεραπεία ή με 

συνδυασμό δυο ή περισσότερων φαρμάκων. Ένα ποσοστό 60%-70% των 

ασθενών απαλλάσσεται από την εμφάνιση των κρίσεων. Επίσης ιδιαίτερα υψηλή 

είναι και η πιθανότητα ασθενείς με ιδιοπαθή γενικευμένη επιληψία να 

απαλλαχθούν από κρίσεις μετά από φυσιολογικά αποτελέσματα κατά τη 

νευρολογική εξέταση [138]. Ωστόσο, έχει εκτιμηθεί ότι ένα ποσοστό 20-30% των 

ασθενών με επιληψία συνεχίζει να παρουσιάζει επιληπτικές κρίσεις 

(φαρμακοανθεκτική επιληψία) [139]. Οι ασθενείς αυτοί, με την αποκαλούμενη 

φαρμακοανθεκτική επιληψία, έχουν συχνές και σοβαρές κρίσεις, που επηρεάζουν 

ιδιαίτερα την καθημερινότητά τους. Έχουν δοκιμάσει τουλάχιστον δύο 

αντιεπιληπτικά φάρμακα, όπως επίσης έχουν δοκιμάσει και χωρίς επιτυχία 

συνδυασμούς φαρμάκων. Οι ασθενείς αυτοί θεωρούνται υποψήφιοι για τη 

χειρουργική της επιληψίας παρά να συνεχίσουν τη φαρμακευτική τους αγωγή [140, 

141]. 
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2.8. ΘΕΡΑΠΕΙΑ 

 

Η θεραπεία της επιληψίας αποσκοπεί στην εξάλειψη των επιληπτικών 

κρίσεων και τη βελτίωση διάφορων σωματικών και ψυχικών συμπτωμάτων που 

απορρέουν από την επιληψία. Τα αντιεπιληπτικά φάρμακα είναι αποδεδειγμένα η 

αποτελεσματικότερη θεραπεία για τον έλεγχο των επιληπτικών κρίσεων. Η λήψη 

του σωστού φαρμάκου και στη σωστή δόση εξασφαλίζουν την καλύτερη απόκριση 

του ασθενούς [111]. Στις περιπτώσεις ωστόσο, που δεν επιτυγχάνεται έλεγχος των 

κρίσεων, εναλλακτική επιλογή αποτελούν η χειρουργική αντιμετώπιση, η διέγερση 

του πνευμονογαστρικού νεύρου (vagus nerve stimulation, VNS) και η κετογόνος 

δίαιτα [111, 142]. 

 

2.8.1. Φαρμακευτική Αντιμετώπιση 

 

Η χορήγηση της αντιεπιληπτικής θεραπείας δεν είναι θέμα απλής 

συνταγογράφησης και μόνο. Η  αντιεπιληπτική αγωγή καθοδηγείται από αρχές και 

κανόνες που στηρίζονται εν μέρει στην εμπειρία, αλλά κυρίως στην επιστημονική 

έρευνα. Ωστόσο, έχει κάποιες ιδιαιτερότητες και διέπεται περισσότερο από κάθε 

άλλο είδος φαρμακευτικής αγωγής από μια φαρμακοκινητική λογική. Η επιλογή της 

εκάστοτε αντιεπιληπτικής αγωγής γίνεται με βάση τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά της 

κλινικής εικόνας και η έναρξη, ο τρόπος χορήγησης, η διάρκεια, καθώς και ο 

τρόπος διακοπής της ακολουθούν συγκεκριμένους κανόνες [143]. 

Έντονος προβληματισμός υπάρχει σχετικά με την έναρξη της χορήγησης 

της αντιεπιληπτικής αγωγής. Παλαιότερα επικρατούσε η άποψη ο ασθενής να 

ξεκινά την αντιεπιληπτική θεραπεία από την πρώτη επιληπτική κρίση. Η τακτική 

αυτή στηριζόταν στη λογική του έγκαιρου ελέγχου των κρίσεων, διότι πίστευαν ότι 

όσο περισσότερο διατρέχει η νόσος χωρίς θεραπεία τόσο πιο δύσκολα ελέγχεται 

[144]. Σήμερα τα πράγματα έχουν αλλάξει. Η χορήγηση της αντιεπιληπτικής 

αγωγής εξαρτάται από την πιθανότητα υποτροπής της κρίσης και συνίσταται μετά 

τη δεύτερη επιληπτική κρίση. Κατ' εξαίρεση η αντιεπιληπτική αγωγή χορηγείται 

από την πρώτη κρίση όταν η πιθανότητα υποτροπής είναι αυξημένη κι αυτό 

μπορεί να συμβεί όταν α) η κρίση είναι εστιακή ή γενικευμένη με έναρξη ως 

εστιακή, β) στο ηλεκτροεγκεφαλογράφημα υπάρχει επιληπτική δραστηριότητα και 
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γ) όταν στην αντικειμενική εξέταση ή σε απεικονιστική εξέταση υπάρχουν εστιακά 

ευρήματα [145].  

O παραδοσιακός τρόπος αντιμετώπισης των επιληπτικών κρίσεων, ο 

οποίος σήμερα ακολουθείται από ελάχιστους είναι η χορήγηση συνδυασμού 

πολλών φαρμάκων σε μικρές δόσεις, με το σκεπτικό ότι το θεραπευτικό 

αποτέλεσμα είναι αθροιστικό και η τοξικότητα μικρή. Σήμερα με τον καλύτερο 

σχεδιασμό των ερευνητικών πρωτοκόλλων και την προσθήκη των αντιεπιληπτικών 

φαρμάκων (ΑΕΦ) νέας γενιάς τα πράγματα άλλαξαν. Έχει πλέον δειχθεί ότι με την 

πολυφαρμακία αυξάνεται η πιθανότητα μη ελέγχου των κρίσεων, αλλά κυρίως 

αυξάνεται η πιθανότητα εκδήλωσης τοξικών φαινομένων. Έτσι πλέον ο γενικά 

παραδεκτός τρόπος αντιμετώπισης των επιληπτικών κρίσεων είναι η 

μονοθεραπεία [146]. Έχει αποδειχθεί ότι ένα ποσοστό γύρω στο 75% των ατόμων 

που πάσχουν από επιληψία θα επιτύχει με ένα μόνο φάρμακο πλήρη ή 

ικανοποιητικό έλεγχο των κρίσεών του [147, 148]. Το εναπομένον περίπου 25% 

του συνόλου των ασθενών πάσχει από τη λεγόμενη «ανθεκτική επιληψία» και δεν 

μπορεί να ρυθμιστεί με κανένα συνδυασμό φαρμάκων [149-151]. Η αντιεπιληπτική 

αγωγή είναι μακροχρόνια και για την επιλογή της χορήγησής της είναι σημαντικές 

ορισμένες παράμετροι, όπως η ηλικία του ασθενούς, το φύλο, η σωματική και 

ψυχική του κατάσταση, τυχόν συνυπάρχοντα νοσήματα και το τοξικό προφίλ κάθε 

φαρμάκου. 

  Ένα άλλο σημείο σοβαρού προβληματισμού αποτελεί η διάρκεια 

χορήγησης της αντιεπιληπτικής θεραπείας, της οποίας η μακρά διάρκεια δεν είναι 

άμοιρη εμφάνισης τοξικών φαινομένων και από το ΚΝΣ και από άλλα συστήματα 

[145, 153, 154]. Το χρονικό διάστημα που πρέπει ο ασθενής να παραμείνει 

ελεύθερος κρίσεων, ώστε να αποφασιστεί η διακοπή της αντιεπιληπτικής αγωγής 

βασίζεται στις παρατηρήσεις και τα αποτελέσματα επιδημιολογικών μελετών, αλλά 

είναι μάλλον αυθαίρετο. Έτσι έχει οριστεί ότι στα παιδιά, που ο κίνδυνος 

εμφάνισης σοβαρών ανεπιθύμητων ενεργειών είναι αυξημένος η θεραπεία πρέπει 

να διακόπτεται εάν παραμένουν ελεύθερα κρίσεων για δύο χρόνια. Στους ενήλικες 

η αγωγή διακόπτεται όταν αυτοί παραμένουν ελεύθεροι κρίσεων για μία τριετία. 

Εκτιμάται ότι μετά τη διακοπή της αντιεπιληπτικής αγωγής το 20% των ασθενών 

θα εμφανίσει υποτροπή μέσα σε ένα χρόνο και περίπου το 25% μέσα σε δύο 
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χρόνια [155,156]. Όταν περάσουν δύο χρόνια από τη διακοπή των φαρμάκων η 

υποτροπή των κρίσεων είναι εξαιρετικά σπάνια [155-157].  

Τα κύρια και πιο παλιά αντιεπιληπτικά φάρμακα, όπως η καρβαμαζεπίνη, 

το βαλπροϊκό νάτριο, η φαινυτοΐνη, η φαινοβαρβιτάλη, οι βενζοδιαζεπίνες και η 

εθοσουξιμίδη, αλλά και τα νεότερα, όπως η λαμοτριγίνη, η τοπιραμάτη, η 

γκαμπαπεντίνη, η πρεγλαμπαλίνη, η λακοσαμίδη και η λεβετιρασετάμη 

καταστέλλουν ή μειώνουν τη συχνότητα των κρίσεων. Δυστυχώς όμως και στις 

δύο περιπτώσεις φαρμάκων παρατηρούνται ανεπιθύμητες ενέργειες, όπως ναυτία, 

ίλιγγος, αλωπεκία, αϋπνία, γαστρεντερικές διαταραχές, εξανθήματα, δύσπνοια, 

υπνηλία, κόπωση και σύγχυση [158]. Επίσης τα νεότερα ΑΕΦ είναι πιο ακριβά σε 

σύγκριση με τα πιο παλιά [159]. Ορισμένα αντιεπιληπτικά φάρμακα μπορεί να 

μειώσουν τη συγκέντρωση των αιμοπεταλίων στο αίμα ή να προκαλέσουν ηπατική 

ή νεφρική βλάβη. Επίσης στις έγκυες γυναίκες συστήνεται να συμβουλεύονται το 

γιατρό τους πριν τη λήψη αντιεπιληπτικών φαρμάκων καθότι υπάρχει αυξημένος 

κίνδυνος για εμφάνιση γενετικών ανωμαλιών.  Μέχρι σήμερα δεν έχει ανακαλυφθεί 

το ιδεώδες ΑΕΦ. Το φάρμακο, δηλαδή που είναι ασφαλές και αποτελεσματικό, 

που έχει καλή συχνότητα ημερήσιας χορήγησης και χορηγείται εύκολα από όλες 

τις οδούς, έχει μεγάλη βιοδιαθεσιμότητα, που δεν συνδέεται σε υψηλό βαθμό με τις 

πρωτεΐνες, που δεν ασκεί επαγωγική ή ανασταλτική δράση και του οποίου η 

αποβολή ακολουθεί γραμμική κινητική. Από την άλλη πλευρά, δεν υπάρχουν 

αντιεπιληπτικά ευρέος φάσματος που σημαίνει ότι ένα φάρμακο μπορεί να είναι 

πολύ αποτελεσματικό για κάποιον ασθενή, αλλά μπορεί να μη ρυθμίζει ή πιθανόν 

και να αυξάνει τη συχνότητα των κρίσεων κάποιου άλλου. Άρα δεν απομένει πλέον 

παρά να επιλέξει κανείς ανάμεσα σε μια σειρά φαρμάκων, το καταλληλότερο [143]. 

2.8.2. Χειρουργική αντιμετώπιση 

 

Η χειρουργική αντιμετώπιση της επιληψίας μπορεί να ωφελήσει πολλούς 

ασθενείς των οποίων οι επιληπτικές κρίσεις είναι καταστροφικές, δεν μπορούν να 

ελεγχθούν με την φαρμακευτική αγωγή, κινδυνεύει η σωματική τους ακεραιότητα 

και η ποιότητα ζωής τους είναι φτωχή [160]. Οι περισσότεροι υποψήφιοι για 

χειρουργική επέμβαση πάσχουν από εστιακές επιληπτικές κρίσεις, οι οποίες 

προέρχονται από μία σχετικά περιορισμένη περιοχή του εγκεφάλου. Η χειρουργική 
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της επιληψίας αποτελεί παγκοσμίως εγκεκριμένη και δοκιμασμένη αντιμετώπιση 

με ιστορία που μετρά παραπάνω από 80 χρόνια [161]. Μέσω της χειρουργικής 

αντιμετώπισης δίνεται η δυνατότητα για οριστική παύση της εκδήλωσης των 

επιληπτικών κρίσεων, σημαντική μείωση της συχνότητας εκδήλωσης των κρίσεων 

και μείωση της έντασης των κρίσεων.  

Η καταλληλότητα για χειρουργική αντιμετώπιση των επιληπτικών κρίσεων 

αξιολογείται βάσει των αποτελεσμάτων του προεγχειρητικού ελέγχου. Η 

προεγχειρητική διερεύνηση είναι σχολαστική, επίπονη και γίνεται με βάση 

συγκεκριμένα πρωτόκολλα με ηλεκτροεγκεφαλογράφημα, άλλες 

νευροφυσιολογικές τεχνικές, νευροψυχολογική διερεύνηση και 

νευροακτινοδιαγνωστική [162]. Σε περίπτωση που οι μέθοδοι αυτές δεν είναι 

επαρκείς χρησιμοποιούνται επεμβατικές μέθοδοι με ηλεκτρόδια [164]. Πριν την 

επέμβαση επίσης ελέγχεται πάντα το κέντρο ομιλίας και μνήμης με το Wada test 

(έγχυση αμοβαρβιτάλης στην έσω καρωτίδα) [164, 165]. Κατά τον προεγχειρητικό 

έλεγχο της επιληψίας λοιπόν, ο ασθενής υποβάλλεται σε μια σειρά από εξετάσεις 

και δοκιμασίες που αποσκοπούν: α) στον προσδιορισμό της πηγής της 

επιληπτικής δραστηριότητας ή/και το δίκτυο των  επιληπτικών εκφορτίσεων στον 

εγκέφαλο που προκαλούν τις κρίσεις, τα οποία στο σύνολό τους ή μερικώς θα 

αποτελέσουν χειρουργικό στόχο και β) στη χαρτογράφηση των βασικών 

εγκεφαλικών λειτουργιών κοντά στην πηγή, προκειμένου να επιτευχθεί ασφαλής 

χειρουργική προσπέλαση με ελαχιστοποίηση των μετεγχειρητικών επιπτώσεων. 

Εάν η πηγή της επιληπτικής δραστηριότητας είναι διακριτή ως προς την θέση και 

την έκτασή της και δε τίθονται σε κίνδυνο βασικές εγκεφαλικές λειτουργίες, τότε ο 

ασθενής αποκτά έγκριση για να προχωρήσει σε χειρουργείο επιληψίας [162, 163]. 

Επεμβάσεις για την επιληψία πραγματοποιούνται σήμερα σε συγκεκριμένα κέντρα 

στην Ελλάδα, αλλά συχνά οι ασθενείς παραπέμπονται σε αντίστοιχα κέντρα του 

εξωτερικού. 

 

2.8.3. Διέγερση πνευμονογαστρικού νεύρου (VNS) 

 

Η διέγερση του πνευμονογαστρικού νεύρου χρησιμοποιείται ως εναλλακτική 

θεραπεία για τον έλεγχο φαρμακοανθεκτικών επιληπτικών κρίσεων τόσο σε 

ενήλικες όσο και σε παιδιά. Ωστόσο, ο ακριβής μηχανισμός δράσης του, στον 
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οποίο βασίζεται ο έλεγχος των επιληπτικών κρίσεων, δεν είναι πλήρως γνωστός. 

Πιθανόν να σχετίζεται με το συγχρονισμό και τον αποσυγχρονισμό της ηλεκτρικής 

δραστηριότητας του εγκεφάλου [166]. Στόχος αυτής της εναλλακτικής θεραπείας 

είναι η μείωση του αριθμού των κρίσεων, οι οποίες στην καλύτερη περίπτωση 

μειώνονται κατά 50% ή ακόμη και περισσότερο. Διέγερση του πνευμονογαστρικού 

νεύρου γίνεται μέσω εμφυτευμένου διεγέρτη, όπως παρατίθεται στην εικόνα 4, 

που στέλνει ηλεκτρικά σήματα προς το αριστερό πνευμονογαστρικό νεύρο στο 

λαιμό, μέσω ενός καλωδίου [163]. Κατά κύριο λόγο αυτός ο τύπος θεραπείας 

χρησιμοποιείται για τον έλεγχο απλών κρίσεων με ή χωρίς δευτερογενή γενίκευση 

ή γενικευμένες κρίσεις, οι οποίες είναι πλήρως φαρμακοανθεκτικές [167-173]. 

Όπως προκύπτει από διεθνείς αναφορές η μέθοδος αυτή έχει ένδειξη και 

για την θεραπεία της κατάθλιψης με πολύ θετικά αποτελέσματα, καθώς ασθενείς 

με επιληψία στους οποίους έχει τοποθετηθεί διεγέρτης πνευμονογαστρικού νεύρου 

βελτιώνονται και ψυχολογικά.  

 

 

Εικόνα 4. Συσκευή διέγερσης πνευμονογαστρικού νεύρου [163] 

 

Στο σύνολό της η αποτελεσματικότητα της διέγερσης του 

πνευμονογαστρικού νεύρου είναι ανάλογη των καινούργιων αντιεπιληπτικών 

φαρμάκων. Η VNS μέθοδος εφαρμόζεται με επιτυχία σε εξειδικευμένα κέντρα στην 

Ελλάδα [163].  
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2.8.4. Κετογόνος δίαιτα 

 

 H κετογόνος δίαιτα (ή κετογονική δίαιτα) είναι μία δίαιτα πλούσια σε λιπαρά, 

επαρκής σε πρωτεΐνες και φτωχή σε υδατάνθρακες, η οποία έχει σχεδιαστεί, για 

να μιμείται πολλές από τις βιοχημικές μεταβολές που προκαλούνται από την 

παρατεταμένη νηστεία.  

Αναπτύχθηκε αρχικά στις αρχές του 1900 και κατά τη δεκαετία του 1920 

χρησιμοποιήθηκε με επιτυχία για τη θεραπεία επιληπτικών κρίσεων σε παιδιά 

[174]. Τα τελευταία χρόνια πολλές κλινικές μελέτες έχουν επιβεβαιώσει τη 

χρησιμότητα της κετογόνου δίαιτας ως εναλλακτική θεραπεία για τη 

φαρμακοανθεκτική επιληψία [175]. Η έντονη στέρηση υδατανθράκων και η αύξηση 

των θερμίδων από τη λήψη άφθονων λιπών δημιουργεί κέτωση, δηλαδή 

παραγωγή κετονικών σωμάτων κι αυτό έχει ως επακόλουθο τη βελτίωση στον 

έλεγχο των επιληπτικών κρίσεων [176]. Η κετογόνος δίαιτα έχει φανεί ιδιαίτερα 

αποτελεσματική στον έλεγχο επιληψιών και επιληπτικών συνδρόμων, όπως η 

μυοκλονική αστατική επιληψία, η οζώδης σκλήρυνση, η σοβαρή μυοκλονική 

επιληψία της βρεφικής ηλικίας, το σύνδρομο Gastaut-Lennox, οι βρεφικοί 

σπασμοί, το σύνδρομο Landau-Kleffner [177]. Η έναρξη μίας κετογόνου δίαιτας 

συνίσταται αφού δύο κατάλληλα αντιεπιληπτικά φάρμακα έχουν δοκιμαστεί και 

έχουν αποτύχει [175]. Η εφαρμογή της δίαιτας στην καθημερινή πράξη είναι 

δύσκολη. Πρέπει να ακολουθείται αυστηρά και απαιτεί σαφή δέσμευση 

προκειμένου να λειτουργήσει αποτελεσματικά. Στις παρενέργειές της 

συμπεριλαμβάνονται επιβράδυνση της ανάπτυξης, γαστρεντερικά συμπτώματα, 

χαμηλά επίπεδα σακχάρου στο αίμα, αφυδάτωση, νεφρολιθίαση και αύξηση 

λιπιδίων. Οι παρενέργειες από τη ελλιπή σίτιση μπορούν να αποφευχθούν με 

κατάλληλη θεραπεία υποκατάστασης με βιταμίνες και ιχνοστοιχεία [178, 179].  

Η κατανόηση του μηχανισμού δράσης της κετογόνου δίαιτας αποτελεί ένα 

από τα αδιευκρίνιστα μυστήρια της έρευνας της επιληψίας. Η μεγάλη 

αποτελεσματικότητα της δίαιτας απέναντι σε μία πληθώρα επιληπτικών κρίσεων 

και συνδρόμων υποδηλώνει ότι ενεργοποιείται ένα κοινό βασικό μοριακό μονοπάτι 

που καταστέλλει την ανώμαλη νευρωνική υπερδραστηριότητα του εγκεφάλου [175, 

180, 181]. Η έρευνα στο κομμάτι της δίαιτας ως εναλλακτική θεραπεία συνεχίζεται 

με πρόσφατες ενδείξεις οτι μπορεί να είναι αποτελεσματικές και λιγότερο 
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απαιτητικές δίαιτες, όπως η τροποποιημένη δίαιτα Atkins, η κετονική δίαιτα με 

μέσης αλύσου τριγλυκερίδια και η δίαιτα χαμηλού γλυκαιμικού δείκτη [175, 182-

184].  

 

3. ΜΗ ΚΩΔΙΚΟΠΟΙΗΤΙΚΑ RNAs (NON-CODING RNAs, ncRNAs) 

 

3.1. EIΣΑΓΩΓΗ 

 

Ο όρος μη κωδικοποιητικά RNAs (Non-coding RNAs, nc-RNAs) 

χρησιμοποιείται κυρίως για μόρια RNA, τα οποία δεν κωδικοποιούν κάποια 

πρωτεΐνη. Ωστόσο, αυτό δε σημαίνει ότι αυτά τα RNAs δεν περιέχουν 

πληροφορίες ή ότι δεν επιτελούν κάποια λειτουργία [185]. Πρόσφατες μελέτες 

αποκάλυψαν ότι το 90% του ευκαρυωτικού γονιδιώματος μπορεί να μεταγραφεί 

και το ενδιαφέρον είναι ότι μόνο 1-2% από αυτά τα μετάγραφα κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες. Η πλειοψηφία τους μεταγράφεται ως μη κωδικοποιητικά RNA μόρια. 

Tα ncRNAs παίζουν μεγάλο ρόλο στην επιγενετική ρύθμιση της γονιδιακής 

έκφρασης εκτός από το ρόλο τους στο μεταγραφικό και μετα-μεταγραφικό επίπεδο 

κι αυτό γίνεται ολοένα και πιο σαφές [186]. Πιο συγκεκριμένα, τα ncRNA μόρια 

συμμετέχουν στην ενδονουκλεοτιδική διάσπαση και σύνθεση RNA, 

επεξεργάζονται και τροποποιούν άλλα RNAs, συμμετέχουν στη μεθυλίωση του 

DNA και την αποσιώπηση γονιδίων, έχουν ενζυμική δράση και συνθέτουν 

τελομερή του DNA [187].  

Τα μη κωδικοποιητικά RNAs μπορούν να χωριστούν σε δύο μεγάλες ομάδες: 

α) τα nc-RNAs με συγκεκριμένη δομή και β) τα ρυθμιστικά nc-RNAs [187]. Τα nc-

RNAs με συγκεκριμένη δομή φαίνεται πως εμπλέκονται στην πρωτεϊνοσύνθεση και 

το μάτισμα και περιλαμβάνουν RNAs, όπως τα ριβοσωμικά, τα μεταφορικά και τα 

μικρά πυρηνικά RNAs. Tα ρυθμιστικά nc-RNAs ελέγχουν τη γονιδιακή έκφραση και 

παρουσιάζουν μεγαλύτερο ερευνητικό ενδιαφέρον, καθώς εμπλέκονται στην 

τροποποίηση άλλων μορίων RNA [188]. Μπορούν να ταξινομηθούν περαιτέρω 

στις εξής κατηγορίες [185, 189] (Εικόνα 5):  

 

 MicroRNAs,  miRNAs – μίκρο RNA 

 Small interfering RNAs, siRNAs – μικρά παρεμβατικά RNA 



30 

 

 Piwi-interacting RNAs, piRNAs 

 Long non-coding RNAs, lnc-RNAs – μεγάλα μη κωδικοποιητικά RNA 

 Small nucleolar RNAs, snoRNAs   

 Other RNAs 

 

 

 

Εικόνα 5. Κατηγορίες μη κωδικοποιητικών μορίων RNA (non-coding RNAs) 

 

4. MicrοRNAs  

 

4.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

 

Τα microRNAs (miRNAs) είναι μικρά, εξελικτικά συντηρημένα, μη κωδικά 

ενδογενή RNA μόρια μεγέθους 21-25 νουκλεοτιδίων. Εμπλέκονται στον έλεγχο της 

γονιδιακής έκφρασης των ευκαρυωτικών κυττάρων καθώς δεσμεύονται στην 3’ 

αμετάφραστη περιοχή (3’-UTR) των mRNA στόχων σύμφωνα με τη 

συμπληρωματικότητα των βάσεων. Εκατοντάδες microRNA γονίδια έχουν βρεθεί 

σε ζώα, φυτά και ιούς καθιστώντας τα έτσι μία από τις μεγαλύτερες οικογένειες 

γονιδίων που έχει μελετηθεί μέχρι σήμερα [190]. Χαρακτηρίζονται από 

ιστοειδικότητα [191] και πολυάριθμες μελέτες έχουν δείξει πως παίζουν ρόλο κλειδί 

σε πολλές και σημαντικές κυτταρικές λειτουργίες, όπως η ανάπτυξη, η κυτταρική 

διαφοροποίηση, ο πολλαπλασιασμός, η απόπτωση και ο μεταβολισμός. Ωστόσο, 

η λειτουργία των περισσότερων microRNAs δεν είναι γνωστή [192]. Σήμερα, 
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σύμφωνα με τις τελευταίες εκτιμήσεις υπολογίζεται ότι υπάρχουν τουλάχιστον 300 

miRNAs στο ανθρώπινο γονιδίωμα και περίπου 1400 miRNA γονίδια [193].  

Το πρώτο microRNA ανακαλύφθηκε το 1993 και ήταν το lin-4 από τους 

Victor Ambros και Gary Ruvkun, οι οποίοι μελετούσαν τον κύκλο ανάπτυξης στο 

νηματώδη σκώληκα Caenorhabditis elegans (C.elegans). Οι μελέτες τους, 

οδήγησαν στη διαπίστωση ότι το συγκεκριμένο γονίδιο δεν κωδικοποιεί κάποια 

πρωτεΐνη, αλλα παράγει δύο μικρού μεγέθους μόρια RNA [194]. Αρχικά 

επικρατούσε η άποψη ότι τα miRNAs διαδραματίζουν ρυθμιστικό ρόλο μόνο στο 

σκώληκα. Το 2001 επινοήθηκε ο όρος microRNA και έκτοτε έχουν αναγνωρισθεί 

και κλωνοποιηθεί χιλίαδες μόρια miRNA από αρκετούς οργανισμούς 

συμπεριλαμβανομένου και του ανθρώπου [195]. Τα γονίδια των miRNAs 

βρίσκονται κατανεμημένα σε περιοχές του γονιδιώματος ως ξεχωριστές 

μεταγραφικές μονάδες όπως επίσης και σε ομάδες (clusters) που μεταγράφονται 

ως πολυσιστρονικά πρωτογενή μετάγραφα [196, 197]. Εντοπίζονται σε όλα τα 

χρωμοσώματα του ανθρώπου, εκτός από το χρωμόσωμα Υ [198]. Μελέτες 

αποκάλυψαν ότι περίπου τα μισά από τα γνωστά microRNAs εντοπίζονται σε 

εσώνια και εξώνια μη κωδικών RNAs ή σε εσώνια γονιδίων που κωδικοποιούν 

κάποια πρωτεΐνη. Πιο σπάνια τα microRNAs συναντώνται σε εξώνια μεταγράφων 

[199, 200].  

 

4.2. ΒΙΟΓΕΝΕΣΗ ΚΑΙ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ 

 

Η βιογένεση των miRNAs αποτελεί μία σειρά από διαδοχικές διαδικασίες 

προκειμένου να δημιουργηθούν ώριμα miRNAs και ξεκινάει στον πυρήνα (Εικόνα 

6). Αρχικά, το miRNA γονιδίο μεταγράφεται από την RNA πολυμεράση ΙΙ [201]. Με 

αυτόν τον τρόπο δημιουργείται ένα μεγάλου μήκους πρόδρομο μετάγραφο miRNA 

(primary miRNA) που ονομάζεται pri-miRNA [202]. Τα πρόδρομα μετάγραφα 

φέρουν ένα ειδικό 5’ κάλυμμα και είναι πολυαδενυλιωμένα (polyA ουρά) [201, 

203].  
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Εικόνα 6. Το μοντέλο βιογένεσης των microRNAs (www.frontiersin.org) 

 

Το πρόδρομο miRNA αποτελείται από μία δομή μίσχου φουρκέτας (hairpain 

structure, HPS) μήκους 33 ζεύγη βάσεων, μία ακραία θηλιά (T-loop) και δύο 

μονόκλωνες περιοχές εκατέρωθεν της φουρκέτας [198]. Στη συνέχεια, ακολουθεί η 

πέψη του pri-miRNA και ο σχηματισμός του pre-microRNA (precursor miRNA). H 

πέψη του pri-miRNA γίνεται από ένα σύμπλοκο γνωστό ως μικροεπεξεργαστής, 

που αποτελείται από το ένζυμο Drosha (ενδονουκλεάση RNάση τύπου III) και την 

πρωτεΐνη 8 της κρίσιμης περιοχής του γονιδίου του συνδρόμου DiGeorge 

(DiGeorge syndrome criticall region of gene 8, DGCR8) [204, 205]. Το DGCR8 

αναγνωρίζει το pri-miRNA και κατευθύνει τη Drosha σε μία συγκεκριμένη θέση 

πέψης [206-208]. H δράση του συμπλόκου Drosha-DGCR8 οδηγεί στο 

σχηματισμό του pre-miRNA που είναι ένα μόριο ~ 70 νουκλεοτιδίων με δομή 

μίσχου-θηλιάς [209]. Έπειτα, το pre-miRNA εξάγεται στο κυτταρόπλασμα με τη 

βοήθεια της μεταφορικής πρωτεΐνης Εxportin 5 μέσω υδρόλυσης GTP [210, 211] 

(Εικόνα 7) . Όταν το pre-miRNA περάσει στο κυτταρόπλασμα αναλαμβάνει δράση 

μία άλλη ενδονουκλεάση RNάση τύπου ΙΙΙ, η Dicer.  
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Εικόνα 7. Η δομή του pre-miRNA (Ahmed et al. BCM Bioinformatics 2009 10:105) 

 

Η ενδονουκλεάση αυτή παράγει ένα δίκλωνο μόριο miRNA/miRNA*  22 

νουκλεοτιδίων [193, 212]. Τα μόριο αυτό αποτελείται από δύο σκέλη: ένα που 

ονομάζεται σκέλος-οδηγός ή απλά miRNA και ένα που ονομάζεται σκέλος-

επιβάτης ή miRNA* [193, 197, 202]. Στη συνέχεια, το σκέλος-οδηγός φορτώνεται 

στο σύμπλοκο RISC (RNA-induced silencing complex) σχηματίζοντας έτσι το 

σύμπλοκο miRISC, ενώ το σκέλος-επιβάτης αποκόπτεται [213]. Τα βασικά 

στοιχεία του συμπλόκου RISC είναι οι πρωτεΐνες Dicer, Ago2, PACT και TRBP 

[214-216] .Το σκέλος-οδηγός αποτελεί το ώριμο miRNA και οδηγεί το σύμπλοκο 

miRISC στο mRNA στόχο. Ανάλογα με το βαθμό συμπληρωματικότητας μεταξύ 

του miRNA και του mRNA στόχου ακολουθεί αποικοδόμηση ή αναστολή της 

μετάφρασης του mRNA στόχου [217, 218].  

 Ο ακριβής μηχανισμός δράσης των miRNAs αποτελεί αντικείμενο έντονης 

έρευνας. Τα miRNAs καταστέλλουν τη μετάφραση του mRNA στόχου μέσω 

παρέμβασης είτε στο στάδιο της έναρξης είτε στο στάδιο της επιμήκυνσης της 

μετάφρασης [193]. Ένας πιθανός μηχανισμός μέσω του οποίου φαίνεται να 

καταστέλλεται η μετάφραση είναι η συσσώρευση των mRNA σε 

κυτταροπλασματικούς σχηματισμούς επεξεργασίας, τα σωμάτια P (P-bodies, 

processing bodies). Αυτά πιστεύεται ότι διαδραματίζουν ένα ρόλο στη σίγηση των 

mRNA καθώς τα mRNA στόχοι και τα συστατικά του RISC συνεντοπίζονται σε 

αυτές τις περιοχές του κυττάρου. Τα P-bodies «φιλοξενούν» πολλές πρωτεΐνες 

που ελέγχουν τα σύμπλοκα των αγγελιαφόρων ριβονουκλεοπρωτεϊνών 

(messenger ribonucleoprotein, mRNP-complexes). Τα εν λόγω σύμπλοκα 

αποτελούνται από mRNA και πρωτεΐνες-καταστολείς, αλλά όχι από παράγοντες 
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έναρξης της μετάφρασης. Έτσι η τοπολογία των mRNAs στόχων και επάνω στα P-

bodies και επομένως ο σχηματισμός των συμπλόκων mRNPs, παρεμποδίζουν τη 

μετάφραση [198, 219].  

Από την άλλη, η αποδόμηση του mRNA είναι επίσης σημαντική. Πρόσφατες 

έρευνες αποκάλυψαν ότι η αποδόμηση περιλαμβάνει μηχανισμούς όπως η 

αποαδενυλίωση, η αφαίρεση του καλύμματος και η εξωνουκλεολυτική πέψη του 

mRNA στόχου. Ωστόσο, ο ακριβής μηχανισμός της συγκεκριμένης διαδικασίας 

είναι ακόμα άγνωστος [220-222].  

 

4.3. ΤΑ MiRNAs ΣΤΙΣ ΑΝΘΡΩΠΙΝΕΣ ΑΣΘΕΝΕΙΕΣ 

 

Έχει αποδειχθεί ότι τα microRNAs παίζουν πολύ σημαντικό ρόλο σε ένα 

ευρύ φάσμα αναπτυξιακών διαδικασιών, όπως ο μεταβολισμός, ο κυτταρικός 

πολλαπλασιασμός, η απόπτωση και η διαφοροποίηση των νευρωνικών κυττάρων 

[223-227]. Άλλοι ρυθμιστικοί ρόλοι που επιτελούν τα miRNAs είναι η έκφραση 

νευρικών κυττάρων, η μορφοποίηση του εγκεφάλου, η μυική διαφοροποίηση και η 

διαφοροποίηση των βλαστοκυττάρων [228-231]. Μελέτες έχουν δείξει ότι η 

απορρύθμισή τους σχετίζεται με την εμφάνιση διάφορων παθολογικών 

καταστάσεων, όπως ο καρκίνος. Σε όλες τις περιπτώσεις ρύθμισης που 

συμμετέχουν τα miRNAs, παρατηρείται ένα συγκεκριμένο προφίλ έκφρασης και η 

διατήρηση αυτού του προφίλ κρίνεται ζωτικής σημασίας για τη σωστή λειτουργία 

του οργανισμού. Διαταραγμένο προφίλ έκφρασης των miRNAs γονιδίων έχει 

συνδεθεί με ένα μεγάλο αριθμό ασθενειών στον ανθρώπινο οργανισμό που 

κυμαίνονται από το οξύ έμφραγμα του μυοκαρδίου έως τις αυτοάνοσες παθήσεις 

[232].  

Η ραγδαία πρόοδος και οι μεγάλες ανακαλύψεις πάνω στα miRNAs τα 

τελευταία χρόνια δίνουν την ελπίδα ότι στο εγγύς μέλλον θα αποτελέσουν ένα 

σημαντικό εργαλείο στη διάγνωση και θεραπεία πολλών ασθενειών [233].  

 

Ορισμένες από τις ασθένειες που έχουν συσχετισθεί με τα miRNAs είναι οι 

ακόλουθες: 
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1. Τα miRNAs στον καρκίνο 

Η πλέον άμεσα σχετιζόμενη ασθένεια με τα miRNAs είναι ο καρκίνος. Αυτό 

πιθανότατα να συμβαίνει λόγω της σύνδεσης των miRNAs με τον κυτταρικό κύκλο 

και την απόπτωση. Προφίλ έκφρασης των miRNAs αποδεικνύουν ότι η 

απορρυθμισμένη έκφραση τους εμφανίζεται σε καρκινικούς ιστούς και ότι κάθε 

είδος καρκίνου χαρακτηρίζεται από ένα συγκεκριμένο προφίλ έκφρασης miRNAs. 

Αυτό βασίζεται στο ότι η  απορρύθμιση κάποιων miRNAs μπορεί να προκαλέσει 

καρκίνο. Επίσης τα προφίλ έκφρασης των miRNAs παρέχουν χρήσιμες 

πληροφορίες στην πρόγνωση και την κατηγοριοποίηση του καρκίνου. Ανάλογα με 

τον τρόπο δράσης τους, τα miRNAs που σχετίζονται με τον καρκίνο χωρίζονται σε 

δύο κατηγορίες: α) σε αυτά που δρούν ως tumor suppresors και καταστέλλουν τον 

καρκίνο και η έκφρασή τους είναι μειωμένη στις κακοήθειες και β) στα ongogenes, 

τα οποία έχουν τα αντίθετα αποτελέσματα και επάγουν την εμφάνιση του καρκίνου 

[234].  

Πολλά είδη καρκίνου έχουν συσχετισθεί με την αυξημένη και τη μειωμένη 

έκφραση διάφορων miRNAs, όπως ο καρκίνος του μαστού, των ωοθηκών, το 

ενδομητριοειδές αδενοκαρκίνωμα, του εντέρου, διάφοροι αιματολογικοί καρκίνοι 

(οξεία μυελογενής λευχαιμία- AML, οξεία λεμφοκυτταρική λευχαιμία- ALL, χρόνια 

μυελογενής λευχαιμία- CML, χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία- CLL), καρκίνος του 

οισοφάγου, γαστρεντερικοί καρκίνοι, του πνεύμονα, της ουροδόχου κύστης και του 

θυρεοειδούς αδένα [235]. Στον πίνακα που ακολουθεί φαίνεται το διαφορικό 

προφίλ έκφρασης των σχετιζόμενων miRNAs με αυτά τα είδη καρκίνων. 

 

Πίνακας 1. MiRNAs με διαφοροποιημένη έκφραση σε διάφορα είδη καρκίνου 

Cancer type miRNA Up/Down Regulation 

Breast  

 
miR-21, miR-155, miR-23, and miR-191 Up 

 
miR-205, miR- 145, miR-10b, and miR-125b Down 

Ovary  

 
miR-200a, miR-200c, and miR-141 Up 

 
miR-199a, miR-140, miR-145, and miR125bl 

Down 

 

 

Endometrioid adenocarcinoma  

 
miR-205, miR155 miR 200a, 200b, 200c Up 
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Cancer type miRNA Up/Down Regulation 

 
miR-193a, 193b Down 

 

 

 

Colon  

 

   miR-let 7g, miR-21, miR-20a, miR-17- 19 family, miR 31, miR 135, miR-181b, 

and miR 200c 
Up 

 
miR-34, miR-let7, miR 143, miR 145, miR-133b, and miR- 126 Down 

AML  

 
Has- miR- 191, 199a, miR 155 Up 

 

CML  

 
miR-17-5p, miR-173p, miR- 18a, miR-19a, miR-19b-1, miR- 20a and miR- 92a-1 Up 

 

 

 

CLL  

 
miR-21, miR 150, miR-155, miR-15a Up 

 
miR- 16, miR-29, miR143, miR-45, miR-30d, miR- let 7a, miR-181a Down 

 

Esophagus  

 
miR-194, miR- 192, miR-200c Up 

 
miR- 203 Down 

Gastrointestinal  

 
miR-106b- 25 Up 

 
miR-15b, miR- 16 Down 

Lung  

 
has-mir-21 and has-mir- 205, miR- 17-92 Up 

 
has-mir-126*, miR-let 7, hsa-let-7a-2, let-7f-1 Down 

Bladder  

 

miR-2 23, miR- 26b, miR- 221, miR- 103-1, miR-185, miR-23 b, miR- 

203,miR 17-5p, miR-23, miR- 205 
Up 

 
miR-29c, miR-26a, miR-30c, miR- 30e-5p Down 

Thyroid tumors  

 

PC  
miR- 146 b, miR- 221, miR- 222, miR- 181b, miR- 155, miR- 224 Up 

 

AC  
miR-30d, miR-125b, miR- 26a, miR- 30a- 5p Down 
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Έχει προβλεφθεί ότι τα miRNAs θα έχουν μία πολύ καλή προοπτική, ώστε να 

χρησιμοποιηθούν στη διάγνωση και τη θεραπεία του καρκίνου μελλοντικά. 

 

2. Τα miRNAs στις καρδιαγγειακές παθήσεις 

Η ανακάλυψη των miRNAs τα πρόσφατα χρόνια κατέστησε σαφές ότι αυτά 

τα RNA μόρια παίζουν σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της καρδιακής λειτουργίας και 

το καρδιαγγειακό σύστημα των θηλαστικών γενικότερα [236, 237] (Πίνακας 2). Τα 

επίπεδα έκφρασης των miRNAs είναι συνδεδεμένα με την απορρύθμιση 

αναπτυξιακών διαδικασιών και ασθενειών όπως η υπερτροφική μυοκαρδιοπάθεια 

και η καρδιακή ανεπάρκεια. Πολλά miRNAs εκφράζονται με ιστοειδικό τρόπο [238] 

και συγκεκριμένα στον καρδιακό ιστό παρατηρείται η έκφραση των παρακάτω 

miRNAs: miR-1, miR-16, miR-27b, miR-30d, miR-126, miR-133, miR-143 και η 

οικογένεια let-7 [239]. Μελέτες έχουν δείξει ότι τα miRNAs miR-1, miR-133 και 

miR-208 εκφράζονται σε μεγάλο βαθμό στην καρδιά [240, 241] και αποτελούν 

σημαντικούς ρυθμιστές της καρδιακής ανάπτυξης [237, 242-244]. Μάλιστα 

πρόσφατα, η απορρύθμιση της έκφρασης των miR-1 και miR-133 αναφέρθηκε 

στην καρδιακή ανεπάρκεια [236, 245, 246]. Οι ακριβείς μηχανισμοί με τους 

οποίους εμπλέκονται στις καρδιαγγειακές λειτουργίες  δεν είναι γνωστοί. 

 

Πίνακας 2. MiRNAs σε διάφορες ανθρώπινες ασθένειες 

Disease 

type 
miRNA 

Up/Down 

Regulation  

 

Cardiac hypertrophy  

 

miR-23a, miR-23b, miR-24, miR-195, miR-199a, and miR-

214 
Up 

 

  

Rheumatic arthritis  

 
miR-155, miR-146 Up 

 
Systemic lupus erythematosus  

 

miR-189, miR-61, miR-78, miR-21, miR-142-3p, miR 342, 

miR-299-3p, miR-198 and miR-298 
Up 

 

 

miR-196a, miR-17-5p, miR- 409-3p, miR-141, miR-383, 

miR- 112, and miR-184 
Down 

 

Psoriasis  

 
miR-203 Up 
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3. Τα miRNAs στις νευρολογικές παθήσεις 

Τα miRNAs εκφράζονται σε μεγάλο βαθμό στον ανθρώπινο εγκέφαλο σε 

σχέση με άλλα όργανα [247-249]. Αποτελέσματα από πειράματα αλληλούχισης 

δεύτερης γενιάς υποστηρίζουν ότι ο αριθμός των miRNAs που εκφράζονται στον 

ανθρώπινο εγκέφαλο ξεπερνάει τα 1000 [250]. Η έκφραση των miRNAs στον 

εγκέφαλο αλλάζει κατά τη διάρκεια της εγκεφαλικής ανάπτυξης. Επομένως, κάποια 

miRNAs εκφράζονται περισσότερο κατά τη διάρκεια της αρχικής ανάπτυξης στον 

εγκέφαλο των θηλαστικών και κάποια εκφράζονται λιγότερο στη συνέχεια της 

ανάπτυξης [251, 252]. Οι αλλαγές αυτές στα επίπεδα έκφρασης κατά την 

εγκεφαλική ανάπτυξη πιθανόν να αναπαριστά βιοχημικά σήματα για τον κυτταρικό 

καθορισμό, την απόπτωση και/ή την κυτταρική διαίρεση [253]. Ένα από τα 

σημαντικότερα κοινά χαρακτηριστικά που συνδέουν πολλές από τις 

νευροαναπτυξιακές διαταραχές, όπως είναι η επιληψία, η διανοητική 

καθυστέρηση, η πολλαπλή σκλήρυνση, ο αυτισμός και η διαταραχή ελλειμματικής 

προσοχής και υπερκινητικότητας είναι ότι η εκδήλωση της νόσου εμφανίζεται κατά 

τη διάρκεια των περιόδων της ωρίμανσης και της ανάπτυξης [254]. Ως εκ τούτου 

είναι πολύ πιθανό τα miRNAs να συμβάλλουν σημαντικά στην παθογένεια 

νευροαναπτυξιακών διαταραχών σε μοριακό επίπεδο [255]. Στην επόμενη ενότητα 

θα γίνει αναλυτική αναφορά  στη σχέση των miRNAs με την επιληψία. 

 

4. Τα miRNAs στα αυτοάνοσα νοσήματα 

Αποτελέσματα μελετών τόσο σε κυτταρικές καλλιέργειες όσο και σε ζώα 

αποκαλύπτουν ότι τα miRNAs διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της 

φυσιολογικής λειτουργίας του ανοσοποιητικού συστήματος καθώς και την 

πρόληψη της αυτοανοσίας. Αυτό που δεν είναι ακόμα σαφές είναι ο ακριβής 

μηχανισμός με τον οποίο η μειωμένη έκφραση των miRNAs θα μπορούσε να 

οδηγήσει σε παθογένεση σε μία αυτοάνοση νόσο. Στη συνέχεια θα εξετασθούν 

πιθανοί ρόλοι των miRNAs στη ρύθμιση δύο από τα πιο σημαντικά αυτοάνοσα 

νοσήματα, τη ρευματοειδή αρθρίτιδα και το συστηματικό ερυθηματώδη λύκο (ΣΕΛ) 

[256].  

Α. Ρευματοειδής αρθρίτιδα 

Σύμφωνα με πρόσφατη μελέτη που πραγματοποιήθηκε σε ασθενείς με 

ρευματοειδή αρθρίτιδα παρατηρήθηκε μη φυσιολογική έκφραση των miRNAs 



39 

 

[257]. Συγκεκριμένα δύο miRNAs, τα miR-155 και miR-146 βρέθηκαν να 

εκφράζονται σε σημαντικά υψηλότερα επίπεδα σε ιστολογικά ευρήματα από τον 

αρθρικό υμένα ή αρθρικό ιστό και σε ινοβλάστες του αρθρικού υμένα που 

απομονώθηκαν από ασθενείς με ρευματοειδή αρθρίτιδα σε σχέση με τα υγιή 

άτομα (Πίνακας 2). Η παθογένεια της ρευματοειδούς αρθρίτιδας έχει συσχετισθεί 

με διάφορες μολύνσεις από ιούς, όπως ο ιός της χρόνιας ηπατίτιδας C (HVC), ο 

Epstein-Barr (EBV) και ο ιός HIV [258]. Φαίνεται πως οι ιοί έχουν την ικανότητα να 

κωδικοποιούν δικά τους miRNAs, τα οποία με τη δράση τους καταστέλλουν το 

ανοσοποιητικό σύστημα του κυττάρου ξενιστή. Χαρακτηριστικό παράδειγμα το 

miR-UL112-1 που εκφράζεται από τον ανθρώπινο κυτταρομεγαλοϊό και έχει ως 

στόχο του το μείζον σύμπλεγμα ιστοσυμβατότηας τάξης Ι (ΜΗC-I) [259]. Τρεις 

μελέτες έχουν δείξει μεταβολή της έκφρασης των miRNAs σε ασθενείς με 

ρευματοειδή αρθρίτιδα σε σύγκριση με υγιή άτομα [257, 260-261]. Αυξημένη 

έκφραση των miR-155 και 146 σε ινοβλάστες αρθρικού υμένα με ρευματοειδή 

αρθρίτιδα έχουν τεθεί σε σύγκριση με εκείνους των ασθενών με οστεοαρθρίτιδα 

[262].  

 

Β. Συστηματικός ερυθηματώδης λύκος (ΣΕΛ) 

Ο συστηματικός ερυθηματώδης λύκος είναι μία συστηματική φλεγμονώδης 

αυτοάνοση ασθένεια με ποικίλες κλινικές εκδηλώσεις που συμπεριλαμβάνουν 

φωτοευαισθησία, αρθρίτιδα, σπειραματονεφρίτιδα και νευρολογικές διαταραχές. Σε 

μία πρόσφατη ανάλυση της έκφρασης των miRNAs  σε ασθενείς με ΣΕΛ μέσω 

μικροσυστοιχιών, βρέθηκε ότι επτά miRNAs (miR-196a, miR-17-5p, miR-409-3p, 

miR-141, miR-383, miR-112 και miR-184) έχουν μειωμένη έκφραση και εννέα 

miRNAs (miR-189, miR-61, miR-78, miR-21, miR-142-3p, miR-342, miR-299-3p, 

miR- 198 και miR-298) παρουσιάζουν αυξημένη έκφραση συγκριτικά με υγιή 

άτομα (Πίνακας 2) [263]. Το προφίλ των miRNAs από βιοψίες νεφρών ασθενών με 

νεφρικό ΣΕΛ έδειξε 66 miRNAs με διαφοροποιημένη έκφραση (36 για αυξημένη 

έκφραση και 30 για μειωμένη) σε σύγκριση με υγιή άτομα [264]. Φυσικά, 

απαιτούνται περαιτέρω μελέτες για να καθοριστεί εάν η διαφορική έκφραση αυτών 

των miRNAs επαναλαμβάνεται [256]. 
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5. Τα miRNAs στις ηπατικές νόσους 

Το ήπαρ αποτελείται από πολλούς τύπους κυττάρων και κάθε κυτταρικός 

τύπος ίσως να έχει και ένα διακριτό προφίλ έκφρασης για τα miRNAs. Τα 

τελευταία χρόνια, ιδιαίτερη προσοχή έχει στραφεί στην ολοένα και αυξανόμενη 

κατανόηση των miRNAs λειτουργιών σε σχέση με τη φυσιολογία του ήπατος και με 

τις ηπατικές νόσους καθώς και τον προσδιορισμό των miRNAs στόχων [265].  

 

- Πολυκυστική νόσος του ήπατος 

Η πολυκυστική νόσος του ήπατος, αλλά και των νεφρών έχουν ετερογενή 

αιτιολογία και προκαλούνται από μεταλλάξεις και προκαλούνται από μεταλλάξεις 

σε δύο γονίδια, το PKD1 και PKD2 [266]. Η αυτοσωματική υπολειπόμενη 

πολυκυστική νόσος των νεφρών (ARPKD) μπορεί να εμφανιστεί στα νεογνά και 

χαρακτηρίζεται από την παρουσία πολυάριθμων μικρών κύστεων στους νεφρούς 

και σύμφωνα με τη μελέτη των Lee και συν υπάρχουν στοιχεία που αποδίδουν ένα 

ρόλο στα miRNAs. Σε αυτήν τη μελέτη τα επίπεδα του miR-15a βρέθηκαν 

μειωμένα στο ήπαρ ασθενών με ARPKD. Τα ευρήματα από αυτή τη μελέτη 

δείχνουν ότι αλλαγές στην έκφραση των miRNAs συμβάλλουν σε αλλαγές στο 

φαινότυπο της κυστικής νόσου του ήπατος [266].  

 

6. Τα miRNAs στις μυοσκελετικές παθήσεις 

Οι μυικές δυστροφίες είναι μία ετερογενής ομάδα διαταραχών που 

περιλαμβάνει εκφυλισμό των σκελετικών μυών. Όπως προέκυψε από μελέτες στα 

μυοειδικά miR-1, miR-133 και miR-206, τα miRNAs παίζουν σημαντικό ρόλο στη 

ρύθμιση της ανάπτυξης των μυών [267]. Πρόσφατα μάλιστα μοναδικά miRNAs 

βρέθηκαν στη μυϊκή δυστροφία Duchenne [268, 269]. Είναι πλέον αποδεδειγμένο 

ότι η διάγνωση της πρόσωπο-ώμο-βραχιονίου μυϊκής δυστροφίας 

(Facioscapulohumeral Muscular Dystrophy, FSHD) θα μπορούσε να διακριθεί από 

τη μυϊκή δυστροφία Duchenne με βάση το επίπεδο της έκφρασης των miRNAs-

381 και miRNAs-382 σε ασθενείς με FSHD [268]. Άλλες μελέτες έχουν δείξει 

αυξημένα επίπεδα έκφρασης των miRΝΑs-100, 103 και 107 σε μερικές 

μυοπάθειες [269].  
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7. Τα miRNAs στις δερματοπάθειες 

Η συμμετοχή των miRNAs στη μορφογένεση του θύλακα της τρίχας, σε 

αυτοάνοσες και χρόνιες φλεγμονώδεις νόσους έχει αποτελέσει αντικείμενο 

ερευνών [270-274]. Οι δερματικοί ινοβλάστες είναι σημαντικά κύτταρα που 

συμμετέχουν στη διαδικασία επούλωσης πληγών και από αναλύσεις φαίνεται ότι 

ένα σύμπλεγμα από 33 miRNAs εμπλέκεται στη ρύθμιση της έκφρασης των 

γονιδίων στόχων που απαιτούνται για την είσοδο των ινοβλαστών στον κυτταρικό 

κύκλο και τον πολλαπλασιασμό [271, 275]. Μία πρόσφατη ανασκόπηση έχει 

περιγράψει τη δυνητική σημασία της συμμετοχής των miRNAs στην αγγειογένεση 

των πληγών και τη μη φυσιολογική ακολουθία επούλωσης χρόνιων πληγών [272, 

276].  

 

- Ψωρίαση 

Η ψωρίαση είναι μία χρόνια φλεγμονώδης δερματοπάθεια και πιστεύεται ότι 

εμπλέκονται στην παθογένειά της γενετικοί και περιβαλλοντικοί παράγοντες. 

Πλέον είναι ευρέως αποδεκτό ότι προκύπτει από μειωμένη επικοινωνία ανάμεσα 

στο ανοσοποιητικό σύστημα και δομικά κύτταρα του δέρματος [273, 277, 278]. Τα 

σχετιζόμενα με την ψωρίαση miRNAs έχουν ταυτοποιηθεί στο δέρμα και 

συγκεκριμένα, το miR-203 φάνηκε να εκφράζεται 100 φορές περισσότερο στο 

δέρμα συγκριτικά με κάποιο άλλο όργανο (Πίνακας 2). Αναλύσεις έκφρασης των 

σχετιζόμενων με την ψωρίαση miRNAs (miR-203, miR- 146a, miR-21 και miR-

125b) σε κύτταρα υγιούς δέρματος και δέρματος με ψωρίαση έδειξαν ότι έχουν ένα 

διακριτό προφίλ έκφρασης [276]. Τέτοιες έρευνες αποδεικνύουν ότι ειδικά για την 

ψωρίαση-miRNAs εμπλέκονται στην παθογένεια της νόσου. 

Βλέπουμε λοιπόν πως τα miRNAs εμπλέκονται στην έναρξη και την εξέλιξη 

διάφορων ανθρώπινων ασθενειών. Παράλληλα είναι πολύ ενδιαφέρουσα η 

παρουσία τους σε πολλά υγρά του ανθρώπινου σώματος, όπως ο ορός, το 

πλάσμα, το σάλιο, τα ούρα κά. Καθώς ο ρόλος των miRNAs διευκρινίζεται ολοένα 

και περισσότερο και καθορίζεται ο τρόπος δράσης τους σε κάθε ασθένεια, μένει να 

δούμε νέες μεθόδους που θα στοχεύουν στην αντιμετώπιση και τη θεραπεία 

σημαντικών ασθενειών. Αυτό πιθανότατα θα διαδραματίσει ένα κύριο ρόλο στον 

τομέα της εξατομικευμένης ιατρικής στο σύντομο μέλλον. 
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4.4. ΤΑ MiRNAs ΣΤΗΝ ΕΠΙΛΗΨΙΑ 

 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η επιληψία αποτελεί μία από τις συχνότερες 

νευρολογικές διαταραχές παγκοσμίως. Οι περισσότερες προσπάθειες που 

βασίστηκαν στη στόχευση ενός γονιδίου με σκοπό τη διακοπή και την πρόληψη 

της επιληψίας, έπεσαν στο κενό. Σε αυτό το σημείο τα miRNAs αποτέλεσαν μία 

καλή εναλλακτική για διάφορους λόγους. Aτομικά miRNAs μπορούν να ρυθμίσουν 

πολλούς στόχους στο ίδιο κύτταρο και να επηρεάσουν περισσότερα από ένα 

μονοπάτια. Πράγματι, πάνω από το 60% των πρωτεϊνών αποτελούν 

προβλεπόμενους στόχους των miRNA [279]. Επίσης διάφορες παθολογικές 

διαδικασίες που διαδραματίζουν κεντρικό ρόλο στην επιληψία, όπως ο νευρωνικός 

θάνατος, η φλεγμονή και η γλοίωση βρίσκονται υπό τον έλεγχο των miRNAs [280]. 

Μερικά miRNAs που έχει αναφερθεί ότι εμπλέκονται στην επιληψία είναι τα miR-

124, miR-134, miR-132 και miR-196b [281, 282]. 

Λόγω της υψηλής επίπτωσής της στον ανθρώπινο πληθυσμό, η επιληψία 

του κροταφικού λοβού (Temporal Lobe Epilepsy, ΤLE)  αποτελεί μία από τις πιο 

μελετημένες κατηγορίες επιληψίας [282]. Η πιο κοινή μορφή της είναι η επιληψία 

μέσου κροταφικού λοβού (Mesial Temporal Lobe Epilepsy, MTLE) και πειραματικά 

δεδομένα έδειξαν ότι τα miRNAs πιθανόν να διαδραματίζουν σημαντικό ρυθμιστικό 

ρόλο σε μονοπάτια φλεγμονής στη MTLE [284, 285]. Σε ασθενείς με αυτόν τον 

τύπο επιληψίας έχoυν παρατηρηθεί σημαντικά αυξημένα επίπεδα έκφρασης του 

miR-146a [286, 287]. Ένα άλλο miRNA που έχει συσχετισθεί με τη φλεγμονή στη 

MTLE είναι τo miR-155, για το οποίο παρατηρήθηκε αυξημένη έκφρασή του στον 

ιππόκαμπο παιδιών, καθώς και σε πειραματικά μοντέλα [288]. Επίσης σε ένα 

γενικότερο πλαίσιο, ισχυρός ρυθμιστής της φλεγμονής έχει αναδειχθεί το miR-132, 

το οποίο έχει αντιφλεγμονώδη δράση μέσω στόχευσης στην 

ακετυλοχολινεστεράση [289]. 

Οι δυσμορφίες του εγκεφαλικού φλοιού αποτελούν μία συχνή αιτία στη 

φαρμακοανθεκτική επιληψία [283]. Tα miRNAs φαίνεται ότι διαδραματίζουν 

σημαντικό ρόλο σε σηματοδοτικά μονοπάτια που ελέγχουν φάσεις της δημιουργίας 

του εγκεφαλικού φλοιού. Μικρές αλλαγές στο προφίλ έκφρασής τους έχουν 

συσχετισθεί με μία ποικιλία νευρολογικών διαταραχών [290]. Σε πρόσφατες 

μελέτες παρατηρήθηκε ο πιθανός ρόλος των microRNAs στην παθογένεση και την 
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επιληπτογένεση προερχόμενες από δυσμορφίες κατά την ανάπτυξη του 

εγκεφαλικού φλοιού. Ορισμένα από αυτά τα microRNAs είναι τα εξής: miR-9, miR-

124, miR-137, miR-184 και let-7 [291-295]. 

Σύμφωνα με έρευνες, τα miRNAs αποτελούν σημαντικούς ρυθμιστές του 

νευρωνικού θανάτου που επάγεται από επιληπτικές κρίσεις και είναι πολύ πιθανόν 

αυτά τα μικρά μόρια και να αποτελέσουν νέους θεραπευτικούς στόχους για την 

επιληψία. Συγκεκριμένα, πρόσφατα παρατηρήθηκε πως το miR-34a φαίνεται να 

παίζει ρόλο κλειδί στο μηχανισμό για την επαγωγή κρίσεων που επάγουν το 

θάνατο των νευρώνων [283, 296, 297]. 

Τα miRNAs εντοπίζονται σε ένα ευρύ φάσμα ιστών και εξωκυττάριων 

υγρών, όπως ο ορός και το πλάσμα του αίματος, το εγκεφαλονωτιαίο υγρό, τα 

δάκρυα, το σάλιο, τα ούρα και το αμνιακό υγρό [297, 298]. Το γεγονός αυτό, σε 

συνδυασμό με το ότι είναι πολύ μικρά σταθερά μόρια τα καθιστούν πολύ καλούς 

βιοδείκτες για την επιληπτογένεση ή ακόμα και για την πρόγνωση της επιληψίας. 

Ειδικότερα, miRNAs που έχουν απομονωθεί από το αίμα έχει βρεθεί ότι μπορούν 

αξιοποιηθούν κλινικά ως νέοι βιοδείκτες της ασθένειας.  

Μία άλλη « πηγή » miRNAs, τα οποία θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν 

ως βιοδείκτες αποτελούν τα εξωσώματα (exosomes). Aυτά τα οργανίδια έχουν 

χαρακτηρισθεί ως βιοδείκτες σε μία ποικιλία νευρολογικών διαταραχών, όπως το 

Alzheimer, η νόσος του Parkinson και το γλοιοβλάστωμα [299-301]. Σε πειράματα 

που πραγματοποιήθηκαν για τον έλεγχο του HIV παρατηρήθηκε ότι το miR-29b 

απελευθερώνεται σε εξωσώματα που σχετίζονται με ένα νευροτροφικό παράγοντα 

σε γειτονικούς νευρώνες [302]. 

 Έρευνα δείχνει ότι η αναχαίτηση ενός ώριμου miRNA όχι μόνο μπορεί να 

επηρεάσει την παθολογία του εγκεφάλου, αλλά παρέχει και ένα νέο θεραπευτικό 

στόχο για την επιληψία. Σε πρόσφατη μελέτη [281] αναφέρεται ότι ίσως τα υψηλά 

επίπεδα έκφρασης του miR-196b θα αποτελέσουν έναν αξιόλογο δείκτη για τη 

μοριακή διάγνωση και πρόγνωση της επιληψίας που προκαλείται από γλοίωμα 

εγκεφάλου (τύπος εγκεφαλικού όγκου). Υπερέκφραση αυτού του microRNA έχει 

αναφερθεί σε ασθενείς με γλοίωμα, οι οποίοι παρουσιάζουν επιληπτικές κρίσεις 

προεγχειρητικά και έτσι θα μπορούσε στο μέλλον να αποτελέσει ένα αξιόλογο 

προγνωστικό εργαλείο σε ασθενείς χωρίς επιληπτικές κρίσεις προεγχειρητικά. 

Στοχευμένες θεραπείες με σκοπό τη μείωση των επιπέδων του miR-196b ίσως 
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λοιπόν να αποτελούν νέα θεραπευτική προσέγγιση [303]. Επίσης πρόσφατη 

μελέτη αποκαλύπτει ότι τα ειδικά για τον εγκέφαλο miR-124, miR-134 και miR-9 

εκφράζονται σε σημαντικά υψηλά επίπεδα σε στάδιο που σχετίζεται με τις 

επιληπτικές κρίσεις και προβλέπει πως αυτά τα τρία microRNAs μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν μελλοντικά ως πιθανοί στόχοι των αντιεπιληπτικών φαρμάκων 

[282]. Η μείωση της in vivo έκφρασης των microRNAs με τη χρήση 

ανταγωνιστικών μορίων ίσως και να βοηθήσει στη θεραπεία για την επιληψία. 

 

4.4.1. Το miR-34a 
 
 
Το miR-34a ανήκει στην εξελικτικά συντηρημένη οικογένεια miR-34a, η 

οποία αποτελείται  από 3 microRNAs: το miR-34a, το miR-34b και το miR-34c 

[304]. Πλέον είναι αποδεδειγμένο ότι παρουσιάζει ογκοκατασταλτική δράση.  Το 

miR-34a εκφράζεται από το χρωμόσωμα 1p36 και κωδικοποιείται από το δικό του 

μετάγραφο σε αντίθεση με τα άλλα δύο (miR-34b kai miR-34c), τα οποία 

εκφράζονται από το 11q23 χρωμόσωμα και μοιράζονται ένα κοινό πρώιμο 

μετάγραφο [304, 305]. Σε πειραματόζωα το miR-34a παρουσιάζει υψηλά επίπεδα 

έκφρασης στον εγκέφαλο [306], ενώ τα miR-34a και miR-34b εκφράζονται κυρίως 

στους πνεύμονες [307]. 

Το miR-34a ρυθμίζεται από το ογκοκατασταλτικό γονίδιο p53 και εκφράζεται 

στο μεγαλύτερο βαθμό στον εγκέφαλο [304], προωθώντας είτε την επιδιόρθωση 

του DNA, τον κυτταρικό κύκλο ή την απόπτωση μέσω μεταγραφής συγκεκριμένων 

γονιδίων [308].  

Το miR-34a ήταν το πρώτο miRNA που δείχθηκε ότι έχει άμεση 

προαποπτωτική δράση [309]. Οι Welch και συν ήταν οι πρώτοι που έδειξαν την 

προαποπτωτική δράση του miR-34a, γεγονός που επιβεβαίωσαν πολυάριθμες 

μελέτες στη συνέχεια. Υπερέκφραση του συγκεκριμένου microRNA μπορεί να 

επάγει την απόπτωση των κυττάρων μέσω της οδού των κασπασών [310], ενώ 

απενεργοποίησή του παρεμποδίζει την απόπτωση μέσω του p53 [311]. 

Eπομένως, το miR-34a μπορεί να είναι απαραίτητο, αλλά όχι και επαρκές για την 

επαγωγή της απόπτωσης μέσω της p53 οδού, ενώ είναι πολύ πιθανό να διαθέτει 

και ανεξάρτητους από το p53 προαποπτωτικούς μηχανισμούς.  
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Πρόσφατες μελέτες από τους Αgostini και συν έδειξαν ότι το 

προαποπτωτικό miR-34a ρυθμίζει την ανάπτυξη των νευρώνων, τα μορφολογικά 

και λειτουργικά χαρακτηριστικά του νωτιαίου μυελού και τονίζοντας κυρίως την 

σημασία αυτού του microRNA στη νευρωνική διαφοροποίηση και τη 

συναπτογένεση. Μέχρι σήμερα έχουν ταυτοποιηθεί διάφοροι στόχοι του 

συγκεκριμένου miRNA ανάμεσά στους οποίους συμπεριλαμβάνονται η πρωτεΐνη 

Bcl-2 και η πρωτεϊνική κινάση ΜΑΡ3Κ9 [303, 312]. 

Αυξημένα επίπεδα έκφρασης του miR-34a αναφέρθηκαν για πρώτη φορά 

σε ιππόκαμπο επίμυ, 24 ώρες μετά τη χορήγηση πιλοκαρπίνης με επαγόμενη SE 

[313]. Η πιλοκαρπίνη, όπως και το καϊνικό οξυ (ΚΑ) αποτελούν επιληπτογόνους 

χημικούς παράγοντες που χρησιμοποιούνται για τη μελέτη της επιληπτογένεσης. 

Ωστόσο, μελέτες έδειξαν ότι με χρήση ανταγωνιστή του miR-34a μπορεί μέσω 

μειωμένης έκφρασης της ενεργοποιημένης πρωτεΐνης κασπάσης-3, η οποία 

αποτελεί κασπάση εκτελεστή της αποπτωτικής διαδικασίας, να προάγεται η 

επιβίωση των νευρώνων σε συγκεκριμένες περιοχές του ιππόκαμπου του 

εγκεφάλου [303]. Στο μοντέλο της πιλοκαρπίνης η επαγωγή του miR-34a διαρκεί 

όσο και οι επιληπτικές κρίσεις [314, 315]. Μέχρι στιγμής δεν έχει αναφερθεί κάποια 

ρύθμιση του miR-34a στην επιληψία του κροταφικού λοβού στον άνθρωπο [316, 

317] ούτε σε επιληπτικούς μύες μετά από έγχυση που τους έγινε με ΚΑ στον 

αμυγδαλοειδή πυρήνα [318]. Αυτό πιθανόν να σημαίνει ότι το miR-34a κατέχει πιο 

σημαντικό ρόλο κατά τον αρχικό τραυματισμό. 

Ο ρόλος που διαδραματίζει το miR-34a στο νευρωνικό θάνατο που 

επάγεται από επιληπτικές κρίσεις έχει διχάσει την επιστημονική κοινότητα. 

Προκειμένου λοιπον να ελέγξουν αν το miR-34a είναι σημαντικό σε κρίσεις που 

επάγουν το θάνατο των νευρώνων, δύο ομάδες επιστημόνων χρησιμοποίησαν 

ανταγωνιστές του συγκεκριμένου microRNA κάνοντας έγχυση ΚΑ σε 

πειραματόζωα. Οι Sano και συν χρησιμοποίησαν μύες και με το δεδομένο ότι το 

p53 συμβάλλει στο νευρωνικό θάνατο που επάγεται από επιληπτικές κρίσεις, 

υπέθεσε ότι και το miR-34a θα είχε αυξημένη έκφραση και θα συνέβαλε στο 

νευρωνικό θάνατο [318]. Από την άλλη, οι Hu και συν χρησιμοποίησαν επιμύες 

[315]. Τελικά τα αποτελέσματα ήταν διάφορα (Πίνακας 3). Στη μελέτη του Sano 

φάνηκε ότι ναι μεν στις κρίσεις παρατηρείται αυξημένη έκφραση του miR-34a, 

αλλά η αποσιώπηση του miR-34a in vivo δεν αποτρέπει το νευρωνικό θάνατο που 
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επάγεται από επιληπτικές κρίσεις. Παρατηρήθηκε και μία μικρή μείωση στην 

ενεργοποιημένη κασπάση-3. Ενώ στην άλλη μελέτη η αναστολή του miR-34a 

επίσης μπλόκαρε τη δράση της κασπάσης-3 , αλλά κυρίως είχε 

νευροπροστατευτική δράση [315]. Προφανώς αυτή η διαφορά στα αποτελέσματα 

μπορεί να αποδοθεί σε διάφορους παράγοντες, όπως τα διαφορετικά πειραματικά 

μοντέλα που χρησιμοποιήθηκαν, ο χρόνος που διήρκησε η κάθε αξιολόγηση, οι 

δόσεις και το πρόγραμμα έγχυσης που ακολουθήθηκε, καθώς και πότε 

σημειώθηκαν τα πρώτα συμπτώματα της επιληπτικής κατάστασης (SE).  

 

Πίνακας 3. Αποτελέσματα της αναστολής του miR-34a στο νευρωνικό θάνατο που 

επάγεται από επιληπτικές κρίσεις 

 
miRNA           Πειραματικό μοντέλο                 Επίδραση ανταγωνιστή του miR-34a 

 
miR-34a         SE (KA σε μύες)                        Καμία                                                          
miR-34a         SE (πιλοκαρπίνη σε επίμυες)    Προστασία   

 
 

4.4.2. Το miR-146a 
 

 

Το πρώτο miRNA που μελετήθηκε στην επιληψία και βρέθηκε πως έχει 

άμεση σχέση με τη φλεγμονή ήταν το miR-146a [319]. Ο ρόλος του συνδέεται με 

την έκφραση των  toll-like υποδοχέων (TLRs) και μονοπατιών των κυτταροκινών.  

Το miR-146a αποτελεί το microRNA που εμφανίζει τη μεγαλύτερη συνέπεια στην 

έκφρασή του σε υψηλά επίπεδα στην επιληψία. Αυτό που προέχει να διευκρινιστεί 

σε in vivo μελέτες είναι ο τρόπος εκμετάλλευσης των αυξανόμενων επιπέδων του 

miR-146, ώστε να δράσει προστατευτικά ή προληπτικά απέναντι στις επιληπτικές 

κρίσεις, ακόμα και να ανατρέψει την επιληψία. 

Eίναι πλέον αναγνωρισμένο ότι η πλειοψηφία των σπονδυλωτών διαθέτει 

δύο αντίγραφα του γονιδίου που κωδικοποιεί το miR-146 και είναι τα miR-146a και 

miR-146b. Πρόκειται για δύο microRNAs, τα οποία προέρχονται από διαφορετικά 

γονίδια και εντοπίζονται στα χρωμοσώματα 5 και 10 αντίστοιχα. Η διαφορά μεταξύ 

τους έγκειται στην παρουσία 2 νουκλεοτιδίων στο 3’ άκρο τους στην ώριμη 

αλληλουχία. Και τα δύο είναι ευρύτερα γνωστά ως ρυθμιστές της ανοσολογικής 

απόκρισης [320].  
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Υπάρχει μεγάλη πιθανότητα το miR-146a να εμπλέκεται στην παθογένεια 

της επιληψίας του κροταφικού λοβού (TLE), καθώς πρόσφατα ευρήματα έδειξαν 

αυξημένη έκφρασή του σε πειραματικά μοντέλα για αυτόν τον τύπο επιληψίας. Οι 

πρώτοι που ανέφεραν διαφορά στο προφίλ έκφρασης του miR-146a ήταν το 2010, 

όταν ο Αronica και συν παρατήρησε αυξημένη έκφρασή του σε διάφορα στάδια της 

ασθένειας από πειράματα σε μύες, αλλά και σε ιστούς ανθρώπων.  Μετά από SE, 

τα επίπεδα του εν λόγω miRNA ήταν αυξημένα στον ιππόκαμπο σε ανώριμους, 

αλλά και ενήλικους επίμυες. Αυξημένα επίπεδα επίσης βρέθηκαν και στον 

ιππόκαμπο ενήλικων ατόμων και παιδιών με επιληψία κροταφικού λοβού (ΤLE) 

[319, 321]. Πιο συγκεκριμένα, η αυξημένη έκφραση παρατηρήθηκε στα νευρικά 

κύτταρα και τα αστροκύτταρα και όχι στα κύτταρα της μικρογλοίας, γεγονός που 

μαρτυρά την εξειδίκευση των κυτταρικών τύπων στους οποίους συναντάται το 

miR-146a. Αν και οι in vivo στόχοι του miR-146a στην επιληψία δεν είναι ακόμα 

γνωστοί, in vitro έχει φανεί ότι συμμετέχει στην καταστολή πρωτεϊνών που 

επάγουν τη φλεγμονή, όπως η ΤRAF6, η οποία παίζει σημαντικό ρόλο στην 

ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα NFκΒ και η κινάσες IRAK1 και IARK2 

που σχετίζονται με τον υποδοχέα της ιντερλευκίνης-1 [322].  

Από την άλλη, σε μελέτη του Hu και της ομάδας του σε ιππόκαμπο επίμυ 

μετά από χορήγησηση λίθιου-πιλοκαρπίνης με επαγόμενη SE δεν παρατηρήθηκε 

διαφορά στο προφίλ έκφρασης του miR-146a. Μολαταύτα σε μελέτη του Omran 

και συν παρατηρήθηκε ότι η έκφραση της προφλεγμονώδους κυτταροκίνης ΙL-1β 

και της φλεγμονής που σχετίζεται με το miR-146a μπορεί να αλλάξει ανάλογα με 

το στάδιο της ασθένειας. Ειδικότερα βρέθηκε ότι σε λανθάνουσα περίοδο της TLE 

τα επίπεδα του miR-146a βρίσκονται στα υψηλότερα επίπεδα σε αντίθεση με τα 

επίπεδα έκφρασης της ΙL-1β, τα οποία βρίσκονται στο χαμηλότερο σημείο. Όταν η 

ασθένεια βρίσκεται σε οξεία φάση τα επίπεδα διαμορφώνονται ανάποδα, με την 

IL-β να εκφράζεται στο μεγαλύτερο βαθμό και το miR-146a στο μικρότερο. Αυτή η 

σαφής διαφορά στην έκφραση ενισχύει τα σενάρια ότι το miR-146a αποτελεί μόριο 

ρυθμιστή  της φλεγμονώδους απόκρισης που οδηγείται από την ιντερλευκίνη-1β 

(Εικόνα 8). Ωστόσο, η άμεση σχέση μεταξύ των δύο μορίων δεν είναι ακόμα 

γνωστή.  

Τα αποτελέσματα από τις μελέτες που περιγράφηκαν παραπάνω 

προτείνουν ότι ο άξονας IL-1-miR-146a θα μπορούσε να αποτελέσει νέο στόχο για 
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την αντιεπιληπτική θεραπεία [303]. Επιπλέον, υπερεκφρασμένο miR-146a σε 

νευρογλοιακά κύτταρα με βλάβη ασθενών με φαρμακοανθεκτική επιληψία 

αποτελούν απόδειξη για το ρόλο του στη ρύθμιση της φλεγμονώδους απόκρισης 

[322]. Ο αντιφλεγμονώδης ρόλος του miR-146a ενισχύεται από την ικανότητα που 

παρουσιάζει στη ρύθμιση της ιντερλευκίνης-1, η οποία με τη σειρά της ενεργοποιεί 

άλλους προφλεγμονώδεις παράγοντες, όπως την ιντερλευκίνη-6, 8, τις χημειοκίνες 

IP-10 και ΜΙΡ-1b, τον αυξητικό παράγοντα G-CSF, την ιντερφερόνη γ και τον TNF-

α.  

 

 

Εικόνα 8. Πιθανός ρόλος του miR-146a στην παθογένεια της επιληψίας κροταφικού 

λοβου (TLE) [303] 

 

Η παρουσία γενετικών πολυμορφισμών ενός νουκλεοτιδίου (SNPs) σε 

θέσεις πρόσδεσης των microRNAs μπορεί να επιδρά στην έκφραση των miRNAs, 

καθιστώντας με αυτόν τον τρόπο ένα άτομο πιο ευπαθές μπροστά σε μία ποικιλία 

διαταραχών. Εντούτοις, μελέτη ελέγχου [323] που πραγματοποιήθηκε για πιθανή 

συσχέτιση ανάμεσα στο γενετικό πολυμορφισμό dbSNP rs2910164:G>C στη θέση 

πρόσδεσης του miR-146a και της επιληψίας του κροταφικού λοβού έδωσε τα εξής 
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αποτελέσματα: η παραλλαγή G>C oδηγεί σε αύξηση της ποσότητας του miR-146α 

και ο συγκεκριμένος πολυμορφισμός δε συμβάλλει στην παρουσία αυτού του 

τύπου επιληψίας.  
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5. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
5.1. ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ 
 
 

 TRI Reagent BD, Molecular Reasearch Center, Inc, Cincinnati, OH, USA 

 Χλωροφόρμιο, Scharlau Chemie S.A., Spain 

 Ισοπροπανόλη, Scharlau Chemie S.A., Spain 

 Αιθανόλη 75%, Scharlau Chemie S.A., Spain 

 RSS (RNA Storage Solution), Ambion Inc, Carlsbad, CA, USA 

 5x First-Strand Buffer (250Mm Tris-HCl (PH 8.3 , 25°C), 375 mM KCl και 15 

mM MgCl2), Invitrogen 

 DTT (Dithio Threitol), Invitrogen 

 RNaseOUT, Invitrogen 

 M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus reverse transcriptase), Invitrogen 

Carlsbad, USA 

 DNTPs set: dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Invitrogen 

 Primers (Ιn house design), Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany 

 Probes (Ιn house design), Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany 

 Taq DNA polymerase, Kapa Biosystems, Wilmington, Massachusetts, USA 

 MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate,  Thermo Fisher Scientific Inc, 

USA 

 Applied Biosystems MicroAmp Optical Adhesive Films, Thermo Fisher 

Scientific Inc, USA 

 
5.2. OΡΓΑΝΑ 
 
 

 Πιπέτες Gilson (Pipetman), Nichipet EXΙΙ (Nichiryo) και Witeg Germany 

 Φυγόκεντρος ΜiniSpin (Eppendorf), μέγιστη ταχύτητα: 13400 rpm, μέγιστη 

ταχύτητα φυγοκέντρησης: 12100 x g, χωρητικότητα: 12x1.5/2.0 ml 

 MPS 1000 Mini PCR Plate Spinner (Labnet) 

 Θερμοκυκλοποιητές  

 RT-PCR Eppendorf EP Gradient S  

 ABI 7500 Real-Τime PCR System (Applied Biosystems)  
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5.3. ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΥΛΙΚΟ 
 
 
 Στην παρούσα ερευνητική εργασία χρησιμοποιήθηκαν ως βιολογικό υλικό 

48 δείγματα ορού περιφερικού αίματος ασθενών με διαγνωσμένη επιληψία.  Από 

το σύνολο των 48 ασθενών, 24 ασθενείς εμφανίζουν ανθεκτικότητα (resistant 

patients) στη φαρμακοθεραπεία που χορηγήθηκε για την επιληψία, ενώ οι 

υπόλοιποι 24 ασθενείς εμφάνισαν ανταπόκριση (non-resistant patients) στη 

φαρμακοθεραπεία επιλογής.  

Τα δείγματα ορού περιφερικού αίματος μετά την παραλαβή τους από το 

νοσοκομείο αποθηκεύθηκαν άμεσα στους -80°C μέχρι τη στιγμή της ανάλυσής 

τους. 

 

5.4. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΟΛΙΚΟΥ RNA 

 

 Το πρώτο βήμα της πειραματικής διαδικασίας είναι η απομόνωση του 

ολικού RNA από δείγματα ορού περιφερικού αίματος από επιληπτικούς ασθενείς 

και τους μάρτυρες. Η απομόνωση πραγματοποιήθηκε μέσω του αντιδραστηρίου 

ΤRI Reagent BD, το οποίο αποτελεί μία προσαρμογή της μεθόδου απομόνωσης 

ενός βήματος, όπως περιγράφηκε από τους Chomczynski και Sacchi [324]. Το 

αντιδραστήριο ΤRI Reagent BD είναι ένα μονοφασικό διάλυμα που συνδυάζει τη 

φαινόλη και την ισοθειοκυανική γουανιδίνη προκαλώντας την άμεση και 

αποτελεσματική αναστολή της δράσης των RNασών. Με αυτόν τον τρόπο 

διατηρείται η ακεραιότητα του RNA.  Eπίσης επιτρέπει την απομόνωση του ολικού 

RNA από ορό, πλάσμα ή ολικό αίμα [325].  

Αρχικά, πραγματοποιείται απόψυξη των δειγμάτων ορού από τους -80°C. 

Από κάθε δείγμα ορού μεταφέρονται 100 μl σε αποστειρωμένο eppendorf των 2.0 

ml, αφού πρώτα έχει προηγηθεί προσεκτική ανάδευσή του. Στη συνέχεια 

προστίθενται 5,0 μl cel-miR-39 20 nM σε κάθε δείγμα, το οποίο αποτελεί το 

ενδογενές μόριο αναφοράς της μεθόδου μας. Έπειτα προστίθενται 750 μl TRI 

Reagent BD σε κάθε δείγμα. Ακολουθεί έντονη ανάδευση για 10-20 sec και 

επώαση των δειγμάτων σε θερμοκρασία δωματίου για 5 min. Εν συνεχεία 

προστίθενται 200 μl χλωροφόρμιο σε κάθε δείγμα και ακολουθεί έντονη ανάδευση 

με το χέρι για 15 sec. Τα δείγματα επωάζονται σε θερμοκρασία δωματίου για 10 
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min, για να ακολουθήσει η φυγοκέντρησή τους σε 13.300 rpm για 15 min στους 

4°C. Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης αφαιρείται πολύ προσεκτικά η υδατική 

φάση και μεταφέρεται σε νέο αποστειρωμένο eppendorf των 2.0 ml για κάθε 

δείγμα (Εικόνα 9). Στη συνέχεια προστίθενται 2,0 μl γλυκογόνο σε κάθε δείγμα και 

ακολουθεί πολύ ήπια ανάδευση με το χέρι (1-2 φορές). Έπειτα προστίθενται 500 

μl ισοπροπανόλης σε κάθε δείγμα και πραγματοποιείται έντονη ανάδευση για 10 

sec. Τα δείγματα επωάζονται σε θερμοκρασία δωματίου για 10 min και ακολουθεί  

φυγοκέντρησή τους σε 13.300 rpm για 8 min στους 4°C, η οποία έχει ως 

αποτέλεσμα την καταβύθιση του RNA και τη δημιουργία ιζήματος λευκού 

χρώματος. Στο σημείο αυτό αφαιρείται με προσοχή το υπερκείμενο και 

προστίθεται 1.0 ml αιθανόλης 75% v/v σε κάθε δείγμα. Ακολουθεί ήπια ανάδευση 

των δειγμάτων για 5 δευτερόλεπτα και εν συνεχεία φυγοκέντρησή τους σε 13.300 

rpm για 7 min στους 4°C. Μετά τη φυγοκέντρηση το υπερκείμενο απορρίπτεται και 

το ίζημα από κάθε δείγμα αφήνεται σε θερμοκρασία δωματίου για την εξάτμιση της 

αιθανόλης. Τελικά πραγματοποιείται διαλυτοποίηση του ιζήματος για κάθε δείγμα 

σε 6.0 μl RNA Storage Solution, RSS (διάλυμα κιτρικού νατρίου 1.0 Mm με ph 6.4) 

και αποθήκευση των δειγμάτων στους -80°C. 

 

Εικόνα 9. Ο διαχωρισμός του μίγματος μετά τη φυγοκέντρηση. Διακρίνονται οι 3 

φάσεις που δημιουργούνται: υδατική φάση (RNA), μεσόφαση (DNA), οργανική φάση 

(πρωτεΐνες και λιπίδια)  

Λόγω της μικρής συγκέντρωσης του ολικού RNA δεν είναι δυνατός ο 

προσδιορισμός της καθαρότητας και της συγκέντρωσης μέσω 

φασματοφωτομετρικού ελέγχου ή/και ηλεκτροφόρησης. Η διαδικασία που 

ακολουθήθηκε είναι η ίδια και για τις δύο ομάδες ασθενών με επιληψία (ανθεκτικοί 

και μη ανθεκτικοί στη φαρμακοθεραπεία).  
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5.5. ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗΣ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗΣ                               

       (REVERSE TRANSCRIPTION / RT) 

 

5.5.1. Αρχή μεθόδου 

 

 Η αντίστροφη μεταγραφή είναι μία μέθοδος κατά την οποία το RNA 

μεταγράφεται in vitro σε συμπληρωματικό DNA (complementary DNA/cDNA)  με 

τη βοήθεια του ενζύμου της αντίστροφης μεταγραφάσης (reverse transcriptase). 

Το cDNA χρησιμοποιείται στη συνέχεια ως υπόστρωμα για την αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης. Η αντίστροφη μεταγραφάση, με την βοήθεια κατάλληλου 

εκκινητή, χρησιμοποιεί το RNA ως εκμαγείο για τη μεταγραφή του RNA σε cDNA. 

Το ένζυμο αυτό είναι μία RNA εξαρτώμενη DNA πολυμεράση, η οποία προέρχεται 

από κάποιο RNA ιό και έχει την ικανότητα να μετατρέπει το γενετικό υλικό του ιού 

από τη μορφή του μονόκλωνου RNA σε δίκλωνο DNA, ώστε να μπορεί να 

ενσωματωθεί στο γενετικό υλικό των κυττάρων ξενιστών. Οι ευρύτερα 

χρησιμοποιούμενες αντίστροφες μεταγραφάσες είναι η Avian Myeloblastosis Virus 

(AMV) αντίστροφη μεταγραφάση και η Moloney Murine Leukemia Virus 

αντίστροφη μεταγραφάση (M-MuLV, MMLV). Η MMLV δεν παρουσιάζει 

δραστηριότητα 3ʹ→5ʹ εξωνουκλεάσης [326].  

Η επιλογή του κατάλληλου εκκινητή  για την αντίδραση της αντίστροφης 

μεταγραφής (RT primer) είναι ιδιαίτερα σημαντική. Υπάρχουν τρία είδη εκκινητών 

που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την αντίστροφη μεταγραφή RNA μορίων: a) 

ολιγονουκλεοτίδια δεοξυθυμίνης (oligo-dTs), b) τυχαία ολιγομερή (random 

oligomers), όπως εξαμερή (hexamers) ή οκταμερή (octamers) και c) ειδικοί για την 

αλληλουχία εκκινητές (sequence specific primers).  

Στην περίπτωση που χρησιμοποιούνται ως εκκινητές ολιγονουκλεοτίδια 

δεοξυθυμίνης (oligo-dTs), επιτρέπεται η αντίστροφη μεταγραφή των mRNA και 

γενικότερα RNA μορίων με poly-A ουρά. Τα τυχαία ολιγομερή (random oligomers) 

συνδέονται χωρίς καμία ειδικότητα σε διάφορα σημεία κατά μήκος του RNA μορίου 

υποστρώματος. Yβριδοποιούνται στο συνολικό RNA πληθυσμό 

συμπεριλαμβανομένου των tRNA, rRNA και snRNA. Τέλος, οι ειδικοί για την 

αλληλουχία εκκινητές (sequence specific primers) είναι ειδικά σχεδιασμένοι 

https://www.neb.com/products/m0277-amv-reverse-transcriptase
https://www.neb.com/products/m0277-amv-reverse-transcriptase
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εκκινητές, οι οποίοι υβριδοποιούνται σε συγκεκριμένη αλληλουχία των RNA 

υποστρωμάτων-στόχων αυξάνοντας έτσι την ευαισθησία της μεθόδου [327, 328].  

  Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν ειδικοί για τα miRNA-στόχους 

stem-loop εκκινητές (miRNA-specific primers) τα χαρακτηριστικά των οποίων 

παρουσιάζονται στον ακόλουθο πίνακα. 

 

Πίνακας 4. Αλληλουχία miRNA-specific stem-loop RT εκκινητών 

Όνομα Αλληλουχία (5ʹ – 3ʹ) 

cel-miR-39_stem-loop RT 
CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCA

AGCTGA 

miR-34a-5p_stem-loop RT 
CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACAA

CCAG 

miR-146a-5p_stem-loop RT 

CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAACC

CATG 

 

 

5.5.2. Πειραματική διαδικασία 

 

Η αντίδραση της αντίστροφης μεταγραφής των miRNAs πραγματοποιείται 

σε δύο φάσεις.  

Το αρχικό μείγμα της αντίδρασης αποτελείται από 2,0 μl του ολικού RNA, 200 nM 

κάθε ενός εκ των τριών ανώτερων miRNA-specific stem-loop RT εκκινητών και 

DEPC-H2O μέχρι τελικό όγκο 6,0 μL και επωάζεται 70°C για 5 min. Με την 

επώαση αυτή επιτυγχάνεται η αποδιάταξη των δευτεροταγών δομών του RNA. 

Στη συνέχεια προστίθενται 50 U αντίστροφης μεταγραφάσης M-MLV, 10 U 

αναστολέα RNασών RNaseOUT, 2,0 μl 5x First-Strand Buffer (250 mM Tris-HCl 

(pH 8.3), 375 mM KCl και 15 mM MgCl2), 1,0 μl DTT, 0,5 μl από 10 μΜ μείγματος 

dNTPs (10 μΜ από κάθε dATP, dGTP, dCTP και dTTP) και κατάλληλος όγκος 

DEPC-H2O μέχρι τελικό όγκο 10 μL. Το θερμοκρασιακό πρωτόκολλο της 

αντίδραση περιλαμβάνει επώση στους 16°C για 30 min και στους 42°C για 30 min, 

με τελικά απενεργοποίηση του ενζύμου στους 85°C για 5 min. Τα cDNAs που 

προκύπτουν φυλάσσονται στους -20°C μέχρι την ανάλυσή τους. 
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5.6. ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ ΠΡΑΓΜΑΤΙΚΟΥ ΧΡΟΝΟΥ        

        (REAL – TIME PCR) 

 

5.6.1. Αρχή μεθόδου 

 

Η μέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο 

(Real – Time PCR) γνωστή επίσης ως ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης (quantitative PCR, qPCR) αποτελεί μία από τις πιο δυναμικές και 

ευαίσθητες τεχνικές ανάλυσης της Μοριακής Βιολογίας. Χρησιμοποιείται σε ένα 

ευρύ φάσμα εφαρμογών όπως ο ποσοτικός προσδιορισμός της γονιδιακής 

έκφρασης, η γονοτύπηση, η ανάλυση miRNAs, η ταυτοποίηση SNPs, η ανίχνευση 

παθογόνων μικροοργανισμών και η αποτελεσματικότητα της θεραπευτικής 

αγωγής. Όπως συνεπάγεται από την ονομασία της, η μέθοδος αυτή δίνει τη 

δυνατότητα παρακολούθησης της πορείας της ενίσχυσης ενός στοχευμένου 

μορίου DNΑ σε πραγματικό χρόνο και όχι μετά το τέλος της αντίδρασης, όπως 

συμβαίνει στη συμβατική PCR τελικού σημείου [329]. 

Η real – time PCR αποτελεί την πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδο 

ποσοτικοποίησης της γονιδιακής έκφρασης. Συγχρόνως επιτρέπει την ανίχνευση 

των προϊόντων ενίσχυσης χωρίς περαιτέρω επεξεργασία (ηλεκτροφόρηση). 

Χαρακτηρίζεται από μεγαλύτερη ευκολία, ακρίβεια και αυτοματοποίηση. Η 

ανίχνευση των προϊόντων ενίσχυσης γίνεται παρουσία χρωστικών ή φθορίζοντων 

ανιχνευτών [329, 330]. Η αντίδραση της real – time PCR πραγματοποιείται σε ένα 

θερμοκυκλοποιητή, ο οποίος έχει την ικανότητα να ανιχνεύει το φθορισμό που 

εκπέμπεται από το διεργερμένο φθορισμογόνο, καθώς αυτές ενσωματώνονται στα 

προϊόντα της PCR. Ο θερμοκυκλοποιητής έχει την ικανότητα να θερμαίνει και να 

ψύχει τα δείγματα χρησιμοποιώντας τις φυσικοχημικές ιδιότητες των νουκλεϊκών 

οξέων και της DNA πολυμεράσης. Η μέθοδος της real-time PCR αποτελείται από 

μία σειρά από θερμοκρασιακούς κύκλους που επαναλαμβάνονται 25-50 φορές. Οι 

θερμοκρασιακοί αυτοί κύκλοι αποτελούνται από 2 στάδια: το 1ο στάδιο, περίπου 

στους 95°C, όπου γίνεται ο διαχωρισμός του δίκλωνου DNA και ένα 2ο στάδιο σε 

θερμοκρασία 60°C, όπου γίνεται η πρόσδεση των PCR εκκινητών στο μόριο-

στόχο, καθώς και η ταυτόχρονη ενίσχυση του υποστρώματος από την DNA 

πολυμεράση [331]. 
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Η ενίσχυση (πολλαπλασιασμός) των προϊόντων της real – time PCR 

χαρακτηρίζεται από 4 φάσεις: τη γραμμική φάση, την πρώιμη εκθετική φάση, την 

εκθετική φάση και τη φάση πλατώ [332] (Eικόνα 10). Κατά τη διάρκεια της 

γραμμικής φάσης γνωστή ως φάση υποβάθρου (baseline ή background phase), 

που συνήθως είναι οι 10-15 πρώτοι κύκλοι, η αντίδραση μόλις έχει ξεκινήσει και η 

εκπομπή σήματος φθορισμού δεν έχει ξεπεράσει ακόμα το φθορισμό υποβάθρου. 

Στην πρώιμη εκθετική φάση η ένταση του φθορισμού έχει φτάσει ένα κατώφλι 

όπου είναι σημαντικά υψηλότερο από τα επίπεδα υποβάθρου. Ο κύκλος της 

αντίδρασης όπου ο ειδικός φθορισμός της αντίδρασης από την ενίσχυση των 

προϊόντων αυτής ξεπερνά το σήμα του υποβάθρου ονομάζεται κύκλος κατωφλίου 

ή  Ct (cycle threshold) [333, 334]. Aυτή η τιμή αντικατοπτρίζει τον αριθμό 

αντιγράφων-στόχων στο αρχικό δείγμα και χρησιμοποιείται για τον ποσοτικό 

προσδιορισμό των δειγμάτων ελέγχου [333]. Κατά την εκθετική φάση, η real – time 

PCR φθάνει στη βέλτιστη απόδοση ενίσχυσης με το PCR προϊόν να διπλασιάζεται 

μετά από κάθε κύκλο σε ιδανικές συνθήκες αντίδρασης. Τέλος, η αντίδραση φθάνει 

στη φάση πλατώ όταν τα συστατικά της αντίδρασης εξαντλούνται [335]. Όσο 

μεγαλύτερη είναι η ποσότητα του DNA στο αρχικό δείγμα τόσο νωρίτερα θα 

εμφανιστεί μία σημαντική αύξηση στο σήμα φθορισμού, με αποτέλεσμα ένα 

μικρότερο Ct [333, 336]   

 

 

Εικόνα 10. Οι φάσεις της real – time PCR [337] 
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5.6.2. Συστήματα ανίχνευσης στη real – time PCR 

 

Για την ανίχνευση και την ποσοτικοποίηση των προϊόντων της real – time 

PCR χρησιμοποιούνται συστήματα ανίχνευσης φθορισμού, τα οποία διακρίνονται 

σε μη ειδικά και ειδικά. Τα μη ειδικά συστήματα περιλαμβάνουν φθορίζοντα μόρια 

ιχνηθετών που προσδένονται μη ειδικά στη διπλή έλικα του DNA και ανιχνεύουν 

όλα τα δίκλωνα μόρια που ενισχύονται κατά την αντίδραση, ενώ στα ειδικά 

συστήματα ανίχνευσης φθορισμού επιτυγχάνεται διαχωρισμός μεταξύ των μη 

ειδικά ενισχυμένων προϊόντων και της επιθυμητής αλληλουχίας του προϊόντος της 

PCR.  

 

 Μη ειδικές φθορίζουσες χρωστικές  

Οι μη ειδικές φθορίζουσες χρωστικές εκπέμπουν φθορισμό όταν προσδεθούν 

σε δίκλωνο DNA. Kαθώς το δίκλωνο προϊόν PCR συσσωρεύεται κατά τη διάρκεια 

των κύκλων ολοένα και περισσότερη χρωστική μπορεί να προσδεθεί και να 

εκπέμπει φθορισμό. Με αυτόν τον τρόπο η ένταση του φθορισμού αυξάνεται 

αναλογικά με τη συγκέντρωση των PCR προϊόντων [338]. H τεχνική αυτή είναι 

πολύ ευέλικτη, γιατί μία χρωστική μπορεί να χρησιμοποιηθεί για δοκιμασίες σε 

διαφορετικά γονίδια. Επειδή οι χρωστικές αυτές δεν προσδένονται σε μία 

αλληλουχία με ειδικό τρόπο, αυτές οι δοκιμασίες είναι επιρρεπείς σε ψευδώς 

θετικά αποτελέσματα [339]. Γι’ αυτό το λόγο ακολουθεί συνήθως ανάλυσης της 

καμπύλης αποδιάταξης των προϊόντων της αντίδρασης όπου η ενίσχυση των 

επιθυμητών PCR προϊόντων διακρίνεται από την ενίσχυση μη-ειδικών προϊόντων 

και διμερών εκκινητών με μελέτη των κορυφών των καμπυλών τήξης [340]. 

Υπάρχει μία μεγάλη ποικιλία χρωστικών που προσδένονται στο dsDNA, όπως η 

SYBR Green I, η SYBR Gold, η Eva Green, η SYTO κά. H πιο συχνά 

χρησιμοποιούμενη χρωστική είναι η SYBR Green I, η οποία αποτελεί μία 

ασύμμετρη χρωστική κυανίνης που διεγείρεται με ακτινοβολία μήκους κύματος 497 

nm και εκπέμπει στα 520 nm. H SYBR Green I όταν βρίσκεται ελεύθερη σε 

διάλυμα δε φθορίζει [341].  
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Εικόνα 11. Δράση της SYBR Green I όταν προσδένεται στο δίκλωνο DNA [342] 

 

 

 Ιχνηθέτες υβριδοποίησης 

 Οι ιχνηθέτες υβριδοποίησης μπορούν να χρησιμοποιήσουν τέσσερα ή τρία 

ολιγονουκλεοτίδια. Η μέθοδος των τεσσάρων ολιγονουκλεοτιδίων αποτελείται από 

δύο PCR εκκινητές και δύο ιχνηθέτες ειδικούς για την αλληλουχία (ανωρροϊκός και 

κατωρροϊκός), οι οποίοι προσδένονται ο ένας δίπλα στον άλλον με μία διάταξη 

κεφαλής-ουράς. Ο ανωρροϊκός ιχνηθέτης είναι σημασμένος με μία χρωστική δέκτη 

στο 3ʹ άκρο, ενώ ο κατωρροϊκός ιχνηθέτης είναι σημασμένος με μία χρωστική 

δότη στο 5ʹ άκρο επιτρέποντας στα φθορισμοφόρα μόρια του δότη και του δέκτη 

να υπόκεινται μία αύξηση μεταφοράς ενέργειας φθορισμού (φαινόμενο FRET, 

Fluorescence Resonance Energy Transfer) όταν προσδεθούν [343, 344]. Η 

μέθοδος των τριών ολιγονουκλεοτιδίων είναι παρόμοια με εκείνη των τεσσάρων 

ολιγονουκλεοτιδίων με εξαίρεση ότι ο ανωρροϊκός PCR εκκινητής είναι 

σημασμένος με μία χρωστική δέκτη στο 3ʹ άκρο και έτσι αντικαθιστά τη λειτουργία 

του ενός ιχνηθέτη από αυτούς στη μέθοδο των τεσσάρων ολιγονουκλεοτιδίων. Και 

στις δύο περιπτώσεις ο κατωρροϊκός ιχνηθέτης μπορεί να σχεδιαστεί, ώστε να 

καλύπτει κάποιο σημείο μετάλλαξης και να διακρίνει γνωστά αλληλόμορφα, ενώ 

ταυτόχρονα να μπορεί να ανιχνεύει και νέα [345]. Τα αλληλόμορφα ταυτοποιούνται 

και διαφοροποιούνται μέσω της καμπύλης αποδιάταξης [343].  
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Εικόνα 12. Διαγραμματική απεικόνιση της δράσης των ιχνηθετών υβριδοποίησης [336] 

 

 Ανιχνευτές υδρόλυσης  

Οι ιχνηθέτες υδρόλυσης, χαρακτηριστικό παράδειγμα των οποίων αποτελούν 

οι ΤaqMan ανιχνευτές (TaqMan probes), εκπέμπουν φθορισμό κατά την υδρόλυση 

τους, για να ανιχνεύσουν τη συσσώρευση του προϊόντος της PCR. O ειδικός για 

την αλληλουχία ανιχνευτής είναι σημασμένος με μία χρωστική αναφοράς στο 5ʹ 

άκρο και μία χρωστική απόσβεσης στο 3ʹ άκρο, που επιτρέπει στον αποσβέστη 

να μειώνει την ένταση φθορισμού της χρωστικής αναφοράς μέσω του φαινομένου 

FRET όταν ο ιχνηθέτης είναι ανέπαφος [346, 347].  

Παρόλο που οι ανιχνευτές υδρόλυσης και οι ιχνηθέτες υβριδοποίησης 

βασίζονται στο φαινόμενο FRET, για να αλλάξουν την ένταση του εκπεμπόμενου 

φθορισμού, η μεταφορά ενέργειας δουλεύει με διαφορετικό τρόπο σε αυτές τις δύο 

χημείες. Το φαινόμενο FRET  μειώνει την ένταση φθορισμού στους ιχνηθέτες 

υδρόλυσης και αυξάνει την ένταση στους ιχνηθέτες υβριδοποίησης. Όταν ενωθεί 

με την συμπληρωματική αλληλουχία-στόχο ο προσδεδεμένος ανιχνευτής θα 

αποικοδομηθεί από την 5ʹ→3ʹ ενεργότητα εξωνουκλεάσης της DNA 

πολυμεράσης κατά το στάδιο επιμήκυνσης της PCR. Η αποικοδόμηση του 

ιχνηθέτη επιτρέπει το διαχωρισμό της χρωστικής αναφοράς από τη χρωστική του 

αποσβέστη με αποτέλεσμα την εκπομπή φθορισμού [347, 348]. 
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Εικόνα 13. Σχηματική απεικόνιση της δράσης των ιχνηθετών TaqMan στη real-time PCR 

[349] 

 

 

 Μοριακοί φάροι 

Οι μοριακοί φάροι (molecular beacons) είναι η πιο απλή κατηγορία ανιχνευτών 

με δομή φουρκέτας [350]. Αποτελούνται από μία περιοχή ειδική για μία αλληλουχία 

(περιοχή βρόχου), η οποία πλαισιώνεται από δύο ανεστραμμένες αλληλουχίες 

επαναλήψεις (Εικόνα 14). Οι χρωστικές αναφοράς και απόσβεσης είναι 

προσκολλημένες σε κάθε άκρο του μορίου μειώνοντας την εκπομπή φθορισμού 

μέσω απόσβεσης εξαιτίας στενής επαφής τους (φαινόμενο FRET), όταν ο φάρος 

βρίσκεται ελεύθερος σε διάλυμα. Όταν ο μοριακός φάρος προσδεθεί  στην 

αλληλουχία-στόχο ο αποσβέστης και η χρωστική αναφοράς διαχωρίζονται 

επιτρέποντας από τη χρωστική αναφοράς την εκπομπή φθορισμού. Οι ανιχνευτές 

με δομή φουρκέτας τείνουν να παρουσιάζουν μεγαλύτερη ειδικότητα από τους 
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γραμμικούς ανιχνευτές, καθώς το σύμπλοκο ιχνηθέτη-στόχου πρέπει να είναι 

θερμοδυναμικά πιο σταθερό από την ίδια τη δομή φουρκέτας [351].  

 

 

 

Εικόνα 14. Σχεδιάγραμμα απεικόνισης της δομής και λειτουργίας των μοριακών 

φάρων [342] 

 

 

 Ιχνηθέτες τύπου σκορπιού 

Oι ιχνηθέτες τύπου σκορπιού συνδυάζουν τον ειδικό ανιχνευτή με τον 

ανωρροϊκό PCR εκκινητή και αποτελούνται από ένα φθορισμοφόρο στο 5’ άκρο, 

που ακολουθείται από μία δομή φουρκέτας από συμπληρωματικές αλληλουχίες, 

μία ειδική αλληλουχία του ιχνηθέτη που περιέχεται στη δομή φουρκέτας, μία 

χρωστική απόσβεσης, έναν αναστολέα της DNA πολυμεράσης και έναν εκκινητή 

PCR στο 3ʹ άκρο [352]. Η αλληλουχία του ανιχνευτή που περιέχεται στη δομή 

φουρκέτας επιτρέπει στο σκορπιό να υβριδοποιηθεί στο υπόστρωμα-στόχο, 

γεγονός που διαχωρίζει τον αποσβέστη από το φθορισμοφόρο και έχει ως 

αποτέλεσμα την παραγωγή φθορισμού. Η παρουσία του αναστολέα είναι 

σημαντική, γιατί διαφορετικά θα επιτρεπόταν η μη ειδική αποδιάταξη της δομής 

φουρκέτας και συνεπώς η παραγωγή μη ειδικών προϊόντων. Οι ιχνηθέτες τύπου 

σκορπιού χαρακτηρίζονται από ειδικότητα στη διάκριση αλληλομόρφων και μπορεί 

να χρησιμοποιούνται σε αντιδράσεις πολλαπλής PCR [353]. 
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Εικόνα 15. Σχηματική απεικόνιση της δράσης των ιχνηθετών τύπου σκορπιού [352] 

 

 Sunrise εκκινητές 

Οι εκκινητές sunrise είναι παρόμοιοι με τους ιχνηθέτες μοριακούς φάρους, 

καθώς συνδυάζουν και τον εκκινητή της PCR και το μηχανισμό ανίχνευσης στο 

ίδιο μόριο [354]. Αυτοί οι ιχνηθέτες αποτελούνται από ένα διπλά σημασμένο 

(χρωστικές αναφοράς και απόσβεσης) βρόχο από δομή φουρκέτας στο 5ʹ άκρο, 

ενώ το 3ʹ άκρο υποδύεται τον εκκινητή της PCR. Όταν είναι ελεύθεροι η δομή 

φουρκέτας είναι ανέπαφη προκαλώντας στη χρωστική αναφοράς απόσβεση μέσω 

FRET. Μετά την ένταξη στο νεοσχηματισμένο προϊόν PCR τα μόρια αναφοράς και 

απόσβεσης είναι αρκετά μακριά, ώστε να παράγεται φθορισμός. 

 

 

Εικόνα 16. Σχηματική απεικόνιση της δράσης των sunrise εκκινητών [355] 
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 LUX fluorogenic primers 

Οι LUX (Light Upon Extention) εκκινητές είναι ιχνηθέτες σημασμένοι με ένα 

φθορισμοφόρο μόριο, λειτουργούν με αυτό-απόσβεση και είναι σχεδόν ταυτόσημοι 

με τους εκκινητές sunrise. Ωστόσο, αντί να χρησιμοποιούν μία χρωστική 

απόσβεσης, η δευτεροταγής δομή στο 3ʹ άκρο μειώνει το φθορισμό στην 

ελάχιστη ποσότητα [356]. Επειδή αυτή η χημεία ανίχνευσης δεν απαιτεί χρωστική 

απόσβεσης, είναι πολύ πιο οικονομική από τους διπλά σημασμένους ιχνηθέτες. 

Καθώς το σύστημα αυτό βασίζεται σε δύο μόνο ολιγονουκλεοτίδια η καμπύλη 

αποδιάταξης δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση μη ειδικών 

προιόντων ενίσχυσης όπως σε άλλα συστήματα. Για να εξασφαλισθεί η παρουσία 

έστω και ενός μόνο προιόντος PCR θα χρησιμοποιηθεί πήκτωμα αγαρόζης.  

 

Εικόνα 17. Διαγραμματική απεικόνιση της λειτουργίας των LUX εκκινητών [357]  

5.6.3. Real – Time PCR για cel-miR-39 

 

Το cel-miR-39 λειτουργεί στην αντίδραση ως ενδογενής μάρτυρας (control) 

στην έκφραση των hsa-miR-34a και hsa-miR-146a. Η αλληλουχία και τα 

χαρακτηριστικά των qPCR εκκινητών και TaqMan MGB-probe που 

χρησιμοποιήθηκαν για το cel-miR-39 παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα. 
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Πίνακας 5. Η αλληλουχία και τα χαρακτηριστικά των qPCR εκκινητών και MGB-probe για 

το cel-miR-39 

 

Όνομα Αλληλουχία (5ʹ – 3ʹ) 
Μήκος 

(bases) 
Tm (°C) GC (%) 

cel-miR-39 F  ACACTCCAGCTGGGTCACCGGGTGTAAATC 30 74,4 57 

Universal R  CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGC 24 70 63 

PCR amplicon (bp)    

cel-miR-39 

MGB probe 

(FAM-MGB) 

TTCAGTTGAGAACCCATG 

 

  

 

 

Το μίγμα της αντίδρασης για την ενίσχυση του spiked cel-miR-39 

αποτελείται από 5,0 μl 2X TaqMan mix (Kapa), 250 nM του cel-miR-39 F, 100 nΜ 

του universal R εκκινητή, 62,5 nM του cel-miR-39 MGB-probe, 0,5 μl cDNA και 

συμπληρώνεται με DEPC-H2O μέχρι 10 μl. Το θερμοκρασιακό πρωτόκολλο της 

αντίδρασης περιλαμβάνει ένα αρχικό στάδιο αποδιάταξης του υποστρώματος και 

ενεργοποίησης του ενζύμου στους 95 oC για 10 min, το οποίο ακολουθείται από 

45 κύκλους αποτελούμενοι από στάδιο αποδιάταξης στους  95 oC για 15 sec και το 

στάδιο υβριδοποίησης/ενίσχυσης στους 60 oC για 60 sec. Η αντίδραση 

πραγματοποιείται στον 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Κάθε 

δείγμα ελέγχεται εις διπλούν (dublicate reaction).  
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5.6.4. Real – Time PCR για miR-34a 

 

 Για το hsa-miR-34a χρησιμοποιήθηκαν συνολικά δύο F εκκινητές, o miR-

34a F και ο miR-34a F’ εκκινητής στα πλαίσια της διερεύνησης βελτιωμένης 

έκφρασης του συγκεκριμένου microRNA. Η αλληλουχία και τα χαρακτηριστικά των 

qPCR εκκινητών και TaqMan MGB-probe που χρησιμοποιήθηκαν για το hsa-miR-

34a παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα. 

 

Πίνακας 6. Η αλληλουχία και τα χαρακτηριστικά των qPCR εκκινητών και TaqMan 

MGB-probe για το miR-34a 

Όνομα Αλληλουχία (5ʹ – 3ʹ) 
Μήκος 

(bases) 
Tm (°C) GC (%) 

hsa-miR-34a F1  ACACTCCAGCTGGGTGGCAGTGTCTTAGCT 30 72,2 57 

hsa-miR-34a F2  ACACTCCAGCTGGGTGGCAGTGTCTTAGCTGG 32 76,7 59 

Universal R  CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGC 24 70 63 

PCR amplicon (bp)    

hsa-miR-34a 

MGB probe 

(FAM-MGB) 

TTCAGTTGAGACAACCAG    

 

 

Το μίγμα της αντίδρασης για την ενίσχυση του hsa-miR-34a αποτελείται 

από 5,0 μl 2X TaqMan mix (Kapa), 250 nM του hsa-miR-34a F, 100 nΜ του 

universal R εκκινητή, 62,5 nM του hsa-miR-34a MGB-probe, 0,5 μl cDNA και 

συμπληρώνεται με DEPC-H2O μέχρι 10 μl. Το θερμοκρασιακό πρωτόκολλο της 

αντίδρασης περιλαμβάνει ένα αρχικό στάδιο αποδιάταξης του υποστρώματος και 

ενεργοποίησης του ενζύμου στους 95 oC για 10 min, το οποίο ακολουθείται από 

45 κύκλους αποτελούμενοι από στάδιο αποδιάταξης στους  95 oC για 15 sec και το 

στάδιο υβριδοποίησης/ενίσχυσης στους 60 oC για 60 sec. Η αντίδραση 

πραγματοποιείται στον 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Κάθε 

δείγμα ελέγχεται εις διπλούν (dublicate reaction). 
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5.6.5. Real – Time PCR για miR-146a 
 

 Η αλληλουχία και τα χαρακτηριστικά των qPCR εκκινητών και TaqMan 

MGB-probe που χρησιμοποιήθηκαν για το hsa-miR-146a παρουσιάζονται στον 

παρακάτω πίνακα. 

 

Πίνακας 7. Η αλληλουχία και τα χαρακτηριστικά των qPCR εκκινητών και TaqMan 

MGB-probe για το miR-146a 

Όνομα Αλληλουχία (5ʹ – 3ʹ) 
Μήκος 

(bases) 
Tm (°C) GC (%) 

hsa-miR-146a F ACACTCCAGCTGGGTGAGAACTGAATTCCA 30 72,4 50 

Universal R  CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGC 24 70 63 

PCR amplicon (bp)    

hsa-miR-146a 

MGB probe 

(FAM-MGB) 

TTCAGTTGAGAACCCATG 

 

  

 
 

Το μίγμα της αντίδρασης για την ενίσχυση του hsa-miR-146a αποτελείται 

από 5,0 μl 2X TaqMan mix (Kapa), 250 nM του hsa-miR-146a F, 100 nΜ του 

universal R εκκινητή, 62,5 nM του hsa-miR-146a MGB-probe, 0,5 μl cDNA και 

συμπληρώνεται με DEPC-H2O μέχρι 10 μl. Το θερμοκρασιακό πρωτόκολλο της 

αντίδρασης περιλαμβάνει ένα αρχικό στάδιο αποδιάταξης του υποστρώματος και 

ενεργοποίησης του ενζύμου στους 95 oC για 10 min, το οποίο ακολουθείται από 

45 κύκλους αποτελούμενοι από στάδιο αποδιάταξης στους  95 oC για 15 sec και το 

στάδιο υβριδοποίησης/ενίσχυσης στους 60 oC για 60 sec. Η αντίδραση 

πραγματοποιείται στον 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Κάθε 

δείγμα ελέγχεται εις διπλούν (dublicate reaction). 
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5.7. ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΕΠΙΠΕΔΩΝ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΥΠΟ ΜΕΛΕΤΗ 

miRNAs ΜΕΣΩ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΣΧΕΤΙΚΗΣ ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗΣ 2-ΔΔCT 

 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία πραγματοποιήθηκε σχετική 

ποσοτικοποίηση των επιπέδων έκφρασης των υπό μελέτη γονιδίων και miRNAs 

με την μέθοδο σύγκρισης των CT, 2-ΔΔCT (Comperative CT method, 2-ΔΔCT). 

Για την ποσοτικοποίηση της έκφρασης των hsa-miR-34a και hsa-miR-146a 

μορίων στόχων, η καρκινική κυτταρική σειρά προστάτη DU145 χρησιμοποιήθηκε 

ως βαθμονομητής, ενώ ως μόριο αναφοράς, για την κανονικοποίηση των 

επιπέδων έκφρασης, το cel-miR-39. Κατά συνέπεια, οι μονάδες σχετικής 

ποσοτικοποίησης (Relative Quantification units/RQ units) για τα υπό εξέταση 

δείγματα, οι οποίες αποτελούν την τελική τιμή, εκφρασμένη σε αυθαίρετες 

μονάδες, των επιπέδων έκφρασης των υπό μελέτη miRNAs και οι οποίες 

χρησιμοποιούνται στη στατιστική ανάλυση, προκύπτουν από τον τύπο: 

 

RQ units, δείγματος = 2-ΔΔC
T, 

όπου ΔΔCT: 

 

ΔΔCT=ΔCT,δείγματος - ΔCT,DU145 = (CT
miRNA μελέτης - CT

cel-miR-39), δείγματος - 

(CT
miRNA μελέτης - CT

cel-miR-39),DU145,  

miRNA μελέτης: hsa-miR-34a και hsa-miR-146a 

 
 
 
6. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

 Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν 24 δείγματα ορού ασθενών με 

φαρμακοανθεκτική επιληψία και 24 δείγματα ορού ασθενών που δεν εμφανίζουν 

φαρμακοανθεκτική επιληψία. Επίσης, στο πλαίσιο της εργασίας 

χρησιμοποιήθηκαν για τους σκοπούς της ανάπτυξης και βελτιστοποίησης των 

μεθοδολογιών ποσοτικού προσδιορισμού miRNAs στον ορό μέσω real - time PCR 

οι ακόλουθες κυτταρικές σειρές: α. DU145, κυτταρική σειρά καρκίνου του 

προστάτη, β. BT-20, κυτταρική σειρά καρκίνου του μαστού, γ. AGS, κυτταρική 

σειρά καρκίνου του στομάχου και δ. DLD-1, κυτταρική σειρά καρκίνου του παχέος 
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εντέρου. Στα ανώτερα δείγματα πραγματοποιήθηκε απομόνωση ολικού RNA του 

ορού μέσω του αντιδραστηρίου ΤRI Reagent BD, το οποίο αποτελεί μία 

προσαρμογή της μεθόδου Chomczynski - Sacchi και εκχύλιση με τη βοήθεια 

χλωροφορμίου - ισοπροπανόλης.  

 

6.1. Εκτίμηση της ποιότητας και της συγκέντρωσης του απομονωμένου 

ολικού RNA 

 

 Η εκτίμηση της ποιότητας και της συγκέντρωσης του απομονωμένου ολικού 

RNA επιχειρήθηκε φασματοφωτομετρικά. Κατά την φασματοφωτομετρική 

ανάλυση, ο λόγος των απορροφήσεων του ολικού RNA στα 260nm και 280nm 

(A260/A280) αποτελεί το μέτρο της καθαρότητας του ολικού RNA από την παρουσία 

γενωμικού DNA και πρωτεϊνών. Λόγοι A260/A280 μεταξύ 1,6 - 2,0 δηλώνουν την 

απομόνωση ολικού RNA ελεύθερου DNA και πρωτεϊνών. Αντίθετα, λόγοι A260/A280 

<1,6 ή >2,0 δηλώνουν την παρουσία σημαντικής ποσότητας πρωτεϊνών ή DNA 

αντίστοιχα και κατ’ επέκταση την όχι καλή ποιότητα του απομονωμένου RNA. 

 Η φασματοφωτομετρική ανάλυση επιχειρήθηκε στα πρώτα δέκα (10) 

δείγματα της μελέτης, ωστόσο δεν επιτεύχθηκε η ανίχνευση του στα 260nm και 

280nm (αδυναμία δημιουργίας φάσματος) εξαιτίας της πολύ μικρής συγκέντρωσης 

του ολικού RNA σε δείγματα ορού. Για το λόγο αυτό, η φασματοφωτομετρική 

ανάλυση δεν πραγματοποιήθηκε στα επόμενα δείγματα της μελέτης. 

 Το αποτέλεσμα αυτό συμφωνεί με ήδη δημοσιευμένες μελέτες και 

προηγούμενα αποτελέσματα του εργαστηρίου μας, όπου καταλήγουν στην 

ιδιαίτερα χαμηλή συγκέντρωση ολικού RNA σε δείγματα ορού. 

 

6.2. Έλεγχος έκφρασης miR-34a και miR-146a σε κυτταρικές σειρές 

 

Αρχικά, πραγματοποιήθηκε η ανάπτυξη και βελτιστοποίηση των 

μεθοδολογιών προσδιορισμού των hsa-miR-34a και hsa-miR-146a στις τέσσερις 

κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη, DU145, BT-20, 

AGS και DLD-1. 
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6.2.1. Εφαρμογή single miR-specific reverse transcription (μονή miR-ειδικής 

αντίδρασης αντίστροφης μεταγραφής)  

 Τα δείγματα RNA των κυτταρικών σειρών είχαν εμβολιστεί (spiked) πριν την 

αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής με 100 fmol cel-miR-39. Στη συνέχεια, 

πραγματοποιήθηκε single miR-specific reverse transcription των cel-miR-39, hsa-

miR-34a και hsa-miR-146a με συγκέντρωση RT εκκινητή ίση με 100 nM ανά 

αντίδραση. Η συγκέντρωση των πρόσθιων (F) και ανάστροφων (R) εκκινητών της 

real - time qPCR αντίδρασης για κάθε μόριο στόχο ήταν 500 nM, ενώ των ειδικών 

TaqMan probes 125 nM. Στις εικόνες 17, 18 και 19 που ακολουθούν, 

παρουσιάζονται οι καμπύλες ενίσχυσης (καμπύλες φθορισμού) των μορίων 

στόχων στις τέσσερις κυτταρικές σειρές, καθώς και τα control δείγματα που 

χρησιμοποιήθηκαν.  

 

 

Εικόνα 18. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του hsa-miR-146a για τις 

κυτταρικές σειρές  DU145, ΒΤ-20, AGS και DLD-1. Επισημαίνονται και τα control δείγματα 

που χρησιμοποιήθηκαν. 
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Εικόνα 19. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του hsa-miR-34a για τις 

κυτταρικές σειρές  DU145, ΒΤ-20, AGS και DLD-1. Επισημαίνονται και τα control δείγματα 

που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

 

 

Εικόνα 20. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του cel-miR-39 για τις 

κυτταρικές σειρές  DU145, ΒΤ-20, AGS και DLD-1. Επισημαίνονται και τα control δείγματα 

που χρησιμοποιήθηκαν. 
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Παρατηρούμε την ικανοποιητική ενίσχυση των μορίων-στόχων cel-miR-39, 

hsa-miR-146a και hsa-miR-34a στις κυτταρικές σειρές της μελέτης μας. Το CT των 

NCrev.transc. δειγμάτων για το hsa-miR-146a είναι >36 αναδεικνύοντας την 

απουσία/μικρή ενίσχυση μη ειδικών προϊόντων από τη μεθοδολογία μας. Στην 

περίπτωση του hsa-miR-34a παρατηρείται σημαντική καμπύλη ενίσχυσης στο 

control NCrev.transc. <30 και απουσία καμπύλης ενίσχυσης στο control NCreal-time. Το 

αποτέλεσμα αυτό μας οδηγεί στο συμπέρασμα σημαντικής ενίσχυσης μη ειδικού 

προϊόντος κατά την μέθοδο προσδιορισμού του hsa-miR-34a. Η περίπτωση 

επιμόλυνσης αποκλείεται εξαιτίας της απουσίας καμπύλης ενίσχυσης στο control 

NCreal-time. Στην περίπτωση του cel-miR-39 παρατηρείται πως υπάρχει ενίσχυση 

και για τις τέσσερις κυτταρικές σειρές στα ίδια επίπεδα, όπως ήταν αναμενόμενο, 

αφού προστέθηκε στην ίδια ποσότητα το γονίδιο cel-miR-39 στα δείγματα ορού. 

 

6.2.2. Εφαρμογή multiple miR-specific reverse transcription (πολλαπλή miR-

ειδικής αντίδρασης αντίστροφής μεταγραφής) 

Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε έλεγχος απόδοσης της μεθοδολογίας 

προσδιορισμού των υπό μελέτη cel-miR-39, hsa-miR-34a και hsa-miR-146a με τη 

βοήθεια multiple miR-specific reverse transcription (πολλαπλή miR-ειδικής 

αντίδρασης αντίστροφης μεταγραφής). Η χρήση multiple reverse transcription 

(πολλαπλή αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής) μειώνει σημαντικά το κόστος της 

μεθόδου προσδιορισμού πολλαπλών miRNA στόχων στο ίδιο δείγμα, ενώ 

συγχρόνως ελαχιστοποιεί τον κίνδυνο σχετικών αποκλίσεων μεταξύ των miRNA 

μορίων στόχων από φαινόμενα αναστολής των αντιδράσεων ή/και τυχαία 

σφάλματα. 

 Τα δείγματα RNA των κυτταρικών σειρών είχαν εμβολιστεί (spiked) πριν την 

αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής με 100 fmol cel-miR-39. Στη συνέχεια, 

πραγματοποιήθηκε multiple miR-specific reverse transcription των cel-miR-39, 

hsa-miR-34a και hsa-miR-146a στην ίδια αντίδραση, με συγκέντρωση RT εκκινητή 

ίση με 100 nM για κάθε μόριο στόχο. Η συγκέντρωση των πρόσθιων (F) και 

ανάστροφων (R) εκκινητών της real - time qPCR αντίδρασης για κάθε μόριο στόχο 

ήταν 500 nM, ενώ των ειδικών TaqMan probes 125 nM. Στις ακόλουθες εικόνες 

παρουσιάζονται οι καμπύλες ενίσχυσης (καμπύλες φθορισμού) των μορίων 
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στόχων στις τέσσερις κυτταρικές σειρές, καθώς και τα control δείγματα που 

χρησιμοποιήθηκαν.       

 

Εικόνα 21. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του cel-miR-39 για τις 

κυτταρικές σειρές  DU145, ΒΤ-20, AGS και DLD-1. Επισημαίνονται και τα control δείγματα 

που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

 

 

Εικόνα 22. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του hsa-miR-146a για τις 

κυτταρικές σειρές  DU145, ΒΤ-20, AGS και DLD-1. Επισημαίνονται και τα control δείγματα 

που χρησιμοποιήθηκαν. 
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Εικόνα 23. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του hsa-miR-34a για τις 

κυτταρικές σειρές  DU145, ΒΤ-20, AGS και DLD-1. Επισημαίνονται και τα control δείγματα 

που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

Γενικότερα από τον έλεγχο των υπό μελέτη μορίων cel-miR-39, hsa-miR-

146a και hsa-miR-34a στις κυτταρικές σειρές της μελέτης μας, συμπεραίνουμε την 

ικανοποιητική ενίσχυση των ανώτερων μορίων-στόχων τόσο από την χρήση 

single- όσο και της multiple- miR-specific reverse transcription, καθώς και την 

απουσία φαινομένων αναστολής στις qPCR αντιδράσεις. Ωστόσο, ο έλεγχος των 

NCrev.transc. ανέδειξε την ενίσχυση μη ειδικών προϊόντων, ειδικά στην περίπτωση 

του hsa-miR-34a απαιτώντας την περαιτέρω βελτιστοποίηση των μεθόδων.   

 

6.2.3. Βελτιστοποίηση συγκέντρωσης miR-ειδικών RT εκκινητών για τον 

προσδιορισμό του miR-34a 

Στη συνέχεια, επιχειρήθηκε η βελτιστοποίηση της συγκέντρωσης των miR-

ειδικών RT εκκινητών στην αντίδραση αντίστροφής μεταγραφής με στόχο την 

μείωση παραγωγής μη ειδικού προϊόντος στη μεθοδολογία προσδιορισμού του 

hsa-miR-34a. 

Για το σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκε single miR-specific reverse 

transcription του hsa-miR-34a στις κυτταρικές σειρές DU145 και BT-20 με 

συγκεντρώσεις RT εκκινητών 200 nM, 50 nM, 20 nM και 10 nM ανά αντίδραση. Η 

συγκέντρωση του miR-34a ειδικού πρόσθιου (F) εκκινητή και του ανάστροφου (R) 

εκκινητή της real - time qPCR αντίδρασης ήταν 500 nM, ενώ του miR-34a ειδικού 
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TaqMan probe 125 nM. Στις εικόνες 23 – 26 που ακολουθούν παρουσιάζονται οι 

καμπύλες ενίσχυσης (καμπύλες φθορισμού) του hsa-miR-34a σε αυτές τις δύο 

κυτταρικές σειρές, καθώς και τα control δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

 

 

 

Εικόνα 24. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

την κυτταρική σειρά DU145. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών.  

 

 

Εικόνα 25. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

την κυτταρική σειρά ΒΤ-20. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών. 
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Εικόνα 26. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

τα control NCrev.transc.. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών. 

 

Παρατηρούμε αύξηση των CT στις DU145 και BT-20 κυτταρικές σειρές από 

την μειώση των συγκεντρώσεων των RT εκκινητών, όπως ήταν αναμενόμενο, 

ωστόσο λαμβάνονται ικανοποιητικές εικόνες των καμπυλών ενίσχυσης σε όλες τις 

συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν (200nM-10nM). Ο έλεγχος των NCrev.transc. 

ανέδειξε την ενίσχυση μη ειδικών προϊόντων κατά την μεθοδολογία 

προσδιορισμού του hsa-miR-34a, παρόλο που το σήμα τους μειώνεται, 

απαιτώντας περαιτέρω βελτιστοποίηση των μεθόδων. Η περίπτωση επιμόλυνσης 

αποκλείεται εξαιτίας της απουσίας καμπύλης ενίσχυσης στο control NCreal-time.  

 

6.2.4. Βελτιστοποίηση συγκέντρωσης miR-ειδικού MGB TaqMan probe για 

τον προσδιορισμό του miR-34a 

 Στη συνέχεια, επιχειρήθηκε η βελτιστοποίηση της συγκέντρωσης του miR-

ειδικού TaqMan probe στη real-time qPCR αντίδραση με στόχο τη μείωση 

παραγωγής μη ειδικού προϊόντος στη μεθοδολογία προσδιορισμού του hsa-miR-

34a. 

Αρχικά, πραγματοποιήθηκε single miR-specific reverse transcription για το 

hsa-miR-34a στις κυτταρικές σειρές DU145 και BT-20 με συγκεντρώσεις RT 

εκκινητών 200 nM, 50 nM, 20 nM και 10 nM ανά αντίδραση. Η συγκέντρωση του 

miR-34a-ειδικού πρόσθιου (F) εκκινητή και του ανάστροφου (R) εκκινητή της real - 

time qPCR αντίδρασης ήταν 500 nM. Στο πλαίσιο της βελτιστοποίησης της 
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συγκέντρωσης του miR-34a MGB TaqMan probe, χρησιμοποιήθηκε σε 

συγκέντρωση 62,5 nM και σε 31,25 nM σε κάθε αντίδραση. Στις εικόνες που 

ακολουθούν, παρουσιάζονται οι καμπύλες ενίσχυσης (καμπύλες φθορισμού) του 

hsa-miR-34a σε αυτές τις δύο κυτταρικές σειρές, καθώς και τα control δείγματα 

που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

Eικόνα 27. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

τις κυτταρικές σειρές DU145 και ΒΤ-20. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT 

εκκινητών, καθώς και των ειδικών TaqMan probes. 

 

Εικόνα 28. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

τις κυτταρικές σειρές DU145 και ΒΤ-20. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT 

εκκινητών, καθώς και των ειδικών TaqMan probes. 
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Εικόνα 29. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

τα control NCrev.transc.. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών και των 

ειδικών TaqMan probes. 

 

 

 

Εικόνα 30. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

τα control NCrev.transc.. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών και των 

ειδικών TaqMan probes. 

 

Παρατηρείται μικρή διαφοροποίηση της ενίσχυσης του hsa-miR-34a μεταξύ 

των δυο χρησιμοποιούμενων συγκεντρώσεων του miR-34a-ειδικού MGB probe 

στις δυο κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν (DU145 και BT-20). Ωστόσο, 

δεν παρατηρήθηκε σημαντική βελτίωση στο σχηματισμό του μη ειδικού προϊόντος 

κατά των προσδιορισμό του hsa-miR-34a, παρόλο που το σήμα του μειώνεται, 

απαιτώντας περαιτέρω βελτιστοποίηση των μεθόδων. Η περίπτωση επιμόλυνσης 

αποκλείεται εξαιτίας της απουσίας καμπύλης ενίσχυσης στο control NCreal-time. 
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6.2.5. Βελτιστοποίηση συγκέντρωσης του universal ανάστροφου R εκκινητή 

για τον προσδιορισμό του miR-34a 

 Στη συνέχεια, επιχειρήθηκε η βελτιστοποίηση της συγκέντρωσης του 

universal ανάστροφου R εκκινητή στη real-time qPCR αντίδραση με στόχο τη 

μείωση παραγωγής μη ειδικού προϊόντος στη μεθοδολογία προσδιορισμού του 

hsa-miR-34a. 

Στο πλαίσιο αυτό, πραγματοποιήθηκε single miR-specific reverse 

transcription μόνο για το hsa-miR-34a στις κυτταρικές σειρές DU145 και BT-20 με 

συγκεντρώσεις RT εκκινητών 20 nM και 10 nM ανά αντίδραση. Η επιλογή των 

ανώτερων συγκεντρώσεων του RT εκκινητή πραγματοποιήθηκε από την 

παρατήρηση της βελτίωσης/μείωσης του μη ειδικού σήματος από την μείωση της 

χρησιμοποιούμενης ποσότητας κατά την RT αντίδραση (βλ. 6.2.3. παραπάνω). Η 

συγκέντρωση του miR-34a ειδικού πρόσθιου (F) εκκινητή της real - time qPCR 

αντίδρασης ήταν 500 nM, και του miR-34a-ειδικού MGB probe 62,5 nM. Στο 

πλαίσιο της βελτιστοποίησης της ποσότητας του universal ανάστροφου (R) 

εκκινητή χρησιμοποιήθηκαν συγκεντρώσεις 500 nM, 250 nM και 100 nM ανά 

αντίδραση. Στις εικόνες 31- 35 που ακολουθούν παρουσιάζονται οι καμπύλες 

ενίσχυσης (καμπύλες φθορισμού) του hsa-miR-34a σε αυτές τις δύο κυτταρικές 

σειρές, καθώς και τα control δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

Eικόνα 31. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

την κυτταρική σειρά DU145. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, 

καθώς και των ανάστροφων (R) εκκινητών. 

 

 



79 

 

 

Εικόνα 32. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

την κυτταρική σειρά DU145. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, 

καθώς και των ανάστροφων (R) εκκινητών. 

 

 

Eικόνα 33. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

τα control NCrev.transc.. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς 

και των ανάστροφων (R) εκκινητών. 
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Εικόνα 34. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

τα control NCrev.transc.. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς 

και των ανάστροφων (R) εκκινητών. 

 

Από την ανώτερη διαδικασία βελτιστοποίησης παρατηρείται η πολύ μικρή 

διαφοροποίηση της ενίσχυσης του hsa-miR-34a μεταξύ των χρησιμοποιούμενων 

συγκεντρώσεων του ανάστροφου (R) εκκινητή στις δυο κυτταρικές σειρές που 

χρησιμοποιήθηκαν (DU145 και BT-20), επιβεβαιώνοντας την ικανότητα 

προσδιορισμού του hsa-miR-34a σε όλο το εύρος των χρησιμοποιούμενων 

συγκεντρώσεων (500nM-100nM). Παράλληλα, παρατηρούμε τη σημαντική μείωση 

της παραγωγής μη ειδικού προϊόντος από τη διαδοχική μείωση της ποσότητας του 

χρησιμοποιούμενου R εκκινητή, αναδεικνύοντας την ανάγκη χρήσης του σε μικρές 

συγκεντρώσεις. 

 

6.2.6. Βελτιστοποίηση συγκέντρωσης του πρόσθιου F εκκινητή για τον 

προσδιορισμό του miR-34a 

Στη συνέχεια, επιχειρήθηκε η βελτιστοποίηση της συγκέντρωσης του 

πρόσθιου F εκκινητή στη real-time qPCR αντίδραση με στόχο τη μείωση 

παραγωγής μη ειδικού προϊόντος στη μεθοδολογία προσδιορισμού του hsa-miR-

34a. 

Αρχικά, πραγματοποιήθηκε single miR-specific reverse transcription μόνο 

για το hsa-miR-34a στις κυτταρικές σειρές DU145 και BT-20 με συγκεντρώσεις RT 

εκκινητών 20 nM και 10 nM ανά αντίδραση. Στο πλαίσιο της βελτιστοποίησης της 

ποσότητας του πρόσθιου (F) εκκινητή της real - time qPCR αντίδρασης 
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χρησιμοποιήθηκαν συγκεντρώσεις 500 nM, 250 nM και 100 nM ανά αντίδραση. Η 

συγκέντρωση του universal ανάστροφου (R) εκκινητή ήταν 100 nM και του miR-

34a-ειδικού MGB probe 62,5 nM. Στις ακόλουθες εικόνες παρουσιάζονται οι 

καμπύλες ενίσχυσης (καμπύλες φθορισμού) του hsa-miR-34a σε αυτές τις δύο 

κυτταρικές σειρές, καθώς και τα control δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

Εικόνα 35. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

τις κυτταρικές σειρές DU145 και ΒΤ-20. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT 

εκκινητών, καθώς και των πρόσθιων (F) εκκινητών. 

 

Εικόνα 36. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

τις κυτταρικές σειρές DU145 και ΒΤ-20. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT 

εκκινητών, καθώς και των πρόσθιων (F) εκκινητών. 
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Εικόνα 37. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

τα control NCrev.transc.. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς 

και των πρόσθιων (F) εκκινητών. 

 

 

Εικόνα 38. Γραφική παράσταση της μεταβολής του εκπεμπόμενου φθορισμού σε 

συνάρτηση με τους κύκλους της Real – Time PCR κατά την ενίσχυση του hsa-miR-34a για 

τα control NCrev.transc.. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς 

και των πρόσθιων (F) εκκινητών. 

 

Από την ανώτερη διαδικασία βελτιστοποίησης παρατηρήθηκε ελάχιστη 

διαφοροποίηση της ενίσχυσης του hsa-miR-34a μεταξύ των χρησιμοποιούμενων 

συγκεντρώσεων του πρόσθιου  (F) εκκινητή της real - time qPCR αντίδρασης στις 
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δυο κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν (DU145 και BT-20), 

επιβεβαιώνοντας με αυτόν τον τρόπο την ικανότητα προσδιορισμού του miR-34a 

σε όλο το εύρος των χρησιμοποιούμενων συγκεντρώσεων (500nM-100nM). 

Παράλληλα, παρατηρούμε τη σημαντική μείωση της παραγωγής μη ειδικού 

προϊόντος από τη διαδοχική μείωση της ποσότητας του χρησιμοποιούμενου F 

εκκινητή, αναδεικνύοντας την ανάγκη χρήσης του σε μικρές συγκεντρώσεις. 

 

6.3. Έλεγχος έκφρασης miR-34a και miR-146a σε δείγματα ορού ασθενών με 

επιληψία 

  

 Στο σημείο αυτό, πραγματοποιήθηκε η ανάπτυξη και βελτιστοποίηση των 

μεθοδολογιών προσδιορισμού των hsa-miR-34a και hsa-miR-146a σε δείγματα 

ορού ασθενών με επιληψία (ανθεκτικών και μη ανθεκτικών στη 

φαρμακοθεραπεία), καθώς και της κυτταρικής σειράς DU145. 

 

6.3.1. Βελτιστοποίηση συγκέντρωσης stem-loop RT εκκινητή στην 

αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής 

Τα δείγματα RNA από τον ορό ασθενών με επιληψία είχαν εμβολιστεί 

(spiked) πριν την αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής με 100 fmol cel-miR-39. Στη 

συνέχεια, πραγματοποιήθηκε multiple miR-specific reverse transcription των cel-

miR-39, hsa-miR-34a και hsa-miR-146a και της κυτταρικής σειράς DU145. 

Ελέγχθηκε η μεθοδολογία τόσο από την χρήση συγκέντρωσης RT εκκινητών 20 

nM ανά αντίδραση όσο και 10 nM ανά αντίδραση. Η συγκέντρωση των πρόσθιων 

(F) εκκινητών της real - time qPCR αντίδρασης για κάθε μόριο στόχο ήταν 250 nM, 

των ανάστροφων (R) εκκινητών 100 nM και των ειδικών TaqMan probes 62,5 nM. 

Στις εικόνες 38 - 42 που ακολουθούν, παρουσιάζονται οι καμπύλες ενίσχυσης 

(καμπύλες φθορισμού) των μορίων στόχων σε δείγματα ορού ασθενών με 

επιληψία και την κυτταρική σειρά DU145, καθώς και τα control δείγματα που 

χρησιμοποιήθηκαν. 
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Εικόνα 39. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του cel-miR-39 για 

δείγματα ορού (167,190,117) ασθενών με επιληψία και για την κυτταρική σειρά DU145. 

Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς και τα control 

δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

 

Εικόνα 40. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του hsa-miR-146a για 

δείγματα ορού (167,190,117) ασθενών με επιληψία και για την κυτταρική σειρά DU145. 

Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς και τα control 

δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 
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Εικόνα 41. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του hsa-miR-146a για 

δείγματα ορού (167,190,117) ασθενών με επιληψία και για την κυτταρική σειρά DU145. 

Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς και τα control 

δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

 

 

 

Εικόνα 42. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του hsa-miR-34a για 

δείγματα ορού (167,190,117) ασθενών με επιληψία και για την κυτταρική σειρά DU145. 

Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς και τα control 

δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 
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Eικόνα 43. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του hsa-miR-34a για 

δείγματα ορού (167,190,117) ασθενών με επιληψία και για την κυτταρική σειρά DU145. 

Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς και τα control 

δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

Παρατηρούμε την ικανοποιητική ενίσχυση των μορίων-στόχων cel-miR-39, 

hsa-miR-146a και hsa-miR-34a σε όλα τα δείγματα ορού ασθενών με επιληψία της 

μελέτης μας. Παρατηρείται επίσης πολύ μικρή διαφορά των CT μεταξύ των 

δειγμάτων από την χρήση 20 nM και 10 nM miR-ειδικών RT εκκινητών, 

αναδεικνύοντας την ικανοποιητική απόδοση της μεθοδολογίας μας και στις δυο 

συγκεντρώσεις. Η ελάχιστη αύξηση του CT από την χρήση 10 nM RT εκκινητή σε 

σχέση με τα 20 nM είναι αναμενόμενη.  

Ειδικότερα, ικανοποιητική ενίσχυση του cel-miR-39 στο σύνολο των 

δειγμάτων μας επιβεβαιώνει την παρόμοια απόδοση απομόνωσης του ολικού 

RNA από τα δείγματα ορού, την παρόμοια απόδοση των RΤ και real-time qPCR 

αντιδράσεων μεταξύ των δειγμάτων και την απουσία αναστολέων των 

αντιδράσεων. Δεν παρατηρείται καμπύλη ενίσχυσης του cel-miR-39 στην 

κυτταρική σειρά DU145, όπως αναμενόταν, εφόσον δεν είχε εμβολιστεί (spiked) 

πριν την αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής με το εν λόγω miRNA.  

Σχετικά με τη μέθοδο προσδιορισμού του hsa-miR-146a, παρατηρούμε την 

ικανοποιητική ενίσχυση του hsa-miR-146a στο σύνολο των δειγμάτων ορού και 

την κυτταρική σειρα DU145. Επίσης, ο έλεγχος των NCrev.transc. δειγμάτων για το 

hsa-miR-146a ανέδειξε την απουσία μη ειδικών προϊόντων από τη μεθοδολογία 
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μας, επιτρέποντας την υιοθέτησή της για τον ποσοτικό προσδιορισμό του σε 

δείγματα ορού ασθενών με επιληψία.  

Σχετικά με το hsa-miR-34a παρατηρούνται καμπύλες ενίσχυσης στο σύνολο 

των ελεγχθέντων δειγμάτων, ωστόσο σε σχετικά μεγάλες τιμές CT αναδεικνύοντας 

είτε τη μικρή συγκέντρωσή του στον ορό των ασθενών είτε τη μη ικανοποιητική 

απόδοση της μεθοδολογίας προσδιορισμού μας. Ταυτόχρονα, παρατηρείται 

ενίσχυση και μη ειδικού προϊόντος από τον έλεγχο των NCrev.transc. δειγμάτων 

επιβεβαιώνοντας την περεταίρω βελτιστοποίηση της μεθοδολογίας. 

 

6.3.2. Έλεγχος επιπέδων miR-146a και miR-34a σε σημαντικό αριθμό 

δειγμάτων ορού ασθενών με επιληψία 

Διατηρώντας τη μεθοδολογία/πρωτόκολλο προσδιορισμού των cel-miR-39 

και hsa-miR-146a, όπως παρουσιάζεται παραπάνω, επιχειρήθηκε ο έλεγχος των 

cel-miR-39, hsa-miR-146a και hsa-miR-34a σε σύνολο 20 δειγμάτων ορού 

ασθενών με επιληψία, για την επιβεβαίωση της ικανοποιητικής 

απόδοσής/λειτουργίας του σε μεγαλύτερο αριθμό δειγμάτων. 

Στο σύνολο των δειγμάτων αυτών πραγματοποιήθηκε multiple miR-specific 

reverse transcription των cel-miR-39, hsa-miR-34a και hsa-miR-146a με 

συγκέντρωση RT εκκινητών 20 nM ανά αντίδραση. Η συγκέντρωση των πρόσθιων 

(F) εκκινητών της real - time qPCR αντίδρασης για κάθε μόριο στόχο ήταν 250 nM, 

των ανάστροφων (R) εκκινητών 100 nM και των ειδικών TaqMan probes 62,5 nM. 

Στις εικόνες που ακολουθούν, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα ελέγχου των υπό 

μελέτη miRNAs σε ενδεικτικό αριθμό δειγμάτων. 

 

Εικόνα 44. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του cel-miR-39 για 
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δείγματα ορού (174, 223, 11, 120 και 135) ασθενών με επιληψία και για την κυτταρική 

σειρά DU145. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς και τα 

control δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

 

Εικόνα 45. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του hsa-miR-146a για 

δείγματα ορού (174, 223, 11 και 120) ασθενών με επιληψία και για την κυτταρική σειρά 

DU145. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς και τα control 

δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

Εικόνα 46. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του hsa-miR-34a για 

δείγματα ορού (80, 174, 11, 120 και 135) ασθενών με επιληψία και για την κυτταρική σειρά 

DU145. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς και τα control 

δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

Από τον έλεγχο των ανώτερων δειγμάτων ορού επιβεβαιώνεται η 

ικανοποιητική απόδοση και ειδικότητα της μεθόδου μας για τον προσδιορισμό του 
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hsa-miR-146a μορίου στόχου και του cel-miR-39 μορίου αναφοράς σε δείγματα 

ορού ασθενών με επιληψία. Ενίσχυση τόσο του cel-miR-39 μορίου αναφοράς, όσο 

και του hsa-miR-146a μορίου στόχου παρατηρήθηκε στο σύνολο των υπό μελέτη 

δειγμάτων, ενώ ο έλεγχος των NCrev.transc. δειγμάτων ανέδειξε την απουσία μη 

ειδικών προϊόντων από τη μεθοδολογία μας. 

Ως προς το hsa-miR-34a, η ενίσχυσή του στο σύνολο των δειγμάτων μας 

πραγματοποιείται σε σχετικά μεγάλες τιμές CT και χωρίς σημαντική 

διαφοροποίηση μεταξύ των υπό μελέτη δειγμάτων. Ταυτόχρονα, από τον έλεγχο 

των NCrev.transc. δειγμάτων παρατηρείται σημαντική ενίσχυση μη ειδικών προϊόντων 

σε παρόμοια επίπεδα με την ενίσχυση του hsa-miR-34a στα δείγματα, 

αναδεικνύοντας την απουσία ειδικότητας στη μεθοδολογία μας. Για το λόγο αυτό 

αποφασίστηκε ο σχεδιασμός και η σύνθεση νέων miR-34a-ειδικών RT εκκινητών 

και πρόσθιου (F) εκκινητή της real - time qPCR αντίδρασης. 

 

6.3.3. Σχεδιασμός και έλεγχος ειδικότητας και απόδοσης νέου stem-loop RT 

εκκινητή για το miR-34a 

Σε πρώτο στάδιο σχεδιάστηκε και συντέθηκε νέος miR-34a specific stem-

loop RT εκκινητής (5’- 

CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACAACCAGCTA-3’), ο 

οποίος και χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό των επιπέδων του miR-34a σε 

δείγματα ορού. Ο νέος αυτός RT εκκινητής φέρει στο 3’-άκρο του τρία (3) επιπλέον 

συμπληρωματικά του miR-34a νουκλεοτίδια σε σχέση με τον αρχικό RT εκκινητή 

που είχε χρησιμοποιηθεί μέχρι τώρα. Ο σχεδιασμός αυτός επιχειρεί την αύξηση 

της miR-34a ειδικής αλληλουχίας του RT εκκινητή και με αυτό τον τρόπο την 

αύξηση της ειδικότητάς του για το miR-34a υπόστρωμα. 

Διατηρώντας τα πρωτόκολλα προσδιορισμού των cel-miR-39 και hsa-miR-

146a, όπως παρουσιάζεται παραπάνω, επιχειρήθηκε ο έλεγχος των cel-miR-39, 

hsa-miR-146a και hsa-miR-34a σε δείγματα ορού ασθενών με επιληψία που 

χρησιμοποιήθηκαν και στην προηγούμενη υποενότητα της εργασίας, με τη χρήση 

του νέου RT εκκινητή.      

Στο σύνολο των δειγμάτων αυτών πραγματοποιήθηκε multiple miR-specific 

reverse transcription των cel-miR-39, hsa-miR-34a και hsa-miR-146a με 

συγκέντρωση RT εκκινητών 20 nM ανά αντίδραση. Η συγκέντρωση των πρόσθιων 
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(F) εκκινητών της real - time qPCR αντίδρασης για κάθε μόριο στόχο ήταν 250 nM, 

των ανάστροφων (R) εκκινητών 100 nM και των ειδικών TaqMan probes 62,5 nM. 

Στις ακόλουθες εικόνες παρουσιάζονται οι καμπύλες ενίσχυσης (καμπύλες 

φθορισμού) των υπό μελέτη miRNAs στα δείγματα ορού ασθενών με επιληψία και 

την κυτταρική σειρά DU145, καθώς και τα control δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν 

για τον έλεγχο της απόδοσης και της ειδικότητας του νέου RT εκκινητή. 

 

 

Eικόνα 47. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του cel-miR-39 για 

δείγματα ορού (174, 223, 11, 120 και 135) ασθενών με επιληψία και για την κυτταρική 

σειρά DU145. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς και τα 

control δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 
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Εικόνα 48. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του hsa-miR-146a για 

δείγματα ορού (174, 223, 11, 120 και 135) ασθενών με επιληψία και για την κυτταρική 

σειρά DU145. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς και τα 

control δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

Εικόνα 49. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του hsa-miR-34a για 

δείγματα ορού (80, 174, 223, 120 και 135) ασθενών με επιληψία και για την κυτταρική 

σειρά DU145. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς και τα 

control δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

Από τον έλεγχο των ανώτερων δειγμάτων ορού επιβεβαιώνεται η 

ικανοποιητική απόδοση και ειδικότητα της μεθόδου μας για τον προσδιορισμό του 

hsa-miR-146a μορίου στόχου και του cel-miR-39 μορίου αναφοράς σε δείγματα 

ορού ασθενών με επιληψία. Ενίσχυση τόσο του cel-miR-39 μορίου αναφοράς, όσο 

και του hsa-miR-146a μορίου στόχου παρατηρήθηκε στο σύνολο των υπό μελέτη 
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δειγμάτων, ενώ ο έλεγχος των NCrev.transc. δειγμάτων ανέδειξε την απουσία μη 

ειδικών προϊόντων από τη μεθοδολογία μας. 

Η χρήση του νέου miR-34a specific stem-loop RT εκκινητή, δε βελτίωσε την 

εικόνα σχηματισμού μη ειδικών προϊόντων της μεθόδου προσδιορισμού τους, 

όπως φανερώνεται από τον έλεγχο των NCrev.transc. δειγμάτων του. Συγχρόνως, δεν 

παρατηρείται βελτίωση (μείωση) των τιμών CT των δειγμάτων ορού των 

ελεχθέντων ασθενών. Τα αποτελέσματα αυτά δεν επιτρέπουν τη χρήση του νέου 

RT εκκινητή στη μέθοδο προσδιορισμού του miR-34a. Για τη βελτίωση της 

παραγωγής μη ειδικού προϊόντος επιχειρήθηκε στην συνέχεια ο σχεδιασμός νέου 

πρόσθιου (F) εκκινητή της real - time qPCR αντίδρασης. 

 

6.3.4. Σχεδιασμός και έλεγχος ειδικότητας και απόδοσης νέου πρόσθιου F 

εκκινητή για το miR-34a 

Στη συνέχεια επιχειρήθηκε ο σχεδιασμός νέου πρόσθιου (F) εκκινητή της 

real - time qPCR αντίδρασης (5’-

ACACTCCAGCTGGGTGGCAGTGTCTTAGCTGG-3’), ο οποίος και 

χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό των επιπέδων του miR-34a. Ο νέος αυτός 

πρόσθιος (F) εκκινητής φέρει στο 3’-άκρο του δύο (2) επιπλέον συμπληρωματικά 

του miR-34a νουκλεοτίδια σε σχέση με τον αρχικό F εκκινητή που είχε 

χρησιμοποιηθεί μέχρι τώρα. Ο σχεδιασμός αυτός επιχειρεί την αύξηση της miR-

34a ειδικής αλληλουχίας του F εκκινητή και με αυτό τον τρόπο την αύξηση της 

ειδικότητάς του για το miR-34a υπόστρωμα. 

Διατηρώντας τo πρωτόκολλο προσδιορισμού των cel-miR-39 και hsa-miR-

146a, όπως παρουσιάζεται παραπάνω, πραγματοποιήθηκε ο έλεγχος των cel-

miR-39, hsa-miR-146a και hsa-miR-34a σε δείγματα ορού ασθενών με επιληψία 

με τη χρήση του νέου F εκκινητή στην qPCR αντίδραση. 

Στο σύνολο των δειγμάτων αυτών πραγματοποιήθηκε multiple miR-specific 

reverse transcription των cel-miR-39, hsa-miR-34a και hsa-miR-146a με 

συγκέντρωση RT εκκινητών 20 nM ανά αντίδραση. Η συγκέντρωση των πρόσθιων 

(F) εκκινητών της real - time qPCR αντίδρασης για κάθε μόριο στόχο ήταν 250 nM, 

των ανάστροφων (R) εκκινητών 100 nM και των ειδικών TaqMan probes 62,5 nM. 

Στις ακόλουθες εικόνες παρουσιάζονται τα αποτελέσματα ελέγχου των υπό μελέτη 
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miRNAs στα δείγματα ορού ασθενών με επιληψία και την κυτταρική σειρά DU145, 

καθώς και τα control δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν.  

 

Εικόνα 50. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του cel-miR-39 για 

δείγματα ορού (174, 223, 11, 120 και 135) ασθενών με επιληψία και για την κυτταρική 

σειρά DU145. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς και τα 

control δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

 

Εικόνα 51. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του hsa-miR-146a για 

δείγματα ορού (174, 223, 11 και 120) ασθενών με επιληψία και για την κυτταρική σειρά 

DU145. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς και τα control 

δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 
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Εικόνα 52. Γραφική παράσταση του εκπεμπόμενου φθορισμού σε συνάρτηση με τους 

κύκλους της Real – Time PCR αντίδρασης (καμπύλες ενίσχυσης) του hsa-miR-34a για 

δείγματα ορού (80, 174, 223, 120 και 135) ασθενών με επιληψία και για την κυτταρική 

σειρά DU145. Επισημαίνονται με βέλη οι συγκεντρώσεις των RT εκκινητών, καθώς και τα 

control δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

Παρατηρήθηκε η ικανοποιητική απόδοση και ειδικότητα της μεθόδου μας 

για τον προσδιορισμό του hsa-miR-146a μορίου στόχου και του cel-miR-39 μορίου 

αναφοράς σε δείγματα ορού ασθενών με επιληψία. Ενίσχυση τόσο του cel-miR-39 

μορίου αναφοράς, όσο και του hsa-miR-146a μορίου στόχου παρατηρήθηκε στο 

σύνολο των υπό μελέτη δειγμάτων, ενώ ο έλεγχος των NCrev.transc. δειγμάτων 

ανέδειξε την απουσία μη ειδικών προϊόντων από τη μεθοδολογία μας.  

Ως προς το hsa-miR-34a δεν παρατηρήθηκε καμπύλη ενίσχυσης στα 

δείγματα ορού της μελέτης μας αναδεικνύοντας έτσι ότι ο νέος πρόσθιος (F) 

εκκινητής της real - time qPCR αντίδρασης δεν αποδίδει στη συγκεκριμένη 

περίπτωση. 
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7. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
 Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η επιληψία αποτελεί μία από τις συχνότερες 

νευρολογικές διαταραχές παγκοσμίως. Οι περισσότερες προσπάθειες που 

βασίστηκαν στη στόχευση ενός γονιδίου με σκοπό τη διακοπή και την πρόληψη 

της επιληψίας, έπεσαν στο κενό. Σε αυτό το σημείο τα miRNAs αποτέλεσαν μία 

καλή εναλλακτική για διάφορους λόγους. Aτομικά miRNAs μπορούν να ρυθμίσουν 

πολλούς στόχους στο ίδιο κύτταρο και να επηρεάσουν περισσότερα από ένα 

μονοπάτια. Πράγματι, πάνω από το 60% των πρωτεϊνών αποτελούν 

προβλεπόμενους στόχους των miRNA [279]. Επίσης διάφορες παθολογικές 

διαδικασίες που διαδραματίζουν κεντρικό ρόλο στην επιληψία, όπως ο νευρωνικός 

θάνατος, η φλεγμονή και η γλοίωση βρίσκονται υπό τον έλεγχο των miRNAs [280]. 

Η επιληψία του κροταφικού λοβού (Temporal Lobe Epilepsy, ΤLE)  αποτελεί 

μία από τις πιο μελετημένες κατηγορίες επιληψίας. Η πιο κοινή μορφή της είναι η 

επιληψία μέσου κροταφικού λοβού (Mesial Temporal Lobe Epilepsy, MTLE) και 

πειραματικά δεδομένα έδειξαν ότι τα miRNAs πιθανόν να διαδραματίζουν 

σημαντικό ρυθμιστικό ρόλο σε μονοπάτια φλεγμονής στη MTLE [284, 285]. Σε 

ασθενείς με αυτόν τον τύπο επιληψίας έχoυν παρατηρηθεί σημαντικά αυξημένα 

επίπεδα έκφρασης του miR-146a [286, 287]. 

Τα miRNAs αποτελούν σημαντικούς ρυθμιστές του νευρωνικού θανάτου 

που επάγεται από επιληπτικές κρίσεις και είναι πολύ πιθανόν αυτά τα μικρά μόρια 

και να αποτελέσουν νέους θεραπευτικούς στόχους για την επιληψία. 

Συγκεκριμένα, πρόσφατα παρατηρήθηκε πως το miR-34a φαίνεται να παίζει ρόλο 

κλειδί στο μηχανισμό για την επαγωγή κρίσεων που επάγουν το θάνατο των 

νευρώνων [283, 296, 297]. Τα miRNAs εντοπίζονται σε ένα ευρύ φάσμα ιστών και 

εξωκυττάριων υγρών, όπως ο ορός και το πλάσμα του αίματος, το 

εγκεφαλονωτιαίο υγρό, τα δάκρυα, το σάλιο, τα ούρα και το αμνιακό υγρό [297, 

298]. Το γεγονός αυτό, σε συνδυασμό με το ότι είναι πολύ μικρά σταθερά μόρια τα 

καθιστούν πολύ καλούς βιοδείκτες για την επιληπτογένεση ή ακόμα και για την 

πρόγνωση της επιληψίας. Ειδικότερα, miRNAs που έχουν απομονωθεί από το 

αίμα έχει βρεθεί ότι μπορούν αξιοποιηθούν κλινικά ως νέοι βιοδείκτες της 

ασθένειας.  

 



96 

 

Στόχος της παρούσας εργασίας ήταν η ανάπτυξη και βελτιστοποίηση νέων 

μοριακών μεθοδολογιών προσδιορισμού των επιπέδων των hsa-miR-34a και hsa-

miR-146a σε δείγματα ορού ασθενών με επιληψία. Για τον σκοπό αυτό 

χρησιμοποιήθηκαν οι κυτταρικές σειρές: α. DU145, κυτταρική σειρά καρκίνου του 

προστάτη, β. BT-20, κυτταρική σειρά καρκίνου του μαστού, γ. AGS, κυτταρική 

σειρά καρκίνου του στομάχου και δ. DLD-1, κυτταρική σειρά καρκίνου του παχέος 

εντέρου, καθώς και 24 δείγματα ορού ασθενών με φαρμακοανθεκτική επιληψία και 

24 δείγματα ορού ασθενών που δεν εμφανίζουν φαρμακοανθεκτική επιληψία. 

Ταυτόχρονα, σχεδιάστηκαν και συντέθηκαν miRNA-ειδικοί stem-loop εκκινητές της 

αντίδρασης αντίστροφής μεταγραφής (miRNA-specific stem-loop RT primers), 

miRNA-ειδικοί πρόσθιοι (F) εκκινητές και universal ανάστροφου (R) εκκινητή της 

qPCR αντίδρασης, καθώς και miRNA-ειδικών TaqMan-MGB ανιχνευτών (TaqMan-

MGB probes). Τελικά επιχειρήθηκε η ανάπτυξη και βελτιστοποίηση νέων 

ευαίσθητων και επαναλήψιμων μοριακών μεθοδολογιών ποσοτικού 

προσδιορισμού των miRNA μορίων στόχων σε δείγματα ορού ασθενών με 

επιληψία.  

Αναλυτικότερα, στα ανώτερα δείγματα πραγματοποιήθηκε αρχικά 

απομόνωση ολικού RNA του ορού μέσω του αντιδραστηρίου ΤRI Reagent BD, το 

οποίο αποτελεί μία προσαρμογή της μεθόδου Chomczynski - Sacchi και εκχύλιση 

με τη βοήθεια χλωροφορμίου - ισοπροπανόλης. Ακολούθησε αντίδραση 

αντίστροφης μεταγραφής του RNA σε cDNA  με χρήση ειδικών για τα miRNA-

στόχους stem-loop εκκινητές (miRNA-specific primers), η οποία 

πραγματοποιήθηκε σε δύο φάσεις και τελικά πραγματοποιήθηκε ποσοτικοποίηση 

των cDNA μορίων με τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης σε 

πραγματικό χρόνο (Real – time PCR) με χρήση miRNA-ειδικών TaqMan-MGB 

ανιχνευτών (TaqMan-MGB probes). Ως ενδογενής μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε cel-

miR-39. Τα δείγματα RNA των κυτταρικών σειρών όπως και τα δείγματα RNA από 

τον ορό ασθενών με επιληψία είχαν εμβολιστεί (spiked) πριν την αντίδραση 

αντίστροφης μεταγραφής με συγκεκριμένη ποσότητα από το cel-miR-39.  

Πρώτα ελέγχθηκε η απόδοση της μεθοδολογίας μας με χρήση single miR-

specific reverse transcription (μονή miR-ειδικής αντίδρασης αντίστροφης 

μεταγραφής) και έπειτα με multiple miR-specific reverse transcription (πολλαπλή 

miR-ειδικής αντίδρασης αντίστροφης μεταγραφής) για τα cel-miR-39, hsa-miR-
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146a και hsa-miR-34a με ίδια συγκέντρωση RT εκκινητή για κάθε μόριο στόχο στις 

τέσσερις κυτταρικές σειρές της μελέτης μας. Παρατηρήθηκε η ικανοποιητική 

ενίσχυση των μορίων-στόχων μας, τόσο από τη χρήση της single- ,όσο και από 

της multiple- miR-specific reverse transcription, καθώς και η απουσία φαινομένων 

αναστολής στις qPCR αντιδράσεις. Στο hsa-miR-146a με CT >36 για τα NCrev.transc. 

δείγματα αναδεικνύει την απουσία/μικρή ενίσχυση μη ειδικών προϊόντων από τη 

μεθοδολογία μας. Για το cel-miR-39 παρατηρήθηκε ενίσχυση και για τις τέσσερις 

κυτταρικές σειρές στα ίδια επίπεδα, όπως αναμενόταν, αφού προστέθηκε στην ίδια 

ποσότητα το γονίδιο cel-miR-39 στα δείγματα ορού. Ωστόσο, ως πόρισμα από τον 

έλεγχο των NCrev.transc. αναδείχθηκε η ενίσχυση μη ειδικών προϊόντων στην 

περίπτωση του hsa-miR-34a απαιτώντας την περαιτέρω βελτιστοποίηση των 

μεθόδων.   

Προκειμένου λοιπόν να μειωθεί η παραγωγή του μη ειδικού προϊόντος στη 

μεθοδολογία προσδιορισμού του hsa-miR-34a ακολούθησε βελτιστοποίηση της 

συγκέντρωσης των miR-ειδικών RT εκκινητών στην αντίδραση αντίστροφης 

μεταγραφής. Χρησιμοποιήθηκαν συγκεντρώσεις RT εκκινητών 200 nM, 50 nM, 20 

nM και 10 nM ανά αντίδραση για το hsa-miR-34a στις κυτταρικές σειρές DU145 και 

BT-20. Παρατηρήθηκαν ικανοποιητικές εικόνες καμπυλών ενίσχυσης σε όλες τις 

συγκεντρώσεις. Ο έλεγχος των NCrev.transc. όμως, ανέδειξε και εδώ την ενίσχυση μη 

ειδικών προϊόντων κατά την μεθοδολογία προσδιορισμού του hsa-miR-34a, 

παρόλο που το σήμα τους μειώνεται, οδηγώντας μας στο συμπέρασμα ότι 

απαιτείται περαιτέρω βελτιστοποίηση των μεθόδων. 

Στη συνέχεια, επιχειρήθηκε η βελτιστοποίηση της συγκέντρωσης του miR-

34a-ειδικού TaqMan probe στη real-time qPCR αντίδραση. Ο miR-34a MGB 

TaqMan probe χρησιμοποιήθηκε σε συγκέντρωση 62,5 nM και σε 31,25 nM σε 

κάθε αντίδραση. Η διαφοροποίηση της ενίσχυσης του hsa-miR-34a μεταξύ των 

δυο χρησιμοποιούμενων συγκεντρώσεων του miR-34a-ειδικού MGB probe στις 

δυο κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν μικρή. Ωστόσο, δεν 

παρατηρήθηκε σημαντική βελτίωση στο σχηματισμό του μη ειδικού προϊόντος 

κατά τον προσδιορισμό του hsa-miR-34a, παρόλο που το σήμα του μειώνεται, 

απαιτώντας με αυτόν τον τρόπο περαιτέρω βελτιστοποίηση.  

Ακολούθησαν οι βελτιστοποιήσεις πρώτα της συγκέντρωσης του universal 

ανάστροφου R εκκινητή και έπειτα του πρόσθιου F εκκινητή στη real-time qPCR 
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αντίδραση, με στόχο τη μείωση παραγωγής μη ειδικού προϊόντος στη μεθοδολογία 

προσδιορισμού του hsa-miR-34a. Οι συγκεντρώσεις που χρησιμοποίηθηκαν για τη 

βελτιστοποίηση της ποσότητας του universal ανάστροφου (R) εκκινητή και του 

πρόσθιου (F) εκκινητή της real - time qPCR αντίδρασης ήταν 500 nM, 250 nM και 

100 nM ανά αντίδραση. Παρατηρήθηκε πολύ μικρή διαφοροποίηση της ενίσχυσης 

του hsa-miR-34a μεταξύ των δυο χρησιμοποιούμενων συγκεντρώσεων τόσο του 

ανάστροφου (R) εκκινητή όσο και πρόσθιου (F) εκκινητή στις δυο κυτταρικές 

σειρές που χρησιμοποιήθηκαν. Τα παραπάνω συμπεράσματα επιβεβαιώνουν την 

ικανότητα προσδιορισμού του hsa-miR-34a σε όλο το εύρος των 

χρησιμοποιούμενων συγκεντρώσεων. Επίσης ως προς την παραγωγή μη ειδικού 

προϊόντος παρατηρήθηκε σημαντική μείωσή του, λόγω της διαδοχικής μείωσης 

της ποσότητας των χρησιμοποιούμενων R και F εκκινητών. Ένα συμπέρασμα 

λοιπόν που μπορεί να διεξαχθεί σε αυτό το σημείο είναι η αναγκαία χρήση των εν 

λόγω εκκινητών της real - time qPCR αντίδρασης σε μικρές ποσότητες. 

 

Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε η ανάπτυξη και βελτιστοποίηση των 

μεθοδολογιών προσδιορισμού των hsa-miR-34a και hsa-miR-146a σε δείγματα 

ορού ασθενών με επιληψία (ανθεκτικών και μη ανθεκτικών στη 

φαρμακοθεραπεία), καθώς και της κυτταρικής σειράς DU145. Έγινε έλεγχος της 

μεθοδολογίας μας τόσο από τη χρήση συγκέντρωσης RT εκκινητών 20 nM ανά 

αντίδραση όσο και 10 nM ανά αντίδραση με χρήση multiple miR-specific reverse 

transcription (πολλαπλή miR-ειδικής αντίδρασης αντίστροφης μεταγραφής) για τα 

cel-miR-39, hsa-miR-34a και hsa-miR-146a και την κυτταρική σειρά DU145. 

Παρατηρήθηκε λοιπόν ικανοποιητική ενίσχυση των μορίων-στόχων σε όλα τα 

δείγματα ορού ασθενών με επιληψία της μελέτης μας. Η μικρή διαφορά των CT 

μεταξύ των δειγμάτων από τη χρήση 20 nM και 10 nM miR-ειδικών RT εκκινητών 

μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η μεθοδολογία μας και στις δυο συγκεντρώσεις 

παρουσιάζει ικανοποιητική απόδοση. Η ελάχιστη αύξηση του CT από την χρήση 10 

nM RT εκκινητή σε σχέση με τα 20 nM είναι αναμενόμενη.  

Πιο συγκεκριμένα, όσον αφορά στο cel-miR-39, η ικανοποιητική ενίσχυση 

του στο σύνολο των δειγμάτων μας, επιβεβαιώνει την παρόμοια απόδοση 

απομόνωσης του ολικού RNA από τα δείγματα ορού, την παρόμοια απόδοση των 
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RΤ και real-time qPCR αντιδράσεων μεταξύ των δειγμάτων και την απουσία 

αναστολέων των αντιδράσεων.  

Για το hsa-miR-146a, παρατηρήσαμε την ικανοποιητική ενίσχυσή του στο 

σύνολο των δειγμάτων ορού και την κυτταρική σειρα DU145. Ο έλεγχος των 

NCrev.transc. δειγμάτων για το hsa-miR-146a ανέδειξε την απουσία μη ειδικών 

προϊόντων από τη μεθοδολογία μας, επιτρέποντας την υιοθέτησή της για τον 

ποσοτικό προσδιορισμό του σε δείγματα ορού ασθενών με επιληψία.  

Όσον αφορά στο hsa-miR-34a παρατηρήθηκαν καμπύλες ενίσχυσης στο 

σύνολο των ελεγχθέντων δειγμάτων, ωστόσο σε σχετικά μεγάλες τιμές CT 

αναδεικνύοντας, είτε τη μικρή συγκέντρωσή του στον ορό των ασθενών, είτε τη μη 

ικανοποιητική απόδοση της μεθοδολογίας προσδιορισμού μας. Επίσης η ενίσχυση 

και μη ειδικού προϊόντος από τον έλεγχο των NCrev.transc. δειγμάτων μας οδηγεί στο 

συμπέρασμα ότι χρειάζεται η περαιτέρω βελτιστοποίηση της μεθοδολογίας. 

Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε ο έλεγχος των cel-miR-39, hsa-miR-146a 

και hsa-miR-34a σε σύνολο 20 δειγμάτων ορού ασθενών με επιληψία, για την 

επιβεβαίωση της ικανοποιητικής απόδοσής του σε μεγαλύτερο αριθμό δειγμάτων 

ακολουθώντας την ίδια μεθοδολογία προσδιορισμού με την προηγούμενη φορά 

για τα συγκεκριμένα microRNAs. Ο έλεγχος των δειγμάτων ορού επιβεβαίωσε την 

ικανοποιητική απόδοση και ειδικότητα της μεθόδου μας για τον προσδιορισμό του 

hsa-miR-146a μορίου στόχου και του cel-miR-39 μορίου αναφοράς σε δείγματα 

ορού ασθενών με επιληψία. Ενίσχυση τόσο του cel-miR-39 μορίου αναφοράς, όσο 

και του hsa-miR-146a μορίου στόχου παρατηρήθηκε στο σύνολο των υπό μελέτη 

δειγμάτων, ενώ ο έλεγχος των NCrev.transc. δειγμάτων ανέδειξε την απουσία μη 

ειδικών προϊόντων από τη μεθοδολογία μας. 

Ως προς το hsa-miR-34a, η ενίσχυσή του στο σύνολο των δειγμάτων μας 

πραγματοποιήθηκε σε σχετικά μεγάλες τιμές CT και χωρίς σημαντική 

διαφοροποίηση μεταξύ των υπό μελέτη δειγμάτων. Συγχρόνως, από τον έλεγχο 

των NCrev.transc. δειγμάτων παρατηρήσαμε σημαντική ενίσχυση μη ειδικών 

προϊόντων σε παρόμοια επίπεδα με την ενίσχυση του hsa-miR-34a στα δείγματα, 

αναδεικνύοντας την απουσία ειδικότητας στη μεθοδολογία μας. Για το λόγο αυτό 

αποφασίστηκε ο σχεδιασμός και η σύνθεση νέων miR-34a-ειδικών RT εκκινητών 

και πρόσθιου (F) εκκινητή της real - time qPCR αντίδρασης. 
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Για το σκοπό αυτό σχεδιάστηκε και συντέθηκε νέος miR-34a specific stem-

loop RT εκκινητής (5’- 

CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACAACCAGCTA-3’), ο 

οποίος και χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό των επιπέδων του miR-34a σε 

δείγματα ορού. Ο νέος αυτός RT εκκινητής φέρει στο 3’-άκρο του τρία (3) επιπλέον 

συμπληρωματικά του miR-34a νουκλεοτίδια σε σχέση με τον αρχικό RT εκκινητή 

που είχε χρησιμοποιηθεί τις προηγούμενες φορές. Ο σχεδιασμός αυτός επιχειρεί 

την αύξηση της miR-34a ειδικής αλληλουχίας του RT εκκινητή και με αυτό τον 

τρόπο την αύξηση της ειδικότητάς του για το miR-34a υπόστρωμα.  

Επιχειρήθηκε ο έλεγχος των cel-miR-39, hsa-miR-146a και hsa-miR-34a σε 

δείγματα ορού ασθενών με επιληψία που χρησιμοποιήθηκαν και στο προηγούμενο 

πείραμα, με τη χρήση του νέου RT εκκινητή. Από τον έλεγχο των δειγμάτων ορού 

επιβεβαιώθηκε η ικανοποιητική απόδοση και ειδικότητα της μεθόδου μας για τον 

προσδιορισμό του hsa-miR-146a μορίου στόχου και του cel-miR-39 μορίου 

αναφοράς σε δείγματα ορού ασθενών με επιληψία. Ενίσχυση τόσο του cel-miR-39 

μορίου αναφοράς, όσο και του hsa-miR-146a μορίου στόχου παρατηρήθηκε στο 

σύνολο των υπό μελέτη δειγμάτων, ενώ ο έλεγχος των NCrev.transc. δειγμάτων 

ανέδειξε την απουσία μη ειδικών προϊόντων από τη μεθοδολογία μας.  

Η χρήση του νέου miR-34a specific stem-loop RT εκκινητή, δε βελτίωσε την 

εικόνα σχηματισμού μη ειδικών προϊόντων της μεθόδου προσδιορισμού τους, 

όπως φάνηκε από τον έλεγχο των NCrev.transc. δειγμάτων του. Συγχρόνως, δεν 

παρατηρήθηκε μείωση των τιμών CT των δειγμάτων ορού των ελεχθέντων 

ασθενών. Συμπεραίνουμε λοιπόν από αυτά τα αποτελέσματα ότι ο νέος RT 

εκκινητής δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί στη μέθοδο προσδιορισμού του miR-34a. 

Για τη βελτίωση της παραγωγής μη ειδικού προϊόντος επιχειρήθηκε στη συνέχεια ο 

σχεδιασμός νέου πρόσθιου (F) εκκινητή της real - time qPCR αντίδρασης. 

Ο νέος αυτός πρόσθιος (F) εκκινητής φέρει στο 3’-άκρο του δύο (2) 

επιπλέον συμπληρωματικά του miR-34a νουκλεοτίδια σε σχέση με τον αρχικό F 

εκκινητή που είχε χρησιμοποιηθεί μέχρι τώρα. Με το σχεδιασμό αυτό θελήσαμε να 

αυξήσουμε τη miR-34a ειδική αλληλουχία του F εκκινητή και κατ’ επέκταση την 

αύξηση της ειδικότητάς του για το miR-34a υπόστρωμα. Η χρήση του νέου F 

εκκινητή στην qPCR αντίδραση ανέδειξε την ικανοποιητική απόδοση και ειδικότητα 

της μεθόδου μας για τον προσδιορισμό του hsa-miR-146a μορίου στόχου και του 
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cel-miR-39 μορίου αναφοράς σε δείγματα ορού ασθενών με επιληψία. Ενίσχυση 

τόσο του cel-miR-39 μορίου αναφοράς, όσο και του hsa-miR-146a μορίου στόχου 

παρατηρήθηκε στο σύνολο των υπό μελέτη δειγμάτων, ενώ από τον έλεγχο των 

NCrev.transc. δειγμάτων παρατηρήθηκε απουσία μη ειδικών προϊόντων από τη 

μεθοδολογία μας. Σχετικά με το hsa-miR-34a δεν παρατηρήθηκε καμπύλη 

ενίσχυσης στα δείγματα ορού της μελέτης μας. Συμπεραίνουμε λοιπόν, ότι ο νέος 

πρόσθιος (F) εκκινητής της real - time qPCR αντίδρασης δεν αποδίδει στη 

συγκεκριμένη περίπτωση. 

Εν κατακλείδι, τόσο από τα βιβλιογραφικά δεδομένα όσο και από τα 

αποτελέσματα της παρούσας έρευνας διαφαίνεται ότι το hsa-miR-146a εκφράζεται 

σε υψηλά επίπεδα σε ανθρώπινες καρκινικές σειρές, όπως και σε δείγματα ορού 

ασθενών με επιληψία (ανθεκτικών και μη ανθεκτικών στη φαρμακοθεραπεία). Οι 

βελτιστοποιήσεις που πραγματοποιήθηκαν έδωσαν ικανοποιητικές εικόνες για το 

συγκεκριμένο miRNA επιβεβαιώνοντας την ειδικότητα και την απόδοση των  

μεθοδολογιών προσδιορισμού που ακολουθήθηκαν. Αυτό δίνει τη δυνατότητα 

υιοθέτησής τους σε περιπτώσεις ποσοτικού προσδιορισμού του hsa-miR-146a είτε 

σε καρκινικές κυτταρικές σειρές είτε σε δείγματα ορού ασθενών με επιληψία.  

Από την άλλη το hsa-miR-34a δεν εκφράζεται ικανοποιητικά σε δείγματα 

ορού ασθενών με επιληψία (ανθεκτικών και μη ανθεκτικών στη 

φαρμακοθεραπεία). Το miRNA αυτό σε όσες περιπτώσεις βελτιστοποιήσεων 

επιχειρήθηκαν δεν απέδωσε. H ανάπτυξη των μοριακών μεθοδολογιών 

προσδιορισμού των hsa-miR-34a και hsa-miR-146a σε δείγματα ορού ασθενών με 

επιληψία που ακολουθήθηκε στην παρούσα εργασία θα μπορούσε να 

βελτιστοποιηθεί, ώστε να εφαρμοστεί για τη διερεύνηση της έκφρασης των 

επιπέδων των συγκεκριμένων μορίων στόχων και σε άλλα υγρά (πλάσμα αίματος, 

ούρα). Απομένει να διεξαχθεί μεταγενέστερη μελέτη με μεγαλύτερο αριθμό 

ασθενών και τη χρήση μαρτύρων που θα επιτρέπει τη στατιστική ανάλυση των 

αποτελεσμάτων για τα miRNAs που μελετήθηκαν. Επίσης μένει να απαντηθεί κατά 

πόσο αυτά τα μόρια μπορούν να συμβάλλουν στη βελτιστοποίηση της πρόγνωσης 

της επιληψίας. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 

Η επιληψία ορίζεται ως η διαταραχή του εγκεφάλου που χαρακτηρίζεται 

από τη διαρκή προδιάθεση για την εμφάνιση επιληπτικών κρίσεων και από τις 

νευροβιολογικές, γνωστικές, ψυχολογικές και κοινωνικές συνέπειες αυτής της 

κατάστασης, σύμφωνα με τη Διεθνή Ένωση κατά της Επιληψίας (International 

League Against Epilepsy - ΙLAE) το 2005. Πρόσφατα ωστόσο (ΙLAE 2014), 

διατυπώθηκε και ένας δεύτερος ορισμός με βάση τον οποίο επιληψία είναι η 

ασθένεια του εγκεφάλου, η οποία ορίζεται από οποιαδήποτε από τις ακόλουθες 

συνθήκες: i) ιστορικό δύο τουλάχιστον επεισοδίων σπασμών με περισσότερες από 

24 ώρες διαφορά μεταξύ τους, ii) ένα απρόκλητο επεισόδιο σπασμών και η 

πιθανότητα περαιτέρω επεισοδίων με τον κίνδυνο επανεμφάνισης να αγγίζει 

τουλάχιστον το 60% μετά από δύο απρόκλητα επεισόδια σπασμών, που μπορεί 

να συμβούν μέσα στα επόμενα 10 χρόνια και iii) διάγνωση ενός επιληπτικού 

συνδρόμου. Η επιληψία αποτελεί μία από τις παλαιότερες καταστάσεις που έχει 

γνωρίσει η ανθρωπότητα, η οποία επηρεάζει άτομα όλων των ηλικιών. 

Υπολογίζεται ότι περίπου 50.000.000 άτομα παγκοσμίως έχουν διαγνωσθεί με 

επιληψία με συχνότητα εμφάνισης 24-53/100.000 σε άτομα στις αναπτυγμένες 

χώρες, αποτελώντας έτσι μία από τις πιο κοινές νευρολογικές διαταραχές σε 

παγκόσμιο επίπεδο. 

 Τα miRNAs είναι μία κατηγορία μικρών μη κωδικών μορίων, τα οποία 

ρυθμίζουν τη γονιδιακή έκφραση εμποδίζοντας τη διαδικασία της πρωτεϊνικής 

έκφρασης και κατ’ επέκταση της μετάφρασης κυρίως με την πρόσδεσή τους στην 

3’ αμετάφραστη περιοχή του mRNA στόχου.  Η απορρύθμισή τους έχει συνδεθεί 

με ένα μεγάλο αριθμό σημαντικών ασθενειών στον ανθρώπινο οργανισμό, 

ανάμεσα στις οποίες συγκαταλέγεται και η επιληψία. Τα miRNAs εκφράζονται σε 

μεγάλο βαθμό στον ανθρώπινο εγκέφαλο σε σχέση με άλλα όργανα. Έχουν 
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παρατηρηθεί αλλαγές στα επίπεδα των miRNAs του εγκεφάλου μετά από 

παρατεταμένη επιληπτική κρίση (SE) σε πειραματικά μοντέλα. Παθολογικές 

διαδικασίες που διαδραματίζουν κεντρικό ρόλο στην επιληψία, όπως ο νευρωνικός 

θάνατος, η φλεγμονή και η γλοίωση βρίσκονται υπό τον έλεγχο των miRNAs. 

Εντοπίζονται σε ένα ευρύ φάσμα ιστών και εξωκυττάριων υγρών, όπως ο ορός και 

το πλάσμα του αίματος και έτσι μπορούν να αξιοποιηθούν κλινικά ως νέοι 

βιοδείκτες για την επιληπτογένεση ή ακόμα και για την πρόγνωση της επιληψίας. 

 Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε ανάπτυξη και βελτιστοποίηση 

νέων μοριακών μεθοδολογιών προσδιορισμού των επιπέδων των hsa-miR-34a και 

hsa-miR-146a σε δείγματα ορού ασθενών με επιληψία. Χρησιμοποιήθηκαν για το 

λόγο αυτό οι καρκινικές κυτταρικές σειρές DU145, BT-20, AGS και DLD-1, καθώς 

και 24 δείγματα ορού ασθενών με φαρμακοανθεκτική επιληψία και 24 δείγματα 

ορού ασθενών που δεν εμφανίζουν φαρμακοανθεκτική επιληψία. Το πειραματικό 

πρωτόκολλο περιλαμβάνει την απομόνωση ολικού RNA, την αντίδραση 

αντίστροφης μεταγραφής (Reverse Transcription/RT) του RNA σε cDNA με χρήση 

ειδικών για τα miRNA-στόχους stem-loop εκκινητές (miRNA-specific primers) και  

ποσοτικοποίηση των cDNA μορίων με τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο (qReal – time PCR) με χρήση miRNA-ειδικών 

TaqMan-MGB ανιχνευτών (TaqMan-MGB probes). Ως ενδογενής μάρτυρας 

χρησιμοποιήθηκε cel-miR-39. 

Ο έλεγχος της απόδοσης της μεθοδολογίας μας πραγματοποιήθηκε αρχικά 

με εφαρμογή single miR-specific reverse transcription (μονή miR-ειδικής 

αντίδρασης αντίστροφης μεταγραφής) και έπειτα με multiple miR-specific reverse 

transcription (πολλαπλή miR-ειδικής αντίδρασης αντίστροφης μεταγραφής) για τα 

cel-miR-39, hsa-miR-146a και hsa-miR-34a στις τέσσερις κυτταρικές σειρές της 

μελέτης μας. Παρατηρήθηκε ικανοποιητική ενίσχυση των μορίων-στόχων μας, 

τόσο από τη χρήση της single- ,όσο και από της multiple- miR-specific reverse 

transcription, όπως και η απουσία φαινομένων αναστολής στις qPCR αντιδράσεις. 

Ωστόσο, ο έλεγχος των NCrev.transc. ανέδειξε την ενίσχυση μη ειδικών προϊόντων, 

ειδικά στην περίπτωση του hsa-miR-34a απαιτώντας την περαιτέρω 

βελτιστοποίηση των μεθόδων.  

Για τη μείωση της παραγωγής του μη ειδικού προϊόντος στη μεθοδολογία 

προσδιορισμού του hsa-miR-34a ακολούθησε βελτιστοποίηση της συγκέντρωσης 
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των miR-ειδικών RT εκκινητών στην αντίδραση αντίστροφης μεταγραφή και οι 

εικόνες των καμπυλών ενίσχυσης σε όλες τις συγκεντρώσεις που 

χρησιμοποιήθηκαν (200nM-10nM) ήταν ικανοποιητικές. Εντούτοις ο έλεγχος των 

NCrev.transc. ανέδειξε και εδώ την ενίσχυση μη ειδικών προϊόντων κατά την 

μεθοδολογία προσδιορισμού του hsa-miR-34a οδηγώντας μας στο συμπέρασμα 

ότι απαιτείται περαιτέρω βελτιστοποίηση των μεθόδων. 

Ακολούθησαν λοιπόν βελτιστοποιήσεις πρώτα της συγκέντρωσης του 

universal ανάστροφου R εκκινητή και έπειτα του πρόσθιου F εκκινητή στη real-

time qPCR αντίδραση, με στόχο τη μείωση παραγωγής μη ειδικού προϊόντος στη 

μεθοδολογία προσδιορισμού του hsa-miR-34a. Και στις δύο περιπτώσεις 

επιβεβαιώθηκε η ικανότητα προσδιορισμού του hsa-miR-34a σε όλο το εύρος των 

χρησιμοποιούμενων συγκεντρώσεων, ενώ ως προς την παραγωγή μη ειδικού 

προϊόντος παρατηρήθηκε σημαντική μείωσή του.  

Ο έλεγχος της απόδοσης της μεθοδολογίας μας συνεχίστηκε για τα 

δείγματα ορού ασθενών με επιληψία και την κυτταρική σειρα DU145, με εφαρμογή 

multiple miR-specific reverse transcription (πολλαπλή miR-ειδικής αντίδρασης 

αντίστροφης μεταγραφής και χρήση συγκέντρωσης RT εκκινητών 20 nM ανά 

αντίδραση όσο και 10 nM ανά αντίδραση για τα cel-miR-39, hsa-miR-146a και hsa-

miR-34a. Η απόδοση της μεθόδου μας ήταν ικανοποιητική και για τις δύο 

συγκεντρώσεις. Για το hsa-miR-146a, παρατηρήσαμε την ικανοποιητική ενίσχυση 

του hsa-miR-146a στο σύνολο των δειγμάτων ορού και την κυτταρική σειρα 

DU145, ενώ για το hsa-miR-34a παρατηρήθηκαν καμπύλες ενίσχυσης στο σύνολο 

των ελεγχθέντων δειγμάτων σε σχετικά μεγάλες τιμές CT αναδεικνύοντας, είτε τη 

μικρή συγκέντρωσή του στον ορό των ασθενών, είτε τη μη ικανοποιητική απόδοση 

της μεθοδολογίας προσδιορισμού μας. Ο έλεγχος των NCrev.transc. δειγμάτων μας, 

ανέδειξε την ενίσχυση και μη ειδικού προϊόντος και επομένως την ανάγκη για 

περαιτέρω βελτιστοποίηση.  

Μετά από τον έλεγχο της μεθοδολογίας μας σε σύνολο 20 δειγμάτων ορού 

ασθενών με επιληψία επιβεβαιώθηκε η ικανοποιητική απόδοσή του σε μεγαλύτερο 

αριθμό δειγμάτων ακολουθώντας την ίδια μεθοδολογία προσδιορισμού με πριν. 

‘Όμως η σημαντική ενίσχυση μη ειδικών προϊόντων σε παρόμοια επίπεδα με την 

ενίσχυση του hsa-miR-34a στα δείγματα, ανέδειξε την απουσία ειδικότητας στη 

μεθοδολογία μας και γι’ αυτό αποφασίστηκε ο σχεδιασμός και η σύνθεση νέων 
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miR-34a-ειδικών stem-loop RT εκκινητών και πρόσθιου (F) εκκινητή της real - time 

qPCR αντίδρασης. Ο νέος miR-34a-ειδικός stem-loop RT εκκινητής δε βελτίωσε 

την εικόνα σχηματισμού μη ειδικών προϊόντων της μεθόδου, όπως φάνηκε από 

τον έλεγχο των NCrev.transc. δειγμάτων του. Με το νέο πρόσθιο (F) εκκινητή για το 

hsa-miR-34a δεν παρατηρήθηκε καμπύλη ενίσχυσης στα δείγματα ορού της 

μελέτης μας και έτσι συμπεραίνουμε ότι δεν αποδίδει στη συγκεκριμένη 

περίπτωση. 

Συνοπτικά, αναπτύξαμε κι επικυρώσαμε τη μεθοδολογία για την 

ποσοτικοποίηση του hsa-miR-146a σε δείγματα ορού ασθενών με επιληψία, 

χρησιμοποιώντας το cel-miR-39 ως γονίδιο αναφοράς για σκοπούς 

κανονικοποίησης. Η ανάπτυξη ειδικής μεθόδου προσδιορισμού για το hsa-miR-

34a δεν ήταν ικανοποιητική. Απαιτούνται μελλοντικές μελέτες με μεγαλύτερο 

αριθμό ασθενών, ώστε να βελτιωθεί η εγκυρότητα για την έκφρασή του σε 

δείγματα ορού ασθενών με επιληψία. 
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ABSTRACT 
 
 Epilepsy is a disorder of the brain characterized by an enduring 

predisposition to generate epileptic seizures and by the neurobiologic, cognitive, 

psychological and social consequences of this condition as it was defined by the 

International League Against Epilepsy (ILAE) in 2005. Recently though (ILAE 

2014) epilepsy is also considered as a disease of the brain defined by any of the 

following conditions: i) at least two unprovoked (or reflex) seizures occurring >24 h 

apart, ii) one unprovoked (or reflex) seizure and a probability of further seizures 

similar to the general recurrence risk (at least 60%) after two unprovoked seizures, 

occurring over the next 10 years and iii) diagnosis of an epilepsy syndrome. 

Epilepsy is one of the oldest conditions in humanity which affects individuals of all 

ages. It has been reported that approximately 50,000,000 people worldwide have 

epilepsy, with an incidence of 24-53/100,000 in developed regions, making it one 

of the most common neurological diseases globally. 

  MicroRNAs (miRNAs) is a class of small non-coding RNA which regulates 

gene expression by preventing the process of protein expression as they bind to 

the 3’-UTR of the mRNA target.  Α dysregulation in their expression has been 

linked to a number of clinically important diseases including epilepsy. MiRNAs are 

highly expressed in human brain relatively to other organs. Changes to brain 

miRNA levels following prolonged seizures (status epilepticus) in animal models is 

a fact. Pathogenic situations which have main role in epilepsy such as neuronal 

death, inflammation and gliosis are under miRNAs’ control. They exist in a wide 

range of tissues and extracellular body fluids including serum and blood plasma 

and so they can be used for clinical purpsose as new biomarkers for 

epileptogenesis or even for the prognosis of epilepsy. 

 In the present study the development and optimization of new molecular 

assay methods for hsa-miR-34a and hsa-miR-146a levels in serum of patients with 
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epilepsy has been performed. For this purpose we used tumor cell lines DU145, 

BT-20, AGS and DLD-1, as well as 24 serum samples from patients with drug-

resistant epilepsy and 24 serum samples from patients with no drug-resistant 

epilepsy. The experiment protocol involved the isolation of total RNA, the reverse 

transcription of RNA to cDNA using miRNA-specific stem-loop RT primers and 

quantitation of cDNA with quantitative real time PCR (qPCR), using TaqMan-MGB 

probes. The cel-miR-39 was used as endogenous control. 

 The efficacy control of our method was conducted initially by perfoming 

single miR-specific reverse transcription and then by multiple miR-specific reverse 

transcription for cel-miR-39, hsa-miR-146a and hsa-miR-34a in all four cell lines of 

our study. It was observed satisfactory amplification of our target-molecules either 

the use of single- or multiple-miR-specific reverse transcription. However, negative 

control samples revealed the enhancement of non-specific products, specially in 

hsa-miR-34a requiring further optimization of the method. 

 Aiming the reduction of non-specific product in hsa-miR-34a assay method 

we conducted optimization of the miR-specific primers concentration in reverse 

transcription reactions. The amplification curves for the total of the concentration 

that have been used were satisfactory. Yet negative control samples showed once 

more the enhancement of non specific products for hsa-miR-34a, requiring further 

optimization of the method. 

Therefore more optimizations were performed initially for the concentration 

of the universal R primer and then for the forward primer of the qPCR reaction, 

aiming to the reduction of non specific product in hsa-miR-34a assay method. In 

both cases the ability of the assay for hsa-miR-34a was confirmed in the total 

range of the used concentrations, while a significant reduction for the non specific 

product was observed. 

The efficacy control of our method was evaluated also in serum samples 

from patients with epilepsy and for the cell line DU145, using multiple miR-specific 

RT for cel-miR-39, hsa-miR-146a και hsa-miR-34a. The efficacy of our method 

was satisfactory all the concentrations tested. More precisely, hsa-miR-146a it was 

observed satisfactory amplification in the vast majority of the serum samples 

tested as well as for the cell line DU145.  
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After testing our method in 20 serum samples from patients with epilepsy, a 

satisfactory efficicacy in samples tested following the same assay method was 

confirmed. However, the significant amplification of non-specific products in similar 

amplification levels with hsa-miR-34a in samples, indicated the lack of specificity in 

our assay method and therefore we decided the design of novel miR-34a-specific 

stem-loop RT primer and forward qPCR prime. The use of the new miR-34a 

specific stem-loop RT primer did not resulted to the reduction of non-specific 

product accumulation, while the use of the new forward qPCR hsa-miR-34a primer 

did not produce suitable amplification curves. 

In summary, we have developed and validated the methodology for the 

quantification of hsa-miR-146a in serum samples from patients with epilepsy, 

using cel-miR-39 as endogenous reference gene for normalization purposes. The 

development of miR-34a specific assay was not satisfactory. Further studies using 

larger number of patients are required, in order to improve validity for its 

expression in serum samples from patients with epilepsy. 
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