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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Η καλµοδουλίνη (CaM) αποτελεί σηµαντικό ρυθµιστή (αναστολέα) του καρδιακού 

υποδοχέα ρυανοδίνης τύπου-2 (RyR2) που δρα ως δίαυλος απελευθέρωσης Ca2+ από το 

ΣΔ, διαδραµατίζοντας κύριο ρόλο στον µηχανισµό της σύζευξης διέγερσης-συστολής. 

Παρόλο που ο µηχανισµός αλληλεπίδρασης CaM/RyR2 δεν είναι πλήρως γνωστός, είναι 

κοινώς αποδεκτό ότι η κύρια περιοχή πρόσδεσης της CaM στον RyR2 αντιστοιχεί στην 

αµινοξική αλληλουχία 3583-3603, ενώ σειρά δεδοµένων υποδεικνύει τη συµµετοχή και 

άλλων περιοχών του RyR2 στην πρόσδεση της CaM. Από την άλλη πλευρά, 

µεταλλαγµένες µορφές της CaM, µε πιθανόν πληµµελή ικανότητα ρύθµισης του RyR2, 

εντοπίστηκαν πρόσφατα σε ασθενείς µε καρδιακή δυσλειτουργία. Σκοπός της παρούσας 

διατριβής ήταν αφενός η µελέτη του µηχανισµού αλληλεπίδρασης της αγρίου τύπου CaM 

(CaMWT) µε τον RyR2 και αφετέρου η µελέτη της αλληλεπίδρασης µεταλλαγµένων µορφών 

της CaM µε τον RyR2. Για τη µελέτη της αλληλεπίδρασης CaMWT/RyR2 έγινε σύνθεση 

οκτώ πεπτιδικών τµηµάτων του RyR2 καθώς και παραγώγων τους. Τα πεπτίδια 

αξιοποιήθηκαν κυρίως στη µελέτη πιθανής αλληλεπίδρασης µε την CaMWT, µε πειράµατα 

συγκατακρήµνισης, τύπου ELISA και θερµιδοµετρίας ισόθερµης τιτλοδότησης. Ορισµένα 

RyR2-πεπτίδια αξιοποιήθηκαν επίσης ως αντιγόνα για την ανάπτυξη πολυκλωνικών 

αντισωµάτων, ενώ αναπτύχθηκαν και αντι-πεπτιδικά αντισώµατα ικανά να αναγνωρίζουν 

την CaMWT, που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα τύπου ELISA. Σύµφωνα µε τα 

αποτελέσµατα, τo C-τελικό άκρο του RyR2 είναι πιθανόν να περιέχει µία επιπλέον περιοχή 

πρόσδεσης της CaMWT (4255-4277). Για τη µελέτη της αλληλεπίδρασης µεταλλαγµένων 

µορφών της CaM µε τον RyR2 έγινε παραγωγή έξι µεταλλαγµένων µορφών της CaM 

καθώς και παρασκευή βαρέων κυστιδίων-φορέων ΣΔ από καρδιές χοίρων (ως πηγής 

RyR2). Στη συνέχεια, µελετήθηκε, σε σχέση µε την CaMWT, τόσο η επίδραση των 

µεταλλαγµένων µορφών της CaM στη λειτουργικότητα του RyR2, µε πειράµατα 

πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης στον RyR2, όσο και η ικανότητα πρόσδεσής τους στον RyR2, 

µε πειράµατα συγκατακρήµνισης. Όπως προέκυψε, συγκεκριµένες µεταλλάξεις της CaM 

(N54I, F90L, D96V, D130G) επηρεάζουν την ικανότητα πρόσδεσης στον RyR2 και, 

ταυτόχρονα, τη λειτουργικότητα του υποδοχέα. Περαιτέρω αξιοποίηση των µοριακών 

εργαλείων και των τεχνικών, που αναπτύχθηκαν στην παρούσα διατριβή, θα βοηθήσει 

στην καλύτερη κατανόηση των µηχανισµών που διέπουν την καρδιακή λειτουργία. 

ΘΕΜΑΤΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ: Βιοχηµεία 

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙΔΙΑ: Υποδοχέας ρυανοδίνης τύπου 2 (RyR2), καλµοδουλίνη  (CaM), ιόντα 
Ca2+, µεταλλαγµένες µορφές CaM, περιοχές του RyR2 που δεσµεύουν την CaM 
(CaMBDs) 
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ABSTRACT 
Calmodulin (CaM) is an important regulator (inhibitor) of the cardiac ryanodine receptor 

type-2 (RyR2) function as a calcium release channel of SR, playing a pivotal role in 

excitation-contraction coupling. Although the mechanism of CaM/RyR2 interaction is not 

fully understood, it is widely accepted that the main CaM binding domain is located within 

residues 3583–3603 of RyR2, while a series of data suggest that additional regions in 

RyR2 can act as potential CaM binding domains. On the other hand, a number of CaM 

mutants, with possibly impaired RyR2-regulatory capacity, have been recently 

characterized in patients with heart dysfunction. The goal of the present thesis was to 

study the mechanism of the interaction between wild type CaM (CaMWT) and RyR2 as well 

as to study the interaction between certain CaM mutants and RyR2. In order to study the 

CaMWT/RyR2 interaction, eight peptide fragments of RyR2 and derivatives thereof were 

synthesized. Potential binding of the above synthetic peptides to CaMWT was studied by 

means of pull-down, ELISA-type and isothermal titration calorimetry experiments. 

Moreover, some of the RyR2-peptides were used as antigens for the development of 

polyclonal antibodies, while anti-peptide polyclonal antibodies for full-length CaMWT were 

also developed and used in the ELISA-type experiments. According to the results 

obtained, the C-terminus of RyR2 seems to contain an additional CaMWT binding domain 

(4255-4277). For studying the interaction between CaM mutants and RyR2, six CaM 

mutants were produced and heavy SR vehicles from pig hearts (as a source of RyR2) 

were prepared. Consequently, the effect of the CaM mutants on the RyR2 activity was 

tested, in comparison with CaMWT, with the [3H]ryanodine binding assay, while binding of 

the CaM mutants to RyR2 was also evaluated, in comparison with CaMWT too, with pull-

down experiments. As revealed by the results obtained, specific CaM mutations (N54I, 

F90L, D96V, D130G) affect both, binding capacity to RyR2 and the channel activity. 

Further exploitation of the molecular tools and the techniques developed in the framework 

of this thesis will help us better understand and elucidate the mechanisms underlying 

cardiac function. 

 

 

SUBJECT AREA: Biochemistry 

KEYWORDS: Ryanodine receptor type 2 (RyR2), calmodulin (CaM), Ca2+ ions, CaM 

mutants, CaM binding domains in RyR2 (CaMBDs) 
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1 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

Υποδοχείς ρυανοδίνης (Ryanodine receptors, RyRs) 

1.1 Γενικός ρόλος των RyRs 

Οι υποδοχείς ρυανοδίνης αποτελούν διαύλους απελευθέρωσης ιόντων 

ασβεστίου (Ca2+) του σαρκοπλασµατικού/ενδοπλασµατικού δικτύου (ΣΔ/ΕΔ) 

των περισσότερων κυττάρων, και είναι απαραίτητοι για την αύξηση της 

συγκέντρωσης των ενδοκυτταρικών Ca2+ ([Ca2+]i) που εµπλέκονται σε 

ποικίλες κυτταρικές λειτουργίες, συµπεριλαµβανοµένων της µυϊκής συστολής 

και της απελευθέρωσης νευροδιαβιβαστών [1]. Οι RyRs όπως και οι 

υποδοχείς της 1,4,5- τριφωσφορικής ινοσιτόλης (IP3Rs) αποτελούν 

ενδοκυτταρικούς διαµεµβρανικούς διαύλους απελευθέρωσης Ca2+ του ΣΔ/ΕΔ 

και διαφέρουν από εκείνους της πλασµατικής µεµβράνης λόγω του µεγάλου 

µεγέθους τους και της ιδιότητας της µερικώς επιλεκτικής µεταφοράς κατιόντων 

(αποκλεισµός µεν των ανιόντων, αλλά όχι αποκλειστική επιλογή κατιόντων) η 

οποία επιτρέπει την ταχεία απελευθέρωση Ca2+ από το ΣΔ/ΕΔ στο 

κυτταρόπλασµα. Οι RyRs ρυθµίζουν άµεσα την απελευθέρωση των Ca2+ στον 

σκελετικό και τον καρδιακό µυ, ενεργοποιώντας την συστολή των µυών µέσω 

της σύζευξης διέγερσης-συστολής (excitation-contraction coupling, ECC), 

µηχανισµός που θα αναλυθεί στην συνέχεια, ενώ ρυθµίζονται από µια 

πληθώρα πρωτεϊνών, µικρών µορίων και ιόντων. 

 Οι RyRs πήραν το όνοµα τους από την ρυανοδίνη, ένα δηλητηριώδες 

αλκαλοειδές που εντοπίζεται στο φυτό Ryania specrosa, η οποία 

χρησιµοποιήθηκε αρχικά ως εντοµοκτόνο. Η ρυανοδίνη προσδένεται στους 

RyRs µε υψηλή συγγένεια και εξειδίκευση µε προτίµηση στην ανοιχτή 

διαµόρφωση του διαύλου επιτρέποντας την χρήση της στην αποµόνωση και 

την αξιολόγηση της λειτουργικότητας του διαύλου [2]. Συγκεκριµένα, η 

ρυανοδίνη σε συγκεντρώσεις της τάξης των nM ενεργοποιεί τον δίαυλο ενώ 

σε υψηλές συγκεντρώσεις (>100 µM) παρεµποδίζει µη αντιστρεπτά την 

λειτουργία του [3, 4]. 
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1.2 Ισοµορφές των RyRs 

Οι RyRs εµφανίζονται στα θηλαστικά σε τρεις ισοµορφές· RyR1, RyR2 και 

RyR3. Η ισοµορφή τύπου 1 (RyR1) εντοπίζεται κυρίως στον σκελετικό µυ [5] 

ενώ εκφράζεται σε µικρό ποσοστό και σε άλλους ιστούς και όργανα όπως ο 

καρδιακός µυς [6, 7], το στοµάχι, το ήπαρ, ο θύµος αδένας, οι ωοθήκες [8] 

κ.α. Η ισοµορφή τύπου 2 (RyR2) αποτελεί την επικρατούσα ισοµορφή στον 

καρδιακό µυ [9] ενώ εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στα κύτταρα Purkinje της 

παρεγκεφαλίδας και του εγκεφαλικού φλοιού [10] και σε χαµηλά επίπεδα στο 

στοµάχι, στο ήπαρ, στα επινεφρίδια, στον θύµο αδένα, στις ωοθήκες και 

στους πνεύµονες [7]. Η ισοµορφή τύπου 3 (RyR3) ανακαλύφθηκε αρχικά στον 

εγκέφαλο [11] ενώ εντοπίζεται και σε άλλους ιστούς και όργανα όπως στους 

πνεύµονες, στο ήπαρ, στον σπλήνα, στο έντερο [7, 11] κ.α. Στα µη θηλαστικά 

σπονδυλωτά εκφράζονται δύο ισοµορφές των RyRs και συγκεκριµένα οι α και 

β ισοµορφές [12]. Ο RyRα είναι άφθονος στον σκελετικό µυ ενώ εκφράζεται 

σε χαµηλά επίπεδα στον εγκέφαλο, ενώ ο RyRβ εκφράζεται σε διάφορους 

ιστούς και όργανα συµπεριλαµβανοµένων των σκελετικού και καρδιακού 

µυός, της παρεγκεφαλίδας, του πνεύµονα και του στοµάχου [13]. 

Και οι τρεις ισοµορφές (RyR1, 2 και 3) κωδικοποιούνται από διαφορετικά 

γονίδια του ανθρώπινου γονιδιώµατος, που εντοπίζονται σε διαφορετικά 

χρωµοσώµατα. Η πρωτοταγής αλληλούχιση των RyRs προβλέπει µόρια 

αποτελούµενα από µονοµερή ~ 5.000 αµινοξέων και µοριακού βάρους ~565 

kDa [11, 14]. Η οµολογία µεταξύ των τριών ισοµορφών ανέρχεται σε ποσοστό 

~65% µε τρεις κύριες περιοχές διαφοροποίησης [11], όπως φαίνεται πιο 

συγκεκριµένα στον Πίνακα 1.1 για τις ισοµορφές RyR1 και RyR2. Πιθανόν η 

ύπαρξη αυτών των περιοχών διαφοροποίησης να συνδέεται µε την έκφραση 

των διαφορετικών ισοµορφών σε συγκεκριµένους, κυρίως, ιστούς καθώς και 

µε την εξειδικευµένη λειτουργία της κάθε ισοµορφής. 

Στην παρούσα διατριβή θα µας απασχολήσει ο υποδοχέας ρυανοδίνης τύπου 

2 (RyR2) του καρδιακού µυός καθώς και η ρύθµισή του από την 

καλµοδουλίνη (calmodulin, CaM), µια πανταχού παρούσα πρωτεΐνη σχεδόν 

σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα. 
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Πίνακας 1.1: Περιοχές διαφοροποίησης στην πρωτοταγή δοµή των RyR1 και RyR2 

Περιοχή διαφοροποίησης Αµινοξική αλληλουχία 

του RyR1 

Αµινοξική αλληλουχία 

του RyR2 

DR1 [4254-4631] [4210-4562] 

DR2 [1342-1403] [1353-1397] 

DR3 [1872-1923] [1852-1890] 

1.3 Ο µηχανισµός σύζευξης διέγερσης-συστολής στον καρδιακό µυ και 
ο ρόλος του RyR2 

Η σύζευξη διέγερσης-συστολής (ECC) αποτελεί τον µηχανισµό εκείνο όπου 

ένα ηλεκτρικό σήµα, προερχόµενο εξωτερικά του µυοκαρδιακού κυττάρου, 

µετατρέπεται, µέσω µιας σειράς διεργασιών µέσα στο κύτταρο, σε µηχανική 

απόκριση· την συστολή του καρδιακού µυός. Το Ca2+ ως δεύτερος 

αγγελιοφόρος είναι το κύριο εργαλείο για την σωστή λειτουργία της καρδιάς, 

αποτελώντας το νόµισµα της καρδιακής συστολής. Κατά την διάρκεια ενός 

καρδιακού παλµού, απελευθερώνεται ένα σχετικά µεγάλο ποσό Ca2+ από το 

ΣΔ των µυοκαρδιακών κυττάρων, το οποίο αποτελεί κύρια ενδοκυτταρική 

αποθήκη Ca2+, µέσω του RyR2 στο κυτταρόπλασµα, αυξάνοντας µέχρι και 10 

φορές την συγκέντρωση των ελεύθερων ενδοκυτταρικών ιόντων ασβεστίου 

([Ca2+]i). Το γεγονός αυτό πυροδοτεί την µυϊκή συστολή της καρδιάς µέσω του 

συµπλέγµατος ακτίνης-µυοσίνης των µυοϊνιδίων. Επόµενο στάδιο αποτελεί η 

χάλαση του καρδιακού µυός, η οποία επιτυγχάνεται µε την αποµάκρυνση των 

Ca2+ από τα µυοϊνίδια και µε την µείωση της [Ca2+]i. Η αποµάκρυνση των Ca2+ 

από το κυτταρόπλασµα περιλαµβάνει µονοπάτια µεταφοράς των ιόντων τόσο 

πίσω στο ΣΔ όσο και εξωτερικά του κυττάρου [15]. 

Σε µοριακό επίπεδο, η σύζευξη διέγερσης-συστολής είναι µία πολύπλοκη 

διεργασία στην οποία συµµετέχουν µια σειρά πρωτεϊνών, µικρών µορίων και 

ιόντων. Στην Σχήµα 1.1 παρουσιάζεται η δοµή ενός µυοκαρδιακού κυττάρου 

καθώς και τα µόρια/ιόντα που συµµετέχουν στο µηχανισµό ECC. Πιο 

συγκεκριµένα, κατά την διάρκεια του δυναµικού ενεργείας της καρδιάς, τα 

Ca2+ εισέρχονται στο κύτταρο µέσω των τασεοελεγχόµενων διαύλων Ca2+ 
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τύπου L (LTCCs ή υποδοχείς διυδροπυριδίνης, dihydropyridine receptors, 

DHPRs), οι οποίοι ενεργοποιούνται από την εκπόλωση της πλασµατικής 

µεµβράνης. Η εισαγωγή Ca2+ στο κυτταρόπλασµα πυροδοτεί την 

απελευθέρωση Ca2+ από το ΣΔ στο κυτταρόπλασµα µέσω των RyR2, 

µηχανισµός γνωστός ως Ca2+-επαγόµενη απελευθέρωση Ca2+ (Ca2+-induced 

Ca2+ release, CICR) [16]. Ο συνδυασµός εισροής Ca2+ από το εξωτερικό του 

κυττάρου και της απελευθέρωσης Ca2+ από το ΣΔ στο κυτταρόπλασµα, έχει 

σαν αποτέλεσµα την τοπική αύξηση της [Ca2+]i, µε την µορφή σπινθήρων 

Ca2+ (Ca2+ sparks), οδηγώντας στην πρόσδεση των Ca2+ στην τροπονίνη C 

των µυοϊνιδίων. Με την πρόσδεση των Ca2+ στην τροπονίνη C ενεργοποιείται 

ο µηχανισµός συστολής του µυός µέσω του συµπλέγµατος ακτίνης-µυοσίνης 

[17]. Για να επέλθει η χάλαση του µυός απαιτείται η αντίστροφη πορεία, αυτή 

της µείωσης της [Ca2+]i. Την αποδέσµευση των Ca2+ από την τροπονίνη C 

των µυοϊνιδίων ακολουθεί η αποµάκρυνση των Ca2+ από το κυτταρόπλασµα. 

 

Σχήµα 1.1: Σχηµατική απεικόνιση της µεταφοράς των Ca2+ κατά την σύζευξη 
διέγερσης-συστολής σε ένα µυοκαρδιακό κύτταρο. 

 

 

*D.M. Bers. Cardiac excitation-contraction coupling. Nature, 415 (2002) 198-206. 
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Το µεγαλύτερο µέρος των Ca2+ θα µεταφερθεί πίσω στο ΣΔ µέσω της 

ATPασης Ca2+ του ΣΔ (Sarcoendoplasmic reticulum calcium transport 

ATPase, SERCA), ένα µέρος των Ca2+ θα αποµακρυνθεί από το κύτταρο 

µέσω του ιονανταλλάκτη Na+/Ca2+ (NCX) και της ATPασης Ca2+ του 

σαρκειλήµατος (πλασµατική µεµβράνη του µυϊκού κυττάρου) και, τέλος, ένα 

µέρος Ca2+ θα µεταφερθεί στα µιτοχόνδρια µέσω του µηχανισµού 

µιτοχονδριακής µονο-µεταφοράς Ca2+ [15]. 

Οι RyRs εντοπίζονται στην περιοχή του ΣΔ που γειτνιάζει µε τις µεµβράνες 

του συστήµατος σωληνίσκων Τ, εκεί όπου βρίσκονται οι DHPRs, και για τον 

λόγο αυτό η τοπική αύξηση της [Ca2+] γύρω από τους DHPRs µπορεί και 

προκαλεί την ενεργοποίηση των RyRs µέσω του µηχανισµού της Ca2+-

επαγόµενης απελευθέρωσης Ca2+ [18].  

1.4 Δοµικές µελέτες των RyRs 

Οι RyRs αποτελούν ίσως τους µεγαλύτερους σε µέγεθος ιοντικούς διαύλους, 

µοριακού βάρους ~ 2.2 MDa µε την µορφή οµοτετραµερών συµπλεγµάτων. 

Το ασυνήθιστα µεγάλο µέγεθός τους σε συνδυασµό µε την πληθώρα 

ρυθµιστών και την δυναµική τους φύση, καθιστά την δοµική ανάλυση των 

RyRs µια πρόκληση. Η δοµή µε κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ ολόκληρου του 

µορίου των RyRs δεν είναι ακόµη γνωστή, πράγµα που δυσχεραίνει την 

µελέτη τους. Πρόσφατα, ανακαλύφθηκαν οι κρυσταλλικές δοµές περιοχών του 

αµινο-τελικού άκρου των RyRs (N-terminal domains, NTD), της δοµικής 

περιοχής SPRY2 (βλ. 1.4.1) και µίας κεντρικής περιοχής όπου εντοπίζονται 

διάφορες θέσεις φωσφορυλίωσης των υποδοχέων (Σχήµα 1.2).  

1.4.1 Δοµικές µελέτες περιοχών των RyRs µε κρυσταλλογραφία 
ακτίνων Χ  

Μέχρι στιγµής, έχουν κρυσταλλωθεί µε υψηλή διακριτική ικανότητα (2,5 Å) τα 

599 πρώτα αµινοξέα του RyR1 του κουνελιού [19] και δύο µικρότερες NTD 

περιοχές µε αµινοξικές αλληλουχίες (αα) 1-210 και 9-205 [20, 21] καθώς και 

µία NTD περιοχή του RyR2 του ποντικού µε αα 1-217 [21]. Βάσει της 

κρυσταλλικής δοµής της αλληλουχίας 1-559, η περιοχή αποτελείται από τρεις 

διακριτές δοµές (A, B και C), οι οποίες αλληλεπιδρούν µεταξύ τους µέσω µιας 

κύριας υδροφοβικής διεπιφάνειας. Η δοµική περιοχή A (αα 1-205) αποτελείται 



 34 

από επαναλήψεις τρίκλωνων β-πτυχωτών επιφανειών οι οποίες 

επιστοιβαδεύονται µέσω ισχυρών υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων (β-τρίλοβη 

δοµή) καθώς και από µία εύκαµπτη α-έλικα, η οποία επικαλύπτει πλευρικά 

τον υδρόφοβο πυρήνα. Η δοµική περιοχή Β (αα 206-394), σχηµατίζει επίσης 

µια β-τρίλοβη δοµή, ενώ η περιοχή C (αα 395-532) σχηµατίζει ένα δέµα 5 α-

ελίκων [19]. Στο αµινο-τελικό άκρο των RyRs εντοπίζεται µια πληθώρα 

σηµειακών µεταλλάξεων (33 σε αριθµό για τον RyR1 και 23 για τον RyR2) 

που σχετίζονται µε ασθένειες. Ανάλογα σε ποια θέση βρίσκονται στην 

τριτοταγή δοµή του µορίου χωρίζονται σε τρεις κατηγορίες. Στην πρώτη 

κατηγορία ανήκουν οι µεταλλάξεις που βρίσκονται σε περιοχές ολότελα 

θαµµένες στο εσωτερικό του µορίου και που πιθανόν να προκαλούν 

λανθασµένη αναδίπλωση των περιοχών αυτών, στην δεύτερη κατηγορία 

ανήκουν µεταλλάξεις που βρίσκονται σε υποµονάδες των διεπιφανειών 

µεταξύ των περιοχών A, B και C µε αποτέλεσµα να αποσταθεροποιούν την 

αλληλεπίδραση των περιοχών αυτών και τέλος, στην τρίτη κατηγορία ανήκουν 

µεταλλάξεις που βρίσκονται σε διεπιφάνειες άλλων περιοχών του RyR, 

συµπεριλαµβανοµένων διεπιφανειών κατά µήκος των υποµονάδων [19]. 

Μια άλλη περιοχή της οποίας γνωρίζουµε την κρυσταλλική δοµή µε υψηλή 

διακριτική ικανότητα είναι αυτή της SPRY2 των RyR1 και RyR2 (1,84 και 1,34 

Å, αντίστοιχα) [22]. Οι SPRY είναι δοµές κοινές σε πολλές πρωτεΐνες, είναι 

συντηρηµένες µεταξύ των ειδών και αναφέρονται σε ένα επαναλαµβανόµενο 

πρωτεϊνικό τµήµα που έχει ανακαλυφθεί στην κινάση splA και στους 

υποδοχείς RyR. Στο µονοµερές των RyRs, οι δοµές SPRY εµφανίζονται τρεις 

φορές (SPRY1, 2 και 3). Λόγω της θέσης της SPRY2 στο τετραµερές των 

RyRs, δηλ. αυτής ανάµεσα σε δύο περιοχές (ανάµεσα στις γωνίες του 

τετραµερούς και στις παρυφές της κεντρικής περιοχής) που αλληλεπιδρούν 

και υπόκεινται σε µεγάλες δοµικές αλλαγές κατά την µετάβαση από την 

ανοιχτή στην κλειστή διαµόρφωση του διαύλου, η περιοχή SPRY2 πιθανόν να 

εµπλέκεται στην σύζευξη των δύο αυτών περιοχών [23]. Βάσει της 

κρυσταλλικής δοµής της SPRY2 των RyR1 και RyR2 (αα 1070-1246 και 1080-

1253, αντίστοιχα), ο πυρήνας της αποτελείται από δύο αντιπαράλληλα β-

φύλλα (10 β-αλυσίδες)  
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Σχήµα 1.2: Σχηµατική απεικόνιση σε επίπεδο πρωτοταγούς δοµής των δοµικών 

περιοχών του RyR1 του κουνελιού (rRyR1) και του RyR2 του ποντικού (mRyR2) των 

οποίων έχει λυθεί η κρυσταλλική δοµή. 

ενώ το αµινο-τελικό άκρο παρουσιάζεται σαν µια εκτεταµένη δοµή 

αποτελούµενη από µια β-αλυσίδα και µία βραχεία α-έλικα. 

Το καρβοξυ-τελικό άκρο της SPRY2 που συνδέεται µε την τελευταία β-

αλυσίδα του πυρήνα, είναι δύο α-έλικες και µια βραχεία β-αλυσίδα που 

σχηµατίζουν αλληλεπιδράσεις β-φύλλου µε την πρώτη β-αλυσίδα του πυρήνα 

(Σχήµα 1.2). Σηµειακές µεταλλάξεις που συνδέονται µε ασθένειες στην 

SPRY2 περιοχή προκαλούν σηµαντική θερµική αποσταθεροποίηση και 

τοπικό ξεδίπλωµα σε σχέση µε την αγρίου τύπου δοµή [22].  

Τέλος, είναι γνωστή η κρυσταλλική δοµή µιας κεντρικής περιοχής των RyRs 

και συγκεκριµένα της αα 2734-2940 του RyR1, της αα 2699-2904 του RyR2 

και της αα 2597-2800 του RyR3 όπου έχουν βρεθεί θέσεις φωσφορυλίωσης 

των RyRs καθώς οι υποδοχείς βρίσκονται υπό τον έλεγχο κινασών και 

φωσφατασών. Οι περιοχές αυτές αποτελούνται από δύο οµόλογες µονάδες, 

γνωστές ως επαναλήψεις 3-4 (repeat 3-4), µε δοµή διπλής συµµετρίας. Το 

κάθε µισό αποτελείται από δύο α-έλικες και µία β-αλυσίδα ενώ οι δύο 

οµόλογες µονάδες συνδέονται µέσω µίας εύκαµπτης και µεγάλου µήκους 

θηλιάς. Η κεντρική αυτή περιοχή των RyRs στην οποία εντοπίζεται µια σειρά 

σηµειακών µεταλλάξεων που έχουν συσχετιστεί µε ασθένειες καθώς και 

θέσεων φωσφορυλίωσης είναι πιθανόν να συνδέεται αλλοστερικά µε την 

περιοχή του πόρου µεταφοράς ιόντων των υποδοχέων και εποµένως να 

εµπλέκεται στον µηχανισµό λειτουργίας τους [24]. 
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1.4.2 Δοµικές µελέτες του RyR1 µε κρυο-ηλεκτρονική µικροσκοπία 
(cryo-EM) 

Το γεγονός ότι δεν είναι γνωστή η κρυσταλλική δοµή ολόκληρου του µορίου 

των RyRs, σηµαντικές δοµικές µελέτες των RyRs έχουν επιτευχθεί µε κρυο-

ηλεκτρονική µικροσκοπία (cryo-electron microscopy, cryo-EM) υψηλής 

ανάλυσης και τεχνικές τρισδιάστατης αναπαράστασης (3D reconstruction) [25-

27]. Η καλύτερα µελετηµένη ισοµορφή είναι η τύπου 1 (RyR1) του σκελετικού 

µυός, της οποίας η απεικόνιση (Σχήµα 1.3) αποκαλύπτει ένα οµοτετραµερές, 

σχήµατος τετραγωνικού πρίσµατος διαµεµβρανικά του σαρκοπλασµατικού 

δικτύου [28]. Ο RyR αποτελείται από δύο ευκρινώς διακριτές περιοχές, την 

κυτταροπλασµατική περιοχή (Cytoplasmic, CY) και την διαµεµβρανική 

περιοχή (Transmembrane, TM).  

Η κυτταροπλασµατική περιοχή, η οποία αποκαλείται και “πόδι” (the foot), 

αποτελεί µια µεγάλη περιοχή µε κοιλότητες και µικρο-δοµές που διευκολύνουν 

την αλληλεπίδραση µε διαλύτες, µικρά µόρια και πρωτεΐνες-ρυθµιστές. Η 

διαµεµβρανική περιοχή αποτελεί περίπου το 1/5 του διαύλου και εντοπίζεται 

στο καρβοξυ-τελικό άκρο της πρωτεΐνης σχηµατίζοντας τον πόρο µεταφοράς 

ιόντων, ο οποίος συµπίπτει µε τον άξονα συµµετρίας τάξεως 4 του 

τετραµερούς. 

Όπως φαίνεται στο Σχήµα 1.3A, η CY περιοχή του τετραµερούς RyR1 

διακρίνεται στις περιοχές που αποτελούν τις γωνίες του τετραµερούς, γνωστές 

ως σφιγκτήρες (clamps), ενώ µεγαλύτερες δοµές σχηµατίζουν τις πλευρικές 

περιοχές της CY γνωστές ως λαβές (handles). Η CY περαιτέρω υποδιαιρείται 

στον πυρήνα και τις περιφερειακές περιοχές. Ο πυρήνας σχηµατίζεται από 

την αµινο-τελική περιοχή ΑΒ, η οποία όπως έχουµε ήδη αναφέρει, 

αναδιπλώνεται σχηµατίζοντας δύο β-τρίλοβες υποδοµές [19], ενώ ακολουθεί 

µια µεγάλη δοµική περιοχή µε την µορφή α-πηνίου (a-Solenoid), η οποία στο 

εξής θα αναφέρεται ως α-πηνίο 1, που σχηµατίζεται από 30 α-έλικες οι οποίες 

επιστοιβαδεύονται σε δύο παράλληλες στοιβάδες. Σε επίπεδο τριτοταγούς 

δοµής, το α-πηνίο 1 σχηµατίζει ένα δοµικό ικρίωµα για την CY περιοχή του 

RyR1. Ένα µέρος του εκτείνεται προς την περιφέρεια της CY περιοχής 

(περιοχές όπου έχουν χαρακτηριστεί ως λαβές), ενώ ένα µέρος του 

αναδιπλώνεται κάτω από την περιοχή ΑΒ [28]. Εποµένως, το α-πηνίο 1 



 37 

αποτελεί µία περιοχή, η οποία εκτείνεται από τον πυρήνα µέχρι τις 

περιφερειακές απολήξεις της περιοχής CY. Σε επίπεδο πρωτοταγούς δοµής, 

όπως φαίνεται και στο Σχήµα 1.3Γ, το α-πηνίο 1 περιλαµβάνει τµήµατα από 

την αµινο-τελική έως την καρβοξυ-τελική περιοχή του µονοµερούς του RyR1. 

Ενδιαφέρον αποτελεί το γεγονός ότι η προεξοχή του α-πηνίου 1 περιλαµβάνει 

την αα 3550-3650, περιοχή όπου εντοπίζεται η κύρια θέση πρόσδεσης της 

καλµοδουλίνης (calmodulin, CaM) [29], η οποία αποτελεί ρυθµιστή του 

διαύλου, όπως θα αναφέρουµε στην συνέχεια.  

 

Σχήµα 1.3: Η αρχιτεκτονική του σκελετικού RyR1. Α) Χάρτης πυκνότητας  του RyR1 µε 

την µέθοδο Cryo-EM, διακριτική ικανότητα 6,1 Å, όπου οι επιµέρους δοµικές περιοχές είναι 

χρωµατισµένες. Β) Το µοριακό µοντέλο και η πυκνότητα του µονοµερούς. Γ) Σχηµατική 

απεικόνιση της θέσης των χαρακτηριστικών δοµών στην πρωτοταγή δοµή του µονοµερούς 

του RyR1. 

Οι τρεις δοµικές περιοχές SPRY (SPRY1, 2 και 3) σχηµατίζουν ένα 

σύµπλεγµα παρακείµενο στην περιφέρεια του α-πηνίου 1 (Σχήµα 1.3Β). Ο 

λειτουργικός ρόλος των περιοχών SPRY δεν είναι ακόµη γνωστός. Βάσει την 

θέσης τους στον RyR1, µία από τις πιθανές λειτουργίες τους είναι η συµβολή 

τους στην διατήρηση της δοµικής ακεραιότητας του υποδοχέα, µεσολαβώντας 

στην επαφή µεταξύ των δύο περιοχών δοµής α-πηνίων (α-πηνίο 1 και 2 βλ. 

επόµενη παράγραφο) και παρέχοντας ένα ικρίωµα για την δοµική περιοχή 

των επαναλήψεων 1-2 (repeat 1-2 domain) [28]. 

 
*R.G. Efremov, A. Leitner, R. Aebersold, S. Raunser, Architecture and conformational switch mechanism of the 

ryanodine receptor, Nature, 517 (2015) 39-43. 
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Μία δεύτερη περιοχή δοµής α-πηνίου, η οποία θα αναφέρεται ως α-πηνίο 2, 

σχηµατίζει τις γωνίες της περιοχής CY στο τετραµερές του RyR1 (οι ήδη 

αναφερόµενες ως σφιγκτήρες). Η δοµή αυτή των 38 α-ελίκων, σε επίπεδο 

πρωτοταγούς δοµής, εκτείνεται µεταξύ της αα 1920-3500 (Σχήµα 1.3Γ). Σε 

επίπεδο τριτοταγούς δοµής, το α-πηνίο 2 εκτείνεται ανάµεσα στις περιοχές 

SPRY του ενός µονοµερούς και του α-πηνίου 1 του γειτονικού µονοµερούς 

[28]. Γενικά, ο λειτουργικός ρόλος των περιοχών δοµής α-πηνίου είναι η 

πρόσδεση διαφόρων πρωτεϊνών [30]. Εποµένως είναι πιθανόν ορισµένες από 

τις πρωτεΐνες-ρυθµιστές του RyR1 να προσδένονται στις περιοχές αυτές. 

Στην αλληλουχία του RyR1 εµφανίζονται 4 οµόλογες µονάδες, µήκους ~110 

αµινοξέων, οι οποίες οργανώνονται διαδοχικά ανά δύο (repeat 1-2 και repeat 

3-4) [31], όπου κάθε ζεύγος αναδιπλώνεται σε σχήµα V [24]. Η επανάληψη 1-

2 εντοπίζεται στις γωνίες της περιοχής CY και αλληλεπιδρά µε την περιοχή 

SPRY2, ενώ η επανάληψη 3-4 εντοπίζεται στην κορυφή της κεντρικής 

περιοχής του α-πηνίου 2 (Σχήµα 1.2Β). Ο λειτουργικός ρόλος της 

επανάληψης 1-2 πιθανόν να είναι η µεσολάβησή της στις αλληλεπιδράσεις 

µεταξύ των µονοµερών του RyR1 [32]. Η επανάληψη 3-4 περιλαµβάνει την 

θέση φωσφορυλίωσης Ser2843 στην θηλιά που είναι εκτεθειµένη στην 

επιφάνεια του RyR1 και βρίσκεται απέναντι από την περιοχή SPRY1. Στην 

περιοχή αυτή, έχουν εντοπιστεί 7 µεταλλάξεις που συνδέονται µε ασθένειες. 

Επιπλέον, είναι πιθανόν η περιοχή αυτή να συµβάλει στην αλληλεπίδραση 

του RyR1 µε τον δίαυλο ασβεστίου DHPR (διαµεµβρανικός δίαυλος ασβεστίου 

του συστήµατος σωληνίσκων Τ), γεφυρώνοντας την στενή 

κυτταροπλασµατική περιοχή ανάµεσα στις µεµβράνες του συστήµατος 

σωληνίσκων Τ και αυτών του ΣΔ [33].  

Στο τελευταίο τµήµα του α-πηνίου 1 έχει εντοπιστεί ένα ζεύγος δοµικών 

µοτίβων EF [34], όµοια µε αυτά της CaM, µήκους 50 αµινοξέων (Σχήµα 1.3Γ). 

Τέτοιες δοµές λειτουργούν ως διακόπτες της ενεργοποιηµένης από το 

ασβέστιο διαµόρφωσης του RyR1 [35]. Καθώς οι συγκεντρώσεις ασβεστίου 

της τάξης των nM ενεργοποιούν τον RyR1, η κοντινή στον ιοντικό δίαυλο θέση 

της περιοχής δοµικών µοτίβων EF υποδηλώνει την ύπαρξη αλλοστερικού 

µοριακού µηχανισµού που επάγεται από το ασβέστιο και λειτουργεί ως 

διακόπτης του διαύλου του RyR1 [28]. 
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Η αρχιτεκτονική του πόρου του RyR1 τον κατατάσσει ως µέλος της 

υπεροικογένειας των 6TM ιοντικών διαύλων, µε 6 διαµεµβρανικές έλικες (S1-

S6) ανά µονοµερές να περιβάλουν τον κεντρικό πόρο [36]. Ένα εκτεταµένο 

πεπτίδιο (το τµήµα Π, the P-segment), δοµικό ανάλογο του φίλτρου επιλογής 

των διαύλων καλίου και νατρίου, οριοθετεί το άνοιγµα προς τον αυλό του ΣΔ. 

H διαµεµβρανική περιοχή αποτελείται από δύο δοµές˙ την δοµή του πόρου, 

που σχηµατίζεται από την S5 και S6, την έλικα του πόρου και το τµήµα Π, 

καθώς και την ψευδοδοµή αισθητήρα τάσεως (pseudo voltage-sensor domain, 

pVSD), που σχηµατίζεται από τις διαµεµβρανικές έλικες S1-S4, η οποία 

συνδέεται µε την δοµή του πόρου του γειτονικού µονοµερούς. Η TM περιοχή 

του RyR1 είναι οµόλογη κυρίως του τασεοελεγχόµενου διαύλου νατρίου, 

NavAb [37], παρόλο που το τµήµα Π είναι οµόλογο του αντίστοιχου τµήµατος 

του διαύλου ασβεστίου TRPV1 [38].  

1.4.3 Δοµικές µεταβολές του RyR1 κατά την µετάβαση από την κλειστή 
στην ανοιχτή διαµόρφωση του διαύλου.  

Η ρύθµιση των RyRs ελέγχεται από µια σειρά πρωτεϊνών, µικρών µορίων και 

ιόντων (προσδέτες) που αλληλεπιδρούν µε το τετραµερές σε συγκεκριµένες 

θέσεις πρόσδεσης. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές, που ρυθµίζουν τους RyRs ως 

διαύλους µεταφοράς ιόντων, λαµβάνουν χώρα σε περιοχές του τετραµερούς, 

που είναι αποµακρυσµένες από τον φερόµενο ως πόρο µεταφοράς ιόντων 

(ιοντικό πόρο), υποδεικνύοντας την µεσολάβηση µιας σειράς αλλοστερικών 

µονοπατιών ανάµεσα στις κυτταροπλασµατικές περιοχές που υφίστανται 

άµεση ρύθµιση και τον ιοντικό πόρο. Βάσει της τρισδιάστατης 

αναπαράστασης της ανοιχτής διαµόρφωσης του RyR1, λαµβάνουν χώρα 

αρκετές αλλαγές στην διαµόρφωση τόσο της περιοχής CY όσο και της 

περιοχής TM, εν συγκρίσει µε την κλειστή διαµόρφωση [39, 40]. 

Για την καλύτερη κατανόηση των δοµικών αλλαγών που συµβαίνουν κατά την 

µετάβαση από την κλειστή στην ανοιχτή διαµόρφωση του RyR1 γίνεται 

ιδιαίτερη αναφορά στις δοµές που αποτελούν την περιοχή TM και 

συµβάλλουν στην διαµόρφωση του πόρου. Όπως φαίνεται και στο Σχήµα 

1.4Α, τέσσερις διαµεµβρανικές εσωτερικές έλικες (µία από κάθε µονοµερές) 

σχηµατίζουν µία δοµή που πλαισιώνει τον πόρο. Οι εσωτερικές έλικες 
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απλώνονται προς τα έξω περιβάλλοντας µια κεντρική κοιλότητα 

(προθάλαµος), η οποία διαχωρίζεται από το στόµιο µέσω µιας στενής 

σήραγγας. Η σήραγγα πιθανόν να σχηµατίζεται από βραχείες έλικες του 

πόρου (µία από κάθε µονοµερές) και να οριοθετείται από το φίλτρο επιλογής 

των Ca2+. Από την κυτταροπλασµατική πλευρά της διαµεµβρανικής 

συγκρότησης (assembly) οι εσωτερικές έλικες συγκλίνουν υπό την µορφή 

δακτυλίου σχηµατίζοντας τον πόρο. Οµοίως, οι εσωτερικές διακλαδώσεις, οι 

οποίες έχουν σχήµα λεπτού λυγισµένου ραβδίου, συνδέονται και αυτές άµεσα 

µε τον πόρο (Σχήµα 1.4Α). Στον RyR1 ο φερόµενος ως πόρος είναι 

στραµµένος προς το κυτταρόπλασµα ενώ το φίλτρο επιλογής προς τον αυλό 

του ΣΔ [41].  

Κατά την µετάβαση από την κλειστή στην ανοιχτή διαµόρφωση του RyR1 

λαµβάνουν χώρα δοµικές αλλαγές τόσο στην κυτταροπλασµατική περιοχή 

όσο και στην περιοχή του πόρου. Όσον αφορά την κυτταροπλασµατική 

περιοχή, κατά την µετάβαση από την κλειστή στην ανοιχτή διαµόρφωση οι 

περιοχές 9 και 10 που αποτελούν τους σφιγκτήρες του τετραµερούς καθώς 

και οι περιοχές 7, 8 και 8α αποµακρύνονται από το σύστηµα των Τ-

σωληνίσκων και µετατοπίζονται προς την µεµβράνη του ΣΔ (κατά 8 Å). 

Επακολούθως, η περιοχή 2 (που βρίσκεται πιο κεντρικά και είναι προς την 

πλευρά του συστήµατος των Τ-σωληνίσκων) µετακινείται ~ 4 Å προς το 

σύστηµα αυτό, ενώ αποµακρύνεται από τον τετραπλό άξονα του διαύλου. 

Αποτέλεσµα των συνολικών δοµικών αλλαγών που συµβαίνουν στην CY 

περιοχή είναι η µετακίνηση της κύριας µάζας του RyR1 από το κέντρο του 

τετραµερούς προς τα έξω, καθιστώντας τον τετραπλό άξονα του τετραµερούς 

λιγότερο συµπαγή. Οι µετακινήσεις που συµβαίνουν στις CY περιοχές 

µεταβιβάζονται στις εσωτερικές διακλαδώσεις που βρίσκονται στην περιοχή 

του πόρου [42].  
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Σχήµα 1.4: Σχηµατική απεικόνιση και όψεις του RyR1. Α) Σχηµατική απεικόνιση της 

αρχιτεκτονικής του RyR1 µε έµφαση στις δοµικές περιοχές του πόρου. Β) και Γ) Πλευρική όψη 

της TM περιοχής του RyR1 στην κλειστή και την ανοιχτή διαµόρφωση του διαύλου, 

αντίστοιχα, µε τις θέσεις διατοµής να υποδεικνύονται µε διακεκοµµένες γραµµές. Δ) και Ε) 

Διατοµές του RyR1 στην κλειστή και την ανοιχτή διαµόρφωση, αντίστοιχα, κατακόρυφα στον 

τετραπλό άξονα όπως φαίνεται από την CY περιοχή. Οι συντοµογραφίες είναι οι εξής: cc, 

κεντρική κοιλότητα˙ h, οριζόντιες πυκνότητες˙ ib, εσωτερικές δέσµες˙ ih, εσωτερικές έλικες˙ p, 

έλικες πόρου˙ pb, περιφερειακές δέσµες. 

Στην περιοχή του πόρου, κατά την µετάβαση από την κλειστή στην ανοιχτή 

διαµόρφωση λαµβάνουν χώρα µια σειρά από γεγονότα (Σχήµα 1.4Β-Ε). 

Πρώτον, οι εσωτερικές έλικες αποµακρύνονται από τον τετραπλό άξονα του 

τετραµερούς. Ενώ στην κλειστή διαµόρφωση οι εσωτερικές έλικες 

σχηµατίζουν µια δεξιόστροφη ελικοειδή επιστοιβάδευση προς την πλευρά του 

κυτταροπλάσµατος, στην ανοιχτή διαµόρφωση αναπροσανατολίζονται και η 

ηλεκτρονική τους πυκνότητα γίνεται ασθενέσθερη οδηγώντας στην αύξηση 

* M. Samso, T. Wagenknecht, P.D. Allen, Internal structure and visualization of transmembrane domains of the 
RyR1 calcium release channel by cryo-EM, Nature structural & molecular biology, 12 (2005) 539-544. 
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της διαµέτρου του δακτυλίου. Κατά δεύτερον, αποµακρύνονται και οι 

εσωτερικές διακλαδώσεις από τον τετραπλό άξονα. Στην κλειστή διαµόρφωση 

του διαύλου, οι εσωτερικές διακλαδώσεις συνενώνονται ισχυρά µεταξύ τους 

σχηµατίζοντας δακτύλιο υψηλής πυκνότητας ενώ κατά την µετάβαση από την 

κλειστή στην ανοιχτή διαµόρφωση, φέρουν κλίση και περιστροφή µε 

αποτέλεσµα να αποµακρύνονται µεταξύ τους αυξάνοντας την διάµετρο του 

δακτυλίου. Τρίτον, το επίπεδο δίκτυο που περιβάλλει τον δακτύλιο µετακινείται 

προς τα έξω. Τέσσερις επιπλέον δοµές παράλληλες µε την 

κυτταροπλασµατική πλευρά της µεµβράνης του ΣΔ, συνδέουν τον δακτύλιο µε 

την περιφερειακή περιοχή της TM (h1, Σχήµα 1.4Εb). Στην κλειστή 

διαµόρφωση όπου ο δακτύλιος είναι µικρότερος, οι τέσσερις δοµές h1 σε 

σχήµα ραβδίου, φέρουν την µορφή σταυρού (Σχήµα 1.4Δ), ενώ στην ανοιχτή 

διαµόρφωση µετακινούνται προς τα έξω, συµβάλλοντας στην αύξηση της 

διαµέτρου του δακτυλίου στην ανοιχτή διαµόρφωση. Τέλος, οι έλικες του 

πόρου που σχηµατίζουν το φίλτρο επιλογής, το οποίο εµφανίζεται δοµικώς 

όµοιο σε µια σειρά διαφορετικών κατιοντικών διαύλων όπως οι δίαυλοι καλίου, 

οι IP3Rs και οι RyRs και αποτελείται από µια αλληλουχία 6 αµινοξέων 

(GGGIGD), αποτελούν µια συµπαγή δοµή που διαχωρίζει την κεντρική 

κοιλότητα από το στόµιο. Στην ανοιχτή διαµόρφωση, οι έλικες του πόρου 

εξέχουν προς την κεντρική κοιλότητα δηµιουργώντας ένα στενό µονοπάτι 

µεταξύ της κεντρικής κοιλότητας και του αυλού του ΣΔ [42]. 

Συνοψίζοντας, κατά την µετάβαση από την κλειστή στην ανοιχτή διαµόρφωση 

του RyR1, οι δοµικές αλλαγές που λαµβάνουν χώρα στην κυτταροπλασµατική 

περιοχή συντονίζονται µε τις δοµικές αλλαγές που συµβαίνουν στην περιοχή 

του πόρου. Όλες οι δοµικές αλλαγές φαίνεται να ενορχηστρώνονται έτσι ώστε 

να προκαλούν σηµαντική µείωση της πυκνότητας κατά µήκος του τετραπλού 

άξονα του τετραµερούς καθώς και αύξηση της διαµέτρου του δακτυλίου. Κατά 

την µετάβαση από την κλειστή στην ανοιχτή διαµόρφωση υπάρχουν 

ορισµένες περιοχές, που η πυκνότητά τους δεν µεταβάλλεται. Το γεγονός 

αυτό µαρτυρά την ύπαρξη περιοχών στο µόριο του RyR1 που αποτελούν 

δοµικούς σφιγκτήρες και που πιθανόν να λειτουργούν ως ρυθµιστικές 

περιοχές [42]. 
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1.5 Ρύθµιση των RyRs 

Οι υποδοχείς ρυανοδίνης ρυθµίζονται από µια πληθώρα πρωτεϊνών, µικρών 

µορίων και ιόντων τόσο από την κυτταροπλασµατική πλευρά όσο και από την 

πλευρά του αυλού του ΣΔ. Οι ρυθµιστικοί παράγοντες δρουν µε την 

πρόσδεσή τους σε συγκεκριµένες περιοχές των RyRs, λειτουργώντας είτε ως 

ενεργοποιητές είτε ως αναστολείς είτε και τα δύο (Σχήµα 1.5). Πιθανόν οι 

αλληλεπιδράσεις των πρωτεϊνών από την πλευρά του κυτταροπλάσµατος να 

επηρεάζουν τα πρώτα στάδια της σύζευξης διέγερσης-συστολής του µυός και 

την λειτουργική κατάσταση του διαύλου, ενώ οι αλληλεπιδράσεις από την 

πλευρά του αυλού του ΣΔ να συµβάλουν στην ρύθµιση του διαύλου µέσω της 

ανίχνευσης της αλλαγής στη συγκέντρωση των Ca2+ του ΣΔ.  

Σχήµα 1.5: Α) Τρισδιάστατη απεικόνιση του RyR µε τους προσδέτες του. Β) Αναφορά 

στις πρωτεΐνες που ρυθµίζουν τους RyRs από την κυτταροπλασµατική πλευρά και 

από την πλευρά του αυλού του ΣΔ. 

Στην συνέχεια, ακολουθεί αναφορά σε ορισµένους από τους ρυθµιστές των 

RyRs, ενώ θα γίνει λεπτοµερής αναφορά στην καλµοδουλίνη (calmodulin, 

CaM), µία πανταχού παρούσα πρωτεΐνη στα ευκαρυωτικά κύτταρα, η οποία 

παίζει σηµαντικό ρόλο στην ρύθµιση των RyRs και ειδικά, στην ρύθµιση του 

RyR2. 

1.5.1 Οι ρυθµιστές των RyRs 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί στην ρύθµιση των RyRs συµβάλλουν τόσο 

πρωτεΐνες όσο ιόντα και µικρά µη πρωτεϊνικά µόρια. Παρακάτω, θα γίνει 

αναφορά στην ρυθµιστική ικανότητα φυσικών προσδετών από την πλευρά 

του κυτταροπλάσµατος, όπως είναι η δεσµευτική πρωτεΐνη της FK506 (FK506 
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binding protein, FKBP), η πρωτεϊνική κινάση Α και η πρωτεϊνική κινάση ΙΙ της 

καλµοδουλίνης (PKA και CaMKII, αντίστοιχα), τα ιόντα Ca2+
, µαγνησίου (Mg2+) 

και η τριφωσφορική αδενοσίνη (ATP) καθώς και σε ρυθµιστές του αυλού του 

ΣΔ όπως η καλσεκουεστρίνη (calsequestrin), η τζανκτίνη (junctin) και η 

τριαδίνη (triadin). Πέρα από τους φυσικούς ρυθµιστές των RyRs, µια σειρά 

φαρµακολογικών παραγόντων που ρυθµίζουν τους RyRs, όπως η ρυανοδίνη 

και η καφεΐνη, έχουν συµβάλει στην καλύτερη µελέτη των υποδοχέων αυτών. 

Τέλος σε ξεχωριστή ενότητα θα γίνει εκτενής αναφορά στο µόριο της 

καλµοδουλίνης και στον ρόλο της ως ο ρυθµιστής κυρίως του καρδιακού 

RyR2. 

FKBPs 

Οι FKBPs αποτελούν ενδοκυτταρικούς υποδοχείς του ανοσοκατασταλτικού 

φαρµάκου FK506, εντοπίζονται σε αφθονία σε όλα τα κύτταρα και αποτελούν 

µέλη της οικογένειας των ανοσοφιλινών [43]. Οι FKBP12 και FKBP12.6 

(µοριακού βάρους 12 και 12.6 kDa, αντίστοιχα), αλληλεπιδρούν και µε τις 

τρεις ισοµορφές του RyR αλλά παρουσιάζουν διαφορετική συγγένεια 

σύνδεσης και επίπεδο έκφρασης σε διαφορετικούς ιστούς [44]. Η FKBP12 

συνδέεται ισχυρά µε τον RyR1 του σκελετικού µυός [45] σε αναλογία ένα 

µόριο FKBP12 ανά µονοµερές του RyR1, σταθεροποιώντας την κλειστή 

διαµόρφωση του διαύλου [46]. Η αποδέσµευση του FKPB12 από τον RyR1 

επιτυγχάνεται µε την παρουσία του FK506 ενώ βρέθηκε ότι η φωσφορυλίωση 

του RyR1 από την PKA αποδεσµεύει τον FKBP12 από το σύµπλεγµα µε τον 

RyR1 [47]. Με την αποµάκρυνση του FKBP12, ενισχύεται η ευαισθησία του 

RyR1 στα Ca2+ που προκαλούν ενεργοποίηση, ενώ αυξάνεται η πιθανότητα 

και ο χρόνος παραµονής του διαύλου στην ανοιχτή διαµόρφωση οδηγώντας 

το σύστηµα σε κατάσταση υπο-αγωγιµότητας [46, 48]. Στον καρδιακό µυ, ο 

FKBP12.6 προσδένεται µε τον RyR2 σε αναλογία ίδια µε αυτή του FKBP12 

για τον RyR1. Η επίδραση του FKBP12.6 στην ρύθµιση του RyR2 αποτελεί 

αµφιλεγόµενο θέµα. Ορισµένες ερευνητικές οµάδες αναφέρουν ότι η 

αποδέσµευση του FKBP12.6 από τον RyR2 ενεργοποιεί τον δίαυλο [49, 50] 

ενώ άλλες ερευνητικές οµάδες αναφέρουν ότι η αποδέσµευση αυτή δεν 

επιφέρει καµία επίδραση στην λειτουργία του RyR2 [51, 52]. Η περιοχή 

πρόσδεσης των FKBPs στους RyRs επίσης αποτελεί αµφιλεγόµενο θέµα. 
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Πιστεύεται ότι η περιοχή πρόσδεσης βρίσκεται στην κεντρική περιοχή των 

RyRs (αα 2407-2520 και 2361-2396 για τον RyR1 και τον RyR2, αντίστοιχα) 

[53], ενώ ως περιοχή πρόσδεσης του FKBP12.6 στον RyR2 έχουν προταθεί 

επίσης περιοχές που βρίσκονται και στο αµινο-τελικό [54] και στο καρβοξυ-

τελικό άκρο [55] του RyR2.  

Ca2+, Mg2+ και ATP 

Και οι τρεις αυτοί παράγοντες αποτελούν σηµαντικούς ρυθµιστές των RyRs. 

Τα Mg2+ και το ATP ρυθµίζουν τους RyRs από την πλευρά του 

κυτταροπλάσµατος ενώ τα Ca2+ τόσο από την πλευρά του κυτταροπλάσµατος 

όσο και από τον αυλό του ΣΔ. Οι ισοµορφές του καρδιακού και του σκελετικού 

µυός, RyR2 και RyR1 αντίστοιχα, εµφανίζουν διαφορές στην ρύθµισή τους 

από τους παραπάνω προσδέτες που πιθανόν να οφείλονται σε διαφορετικά 

χαρακτηριστικά που εµφανίζουν οι δύο αυτές ισοµορφές στην σύζευξη 

διέγερσης-συστολής [33]. 

Τα Ca2+ από την κυτταροπλασµατική πλευρά του τετραµερούς των RyRs 

ρυθµίζουν τους RyRs είτε µέσω άµεσης πρόσδεσης είτε µέσω της CaM και 

της CaMKII. Συγκεκριµένα, οι RyRs ενεργοποιούνται σε συγκεντρώσεις 

κυτταροπλασµατικών Ca2+ από high-nM έως sub-µM µέσω πρόσδεσης του 

ασβεστίου σε εξειδικευµένες θέσεις υψηλής συγγένειας, ενώ παρεµποδίζονται 

σε ακόµα υψηλότερες συγκεντρώσεις Ca2+ (~1 mM) µέσω πρόσδεσης του 

ασβεστίου σε θέσεις λιγότερο επιλεκτικές και χαµηλής συγγένειας [56]. 

Παρόλα αυτά, ο µηχανισµός δράσης των Ca2+ δεν είναι πλήρως γνωστός. Τα 

Ca2+ που βρίσκονται στον αυλό του ΣΔ, ρυθµίζουν τους RyRs κυρίως µέσω 

της δράσης πρωτεϊνών-αισθητήρων ασβεστίου. Μείωση της συγκέντρωσης 

των Ca2+ στον αυλό του ΣΔ απενεργοποιεί τον δίαυλο και συνεισφέρει στον 

τερµατισµό του µηχανισµού της Ca2+-επαγόµενης απελευθέρωσης Ca2+ [57]. 

Τα Mg2+ πιστεύεται ότι παρεµποδίζουν τους RyRs µέσω δύο µηχανισµών. 

Είτε µειώνοντας την πιθανότητα του διαύλου να είναι στην ανοιχτή του µορφή, 

µε το να συναγωνίζονται µε τα Ca2+ για τις υψηλής συγγένειας για τα Ca2+ 

θέσεις ενεργοποίησης, ή µε την πρόσδεσή τους στις λιγότερο επιλεκτικές και 

χαµηλής συγγένειας για τα Ca2+ θέσεις παρεµπόδισης [3, 58]. Σε αυξανόµενες 
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[Ca2+] του κυτταροπλάσµατος, τα Mg2+ προκαλούν ισχυρή παρεµπόδιση στον 

RyR1 και σχετικά µικρή παρεµπόδιση στους RyR2 και RyR3 [59]. 

Τέλος, το ATP είναι ενεργοποιητής των RyRs. In vitro µελέτες έδειξαν ότι ο 

RyR1 ενεργοποιείται από το ATP απουσία Ca2+, όµως για την µέγιστη 

ενεργοποίησή του είναι απαραίτητη η παρουσία Ca2+, ενώ για την 

ενεργοποίηση του RyR2 είναι απαραίτητη η παρουσία Ca2+ [3]. Στα κύτταρα, 

το ATP βρίσκεται κατά κύριο λόγο συνδεδεµένο µε τα Mg2+, εποµένως είναι 

πιθανό υπό κανονικές συνθήκες, το σύµπλεγµα MgATP, παρά το ελεύθερο 

ATP, να ρυθµίζει την απελευθέρωση Ca2+ από το ΣΔ µέσω των RyRs [33]. 

PKA και CaMKII 

Οι RyRs εµφανίζουν πολλές θέσεις φωσφορυλίωσης. Στον σκελετικό και 

καρδιακό µυ, οι RyR1 και RyR2 αντίστοιχα, φαίνεται να φωσφορυλιώνονται 

από την PKA και την CaMKII [60]. Σύµφωνα µε σχετικά εργαστηριακά 

αποτελέσµατα, η ενεργοποίηση ενσωµατωµένου σε επίπεδη λιπιδική 

διπλοστοιβάδα RyR1 ενισχύεται από την φωσφορυλίωσή του από την PKA ή 

την CaMKII [61]. Επιπλέον, η ενδογενής PKA φαίνεται να ρυθµίζει την 

απελευθέρωση Ca2+ µέσω της φωσφορυλίωσης του RyR1 κατά την ECC του 

σκελετικού µυός [62]. Η φωσφορυλίωση του RyR1 από την PKA (στην θέση 

Ser2843) αποδεσµεύει την FKBP12 από τον δίαυλο και αυξάνει την 

πιθανότητα µετάβασης του διαύλου στην ανοιχτή διαµόρφωση [47]. Στον 

καρδιακό µυ, η διέγερση β-αδρενεργικών υποδοχέων έχει σαν αποτέλεσµα 

την ενεργοποίηση της PKA και κατ’επέκταση την φωσφορυλίωση του RyR2 

στην θέση Ser2808 [63, 64]. Η φωσφορυλίωση του RyR2 από την PKA οδηγεί 

στην παροδική µείωση της συγγένειας πρόσδεσης του FKBP12.6 στον RyR2 

καθώς και στην αύξηση της εξαρτώµενης από το ασβέστιο ενεργοποίησης του 

διαύλου [53]. Στην καρδιακή ανεπάρκεια, χρόνια υπερφωσφορυλίωση του 

RyR2 από την PKA, οδηγεί σε αποδέσµευση του FKBP12.6 από τον RyR2, 

και, καθώς ο FKBP12.6 σταθεροποιεί την κλειστή διαµόρφωση του διαύλου, η 

αποδέσµευσή του από τον RyR2 ενισχύει την ενεργότητα του RyR2 

οδηγώντας σε µη φυσιολογική διαρροή Ca2+ από το ΣΔ κατά την διαστολή 

[53, 65]. Η κατάσταση αυτή προκαλεί µείωση των αποθεµάτων Ca2+ στο ΣΔ 

και µειωµένη απελευθέρωση Ca2+ κατά την ενεργοποίηση του διαύλου. Η 

CaMKII φαίνεται να ενεργοποιεί [64] ή να παρεµποδίζει [66] τον RyR2 σε 
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επίπεδη λιπιδική διπλοστοιβάδα. Η θέση φωσφορυλίωσης του RyR2 από την 

CaMKII είναι η Ser2814 και η φωσφορυλίωση του RyR2 στην θέση αυτή, 

ενεργοποιεί τον δίαυλο, χωρίς να αποδεσµεύει τον FKBP12.6 από τον RyR2. 

Επιπλέον, η φωσφορυλίωση του RyR2 από την CaMKII εµφανίζει θετική 

συσχέτιση µε τον καρδιακό παλµό. Αυξανόµενες [Ca2+]i συνδέονται µε 

υψηλότερους καρδιακούς παλµούς. Επίσης, οι αυξανόµενες [Ca2+]i ενισχύουν 

την ενεργοποίηση της CaMKII, η οποία οδηγεί στην φωσφορυλίωση του 

διαύλου και την αυξηµένη πιθανότητα ο RyR2 να βρίσκεται στην ανοιχτή του 

διαµόρφωση [67]. 

Καλσεκουεστρίνη, τριαδίνη και τζανκτίνη 

Οι πρωτεΐνες αυτές αλληλεπιδρούν µε τον RyR από τον αυλό του ΣΔ. Η 

καλσεκουεστρίνη (CSQ) είναι µία όξινη πρωτεΐνη η οποία εντοπίζεται στον 

αυλό του ΣΔ και προσδένει Ca2+ (40-50 και 18-40 moles Ca2+ ανά mole CSQ 

στον σκελετικό και τον καρδιακό µυ, αντίστοιχα) [68]. Στο ΣΔ, την 

ενδοκυτταρική αποθήκη Ca2+, η CSQ δρα ως ρυθµιστής Ca2+ µειώνοντας την 

συγκέντρωση των ελεύθερων Ca2+. Η αύξηση της συγκέντρωσης των 

ελεύθερων Ca2+ στον αυλό του ΣΔ επιφέρει αλλαγή στην διαµόρφωση της 

CSQ [69]. Το µονοµερές της πολυµερίζεται σε [Ca2+] άνω των 10 µM, ενώ το 

πολυµερές σταθεροποιείται σε [Ca2+] περίπου 1 mM όπου και αγκιστρώνεται 

στην µεµβράνη του ΣΔ µέσω της πρόσδεσής της στις διαµεµβρανικές 

πρωτεΐνες τριαδίνη και τζανκτίνη, οι οποίες φέρουν περιοχές πρόσδεσης για 

τον RyR [70]. Η CSQ πέρα από την αλληλεπίδρασή της µε τον RyR µέσω των 

προαναφερθεισών διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, αλληλεπιδρά και άµεσα µε 

αυτόν. Η CSQ λειτουργεί ως ρυθµιστής του RyR κατά την διάρκεια της µυΐκής 

συστολής [71]. Τέλος, βάσει µελετών όπου γίνεται χρήση διαµεµβρανικής 

λιπιδικής διπλοστοιβάδας, η CSQ αυξάνει την πιθανότητα οι RyR1 και RyR2 

να είναι στην ανοιχτή τους διαµόρφωση, σε 100 ή 250 µM συγκέντρωσης Ca2+ 

του αυλού του ΣΔ. Παρουσία 1 mM [Ca2+], η οποία είναι και η φυσιολογική 

[Ca2+] στον αυλό του ΣΔ σε κατάσταση ηρεµίας, η CSQ ενεργοποιεί τον RyR2 

ενώ παρεµποδίζει τον RyR1 [72]. Επιπλέον, η CSQ φαίνεται να παρεµποδίζει 

τον RyR2 σε χαµηλές [Ca2+] του αυλού (20 µM), ενώ το σύµπλεγµα 

CSQ/τριαδίνη/τζανκτίνη ενεργοποιεί τον RyR2 σε υψηλές [Ca2+] (5 mM) [73].  
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Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η τριαδίνη και η τζανκτίνη είναι διαµεµβρανικές 

πρωτεΐνες που φέρουν µια βραχεία αµινο-τελική κυτταροπλασµατική περιοχή 

και µία επιµήκη περιοχή που εκτείνεται στον αυλό του ΣΔ [74, 75]. Οι 

πρωτεΐνες αυτές αλληλεπιδρούν µε την CSQ και τον RyR δηµιουργώντας ένα 

πρωτεϊνικό σύµπλεγµα, υπεύθυνο για την διατήρηση της φυσιολογικής 

απελευθέρωσης Ca2+ από το ΣΔ [74]. Η τριαδίνη και η τζανκτίνη ενισχύουν 

την ανοιχτή διαµόρφωση του RyR1 [76] ενώ στον RyR2 η τζανκτίνη προκαλεί 

παρεµπόδιση [77]. 

Ρυανοδίνη και καφεΐνη 

Εκτός από τους φυσικούς ρυθµιστές του RyR υπάρχουν µερικοί 

φαρµακολογικοί παράγοντες που χρησιµοποιούνται ως εργαλεία για την 

µελέτη της λειτουργικότητας του υποδοχέα καθώς και της θέσης του µέσα στα 

κύτταρα, όπως η καφεΐνη που είναι ενεργοποιητής του RyR και η ρυανοδίνη 

που έχει διπλή δράση. Για την ρυανοδίνη έχει γίνει ήδη αναφορά στην 

υποενότητα 1.1. Συµπληρωµατικά, ο RyR έχει θέσεις πρόσδεσης της 

ρυανοδίνης τόσο υψηλής όσο και χαµηλής συγγένειας (της τάξης των nM και 

µΜ, αντίστοιχα), οι οποίες εντοπίζονται στην C-τελική περιοχή του διαύλου και 

συγκεκριµένα µετά την θέση Arg-4475 [78]. Η καφεΐνη ως ενεργοποιητής του 

RyR, αυξάνει και τον χρόνο παραµονής και την πιθανότητα εύρεσης του RyR 

στην ανοιχτή διαµόρφωση, δρώντας σε συνεργασία µε τα Ca2+ και το ATP και 

αυξάνοντας την συγγένεια σύνδεσης των φυσικών αυτών ρυθµιστών για τον 

RyR [79]. Επιπλέον, η καφεΐνη χρησιµοποιείται για την έµµεση µέτρηση της 

ποσότητας των Ca2+ στο εσωτερικό του ΣΔ καθώς η εφαρµογή της προκαλεί 

το άδειασµα του ΣΔ, την ενδοκυτταρική αποθήκη Ca2+. 

1.6 Η καλµοδουλίνη (CaM) ως ρυθµιστής των RyRs 

1.6.1 Γενικά στοιχεία 

Η καλµοδουλίνη, µία πρωτεΐνη µικρού σχετικά µοριακού βάρους (~17 kDa) µε 

τέσσερις θέσεις δέσµευσης ασβεστίου, λειτουργεί ως αισθητήρας ασβεστίου 

(calcium sensing protein) σε όλα σχεδόν τα ευκαρυωτικά κύτταρα. Η CaM 

αποτελεί µέλος της οικογένειας των πρωτεϊνών µε δοµικό µοτίβο EF (EF-hand 

family) και είναι εξελικτικά από τις πιο συντηρηµένες πρωτεΐνες που είναι 

γνωστές µέχρι σήµερα [80]. Το δοµικό µοτίβο EF είναι ένα χαρακτηριστικό 
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µοτίβο δέσµευσης των Ca2+, που αποτελείται από µία έλικα, µία θηλιά και µία 

δεύτερη έλικα. Το µοτίβο αυτό που αρχικά ανακαλύφθηκε στην πρωτεΐνη 

παρβαλβουµίνη, ονοµάστηκε δοµικό µοτίβο EF διότι οι έλικες που 

σχηµατίζουν το µοτίβο δέσµευσης του ασβεστίου χαρακτηρίστηκαν E και F 

στην παρβαλβουµίνη και διότι οι δύο έλικες είναι διατεταγµένες όπως ο 

δείκτης και ο αντίχειρας του δεξιού χεριού (Σχήµα 1.6Α) [81]. Επτά άτοµα 

οξυγόνου σχηµατίζουν το σύµπλοκο συναρµογής µε κάθε Ca2+˙ έξι 

προερχόµενα από την πρωτεΐνη και ένα από ένα δεσµευµένο µόριο ύδατος. 

Στα θηλαστικά, η CaM κωδικοποιείται από τρία µη αλληλόµορφα γονίδια που 

εντοπίζονται σε διαφορετικά χρωµοσώµατα, και συγκεκριµένα στον άνθρωπο 

από τα γονίδια CALM1, CALM2 και CALM3 τα οποία κωδικοποιούν µία 

πανοµοιότυπη πρωτεΐνη [82]. Βάσει της µελέτης έκφρασης και των τριών 

γονιδίων της CaM στην ανθρώπινη καρδιά (αριστερή κοιλία) κατά την διάρκεια 

τριών σταδίων ανάπτυξης (εµβρυϊκή, βρεφική και ενήλικη), προκύπτει ότι και 

τα τρία γονίδια της CaM εκφράζονται και στα τρία στάδια ανάπτυξης µε σειρά 

επιπέδου έκφρασης CAML3>CAML2>CAML1 (Σχήµα 1.6Β) [83].  

 

 

Σχήµα 1.6: Α) Το δοµικό µοτίβο EF. Η έλικα Ε είναι κίτρινη, η έλικα F είναι µπλε και το 

ασβέστιο απεικονίζεται µε την πράσινη σφαίρα. Β) Η θέση στα χρωµοσώµατα του 

ανθρώπινου γονιδιώµατος των γονιδίων της CaM (αριστερή στήλη). Η σχετική έκφραση 

του mRNA για τα CALM1, CALM2 και CALM3 στην φυσιολογική ανθρώπινη καρδιά κατά την 

εµβρυϊκή, βρεφική και ενήλικη ανάπτυξη (δεξιά στήλη). 
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1.6.2 Καλµοδουλίνη και ασβέστιο 

Το ασβέστιο (Ca2+) αποτελεί έναν ενδοκυτταρικό αγγελιοφόρο πολλών 

πορειών µεταγωγής σήµατος στα ευκαρυωτικά κύτταρα και ήδη έχει γίνει 

εκτενής αναφορά στον ρόλο του στον µηχανισµό σύζευξης διέγερσης-

συστολής του καρδιακού µυός. Η παρουσία αυξηµένης ενδοκυτταρικής 

συγκέντρωσης Ca2+ είναι τοξική για το κύτταρο, ενώ παροδικές αυξοµειώσεις 

της, γνωστές ως σπινθήρες Ca2+ (Ca2+ 

sparks), ελέγχουν µία πληθώρα 

φυσιολογικών κυτταρικών γεγονότων. Οι 

λόγοι που καθιστούν το Ca2+ ως 

αγγελιοφόρο µίας σειράς πορειών µέσα στο 

κύτταρο είναι αρκετοί. Πρώτον, τα 

σύµπλοκα του Ca2+ µε φωσφορυλιωµένες ή 

καρβοξυλιωµένες ενώσεις είναι συνήθως 

αδιάλυτα, αλλά τέτοιες ενώσεις είναι 

θεµελιώδεις για πολλές βιοχηµικές 

διεργασίες στο κύτταρο. Κατά συνέπεια, τα 

ενδοκυτταρικά επίπεδα Ca2+ πρέπει να 

διατηρούνται χαµηλά έτσι ώστε να εµποδίζεται η καθίζηση αυτών των 

ενώσεων, γεγονός που συντελείται από συστήµατα µεταφοράς, όπως η 

ATPάση Ca2+ και ο ανταλλάκτης νατρίου/ασβεστίου. Λόγω των δράσεων των 

συστηµάτων αυτών, σε κατάσταση ηρεµίας, η [Ca2+]i είναι περίπου 10-7 Μ, 

δηλαδή αρκετές τάξεις µεγέθους χαµηλότερη από την συγκέντρωση Ca2+ 

εξωτερικά του κυττάρου, η οποία είναι 2,5 x 10-3 Μ. Αυτή η βαθµίδωση 

συγκέντρωσης έχει σαν αποτέλεσµα η [Ca2+]i να µπορεί να αυξηθεί αιφνίδια 

µε σκοπό την σηµατοδότηση µέσω µεταβατικής διάνοιξης διαύλων ασβεστίου 

της πλασµατικής ή κάποιας ενδοκυτταρικής µεµβράνης. Μία δεύτερη ιδιότητα 

του Ca2+ είναι ότι µπορεί να δεσµεύεται ισχυρά σε πρωτεΐνες µέσω είτε 

αρνητικά φορτισµένων ατόµων οξυγόνου (από τις πλευρικές αλυσίδες του 

γλουταµινικού και του ασπαραγινικού) είτε µέσω µη φορτισµένων ατόµων 

οξυγόνου (από τις καρβονυλικές οµάδες των κυρίων αλυσίδων και τις 

πλευρικές οµάδες της γλουταµίνης και της ασπαραγίνης) (Σχήµα 1.7). Η 

ικανότητα του Ca2+ να συναρµόζεται µε πολλά προσδέµατα (από έξι έως οκτώ 

Σχήµα 1.7: Ο τρόπος δέσµευσης 

του Ca2+ στην CaM. 
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άτοµα οξυγόνου) το καθιστά ικανό να σταυροσυνδέει διαφορετικά τµήµατα 

µίας πρωτεΐνης και να επάγει σηµαντικές αλλαγές στην στερεοδιάταξή της 

[84]. 

Βάσει της κρυσταλλικής της δοµής, η CaM υιοθετεί µία διαµόρφωση τύπου 

αλτήρα (dumbbell-like conformation) µε δύο σφαιρικές δοµικές περιοχές στην 

αµινο- και την καρβοξυ-τελική περιοχή του µορίου (Ν- και C- λοβοί αντίστοιχα) 

οι οποίες συνδέονται µέσω µίας εύκαµπτης α-έλικας. Κάθε λοβός αποτελείται 

από δύο δοµικά µοτίβα EF, όπου κάθε µοτίβο προσδένει ένα ιόν Ca2+ [85]. Η 

CaM φέρει δύο διαµορφώσεις ανάλογα µε το αν ειναι προσδεµένη (Ca2+/CaM) 

ή όχι (apoCaM) µε ασβέστιο. Και στις δύο αυτές διαµορφώσεις η CaM είναι 

ικανή να αλληλεπιδράσει µε άλλες πρωτεΐνες. Στην apoCaM ο Ν-λοβός 

υιοθετεί µία πιο συµπαγή διαµόρφωση όπου οι έλικες και των δύο δοµικών 

µοτίβων EF επιστοιβαδεύονται η µία πάνω στην άλλη, ενώ ο C-λοβός υιοθετεί 

µία ενδιάµεση/ηµι-ανοιχτή διαµόρφωση όπου ένα µέρος των υδρόφοβων 

τµηµάτων είναι εκτεθειµένο στην επιφάνεια του µορίου και προσβάσιµο σε 

διαλύτη. Το γεγονός αυτό πιθανόν να επιτρέπει στον C-λοβό της apoCaM να 

αλληλεπιδρά µε κάποιες πρωτεΐνες-στόχους όταν τα επίπεδα της [Ca2+]i είναι 

σε κατάσταση ηρεµίας [86]. Όταν τα επίπεδα [Ca2+]i αυξάνονται, η CaM 

βρίσκεται στην Ca2+/CaM διαµόρφωση όπου ένα Ca2+ προσδένεται σε κάθε 

δοµικό µοτίβο EF. Τόσο ο Ν- όσο και ο C- λοβός αλλάζουν στερεοδιάταξη έτσι 

ώστε οι θέσεις δέσµευσης του Ca2+ να στρέφονται προς το εσωτερικό για να 

δεσµεύσουν Ca2+, µετακινώντας τα υδρόφοβα αµινοξέα από το εσωτερικό 

προς το εξωτερικό αυτών των δοµικών περιοχών. Αυτές οι στερεοδοµικές 

αλλαγές προσανατολίζουν υδρόφοβα τµήµατα στην επιφάνεια κάθε λοβού, τα 

οποία είναι κατάλληλα για αλληλεπίδραση µε άλλες πρωτεΐνες (Σχήµα 1.8) 

[87].  

Ένα χαρακτηριστικό των µορίων που λειτουργούν ως αισθητήρες ασβεστίου 

είναι η ικανότητά τους να εντοπίζουν και να ανταποκρίνονται σε ένα βιολογικά 

συµβατό εύρος [Ca2+]i. Η CaM έχει το κατάλληλο αυτό προφίλ καθώς η 

συγγένεια σύνδεσης για το Ca2+ (Kd = 5 x 10-7 M µε 5 x 10-6 M) είναι µέσα στο 

εύρος [Ca2+]i των περισσότερων κυττάρων (10-7 Μ µε 10-6 Μ). Η CaM έχει 

έναν επιπλέον τρόπο διάκρισης µεταξύ διαφορετικών συγκεντρώσεων Ca2+ 

καθώς το ζεύγος δοµικών µοτίβων EF του C-λόβου εµφανίζει τρεις µε πέντε 
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φορές υψηλότερη συγγένεια σύνδεσης µε το Ca2+ από ό,τι το αντίστοιχο 

ζεύγος του N-λοβού [87]. 

 

Σχήµα 1.8: Αλλαγές στερεοδιάταξης της CaM όπως επάγονται µε τη δέσµευση του 

ασβεστίου. 

1.6.3 Η CaM ως ρυθµιστής των RyR1 και RyR2 

Η CaM αποτελεί βασικό ρυθµιστή των RyRs στην απελευθέρωση Ca2+ από το 

ΣΔ/ΕΔ στον µηχανισµό σύζευξης διέγερσης-συστολής. Η CaM προσδένεται 

άµεσα στους RyR1 και RyR2 µε στοιχειοµετρία 4 µόρια CaM/τετραµερές τόσο 

απουσία όσο και παρουσία ασβεστίου ρυθµίζοντας τις δύο αυτές ισοµορφές 

του υποδοχέα µε διαφορετικό τρόπο. Πιο συγκεκριµένα, σε υψηλές 

συγκεντρώσεις Ca2+ (της τάξης των sub-mM έως µM) η CaM παρεµποδίζει 

τόσο τον RyR1 όσο και τον RyR2 ενώ σε χαµηλές συγκεντρώσεις Ca2+ (της 

τάξης των nM) ενεργοποιεί τον RyR1 και παρεµποδίζει τον RyR2 [88-91]. 

Ορισµένοι ερευνητές ωστόσο υποστηρίζουν ότι η CaM στις υψηλές 

συγκεντρώσεις Ca2+ παρεµποδίζει τον RyR2, ενώ σε χαµηλές συγκεντρώσεις 

Ca2+ δεν επιφέρει επίδραση στην λειτουργία του RyR2 [92]. Πιθανόν, η 

διαφορά στην ρύθµιση των RyR1 και RyR2 από την CaM να οφείλεται στις 

διαφορές που εµφανίζουν οι υποδοχείς στον µηχανισµό σύζευξης διέγερσης-

συστολής. Από τα πρώτα στάδια της σύζευξης διέγερσης-συστολής είναι η 

απελευθέρωση Ca2+ από το ΣΔ µέσω των RyRs. Η ενεργοποίηση των RyRs 

επιτυγχάνεται µέσω της δράσης των υποδοχέων DHPRs που βρίσκονται στην 
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µεµβράνη των Τ-σωληνίσκων, αρκετά κοντά στο ΣΔ, και διεγείρονται από την 

εκπόλωση αυτής της µεµβράνης λόγω εξωκυτταρικού σήµατος µε 

αποτέλεσµα την εισροή Ca2+ στο εσωτερικό του κυττάρου. Στον σκελετικό µυ, 

η ενεργοποίηση του RyR1 γίνεται κυρίως µέσω της αλληλεπίδρασής του µε 

τον DHPR, ένα στάδιο που επιτυγχάνεται αρκετά γρήγορα (2 ms) [93]. 

Αντιθέτως, στον καρδιακό µυ, η ενεργοποίηση του RyR2 γίνεται µέσω του 

εξωκυτταρικού Ca2+ που εισρέει εσωτερικά του κυττάρου µέσω των DHPRs 

και όχι τόσο µέσω της άµεσης αλληλεπίδρασης RyR2-DHPR, µηχανισµός πιο 

αργός από τον αντίστοιχο του σκελετικού µυός [94]. 

Εστιάζοντας στον καρδιακό µυ, για την οµαλή διεξαγωγή της σύζευξης 

διέγερσης-συστολής του µυός, είναι απαραίτητη, πέρα από την συστολή του, 

και η χάλαση του µυός η οποία επιτυγχάνεται µε τον τερµατισµό της 

απελευθέρωσης Ca2+ από το ΣΔ, θεµελιώδης διαδικασία για τον κύκλο της 

καρδιακής λειτουργίας [95]. Ο µοριακός µηχανισµός του τερµατισµού της 

απελευθέρωσης Ca2+ από το ΣΔ δεν είναι ακόµα γνωστός, παρόλα αυτά 

πιθανόν να είναι αποτέλεσµα της απενεργοποίησης του RyR2, µέσω 

διαδικασίας η οποία επίσης δεν είναι γνωστή. Μία πληθώρα πειραµατικών 

αποτελεσµάτων υποδεικνύουν ότι η µείωση των επιπέδων Ca2+ στον αυλό 

του ΣΔ που είναι αποτέλεσµα της απελευθέρωσης Ca2+ από το ΣΔ, παίζει 

σηµαντικό ρόλο στην απενεργοποίηση του RyR2 και στον τερµατισµό της 

απελευθέρωσης [96-99]. Η χρήση χρωστικής που εντοπίζει τα Ca2+ στον αυλό 

του ΣΔ σε αποµονωµένα µυοκαρδιακά κύτταρα, έδειξε ότι το µοτίβο 

σπινθήρων Ca2+ τερµατίζεται όταν το περιεχόµενο του ΣΔ σε Ca2+ µειώνεται 

πέραν ενός ορίου, γνωστό ως όριο τερµατισµού. Πιστεύεται ότι κύριο σήµα για 

τον τερµατισµό της απελευθέρωσης Ca2+ απο το ΣΔ µέσω των RyR2 αποτελεί 

η µείωση των Ca2+ στον αυλό του ΣΔ. Ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός ότι το 

όριο τερµατισµού (~ 60% του επιπέδου Ca2+ στο ΣΔ σε κατάσταση ηρεµίας) 

φαίνεται να είναι ανεξάρτητο από το αρχικό φορτίο Ca2+ του ΣΔ, το µέγεθος 

της ροής απελευθέρωσης Ca2+ ή το επίπεδο του κυτταροπλασµατικού 

ασβεστίου [96]. Σε παθολογικές καταστάσεις, το όριο τερµατισµού 

µεταβάλλεται και µπορεί να ρυθµιστεί µε την χρήση φυσιολογικών και 

φαρµακολογικών παραγόντων [100]. 
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 Η CaM αποτελεί βασικό ρυθµιστή του RyR2 στα µυοκαρδιακά κύτταρα µέσω 

ισχυρής πρόσδεσης (Kd=10-20 nM) και µε ανασταλτική δράση 

παρεµποδίζοντας την απελευθέρωση Ca2+ από το ΣΔ [101]. Βάσει αυτού του 

προφίλ, πιθανόν η CaM να εµπλέκεται στην ρύθµιση του τερµατισµού 

απελευθέρωσης Ca2+ από το ΣΔ. Πράγµατι, πρόσφατη in vitro µελέτη έδειξε 

ότι η αγρίου τύπου CaM αυξάνει το όριο τερµατισµού, διευκολύνοντας τον 

τερµατισµό, ενώ µεταλλάξεις της CaM σε θέσεις που αποτρέπουν την 

πρόσδεση του ασβεστίου, µειώνουν το όριο τερµατισµού προκαλώντας 

καθυστέρηση στον τερµατισµό της απελευθέρωσης Ca2+. Εποµένως, ο 

τερµατισµός της απελευθέρωσης Ca2+ διευκολύνεται παρουσία CaM και 

συγκεκριµένα όταν στην CaM έχουν προσδεθεί Ca2+ (στον C-λοβό). 

Επιπλέον, εξάλειψη (deletion) της περιοχής πρόσδεσης της CaM (αα 3583-

3603) ή τριπλή σηµειακή µετάλλαξη (W3587A/L3591D/F3603A) που 

αποτρέπει την πρόσδεση της CaM στον RyR2 και την ανασταλτική δράση της 

CaM, επίσης µειώνουν το όριο τερµατισµού. Ενδιαφέρον έχει και το γεγονός 

ότι οι µονές σηµειακές µεταλλάξεις στην περιοχή πρόσδεσης της CaM στον 

RyR2 (W3587A, L3591D και F3603A) που δεν επηρεάζουν την ανασταλτική 

δράση της CaM αλλά απλώς µειώνουν την πρόσδεσή της στην κύρια περιοχή 

του RyR2, επίσης µειώνουν το όριο τερµατισµού αναδεικνύοντας την 

πιθανότητα ύπαρξης και άλλων περιοχών πρόσδεσης της CaM στον RyR2 

που είναι απαραίτητες για την ανασταλτική της δράση [102]. Συνολικά, τόσο η 

CaM όσο και η ίδια η περιοχή πρόσδεσης της CaM στον RyR2 φαίνεται να 

αποτελούν σηµαντικούς παράγοντες στο όριο τερµατισµού της 

απελευθέρωσης Ca2+. Η λειτουργία της περιοχής αυτής πιθανόν να ρυθµίζεται 

από την CaM µε τρόπο εξαρτώµενο από το Ca2+. 

1.6.4 Οι περιοχές πρόσδεσης της CaM στους RyR1 και RyR2 

Ο µηχανισµός ρύθµισης του RyR2 από την CaM δεν είναι πλήρως γνωστός. 

Για την κατανόησή του, απαραίτητη προϋπόθεση είναι η εύρεση των 

περιοχών όπου η CaM προσδένεται στον RyR2.  

Παρόλο που στην παρούσα διατριβή µελετάται η αλληλεπίδραση της CaM µε 

τον RyR2, αναπόφευχτα, γίνεται αναφορά και στον RyR1 καθώς είναι η 
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καλύτερα µελετηµένη ισοµορφή και βάσει των αρχικών µελετών που 

αναφέρονταν στον RyR1 ακολούθησαν και κάποιες µελέτες για τον RyR2. 

Οι πρώτες προσπάθειες εύρεσης περιοχών όπου προσδένεται η CaM στον 

RyR έγιναν όταν για πρώτη φορά κλωνοποιήθηκε το cDNA που κωδικοποιεί 

τον σκελετικό RyR1 [5] και τον καρδιακό RyR2 [9], όποτε και έγινε γνωστή η 

πρωτοταγής δοµή των RyRs. Το γεγονός αυτό σε συνδυασµό µε το ότι οι 

περιοχές πρόσδεσης της CaM σε διάφορες πρωτεΐνες φέρουν ένα 

προβλεπόµενο µοτίβο αµφιπαθούς α-έλικας αποτελούµενης από δύο δέσµες 

θετικά φορτισµένες, οι οποίες διαχωρίζονται από µία υδρόφοβη περιοχή [103, 

104], συνέβαλε στην εύρεση τέτοιων περιοχών στην πρωτοταγή δοµή των 

RyRs. Συγκεκριµένα, βάσει της ανάλυσης της πρωτοταγούς δοµής των RyRs, 

προτάθηκαν ως πιθανές περιοχές πρόσδεσης της CaM στον RyR1 [5, 31, 

105, 106] και τον RyR2 [9, 107], οι περιοχές όπως φαίνεται στον Πίνακα 1.2. 

Πίνακας 1.2: Πιθανές θέσεις πρόσδεσης της CaM στους RyR1 και RyR2 βάσει της 

ανάλυσης της πρωτοταγούς δοµής των RyRs. 

 

Στην συνέχεια, ακολούθησε η εφαρµογή µίας σειράς από βιοχηµικές 

µεθόδους για την εύρεση πιθανών περιοχών πρόσδεσης της CaM στον RyR1 

και τον RyR2, βασισµένες στις προτεινόµενες περιοχές δέσµευσης που 

προέκυψαν από την ανάλυση της αµινοξικής αλληλουχίας των µονοµερών 

των RyRs. Μέσω επισήµανσης της CaM είτε µε ραδιενεργά ισότοπα (125I και 
35S) είτε µε ουσίες που δίνουν αντιδράσεις χηµειοφωταύγειας (DUTP-
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διγοξιγενίνη) ή φθορισµού (dansyl chloride), µελετήθηκε η αλληλεπίδραση της 

CaM είτε µε συντετηγµένες πρωτεΐνες (fusion proteins) είτε µε συνθετικά 

πεπτίδια που αποτελούν τµήµατα των RyR1 και RyR2 [88, 108-110]. 

Συγκεκριµένα, ορισµένες από τις πιθανές, βάσει πρωτοταγούς δοµής, 

περιοχές πρόσδεσης της CaM στον RyR1 που εµφάνισαν και πειραµατικά 

ισχυρή πρόσδεση µε την CaM σύµφωνα και µε τα αποτελέσµατα των 

βιοχηµικών µεθόδων, ήταν οι συντετηγµένες πρωτεΐνες µε αα 2063-2091, 

3611-3642, 4303-4328 [110] και τα συνθετικά πεπτίδια 3610-3629, 4534-4552 

[108] και 3042-3057 [109]. Αντίστοιχα, για τον RyR2 περιοχές ισχυρής 

πρόσδεσης αποτέλεσαν οι συντετηγµένες πρωτεΐνες µε αα 263-615, 2724-

3016, 3298-3595, 3543-3961, 4548-4748 [88] καθώς και τα συνθετικά 

πεπτίδια 3007-3023 και 4480-4497 [109]. Στην πρόσδεση των περιοχών 

αυτών του RyR µε την CaM κύριο ρόλο έπαιξε η παρουσία Ca2+, ενώ 

ορισµένες περιοχές εξακολουθούσαν να αλληλεπιδρούν µε την CaM 

παρουσία EGTA, αντιδραστήριο που αποµακρύνει τα ελεύθερα Ca2+ από το 

διάλυµα. Τον ενδιαφέρον των ερευνητικών οµάδων στράφηκε στην περιοχή 

µε αα 3614-3643 για τον RyR1, ενώ για τον RyR2 στην περιοχή µε αα 3583-

3603, αλληλουχίες που αποτελούν πλέον την επικρατέστερη περιοχή 

πρόσδεσης της CaM στους RyRs και η οποία είναι γνωστή ως περιοχή 

πρόσδεσης της CaM (Calmodulin binding domain, CaMBD). Πριν 

αναφερθούµε εκτενώς στην CaMBD και στις µελέτες που ακολούθησαν, είναι 

σηµαντικό να αναφερθεί το γεγονός ότι η χρήση είτε λυµάτων κυττάρων (cell 

lysate) που περιέχουν τις υπό µελέτη συντετηγµένες πρωτεΐνες είτε 

συνθετικών πεπτιδίων για την µελέτη της αλληλεπίδρασής τους µε την CaM 

µέσω βιοχηµικών µεθόδων, µπορεί να απλοποιεί τα πειράµατα, όµως τα 

αποτελέσµατα που προκύπτουν από αυτές τις µελέτες πιθανόν να µην 

αντιπροσωπεύουν τι πραγµατικά συµβαίνει µε το πλήρες, άθικτο µόριο του 

RyR. Για παράδειγµα, ορισµένες από τις υπό µελέτη περιοχές είναι πιθανόν 

να βρίσκονται θαµµένες στο τετραµερές του RyR και να µην είναι 

προσβάσιµες απο το µόριο της CaM, µίας διαλυτής πρωτεΐνης που µπορεί και 

προσδένεται σε αλληλουχίες που είναι εκτεθειµένες στην επιφάνεια του RyR, 

µε αποτέλεσµα τα θετικά αποτελέσµατα των παραπάνω βιοχηµικών 

πειραµάτων να µην αντανακλούν κατ’ ανάγκη το τι πραγµατικά συµβαίνει 

µέσα στο κύτταρο. 
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1.6.4.1 Οι αλληλουχίες 3614-3643 και 3583-3603 ως η κύρια περιοχή 
πρόσδεσης της CaM (CaMBD) στον RyR1 και τον RyR2, 
αντίστοιχα 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η Ca2+/CaM παρεµποδίζει τόσο τον RyR1 όσο και 

RyR2 ενώ η apoCaM ενεργοποιεί τον RyR1 και παρεµποδίζει τον RyR2. Το 

ερώτηµα που γεννάται είναι υπό ποιες συνθήκες η CaM µετατρέπεται από 

ενεργοποιητή σε αναστολέα του RyR1 µε την πρόσδεση των Ca2+ στο µόριό 

της και γιατί δεν συµβαίνει το ίδιο και µε τον RyR2. Είναι αξιοσηµείωτο το 

γεγονός ότι οι CaMBDs στους RyR1 και RyR2 παρουσιάζουν υψηλή οµολογία 

πρωτοταγούς δοµής (Πίνακας 1.3). Το γεγονός αυτό ενισχύει την ιδιότητα των 

περιοχών αυτών να δρουν ως η κύρια CaMBD. Επίσης, δίνει την δυνατότητα 

άµεσης συσχέτισης των συµπερασµάτων που προκύπτουν από την µελέτη 

της αλληλεπίδρασης της CaM µε τον RyR1 µε τα αποτελέσµατα της 

αντίστοιχης αλληλεπίδρασης µε τον RyR2. 

Πίνακας 1.3: Αµινοξική αλληλουχία της CaMBD στους RyR1 και RyR2 του ανθρώπου. 

 

Βάσει πειραµάτων ήπιας πέψης µε θρυψίνη µεµβρανών του ΣΔ πριν και µετά 

την επώαση µε Ca2+/CaM ή apoCaM, προκύπτει ότι οι περιοχές πρόσδεσης 

των Ca2+/CaM και apoCaM στον RyR1 είναι επικαλυπτόµενες διότι η 

προεπώαση τόσο µε Ca2+/CaM όσο και µε apoCaM προστατεύει από 

θρυψινόλυση µετά την Arg-3630 και την Arg-3637, αµινοξέα που ανήκουν 

στην περιοχή µε αα 3614-3643 [111]. Με την χρήση του συνθετικού πεπτιδίου 

µε αα 3614-3643 του RyR1 σε πειράµατα πρόσδεσης µε την 35S-CaM 

απουσία και παρουσία Ca2+, επιβεβαιώθηκε η πρόσδεση και των δύο 

διαµορφώσεων στo παραπάνω πεπτίδιο, ενώ σε ίδια πειράµατα µε το 

αντίστοιχο πεπτίδιο πλην των 9 τελευταίων αµινοξέων (δηλ µε το πεπτίδιο 

3614-3634), προσδένεται η Ca2+/CaM ενώ χάνει την πρόσδεσή της η 

apoCaM. Τα ευρήµατα αυτά υποστηρίζουν ένα µοντέλο σύµφωνα µε το οποίο 

λαµβάνει χώρα µία µετατόπιση του µορίου της CaM προς το Ν-τελικό άκρο 

της περιοχής πρόσδεσης της CaM, όταν η CaM προσδένει Ca2+ και µάλιστα 
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σε αυτή την µετατόπιση πιθανόν να έγκειται η διαφορά στην ρύθµιση του 

RyR1 από τις apoCaM και Ca2+/CaM [112]. Την µετατόπιση αυτή ενισχύουν 

και πειραµατικά δεδοµένα που βασίζονται σε τρισδιάστατες αναπαραστάσεις 

αλληλεπίδρασης των apo- και Ca2+/CaM µε τον RyR1 µέσω της κρυο-

ηλεκτρονικής µικροσκοπίας. Πράγµατι, επιβεβαιώνεται ότι οι περιοχές 

πρόσδεσης της apo- και της Ca2+/CaM στον RyR1 είναι επικαλυπτόµενες και 

υπολογίζουν την σχετική µετατόπιση περίπου στα 33 Å [113]. Ένα ερώτηµα 

που γεννάται είναι κατά πόσο η µετατόπιση αυτή οφείλεται στην πρόσδεση 

των Ca2+ στον RyR1, µε δεδοµένο ότι τα Ca2+ αποτελούν επίσης ρυθµιστή του 

διαύλου, ή οφείλεται άµεσα στην πρόσδεση της Ca2+/CaM στον RyR1. 

Συγκρίνοντας τις δοµικές αλλαγές που προκαλεί η πρόσδεση του Ca2+ στον 

RyR1 απουσία [114, 115] και παρουσία [113] των δύο ισοµορφών της CaM, 

προκύπτει ότι οι δοµικές αλλαγές που προκαλεί το Ca2+ από µόνο του στην 

γειτνίαση των περιοχών πρόσδεσης των apo- και Ca2+/CaM στον RyR1 είναι 

δευτερεύουσας σηµασίας σε σχέση µε αυτή που προκαλείται παρουσία των 

δύο ισοµορφών της CaM. Το γεγονός ότι η πρόσδεση του Ca2+ στην CaM και 

όχι στον RyR1 προκαλεί την µετατόπιση των 33 Å, ενισχύεται και από 

πειράµατα ανίχνευσης της µεταφοράς ενέργειας συντονισµού φθορισµού 

(Fluorescence resonance energy transfer, FRET), όπου µία µεταλλαγµένη 

µορφή της CaM, στην οποία και οι τέσσερις περιοχές που προσδένουν Ca2+ 

έχουν καταστεί µη ικανές για σύµπλεξη Ca2+ (CaM1234), προσδένεται στην ίδια 

θέση όπου προσδένεται και η apoCaM στον RyR1, σε [Ca2+] τόσο της τάξης 

των nM όσο και των µΜ [116]. 

Η αµινοξική αλληλουχία 3583-3603 του RyR2 αποτελεί την CaMBD και αυτό 

ενισχύεται από πειράµατα πρόσδεσης της 35S-CaM σε χαµηλές και υψηλές 

για το κύτταρο [Ca2+]I, στα οποία και οι δύο ισοµορφές της CaM χάνουν την 

ικανότητα πρόσδεσής τους στον RyR2, όταν στο µόριο έχει γίνει εξάλειψη της 

περιοχής µε αα 3583-3603. Σε πειράµατα καταγραφής σήµατος µονού 

διαύλου RyR2 που φέρει την εξάλειψη της CaMBD, η CaM εµφανίζει αισθητά 

µειωµένη παρεµπόδιση στην ενεργότητα του RyR2 σε σχέση µε τον αγρίου 

τύπου υποδοχέα. Επιπλέον, σε πειράµατα όπου έχουν λάβει χώρα µονές ή 

διπλές σηµειακές µεταλλάξεις σε θέσεις που βρίσκονται µέσα στην CaMBD 

του RyR2 (W3587A, L3591D, F3603A, W3587A/L3591D και 



 59 

L3591D/F3603A), η πρόσδεση της apoCaM στις µεταλλαγµένες µορφές του 

RyR2, εξαλείφεται ή µειώνεται σε µεγάλο βαθµό σε όλες τις περιπτώσεις. 

Αντίθετα, µόνο οι διπλές µεταλλάξεις οδηγούν σε απώλεια ή µειωµένη 

πρόσδεση της Ca2+/CaM στις µεταλλαγµένες µορφές του υποδοχέα. Τέλος, 

για να µελετηθεί κατά πόσο η διαφορά στην ρύθµιση των RyR1 και RyR2 από 

την CaM οφείλεται στις µικρές διαφορές στα αµινοξέα που εµφανίζουν οι 

αντίστοιχες CaMBD, έλαβαν χώρα 4 υποκαταστάσεις αµινοξέων στην CaMBD 

του RyR2 από τα αντίστοιχα αµινοξέα της CaMBD του RyR1. Όπως βρέθηκε, 

η µεταλλαγµένη µορφή του RyR2 εµφανίζει πανοµοιότυπη συµπεριφορά µε 

τον αγρίου τύπου RyR2 τόσο στην πρόσδεσή του µε την 35S-CaM όσο και 

στην ρύθµισή του από την CaM. Το αποτέλεσµα αυτό υποδηλώνει ότι η 

διαφορά στην ρύθµιση των RyR1 και RyR2 από τη CaM δεν οφείλεται στις 

µικρές διαφορές στην αµινοξική αλληλουχία που παρουσιάζουν τα µόρια στην 

κύρια περιοχή πρόσδεσης της CaM αλλά σε κάποιες άλλες περιοχές που 

πιθανόν να συµµετέχουν στην αλληλεπίδραση CaM-RyR και όπου οι RyR1 

και RyR2 διαφέρουν [117]. 

Σε µία σειρά πειραµάτων πρόσδεσης είτε ολόκληρου του µορίου της CaM είτε 

ξεχωριστά του Ν-λοβού (αα 1-79) και του C-λοβού (αα 78-148) µε το πλήρες 

µόριο του RyR1 ή µε το πεπτιδίο που αντιστοιχεί στην CaMBD του RyR1 (αα 

3614-3643), προέκυψαν σηµαντικά αποτελέσµατα που έριξαν φως στην 

πρόσδεση της CaM στον RyR1. Σχετικά µε το πλήρες µόριο του RyR1, η CaM 

εµφανίζει ισχυρότερη πρόσδεση, και σε χαµηλές και σε υψηλές [Ca2+], σε 

σχέση µε τον C-λοβό, ενώ ο Ν-λοβός προσδένεται λίγο έως και καθόλου. Από 

τα αποτελέσµατα αυτά προκύπτει ότι για την πρόσδεση της CaM στον RyR1, 

αν και είναι πιθανόν να είναι πιο σηµαντικός ο C-λοβός, είναι απαραίτητοι και 

οι δύο λοβοί. Σχετικά µε το συνθετικό πεπτίδιο µε αα 3614-3643, ο µεν C-

λοβός της CaM προσδένεται ισχυρότερα από το πλήρες µόριο της CaM και 

στις δύο [Ca2+], ο δε Ν-λοβός δεν προσδένεται στο πεπτίδιο σε χαµηλές 

[Ca2+], ενώ προσδένεται µε πολύ µικρότερη συγγένεια από ό,τι ο C-λοβός σε 

υψηλές [Ca2+]. Βάσει των αποτελεσµάτων αυτών φαίνεται ότι η περιοχή µε αα 

3614-3643 αποτελεί κυρίως την περιοχή που προσδένεται ο C-λοβός της 

CaM, ενώ ο Ν-λοβός πιθανόν να προσδένεται και σε άλλη περιοχή του RyR1 

[118].  
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Τα παραπάνω αποτελέσµατα έρχεται να ενισχύσει η δοµή, που αναλύθηκε µε 

κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ, του συµπλέγµατος του συνθετικού πεπτιδίου 

του RyR1 µε αα 3614-3643 και της Ca2+/CaM [29]. Βάσει της κρυσταλλικής 

αυτής δοµής (Σχήµα 1.9), η Ca2+/CaM προσδένεται αντιπαράλληλα στο 

πεπτίδιο (ο C-λοβός αλληλεπιδρά µε το Ν-τελικό άκρο του πεπτιδίου και 

αντίστροφα), ενώ οι δύο λοβοί δεν έρχονται σε επαφή ο ένας µε τον άλλον, 

σταθεροποιώντας το σύµπλεγµα Ca2+/CaM-πεπτίδιο µέσω των 

αλληλεπιδράσεων του κάθε λοβού της Ca2+/CaM µε το αντίστοιχο µισό του 

πεπτιδίου. Επιπροσθέτως, ο C-λοβός αλληλεπιδρά ισχυρά µε το Ν-τελικό 

τµήµα του πεπτιδίου µε ασβεστιο-εξαρτώµενο τρόπο και κυρίως µέσω του 

αµινοξέος Trp-3620 του πεπτιδίου, ενώ ο Ν-λοβός αλληλεπιδρά ασθενώς µε 

το C-τελικό τµήµα του πεπτιδίου κυρίως µέσω του αµινοξέος Phe-3636 [29].  

 

 

Σχήµα 1.9: Η κρυσταλλική δοµή του συµπλέγµατος CaM/πεπτιδίου RyR1. Η CaM 

αναπαρίσταται µε µπλέ χρώµα, το πεπτίδιο (αα 3614-3643) µε γκρι και το ασβέστιο µε 

κόκκινο. 

Η ικανότητα του C-λοβού να προσδένεται στο πεπτίδιο του RyR1 µε αα 3614-

3643 απουσία του Ν-λοβού [118], η έλλειψη αλληλεπίδρασης των δύο λοβών 

µεταξύ τους στην κρυσταλλική δοµή Ca2+/CaM-πεπτίδιο του RyR1 καθώς και 

το ότι στο σύµπλεγµα αυτό σε διάλυµα επιτρέπονται ανεξάρτητες κινήσεις 

δοµικών περιοχών των λοβών βάσει δεδοµένων NMR, υποδεικνύουν την 

πιθανότητα αποµάκρυνσης του Ν-λοβού από το πεπτίδιο στον ανέπαφο 

RyR1, χωρίς να διαταρράσεται η αλληλεπίδραση του C-λοβού µε αυτό. Ο Ν-

λοβός πιθανόν να εκτοπίζεται από µία άλλη ανταγωνιστική περιοχή 

πρόσδεσης του RyR1 [29]. Εποµένως, βάσει δοµικών, βιοφυσικών και 

βιοχηµικών µελετών, η CaM φαίνεται ότι προσδένεται στο πεπτίδιο µε αα 

*A.A. Maximciuc, J.A. Putkey, Y. Shamoo, K.R. Mackenzie, Complex of calmodulin with a ryanodine 
receptor target reveals a novel, flexible binding mode, Structure, 14 (2006) 1547-1556. 
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3614-3643 του RyR1 µέσω των δύο ή και µέσω µόνο του C-λοβού, γεγονός 

που επιτρέπει στην CaM να προσδένεται στον RyR1 τόσο µέσω της περιοχής 

µε αα 3614-3643 όσο και µέσω µίας άλλης µη παρακείµενης περιοχής, 

ταυτόχρονα. 

Διπλός ρόλος της κύριας περιοχής πρόσδεσης της CaM στον RyR1  

Μία επιπλέον µελέτη έδειξε δύο διαφορετικούς ρόλους της περιοχής 3614-

3643 του RyR1, ως κύριας περιοχής πρόσδεσης της CaM και ως περιοχής 

που ρυθµίζει τον ίδιο τον RyR1, επιτρέποντας την σταθεροποίηση 

θεµελιωδών ιδιοτήτων του διαύλου, όπως η άµεση ρύθµιση του διαύλου και η 

απόκριση σε διάφορους ρυθµιστές. Συγκεκριµένα, σε πειράµατα πρόσδεσης 

[3H]ρυανοδίνης στον RyR1 (όπως έχει ήδη αναφερθεί η ρυανοδίνη 

προσδένεται ισχυρά στον υποδοχέα όταν ο δίαυλος βρίσκεται στην ανοιχτή 

του διαµόρφωση), η παρουσία συνθετικού πεπτιδίου µε αα 3614-3643 (CaM 

binding peptide, CaMBP), αυξάνει την πρόσδεση της [3H]ρυανοδίνης στον 

RyR1 σε σχέση µε την αντίστοιχη πρόσδεσή της απουσία του πεπτιδίου, 

υποδεικνύοντας την επιπρόσθετη λειτουργία της περιοχής αυτής ως ρυθµιστή 

του RyR1. Επιπροσθέτως, έλαβε χώρα η έκφραση του γονιδίου RyR1 αγρίου 

τύπου καθώς και του γονιδίου RyR1 όπου έχει γίνει εξάλειψη της περιοχής 

3614-3643 σε κύτταρα που δεν εκφράζουν τον RyR1. Η εξάλειψη της 

περιοχής 3614-3643 δεν επηρεάζει την έκφραση και τα επιπέδα έκφρασης 

του RyR1, ενώ η µεταλλαγµένη αυτή µορφή του RyR1 παρουσιάζει µειωµένη 

απελευθέρωση Ca2+ σε απόκριση της καφεΐνης, καθώς και αισθητά µειωµένη 

ενεργότητα. Τέλος, πειράµατα πρόσδεσης [3H]ρυανοδίνης στον RyR1 

παρουσία διαφορετικών συνθετικών τµηµάτων του CaMBP έδειξαν ότι το Ν-

τελικό άκρο του πεπτιδίου λειτουργεί ως ενεργοποιητής, ενώ το C-τελικό ως 

αναστολέας του RyR1, ενισχύοντας την υπόθεση ότι η πρόσδεση του Ca2+ 

στην CaM οδηγεί σε µετατόπιση του µορίου προς το Ν-τελικό άκρο της 

περιοχής 3614-3643. Επιπλέον, επικάλυψη του τµήµατος CaMBP που 

προκαλεί ενεργοποίηση του RyR1 οδηγεί στην παρεµπόδιση του διαύλου, 

ερµηνεύοντας την ανασταλτική δράση της Ca2+/CaM στον RyR1, η οποία 

προσδένεται στο Ν-τελικό άκρο της περιοχής 3614-3643. Αντιστρόφως, η 

apoCaM προσδένεται στο C-τελικό άκρο του πεπτιδίου, το οποίο έχει 
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ανασταλτική δραση για τον RyR1, ενεργοποιώντας κατ΄αυτόν τον τρόπο τον 

δίαυλο [119]. 

1.6.4.2 Αλληλουχίες που πιθανόν δρουν ως µία, επιπλέον της κύριας, 
περιοχή πρόσδεσης της CaM στους RyR1 και RyR2, µέσω του Ν-
λοβού 

Οι περιοχές µε αα 3614-3643 και 3583-3603 στον RyR1 και τον RyR2, 

αντίστοιχα, αποτελούν τις κύριες CaMBD, όπου η CaM προσδένεται κυρίως 

µέσω του C-λοβού της. Μία σειρά από πειραµατικά δεδοµένα, των οποίων 

έχει γίνει εκτενής αναφορά στο υποκεφάλαιο 1.6.3.1, οδήγησαν στην υπόθεση 

για ύπαρξη επιπλέον περιοχών στους RyR1 και RyR2 µε χαρακτηριστικά 

ικανότητας πρόσδεσης της CaM κυρίως µέσω του Ν-λοβού. Οι περιοχές 

αυτές πιθανότατα περιλαµβάνουν αλληλουχίες του RyR1 και του RyR2 που 

διαφέρουν δοµικά µεταξύ τους και στις οποίες πιθανόν να οφείλεται η διαφορά 

στην ρύθµιση των δύο αυτών ισοµορφών του RyR από την CaM. Ακολούθησε 

µία σειρά µελετών για τον εντοπισµό τέτοιων πιθανών περιοχών. 

Μία υποψήφια επιπλέον περιοχή πρόσδεσης της CaM στον RyR1, είναι η 

περιοχή µε αα 1975-1999. Συγκεκριµένα, µέσω πειραµάτων πρόσδεσης 

συνθετικών πεπτιδίων που αποτελούν τµήµατα θραύσµατος µετά από 

θρυψινόλυση, που προστατεύεται από την apoCaM, σε σύστηµα 

ηλεκτροφόρησης γέλης σε µη αποδιατακτικές συνθήκες, βρέθηκε ότι τόσο η 

apoCaM όσο και η Ca2+/CaM προσδένονται στο συνθετικό πεπτίδιο 1975-

1999 [120]. Μία επιπλέον πληροφορία για την θέση πρόσδεσης της CaM στον 

RyR1 προκύπτει από την οξείδωση του RyR1. Πιο συγκεκριµένα, η οξείδωση 

του RyR1 αυξάνει την ενεργότητα του διαύλου και επάγει σταυροσυνδέσεις 

µεταξύ γειτονικών υποµονάδων στο τετραµερές του RyR1 µέσω 

δισουλφιδικών δεσµών. Επιπλέον, η οξείδωση του RyR1 παρεµποδίζει την 

πρόσδεση ραδιοεπισηµασµένης CaM (125I-CaM) και σε υψηλές και σε 

χαµηλές [Ca2+], ενώ αντιστρόφως, η προσδεδεµένη CaM επιβραδύνει την 

οξείδωση του RyR1 [121]. Βάσει των αποτελεσµάτων αυτών, πιθανόν η 

επιπλέον περιοχή πρόσδεσης της CaM να βρίσκεται σε θέση όπου λαµβάνει 

χώρα αλληλεπίδραση µεταξύ υποµονάδων στο τετραµερές του RyR1. Σε 

συνάρτηση µε αυτό, βρέθηκε ότι µία από τις Cys, που εµπλέκονται σε αυτή 

την σταυροσύνδεση, βρίσκεται µέσα στην περιοχή του RyR1 µε αα 3614-3643 
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[122] ενώ η δεύτερη Cys πιθανόν να βρίσκεται στην περιοχή 2000-2401 

γειτονικής υποµονάδας του RyR1 [120], γεγονός που ενισχύει την υπόθεση 

ότι η περιοχή 1975-1999 αποτελεί µία δεύτερη περιοχή όπου προσδένεται η 

CaM, πιθανόν µέσω του Ν-λοβού. 

Μέχρι στιγµής, έχει γίνει αναφορά σε βιοχηµικές τεχνικές που έχουν 

αξιοποιηθεί για την µελέτη των περιοχών πρόσδεσης της CaM στον RyR. Στις 

τεχνικές αυτές χρησιµοποιήθηκαν τµήµατα του RyR ως συνθετικά πεπτίδια ή 

ως λύµατα κυττάρων (cell lysate) που περιέχουν τις υπό µελέτη 

συντετηγµένες πρωτεΐνες ή και ολόκληρο το µόριο του RyR σε in vitro µελέτες, 

χωρίς να παίρνουµε πληροφορίες για το τι συµβαίνει στην τρισδιάστατη 

αρχιτεκτονική του RyR in vivo. Στην συνέχεια, θα γίνει αναφορά σε άρθρα που 

µας δίνουν πληροφορίες για την πρόσδεση της CaM στην τρισδιάστατη δοµή 

των RyR1 και RyR2 µε την εφαρµογή µεθόδων όπως η cryo-EM µέσω 

τρισδιάστατων αναπαραστάσεων καθώς και η µέθοδος FRET. Η cryo-EM, 

όπως έχει ήδη αναφερθεί σε προηγούµενα κεφάλαια, δίνει πληροφορίες για 

την τρισδιάστατη αρχιτεκτονική του διαύλου µε σχετικά µεγάλη ανάλυση 

(διακριτική ικανότητα ≤ 30 Å). Η µέθοδος FRET αποτελεί µία φασµατοσκοπική 

τεχνική που χρησιµοποιείται ευρέως για την µελέτη της αλληλεπίδρασης 

µεταξύ πρωτεϊνών. Η τεχνική αυτή στηρίζεται σε µετρήσεις της µεταφοράς 

ενέργειας συντονισµού φθορισµού ανάµεσα σε δύο διαφορετικά 

φθοριοχρώµατα –δότης και δέκτης- όταν αυτά βρίσκονται πολύ κοντά στο 

χώρο (σε απόσταση µεταξύ 1-10 nm). Ένα βασικό χαρακτηριστικό που 

πρέπει να έχουν τα φθοριοχρώµατα είναι το φάσµα εκποµπής φθορισµού του 

δότη να αλληλοεπικαλύπτεται µε το φάσµα απορρόφησης του δέκτη (Σχήµα 

1.10). Η αποτελεσµατικότητα της µεταφοράς ενέργειας είναι αντιστρόφως 

ανάλογη, στην έκτη δύναµη, µε την απόσταση µεταξύ δότη και δέκτη, 

καθιστώντας την µέθοδο FRET αρκετά ευαίσθητη σε µικρές αλλαγές της 

απόστασης αυτής [123]. 

Από τα πρώτα πειράµατα που έλαβαν χώρα, ήταν ο προσδιορισµός της 

θέσης πρόσδεσης της CaM στους RyR1 και RyR2 σε µελέτες cryo-EM µέσω 

σύγκρισης της τρισδιάστατης αναπαράστασης του συµπλέγµατος CaM/RyR 
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Σχήµα 1.10: Σχηµατική απεικόνιση της µεταφοράς ενέργειας συντονισµού φθορισµού 
ανάµεσα σε έναν δότη και έναν δέκτη σε επίπεδο στοιβάδων (Α) και µορίων (Β). 

σε σχέση µε την τρισδιάστατη αναπαράσταση του RyR απουσία της CaM 

(Σχήµα 1.11). Βάσει αυτών των πειραµάτων βρέθηκε ότι η θέση πρόσδεσης 

της Ca2+/CaM βρίσκεται µεταξύ των κυτταροπλασµατικών περιοχών 3 και 7 

στον RyR1 [114], ενώ της apoCaM µεταξύ των περιοχών 3 και 4 [116]. Στον 

RyR2 η θέση πρόσδεσης της Ca2+/CaM δεν έγινε δυνατον να εντοπιστεί µε 

αυτά τα πειράµατα, ενώ η θέση πρόσδεσης της apoCaM βρέθηκε µεταξύ των 

περιοχών 3 και 7, εποµένως συγκριτικά µε τον RyR1 είναι πιο κοντά στην 

θέση πρόσδεσης της Ca2+/CaM στον RyR1 παρά σε αυτή της apoCaM. 

Πιθανόν, σε αυτή την διαφορά να οφείλεται η διαφορετική δράση των apoCaM 

και Ca2+/CaM στον RyR2 και τον RyR1 [116].  

Σε πρόσφατη µελέτη, χαρτογραφήθηκαν δύο περιοχές στην τρισδιάστατη 

αρχιτεκτονική του RyR2, που βάσει βιοχηµικών µελετών αποτελούν πιθανές 

περιοχές πρόσδεσης της CaM. Συγκεκριµένα µελετήθηκαν οι περιοχές µε αα 

3581-3612 και 4261-4286, µέσω της εισαγωγής του γονιδίου της πράσινης 

φθορίζουσας πρωτεΐνης GFP σε συγκεκριµένες θέσεις στο cDNA του RyR2 

και απεικόνιση του επισηµασµένου RyR2 µε 3D cryo-EM. Επιπλέον, µε 

πειράµατα FRET βρέθηκε ότι οι δύο αυτές περιοχές αλληλεπιδρούν µεταξύ 

τους στην ίδια υποµονάδα στο τετραµερές του RyR2, σχηµατίζοντας µία θέση 

πρόσδεσης για την CaM [124]. Συγκεκριµένα, για την χαρτογράφηση της 

περιοχής 3581-3612 στον RyR2, έλαβε χώρα γενετικά η επισήµανση του 

αµινοξέος Arg3595 µε την GFP. Στην συνέχεια έγινε απεικόνιση του 

RyR2R3595-GFP µε cryo-EM και σε σύγκριση µε την εικόνα του RyR2 αγρίου 

τύπου, βρέθηκε ότι η αλληλουχία 3581-3612 βρίσκεται στις περιοχές 3 και 8α, 

δηλαδή πολύ κοντά στις περιοχές όπου προηγούµενες µελέτες έδειξαν την 
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περιοχή πρόσδεσης των apo- και Ca2+/CaM στον RyR1 και της apoCaM στον 

RyR2 [114, 116]. Η ίδια λογική ακολουθήθηκε και για την αλληλουχία 4261-

4286, όπου αρχικά έγινε γενετικά επισήµανση του αµινοξέος Lys4269 µε την 

GFP και βρέθηκε στην συνέχεια µε απεικόνιση του RyR2K4269-GFP µε 3D cryo-

EM, ότι η αλληλουχία αυτή εντοπίζεται στις περιοχές 3 και 7, αποτέλεσµα που 

βρίσκεται σε συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες για την θέση πρόσδεσης της 

Ca2+/CaM στον RyR1 και της apoCaM στον RyR2 [114, 116].  

 

 

Σχήµα 1.11: Απεικόνιση της τρισδιάστατης αναπαράστασης του συµπλέγµατος 

Ca2+/CaM-RyR1 (Α) και του RyR1 (απουσία CaM) (Β) καθώς και ύστερα από αφαίρεση 

της αναπαράστασης του Ca2+/CaM-RyR1 από εκείνη του RyR1 (C). Για κάθε 

αναπαράσταση απεικονίζονται τρεις όψεις˙ από τον αυλό του ΣΔ (αριστερά), την πλευρά του 

κυτταροπλάσµατος (µέσο) και παράλληλα µε την µεµβράνη του ΣΔ (δεξιά) 

Για την καταγραφή της δυναµικής της διαµόρφωσης των δύο αυτών περιοχών 

πρόσδεσης της CaM, αναπτύχθηκε ένα ζεύγος FRET και συγκεκριµένα ένα 

διπλά επισηµασµένο µόριο RyR2 µε τις φθορίζουσες πρωτεΐνες CFP (cyan 

fluorescent protein) και YFP (yellow fluorescent protein) ένθετες στην θέση 

µετά την Arg3595 και την Lys4269, αντίστοιχα. Στην συνέχεια, σε 

µετασχηµατισµένα κύτταρα HEK293 µε το cDNA του RyR2R3595-CFR/K4269-YFP 

έλαβαν χώρα αναλύσεις FRET για τυχόν δοµικές αλλαγές γύρω από τις δύο 

πιθανές περιοχές πρόσδεσης της CaM. Να σηµειωθεί ότι ο επισηµασµένος 

υποδοχέας RyR2R3595-CFR/K4269-YFP εξακολουθεί να λειτουργεί ως δίαυλος 

* T. Wagenknecht, M. Radermacher, R. Grassucci, J. Berkowitz, H.B. Xin, S. Fleischer, Locations of calmodulin 
and FK506-binding protein on the three-dimensional architecture of the skeletal muscle ryanodine receptor, The 

Journal of biological chemistry, 272 (1997) 32463-32471. 
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ασβεστίου παρά την τροποποίηση που έχει υποστεί. Το σήµα FRET είναι 

υψηλό, γεγονός που υποδηλώνει την ενδοµοριακή αλληλεπίδραση των 

περιοχών που εµπεριέχουν τις θέσεις R3595 και K4269 δηλαδή των 

αλληλουχιών 3581-3610 και 4261-4286, αντίστοιχα. Επιπλέον, ο RyR2R3595-

CFR/K4269-YFP παρουσία καφεΐνης, που δρα ως ενεργοποιητής του RyR2, 

εκπέµπει χαµηλότερης έντασης σήµα FRET, γεγονός που δείχνει ότι οι δύο 

φερόµενες ως αλληλουχίες πρόσδεσης της CaM, αποµακρύνονται η µία από 

την άλλη όταν ο δίαυλος µεταβαίνει από την κλειστή (µη λειτουργική) στην 

ανοιχτή (λειτουργική) διαµόρφωσή του [124]. Συµπερασµατικά, από την 

µελέτη αυτή προκύπτει ότι πολλαπλές αλληλουχίες του RyR2 είναι πιθανόν να 

συνεισφέρουν στην θέση πρόσδεσης της CaM, µέσω ενδοµοριακών 

αλληλεπιδράσεων, ενώ η θέση πρόσδεσης είναι πιθανόν να υφίσταται 

αλλαγές στην διαµόρφωση κατά την ρύθµιση της λειτουργίας του διαύλου. 

Τέλος, µία άλλη προσέγγιση για την µελέτη των περιοχών πρόσδεσης της 

CaM στους RyRs αποτελεί η θερµιδοµετρία ισόθερµης τιτλοδότησης (ITC, 

isothermal titration calorimetry). Η µέθοδος ITC, είναι µία ποσοτική τεχνική η 

οποία καταγράφει τις θερµοδυναµικές παραµέτρους (όπως, µεταβολή 

ενθαλπίας, ελεύθερη ενέργεια Gibbs και µεταβολή εντροπίας) της 

αλληλεπίδρασης µεταξύ µικρών µορίων (όπως πεπτίδια) και µεγαλύτερων 

µακροµορίων (όπως πρωτεΐνες), σε διάλυµα. Η τιτλοδότηση του υπό εξέταση 

µακροµορίου από τον προσδέτη λαµβάνει χώρα σε ένα κελί ειδικά 

διαµορφωµένο, όπου σε περίπτωση αλληλεπίδρασης των υπό εξέταση 

µορίων λαµβάνει χώρα αλλαγή της θερµοκρασίας λόγω έκλυσης ή 

απορρόφησης θερµότητας όταν η αντίδραση είναι εξώθερµη ή ενδόθερµη, 

αντίστοιχα. Εποµένως, η µέθοδος ITC χρησιµοποιείται για την µελέτη της 

αλληλεπίδρασης µορίων δίνοντας πληροφορίες όπως η συγγένεια σύνδεσης 

και η στοιχειοµετρία της αντίδρασης. Βάσει αυτής της µεθόδου, µελετήθηκε η 

αλληλεπίδραση ολόκληρου του µορίου της CaM ή των Ν- και C-λοβών της 

ξεχωριστά, µε τρεις υποψήφιες αλληλουχίες πρόσδεσης της CaM στον RyR2, 

απουσία και παρουσία Ca2+ [125]. Οι αλληλουχίες αυτές, όπως φαίνεται και 

στο Σχήµα 1.12, είναι οι περιοχές µε αα 1941-1965 (CaMBD1), 3580-3606 

(CaMBD2), και 4246-4276 (CaMBD3), οι οποίες εµφανίζουν οµολογία µε τις  
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Σχήµα 1.12: Η αλληλουχία των τριών υπό εξέταση περιοχών πρόσδεσης της CaM 

στους RyR1, RyR2 και RyR3. Η αρίθµηση αφορά τον RyR1 του κουνελιού, τον RyR2 του 

ποντικού και τον RyR3 του ανθρώπου. 

αντίστοιχες περιοχές στον RyR1 64, 89 και 26%, αντίστοιχα (Σχήµα 1.12). 

Ξεκινώντας από την CaMBD2, που είναι και η κύρια CaMBD: η Ca2+/CaM 

προσδένεται πολύ ισχυρά στην CaMBD2, κυρίως µέσω του C-λοβού της, ενώ 

η apoCaM προσδένεται λιγότερο ισχυρά στην CaMBD2 απο ότι η Ca2+/CaM, 

µε συνεισφορά και των δύο λοβών της. Η αλληλουχία CaMBD1 του RyR2, η 

οποία εµφανίζει 64% οµολογία µε την αντίστοιχη αλληλουχία του RyR1 και 

έχει προταθεί, σε προηγούµενη µελέτη, ως επιπλέον περιοχή πρόσδεσης της 

CaM [120], βρέθηκε ότι προσδένεται µόνο µε την Ca2+/CaM και όχι µε την 

apoCaM, µέσω του Ν-λοβού. Η πρόσδεση της Ca2+/CaM στην CaMBD1 είναι 

πιο ασθενής από ό,τι στην CaMBD2, όµως η πρόσδεση του Ca2+/N-λοβού 

είναι ισχυρότερη στην CaMBD1 σε σχέση µε την CaMBD2, υποδηλώνοντας 

ότι η Ca2+/CaM µπορεί να γεφυρώσει τις δύο αυτές περιοχές του RyR2. 

Τέλος, η CaMBD3 προσδένεται ισχυρότερα µε την apoCaM από ό,τι η 

apoCaM µε την CaMBD2 µέσω και των δύο λοβών της, γεγονός που 

υποδηλώνει ότι η CaMBD3 πιθανόν να αποτελεί την κύρια περιοχή 

πρόσδεσης της apoCaM. Η Ca2+/CaM φαίνεται να προσδένεται στην 

CaMBD3, ασθενέσθερα όµως σε σχέση µε την CaMBD2 [125]. 

Συνοψίζοντας, για την κατανόηση του µηχανισµού δράσης της CaM στον RyR 

είναι απαραίτητη η εύρεση των περιοχών του RyR που συµµετέχουν στην 

* K. Lau, M.M. Chan, F. Van Petegem, Lobe-specific calmodulin binding to different ryanodine receptor isoforms, 
Biochemistry, 53 (2014) 932-946. 
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αλληλεπίδραση µε την CaM, τόσο απουσία όσο και παρουσία Ca2+. Όπως 

προκύπτει από µία πληθώρα πειραµατικών µελετών, πολλαπλές αλληλουχίες 

του RyR φαίνεται να συµµετέχουν στον σχηµατισµό της θέσης πρόσδεσης της 

CaM στο τετραµερές του RyR. Μέχρι στιγµής, η επικρατέστερη αλληλουχία 

πρόσδεσης της CaM στον RyR1 και τον RyR2 είναι η αλληλουχία 3614-3643 

και 3583-3603, αντίστοιχα, που παρουσιάζει υψηλή δοµική αλληλουχία µεταξύ 

των δύο ισοµορφών του υποδοχέα. Όπως προκύπτει από µία σειρά 

πειραµατικών δεδοµένων, η περιοχή αυτή προσδένεται κυρίως µε την 

Ca2+/CaM µέσω του C-λοβού της. Στην συνέχεια, έχει προταθεί και µία σειρά 

περιοχών της Ν-τελικής και της C-τελικής περιοχής του RyR, στις οποίες έχει 

γίνει εκτενής αναφορά στο υπο-κεφάλαιο αυτό, που πιθανόν να αποτελούν 

περιοχές πρόσδεσης της Ca2+/CaM, κυρίως µέσω του Ν-λοβού της, είτε της 

apoCaM. Περαιτέρω µελέτες χρειάζονται για την καλύτερη κατανόηση του 

µηχανισµού µέσω του οποίου η CaM ρυθµίζει τους RyRs και των περιοχών 

πρόσδεσής της στις ισοµορφές αυτών των υποδοχέων. 

1.6.4.3 Η αλληλουχία 4064-4210 του RyR1 ως περιοχή που µοιάζει 
δοµικά µε την CaM (CaM-like domain, CaMLD) 

 Σύµφωνα µε θεωρητική πρόβλεψη που επιβεβαιώθηκε πειραµατικά, η 

περιοχή του RyR1 µε αα 4064-4210 φαίνεται να προσοµοιάζει δοµικά µε την 

CaM, γι’ αυτό χαρακτηρίζεται και ως περιοχή που µοιάζει µε την CaM (CaM-

like domain, CaMLD). Η περιοχή αυτή περιέχει δύο δοµικά µοτίβα EF που 

αποτελούν θέσεις πρόσδεσης του Ca2+ -µάλιστα η πρόσδεση Ca2+ προκαλεί 

δοµικές αλλαγές στην περιοχή (έκθεση υδροφοβικών τµηµάτων). Επίσης, η 

CaMLD προσδένεται στον RyR1, στους διαύλους ασβεστίου τύπου L και σε 

διάφορα πεπτίδια που δεσµεύουν CaM, συµπεριλαµβανοµένου του πεπτιδίου 

που αντιστοιχεί στην CaMBD του RyR1 (CaMBP, αα 3614-3643). Ένα άλλο 

χαρακτηριστικό της περιοχής αυτής είναι ότι σε πειράµατα πρόσδεσης της 

[3Η]ρυανοδίνης στον RyR1, η περιοχή αυτή φαίνεται να επηρεάζει την 

λειτουργικότητα του διαύλου µε ασβεστιο-εξαρτώµενο τρόπο [126]. Τον ρόλο 

της περιοχής αυτής στον µηχανισµό αλληλεπίδρασης της CaM µε τον RyR1, 

ενισχύει το γεγονός ότι η πρόσδεση του CaMBP τόσο σε ολόκληρο το µόριο 

του RyR1 όσο και στην περιοχή του RyR1 µε αα 3543-4271 (περιοχή που 

περιέχει και την CaMBD και την CaMLD) εµφανίζουν παρόµοιες ιδιότητες 



 69 

σχετικά µε την πρόσδεση του CaMBP, τις τοπικές αλλαγές στην διαµόρφωση 

και την απελευθέρωση Ca2+ [127]. Επιπροσθέτως, η χρήση αντι-πεπτιδικών 

πολυκλωνικών αντισωµάτων, που αναπτύχθηκαν έναντι των αλληλουχιών 

3614-3643 (CaMBD) και 4114-4142 (που ανήκει στην CaMLD) του RyR1, σε 

πειράµατα πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης στον RyR1, έδειξε ότι και τα δύο 

αντισώµατα παρεµποδίζουν τον RyR1, γεγονός που υποδεικνύει ότι και οι 

δύο περιοχές είναι απαραίτητες για την λειτουργία του υποδοχέα. Τα 

αποτελέσµατα αυτά συνάδουν µε την υπόθεση ότι η ενδοµοριακή 

αλληλεπίδραση µεταξύ των CaMBD και CaMLD ενεργοποιεί τον δίαυλο και τα 

παραπάνω αντισώµατα παρεµβαίνουν στην ενδοµοριακή αυτή 

αλληλεπίδραση παρεµποδίζοντας τον δίαυλο. Μάλιστα, η αλληλεπίδραση 

αυτή γίνεται τόσο µε ασβεστιο-εξαρτώµενο τρόπο, όσο και µε τρόπο που 

εξαρτάται από την δράση αγωνιστών του RyR1 [128]. Βάσει των συνολικών 

δεδοµένων που προκύπτουν από τις παραπάνω µελέτες για την περιοχή µε 

αα 4064-4210, προκύπτει µία θεωρία σύµφωνα µε την οποία απουσία της 

CaM λαµβάνει χώρα ενδοµοριακή αλληλεπίδραση µεταξύ των περιοχών 

CaMBD και CaMLD οδηγώντας στην ενεργοποίηση του RyR1, ενώ η 

παρουσία της CaM διαταράσσει την αλληλεπίδραση αυτή, παρεµποδίζοντας 

τον δίαυλο (Σχήµα 1.13). Η θεωρία αυτή µπορεί να εξηγήσει την ανασταλτική 

δράση της CaM τόσο στον RyR1 όσο και στον RyR2 (παρόλο που µέχρι 

στιγµής δεν έχει εντοπιστεί αντίστοιχη CaMLD περιοχή στον RyR2), 

αποτυγχάνει όµως να εξηγήσει την δράση της CaM ως ενεργοποιητή του 

RyR1 σε χαµηλές [Ca2+].  

 

Σχήµα 1.13: Σχηµατική απεικόνιση της θεωρίας που αναφέρεται στην ύπαρξη της 

CaMLD στον RyR1. 
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1.7 Παθολογικές καταστάσεις που συνδέονται µε δυσλειτουργία του 
καρδιακού RyR2 

Η καρδιακή ανεπάρκεια αποτελεί την αιτία περίπου 200.000 θανάτων ετησίως 

µόνο στις ΗΠΑ. Περίπου το 50% των θανάτων αυτών είναι αιφνίδιοι και 

ενδεχοµένως συνέπεια θανατηφόρας κοιλιακής ταχυαρρυθµίας [129]. 

Χαρακτηριστικό γνώρισµα της καρδιακής ανεπάρκειας αποτελεί η 

δυσλειτουργία ιοντικών διαύλων, γεγονός που υποδηλώνει πολλά σχετικά µε 

την ανακατανοµή (electrical remodeling) του ηλεκτρικού σήµατος που 

λαµβάνει χώρα σε κυτταρικό επίπεδο στην παθολογική αυτή κατάσταση, 

προδιαθέτοντας τους ασθενείς για αρτηριακή και κοιλιακή αρρυθµία. Η 

περιορισµένη γνώση µας για τους θεµελιώδεις µηχανισµούς που προκαλούν 

αρρυθµία, σε ιοντικό και µοριακό επίπεδο, αποτελεί τροχοπέδη για την 

ανάπτυξη αποτελεσµατικών φαρµακολογικών θεραπειών για τους ασθενείς µε 

καρδιακή ανεπάρκεια [130]. Η σύζευξη διέγερσης-συστολής, όπως έχουµε 

ήδη αναφέρει,  αποτελεί µία κυκλική διαδικασία, όπου κύριο ρόλο παίζει το 

Ca2+. Στα φυσιολογικά µυοκαρδιακά κύτταρα, σε κατάσταση συστολής, 

λαµβάνει χώρα εισροή Ca2+ από το εξωτερικό του κυττάρου καθώς και εκροή 

από το ΣΔ, µε αποτέλεσµα την αύξηση της [Ca2+] στο κυτταρόπλασµα, ενώ 

κατα την διαστολή επέρχεται µείωση της [Ca2+] στα επίπεδα ηρεµίας του 

κυττάρου µέσω επιστροφής του Ca2+ τόσο στο ΣΔ όσο και εξωτερικά του 

κυττάρου (Σχήµα 1.14Α). Κάθε µορφή δυσλειτουργίας σε οποιοδήποτε στάδιο 

του µηχανισµού της σύζευξης διέγερσης-συστολής στον καρδιακό µυ οδηγεί 

σε µη φυσιολογικές καταστάσεις διαστολής και συστολής, καθώς επίσης και 

σε αυξηµένη πιθανότητα εµφάνισης κοιλιακών αρρυθµιών. Οι δυσλειτουργίες 

αυτές είναι αποτέλεσµα µεταβολής της έκφρασης ή της λειτουργίας των 

πρωτεϊνών που είναι απαραίτητες για την οµοιόσταση του ασβεστίου. Ο RyR2 

αποτελεί βασικό µόριο για την σωστή λειτουργία της σύζευξης διέγερσης-

συστολής, καθώς απελευθερώνει Ca2+ από το ΣΔ, την ενδοκυτταρική 

αποθήκη των καρδιακών κυττάρων, στο κυτταρόπλασµα, απαραίτητη 

προϋπόθεση για την ενεργοποίηση της συστολής της καρδιάς.  
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Σχήµα 1.14: Ο κύκλος του Ca2+ σε ένα φυσιολογικό (Α) και σε ένα µη φυσιολογικό 

µυοκαρδιακό κύτταρο (Β). 

Εποµένως, η δυσλειτουργία του RyR2 ευθύνεται για παθολογικές καταστάσεις 

της καρδιάς, όπως η καρδιακή ανεπάρκεια και διάφορες µορφές αρρυθµίας. 

Συγκεκριµένα, διάφορες µελέτες έδειξαν αυξηµένη διαρροή Ca2+ από το ΣΔ 

κατά την διαστολή ως αποτέλεσµα δυσλειτουργίας του RyR2 στην καρδιακή 

ανεπάρκεια [131, 132]. Η διαρροή Ca2+ στην διαστολή εξαντλεί τις αποθήκες 

των Ca2+ και ενδεχοµένως να εξασθενεί την συστολή των µυοκαρδιακών 

κυττάρων [133] (Σχήµα 1.14Β). 

Τα επίπεδα έκφρασης του RyR2 στην καρδιακή ανεπάρκεια δεν εµφανίζουν 

διαφορά σε σχέση µε την φυσιολογική κατάσταση της καρδιάς στον άνθρωπο 

B 

A 

* C. Kho, A. Lee, R.J. Hajjar, Altered sarcoplasmic reticulum calcium cycling--targets for heart failure therapy, 
Nat Rev Cardiol, 9 (2012) 717-733. 
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[134]. Παρόλα αυτά, στην καρδιακή ανεπάρκεια παρουσιάζονται αυξηµένα 

επίπεδα φωσφορυλίωσης του RyR2 από την PKA [53, 135]. Έχει γίνει 

αναφορά και στο υποκεφάλαιο 1.5.1 σχετικά µε την υπερφωσφορυλίωση του 

RyR2 από την PKA. Η χρόνια υπερ-ενεργότητα του µονοπατιού της β-

αδρενεργικής διέγερσης πιθανόν να οδηγεί στην υπερ-ενεργότητα της ΡΚΑ 

και ακολούθως στην υπερφωσφορυλίωση του RyR2 (αµινοξέα Ser2008 και 

Ser2009) σε κατάσταση καρδιακής ανεπάρκειας. Ο RyR2, επίσης, 

υπερφωσφορυλιώνεται και από την CaMKII (αµινοξέα Ser2814 και Ser2815). 

Μέχρι στιγµής η επίδραση της υπερφωσφορυλίωσης του RyR2 στην 

ενεργοποίηση του διαύλου δεν είναι ξεκάθαρη. Ορισµένες µελέτες δείχνουν 

ότι η υπερφωσφορυλίωση του RyR2 από την ΡΚΑ ενεργοποιεί τον δίαυλο [53, 

135], ενώ άλλες µελέτες ισχυρίζονται ότι η πιθανότητα να βρίσκεται ο δίαυλος 

στην ανοιχτή του διαµόρφωση ελαφρώς µειώνεται σε απόκριση 

φωσφορυλίωσης [136, 137]. Στον φυσιολογικό µηχανισµό της 

φωσφορυλίωσης του RyR2 φαίνεται να εµπλέκεται το µακροµοριακό 

σύµπλεγµα που αποτελείται από την ΡΚΑ, τον FKBP12.6, τις φωσφατάσες 

PP1 και PP2Α (PP1 και 2, protein phosphatase 1 and 2Α) καθώς και την 

πρωτεΐνη mAKAP [53]. Εναλλακτικά, τα επίπεδα και εποµένως η 

λειτουργικότητα της ΡΚΑ δεν µεταβάλλονται στους ασθενείς µε καρδιακή 

ανεπάρκεια αλλά µειώνονται τα επίπεδα των φωσφατασών PP1 και PP2A στο 

σύµπλεγµα του RyR2. Οι µεταβολές αυτές έχουν ως αποτέλεσµα τον 

µειωµένο ρυθµό αποφωσφορυλίωσης του RyR2 καθώς και τον µειωµένο 

ρυθµό διάστασης του FKBP12.6 από τον RyR2 [133]. Αυτό οδηγεί στην 

αύξηση της ευαισθησίας του RyR2 για τα Ca2+ που ενεργοποιούν τον 

υποδοχέα καθώς και στην διαρροή Ca2+ από το ΣΔ κατά την διαστολή, αιτίες 

που σχετίζονται µε την καρδιακή ανεπάρκεια. 

Για την θεραπεία της καρδιακής ανεπάρκειας, µία πρωτοποριακή στρατηγική 

αποτελεί η ανάπτυξη φαρµάκων που αποτρέπουν την διαρροή των Ca2+ από 

το ΣΔ µε το να σταθεροποιούν την αλληλεπίδραση µεταξύ του RyR2 και του 

FKBP12.6 [138-140]. Κατά αυτό τον τρόπο, έχουν αναπτυχθεί φάρµακα, 

όπως το Κ201, που παρεµποδίζουν την διαρροή Ca2+ µε το να επαναφέρουν 

την φυσιολογική ρύθµιση του διαύλου ή να προάγουν την αλληλεπίδραση 

RyR2-FKBP12.6 [140, 141]. Ένα επιπλέον φάρµακο είναι το ivabradine, το 
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οποίο αυξάνει την έκφραση του FKPB12.6 σταθεροποιώντας την 

αλληλεπίδραση RyR2-FKBP12.6 και παρεµποδίζοντας την διαρροή Ca2+ από 

το ΣΔ [138, 139]. Αναστολείς της CaMKII (ΚΝ-93), αλλά όχι της ΡΚΑ, επίσης 

µειώνουν την διαστολική διαρροή Ca2+ από το ΣΔ, γεγονός που υποδηλώνει 

ότι έναντι της ΡΚΑ, η CaMKII παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

υπερφωσφορυλίωση του RyR2 σε καταστάσεις καρδιακής ανεπάρκειας [142]. 

Μία άλλη προσέγγιση σε ερευνητικό επίπεδο εµπλέκει τον αυξητικό 

παράγοντα NRG1. Ο NRG1 εκφράζεται στα ενδοθηλιακά κύτταρα της καρδιάς 

και παίζει ρόλο-κλειδί στην ανάπτυξη της καρδιάς και στην διατήρηση της 

δοµικής και λειτουργικής της ακεραιότητας, ενώ έχει παρατηρηθεί ότι 

αναστέλλεται η έκφραση και η σηµατοδότησή του σε µοντέλα αρουραίων που 

πάσχουν από καρδιακή ανεπάρκεια [143]. Η χρήση ανασυνδυασµένου 

ανθρώπινου NRG1 επαναφέρει την σωστή ρύθµιση των Ca2+ και ενισχύει την 

καρδιακή συστολή µε το να καταστέλει την έκφραση των φωσφατασών ΡΡ1 

και 2 και να αυξάνει την ενεργοποίηση της SERCA2 [144]. 

Μία επιπλέον αιτία που συνδέει τον RyR2 µε παθολογικές καταστάσεις, όπως 

η κατεχολαµινεργική πολυµορφική κοιλιακή ταχυκαρδία (catecholaminergic 

polymorphic ventricular tachycardia, CPVT), είναι ένας µεγάλος αριθµός 

σηµειακών µεταλλάξεων στον καρδιακό RyR2 [145]. Συγκεκριµένα, ο 

παθολογικός ρόλος της µετάλλαξης R4497C στον RyR2 φάνηκε σε πειράµατα 

στα οποία χρησιµοποιούνται ως µοντέλα ποντίκια που φέρουν την µετάλλαξη 

αυτή, και έδειξαν ότι η µορφολογία και η ένταση της αρρυθµίας καθώς και η 

ελλιπής απόκριση σε β- αναστολείς των ποντικιών που φέρουν την 

συγκεκριµένη µετάλλαξη, ήταν όµοια µε αυτή των ασθενών µε CPVT [146].  

Επιπλέον, µία σειρά µελετών αναδεικνύει την επίδραση συγκεκριµένων 

µεταλλάξεων του RyR2 στην λειτουργία της καρδιάς ειδικά στα πρώτα στάδια 

ανάπτυξής της, ιδιαίτερα σε σχέση µε ελλιπή ρύθµιση των µεταλλαγµένων 

µορφών RyR2 από την CaM. Πιο συγκεκριµένα, πραγµατοποιήθηκαν in vivo 

µελέτες στις οποίες χρησιµοποιήθηκαν ως µοντέλα ποντίκια (knock-in mouse) 

που φέρουν την τριπλή µετάλλαξη W3587A/L3591D/F3603A (RyRADA) στο 

γονίδιο του RyR2. Η τριπλή αυτή µετάλλαξη αφορά την περιοχή πρόσδεσης 

της CaM (αα 3583-3603) µε αποτέλεσµα η CaM να αδυνατεί να προσδεθεί 

στον RyR2 και κατά συνέπεια να αδυνατεί να ρυθµίσει σωστά την λειτουργία 
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του. Τα αποτελέσµατα των παραπάνω πειραµάτων, έδειξαν ότι η ελλιπής 

ρύθµιση του RyR2 από την CaM σχετίζεται µε µη φυσιολογική απελευθέρωση 

Ca2+ από το ΣΔ καθώς και µεταβολή στην γονιδιακή ρύθµιση, προφίλ που 

οδηγεί σε υπερτροφία της καρδιάς και πρόωρο θάνατο σε οµόζυγα στην 

συγκεκριµένη µετάλλαξη ποντίκια [147]. Τα αποτελέσµατα αυτά έρχεται να 

ενισχύσει µία επιπλέον µελέτη στην οποία χρησιµοποιήθηκε η ίδια τριπλή 

µετάλλαξη, εξετάζοντας αυτή την φορά την επίδραση αυτής στο προφίλ των 

Ca2+. Η µετάλλαξη RyRADA επιφέρει µείζονες ανωµαλίες στα Ca2+-εξαρτώµενα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια κυττάρων πρόσφατα αποµονωµένων από 

υπερτροφική καρδιακή κοιλία (π.χ. εµφάνιση µεγαλύτερης διάρκειας αλλά 

µικρότερης συχνότητας σπινθήρων Ca2+) [148]. Τέλος, η ελαττωµατική 

πρόσδεση της CaM στον RyR2 παίζει ρόλο-κλειδί στην δυσλειτουργία του 

διαύλου που σχετίζεται µε την CPVT. Συγκεκριµένα, σε in vivo µελέτες όπου 

χρησιµοποιήθηκαν ως µοντέλα ποντίκια knock-in που φέρουν την µετάλλαξη 

R2474S στο µόριο του RyR2, µετάλλαξη που σχετίζεται µε παθολογία τύπου 

CPVT, έδειξαν σηµαντική µείωση της συγγένειας πρόσδεσης της CaM στον 

RyR2 σε απόκριση φωσφορυλίωσής του από την ΡΚΑ, διαρροή Ca2+ κατά 

την διαστολή καθώς και θανατηφόρα αρρυθµία [149].  

1.7.1 Μεταλλάξεις στο µόριο της CaM που σχετίζονται µε καρδιακές 
ασθένειες 

Την τελευταία 5ετία, βάσει γενετικών µελετών έχουν βρεθεί µεταλλάξεις στα 

γονίδια που κωδικοποιούν την CaM σε ασθενείς που πάσχουν από διάφορες 

µορφές ρυθµικών καρδιακών διαταραχών που σχετίζονται µε αιφνίδιους 

καρδιακούς θανάτους κυρίως στην βρεφική και παιδική ηλικία, 

συµπεριλαµβανοµένης της CPVT, του LQTS (Long-QT syndrome) και της 

ιδιοπαθούς κοιλιακής µαρµαρυγής (Idiopathic ventricular fibrillation, IVF) [83, 

150-152]. Οι ασθενείς τόσο µε CPVT όσο και µε LQTS, δεν φέρουν αλλαγές 

στα ανατοµικά χαρακτηριστικά της καρδιάς, έχουν χαρακτηριστικό 

ηλεκτροκαρδιογράφηµα, εµφανίζουν επεισόδια συγκοπής και καρδιακής 

προσβολής σε µικρή ηλικία, συνήθως κατά την διάρκεια έντονης άσκησης ή 

έντονων συναισθηµάτων και πιθανόν να έχουν οικογενειακό ιστορικό 

(κληρονοµικότητα). Από την άλλη, οι ασθενείς µε IVF δεν έχουν 

χαρακτηριστικό ηλεκτροκαρδιογράφηµα και η γενετική παρακολούθηση είναι 
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δύσκολη λόγω του ότι η διάγνωση ασθενούς µε IVF γίνεται αφού το άτοµο έχει 

υποστεί επεισόδιο αρρυθµίας. Το γεγονός αυτό περιορίζει τον αριθµό των 

διαθέσιµων µελών µιας οικογένειας για γενετικές µελέτες [151].  

Σε µοριακό επίπεδο, οι µορφές CPVT χαρακτηρίζονται από δυσλειτουργία του 

RyR2 σε κατάσταση διαστολής λόγω διαρροής Ca2+ από το ΣΔ. Η 

δυσλειτουργία αυτή, όπως έχουµε ήδη αναφέρει, µπορεί να οφείλεται σε 

µεταλλάξεις στον RyR2 που σχετίζονται µε την ελλιπή ρύθµιση του υποδοχέα 

από την CaM. Η διαρροή αυτή των Ca2+ προκαλεί αναστροφή στον 

ιονανταλλάκτη Na+/Ca2+ οδηγώντας σε επιβραδυνόµενη εκπόλωση, η οποία 

γεννά χαρακτηριστική πολυµορφική ταχυκαρδία [153]. Το LQTS, από την 

άλλη, σχετίζεται µε µεταλλάξεις στους διαύλους καλίου KCNQ1, KCNH2 [154, 

155], στον δίαυλο νατρίου SCN5A [156] καθώς και σε µεταλλάξεις στην α-

υποµονάδα του διαύλου ασβεστίου L-τύπου, CaV1.2 [157, 158]. Οι C-τελικές 

περιοχές των διαύλων αυτών φέρουν περιοχές πρόσδεσης της CaM και 

αποτελούν µόρια-στόχους της [159, 160]. Για τον λόγο αυτό, στις γενετικές 

µελέτες των ασθενών µε CPVT και LQTS, έλαβε χώρα πρώτα ο 

προσδιορισµός της αλληλουχίας αυτών των γονιδίων (KCNQ1, KCNH2, 

SCN5A κ.λπ.) και βρέθηκε ότι τα γονίδια αυτά δεν φέρουν τις χαρακτηριστικές 

µεταλλάξεις που σχετίζονται µε τις παραπάνω ασθένειες. Στην συνέχεια, λόγω 

του ότι στα καρδιακά κύτταρα η CaM θεωρείται ως αναστολέας της σύζευξης 

διέγερσης-συστολής, καθώς δρα σε µία σειρά πρωτεϊνών-κλειδιών όπως ο 

RyR2, οι δίαυλοι καλίου, νατρίου και ασβεστίου τύπου L, µε τρόπο που 

µπορεί να µειώσει τον ρυθµό του µηχανισµού αυτού, ακολούθησε ο 

προσδιορισµός αλληλουχίας των γονιδίων της CaM. Όπως έχουµε ήδη 

αναφέρει, στον άνθρωπο, τρια γονίδια που βρίσκονται σε διαφορετικά 

χρωµοσώµατα (CALM1, 2 και 3) κωδικοποιούν πρωτεΐνη ίδιας ακριβώς 

αµινοξικής αλληλουχίας. Μία µετάλλαξη σε ένα από τα 6 αλληλόµορφα, ενός 

εκ των τριών γονιδίων, αρκεί για να προκαλέσει παθολογικό φαινότυπο. 

Πράγµατι, βρέθηκε µία σειρά από µεταλλάξεις κυρίως στα γονίδια CALM1 και 

CALM2 µε φαινότυπο IVF, CPVT ή/και LQTS (Πίνακας 4). 

Βάσει του Πίνακα 1.4, η συσχέτιση γονότυπου-φαινότυπου ανάµεσα στα 

άτοµα που φέρουν τις µεταλλάξεις της CaM, πιθανόν, να παρέχει στοιχεία για 
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τους παθοφυσιολογικούς µηχανισµούς. Συγκεκριµένα, οι µεταλλάξεις D132E 

και Q136P στο CALM2, που συνδυάζουν κλινικά χαρακτηριστικά και από την  

Πίνακας 1.4: Μεταλλάξεις στο µόριο της CaM που σχετίζονται µε καρδιακές παθήσεις 

 

CPVT και το LQTS, πιθανόν να αντικατοπτρίζουν την επίδραση των δύο 

αυτών µεταλλάξεων σε δύο µόρια-στόχους [150]. Πιο συγκεκριµένα, στην µη 

φυσιολογική ρύθµιση του διαύλου Ca2+ τύπου L από την µεταλλαγµένη CaM 

πιθανόν να οφείλεται η ασθενής µυοκαρδιακή επαναπόλωση, εικόνα που 

σχετίζεται µε το LQTS [161], ενώ στην απορρύθµιση του RyR2 από την 

µεταλλαγµένη CaM που οδηγεί σε αλλαγή στην ρύθµιση της οµοιόστασης του 

Ca2+ στο εσωτερικό του κυττάρου, πιθανόν να οφείλεται ο φαινότυπος CPVT 

[162, 163]. Επιπλέον, η ίδια µετάλλαξη (N98S) έχει βρεθεί τόσο στο CALM1 

[152] όσο και στο CALM2 [150] µε διαφορετικούς όµως κλινικούς φαινότυπους 

(CPVT και LQTS, αντίστοιχα). Η φυσιολογική βάση της διαφοράς γονότυπου-

φαινότυπου δεν είναι γνωστή, πιθανόν όµως να οφείλεται είτε σε διαφορές 

στο πρωτέοµα των ατόµων που φέρουν τις αντίστοιχες µεταλλάξεις, λόγω 

διαφορετικής εθνικότητας και φύλου, ή σε διαφορές στην ειδική έκφραση των 

CALM1 και CALM2 ανάλογα µε το τµήµα του οργάνου και τον κυτταρικό τύπο 

[150]. 

Η θέση µίας µετάλλαξης στην τριτοταγή δοµή της CaM µπορεί να καθορίσει 

την διαµόρφωση και την σταθερότητα του ίδιου του µορίου της CaM και 

κατ’επέκταση την αλληλεπίδρασή της µε τις διάφορες περιοχές πρόσδεσής 
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της στις πρωτεΐνες-στόχους, όσο και στην πρόσδεσή της µε το Ca2+. Στο 

Σχήµα 1.15Α φαίνεται η πρωτοταγής δοµή της ανθρώπινης CaM και η θέση 

των τεσσάρων δοµικών µοτίβων EF, ενώ στο Σχήµα 1.15Β παρουσιάζεται η 

τριτοταγής δοµή της CaM καθώς και η κατανοµή των µεταλλάξεων που 

σχετίζονται µε καρδιακές παθήσεις. Μετά την ταυτοποίηση των µεταλλάξεων 

στο µόριο της CaM που είχαν σχέση µε καρδιακές παθήσεις, έλαβε χώρα µία 

σειρά βιοφυσικών και βιοχηµικών µελετών που αφορούν τις αντίστοιχες 

µεταλλαγµένες µορφές της πρωτεΐνης [164, 165]. Ένα τµήµα των πειραµάτων 

αυτών έγινε πρόσφατα από την ερευνητική µας οµάδα και τα αποτελέσµατά 

τους δηµοσιεύθηκαν στο περιοδικό FEBS Letters [165]. Συγκεκριµένα, 

µελετήθηκαν οι βιοφυσικές και βιοχηµικές ιδιότητες της µετάλλαξης F90L µε 

φαινότυπο IVF [165]. Όπως βρέθηκε, η µεταλλαγµένη µορφή της CaM F90L 

είχε µειωµένη συγγένεια για τα Ca2+. Επίσης η CaM F90L είχε µειωµένη 

ικανότητα αλληλεπίδρασης µε τον RyR2 και ελαττωµατική ρύθµιση της 

δέσµευσης της [3Η]ρυανοδίνης στον υποδοχέα. Από την άλλη πλευρά 

βρέθηκε µείωση της θερµικής σταθερότητας σε σχέση µε την αγρίου τύπου 

CaM [165], γενικό χαρακτηριστικό γνώρισµα των περισσότερων µεταλλάξεων 

της CaM που έχουν µελετηθεί [83, 166]. 

Αρκετές από τις µεταλλαγµένες µορφές CaM µελετήθηκαν ως προς την 

ικανότητά τους να προσδένουν Ca2+ τόσο στον Ν- όσο και στον C-λοβό τους, 

µε µελέτες φασµατοσκοπίας φθορισµού. Καµία από τις µεταλλάξεις του 

Πίνακα 1.4 δεν εµφάνισε αλλαγή στην συγγένεια σύνδεσης του Ca2+ στον Ν-

λοβό σε σχέση µε την αγρίου τύπου. Αντιθέτως οι µεταλλάξεις F90L, D96V, 

N98S, N98I, D132E, D134H, Q136P και F142L εµφάνισαν 3-23 φορές 

µειωµένη συγγένεια πρόσδεσης Ca2+ στον C- λοβό [83, 150, 152, 164, 165]. 

Η µετάλλαξη D130G παρουσίασε πρωτοφανή µείωση στην συγγένεια 

πρόσδεσης του C-λοβού µε το Ca2+ µέχρι και 46 φορές, ενώ αντίθετα, η 

µετάλλαξη N54I δεν εµφάνισε καµία αλλαγή σε σχέση µε την αγρίου τύπου, 

δεδοµένου του ότι εντοπίζεται στην θηλιά που συνδέει τα δοµικά µοτίβα EF1 

και 2 του Ν-λοβού [164].  

Δύο ερευνητικές οµάδες, έχουν µελετήσει τις µεταλλάξεις D54I, N98S, D96V, 

D130G και F142L της CaM σε αποµονωµένα µυοκαρδιακά κύτταρα και σε ένα  
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Σχήµα 1.15: Α) Η πρωτοταγής δοµή της ανθρώπινης CaM. Με κόκκινες γραµµές 

υποδεικνύονται τα δοµικά µοτίβα EF, ενώ µε πράσινα γράµµατα οι θέσεις των αµινοξέων που 

έχουν υποστεί µετάλλαξη. Β) Η κρυσταλλική δοµή της Ca2+/CaM. Με τα διαφορετικά 

χρώµατα παρουσιάζεται το σύνολο των µεταλλάξεων που έχουν βρεθεί σε ασθενείς µε 

καρδιακές παθήσεις. 

κυτταρικό µοντέλο έκφρασης˙ η µία από την πλευρά των αυθόρµητων 

σπινθήρων και κυµάτων Ca2+ (φαινότυπος CPVT) [164] και η άλλη από την 

πλευρά της επίδρασης των µεταλλάξεων αυτών στην διάρκεια του δυναµικού 

ενέργειας (action potential duration, APD) καθώς και στην εξαρτώµενη από το 

Ca2+ απενεργοποίηση (Ca2+-dependent inactivation, CDI) του διαύλου Ca2+  

τύπου L (φαινότυπος LQTS) [167]. Ουσιαστικά, βρέθηκε ότι η Ν54I προξενεί 

αύξηση των σπινθήρων Ca2+ και της συχνότητας των κυµάτων Ca2+ σε σχέση 

µε την αγρίου τύπου CaM, αποτέλεσµα που έρχεται σε συµφωνία µε τον 

φαινότυπο CPVT, ενώ δεν είχε καµία επίδραση στις APD και CDI [164]. 

Αντίθετη εικόνα εµφάνισαν οι µεταλλάξεις D96V, D130G και F142L, 

υποστηρίζοντας τον φαινότυπο LQTS [167]. Η µετάλλαξη N98S έδωσε µία 

ενδιάµεση εικόνα. Συγκεκριµένα, παρουσίασε ΑPD όµοια µε εκείνη των 

A 

B 
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µεταλλάξεων που προκαλούν LQTS, αλλά ασθενή επίδραση στην CDI [167] 

καθώς και αύξηση των σπινθήρων Ca2+ και της συχνότητας των κυµάτων 

Ca2+ (φαινότυπος CPVT) [164]. Αυτή η αντίθεση ταιριάζει µε τα κλινικά 

συµπτώµατα τριών ασθενών που, ενώ εµφανίζουν τον ίδιο γονότυπο, δηλαδή 

µετάλλαξη στην ίδια θέση στο µόριο της CaM, δύο από αυτούς φέρουν τις 

µεταλλάξεις N98S και N98I στο γονίδιο CALM2 µε φαινότυπο LQTS [150] ενώ 

ο τρίτος φέρει την µετάλλαξη Ν98S στο γονίδιο CALM1 µε φαινότυπο CPVT 

[152]. 

Συνολικά, η ταξινόµηση των µεταλλάξεων της CaM βάσει της ενεργότητάς 

τους σε in vitro µελέτες και της θέσης τους στην τριτοταγή δοµή της CaM, δεν 

έχουν αποδειχθεί µέχρι στιγµής ως αξιόπιστοι δείκτες του κλινικού 

φαινότυπου, όµως πιθανόν να βοηθούν στην καλύτερη κατανόηση του ρόλου 

των ιοντικών διαύλων στην σύζευξη διέγερσης-συστολής. Η περαιτέρω µελέτη 

των µεταλλάξεων αυτών, καθώς και νέων µεταλλάξεων της CaM, που 

σχετίζονται µε καρδιακές ασθένειες, πιθανόν να οδηγήσουν στην καλύτερη 

κατανόηση των µοριακών µηχανισµών που οδηγούν σε ασθένειες. 

 

 

 

 

 

 

 



 80 



 81 

ΣΚΟΠΟΣ 

Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η συνεισφορά στη µελέτη του 

µηχανισµού αλληλεπίδρασης της αγρίου τύπου CaM µε τον RyR2 καθώς και 

η µελέτη της αλληλεπίδρασης µεταλλαγµένων µορφών της CaM, που 

σχετίζονται µε δυσλειτουργίες της καρδιάς, µε τον RyR2. 

Αρχικά, για τη µελέτη του µηχανισµού αλληλεπίδρασης της αγρίου τύπου 

CaM µε τον RyR2 έγινε προσπάθεια εντοπισµού πιθανών περιοχών 

πρόσδεσης της CaM στον RyR2 πέραν της κύριας περιοχής πρόσδεσης. Στο 

πλαίσιο αυτό, έλαβε χώρα η σύνθεση, ο καθαρισµός και η ταυτοποίηση οκτώ 

πεπτιδικών τµηµάτων του RyR2, καθώς και παραγώγων τους, µε τη µέθοδο 

της πεπτιδικής σύνθεσης σε στερεά φάση. Τα δύο από τα οκτώ συνθετικά 

πεπτίδια (PB και PB extended µε αα 3584-3602 και 3581-3607, αντίστοιχα) 

ανήκουν στην κύρια περιοχή πρόσδεσης της CaM στον RyR2 (αα 3583-

3603),  τα τρία από αυτά (PA, PC και PD, µε αα 4240-4254, 3907-3922 και 

4255-4277, αντίστοιχα) είναι τµήµατα της C-τελικής περιοχής του RyR2 και 

αποτελούν τις υπό εξέταση πιθανές (δευτερεύουσες) περιοχές πρόσδεσης της 

CaM, ενώ τα υπόλοιπα τρία πεπτίδια (PE, PF και PG, µε αα 4265-4277, 4255-

4271 και 4255-4268, αντίστοιχα) αποτελούν µικρότερα τµήµατα του PD. 

Ορισµένα από τα παραπάνω πεπτίδια (PA, PB, PC και PF) χρησιµοποιήθηκαν 

ως αντιγόνα, µέσω της σύζευξής τους στην πρωτεΐνη-φορέα keyhole limpet 

hemocyanin (KLH), µε στόχο την ανάπτυξη πολυκλωνικών αντισωµάτων 

ικανών να αναγνωρίζουν τα αντίστοιχα συνθετικά πεπτίδια ή και ολόκληρο το 

µόριο του RyR2. Επιπλέον, και τα οκτώ πεπτίδια αξιοποιήθηκαν σε πειράµατα 

για την µελέτη της αλληλεπίδρασής τους µε την CaM είτε έµµεσα (µέθοδος 

συγκατακρήµνισης), είτε άµεσα (τροποποιηµένη µορφή µεθόδου ELISA και 

µέθοδος της θερµιδοµετρίας ισόθερµης τιτλοδότησης, ITC). Για την µελέτη της 

αλληλεπίδρασης της αγρίου τύπου CaM τόσο µε τα συνθετικά πεπτίδια του 

RyR2, όσο και µε ολόκληρο το µόριο του RyR2, έλαβε χώρα η παραγωγή 

ανασυνδυασµένης CaM είτε εκφρασµένης µε την συνοδό-πρωτεΐνη GST 

(αξιοποίηση σε πειράµατα συγκατακρήµνισης µε τον RyR2) είτε απουσία 

συνοδού-πρωτεΐνης (αξιοποίηση σε πειράµατα τύπου ELISA και ITC). 

Επιπλέον, έλαβε χώρα η σύνθεση, ο καθαρισµός και η ταυτοποίηση δύο 

πεπτιδίων που αποτελούν τµήµατα της C-τελικής περιοχής της CaM (µε αα 
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134-148 και 128-148) και η χρησιµοποίησή τους ως αντιγόνων, µέσω της 

σύζευξής τους σε KLH, για την ανάπτυξη πολυκλωνικών αντισωµάτων, 

ικανών να αναγνωρίζουν ολόκληρο το µόριο της CaM. Τα αντισώµατα αυτά 

αξιοποιήθηκαν στα πειράµατα τύπου ELISA για τη µελέτη της 

αλληλεπίδρασης των συνθετικών πεπτιδίων του RyR2 µε την αγρίου τύπου 

CaM. 

Στα πλαίσια της µελέτης της αλληλεπίδρασης του RyR2 µε µεταλλαγµένες 

µορφές της CaM που σχετίζονται µε καρδιακές παθήσεις, όπως οι CPVT 

(catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia), LQTS (long QT-

syndrome) και IVF (idiopathic ventricular fibrillation), αρχικά έλαβε χώρα η 

παραγωγή έξι µεταλλαγµένων µορφών της CaM (CaMD54I, CaMF90L, CaMD96V, 

CaMN98S, CaMD130G και CaMF142L), ως ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών, καθώς 

επίσης και η παρασκευή βαρέων κυστιδίων-φορέων ΣΔ από καρδιές χοίρων, 

ως πηγή του RyR2. Στη συνέχεια µελετήθηκε η επίδραση των µεταλλαγµένων 

µορφών της CaM στη λειτουργικότητα του RyR2, σε σχέση µε την αγρίου 

τύπου CaM, σε πειράµατα πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης στον RyR2. Επιπλέον, 

µελετήθηκε η πρόσδεση των µεταλλαγµένων µορφών της CaM στον RyR2 σε 

σχέση µε την αγρίου τύπου CaM σε πειράµατα συγκατακρήµνισης, τόσο 

απουσία όσο και παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων Ca2+ (10 και 100 

µΜ). 

Τα αποτελέσµατα των παραπάνω µελετών και η συµβολή τους αφενός στην 

καλύτερη κατανόηση του µηχανισµού αλληλεπίδρασης της αγρίου τύπου CaM 

µε τον RyR2 και αφετέρου στο συσχετισµό συγκεκριµένων µεταλλάξεων στο 

µόριο της CaM µε πληµµελή πρόσδεση στον RyR2 ή/και πληµµελή ρύθµιση 

του υποδοχέα παρουσιάζονται εκτενώς στην παρούσα διατριβή. 
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Β. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1 Σύνθεση, καθαρισµός και ταυτοποίηση πεπτιδίων 

Ο σκοπός της σύνθεσης των πεπτιδίων που αποτελούν τµήµατα του RyR2 

(ανθρώπινη αλληλουχία, hRyR2), ήταν τόσο η χρήση τους ως απτένια για την 

ανάπτυξη πολυκλωνικών αντισωµάτων σε λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας 

όσο και η χρήση τους σε βιοχηµικές µεθόδους για την µελέτη πιθανής 

αλληλεπίδρασής τους µε την CaM (ανθρώπινη αλληλουχία, hCaM). Ο σκοπός 

της σύνθεσης των πεπτιδίων που αποτελούν τµήµατα της CaM ήταν κυρίως η 

χρήση τους ως απτένια για την ανάπτυξη πολυκλωνικών αντισωµάτων έναντι 

της CaM. Η πορεία που ακολουθήθηκε για την σύνθεση, τον καθαρισµό και 

την ταυτοποίηση καθώς και οι τεχνικές που χρησιµοποίηθηκαν συνοψίζονται 

στο Σχήµα 2.1. 

 

Σχήµα 2.1: Διαγραµµατική απεικόνιση της πειραµατικής πορείας παραγωγής 

πεπτιδίων. 
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2.1.1 Πεπτιδική σύνθεση στερεάς φάσης (Solid-phase peptide 
synthesis, SPPS) 

Το 1963, ο Bruce Merrifield δηµοσίευσε µία εργασία, που αποτέλεσε ορόσηµο 

για την χηµεία της σύνθεσης πεπτιδίων, περιγράφοντας την ανάπτυξη της 

πεπτιδικής σύνθεσης σε στερεά φάση (solid-phase peptide synthesis, SPPS) 

[168]. Η τεχνική αυτή, για την οποία βραβεύτηκε µε το Βραβείο Νόµπελ 

Χηµείας το 1984, είναι η κύρια αιτία για την εκτεταµένη χρήση των συνθετικών 

πεπτιδίων ως αντιδραστήρια στο πεδίο έρευνας της Χηµείας και της 

Βιοϊατρικής. Οι κλασσικές τεχνικές που χρησιµοποιούνταν µέχρι το 1963 

έβρισκαν εφαρµογή στην σύνθεση πεπτιδίων µικρού µήκους, ενώ εµφάνιζαν 

σηµαντικές τεχνικές δυσκολίες διαλυτότητας και καθαρισµού στην σύνθεση 

πολυπεπτιδίων. 

Η αρχή της πεπτιδικής σύνθεσης σε στερεά φάση (Σχήµα 2.2) βασίζεται: 

! Στην πρόσδεση του πρώτου αµινοξέος της πεπτιδικής αλυσίδας σε ένα 

στερεό πολυµερές (ρητίνη). Η πρόσδεση γίνεται µέσω οµοιοπολικού 

δεσµού που αναπτύσσεται µεταξύ της α-καρβοξυλοµάδας του 

αµινοξέος και της ενεργού οµάδας ενός µορίου-συνδέτη (linker) που 

παρεµβάλλεται µεταξύ ρητίνης και 1ου αµινοξέος. 

! Στην ανάπτυξη του πεπτιδίου, πάνω στο πολυµερές, προσθέτοντας 

ένα αµινοξύ κάθε φορά µε την µορφή ενός σταδίου µέχρι την 

συναρµολόγηση της επιθυµητής αλληλουχίας. Τα αµινοξέα που 

προστίθενται κάθε φορά περιέχουν συνήθως δύο προστατευτικές 

οµάδες. Η µία από αυτές αποτελεί µόνιµη προστατευτική οµάδα 

(permanent protection group) της πλευρικής οµάδας του αµινοξέος ενώ 

η άλλη αποτελεί παροδική προστατευτική οµάδα (temporary protection 

group) της α-αµινοµάδας του αµινοξέος. Ο χαρακτηρισµός παροδική 

αναφέρεται στην δυνατότητα αποµάκρυνσης της προστατευτικής 

οµάδας κατά τη διάρκεια της σύνθεσης σε αντίθεση µε την µόνιµη, που 

δεν αποµακρύνεται κατά την διάρκεια των σταδίων της σύνθεσης. 

! Στην αποµάκρυνση του πεπτιδίου από την στερεά φάση µετά την 

προσθήκη και του τελευταίου αµινοξέος. 
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Ο Merrifield προσέγγισε την πεπτιδική σύνθεση από την πλευρά αυτή λόγω 

του ότι όταν η αναπτυσσόµενη πεπτιδική αλυσίδα είναι σταθερά προσδεµένη 

σε ένα απόλυτα αδιάλυτο στερεό υπόστρωµα µπορεί εύκολα να διηθηθεί και 

να εκπλυθεί από την περίσσεια των αντιδραστηρίων και τα παραπροϊόντα της 

αντίδρασης. Έτσι ο καθαρισµός των ενδιάµεσων πεπτιδίων από τις 

προσµίξεις βασίζεται στην διαλυτοποίηση των τελευταίων και όχι σε τεχνικές 

ανακρυστάλλωσης. Με την µέθοδο αυτή απλοποιούνται οι χειρισµοί και 

µειώνεται ο χρόνος που απαιτείται για την σύνθεση των πεπτιδίων, ενώ 

αυξάνεται θεαµατικά η συνολική απόδοση της σύνθεσης [168].  

Ως στερεό υπόστρωµα χρησιµοποιούνται ρητίνες µε επαρκή µηχανική 

σταθερότητα και επιθυµητές φυσικοχηµικές ιδιότητες, όπως σηµαντικό βαθµό 

διόγκωσης στους διαλύτες που χρησιµοποιούνται στη σύνθεση. Οι πιο 

διαδεδοµένες για το σκοπό αυτό είναι οι υποκατεστηµένες πολυστυρολικές 

ρητίνες και πιο συγκεκριµένα το πολυστυρόλιο συµπολυµερισµένο µε 1 % 

1,3-διβινυλοβενζόλιο που χρησιµοποιείται µέχρι σήµερα, ενώ έχουν 

χρησιµοποιηθεί και ρητίνες πολυαµιδίου. 

Λόγω της ταχύτητας και της απλότητας των επαναλαµβανόµενων σταδίων της 

SPPS, που επιτυγχάνονται σε ένα δοχείο σταθερής θερµοκρασίας, η µέθοδος 

έχει πλέον αυτοµατοποιηθεί. Παρόλα αυτά, υπάρχουν εργαστηριακές οµάδες 

που επιτελούν την τεχνική χειρωνακτικά. 

Προστατευτικές οµάδες-Μεθοδολογία Fmoc 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, κατά τη σύνθεση πεπτιδίων σε στερεά φάση είναι 

απαραίτητη τόσο η προσωρινή προστασία της α-αµινοµάδας του αµινοξέος 

που προστίθεται, όσο και η προστασία των πλευρικών χαρακτηριστικών 

οµάδων των αµινοξέων, έτσι ώστε να αποφευχθούν τα προβλήµατα 

πολυµερισµού ή διακλαδισµένων παραπροϊόντων.  

Για την παροδική προστασία της α-αµινοµάδας των αµινοξέων πρέπει η 

προστατευτική οµάδα να µπορεί να αποµακρύνεται εύκολα µετά την 

ολοκλήρωση του σταδίου της προσθήκης, έτσι ώστε η α-αµινοµάδα να είναι 

έτοιµη να αντιδράσει µε την α-καρβοξυλοµάδα του επόµενου αµινοξέος. 

Αντίθετα, οι πλευρικές οµάδες προστασίας πρέπει να είναι σταθερές σε όλους 

τους επαναλαµβανόµενους κύκλους αποπροστασίας των α-αµινοµάδων. Το 
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σύστηµα όπου κάθε τάξη προστατευτικών οµάδων µπορεί να αποµακρυνθεί 

παρουσία των υπολοίπων ονοµάζεται «ορθογωνικό».  

Το ορθογωνικό σύστηµα προστατευτικών οµάδων, που χρησιµοποιήσαµε 

κατά τη σύνθεση των πεπτιδικών τµήµατων του hRyR2 ήταν ο συνδυασµός 

φθοροµεθοξυκαρβονυλοµάδας (Fmoc οµάδας) για την α-αµινοµάδα και 

τριτοταγούς βουτυλοµάδας/τριτυλοµάδας για τις πλευρικές αµινοµάδες. Η 

οµάδα Fmoc αποµακρύνεται σε ασθενώς βασικό περιβάλλον, ενώ οι µόνιµες 

τριτοταγείς βουτυλικές προστατευτικές οµάδες αποµακρύνονται σε όξινες 

συνθήκες. 

 

Σχήµα 2.2: Σχηµατική αναπαράσταση της µεθοδολογίας της SPPS. 

 

Eπιγραµµατικά, η µεθοδολογία της πεπτιδικής σύνθεσης στερεάς φάσης µε 

την οµάδα Fmoc παροδικής προστασίας, περιλαµβάνει τα στάδια που 

ακολουθούν: 

1.Την οµοιοπολική σύζευξη του αµινοξέος που βρίσκεται στο καρβοξυ-

τελικό άκρο του πεπτιδίου που πρόκειται να συντεθεί στη ρητίνη µέσω ενός 
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ενδιάµεσου µορίου-συνδέτη (linker). Το αµινοξύ έχει την πλευρική του οµάδα 

καθώς και την α-αµινοµάδα του προστατευµένες. Ο οµοιοπολικός δεσµός που 

δηµιουργείται παραµένει σταθερός καθόλη τη διάρκεια της σύνθεσης.  

2. Την αποπροστασία της α-αµινοµάδας σε συνθήκες στις οποίες η 

προστασία των πλευρικών οµάδων παραµένει σταθερή. Συγκεκριµένα, η 

οµάδα προστασίας Fmoc αποµακρύνεται γρήγορα µε πρωτοταγείς και 

δευτεροταγείς αµίνες και πιο αργά µε τριτοταγείς αµίνες, σε πολικό διαλύτη 

[169]. Έτσι, η αποµάκρυνση της οµάδας Fmoc γίνεται συνήθως σε διάλυµα 

πιπεριδίνης 20-50 % σε Ν,Ν-διµεθυλοφορµαµίδιο (DMF). 

3. Την κατάλληλη ενεργοποίηση της καρβοξυλικής οµάδας του 

επόµενου αµινοξέος της αλληλουχίας και τη σύζευξη αυτού στην ελεύθερη 

αµινοµάδα του προηγούµενου αµινοξέος, µέσω του σχηµατισµού ενός 

πεπτιδικού δεσµού.  

4. Την επανάληψη των σταδίων της αποπροστασίας και της 

προσθήκης του επόµενου ενεργοποιηµένου αµινοξέος έως ότου συντεθεί το 

πεπτίδιο µε την επιθυµητή αλληλουχία. 

 5. Τέλος, την αποκοπή του πεπτιδίου από την ρητίνη µε ειδικά µίγµατα 

αποκοπής, ανάλογα µε την σύσταση των αµινοξέων του πεπτιδίου. 

Όλα τα στάδια της SPPS λαµβάνουν χώρα σε ειδικό δοχείο ή σύριγγα που 

είναι κατάλληλα τροποποιηµένη. Συγκεκριµένα, στο στόµιο της σύριγγας είναι 

τοποθετηµένος ένας πορώδης ηθµός έτσι ώστε να πραγµατοποιούνται 

εκπλύσεις χωρίς την αποµάκρυνση της στερεάς φάσης και του 

αναπτυσσόµενου πεπτιδίου, που είναι συνδεδεµένο σε αυτήν, από την 

σύριγγα (Σχήµα 2.3). Η σύριγγα είναι κατασκευασµένη από πλαστικό που 

είναι συµβατό µε τη χρήση οργανικών διαλυτών. 
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Σχήµα 2.3: Τα τµήµατα από τα οποία αποτελείται η σύριγγα όπου επιτελείται η SPPS. 

 

Στην παρούσα εργασία έλαβε χώρα η σύνθεση πεπτιδίων που αποτελούν 

τµήµατα του RyR2 και της CaM (Πίνακας 2.1 Α), καθώς και παράγωγα αυτών 

(Πίνακας 2.1 Β). 

Πίνακας 2.1: Α) Πεπτίδια που αποτελούν τµήµατα των RyR2 και CaM, καθώς και Β) 

παράγωγά τους. 

 

A 
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Αποπροστασία της ρητίνης και µέτρηση του βαθµού της 
υποκατάστασής της (Capacity, C). 

Υλικά και Όργανα 

• Διχλωροµεθάνιο (DCM) 

• N, N’-διµεθυλοφορµαµίδιο (DMF) 

• Πιπεριδίνη 

• Φασµατοφωτόµετρο Shimadzu, UV-1800 

• Ρητίνη Rink-amide, παρασκευασµένη στο εργαστήριο 

Η σύνθεση των πεπτιδικών τµηµάτων του RyR2 πραγµατοποιήθηκε 

χρησιµοποιώντας τη ρητίνη 4-(2',4'-διµεθοξυφαινυλο-Fmoc-αµινοµεθυλο)-

φαινοξυπολυστυρένιο. Η ρητίνη είναι Fmoc προστατευµένη, εποµένως, πριν 

την προσθήκη του 1ου Fmoc-αµινοξέος πρέπει να γίνει η αποπροστασία της 

ρητίνης, ώστε να καταστεί ελεύθερη η αµινοµάδα της για να γίνει η 

αγκυροβόληση του 1ου αµινοξέος. 

Ζυγίζεται ποσότητα ρητίνης (500 mg) και τοποθετείται µέσα στην σύριγγα. 

Στην συνέχεια, διαβιβάζεται στην σύριγγα DMF (δύο φορές) και το σύστηµα 

παραµένει να ισορροπήσει για 1 min µετά από κάθε προσθήκη. Με τον τρόπο 

B 
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αυτό η ρητίνη διογκώνεται εκθέτοντας στην επιφάνεια σηµεία αγκυροβόλησης 

που πιθανόν να ήταν "κρυµµένα" στο εσωτερικό των σφαιριδίων της ρητίνης. 

Ακολουθεί διήθηση και 5 εκπλύσεις του 1 min µε DMF που αποτελεί και τον 

διαλύτη της αντίδρασης δηµιουργίας του πεπτιδικού δεσµού. Μετά την 

διήθηση του διαλύτη προστίθεται διάλυµα πιπεριδίνης σε DMF 20%. Μετά 

από 5 min το µίγµα διηθείται και νέα ποσότητα διαλύµατος πιπεριδίνης 

προστίθεται. Στο σύνολο, επιτελούνται 5 εκπλύσεις µε το διάλυµα της 

πιπεριδίνης και τα εκπλύµατα συλλέγονται σε πλαστικό σωλήνα (falcon). Στην 

συνέχεια, τοποθετείται στην κυψελίδα του φωτόµετρου, το οποίο είναι 

ρυθµισµένο στα 301 nm, 1 mL διαλύµατος πιπεριδίνης σε DMF 20% και 

καταγράφεται η ένδειξη. Ακολουθεί ο µηδενισµός της ένδειξης του 

φωτοµέτρου και η τοποθέτηση στην κυψελίδα, που περιέχει ήδη το 1 mL 

διαλύµατος πιπεριδίνης, 10 µL των εκπλυµάτων. Λαµβάνεται η τιµή της 

απορρόφησης (Α). Στα 301 nm απορροφά το προϊόν που προκύπτει από την 

αντίδραση της Fmoc µε την πιπεριδίνη (Σχήµα 2.4). Ο τερµατισµός 

σχηµατισµού του προϊόντος αυτού σηµαίνει και την ολοκλήρωση του σταδίου 

της αποπροστασίας. Τέλος, γίνονται 10 εκπλύσεις µε DMF του 1 min. 

 

Σχήµα 2.4: Στάδιο αποπροστασίας της Fmoc-ρητίνης. 
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Ο βαθµός υποκατάστασης της ρητίνης σε ενεργές αµινοµάδες υπολογίζεται 

µέσω του τύπου: 

 

όπου C: υποκατάσταση ρητίνης (mmol/g ρητίνης), Α: απορρόφηση δείγµατος 

στα 301 nm, Μρητίνης: µάζα δείγµατος ρητίνης (g). 

Βάσει της τιµής C υπολογίζονται οι ποσότητες των Fmoc αµινοξέων που θα 

προστεθούν κατά την διάρκεια της SPPS καθώς και οι ποσότητες των 

υπόλοιπων αντιδραστηρίων. 

Αγκυροβόληση του πρώτου αµινοξέος 

Υλικά και Όργανα 

•  DMF, 2-κυανο-2-(υδροξυϊµινο) οξικό αιθύλιο (Oxyma), N,N’-

διισοπροπυλοκαρβοδιιµίδιο (DIC), Οξικός ανυδρίτης, 

διισοπροπυλοαιθυλαµίνη (DIEA) 

• Νινυδρίνη, φαινόλη, απόλυτη αιθανόλη, πυριδίνη, υδατικό διάλυµα 

KCN 0,001 N 

• Fmoc-αµινοξέα (Merck/Novabiochem) 

Σε ένα γυάλινο φιαλίδιο ζυγίζεται ποσότητα του 1ου Fmoc αµινοξέος 4 eq σε 

σχέση µε την υπολογιζόµενη τιµή της C της ρητίνης, καθώς και 4 eq του 

αντιδραστηρίου Oxyma. Τόσο τα Fmoc αµινοξέα όσο και το Oxyma 

βρίσκονται σε στερεή µορφή. Στην συνέχεια, προστίθεται DMF (Fmoc 

αµινοξύ/DIC/Oxyma ~0,25 M σε DMF) και µετά την διαλυτοποίηση των 

στερεών αντιδραστηρίων το φιαλίδιο αφήνεται σε πάγο για 5 min, για να 

ακολουθήσει η προσθήκη 4 eq DIC (0,25 Μ σε DMF) και η παραµονή του 

φιαλιδίου στον πάγο για άλλα 10 min. Με τον τρόπο αυτό ενεργοποιείται η 

καρβοξυλοµάδα του Fmoc αµινοξέος (Σχήµα 2.5 A). Μετά την παρέλευση των  
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Σχήµα 2.5: Α) Ενεργοποίηση του Fmoc αµινοξέος. Β) Στάδιο σύζευξης του 1ου 

αµινοξέος στην ρητίνη. 

10 min γίνεται προσθήκη του διαλύµατος του ενεργοποιηµένου αµινοξέος στη 

σύριγγα που περιέχει την αποπροστατευµένη ρητίνη προς σχηµατισµό 

πεπτιδικού δεσµού µεταξύ συνδέσµου και 1ου αµινοξέος (Σχήµα 2.5B). Το 

µίγµα µένει να αντιδράσει υπό ανακίνηση για 2 h, διηθείται και εκπλένεται µε 

DMF (έξι φορές). 

Ο έλεγχος της ολοκλήρωσης της σύζευξης γίνεται µε βάση τη δοκιµασία 

νινυδρίνης (Kaiser test). Για την εφαρµογή της δοκιµασίας νινυδρίνης 

παρασκευάζονται τριών ειδών αντιδραστήρια, τα Kaiser 1, 2 και 3.  

• Kaiser 1: 500 mg καθαρής νινυδρίνης σε 10 mL απόλυτης αιθανόλης,  

• Kaiser 2: 80 g καθαρής φαινόλης σε 20 mL απόλυτης αιθανόλης,  

• Kaiser 3: 2 mL υδατικού διαλύµατος 0,001 Μ KCN σε 98 mL πρόσφατα 

απεσταγµένης πυριδίνης πάνω από νινυδρίνη.  

Σε δοκιµαστικό σωλήνα εισάγουµε µία πολύ µικρή ποσότητα της ρητίνης (~1 

mg) και προσθέτουµε µε τη σειρά 4, 2 και 2 σταγόνες από τα διαλύµατα 

Kaiser 1, 2 και 3, αντίστοιχα. Στη συνέχεια, θερµαίνουµε για 4 min στους 100 
oC. Αν δεν υπάρχει ελεύθερη αµινοµάδα (αρνητικό Kaiser test), το διάλυµα 

Α Β 
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παραµένει κίτρινο και οι κόκκοι της ρητίνης δεν µεταβάλλονται χρωµατικά. 

Στην περίπτωση που οι κόκκοι της ρητίνης και το διάλυµα χρωµατιστούν µπλε 

ή µωβ, τότε συµπεραίνουµε ότι στην πεπτιδική αλυσίδα εξακολουθούν να 

υπάρχουν ελεύθερες αµινοµάδες. 

Στις περιπτώσεις όπου η δοκιµασία είναι έντονα θετική, η σύζευξη 

επαναλαµβάνεται (double coupling). Στις περιπτώσεις όπου η δοκιµασία είναι 

αµυδρά θετική συνήθως γίνεται ακετυλίωση (capping). Η ακετυλίωση 

πραγµατοποιείται µε προσθήκη µίγµατος οξικού ανυδρίτη/DMF/DIEA 1:1:1 και 

επώαση υπό ανάδευση για 30 min (Σχ 2.6). 

 

Σχήµα 2.6: Το στάδιο της ακετυλίωσης (capping). 

 

Την αγκυροβόληση του 1ου Fmoc αµινοξέος ακολουθεί το στάδιο της 

αποπροστασίας, για την αποµάκρυνση της Fmoc οµάδας ώστε να είναι 

δυνατή η σύζευξη του επόµενου αµινοξέος. Το στάδιο της αποπροστασίας 

είναι το ίδιο µε αυτό που ακολουθείται για την αποπροστασία της ρητίνης 

(Σχήµα 2.4). 

Επιµήκυνση της πεπτιδικής αλυσίδας 

Υλικά και Όργανα 

• DMF, Oxyma, N,N’-διισοπροπυλοκαρβοδιιµίδιο (DIC), HATU (1-

[δις(διµεθυλάµινο)µεθυλενο]-1H-1,2,3τριαζολο[4,5-b]πυριδινιο-3-οξείδιο 

εξαφθοροφωσφορικό), Διµέθυλο σουλφοξείδιο (DMSO) 
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• Οξικός ανυδρίτης, διισοπροπυλοαιθυλαµίνη (DIEA) 

• Νινυδρίνη, φαινόλη, απόλυτη αιθανόλη, πυριδίνη, υδατικό διάλυµα 

KCN 0,001 N 

• Fmoc-αµινοξέα, (Merck/Novabiochem) 

Η πορεία που ακολουθείται φαίνεται συνοπτικά στον Πίνακα 2.2 και είναι ίδια 

µε αυτή της αγκυροβόλησης του 1ου αµινοξέος, µε την διαφορά ότι 

δηµιουργείται πεπτιδικός δεσµός µεταξύ του προστιθέµενου αµινοξέος και του 

προηγούµενου από αυτό, αµινοξέος. 

Πίνακας 2.2: Συνοπτική παρουσίαση των σταδίων επιµήκυνσης της αλυσίδας των υπό 

σύνθεση πεπτιδίων. 

 

Σε ορισµένα από τα πεπτίδια που συντέθηκαν, προστέθηκαν και κάποια 

ειδικά αµινοξέα όπως η φωσφορυλιωµένη σερίνη (Fmoc-Ser(Ph)OH) αλλά και 

κάποιες ενώσεις όπως η βιοτίνη (Biot), η οποία ανήκει στο σύµπλεγµα της 

βιταµίνης Β και συνδέεται ισχυρά και εξειδικευµένα µε την στρεπταβιδίνη, 

ιδιότητα στην οποία βασίζεται η ανάπτυξη του συστήµατος βιοτίνης-

στρεπταβιδίνης, το οποίο έχει ευρύτερη εφαρµογή σε πλήθος βιοχηµικών και 

άλλων εργαστηριακών τεχνικών. Η φωσφορυλιωµένη σερίνη είναι Fmoc 

προστατευµένη στην α-αµινοµάδα της ενώ η πλευρική αλυσίδα της Ser έχει 

υποστεί φωσφορυλίωση. Η Biot µπαίνει πάντα µετά το τελευταίο αµινοξύ της 

αναπτυσσόµενης πεπτιδικής αλυσίδας µέσω πεπτιδικού δεσµού καθώς 

περιέχει στο µόριο της µία καρβοξυλοµάδα. Στον Πίνακα 2.3 φαίνονται οι 
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διαφορές κατά την προσθήκη των δύο αυτών ιδιαίτερων ενώσεων σε σχέση 

µε τα διάφορα αµινοξέα.  

Μετά την προσθήκη και την αποπροστασία του τελευταίου αµινοξέος, 

ακολουθούν εκπλύσεις και το στάδιο της ξήρανσης. Πραγµατοποιούνται 6 

εκπλύσεις του 1 min µε DCM και 2 εκπλύσεις του 1 min µε πετρελαϊκό αιθέρα. 

Η ξήρανση γίνεται σε ξηραντήρα υψηλού κενού πάνω από P2O5 για 24 h. 

Πίνακας 2.3: Διαφοροποιήσεις στα στάδια προσθήκης ειδικών αµινοξέων/ενώσεων. 

 

Αποµάκρυνση των πλευρικών προστατευτικών οµάδων και αποκοπή 
των πεπτιδίων από τη ρητίνη 

Υλικά και Όργανα 

• Τριφθοροξικό οξύ (TFA), τριισοπροπυλοσιλάνιο (TIS), 1,2 αιθανοδιθειόλη 

(EDT), διαιθυλαιθέρας (Et2O), θειοανισόλη, ανισόλη, βρωµίδιο του τετρα-n-

βουτυλαµµωνίου (Bu4NBr) 

• Πλαστικοί σωλήνες των 50 mL (falcons) 

• Απιονισµένο H2O 

Η επιλογή του µίγµατος αποκοπής γίνεται βάσει της αµινοξικής αλληλουχίας 

του πεπτιδίου. Στον Πίνακα 2.4 παρουσιάζεται η σύσταση των µιγµάτων 

αποκοπής (20 mL µίγµατος/g ρητίνης) τα οποία χρησιµοποιήθηκαν για τα 

πεπτίδια του hRyR2. 
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Σε γυάλινο φιαλίδιο προστίθενται τα συστατικά του µίγµατος αποκοπής. 

Ακολουθεί η προσθήκη του διαλύµατος στη σύριγγα, που περιέχει το προς 

αποκοπή πεπτίδιο συνδεδεµένο στην ρητίνη, το οποίο και αφήνεται για 2 h. 

Κατά την αποκοπή των πεπτιδίων που φέρουν στην αλληλουχία τους πάνω 

από µία Met, 10 min πριν την ολοκλήρωση των 2 h προστίθεται αναγωγικό 

αντιδραστήριο [170], επειδή η µεθειονίνη είναι επιρρεπής στην οξείδωση υπό 

τις συνθήκες της αποκοπής µε αποτέλεσµα να µειώνεται πολύ η απόδοση της 

σύνθεσης. Στην συνέχεια, γίνεται διήθηση σε δύο falcons των 50 mL, στα 

οποία έχει γίνει προσθήκη 10 mL διαιθυλαιθέρα στο κάθε ένα, όπου και 

καταβυθίζεται το πεπτίδιο, ενώ η ρητίνη εκπλένεται µε TFA για την 

αποµάκρυνση ποσότητας πεπτιδίου που πιθανόν να έχει αποµείνει. Στην 

συνέχεια τοποθετούνται τα δύο falcons στο πάγο για λίγα λεπτά για να 

µειωθεί η διαλυτότητα του πεπτιδίου και να καταβυθιστεί πιο γρήγορα. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση και το ακατέργαστο πεπτίδιο παραλαµβάνεται ως 

ίζηµα. Το ακατέργαστο στερεό πεπτίδιο ξηραίνεται σε ξηραντήρα υψηλού 

κενού πάνω από P2O5 για 18 h. Ακολουθεί καθαρισµός του πεπτιδίου σε 

ηµιπαρασκευαστική RP-HPLC και λυοφιλοποίηση των κλασµάτων. 

Πίνακας 2.4: Σύσταση των µιγµάτων που χρησιµοποιήθηκαν κατά το στάδιο της 

αποκοπής. 
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2.1.2 Καθαρισµός και ανάλυση πεπτιδίων µε υγρή χρωµατογραφία 
υψηλής απόδοσης αντίστροφης φάσης (RP-HPLC)  

Υλικά και Όργανα 

• Ακετονιτρίλιο (CH3CN), Sigma 

• Τριφθοροξικό οξύ (TFA), Sigma 

• Σύστηµα ηµιπαρασκευαστικής στήλης υγρής χρωµατογραφίας υψηλής 

απόδοσης αντίστροφης φάσης (RP-HPLC), Waters, αποτελούµενο από 

αντλία Model 600 και ανιχνευτή υπεριώδους-ορατού (UV/Vis) Model 486 

• Σύστηµα αναλυτικής υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης, 

αντίστροφης φάσης, Waters, αποτελούµενο από αντλία Model 600E και 

ανιχνευτή τύπου 991 PDA. 

• Στήλη 10 Nucleosil 7 C18 (250 x 12,7 mm ID), Macherey-Nagel  

• Στήλη LiChrospher RP C18 (250 x 4,6 mm ID), Merck  

Η υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) θεωρείται σήµερα η καλύτερη µέθοδος υγρής 

χρωµατογραφίας και αποτελεί βασικό εργαλείο καθαρισµού και ανάλυσης 

πληθώρας ενώσεων, συµπεριλαµβανοµένων των µικρών πρωτεϊνών και 

πεπτιδίων. 

Ένα σύστηµα HPLC αποτελείται γενικά από τα εξής µέρη: 

1. Δύο δοχεία αποθήκευσης διαλυτών (Α και Β), τα οποία είναι συνήθως 

συνδεδεµένα µε απαερωτές, για την αποµάκρυνση του διαλυµένου αέρα, ο 

οποίος επηρεάζει την ανάλυση. 

2.  Βαλβίδα ανάµιξης διαλυτών. Συντελεί στην ανάµιξη των διαλυτών πριν 

αυτοί εισέλθουν στο θάλαµο διαχωρισµού και περάσουν από τη στήλη. 

3. Αντλίες. Η υψηλή πίεση, που πρέπει να εφαρµοστεί στην υγρή κινητή 

φάση για να διέλθει από τη στήλη µε ικανοποιητική ταχύτητα, επιτυγχάνεται µε 

τις αντλίες. Η κατασκευή των αντλιών γίνεται από υψηλής ποιότητας 

ανοξείδωτο χάλυβα ή από αδρανή πολυµερή, όπως το 

πολυτετραφθοροαιθυλένιο, ώστε να αντιστέκονται στην προσβολή από 

οποιαδήποτε κινητή φάση. 



 100 

4. Βαλβίδα εισαγωγής δείγµατος. Περιέχει ένα βαθµονοµηµένο βρόγχο, 

ώστε να εισάγεται σταθερός και επαναλήψιµος όγκος δείγµατος κάθε φορά ή 

περιέχει βρόγχο µεγάλης περιεκτικότητας και ο όγκος δείγµατος υπολογίζεται 

µε σύριγγα. Έπειτα, γίνεται έγχυση του δείγµατος στην κινητή φάση, συνήθως 

χειροκίνητα. 

5. Προστήλη. Η προστήλη έχει ακριβώς τα ίδια υλικά µε τη στήλη και δρα 

ως χηµικό φίλτρο αποµακρύνοντας ισχυρώς κατακρατούµενες ενώσεις που 

είναι δυνατό να κορέσουν την αναλυτική στήλη και να ελαττώσουν τη διάρκεια 

ζωής της. 

6. Στήλη. Ως υλικά πλήρωσης των στηλών έχουν χρησιµοποιηθεί πολλά 

συστατικά (άνθρακας, οργανικά πολυµερή, κ.α.), ενώ η επιλογή τους 

καθορίζει και το φυσικοχηµικό φαινόµενο που λαµβάνει χώρα στους 

διαχωρισµούς και συνεπώς το είδος της χρωµατογραφίας. Το οξείδιο του 

πυριτίου (Silica) είναι το πιο διαδεδοµένο υλικό πλήρωσης. 

7. Ανιχνευτές. Χρησιµοποιείται πληθώρα ανιχνευτών και όλοι παράγουν 

ένα ενισχυµένο σήµα ανάλογο της ποσότητας της ουσίας που εκλούεται κάθε 

στιγµή. Στην HPLC οι σηµαντικότεροι ανιχνευτές που χρησιµοποιούνται είναι: 

α) φασµατοφωτοµετρικοί (UV ή IR), β) φθορισµοµετρικοί, γ) ανιχνευτές δείκτη 

διάθλασης, δ) ιονισµού φλόγας, ε) φάσµατος µαζών, στ) ραδιενέργειας, ζ) 

ηλεκτροχηµικοί ανιχνευτές. 

8. Καταγραφέας. Περιέχει ψηφιακό ολοκληρωτή που µετατρέπει το 

ηλεκτρικό σήµα του ανιχνευτή σε αριθµητικά δεδοµένα που καταγράφονται σε 

εκτυπωτή ως διάγραµµα απόκρισης-χρόνου. 

Ανάλογα µε τον τύπο του διαχωρισµού, οι µέθοδοι HPLC µπορούν να 

διακριθούν σε διάφορες κατηγορίες, όπως σε µεθόδους διαπερατότητας 

πηκτής (gel-permeation chromatography), µεθόδους προσρόφησης 

(absorption chromatography) ή µεθόδους κανονικής φάσης (normal-phase 

chromatography, NP-HPLC), µεθόδους κατανοµής (partition chromatography), 

µεθόδους ιοντοανταλλαγής (ion-exchange chromatography) και µεθόδους 

αντίστροφης φάσης (reversed-phase chromatography, RP-HPLC). Οι µέθοδοι 

υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης αντίστροφης φάσης είναι οι 

ευρύτερα χρησιµοποιούµενες µέθοδοι HPLC, λόγω του ότι χαρακτηρίζονται 
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από µεγάλο εύρος δυνητικών εφαρµογών. Η στατική φάση που 

χρησιµοποιείται στις µεθόδους RP-HPLC είναι οξείδιο του πυριτίου. Η στατική 

φάση, µετά από κατάλληλη χηµική επεξεργασία, φέρει στην επιφάνειά της 

αλκυλο-πυριτικές οµάδες, συνήθως τετρα- ή δεκαοκτυλο-πυριτικές (C4 ή C18, 

αντίστοιχα), που της προσδίδουν υδρόφοβο χαρακτήρα. Η κατακράτηση στη 

στήλη των προς καθαρισµό ή ανάλυση ουσιών οφείλεται κυρίως στην 

ανάπτυξη υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων µεταξύ αυτών και της επιφάνειας της 

στατικής φάσης. Για την έκλουση των ουσιών χρησιµοποιείται κυρίως µία 

πολική κινητή φάση, αποτελούµενη συνήθως από H2O και MeOH, CH3CN ή 

κάποιον άλλον οργανικό διαλύτη αναµίξιµο µε H2Ο. Οι διάφορες ουσίες 

εκλούονται κατά σειρά αύξουσας υδροφοβικότητας [171].  

Όπως αναφέρθηκε ήδη, έπειτα από την αποµάκρυνση των πεπτιδίων από τη 

ρητίνη, τα ακατέργαστα πεπτίδια ξηραίνονται για 24 h σε ξηραντήρα υψηλού 

κενού πάνω από P2O5. Ακολουθεί ο καθαρισµός των πεπτιδίων µε στήλη 

ηµιπαρασκευαστικής RP-HPLC και το πεπτίδιο ανιχνεύεται µε ανιχνευτή 

οπτικής απορρόφησης στα 220 nm. Για την έκλουση των πεπτιδίων από τη 

στήλη, χρησιµοποιείται σύστηµα έκλουσης γραµµικής βαθµίδωσης δύο 

διαλυτών Α και Β. Ο διαλύτης Α είναι συνήθως 0,05 % TFA σε H2O και ο 

διαλύτης Β είναι συνήθως ακετονιτρίλιο 60 % σε διαλύτη Α. Η τελική 

περιεκτικότητα του διαλύτη έκλουσης σε ακετονιτρίλιο ρυθµίζεται µε βάση την 

πολικότητα του κάθε πεπτίδιου. Η επιλογή των κλασµάτων από την έκλουση 

των πεπτιδίων γίνεται µε την βοήθεια της αναλυτικής RP-HPLC, όπου 

αναµένεται προϊόν µίας κορυφής. Μετά τον καθαρισµό τα κλάσµατα που 

περιέχουν το αντίστοιχο πεπτίδιο λυοφιλοποιούνται και αποθηκεύονται στους 

-35 oC. 

Τέλος, τα πεπτίδια ταυτοποιούνται βάσει του µοριακoύ τους βάρους µε 

φασµατοµετρία µαζών µε τη µέθοδο ιοντισµού µε ηλεκτροψεκασµό 

(Electrospray Ionization Mass Spectrometry, ESI-MS) [172]. 

2.2 Κλωνοποίηση και έκφραση πρωτεϊνών σε βακτηριακό σύστηµα 

Η Μοριακή Βιολογία είναι η µελέτη της βιολογίας σε µοριακό επίπεδο. Το 

πεδίο αυτό συναντάται και µε άλλα πεδία της Βιολογίας και ειδικά µε την 

Γενετική και την Βιοχηµεία. Η Μοριακή Βιολογία εστιάζει κυρίως στην 
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κατανόηση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των ποικίλων συστηµάτων του 

κυττάρου, συµπεριλαµβανοµένων των αλληλεπιδράσεων µεταξύ DNA, RNA 

και πρωτεϊνών καθώς επίσης και στην κατανόηση του τρόπου ρύθµισης των 

αλληλεπιδράσεων αυτών. Η κλωνοποίηση (expression cloning) αποτελεί µία 

από τις βασικές τεχνικές της Μοριακής Βιολογίας για την µελέτη της 

λειτουργίας των πρωτεϊνών. Στην τεχνική αυτή, αρχικά κλωνοποιείται το DNA 

που κωδικοποιεί για την αλληλουχία της υπό µελέτη πρωτεΐνης (µε τεχνικές 

PCR και/ή χρήση περιοριστικών ενζύµων) µέσα σε ένα φορέα έκφρασης, 

κυρίως πλασµίδιο. Το πλασµίδιο αυτό περιέχει ειδικές αλληλουχίες 

προαγωγέων που οδηγούν στην έκφραση της επιθυµητής πρωτεΐνης καθώς 

και γονίδια ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά για τον εντοπισµό των 

ανασυνδυασµένων πλασµιδίων. Στη συνέχεια, τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια 

εισάγονται σε βακτηριακά η ευκαρυωτικά κύτταρα, µία διαδικασία γνωστή ως 

µετασχηµατισµός. Τα πλασµίδια αυτά είτε ενσωµατώνονται στο γονιδίωµα του 

κυττάρου-ξενιστή είτε παραµένουν ανεξάρτητα του γονιδιώµατος. Και στις δύο 

περιπτώσεις, η επιθυµητή αλληλουχία βρίσκεται µέσα στο κύτταρο και µπορεί 

πλέον να εκφραστεί η επιθυµητή πρωτεΐνη µε την βοήθεια ειδικών 

παραγόντων (όπως IPTG, Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside) που 

εισάγονται στα κύτταρα για την παραγωγή της πρωτεΐνης σε µεγάλες 

ποσότητες. Οι µεγάλες αυτές ποσότητες των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών 

µπορούν να εκχυλιστούν στη συνέχεια από τα βακτηριακά ή ευκαρυωτικά 

κύτταρα. Όλα τα στάδια της κλωνοποίησης παρουσιάζονται αναλυτικά στο 

Σχήµα 2.7. 

Στην παρούσα διατριβή, δηµιουργήθηκε η ανάγκη παραγωγής 

ανασυνδυασµένης CaM αγρίου τύπου, είτε εκφρασµένης µε την συνοδό-

πρωτεΐνη GST για την χρήση της σε πειράµατα συγκατακρήµνισης 1ου τύπου, 

είτε χωρίς κάποια συνοδό-πρωτεΐνη, για την χρήση της τόσο σε πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης 2ου τύπου όσο και σε πειράµατα πρόσδεσης 

[3Η]ρυανοδίνης, στα οποία θα γίνει αναφορά στην συνέχεια (βλέπε 

υποκεφάλαια 2.8 και 2.4, αντίστοιχα). Επιπλέον, µε τεχνικές µοριακής 

βιολογίας παράχθησαν έξι µεταλλαγµένες µορφές της CaM που έχουν βρεθεί 

σε ασθενείς µε καρδιακές παθήσεις. Στην συνέχεια, παρουσιάζονται 

αναλυτικά τα στάδια που ακολουθήθηκαν για την παραγωγή των 
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ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών της CaM από το σηµείο της εισαγωγής στον 

πλασµιδιακό φορέα τών αλληλουχιών που κωδικοποιούν για τις επιθυµητές 

πρωτεΐνες (κλωνοποίηση). 

Σηµείωση: τα πειράµατα που αναφέρονται στα υποκεφάλαια 2.2, 2.3, 2.4, 2.7 

και 2.8, έλαβαν χώρα κατά την διάρκεια επίσκεψης στο Πανεπιστήµιο του 

Κάρντιφ στην σχολή της Ιατρικής στο Ινστιτούτο Καρδιολογίας (Καθηγητής 

Anthony F. Lai). Όλα τα αντιδραστήρια ήταv υψηλής καθαρότητας (analytical 

grade) και αγοράσθηκαν από την Sigma Aldrich ή Fisher Scientific, µε 

εξαίρεση τα αντιδραστήρια η προέλευση των οποίων αναγράφεται στα Υλικά 

και Όργανα. 

2.2.1 Συνένωση του πλασµιδίου µε το ένθεµα ξένου DNA 

Υλικά και Όργανα 

• ρυθµιστικό διάλυµα Τ4 DNA λιγάσης, pH 7,5 (NEB)  

50 mM Tris-HCl 

10 mM MgCl2 

10 mM DTT 

1mM ATP 

• T4 DNA λιγάση σε ρυθµιστικό διάλυµα φύλαξης (50 mM KCl, 10 mM 

Tris-HCl pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 50% γλυκερόλη) (NEB) 

• Απιονισµένο H2O 

• Θερµικός κυκλοποιητής GeneAmp 2400 PCR system (Perkin-Elmer) 

Η διαδικασία της συνένωσης του πλασµιδίου µε το ένθεµα έγινε στη 

συνιστώµενη µοριακή αναλογία 3:1, δηλαδή χρησιµοποιήθηκαν 300 ng 

ενθέµατος (DNA που περιέχει τις αλληλουχίες που κωδικοποιούν για τις 

επιθυµητές πρωτεΐνες και έχει υποστεί πέψη µε τις κατάλληλες περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες) προς 100 ng πλασµιδίου (που έχει υποστεί πέψη µε τις ίδιες 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες µε το ένθεµα). Στο διάλυµα του ενθέµατος και 

του πλασµιδίου προστέθηκε T4 DNA λιγάση στην ίδια ποσότητα µε το 

πλασµίδιο και οι κατάλληλες ποσότητες ρυθµιστικού διαλύµατος T4 DNA 

λιγάσης και dH2O. Η κλωνοποίηση έγινε στους 16°C για 15h. Το µείγµα 
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κλωνοποίησης χρησιµοποιήθηκε για το µετασχηµατισµό επιδεκτικών 

βακτηριακών κυττάρων One Shot® TOP10 Escherichia coli. 

2.2.2 Μετασχηµατισµός 

Υλικά και Όργανα 

•  κύτταρα One Shot® TOP10 Escherichia coli, Thermo Fisher Scientific 

• θρεπτικό υλικό LB 

• στερεό θρεπτικό υλικό LB άγαρ (1 % w/v τρυπτόνη, 0,5 % w/v 

εκχύλισµα ζύµης, 0,5 % w/v NaCl, 1,5 % άγαρ) 

• αντιβιοτικά (αµπικιλλίνη 50 mg/mL, καναµυκίνη 25 mg/mL, 

χλωραµφενικόλη 34 mg/mL) 

• τρυβλία Petri 

• υδατόλουτρο 

• επωαστικός κλίβανος 

Για κάθε µετασχηµατισµό χρησιµοποιήθηκε µία δόση (100 µL) από τα 

κατάλληλα επιδεκτικά βακτηριακά κύτταρα One Shot® TOP10 Escherichia 

coli. Τα κύτταρα αφέθηκαν στον πάγο έως ότου επέλθει η τήξη τους. Στη 

συνέχεια, 2-3 µL (5-10 ng DNA) από το µείγµα κλωνοποίησης προστέθηκε 

στα κύτταρα, έγινε ήπια ανάµιξη και τα κύτταρα αφέθηκαν στον πάγο για 30 

min. Μετά από 30 min, τα κύτταρα εµβαπτίστηκαν σε υδατόλουτρο 42°C για 

45 sec και επανατοποθετήθηκαν στον πάγο για 5 min. Εννιακόσια µL 

θρεπτικού µέσου LB προστέθηκαν στο κυτταρικό εναιώρηµα και τα κύτταρα 

επωάστηκαν στους 37°C για µία ώρα µε συνεχή ανάδευση στα 225 rpm. 

Διακόσια µL της κυτταρικής καλλιέργειας επιστρώθηκαν σε τρυβλίο που 

περιέχει στερεό θρεπτικό υλικό LB µε τα κατάλληλα αντιβιοτικά και 

επωάστηκαν στους 37°C για 16 ώρες.  

2.2.3 Ανάλυση των ανασυνδυασµένων πλασµιδίων 

Υλικά και Όργανα 

• Wizard® Plus SV Minipreps purification system (Promega) 
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• 50x ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης tris-acetate-EDTA (TAE) 

αραιωµένο σε απιονισµένο H2O µε αναλογία 1:50 

• αγαρόζη (BioRad) 

• βρωµιούχο αιθίδιο 10 mg/mL (Sigma) 

• 6x διάλυµα φόρτωσης (40% v/v σακχαρόζη, 0,25% w/v κυανούν της 

βρωµοφαινόλης) 

• µάρτυρας µοριακών βαρών (1kb DNA ladder, Promega) 

• εκµαγείο και χτένες 

• συσκευή ηλεκτροφόρησης (ΒioRad) 

• τράπεζα UV 

• φωτογραφική µηχανή 

• ρυθµιστικά διαλύµατα περιοριστικών ενδονουκλεασών (NEB) 

• BSA (NEB) 

• περιοριστικές ενδονουκλεάσες EcoR I και Sal I (NEB)  

• απιονισµένο H2O 

• µικροφυγόκεντρος 

• υδατόλουτρο 

• BigDye terminator sequencing kit (Perkin-Elmer) 

• αναλύτης αλληλουχίας ABI Prism 377 sequencer (Perkin-Elmer) 

Για να διαπιστωθεί ποιές από τις αποικίες που αναπτύχθηκαν στο τρυβλίο 

περιέχουν το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο, έγινε επιλογή 10 αποικιών από 

κάθε τρυβλίο. Για κάθε µία αποικία έγινε µικρής κλίµακας καλλιέργεια για να 

αποµονωθεί στην συνέχεια το DNA από τα κύτταρα, ώστε να διαπιστωθεί 

ποιό πλασµίδιο περιέχει το ένθεµα (διαχωρισµός ανασυνδυασµένου και µη 

ανασυνδυασµένου πλασµιδίου). Η αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA έγινε 

µε τη βοήθεια του Wizard® Plus SV Minipreps purification system (Promega) 

σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η έκλουση του DNA έγινε µε 50 

µL dH2O, αποστειρωµένο. Πεντακόσια ng πλασµιδιακού DNA υποβλήθηκαν 
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σε πέψη µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες και το DNA που αποκόπηκε 

ηλεκτροφορήθηκε σε πηκτή αγαρόζης για να επιβεβαιωθεί η παρουσία του 

ενθέµατος. Η τελική επιβεβαίωση επήλθε µε αλληλούχηση που έγινε στο 

πλασµιδιακό DNA µε τη βοήθεια του BigDye terminator sequencing kit σε 

θερµικό κυκλοποιητή και σε αναλύτη αλληλουχίας ABI Prism 377. 

 

Σχήµα 2.7: Σχηµατική απεικόνιση των σταδίων της κλωνοποίησης 

συµπεριλαµβανοµένων των σταδίων της συνένωσης του πλασµιδίου µε το ένθεµα (Α), 

του µετασχηµατισµού (Β) και της ανάλυσης των ανασυνδυασµένων πλασµιδίων (Γ). 

2.2.4 Έκφραση πρωτεϊνών σε µεγάλης κλίµακας καλλιέργειες 

Υλικά και Όργανα 

• θρεπτικό υλικό LB 

• αντιβιοτικά (αµπικιλλίνη 50 mg/mL) 

• 0,1 Μ IPTG  

• Επωαστικός κλίβανος 

• Φυγόκεντρος 
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Επιδεκτικά βακτηριακά κύτταρα BL21-Codon Plus (DE3)-RILP 

µετασχηµατίστηκαν µε το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο που φέρει την ετικέτα 

των έξι ιστιδινών (6His-tag). Η διαδικασία του µετασχηµατισµού είναι ίδια µε 

αυτή του Υποκεφαλαίου 2.2.2 µε την διαφορά ότι χρησιµοποιούνται τα 

κύτταρα BL21-Codon Plus (DE3)-RILP έναντι των κυττάρων One Shot® 

TOP10 Escherichia coli και επιπλέον τα κύτταρα µετασχηµατίζονται µε το 

ανασυνδυασµένο πλέον πλασµίδιο έναντι του µίγµατος κλωνοποίησης. Μία 

από τις αποικίες που αναπτύχθηκαν ενοφθαλµίστηκε σε 10 mL θρεπτικού 

υλικού LB, που περιείχε το κατάλληλο αντιβιοτικό, και επωάστηκε στους 37°C 

για 14 h µε συνεχή ανάδευση στα 225 rpm. Το επόµενο πρωί, 5 mL της υγρής 

καλλιέργειας προστέθηκαν σε 1 L θρεπτικού υλικού LB που περιείχε το 

κατάλληλο αντιβιοτικό και η καλλιέργεια αναπτύχθηκε στους 37°C µε συνεχή 

ανάδευση στα 225 rpm έως ότου η οπτική πυκνότητα στα 600 nm να φτάσει 

την τιµή 0,6. Στη συνέχεια, προστέθηκε 0,5 mg/mL IPTG για την επαγωγή της 

έκφρασης της πρωτεΐνης και η καλλιέργεια επωάστηκε στους 16°C για 16 h µε 

συνεχή ανάδευση στα 225 rpm. Μετά την επαγωγή, τα κύτταρα 

φυγοκεντρήθηκαν στα 3.500 g στους 4°C για 10 min. Το υπερκείµενο 

αποχύθηκε και το ίζηµα φυλάχθηκε στους -80°C. 

2.2.5 Καθαρισµός ενός σταδίου και αποκοπή της ιντεΐνης από τις 
6xHis-SUMO2-intein-CaM και 6xHis-SUMO2-intein-GST-CaM µε 
χρωµατογραφία συγγενείας 

Ένα βασικό πρόβληµα που σχετίζεται µε την έκφραση πρωτεϊνών σε 

βακτηριακό σύστηµα είναι η έκφραση διαλυτών και σωστά αναδιπλωµένων 

πρωτεϊνών. Τα προβλήµατα αυτά, εν µέρει, αντιµετωπίζονται µε την χρήση 

διαφόρων συντετηγµένων συνοδών-πρωτεϊνών όπως η GST (glutathione S-

transferase) και η SUMO (small ubiquitin-related modifier). Η αποµάκρυνση 

των συνοδών-πρωτεϊνών µε την χρήση κάποιων πρωτεασών (στην 

περίπτωση της SUMO) αυξάνει το κόστος παραγωγής ενώ επίσης αυξάνει τα 

στάδια καθαρισµού, γεγονός που περιορίζει την εφαρµογή τους στην µεγάλης 

κλίµακας παραγωγή πρωτεϊνών. Την τελευταία δεκαετία, έχει αναπτυχθεί ένας 

µεγάλος αριθµός ιντεϊνών που υπόκεινται σε αυτό-αποκοπή (self-cleaving), οι 

οποίες εισάγονται συνήθως ανάµεσα στην συνοδό-πρωτεΐνη και στην 
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πρωτεΐνη που ενδιαφέρει. Η αυτο-αποκοπή γίνεται υπό ήπιες αλλαγές στην 

θερµοκρασία και στο pH κατά την διάρκεια του καθαρισµού [173].  

Υλικά και Όργανα 

• Ρυθµιστικό διάλυµα Α, pH 8,5 

Tris    50 mM 

NaCl  300 mM 

 Ιµιδαζόλη 20 mM 

dH2O 

• Ρυθµιστικό διάλυµα λύσης 

Αναστολείς πρωτεασών (Pierce) 

1 mg/mL λυσοζύµη 

ρυθµιστικό διάλυµα Α 

• Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (PBS), pH 7,4 

NaCl          137 mM 

KCl            2,7 mM 

Na2HPO4  10 mM 

KH2PO4     1,8 mM 

• Ρυθµιστικό διάλυµα αποκοπής, pH 6,0 

Bis-Tris       40 mM 

Ιµιδαζόλη    20 mM 

PBS 

• Ρυθµιστικό διάλυµα έκλουσης, pH 6,0 

Bis-Tris       40 mM 

Ιµιδαζόλη    500 mM 

PBS 

• β-µερκαπτοαιθανόλη 
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• Ρητίνη αγαρόζης Ni-ΝΤΑ, Qiagen 

• Snakeskin dialysis tubing 10 kDa MWCO, Pierce 

• Φίλτρα (Millipore) 

• Οµογενοποιητής υπερήχων 

• Φυγόκεντρος  

Το ίζηµα των κυττάρων του προηγούµενου σταδίου, επαναιωρήθηκε σε 20 

mL/L (σε σχέση µε τον αρχικό όγκο της καλλιέργειας) ρυθµιστικού διαλύµατος 

λύσης. Καθ’ όλη τη διάρκεια της λύσης των κυττάρων και του καθαρισµού της 

πρωτεΐνης, το δείγµα διατηρούνταν συνεχώς στους 4°C. Το εναιώρηµα 

επωάστηκε για 1 h, ακολούθησε κατεργασία του µε υπερήχους 3 φορές για 15 

min και στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκε σε 15.000 g για 15 min και κρατήθηκε 

το υπερκείµενο. Μετά την εξισορρόπηση της ρητίνης µε το ρυθµιστικό διάλυµα 

φωσφορικών, 2 mL ρητίνης αγαρόζης Ni-NTA ανά L αρχικής καλλιέργειας 

προστέθηκαν στο υπερκείµενο και το εναιώρηµα αναδεύτηκε για 30 min στους 

4°C, για την πρόσδεση των πρωτεϊνών, που φέρουν την αλληλουχία των 

6xHis, στην ρητίνη. Εν συνεχεία, το εναιώρηµα διήλθε µέσω στήλης µε φίλτρο, 

οπότε τα σφαιρίδια της ρητίνης που πλέον έχουν δεσµεύσει τις πρωτεΐνες που 

φέρουν την αλληλουχία των 6xHis παρέµειναν στην στήλη, ενώ 

αποµακρύνθηκαν οι πρωτεΐνες που δεν δεσµεύτηκαν στα σφαιρίδια της 

ρητίνης. Ακολούθησαν εκπλύσεις µε το ρυθµιστικό διάλυµα Α, όγκου 10 φορές 

τον όγκο της στήλης, ενώ στην συνέχεια ακολούθησε ακόµη µία έκπλυση µε 

το ρυθµιστικό διάλυµα αποκοπής.  

Αµέσως µετά, στην στήλη προστέθηκαν 2-3 mL ρυθµιστικού διαλύµατος 

αποκοπής, εφόσον στην στήλη είχε εφαρµοστεί το καπάκι της για να µην 

αποµακρύνεται το διάλυµα, και η στήλη αφέθηκε για 4 h, αυτή τη φορά σε RT. 

Ακολούθησε η έκλουση της πρωτεΐνης από τη στήλη και η ρητίνη εκπλένεται 

µε ρυθµιστικό διάλυµα αποκοπής, όγκου 2-3 mL για 3-4 φορές, εως ότου να 

εκλουστεί όλη η ποσότητα της CaM ή της GST-CaM από την ρητίνη (Σχήµα 

2.8). Το ρυθµιστικό διάλυµα έκλουσης προστίθεται στην στήλη εφόσον έχει 

εκλουστεί η επιθυµητή πρωτεΐνη, για την έκλουση της SUMO, ως 

επιβεβαίωση του σταδίου αυτο-αποκοπής της ιντεΐνης. Τα εκλούσµατα που 

παρελήφθησαν µε το ρυθµιστικό διάλυµα αποκοπής, υπέστησαν διαπίδυση 
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µε Snakeskin dialysis tubing 10 kDa MWCO (Pierce) σε PBS στους 4°C για 

16 h. Μετά την διαπίδυση, το διάλυµα της πρωτεΐνης συµπυκνώθηκε µε 

φίλτρα (Millipore) και η συγκέντρωσή πρωτεΐνης προσδιορίστηκε µε δοκιµασία 

BCA (Pierce). 

 

Σχήµα 2.8: Διαγραµµατική απεικόνιση του καθαρισµού των πρωτεϊνών µε ετικέτα 

6xHis 

2.3 Παρασκευή βαρέων κυστιδίων-φορέων ΣΔ από καρδιακό µυ 
χοίρου 

Το ΣΔ αποτελεί ένα υποκυτταρικό οργανίδιο µε κύριο ρόλο τον έλεγχο των 

επιπέδων του Ca2+ στα µυϊκά κύτταρα. Το ΣΔ βρίσκεται ανάµεσα στα 

µυοϊνίδια, τα οποία και περιβάλλει, και ταξινοµείται σε δύο τύπους˙ στο 

διαµήκες ΣΔ (longitudinal SR, LSR) όπου βρίσκεται ανάµεσα στα µυοϊνίδια, 

και στο συνδετικό ΣΔ (junctional SR, JSR) που είναι το ΣΔ που σχηµατίζει την 

τελική δεξαµενή (terminal cisternae) και συνδέεται µε τις µεµβράνες του 

συστήµατος των Τ σωληνίσκων. Όταν ο καρδιακός µυς οµογενοποιείται, οι 

µεµβράνες του ΣΔ θραυσµατοποιούνται και στην συνέχεια επανενώνονται 

αυθόρµητα και σχηµατίζουν µικρά κυστίδια-φορείς ΣΔ. Το ρυθιστικό διάλυµα 

οµογενοποίησης περιέχει 0,3 Μ σουκρόζης. Μετά από φυγοκέντρηση σε 

10.500 g και συλλογή του υπερκείµενου αποµακρύνονται κυτταρικά 

υπολείµµατα, ο πυρήνας, τα µιτοχόνδρια καθώς και τα µυοϊνίδια. Με 

περαιτέρω φυγοκέντρηση του υπερκειµένου στα 100.000 g για 45 min 

παραλαµβάνεται το ίζηµα, που αντιστοιχεί στο ακατέργαστο καρδιακό 

µικροσωµικό κλάσµα που περιέχει τόσο το ελαφρύ (αντιπροσωπεύει το 
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διαµήκες ΣΔ) όσο και το βαρύ (αντιπροσωπεύει το συνδετικό ΣΔ) κλάσµα. Το 

ελαφρύ κλάσµα περιέχει σε ποσοστό 90% την πρωτεΐνη Ca2+-ATPάση και 

µεγάλο ποσοστό φωσφολιπιδίων. Το βαρύ κλάσµα περιέχει και άλλες 

πρωτεΐνες, ανάµεσα σε αυτές και τον RyR2. Σε τελικό στάδιο, το ακατέργαστο 

ΣΔ οµογενοποιείται µε ρυθµιστικό διάλυµα που περιέχει KCl 0,6 Μ και 

ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 100.000 g, οπότε παραλαµβάνεται το ίζηµα που 

περιέχει µόνο το βαρύ κλάσµα του ΣΔ [174, 175].  

Υλικά και Όργανα 

• Ρυθµιστικό διάλυµα οµογενοποίησης 

! Na2PIPES (1,4-Piperazinediethanesulfonic acid) 10 mM  
! Σουκρόζη 0,3 M 
! EDTA ((Ethylenediaminetetraacetic acid) 0,5 mM 
! AEBSF (4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride), 

0,2 mM 
! DTT (Dithiothreitol) 2 mM 

• Ρυθµιστικό διάλυµα επαναιώρησης 

! Na2PIPES 10 mM  
! KCl 0,6 M 
! AEBSF 0,2 mM 
! DTT 2 mM 

• Συσκευή µίξερ, µπλέντερ, γυάλινος οµογενοποιητής χειρός (Ultra-

Turrax T25)  

• Δοχεία φυγοκέντρησης των 500 mL 

• Κωνική φιάλη του 1L, γάζα, σπάτουλες 

• Φυγόκεντρος Beckman, ρότoρας 45Ti  

Αρχικά 200 g καρδιακού µυός τεµαχίζονται µε την βοήθεια µίξερ. Ο 

τεµαχισµένος ιστός οµογενοποιείται µε την προσθήκη 800 mL ρυθµιστικού 

διαλύµατος οµογενοποίησης µέσω συσκευής µπλέντερ. Στην συνέχεια, το 

οµογενοποίηµα µεταφέρεται σε δοχεία φυγοκέντρησης των 500 mL και 

φυγοκεντρείται σε 6.500 rpm (10.500 g) για 20 min στους 4°C. Το 

υπερκείµενο διηθείται µέσω γάζας και φυγοκεντρείται σε 30.000 rpm 

(100.000 g) για 45 min στους 4°C. Το ίζηµα της φυγοκέντρησης, που 
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αντιπροσωπεύει το ακατέργαστο µικροσωµικό κλάσµα της καρδιάς, 

επαναιωρείται σε ρυθµιστικό διάλυµα επαναιώρησης και ύστερα από 1 h 

ήπιας ανάδευσης στους 4°C, το αιώρηµα φυγοκεντρείται στα 30.000 rpm, 

όπως προηγουµένως. Το ίζηµα επαναιωρείται σε ρυθµιστικό διάλυµα 

οµογενοποίησης, ακολουθεί οµογενοποίηση  µε γυάλινο οµογενοποιητή 

χειρός και το οµογενοποίηµα φυλάσσεται σε δείγµατα του 1 mL στους -

80°C (Σχήµα 2.8). Η ολική συγκέντρωση πρωτεΐνης στο δείγµα 

προσδιορίζεται µε την µέθοδο BCA, ενώ η παρουσία αλλά και η 

ενεργότητα του RyR2 που περιέχεται σε αυτό, ελέγχεται µε την µέθοδο 

πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης. 

 

Σχήµα 2.9: Σχηµατική απεικόνιση της παρασκευής βαρέων κυστιδίων-φορέων ΣΔ από 

τον καρδιακό µυ χοίρου. 

 

2.4 Προσδιορισµός της πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης στον RyR2 

Η ρυανοδίνη, όπως έχουµε ήδη αναφέρει στο υποκεφάλαιο 1.1, είναι ένα 

αλκαλοειδές που προσδένεται στον RyR2 µε υψηλή συγγένεια και 

εξειδίκευση. Η πρόσδεσή της στον RyR2 εξαρτάται από την λειτουργική 



 113 

κατάσταση στην οποία βρίσκεται ο δίαυλος και 

συγκεκριµένα προσδένεται ισχυρά όταν ο δίαυλος 

βρίσκεται στην ανοιχτή του διαµόρφωση. Εποµένως, 

η ραδιενεργά επισηµασµένη µε τρίτιο ([3Η]) 

ρυανοδίνη, αποτελεί χρήσιµο εργαλείο για την µελέτη της λειτουργικότητας 

του υποδοχέα. Η παρουσία Ca2+, που δρα ως ενεργοποιητής του RyR2 σε 

συγκεντρώσεις έως και 1 µΜ και ως αναστολέας σε µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις, κατά τ ον προσδιορισµό της πρόσδεσης της [3Η]ρυανοδίνης 

στον RyR2 σε ένα εύρος συγκεντρώσεων µέχρι τη συγκέντρωση 1 µM, ευνοεί 

την ανοιχτή διαµόρφωση του διαύλου άρα και την σταδιακά αυξανόµενη 

πρόσδεση της [3Η]ρυανοδίνης στον RyR2 [2, 3]. Επίσης, η [3Η]ρυανοδίνη 

αποτελεί χρήσιµο εργαλείο για τη µελέτη της επίδρασης διαφόρων ρυθµιστών 

του RyR2, όπως η CaM, στη λειτουργία του διαύλου.  

Υλικά και Όργανα 

• Βασικό ρυθµιστικό διάλυµα, pH 7,1  

! PIPES 25 mM 

! KCl 150 mM 

• Ρυθµιστικό διάλυµα έκπλυσης, pH 7,4 

! Tris/HCl 20 mM 

! KCl 200 mM 

• Υδατικό διάλυµα ψυχρής ρυανοδίνης 1,5 mM 

• Αραιό υδατικό διάλυµα ψυχρής ρυανοδίνης 4,5 µM 

• Κύριο µίγµα (master mix) 

! Σε 400 µL κύριου ρυθµιστικού δ/τος προστίθενται 10 µL αραιού 

υδατικού διαλύµατος ψυχρής ρυανοδίνης και 10 µL ραδιενεργώς 

επισηµασµένης µε τρίτιο (θερµής) ρυανοδίνης (100 Ci/mmol, 

Amersham)  

• EGTA (αιθυλενογλυκολ-τετραοξικό οξύ) 1mM 

• Πρότυπα διαλύµατα έλευθερων Ca2+, συγκέντρωσης pCa 8 – pCa 4 

(όπου pCa X=-log10[Ca2+]x που προκύπτουν από ανάµειξη διαλυµάτων 
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1mM EGTA και 1mM CaCl2, βάσει υπολογισµών του προγράµµατος Max 

Chelator 

• Διάλυµα ανασυνδυασµένης, αγρίου τύπου CaM και µεταλλαγµένων 

µορφών της, τελικής συγκέντρωσης 1 mM 

• 50 µL βαρέων κυστιδίων-φορέων ΣΔ από καρδιά χοίρου, 

συγκέντρωσης ολικής πρωτεΐνης 20-25 mg/mL 

• Δοκιµαστικοί σωλήνες RIA 12x55 mm PKG/1000 (Perkin Elmer), 

φίλτρα από ίνες γυαλιού Whatman GF/B, λαβίδα, ποτήρι ζέσεως 1 L 

• Φιαλίδια υγρού σπινθηρισµού των 20 mL µε πώµα (Wheaton), κοκτέιλ 

υγρού σπινθηρισµού -Ultima Gold™ Cocktails (PerkinElmer) 

• Συσκευή κενού, αντλία κενού, υδατόλουτρο 

• Μετρητής υγρού σπινθηρισµού- Liquid scintillation Analyzer (Packard) 

Πίνακας 2.5: Σύσταση των δειγµάτων στην µέθοδο της πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης 

στον RyR2. 

 

Αρχικά γίνεται η προετοιµασία των δειγµάτων, η σύσταση των οποίων 

φαίνεται στον Πίνακα 2.5. Τα 50 µL του µίγµατος βαρέων κυστιδίων-φορέων 

ΣΔ αντιστοιχούν περίπου σε 1 µg RyR2. Όλες οι αντιδράσεις γίνονται σε 

τελικό όγκο 300 µL και εις διπλούν. Στην συνέχεια, οι δοκιµαστικοί σωλήνες 

τοποθετούνται σε υδατόλουτρο ρυθµισµένο στους 37°C για 1,5 h. Μετά την 

παρέλευση της 1,5 h, οι σωλήνες αποµακρύνονται από το υδατόλουτρο και σε 

κάθε έναν προστίθενται 5 mL κύριου ρυθµιστικού διαλύµατος, οπότε και 

διακόπτεται η αντίδραση. Ακολουθεί η διήθηση των δειγµάτων από φίλτρα 
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Whatman σε συσκευή κενού και τα φίλτρα εκπλένονται µε 5 mL ρυθµιστικού 

διαλύµατος έκπλυσης. Τέλος, τα φίλτρα τοποθετούνται σε φιαλίδια υγρού 

σπινθηρισµού, στα οποία προστίθενται 5 mL κοκτέιλ υγρού σπινθηρισµού και 

µετά απο 24 h µετρούνται τα επίπεδα της δέσµευσης [3Η]ρυανοδίνης στο κάθε 

δείγµα (Σχήµα 2.10). Η µέτρηση της ραδιενέργειας εκφράζεται σε cpm (counts 

per min). Η µη ειδική πρόσδεση, όπως φαίνεται στον Πίνακα 2.5, υπολογίζεται 

µετά από προσθήκη περίσσειας ψυχρής ρυανοδίνης στο διάλυµα της 

αντίδρασης. Η ειδική πρόσδεση της [3Η]ρυανοδίνης στον RyR2 υπολογίζεται 

από τον τύπο: 

Ειδική πρόσδεση = Ολική πρόσδεση – Μη ειδική πρόσδεση 

 

 

Σχήµα 2.10 Απεικόνιση των σταδίων του προσδιορισµού πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης 

στον RyR2. 

2.5 Ανοσοποίηση πειραµατοζώων 

Η τεχνική των συνθετικών πεπτιδίων, που αποτελούν τµήµατα της αµινοξικής 

αλληλουχίας µίας πρωτεΐνης για την παραγωγή αντισωµάτων έναντι 

συγκεκριµένων περιοχών ή και ολόκληρης της πρωτεΐνης έχει προκαλέσει το 

ενδιαφέρον για έρευνα σε πολλούς τοµείς. Στους παραπάνω τοµείς 
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συµπεριλαµβάνονται η ανάπτυξη µορίων ανίχνευσης για ειδικές περιοχές της 

πρωτεΐνης και η ταυτοποίηση γονιδιακών προϊόντων που δεν έχουν ακόµα 

χαρακτηριστεί. Οι βασικοί παράγοντες που λαµβάνονται υπ’ όψιν για το 

σχεδιασµό πεπτιδίων, µε στόχο τη χρήση τους σε πρωτόκολλα ανοσοποίησης 

είναι (α) η αλληλουχία του πεπτιδίου, (β) το µήκος του πεπτιδίου που 

πρόκειται να συντεθεί, (γ) εάν θα συζευχθεί το πεπτίδιο σε µία πρωτεΐνη-

φορέα, και αν ναι, ο τύπος της πρωτεΐνης-φορέα και η αντίδραση της 

σύζευξης, (δ) ο τύπος ανάλυσης που θα χρησιµοποιηθεί για την αξιολόγηση 

της ανοσοαπόκρισης και (ε) το πρωτόκολλο της ανοσοποίησης. Η αλληλουχία 

του πεπτιδίου µπορεί να εκτιµηθεί από κατάλληλα προγράµµατα που έχουν 

αναπτυχθεί κατά καιρούς. Σχετικά µε το µήκος των πεπτιδίων, πεπτίδια 

µικρού µήκους της τάξεως των 6 αµινοξέων είναι ικανά, υπό κατάλληλες 

συνθήκες, να προκαλέσουν ανοσοαπόκριση αλλά συνήθως όχι τόσο ισχυρή 

όσο τα πεπτίδια µήκους π.χ. 12 αµινοξέων. Μεγαλύτερα πεπτίδια είναι ικανά 

να σχηµατίσουν δευτεροταγή δοµή η οποία µπορεί να µιµηθεί την 

δευτεροταγή δοµή της ολόκληρης πρωτεΐνης ενισχύοντας την πιθανότητα η 

ανοσοαπόκριση έναντι του πεπτιδίου να είναι όµοια µε εκείνης της πρωτεΐνης 

[176].  

Το πρώτο στάδιο για την παραγωγή αντισωµάτων έναντι συνθετικών 

πεπτιδίων, που πιθανόν να αναγνωρίζουν ολόκληρη την υπό εξέταση 

πρωτεΐνη είναι η επιλογή της κατάλληλης αµινοξικής αλληλουχίας για την 

διέγερση ανοσοαπόκρισης. Παρόλο που τα κριτήρια για την επιλογή αυτή δεν 

αποτελούν πανάκεια, υπάρχουν ορισµένοι παράγοντες που λαµβάνονται υπ’ 

όψη κατά τη θεωρητική πρόβλεψη της αντιγονικότητας συγκεκριµένων 

πεπτιδικών τµηµάτων µίας πρωτεΐνης όπως η πρωτοταγής και η 

δευτεροταγής δοµή, η υδροφιλικότητα, η ευκαµψία και η κινητικότητα [27, 177-

180].  

Από πλευράς ανοσογονικότητας, τα περισσότερα συνθετικά πεπτίδια 

εµπίπτουν στην κατηγορία των απτενίων. Πιο συγκεκριµένα, τα συνθετικά 

πεπτίδια συνήθως δεν µπορούν, όταν χορηγηθούν ως έχουν σε έναν 

οργανισµό-ξενιστή, να προκαλέσουν την ανάπτυξη αντισωµάτων, εκτός εάν 

έχουν προηγουµένως συζευχθεί, οµοιοπολικά, σε ειδικό ανοσογονικό φορέα, 

τις περισσότερες φορές µία ανοσογονική πρωτεΐνη (πρωτεΐνη-φορέας). 
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Για την σύζευξη του συνθετικού πεπτιδίου µε την πρωτεΐνη-φορέα 

χρησιµοποιούνται ειδικά αντιδραστήρια σύζευξης τα οποία συχνά διαθέτουν 

δύο δραστικές οµάδες που βρίσκονται συνήθως σε αντίθετα σηµεία του 

µορίου. Τα αντιδραστήρια αυτά µπορεί να είναι οµοδιλειτουργικά, διαθέτοντας 

δύο πανοµοιότυπες δραστικές οµάδες, ή ετεροδιλειτουργικά διαθέτοντας δύο 

δραστικές οµάδες. Η σύνδεση του συνθετικού πεπτιδίου µε τους 

ανοσογονικούς φορείς γίνεται οµοιοπολικά, µέσω της Να- ή των Νε- 

αµινοµάδων της πρωτεΐνης-φορέα. Ορισµένα από τα αντιδραστήρια σύζευξης 

είναι τα ακόλουθα:  

" Η γλουταραλδεΰδη: είναι ένα οµοδιλειτουργικό αντιδραστήριο σύζευξης 

που συνδέει δύο ενώσεις µέσω των αµινοµάδων (-NH2) τους, λόγω 

του ότι οι αµινοµάδες σχηµατίζουν εύκολα βάσεις Schiff µε  τις 

αλδεϋδοµάδες της γλουταραλδεΰδης (Σχήµα 2.11). 

 
 

Σχήµα 2.11: Σύζευξη πεπτιδίου-µεγαλοπρωτεΐνης µέσω γλουταραλδεΰδης 
 

" O µ-µηλεϊµιδοβενζοϋλο-Ν-υδροξυηλεκτριµίδο εστέρας (m-

Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester, MBS): είναι ένα µη 

υδατοδιαλυτό ετεροδιλειτουργικό αντιδραστήριο σύζευξης, η ενεργή 

εστερική οµάδα NHS καθώς και η ενεργή οµάδα µηλεϊµιδίου του 

οποίου αντιδρούν µε αµινοµάδες (-NH2) και σουλφυδρυλοµάδες (-SH), 

αντίστοιχα, µέσω του µηχανισµού που φαίνεται στο παρακάτω σχήµα. 

Η αµινοµάδα βρίσκεται συνήθως στην πλευρική αλυσίδα µίας λυσίνης 

(Lys) στο µόριο της πρωτεΐνης-φορέα, ενώ η σουλφυδρυλοµάδα στην 

πλευρική αλυσίδα µίας κυστεΐνης (Cys) στο µόριο του συνθετικού 

πεπτιδίου. Αντίστοιχο του MBS αντιδραστήριο σύζευξης είναι το 

αντιδραστήριο Succinimidyl 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexane-1-

carboxylate (SMCC), που κυκλοφορεί και ως σουλφο-παράγωγο 

(Sulfosuccinimidyl 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate, 

sSMCC). Το αντιδραστήριο sSMCC χαρακτηρίζεται από υψηλότερη 
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υδροφιλικότητα, σε σχέση µε το SMCC, µε αποτέλεσµα να είναι 

περισσότερο συµβατή η χρησιµοποίησή του µε τα υδατικά διαλύµατα 

της πρωτεΐνης-φορέα. Η αντίδραση σύζευξης µέσω sSMCC φαίνεται 

παραστατικά στο Σχήµα 2.12. 

 

 
Σχήµα 2.12: Σύζευξη πεπτιδίου-µεγαλοπρωτεΐνης µέσω sSMCC. 

 

Υλικά και Όργανα 

• Τα συνθετικά πεπτίδια: 

PA: hRyR2[4240-4254], T4220VRSALFALRYNILT4254 

CysPA: [Cys]-hRyR2[4240-4254], C-T4220VRSALFALRYNILT4254 

LysPA: [Lys]-hRyR2[4240-4254], K-T4220VRSALFALRYNILT4254 

PB: hRyR2[3584-3602], K3584AVWHKLLSKQRKRAVVAC3602 

PC: hRyR2[3907-3922], S3907KAIQVAKQVFNTLTE3922 

CysPC: [Cys]-hRyR2[3907-3922], C-S3907KAIQVAKQVFNTLTE3922 

PF: hRyR2[4255-4271], L4255MRMLSLKSLKKQMKKV4271 

CysPF: [Cys]-hRyR2[4255-4271], C-L4255MRMLSLKSLKKQMKKV4271 

CysP1: [Cys]-hCaM[134-148], C-G134QVNYEEFVQMMTAK148 

CysP2: [Cys]-hCaM[128-148], C-A128DIDGDGQVNYEEFVQMMTAK148 
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• Η πρωτεΐνη-φορέας, KLH, Sigma 

• Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών, 0,01 Μ, pH 7,4 (PB) 

KH2PO4                           0,204 g  

Na2HPO4.2H2O               1,424 g 

dH2O     1 L 

• Γλουταραλδεΰδη, φύσιγγες µε υδατικό διάλυµα 25 %, Sigma 

• Sulfo-SMCC (sulfo-succinimidyl 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexane-1-

carboxylate), Thermo Scientific 

• Μεµβράνη διαπίδυσης, 12 – 14 kDa MWCO, ScectrumLabs 

• Πλήρες ανοσοενισχυτικό Freund (Freund’s Complete Adjuvant, FCA), 

Difco Laboratories 

• Ατελές ανοσοενισχυτικό Freund (Freund’s Incomplete Adjuvant, FΙA), 

Difco Laboratories 

• Οµογενοποιητής, Janke & Kunkel IKA Labortechnik, Model Ultra Turrax 

T25 

• Σύριγγες αιµοληψίας 

• Φυγόκεντρος, Kubota Corporation, Model 2420 

• Γυάλινοι σωλήνες φυγοκέντρου, 15 mL. 

Πειραµατόζωα 

Χρησιµοποιήθηκαν λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας, γένους θηλυκού, ηλικίας 

δύο µηνών. 

Τα κουνέλια ανοσοποιήθηκαν εναντίον: 

-Του συνθετικού πεπτιδίου PA και LysPA συζευγµένων στην πρωτεΐνη-φορέα 

KLH (PA/KLH ή LysPA/KLH) 

-Του συνθετικού πεπτιδίου CysPA συζευγµένου στην πρωτεΐνη-φορέα KLH 

(CysPA/KLH) 

-Του συνθετικού πεπτιδίου PB συζευγµένου στην πρωτεΐνη-φορέα KLH 

(PB/KLH) 
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-Του συνθετικού πεπτιδίου CysPB συζευγµένου στην πρωτεΐνη-φορέα KLH 

(CysPB/KLH) 

-Του συνθετικού πεπτιδίου PC συζευγµένου στην πρωτεΐνη-φορέα KLH 

(PC/KLH) 

-Του συνθετικού πεπτιδίου CysPC συζευγµένου στην πρωτεΐνη-φορέα KLH 

(CysPC/KLH) 

-Του συνθετικού πεπτιδίου PF συζευγµένου στην πρωτεΐνη-φορέα KLH 

(PF/KLH) 

-Του συνθετικού πεπτιδίου CysPF συζευγµένου στην πρωτεΐνη-φορέα KLH 

(CysPF/KLH) 

-Του συνθετικού πεπτιδίου CysP1 συζευγµένου στην πρωτεΐνη-φορέα KLH 

(CysP1/KLH) 

-Του συνθετικού πεπτιδίου CysP2 συζευγµένου στην πρωτεΐνη-φορέα KLH 

(CysP2/KLH) 

Σύζευξη πεπτιδίων µε KLH 

Πρωτόκολλο σύζευξης Α: 

Η σύζευξη των πεπτιδίων PA, PB, PC, και PF στην πρωτεΐνη-φορέα KLH έγινε 

µέσω των α- και των ε-NH2 των πεπτιδίων αυτών, µε τη βοήθεια του 

οµοδιλειτουργικού αντιδραστηρίου γλουταραδεΰδη, το οποίο δρα ως γέφυρα 

µεταξύ του πεπτιδίου και της πρωτεΐνης, όπως περιγράφεται στο 

υποκεφάλαιο 2.5. Για τη σύζευξη ακολουθήθηκε το εξής πρωτόκολλο:  

Σε γυάλινο φιαλίδιο µε κωνικό πυθµένα προστίθενται: 

• 100 µL διαλύµατος ΚLH σε PB (10 mg/mL) 

• 100 µL διαλύµατος συνθετικού πεπτιδίου σε PB (1,5 µmol/mL) 

• 180 µL PB 

• 20 µL υδατικού διαλύµατος γλουταραλδεΰδης 25 % (προσθήκη 

στάγδην µε τη βοήθεια σύριγγας Hamilton) 

Το διάλυµα αφήνεται να αντιδράσει, υπό ήπια ανάδευση, επί 3 h σε 

θερµοκρασία δωµατίου και έπειτα τοποθετείται σε ειδική µεµβράνη και 
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υφίσταται διαπίδυση έναντι H2O επί 48 h. Στη συνέχεια, το διάλυµα 

παραλαµβάνεται από τη µεµβράνη, αραιώνεται µε φυσιολογικό ορό (200 µg 

KLH/mL), κατανέµεται σε φιαλίδια ανά 0,5 mL και φυλάσσεται στους -30 οC 

έως ότου χρησιµοποιηθεί. 

Πρωτόκολλο σύζευξης Β: 

Η σύζευξη των πεπτιδίων CysPA, PB, CysPC, CysPF, CysP1, και CysP2, στην 

πρωτεΐνη-φορέα KLH έγινε µέσω των –SH οµάδων των κυστεϊνών που τα 

πεπτίδια αυτά περιέχουν στο Ν-τελικό τους άκρο. Κατά τη σύζευξη 

χρησιµοποιήθηκε το ετεροδιλειτουργικό αντιδραστήριο sulfo-SMCC (sulfo-

succinimidyl 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate), το οποίο δρα 

ως γέφυρα µεταξύ του πεπτιδίου και της πρωτεΐνης, όπως περιγράφεται στο 

υποκεφάλαιο 2.5. 

Για τη σύζευξη ακολουθήθηκε το εξής πρωτόκολλο:  

Σε γυάλινο φιαλίδιο µε κωνικό πυθµένα προστίθενται: 

• 100 µL διαλύµατος ΚLH σε PB (10 mg/mL) 

• 50 µL υδατικού διαλύµατος sulfo-SMCC (10 mg/mL) 

• 450 µL PB  

Το διάλυµα αφήνεται να αντιδράσει, υπό ήπια ανάδευση, επί 30 min σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 

Στη συνέχεια προστίθενται: 

• 500 µL διαλύµατος πεπτιδίου σε PB (1 mg/mL) 

Ακολουθεί ήπια ανάδευση επί 1,5 h σε θερµοκρασία δωµατίου και έπειτα το 

διάλυµα τοποθετείται σε ειδική µεµβράνη και υφίσταται διαπίδυση έναντι H2O 

επί 48 h. Στη συνέχεια, το διάλυµα παραλαµβάνεται από τη µεµβράνη, 

αραιώνεται µε φυσιολογικό ορό (200 µg KLH/mL), κατανέµεται σε φιαλίδια ανά 

0,5 mL και φυλάσσεται στους -30 οC, έως ότου χρησιµοποιηθεί. 

Παρασκευή των ανοσογόνων 

Για την παραγωγή αντισωµάτων έναντι ενός ανοσογόνου από έναν 

οργανισµό, χορηγείται συνήθως, µαζί µε το ανοσογόνο, κάποιο 

ανοσοενισχυτικό, µε σκοπό την ενίσχυση της ανοσοαπόκρισης. Τα 
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ανοσοενισχυτικά (adjuvants) διεγείρουν µη ειδικά την ανοσοαπόκριση. 

Παρόλο που η δράση τους δεν είναι πλήρως κατανοητή, τα περισσότερα 

ανοσοενισχυτικά περιέχουν δύο συστατικά. Το πρώτο συστατικό είναι µία 

ουσία που έχει σχεδιαστεί για να σχηµατίζει ένα δυσδιάλυτο προϊόν, 

προστατεύοντας το αντιγόνο από τον ταχύ καταβολισµό µέσα στον 

οργανισµό, στον οποίο γίνεται η χορήγηση. Το δεύτερο συστατικό είναι µία 

ένωση ικανή να διεγείρει µη ειδική ανοσοαπόκριση. Οι ενώσεις αυτές δρουν 

µε το αυξάνουν τα επίπεδα των λεµφοκινών, πεπτιδίων που διεγείρουν άµεσα 

την δράση των φαγοκυττάρων και προκαλούν τοπική φλεγµονώδη αντίδραση 

στο σηµείο της έγχυσης. Το πλέον διαδεδοµένο ανοσοενισχυτικό είναι το 

ατελές ανοσοενισχυτικό του Freund (Incomplete Freund’s Adjuvant) που 

αποτελείται από µίγµα ορυκτελαίων µε έναν σταθεροποιητή, το οποίο µε 

υδατικό διάλυµα του ανοσογόνου δίνει σταθερά γαλακτώµατα νερού σε έλαιο. 

Το πλήρες ανοσοενισχυτικό του Freund (Complete Freund’s Adjuvant) 

περιέχει επιπλέον εναιώρηµα ανενεργοποιηµένων µικροοργανισµών 

Mycobacterium tuberculosis στην ελαιώδη φάση. Άλλα ανοσοενισχυτικά είναι 

διάφορα παράγωγα του αργιλίου (οξείδια, υδροξείδια κ.α.) [181].  

Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας, σε 0,5 mL διαλύµατος από το κάθε 

σύζευγµα (PA/KLH ή LysPA/KLH, CysPA/KLH, PB/KLH, PC/KLH, CysPC/KLH, 

PF/KLH, CysPF/KLH, CysP1/KLH και CysP2/KLH, 200 µg KLH/mL) 

προστίθεται ίσος όγκος ανοσοενισχυτικού Freund και το µείγµα 

γαλακτωµατοποιείται σε οµογενοποιητή (13.500 rpm) για 60 sec. Το 

γαλάκτωµα είναι έτοιµο για χορήγηση στο ζώο-ξενιστή.  

Χορήγηση των ανοσογόνων – παραλαβή των αντιορών 

Τα γαλακτώµατα, που παρασκευάσθηκαν για κάθε σύζευγµα, χορηγούνται µε 

ενδοδερµική ή υποδερµική ένεση, σε πολλαπλά σηµεία, στη ράχη των 

πειραµατοζώων [182]. Κατά την πρώτη χορήγηση, χρησιµοποιούνται 

γαλακτώµατα του κάθε συζεύγµατος µε πλήρες ανοσοενισχυτικό του Freund, 

ενώ κατά τις επόµενες χορηγήσεις (αναµνηστικές), χρησιµοποιούνται 

γαλακτώµατα του συζεύγµατος µε ατελές ανοσοενισχυτικό του Freund. Η 

πρώτη αναµνηστική ένεση γίνεται έξι εβδοµάδες µετά την 1η χορήγηση, ενώ οι 

επόµενες ενέσεις γίνονται ανά διαστήµατα τριών εβδοµάδων.  
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Οι αιµοληψίες γίνονται από την περιφερική φλέβα του αυτιού 12 ηµέρες µετά 

από κάθε αναµνηστική ένεση. Το αίµα µεταφέρεται σε γυάλινους σωλήνες 

φυγοκέντρου και αφήνεται επί ~3 h σε θερµοκρασία δωµατίου, ώστε να 

διαχωρισθεί ο αντιορός από τα έµµορφα συστατικά του αίµατος.  Μετά από 

δύο διαδοχικές φυγοκεντρήσεις (2.000 g, 10 min), παραλαµβάνεται ο 

αντιορός, ο οποίος κατανέµεται ανά 0,5 mL και φυλάσσεται στους -30 οC.  

2.6  Μέθοδος ELISA 

Υλικά και Όργανα 

• χρησιµοποιήθηκαν οι αντιοροί εναντίον των PA/KLH, PB/KLH, PC/KLH, 

PF/KLH, CysPA/KLH, CysPC/KLH, CysPF/KLH και CysP1/KLH-CysP2/KLH 

καθώς και µονοκλωνικό αντι-CaM αντίσωµα ποντικού (Abnova) 

• διάφορες συγκεντρώσεις των συνθετικών πεπτιδίων που αναφέρονται 

στον Πίνακα 2.1 καθώς και διάφορες συγκεντρώσεις ανασυνδυασµένης CaM 

αγρίου τύπου 

• ισοτονικό ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών-χλωριούχων (PBS) 0,1Μ, 

pH 7,4 

KH2PO4                     0,204 g 

Na2HPO4·2H2O         1,424 g 

KCl                           0,201 g 

NaCl                         8,766 g 

Τα παραπάνω συστατικά διαλύονται σε 1 L dH2O. 

• Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών, 0,01 Μ, pH 7,4 (PB) 

KH2PO4                           0,204 g  

Na2HPO4.2H2O               1,424 g 

Τα παραπάνω συστατικά διαλύονται σε ~800 mL H2O, το pH ρυθµίζεται σε 

7,4 και στη συνέχεια ο όγκος ρυθµίζεται σε 1 L µε H2O. 

• διάλυµα έκπλυσης: 0,05 % v/v Tween-20 σε PBS 0,01 Μ, pH 7,4 

• διάλυµα κορεσµού: διάλυµα έκπλυσης που περιέχει 2 % BSA 
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• διάλυµα αραίωσης: διάλυµα έκπλυσης που περιέχει 0,2 % BSA 

• διάλυµα δεύτερου αντισώµατος: εµπορικά διαθέσιµο διάλυµα goat anti-

rabbit IgG/HRP (Sigma) και goat anti-mouse IgG/HRP (Sigma) 

αραιωµένο 1:1.000 σε διάλυµα αραίωσης 

• διάλυµα ενζυµικού υποστρώµατος:  

Na2HPO4·2H2O           8,900 g 

Κιτρικό οξύ                10,537 g 

Υπερβορικό νάτριο    0,241 g 

Τα συστατικά αυτά διαλύονται σε ~400 mL H2O, το pH ρυθµίζεται σε 

4,4 µε NaOH 1M και συµπληρώνεται ο όγκος, έως 500 mL µε H2O. 

Στην συνέχεια, προστίθενται 0,5 g ABTS (2,2´-αζινο-δις-(3-αιθυλο-

βενζοθειαζολίνη-6-σουλφονικό οξύ)) και το υγρό αναδεύεται µέχρι 

πλήρους διάλυσης του ABTS. 

• πλακίδια µικροτιτλοδότησης: Costar 

• συσκευή έκπλυσης πλακιδίων ELISA, Model Multiwash II (Tricontinent) 

• επωαστικός κλίβανος Precision, 4EG 

• µετρητής οπτικής απορρόφησης πλακιδίων ELISA, Model Sirio S 

(Seac) 

Η µέθοδος ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ενζυµική 

ανοσοπροσροφητική µέθοδος προσδιορισµού) και ευρύτερα η µέθοδος ΕΙΑ 

(Enzyme Immunoassay, ενζυµοανοσοανάλυση) αποτελούν µία βιοχηµική 

τεχνική που χρησιµοποιείται κυρίως στην ανοσολογία για την ανίχνευση ενός 

αντιγόνου ή αντισώµατος σε ένα δείγµα. Τα πρώτα δηµοσιευµένα συστήµατα 

ΕΙΑ και ELISA αποτελούσαν τεχνικές που βασίζονταν στην γενική αρχή της 

ανοσοανάλυσης µε χρήση ενός ενζύµου αντί της ραδιενέργειας ως µέσου 

ιχνηθέτησης [183]. Έτσι, το 1971 δύο ερευνητικές οµάδες (η µία µε 

επικεφαλής τους Engvall και Perlmann [184] και η άλλη µε επικεφαλής τους 

Weemen και Schuurs [185]) ανεξάρτητα και ταυτόχρονα, ανέπτυξαν την ιδέα 

αυτή και εκτέλεσαν τα απαραίτητα πειράµατα για να αποδείξουν τις 

δυνατότητες εφαρµογής της. Οι τεχνικές αυτές υπερέχουν των γνωστών 
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ραδιοανοσοαναλύσεων, που ήταν η πρώτη µορφή ανοσοαναλυτικής τεχνικής, 

κυρίως στο ότι δεν δηµιουργούν ραδιενεργά απόβλητα, ούτε εκθέτουν τους 

χειριστές σε δυνητικούς κινδύνους από τη χρήση ραδιενέργειας. 

Στην παρούσα διατριβή η µέθοδος ELISA χρησιµοποιήθηκε τόσο για τον 

προσδιορισµό του τίτλου των αντι-πεπτιδικών αντισωµάτων (συµβατική 

µορφή) όσο και για την µελέτη της αλληλεπίδρασης µεταξύ πεπτιδίων που 

αποτελούν τµήµατα του RyR2 µε την CaM (τροποποιηµένη µορφή). 

 Η αρχή της µεθόδου που χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό του τίτλου 

των αντισωµάτων παρουσιάζεται στο Σχήµα 2.13. 

Σύµφωνα µε την µέθοδο, το αντιγόνο "ακινητοποιείται" σε στερεά φάση και 

στη συνέχεια επωάζεται µε σειρά διαλυµάτων των προς έλεγχο αντισωµάτων. 

Μετά από απόχυση και κατάλληλη έκπλυση, το ακινητοποιηµένο σύµπλεγµα 

αντισώµατος-αντιγόνου, που έχει τυχόν σχηµατισθεί, επωάζεται µε περίσσεια 

ενζυµικά επισηµασµένου δεύτερου αντισώµατος και στην συνέχεια µε 

κατάλληλο ενζυµικό υπόστρωµα, οπότε δηµιουργείται έγχρωµο προϊόν, η 

οπτική απορρόφηση του οποίου τελικώς µετράται. Εξ ορισµού τίτλος είναι η 

συγκέντρωση του διαλύµατος των αντισωµάτων (ή αραίωση του αντιορού), η 

οποία αντιστοιχεί στο 50 % του υψηλότερου δυνατού να ληφθεί οπτικού 

σήµατος. Για την ανάπτυξη διαφόρων ανοσολογικών δοκιµασιών ο 

προσδιορισµός του τίτλου είναι απαραίτητος ώστε να καθοριστεί η αραίωση 

του αντιορού που θα πρέπει να χρησιµοποιηθεί στη συγκεκριµένη δοκιµασία. 

Κατά την εφαρµογή της µεθόδου ακολουθείται το εξής πρωτόκολλο: 

Φρεάτια ELISA επικαλύπτονται µε 100 µL διαλύµατος πεπτιδίου σε διάλυµα 

PB, pH 7,4 (10 µg/mL) και παραµένουν όλη την νύχτα στους 37 οC. Την 

επόµενη ηµέρα, αποχύνονται τα υγρά από τα φρεάτια, τα οποία εκπλένονται 

µε PBS, pH 7,4, µία φορά. Στην συνέχεια οι ελεύθερες θέσεις δέσµευσης της 

στερεάς επιφάνειας επικαλύπτονται µετά από επώαση µε διάλυµα κορεσµού 

(200 µL) για 1 h σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθεί απόχυση των υγρών 

και έκπλυση των φρεατίων τρεις φορές µε διάλυµα έκπλυσης.  
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Εικόνα 2.13: Σχηµατική απεικόνιση της µεθόδου ELISA για την αξιολόγηση των 

αντισωµάτων 

Παρασκευάζονται διαλύµατα των αντιορών (αραίωση 1:1.000-1:50.000) και 

100 µL από τα διαλύµατα αυτά προστίθενται σε φρεάτια ELISA (εις τριπλούν). 

Επιπροσθέτως, σε κάποια από τα φρεάτια ELISA προστίθεται ορός που έχει 

παραληφθεί από τα πειραµατόζωα πριν την ανοσοποίηση (προ-άνοσος ορός) 

καθώς και απλό διάλυµα αραίωσης, ως αρνητικοί µάρτυρες. Το πλακίδιο 

µικροτιτλοδότησης επωάζεται για 2 h στους 37°C. Τα υγρά αποχύνονται από 

τα φρεάτια, τα οποία στην συνέχεια εκπλένονται τρεις φορές µε διάλυµα 

έκπλυσης. Σε κάθε φρεάτιο προστίθενται 100 µL διαλύµατος ενζυµικά 

επισηµασµένου δεύτερου αντισώµατος και ακολουθεί και πάλι επώαση για 2 h 

στους 37°C, απόχυση και τρεις εκπλύσεις µε διάλυµα έκπλυσης. Σε κάθε 

φρεάτιο προστίθενται 100 µL διαλύµατος ενζυµικού υποστρώµατος και µετά 

από παραµονή για 30 min σε θερµοκρασία δωµατίου, για την ανάπτυξη 

χρώµατος, µετράται η οπτική απορρόφηση στα 405 nm και σχεδιάζεται η 

καµπύλη τίτλου. 

Η αρχή της µεθόδου ELISA (τροποποιηµένη µορφή της συµβατικής µεθόδου 

ELISA) που χρησιµοποιείται για την µελέτη της αλληλεπίδρασης των 

πεπτιδίων του RyR2 και της CaM παρουσιάζεται στο Σχήµα 2.14 Α. 

Για την µελέτη της αλληλεπίδρασης συνθετικών πεπτιδίων-τµηµάτων του 

RyR2 µε την CaM µέσω της µεθόδου ELISA, ακολουθείται η εξής πορεία: 

αρχικά επιστρώνονται τα φρεάτια της ELISA µε 100 µL διαλύµατος πεπτιδίου 
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σε διάλυµα PB, pH 7,4 (10 µg/mL) και παραµένουν όλη την νύχτα στους 37°C. 

Την επόµενη µέρα, αποχύνονται τα υγρά από τα φρεάτια, τα οποία 

εκπλένονται µε PBS, pH 7,4, µία φορά. Στην συνέχεια, οι ελεύθερες θέσεις 

δέσµευσης της στερεάς επιφάνειας επικαλύπτονται µετά από επώαση µε 

διάλυµα κορεσµού (200 µL) για 1 h σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Ακολουθεί απόχυση των υγρών και έκπλυση των φρεατίων τρεις φορές µε 

διάλυµα έκπλυσης. Παρασκευάζονται διαλύµατα ανασυνδυασµένης CaM 

αγρίου τύπου σε διάφορες συγκεντρώσεις (συνήθως 1, 10 και 20 µg/mL). 

Ακολούθως, 100 µL από τα διαλύµατα αυτά προστίθενται στα φρεάτια (εις 

τριπλούν). Σε κάποια από τα φρεάτια είτε δεν γίνεται επίστρωση του 

πεπτιδίου ενώ προστίθενται τα διαλύµατα της CaM, είτε επιστρώνεται το 

πεπτίδιο και αντί για το διάλυµα της CaM προστίθενται 100 µL διαλύµατος 

αραίωσης (αρνητικοί µάρτυρες). Το πλακίδιο µικροτιτλοδότησης επωάζεται για 

3 h στους 37ºC. Τα υγρά αποχύνονται από τα φρεάτια, τα οποία στην 

συνέχεια εκπλένονται τρεις φορές µε διάλυµα έκπλυσης. 

 

 

Α 
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Σχήµα 2.14: Σχηµατική απεικόνιση της µεθόδου ELISA για την µελέτη της 

αλληλεπίδρασης των πεπτιδίων του RyR2 µε την CaM. Α) Το σύστηµα της επίστρωσης 

των πεπτιδίων και στην συνέχεια της προσθήκης της CaM και του αντι-CaM Ab ως πρώτου 

Ab. Β) Το σύστηµα της επίστρωσης της CaM και στην συνέχεια της προσθήκης των 

συνθετικών πεπτιδίων και των αντίστοιχών αντι-πεπτιδικών Abs ως πρώτων Abs. 

Στην συνέχεια, σε κάθε φρεάτιο προστίθενται 100 µL διαλύµατος αντιορού 

που περιέχει αντισώµατα έναντι της CaM (είτε µονοκλωνικό, εµπορικά 

διαθέσιµο, είτε αντι-πεπτιδικό πολυκλωνικό, παρασκευασµένο στο πλαίσιο 

της παρούσας διατριβής, όπως περιγράφεται στο υποκεφάλαιο 2.5) σε 

αραίωση 1:1.000 και το πλακίδιο επωάζεται για 2 h στους 37ºC. Ακολουθεί 

απόχυση και έκπλυση τρεις φορές µε διάλυµα έκπλυσης, ενώ ακολούθως σε 

κάθε φρεάτιο προστίθενται 100 µL διαλύµατος του αντίστοιχου, ενζυµικά 

επισηµασµένου δεύτερου αντισώµατος και ακολουθεί και πάλι επώαση για 2 h 

στους 37ºC, απόχυση και τρεις εκπλύσεις µε διάλυµα έκπλυσης. Τέλος σε 

κάθε φρεάτιο προστίθενται 100 µL διαλύµατος ενζυµικού υποστρώµατος και 

µετά από παραµονή για 30 min σε θερµοκρασία δωµατίου, για την ανάπτυξη 

χρώµατος, µετράται η οπτική απορρόφηση στα 405 nm. 

Επίσης, για τη µελέτη της αλληλεπίδρασης συνθετικών πεπτιδίων-τµηµάτων 

του RyR2 µε την CaM, ακολουθήθηκε µία επιπλέον µορφή της µεθόδου 

Β 
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ELISA, που περιγράφεται στο Σχήµα 2.14Β. Στην µορφή αυτή, αρχικά, η CaM 

επιστρώνεται στα φρεάτια (100 µL/1 µg/mL) και στην συνέχεια προστίθενται 

τα συνθετικά πεπτίδια (100 µL/1, 10 και 20 µg/ml), οι αντιοροί έναντι των 

αντίστοιχων συνθετικών πεπτιδίων (1:1.000), το ενζυµικά επισηµασµένο 

δεύτερο αντίσωµα και τέλος το ενζυµικό υπόστρωµα. Οι χρόνοι επώασης είναι 

ακριβώς οι ίδιοι. 

2.7 Ανοσοαποτύπωση 

Η ανάγκη για την επίλυση ενός προβλήµατος οδηγεί στην καινοτοµία και έτσι, 

στα τέλη της δεκαετίας του ´70 γεννήθηκε η ανάγκη για ανάπτυξη µίας 

τεχνικής που θα επέτρεπε τον προσδιορισµό της εξειδίκευσης ενός αντιορού. 

Η ανάγκη αυτή οδήγησε στην ανάπτυξη µίας µεθόδου που επέτρεπε την 

παραγωγή ενός αντιγράφου πρωτεϊνών, οι οποίες είχαν διαχωριστεί µε 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου, πάνω σε µεβράνη 

νιτροκυτταρίνης. Το αντίγραφο αυτό, στην συνέχεια, µπορούσε να εξεταστεί 

µε αντιορό για την ανίχνευση ειδικών πρωτεϊνών [186] (Σχήµα 2.15). Τέτοια 

µέθοδος αναπτύχθηκε, ανεξάρτητα, από δύο ερευνητικές οµάδες, η µία 

µέθοδος µε χρήση πηκτής πολυακρυλαµιδίου-ουρίας [187] και η άλλη µε 

χρήση πηκτης πολυακρυλαµιδίου-δωδεκακυλο-θειικού νατρίου (SDS) [188] Η 

τελευταία µέθοδος αναφέρεται ως Western blotting. Μετέπειτα, η µέθοδος 

αυτή αναγνωρίστηκε ως ισχυρό εργαλείο για να µελετήσει την παρουσία, τη 

σχετική αφθονία, το σχετικό µοριακό βάρος και, υπό την µορφή της 

ανοσοκατακρήµνισης, την ειδική αλληλεπίδραση πρωτεϊνών [189]. 
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Σχήµα 2.15: Σχηµατική απεικόνιση της µεθόδου Western blotting. 

2.7.1 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου 

Υλικά και Όργανα 

• ρυθµιστικό διάλυµα διαχωρισµού (Tris, 1,5 M, pH 8,8) 

• ρυθµιστικό διάλυµα επιστίβαξης (Tris, 0,5 M, pH 6,8) 

• 1x ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης (1x running buffer) (15 g/L 

Tris, 72 g/L γλυκίνη, 5 g/L SDS) 

• Δις-ακρυλαµίδιο [Acrylamide/Bis (37,5:1), 40%] 

• Υπερθειϊκό αµµώνιο, 10% 

• TEMED (N,N,N΄,Ν΄-Tetramethylenediamine) 

•  dH2O 

• εκµαγείο και χτένες (ΒioRad) 

• συσκευή ηλεκτροφόρησης (ΒioRad) 

• 5x διάλυµα φόρτωσης (0,3 M Tris-HCl pH 6,8, 10% w/v SDS, 50% v/v 

γλυκερόλη, 0,25% w/v κυανούν της βρωµοφαινόλης, 5% β-

µερκαπτοαιθανόλη) 

• βαφή Coomassie (1 g coomassie, 480 mL methanol, 100 mL acetic 

acid, 420 mL H2O) 

• διάλυµα αγαρόζης σε dH2O 1 % w/v 
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Οι πρωτεΐνες ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου παρουσία SDS 

(SDS PAGE) σε παράθεση µε µάρτυρα µοριακών βαρών για τον 

προσδιορισµό του µεγέθους τους. Η % σύσταση της πηκτής διαχωρισµού 

ήταν εξάρτηση του µεγέθους που αναµενόταν να έχει η υπό ηλεκτροφόρηση 

πρωτεΐνη. Η παρασκευή της εκάστοτε πηκτής διαχωρισµού (4-15%) έγινε 

σύµφωνα µε τη δοσολογία του Πίνακα 2.6. Το µίγµα εγχύθηκε µε τη βοήθεια 

ακροφυσίου σε εκµαγείο (BioRad) µέχρι ορισµένου σηµείου και το υπόλοιπο 

πληρώθηκε µε νερό. Μετά τον πολυµερισµό της πηκτής διαχωρισµού, 

παρασκευάστηκε η πηκτή επιστίβαξης αφού πρώτα αποχύθηκε το νερό και 

αποµακρύνθηκαν µε διηθητικό χαρτί τυχόν εναποµείναντα σταγονίδια. Το % 

ποσοστό της πηκτής επιστίβαξης ήταν πάντα 4% και η δοσολογία των 

αντιδραστηρίων για την παρασκευή της φαίνεται στον Πίνακα 2.7. Το µείγµα 

εγχύθηκε µε τη βοήθεια ακροφύσιου πάνω από την πηκτή διαχωρισµού και 

ενσωµατώθηκε χτένα για το σχηµατισµό των φρεατίων.  

Μετά τον πολυµερισµό και της πηκτής επιστίβασης, αφαιρέθηκε η χτένα και η 

διφασική πλέον πηκτή µεταφέρθηκε σε συσκευή ηλεκτροφόρησης που 

περιείχε 1x ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης (1x Running buffer). Οι 

πρωτεΐνες αφού αναµίχθηκαν µε το διάλυµα φόρτωσης και θερµάνθηκαν 

στους 95°C για 5 min, εισήχθηκαν στα φρεάτια της πηκτής σε παράθεση µε 

τον µάρτυρα µοριακών βαρών και η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε 

140V, έως ότου η χρωστική που περιέχεται στο διάλυµα φόρτωσης να φτάσει 

στο κάτω άκρο της πηκτής. Στη συνέχεια, η πηκτή είτε χρώσθηκε µε βαφή 

Coomassie, είτε µεταφέρθηκε σε µεµβράνη για την διεξαγωγή αποτύπωσης 

κατά Western. 
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Πίνακας 2.6: Δοσολογία αντιδραστηρίων για την παρασκευή της πηκτής διαχωρισµού 

Πίνακας 2.7: Δοσολογία αντιδραστηρίων για την παρασκευή της πηκτής επιστίβαξης 

Πηκτή επιστίβαξης 4 % 

Ρυθµιστικό διάλυµα επιστίβαση 

(Tris, 0,5 M, pH 6,8) 

1, 25 mL 

Acrylamide/Bis (37,5:1), 40% 0,5 mL 

dH2O 3,17 mL 

Υπερθειϊκό αµµώνιο, 10% 25 µL 

TEMED 2,5 µL 

SDS 10% 50 µL 

 

Πηκτή Διαχωρισµού 4% 8% 10% 12% 15% 

Ρυθµιστικό διάλυµα διαχωρισµού 

(Tris, 1,5 M, pH 8,8) 

 

2,5 mL 

 

2,5 mL 

 

2,5 mL 

 

2,5 mL 

 

2,5 mL 

Acrylamide/Bis (37,5:1), 40% 1 mL 2 mL 2,5 mL 3 mL 3,75 mL 

dH2Ο 6,345 

mL 

5,345 

mL 

4,845 

mL 

4,345 

mL 

3,595 

mL 

Υπερθειϊκό αµµώνιο, 10% 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 

TEMED 5 µL 5 µL 5 µL 5 µL 5 µL 

SDS 10 % 100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 

Σηµειώσεις:  

Στην περίπτωση παρασκευής πηκτής 4% SDS-PAGE µε 0,5 % αγαρόζης που 

χρησιµοποιήθηκε για την ηλεκτροφόρηση του RyR2, η σύσταση είναι ίδια µε την 1η στήλη 

(4%) µε την διαφορά ότι αντί για 6,345 mL dΗ2Ο χρησιµοποιούµε 1,345 mL Η2Ο και 5 mL 

διαλύµατος 1% αγαρόζης. 
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2.7.2 Μεταφορά πρωτεϊνών από πηκτή πολυακρυλαµιδίου σε 
µεµβράνη PVDF 

Υλικά και Όργανα 

• µεµβράνη πολυβινυλοδιφθοριδίου (PVDF, Immobilon-P, Millipore)  

• ρυθµιστικό διάλυµα ηµίξηρης µεταφοράς (semi-dry transfer buffer) (48 

mM Tris, 39 mM γλυκίνη, 0,0375 % w/v SDS, 20 % v/v µεθανόλη) 

• 100 % µεθανόλη 

• συσκευή ηµίξηρης µεταφοράς (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, 

BioRad) 

Η διαδικασία της µεταφοράς των πρωτεϊνών από την πηκτή 

πολυακρυλαµιδίου σε µία µεµβράνη PVDF επιτεύχθηκε µε τη χρήση 

συσκευής ηµίξηρης µεταφοράς. Τόσο η πηκτή, όσο και η µεµβράνη προ-

επωάστηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα ηµίξηρης µεταφοράς (semi-dry transfer 

buffer) για 30 min σε θερµοκρασία δωµατίου, αφού προηγουµένως η 

µεµβράνη PVDF εµβαπτίστηκε σε µεθανόλη για 1 min. Στη συνέχεια, η πηκτή 

και η µεµβράνη τοποθετήθηκαν στη συσκευή µε τη διάταξη του Σχήµατος 2.16 

και η µεταφορά των πρωτεϊνών έγινε σε 20 V για 1 h σε RT για την πρωτεϊνη 

CaM και 4 h στους 4°C για τον υποδοχέα RyR2. 

 

 

Σχήµα 2.16: Η ενδεδειγµένη διάταξη της πηκτής πολυακρυλαµιδίου και της µεµβράνης 

PVDF στη συσκευή ηµίξηρης µεταφοράς (semi-dry transfer). 
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2.7.3 Ανάλυση κατά Western 

Υλικά και Όργανα 

• ρυθµιστικό διάλυµα TBS-T (0,2 M Tris, 1,37 M NaCl, pH 7,5) 

• σκόνη αποβουτυρωµένου γάλακτος (Marvel) 

• αντισώµατα (Πίνακας 2.8) 

• ECL Western Blotting Detection system (GE Health Care) 

• κασέτα εµφάνισης 

• Film (Kodak) 

• Διαλύµατα εµφάνισης (developer, fixer) 

 

Πίνακας 2.8: Αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν στην ανάλυση κατά Western 

 
Πρώτο αντίσωµα 

Μονοκλωνικό αντι-CaM Ab 
Πολυκλωνικό αντι-GST Ab 

Πολυκλωνικό αντι-RyR2 Ab1093 

Ενζυµικά επισηµασµένο 

δεύτερο αντίσωµα 

Goat anti-rabbit IgG/HRP (Sigma) 
Goat anti-mouse IgG/HRP (Sigma) 

 

Μετά την µεταφορά των πρωτεϊνών στην µεµβράνη PVDF, αυτή επωάστηκε 

µε ρυθµιστικό διάλυµα TBS-T που περιείχε 5% (w/v) σκόνη 

αποβουτυρωµένου γάλακτος (TBS-T/Marvel) για 4 h σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Ακολούθησαν επώαση σε TBS-T/Marvel που περιείχε το 

αντίστοιχο, κάθε φορά, πρώτο αντίσωµα στους 4°C για 14 h, 3 εκπλύσεις των 

10 min µε TBS-T/Marvel, επώαση της µεµβράνης σε TBS-T/Marvel που 

περιείχε το αντίστοιχο, ενζυµικά επισηµασµένο δεύτερο αντίσωµα σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 1 h και άλλες τρεις εκπλύσεις των 10 min µε TBS-

T. Στη συνέχεια, η ανοσοανίχνευση έγινε µε το σύστηµα ανίχνευσης που 

αναφέρεται στα Υλικά, όπως φαίνεται στο Σχήµα 2.17 και η φωτογραφία 

λήφθηκε µε σαρωτή (scanner). 
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Σχήµα 2.17: Ο µηχανισµός της ανοσοανίχνευσης πρωτεϊνών µε χηµειοφωταύγεια. 

2.8 Μέθοδος συγκατακρήµνισης 

Η µέθοδος της συγκατακρήµνισης επιλέχθηκε για την µελέτη της 

αλληλεπίδρασης ολόκληρου του µορίου του RyR2 µε την CaM. Στην παρούσα 

εργασία χρησιµοποιήθηκαν δύο τύποι συγκατακρήµνισης για να µελετήσουµε 

αυτήν την αλληλεπίδραση. Στον πρώτο τύπο (Σχήµα 2.18Α), ως στερεά φάση 

επιλέχθηκαν µαγνητικά σφαιρίδια γλουταθειόνης για την πρόσδεση της 

ανασυνδυασµένης αγρίου τύπου CaM µέσω της ετικέτας GST (glutathione S-

transferase). Στην συνέχεια, παρουσία βαρέων κυστιδίων-φορέων ΣΔ που 

έχουν υποστεί διαλυτοποίηση, και µε την χρήση αντισώµατος που 

αναγνωρίζει εξειδικευµένα τον RyR2 σε ανοσοαποτύπωµα κατά Western, 

αξιολογείται η πρόσδεση του RyR2 στην CaM. Το ίδιο πειραµατικό σύστηµα 

χρησιµοποιήθηκε και παρουσία των συνθετικών πεπτιδίων PA, PB και PC (τα 

οποία αποτελούν τµήµατα του RyR2) για να µελετηθεί τυχόν εµπλοκή τους 

στην αλληλεπίδραση του RyR2 µε την CaM. Στον δεύτερο τύπο 

συγκατακρήµνισης (Σχήµα 2.18Β), ως στερεά φάση επιλέχθηκαν σφαιρίδια 

πρωτεΐνης Α για την πρόσδεση του RyR2 µέσω αντισώµατος που 

αναγνωρίζει εξειδικευµένα τον RyR2. Παρουσία ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης 

CaM αγρίου τύπου ή µεταλλαγµένων µορφών της CaM, και µε την χρήση 

αντι-CaM αντισώµατος σε ανοσοαποτύπωµα κατά Western, αξιολογείται η 

έµµεση πρόσδεση της CaM στον RyR2 καθώς και τυχόν αλλαγές στην 
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πρόσδεση των µεταλλαγµένων µορφών της CaM στον RyR2 σε σχέση µε την 

αγρίου τύπου. 

Υλικά και Όργανα 

• Ρυθµιστικό διάλυµα IP, pH 7,4 

Tris base  20 mM 

NaCl        150 mM 

CHAPS    0,4 % w/v 

DTT          2 mM 

dH2O 

• Διάλυµα αναστολέων πρωτεασών 25 φορές πυκνό 

• Δείγµατα βαρέων κυστιδίων-φορέων ΣΔ από καρδιά χοίρου ολικής 

πρωτεϊνικής συγκέντρωσης 25-30 mg/mL 

• Ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη GST-CaM, CaMWT και µεταλλαγµένες 

µορφές CaM τελικής συγκέντρωσης στο διάλυµα της αντίδρασης 1 µΜ 

• Τα συνθετικά πεπτίδια PA, PB και PC, τελικής συγκέντρωσης στο 

διάλυµα της αντίδρασης 1, 10 και 100 µM 

• Διάλυµατα CaCl2 και EGTA αρχικής συγκέντρωσης 1 mM και 10 mM, 

αντίστοιχα 

• Σφαιρίδια σεφαρόζης-πρωτεΐνης Α, σφαιρίδια σεφαρόζης-

γλουταθειόνης 
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Σχήµα 2.18: Σχηµατική απεικόνιση της µεθόδου συγκατακρήµνισης Α) 1ου τύπου και Β) 

2ου τύπου 

 

• Ρυθµιστικό διάλυµα PBS 0,1 M, pH 7,4 

• Πολυκλωνικό αντίσωµα έναντι του RyR2 (Ab1093), µονοκλωνικό 

αντίσωµα έναντι της CaM  

• Eppendorfs όγκου 1 mL 

Το πείραµα της ανοσοκατακρήµισης διαρκεί 4 µέρες. Αρχικά θα γίνει η 

περιγραφή του πειράµατος του 1ου τύπου. 

1η µέρα 

1. Διαλυτοποίηση του RyR2: 5 µL παρασκευάσµατος κυστιδίων-

φορέων καρδιακού ΣΔ διαλυτοποιούνται σε 200 µL ρυθµιστικού 

διαλύµατος IP σε eppendorfs του 1,5 mL. Ο αριθµός των σωλήνων 

eppendorfs είναι ίσος µε τον αριθµό των διεγµάτων που θα 

απαιτηθούν συνολικά για την ολοκλήρωση του πειράµατος 

(δείγµατα µε διαφορετικές συγκεντρώσεις CaM, Ca2+, συνθετικών 

πεπτιδίων). 

A 

B 
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2. Πρόσδεση της πρωτεΐνης GST-CaM στα σφαιρίδια γλουταθειόνης: 
αρχικά, τα σφαιρίδια εκπλένονται µε 200 µL ρυθµιστικού 

διαλύµατος IP υπό ήπια ανάµιξη, φυγοκεντρούνται σε 1.500 g για 2 

min στους 4°C και αποµακρύνεται το υπερκείµενο. Το στάδιο 

εκπλυσης επαναλαµβάνεται 2 φορές. Στην συνέχεια προστίθενται 

200 µL διαλύµατος GST-CaM, τελικής συγκέντρωσης 1 µΜ, σε 

ρυθµιστικό διάλυµα ΙΡ. Ακολουθεί επώαση για 24 h στους 4°C. 

2η µέρα 

1. Φυγοκέντρηση των δειγµάτων του ΣΔ σε 20.000 g για 15 min στους 

4°C και συλλογή του υπερκειµένου που αντιστοιχεί στο διαλυτό κλάσµα 

του ΣΔ, όπου περιέχεται και ο RyR2. 

2. Φυγοκέντρηση των σφαιριδίων σε 1.500 g για 2 min στους 4°C και 

αποµάκρυνση του υπερκείµενου µε λεπτό, µεγάλου µήκους 

ακροφύσιο. 

3. Μεταφορά του διαλυτού κλάσµατος του ΣΔ στα δείγµατα των 

σφαιριδίων, στα οποία έχει προσδεθεί η GST-CaM. Σε ορισµένα από 

τα δείγµατα προσθέτουµε και τα συνθετικά πεπτίδια PA, PB ή PC, σε 

τελικές συγκεντρώσεις 1, 10 και 100 µM. Ακολουθεί επώαση υπό 

ανάδευση για 6 h στους 4°C. 

4. Ανάκτηση των σφαιριδίων µε φυγοκέντρηση σε 1.500 g για 2 min στους 

4°C, αποµάκρυνση του υπερκειµένου και έκπλυση των σφαιριδίων για 

10 min µε 200 µL ρυθµιστικού διαλύµατος ΙΡ (2 φορές). 

5. Μετά την τελευταία εκπλυση, αποµακρύνεται σχεδόν όλο το 

υπερκείµενο (αποµένουν περίπου 10 µL). Η έκλουση των πρωτεϊνών 

απο τα σφαιρίδια γίνεται µε την προσθήκη 10 µL διαλύµατος φόρτωσης 

x5 και 10 µL dH2O. Ακολουθεί ανακίνηση (vortex) και αποθήκευση των 

δειγµάτων στους -20°C. 

6. Τέλος, παρασκευάζεται πηκτή σύστασης 4% SDS-PAGE 0,5% 

αγαρόζης και µία πηκτή σύστασης 15% SDS-PAGE και φυλάσσονται 

σε ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης. 
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3η µέρα 

1. Θέρµανση των δειγµάτων στους 85°C για 5 min. 

2. Φυγοκέντρηση των δειγµάτων σε 14.000 g για 3 min και συλλογή του 

υπερκειµένου που περιέχει τις εκλουόµενες πρωτεΐνες. 

3.  Φόρτωση των υπερκειµένων στις πηκτές σύστασης 4% SDS-PAGE 

0,5% αγαρόζης και 15% SDS-PAGE. Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση υπό 

σταθερό ρεύµα έντασης 20 mA.  

4. Μεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη PVDF. Οι συνθήκες 

µεταφοράς για την πηκτή σύστασης 4% SDS-PAGE 0,5% αγαρόζης, 

είναι 600 mA για 4 h στους 4°C, ενώ για την πηκτή σύστασης 15% 

SDS-PAGE, είναι 400 mA για 1 h σε RT. Μετά την ολοκλήρωση της 

µεταφοράς των πρωτεϊνών, οι µεµβράνες τοποθετούνται σε ρυθµιστικό 

διάλυµα TBS-T/Marvel και παραµένουν στους 4°C, υπό ήπια κίνηση 

για όλη τη νύχτα. 

4η µέρα 

Ακολουθεί ανάλυση κατά Western. Στην µεµβράνη µεταφοράς των 

πρωτεϊνών της πηκτής σύστασης 4% SDS-PAGE 0,5% αγαρόζης, θα 

ελέγξουµε την παρουσία του RyR2 στο δείγµα µε την χρήση του 

Αb1093, ενώ στην άλλη µεµβράνη (που αντιστοιχεί στην πηκτή 

σύστασης 15% SDS-PAGE) θα ελέγξουµε έµµεσα την πρόσδεση της 

GST-CaM στα σφαιρίδια γλουταθειόνης µε την χρήση του αντισώµατος 

έναντι της CaM. 

Το πρωτόκολλο του πειράµατος ανοσοκατακρήµνισης 2ου τύπου είναι ίδιο µε 

του 1ου µε τις εξής διαφορές: 

1. Την πρώτη µέρα, στο στάδιο 2 χρησιµοποιούνται σφαιρίδια 

σεφαρόζης-πρωτεΐνης Α (20 µL/δείγµα) και προστίθεται το Αb1093 (4 

µL/δείγµα) σε ρυθµιστικό διάλυµα PBS 0,1 M, pH 7,4. 

2. Η ανασυνδυασµένη αγρίου τύπου CaM ή οι µεταλλαγµένες µορφές της, 

προστίθεται στο στάδιο 3 της 2ης µέρας µαζί µε το διαλυτό κλάσµα του 

ΣΔ σε τελική συγκέντρωση 1 µΜ. 
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3. Ο έλεγχος της αντίδρασης της ανοσοκατακρήµνισης γίνεται µε την 

παρουσία της CaM στο τελικό στάδιο, µε την χρήση αντι-CaM 

αντισώµατος. 

2.9 Θερµιδοµετρία ισόθερµης τιτλοδότησης (ITC) 

Για την περιγραφή µίας βιοχηµικής διαδικασίας δεν αρκεί να γνωρίζουµε µόνο 

δοµικά χαρακτηριστικά. Για την πλήρη κατανόησή της είναι απαραίτητη η 

ποσοτικοποίηση των αλλαγών που συµβαίνουν στην κατάσταση του 

συστήµατος. Σε µία διαδικασία ισορροπίας, όπως είναι η αλληλεπίδραση 

µεταξύ βιοµορίων, η µέτρηση βασικών θερµοδυναµικών παραµέτρων παρέχει 

µία πλήρη περιγραφή των ενεργειακών µεταβολών που παρατηρούνται κατά 

την µετάβαση από την ελεύθερη στην δεσµευµένη κατάσταση. Η µέθοδος ITC 

αποτελεί µία αναλυτική τεχνική όπου καταγράφονται οι θερµοδυναµικές 

παράµετροι (µεταβολή ενθαλπίας, µεταβολή εντροπίας και η µεταβολή στην 

ελεύθερη ενέργεια Gibbs) της αλληλεπίδρασης µικρών µορίων (προσδέτης, 

π.χ. συνθετικό πεπτίδιο) και κατάλληλων υποδοχέων τους (συνήθως 

πρωτεϊνών) σε µορφή διαλύµατος. Τα κύρια τµήµατα της συσκευής ITC200 

είναι η σύριγγα, στην οποία τοποθετούµε το διάλυµα του συνθετικού 

πεπτιδίου και ένας θερµικά µονωµένος χώρος, στο εσωτερικό του οποίου 

βρίσκονται δύο πανοµοιότυπα κελιά µικρού όγκου (~ 200 µL): το κελί 

αναφοράς, το οποίο συµπληρώνεται µε νερό ή ρυθµιστικό διάλυµα και το κελί 

του δείγµατος, στο οποίο προστίθεται το διάλυµα της πρωτεϊνης (Σχήµα 2.19).  
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Σχήµα 2.19: Η συσκευή ITC200 και σε σχηµατική απεικόνιση το κελί που γίνεται η 

αντίδραση. 

Αρχικά γίνεται η προετοιµασία των δειγµάτων της CaM και των συνθετικών 

πεπτιδίων του RyR2. Τα υπό εξέταση µόρια πρέπει να βρίσκονται ακριβώς 

στο ίδιο ρυθµιστικό διάλυµα διαπίδυσης, καθώς διαφορές στη σύσταση 

προκαλούν θερµικό «θόρυβο» εξαιτίας των ενθαλπιών ανάµιξης ανόµοιων 

συστατικών (artifacts). Στη συνέχεια, µε µία σύριγγα Hamilton προσθέτουµε 

στο κελί του δείγµατος της συσκευής 280 µL από το διάλυµα της CaM. 

Προσέχουµε ώστε να µην υπάρχουν φυσαλίδες στην σύριγγα. Με το τρόπο 

αυτό εµφανίζεται υπερχείλιση του δείγµατος στο κελί και η επιπλέον ποσότητα 

αποµακρύνεται έτσι ώστε ο τελικός όγκος του διαλύµατος να είναι πάντα 200 

µL. Ακολουθεί το γέµισµα της σύριγγας τιτλοδότησης µε το δείγµα του 

συνθετικού πεπτιδίου, το οποίο γίνεται µε αυτοµατοποιηµένο τρόπο µέσω 

ειδικής αντλίας. Η χωρητικότητα της σύριγγας αυτής είναι 40 µL. 

 Τέλος, η σύριγγα τοποθετείται µέσα στο κελί του δείγµατος, ρυθµίζονται οι 

παράµετροι του πειράµατος σύµφωνα µε τον Πίνακα 2.9 και το σύστηµα 

αφήνεται να ισορροπήσει στην επιλεγµένη πειραµατική θερµοκρασία. Ο 

χώρος των κελιών είναι κατασκευασµένος έτσι ώστε το κελί να µην µπορεί να 

ανταλλάσσει θερµότητα µε το περιβάλλον και η θερµοκρασία του ρυθµίζεται 

και σταθεροποιείται στην επιθυµητή θερµοκρασία µέσω ενός συστήµατος 

ψύξης/θέρµανσης. Το όργανο καταγράφει συνεχώς τις ροές θερµότητας που 
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πρέπει να απορροφά ή να παρέχει στα δύο κελιά ώστε η θερµοκρασία τους 

να παραµένει σταθερή και προβάλλει τη διαφορά τους ως γραµµή αναφοράς 

του πειράµατος (baseline) σε ένα διάγραµµα ισχύος-χρόνου. 

Σε ένα τυπικό πείραµα ITC, µε τη βοήθεια ενός ροµποτικού βραχίονα 

πραγµατοποιείται αυτόµατα και µε ακρίβεια η σταδιακή προσθήκη µικρών 

ποσοτήτων του διαλύµατος της σύριγγας στο κελί του δείγµατος όπου 

βρίσκεται το διάλυµα της πρωτεΐνης. Όπως φαίνεται και στο Σχήµα 2.20, πριν 

την προσθήκη του προσδέτη (συνθετικό πεπτίδιο), στο κελί του δείγµατος 

υπάρχει µόνο το διάλυµα του υποδοχέα (πρωτεΐνη). Με την πρώτη έγχυση,  

σχεδόν όλη η ποσότητα του προσδέτη που εισέρχεται στο κελί συνδέεται στον 

υποδοχέα καθώς ο τελευταίος βρίσκεται σε περίσσεια. Καθώς το σύστηµα 

µεταπηδά σε µία καινούρια ενεργειακή κατάσταση, υπάρχει έκλυση ή 

απορρόφηση θερµότητας την οποία αντισταθµίζει κατάλληλα το όργανο 

ρυθµίζοντας τη παροχή ισχύος στο κελί µε τέτοιο τρόπο ώστε η θερµοκρασία 

του να παραµένει πάντα σταθερή. Όταν η σύνδεση ολοκληρωθεί, δεν 

υπάρχουν πλέον καινούργιες ροές θερµότητας και η παροχή ισχύος από το 

όργανο επιστρέφει στην τιµή αναφοράς (baseline) µετά από µικρό χρονικό 

διάστηµα. Η διαδικασία αυτή αποτυπώνεται στο διάγραµµα ισχύος-χρόνου 

σαν µία διακριτή κορυφή, το εµβαδόν της οποίας είναι ανάλογο του ποσού 

θερµότητας που εισέρρευσε ή αποµακρύνθηκε από το σύστηµα. Οι 

εξώθερµες αντιδράσεις εµφανίζουν κορυφές κάτω από τη στάθµη αναφοράς, 

ενώ αντίθετα οι ενδόθερµες αντιδράσεις εµφανίζουν τις κορυφές τους πάνω 

από αυτή. Ακολουθεί µία δεύτερη έγχυση, όπου και πάλι σχεδόν όλη η 

ποσότητα του προσδέτη συνδέεται µε τον υποδοχέα καθώς υπάρχουν ακόµα 

πολλές ελεύθερες θέσεις σύνδεσης (δεύτερη κορυφή στο γράφηµα, όµοιου 

µήκους). Όσο όµως οι εγχύσεις συνεχίζονται και η ολική συγκέντρωση του 

προσδέτη γίνεται παραπλήσια µε αυτή του υποδοχέα, οι διαθέσιµες θέσεις 

σύνδεσης λιγοστεύουν, µε αποτέλεσµα να σχηµατίζονται όλο και λιγότερα 

συµπλέγµατα υποδοχέα-προσδέτη όσο προχωρά η τιτλοδότηση µε 

αποτέλεσµα το σύστηµα να φτάσει σε κορεσµό. Η κατάσταση αυτή στο 

διάγραµµα ισχύος-χρόνου αποτυπώνεται από διαδοχικές κορυφές µειούµενου 

ύψους (λιγότερη πρόσδεση ισοδυναµεί µε µειωµένο ποσό θερµότητας που 

εκλύεται ή απορροφάται, άρα και µε µειωµένο εµβαδόν κορυφών στο 
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γράφηµα) έως ότου φτάσουµε σε µικρές κορυφές σταθερού ύψους που 

σηµατοδοτούν το τέλος της τιτλοδότησης και αντιστοιχούν στη θερµότητα 

διάλυσης του προσδέτη. Οι θερµοδυναµικές παράµετροι που υπολογίζονται 

από ένα και µόνο πείραµα ITC, µετά από κατάλληλη επεξεργασία του 

γραφήµατος, είναι η σταθερά συγγένειας (Κd), η µεταβολή της ενθαλπίας (ΔΗ) 

και της εντροπίας (ΔS) κατά τη σύνδεση καθώς και ο αριθµός των θέσεων 

δέσµευσης (στοιχειοµετρία, n). 

Μετά το τέλος του πειράµατος ακολουθεί αυτοµατοποιηµένη πλύση της 

σύριγγας τιτλοδότησης και του κελιού του δείγµατος ώστε να είναι άµεσα 

διαθέσιµα για ένα νέο πείραµα. Τα δεδοµένα αναλύονται µε την βοήθεια του 

υπολογιστικού προγράµµατος MicroCal Origin 7, εξοπλισµένου µε κατάλληλα 

θερµιδοµετρικά µοντέλα από τον κατασκευαστή του οργάνου (Malvern 

Instruments). 

 

 

 

Σχήµα 2.20: Σχηµατική απεικόνιση των σταδίων της αλληλεπίδρασης µεταξύ 

προσδέτη και µακροµορίου κατά την διάρκεια ενός πειράµατος ITC. 
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Υλικά και Όργανα 

• Ρυθµιστικό διάλυµα διαπίδυσης, pH 6,5 

HEPES      50 mM 

KCl      150 mM 

β-µερκαπτοαιθανόλη   10 mM 

CaCl2    10 mM 

dH2O 

• Ανασυνδυασµένη αγρίου τύπου CaM συγκέντρωσης 0,145 mM σε 

διάλυµα διαπίδυσης 

• Τα συνθετικά πεπτίδια PΑ, PΒ, PΒ ext, PD, PF και PF, scrambled 

συγκέντρωσης 2,5 mM σε διάλυµα διαπίδυσης 

• Θερµιδόµετρο ισόθερµης τιτλοδότησης ITC200 

• Υπολογιστής µε ειδικό πρόγραµµα συνδεδεµένος µε την συσκευή 

ITC200 

 

Πίνακας 2.9: Ρύθµιση των παραµέτρων του πειράµατος ITC 

Παράµετρος Τιµή 

Αριθµός ενέσεων 10 

Θερµοκρασία κελιού (°C) 25 

Χρόνος ανάµεσα στις 

ενέσεις (sec) 

300 

Συγκέντρωση δείγµατος 

στην σύριγγα (mM) 

2,5 

Συγκέντρωση δείγµατος 

στο κελί (mM) 

0,145 

Ταχύτητα ανάδευσης 

(rpm) 

1000 
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3 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1 Σύνθεση πεπτιδικών τµηµάτων του RyR2 και της CaM και 
ανάπτυξη πολυκλωνικών αντισωµάτων εναντίον των συνθετικών 
πεπτιδίων  

Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής, αρχικά βάσει της βιβλιογραφίας [190, 

191], επιλέχθηκαν και συντέθηκαν τα πεπτίδια P1 και P2 που αποτελούν 

τµήµατα της C-τελικής περιοχής της CaM (Σχήµα 3.1Α) για την παραγωγή 

πολυκλωνικού αντισώµατος ικανού να αναγνωρίζει κυρίως ολόκληρο το µόριο 

της CaM. Το αντίσωµα αυτό χρησιµοποιήθηκε σε πειράµατα τύπου ELISA για 

την µελέτη της αλληλεπίδρασης µεταξύ των συνθετικών πεπτιδίων του RyR2 

και της CaM.  

Επιπλέον, έλαβε χώρα η παραγωγή τµηµάτων από την C-τελική περιοχή του 

RyR2 µε την µορφή συνθετικών πεπτιδίων (Σχήµα 3.1Β). Η επιλογή των 

τµηµάτων αυτών έγινε βάσει της βιβλιογραφίας, που πρότεινε τα τµήµατα 

αυτά ως πιθανές περιοχές πρόσδεσης της CaM [110, 124, 125]. Τα PB και PB 

extended ανήκουν στην µέχρι στιγµής κοινώς αποδεκτή, κύρια περιοχή 

πρόσδεσης της CaM στον RyR2, ενώ τα συνθετικά πεπτίδια PA, PC, PD, PE, 

PF, και PG αποτελούν τις υπό εξέταση πιθανές περιοχές πρόσδεσης της CaM. 

Τα συνθετικά πεπτίδια PB, PA, PC και PF καθώς και παράγωγά τους, 

χρησιµοποιήθηκαν ως αντιγόνα για την ανάπτυξη πολυκλωνικών 

αντισωµάτων, ενώ όλα τα συνθετικά πεπτίδια µελετήθηκαν ως προς την 

ικανότητά τους να αλληλεπιδρούν µε την αγρίου τύπου CaM σε διάφορες 

βιοχηµικές και φυσικοχηµικές µελέτες.  

 

 

A 
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Σχήµα 3.1: Η πρωτοταγής δοµή Α) ολόκληρου του µορίου της CaM 

και Β) της C-τελικής περιοχής του RyR2. Τα έγχρωµα πλαίσια υποδεικνύουν τις θέσεις των 

συνθετικών πεπτιδίων. 

3.1.1 Σύνθεση, καθαρισµός και ταυτοποίηση πεπτιδίων του hRyR2 και 
της hCaM καθώς και παραγώγων τους 

Αρχικά έγινε η σύνθεση των πεπτιδίων καθώς και παραγώγων τους µε την 

τεχνική της SPPS εφαρµόζοντας την µεθοδολογία Fmoc, η αρχή της οποίας 

περιγράφεται στην ενότητα Υλικά και Μέθοδοι. Η ρητίνη που 

χρησιµοποιήθηκε για την σύνθεση των πεπτιδίων είναι ρητίνη Rink-amide 

παρασκευασµένη στο εργαστήριο [192], µε βαθµό υποκατάστασης 0,6 

mmol/g και µάζα 500 mg/πεπτίδιο. Η σύνθεση των παραγώγων των 

πεπτιδίων που φέρουν µία επιπλέον Cys, Lys, ή βιοτίνη (Biot) στο Ν-τελικό 

τους άκρο, έλαβε χώρα µετά την σύνθεση των αντίστοιχων πεπτιδίων µε την 

προσθήκη των αντίστοιχων αµινοξέων ή βιοτίνης σε 200 mg ρητίνης-

πεπτιδίου. Στην περίπτωση των πεπτιδίων pSer4260PF και pSer4263PF 

ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία µε την σύνθεση του PF, µε την διαφορά ότι 

αντί για το αµινοξύ Ser προστέθηκε το τροποποιηµένο αµινοξύ pSer στις 

θέσεις 4260 και 4263, αντίστοιχα. 

Μετά την προσθήκη και την αποπροστασία και του τελευταίου αµινοξέος από 

κάθε πεπτίδιο (εκτός των βιοτινυλιωµένων πεπτιδίων, όπου, επειδή η Biot δεν 

B 



 147 

είναι Fmoc προστατευµένη, παρακάµπτεται το στάδιο της αποπροστασίας), 

ακολούθησε το στάδιο της αποκοπής. Στο στάδιο αυτό γίνεται η 

αποµάκρυνση των προστατευτικών οµάδων των πλευρικών αλυσίδων των 

αµινοξέων καθώς και η αποκοπή των πεπτιδίων από την ρητίνη. Για κάθε 

πεπτίδιο χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικά µίγµατα αποκοπής, η επιλογή των 

οποίων έγινε ανάλογα µε την αµινοξική αλληλουχία του κάθε πεπτιδίου 

(Πίνακας 3.1), βάσει βιβλιογραφικών πληροφοριών αλλά και προηγούµενης 

εµπειρίας του εργαστηρίου. 

Πίνακας 3.1: Α) Η αµινοξική αλληλουχία, η σύσταση των µιγµάτων αποκοπής και η % 

απόδοση καθαρισµού των συνθετικών πεπτιδίων που αποτελούν τµήµατα των RyR 

και CaM, καθώς και Β) παραγώγων τους. 

 

 

 

 

 

 

A 
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Στην συνέχεια, τα πεπτίδια καθαρίστηκαν µε ηµιπαρασκευαστική RP-HPLC 

υπό τις συνθήκες που παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.2. Τα κλάσµατα που 

συλλέχθηκαν κατά τον καθαρισµό των πεπτιδίων και αντιστοιχούσαν στην 

κύρια κορυφή του χρωµατογραφήµατος, συνενώθηκαν και λυοφιλοποιήθηκαν. 

Οι % αποδόσεις καθαρισµού των πεπτιδίων και των παραγώγων τους, που 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.1, υπολογίζονται από τον παρακάτω τύπο: 

 

% Απόδοσηκαθαρού πεπτιδίου 

 

Η καθαρότητα όλων των πεπτιδίων µελετήθηκε µε αναλυτική RP-HPLC υπό 

τις συνθήκες που παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.2. Όπως προέκυψε όλα τα 

πεπτίδια είχαν καθαρότητα πάνω απο 95%. Στο Σχήµα 3.2 φαίνονται 

ενδεικτικά τα χρωµατογραφήµατα της αναλυτικής RP-HPLC καθώς και τα 

φάσµατα ESI-MS για τα συνθετικά πεπτίδια PB και PF. Χρωµατογραφήµατα 

παραπλήσιας καθαρότητας παίρνουµε για όλα τα παραπάνω πεπτίδια. 

 

 

βα Βάρος καθαρού προϊόντος (g) 
= 

 
Βάρος ακατέργαστου προϊόντος (g) 

B 

x 100 
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Πίνακας 3.2: Συνθήκες καθαρισµού και χαρακτηρισµού των πεπτιδίων µε 

ηµιπαρασκευαστική και αναλυτική RP-HPLC, αντίστοιχα 
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Σχήµα 3.2: Χρωµατογραφήµατα αναλυτικής RP-HPLC (Α, Β) και φάσµατα ESI-MS (Γ, Δ) 
για τα συνθετικά πεπτίδια PΒ και PF, αντίστοιχα. 

 

Τέλος, η ταυτοποίηση των πεπτιδίων έγινε µε φασµατοµετρία µαζών µε την 

µέθοδο ιοντισµού µε ψεκασµό (ESI-MS). Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, δεν 
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προέκυψαν αποκλίσεις από την σύγκριση των τιµών των µοριακών µαζών 

των πεπτιδίων βάσει των πειραµατικών δεδοµένων των φασµάτων ESI-MS 

(Σχήµα 3.2Γ, Δ) και των θεωρητικών δεδοµένων βάσει της πρωτοταγούς τους 

δοµής (Πίνακας 3.3). 

Πίνακας 3.3: Πειραµατική και θεωρητική µοριακή µάζα των συνθετικών πεπτιδίων 

 

3.1.2 Ανάπτυξη αντισωµάτων εναντίον των συνθετικών πεπτιδίων και 
αξιολόγηση των αντισωµάτων µε µέθοδο ELISA 

Λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας ανοσοποιήθηκαν έναντι συζευγµάτων των 

πεπτιδίων µε την ανοσογονική πρωτεΐνη keyhole limpet hemocyanin (KLH), 

τα οποία παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.4. Ειδικά για την CaM, έγινε επίσης 

ανοσοποίηση κουνελιών εναντίον µίγµατος 1:1, εµπορικά διαθέσιµων µορφών 

ανασυνδυασµένης και αποµονωµένης CaM, χωρίς προηγούµενη σύζευξη σε 

KLH. 

Σε όλες τις περιπτώσεις τα ανοσογόνα χορηγήθηκαν υπό τη µορφή 

γαλακτώµατος σε FCA (αρχική ανοσοποίηση) ή σε FIA (αναµνηστικές 

ανοσοποιήσεις). Αρχικά, για κάθε ανοσογόνο έγινε µία πρώτη ανοσοποίηση 

χωρίς να ακολουθήσει το στάδιο της αιµοληψίας (λόγω παρουσίας κυρίως 

IgM αντισωµάτων) στον αντιορό, µετά την αρχική ανοσοποίηση. Μετά από 
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διάστηµα 6 εβδοµάδων ακολούθησε η 1η αναµνηστική ένεση. Σε χρονικό 

διάστηµα 12 ηµερών µετά την 1η αναµνηστική ένεση έγινε η 1η αιµοληψία και 

ακολούθησε αξιολόγηση των αντισωµάτων µε την µέθοδο ELISA. 

Ακολούθησαν διαδοχικές αναµνηστικές ανοσοποιήσεις ανά 3 εβδοµάδες και 

παραλαβή αντιορού µετά από κάθε ανοσοποίηση. Για τα ανοσογόνα CysPA, 

PB (σύζευξη µε την KLH µέσω γλουταραλδεΰδης), PC και PF έγιναν µόνο δύο 

αναµνηστικές ανοσοποιήσεις, επειδή στους αντίστοιχους αντιορούς δεν 

αναπτύχθηκαν αντισώµατα ειδικά για το πεπτίδιο, όπως φάνηκε µετά από 

αξιολόγησή τους µε την µέθοδο ELISA. Αντιθέτως, για τα υπόλοιπα 

ανοσογόνα του Πίνακα 3.4, η ανάπτυξη αντισωµάτων εναντίον των πεπτιδίων 

ήταν επιτυχής, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της µεθόδου ELISA, και 

εποµένως ακολούθησαν περισσότερες αναµνηστικές ανοσοποιήσεις στα 

αντίστοιχα κουνέλια. 

Πίνακας 3.4: Συγκεντρωτικός πίνακας των αντιορών που αναπτύχθηκαν στο πλαίσιο 

της παρούσας διατριβής  

 

Η αξιολόγηση των αντισωµάτων, όπως έχει ήδη αναφερθεί, έγινε µε την 

µέθοδο ELISA. Στην περίπτωση των αντισωµάτων, που αναπτύχθηκαν 

εναντίον συνθετικών πεπτιδίων του RyR2 (αντιοροί 39Ν, 41Ν, 72Ν, 42Ν, 67Ν, 
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68Ν, 73Ν και 77Ν) ως αντιγόνα επίστρωσης χρησιµοποιήθηκαν τα αντίστοιχα 

συνθετικά πεπτίδια. Στην περίπτωση των αντισωµάτων που αναπτύχθηκαν 

είτε εναντίον των συνθετικών πεπτιδίων της CaM (αντιοροί 76Ν) είτε 

ολόκληρου του µορίου της CaM (αντιοροί 74Ν), ως αντιγόνα επίστρωσης στην 

µέθοδο ELISA, χρησιµοποιήθηκαν είτε τα αντίστοιχα συνθετικά πεπτίδια (P1 

και P2) είτε ολόκληρο το µόριο της CaM (εµπορικά διαθέσιµη αποµονωµένη 

πρωτεΐνη, CaM Hytest, ή ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη, CaM Αcris). Κατά την 

αξιολόγηση των αντισωµάτων για την CaM, χρησιµοποιήθηκε επίσης, ως 

θετικός µάρτυρας, ένα εµπορικά διαθέσιµο µονοκλωνικό αντισώµατος 

εναντίον της CaM.  

Ο όρος τίτλος αντισώµατος είναι ενδεικτικός της σχετικής συγκέντρωσης 

εξειδικευµένων αντισωµάτων που είναι παρόντα σε ένα δείγµα αντιορού ή 

άλλου παρασκευάσµατος που περιέχει αντισώµατα. Υψηλός τίτλος (δηλαδή 

µεγάλη αραίωση του αρχικού παρασκευάσµατος που περιέχει τα αντισώµατα) 

συνεπάγεται, συνήθως, καλά ποιοτικά χαρακτηριστικά για το υπό έλεγχο 

αντίσωµα. Ως τίτλος αντισώµατος λαµβάνεται η αραίωση εκείνη για την οποία 

η τιµή οπτικής απορρόφησης στο σύστηµα ELISA, που χρησιµοποιείται για 

την αξιολόγηση, είναι το 50% της µέγιστης δυνατής τιµής. Ως αρνητικοί 

µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν τόσο φρεάτια στα οποία προστέθηκε προ-

άνοσος ορός (pre-immune serum) όσο και φρεάτια, που δεν είχαν 

επικαλυφθεί µε το αντίστοιχο πεπτίδιο (ή την αντίστοιχη πρωτεΐνη, στην 

περίπτωση της CaM). 

Αξιολόγηση των αντισωµάτων έναντι των συνθετικών πεπτιδίων του 
RyR2 µε µέθοδο ELISA 

Για τον προσδιορισµό του τίτλου των αντισωµάτων (αντισώµατα G, IgG) 

έναντι των συνθετικών πεπτιδίων του RyR2, ακολουθήθηκε η µέθοδος ELISA 

που περιγράφεται στα Υλικά και Μέθοδοι. Από τους αντιορούς του Πίνακα 3.4 

που αφορούν τον RyR2, µόνο οι αντιοροί 41Ν, 67Ν και 72Ν ήταν ικανοί να 

αναγνωρίσουν τα συνθετικά πεπτίδια PA, PC και PB, αντίστοιχα, ενώ για τον 

αντιορό 77Ν (που αντιστοιχεί στο συνθετικό πεπτίδιο PF) τα αποτελέσµατα 

παρουσιάζονται αναλυτικά στην συνέχεια. Συνολικά παρελήφθησαν 5 αντιοροί 

εναντίον των συζευγµάτων PA/KLH και PB/KLH (41(1)-41(5) και 72(1)-72(5)) 

καθώς και 4 αντιοροί έναντι του συζεύγµατος Pc/KLH (67(1)-67(4)). Για κάθε 
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έναν από τους αντιορούς 41(1-5), 72(1-5) και 67(1-4) ελήφθησαν οι καµπύλες 

τίτλου και εκτόπισης. Στα πειράµατα εκτόπισης το συνθετικό πεπτίδιο, που 

έχει ακινητοποιηθεί στα φρεάτια της ELISA µετά από επώαση των φρεατίων 

µε διάλυµα του πεπτιδίου σε σταθερή συγκέντρωση (10 µg/ml), ανταγωνίζεται 

το ίδιο πεπτίδιο που βρίσκεται ελεύθερο στο διάλυµα (σε αυξανόµενες 

συγκεντρώσεις) ως προς την ικανότητα πρόσδεσης των δύο µορφών µε το 

ειδικό αντίσωµα, που χρησιµοποιείται σε περιορισµένη συγκέντρωση, 

αντίστοιχη του τίτλου του. Η εξειδίκευση των αντισωµάτων που περιέχονται 

στους αντιορούς αξιολογείται έµµεσα, µε την σταδιακή µείωση της οπτικής 

απορρόφησης ως απόκριση στην προσθήκη αυξανόµενης συγκέντρωσης 

ελεύθερου πεπτιδίου. 

Όπως φαίνεται από τις καµπύλες τίτλου του Σχήµατος 3.3Α, ο αντιορός 41(4) 

φέρει τον υψηλότερο τίτλο για το πεπτίδιο PA, µε τιµή 1:2.500 ενώ όπως 

παρουσιάζεται στην καµπύλη εκτόπισης του Σχήµατος 3.3Β, ο αντιορός 41(4) 

περιέχει εξειδικευµένα ως προς το πεπτίδιο PA αντισώµατα εφόσον είναι 

ικανός να αναγνωρίζει το πεπτίδιο PA, όταν αυτό βρίσκεται ελεύθερο στο 

διάλυµα. 

Οι καµπύλες τίτλου των αντιορών 67Ν παρουσιάζονται στο Σχήµα 3.4Α. 

Όπως φαίνεται, ο αντιορός 67(4) έχει τον υψηλότερο τίτλο (1:20.000). Η 

καµπύλη εκτόπισης του αντιορού 67(4), που παρουσιάζεται στο Σχήµα 3.4Β, 

υποδεικνύει ότι ο αντιορός περιέχει εξειδικευµένα αντισώµατα για το πεπτίδιο 

PC. 
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Σχήµα 3.3: Α) Καµπύλες τίτλου των αντιορών 41Ν εναντίον του συνθετικού πεπτιδίου 

PΑ. Β) Καµπύλη εκτόπισης του αντιορού 41(4), στην αραίωση του τίτλου (1:2.000), 

παρουσία αυξανοµένων συγκεντρώσεων του πεπτίδιου PΑ, σε ελεύθερη µορφή. 

 

Οι καµπύλες τίτλου για τους αντιορούς 72Ν είτε ως προς το PB είτε ως προς 

το PB extended εµφανίζονται στα Σχήµατα 3.5Α και Β, αντίστοιχα. Για το πεπτίδιο 

PB, ο αντιορός 72(2) εµφάνισε τον µεγαλύτερο τίτλο (1:15.000). Για το 

πεπτίδιο PB extended µόνον ο αντιορός 72(5) έδωσε µετρήσιµη τιµή τίτλου 

(1:5.000). Σύµφωνα µε τις καµπύλες εκτόπισης του αντιορού 72(5) (Σχήµα 3.5 

Γ) παρουσία των πεπτιδίων PB και PB extended στην ελεύθερη µορφή τους, ο 

αντιορός φαίνεται να αναγνωρίζει τόσο το πεπτίδιο PB όσο και το πεπτίδιο PB 

extended στην ελεύθερη µορφή τους. 

B

  

A 
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Σχήµα 3.4: Α) Καµπύλες τίτλου των αντιορών 67Ν εναντίον του συνθετικού πεπτιδίου 

PC. Β) Καµπύλη εκτόπισης του αντιορού 67(4) στην αραίωση του τίτλου (1:20.000), 

παρουσία αυξανοµένων συγκεντρώσεων του πεπτιδίου PC, σε ελεύθερη µορφή. 

 

Τέλος, στο Σχήµα 3.6Α παρουσιάζονται οι καµπύλες τίτλου του αντιορού 

77(3) ως προς τα πεπτίδια PF και PD. Για την ανάπτυξη του αντιορού 77(3) ως 

ανοσογόνο έχει χρησιµοποιηθεί το σύζευγµα CysPF/KLH. Το πεπτίδιο PD µε 

αα 4255-4277 αποτελεί εκτεταµένη, ως προς το C-τελικό άκρο, περιοχή του 

πεπτιδίου PF µε αα 4255-4271. Εποµένως, πιθανόν ο αντιορός 77(3) να 

αναγνωρίζει το πεπτίδιο PD. Όπως προκύπτει από τις καµπύλες τίτλου του 

αντιορού 77(3) έναντι των πεπτιδίων PF και PD, ο αντιορός 77(3) αναγνωρίζει 

οριακά το πεπτίδιο PD ενώ δεν φαίνεται να αναγνωρίζει το πεπτίδιο PF, όταν 

αυτά επιστρώνονται στα φρεάτια της ELISA. Επιπλέον, ο αντιορός 77(3) δεν 

αναγνωρίζει ούτε το βιοτινυλιωµένο παράγωγο του πεπτιδίου PF (Biot- PF) σε 

σύστηµα ELISA στρεπταβιδίνης-βιοτίνης (αποτελέσµατα που δεν 

B 

A 
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παρουσιάζονται). Αντίθετα, βάσει των καµπύλων εκτόπισης του αντιορού 

77(3) (επιστρώνοντας στα φρεάτια της ELISA το πεπτίδιο PD) παρουσία 

αυξανοµένων συγκεντρώσεων των πεπτιδίων PF και PD, ο αντιορός 77(3) 

φαίνεται να περιέχει αντισώµατα που αναγνωρίζουν εξειδικευµένα και τα δύο 

αυτά πεπτίδια, όταν βρίσκονται ελεύθερα στο διάλυµα. Συνδυάζοντας τα 

αποτελέσµατα των καµπύλων τίτλου και εκτόπισης του αντιορού 77(3) έναντι 

του πεπτιδίου PF, ο αντιορός 77(3) αναγνωρίζει την ελεύθερη στο διάλυµα 

µορφή του πεπτιδίου PF ενώ δεν αναγνωρίζει την µορφή του πεπτιδίου που 

έχει ακινητοποιηθεί στα φρεάτια είτε µέσω προσρόφησης είτε ως 

βιοτινυλιωµένο παράγωγο, µέσω της ισχυρής αλληλεπίδρασης 

στρεπταβιδίνης-βιοτίνης. 

Οι αντιοροί 41(4) και 67(4) ελέγχθησαν και ως προς την ικανότητά τους να 

αναγνωρίζουν ολόκληρο το µόριο του RyR2 µε πειράµατα Western blot µε 

αρνητικά αποτελέσµατα. 



 158 

 

Σχήµα 3.5: Καµπύλες τίτλου των αντιορών 72Ν ως προς τα συνθετικά πεπτίδια PΒ (Α) 

και PB extended (Β). Γ) Καµπύλες εκτόπισης του αντιορού 72(5) στην αραίωση του τίτλου 

(1:10.000), παρουσία αυξανοµένων συγκεντρώσεων των πεπτιδίων PB και PB extended, 

σε ελεύθερη µορφή (επίστρωσαη φρεατίων µε το πεπτίδιο PB. 

 

A 

B 

 Γ 
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Σχήµα 3.6: Α) Καµπύλες τίτλου του αντιορού 77(3) ως προς τα συνθετικά πεπτίδια PF 
και PD. Β) Καµπύλες εκτόπισης του αντιορού 77(3) στην αραίωση του τίτλου (1:500) 

παρουσία αυξανοµένων συγκεντρώσεων των πεπτιδίων PF και PD (επίστρωση 
φρεατίων µε το πεπτίδιο PD). 

Αξιολόγηση των αντισωµάτων εναντίον των συνθετικών πεπτιδίων της 
CaM µε µέθοδο ELISA 

Για την µελέτη της αλληλεπίδρασης των συνθετικών πεπτιδίων του RyR2 µε 

την CaM µε τροποποιηµένη µορφή της µεθόδου ELISA ήταν απαραίτητη η 

χρήση αντισώµατος, ικανού να αναγνωρίζει ολόκληρο το µόριο της CaM. Σαν 

µία πρώτη προσέγγιση, χρησιµοποιήθηκε ένα εµπορικά διαθέσιµο 

µονοκλωνικό αντι-CaM αντίσωµα, το οποίο σε πειράµατα ELISA ήταν ικανό 

να αναγνωρίζει την εµπορικά διαθέσιµη ανασυνδυασµένη CaM (CaM Αcris) 

ενώ δεν ήταν ικανό να αναγνωρίσει την εµπορικά διαθέσιµη αποµονωµένη 

CaM (CaM Hytest) (Σχήµα 3.7Α), τουλάχιστον στο σύστηµά µας. Ο επίτοπος 

του µονοκλωνικού αυτού αντισώµατος δεν είναι γνωστός. Ωστόσο στο πλαίσιο 

 

Α 

Β 
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της παρούσας διατριβής βρέθηκε ότι το αντίσωµα αυτό δεν αναγνωρίζει τα P1 

και P2, που αποτελούν τµήµατα της C-τελικής περιοχής της CaM, σε 

πειράµατα ELISA (Σχήµα 3.7Β). 

 

Σχήµα 3.7: Καµπύλες τίτλου του µονοκλωνικού αντι-CaM αντισώµατος ως προς την 

εµπορικά διαθέσιµη CaM, διαφορετικής προέλευσης (CaM Αcris και CaM Hytest) (Α) 

και ως προς τα συνθετικά πεπτίδια P1 και P2 (Β). 

Στην συνέχεια, κυρίως λόγω του µεγάλου κόστους του µονοκλωνικού αντι-

CaM αντισώµατος, έγινε προσπάθεια ανάπτυξης πολυκλωνικού αντι-CaM 

αντισώµατος σε λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας χορηγώντας ως ανοσογόνο 

µίγµα CaM Acris/ CaM Hytest σε αναλογία 1:1. Η αξιολόγηση των αντιορών 

αυτών (74Ν) έγινε µε την µέθοδο της ELISA χρησιµοποιώντας ως αντιγόνο 

επίστρωσης την εµπορικά διαθέσιµη (CaM Αcris ή CaM Hytest) καθώς και την 

ανασυνδυασµένη CaM αγρίου τύπου, που παρασκευάσαµε και καθαρίσαµε 

στο εργαστήριο (in-house CaM, βλ. 3.2.2). Από τις καµπύλες τίτλου 

Α 

Β 
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προκύπτει ότι ο αντιορός 74(3) αναγνωρίζει και τις τρεις µορφές CaM, αλλά µε 

σχετικά χαµηλούς τίτλους (1:2.000-3.000) (Σχήµα 3.8Α, Β, Γ). 

 

Σχήµα 3.8: Καµπύλες τίτλου των πολυκλωνικών αντι-CaM αντιορών 74Ν ως προς την 

εµπορικά διαθέσιµη CaM [CaM Αcris (Α) και CaM Hytest (B)]. Καµπύλη τίτλου του 

αντιορού 74(3) ως προς την παρασκευασµένη στο εργαστήριο CaM (in-house CaM) (Γ). 

 

 

Α 

Β 

Γ 
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Τέλος, λόγω του χαµηλού τίτλου των αντιορών 74Ν, που πιθανόν να οφείλεται 

στο ότι το µόριο της CaM είναι υψηλά συντηρηµένο ανάµεσα στα θηλαστικά, 

έλαβε χώρα η ανάπτυξη αντι-πεπτιδικού πολυκλωνικού αντι-CaM 

αντισώµατος σε λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας. Ως ανοσογόνα 

χρησιµοποιήθηκαν τα συζεύγµατα CysP1/KLH και CysP2/KLH (Πίνακας 3.4).  

 

 

Σχήµα 3.9: Α) Καµπύλες τίτλου των αντιορών 76(3) και 76(6) ως προς τα συνθετικά 

πεπτίδια P1 και P2. Β) Καµπύλες τίτλου των αντιορών 76Ν ως προς την in-house CaM. 

Γ) Καµπύλη τίτλου του αντιορού 76(3) ως προς την CaM Hytest. 

A 

B 

Γ 
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Αρχικά χορηγήθηκε το σύζευγµα CysP1/KLH, πραγµατοποιήθηκε η πρώτη 

αιµοληψία (αντιορός 76(1)) και στην συνέχεια οι υπόλοιπες ανοσοποιήσεις 

έγιναν χρησιµοποιώντας ως ανοσογόνο το µίγµα CysP1/KLH και CysP2/KLH 

σε αναλογία 1:1. Συνολικά παραλήφθηκαν 6 αντιοροί (76(1-6)). Οι αντιοροί 

76Ν φάνηκε να αναγνωρίζουν τα συνθετικά πεπτίδια P1 και P2 σε πειράµατα 

ELISA. Ενδεικτικά, στο Σχήµα 3.8Α, παρουσιάζονται οι καµπύλες τίτλου των 

αντιορών 76(3) και 76(6) έναντι των P1 και P2, βάσει των οποίων και οι δύο 

αντιοροί φαίνεται να αναγνωρίζουν καλύτερα το P2. Tέλος, οι αντιοροί 76Ν 

φαίνεται να αναγνωρίζουν την in-house CaM σύµφωνα µε τις καµπύλες τίτλου 

του Σχήµατος 3.9Β. Μεγαλύτερο τίτλο (~ 1:15.000) έχει ο αντιορός 76(6). Σε 

αντίθεση µε το µονοκλωνικό anti-CaM αντίσωµα, οι αντιοροί 76Ν 

αναγνωρίζουν και την CaM Hytest στο σύστηµα ELISA: ενδεικτικά 

παρουσιάζεται η καµπύλη τίτλου του αντιορού 76(3) (Σχήµα 3.9Β). Η 

ικανότητα των αντιορών 76Ν να αναγνωρίζουν ολόκληρο το µόριο της CaM 

επιβεβαιώθηκε και µε πειράµατα εκτόπισης ELISA, (αποτελέσµατα που δεν 

παρουσιάζονται). 

Συνοψίζοντας, στην προσπάθεια ανάπτυξης πολυκλωνικών αντισωµάτων 

έναντι της CaM, οι αντιοροί µε τους υψηλότερους τίτλους ήταν αυτοί που 

αναπτύχθηκαν έναντι των συνθετικών πεπτιδίων P1 και P2 (76Ν). Οι αντιοροί 

76Ν µπορούν να αξιοποιηθούν στην µελέτη της αλληλεπίδρασης της CaM µε 

τα συνθετικά πεπτίδια του RyR2, µε τροποποιηµένη µορφή της µεθόδου 

ELISA. Τα πλεονεκτήµατα της χρήσης των αντιορών 76Ν σε σχέση µε το 

µονοκλωνικό αντι-CaM αντίσωµα είναι ότι παραλαµβάνονται σε µεγάλες 

ποσότητες, έχουν µικρό κόστος, ενώ επίσης είναι γνωστός ο επίτοπός τους 

(αναγνωρίζουν την C-τελική περιοχή της CaM), µία επιπλέον πληροφορία που 

µπορεί να αξιοποιηθεί στην µελέτη της αλληλεπίδρασης του RyR2 µε την 

CaM. 

3.2 Μελέτη της αλληλεπίδρασης του RyR2 µε την αγρίου τύπου CaM 

Στα πλαίσια της µελέτης του µηχανισµού της αλληλεπίδρασης µεταξύ του 

RyR2 και της αγρίου τύπου CaM, αναπτύχθηκαν τρεις µέθοδοι και 

συγκεκριµένα: 
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! η µέθοδος της συγκατακρήµνισης τύπου 1 (βλ. Υλικά και Μέθοδοι), του 

RyR2 µε την CaM, τόσο απουσία όσο και παρουσία των συνθετικών 

πεπτιδίων του hRyR2 (PA, PB και PC) για να µελετηθεί έµµεσα πιθανή 

συµµετοχή των αντίστοιχων περιοχών του υποδοχέα στην 

αλληλεπίδραση RyR2-CaM. 

! Τροποποιηµένη µορφή της µεθόδου ELISA για την µελέτη της 

αλληλεπίδρασης των συνθετικών πεπτίδίων του RyR2 (PA, PB, PB extended, 

PC, PD, PE, PF και PG) µε την CaM, µε στόχο τον εντοπισµό πιθανών 

περιοχών πρόσδεσης της CaM στον RyR2, πέραν της κύριας περιοχής 

πρόσδεσης (που αντιστοιχεί στα συνθετικά πεπτίδια PB και PB extended). 

! η µέθοδος ITC για την µελέτη της αλληλεπίδρασης των συνθετικών 

πεπτιδίων του RyR2 µε την CaM, ως µία διαφορετική προσέγγιση 

εντοπισµού πιθανών περιοχών πρόσδεσης της CaM στον RyR2. 

Για την εφαρµογή των παραπάνω µεθόδων έλαβε χώρα η έκφραση και ο 

καθαρισµός ανασυνδυασµένης GST-CaM και CaM (απουσία πρωτεΐνης-

συνοδού), η παρασκευή βαρέων κυστιδίων-φορέων ΣΔ από καρδιακό µυ 

χοίρου (που περιέχει τον επιθυµητό RyR2) καθώς και η σύνθεση πεπτιδίων 

που αποτελούν τµήµατα του RyR2 (PA, PB, PB entended, PC, PD, PE, PF και PG). 

Τα συνθετικά πεπτίδια PB και PB extended ανήκουν στην κύρια περιοχή 

πρόσδεσης της CaM στον RyR2. Τέλος, τα συνθετικά πεπτίδια PA, PC και PD 

αποτελούν τις υπό µελέτη πιθανές περιοχές πρόσδεσης της CaM στον RyR2, 

ενώ τα PE, PF και PG, αποτελούν υπο-περιοχές του PD. 

3.2.1 Παρασκευή βαρέων κυστιδίων-φορέων ΣΔ από καρδιακό µυ 
χοίρου και έλεγχος της περιεκτικότητάς τους σε λειτουργικό RyR2  

Η µέθοδος της παρασκευής βαρέων κυστιδίων-φορέων ΣΔ απο καρδιακό µυ 

περιγράφεται αναλυτικά στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. Ο έλεγχος της 

παρουσίας του RyR2 στα παρασκευάσµατα αυτά γίνεται µε την µέθοδο 

Western blot µε την χρήση πολυκλωνικού αντισώµατος που αναγνωρίζει 

ειδικά τον RyR2 (Ab 1093) (Σχήµα 3.10A), ενώ η λειτουργικότητα του 

υποδοχέα ελέγχεται µε την µέθοδο της πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης στον RyR2 

σε διάφορες συγκεντρώσεις ελεύθερων Ca2+, όπου αναµένεται η 

χαρακτηριστική καµπύλη της αυξανόµενης πρόσδεσης της [3Η]ρυανοδίνης µε 
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αύξηση της συγκέντρωσης Ca2+ µέχρι 1 mM, εάν ο υποδοχέας είναι 

λειτουργικός (Σχήµα 3.10B). Σύµφωνα µε το Σχήµα 3.10, τα παρασκευάσµατά  

 

 

 

 

Σχήµα 3.10: Α) Πηκτή πολυακρυλαµιδίου 4% µε 0,5% αγαρόζη µε δύο 

παρασκευάσµατα βαρέων κυστιδίων-φορέων ΣΔ από καρδιακό µυ χοίρων, 5 και 10 

φορές αραιωµένα, µετά από SDS-PAGE και χρώση µε βαφή Coomassie Brilliant-Blue 

(αριστερό πλαίσιο) και το αντίστοιχο αποτύπωµα κατά Western µε το αντι-RyR2 
αντίσωµα Ab1093 σε αραίωση 1:1000 (δεξί πλαίσιο). Β) Καµπύλη πρόσδεσης της 

[3Η]ρυανοδίνης στον RyR2 εκφρασµένης ως % της µέγιστης πειραµατικής τιµής (% 

max) συναρτήσει της συγκέντρωσης Ca2+. 

 

A 

B 
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µας περιέχουν τον RyR2 και µάλιστα σε λειτουργική µορφή και εποµένως, 

είναι κατάλληλα για την αξιοποίησή τους σε πειράµατα που απαιτούν την 

παρουσία RyR2. H ολική συγκέντρωση των πρωτεϊνών στα παρασκευάσµατα 

των βαρέων κυστιδίων-φορέων ΣΔ µετρήθηκε µε την µέθοδο BCA και 

υπολογίσθηκε σε ~ 25-30 mg/mL. 

3.2.2 Έκφραση και καθαρισµός των GST-CaM και CaM 

Για την έκφραση των πρωτεϊνών GST-CaM και CaM, έγινε  µετασχηµατισµός 

των κυττάρων BL21-Codon Plus (DE3)-RILP µε τα αντίστοιχα 

ανασυνδυασµένα πλασµίδια. Η επαγωγή της έκφρασης των υπό µελέτη 

πρωτεϊνών στις κυτταρικές καλλιέργειες πραγµατοποιήθηκε σε 1 mM IPTG 

στους 16 °C για 18 h. Ακολούθησε η λύση των βακτηριακών κυττάρων και ο 

καθαρισµός των πρωτεϊνών GST-CaM και CaM µε χρωµατογραφία 

συγγένειας, από όπου οι πρωτεΐνες ελήφθησαν σε διαλυτή µορφή και σε 

υψηλή καθαρότητα.  

 

Σχήµα 3.11: Πηκτή πολυακρυλαµιδίου 15% µε GST-CaM (A) και CaM (Δ), µετά από 

SDS-PAGE και χρώση µε βαφή Coomassie Brilliant-Blue. Η διαδροµή που 

υποδεικνύεται µε το γράµµα Μ αντιστοιχεί σε µάρτυρα πρωτεΐνών γνωστών µοριακών 

βαρών. Αποτύπωµα κατά Western της πηκτής πολυακρυλαµιδίου Α µε το αντι-GST 

αντίσωµα (Β) και το αντι-CaM αντίσωµα (Γ) καθώς και της πηκτής πολυακρυλαµιδίου Δ 

µε το αντι-CaM αντίσωµα (E). 
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Οι καθαρισµένες πρωτεΐνες ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου 

και ακολούθησε είτε η χρώση της πηκτής µε Coomassie Brilliant-Blue είτε η 

µεταφορά τους σε µεµβράνη PVDF, όπου ακολούθησε αποτύπωση κατά 

Western µε την χρήση αντι-GST αντισώµατος (στην περίπτωση της GST-

CaM) ή/και αντι-CaM αντισώµατος (Σχήµα 3.11). 

3.2.3 Αξιολόγηση της αλληλεπίδρασης του RyR2 µε την CaM αγρίου 
τύπου µε µέθοδο συγκατακρήµνισης 

Η µέθοδος της συγκατακρήµνισης, που χρησιµοποιήθηκε για την µελέτη της 

αλληλεπίδρασης του RyR2 µε την αγρίου τύπου CaM, είναι η τύπου 1, όπως 

αυτή περιγράφεται αναλυτικά στην ενότητα Υλικά και Μέθοδοι. Συγκεκριµένα, 

γίνεται η πρόσδεση της GST-CaM (1 µΜ) στα σφαιρίδια της γλουταθειόνης.  

 

Σχήµα 3.12: Αποτύπωµα κατά Western του συγκατακρηµνισµένου µε την GST-CaM 

RyR2 µε χρήση ειδικού αντι-RyR2 αντισώµατος (Αb1093). Διαδροµή 1 και 2: 

συγκατακρήµνιση του RyR2 µε την GST-CaM σε 10 και 100 µΜ CaCl2. Διαδροµή 3: 

συγκατακρήµνιση του RyR2 µε την GST σε 100 µΜ CaCl2 (αρνητικός µάρτυρας, δεν 

παρατηρείται συγκατακρήµνιση). Διαδροµή 4: συγκατακρήµνιση του RyR2 µε την GST-

FKBP12.6 σε 100 µΜ CaCl2 (θετικός µάρτυρας). Διαδροµή 5: διαλυτοποιηµένο κλάσµα του 

ΣΔ (8 µL) 
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Στην συνέχεια, στο σύµπλεγµα σφαιριδίων/GST-CaM προστίθεται το 

διαλυτοποιηµένο κλάσµα των βαρέων κυστιδίων-φορέων του ΣΔ (που 

περιέχει τον RyR2), παρουσία δύο συγκεντρώσεων CaCl2 (10 και 100 µΜ). Τα 

δείγµατα ηλεκτροφορούνται σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου 4% µε 0,5% 

αγαρόζη και γίνεται η µεταφορά τους σε µεµβράνη PVDF. Ακολουθεί η 

επώαση της µεµβράνης µε ειδικό αντι-RyR2 αντίσωµα (Ab1093). 

Η παρουσία χαρακτηριστικής ζώνης στο ΜΒ που αντιστοιχεί στο µονοµερές 

του RyR2 (~545 kDa) στο αποτύπωµα κατά Western µαρτυρά την 

αλληλεπίδραση του RyR2 µε την CaM. Ως θετικός µάρτυρας 

χρησιµοποιήθηκε, αντί της GST-CaM, η GST-FKBP12.6 (πρωτεΐνη-ρυθµιστής 

του RyR2), ενώ ως αρνητικός µάρτυρας η πρωτεΐνη-συνοδός GST, σε 

συγκεντρώσεις 1 µΜ. Όπως προκύπτει και από το Σχήµα 3.12, η µέθοδος της 

συγκατακρήµνισης του RyR2 µε την CaM έδωσε ευκρινή αποτελέσµατα 

κυρίως στην συγκέντρωση των 100 µΜ CaCl2, συνθήκη που επιλέχθηκε να 

ακολουθηθεί και στα πειράµατα που περιγράφονται στην συνέχεια.  

Στην συνέχεια, µελετήθηκε η τυχόν επιρροή των συνθετικών πεπτιδίων PA, PB 

και PC στην αλληλεπίδραση RyR2 και αγρίου τύπου CaM µε την µέθοδο της 

συγκατακρήµνισης. Ακολουθήθηκε το ίδιο πρωτόκολλο µε την διαφορά ότι η 

συγκατακρήµνιση του RyR2 µε την CaM έγινε παρουσία των συνθετικών 

πεπτιδίων σε δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις (1 και 10 µΜ) και σε 100 µΜ 

CaCl2. Ακολούθησε µε πυκνοµετρία η µέτρηση της έντασης της κάθε ζώνης 

του αποτυπώµατος κατά Western. Βάσει των αποτελεσµάτων, φαίνεται ότι το 

PB, και στις δύο συγκεντρώσεις παρεµποδίζει την συγκατακρήµνιση του RyR2 

µε την CaM µε δοσο-εξαρτώµενο τρόπο, πιθανόν λόγω πρόσδεσής του στην 

CaM. Αντιθέτως, τα PA και PC φαίνεται να µην επηρεάζουν την 

αλληλεπίδραση RyR2 και αγρίου τύπου CaM στην µέθοδο της 

συγκατακρήµνισης (Σχήµα 3.13). 
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Σχήµα 3.13: Αποτύπωµα κατά Western του συγκατακρηµνισµένου µε την GST-CaM 

RyR2, µε χρήση του αντι-RyR2 αντισώµατος Αb1093, παρουσία των PA, PB και PC. Τα 

διαγράµµατα της πυκνοµετρίας, από αριστερά προς τα δεξιά, αντιστοιχούν στα αποτυπώµατα 

κατά Western Α και Β, αντίστοιχα.  

3.2.4 Αξιολόγηση της αλληλεπίδρασης των συνθετικών πεπτιδίων του 
RyR2 µε την CaM αγρίου τύπου µε τροποποιηµένη µέθοδο ELISA 

Για την περαιτέρω µελέτη της αλληλεπίδρασης του RyR2 µε την αγρίου τύπου 

CaM, και συγκεκριµένα για τον εντοπισµό πιθανών περιοχών του RyR2 που 

δρουν ως περιοχές πρόσδεσης της αγρίου τύπου CaM, εκτός της κύριας 

περιοχής µε αα 3583-3601 στην οποία αντιστοιχούν τα PB και PB entended, 

µελετήθηκε η αλληλεπίδραση της CaM µε µία σειρά από συνθετικά πεπτίδια 

που αποτελούν τµήµατα του RyR2 (PA, PC, PD, PE, PF και PG), µε 

τροποποιηµένη µέθοδο ELISA. Τα συνθετικά πεπτίδια PB και PB entended 

αποτελούν την κύρια περιοχή πρόσδεσης της CaM και ως εκ τούτου 

χρησιµοποιήθηκαν ως θετικοί µάρτυρες. Στο σύστηµα της ELISA που 
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αναπτύξαµε αρχικά, µελετήθηκαν και τα τρία είδη CaM (Acris, Hytest και in-

house CaM) µε στόχο να περιοριστούµε τελικά στην χρήση της in-house CaM, 

την οποία µπορούµε να παρασκευάζουµε σε µεγάλες ποσότητες στο 

εργαστήριο και µε µικρό σχετικά κόστος. Τα πεπτίδια που µελετήθηκαν αρχικά 

ήταν τα PB και PB extended διότι αποτελούν τους θετικούς µάρτυρες ως 

αποδεκτές περιοχές πρόσδεσης της CaM και επιπλέον έχουµε αναπτύξει 

αντισώµατα, µε ικανοποιητικό τίτλο, εναντίον αυτών (αντιοροί 72Ν), στο 

πλαίσιο της παρούσας διατριβής. Τα στάδια που ακολουθήθηκαν ήταν τα 

εξής: 

1. Επίστρωση των φρεατίων µε 1 µg/mL CaM (Acris, Hytest ή in-house). 

Ακολουθούν εκπλύσεις. 

 

 

Σχήµα 3.14: Παράσταση της οπτικής απορρόφησης συναρτήσει της συγκέντρωσης 

των PB, PB extended και Protα στο σύστηµα ELISA, που παρουσιάζεται σχηµατικά στο Α. 

Η επίστρωση των πλακιδίων έγινε µε CaM Acris (Β), CaM Hytest (Γ) και εργαστηριακά 

παρασκευασµένης CaM (Δ). Χρησιµοποιήθηκε ο αντιορός 72(5). 

Α 

Β 

Γ 

Δ 
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2. Τρίωρη επώαση µε τα πεπτίδια PB και PB extended σε συγκεντρώσεις 1, 

10 και 20 µg/ml. Ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το πεπτίδιο 

που αποτελεί τµήµα της πρωτεΐνης προθυµοσίνης µε αα 100-109 

(Protα [100-109]). Ακολουθούν εκπλύσεις. 

3. Δίωρη επώαση µε τον αντιορό 72(5) σε αραίωση 1:2.000 στα φρεάτια 

επώασης µε τα PB και PB extended ή µε το αντίσωµα έναντι του πεπτιδίου 

Prota σε αραίωση 1:2.000 στα φρεάτια επώασης µε το Protα [100-

109]. Ακολουθούν εκπλύσεις. 

4. Δίωρη επώαση µε επισηµασµένο δεύτερο αντίσωµα (anti-rabbit 

IgG/HRP) σε αραίωση 1:1.000. Ακολουθούν εκπλύσεις. 

5. Προσθήκη προσθήκη χρωµογόνου υποστρώµατος και µέτρηση της 

οπτικής απορρόφησης στα 405 nm. 

Όπως φαίνεται και στο Σχήµα 3.14, τα PB και PB extended αλληλεπιδρούν 

επιτυχώς και µε τα 3 είδη CaM, σε αντίθεση µε τον αρνητικό µάρτυρα Protα 

[100-109] που δεν αλληλεπιδρά. Το PB οδηγεί σε υψηλότερες τιµές οπτικής 

απορρόφησης από ό,τι το PB extended στο συγκεκριµένο σύστηµα ELISA, 

πιθανόν λόγω του ό,τι ο αντιορός 72(5) αναγνωρίζει ισχυρότερα το πεπτίδιο 

PB από ότι το PB extended. Λόγω των παρόµοιων αποτελεσµάτων και του 

χαµηλότερου κόστους, η in-house CaM επιλέχθηκε ως η λειτουργική αγρίου 

τύπου πρωτεΐνη για την µελέτη της αλληλεπίδρασης των συνθετικών 

πεπτιδίων του RyR2 µε την CaM στα πειράµατα τύπου ELISA, που 

ακολούθησαν. 

Στην συνέχεια, αναπτύχθηκε το αντίστροφο σύστηµα ELISA, όπου αρχικά 

επιστρώνονται τα συνθετικά πεπτίδια PA, PB, PB extended, PC, PD, PE, PF και PG 

σε συγκέντρωση 10 µg/mL. Στην συνέχεια, ακολουθεί 3ωρη επώαση µε την 

in-house CaM σε 3 διαφορετικές συγκεντρώσεις (1, 10 και 20 µg/ml) και 2ωρη 

επώαση µε τον αντιορό 76(3) ή το µονοκλωνικό αντι-CaM Ab (αραίωση 

1:1.000) (Σχήµα 3.15A). Το πλεονέκτηµα του αντίστροφου συστήµατος ELISA 

έναντι του κανονικού είναι ότι δεν απαιτείται η χρήση αντισωµάτων έναντι 

όλων των συνθετικών πεπτιδίων του hRyR2. Αρκεί ένα πρώτο αντίσωµα 

(αυτό έναντι της CaM) για την µελέτη της αλληλεπίδρασης µίας σειράς 

πεπτιδίων του RyR2 µε την CaM. Στο σύστηµα αυτό, επίσης αξιοποιούνται 
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πλήρως τα καλύτερα, από πλευράς τίτλου, πολυκλωνικά αντισώµατα που 

αναπτύξαµε στο πλαίσιο της παρούσας διατριβής, δηλ. τα πολυκλωνικά αντι-

CaM αντισώµατα (αντιοροί 75Ν, εναντίον των συνθετικών πεπτιδίων P1 και 

P2). 

Όπως φαίνεται στο Σχήµα 3.15B, καλύτερη αλληλεπίδραση µε την CaM, στο 

“αντίστροφο” σύστηµα ELISA µε χρήση του αντιορού 76(3) ως πρώτου 

αντισώµατος, εµφανίζει το PΒ extended. Μικρότερη αλληλεπίδραση παρουσιάζει 

το PB, ενώ το PD φαίνεται επίσης να αλληλεπιδρά µε την CaM, ιδίως στη 

µεγαλύτερη συγκέντρωση που µελετήθηκε (20 µg/mL). Τα πεπτίδια PA, PC και 

PF δεν φαίνεται να αλληλεπιδρούν µε την CaM στο συγκεκριµένο σύστηµα 

ELISA (Σχήµα 3.15Β), ενώ επίσης δεν αλληλεπιδρούν τα πεπτίδια PE και PG 

(αποτέσµατα που δεν παρουσιάζονται). 

 

Σχήµα 3.15: Παράσταση της οπτικής απορρόφησης συναρτήσει της συγκέντρωσης 

της CaM στο σύστηµα ELISA, που παρουσιάζεται σχηµατικά στο Α (Β). Η επίστρωση 
των πλακιδίων έγινε µε το αντίστοιχο συνθετικό πεπτίδιο (PB, PB extended, PD και PF). 

Χρησιµοποιήθηκε ο αντιορός 76(3) ή το εµπορικά διαθέσιµο µονοκλωνικό αντι-CaM 

αντίσωµα. 

A 

B 
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Συνοψίζοντας, αναπτύχθηκε µεθοδολογία τύπου ELISA για την µελέτη της 

αλληλεπίδρασης µίας σειράς συνθετικών πεπτιδίων που αποτελούν τµήµατα 

του RyR2, µε την CaM αγρίου τύπου. Στη µεθοδολογία αυτή, αξιοποιήθηκε 

µία σειρά τόσο αντισωµάτων (72Ν και 76Ν) όσο και πεπτιδίων ή πρωτεϊνών 

(συνθετικά πεπτίδια και CaM) που αναπτύχθηκαν στο εργαστήριο και 

αποτελούν ειδικά εργαλεία για την µελέτη της αλληλεπίδρασης RyR2-CaM σε 

διάφορες βιοχηµικές και φυσικοχηµικές τεχνικές. Βάσει των αποτελεσµάτων 

της µεθοδολογίας τύπου ELISA, η CaM αλληλεπιδρά µε τα PB και PB extended, 

εύρηµα που έρχεται σε συµφωνία µε την βιβλιογραφία, αλλά και µε το PD, που 

αντιστοιχεί σε µία υπό µελέτη περιοχή πρόσδεσης της CaM στο µόριο του 

RyR2. 

3.2.5 Αξιολόγηση της αλληλεπίδρασης των συνθετικών πεπτιδίων του 
RyR2 µε την CaM αγρίου τύπου µε µέθοδο ITC 

Για την καλύτερη µελέτη της αλληλεπίδρασης των συνθετικών πεπτιδίων του 

RyR2 µε την αγρίου τύπου CaM, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα µε τη 

τεχνική ITC η οποία περιγράφεται λεπτοµερώς στο κεφάλαιο Υλικά και 

Μέθοδοι. Η µέθοδος ITC αποτελεί την κατ’ εξοχήν µέθοδο για την µελέτη της 

αλληλεπίδρασης µεταξύ µικρών µορίων-προσδετών (όπως π.χ. συνθετικά 

πεπτίδια) και κατάλληλων υποδοχέων τους (συνήθως πρωτεΐνες), καθώς από 

µία µέτρηση παρέχονται πληροφορίες σχετικά µε την σταθερά διάστασης (Kd), 

την στοιχειοµετρία (Ν) και την ενθαλπία (ΔΗ) της αντίδρασης. Από τις 

θερµοδυναµικές αυτές παραµέτρους υπολογίζονται οι µεταβολές στην 

ελεύθερη ενέργεια Gibbs (ΔG) και την εντροπία του συστήµατος (ΔS), ενώ 

παράλληλα συλλέγονται πληροφορίες σχετικά µε τη φύση των 

αλληλεπιδράσεων που αναπτύσσονται µεταξύ προσδέτη και υποδοχέα 

(υδροφοβικές αλληλεπίδράσεις, αλληλεπιδράσεις van der Waals, δεσµοί 

υδρογόνου ή/και γέφυρες άλατος).  

Όπως έχει ήδη αναφερθεί και στο υποκεφάλαιο 1.6.2, η CaM φέρει δύο 

διαµορφώσεις ανάλογα µε το αν ειναι προσδεδεµένη (Ca2+/CaM) ή όχι 

(apoCaM) µε ασβέστιο. Βάσει της δοµής της apoCaM µε ακτίνες Χ και ΝΜR 

µελέτες, η πρόσδεση του Ca2+ στην apoCaM οδηγεί σε εκτεταµένες δοµικές 

ανακατατάξεις του µορίου της CaM, που έχουν ως αποτέλεσµα την έκθεση 
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δύο υδρόφοβων περιοχών πλούσιων σε µεθειονίνες, κοντά στις θέσεις 

πρόσδεσης του Ca2+ (Σχήµα 3.16Α και Β). Οι υδρόφοβες αυτές περιοχές 

επιτρέπουν στην Ca2+/CaM να αλληλεπιδρά µε πλήθος ενδοκυτταρικών 

ενζύµων και άλλων πρωτεϊνών, που εµπλέκονται σε µία ποικιλία 

διαφορετικών βιοχηµικών διεργασιών.  

Μία συγκριτική ανάλυση γνωστών κρυσταλλικών δοµών της CaM µε πεπτίδια 

που αποτελούν τµήµατα πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε την CaM, 

αποκαλύπτει ότι οι αµινοξικές ακολουθίες που αναγνωρίζουν την CaM, έχουν 

συνήθως µήκος 15-30 αµινοξέα, σχηµατίζουν αµφιπαθείς α-έλικες, περιέχουν 

θετικά φορτισµένα αµινοξέα που διασπείρονται ανάµεσα σε υδροφοβικά 

αµινοξέα και τέλος έχουν καθαρό θετικό φορτίο και µέτρια υδροφιλικότητα. Η 

πρόσδεση των πεπτιδίων-στόχων στην διαµόρφωση της Ca2+/CaM, 

διευκολύνεται από µία ευέλικτη κεντρική περιοχή της πρωτεΐνης, η οποία 

επιτρέπει στο µόριο, µέσω των υδροφοβικών της περιοχών, να «αγκαλιάζει» 

το πεπτίδιο σχηµατίζοντας ένα σφαιρικό σταθερό σύµπλεγµα (Σχήµα 3.16Γ). 

 

 

Σχήµα 3.16: Κρυσταλλική δοµή της apoCaM (A), της Ca2+/CaM (Β) και του 

συµπλέγµατος της Ca2+/CaM µε ένα πεπτίδιο-στόχο (Γ). 

Το γεγονός ότι πολλά διαφορετικά πεπτίδια-στόχοι, που φέρουν πολύ µικρό 

ποσοστό οµολογίας µεταξύ τους, είναι ικανά να σχηµατίσουν σύµπλοκα 

υψηλής συγγένειας µε την CaM, υποδεικνύει ότι οι υδροφοβικές 
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αλληλεπιδράσεις παίζουν τον κύριο ρόλο στην αλληλεπίδραση αυτή. Τυπικές 

υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις αποµονώνουν µη πολικές οµάδες από τον 

διαλύτη και µειώνουν την οργάνωση της υδατικής στοιβάδας της πρωτεΐνης, 

οδηγώντας σε θερµοδυναµικά σταθερά συµπλέγµατα που χαρακτηρίζονται 

από αύξηση της εντροπίας. Ενθαλπικά ευνοϊκές αλληλεπιδράσεις, όπως 

γέφυρες άλατος και δεσµοί υδρογόνου ανάµεσα σε όξινα αµινοξέα της CaM 

και βασικά αµινοξέα των πεπτιδίων-στόχων µπορούν επίσης να παίξουν 

σηµαντικό ρόλο στη σταθεροποίηση του σχηµατιζόµενου συµπλόκου. 

Στην παρούσα διατριβή, µελετήθηκε η αλληλεπίδραση συνθετικών πεπτιδίων 

του RyR2, και συγκεκριµένα των PA (πεπτίδιο Α), PB (πεπτίδιο Β), PB extended 

(εκτεταµένο πεπτίδιο Β), PD (πεπτίδιο D), PE (πεπτίδιο E), PF (πεπτίδιο F), 

pSer4263PF (πεπτίδιο F pSer4263) και PF scrambled (αναδιατεταγµένο πεπτίδιο 

F), µε την αγρίου τύπου CaM µε την µέθοδο ITC. Το pSer4263PF, όπως έχει 

ήδη αναφερθεί, στην θέση 4263 φέρει µία φωσφορυλιωµένη Ser αντί για Ser 

και συντέθηκε τόσο για την µελέτη της επίδρασης του φορτίου στην 

αλληλεπίδραση αυτή, καθώς διατηρείται ακέραια η πρωτοταγής δοµή του 

πεπτιδίου ενώ µειώνεται το θετικό φορτίο, όσο και κατά πόσο εµπλέκονται 

µηχανισµοί φωσφορυλίωσης στην αναγνώριση των πεπτιδίων-στόχων. 

Επιπλέον, το PF scrambled, που αποτελείται από τα ίδια ακριβώς αµινοξέα σε 

σχέση µε το PF τοποθετηµένα µε διαφορετική σειρά, χρησιµοποιήθηκε για να 

διαπιστωθεί κατά πόσο τυχόν αλληλεπίδραση µε την CaM είναι ειδική ως 

προς την αµινοξική αλληλουχία.  

Στο Σχήµα 3.17 παρουσιάζονται συνοπτικά τα θερµικά ίχνη αλληλεπίδρασης 

των συνθετικών πεπτιδίων του RyR µε την αγρίου τύπου CaM υπό ίδια 

θερµοκρασία (25°C) και ίδια σύσταση ρυθµιστικού διαλύµατος (50 mM 

HEPES, 150 mM KCl, 10 mM β-µερκαπτοαιθανόλη και 10 mM CaCl2). Κάθε 

θερµικό ίχνος αποτυπώνει την ισχύ που παρέχεται ή απορροφάται από το 

πειραµατικό κελί, έτσι ώστε η θερµοκρασία του να παραµένει σταθερή 

καθ’όλη την διάρκεια της µέτρησης, συναρτήσει του χρόνου. Οι ροές αυτές της 

θερµότητας είναι κανονικοποιηµένες ως προς την συγκέντρωση της CaM, που 

χρησιµοποιήθηκε σε κάθε πείραµα, έτσι ώστε να επιτρέπεται η απευθείας 

σύγκριση των πειραµατικών δεδοµένων. Βάσει των δεδοµένων αυτών είναι  
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φανερό ότι οι αλληλεπιδράσεις της CaM µε τα συνθετικά πεπτίδια PB, PB 

extended, PD, PE και PF παράγουν πολύ µεγαλύτερα θερµικά σήµατα σε σχέση 

µε τις αντίστοιχες αλληλεπιδράσεις των PA, PF scrambled και pSer4263PF. 

Επιπλέον, παρατηρείται ότι τα PB και PB extended παράγουν αρνητικά θερµικά 

ίχνη (εξώθερµες αλληλεπιδράσεις), ενώ όλα τα υπόλοιπα πεπτίδια παράγουν 

θετικά θερµικά ίχνη (ενδόθερµες αλληλεπιδράσεις), γεγονός που υποδηλώνει 

διαφορετικό µηχανισµό αλληλεπίδρασης µε την CaM. 

Η ολοκλήρωση των κορυφών κάθε τιτλοδότησης ως προς τον χρόνο, 

αποφέρει την θερµότητα που απορροφάται ή εκλύεται κατά την 

αλληλεπίδραση των συνθετικών πεπτιδίων του RyR2 µε την CaM, και στην 

συνέχεια κανονικοποιείται ως προς την συγκέντρωση του διαλύµατος των 

συνθετικών πεπτιδίων που προστέθηκε. Καθώς το πείραµα πραγµατοποιείται 

υπό σταθερές συνθήκες πίεσης και θερµοκρασίας, η θερµότητα αυτή 

ισοδυναµεί µε την ολική µεταβολή της ενθαλπίας (ΔΗ) κατά την 

αλληλεπίδραση. Από τα γεωµετρικά χαρακτηριστικά της καµπύλης και µε την 

προσαρµογή σε ένα κατάλληλο θερµοδυναµικό µοντέλο µπορούµε να 

αποκτήσουµε το ενεργειακό αποτύπωµα κάθε αλληλεπίδρασης. Το Σχήµα 

3.18 απεικονίζει τις κανονικοποιηµένες θερµότητες αλληλεπίδρασης των 

συνθετικών πεπτιδίων του RyR2 µε την CaM, προσαρµοσµένες σε ένα απλό 

µοντέλο σύνδεσης της µορφής Α+Β  ΑΒ και οι θερµοδυναµικές 

παράµετροι συνοψίζονται στον Πίνακα 3.5. 

Αρχικά όλα τα πεπτίδια του RyR2 που µελετήθηκαν εµφανίζουν 

στοιχειοµετρία αλληλεπίδρασης µε την CaM 1:1. Μικρότερη σταθερά 

διάστασης (και εποµένως µεγαλύτερη σταθερά σύνδεσης) εµφανίζουν τα PB 

extended και PF ( Kd= 0,56 και 0,10 µΜ, αντίστοιχα). Εκτός απο το PA, όλα τα 

άλλα πεπτίδια εµφανίζουν µετρήσιµη αλληλεπίδραση µε την CaM, µε το PF και 

PB extended να έχουν την ισχυρότερη. Για τα PB (3584-3602) και PB extended (3581-

3607) αναµένεται ισχυρή αλληλεπίδραση µε την CaM καθώς ανήκουν στην 

µέχρι στιγµής κοινώς αποδεκτή κύρια περιοχή πρόσδεσης της CaM στον 

RyR2. Τα PF (4255-4271) και PE (4265-4277), καθώς και το καθώς και το PD 

(4255-4277), που περιέχει τα PF και PE, αποτελούν τις υπό εξέταση πιθανές 

δευτερεύουσες περιοχές πρόσδεσης της CaM στον RyR2. Και τα τρία αυτά 

πεπτίδια αλληλεπιδρούν µε την CaM σε πειράµατα ITC και ειδικά το PF 
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αλληλεπιδρά ~ 6 φορές ισχυρότερα µε την CaM από ότι το PB extended, 

υποδηλώνοντας πιθανό βιολογικό ρόλο της περιοχής αυτής ως δεύτερη 

περιοχή πρόσδεσης της CaM.  

Όπως προκύπτει από την θερµική ανάλυση των αλληλεπιδράσεων της CaM 

µε τα συνθετικά πεπτίδια του RyR2, οι αλληλεπιδράσεις των PB και PB extended 

µε την CaM είναι εξώθερµες, σε αντίθεση µε τις αντίστοιχες αλληλεπιδράσεις 

των PF και PD που είναι ενδόθερµες. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει έναν 

διαφορετικό µηχανισµό αλληλεπίδρασης για τις δύο αυτές ευρύτερες περιοχές 

του RyR2 (αα 3581-3607 και 4255-4277), καθώς εξώθερµες αντιδράσεις 

συνδέονται µε τη δηµιουργία πολλαπλών δεσµών µεταξύ πρωτεΐνης και 

πεπτιδίου (περίπτωση πεπτιδίων PB και PB extended, που ανήκουν στην 

ευρύτερη περιοχή 3581-3607), ενώ ενδόθερµες αντιδράσεις σχετίζονται µε 

την απόκρυψη υδρόφιλων επιφανειών από τον διαλύτη χωρίς την δηµιουργία 

δεσµών υδρογόνου ή γέφυρες άλατος (περίπτωση πεπτιδίων PF και PD, που 

ανήκουν στην ευρύτερη περιοχή 4255-4277). Αποτελεί επίσης ενδιαφέρον ότι 

η αλληλεπίδραση του PB extended µε την CaM εµφανίζει αρνητική µεταβολή 

εντροπίας (ΔS<0, Σχήµα 3.19), γεγονός που υποδηλώνει την ανάπτυξη 

ισχυρών δεσµών µε την πρωτεΐνη και την απώλεια βαθµών ελευθερίας 

(δονητικών και περιστροφικών) του πεπτιδίου κατά την πρόσδεση. Το PD, που 

αποτελεί µία εκτεταµένη περιοχή του PF και σε πειράµατα ELISA φαίνεται να 

αλληλεπιδρά µε την CaM, εµφανίζει ασθενέσθερη αλληλεπίδραση µε την CaM 

από ότι το PF σε πειράµατα ITC και αυτό πιθανόν λόγω του ότι το PD έχει 

ισχυρότερο καθαρό φορτίο από το PF (+8 αντι για +6) καθώς είναι και πιο 

υδρόφιλο, γεγονός που αυξάνει το ενεργειακό κόστος της αποµάκρυνσης της 

στοιβάδας διαλύτωσης του πεπτιδίου κατά την πρόσδεσή του µε την CaM. 

Εφόσον από τα υπό εξέταση συνθετικά πεπτίδια του RyR2 ως πιθανές 

περιοχές πρόσδεσης της CaM (PA, PD, PE, και PF), ισχυρότερη 

αλληλεπίδραση µε την CaM εµφανίζει το PF σε πειράµατα ITC, έλαβε χώρα 

περαιτέρω µελέτη της αλληλεπίδρασης αυτής. Συγκεκριµένα, για να 

µελετήσουµε κατά πόσο το φορτίο ή η αµινοξική αλληλουχία παίζει ρόλο στην 

αλληλεπίδραση PF–CaM, µελετήσαµε την αλληλεπίδραση του pSer4263PF (η 

παρουσία της φωσφορικής οµάδας υποβαθµίζει το θετικό φορτίο του PF) και  
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Σχήµα 3.19: Ραβδογράµµατα σύγκρισης των θερµοδυναµικών παραµέτρων 
αλληλεπίδρασης των συνθετικών πεπτιδίων του RyR2 µε την αγρίου τύπου CaM 

του PF scrambled (πεπτίδιο αποτελούµενο από τον ίδιο αριθµό καθώς και από τα 

ίδια αµινοξέα µε το PF τοποθετηµένα µε διαφορετική σειρά) µε την CaM. 

Βάσει των τιµών της σταθεράς σύνδεσης το pSer4263PF αλληλεπιδρά 

ασθενέσθερα (~13 φορές λιγότερο) από το PF ενώ το PF scrambled αλληλεπιδρά 

~ 65 φορές λιγότερο από το PF. Τα αποτελέσµατα αυτά υποδεικνύουν ότι η 

αµινοξική αλληλουχία και το θετικό φορτίο του PF αποτελούν σηµαντικούς 

παράγοντες για την ισχυρή και εξειδικευµένη αλληλεπίδραση του πεπτιδίου 

αυτού µε την CaM. 

Τέλος, για την αξιολόγηση των αποτελεσµάτων ITC σχετικά µε την 

αλληλεπίδραση των συνθετικών πεπτιδίων του RyR2 µε την CaM µελετήθηκε 

κατά πόσο τα συνθετικά αυτά πεπτίδια πληρούν τα γενικά χαρακτηριστικά των 

πεπτιδίων που αλληλεπιδρούν µε την CaM, όπως αυτά αναφέρονται αυτά 

στην αρχή της παρούσας υποενότητας. Συγκεκριµένα, έγινε πρόβλεψη της 

δοµής των πεπτιδίων de novo µε την βοήθεια της µεθόδου SA-HMM (Hidden 

Markov Model Structural Alphabet), βάσει της οποίας προβλέπεται η 

τρισδιάστατη δοµή ενός πεπτιδίου από την µονοδιάστατη αµινοξική 

αλληλουχία του. Όπως φαίνεται και στο Σχήµα 3.20, όλα τα συνθετικά 
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πεπτίδια φαίνεται να έχουν µορφή α-έλικας. Επιπλέον, βάσει της ανάλυσης 

της πρωτοταγούς δοµής των συνθετικών πεπτιδίων µε την βοήθεια του 

προγράµµατος Innovagen, όλα τα συνθετικά πεπτίδια εχουν υψηλό θετικό 

καθαρό φορτίο και µέτρια υδροφιλικότητα καθώς και εναλλαγές µεταξύ θετικά 

φορτισµένων και υδροφοβικών αµινοξέων. 

 

Σχήµα 3.20: Πρόβλεψη της δευτεροταγούς δοµής των συνθετικών πεπτιδίων του RyR2 

βάσει του προγράµµατος SA-HMM. 

3.2.6 Προσέγγιση της παραγωγής πρωτεϊνικών τµηµάτων της C-
τελικής περιοχής του RyR2 µε µεθόδους µοριακής βιολογίας 

Στο σηµείο αυτό, θα γίνει αναφορά στην προσπάθεια έκφρασης πρωτεϊνικών 

τµηµάτων του C-τελικού άκρου του RyR2 µε µεθόδους µοριακής βιολογίας, η 

οποία έγινε στο πλαίσιο της παρούσας διατριβής. Οι λόγοι που επιχειρήσαµε 

την προσέγγιση αυτή είναι πολλοί. Αρχικά, δίνεται η δυνατότητα παραγωγής 

πολύ µεγαλύτερων πεπτιδικών τµήµάτων, ξεπερνώντας τον περιορισµό της 

σύνθεσης µικρού σχετικά µήκους πεπτιδίων µε την µέθοδο της SPPS 

(συνήθως µέχρι 30-40 αµινοξέα), αφού η απόδοση µειώνεται σηµαντικά, τις 

περισσότερες φορές, κατά τη σύνθεση πεπτιδίων µεγαλύτερου µήκους. 

Επιπλέον, µε την βοήθεια των συνοδών-πρωτεϊνών, τα υπό έκφραση 

πρωτεϊνικά τµήµατα αναδιπλώνονται στον χώρο και αποκτούν τριτοταγή δοµή 

προσεγγίζοντας µε αυτό τον τρόπο την δοµή των τµηµάτων αυτών όπως είναι 

σε ολόκληρο το µόριο του RyR2. Τα παραπάνω πρωτεϊνικά τµήµατα του 

RyR2 θα µπορούσαν, στη συνέχεια, να χρησιµοποιηθούν στις µεθόδους που 
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ήδη έχουµε αναπτύξει για τα αντίστοιχα συνθετικά πεπτίδια µε στόχο την 

περαιτέρω αξιολόγηση της αλληλεπίδρασης CaM-RyR2. 

Στο Σχήµα 3.21 παρουσιάζονται οι αλληλουχίες των πρωτεϊνικών τµηµάτων 

των οποίων έγινε προσπάθεια παραγωγής παρουσία των συνοδών-

πρωτεϊνών Trx και NusA. Στόχος ήταν η µελέτη ενός µεγάλου πρωτεϊνικού 

τµήµατος µε αα 3826-4286 (περιοχή 1) καθώς και µικρότερων τµηµάτων της 

αλληλουχίας αυτής. Η επιλογή αυτού του τµήµατος είχε αρχικά ως στόχο το 

τµήµα να περιέχει τα συνθετικά πεπτίδια PA, PC και PD. Επιπλέον, η επιλογή 

βασίστηκε και σε µελέτες από την βιβλιογραφία, σχετικά µε πιθανές περιοχές 

που εµπλέκονται στην αλληλεπίδραση CaM-RyR2 (αα 4261-4286) [124] 

καθώς και σε µελέτες που έχουν γίνει στο παρελθόν στο πανεπιστήµιο του 

Cardiff. Τέλος, το συγκεκριµένο πεπτιδικό τµήµα περιέχει σηµαντικές δοµικές 

περιοχές που µπορεί να παίζουν ρόλο στην αλληλεπίδραση CaM-RyR2, 

όπως τα δοµικά µοτίβα EF (αα 3991-4089) καθώς και το τµήµα του RyR2 που 

εµφανίζει οµολογία µε τους IP3R (αα 3826-3948, RIH).  

 

Σχήµα 3.21: Σχηµατική απεικόνιση των πρωτεϊνικών τµηµάτων της C-τελικής περιοχής 
του RyR2, των οποίων έγινε προσπάθεια παραγωγής µε µεθόδους µοριακής 

βιολογίας. 
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Σχήµα 3.22: Α) Πηκτή αγαρόζης 1% µε τα προϊόντα πέψης των ανασυνδυασµένων 

πλασµιδίων pETTM20, που περιέχουν τις αλληλουχίες που κωδικοποιούν για τις 

περιοχές 1, 2, 3, 4 και 5 του RyR2, µε τα κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα. Β) Πηκτή 

πολυακρυλαµιδίου 8 % µε τα προϊόντα λύσης των βακτηριακών κυττάρων BL21, που 

περιέχουν το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο µε την αλληλουχία που κωδικοποιεί για τις 

περιοχές 1, 2 και 3, µετά από χρώση µε Coomassie Brilliant Blue. Διαδροµή Un: δείγµα 

καλλιέργειας βακτηρίων πριν την προσθήκη IPTG, διαδροµή In: δείγµα καλλιέργειας 

βακτηρίων µετά την προσθήκη IPTG. 

Το πρωτεϊνικό τµήµα 3907-4286 (περιοχή 2) αποτελεί µία υπο-περιοχή του 

µητρικού πρωτεϊνικού τµήµατος που έχει ως Ν-τελικό άκρο το πεπτίδιο PC, 

ενώ το πρωτεϊνικό τµήµα 4090-4286 (περιοχή 3) δεν περιέχει την RIH, τα 

δοµικά µοτίβα EF και το πεπτίδιο PC. Από την άλλη πλευρά, τα πρωτεϊνικά 

τµήµατα 3826-4254 και 3826-4163 (περιοχές 4 και 5, αντίστοιχα) αποτελούν 

µικρότερα τµήµατα του µητρικού, που φέρουν εξαλείψεις στο C-τελικό άκρο. 

A 

B 
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Συγκεκριµένα το τµήµα 3826-4254 (περιοχή 4) δεν περιέχει ούτε το πεπτίδιο 

PD ούτε και την περιοχή 4261-4286, ενώ το τµήµα 3826-4163 (περιοχή 5) δεν 

περιέχει, επιπλέον, ούτε το πεπτίδιο PA (Σχήµα 3.21). 

Αρχικά, η αλληλουχία που κωδικοποιεί για τις περιοχές 1, 2, 3, 4, και 5 του 

RyR2 ενισχύθηκε µε PCR χρησιµοποιώντας ως µήτρα το cDNA ολόκληρου 

του RyR2 και τους κατάλληλους εκκινητές. Στην συνέχεια, τα προϊόντα της 

PCR κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα pETMM20 (στην περίπτωση 

έκφρασης των περιοχών µε την συνοδό-πρωτεΐνη Trx). H κλωνοποίηση των 

αλληλουχιών που κωδικοποιούν για τις περιοχές 1, 2, 3, 4 και 5 του RyR2 

στον πλασµιδιακό φορέα pETMM20 ήταν επιτυχής. Ενδεικτικά παρουσιάζεται 

στο Σχήµα 3.22Α η επιβεβαίωση της κλωνοποίησης µε περιοριστικά ένζυµα 

και για τις 5 περιοχές στην περίπτωση του πλασµιδιακού φορέα pETMM20. 

Για την έκφραση των περιοχών 1, 2, 3, 4, και 5 του RyR2, ακολούθησε 

µετασχηµατισµός δύο κυτταρικών σειρών E.coli, και συγκεκριµένα κυττάρων 

BL21 (DE3) και Rosetta (DE3) µε τα αντίστοιχα ανασυνδυασµένα πλασµίδια. 

Στην συνέχεια, έγινε επαγωγή της πρωτεϊνικής έκφρασης στις κυτταρικές 

καλλιέργειες µε IPTG για 8 h στους 16°C και ανάλυση του οµογενοποιήµατος 

των βακτηριακών κυττάρων µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου 

10% και χρώση της πηκτής µε Coomassie Brilliant-Blue (Σχήµα 3.22Β), για να 

διαπιστωθεί η έκφραση των επιθυµητών πρωτεϊνικών τµηµάτων. Ακολούθησε 

λύση των βακτηριακών κυττάρων και καθαρισµός µε χρωµατογραφία 

συγγένειας. Ενώ όλες οι περιοχές (περιοχές 1-5) εκφράστηκαν επιτυχώς στα 

βακτηριακά κύτταρα, µετά το στάδιο του καθαρισµού δεν λαµβάνονταν σε 

διαλυτή µορφή.  

Τέλος, ακολουθήθηκε η ίδια πορεία για την κλωνοποίηση των αλληλουχιών 

που κωδικοποιούν για τις περιοχές 1, 2, 3, 4 και 5 µε την συνοδεία της 

πρωτεΐνης NusA στον πλασµιδιακό φορέα pETMM60 καθώς και η έκφρασή 

τους στα βακτηριακά κύτταρα BL21. Τόσο η κλωνοποίηση όσο και η έκφραση 

των περιοχών αυτών ήταν επιτυχής. Μετά το στάδιο, όµως, του καθαρισµού 

οι επιθυµητές περιοχές δεν λαµβάνονταν σε διαλυτή µορφή. 

Συνοψίζοντας, οι περιοχές 1, 2, 3, 4 και 5 του RyR2, παρά την επιτυχή 

κλωνοποίηση των αλληλουχιών cDNA που τις κωδικοποιούν στους 

πλασµιδιακούς φορείς pETMM20 και pETMM60 και τον µετασχηµατισµό 
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βακτηριακών κυττάρων BL21 ή/και Rossetta µε τα ανασυνδυασµένα αυτά 

πλασµίδια, δεν παραλήφθηκαν σε διαλυτή µορφή και εποµένως δεν ήταν 

διαθέσιµες για την αξιοποίησή τους σε διάφορες µεθόδους, µε στόχο την 

περαιτέρω µελέτη της αλληλεπίδρασης CaM-RyR2.  

3.3 Μελέτη της αλληλεπίδρασης του RyR2 µε µεταλλαγµένες µορφές 
της CaM, που συνδέονται µε καρδιακή δυσλειτουργία 

Την τελευταία 5ετία έχουν εντοπιστεί µεταλλάξεις στο µόριο της CaM, σε 

ασθενείς που πάσχουν από καρδιακές παθήσεις όπως οι CPVT, LQTS και 

IVF. Στην προσπάθειά µας να µελετήσουµε κατά πόσο οι µεταλλάξεις της 

CaM συνδέονται µε πιθανή µη λειτουργική ρύθµιση του RyR2, µελετήθηκαν 

έξι από τις µεταλλάξεις αυτές (CaMD54I, CaMN90L, CaMD96V, CaMN98S, CaMD130G 

και CaMF142L) ως προς τον τρόπο που ρυθµίζουν την λειτουργία του RyR2 

καθώς και ως προς την ικανότητά τους να συνδέονται µε τον υποδοχέα.  

Σχήµα 3.23. Α) Πίνακας µε χαρακτηριστικά των µεταλλάξεων στο µόριο της CaM. Β) 

Θέση των µεταλλάξεων στην τριτοταγή δοµή της CaM. 

 

Α 

Β 
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Η µελέτη έγινε µέσω των µεθόδων πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης και της 

συγκατακρήµνισης, αντίστοιχα. Στον Πίνακα Α του Σχήµατος 3.23 

παρουσιάζονται κάποια χαρακτηριστικά των µεταλλάξεων αυτών (θέση στο 

µόριο της CaM, γονίδιο στο οποίο έχει γίνει η µετάλλαξη και το είδος της 

ασθένειας) καθώς και η θέση τους στην τριτοταγή δοµή του µορίου (Σχήµα 

3.23Β). 

Αρχικά έλαβε χώρα η έκφραση και ο καθαρισµός της CaM αγρίου τύπου και 

των µεταλλαγµένων µορφών της. Μετά το στάδιο του καθαρισµού, όλες οι 

πρωτεΐνες ελήφθησαν σε υψηλή καθαρότητα όπως φαίνεται και στο Σχήµα 

3.24Α. Η ταυτοποίηση των πρωτεϊνών έγινε µε την µέθοδο Western blot, µε 

την χρήση µονοκλωνικού αντι-CaM αντισώµατος (Σχήµα 3.24Β). 

 

 

Σχήµα 3.24: Πηκτή πολυακρυλαµιδίου 15% µε CaM αγρίου τύπου (CaMWT) και µε τις 

µεταλλαγµένες µορφές της CaM (CaMN54I, CaMD96V, CaMN98S, CaMD130G, CaMF142L και 

CaMF90L), µετά από SDS-PAGE και χρώση µε Coomassie Brilliant Blue (αριστερό 

πλαίσιο). Τα αντίστοιχα αποτυπώµατα κατά Western των CaMWT και CaMF90L µε το 

αντι-CaM αντίσωµα (δεξιό πλαίσιο). 

Στην συνέχεια, µε την µέθοδο της πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης, µελετήθηκε η 

ρύθµιση του RyR2 από την CaMWT καθώς και από τις έξι µεταλλαγµένες 

µορφές της CaM. Η CaMWT, ως αναστολέας του RyR2 σε όλες τις 

συγκεντρώσεις Ca2+, αναµένεται να µειώνει την πρόσδεση της [3Η]ρυανοδίνης 

στον RyR2, καθώς ενισχύει την κλειστή διαµόρφωση του διαύλου, ενώ είναι 

γνωστό ότι η ρυανοδίνη προσδένεται εκλεκτικά στην ανοιχτή διαµόρφωση του 

RyR2.  
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Σχήµα 3.25: Α) Καµπύλη πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης στον RyR2, εκφρασµένης ως % 

της µέγιστης δέσµευσης (% max), συναρτήσει της συγκέντρωσης CaΜ παρουσία 100 

µΜ Ca2+. B) Καµπύλη πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης στον RyR2 εκφρασµένης ως % της 

µέγιστης δέσµευσης (% max), συναρτήσει της συγκέντρωσης Ca2+, απουσία CaM 

(µπλε καµπύλη) και παρουσία 1 µΜ CaM (ροζ καµπύλη). 

Αρχικά, µελετήθηκε η πρόσδεση της [3Η]ρυανοδίνης στον RyR2 σε 100 µΜ 

[Ca2+], παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων CaMWT, ώστε να επιλεχθεί η 

βέλτιστη συγκέντρωση της CaM. Σύµφωνα µε στο Σχήµα 3.25A, ως βέλτιστη 

συγκέντρωση της CaM στην µέθοδο αυτή, επιλέχθηκε η συγκέντρωση 1 µΜ. 

Πράγµατι, σε συγκέντρωση 1 µΜ CaM στην µέθοδο της πρόσδεσης 

[3Η]ρυανοδίνης, η CaM µειώνει την πρόσδεση της ρυανοδίνης στον RyR2 σε 

όλες τις [Ca2+] (Σχήµα 3.25Β). 

Τέλος, µελετήθηκε η λειτουργική δράση των µεταλλαγµένων µορφών της CaM 

(CaMD54I, CaMN90L, CaMN98S, CaMD96V, CaMD130G και CaMF142L) στον RyR2, σε 

σχέση µε την CaMWT, µε την µέθοδο της πρόσδεσης της [3Η]ρυανοδίνης σε 

συγκεντρώσεις Ca2+ από 10 nM έως 100 µΜ. Μέγιστη πρόσδεση της 

ρυανοδίνης στον RyR2 επιτυγχάνεται σε συγκέντρωση 100 µΜ Ca2+. Όπως 

Α 

Β 
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φαίνεται από τις καµπύλες του Σχήµατος 3.26, η CaMWT έχει την ικανότητα να 

µειώνει σηµαντικά την πρόσδεση της [3H]ρυανοδίνης στον RyR2, σε ποσοστό 

~20% σε σχέση µε τον µάρτυρα (πρόσδεση απουσία της CaM). Οι 

µεταλλάξεις CaMN98S και CaMF142L παρουσιάζουν όµοια παρεµπόδιση στην 

πρόσδεση της [3H]ρυανοδίνης στον RyR2, σε σχέση µε την CaMWT, ενώ η 

CaMD130G χάνει τελείως την φυσιολογική ανασταλτική δράση της CaM. 

Επιπλέον, η CaMF90L µειώνει την πρόσδεση της [3H]ρυανοδίνης στον RyR2 

κατά 65-85%, σε σχέση µε την CaMWT, ενώ οι CaMΝ54Ι και CaMD96V ενισχύουν 

την πρόσδεση της [3H]ρυανοδίνης στον RyR2, σε ποσοστό ~15%. Συνολικά, 

βάσει των αποτελεσµάτων της µεθόδου πρόσδεσης της [3Η]ρυανοδίνης στον 

RyR2, οι µεταλλάξεις CaMN98S και CaMF142L φαίνεται να ενισχύουν την κλειστή 

διαµόρφωση του διαύλου, οι µεταλλάξεις CaMF90L και CaMD130G φαίνεται να 

χάνουν µέρος ή και το σύνολο της ανασταλτικής δράσης της CaMWT, ενώ οι 

µεταλλάξεις CaMΝ54Ι και CaMD96V πιθανόν να ενισχύουν την ανοιχτή 

λειτουργική διαµόρφωση του RyR2. 

Για την περαιτέρω µελέτη της πρόσδεσης της CaMWT και των µεταλλαγµένων 

µορφών της στον RyR2, αναπτύχθηκε η µέθοδος συγκατακρήµνισης τύπου 2, 

όπως αυτή περιγράφεται αναλυτικά στο Κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. 

Συγκεκριµένα, γίνεται ανοσοκατακρήµνιση του RyR2 από το ΣΔ καρδιακού 

µυός χοίρου µε αντίσωµα εξειδικευµένο για τον RyR2 (Ab1093), παρουσία της 

CaMWT και των µεταλλαγµένων µορφών της, τόσο απουσία όσο και παρουσία 

Ca2+ (10 και 100 µΜ). Το σύµπλεγµα της CaMWT και των µεταλλαγµένων 

µορφών της µε τον RyR2 µε SDS-PAGE σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου 15% και 

το ανοσοαποτύπωµα ανιχνεύεται µε αντίσωµα έναντι της CaM. Ακολουθεί 

ανάλυση του αντίστοιχου ανοσοαποτυπώµατος µε πυκνοµετρία (Σχήµα 3.27). 

Βάσει των αποτελεσµάτων της πυκνοµετρίας, οι µεταλλαγµένες µορφές 

CaMN98S και CaMF142L δεν εµφανίζουν διαφορά στην πρόσδεσή τους µε τον 

RyR2, σε σχέση µε την CaMWT σε όλες τις [Ca2+]. Επιπλέον, η CaMF90L 

παρουσιάζει µειωµένη πρόσδεση στον RyR2, σε ποσοστό 30-50%, ενώ η 

CaMD130G εµφανίζει σηµαντικά µειωµένη πρόσδεση (>70%) στον RyR2, σε 

σχέση µε την CaMWT. Τέλος, οι µεταλλαγµένες µορφές CaMΝ54Ι και CaMD96V 

εµφανίζουν σηµαντικά ισχυρότερη πρόσδεση στον RyR2 από ό,τι CaMWT. 
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Σχήµα 3.26: Καµπύλες πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης στον RyR2, εκφρασµένης ως % της 

µέγιστης δέσµευσης (% max), συναρτήσει της συγκέντρωσης Ca2+, παρουσία της 

CaMWT και των µεταλλαγµένων µορφών της. Ο µάρτυρας αντιστοιχεί σε απουσία CaM. 

Οι στατιστικά σηµαντικές διαφορές σηµειώνονται µε αστερίσκους (*P ≤ 0,05, **P ≤ 0,01, ***P 

≤ 0,001). 
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Σχήµα 3.27: Αποτύπωµα κατά Western της συγκατακρηµνισµένης µε τον RyR2 CaMWT 

καθώς και µεταλλαγµένων µορφών της µε χρήση µονοκλωνικού αντι-CaM 
αντισώµατος (αραίωση 1:7.500), τόσο απουσία όσο και παρουσία 10 και 100 µΜ Ca2+ 

(αριστερή στήλη). Παράσταση των αποτελεσµάτων των αντίστοιχων αποτυπωµάτων 

κατά Western µετά από ανάλυση µε πυκνοµετρία (δεξιά στήλη). Οι στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές σηµειώνονται µε αστερίσκους (*P ≤ 0,05, **P ≤ 0,01, ***P ≤ 0,001). 
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Τα αποτελέσµατα της µεθόδου συγκατακρήµνισης έρχονται σε συµφωνία µε 

αυτά της µεθόδου πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης. Συγκεκριµένα, οι 

µεταλλαγµένες µορφές που παρουσιάζουν µειωµένη πρόσδεση στον RyR2, 

σε σχέση µε την CaMWT (CaMF90L και CaMD130G) στα πειράµατα 

συγκατακρήµνισης, εµφανίζουν µειωµένη ανασταλτική δράση στον RyR2, σε 

σχέση µε την CaMWT στα πειράµατα πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης. Αντιθέτως, 

οι µεταλλαγµένες µορφές CaMΝ54Ι και CaMD96V φαίνεται να ενισχύουν την 

ανοιχτή διαµόρφωση του διαύλου πιθανόν µέσω ισχυρότερης πρόσδεσης 

στον RyR2 από ό,τι η CaMWT. Τέλος, οι µεταλλαγµένες µορφές CaMN98S και 

CaMF142L δεν φαίνεται να εµφανίζουν διαφορετική συγγένεια πρόσδεσης στον 

RyR2 ώστε να ρυθµίζουν διαφορετικά τη λειτουργικότητα του υποδοχέα σε 

σχέση µε την CaMWT. 
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Γ. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Ο RyR2 είναι µέλος της οικογενείας των υποδοχέων ρυανοδίνης (RyRs) που 

αποτελούν διαύλους απελευθέρωσης Ca2+ του ΣΔ/ΕΔ και εντοπίζεται κυρίως 

στον καρδιακό µυ διαδραµατίζοντας κεντρικό ρόλο στον µηχανισµό της 

σύζευξης διέγερσης-συστολής (excitation-contraction coupling) [9]. 

Συγκεκριµένα, κατά την διάρκεια ενός καρδιακού παλµού, απελευθερώνεται 

στο κυτταρόπλασµα ένα σχετικά µεγάλο ποσό ασβεστίου από το ΣΔ των 

µυοκαρδιακών κυττάρων, το οποίο αποτελεί κύρια ενδοκυτταρική αποθήκη 

ασβεστίου, µέσω του RyR2, αυξάνοντας µέχρι και 10 φορές την συγκέντρωση 

των ελεύθερων ιόντων ασβεστίου στο κυτταρόπλασµα ([Ca2+]i), γεγονός που 

πυροδοτεί την µυϊκή συστολή της καρδιάς [15]. Από δοµικής άποψης, οι RyRs 

είναι ίσως οι µεγαλύτεροι σε µέγεθος ιοντικοί δίαυλοι µε µοριακό βάρος ~ 2,2 

MDa και εντοπίζονται µε την µορφή οµοτετραµερών συµπλεγµάτων. Ως 

διαµεµβρανικοί δίαυλοι, το µεγαλύτερο µέρος τους (4/5) βρίσκεται στο 

κυτταρόπλασµα (κυτταροπλασµατική περιοχή, CY) και ένα µικρό ποσοστό 

(1/5) διαµεµβρανικά (διαµεµβρανική περιοχή, ΤΜ). Επιπλέον, η ρύθµισή τους 

ελέγχεται από µία πληθώρα πρωτεϊνών, µικρών µορίων και ιόντων τόσο από 

την πλευρά του κυτταροπλάσµατος όσο και από την πλευρά του αυλού του 

ΣΔ [33]. 

 Η καλµοδουλίνη (CaM) είναι βασικός ρυθµιστής του RyR2 από την πλευρά 

του κυτταροπλάσµατος. Αποτελεί µία πρωτεΐνη πανταχού παρούσα σχεδόν 

σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα, µε σχετικά µικρό µοριακό βάρος (~17 kDa), 

είναι µέλος της οικογένειας των πρωτεΐνών µε δοµικό µοτίβο EF και λειτουργεί 

ως αισθητήρας ασβεστίου. Βάσει της κρυσταλλικής της δοµής, η CaM υιοθετεί 

µία διαµόρφωση τύπου αλτήρα (dumbbell) µε δύο σφαιρικές δοµικές περιοχές 

στην αµινο- και την καρβοξυ-τελική περιοχή του µορίου (Ν- και C- λοβοί, 

αντίστοιχα), οι οποίες συνδέονται µέσω µίας εύκαµπτης α-έλικας. Κάθε λοβός 

αποτελείται από δύο δοµικά µοτίβα EF, όπου κάθε µοτίβο προσδένει ένα 

Ca2+. Ο Ν- και ο C-λοβός εµφανίζουν 10 φορές διαφορά στην συγγένεια µε το 

Ca2+, µε Κd περίπου 10 και 1 µΜ, αντίστοιχα [193]. Η CaM υιοθετεί δύο 

διαµορφώσεις ανάλογα µε το αν είναι προσδεδεµένη (Ca2+/CaM) ή όχι 

(apoCaM) µε ασβέστιο-ανεξάρτητα όµως από τη διαµόρφωσή της, η CaM 

παραµένει ικανή να αλληλεπιδράσει µε άλλες πρωτεΐνες [87]. Στα θηλαστικά, 
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η CaM κωδικοποιείται από τρία µη αλληλόµορφα γονίδια που εντοπίζονται σε 

διαφορετικά χρωµοσώµατα, και συγκεκριµένα στον άνθρωπο από τα γονίδια 

CALM1, CALM2 και CALM3, τα οποία κωδικοποιούν µία πανοµοιότυπη 

πρωτεΐνη [82]. 

Όπως έχουµε ήδη αναφέρει, η CaM αποτελεί κύριο ρυθµιστή του RyR2. 

Συγκεκριµένα, η CaM δρα ως αναστολέας του RyR2 τόσο σε χαµηλές [Ca2+] 

(της τάξης των nM, όπου βρίσκεται στην διαµόρφωση apoCaM) όσο και σε 

υψηλές [Ca2+] (της τάξης των µΜ, όπου βρίσκεται στην διαµόρφωση 

Ca2+/CaM) στο κυτταρόπλασµα [88, 92]. Βάσει της δράσης της ως 

αναστολέας, η CaM εµπλέκεται στον τερµατισµό απελευθέρωσης Ca2+ από το 

ΣΔ. Το µοτίβο δηµιουργίας σπινθήρων Ca2+ κατά την σύζευξη διέγερσης-

συστολής τερµατίζεται όταν το περιεχόµενο του ΣΔ σε Ca2+ µειώνεται πέραν 

ενός ορίου, γνωστό ως όριο τερµατισµού [100]. Πρόσφατη µελέτη έδειξε ότι η 

αγρίου τύπου CaM σε ειδικά in vitro πειράµατα αυξάνει το όριο τερµατισµού, 

διευκολύνοντας τον τερµατισµό των σπινθήρων Ca2+, ενώ µεταλλάξεις της 

CaM σε θέσεις που αποτρέπουν την πρόσδεση του ασβεστίου στον C-λοβό, 

µειώνουν το όριο τερµατισµού, προκαλώντας καθυστέρηση στον τερµατισµό 

της απελευθέρωσης Ca2+ [102].  

Την τελευταία 5ετία, βάσει γενετικών µελετών έχουν βρεθεί µεταλλάξεις στα 

γονίδια της CaM σε ασθενείς που πάσχουν από διάφορες µορφές διαταραχών 

της καρδιακής ρύθµισης, όπως οι CPVT (catecholaminergic polymorphic 

ventricular tachycardia), LQTS (long QT-syndrome) και IVF (idiopathic 

ventricular fibrillation) [83, 150-152].  

Από τα παραπάνω, είναι εµφανής η ανάγκη κατανόησης του µηχανισµού 

ρύθµισης του RyR2 από την CaM, µηχανισµός που µέχρι στιγµής δεν είναι 

πλήρως γνωστός. Αυτό που είναι γνωστό και κοινώς αποδεκτό είναι η κύρια 

περιοχή πρόσδεσης της CaM στους RyR1 (σκελετικός RyR) και RyR2, που 

εντοπίζεται στις αµινοξικές αλληλουχίες (αα) 3614-3643 και 3583-3603, 

αντίστοιχα, περιοχή γνωστή ως CaMBD (CaM-binding domain). Οι apo- και 

Ca2+/CaM προσδένονται σε αλληλοεπικαλυπτόµενες περιοχές, µε µικρή 

µεταξύ τους µετατόπιση, τόσο στον RyR1 όσο και στον RyR2. Η CaMBD 

στους RyR1 και RyR2 παρουσιάζει υψηλή οµολογία πρωτοταγούς δοµής, 

γεγονός που διευκολύνει την µελέτη της αλληλεπίδρασης RyR2-CaM από 
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δεδοµένα που έχουν προκύψει από την µελέτη της αλληλεπίδρασης RyR1-

CaM. Βάσει πληροφοριών που προήλθαν από την κρυσταλλογραφική δοµή 

του συµπλέγµατος Ca2+/CaM µε το πεπτίδιο 3614-3643 του RyR1, προκύπτει 

ότι η Ca2+/CaM προσδένεται αντιπαράλληλα στο πεπτίδιο, οι δύο λοβοί (Ν- 

και C- λοβοί) δεν έρχονται σε επαφή ο ένας µε τον άλλον κατά την 

αλληλεπίδραση µε το πεπτίδιο και ο C-λοβός αλληλεπιδρά ισχυρότερα µε το 

πεπτίδιο από ό,τι ο Ν-λοβός και µάλιστα προσδένεται στο πεπτίδιο ακόµη και 

απουσία του Ν-λοβού [29]. Πιθανόν κατά την πρόσδεση της CaM στο πλήρες 

µόριο του RyR1 ο Ν-λοβός να εκτοπίζεται από µία ανταγωνιστική περιοχή 

πρόσδεσης του RyR1, γεγονός που υποδεικνύει την πιθανότητα εµπλοκής 

µίας επιπλέον παρακείµενης περιοχής του υποδοχέα στον µηχανισµό 

αλληλεπίδρασης CaM-RyR. 

Γενικά, βάσει µοτίβων πρόσδεσης της Ca2+/CaM και σε άλλες πρωτεΐνες 

πέραν των RyRs, η περιοχή πρόσδεσης της Ca2+/CaM χαρακτηρίζεται από 

µήκος ~15-30 αµινοξέων και υψηλή πυκνότητα σε θετικά φορτισµένα 

αµινοξέα, ενώ επιπλέον, περιέχει δύο ισχυρώς υδροφοβικά αµινοξέα 

αγκυροβόλησης, η απόσταση µεταξύ των οποίων ποικίλλει (π.χ. 1-10 στην 

CaMKII, 1-14 στην κινάση της ελαφριάς αλυσίδας της µυοσίνης και 1-17 

στους RyR1, RyR2). Ένα επιπλέον αρχαιοτυπικό είδος µοτίβου πρόσδεσης 

της CaM, που αρχικά είχε χαρακτηριστεί ως περιοχή πρόσδεσης της apoCaM, 

είναι το γνωστό ως IQ µοτίβο (IQXXXRGXXXR). Το µοτίβο αυτό είναι ισχυρώς 

υδροφοβικό και θετικά φορτισµένο, µε αποτέλεσµα να θεωρείται ότι µπορεί να 

προσδένει και την Ca2+/CaM. Από την άλλη πλευρά, η CaM φαίνεται ότι 

αλληλεπιδρά µε πολλές πρωτεΐνες-στόχους µέσω µίας µεγάλης ποικιλίας 

περιοχών πρόσδεσης που δεν ανταποκρίνονται στα κλασικά µοτίβα 

πρόσδεσης της CaM [194]. 

Στην παρούσα διατριβή, µελετήθηκε ο µηχανισµός ρύθµισης του RyR2 από 

την CaM και συγκεκριµένα η ύπαρξη επιπλέον περιοχών του RyR2, πέραν 

της κύριας CaMBD, που πιθανόν να εµπλέκονται στην πρόσδεση της CaM 

στον RyR2. Επιπλέον, µελετήθηκε η αλληλεπίδραση του RyR2 µε 

µεταλλαγµένες µορφές της CaM που σχετίζονται µε καρδιακές παθήσεις. 

Αρχικά, για την µελέτη της αλληλεπίδρασης του RyR2 µε την αγρίου τύπου 

CaM και στο πλαίσιο εντοπισµού πιθανών περιοχών που εµπλέκονται στον 
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µηχανισµό αυτό, έλαβε χώρα η σύνθεση οκτώ πεπτιδικών τµηµάτων του 

RyR2 (ανθρώπινη αλληλουχία, hRyR2), που αναφέρονται ως PA, PB, PB 

extended, PC, PD, PE, PF, PG. Δύο από τα συνθετικά αυτά πεπτίδια, και 

συγκεκριµένα τα PB και PB extended (µε αα 3584-3602 και 3581-3607, 

αντίστοιχα) ανήκουν στην κύρια περιοχή πρόσδεσης της CaM (3583-3603) ή 

σε µία διευρυµένη µορφή της. Τα δύο αυτά συνθετικά πεπτίδια 

χρησιµοποιήθηκαν είτε ως θετικοί µάρτυρες στις βιοχηµικές και φυσικοχηµικές 

τεχνικές που αναπτύξαµε για τη µελέτη της αλληλεπίδρασης CaM-RyR2, είτε 

ως αντιγόνα, µέσω της σύζευξής τους σε µία πρωτεΐνη-φορέα (KLH), για την 

ανάπτυξη πολυκλωνικών αντισωµάτων, µε στόχο τα αντισώµατα αυτά να 

αναγνωρίζουν τα αντίστοιχα συνθετικά πεπτίδια ή και ολόκληρο το µόριο του 

RyR2. Σχετικά µε την επιλογή των πεπτιδίων PA, PC και PD (µε αα 4240-4254, 

3907-3922 και 4255-4277, αντίστοιχα) ως πιθανές περιοχές πρόσδεσης της 

CaM πέραν της κύριας περιοχής (PB και PB extended), αυτή έγινε κυρίως βάσει 

βιβλιογραφικών δεδοµένων και προηγούµενης εργαστηριακής εµπειρίας. 

Συγκεκριµένα, τα PA και PD εντοπίζονται στην C-τελική περιοχή του υποδοχέα 

και ειδικά στην περιοχή διαφοροποίησης 1 µεταξύ των RyR1 και RyR2 (DR1), 

ενώ ειδικά το PD ανήκει στην περιοχή 4261-4286, η οποία έχει προταθεί ως 

πιθανή δευτευρεύουσα περιοχή πρόσδεσης της CaM [88, 110]. Η επιλογή του 

PC, το οποίο ανήκει επίσης στην C-τελική περιοχή του RyR2, βασίστηκε 

κυρίως σε πειράµατα που είχαν γίνει στο παρελθόν από την ερευνητική οµάδα 

του Καθηγητή F. Anthony Lai στο Πανεπιστήµιο Cardiff. Το γεγονός ότι τα PA 

και PD επιλέχθηκαν από την περιοχή διαφοροποίησης DR1 βασίζεται στον 

ακόλουθο συλλογισµό: δεδοµένου ότι η apoCaΜ δρα ως ενεργοποιητής του 

RyR1 και ως αναστολέας του RyR2 και δεδοµένου ότι η κύρια περιοχή 

πρόσδεσης στους RyR1 και RyR2 εµφανίζει υψηλή οµολογία  αµινοξικής 

αλληλουχίας στις δύο ισοµορφές του υποδοχέα, πιθανόν ο διαφορετικός 

τρόπος δράσης της apoCaM να οφείλεται  στην ύπαρξη µίας δεύτερης 

περιοχής πρόσδεσης που βρίσκεται σε περιοχή διαφοροποίησης των δύο 

ισοµορφών. Επιπλέον, όπως έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία, κατά την 

πρόσδεση του Ca2+ στην CaM, η CaM µετατοπίζεται προς το Ν-τελικό άκρο 

της κύριας θέσης πρόσδεσης κατά ~ 30 Å, µετατόπιση αρκετά µεγάλη για να 

συµβαίνει στην ίδια περιοχή πρόσδεσης (αυτή της κύριας) και αρκετά µικρή 

για να συµβαίνει σε περιοχή αρκετά αποµακρυσµένη από την κύρια περιοχή 
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πρόσδεσης της CaM. Για το λόγο αυτό, όλα τα υπό εξέταση πεπτίδια 

βρίσκονται στην C-τελική περιοχή του υποδοχέα, όπως και η κύρια περιοχή 

πρόσδεσης. Τέλος, τα PE, PF και PG αποτελούν υπο-περιοχές του PD, 

δίνοντας έµφαση στη περιοχή αυτή και εξετάζοντας την πιθανότητα κάποια 

από τα επί µέρους αυτά πεπτίδια να παρουσιάζουν ισχυρή πρόσδεση µε την 

CaM. Ειδικά το PF, χρησιµοποιήθηκε και υπό τη µορφή του παραγώγου 

CysPF ως αντιγόνο, µέσω της σύζευξής του µε την KLH, για την ανάπτυξη 

πολυκλωνικών αντισωµάτων.  

Για την αξιολόγηση της αλληλεπίδρασης της αγρίου τύπου CaM µε τα 

συνθετικά πεπτίδια που αποτελούν τµήµατα του RyR2, αναπτύχθηκαν τρεις 

µέθοδοι και συγκεκριµένα, η µέθοδος της συγκατακρήµνισης, µία 

τροποποιηµένη µορφή µεθόδου ELISA και η µέθοδος ITC. Τα PB και PB extended 

αλληλεπιδρούν µε την CaM και µε τις τρεις µεθόδους, επιβεβαιώνοντας ότι τα 

πεπτίδια αυτά αποτελούν την κύρια περιοχή πρόσδεσης της CaM στον RyR2. 

Τα PA και PC δεν φαίνεται να έχουν ούτε έµµεση επίδραση στην 

αλληλεπίδραση της CaM µε τον RyR2 σε πειράµατα συγκατακρήµνισης, ούτε 

άµεση αλληλεπίδραση µε την CaM σε πειράµατα ELISA και ITC. Αντίθετα, το 

PD φαίνεται να αλληλεπιδρά µε την CaM, σε µικρότερο βαθµό από τα PB και 

PB extended, σε πειράµατα ELISA και ITC, αποτέλεσµα που έρχεται σε 

συµφωνία µε την βιβλιογραφία για την εµπλοκή της ευρύτερης περιοχής 

4261-4286 ως πιθανής περιοχής πρόσδεσης της CaM, τόσο µε κλασσικές 

βιοχηµικές µεθόδους [88, 110], όσο και µε µεθόδους FRET [124] και ITC 

[125]. Επιπλέον, σε πειράµατα ITC, από όλα τα πεπτίδια που µελετήθηκαν, 

καλύτερη αλληλεπίδραση µε την CaM παρουσία Ca2+ φαίνεται να έχει το PF 

(4255-4271), το οποίο όπως ήδη αναφέρθηκε είναι τµήµα του PD, και µάλιστα 

αλληλεπιδρά ~ 6 φορές ισχυρότερα από ό,τι το PB extended, που βρίσκεται στην 

κύρια περιοχή πρόσδεσης της CaM. Ενδιαφέρον έχει το γεγονός ότι από την 

θερµική ανάλυση των αλληλεπιδράσεων της CaM µε τα συνθετικά πεπτίδια µε 

την µέθοδο ITC, οι αλληλεπιδράσεις των PB και PB extended µε την CaM είναι 

εξώθερµες, σε αντίθεση µε τις αντίστοιχες αλληλεπιδράσεις των PD και PF που 

είναι ενδόθερµες, υποδηλώνοντας έναν τελείως διαφορετικό µηχανισµό 

αλληλεπίδρασης µε την CaM για τις δύο αυτές ευρύτερες περιοχές του RyR2 

(αα 3581-3607 και 4255-4277). Σε πειράµατα ELISA, το PF, σε αντίθεση µε το  
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PD, δεν φαίνεται να αλληλεπιδρά µε την CaM. Ένας πιθανός λόγος είναι ότι το 

PF δεν φαίνεται να επιστρώνεται στα φρεάτια ELISA καθώς ο αντιορός 77(3) 

(αντιορός που αναπτύχθηκε έναντι του CysPF) δεν φαίνεται αναγνωρίζει τόσο 

την ακινητοποιηµένη µορφή του πεπτιδίου (πειράµατα τιτλοδότησης όσο την 

ελεύθερη µορφή του PF (πειράµατα εκτόπισης).  

Σχετικά µε την προσπάθεια ανάπτυξης πολυκλωνικών αντισωµάτων έναντι 

των PA, PC, PB και PF, αναπτύχθηκαν επιτυχώς οι αντιοροί 41Ν, 67Ν, 72Ν και 

77Ν, αντίστοιχα, ικανοί να αναγνωρίζουν τα αντίστοιχα συνθετικά πεπτίδια, 

όχι όµως και ολόκληρο το µόριο του RyR2. Κάποια από τα αντισώµατα αυτά 

αξιοποιήθηκαν σε πειράµατα τύπου ELISA για την µελέτη της 

αλληλεπίδρασης µεταξύ των αντίστοιχων πεπτιδίων του RyR2 µε την CaM, 

ενώ στο µέλλον µπορούν να αξιοποιηθούν για την αναγνώριση ευρύτερων 

περιοχών του RyR2, εκφρασµένων µε τη µορφή ανασυνδυασµένης 

πρωτεΐνης, συµβάλλοντας στην περαιτέρω µελέτη της αλληλεπίδρασης CaM-

RyR2. Επιπλέον, στο πλαίσιο της παρούσας διατριβής, έλαβε χώρα η 

σύνθεση πεπτιδίων που αποτελούν τµήµατα της C- τελικής περιοχής της CaM 

(P1 και P2), τα οποία χρησιµοποιήθηκαν ως αντιγόνα για την ανάπτυξη 

πολυκλωνικών αντισωµάτων ικανών να αναγνωρίζουν ολόκληρο το µόριο της 

CaM. Τα αντισώµατα αυτά (αντιοροί 76Ν) αξιοποιήθηκαν στην 

τροποποιηµένη µέθοδο ELISA για τη µελέτη της αλληλεπίδρασης CaM-RyR2 

καθώς αποτελούν ισχυρό εργαλείο αναγνώρισης της CaM. Με τον τρόπο αυτό 

µειώθηκε σηµαντικά το κόστος των πειραµάτων, στα οποία εµπλέκεται η 

χρήση αντισώµατος έναντι της CaM, καθώς τα πολυκλωνικά µας αντισώµατα 

αντικατέστησαν αντι-CaM αντισώµατα του εµπορίου, διαθέσιµα σε µικρές 

ποσότητες και σε υψηλό κόστος. 

Τέλος, στα πλαίσια της παρούσας διατριβής έγινε µία πρώτη προσέγγιση της 

µελέτης της αλληλεπίδρασης έξι µεταλλαγµένων µορφών της CaM (CaMD54I, 

CaMF90L, CaMD96V, CaMN98S, CaMD130G και CaMF142L), που σχετίζονται µε 

διάφορες µορφές διαταραχών της καρδιακής ρύθµισης [83, 150-152], µε τον 

RyR2. Δύο από τις µεταλλαγµένες µορφές της CaM (CaMD54I και CaMN98S) 

έχουν εµφανισθεί σε ασθενείς µε φαινότυπο ασθένειας CPVT, τρεις σε 

ασθενείς µε φαινότυπο LQTS (CaMD96V, CaMD130G και CaMF142L) και µία έχει 

συσχετισθεί µε φαινότυπο IVF (CaMF90L). Η αλληλεπίδραση της τελευταίας 
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(CaMF90L) µε τον RyR2 µελετήθηκε για πρώτη φορά από την ερευνητική µας 

οµάδα [165]. Σχεδόν όλες οι µεταλλάξεις αφορούν το γονίδιο CALM1 της CaM 

και µόνο η CaMD96V το γονίδιο CALM2, ενώ πρόσφατα βρέθηκε ότι η 

µετάλλαξη D130G αφορά στο γονίδιο CALM1 και στο γονίδιο CALM3 [195]. 

Οι δοµικές αλλαγές στις οποίες υπόκεινται οι παραπάνω µεταλλαγµένες 

µορφές της CaM καθώς και η ικανότητα να προσδένουν Ca2+ έχουν µελετηθεί 

πρόσφατα µε διάφορες µεθόδους [83, 150, 165, 166]. Βάσει φασµατοσκοπίας 

κυκλικού διχρωισµού (CD), δεν παρατηρούνται δοµικές αλλαγές στην 

τριτοταγή δοµή τους τόσο απουσία όσο και παρουσία Ca2+ [165, 166, 196]. Η 

µείωση της θερµικής σταθερότητας σε σχέση µε την αγρίου τύπου CaM 

(CaMWT) αποτελεί χαρακτηριστικό των περισσοτέρων υπό µελέτη 

µεταλλαγµένων µορφών της CaM. Επιπλέον, καµία µετάλλαξη της CaM δεν 

επηρεάζει την πρόσδεση του Ca2+ στον Ν-λοβό. Αντιθέτως, σχεδόν όλες οι 

µεταλλάξεις της CaM οδηγούν σε µείωση της πρόσδεσης του Ca2+ στον C-

λοβό, σε διαφορετικό βαθµό κάθε φορά, µε εξαίρεση την µετάλλαξη Ν54Ι, η 

οποία εντοπίζεται στην θηλιά µεταξύ των δοµικών µοτίβων EF-1 και -2 του Ν-

λοβού [83, 150-152, 164, 166, 196]. 

Στα καρδιακά κύτταρα, η CaM µπορεί να θεωρηθεί ως περιοριστικός 

παράγοντας στο µηχανισµό της σύζευξης διέγερσης-συστολής καθώς δρα σε 

µία σειρά πρωτεϊνών που αποτελούν µόρια-κλειδιά στον κύκλο αυτό, 

συµπεριλαµβανοµένων του RyR2, των τασεοελεγχόµενων διαύλων νατρίου 

και καλίου και του L-τύπου διαύλου ασβεστίου, µε τρόπο που οδηγεί σε 

µείωση του ρυθµού του µηχανισµού αυτού. Στην παρούσα διατριβή 

µελετήθηκε η επίδραση των έξι µεταλλαγµένων µορφών της CaM, σε σχέση 

µε την αγρίου τύπου (CaMWT), τόσο στην λειτουργικότητα του RyR2, µέσω 

πειραµάτων πρόσδεσης [3Η]ρυανοδίνης στον υποδοχέα, όσο και στην 

πρόσδεσή τους στον RyR2, µέσω πειραµάτων ανοσοκατακρήµνισης. Βάσει 

των αποτελεσµάτων αυτών φαίνεται να υπάρχει συσχέτιση µεταξύ της 

ικανότητας πρόσδεσης των µεταλλαγµένων µορφών της CaM στον RyR2 µε 

την επίδρασή τους στην λειτουργικότητα του RyR2. Πιο συγκεκριµένα, η 

CaMWT, ως αναστολέας του RyR2, έχει την ικανότητα να µειώνει σηµαντικά 

την πρόσδεση της [3H]ρυανοδίνης στον RyR2. Οι CaMN98S και CaMF142L 

παρουσιάζουν όµοια παρεµπόδιση στην πρόσδεση της [3H]ρυανοδίνης στον 
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RyR2, σε σχέση µε την CaMWT, ενώ δεν εµφανίζουν διαφορά στην πρόσδεσή 

τους µε τον RyR2, σε σχέση µε την CaMWT, και στις τρεις συγκεντρώσεις Ca2+ 

που µελετήθηκαν (0, 10 και 100 µΜ). Οι CaMF90L και CaMD130G χάνουν µέρος 

ή τελείως την ανασταλτική δράση της CaM, ενώ επίσης εµφανίζουν αισθητά 

µειωµένη πρόσδεση στον RyR2 σε σχέση µε την CaMWT. Αντιθέτως, οι 

CaMΝ54Ι και CaMD96V ενισχύουν την πρόσδεση της [3H]ρυανοδίνης στον RyR2, 

ενώ παράλληλα εµφανίζουν σηµαντικά ισχυρότερη πρόσδεση στον RyR2 από 

ό,τι η CaMWT. 

Η ισχυρή πρόσδεση της CPVT-σχετιζόµενης CaMΝ54Ι στον RyR2 καθώς και η 

ενίσχυση της ενεργότητας του RyR2 από την µεταλλαγµένη αυτή µορφή της 

CaM έρχεται σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα πρόσφατης έρευνας [164]. Σε 

ασυµφωνία µε την µελέτη αυτή είναι, ωστόσο, τα αποτελέσµατά µας σχετικά 

µε την CPVT-σχετιζόµενη CaMN98S, που δείχνουν παρόµοια συµπεριφορά της 

µεταλλαγµένης αυτής µορφής µε την CaMWT. Αντίθετα, η παραπάνω µελέτη 

της βιβλιογραφίας [164] δείχνει ισχυρότερη πρόσδεση της CaMN98S µε τον 

RyR2 σε σχέση µε την CaMWT και ενεργοποίηση του υποδοχέα, συνδέοντας 

τις CPVT-σχετιζόµενες µεταλλάξεις (CaMD54I και CaMN98S) µε ενεργοποίηση 

του RyR2. Το γεγονός ότι ο µηχανισµός αλληλεπίδρασης της CaMWT µε τον 

RyR2 δεν είναι πλήρως γνωστός δυσχεραίνει την εξαγωγή συµπερασµάτων 

σχετικά µε τον µηχανισµό που οδηγεί σε αύξηση της ενεργότητας του RyR2 

(αντίστροφη δράση από την φυσιολογική) από µεταλλαγµένες µορφές της 

CaM, που βάσει των αποτελεσµάτων της παρούσας διατριβής µπορεί να είναι 

είτε CPTV-σχετιζόµενες (CaMΝ54Ι), είτε LQTS-σχετιζόµενες (CaMD96V). Να 

σηµειωθεί ότι η apoCaM ενεργοποιεί άλλους ιοντικούς διαύλους, όπως τον 

δίαυλο Ca2+ τύπου L [197] και τους τασεοελεγχόµενους διαύλους νατρίου 

[159]. Πιθανόν, η παρατήρηση ότι οι µεταλλάξεις N54I και D96V της CaM 

µπορούν να ενεργοποιήσουν τον RyR2 να αποκαλύπτει έναν παρόµοιο, αν 

και άγνωστο µέχρι στιγµής, µηχανισµό ρύθµισης. Είναι επίσης πιθανόν, 

καθώς φαίνεται να υπάρχουν αρκετές πιθανές περιοχές πρόσδεσης της CaM 

στον RyR2, µέσω του C- και του N- λοβού, µία µεταλλαγµένη µορφή της CaM 

να προσδένεται άτυπα σε µία εναλλακτική περιοχή πρόσδεσης της CaM που 

προκαλεί ενεργοποίηση. 
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Από την άλλη πλευρά, οι LQTS-σχετιζόµενες µεταλλάξεις (N96V, D130G και 

F142L) φαίνεται να επιδρούν διαφορετικά στην πρόσδεση των αντίστοιχων, 

µεταλλαγµένων µορφών της CaM στον RyR2 και στην ενεργότητα του 

υποδοχέα, αφού, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής, η 

N96V µετάλλαξη οδηγεί σε ενίσχυση της ενεργότητας, η µετάλλαξη D130G σε 

απώλεια της ενεργότητας και η µετάλλαξη F142L δεν φαίνεται να οδηγεί σε 

διαφορετική επίδραση στην ενεργότητα του υποδοχέα, σε σχέση µε την 

CaMWT. Σε κάθε περίπτωση, οποιαδήποτε επίδραση των N96V, D130G και 

F142L στην ενεργότητα του RyR2 in vitro δεν υποδηλώνει ότι η δυσλειτουργία 

του RyR2 µπορεί να προκαλέσει in vivo LQTS, φαινότυπο ασθένειας που 

συνδέεται µε δυσλειτουργία των διαύλων καλίου (KCNQ1 και 2) και νατρίου 

(SCN5A) [154-156]. Αντίθετα, υποδηλώνει ότι µέσα στο πολύπλοκο κυτταρικό 

περιβάλλον, οποιαδήποτε επίδραση στον RyR2 µπορεί να είναι 

δευτερεύουσας σηµασίας και να επισκιάζεται από µία µεγαλύτερη επίδραση 

των µεταλλαγµένων αυτών µορφών της CaM στην ρύθµιση άλλων 

συµπλεγµάτων, µε ιοντικούς διαύλους πέραν του RyR2. 

Περαιτέρω µελέτη της αλληλεπίδρασης µεταλλαγµένων µορφών της CaM και 

του RyR2, µε την αξιοποίηση των συµπερασµάτων και µε τη βοήθεια των 

µοριακών εργαλείων και των τεχνικών που αναπτύχθηκαν στο πλαίσιο της 

παρούσας διατριβής, θα ενισχύσει την κατανόηση των µηχανισµών που 

σχετίζονται µε την εµφάνιση διαταραχών της καρδιακής λειτουργίας. 

Απώτερος στόχος των σχετικών µελετών θα είναι, µεταξύ άλλων, η ανάδειξη  

νέων θεραπευτικών προσεγγίσεων για την αντιµετώπιση καρδιαγγειακών 

νοσηµάτων. 
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Δ. ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 

αα Αµινοξική αλληλουχία 

ABTS 2,2’-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) 

ATP Adenosin triphosphate 

BSA Bovine Serum Albumin 

CaM Calmodulin 

CaMBD Calmodulin-binding domain 

CaMBP Calmodulin-binding peptide 

CaMKII Calmodulin-dependent protein kinase II 

CaMLD Calmodulin-like domain 

CD Cluster of differentiation 

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonate hydrate 

CICR Ca2+-επαγόµενη απελευθέρωση Ca2+  

CPVT Catecholaminergic polymorphic ventricular 
tachycardia 

Cryo-EM Cryo-electron microscopy 

CSQ Calsequestrin 

CY Cytoplasmic  

DCM Dichloromethane 

DHPRs Dihydropyridine receptors 

dH2O Distilled water 

DIC N,N’-diisopropylcarbodiimide 
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DIEA Diisopropylethylamine 

DMF N,N’-dimethylformamide 

DTT Dithiothreitol 

ECC Excitation-contraction coupling 

EDTA Ethylenediaminetetra Acetate 

EGTA Ethylene glycol tetraacetic acid 

EF Elongation Factor 

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

ESI-MS ElectroSpray Ionization-Mass Spectrometry 

Fmoc 9-fluorenylmethoxycarbonyl 

FRET Fluorescence resonance energy transfer 

GST Glutathione-5-transferase 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid  

HIS Histidine 

HOBt 1-hydroxybenzotriazole 

HRP Horseradish peroxidase 

Ig Immunoglobulins 

IP Immunoprecipitation 

IP3R Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor 

IPTG Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

IVF Idiopathic ventricular fibrillation 
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KLH Keyhole limpet hemocyanin 

LQTS Long-QT syndrome 

MBS Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester 

MWCO Molecular weight cut off 

MW Molecular weight 

NCX Sodium-calcium exchanger 

NMR Nuclear magnetic resonance 

NTA Nitrilotriacetic acid 

NTD N-terminal domains 

NusA N-utilization substrance A 

PCR Polymerase chain reaction 

PKA Protein kinase Α 

PVDF Polyvinylidene fluoride 

RP-HPLC Reversed-phase high performance liquid 
chromatography 

rpm Revolutions per minute 

RyRs Ryanodine receptors 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis 

SERCA Sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase 

SPPS Solid-phase peptide synthesis 

SR Sarcoplasmic reticulum 
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Sulfo-SMCC sulfo-succinimidyl 4-[N-
maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate) 

TAE Tris-acetate-EDTA 

TBS Tert-butyldimethylsilyl 

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylenediamine 

TEV Tabacco etch virus 

TFA Trifluoroacetic acid 

TIS Triisopropyl-silane 

ΤΜ Transmembrane 

Trx Thioredoxin 

UV Ultraviolet 
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