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αυτής.   

Θερμά ευχαριστώ οφείλω στον Καθηγητή Εμμανουήλ Φραγκούλη για τις 

πολύτιμες συμβουλές του και τις εύστοχες υποδείξεις του, καθ’όλη τη διάρκεια της 

εκπόνησης της παρούσας διατριβής. 

Ιδιαίτερες ευχαριστίες οφείλω και στον Αναπληρωτή Καθηγητή Διαμάντη 

Σίδερη για τη συμπαράσταση, το ενδιαφέρον και την άμεση ανταπόκριση κάθε φορά 

που χρειαζόμουν τη βοήθειά του, καθώς και σε όλους τους Καθηγητές-μέλη της 

εξεταστικής επιτροπής.       

Θα ήθελα ακόμα να ευχαριστήσω τους μεταπτυχιακούς και διπλωματικούς 

φοιτητές που πέρασαν από την Ερευνητική Μονάδα Ι και μοιραστήκαμε κοινές 

όμορφες στιγμές και ανησυχίες, ιδιαίτερα την Αλίκη Βασιλείου, τη Μίκα Βερούλη, την 

Ιωάννα Κοκκίνου και την Ιωάννα Σουρβίνου. Επίσης, ευχαριστώ όλους τους 

συναδέλφους και τα μέλη του Τομέα για τη συμπαράσταση και συνεργασία τους, 

ιδιαίτερα τον Χρήστο Κοντό. 

Τέλος, απέραντη ευγνωμοσύνη και θερμό ευχαριστώ χρωστώ στα μέλη της 

οικογένειάς μου· στους γονείς μου Γιάννη και Αγγελική, στα αδέλφια μου Βασίλη και 

Γιώργο και στον σύντροφο της ζωής μου Τόλη, καθώς η αγάπη τους, η ηθική και 
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οικονομική υποστήριξή τους με βοήθησαν να ολοκληρώσω τη διδακτορική διατριβή 

μου. 
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 
α-MDH: L-3-(3,4 dihydroxyphenyl)-2-hydrazine-methylpropionic acid, L-3-(3,4 

διυδροξυφαινυλ)-2-υδραζιν-μεθυλπροπιονικό οξύ  

Ντοπαμίνη: 3,4-dihydroxy phenethylamine, 3-hydroxytyramine, 2-(3,4-διυδροξυ-

φαινυλ)-αιθυλαμίνη  

ΚΝΣ: Κεντρικό Νευρικό Σύστημα 

20-ΟΗ-εκδυσόνη: 20-hydroxy ecdysone, 20-υδροξυ-εκδυσόνη 

5-HT: 5-hydroxy-tryptamine, 5-υδροξυ-τρυπταμίνη ή serotonin, σεροτονίνη  

8-Bromo cAMP: 8-bromoadenosine 3’-5’-cyclic monophosphate, 8-βρωμο 3’-5’- 

κυκλική μονοφωσφορική αδενοσίνη  

AMD: 2-methyl-3-(3,4-dihydroxyphenyl)-L-alanine, α-μεθυλ-dopa  

APP: Amyloid Precursor Protein, πρόδρομη πρωτεΐνη του αμυλοειδούς  

APS: ammonium persulphate, υπερθειικό αμμώνιο  

APS I: autoimmune polyendocrine syndrome type I, αυτοάνοσο πολυενδοκρινικό 

σύνδρομο τύπου Ι  

APUD system: Amine Precursor Uptake and Decarboxylation system, σύστημα 

Πρόσληψης και Αποκαρβοξυλίωσης Πρόδρομων Αμινών  

ATP: adenosine triphosphate, τριφωσφορική αδενοσίνη  

BCIP: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, p-toluidine salt, 5-βρωμο-4-χλωρο-3-

ινδολυλ-φωσφορικό μετά της τολουϊδίνης άλας  

Bis: N,N’-methylene-bis-acrylamide, Ν,Ν’–μεθυλένιο-δις-ακρυλαμίδη  

BPAD: bipolar affective disorder, διπολική συναισθηματική διαταραχή  

BR-C: broad complex, ευρύ σύμπλοκο  

BSA: bovine serum albumin, αλβουμίνη ορού βοός  

Ca-CM PK II: calcium-calmodulin-dependent protein kinase II, πρωτεϊνική κινάση ΙΙ 

εξαρτώμενη από ασβέστιο-καλμοδουλίνη  

cAMP: cyclic adenosine monophosphate, κυκλική μονοφωσφορική αδενοσίνη  

carbidopa: α-methyl-dopahydrazine, καρβιντόπα, α-μεθυλ-dopa υδραζίνη  

cDNA: complementary DNA, συμπληρωματικό DNA  

CNTF: ciliary neurotrophic factor, ακτινωτός νευροτροφικός παράγοντας  

COMT: catechol-O-methyltransferase, κατεχολο-μεθυλτρανσφεράση 

cpm: counts per minute, κρούσεις ανά λεπτό  

DBH: dopamine β-hydroxylase, β-υδροξυλάση της ντοπαμίνης  
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DDC: L-Dopa decarboxylase, L-Dopa αποκαρβοξυλάση  

DDC442: L-Dopa αποκαρβοξυλάση που αποτελείται από 442 αμινοξέα  

DDC480: L-Dopa αποκαρβοξυλάση που αποτελείται από 480 αμινοξέα  

DMF: dimethylformamide, διμεθυλοφορμαμίδιο  

DMSO: dimethyl sulfoxide 

dNTPs: deoxynucleotide triphosphates, τριφωσφορικά νουκλεοτίδια 

DTT: dithiothreitol, διθειοθρεϊτόλη  

EDTA: ethylenediamine-tetra-acetic acid, αιθυλενο-διαμινο-τετραοξικό οξύ  

EGF: epidermal growth factor, επιδερμικός αυξητικός παράγοντας  

GAD: glutamic acid decarboxylase, αποκαρβοξυλάση του γλουταμινικού οξέος  

G-PI: glycosyl-phosphatidyl-inositol, γλυκοσυλ-φωσφατιδυλ-ινοσιτόλη  

HNF-1: hepatocyte nuclear factor 1, ηπατοκυτταρικός πυρηνικός παράγοντας Ι  

HNF-3: winged helix hepatocyte nuclear factor 3 

HPLC: high performance liquid chromatography, υγρή χρωματογραφία υψηλής πίεσης  

Ig: immunoglobulin, ανοσοσφαιρίνη 

IL1β: interleukin 1β, ιντερλευκίνη 1β 

IP: immunoprecipitation, ανοσοκατακρήμνιση 

IPTG: isopropyl β-D-thiogalactopyranoside, ισοπροπυλ-θειο-γαλακτοσίδιο  

L-5-HTP: L-5-hydroxytryptophan, L-5-υδροξυτρυπτοφάνη  

L-Dopa: L-3,4-dihydroxyphenyl-alanine, L-3,4 διυδροξυ-φαινυλ-αλανίνη  

LIF: leukemia inhibitory factor, παράγοντας αναστολής της λευχαιμίας  

MAO: monoamine oxidase, μονοαμινική οξειδάση   

MFMD: α-monofluoromethyldopa, α-μονο-φλουορο-μέθυλ-Dopa  

mRNA: messenger RNA, μήνυμα RNA  

NBT: nitro blue tetrazolium chloride, 2H-(Tetrazolium,3,3'- (3,3'-dimethoxy (1,1'-

biphenyl)- 4,4'-diyl) bis (4-nitrophenyl)-5- (phenyl-, dichloride), 2,2’-δι-νιτροφαινυλ-

5,5’-διφαινυλ-3,3’-[3,3’-διμεθοξυ-4,4’διφαινυλεν-χλωριούχο] τετραζόλιο  

NGF: nervous growth factor, νευρικός αυξητικός παράγοντας  

NP-40: nonident P-40   

NPAGE: native PAGE, ηλεκτροφόρηση σε μη αποδιατακτικές συνθήκες 

NSD-1015: 3-hydroxybenzylhydrazine, 3-υδροξυ-βενζυλ-υδραζίνη  

PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis, ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

πολυακρυλαμίδης 

PBS: phosphate buffered saline, ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών  

http://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&sqi=2&ved=0CFMQFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.promega.com%2Fproducts%2Fpcr%2Froutine-pcr%2Fdeoxynucleotide-triphosphates-_dntps_%2F&ei=5L2BT_C-DZGyhAfdi72eBw&usg=AFQjCNGzUIqUEVoei6-_sczTocL7xNs9Kw&sig2=ugirObv2KsgIGKCucVIifA
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PCR: polymerase chain reaction, αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης  

PE: phenyl ethylamine, φαινυλαιθυλαμίνη  

ΡΕΤ: Ρositron Εmission Τomography, Τομογραφία Εκπομπής Ποζιτρονίων  

PGE2: prostaglandin E2, προσταγλανδίνη Ε2  
PIPES: 1,4-piperazine diethane sulfonic acid 

PI-PLC: phosphatidylinositol-specific phospholipase, ειδική για  την φωσφατιδυλ-

ινοσιτόλη φωσφολιπάση C  

PKA: cAMP-dependent protein kinase, πρωτεϊνική κινάση εξαρτώμενη από cAMP  

PKC: protein kinase C, πρωτεϊνική κινάση C  

PLC: phosphatidylcholine cholinephosphohydrolase, φωσφολιπάση C  

PLP: 5-pyridoxal phosphate, 5-φωσφορική πυριδοξάλη  

PMA: phorbol 12-myristate 13-acetate, φορβολ 12-μυριστικό 13-οξικό  

PNMT: phenylethanolamine N-methyltransferase, φαινυλαιθανολαμιν–Ν–μέθυλο–

τρανφεράση   

PDNECs: poorly differentiated neuroendocrine carcinomas, νευροενδοκρινή 

καρκινώματα χαμηλής διαφοροποίησης 

POPOP: 1,4-bis-[5-phenyl-2-oxazolyl]benzene, 1,4-δισ-[2-(5-φαινυλ)-οξαζολυλο]-

βενζόλιο  

ppm: part per million 

PPO: 2,5-diphenyl oxazole, 2,5-διφαινυλοξαζόλη  

PQQ: Pyrroloquinoline quinone,  πυρρολο-κινολίνη κινόνη  

PS: phospatidyl serine, φωσφατιδυλοσερίνη 

RCM protein: reduced and carboxymethylated protein, αποδιαταγμένη και 

καρβοξυμεθυλιωμένη πρωτεΐνη 

rpm: revolutions per minute, στροφές ανά λεπτό  

RT-PCR: Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction, αντίδραση της 

αντίστροφης μεταγραφής του RNA-αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

SCLC: small cell lung carcinoma, μικροκυτταρικό καρκίνωμα του πνεύμονα  

SDS: sodium dodecyl sulfate, θειικό δωδεκυλικό νάτριο  

TCA: trichloroacetic acid, τριχλωροξεικό οξύ  

TEMED: N,N,N’,N’-tetramethylethylene- diamine, Ν,Ν,Ν’,Ν’-τετραμεθυλ-

αμινομεθάνιο  

TH: tyrosine hydroxylase, υδροξυλάση της τυροσίνης  

Tris: Tris(hydroxymethyl)aminomethane, τρις-(υδροξυμεθυλο)-αμινομεθάνιο  

http://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CFoQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPyrroloquinoline_quinone&ei=EYfPT-feE8SBhQfh87juCw&usg=AFQjCNG73BLdMyg_4dEVhtS1rzxNPOnkCg&sig2=hn8qBDBy74femoW3DUhbJA
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Triton X-100: iso-octylphenoxypolyethoxyethanol, ισο-οκτυλοφαινοξυ-πολυαιθοξυ-

αιθανόλη 

Triton X-114: octylphenoxypolyethoxyethanol, οκτυλοφαινοξυ-πολυαιθοξυ-αιθανόλη  

Tween-20: polyoxyethylen-sorbitan-monolaurate, πολυοξυαιθυλεν-σορβιτο-

μονολαουρικό  

UTR: untranslated region, μη μεταφραζόμενη περιοχή  

X-gal: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside, 5-βρωμο-4-χλωρο-3-ιωδολυλ-β-D-

γαλακτοσίδιο  
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ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ 
1. Διάλυμα κατεργασίας δειγμάτων για SDS-PAGE 1x (Διάλυμα Φόρτωσης) 

10 mM Tris-βάση 

10 % (κ.ο) γλυκερόλη 

2 % (κ.β) SDS 

5 % (κ.ο) β-μερκαπταιθανόλη 

0,002 % χρωστική Bromophenol blue 

 

2. Πήκτωμα διαχωρισμού SDS-PAGE (Separating Gel Buffer) 

0,375 M Tris-HCl, pH 8,8 

0,1 % (κ.β.) SDS 

0,1 % (κ.β.) APS 

0,04 % (κ.ο.) Temed 

 

3. Πήκτωμα συμπύκνωσης SDS-PAGE (Stacking Gel Buffer) 

0,125 Μ Tris- HCl, pH 6,8 

0,1 % (κ.β.) SDS 

0,1 % (κ.β.) APS 

0,1 % (κ.ο.) Temed 

 

4. Διάλυμα ηλεκτροδίων SDS-PAGE (Running Buffer) 

25 mM Tris-HCl, pH 8,3 

0,192 M γλυκίνη 

0,1 % (κ.β.) SDS 

 

5. Διάλυμα ηλεκτροφορητικής μεταφοράς (Transfer Buffer) 

48 mM Tris-HCl, pH 9,2 

39 mM γλυκίνη 

20 % (κ.ο.) μεθανόλη 

3,75 % (κ.β.) SDS 
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6. Διάλυμα χρώσης Ponceau S 

0,5 % (κ.β.) Ponceau S 

5 % TCA 

 

7. Διάλυμα πλύσεων ηλεκτροφορητικής μεταφοράς (TNT) 

10 mM Tris-HCl, pH 8,0 

150 mM NaCl 

0,05 % (κ.β.) Tween 20 

 

8. Διάλυμα κορεσμού ηλεκτροφορητικής μεταφοράς (Blocking Solution) 

1 % (κ.β.) BSA  

10 mM Tris-HCl, pH 8,0 

150 mM NaCl 

0,05 % (κ.β.) Tween 20 

 

9. Διάλυμα ανάπτυξης ανοσοαντίδρασης (Alkaline Phosphatase Buffer) 

100 mM Tris-HCl, pH 9,5 

100 mM NaCl 

5 mM MgCl2 

 

10. Διάλυμα χρωματικής ανοσοαντίδρασης (Development Buffer) 

100 mM Tris-HCl, pH 9,5 

100 mM NaCl 

5 mM MgCl2 

0,033 % (κ.β.) NBT 

0,0165 % (κ.β.) BCIP 

 

11. Αντιδραστήριο Pauly  

0,3 % νινυδρίνη σε ακετόνη  
 

12. Υγρός Σπινθηριστής 

0,5 % (κ.β.) ΡΡΟ 

0,02 % (κ.β.) ΡΟΡΟΡ  

σε τολουόλιο 
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13. Διάλυμα Bradford  

0,01 % (κ.β.) Coomassie Brillant Blue G-250 

4,7 % (κ.ο) αιθανόλη 

8,5 % (κ.ο) ορθοφωσφορικό οξύ 

 

14. Θρεπτικό μέσο καλλιέργειας 

89 % DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)  

10 % FBS (Eμβρυϊκός Oρός Bοός) 

1 % μίγμα αντιβιοτικών (10.000 units πενικιλίνης/ στρεπτομυκίνης) 

 

15. PBS (1x) (Phosphate Buffered Saline) 

0,137 M NaCl  

3,2 mM KCl 

1,5 mM KH2PO4 

10 mM Na2HPO4 x 2H2O  

 

16. Διάλυμα παγώματος κυττάρων (Freezing Medium) 

90 % FBS 

10 % DMSO 

 

17. Διάλυμα ομογενοποίησης πλακούντα 

10 mM Να2HPO4-NaH2PO4, pH 6,5 

 

18. Διάλυμα για θερμοεπαγώμενο διαχωρισμό πρωτεϊνών με Triton X-114 

0,375 M Tris-HCl, pH 8,8 

 

19. Διάλυμα ανοσοκατακρήμνισης PBS (1x) (Phosphate Buffered Saline) 

20 mM NaH2PO4 

150 mM NaCl 

pH 7,5  

 

20. Διάλυμα  1 M Tris-HCl pH 8,0 

 

21. Διάλυμα  0,2 M βορικού- NaOH pH 8,6 
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22. Διάλυμα  0,2 M Τριεθανολαμίνης-HCl pH 8,2 

 

23. Διάλυμα  0,2 M Αιθανολαμίνης-HCl pH 8,2 

 

24. Διάλυμα  0,2 Μ Γλυκίνης-HCl pH 2,5 

 

25. Διάλυμα πρόσδεσης σφαιριδίων (Binding Buffer) 

20 mM HEPES 

0,15 M NaCl 

 

26. Διάλυμα ανοσοκατακρήμνισης TBS (x10 )   

0,2 M Tris-ΗCl, pH 7,5 

 

27. Διάλυμα κατεργασίας δειγμάτων για NPAGE 1x (Non-Denaturating Loading 

Buffer) 

62,5 mM Tris-βάση, pH 6,8 

10 % (κ.ο) γλυκερόλη 

0,01 % (κ.β.) χρωστική Bromophenol blue 

 

28. Ρυθμιστικό διάλυμα αντίστροφης μεταγραφάσης 1x (RT buffer)  

500 mM Tris-HCl, pH 8,3 

500 mM KCl 

30 mM MgCl2 

50 mM DTT 

 

29. Ρυθμιστικό Διάλυμα Taq DNA πολυμεράσης 

67 mM Tris-HCl, pH 8,8 

16,6 mM (NH4)2SO4 

0,01 % Tween 20 

 

30. Διάλυμα ηλεκτροδίων για DNA ηλεκτροφόρηση (TBE) 

44 mM Tris base 

44 mM boric acid 

10 mM EDTA pH 8,0 
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31. Διάλυμα διαχωρισμού DNA (Agarose Gel) 

1,5 % αγαρόζη  

44 mM Tris base 

44 mM boric acid 

10 mM EDTA pH 8,0 

 

32. Διάλυμα κατεργασίας δειγμάτων DNA (Loading Dye Solution) 

10 mM Tris-HCl pH 7,6 

0.03 % bromophenol blue 

0.03 % xylene cyanol FF 

60 % glycerol 

60 mM EDTA 
 

33. Υγρό Θρεπτικό Υλικό LB 

1 % (κ.β.) NaCl  

1 % (κ.β.) τρυπτόνη (bacto- trypton) 

0,5 % (κ.β.) εκχύλισμα ζύμης (yeast extract) 

pH 7,3 -7,5 με NaOH 

 

34. Διάλυμα ΤΒ για παρασκευή δεκτικών κυττάρων  

10 mM HEPES pH 6,7 

15 mM CaCl2 
250 mM KCl 

Ρύθμιση pH 6,7 με KOH 

Προσθήκη 55 mM MnCl2 και φιλτράρισμα διαλύματος 
 

35. Ρυθμιστικό Διάλυμα PCR 1x 

10 mM Tris-HCl, pH 8,3  

50 mM KCl  

2,5 mM MgCl2 

0.001 % ζελατίνη 

 

 

 



    
  20 
 
 
 

36. Ρυθμιστικό Διάλυμα αλάτων για ανασυνδυασμό (ligation) 

1,2 M NaCl  

0,06 M MgCl 

 

37. Στερεό Θρεπτικό Υλικό LB σε τρυβλία  Petri 

1 % (κ.β.) NaCl  

1 % (κ.ο.) τρυπτόνη (bacto- trypton) 

0,5 % (κ.ο.) εκχύλισμα ζύμης (yeast extract) 

pH 7,3 -7,5 με NaOH 

1,5 % άγαρ 

 

38. Ρυθμιστικό Διάλυμα περιοριστικών ενζύμων 10x (Buffer Tango) 

0,33 Μ Tris-acetate, pH 7,9   

0,1 M Mg(CH3COO)2 

0,66 M CH3COΟK 

1 mg/ml BSA 

 

39. Ρυθμιστικό Διάλυμα Τ4 DNA λιγάσης 

0,5 M Tris-HCl 

0,1 M MgCl2 

10 mM ATP 

0,1 M Dithiothreitol  

 

40. Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροδιάτρησης (Electroporation Buffer) 

137 mM NaCl 

5 mM KCl 

0,5 mM Na2HPO4 

2,1 mM Hepes 

pH 7,1  

Φιλτράρισμα 

 

 

 

 



    
  21 
 
 
 

41. Θρεπτικό μέσο επιλογής επιμολυσμένων κυτταρικών κλώνων 

89 % DMEM  

10 % FBS (εμβρυϊκός ορός βοός) 

1 % μίγμα αντιβιοτικών (10.000 units πενικιλίνης/ στρεπτομυκίνης) 

800 μg/ml G418 sulfate 

 

42. Θρεπτικό μέσο ανάπτυξης επιμολυσμένων κυτταρικών κλώνων 

89 % DMEM  

10 % FBS (εμβρυϊκός ορός βοός) 

1 % μίγμα αντιβιοτικών (10.000 units πενικιλίνης/ στρεπτομυκίνης) 

200 μg/ml G418 sulfate 

 

43. SOC Broth 

2 % (κ.β.) τρυπτόνη (bacto-trypton) 

0,5 % (κ.β.) εκχύλισμα ζύμης (yeast extract) 

10 mM NaCl 

2,5 mM ΚCl 

10 mM MgCl2 

20 mΜ γλυκόζη 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1: ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Γενικά 

Το ένζυμο L-3,4 διυδροξυ-φαινυλ-αλανίνη αποκαρβοξυλάση (L-Dopa 

αποκαρβοξυλάση, L-Dopa decarboxylase ή DDC, EC 4.1.1.26) αρχικά εντοπίστηκε σε 

νεφρό θηλαστικού και αποτέλεσε το πρώτο ένζυμο που μελετήθηκε στο βιοχημικό 

μονοπάτι της βιοσύνθεσης των κατεχολαμινών στα θηλαστικά (Holtz et al., 1938). 

Η μεταβολική αυτή οδός αυτή περιλαμβάνει: α) υδροξυλίωση της τυροσίνης σε 

L-3,4 διυδροξυ-φαινυλ-αλανίνη (L-Dopa) από το ένζυμο υδροξυλάση της τυροσίνης 

(Τyrosine Ηydroxylase ή TH) που είναι το καθοριστικό ένζυμο (rate-limiting) στο 

μεταβολικό μονοπάτι σύνθεσης της ντοπαμίνης, β) αποκαρβοξυλίωση της L-3,4 

διυδροξυ-φαινυλ-αλανίνη σε ντοπαμίνη από την αποκαρβοξυλάση της L-Dopa (L-Dopa 

Decarboxylase ή DDC), γ) υδροξυλίωση της ντοπαμίνης σε νορεπινεφρίνη (ή 

νοραδρεναλίνη) από την β-υδροξυλάση της ντοπαμίνης (Dopamine β-hydroxylase ή 

DBH) και δ) μετατροπή της νορεπινεφρίνης σε επινεφρίνη (ή αδρεναλίνη) από το 

ένζυμο φαινυλαιθανολαμιν–Ν–μέθυλο–τρανφεράση (phenylethanolamine N-

methyltransferase ή PNMT) (Εικόνα 1.1). Η ντοπαμίνη, η νορεπινεφρίνη και η 

επινεφρίνη ανήκουν χημικά στις κατεχολαμίνες.  

 
Εικόνα 1.1: Μεταβολική οδός σύνθεσης των κατεχολαμινών 

Πρόδρομος των κατεχολαμινών είναι η L-Τυροσίνη. Η πρώτη αντίδραση καταλύεται από την 

υδροξυλάση της τυροσίνης (TH). Η L-Dopa που προκύπτει αποκαρβοξυλιώνεται από την 

αποκαρβοξυλάση της L-Dopa παράγοντας ντοπαμίνη η οποία οξειδώνεται σε νοραδρεναλίνη (DBH, β-

υδροξυλάση της ντοπαμίνης). Τέλος, η Ν-μεθυλοτρανσφεράση της νοραδρεναλίνης (PNMT) μετατρέπει 

την νοραδρεναλίνη σε L-αδρεναλίνη.  



    
  23 
 
 
 

Το ίδιο ένζυμο υποστηρίζεται ότι συμμετέχει και στη βιοσύνθεση της 5-υδροξυ-

τρυπταμίνης (ή σεροτονίνης, serotonin ή 5-HT) (Christenson et al., 1970; Ichinose et 

al., 1985; Lancaster and Sourkes, 1972; Lovenberg et al., 1962). Η μεταβολική αυτή 

οδός περιλαμβάνει: α) υδροξυλίωση της τρυπτοφάνης σε 5-υδροξυ-τρυπτοφάνη από το 

ένζυμο υδροξυλάση της τρυπτοφάνης (Tryptophan Hydroxylase) και β) 

αποκαρβοξυλίωση της 5-υδροξυ-τρυπτοφάνης σε 5-υδροξυ-τρυπταμίνη από το ένζυμο 

L-Dopa  αποκαρβοξυλάση (Εικόνα 1.2). 

 

 
Εικόνα 1.2: Μεταβολική οδός σύνθεσης της σεροτονίνης (5-ΗΤ) 

Η τρυπτοφάνη μετατρέπεται σε 5-υδροξυ-τρυπτοφάνη από το ένζυμο υδροξυλάση της τρυπτοφάνης, η 

οποία με τη σειρά της αποκαρβοξυλιώνεται από την αποκαρβοξυλάση της L-Dopa παράγοντας 

σεροτονίνη. 

 

Στα θηλαστικά, το ένζυμο που αποκαρβοξυλιώνει την L-Dopa θεωρείται 

επιπλέον το μόνο ένζυμο που εμπλέκεται στην παραγωγή αμινών, μέσω της 

αποκαρβοξυλίωσης των αρωματικών L-αμινοξέων, L-φαινυλαλανίνη, L-τυροσίνη και 

L-τρυπτοφάνη. Οι παραγόμενες αμίνες («αμίνες ίχνη», trace amines) θεωρούνται 

ενδογενείς παράγοντες ρύθμισης της νευροδιαβιβαστικής λειτουργίας του κεντρικού 

νευρικού συστήματος (ΚΝΣ) (Dyck and Dewar, 1986; Jones and Boulton, 1980; Juorio 

and Paterson, 1990; Paterson et al., 1990).  

Η DDC θεωρείται ότι συμμετέχει, επίσης, στη διαδικασία σκλήρυνσης του 

επιδερμιδίου των εντόμων. Το βιοχημικό αυτό μονοπάτι συνίσταται από την 

υδροξυλίωση της τυροσίνης σε L-Dopa, την αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa σε 

ντοπαμίνη και την ακετυλίωση της ντοπαμίνης σε Ν-ακετυλο-ντοπαμίνη, η οποία 

συμμετέχει στην παραγωγή μεταβολικών παραγόντων υπεύθυνων για τη σκλήρυνση 

του επιδερμιδίου των εντόμων (Sekeris and Karlson, 1962).    

Η DDC φαίνεται να παίρνει μέρος και στη διαδικασία της χρώσης των φτερών 

των λεπιδοπτέρων (Ishizaki and Umebachi, 1988; Ishizaki and Umebachi, 1990; Koch 
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et al., 1998). Η παραγόμενη ντοπαμίνη φαίνεται ότι συμμετέχει συγχρόνως σε δύο 

βιοχημικά μονοπάτια. Από το ένα βιοχημικό μονοπάτι παράγεται μελανίνη, μέσω της 

κινόνης της ντοπαμίνης, η οποία είναι η χρωστική που ευθύνεται για το μαύρο χρώμα, 

ενώ στο άλλο βιοχημικό μονοπάτι η ντοπαμίνη μετατρέπεται σε Ν-β-αλανυλ-ντοπαμίνη 

με τη βοήθεια της Ν-αλανυλ-τρανφεράσης, παράγοντας τη χρωστική που ευθύνεται για 

το κίτρινο χρώμα στο χρωματικό πρότυπο των φτερών των λεπιδοπτέρων (Koch et al., 

1998).      

  

1.2 Παρουσία και ρόλος της DDC στα έντομα 

Η DDC έχει μελετηθεί σε πληθώρα εντόμων, όπως τα ολομετάβολα έντομα 

Calliphora vicina, Drosophila melanogaster και Ceratitis capitata, το κουνούπι Aedes 

aegypti και το λεπιδόπτερο Manduca sexta.  

Για τη διαμόρφωση του επιδερμιδίου απαιτείται η δράση ενός μεγάλου αριθμού 

ενζύμων, μεταξύ των οποίων είναι και το ένζυμο L-Dopa αποκαρβοξυλάση. Το 

ενδιαφέρον για τη μελέτη του ενζύμου L-Dopa αποκαρβοξυλάση στα έντομα προέκυψε 

μετά από τη διατύπωση της υπόθεσης ότι η Ν-ακετυλο-ντοπαμίνη ενδεχομένως 

αποτελεί τον παράγοντα που είναι υπεύθυνος για τη σκλήρυνση και το μελανισμό του 

επιδερμιδίου της λευκής νύμφης του εντόμου Calliphora vicina (Karlson and Sekeris, 

1962; Karlson et al., 1962; Sekeris and Karlson, 1962).  

Εκτός από το επιδερμίδιο, η DDC εντοπίζεται και στο νευρικό σύστημα των 

εντόμων (Dewhurst et al., 1972; Livingstone and Tempel, 1983), όπου θεωρείται ότι 

συμμετέχει στη διαδικασία παραγωγής μονοάμινο νευροδιαβιβαστών. Μεταλλάξεις στο 

γονίδιο της DDC έδειξαν την εμπλοκή του ενζύμου στις διαδικασίες μνήμης και 

μάθησης (Tempel et al., 1984). Το ένζυμο φαίνεται να συμμετέχει, επίσης, και σε μία 

σειρά από άλλες διαδικασίες, όπως την ωρίμανση των ωοθυλακίων του εντόμου Aedes 

aegypti (Fuchs and Schlaeger, 1973), ενώ υπάρχουν ενδείξεις ότι η DDC εμπλέκεται 

και στο μηχανισμό άμυνας των εντόμων έναντι των παρασίτων. Η χημική ένωση η 

οποία παράγεται για το σκοπό αυτό είναι η ευ-μελανίνη, που προέρχεται από την 

τυροσίνη (Nappi et al., 1987). 

 

1.3 Παρουσία και ρόλος της DDC στα θηλαστικά 

Στα θηλαστικά, η DDC εντοπίζεται σε ιστούς νευρικής προέλευσης, όπου 

συμμετέχει στη βιοσύνθεση των μονοάμινο νευροδιαβιβαστών ντοπαμίνη και 

σεροτονίνη (Eaton et al., 1993; Hokfelt et al., 1973), καθώς και σε ιστούς μη νευρικής 
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προέλευσης, όπου φαίνεται να έχει ενεργότητα μη ειδικής αποκαρβοξυλάσης και μέχρι 

σήμερα παραμένει άγνωστος ο βιολογικός της ρόλος (Christenson et al., 1972).  

 

1.3.1 Παρουσία της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης στο ΚΝΣ 

Οι μελέτες για τον εντοπισμό του ενζύμου στο κεντρικό νευρικό σύστημα 

(ΚΝΣ) αφορούν κυρίως σε εγκέφαλο ανθρώπου και αρουραίου. Η παρουσία της DDC 

σε ντοπαμινεργικούς και σεροτονεργικούς νευρώνες έχει επιβεβαιωθεί με τη 

χρησιμοποίηση διαφόρων πειραματικών προσεγγίσεων, όπως μεθόδων μέτρησης 

ενεργότητας (Mackay, 1980), in situ υβριδοποίησης (Tison et al., 1991) και 

ανοσοϊστοχημείας (Arai et al., 1996; Beltramo et al., 1993). Ο ρόλος της ντοπαμίνης 

και της σεροτονίνης στα θηλαστικά εντοπίζεται σε μια σειρά φυσιολογικών διεργασιών. 

Η δράση της σεροτονίνης σχετίζεται με τη διάθεση, τον πόνο, τον ύπνο, τη μάθηση και 

τη μνήμη, ενώ η ντοπαμίνη, μεταξύ άλλων, φαίνεται να εμπλέκεται σε μηχανισμούς 

παθογένεσης ψυχιατρικών καταστάσεων και νευροεκφυλιστικών ασθενειών, όπως τη 

σχιζοφρένεια (Matthysse, 1973; Snyder, 1972), τη νόσο του Parkinson (Fahn et al., 

1971; Hornykiewicz, 1966) καθώς και τον εθισμό σε ναρκωτικά, όπως την κοκαΐνη 

(Kandel and Davies, 1991). 

Υψηλή ενεργότητα της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης εντοπίζεται στον υποθάλαμο, 

στην επίφυση, στο ραβδωτό σώμα, όπου περικλείεται στις νευρικές απολήξεις των 

ντοπαμινεργικών νευρώνων, στον υπομέλανα τόπο, στον οσφρητικό βολβό και στον 

αμφιβληστροειδή χιτώνα (Park et al., 1986). 

Η παρουσία του ενζύμου στον υποθάλαμο και την επίφυση υποδεικνύει 

σύνδεση με τη νευροενδοεκκριτική του δράση. Συγκεκριμένα, τα διάφορα συστήματα 

νευροδιαβιβαστών του υποθαλάμου και του μεσεγκεφάλου μπορούν να επηρεάσουν 

άμεσα τη σύνθεση και την έκκριση των υποθαλαμικών νευροεκκριτικών ορμονών. 

Είναι πιθανόν η ντοπαμίνη να έχει την ικανότητα να τροποποιεί την έκκριση των 

γοναδοτροπινών, της προλακτίνης και της αυξητικής ορμόνης (Ben-Jonathan and 

Hnasko, 2001; Chanson and Salenave, 2004; Reichlin, 1989; Reymond and Porter, 

1985). Η ύπαρξη και δράση της DDC, του τελευταίου ενζύμου στο μεταβολικό 

μονοπάτι σύνθεσης των κατεχολαμινών, σε αυτά τα συστήματα φαίνεται να 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση των αντίστοιχων φυσιολογικών 

διεργασιών.  Η παρουσία και δράση της DDC στους νευρώνες της μελανοραβδωτής 

οδού είναι αναγκαία για την παραγωγή ντοπαμίνης, δεδομένου ότι μόνο η L-Dopa 

μπορεί να διαπεράσει τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και όχι η ντοπαμίνη.  
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Υπάρχουν παρόλα αυτά ενδείξεις για την παρουσία του ενζύμου σε νευρικά 

κύτταρα τα οποία στερούνται των ενζύμων υδροξυλάση της τρυπτοφάνης και 

υδροξυλάση της τυροσίνης (ΤΗ) (Jaeger et al., 1983). Τα κύτταρα αυτά ονομάστηκαν 

“D κύτταρα” (D cells) και υποστηρίζεται ότι διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην 

αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa σε ασθενείς με τη νόσο του Parkinson (Ikemoto et al., 

1997; Mura et al., 1995).  

Τέλος, το ένζυμο έχει εντοπιστεί σε μια σειρά νευρώνων του εγκεφάλου και του 

νωτιαίου μυελού, όπου δεν παρατηρείται σύνθεση ή αποθήκευση σεροτονίνης και 

ντοπαμίνης ή των παραγώγων της ντοπαμίνης, νοραδρεναλίνη και αδρεναλίνη (Jaeger 

et al., 1983). Σε αυτούς τους νευρώνες, το ένζυμο πιθανά  χρησιμοποιεί  ως υπόστρωμα 

την τυροσίνη μετατρέποντάς την σε τυραμίνη, που φέρεται να δρα ως 

νευροδιαβιβαστής (Bowsher and Henry, 1983). 

 

1.3.2 Παρουσία της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης σε περιφερικούς ιστούς 

Υψηλά επίπεδα ενεργότητας της DDC έχουν εντοπιστεί περιφερικά και 

συγκεκριμένα σε ήπαρ, πάγκρεας, νεφρό, πνεύμονες, σπλήνα, στομάχι, σιελογόνους 

αδένες, καθώς και σε ενδοθηλιακά κύτταρα που καλύπτουν αιμοφόρα αγγεία, όπου 

φαίνεται να χρησιμοποιεί ως υποστρώματα την L-Dopa και την 5-HTP (Lindstrom and 

Sehlin, 1983; Lovenberg et al., 1962; Mappouras et al., 1990; Rahman et al., 1981a). Το 

ένζυμο εντοπίζεται σε όλο το μήκος του πεπτικού σωλήνα (Eisenhofer et al., 1997). 

Πολλά από αυτά τα κύτταρα της περιφέρειας που περιέχουν DDC ανήκουν στο 

σύστημα Πρόσληψης και Αποκαρβοξυλίωσης Πρόδρομων Αμινών (Amine Precursor 

Uptake and Decarboxylation system, APUD) (Lauweryns and Van Ranst, 1988; Pearse, 

1969). Πρόκειται για κύτταρα που εντοπίζονται στο έντερο και άλλα όργανα και 

παράγουν πεπτιδικές ορμόνες και αμίνες. Προσλαμβάνουν πρόδρομα μόρια βιογενών 

αμινών, όπως την L-Dopa και την 5-HTP, τις αποκαρβοξυλιώνουν και αποθηκεύουν τα 

προϊόντα σε εκκριτικά κυστίδια. Η δράση τους εξαρτάται από την παρουσία της DDC 

και ενός μεταφορέα μονοαμινών, ο οποίος είναι υπεύθυνος για τη μεταφορά της 

ντοπαμίνης και τη σεροτονίνης σε εκκριτικά κυστίδια (Dockray et al., 1996). 

Η υψηλότερη ενεργότητα και παρουσία του ενζύμου, σε σχέση με τους 

υπόλοιπους περιφερικούς ιστούς, εντοπίζεται στο ήπαρ και στον νεφρό, όπου δεν 

βιοσυντίθενται μονοαμίνες. Αν και η φυσιολογική σημασία του ενζύμου σε αυτούς τους 

ιστούς δεν είναι γνωστή, είναι πιθανόν να παίζει βασικό ρόλο στο μεταβολισμό άλλων 

αρωματικών αμινοξέων (Rahman et al., 1981a). Στους νεφρούς η DDC εντοπίζεται στο 
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εγγύς και ευθύ εσπειραμένο σωληνάριο και ελέγχει την έκκριση ντοπαμίνης από το 

νεφρό (Aguanno et al., 1996). Η έκφραση και ενεργότητα της DDC, πιθανόν να 

συνδέεται τόσο με την ρύθμιση της έκκρισης του νατρίου (Hayashi et al., 1990) όσο και 

ιόντων φωσφόρου (Isaac et al., 1992) στα νεφρικά σωληνάρια. Η παραγόμενη 

ντοπαμίνη ελέγχει τη συγκέντρωση των ηλεκτρολυτών και την ισορροπία του νερού 

αναστέλλοντας τη δράση της ATPάσης Νa+/Κ+ των νεφρικών σωληναρίων με 

αντιστρεπτό και δοσοεξαρτώμενο τρόπο (Bertorello et al., 1988), αλλά και μέσω του 

ιοντοανταλλάκτη Νa+/Η+ (Lee, 1993). Πρόσφατα, αναφέρθηκε ότι η ανασταλτική 

δράση της ντοπαμίνης πραγματοποιείται μέσω δύο μηχανισμών, μέσω πρωτεϊνικής 

κινάσης C (PKC) και μέσω cAMP-εξαρτώμενης πρωτεϊνικής κινάσης (PKA). Ο πρώτος 

μηχανισμός δρα χρονικά νωρίτερα από το δεύτερο μηχανισμό (Khundmiri and Lederer, 

2002).  

Ενζυμική ενεργότητα αποκαρβοξυλίωσης της L-Dopa έχει εντοπιστεί στην 

εξωκρινή μοίρα του παγκρέατος. Η παραγόμενη ντοπαμίνη θεωρείται ότι προστατεύει 

το βλεννογόνο του επιθηλίου του εντέρου (Mezey et al., 1996). 

Η DDC εντοπίζεται στο πλάσμα ανθρώπινου αίματος (Boomsma et al., 1986). 

Αναφορές για παρουσία ενεργότητας έχουν γίνει στον ορό αίματος ινδικού χοιριδίου, 

πιθήκου, αρουραίου και ποντικού (Rahman et al., 1981b). Στον άνθρωπο, τα επίπεδα 

ενεργότητας της DDC, που είναι όμως αρκετά χαμηλότερα, αυξάνονται σε ασθενείς με 

νεοπλασίες όπως νευροβλάστωμα ή φαιοχρωμοκύττωμα (Baylin et al., 1980; Nagatsu et 

al., 1985). Η μέτρηση των επιπέδων αυτών έχει χρησιμοποιηθεί για την διάγνωση και 

παρακολούθηση των ασθενειών αυτών (Boomsma et al., 1989). Η παρουσία του 

ενζύμου σε ορό αποτελεί έμμεση ένδειξη έκκρισης της ενζυμικής πρωτεΐνης στα 

εξωκυτταρικά υγρά, γεγονός που έχει τεκμηριωθεί για την περίπτωση της β-

υδροξυλάσης της ντοπαμίνης (DBH) (Noth and Mulrow, 1976), η οποία αποτελεί το 

επόμενο ένζυμο της βιοσυνθετικής οδού των κατεχολαμινών.  

 

1.3.3 Παρουσία της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης στη γλοία 

Τόσο η έκφραση του γονιδίου της DDC (Li et al., 1992a), όσο και το ίδιο το 

ένζυμο (Juorio et al., 1993) έχουν ανιχνευτεί σε κύτταρα γλοίας, τα οποία αποτελούν 

βοηθητικά κύτταρα του νευρικού ιστού. Τα αποτελέσματα αυτά παρουσιάζουν για 

πρώτη φορά την ύπαρξη έκφρασης της DDC σε νευρογλοιακά κύτταρα σε μεταγραφικό 

και μεταφραστικό επίπεδο. Σε φυσιολογικό ραβδωτό σώμα του εγκεφάλου, η DDC που 

ανιχνεύεται στη γλοία δε θεωρείται πιθανό να συμμετέχει στην παραγωγή 
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κατεχολαμινών (Jaeger et al., 1983), αλλά στο σχηματισμό ορισμένων αμινών (trace 

amines), όπως την τυραμίνη, τη φαινυλαιθυλαμίνη και την τρυπταμίνη. Οι αμίνες 

αυτές, θα μπορούσαν ενδεχομένως με τη σειρά τους να ρυθμίζουν τη μονοαμινεργική 

νευροδιαβίβαση (Boulton, 1976; Bowsher and Henry, 1983; Juorio and Paterson, 1990; 

Paterson et al., 1990). Η γλοία θα μπορούσε να αποτελεί μία επιπλέον περιοχή 

αποκαρβοξυλίωσης της L-Dopa και, κατά συνέπεια, ιδιαίτερα σημαντική σε 

Παρκινσονικούς ασθενείς, όπου παρατηρείται απώλεια απολήξεων του ραβδωτού 

σώματος του εγκεφάλου. Η εξωγενής L-Dopa, που χορηγείται σε αυτές τις περιπτώσεις, 

θα μπορούσε να αποκαρβοξυλιώνεται από τη DDC που εντοπίζεται στη γλοία, 

βελτιώνοντας τα συμπτώματα των ασθενών.     

   

1.4 Απομόνωση και χαρακτηρισμός του ενζύμου από ιστούς εντόμων και θηλαστικών  

Η DDC έχει απομονωθεί και χαρακτηριστεί σε υψηλό βαθμό από το επιδερμίδιο 

της λευκής νύμφης της Calliphora vicina (Fragoulis and Sekeris, 1975), το επιδερμίδιο 

της ώριμης προνύμφης της Drosophila melanogaster (Clark et al., 1978), από 

ωοθηλάκια των θηλυκών κουνουπιών Aedes aegypti (Kang et al., 1980), και από λευκή 

και ώριμη νύμφη του εντόμου Ceratitis capitata (Bossinakou and Fragoulis, 1996; 

Mappouras and Fragoulis, 1988).       

Όσον αφορά στους ιστούς θηλαστικών, η DDC απομονώθηκε για πρώτη φορά 

από νεφρό χοίρου (Christenson et al., 1970; Dominici et al., 1993a; Lancaster and 

Sourkes, 1972; Voltattorni et al., 1979) και ακολούθως από ήπαρ αρουραίου (Ando-

Yamamoto et al., 1987; Dominici et al., 1987), νεφρό αρουραίου (Shirota and Fujisawa, 

1988), εγκέφαλο βοός (Nishigaki et al., 1988), φαιοχρωμοκύτωμα αρουραίου (Coge et 

al., 1989), ανθρώπινο φαιοχρωμοκύτωμα (Ichinose et al., 1985; Maneckjee and Baylin, 

1983) και νεφρό (Mappouras et al., 1990), μυελό επινεφριδίων βοός (Albert et al., 

1987), καθώς και ραβδωτή μοίρα εγκεφάλου βοός (Siow and Dakshinamurti, 1990). 

 

1.4.1 Προσδιορισμός της μοριακής μάζας του ενζύμου   

Χαρακτηριστική είναι η διάσταση απόψεων που έχει παρατηρηθεί μεταξύ 

διαφόρων ερευνητικών ομάδων αναφορικά με το μέγεθος και τη συγκρότηση του 

ενζύμου σε υπομονάδες. Στις περισσότερες περιπτώσεις η μοριακή μάζα του ενζύμου 

έχει προσδιοριστεί περίπου στα 100.000 Da. Οι  Fragoulis και Sekeris  μελετώντας το 

ένζυμο το οποίο απομονώθηκε από το έντομο Calliphora vicina, χαρακτήρισαν, αρχικά, 

το ένζυμο ως ένα ετεροδιμερές μόριο αποτελούμενο από δύο υπομονάδες μοριακής 
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μάζας 50.000 και 46.000 Da (Fragoulis and Sekeris, 1975). Μεταγενέστερες μελέτες 

που έγιναν στα έντομα Drosophila melanogaster (Clark et al., 1978) και Ceratitis 

capitata (Mappouras and Fragoulis, 1988), έδειξαν ότι πρόκειται για ομοδιμερές μόριο 

αποτελούμενο από υπομονάδες μοριακής μάζας 54.000 και 48.000 Da, αντίστοιχα.  

Η μοριακή μάζα του ενζύμου προσδιορίστηκε στην περιοχή των 100.000 Da σε 

όλους τους ιστούς θηλαστικών που απομονώθηκε. Εντούτοις, σημειώθηκαν διαφορές 

στα δεδομένα που αφορούν στη συγκρότηση των υπομονάδων του. Οι διαφορές αυτές 

πιθανόν να οφείλονται στη χρήση διαφορετικής μεθοδολογίας για τον καθαρισμό από 

την κάθε ερευνητική ομάδα.    

Αρχικά, η DDC που απομονώθηκε από νεφρό χοίρου θεωρήθηκε ότι 

αποτελείται από τρεις υπομονάδες με μοριακές μάζες 57.000, 40.000 και 21.000 Da 

(Christenson et al., 1970), δεδομένα με τα οποία συμφώνησαν και άλλοι ερευνητές 

(Husseini and Balzer, 1984). Δύο διαφορετικές ομάδες (Lancaster and Sourkes, 1972; 

Voltattorni et al., 1979), μελετώντας το ένζυμο από νεφρό χοίρου, θεώρησαν ότι 

αποτελείται από δύο διαφορετικές υπομονάδες μοριακής μάζας 50.000 και 40.000 Da. 

Νεότερες εργασίες υποστηρίζουν ότι το μόριο είναι ομοδιμερές, καθώς το ένζυμο που 

απομονώθηκε από ανθρώπινο φαιοχρωμοκύτωμα (Ichinose et al., 1985; Maneckjee and 

Baylin, 1983) και νεφρό (Mappouras et al., 1990) παρουσίασε σε SDS-ηλεκτροφόρηση 

σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης μια πρωτεϊνική ζώνη που αντιστοιχούσε σε μοριακή 

μάζα περίπου 50.000 Da. Η ίδια μέθοδος εφαρμόστηκε σε ένζυμο που απομονώθηκε 

από ήπαρ και φαιοχρωμοκύτωμα αρουραίου (Ando-Yamamoto et al., 1987; Coge et al., 

1989) και η μοριακή μάζα της υπομονάδας προσδιορίστηκε στα 50.000 Da. 

Απομόνωση της DDC από εγκέφαλο βοός με τη χρήση μονοκλωνικού αντισώματος, 

επίσης, παρουσίασε σε SDS-ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης μία 

πρωτεϊνική ζώνη που αντιστοιχούσε σε μοριακή μάζα 50.000 Da (Nishigaki et al., 

1988). Η μοριακή μάζα της υπομονάδας του ενζύμου που απομονώθηκε από νεφρό 

αρουραίου προσδιορίστηκε στα 48.000 Da (Shirota and Fujisawa, 1988), ενώ της 

υπομονάδας του ενζύμου που απομονώθηκε από ιστούς βοός προσδιορίστηκε στα 

56.000 Da (Albert et al., 1987; Siow and Dakshinamurti, 1990) και στα 50.000 Da 

(Nasrin et al., 1992). Άλλοι ερευνητές (Dominici et al., 1993b; Maras et al., 1991), 

αναλύοντας την αμινοξική αλληλουχία του ενζύμου που απομονώθηκε από νεφρό 

χοίρου, υπολόγισαν τη μοριακή μάζα της υπομονάδας στα 53.858 Da και 54.000 Da, 

αντίστοιχα. Το αποτέλεσμα αυτό συμφωνεί με τη μοριακή μάζα που αναμένεται από 

την αμινοξική αλληλουχία που δίνουν τα cDNA που έχουν απομονωθεί από διάφορους 
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ιστούς.  

Η DDC σήμερα θεωρείται ότι αποτελεί ένα ομοδιμερές μόριο με μοριακή μάζα 

υπομονάδας 50.000 – 55.000 Da (μοριακή μάζα ολοενζύμου 100.000 – 110.00 Da). Τα 

παλαιότερα αποτελέσματα που οδήγησαν σε ασυμφωνία έχουν αποδοθεί σε ατελή 

καθαρισμό ή/και παρουσία προϊόντων αποικοδόμησης του ενζύμου. 

Κρυσταλλογραφικές μελέτες σε ανασυνδυασμένη ενζυμική πρωτεΐνη επιβεβαίωσαν τη 

συγκρότηση του ενζύμου ως ομοδιμερές και επέτρεψαν την περαιτέρω μελέτη των 

δομικών του χαρακτηριστικών (Burkhard et al., 2001).   

Στην Εικόνα 1.3 αναπαριστάται η στερεοδιάταξη της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης 

που απομονώθηκε από νεφρό χοίρου (Burkhard et al., 2001). 

 

 
Εικόνα 1.3: Τρισδιάστατη απεικόνιση της στερεοδιάταξης της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης 

 

1.4.2 Μελέτη της δομής της DDC 

Η σύγκριση της αλληλουχίας του ενζύμου L-Dopa αποκαρβοξυλάσης από 

διάφορους οργανισμούς από τους οποίος έχει απομονωθεί, υποδηλώνει ότι πρόκειται 

για ένα εξελικτικά συντηρημένο μόριο (Maras et al., 1991). Μεταξύ των έξι 

αλληλουχιών  των μορίων που απομονώνονται από άνθρωπο, βοοειδή, χοίρο, αρουραίο, 

ινδικό χοιρίδιο και Ceratitis capitata παρατηρείται συνολική ομολογία της τάξης του 

49,65 % (52,2 % για το ένζυμο από τη λευκή νύμφη), ενώ το ποσοστό αυτό αυξάνεται 

σε 73,1 % όταν η σύγκριση περιοριστεί στα θηλαστικά (Πίνακας 1.1) (Maras et al., 

1991). Οι συντηρημένες θέσεις κατανέμονται κυρίως σε τρεις περιοχές του μορίου 
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(αμινοξέα 64-155, 182-204 και 267-317), υποδηλώνοντας ότι οι περιοχές αυτές είναι 

απαραίτητες για τη λειτουργία του ενζύμου (Maras et al., 1991). Θα πρέπει να 

σημειωθεί ότι η περιοχή μεταξύ 267-317 περιλαμβάνει την αλληλουχία των 11 

αμινοξέων που περικλείουν το κατάλοιπο λυσίνης, που αποτελεί τη θέση δέσμευσης της 

φωσφορικής πυριδοξάλης (PLP) (Ichinose et al., 1989), ενώ οι υπόλοιπες περιοχές 

φαίνεται να είναι απαραίτητες για τη διαμόρφωση της σωστής στερεοδιάταξης και 

λειτουργικότητας του ενζύμου. 

 

 
Πίνακας 1.1: Σύγκριση της αμινοξικής αλληλουχίας του ενζύμου της DDC από διαφορετικούς 

οργανισμούς 

 

1.4.3 Υποστρωματική εξειδίκευση του ενζύμου  

Ένα από τα πιο σημαντικά ερωτήματα γύρω από το συγκεκριμένο ένζυμο, είναι 

αυτό της υποστρωματικής εξειδίκευσης. Στενά σχετιζόμενη με αυτό το ερώτημα είναι η 

διερεύνηση για την παρουσία ενός ή περισσοτέρων ενζύμων τα οποία ευθύνονται για 

την αποκαρβοξυλίωση ενός ή περισσοτέρων υποστρωμάτων.    

 Το ένζυμο L-Dopa αποκαρβοξυλάση, το οποίο απομονώνεται από ιστούς 

εντόμων, φαίνεται να παρουσιάζει αυστηρή εξειδίκευση έναντι της L-Dopa (Clark et 

al., 1978; Fragoulis and Sekeris, 1975; Kang et al., 1980; Mappouras and Fragoulis, 

1988). Μεταγενέστερες έρευνες, όμως, έδειξαν ότι η 5-HTP αναστέλλει την ενεργότητα 

του ενζύμου που απομονώνεται από ώριμη νύμφη του εντόμου Ceratitis capitata ως 

προς την L-Dopa (Bossinakou and Fragoulis, 1996), αποτελώντας ένδειξη ότι η DDC 

την χρησιμοποιεί ως εναλλακτικό υπόστρωμα.   
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Σύμφωνα με τα δεδομένα αρκετών ερευνητικών ομάδων, το ένζυμο που 

απομονώνεται από ιστούς θηλαστικών αποκαρβοξυλιώνει τόσο την L-Dopa, όσο και 

την 5-υδροξυ-τρυπτοφάνη, παράγοντας ντοπαμίνη και σεροτονίνη, αντίστοιχα (Ichinose 

et al., 1985; Lancaster and Sourkes, 1972; Siow and Dakshinamurti, 1990). Το ένζυμο 

που απομονώθηκε από ανθρώπινο φαιοχρωμοκύτωμα αποκαρβοξυλιώνει, εκτός από τα 

αμινοξέα L-Dopa και 5-HTP, το συνθετικό αμινοξύ L-threo-Dops (L-threo-3,4-

διυδροξυ-φαινυλ-σερίνη) που θεωρείται συνθετική πρόδρομος ουσία της 

νοραδρεναλίνης (Ichinose et al., 1985). Επίσης, έχει δειχθεί ότι η 5-HTP αναστέλλει 

την ενεργότητα του ενζύμου που απομονώνεται από ανθρώπινο νεφρό ως προς την L-

Dopa (Mappouras et al., 1990). Τέλος, πολύ σημαντικό είναι το γεγονός ότι η κατανομή 

της ενεργότητας ως προς την L-Dopa διαφέρει από την κατανομή της ενεργότητας ως 

προς την 5-HTP μεταξύ διαφόρων περιοχών του εγκεφάλου του αρουραίου και του 

βοός, ενώ τα δύο μόρια αποκαρβοξυλιώνονται κάτω από διαφορετικές άριστες 

συνθήκες (Siow and Dakshinamurti, 1985; Siow and Dakshinamurti, 1990). Οι 

κινητικές παράμετροι του ενζύμου ως προς την L-Dopa και την 5-HTP έχουν μελετηθεί 

εκτενώς και παρουσιάζονται στον Πίνακα 1.2 (Zhu and Juorio, 1995).  

Οι παρατηρούμενες διαφορές στις τιμές του Km και του Vmax της DDC σε 

διάφορους ιστούς ή ακόμα και σε ίδιους ιστούς αλλά σε διαφορετικά είδη, πιθανόν να 

οφείλονται στη χρήση ενζυμικών παρασκευασμάτων διαφορετικού βαθμού 

καθαρότητας αλλά και διαφορετικής μεθοδολογίας καθαρισμού. Γενικά, οι τιμές του 

Km για την L-Dopa είναι 5 φορές μεγαλύτερες από ό,τι για την 5-HTP και οι τιμές Vmax 

για την L-Dopa είναι σταθερά πιο υψηλές από αυτές για την 5-HTP (Siow and 

Dakshinamurti, 1990). 

Ακόμα και σήμερα υπάρχουν διαφωνίες σχετικά  με το αν το ένζυμο που 

αποκαρβοξυλιώνει την L-Dopa και την 5-HTP είναι ένα και μοναδικό. Πολλοί 

ερευνητές υποστηρίζουν ότι είναι διαφορετικά τα ένζυμα που καταλύουν την 

αποκαρβοξυλίωση των δύο υποστρωμάτων. Αρχικά, οι βέλτιστες συνθήκες του pH, της 

θερμοκρασίας και της συγκέντρωσης του υποστρώματος διαφέρουν ως προς την 

αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa και της 5-HTP στον εγκέφαλο αρουραίου. Σε πειράματα 

διαπίδυσης ομογενοποιήματος εγκεφάλου που έγιναν παρουσία και απουσία 

πυριδοξίνης, ενώ η ενεργότητα αποκαρβοξυλίωσης της 5-HTP χάνεται ολοκληρωτικά ή 

σχεδόν ολοκληρωτικά,  η ενεργότητα αποκαρβοξυλίωσης της L-Dopa παραμένει 

αμετάβλητη. Αυτό υποδεικνύει μία διαφορική ευαισθησία στην έλλειψη πυριδοξίνης 

(Siow and Dakshinamurti, 1985). 
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Πίνακας 1.2: Κινητικές παράμετροι της DDC σε διάφορους ιστούς 

Βιβλιογραφική αναφορά: α= (Lovenberg et al., 1962), β= (Sims et al., 1973), γ= (Nagatsu et al., 1979), 

δ= (Siow and Dakshinamurti, 1990), ε= (Rahman et al., 1981a), στ= (Hadjiconstantinou et al., 1988), ζ= 

(Naoi et al., 1988), η= (Nishigaki et al., 1988), θ= (Gudehithlu et al., 1992), ι= (Ota et al., 1990) και κ= 

(Voltattorni et al., 1979) 
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Αντιθέτως, άλλη ερευνητική ομάδα παρατήρησε ότι στους ίδιους ιστούς η 

ενεργότητα της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης ήταν πιο επιρρεπής στην έλλειψη PLP από 

ό,τι η ενεργότητα της 5-HTP αποκαρβοξυλάσης (Rahman and Nagatsu, 1982). Εάν 

ισχύει η υπόθεση της ύπαρξης ενός μοναδικού ενζύμου, τότε η αναλογία των ενζυμικών 

ενεργοτήτων ως προς την L-Dopa και την 5-HTP θα έπρεπε να είναι παρεμφερής σε 

όλους τους ιστούς. Ωστόσο, η αναλογία της αποκαρβοξυλίωσης της L-Dopa και της 5-

HTP στους ιστούς δεν είναι πάντα σταθερή (Rahman et al., 1981a; Siow and 

Dakshinamurti, 1985). Επιπρόσθετα, στον εγκέφαλο η ενεργότητα του ενζύμου ως προς 

την αποκαρβοξυλίωση της 5-HTP είναι εξίσου κατανεμημένη μεταξύ του διαλυτού και 

σωματιδιακού (particulate) κλάσματος, σε αντίθεση με την αποκαρβοξυλίωση ως προς 

την L-Dopa, η οποία είναι κυρίως διαλυτή (Sims et al., 1973). Αυτή η ανόμοια 

υποκυτταρική κατανομή της ενεργότητας αποκαρβοξυλίωσης της L-Dopa και 5-HTP 

επιβεβαιώνει την ύπαρξη ισοενζύμων της DDC στον εγκέφαλο (Rahman and Nagatsu, 

1982; Rahman et al., 1981c).  

Στο παρελθόν έχει προταθεί, σε αντίθεση με τις παραπάνω παρατηρήσεις, ότι 

υπάρχει ένα μοναδικό ένζυμο με ένα μόνο καταλυτικό κέντρο, αλλά με διακριτές θέσεις 

δέσμευσης των δύο υποστρωμάτων (Bender and Coulson, 1972). Η υπόθεση αυτή 

υποστηρίζεται από πολλές μελέτες και κυρίως από τη διερεύνηση των νουκλεοτιδικών 

αλληλουχιών που κωδικοποιούν τη σύνθεση της DDC. Ως προς την αναλογία της 

ενεργότητας αποκαρβοξυλίωσης της L-Dopa και της 5-HTP, υπάρχουν διαφορετικά 

δεδομένα. Για παράδειγμα, έχει δειχθεί ότι η αναλογία των δύο αυτών ενεργοτήτων 

αποκαρβοξυλίωσης παρέμεινε σταθερή σε διάφορες περιοχές του εγκεφάλου γάτας 

(Kuntzman et al., 1961), καθώς και ότι η κατανομή της ενεργότητας 

αποκαρβοξυλίωσης της L-Dopa και της 5-HTP είναι σχεδόν πανομοιότυπη σε 

διάφορους ιστούς, συμπεριλαμβανομένων διάφορων περιοχών του εγκεφάλου 

αρουραίου (Zuo and Yu, 1991). Περαιτέρω, τα ένζυμα που έχουν απομονωθεί από 

διάφορους ιστούς, όπως νεφρό χοίρου (Lancaster and Sourkes, 1972), νεφρό ινδικού 

χοιριδίου (Srinivasan and Awapara, 1978), νεφρό αρουραίου (Bowsher and Henry, 

1983), ανθρώπινο φαιοχρωμοκύτωμα (Ichinose et al., 1985) και εγκέφαλο βοός 

(Nishigaki et al., 1988) μπορούν να αποκαρβοξυλιώσουν και τα δύο αυτά 

υποστρώματα.  

Η L-Dopa αποκαρβοξυλάση που έχει απομονωθεί από το ραβδωτό σώμα, το 

μυελό των επινεφριδίων, την επίφυση, το ήπαρ και το νεφρό αρουραίου είναι 

πανομοιότυπη ως προς την ανοσολογική αντίδραση και τη μοριακή μάζα (Shirota and 
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Fujisawa, 1988). Αντιορός που παρασκευάστηκε έναντι της DDC που είχε απομονωθεί 

είτε από επινεφρίδιο βοός ή από νεφρό αρουραίου ανέστειλε εξίσου την ενεργότητα 

αποκαρβοξυλίωσης ως προς την L-Dopa και ως προς την 5-HTP (Shirota and Fujisawa, 

1988). Έμμεσες ενδείξεις που υποστήριζαν περαιτέρω την υπόθεση του «μοναδικού 

ενζύμου» προήλθαν από in vivo μελέτες δύο ερευνητικών ομάδων (Dairman et al., 

1975; Melamed et al., 1981). Οι Dairman et al. (1975) έδειξαν ότι στον εγκέφαλο 

γάτας, αγωγή με 6-υδροξυντοπαμίνη, φαρμακευτική ουσία η οποία καταστρέφει 

επιλεκτικά κατεχολαμινεργικούς νευρώνες, έχει ως αποτέλεσμα την σχετικά αντίστοιχη 

μείωση των ενεργοτήτων αποκαρβοξυλίωσης της L-Dopa και της 5-HTP. Αντίστοιχη 

απώλεια των ενζυμικών ενεργοτήτων παρατηρήθηκε, επίσης, στο νωτιαίο μυελό 

αρουραίων που υποβλήθηκαν σε ενδοεγκεφαλική αγωγή με την σεροτονική 

νευροτοξίνη 5,7-διυδροξυ-τρυπταμίνη (Melamed et al., 1981).  

Ενδείξεις που υποστήριζαν περαιτέρω την ύπαρξη ενός μοναδικού ενζύμου, 

προέρχονται από έρευνες χρησιμοποιώντας τεχνικές μοριακής βιολογίας. Πειράματα 

υβριδοποίησης με τη χρήση cDNA ιχνηθέτη συμπληρωματικού ως προς το mRNA της 

DDC του επινεφριδίου βοός, υποδεικνύουν την ύπαρξη ενός μοναδικού mRNA στο 

ήπαρ, νεφρό και επινεφρίδιο βοός, στο ήπαρ, εγκέφαλο και φαιοχρωμοκύτωμα 

αρουραίου, καθώς και σε ανθρώπινο φαιοχρωμοκύτωμα (Albert et al., 1987; Tanaka et 

al., 1989). Αποτελέσματα πειραμάτων in situ υβριδοποίησης για τον εντοπισμό του 

mRNA της DDC, υπέδειξαν την έκφραση του γονιδίου της DDC σε ντοπαμινεργικούς 

και σεροτονικούς νευρώνες στον εγκέφαλο γάτας (Tison et al., 1991). Το πλήρους 

μήκους ανθρώπινο cDNA που κωδικοποιεί τη DDC έχει απομονωθεί από ανθρώπινο 

φαιοχρωμοκύτωμα (Ichinose et al., 1989). Η ανασυνδυασμένη ανθρώπινη DDC 

αποκαρβοξυλιώνει τόσο την 5-HTP σε σεροτονίνη όσο και την L-Dopa σε ντοπαμίνη, 

που αποτελεί ένδειξη ότι ένα μοναδικό ένζυμο μπορεί να αποκαρβοξυλιώνει και τα δύο 

υποστρώματα (Sumi et al., 1990). Παρόμοια αποτελέσματα παρουσιάστηκαν για το 

ανασυνδυασμένο ένζυμο από αρουραίο (Jebai et al., 1997a). Η ανάλυση με τη χρήση 

ιχνηθετών που αντιστοιχούν στην πλήρη κωδικοποιούσα περιοχή του mRNA της DDC 

από φαιοχρωμοκύτωμα (S1 mapping analysis), έδειξε ότι η πρωτοταγής αλληλουχία της 

DDC σε νευρικούς και μη-νευρικούς ιστούς είναι πανομοιότυπη (Coge et al., 1990). 

Μετά από μικροέγχυση mRNA που κωδικοποιεί την DDC σε ωοκύτταρα Xenopus 

laevis από μυελό επινεφριδίων βοός, εκφράστηκε ανασυνδυασμένη DDC. Η ενζυμική 

ενεργότητα του ανασυνδυασμένου ενζύμου ήταν στερεοειδική για την L-5-HTP και την 

L-Dopa και μπορούσε να ανασταλλεί από το NSD-1015. Θέρμανση του ενζύμου στους 
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55οC είχε ως αποτέλεσμα την απώλεια ενεργότητας του ενζύμου ως προς τα δύο 

υποστρώματα (Gudehithlu et al., 1992). Το πλήρους μήκους ανθρώπινο cDNA που 

κωδικοποιεί τη DDC απομονώθηκε από ανθρώπινο πλακούντα και κλωνοποιήθηκε για 

την παραγωγή ανασυνδυασμένου ανθρώπινου ενζύμου (Siaterli et al., 2003). Η 

ενεργότητα της ανασυνδυασμένης ανθρώπινης DDC ως προς την L-Dopa αναστέλλεται 

από την 5-HTP, που αποτελεί ένδειξη ότι η ανασυνδυασμένη DDC την χρησιμοποιεί ως 

εναλλακτικό υπόστρωμα. Επομένως, τα δεδομένα αυτά αποτελούν σαφείς ενδείξεις ότι 

η ενζυμική αποκαρβοξυλίωση και των δύο υποστρωμάτων πραγματοποιείται από μία 

πρωτεΐνη που εκφράζεται από ένα γονίδιο και ένα μήνυμα.    

 

1.4.4 Παράγοντες που επηρεάζουν την ενεργότητα της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης 

1.4.4.1 5-φωσφορική πυριδοξάλη (PLP)  

Η 5-φωσφορική πυριδοξάλη (PLP) αποτελεί αναγκαίο συμπαράγοντα για την 

καταλυτική ενεργότητα της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης και συνδέεται σε στοιχειομετρία 

1:1 με τις υπομονάδες του ενζύμου, δηλαδή αντιστοιχούν δύο μόρια PLP σε κάθε 

ομοδιμερές ένζυμο. Η PLP προσδένεται στο ένζυμο σχηματίζοντας βάση του Schiff με 

την ε-αμινομάδα του καταλοίπου λυσίνης 303. Πειράματα κατευθυνόμενης 

μεταλλαξογένεσης της λυσίνης 303 με αμινοξέα, όπως την αλανίνη, είχαν ως 

αποτέλεσμα την απενεργοποίηση του ενζύμου (Ishii et al., 1996; Nishino et al., 1997). 

Η περιοχή πρόσδεσης της PLP στην πολυπεπτιδική αλυσίδα της L-Dopa 

αποκαρβοξυλάσης είναι μία συναινετική αλληλουχία, όπως προκύπτει από σύγκριση 

της DDC που απομονώνονται από ιστούς εντόμων και θηλαστικών (Bossa et al., 1977; 

Eveleth and Marsh, 1986; Maras et al., 1991). Τα αμινοξικά κατάλοιπα που συνιστούν 

τη συγκεκριμένη αλληλουχία είναι Ασπαραγίνη-Φαινυλαλανίνη-Ασπαραγίνη-Προλίνη-

Ιστιδίνη-Λυσίνη-Τρυπτοφάνη (Bossa et al., 1977). Εξωγενής προσθήκη PLP φαίνεται 

να αυξάνει την ενεργότητα του ενζύμου. Η επίδρασή της, όμως, ποικίλει από μηδενική 

έως πολύ μεγάλη ανάλογα με τον ιστό από τον οποίο απομονώνεται το ένζυμο.  

Στη βιβλιογραφία έχει, επίσης, αναφερθεί ότι το ένζυμο απαιτεί επιπλέον ως 

συμπαράγοντα και πυρρολο-κινολίνη κινόνη (PQQ) (Groen et al., 1988), μετά όμως 

από αποικοδόμηση κατά Edmann (Maras et al., 1991) δεν ανιχνεύτηκε κάποιο πεπτίδιο 

που να περιέχει ομοιοπολικά συνδεδεμένη αυτή την ένωση. 

 

1.4.4.2 Kατιόντα 

Ενώ το μεταλλικό ιόν Al+3 φαίνεται ότι διεγείρει την ενζυμική ενεργότητα της 
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DDC, τα δισθενή ιόντα Cu2+, Zn2+ και Ηg2+ αναστέλλουν την ενεργότητα που 

απομονώνεται από ανθρώπινο νεφρικό ιστό (Mappouras et al., 1990) και από ραβδωτή 

μοίρα εγκεφάλου βοός (Siow and Dakshinamurti, 1990). Τα ίδια κατιόντα δεν 

επηρεάζουν την ενεργότητα του ενζύμου που απομονώνεται από τις ωοθήκες του 

εντόμου Aedes aegypti (Kang et al., 1980) και από τη λευκή νύμφη του εντόμου 

Ceratitis capitata (Mappouras and Fragoulis, 1990). Ωστόσο, τα ιόντα Cu2+, Zn2+, Ηg2+, 

Fe2+ και Al+3 βρέθηκε ότι αναστέλλουν την ενεργότητα της DDC στην ώριμη νύμφη 

του εντόμου Ceratitis capitata (Bossinakou and Fragoulis, 1996). H ενεργότητα του 

ενζύμου του εντόμου Calliphora vicina αναστέλλεται μόνο από τα ιόντα Cu2+ και Hg2+ 

και ενισχύεται από το Mn2+ και Al2+ (Fragoulis and Sekeris, 1975).  

 

1.4.4.3 Χημικές ουσίες που επηρεάζουν την ενεργότητα του ενζύμου 

Η ενεργότητα της DDC αναστέλλεται από ουσίες όπως η καρβιντόπα 

(carbidopa), η οποία χορηγείται ευρέως παράλληλα με την L-Dopa κατά της ασθένειας 

του Parkinson, το L-3-(3,4 διυδροξυφαινυλ)-2-υδραζιν-μεθυλπροπιονικό οξύ (α-MDH) 

που είναι συναγωνιστικός αναστολέας του ενζύμου (Porter et al., 1962), η 3-υδροξυ-

βενζυλ-υδραζίνη (NSD-1015) (Carlsson et al., 1964), η α-μονο-φλουορο-μέθυλ-Dopa 

(MFMD) (Maycock et al., 1980), η ουσία βενσεραζίδη (benzerazide), η οποία διαπερνά 

τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και μειώνει την ενεργότητα της DDC στο ραβδωτό 

σώμα του εγκεφάλου του αρουραίου (Jonkers et al., 2001) και η α-μεθυλ-Dopa (AMD) 

(Black et al., 1987; Marsh and Wright, 1986). Τελευταία έχει δειχθεί ότι οι 

πολυφαινόλες από πράσινο τσάι αναστέλλουν την DDC με τρόπο που εξαρτάται από το 

χρόνο επώασης και από τη συγκέντρωσή τους (Bertoldi et al., 2001).   

 

1.5 Ρύθμιση της έκφρασης της DDC  

1.5.1 Ρύθμιση της έκφρασης της DDC στα έντομα 

1.5.1.1 Ρύθμιση στο επίπεδο της μεταγραφής 

Η ρύθμιση στο επίπεδο της μεταγραφής του γονιδίου που κωδικοποιεί την DDC 

έχει μελετηθεί εκτεταμένα στα στελέχη των εντόμων Calliphora vicina (Karlson and 

Sekeris, 1962; Karlson et al., 1962; Sekeris and Karlson, 1962) και Drosophila 

melanogaster. Το γονίδιο που κωδικοποιεί την DDC στη Drosophila melanogaster 

είναι μοναδικό και εντοπίζεται πολύ κοντά στην πολυταινική χρωμοσωμική ζώνη 

37C1-2 (Hirsh and Davidson, 1981; Wright et al., 1976). Όπως συμβαίνει και στο 

έντομο Ceratitis capitata, δύο είναι οι βασικές λειτουργίες του ενζύμου. Πρώτον, η 
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DDC είναι απαραίτητη για την παραγωγή νευροδιαβιβαστών στο Kεντρικό Nευρικό 

Σύστημα (ΚΝΣ) (Livingstone and Tempel, 1983) και δεύτερον, θεωρείται ότι 

συμμετέχει στη διαδικασία σκλήρυνσης του επιδερμιδίου (Brunet, 1980). Η ρύθμιση 

της έκφρασης του γονιδίου στις δύο αυτές περιπτώσεις φαίνεται να σχετίζεται με τις 

διαφορετικές λειτουργίες του ενζύμου. Έχει παρατηρηθεί απότομη αύξηση της 

ενζυμικής ενεργότητας της DDC κάθε φορά που αποτίθεται νέο επιδερμίδιο, ενώ σε 

άλλες φάσεις ανάπτυξης η ενζυμική ενεργότητα μειώνεται στα αρχικά επίπεδα 

(Kraminsky et al., 1980; Marsh and Wright, 1980). Αντιθέτως, η ενζυμική ενεργότητα 

στο ΚΝΣ παραμένει στα ίδια επίπεδα στις φάσεις ανάπτυξης κατά τις οποίες η 

ενεργότητα στο υπόδερμα αυξομειώνεται (Morgan et al., 1986).   

Η διαφοροποίηση στην ρύθμιση της έκφρασης φαίνεται να επιτυγχάνεται σε ένα 

μεγάλο βαθμό στο επίπεδο της μεταγραφής. Πειράματα in vitro μεταλλοξεγένεσης και 

μετασχηματισμού με τη βοήθεια μεταθετών στοιχείων P (P elements), προσδιόρισαν τα 

στοιχεία εκείνα τα οποία επηρεάζουν την έκφραση του γονιδίου σε κάθε έναν από 

αυτούς τους ιστούς. Φαίνεται ότι τα απαραίτητα λειτουργικά στοιχεία για τη μεταγραφή 

του γονιδίου της DDC στη Drosophila melanogaster εντοπίζονται σε κοντινές μεταξύ 

τους θέσεις στο χρωμόσωμα. Η ομαλή έκφραση του γονιδίου είναι εφικτή, αρκεί να 

υπάρχουν αυτά τα στοιχεία, εκτός του γονιδίου, 208 bp από το 5’ άκρο (upstream) και 

1000 bp από το 3’ άκρο (downstream).  

Ένα τουλάχιστον ρυθμιστικό στοιχείο, απαραίτητο για την έκφραση της DDC 

στο ΚΝΣ, εντοπίστηκε μεταξύ 83 και 59 bp από το 5’ άκρο προς το σημείο έναρξης της 

μεταγραφής (στοιχείο Ι). Η αποκοπή αυτού του τμήματος οδηγεί σε μείωση της 

έκφρασης του γονιδίου στην ώριμη νύμφη, ενώ δεν επηρεάζεται η υποδερμική έκφραση 

στα πρώτα στάδια της μεταμόρφωσης (Scholnick et al., 1986). Σε αυτήν την περιοχή 

εντοπίστηκε η θέση δέσμευσης για το μεταγραφικό παράγοντα Elf-1 (Bray et al., 1989; 

Bray et al., 1988). Εκτός από αυτήν την περιοχή, η περιοχή 800-2200 bp από το 5’ άκρο 

προς το σημείο έναρξης της μεταγραφής θεωρήθηκε υπεύθυνη για την ομαλή έκφραση 

της DDC στο ΚΝΣ (Beall and Hirsh, 1987). Μια σειρά από ρυθμιστικά στοιχεία, 

υπεύθυνα για την έκφραση του γονιδίου στο νευρικό σύστημα, εντοπίζονται σε ένα 

τμήμα μήκους 600 bp το οποίο βρίσκεται σε απόσταση 1000 bp από το 5’ άκρο προς το 

σημείο έναρξης της μεταγραφής (Johnson et al., 1989). Στην περιοχή αυτή εντοπίστηκε 

μία εξελικτικά συντηρημένη αλληλουχία (στοιχείο C), η οποία αποτελεί θέση 

δέσμευσης για το προϊόν του γονιδίου Cf1a (Johnson and Hirsh, 1990), καθώς και το 

στοιχείο SER, το οποίο περιλαμβάνει θέση δέσμευσης για το μεταγραφικό παράγοντα 
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ZFH-2 (Lundell and Hirsh, 1992). Απαλοιφή ή σημειακές μεταλλάξεις στο στοιχείο C ή 

στο στοιχείο SER, είχαν ως αποτέλεσμα την καταστολή της έκφρασης του γονιδίου 

στους μεσαίους ντοπαμινεργικούς νευρώνες και στους κοιλιοπλευρικούς σεροτονικούς 

νευρώνες, αντίστοιχα (Johnson and Hirsh, 1990; Lundell and Hirsh, 1992). Η περιοχή 

μεταξύ 106 και 83 bp από το 5΄άκρο προς το σημείο έναρξης της μεταγραφής επηρεάζει 

την έκφραση του γονιδίου στο υπόδερμα, αλλά όχι στο ΚΝΣ. Σε αυτήν την περιοχή 

βρέθηκαν δύο στοιχεία ρύθμισης της μεταγραφής. Το ένα, ή και τα δύο από αυτά τα 

στοιχεία φαίνονται να είναι υπεύθυνα για την ομαλή υποδερμική έκφραση του γονιδίου 

(Scholnick et al., 1986). Ένα άλλο ρυθμιστικό στοιχείο που ενδεχόμενα παίζει ρόλο 

στην έκφραση του γονιδίου, αλλά δεν εμπλέκεται στην ιστοειδική του έκφραση, 

εντοπίστηκε 215 bp από το 5΄άκρο προς το σημείο έναρξης της μεταγραφής (στοιχείο 

S). Ο ρυθμιστικός ρόλος του στοιχείου αυτού, το οποίο έχει εντοπιστεί σε τέσσερα 

επιπλέον γονίδια της Drosophila melanogaster, παραμένει αδιευκρίνιστος (Hodgetts et 

al., 1994).                

Περαιτέρω έρευνες προσπαθούν να διελευκάνουν τους μηχανισμούς που 

ρυθμίζουν την έκφραση του γονιδίου της DDC στο υπόδερμα, ιδιαίτερα μετά την 

επίδραση ορμονών, όπως της 20-ΟΗ-εκδυσόνης, η οποία και κατέχει κεντρικό ρόλο 

στη διαδικασία της μεταμόρφωσης. Η δράση της κατά τη μεταμόρφωση υποστηρίζεται 

ότι πραγματοποιείται μέσω δεύτερων μηνυμάτων με ενεργοποίηση ώριμων και 

πρώιμων γονιδίων (Baehrecke, 1996). Ο γενετικός τόπος στο γονιδίωμα της Drosophila 

melanogaster που αντιστοιχεί στο Broad Complex (BR-C) κωδικοποιεί μια οικογένεια 

μεταγραφικών παραγόντων, οι οποίοι ενεργοποιούνται από την ορμόνη εκδυσόνη.   

 

1.5.1.2 Μετα-μεταγραφική ρύθμιση της DDC στα έντομα 

Η ανάλυση του mRNA της DDC που εκφράζεται σε διάφορα αναπτυξιακά 

στάδια στη Drosophila υπέδειξε την παρουσία πρόσθετων επιπέδων ρύθμισης σε μετα-

μεταγραφικό επίπεδο. Το κυρίαρχο mRNA που ανιχνεύεται έχει μήκος 2,1 kb και 

αποτελείται από τρία εξώνια. Ανιχνεύονται επίσης, σε μικρότερη ποσότητα, μηνύματα 

μήκους 3,0 και 4,0 kb, ιδιαίτερα στα τελευταία στάδια της εμβρυονικής ανάπτυξης, τα 

οποία περιλαμβάνουν πρόσθετες αλληλουχίες πρόδρομων μορφών mRNA. Ένα άλλο 

μήνυμα RNA, μήκους 2,3 kb, εντοπίστηκε στα τελευταία στάδια της εμβρυονικής 

ανάπτυξης και σε ώριμα έντομα  (Beall and Hirsh, 1987).  

Το 1986 ανακοινώθηκε η δομή του γονιδίου της DDC και των mRNA που 

παράγονται (Morgan et al., 1986). Συγκεκριμένα, υποστηρίχθηκε ότι τα δύο ώριμα 
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μηνύματα παράγονται μέσω εναλλακτικής συρραφής ενός πρώιμου μεταγράφου. Το 

πρώιμο αυτό μετάγραφο αποτελείται από τέσσερα εξώνια, τα A, B, C και D, και έχει 

μήκος 4 kb. Το μετάγραφο μήκους 3 kb είναι ενδιάμεσο μήνυμα στο οποίο έχει 

απαλειφθεί μόνο το εσώνιο μεταξύ των εξωνίων C και D. Το mRNA μήκους 2,3 kb 

προέρχεται από τη συρραφή και των τεσσάρων εξωνίων A, B, C και D, ενώ στο ώριμο 

mRNA μήκους 2,1 kb έχει απαλειφθεί το εξώνιο Β, έχει δηλαδή τη δομή A, C, D. 

Λεπτομερέστερη μελέτη αποκάλυψε ότι το μήκους 2,1 kb mRNA ανιχνεύεται σε 

επιδερμικούς ιστούς, ενώ το μήκους 2,3 kb mRNA ανιχνεύεται στο νευρικό σύστημα.  

Η ιστοειδική έκφραση επιτυγχάνεται μέσω εναλλακτικής συρραφής και χρήση 

διαφορετικών ενισχυτών που δρουν σε έναν μοναδικό υποκινητή, παράγοντας δύο 

mRNA, ένα σε νευρικούς ιστούς που περιλαμβάνει και τα τέσσερα εξώνια, και ένα στο 

επιδερμίδιο που περιλαμβάνει τα εξώνια A, C και D. Η θέση έναρξης της μετάφρασης 

εντοπίστηκε στο εξώνιο C. Η προβλεπόμενη πολυπεπτιδική αλυσίδα που προκύπτει από 

τη μετάφραση του 2,1 kb mRNA υπολογίστηκε ότι έχει μοριακή μάζα 53,5 kDa. Το 2,3 

kb μήκους mRNA είναι δυνατόν να κωδικοποιήσει μία μεγαλύτερη πολυπεπτιδική 

αλυσίδα, και συγκεκριμένα με 33-35 επιπλέον αμινοξέα στο αμινοτελικό άκρο, και 

μοριακή μάζα 57 kDa (Eveleth et al., 1986; Morgan et al., 1986). Οι δύο πρωτεϊνικές 

ισομορφές που παράγονται θα μπορούσαν να εξηγήσουν τα αποτελέσματα που 

αναδεικνύουν διαφορές στα βιοχημικά χαρακτηριστικά του ενζύμου, ανάλογα με το 

στάδιο ανάπτυξης. 

Διαφορετικά μηνύματα mRNA έχουν εντοπιστεί στα δύο στάδια ανάπτυξης του 

εντόμου Ceratitis capitata (Mantzouridis and Fragoulis, 1998). Αντιθέτως, παρά την 

εξαιρετική συντηρητικότητα της DDC στους διάφορους οργανισμούς, διαφορετικά είδη 

μηνύματος της DDC παρατηρήθηκαν στο λεπιδόπτερο Manduca sexta, όπου τόσο 

στους ιστούς του επιδερμιδίου, όσο και στους νευρικούς ιστούς ανιχνεύεται ένα μήνυμα 

RNA μήκους 3,1 kb (Hiruma et al., 1995).  

 

1.5.2 Ρύθμιση της έκφρασης της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης στα θηλαστικά 

Αν και η ρύθμιση του γονιδίου που εκφράζει την DDC έχει μελετηθεί εκτενώς 

σε μεταγραφικό, μετα-μεταγραφικό, μεταφραστικό και μετα-μεταφραστικό επίπεδο, οι 

ακριβείς μοριακοί μηχανισμοί ρύθμισης παραμένουν να προσδιοριστούν. 

 

1.5.2.1 Δομή και χαρτογράφηση του γονιδίου της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης  

Το 1986, παρουσιάστηκε η νουκλεοτιδική αλληλουχία του γονιδίου της L-Dopa 
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αποκαρβοξυλάσης (Eveleth et al., 1986). Στη συνέχεια, απομονώθηκε κλώνος cDNA 

συμπληρωματικός με το mRNA της DDC από επινεφρίδιο βοός (Albert et al., 1987), 

ενώ λίγο αργότερα, κλωνοποιήθηκαν τα cDNAs που κωδικοποιούν τη DDC από ινδικό 

χοιρίδιο (Taketoshi et al., 1990), νεφρό και ήπαρ αρουραίου (Tanaka et al., 1989), 

φαιοχρωμοκύτωμα αρουραίου (Krieger et al., 1991), μυελό των επινεφριδίων βοός 

(Kang and Joh, 1990), ήπαρ ανθρώπου (Ichinose et al., 1992), ανθρώπινο 

φαιοχρωμοκύτωμα (Ichinose et al., 1989) και ανθρώπινο πλακούντα (Siaterli et al., 

2003). Η ανάλυση των cDNA αυτών και η πρόβλεψη της αμινοξικής αλληλουχίας της 

πρωτεΐνης που κωδικοποιούν, έχουν δώσει αποτελέσματα που συμφωνούν με τα 

δεδομένα από τις μελέτες της καθαρής πρωτεΐνης και είναι υψηλά συντηρημένη 

ανάμεσα στα είδη. Συγκεκριμένα, το cDNA βοός κωδικοποιεί μία πρωτεΐνη 487 

αμινοξέων με μοριακή μάζα 54,370 kDa (Kang and Joh, 1990), το cDNA από 

ανθρώπινο φαιοχρωμοκύτωμα μία πρωτεΐνη 480 αμινοξέων με μοριακή μάζα 53,900 

kDa (Ichinose et al., 1989) και το ανθρώπινο cDNA από φυσιολογικό ανθρώπινο 

πλακούντα μία πρωτεΐνη 480 αμινοξέων με μοριακή μάζα 53,900 kDa (Siaterli et al., 

2003). Τα στοιχεία αυτά βρίσκονται σε συμφωνία με το παρατηρούμενο μέγεθος της 

πρωτεΐνης σε SDS-ηλεκτροφόρηση. 

Η σύγκριση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του cDNA και της προβλεπόμενης 

αμινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης από διάφορους οργανισμούς, έχει επίσης 

προσφέρει στοιχεία για την εξελικτική συντηρητικότητα του ενζύμου. Η προβλεπόμενη 

αμινοξική αλληλουχία του ενζύμου από Δροσόφιλα παρουσιάζει 69 % ομοιότητα με το 

ένζυμο βοός (Kang and Joh, 1990), 58 % με του αρουραίου (Tanaka et al., 1989), 59 % 

ταυτότητα και 77% ομοιότητα με του ανθρώπου (Ichinose et al., 1989). Η αμινοξική 

αλληλουχία NFNPHKW, που περιέχει τη θέση δέσμευσης της φωσφορικής 

πυριδοξάλης, είναι πανομοιότυπη σε όλους τους οργανισμούς που μελετήθηκαν και η 

περιοχή γύρω από αυτήν αποτελεί την πιο σταθερή του γονιδίου. Σύμφωνα με τους 

Tanaka et al. (1989), υπάρχουν επαναλαμβανόμενες περιοχές στην πρωτοταγή δομή 

του μορίου. Τα αμινοξικά κατάλοιπα 58-115 παρουσιάζουν 24,1 % ομολογία με τα 

κατάλοιπα 118-178 και η περιοχή αυτή φαίνεται να έχει συντηρηθεί και σε άλλα ένζυμα 

που συμμετέχουν στη βιοσύνθεση των κατεχολαμινών (TH, DBH και PNMT). Είναι 

πιθανόν οι περιοχές αυτές να αποτελούν θέσεις αλληλεπίδρασης των ενζύμων με τις 

κατεχολαμίνες (Tanaka et al., 1989).     

Το mRNA που κωδικοποιεί την αποκαρβοξυλάση της L-Dopa 

αντιπροσωπεύεται σε πολύ χαμηλά ποσοστά στους διάφορους ιστούς. Το ποσοστό αυτό 



    
  42 
 
 
 

προσδιορίστηκε ότι κυμαίνεται από 0,0005 % του ολικού RNA από εγκέφαλο έως 

0,0035 % του ολικού RNA από νεφρό αρουραίου (Coge et al., 1990). Με στύπωμα 

κατά Northern, το μέγεθος του mRNA προσδιορίστηκε στα 2,3 kb σε ιστούς βοός 

(Albert et al., 1987) και στα 2,2 kb σε ιστούς αρουραίου (Albert et al., 1987; Bruneau et 

al., 1990a).  

Η πλήρης αλληλουχία του ανθρώπινου γονιδίου της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης 

έχει καθοριστεί από νευρικού τύπου ιστό, και συγκεκριμένα φαιοχρωμοκύτωμα (Sumi-

Ichinose et al., 1992), καθώς και από μη-νευρικού τύπου ιστό, από ανθρώπινο ήπαρ 

(Ichinose et al., 1992). Το γονίδιο της DDC στον άνθρωπο αποτελείται από 15 εξώνια 

και καταλαμβάνει έκταση 85 kb (Sumi-Ichinose et al., 1992). Υπάρχει σε ένα 

αντίγραφο στο απλοειδές γονιδίωμα και εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 7 (Bruneau et al., 

1990b), στη χρωμοσωμική ζώνη 7p12.1 – p12.3, κοντά στην περιοχή που εδράζεται το 

γονίδιο του υποδοχέα του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα. Η θέση αυτή έχει 

επιβεβαιωθεί με πειράματα in situ υβριδοποίησης (Craig et al., 1992), ενώ οι Scherer et 

al. (1992), με αντίστοιχα πειράματα, εντόπισαν το γονίδιο στο χρωμόσωμα 7, στη θέση 

p11 (Scherer et al., 1992). Το μήκος των εξωνίων κυμαίνεται από 20 bp ως 400 bp, ενώ 

το μήκος των εσωνίων από 1 kb ως 17,7 kb.  

Όσον αφορά στη λειτουργική οργάνωση του γονιδίου της L-Dopa 

αποκαρβοξυλάσης από αρουραίο, το γονίδιο αποτελείται από δύο υποκινητές και 16 

εξώνια που καταλαμβάνουν περισσότερο από 80 kb στο γονιδίωμα (Hahn et al., 1993).   

 

1.5.2.2 Δομή του γονιδίου – μεταγραφική και μετα-μεταγραφική ρύθμιση 

Το ανθρώπινο γονίδιο που εκφράζει την DDC έχει απομονωθεί, κλωνοποιηθεί 

και η αλληλουχία του έχει προσδιοριστεί πλήρως (Ichinose et al., 1989). Όπως 

αναφέρθηκε, αποτελείται από 15 εξώνια, όπου το σημείο έναρξης της μετάφρασης 

εντοπίζεται στο δεύτερο εξώνιο, ενώ το σημείο λήξης στο δεκατοτέταρτο εξώνιο. Στο 

συγκεκριμένο γονίδιο εντοπίστηκαν ορισμένες διαφορές στην 5΄ UTR (μη 

μεταφραζόμενη περιοχή) (Ichinose et al., 1992), οι οποίες φαίνεται να προκύπτουν από 

εναλλακτική συρραφή στην 5΄ μη μεταφραζόμενη περιοχή. Η εναλλακτική αυτή 

συρραφή επάγεται από την επίδραση διαφορετικών υποκινητών και οδηγεί στη 

δημιουργία δύο διαφορετικών τύπων mRNA. Το πρώτο εξώνιο διαφέρει ανάλογα με 

τον ιστό και διαφοροποιεί το μετάγραφο του γονιδίου σε νευρικού τύπου και μη-

νευρικού τύπου (Ichinose et al., 1992) (Εικόνα 1.4). Συγκεκριμένα, το νευρικού τύπου 

μετάγραφο φέρει ως πρώτο εξώνιο το N1, που απέχει 17,7 kb από το δεύτερο εξώνιο, 
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ενώ το μη-νευρικού τύπου μετάγραφο φέρει ως πρώτο εξώνιο το L1, που απέχει 22 kb 

από το δεύτερο εξώνιο. Το N1 έχει μήκος 83 bp, ενώ το L1 έχει μήκος 200 bp. Ο 

μηχανισμός αυτός έχει δειχθεί ότι είναι υπεύθυνος για την ιστοειδική έκφραση του 

γονιδίου, με πειράματα in situ υβριδοποίησης (Jahng et al., 1996). 

 

 
Εικόνα 1.4: Διάγραμμα του ανθρώπινου γονιδίου της DDC, όπου απεικονίζεται η δημιουργία 

νευρικού και μη νευρικού τύπου mRNA 

 

Έχει θεωρηθεί ότι η κατανομή των δύο τύπων mRNA, λόγω εναλλακτικής 

συρραφής στην 5’UTR και χρήση διαφορετικού υποκινητή, ακολουθεί ένα πρότυπο 

ιστοειδικότητας. Στο ήπαρ εντοπίζεται μόνο το μη-νευρικού τύπου mRNA, ενώ στον 

εγκέφαλο, στα επινεφρίδια και σε νεοπλασίες που συνδέονται με υπερπαραγωγή 

κατεχολαμινών εντοπίζεται το νευρικού τύπου μήνυμα. Ενδιαφέρον, ωστόσο, 

παρουσιάζει το γεγονός ότι στο νεφρό και στον πλακούντα συνυπάρχουν τα δύο είδη 

mRNA, ενώ η αιτιολογία αυτού του φαινομένου δεν είναι ακόμα γνωστή (Ichinose et 

al., 1992; Siaterli et al., 2003). Επίσης, πρόσφατα δεδομένα του εργαστηρίου μας 

έδειξαν ότι σε περιφερικά ανθρώπινα λευκοκύτταρα, που είναι μη νευρικής 

προέλευσης, εκφράζονται τα νευρικού και μη νευρικού τύπου μετάγραφα της DDC 

(Kokkinou et al., 2009a). Οι παρατηρήσεις αυτές δημιουργούν ερωτήματα για τη 

λειτουργική σημασία της ταυτόχρονης έκφρασης των δύο μεταγράφων, ενώ φαίνεται 

ότι η έκφραση των δύο τύπων mRNA της DDC δεν είναι αλληλοαποκλειόμενη 

(Kokkinou et al., 2009a; Siaterli et al., 2003), όπως εθεωρείτο. 

Το γονίδιο στον αρουραίο αποτελείται από δύο υποκινητές και 16 εξώνια, και 

καταλαμβάνει έκταση πάνω από 80 kb κατά μήκος του γονιδιώματος (Hahn et al., 

1993). Δύο διαφορετικοί τύποι mRNA για το γονίδιο της DDC έχουν βρεθεί σε 

νευρικούς και μη νευρικούς ιστούς και στον αρουραίο (Albert et al., 1992). Τα δύο 
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αυτά cDNA παρουσιάζονται όμοια από τη θέση -8 μέχρι το polyA αλλά η διαφορά και 

εδώ, εντοπίζεται στην 5΄ μη μεταφραζόμενη περιοχή (Εικόνα 1.5). Ο υποκινητής που 

εντοπίζεται προς το 5’ άκρο ακολουθείται από το εξώνιο1 (1a), ένα μη-κωδικοποιόν 

εξώνιο που περιέχει όμως μια αλληλουχία ειδική για το ήπαρ (μη νευρικός ιστός), ενώ 

ο υποκινητής που εντοπίζεται προς το 3’ άκρο ακολουθείται από το εξώνιο 2 (1b), το 

οποίο περιέχει μια μη-κωδικοποιούσα αλληλουχία ειδική για το φαιοχρωμοκύτωμα 

(νευρικός ιστός). Το εξώνιο 1a περιέχει το μεγαλύτερο μέρος της 5’ μη-

μεταφραζόμενης περιοχής του cDNA του ήπατος, ενώ το εξώνιο 1b την αντίστοιχη 

περιοχή του cDNA του φαιοχρωμοκυτώματος. Στο τρίτο εξώνιο (εξώνιο 2) 

εντοπίζονται δύο σημεία εναλλακτικής συρραφής (splicing acceptors) πριν το 

κωδικόνιο ATG, στις θέσεις -13 και -8, ειδικές για τα εξώνια 1a και 1b, αντίστοιχα 

(Hahn et al., 1993). Το νευρικού τύπου μετάγραφο που φέρει ως πρώτο εξώνιο το 

εξώνιο 2 (1b) μήκους 68 bp, απέχει 9,5 kb από το κωδικόνιο ATG του τρίτου εξωνίου 

(εξώνιο 2), ενώ το μη-νευρικού τύπου μετάγραφο που φέρει ως πρώτο εξώνιο το εξώνιο 

1 (1a) μήκους 71 bp, απέχει 7 kb από το εξώνιο 1b (Albert et al., 1992).  

         

 
Εικόνα 1.5: Διάγραμμα της δομής των τριών πρώτων εξωνίων του γονιδίου της DDC από αρουραίο 

Διαφορετικοί υποκινητές χρησιμοποιούνται για να παραχθεί mRNA με ξεχωριστές 5’ μη 

μεταφραζόμενες περιοχές σε νευρικούς και μη νευρικούς ιστούς (από Albert et al., 1992). 

 

Το εξώνιο 3, είναι το πιο συντηρημένο μεταξύ των ειδών. Μολονότι η 

οργάνωση του γονιδίου στη Δροσόφιλα είναι διαφορετική, ένα τμήμα παρόμοιο με το 

εξώνιο αυτό εντοπίζεται στο τελευταίο εξώνιο. Το τμήμα αυτό παρουσιάζει 79 % 

αμινοξική ομολογία και 78% ομοιότητα νουκλεοτιδικής αλληλουχίας με το ανθρώπινο 

εξώνιο 3 (Eveleth and Marsh, 1986; Ichinose et al., 1989). Είναι, επομένως, πολύ 

πιθανό αυτή η περιοχή να είναι κρίσιμης σημασίας για την ενζυμική δράση.   
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1.5.2.2.1 Cis-acting στοιχεία 

Τα γενετικά στοιχεία που κατευθύνουν την ιστοειδική έκφραση της ενζυμικής 

πρωτεΐνης που αποκαρβοξυλιώνει την L-Dopa δεν έχουν προσδιοριστεί ακόμα πλήρως. 

Στο ανθρώπινο γονίδιο, έχουν αναγνωριστεί περιοχές στην 5’ μη μεταφραζόμενη 

περιοχή οι οποίες φαίνεται είτε να επάγουν είτε να αναστέλλουν την έκφραση της DDC 

ειδικά σε νευρικό και μη νευρικό ιστό. Η ταυτότητα των περιοχών αυτών και οι 

παράγοντες που πιθανόν να επιδρούν σε αυτές παραμένουν άγνωστοι. Ωστόσο, έχουν 

αναγνωριστεί δύο παράγοντες οι οποίοι φαίνεται να αναστέλλουν την έκφραση του 

νευρικού τύπου μεταγράφου σε συμπαθητικούς νευρώνες, χωρίς να επηρεάζουν την 

έκφραση του μη-νευρικού τύπου μεταγράφου. Οι δύο αυτοί παράγοντες, ο 

ανασταλτικός παράγοντας λευχαιμίας (leukemia inhibitory factor, LIF) και ο ακτινωτός 

νευροτροφικός παράγοντας (ciliary neurotrophic factor, CNTF) φαίνεται να δρουν 

μέσω του ίδιου μηχανισμού (Chireux et al., 1994). Έχει αναφερθεί η παρουσία ενός 

ισχυρού υποκινητή 560 bp από το cap site προς το 5’ άκρο, ειδικού για το νευρικού 

τύπου μόριο, που μπορεί να κατευθύνει την ιστοειδική έκφραση ενός γονιδίου 

αναφοράς σε κυτταρικές σειρές νευροβλαστώματος και όχι σε κύτταρα παγκρέατος ή 

νευροεπιθηλιώματος (Le Van Thai et al., 1993). Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι στο νευρικού 

τύπου υποκινητή περιέχονται επικαλυπτόμενες θέσεις δέσμευσης για τους 

μεταγραφικούς παράγοντες winged helix hepatocyte nuclear factor 3 (HNF-3) και την 

POU-domain πρωτεΐνη Brn-2/N-Oct-3 (Raynal et al., 1998). Αντίθετα, η εισαγωγή σε 

διαγονιδιακά ποντίκια 3,6 kb του νευρικού υποκινητή συνδεδεμένου με γονίδιο 

αναφοράς (CAT) προκάλεσε μη ειδική έκφρασή του τόσο σε νευρικούς όσο και σε μη-

νευρικούς ιστούς (Sumi-Ichinose et al., 1995). Οι διαφορές αυτές αποδόθηκαν είτε στο 

μεγαλύτερο μέγεθος της περιοχής που ελέγχθηκε, είτε σε διαφορετικά χαρακτηριστικά 

που παρουσιάζουν οι κυτταρικές σειρές σε σχέση με τους φυσιολογικούς ιστούς.    

Ανάλυση της αλληλουχίας των υποκινητών στον αρουραίο, έχει αποκαλύψει μία 

TATA-like αλληλουχία, καθώς και πιθανές θέσεις δέσμευσης των μεταγραφικών 

παραγόντων Oct και AP-2 (Hahn et al., 1993). Περαιτέρω, ανάλυση των λειτουργικών 

θέσεων των υποκινητών έχει πραγματοποιηθεί με πειράματα που περιλαμβάνουν 

σύνδεση διαφόρων τμημάτων των υποκινητών με κάποιο γονίδιο αναφοράς 

(λουσιφεράση, lacZ) και εισαγωγή του σε νευρικές ή μη-νευρικές κυτταρικές σειρές. 

Με βάση τα πειράματα αυτά, στον αρουραίο έχει εντοπιστεί μία αλληλουχία με ρόλο 

μεταγραφικού στοιχείου (cis-acting element) μεταξύ της θέσης -52 και -28 από το 5’ 

άκρο προς τη θέση έναρξης της μεταγραφής του μη-νευρικού mRNA. Μια αλληλουχία 
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εντός της περιοχής αυτής, η οποία εντοπίστηκε ειδικά σε νεφρό και ήπαρ, ονομάστηκε 

αλληλουχία KL-1. Παρουσιάζει δε πολύ μεγάλη ομολογία με τη θέση πρόσδεσης του 

ηπατικού πυρηνικού παράγοντα 1 (hepatocyte nuclear factor 1, HNF-1). Η παρουσία 

του παράγοντα HNF-1 είναι αρκετή για να ενεργοποιήσει τους υποκινητές του μη-

νευρικού τύπου μηνύματος σε κύτταρα τα οποία φυσιολογικά δεν το εκφράζουν. Τα 

δεδομένα αυτά υποδεικνύουν ότι η ιστοειδική έκφραση του μη-νευρικού τύπου 

υποκινητή του γονιδίου στον αρουραίο είναι πιθανόν να ρυθμίζεται από τον HNF-1 

(Aguanno et al., 1996).  

Μία πληθώρα άλλων παραγόντων έχουν δειχθεί ότι μπορούν να ρυθμίσουν την 

έκφραση του mRNA της DDC, μολονότι δεν είναι γνωστό ακόμα εάν αυτή η ιδιότητά 

τους είναι ιστοειδική. Ρύθμιση της έκφρασης του γονιδίου της DDC επιτελείται από 

ειδικούς αναστολείς, τους ΜΑΟ αναστολείς (Μοnoamine oxidase inhibitors) (Li et al., 

1992b). Oι μη αντιστρεπτοί αναστολείς ΜΑΟ τύπου Β, όπως το (-)-διπρενύλιο, η 

παργυλίνη και ο MDL 72,974 A (Li et al., 1992b; Li et al., 1998a), η διξαμεθασόνη 

(Kim et al., 1993), η ιντερλευκίνη-1β και η προσταγλανδίνη Ε2 (PGE2) (Li et al., 1994), 

ο NSD-1015 (Li et al., 1993), ανταγωνιστές των ντοπαμινεργικών υποδοχέων 

(Buckland et al., 1992), η διζοκιλπίνη (Hadjiconstantinou et al., 1995), η ρεσερπίνη 

(Wessel and Joh, 1992), η παργυλίνη (Li et al., 1992b) και η αντι-ιική ουσία 

αμανταδίνη (Deep et al., 1999; Li et al., 1998b) φαίνεται να αυξάνουν τα επίπεδα του 

mRNA της DDC. Από την άλλη πλευρά, οι αμφεταμίνες και η βιγκαμπατρίνη 

(Buckland et al., 1996), όπως και ο νευρικός αυξητικός παράγοντας (NGF) (Li et al., 

1997) αναστέλλουν την έκφραση του mRNA της DDC. Μελέτη της δράσης του 

νευρικού αυξητικού παράγοντα στη γονιδιακή έκφραση του ενζύμου που 

αποκαρβοξυλιώνει την L-Dopa στην κυτταρική σειρά φαιοχρωμοκυτώματος PC12, 

αποκάλυψε ότι ο NGF καταστέλλει την έκφραση του γονιδίου, ενώ ταυτόχρονα αυξάνει 

την έκφραση της υδροξυλάσης της τυροσίνης (Li et al., 1997). Καθώς ο NGF επηρεάζει 

την ανάπτυξη, τη διαφοροποίηση και την επιβίωση των νευρώνων (Thoenen and Barde, 

1980), η μελέτη της αλληλεπίδρασης μεταξύ του NGF και του γονιδίου της DDC 

μπορεί να προσφέρει μία καινούρια προσέγγιση για τους μηχανισμούς που εμπλέκονται 

σε νευροεκφυλιστικές ασθένειες, όπως τη νόσο του Parkinson (Li et al., 1997).   

Από τα παραπάνω, καθίσταται σαφές ότι λίγα πράγματα είναι γνωστά για τη 

γονιδιακή ρύθμιση της ιστοειδικής έκφρασης του ενζύμου που αποκαρβοξυλιώνει την 

L-Dopa στα θηλαστικά. Ωστόσο, πολλά περισσότερα είναι γνωστά για τη γονιδιακή 

ρύθμιση της ιστοειδικής έκφρασης της ενζυμικής πρωτεΐνης που αποκαρβοξυλιώνει την 
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L-Dopa στη Δροσόφιλα. Λαμβάνοντας υπ’όψιν το μεγάλο βαθμό ομολογίας μεταξύ της 

DDC από Δροσόφιλα και θηλαστικά (Scherer et al., 1992), θα ήταν αναμενόμενο να 

εμπλέκονται κάποιοι κοινοί παράγοντες στην έκφραση των γονιδίων. Ένας μεγάλος 

αριθμός παραγόντων έχουν εντοπιστεί στη Δροσόφιλα, οι οποίοι φαίνεται να ρυθμίζουν 

διαφορικά τη νευρικού τύπου και υποδερμικού τύπου DDC. Οι παράγοντες αυτοί 

περιλαμβάνουν τον Elf-1, ο οποίος θεωρείται απαραίτητος για την έκφραση του 

νευρικού τύπου μηνύματος (Bray and Kafatos, 1991), τον Cfl-a (μία POU-τύπου 

πρωτεΐνη) που επάγει την έκφραση του νευρικού τύπου μηνύματος, αλλά μπορεί να 

ανασταλλεί από τον παράγοντα I-POU, μία δεύτερη POU-τύπου πρωτεΐνη (Treacy et 

al., 1991) και μία πρωτεΐνη με ομοιοτική περιοχή/δάκτυλο ψευδαργύρου, την ZFH-2, 

που επίσης φαίνεται να είναι θετικός ρυθμιστής του νευρικού τύπου μηνύματος 

(Lundell and Hirsh, 1992). Άλλες πρωτεΐνες με ομοιοτική περιοχή/δάκτυλο 

ψευδαργύρου, όπως η Br-C, φαίνεται να εμπλέκονται στη διαδικασία ρύθμισης του 

υποδερμικού τύπου μηνύματος της DDC ως απόκριση στην ορμόνη εκδυσόνη (O'Keefe 

et al., 1995).                         

Εκτεταμένες μελέτες πάνω στο ανθρώπινο γονίδιο της DDC αποκάλυψαν πως 

γίνεται εναλλακτική συρραφή και εντός της κωδικοποιούσας περιοχής του γονιδίου. Οι 

O΄Malley et al. (1995) ανέφεραν ότι δύο ισομορφές ενζύμου μπορούν να 

δημιουργηθούν στον ανθρώπινο οργανισμό με εναλλακτική συρραφή εντός της 

κωδικοποιούσας περιοχής του γονιδίου· μία που προκύπτει από το πλήρες μετάγραφο, 

έχει ενζυμική ενεργότητα ως προς την αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa και της 5-HTP 

και συμβολίζεται ως DDC480, και μία ισομορφή που προκύπτει από τη μετάφραση του 

μεταγράφου που του λείπει το εξώνιο 3, δεν παρουσιάζει ενζυμική ενεργότητα και 

συμβολίζεται ως DDC442, όπου 480 και 442 καταδεικνύουν τον αριθμό των αμινοξέων 

των δύο αυτών ισομορφών του ενζύμου, αντιστοίχως (O'Malley et al., 1995). Και οι 

δύο ισομορφές εκφράζονται ευρύτατα με την DDC442 να αποτελεί μάλιστα την κύρια 

μορφή σε πολλούς νευρικούς και μη νευρικούς ιστούς, αν και είναι άγνωστος ο 

φυσιολογικός της ρόλος από τη στιγμή που δεν παρουσιάζει ενζυμική ενεργότητα. Έχει 

προταθεί ότι η DDC442 ισομορφή μπορεί να καταλύει την αποκαρβοξυλίωση των 

αμινοξέων φαινυλαλανίνη, m-τυροσίνη και p-τυροσίνη με μεγαλύτερη συγγένεια από 

την DDC480.  Στην Εικόνα 1.6 απεικονίζεται η διαδικασία με την οποία προκύπτουν οι 

δύο αυτές ισομορφές του ενζύμου. Θα πρέπει να αναφερθεί ότι οι ποικιλομορφίες αυτές 

στο εξώνιο 3 βρέθηκαν σε ένα μόνο άτομο.  
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Εικόνα 1.6: Διαγραματική απεικόνιση της εναλλακτικής συρραφής του ανθρώπινου γονιδίου της 

DDC που δημιουργεί δύο διαφορετικές ισομορφές πρωτεϊνών (από O’Malley et al., 1995) 

       

Οι Chang et al. (1996) αναφέρουν τον εντοπισμό δύο τύπων μεταγράφων της 

DDC σε νευρικούς και μη νευρικούς ιστούς. Το ένα μετάγραφο κωδικοποιεί το 

πλήρους μήκους ένζυμο, ενώ το μικρότερο μετάγραφο, από το οποίο έχει απαλειφθεί το 

εξώνιο 3, οδηγεί στη σύνθεση μίας ανενεργής ισομορφής, λόγω διαφορετικής 

υποστρωματικής εξειδίκευσης ή συγγένειας για συμπαράγοντα (Εικόνα 1.7) (Chang et 

al., 1996). Ωστόσο, πρόσφατα δεδομένα του εργαστηρίου μας δεν επαληθεύουν την 

παρατήρηση αυτή, καθώς αποκάλυψαν την έκφραση του νευρικού τύπου μεταγράφου 

της DDC στην κυτταρική σειρά μακροφαγικής προέλευσης U937 (human hystiotic 

lymphoma), από την οποία απουσίαζε το εξώνιο 3 και κωδικοποιούσε την παραγωγή 

ενεργής πρωτεϊνικής ισομορφής. Η ενεργότητα του ενζύμου υπολογίστηκε στα 4,2 

mUnits/mg (Kokkinou et al., 2009b). Το νευρικού τύπου μετάγραφο από το οποίο 

απουσιάζει το εξώνιο 3 έχει εντοπιστεί και στα ανθρώπινα Τ-λεμφοκύτταρα και ο 

ρόλος του πιστεύεται ότι εμπλέκεται στη ρύθμιση της ανοσοβιολογικής απόκρισης 

(Kokkinou et al., 2009a). Προϊόντα εναλλακτικού ματίσματος έχουν εντοπιστεί και στο 

πάγκρεας και και έχουν συσχετιστεί με το Αυτοάνοσο Πολυενδοκρινικό Σύνδρομο 

τύπου Ι (APS I) (Rorsman et al., 1995). 
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Εικόνα 1.7: Διαγραμματική απεικόνιση του εναλλακτικού ματίσματος στον άνθρωπο, το οποίο 

οδηγεί στην παραγωγή δύο μεταγράφων του ενζύμου της DDC από ένα μοναδικό γονίδιο (από 

Chang et al., 1996) 

 

Επιπλέον, πρόσφατα δημοσιευμένα δεδομένα του εργαστηρίου μας αποκάλυψαν 

την ύπαρξη ενός μικρότερου μεταγράφου του ενζύμου στον ανθρώπινο πλακούντα, 

μήκους 1,8 kb. Κλωνοποίηση αυτού του εναλλακτικού μεταγράφου έδειξε ότι δεν 

περιέχει τα εξώνια 10 έως 15, ενώ περιλαμβάνει ένα εναλλακτικό εξώνιο 10 που 

εντοπίζεται μέσα στο εσώνιο 9. Το μετάγραφο αυτό περιέχει το νευρικού τύπου εξώνιο 

1 και κωδικοποιεί ένα μικρότερο πολυπεπτίδιο από τη DDC, 338 αμινοξέων, εκ των 

οποίων τα πρώτα 315 είναι ταυτόσημα με αυτά της αποκαρβοξυλάσης της L-Dopa. Η 

ισομορφή αυτή ονομάστηκε Alt-DDC και εντοπίστηκε σε ανθρώπινο νεφρό, 

παρουσιάζοντας υψηλά επίπεδα ενεργότητας (Vassilacopoulou et al., 2004). Έκφραση 

της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης που προκύπτει από το εναλλακτικό αυτό μετάγραφο 

σε βακτήρια E.coli και σε ευκαρυωτικό σύστημα παρουσιάζει αποκαρβοξυλιωτική 

δράση έναντι στην L-Dopa (μη δημοσιευμένες παρατηρήσεις), χωρίς ωστόσο, να έχει 

διευκρινιστεί ακόμα ο ρόλος της. 

Στην Εικόνα 1.8 παρουσιάζονται τα εναλλακτικά μετάγραφα της DDC που 

έχουν εντοπιστεί στον άνθρωπο (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1644). 
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Εικόνα 1.8: Διαγραμματική απεικόνιση του εναλλακτικού ματίσματος στον άνθρωπο, το οποίο 

οδηγεί στην παραγωγή διαφορετικών μεταγράφων της DDC από ένα μοναδικό γονίδιο 

(Α) Γονίδιο DDC. (Β) Μη-νευρικού τύπου, πλήρους μήκους mRNA. (Γ) Νευρικού τύπου, πλήρους 

μήκους mRNA. (Δ) Νευρικού τύπου mRNA χωρίς το εξώνιο 3. (Ε) Νευρικού τύπου mRNA χωρίς τα 

εξώνια 3 και 4. (ΣΤ) Νευρικού τύπου mRNA χωρίς τα εξώνια 5 και 6. (Ζ) Νευρικού τύπου mRNA χωρίς 

το εξώνιο 5. (Η) Νευρικού τύπου mRNA που κωδικοποιεί την εναλλακτική ισομορφή Alt-DDC. 

 

1.5.2.3 Ρύθμιση της ενζυμικής ενεργότητας της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης 

Αν και η DDC θεωρούταν για πολλά χρόνια ένα μη ρυθμιζόμενο ένζυμο, η 

άποψη αυτή τείνει να εγκαταλειφθεί μετά από μια σειρά εργασιών που δημοσιεύθηκαν 

στις αρχές της δεκαετίας του ‘90. Η μέχρι προσφάτως επικρατούσα άποψη ήταν ότι η 

DDC δεν αποτελεί σημείο ρύθμισης στη βιοσύνθεση των κατεχολαμινών, εφ’όσον είναι 

μη κορεσμένη με υπόστρωμα και σχετικά μη ειδική. Το επίπεδο ενεργότητας όμως του 

ενζύμου είναι αυτό που καθορίζει το ρυθμό σύνθεσης της φαινυλαιθυλαμίνης (PE) και 

των άλλων αμινών. Η παραπάνω άποψη τείνει να αναθεωρηθεί καθώς υπάρχουν 

ενδείξεις ρύθμισης του ενζύμου στα θηλαστικά από παράγοντες που δρουν στους 
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υποδοχείς ντοπαμίνης (Zhu and Juorio, 1995).  

Συγκεκριμένα, τα πρώτα πειράματα πραγματοποιήθηκαν με μέτρηση της 

ενζυμικής ενεργότητας σε αμφιβληστροειδή χιτώνα αρουραίου. Ζώα που είχαν 

παραμείνει στο σκοτάδι, εκτέθηκαν στη συνέχεια στο φως. Η έκθεση αυτή οδήγησε σε 

αύξηση της ενζυμικής ενεργότητας της DDC στον αμφιβληστροειδή χιτώνα 

(Hadjiconstantinou et al., 1988). Στην αλλαγή αυτή μεσολαβούν οι D1-υποδοχείς 

ντοπαμίνης και οι α2 αδρενεργικοί υποδοχείς, αφού χορήγηση αγωνιστών των 

υποδοχέων αυτών ανέστειλε την αύξηση της ενεργότητας, ενώ χορήγηση ανταγωνιστών 

των D1-υποδοχέων, στο σκοτάδι, προκάλεσε ενεργοποίηση του ενζύμου. Ανάλυση των 

κινητικών παραμέτρων αποκάλυψε ότι η παρατηρούμενη ενεργοποίηση οφείλεται σε 

αύξηση του Vmax του ενζύμου, με μικρή αλλαγή του Km ως προς την L-Dopa και τη 

φωσφορική πυριδοξάλη (Rossetti et al., 1989; Rossetti et al., 1990).   

Παρόμοια αποτελέσματα έχουν προκύψει από μελέτες στον εγκέφαλο 

αρουραίου (Zhu et al., 1992) και ποντικού (Hadjiconstantinou et al., 1993). Στον 

εγκέφαλο το ένζυμο ρυθμίζεται μέσω D1 και D2 υποδοχέων ντοπαμίνης με τον εξής 

τρόπο: ενεργοποίηση των υποδοχέων με χορήγηση αγωνιστών αναστέλλει το ένζυμο, 

ενώ δέσμευση των υποδοχέων με χορήγηση ανταγωνιστών αυξάνει τη δραστικότητά 

του. Ο μηχανισμός της ρύθμισης δεν έχει ακόμα διευκρινισθεί. Μια πιθανότητα είναι η 

αλλαγή να σχετίζεται με σύνθεση νέων ενζυμικών μορίων, δεδομένου ότι η χορήγηση 

κυκλοεξαμιδίου εμποδίζει την αύξηση της ενζυμικής ενεργότητας (Hadjiconstantinou et 

al., 1993). Αντίθετα αποτελέσματα έχουν, επίσης, αναφερθεί σε παρόμοια πειράματα 

(Zhu et al., 1992). Συγκεκριμένα, στο ραβδωτό σώμα του ποντικού η αύξηση της 

ενζυμικής ενεργότητας γίνεται σε δύο φάσεις. Μια πρώιμη αύξηση (περίπου 15 λεπτά 

μετά τη χορήγηση ανταγωνιστών) ακολουθείται από μια δεύτερη (στις 3 περίπου ώρες) 

μεγαλύτερης διάρκειας. Η χορήγηση κυκλοεξαμιδίου αναστέλλει μόνο τη δεύτερη 

φάση αύξησης, επομένως στο πρώτο στάδιο μπορεί να μην απαιτείται de novo σύνθεση 

πρωτεΐνης.  

Τα ευρήματα αυτά συμφωνούν με την παρατήρηση της αύξησης της έκφρασης 

του γονιδίου που κωδικοποιεί το συγκεκριμένο ένζυμο σε ασθενείς, μετά από χρόνια 

χορήγηση αλοπεριδόλης ή λοξαπίνης (Buckland et al., 1992). Φαίνεται, δηλαδή, ότι η 

«μακράς διάρκειας» (> 3 ώρες) απόκριση σε παράγοντες που αυξάνουν την ενεργότητα 

του ενζύμου επάγεται πιθανά από διαφορετικούς μηχανισμούς από αυτούς που επάγουν 

την «μικρής διάρκειας» (< 1 ώρα) απόκριση στους παράγοντες αυτούς.    
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1.5.2.3.1 Ρύθμιση της ενζυμικής ενεργότητας της DDC μέσω φωσφορυλίωσης 

Σε συμφωνία με τα δεδομένα αυτά και άλλοι μηχανισμοί, ανεξάρτητοι από την 

πρωτεϊνοσύνθεση, φαίνεται να εμπλέκονται στην ρύθμιση του ενζύμου. Ως κύριος 

μηχανισμός ρύθμισης της ενεργότητας της DDC έχει προταθεί η φωσφορυλίωση. Η 

υπόθεση αυτή υποστηρίχθηκε από μια σειρά παρατηρήσεων. Η πρώτη παρατήρηση 

αφορά στον εντοπισμό στην αμινοξική αλληλουχία της πρωτεΐνης  μιας σειράς μοτίβων 

φωσφορυλίωσης από cAMP-εξαρτώμενες πρωτεϊνικές κινάσες (ΡΚΑ), από πρωτεϊνικές 

κινάσες C (ΡΚC), από ασβέστιο-καλμοντουλίνη εξαρτώμενες πρωτεϊνικές κινάσες ΙΙ 

(Ca-CM PK II) και από κατευθυνόμενες από προλίνη πρωτεϊνικές κινάσες (proline-

directed protein kinases) (Gudehithlu et al., 1992; Kang and Joh, 1990; Kemp and 

Pearson, 1990). Επίσης, έχει δειχθεί ότι αύξηση της φωσφορυλίωσης του ενζύμου 

προκαλεί αύξηση της ενζυμικής του ενεργότητας, ενώ αρκετές ενδείξεις υποστηρίζουν 

πως η ΡΚΑ φωσφορυλιώνει περισσότερες από μία θέσεις της DDC (Young et al., 

1993). Χορήγηση φορσκολίνης, που ενεργοποιεί την αδενυλική κυκλάση και αυξάνει 

τα επίπεδα του κυκλικού AMP (cAMP), καθώς και χορήγηση 8-Bromo-cAMP, ενός 

ενεργοποιητή της PKA, αυξάνουν την ενεργότητα της DDC στον εγκέφαλο ποντικού 

(Young et al., 1993). Με βάση τα αποτελέσματα αυτά, έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι 

μια cAMP-εξαρτώμενη πρωτεϊνική κινάση φωσφορυλιώνει την DDC, αυξάνοντας 

παροδικά το Vmax του ενζύμου. Η υπόθεση αυτή ενισχύεται και από την ύπαρξη στο 

μόριο του ενζύμου δύο καταλοίπων σερίνης (Ser220 και Ser336) που μπορούν να 

φωσφορυλιωθούν από cAMP-εξαρτώμενη πρωτεϊνική κινάση (Kang and Joh, 1990).  

Η υπόθεση φωσφορυλίωσης εξετάστηκε με την απομόνωση και προσδιορισμό 

της ενζυμικής πρωτεΐνης. Με τη χρήση τεχνικών ανοσοστύπωσης, οι προσδιορισμένες 

ζώνες εκχυλίστηκαν και ελέγχθηκαν για ενσωμάτωση 32P. Με τη χρήση αυτής της 

τεχνικής παρατηρήθηκε ότι προηγούμενη επώαση συναπτοσωμάτων με καθαρισμένη 

καταλυτική υπομονάδα της PKA παρουσία 32P-ATP οδηγούσε σε μια δοσο-εξαρτώμενη 

αύξηση ενσωμάτωσης 32P στο ένζυμο. Επιπρόσθετα, η κατεργασία αυτή είχε ως 

αποτέλεσμα αύξηση της ενεργότητας του ενζύμου ως προς την αποκαρβοξυλίωση της 

L-Dopa (Berry, 1995). Επόμενες μελέτες παρουσίασαν άμεσες ενδείξεις ότι η PKA 

φωσφορυλιώνει και ακολούθως ενεργοποιεί την DDC που εντοπίζεται στο ραβδωτό 

σώμα και τον μεσεγκέφαλο (Duchemin et al., 2000). 

Ένας άλλος προτεινόμενος μηχανισμός ρύθμισης περιλαμβάνει την πρωτεϊνική 

κινάση C (PKC). Χορήγηση φορβολικών εστέρων, που ενεργοποιούν την PKC, 

αυξάνουν παροδικά τη δραστικότητα του ενζύμου και η αλλαγή αυτή χαρακτηρίζεται 
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από αύξηση του Vmax και μικρή μεταβολή του Km ως προς L-Dopa και PLP (Young et 

al., 1994). 

H φωσφορυλίωση της ΡΚΑ, που προκαλεί αύξηση της ενεργότητας της DDC, 

ρυθμίζεται από τους D2 προσυναπτικούς υποδοχείς της ντοπαμίνης. Όταν ανταγωνιστές 

δεσμευτούν στους D2 υποδοχείς, επάγεται άρση της καταστολής της αδενυλικής 

κυκλάσης και αύξηση των επιπέδων cAMP. Το cAMP προκαλεί τη φωσφορυλίωση της 

ΡΚΑ που με τη σειρά της φωσφορυλιώνει την DDC αυξάνοντας την ενεργότητά της 

(Kebabian et al., 1979). 

 

1.5.3 Ανασυνδυασμένη ενζυμική πρωτεΐνη 

Η απομόνωση του cDNA που κωδικοποιεί την L-Dopa αποκαρβοξυλάση 

κατέστησε δυνατή την παραγωγή ανασυνδυασμένης ενζυμικής πρωτεΐνης σε 

ευκαρυωτικά συστήματα έκφρασης, όπως σε κύτταρα COS (African-green-monkey 

kidney cell, νεφρικά κύτταρα από πράσινο Αφρικανικό πίθηκο) (Sumi et al., 1990), 

ωοκύτταρα Xenopus laevis (Gudehithlu et al., 1992) και κυτταρική σειρά ποντικού 

C127 (Park et al., 1992). Πολλές ερευνητικές ομάδες κατόρθωσαν να εκφράσουν 

ανασυνδυασμένη ενζυμική πρωτεΐνη σε σύστημα έκφρασης E. coli σε μεγάλες 

ποσότητες και να συγκρίνουν τις φυσικοχημικές ιδιότητες της ανασυνδυασμένης 

πρωτεΐνης με τις ιδιότητες του φυσικού ενζύμου (Jebai et al., 1997a; Jebai et al., 1997b; 

Krieger et al., 1993; Moore et al., 1996). Η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη παρουσίασε 

πολύ υψηλότερη ειδική ενεργότητα σε σύγκριση με το φυσικό ένζυμο και η 

ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη των Moore et al. (1996) δέσμευε δύο μόρια PLP, αντί του 

ενός. Οι υπόλοιπες ιδιότητές τους ήταν εξαιρετικά όμοιες με αυτές της φυσικής 

πρωτεΐνης. Επίσης, οι Siaterli et al. (2003) εισάγοντας cDNA ανθρώπινου πλακούντα 

σε κύτταρα E. coli παρήγαγαν ανασυνδυασμένη ενζυμική πρωτεΐνη, η οποία είναι 

ενεργή ως προς την αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa, ενώ η φυσική πρωτεΐνη που 

ανιχνεύεται σε ανθρώπινο πλακούντα είναι ανενεργή (Siaterli et al., 2003).   

 

1.6 Φυσικοί αναστολείς της ενεργότητας της DDC 

1.6.1 Απομόνωση φυσικών αναστολέων της ενεργότητας της DDC από θηλαστικά 

Οι πρώτες πειραματικές μελέτες, όσον αφορά σε ενδογενή αναστολέα της DDC, 

έγιναν το 1980 (Hashimoto et al., 1980) με τον εντοπισμό ενδογενών αναστολέων 

στους σιελογόνους αδένες αρουραίου. Με τη χρήση χρωματογραφίας μοριακής 

διήθησης εντοπίστηκαν τρία κλάσματα με ικανότητα αναστολής της ενεργότητας του 



    
  54 
 
 
 

ενζύμου. Οι μοριακές μάζες των αναστολέων στα κλάσματα αυτά υπολογίστηκαν κατά 

προσέγγιση στα 27,5 kDa, 25,5 kDa και 32,5 kDa, μέσω απορρόφησης στα 280 nm και 

δοκιμασίας ενζυμικής ενεργότητας. Οι αναστολείς αυτοί απενεργοποιούνταν με 

θέρμανση στους 70οC για 5 λεπτά όπως, επίσης, μετά από κατεργασία με θρυψίνη, 

ενδείξεις που συνηγορούν υπέρ της ενδεχόμενης πρωτεϊνικής φύσης του αναστολέα της 

DDC. 

Αργότερα, εντοπίστηκε στον ορό αίματος ιαπωνικού πιθήκου (Rahman et al., 

1984) αναστολέας της DDC με την ικανότητα να αναστέλλει ολικώς την ενεργότητα 

του ενζύμου ως προς την L-5-HTP και μερικώς ως προς την L-Dopa. Ο αναστολέας 

αυτός μπορούσε να απομακρυνθεί ύστερα από χρωματογραφία ιοντοανταλλαγής 

DEAE, γεγονός που είχε ως συνέπεια την αύξηση της ενεργότητας της DDC. Τέλος, 

κατά τη διαδικασία καθαρισμού της DDC από κύτταρα ανθρώπινου 

φαιοχρωμοκυτώματος με τη χρήση υγρής χρωματογραφίας υψηλής πίεσης (Ichinose et 

al., 1985) αναφέρεται η πιθανότητα παρουσίας ενός αναστολέα της DDC στα κύτταρα 

του καρκινικού ιστού. Το συμπέρασμα αυτό στηρίζεται στην παρατήρηση αύξησης της 

ενεργότητας της DDC μετά από χρωματογραφία ιοντοανταλλαγής DEAE. 

 

1.6.2 Απομόνωση φυσικών αναστολέων της ενεργότητας της DDC από ορό αίματος 

και πλακούντα ανθρώπου 

Η ύπαρξη του ενδογενούς αναστολέα της ενζυμικής ενεργότητας της L-Dopa 

αποκαρβοξυλάσης σε ανθρώπινο ορό (Vassiliou et al., 2005) εντοπίστηκε για πρώτη 

φορά μετά από επώαση δειγμάτων ορού παρουσία ομογενοποιήματος νεφρού ποντικού, 

που ως γνωστόν έχει υψηλά επίπεδα ενεργότητας L-Dopa αποκαρβοξυλάσης. Ο 

αναστολέας που εντοπίστηκε στον ορό ήταν θερμοάντοχος και ανθεκτικός στη δράση 

πρωτεασών σερίνης, όπως πρωτεϊνάση Κ, θρυψίνη και χυμοθρυψίνη, αλλά και στη 

δράση γενικών πρωτεασών, όπως προνάση και αμινοπεπτιδάση Μ. Πρόκειται για ένα 

ισχυρά υδρόφοβο μόριο με μοριακή μάζα που υπολογίστηκε στα 25 kDa, μετά από 

ανάλυση των δειγμάτων σε SDS πήκτωμα πολυακρυλαμίδης. Πειράματα κινητικής 

ανάλυσης της αναστολής της ενεργότητας της DDC από τον καθαρό αναστολέα έδειξαν 

ότι ο τύπος της αναστολής είναι συναγωνιστικός με τιμή της σταθεράς Ki στα 0,055 

μM. Η ανάλυση μέσω φασματομετρίας μάζας δεν απέφερε στοιχεία για την 

ταυτοποίηση του μορίου, υποδηλώνοντας ότι πρόκειται για μία άγνωστη ως τώρα 

πρωτεΐνη.  

Η ύπαρξη του ενδογενούς αναστολέα της ενζυμικής ενεργότητας της L-Dopa 
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αποκαρβοξυλάσης σε ανθρώπινο πλακούντα (Vassiliou et al., 2009) εντοπίστηκε για 

πρώτη μετά από επώαση δειγμάτων ομογενοποιήματος πλακούντα παρουσία 

ομογενοποιήματος νεφρού ποντικού. Πειράματα θερμοεπαγώμενου διαχωρισμού 

φάσεων παρουσία του μη-ιονικού απορρυπαντικού Triton X-114 υπέδειξαν την 

παρουσία υποπληθυσμών του ανασταλτικού μορίου με διαφορετικό βαθμό 

υδροφοβικότητας, ενώ αποκλείστηκε η πιθανότητα σύνδεσης του μορίου με τη 

μεμβρανική διπλοστιβάδα μέσω άγκυρας φωσφατιδυλ-ινοσιτόλης. Η μοριακή μάζα του 

αναστολέα υπολογίστηκε στα 35 kDa μετά από ανάλυση των δειγμάτων σε SDS 

πήκτωμα πολυακρυλαμίδης. Πειράματα κινητικής ανάλυσης της αναστολής της 

ενεργότητας της DDC από τον καθαρό αναστολέα έδειξαν ότι ο τύπος της αναστολής 

είναι μη συναγωνιστικός με τιμή της σταθεράς Ki στα 0,036 μM. Για την ταυτοποίηση 

του αναστολέα ακολούθησε ανάλυση των καθαρών δειγμάτων μέσω φασματομετρίας 

μάζας. Οι αναλύσεις αυτές ταυτοποίησαν τον αναστολέα ως την Αννεξίνη V (Annexin 

V).  

 

1.6.2.1 Αννεξίνη V (Annexin V) 

Η Αννεξίνη V ανήκει στις Αννεξίνες (Annexins), μία οικογένεια πρωτεϊνών η 

οποία περιλαμβάνει τουλάχιστον 10 μέλη στα θηλαστικά. H ονομασία τους προέρχεται 

από την αρχαιοελληνική λέξη «άννεξ», που σημαίνει συνδέω, χαρακτηρίζοντας την 

ιδιότητά τους για συσσωμάτωση ή σύνδεση μεμβρανών (Creutz, 1992). Οι πρωτεΐνες 

αυτές διαθέτουν σημαντική δομική ομοιότητα (Cookson et al., 1994) και κάποια κοινά 

χαρακτηριστικά, όπως πρόσδεση σε αρνητικά φορτισμένα φωσφολιπίδια (π.χ. 

φωσφατιδυλοσερίνη και φωσφατιδυλ-ινοσιτόλη), που εξαρτάται από την παρουσία 

ιόντων Ca2+ (calcium-dependent phospholipid binding). Η Αννεξίνη V έχει ανιχνευθεί 

σε πολλούς ιστούς, όπως στα καρδιακά μυοκύτταρα, στο αγγειακό ενδοθήλιο (Doubell 

et al., 1991), στα χονδροκύτταρα, στους οστεοβλάστες (Kirsch and Pfaffle, 1992), στη 

γλοία, στα αστροκύτταρα, στα ολιγοδενδροκύτταρα, στα κύτταρα Schwann, στους 

σκελετικούς μύες (Spreca et al., 1992), στα οπτικά νεύρα, στα ηπατοκύτταρα και στους 

βρόγχους (Giambanco et al., 1991).        

Το γονίδιο για την Αννεξίνη V εντοπίζεται στην περιοχή 4q26-q28 του 

χρωμοσώματος 4. Η μεταγραφόμενη περιοχή του γονιδίου, μήκους 28 kb, αποτελείται 

από 13 εξώνια και 12 εσώνια (Cookson et al., 1994).  Η Αννεξίνη V, μήκους 319 

αμινοξέων (Tait and Gibson, 1992), διαθέτει μια πυρηνική περιοχή (core domain), 

μεγέθους 33 kDa, που εντοπίζεται στο καρβοξυτελικό της τμήμα. Η πυρηνική περιοχή 
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αποτελείται από 4 επαναλήψεις υψηλά συντηρημένων τμημάτων μεταξύ των 

Αννεξινών με δομή α-έλικας, τα οποία διαθέτουν τα σημεία σύνδεσης με τα ιόντα Ca2+ 

και τα φωσφολιπίδια (Lecat and Lafont, 1999) (Εικόνα 1.9). Η αμινοτελική περιοχή, 

που είναι χαρακτηριστική για τα μέλη της οικογένειας των Αννεξινών, θεωρείται ότι 

ρυθμίζει τη σύνδεση της Αννεξίνης V με τα φωσφολιπίδια παρουσία των ιόντων 

ασβεστίου (Huber et al., 1990) και συμμετέχει σε αλληλεπιδράσεις με άλλες πρωτεΐνες 

(Hofmann et al., 1998). Συγκεκριμένα, τα ιόντα Ca2+ προσδένονται στην κυρτή 

επιφάνεια της αναδιπλωμένης Αννεξίνης V, καθώς προσανατολίζεται απέναντι από τη 

μεμβρανική επιφάνεια, σχηματίζοντας γέφυρα με τις πρωτεΐνες και τα φωσφορικά 

τμήματα των φωσφολιπιδίων της μεμβράνης (Gerke and Moss, 1997).  

 

 
Εικόνα 1.9: Απεικόνιση της δομής της διαλυτής Αννεξίνης V 

Άποψη από την κοίλη πλευρά του μορίου, όπου απεικονίζονται οι 4 επαναλήψεις των συντηρημένων 

περιοχών (Ι-ΙV), όπου η κάθε περιοχή διαθέτει 5 α-έλικες (από Bouter et al., 2011) 

 

Η Αννεξίνη V ανακαλύφθηκε ως μία in vitro αντιθρομβωτική πρωτεΐνη 

(Reutelingsperger et al., 1985) που προσδένεται ισχυρά σε φωσφολιπίδια (Tait and 

Gibson, 1992) και αιμοπετάλια (Thiagarajan and Tait, 1991). Η αντιθρομβωτική της 

ιδιότητα οφείλεται στην ανασταλτική της δράση στην θρομβοπλαστίνη και στην 

ενεργοποίηση της προθρομβίνης (Andree et al., 1992; Reutelingsperger et al., 1985).  

Έχει προταθεί ότι η Αννεξίνη V αναστέλλει την πήξη του αίματος με τη μετατόπιση 

των παραγόντων της πήξης του αίματος από την προθρομβωτική φωσφολιπιδική 

επιφάνεια και η αναστολή αυτή εξαρτάται από τη συγκέντρωση των ιόντων ασβεστίου 

και την καμπυλότητα της μεμβρανικής επιφάνειας (Andree et al., 1992). Έκτοτε, έχει 

δειχθεί ότι η Αννεξίνη V αναστέλλει αρκετές αντιδράσεις που εξαρτώνται από 

φωσφολιπίδια, όπως την αποικοδόμηση λιπιδίων από τη φωσφολιπάση A2 (Ahn et al., 

1988). Αυτή η ιδιότητα φαίνεται να της προσδίδει αντι-φλεγμονώδη δράση, που 
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οφείλεται στην ικανότητά της να αναστέλλει την έκκριση αραχιδονικού οξέος από την 

φωσφολιπάση Α2 (Tzima et al., 2000a). Η αλληλεπίδραση της Αννεξίνης V με την 

φωσφολιπάση Α2 έχει παρατηρηθεί στην κυτταροπλασματική πλευρά της μεμβράνης 

ενεργοποιημένων αιμοπεταλίων, με συμμετοχή της γ-ακτίνης του κυτταροσκελετού 

(Tzima et al., 2000b). Επίσης, η Αννεξίνη V δεν διαθέτει δράση φωσφολιπάσης ή 

πρωτεολυτική δράση (Reutelingsperger et al., 1985), ωστόσο, αναστέλλει την 

πρωτεϊνική κινάση C (PKC) (Schlaepfer et al., 1992). Πειράματα κατευθυνόμενων 

μεταλλαξογενέσεων έδειξαν ότι το πρώτο επαναλαμβανόμενο τμήμα της πυρηνικής 

περιοχής της Αννεξίνης V διαθέτει τη μεγαλύτερη συγγένεια για τη δέσμευση των 

ιόντων ασβεστίου και των φωσφολιπιδίων, παίζοντας καθοριστικό ρόλο στην αναστολή 

της PKC (Dubois et al., 1998).  

Μέχρι σήμερα, υπάρχουν αντικρουόμενες απόψεις γύρω από το γεγονός αν η 

Αννεξίνη V σχηματίζει κανάλια ασβεστίου. Έχει δειχθεί ότι απομονωμένη ανθρώπινη 

Αννεξίνη V από πλακούντα και ανασυνδυσμένη Αννεξίνη V παρουσία ιόντων Ca+2 

αλληλεπιδρούν με όξινα φωσφολιπίδια, σχηματίζοντας τασεο-εξαρτώμενα κανάλια 

ασβεστίου σε τεχνητές φωσφολιπιδικές διπλοστοιβάδες (Rojas et al., 1990). 

Επιβεβαίωση των παρατηρήσεων αυτών έδωσε η δημοσίευση της κρυσταλλικής δομής 

της Αννεξίνης V, σύμφωνα με την οποία η πρωτεΐνη σχηματίζει κανάλι ιόντων 

ασβεστίου (Huber et al., 1990). Η Αννεξίνη V θεωρείται αμφιφιλική πρωτεΐνη, καθώς η 

κεντρική περιοχή του μορίου σχηματίζει έναν πόρο που είναι καλυμμένος με αρνητικά 

φορτισμένα αμινοξέα και προσδένει κατιόντα, ενώ περιφερειακά διαθέτει πολικά 

αμινοξέα, καθιστώντας της υδατοδιαλυτή (Huber et al., 1990) (Εικόνα 1.10). 

 

 
Εικόνα 1.10: Μοντέλο απεικόνισης της δομής της Αννεξίνης V κατά το σχηματισμό καναλιού 

ασβεστίου (από Huber et al., 1990) 
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Η Αννεξίνη V εμπλέκεται και στο μηχανισμό της απόπτωσης, μια φυσιολογική 

διαδικασία αναγκαία για την ανάπτυξη των οργάνων, την ομοιόσταση των ιστών και 

την απομάκρυνση των ελαττωματικών ή νεκρών κυττάρων στους πολυκύτταρους 

οργανισμούς (Elmore, 2007). Η απόπτωση είναι μία διαδικασία προγραμματισμένου 

κυτταρικού θανάτου που χαρακτηρίζεται από μορφολογικά και βιοχημικά γνωρίσματα 

που λαμβάνουν χώρα σε διαφορετικά στάδια, όπως τη συμπύκνωση της χρωματίνης του 

πυρήνα, τον κατακερματισμό του πυρηνικού DNA σε θραύσματα (DNA laddering), 

αλλαγή της διαπερατότητας της κυτταρικής και μιτοχονδριακής μεμβράνης και την 

εμφάνιση χαρακτηριστικών προεξοχών (blebbing) στην κυτταρική μεμβράνη. Οι 

αλλαγές στην επιφάνεια των κυττάρων οδηγεί στην αναγνώριση και πρόσληψή τους 

από φαγοκύτταρα, ώστε να προστατευθούν οι παρακείμενοι ιστοί από αλλοιώσεις. Σε 

φυσιολογικά κύτταρα, τα φωσφολιπίδια βρίσκονται ασυμμετρικά κατανεμημένα μεταξύ 

της εσωτερικής και εξωτερικής μεμβρανικής διπλοστιβάδας, με τα ουδέτερα 

φωσφολιπίδια, όπως τη φωσφατιδυλοχολίνη και τη σφιγγομυελίνη, εκτεθειμένα στην 

εξωτερική στιβάδα και τα αρνητικά φορτισμένα φωσφολιπίδια, όπως τη 

φωσφατιδυλοσερίνη (PS), εκτεθειμένα στην εσωτερική στιβάδα προς το 

κυτταρόπλασμα (Op den Kamp, 1979). Έχει γίνει γνωστό ότι στα κύτταρα που οδεύουν 

προς απόπτωση, όπως σε γηρασμένα ερυθροκύτταρα, διαταράσσεται η φωσφολιπιδική 

ασυμμετρία της κυτταρικής μεμβράνης, με αποτέλεσμα να πραγματοποιείται έκθεση 

της PS στην εξωτερική στιβάδα (McEvoy et al., 1986). Αυτή η μετατόπιση της PS 

πιθανά να αντιπροσωπεύει ένα ξεχωριστό χαρακτηριστικό (πρώιμο και ευρέως 

διαδεδομένο) στον εντοπισμό κυττάρων που οδηγούνται στο θάνατο. Η έκθεση της PS 

στην κυτταρική επιφάνεια οδηγεί στην αναγνώριση των κυττάρων από τα 

φαγοκύτταρα, με στόχο την απομάκρυνσή τους (Connor et al., 1989; Fadok et al., 1992) 

και την αποφυγή απελευθέρωσης συστατικών στο περιβάλλον που επάγουν φλεγμονή 

και θρόμβωση. Η Αννεξίνη V μπορεί επιλεκτικά να προσδεθεί στη PS κυττάρων με 

διαφορετική φωσφολιπιδική ασυμμετρία και η ιδιότητά της αυτή έχει αξιοποιηθεί για 

την αναγνώριση κυτταρικών πληθυσμών που αποπίπτουν (Homburg et al., 1995; 

Koopman et al., 1994; Vermes et al., 1995). Εκτός από το γεγονός ότι η Αννεξίνη V 

έχει αποδειχθεί χρήσιμο εργαλείο στον εντοπισμό αποπτωτικών κυττάρων (δείκτης 

απόπτωσης), καθώς προσδένεται επιλεκτικά σε αρνητικά φορτισμένα φωσφολιπίδια, 

όπως την PS παρουσία ιόντων Ca2+, έχει δειχθεί ότι ρυθμίζει μέσω αυτής της σύνδεσης 

τα φαινόμενα φλεγμονώδους αντίδρασης και θρόμβωσης που επάγονται από τα 
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αποπτωτικά κύτταρα (Reutelingsperger and van Heerde, 1997).  

 

1.7 Κλινική σημασία του ενζύμου L-Dopa αποκαρβοξυλάση 

1.7.1 Σημασία της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης στη νόσο του Parkinson 

Η νόσος του Parkinson πρωτοπεριγράφθηκε από τον James Parkinson το 1817. 

Το κύριο παθολογικό χαρακτηριστικό της νόσου είναι ο προοδευτικός εκφυλισμός των 

νευρώνων των βασικών γαγγλίων, ιδιαίτερα των ντοπαμινεργικών κυττάρων του 

υπομέλανα τόπου της συμπαγούς μοίρας της μέλαινας ουσίας (substantia nigra pars 

compacta) και μείωση των επιπέδων της ντοπαμίνης στο ραβδωτό σώμα του εγκεφάλου 

(Goldberg and Lansbury, 2000; Hornykiewicz, 1966). Η νόσος αυτή είναι μία 

νευροεκφυλιστική ασθένεια που χαρακτηρίζεται από βραδυκινησία, ακούσιο τρόμο, 

ακαμψία και αστάθεια (Daadi et al., 2006). Μολονότι οι περισσότερες περιπτώσεις της 

νόσου Parkinson είναι ιδιοπαθείς και σποραδικές (85 %), ένα μικρό ποσοστό των 

περιπτώσεων της νόσου (15 %) είναι οικογενείς και οφείλονται σε αυτοσωμικές 

επικρατείς κληρονομικές μεταλλάξεις. Μέχρι σήμερα έχουν εντοπισθεί τρεις σημειακές 

μεταλλάξεις (Α53Τ, Α30P, E46K) που σχετίζονται με το γονίδιο της α-συνουκλεΐνης 

(α-synuclein) και προκαλούν την πρόωρη εμφάνιση της νόσου του Parkinson (Jesse et 

al., 2009).  

Η κυριότερη θεραπεία που χρησιμοποιείται σήμερα είναι η χορήγηση L-Dopa 

με την ταυτόχρονη παρουσία ενός περιφερικού αναστολέα της L-Dopa 

αποκαρβοξυλάσης (Berry et al., 1996), όπως τη βενσεραζίδη ή την καρβιντόπα, οι 

οποίες αποτρέπουν την αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa εκτός του εγκεφάλου (Burkhard 

et al., 2001). Σημειώνεται ότι η L-Dopa έχει την ικανότητα να διαπερνά τον 

αιματοεγκεφαλικό φραγμό, σε αντίθεση με την ντοπαμίνη (Burkhard et al., 2001). 

Επομένως, κύριος στόχος της θεραπείας είναι η εισαγωγή της L-Dopa στο κεντρικό 

νευρικό σύστημα, όπου μέσω της ενζυμικής δράσης της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης θα 

μετατραπεί σε ντοπαμίνη, αποφεύγοντας την πρόωρη αποκαρβοξυλίωσή της από το 

περιφερικό ντοπαμινεργικό σύστημα και επομένως την αύξηση των επιπέδων της 

περιφερικά (Daadi et al., 2006). Κατά τη διάρκεια της θεραπείας, επομένως, 

σημειώνεται αύξηση των επιπέδων της L-Dopa στον εγκέφαλο, με συνέπεια την 

αυξημένη παραγωγή ντοπαμίνης. Η αύξηση των επιπέδων της L-Dopa, σε συνδυασμό 

με τα δευτερογενώς μειωμένα επίπεδα του ενζύμου, λόγω του εκφυλισμού των 

ντοπαμινεργικών νευρώνων, είναι εξαιρετικά πιθανό να καθιστούν την L-Dopa 

αποκαρβοξυλάση ένζυμο-κλειδί (rate-limiting enzyme) στη νόσο του Parkinson. Όσο 
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εξελίσσεται η νόσος, τόσο η θεραπευτική αγωγή γίνεται πιο αναποτελεσματική. Μέσω 

αυτορρυθμιζόμενων μηχανισμών, είναι πιθανό η αυξημένη σύνθεση ντοπαμίνης να 

αυξάνει την ντοπαμινεργική διέγερση, η οποία με τη σειρά της μειώνει την ενεργότητα 

του ενζύμου και κατά συνέπεια τη σύνθεση ντοπαμίνης από τη χορηγούμενη L-Dopa. 

Ωστόσο, η DDC που εντοπίζεται στη γλοία θα μπορούσε να ενέχει πολύ σημαντικό 

ρόλο στη θεραπεία της νόσου, καθώς είναι πιθανό να αποκαρβοξυλιώνει την εξωγενώς 

χορηγούμενη L-Dopa στους ασθενείς, βελτιώνοντας τα συμπτώματά τους (Berry et al., 

1996).  

Επίσης, η χρόνια χορήγηση L-Dopa οδηγεί στην ανάπτυξη του «on-off» 

φαινομένου κατά το οποίο παρατηρούνται ταχείες και απρόβλεπτες διακυμάνσεις στην 

απόκριση στην L-Dopa (Direnfeld et al., 1978; Marsden, 1992). Για την αντιμετώπιση 

τέτοιων φαινομένων γίνονται περιοδικές παύσεις στη χορήγηση της L-Dopa σε 

ασθενείς που λαμβάνουν τη συγκεκριμένη θεραπεία, προκειμένου να εξασφαλισθεί η 

επαναρρύθμιση της ομοιόστασης της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης και η περαιτέρω 

παραγωγή ντοπαμίνης. Επιπρόσθετα, η λειτουργία της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης 

μπορεί μελλοντικά να εξηγήσει το βοηθητικό αποτέλεσμα που έχει η ουσία L-

διπρενύλιο στη χορήγηση της L-Dopa κατά τη θεραπεία της ασθένειας, καθώς προκαλεί 

αύξηση στα επίπεδα της έκφρασης των mRNA της DDC (Berry et al., 1996). 

H θεραπευτική χορήγηση L-Dopa έχει και άλλα μειονεκτήματα, εκτός από τα 

φαινόμενα ανάδρομης ανάσχεσης. Συγκεκριμένα, μετά από χρόνια χορήγηση L-Dopa, 

εμφανίζονται αυξημένα επίπεδα ντοπαμίνης, που είναι δυνατόν να προκαλέσουν 

παραισθήσεις και φαινόμενα δυσκινησίας στους ασθενείς. Σε μια πρόσφατη μελέτη 

όπου αυξήθηκε τόσο η ικανότητα μετατροπής της L-Dopa σε ντοπαμίνη σε 

παρκινσονικά ποντίκια (μετά από επιμόλυνση με το γονίδιο της DDC), όσο και η 

ικανότητα αποδοτικότερης αποθήκευσης των πλεοναζόντων ποσοτήτων ντοπαμίνης σε 

συναπτικά κυστίδια (επιμόλυνση με το γονίδιο VMAT-2), παρατηρήθηκε μεγάλη 

μείωση των παραπάνω φαινομένων που επάγονται από την πολύχρονη θεραπεία (Lee et 

al., 1999). 

 

1.7.1.1 Σημασία της α-συνουκλεΐνης στη νόσο του Parkinson 

Πρόσφατες μελέτες συσχετίζουν τη νόσο του Parkinson με την παρουσία 

συσσωμάτων στη φαιά ουσία, γνωστών ως σωμάτια Lewy (Lewy bodies), φαινόμενο 

αντίστοιχο των αθυρωματικών πλακών, οι οποίες αποτελούν τυπικό χαρακτηριστικό 

στη νόσο του Alzheimer. Τα σωμάτια Lewy είναι κυτταροπλασματικά έγκλειστα 
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σφαιρικής δομής, με διάμετρο 5-25 μm, και αποτελούνται από έναν ηωσινόφιλο πυρήνα 

και μια διάφανη περιφερειακή ζώνη (Εικόνα 1.11) (http://neuropathology-

web.org/chapter9/chapter9dPD.html).  

 

 
Εικόνα 1.11: Απεικόνιση σωμάτιου Lewy στο κυτταρόπλασμα νευρικού κυττάρου της μέλαινας 

ουσίας του εγκεφάλου (από http://neuropathology-web.org/chapter9/chapter9dPD.html) 

 

Ο πυρήνας αυτός σχηματίζεται από συσσωματώματα πρωτεϊνών με βασικό 

δομικό συστατικό τα ινίδια της πρωτεΐνης α-συνουκλεΐνης (Dunnett and Bjorklund, 

1999). Η α-συνουκλεΐνη είναι προσυναπτική πρωτεΐνη που συνδέται με κυστίδια και η 

λειτουργία της έχει συσχετιστεί με τη μάθηση, την ανάπτυξη και την πλαστικότητα των 

νευρώνων και τη ρύθμιση σύνθεσης της ντοπαμίνης (Goldberg and Lansbury, 2000; 

Jesse et al., 2009). Η ιδιομορφία των μέχρι τώρα αποτελεσμάτων συνίσταται στο ότι, 

ενώ στα σωμάτια Lewy ανιχνεύονται ινίδια α-συνουκλεΐνης, είναι πολύ πιθανόν οι 

αιτιολογικοί παράγοντες της νόσου να πρέπει να αναζητηθούν στη διαδικασία 

μετατροπής των πρωτοϊνιδίων σε ινίδια, και όχι στα ινίδια καθ’αυτά. Η α-συνουκλεΐνη 

είναι μια διαλυτή και μεμβρανοσυνδεόμενη πρωτεΐνη χωρίς συγκεκριμένη δομή, η 

οποία μετασχηματίζεται σταδιακά σε ενδιάμεσα πρωτοϊνίδια, στα οποία παρατηρούνται 

αυξημένες β-πτυχωτές επιφάνειες και αλλαγή της τεταρτοταγούς δομής της πρωτεΐνης 

(Goldberg and Lansbury, 2000; Jesse et al., 2009). Έχει προταθεί ότι παράγοντες, οι 

οποίοι αναστέλλουν τη μετατροπή των πρωτοϊνιδίων σε ινίδια, μπορούν να οδηγήσουν 

σε συσσώρευση πρωτοϊνιδίων και να επιταχύνουν την εξέλιξη της νόσου (Conway et 

al., 2001). Επίσης, πειράματα σε knockout ποντίκια, από τα οποία είχε αφαιρεθεί το 

γονίδιο της α-συνουκλεΐνης, έδειξαν ότι δε σχηματίζονται σωμάτια Lewy ούτε 

παρατηρείται νευρωνικός θάνατος ή απώλεια συνάψεων (Goldberg and Lansbury, 

http://neuropathology-web.org/chapter9/chapter9dPD.html
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2000). Συνεπώς, τα συμπτώματα που εμφανίζονται στους ασθενείς με νόσο του 

Parkinson μπορεί να οφείλονται στη διαδικασία μετατροπής των πρωτοϊνιδίων σε ινίδια 

α-συνουκλεΐνης και επακόλουθα στην απώλεια της λειτουργίας της. Σύμφωνα με αυτά 

τα δεδομένα, είναι πιθανό η εξωγενής χορήγηση L-Dopa να οδηγεί σε αντιφατικά 

αποτελέσματα, καθώς από τη μία αυξάνεται η συναπτοσωματική ντοπαμίνη, 

αντιρροπώντας τη μείωση που χαρακτηρίζει τη νόσο του Parkinson και από την άλλη, 

αυξάνονται τα επίπεδα της κυτταροπλασματικής ντοπαμίνης, που βοηθάει τη 

συσσώρευση πρωτοϊνιδίων α-συνουκλεΐνης και επιβαρύνει την εξέλιξη της νόσου 

(Conway et al., 2001). Η ντοπαμίνη είναι δυνατό να συνδέεται ομοιοπολικά με την α-

συνουκλεΐνη δημιουργώντας ένα παράγωγο μέσα στο κύτταρο το οποίο σταθεροποιεί 

τα πρωτοϊνίδια και αναστέλλει τη μετατροπή τους σε ώριμα ινίδια. 

 

1.7.1.2 Μεταβολισμός ντοπαμίνης και α-συνουκλεΐνη 

Η ντοπαμίνη (DA) θεωρείται από πολλούς ερευνητές ως μία πιθανή ενδοτοξίνη 

(Weingarten and Zhou, 2001), η οποία κατέχει σημαντικό ρόλο στον εκφυλισμό των 

ντοπαμινεργικών νευρώνων στη νόσο του Parkinson. Από τη στιγμή της σύνθεσής της 

μπορεί να ακολουθήσει διαφορετικές μεταβολικές πορείες· να αποθηκευθεί σε 

συναπτικά κυστίδια μέσω του μεταφορέα των κυστιδίων των μονοαμινών (VMAT), να 

υποστεί οξειδωτική απαμίνωση από τις οξειδάσες των μονοαμινών, ΜΑΟ, (Shih et al., 

1999) και να αυτο-οξειδωθεί σχηματίζοντας νευρομελανίνη, κουινόνες, ελεύθερες ρίζες 

και ενεργές μορφές οξυγόνου (Reactive Oxygen Species, ROS) (Graham et al., 1978). 

Στις απολήξεις των ντοπαμινεργικών νευρώνων, η συντιθέμενη DA 

συσσωρεύεται και αποθηκεύεται σε εσωτερικά συναπτικά κυστίδια μέσω του VMAT-2. 

Αφού απελευθερωθεί η DA με εξωκυττάρωση στο μεσοκυττάριο χώρο, 

επαναπροσλαμβάνεται από το μεταφορέα της ντοπαμίνης, DAT (Dopamine 

Transporter), που εκφράζεται στην πλασματική μεβράνη των προσυναπτικών άκρων 

των ντοπαμινεργικών νευρώνων. Στη συνέχεια η DA αποικοδομείται ενζυμικά από το 

ΜΑΟ-Β. Συνεπώς, η ενδοκυττάρια συγκέντρωση της ελεύθερης ντοπαμίνης εξαρτάται 

από την ποσότητα του υποδοχέα DAT στην πλασματική μεμβράνη και τη 

διαθεσιμότητα του VMAT-2 στα συναπτικά κυστίδια. Όσο αυξάνεται το ποσό της 

ελεύθερης ντοπαμίνης στις απολήξεις των νευρώνων, τόσο αυξάνονται τα τοξικά 

παράγωγα από την οξείδωση της DA και οι ROS (Sidhu et al., 2004).  

Η α-συνουκλεΐνη φυσικού τύπου (wt α-synuclein) συμβάλλει στη μείωση της 

πρόσληψης της εξωκυτταρικής ντοπαμίνης από τον DAT, προστατεύοντας το κύτταρο 
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από οξειδωτικό στρες και συνεπώς, κυτταρικό θάνατο (Wersinger and Sidhu, 2003). 

Ωστόσο, οι μεταλλαγμένες μορφές της α-συνουκλεΐνης Α53Τ και Α30P επιταχύνουν το 

σχηματισμό πρωτοϊνιδίων, μειώνοντας τη διαθεσιμότητα της διαλυτής α-συνουκλεΐνης 

στο κυτταρόπλασμα, με αποτέλεσμα να επηρεάζεται η λειτουργία των VMAT-2 και 

DAT (Lotharius et al., 2002; Sidhu et al., 2004). Η επακόλουθη αύξηση της 

συγκέντρωσης της διαλυτής DA οδηγεί σε παραγωγή υπεροξειδίων και κυτταρικό 

στρες (Lotharius et al., 2002). 

Όπως προαναφέρθηκε, στους ντοπαμινεργικούς νευρώνες του υπομέλανα τόπου 

η DA μπορεί να μεταβολιστεί μέσω ενζυμικής απαμίνωσης από τις οξειδάσες, με 

αποτέλεσμα να παράγεται το μη τοξικό 3,4-διυδροξυφαινυλοξικό οξύ (3,4-

dihydroxyphenylacetic acid, DOPAC) και υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) (Maker et 

al., 1981). Στη συνέχεια, το Η2Ο2 μετατρέπεται στην ιδιαίτερα τοξική ρίζα υδροξυλίου, 

σε μια αντίδραση που καταλύεται από δισθενή ιόντα σιδήρου συνδεδεμένα με τη 

νευρομελανίνη (Youdim, 2003). Επίσης, η DA μπορεί να υποβληθεί σε αυτο-οξείδωση 

παρουσία μοριακού οξυγόνου και να προκύψουν τοξικές κουινόνες, ρίζες υπεροξειδίων 

και Η2Ο2. Αν το Η2Ο2 δε μεταβολιστεί από την υπεροξειδική δισμουτάση, τότε μπορεί 

παρουσία οξειδίων του αζώτου να σχηματίσει κυτταροτοξικές υπεροξυνιτρικές ρίζες 

(Graham et al., 1978). Έχει αναφερθεί ότι οι ελεύθερες ρίζες και η οξειδωμένη DA 

επιταχύνουν και σταθεροποιούν το σχηματισμό των πρωτοϊνιδίων της α-συνουκλεΐνης, 

επάγοντας οξειδωτικό στρες και εν συνεχεία, επιταχύνουν της συσσωμάτωσής της σε 

πρωτοϊνίδια (Yu et al., 2005). Κατά συνέπεια, οι ντοπαμινεργικοί νευρώνες εισέρχονται 

σε έναν φαύλο κύκλο, στον οποίο τα πρωτοϊνίδια α-συνουκλεΐνης, ο ανώμαλος 

μεταβολισμός της DA και το οξειδωτικό στρες αλληλεπιδρούν, οδηγώντας στον 

εκφυλισμό των νευρώνων της μελανοραβδωτής οδού. Επομένως, η μελέτη των 

παραγόντων που ελέγχουν τη σύνθεση, την αποθήκευση, την απελευθέρωση και την 

επαναπρόσληψη της DA μπορούν να συνεισφέρουν στη θεραπεία της νόσου του 

Parkinson. Η αποκάλυψη της ακριβής δράσης και ρύθμισης της DDC αναμένεται να 

προσφέρει διεξόδους για θεραπευτικές προσεγγίσεις περισσότερο αποτελεσματικές, 

αλλά και με λιγότερες παρενέργειες. 

 

1.7.1.3 Σημασία του ενζύμου DDC στη γονιδιακή θεραπεία της νόσου του Parkinson  

Μία ανερχόμενη νέα τεχνολογία, η οποία βασίζεται σε γενετικά σχεδιασμένους 

ιικούς φορείς που μπορούν να εισάγουν γονίδια στα κύτταρα ζωντανών οργανισμών, 

μπορεί να παίξει σημαντικό ρόλο στη θεραπεία διαταραχών του κεντρικού νευρικού 
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συστήματος. Πρόσφατες πρόοδοι σε μεθόδους γενετικής μεταφοράς, ειδικά η ανάπτυξη 

καλύτερων ιικών φορέων, έχουν επεκτείνει τη δυναμική της γονιδιακής θεραπείας στην 

αγωγή πολλών γενετικών και επίκτητων ασθενειών.     

Μεταξύ των διαφόρων ιικών φορέων που χρησιμοποιούνται στη γονιδιακή 

θεραπεία, ο ανασυνδυασμένος αδενο-σχετιζόμενος ιικός φορέας (recombinant adeno-

associated virus, rAAV) αποτελεί τον πιο ελκυστικό υποψήφιο για την εφαρμογή αυτής 

της μεθόδου σε νευροεκφυλιστικές ασθένειες, όπως στη νόσο του Parkinson. Μπορεί 

να επιτευχθεί αποτελεσματική διαμόλυνση νευρώνων χρησιμοποιώντας rAAV φορέα, 

χωρίς σημαντικές παρενέργειες, καθώς είναι μη μολυσματικός, μη καρκινογόνος και 

δεν προκαλεί ανοσολογική αντίδραση (Witt and Marks, 2011). Επί του παρόντος, δύο 

στρατηγικές επιδιώκονται για τη γονιδιακή θεραπεία της νόσου του Parkinson, παρόλο 

που καμία δεν περιλαμβάνει την επιδιόρθωση των ειδικών γενετικών ανωμαλιών. Μία 

προσέγγιση είναι η αποκατάσταση της παραγωγής ντοπαμίνης στο ραβδωτό σώμα του 

εγκεφάλου, με την εισαγωγή των γονιδίων των ενζύμων που συμμετέχουν στη σύνθεση 

της ντοπαμίνης. Με τη μέθοδο αυτή μπορούν να βελτιωθούν τα κινητικά συμπτώματα 

της PD, τα οποία δημιουργούνται από ελάττωση της ντοπαμίνης στο ραβδωτό σώμα 

που είναι αποτέλεσμα της προοδευτικής απώλειας ντοπαμινεργικών νευρώνων στον 

υπομέλανα τόπο. Η δεύτερη στρατηγική είναι η παρεμπόδιση ή η επιβράδυνση της 

προοδευτικής νευροεκφυλιστικής διαδικασίας μέσω της διαμόλυνσης των γονιδίων 

αυξητικών παραγόντων, αντι-οξειδωτικών μορίων και αντι-αποπτωτικών μορίων.  

Πειράματα ένεσης αδενο-σχετιζόμενου ιικού φορέα με το γονίδιο της DDC 

(rAAV-DDC) στο ραβδωτό σώμα παρκινσονικού μοντέλου αρουραίου, προκάλεσε 

αύξηση της έκφρασης και της ενεργότητας της DDC, καθώς και αύξηση των επιπέδων 

ντοπαμίνης στο ραβδωτό σώμα μετά από χορήγηση περιφερικής L-Dopa (Leff et al., 

1999). Παρόμοια αποτελέσματα προέκυψαν μετά από πειράματα εισαγωγής του φορέα 

rAAV-DDC στο κερκοφόρο κέλυφος του εγκεφάλου μοντέλου παρκινσονικού πιθήκου 

(Bankiewicz et al., 2000). Κλινικές δοκιμές σε ανθρώπους, αν και βρίσκονται σε 

πρωταρχικά στάδια, έχουν επιδείξει αξιοσημείωτη βελτίωση στην κινητικότητα των 

ασθενών, χωρίς να έχουν αναφερθεί σημαντικές παρενέργειες που να οφείλονται στη 

γονιδιακή θεραπεία (Witt and Marks, 2011). 

Μία άλλη προσέγγιση της γονιδικής θεραπείας πραγματοποιήθηκε με την 

ταυτόχρονη εισαγωγή αδενο-σχετιζόμενων ιικών φορέων με τα γονίδια των ενζύμων 

της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης (DDC), της υδροξυλάσης της τυροσίνης (TH) και 

κυκλοϋδρολάσης 1 της 5’ τριφωσφορικής γουανοσίνης (GTP-CH1) στο ραβδωτό σώμα 
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παρκινσονικών μοντέλων αρουραίου και πιθήκου (Muramatsu et al., 2002; Shen et al., 

2000). Η GTP-CH1 αποτελεί το καθοριστικό ένζυμο στη σύνθεση της 

τετραϋδροπτερίνης, σημαντικού συμπαράγοντα της ΤΗ (Kumer and Vrana, 1996). 

Παράλληλα, σε μια άλλη μελέτη, η εισαγωγή των γονιδίων που εκφράζουν την TH, τη 

DDC και την GTP-CH1 στο ραβδωτό σώμα αρουραίου, πραγματοποιήθηκε με τη 

χρήση του ιικού φορέα ΕΙAV (equine infectious anemia virus) με ελπιδοφόρα 

αποτελέσματα, καθώς προκάλεσε τοπική σύνθεση της ντοπαμίνης και βελτίωση της 

συμπεριφοράς του πειραματόζωου (Azzouz et al., 2002).  

Αντίθετα, πειράματα διπλής εισαγωγή των γονιδίων των ενζύμων TH και DDC 

προκάλεσαν την αναδραστική αναστολή (feedback inhibition) του τελικού προϊόντος, 

της ντοπαμίνης, στην ενεργότητα της υδροξυλάσης της τυροσίνης (Kang et al., 2001). 

Για την αντιμετώπιση αυτού του προβλήματος, πραγματοποιήθηκε διαμόλυνση 

κυττάρων ινοβλαστών με τα γονίδια του μεταφορέα 2 του κυστιδίων των μονοαμινών 

(Vesicular Monoamine Transporter 2, VMAT-2) και της DDC, με αποτέλεσμα την 

παραγωγή γενετικά τροποποιημένων κυττάρων που μπορούν να μετατρέψουν την L-

Dopa σε ντοπαμίνη και να την αποθηκεύσουν ενδοκυτταρικά για βαθμιαία 

απελευθέρωση (Kang et al., 2001; Lee et al., 1999).  

Ωστόσο, η αύξηση της παραγωγής της ντοπαμίνης εντός του ραβδωτού 

σώματος δεν αποτρέπει τον εκφυλισμό των ντοπαμινεργικών νευρώνων, που αποτελεί 

ανεξάρτητη διαδικασία. Για το σκοπό αυτό προτείνεται η ταυτόχρονη εισαγωγή ενός 

τρίτου γονιδίου στη φαιά ουσία, εκτός των TH και DDC, του γονιδίου για τον 

νευροτροφικό παράγοντα (GDNF), που προέρχεται από κυτταροσειρά κυττάρων γλοίας 

και αποτελεί τον πιο ισχυρό παράγοντα επιβίωσης των ντοπαμινεργικών νευρώνων. Τα 

αποτελέσματα πειραμάτων που έχουν πραγματοποιηθεί σε παρκινσονικούς αρουραίους 

με την ταυτόχρονη εισαγωγή και των τριών γονιδίων, είναι πολύ ενθαρρυντικά, όσον 

αφορά στην καθυστέρηση εξέλιξης της νόσου (Fan et al., 1998; Ozawa et al., 1999; 

Ozawa et al., 2000).         

      

1.7.2 Σημασία του ενζύμου στη Σχιζοφρένια 

Η Σχιζοφρένεια, σύνθετη λέξη από τις αρχαίες ελληνικές λέξεις «σχίζειν» 

(=διαχωρισμός) και «φρένα» (=λογική) αποτελεί νευροψυχιατρική νόσο που  

περιλαμβάνει νευροφυσιολογικές και χημικές δυσλειτουργίες του εγκεφάλου. Αν και τα 

αίτια της Σχιζοφρένειας δεν έχουν εντοπιστεί πλήρως, ένας συνδυασμός γενετικών και 

περιβαλλοντικών παραγόντων φαίνεται να προκαλεί ανωμαλίες στη νευροδιαβίβαση 
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του εγκεφάλου. Η διάγνωση της ασθένειας πραγματοποιείται με τον χαρακτηρισμό των 

«θετικών συμπτωμάτων», τα οποία δεν εμφανίζονται φυσιολογικά σε υγιείς ανθρώπους 

(παραισθήσεις, ψευδαισθήσεις, διαταραχές συμπεριφοράς και σκέψης) και των 

«αρνητικών» συμπτωμάτων που αποτελούν φυσιολογικές ικανότητες που απουσιάζουν 

από τους σχιζοφρενείς (έλλειψη λόγου και προσοχής, απάθεια και απομόνωση) 

(Addington and Addington, 1991). 

Από τις διάφορες θεωρίες αιτιοπαθογένειας που έχουν διατυπωθεί, η πλέον 

επικρατούσα στις ημέρες μας παραμένει η ντοπαμινεργική υπόθεση της Σχιζοφρένειας. 

Σύμφωνα με αυτήν, στην ασθένεια υπάρχει αύξηση της ενεργότητας της ντοπαμίνης και 

αυξημένη ντοπαμινεργική διαβίβαση, είτε λόγω μεγάλης ποσότητας ντοπαμίνης στον 

εγκέφαλο, εξαιτίας αυξημένης σύνθεσης ντοπαμίνης ή έλλειψης ρύθμισης ανάδρομης 

αναστολής της (π.χ. από το γ-αμινοβουτυρικό οξύ), ή λόγω αύξησης της πυκνότητας 

και της ευαισθησίας των μετασυναπτικών ντοπαμινεργικών υποδοχέων (Carlsson, 

1988; van Kammen, 1979).  

Τα ντοπαμινεργικά συστήματα που έχουν ταυτοποιηθεί στον εγκέφαλο και 

φαίνεται να σχετίζονται με τη σχιζοφρένεια είναι: (α) η μελανοραβδωτή οδός που 

ρυθμίζει την εξωπυραμιδική κινητική συμπεριφορά, (β) τα μεσο-φλοιικά και μεσο-

μεταιχμιακά μονοπάτια που ρυθμίζουν την συναισθηματική συμπεριφορά και (γ) το 

μονοπάτι της φυματοχοανικής δεσμίδας που ελέγχει την απελευθέρωση ορμονών της 

υπόφυσης (van Kammen, 1979). Σύμφωνα με τη ντοπαμινεργική θεωρία, η αύξηση 

ενεργότητας της ντοπαμίνης έχει συνδεθεί  με την εμφάνιση «θετικών» συμπτωμάτων 

της ασθένειας, ωστόσο, δεν αρκεί να εξηγήσει την ύπαρξη «αρνητικών» συμπτωμάτων 

της ασθένειας που ανιχνεύονται στην πλειονότητα των ασθενών με σχιζοφρένεια. Οι 

Moore et al. (1999) προτείνουν πως τα «αρνητικά» συμπτώματα που παρατηρούνται 

στη Σχιζοφρένεια, εξηγούνται πληρέστερα με μηχανισμούς υπολειτουργίας του 

ντοπαμινεργικού συστήματος στις προμετωπιαίες και μεταιχμιακές περιοχές του 

εγκεφάλου. Βλάβη στην προμετωπιαία και μεταιχμιακή φλοιική περιοχή του 

εγκεφάλου, η οποία εμπλέκεται σε πολλές ψυχοκινητικές και γνωστικές διαδικασίες, 

προκαλεί μεταβολές σε λειτουργίες, όπως τη μνήμη, την προσοχή και τη μάθηση, ενώ 

προκαλεί συμπτώματα, όπως φόβο και στρες (Moore et al., 1999). 

Μέχρι σήμερα, έχουν κλωνοποιηθεί 5 υποτύποι υποδοχέων ντοπαμίνης, που 

διακρίνονται ανάλογα με τις βιοχημικές και φαρμακολογικές τους ιδιότητες σε 2 

οικογένειες· την D1 οικογένεια που περιλαμβάνει τους D1R και D5R υποδοχείς και την 

D2 οικογένεια που περιλαμβάνει τους D2R, D3R και D4R υποδοχείς. Ο D1R είναι ο πιο 



    
  67 
 
 
 

συχνός υποτύπος στα βασικά γάγγλια και τις περιοχές του νεοφλοιού και του 

μεταίχμιου του εγκεφάλου και εμπλέκεται σε διαδικασίες, όπως την επεισοδιακή 

μνήμη, τα συναισθήματα και τη γνώση, που διαταράσσονται στη Σχιζοφρένεια. Με τη 

μέθοδο της Τομογραφίας Εκπομπής Ποζιτρονίων (Ρositron Εmission Τomography, 

ΡΕΤ) έχει βρεθεί ότι σε νεαρούς σχιζοφρενείς η ικανότητα πρόσδεσης και η ενεργότητα 

των υποδοχέων D1R μειώνεται στα βασικά γάγγλια, οδηγώντας σε φαινόμενα 

ανάδρομης ρύθμισης στους D2R υποδοχείς των μεταιχμιακών περιοχών του εγκεφάλου 

και διέγερση της απελευθέρωσης ντοπαμίνης (Sedvall and Farde, 1995). Η χορήγηση 

φαρμάκων που δρουν ως ντοπαμινεργικοί αγωνιστές, όπως η αμφεταμίνη (που 

απελευθερώνει ντοπαμίνη), η L-Dopa και η απομορφίνη έχει παρατηρηθεί ότι αυξάνει 

τη ντοπαμινεργική δραστηριότητα επάγοντας καταστάσεις ψύχωσης (van Kammen, 

1979). Τελικά, ανακαλύφθηκε ότι αποτελεσματική είναι η θεραπεία με χορήγηση 

«τυπικών» νευροληπτικών φαρμάκων που ενεργούν ως ανταγωνιστές υποδοχέων 

ντοπαμίνης, δεσμεύοντας ειδικά τους τύπου D2 υποδοχείς ντοπαμίνης, οι οποίοι είναι οι 

πιο διαδεδομένοι στις υποφλοιώδεις περιοχές του εγκεφάλου. Ο αριθμός των 

ντοπαμινεργικών υποδοχέων έχει δειχθεί αυξημένος σε νεκροτομικό υλικό εγκεφάλων 

σχιζοφρενών που δεν έχουν λάβει νευροληπτική αγωγή. Τα πιο σύγχρονα νευροληπτικά 

φάρμακα ή «άτυπα» νευροληπτικά, έχουν το προτέρημα ότι προκαλούν λιγότερες 

παρενέργειες, παρ’όλα ταύτα, δρουν επίσης στο ντοπαμινεργικό σύστημα δεσμεύοντας 

ποικίλους τύπους υποδοχέων (Tauscher et al., 2004).      

Έχει προταθεί ότι η διαβίβαση της ντοπαμίνης στο ραβδωτό σώμα συμβαίνει με 

δύο διαφορετικούς τρόπους και διακρίνεται στη φασική (phasic) και την τονική (tonic) 

(Grace, 1991). Η φασική διαβίβαση αφορά στην απελευθέρωση της ντοπαμίνης από 

διογκώσεις του νευράξονα κατά τη διάρκεια του δυναμικού ενεργείας, είναι παροδική 

και επηρεάζονται επιλεκτικά υποδοχείς που βρίσκονται μέσα ή κοντά στις συνάψεις. Το 

επίπεδο της φασικής απελευθέρωσης της DA εξαρτάται από τη δραστηριότητα των 

ντοπαμινεργικών κυττάρων και ενισχύεται όταν οι νευρώνες βρίσκονται σε 

υπερλειτουργία, ενώ τερματίζεται απότομα μέσω επαναπρόσληψης της ντοπαμίνης από 

το προσυναπτικό άκρο. Σε φυσιολογικές συνθήκες στο προσυναπτικό άκρο του 

νευρώνα υπάρχει αποθηκευμένη DA, η οποία απελευθερώνεται μετά από διέγερση των 

φλοιικών και μεταιχμιακών περιοχών του εγκεφάλου και η φασική διαβίβαση 

ντοπαμίνης πραγματοποείται μέσω ενεργοποίησης των D2 υποδοχέων στις συνάψεις 

(Moore et al., 1999). H τονική διαβίβαση ντοπαμίνης πραγματοποιείται με 

απελευθέρωση σταθερών επιπέδων DA στον εξωκυττάριο χώρο, και η απελευθέρωσή 



    
  68 
 
 
 

της ρυθμίζεται αυστηρά, ακόμα και αν συμβεί απώλεια ντοπαμινεργικών νευρώνων στο 

ραβδωτό σώμα (Grace, 1991). Έχει παρατηρηθεί ότι βλάβη στα φλοιικά συστήματα του 

εγκεφάλου, που είναι υπεύθυνα για τη διατήρηση της ομοιόστασης της τονικής DA και 

συνεπώς για τη ρύθμιση της λειτουργίας της φασικής ντοπαμίνης, οδηγεί στην 

εμφάνιση προβλημάτων συμπεριφοράς, όπως συμβαίνει στη σχιζοφρένεια (Grace, 

1993). Έχει υποστηριχθεί ότι το γλουταμινικό οξύ (GLU) επάγει την απελευθέρωση της 

τονικής DA στο ραχιαίο ραβδωτό σώμα και τον επικλινή πυρήνα, η οποία αναστέλλει 

τη φασική διαβίβαση DA, μέσω ειδικών υποδοχέων ντοπαμίνης που ρυθμίζουν τη 

σύνθεση και απελευθέρωσή της. Τα «άτυπα» νευροληπτικά φάρμακα που χορηγούνται 

ανακουφίζουν από τα αρνητικά συμπτώματα της σχιζοφρένειας ενισχύοντας τη 

γλουταμινεργική και φλοιική τονική ντοπαμινεργική διαβίβαση, ενώ παράλληλα 

μειώνουν τη φασική ντοπαμίνη.  

Μολονότι ο διαταραγμένος μεταβολισμός της ντοπαμίνης παραμένει δόγμα 

στην παθογένεια και θεραπεία της Σχιζοφρένειας, λίγες είναι οι γνώσεις μας για το 

επίπεδο δυσλειτουργίας του ντοπαμινεργικού συστήματος σε μοριακό επίπεδο. Δεν 

είναι γνωστό για παράδειγμα, αν η υπερ/υπο-ντοπαμινεργική δραστηριότητα οφείλεται 

σε διαταραγμένους μηχανισμούς σύνθεσης ή αποικοδόμησης ντοπαμίνης από ενζυμική 

δραστηριότητα. Λιγότερο γνωστό είναι αν η κλινική απόκριση ή μη, στην 

αντιψυχωσική αγωγή, καθώς και οι εξωπυραμιδικές παρενέργειες που προκαλούνται 

απ΄αυτήν, συσχετίζονται ή επηρεάζονται από ενζυμικούς μηχανισμούς που 

παρεμβαίνουν στην σύνθεση ή αποικοδόμηση της ντοπαμίνης. Η επικρατούσα άποψη, 

αναφορικά με τη φύση της ασθένειας, υποστηρίζει ότι αυτή συνδέεται με 

υπερπαραγωγή ντοπαμίνης (Randrup and Munkvad, 1972). Εντούτοις, πρόσφατα 

δεδομένα υποστηρίζουν πως μετά από επίδραση παραγόντων που προκαλούν ψύχωση 

τα επίπεδα του ενζύμου είναι χαμηλά, ενώ χρόνια θεραπεία με νευροληπτικές ουσίες 

προκαλεί αύξηση των επιπέδων του mRNA της DDC (Sedvall and Farde, 1995; 

Seeman, 1992). Τα αποτελέσματα αυτά, καθώς και σειρά άλλων (Davis et al., 1991; 

Goldstein and Deutch, 1992), οδηγούν στην υπόθεση πως η σχιζοφρένεια είναι μάλλον 

μια υπο-ντοπαμινεργική διαταραχή παρά μια υπερ-ντοπαμινεργική. Το μόνο βέβαιο 

μέχρι σήμερα είναι πως η σχιζοφρένεια συνδέεται με ντοπαμινεργικές διαταραχές, με 

άμεση ανάμειξη σε αυτές και της DDC. Πιστεύεται πως η περαιτέρω μελέτη της 

ρύθμισης της DDC ίσως μπορέσει να εξηγήσει το μηχανισμό της επαγωγής ψύχωσης 

από φάρμακα, όπως οι αμφεταμίνες και η βιγαμπατρίνη, τα οποία πέρα από ψύχωση 

προκαλούν και μείωση των επιπέδων έκφρασης των mRNA της DDC (Buckland et al., 
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1996). 

 

1.7.3 Σημασία του ενζύμου σε νεοπλασίες νευροεκκριτικής προέλευσης 

Η συσχέτιση της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης με διάφορες μορφές καρκίνου 

αποτελεί έναν από τους πλέον ενδιαφέροντες χώρους έρευνας στα πλαίσια μελέτης του 

ενζύμου. Εκτός από το καθαρά επιστημονικό ενδιαφέρον, ιδιαίτερα σημαντικές είναι οι 

δυνατότητες για χρήση της DDC ως καρκινικό δείκτη, αλλά και ως μόριο στόχο για 

επιλεκτική θανάτωση καρκινικών κυττάρων. 

Η έκφραση της DDC έχει προταθεί ως διαγνωστικός δείκτης καρκινικών 

κυττάρων νευροενδοκρινούς προέλευσης (Gazdar et al., 1988). Έχει αναφερθεί ότι η 

ενεργότητα της DDC μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως διαγνωστικό εργαλείο για τη 

διάκριση μικροκυτταρικού καρκινώματος πνεύμονα (small cell lung carcinoma, SCLC) 

από άλλους τύπους καρκίνου πνεύμονα, αλλά και το βαθμό ανάπτυξης και 

διαφοροποίησης κάθε τύπου όγκου (Baylin et al., 1980; Nagatsu et al., 1985). Το 

μικροκυτταρικό καρκίνωμα του πνεύμονα είναι ένας εξαιρετικά κακοήθης καρκίνος 

που έχει νευροενδοκρινείς ιδιότητες, για αυτό ανήκει στο σύστημα των κυττάρων 

APUD (βλ. 1.1.2.2). Συγκεκριμένα, έχουν αναφερθεί υψηλά επίπεδα ενεργότητας της 

DDC στο SCLC (Baylin et al., 1980; Nagatsu et al., 1985) και σε έναν τύπο 

καρκινοειδούς των βρόγχων (carcinoid tumor) (Nagatsu et al., 1985). Επιπλέον, έχει 

βρεθεί ότι βρογχικά καρκινοειδή και νευροενδοκρινή καρκινώματα πνεύμονα χαμηλής 

διαφοροποίησης (poorly differentiated neuroendocrine carcinomas, PDNECs) 

χαρακτηρίζονται από την έκφραση υψηλών επιπέδων mRNA της DDC (Uccella et al., 

2006). Υψηλά επίπεδα ενεργότητας και έκφρασης της DDC ανιχνεύθηκαν και σε 

καρκίνο του ήπατος (Gilbert et al., 1995). Στα πλαίσια της τελευταίας μελέτης βρέθηκε 

ότι το Vmax του ενζύμου στα καρκινικά κύτταρα και η ποσότητα του πολυπεπτιδίου της 

DDC είναι, αντίστοιχα, 50 και 20 φορές μεγαλύτερα από αυτά στα φυσιολογικά 

κύτταρα ήπατος. Οι ίδιοι ερευνητές εντόπισαν υψηλά επίπεδα ενεργότητας και 

έκφρασης της DDC και σε πρωτογενή καρκινοειδή όγκο εντέρου (Gilbert et al., 2000). 

Μετά τους πρώτους συσχετισμούς του μεταβολισμού της L-Dopa με το 

νευροβλάστωμα (έναν από τους συνηθέστερους καρκίνους της παιδικής ηλικίας και τον 

συνηθέστερο στερεό όγκο) (Alvarado et al., 1985; Helson et al., 1980) ακολούθησε μια 

μελέτη πάνω στη δυνατότητα χρήσης της DDC και της L-Dopa του πλάσματος ως 

διαγνωστικούς δείκτες του νευροβλαστώματος με εντυπωσιακά αποτελέσματα 

(Boomsma et al., 1989). Αναλυτικότερα, βρέθηκε ότι ασθενείς που δεν είχαν υποστεί 
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κάποια θεραπεία είχαν πολύ υψηλά (αν και ποικίλα) επίπεδα ενεργότητας DDC, τα 

οποία κατά τη διάρκεια της χημειοθεραπείας υποχωρούσαν εντός των φυσιολογικών 

ορίων. Υποτροπή της ασθένειας συνεπαγόταν αύξηση των επιπέδων της ενεργότητας 

της DDC, ενώ κατά την ύφεσή της μετά από θεραπεία υποχωρούσαν εντός των 

φυσιολογικών ορίων. Τα επίπεδα της L-Dopa του πλάσματος έδιναν παρόμοια εικόνα, 

αλλά με μεγαλύτερο εύρος και χωρίς απότομη μείωση μετά την έναρξη 

χημειοθεραπείας. Εντούτοις, κατά την πλήρη ύφεση και αυτά μειώνονται στα 

φυσιολογικά πλαίσια, εκτός στις περιπτώσεις που τελικά παρατηρήθηκε υποτροπή. 

Φαίνεται λοιπόν πως η μέτρηση των επιπέδων της DDC και της L-Dopa στο πλάσμα 

αποτελεί ένα ικανό σύστημα εύκολης διάγνωσης και παρακολούθησης της πορείας του 

νευροβλαστώματος. Επίσης, η υπερέκφραση του mRNA της DDC και της TH είναι 

ειδικό γνώρισμα μεταξύ των παιδικών καρκίνων για το νευροβλάστωμα και έχει δειχθεί 

ότι μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την διαφορική διάγνωση του νευροβλαστώματος από 

τους άλλους τύπους παιδικού καρκίνου (Gilbert et al., 1999), ενώ η μέτρηση της 

συγκέντρωσης της L-Dopa  του πλάσματος και του εγκεφαλονωτιαίου υγρού μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί ως διαγνωστικό εργαλείο μεταξύ του νευροβλαστώματος και άλλων 

πρωτογενών όγκων της νευρικής ακρολοφίας (Helson et al., 1980).  

Υψηλά επίπεδα του mRNA της DDC εντοπίσθηκαν στο μικροκυτταρικό 

καρκίνωμα του πνεύμονα και σε μια κυτταρική σειρά νευροβλαστώματος (την σειρά 

SK-N-SH) (Vachtenheim and Novotna, 1997). Στους δύο αυτούς τύπους καρκίνου το 

mRNA που ανιχνεύεται είναι νευρικού τύπου. Σε άλλες μορφές καρκίνου που 

εξετάσθηκαν (μη-μικροκυτταρικό καρκίνωμα του πνεύμονα, οστεοσάρκωμα και 

μελάνωμα) τα επίπεδα του mRNA για την DDC είναι πολύ χαμηλότερα. Στο μελάνωμα 

ανιχνεύεται mRNA νευρικού τύπου, ενώ στις υπόλοιπες δύο μη νευρικού τύπου. 

Σύμφωνα με τους ερευνητές, ο τύπος του mRNA της DDC μπορεί να υποδεικνύει την 

εμβρυονική προέλευση (νευρική και μη νευρική) του όγκου. Επίσης, έχει προταθεί ότι 

ο ποσοτικός προσδιορισμός των επιπέδων του mRNA της DDC θα μπορούσε να 

χρησιμοποιηθεί ως διαγνωστικός δείκτης και στον καρκίνο του προστάτη (Avgeris et 

al., 2008) και του παχέος εντέρου (Kontos et al., 2010).  

Υψηλά επίπεδα ενζύμου και mRNA της DDC (όπως προσδιορίσθηκαν με 

ανάλυση Western και Northern, αντίστοιχα) εντοπίσθηκαν σε μεταστατικό καρκίνο 

ήπατος και σε πρωτογενή καρκινοειδή όγκο εντέρου, σε σύγκριση με φυσιολογικούς 

γειτονικούς ιστούς, αντίστοιχα (Gilbert et al., 2000). Στα πλαίσια της ίδιας έρευνας 

έγινε μελέτη της επίδρασης χημικών αναστολέων της DDC (καρβιντόπα, MFMD και 
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NSD-1015) σε καρκινικές κυτταρικές σειρές που παρουσιάζουν υψηλά επίπεδα DDC 

(μικροκυτταρικό καρκίνωμα του πνεύμονα, καρκινοειδές πνεύμονα και 

νευροβλάστωμα) και σε καρκινικές κυτταρικές σειρές με χαμηλά επίπεδα DDC. Τα 

αποτελέσματα ήταν εξαιρετικά ενδιαφέροντα. Οι αναστολείς καρβιντόπα και MFMD 

ανέστειλαν πλήρως την ενδοκυτταρική DDC και ήταν επιλεκτικά τοξικοί για τις 

καρκινικές κυτταρικές σειρές με υψηλά επίπεδα ενεργότητας της DDC, ενώ το NSD-

1015 δεν είχε κυτταροτοξική δράση παρόλο που και αυτό ανέστειλε πλήρως την 

ενδοκυτταρική DDC. Η κυτταροτοξικότητα της καρβιντόπα φαίνεται να συσχετίζεται 

με τα επίπεδα ενεργότητας της DDC, δηλαδή οι σειρές με υψηλότερα επίπεδα ενζύμου 

είναι και πιο ευαίσθητες σε αυτό τον αναστολέα, με εξαίρεση την περίπτωση του 

νευροβλαστώματος (κυτταρική σειρά SK-N-SH), όπου η καρβιντόπα δείχθηκε να 

αναστέλλει την αύξηση, αλλά να μην θανατώνει τα κύτταρα. Επίσης, η καρβιντόπα 

παρουσίασε κυτταροτοξική δράση στην κυτταρική σειρά ραβδομυοσαρκώματος, Α207, 

χωρίς να μεταβάλλει την ενεργότητα της DDC, ενώ δεν επηρέασε τη βιωσιμότητα των 

κυττάρων αδενοκαρκινώματος μαστού ανθρώπου, ΜCF7. Είναι προφανές πως η 

εκλεκτική αυτή θανάτωση των καρκινικών κυττάρων παρουσιάζει εξαιρετικό 

ενδιαφέρον και είναι άξια περαιτέρω διερεύνησης. 

  

1.7.4 Σημασία του ενζύμου σε άλλες ασθένειες 

Όπως αναφέρθηκε, έχει βρεθεί πως η DDC αποτελεί αυτοαντιγόνο σε ασθενείς 

με αυτοάνοσο-πολυενδοκρινικό σύνδρομο τύπου Ι (ΑΡS I). Συγκεκριμένα, ορός από 

ασθενείς με το σύνδρομο αυτό και απομονωμένα IgG αντισώματα από τον ίδιο ιστό 

έδειξαν να αναστέλλουν την ενζυμική ενεργότητα της DDC σε ποσοστό 10-80 % 

(Husebye et al., 2000; Husebye et al., 1997). Αυτοαντισώματα έναντι του 

συγκεκριμένου ενζύμου εντοπίστηκαν και σε μία υποκατηγορία ασθενών με τη νόσο 

του Άντισον, οι οποίοι πιθανόν να παρουσιάζουν μια ταυτόχρονη, ήπια μορφή APS I 

(Soderbergh et al., 2000).  

Πρόσφατες μελέτες φαίνεται να υποστηρίζουν πως η έκφραση της DDC 

συνδέεται με την ασθένεια της μανιοκατάθλιψης (BPAD, bipolar affective disorder) 

(Borglum et al., 1999). Μελέτες σε ασθενείς έδειξαν την ύπαρξη δύο μεταλλαγών, μιας 

έλλειψης μήκους 1 bp στον υποκινητή του γονιδίου και μιας άλλης έλλειψης μήκους 4 

bp στο μη μεταφραζόμενο εξώνιο 1. Οι δυο ελλείψεις επιδρούν σε θέσεις δέσμευσης 

γνωστών μεταγραφικών παραγόντων. Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν πως το γονίδιο 

παίζει σημαντικό ρόλο για τη συγκεκριμένη ασθένεια.  
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1.8 Σύνδεση των πρωτεϊνών με μεμβράνες 

1.8.1 Πρωτεΐνες με μεμβρανικές μορφές 

Η παρουσία πρωτεϊνών που βρίσκονται σε διαλυτές και μεμβρανοσυνδεόμενες 

ισομορφές φαίνεται να είναι ένα εξαιρετικά διαδεδομένο φαινόμενο (Ehlers and 

Riordan, 1991). Παρουσιάζεται ως μία χρήσιμη και κοινά χρησιμοποιούμενη επιλογή, η 

οποία επιτρέπει στα κύτταρα να πολλαπλασιάζουν τους λειτουργικούς ρόλους των 

πρωτεϊνών με την ελάχιστη επένδυση σε ενέργεια και δομική πολυπλοκότητα. 

Πολυάριθμα πρωτεϊνικά μόρια έχουν βρεθεί σε διαλυτή και μεμβρανοσυνδεόμενη 

μορφή, όπως οι υποδοχείς κυτταροκινών, μεμβρανοσχετιζόμενοι αυξητικοί παράγοντες, 

μόρια κυτταρικής προσκόλλησης και εκτοένζυμα. 

Δύο είναι οι μηχανισμοί που οδηγούν σε πρωτεΐνες με διαλυτή μορφή και με τη 

μορφή συνδεδεμένη στη μεμβράνη. Ο πρώτος είναι διαμέσου διαφορετικών 

βιοσυνθετικών μονοπατιών, είτε μέσω εναλλακτικού ματίσματος του πρόδρομου 

mRNA ή μέσω μεταγραφής δύο στενά σχετιζόμενων αλλά διακριτών γονιδίων. Ο 

δεύτερος πραγματοποιείται μέσω μετα-μεταφραστικής απελευθέρωσης του 

εξωκυτταρικού τμήματος της μεμβρανικής πρωτεΐνης με υδρολυτική διάσπαση της 

μεμβρανικής άγκυρας ή με άλλες μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις. Η υδρόλυση 

μπορεί να περιλαμβάνει περιορισμένη πρωτεόλυση του εξωκυτταρικού τμήματος μιας 

διαμεμβρανικής πρωτεΐνης, σε ένα σημείο γειτονικό στην αλληλουχία που εντοπίζεται 

εντός της μεμβράνης (Ehlers and Riordan, 1991). 

 Ο μηχανισμός και η βιολογική σημασία του εναλλακτικού ματίσματος και της 

πρωτεόλυσης έχουν μελετηθεί εκτεταμένα. Εξαιρουμένης της GPI-άγκυρας, η οποία 

αναγνωρίστηκε ως ένας δυνητικός τρόπος με τον οποίο κάποιες μεμβρανικές πρωτεΐνες 

μπορούν επιλεκτικά να απελευθερώνονται (Ferguson and Williams, 1988), η 

πρωτεόλυση συνήθως αποτελεί  έναν τρόπο απομάκρυνσης και αποικοδόμησης των 

πρωτεϊνών, ως μέρος του φυσιολογικού κύκλου ζωής τους. Παρόλα αυτά, έχουν 

αναφερθεί και μία σειρά περιπτώσεων στις οποίες μεμβρανικές πρωτεΐνες φαίνεται να 

απελευθερώνονται με πρωτεόλυση με κατευθυνόμενο και σε ορισμένες περιπτώσεις, 

ρυθμιζόμενο τρόπο, προκειμένου να παραχθεί ενεργή, διαλυτή μορφή της πρωτεΐνης. 

Εδώ υπάγονται αρκετά διαφορετικές μεταξύ τους πρωτεΐνες, τόσο στη δομή, όσο και 

στη λειτουργία, γεγονός που υποδηλώνει ότι η περιορισμένη πρωτεόλυση μπορεί να 

αποτελεί έναν γενικό μηχανισμό απελευθέρωσης μεμβρανικών πρωτεϊνών, ώστε να 

δημιουργηθούν διαλυτές ισομορφές με συγκεκριμένες λειτουργίες (Ehlers and Riordan, 

1991). 
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Οι παραπάνω ερευνητές αναφέρουν συγκεκριμένα πλεονεκτήματα που 

προσφέρει μία τέτοια διαδικασία κατά την οποία πρώτα παράγεται μία πρωτεΐνη 

συνδεδεμένη με τις μεμβράνες και στη συνέχεια διαλυτοποιείται υδρολυτικά.  

Συνοπτικά τα πλεονεκτήματα αυτά είναι τα εξής:       

α) Ένας συγκεκριμένος πληθυσμός μεμβρανικών μορίων μπορεί να 

απελευθερωθεί ταχύτατα με έναν κατευθυνόμενο και ρυθμιζόμενο τρόπο, 

συμβάλλοντας σε γρήγορη αλλαγή του μεταβολισμού του κυττάρου. 

β) Η υδρολυτική απελευθέρωση συνιστά έναν γρήγορο και αποτελεσματικό 

τρόπο ταυτόχρονης απομάκρυνσης μιας πρωτεΐνης συνδεδεμένης με την επιφάνεια του 

κυττάρου και δημιουργίας μιας διαλυτής ισομορφής. 

γ) Η υδρολυτική απελευθέρωση επιτρέπει τη γρήγορη αλλαγή της 

περιορισμένης και τοπικής δράσης της μεμβρανικής μορφής σε γενική δράση της 

διαλυτής ισομορφής στην ευρύτερη περιοχή. 

δ) Η υδρολυτική απελευθέρωση μεμβρανικών πρωτεϊνών έχει μικρότερο 

ενεργειακό κόστος για το κύτταρο, ώστε να παράγει διαρκώς και σταθερά μεμβρανική 

και διαλυτή ισομορφή, εν αντιθέσει με τη χρησιμοποίηση δύο διαφορετικών 

βιοσυνθετικών μονοπατιών.   

     

1.8.2 Μεμβρανικές μορφές των ενζύμων της βιοσυνθετικής οδού των κατεχολαμινών 

Τα ένζυμα της βιοσυνθετικής οδού των κατεχολαμινών έχει αναφερθεί ότι 

υφίστανται τόσο σε διαλυτή όσο και σε μορφή συνδεδεμένη με τις μεμβράνες. Οι 

πρώτες μελέτες της απομονωμένης μεμβρανικής β-υδροξυλάσης της ντοπαμίνης 

(DBH), υποστήριξαν ότι διαθέτει πανομοιότυπες ιδιότητες με αυτές της 

κυτταροπλασματικής πρωτεΐνης, την ίδια μοριακή μάζα, αμινοξική αλληλουχία, 

υδατανθρακικό περιεχόμενο και αντιγονικούς επίτοπους (Foldes et al., 1972; Hortnagl 

et al., 1972), καθώς και την ίδια ενζυμική ενεργότητα (Houhou et al., 1995; Stewart and 

Klinman, 1988). Ωστόσο, εντοπίζονται διαφορές μεταξύ των δύο ισομορφών, κυρίως 

στην αυξημένη δυνατότητα της μεμβρανικής μορφής να προσδένεται με φωσφολιπιδικά 

κυστίδια (Saxena and Fleming, 1983), αλλά και στη μοριακή μάζα των υπομονάδων 

από τις οποίες συγκροτούνται η μεμβρανική και η διαλυτή μορφή (77.000 και 73.000 

Da, αντίστοιχα) (Houhou et al., 1995). Η μικρή αυτή διαφορά εντάσσει την DBH σε μία 

ευρύτερη κατηγορία πρωτεϊνών που απαντώνται στα κυστίδια των χρωμιόφιλων 

κυττάρων του μυελού των επινεφριδίων και νευροεκκριτικά κυστίδια των μη-

αδρενεργικών νευρώνων του Κεντρικού και Περιφερικού Νευρικού Συστήματος 
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(Houhou et al., 1995). Κατά την μελέτη της βιοσύνθεσης της DBH, εντοπίστηκαν 3 

ισομορφές του ενζύμου, εκ των οποίων οι δύο είναι μεμβρανικές και η μία διαλυτή, και 

προκύπτουν από τη μετάφραση ενός κοινού μορίου mRNA (Houhou et al., 1995; 

Stewart and Klinman, 1988). Οι μεμβρανικές πρωτεΐνες συγκρατούνται στο μεμβρανικό 

κλάσμα με δύο τρόπους· είτε μέσω ενός υδρόφοβου σηματοδοτικού πεπτιδίου της 

αμινοτελικής περιοχής, που μπορεί να αποκοπεί και να προκύψει η διαλυτή ισομορφή, 

ή μέσω άλλου μηχανισμού ανεξάρτητου της σηματοδοτικής αλληλουχίας. Η ύπαρξη 

της διαλυτής DBH που απελευθερώνεται με εξωκυττάρωση στα βιολογικά υγρά και 

των μεμβρανικών που ανακυκλώνονται στο κύτταρο, προτείνεται ότι συμβάλλει στην 

ακριβή ρύθμιση της απελευθέρωσης και επαναρρόφησης του ενζύμου από το κύτταρο 

(Houhou et al., 1995). Η διαλυτή DBH αποκτά θειικές ομάδες μετά την έκκρισή της, 

ενώ η διαμεμβρανική δεν ενσωματώνει τις ίδιες ομάδες (McHugh et al., 1985).  

Η υδροξυλάση της τυροσίνης (TH), το πρώτο ένζυμο του μεταβολικού δρόμου 

της βιοσύνθεσης των κατεχολαμινών, το οποίο μετατρέπει την τυροσίνη σε L-Dopa, 

έχει βρεθεί να υφίσταται, εκτός από τη διαλυτή και σε μορφή συνδεδεμένη με τη 

μεμβράνη των χρωμιόφιλων κοκκίων του μυελού των επινεφριδίων, αλλά και στις 

μεμβράνες του εγκεφάλου (Kuczenski and Mandell, 1972; Morita et al., 1987; Nagatsu 

et al., 1964). Συγκεριμένα, έχει βρεθεί μεμβρανική μορφή του ενζύμου, τόσο με 

ανοσοστύπωση, όσο και με έλεγχο ενζυμικής ενεργότητας, σε πολύ χαμηλότερα 

επίπεδα σε σχέση με την κυτταροπλασματική μορφή. Η μεμβρανική μορφή δε 

συνδέεται στο μεμβρανικό κλάσμα μέσω ιονικών αλληλεπιδράσεων, καθώς είναι 

αδύνατον να απελευθερωθεί από τη μεμβράνη με ιονικούς παράγοντες, ενώ αυτό είναι 

δυνατό μόνο με την επίδραση ιονικών παραγόντων, όπως το Triton X-100 και το 

Nonident P-40 (NP-40). Κατεργασία των μεμβρανών με ειδική για την φωσφατιδυλ-

ινοσιτόλη φωσφολιπάση C δεν οδήγησε σε εξαγωγή του μορίου από τις μεμβράνες, ενώ 

διαχωρισμός φάσεων σε Triton X-114 οδήγησε σε ανάκτηση του μορίου τόσο στην 

υδρόφοβη, όσο και στην ισχυρά υδρόφοβη, πλούσια σε φωσφολιπίδια φάση 

διαχωρισμού. Η αδυναμία αποικοδόμησης της μεμβρανικής μορφής με τη χρήση 

διαφόρων πρωτεασών, οδήγησε στο συμπέρασμα ότι το ένζυμο είναι ενσωματωμένο 

στη μεμβράνη (Kuhn et al., 1990).       

Τέλος, η φαινυλαιθανολαμιν-Ν-μεθυλ-τρανσφεράση (PΝΜT), το τελευταίο 

ένζυμο της βιοσυνθετικής οδού των κατεχολαμινών, ενώ αρχικά εθεωρείτο ένα ένζυμο 

που βρίσκεται αποκλειστικά σε διαλυτή μορφή, εντοπίστηκε και αυτό σε μορφή που 

συνδέεται με τις μεμβράνες (Kelner et al., 1986). Έχει αναφερθεί διαφορετική 



    
  75 
 
 
 

συμπεριφορά της διαλυτής από τη μεμβρανική μορφή σε συγκεκριμένους χειρισμούς. 

Έχει παρατηρηθεί ότι όταν προκαλείται πειραματικά διαβήτης σε αρουραίους με ένεση 

στρεπτοζοτοτίνης, αυξάνεται η συνολική ενζυμική ενεργότητα PNMT στη γέφυρα του 

εγκεφάλου, αλλά όχι στον υποθάλαμο. Λεπτομερέστερη μελέτη αποκάλυψε ότι η 

απουσία αύξησης της ενζυμικής ενεργότητας PNMT στον υποθάλαμο αφορά 

αποκλειστικά τη διαλυτή μορφή του ενζύμου. Στο μεμβρανικό κλάσμα ανιχνεύθηκε 

ενζυμική ενεργότητα PNMT, σε επίπεδα διπλάσια αυτών των δειγμάτων ελέγχου. 

Διαφοροποιημένη ήταν επίσης και η επίδραση των αναστολέων στις δύο μορφές PNMT 

(κυτταροπλασματική και μεμβρανική) (Chappell and Stewart, 1992). Οι ερευνητές 

τονίζουν τη σημασία του διαχωρισμού υποκυτταρικών κλασμάτων πριν από τη 

δοκιμασία ενζυμικής ενεργότητας PNMT.        

  

1.8.2.1 Εντοπισμός της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης σε κυτταρικές μεμβράνες 

Η DDC εθεωρείτο ότι εντοπίζεται κατά κύριο λόγο στο διαλυτό κλάσμα 

εκχυλίσματος νεφρού (Lovenberg et al., 1962) και εγκεφάλου αρουραίου (Sims et al., 

1973). Υπάρχουν αναφορές, ωστόσο, ότι ένα σημαντικό ποσοστό της DDC (50 % ή 

παραπάνω), χρησιμοποιώντας την 5-HTP ως υπόστρωμα, εντοπίζεται συνδεδεμένη με 

τις μεμβράνες (Rodriguez de Lores Arnaiz and De Robertis, 1964; Sims et al., 1973). 

Πρόσφατα δείχθηκε η παρουσία της DDC, χρησιμοποιώντας την L-Dopa ως 

υπόστρωμα, στο μεμβρανικό κλάσμα εγκεφάλου ποντικού (Poulikakos et al., 2001) και 

στις μεμβράνες λευκής και ώριμης νύμφης του εντόμου Ceratitis capitata (Poulikakos 

et al., 2002). 

Η μελέτη του υποκυτταρικού εντοπισμού μιας σειράς ενζύμων του ίδιου 

βιοχημικού μονοπατιού τόσο σε διαλυτή, όσο και σε μεμβρανοσυνδεόμενη μορφή και η 

ρύθμιση της ενεργότητάς τους, μπορούν να συμβάλλουν στην κατανόηση των 

φυσιολογικών και παθογενετικών μηχανισμών που διέπουν τη λειτουργία τους. 
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1.9 Σκοπός της Διατριβής 

Έως πρόσφατα η DDC εθεωρείτο ένα μάλλον μη ρυθμιζόμενο ένζυμο, η οποία 

ανιχνεύεται σε σεροτονικούς και μη σεροτονικούς νευρώνες, καθώς επίσης σε 

περιφερικά όργανα, όπου η λειτουργία του ενζύμου δεν είναι ακόμα γνωστή. Αν και η 

ρύθμιση του γονιδίου που εκφράζει την DDC έχει μελετηθεί εκτενώς σε μεταγραφικό, 

μετα-μεταγραφικό και μεταφραστικό επίπεδο, οι ακριβείς μοριακοί μηχανισμοί 

ρύθμισης παραμένουν να προσδιοριστούν. Οι πολλαπλές ενδείξεις της δράσης των 

ρυθμιστικών μηχανισμών πάνω στην έκφραση του ενζύμου έχουν καταστήσει το 

συγκεκριμένο ένζυμο αντικείμενο εκτεταμένης μελέτης τόσο σε βιοχημικό επίπεδο, όσο 

και σε επίπεδο μοριακής και αναπτυξιακής βιολογίας. Τα δεδομένα που αφορούν τη 

μελέτη του ενζύμου στα θηλαστικά υποστηρίζουν την παρουσία διαφορετικών mRNA 

σε νευρικούς και μη νευρικούς ιστούς. Τα μετάγραφα αυτά προκύπτουν από τη χρήση 

εναλλακτικών υποκινητών και εναλλακτικής συρραφής (Albert et al., 1992; Hahn et al., 

1993). Πλήθος δεδομένων υποστηρίζει τη ρύθμιση του ενζύμου μέσω διαφόρων 

μηχανισμών. Σε αυτούς τους μηχανισμούς περιλαμβάνεται η ρύθμιση της ενεργότητας 

του ενζύμου από παράγοντες οι οποίοι δρουν στους ντοπαμινεργικούς υποδοχείς, 

καθώς και η ρύθμιση από μηχανισμούς οι οποίοι δρουν μέσω δεύτερου μηνύματος, 

όπως η δράση μέσω PKA και PKC (Berry et al., 1996).   

Η L-Dopa αποκαρβοξυλάση εθεωρείτο ένα κυτταροπλασματικό ένζυμο 

(Lovenberg et al., 1962; Sims et al., 1973). Μια σειρά όμως δεδομένων υποδεικνύουν 

τη σύνδεση του ενζύμου με το μεβρανικό κλάσμα εγκεφάλου ποντικού (Poulikakos et 

al., 2001) και λευκής και ώριμης νύμφης του εντόμου Ceratitis capitata (Poulikakos et 

al., 2002). Επίσης, τα ένζυμα του μεταβολικού μονοπατιού της βιοσύνθεσης των 

κατεχολαμινών β-υδροξυλάση της ντοπαμίνης (DBH) (Foldes et al., 1972), υδροξυλάση 

της τυροσίνης (TH) (Kuczenski and Mandell, 1972) και φαινυλαιθανολαμιν-Ν-μεθυλ-

τρανσφεράση (PΝΜT) (Kelner et al., 1986) βρίσκονται τόσο σε διαλυτές όσο και 

μεμβρανοσυνδεόμενες ισομορφές. Έχει υποστηριχθεί ότι μέσω της αλληλεπίδρασης της 

διαλυτής ΤΗ με το μεμβρανικό κλάσμα είναι πιθανό να ρυθμίζεται η ενζυμική 

ενεργότητα και η υποκυτταρική κατανομή του μορίου (Morita et al., 1987). Οι ενδείξεις 

έκκρισης του ενζύμου που αποκαρβοξυλιώνει την L-Dopa στα βιολογικά υγρά 

(Boomsma et al., 1986) εγείρουν την πιθανότητα της σύνδεσης του μορίου με 

κυτταρικές μεμβράνες, ενώ η δράση του μορίου ως αυτοαντιγόνο στο αυτοάνοσο-

πολυενδοκρινικό σύνδρομο τύπου Ι (ΑΡS I) δημιουργεί ερωτήματα για την παρουσία 

του ενζύμου στην κυτταρική επιφάνεια (Rorsman et al., 1995). Ωστόσο, παρά τις 
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ενδείξεις αυτές η υποκυτταρική τοπολογία της DDC έχει μελετηθεί ελάχιστα. 

Στη νόσο του Parkinson η DDC είναι το καθοριστικό ένζυμο (rate-limiting) για 

τη σύνθεση της ντοπαμίνης. Όταν χορηγείται L-Dopa, οποιαδήποτε αλλαγή στην 

ενζυμική ενεργότητα της DDC θα μπορούσε να είναι κλινικής σπουδαιότητας. 

Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι ο αναστολέας της DDC, καρβιντόπα, είναι επιλεκτικά 

κυτταροτοξικός σε καρκινικά κύτταρα νευροεκκριτικής προέλευσης που 

χαρακτηρίζονται από αυξημένα επίπεδα του mRNA και ενζυμικής ενεργότητας της 

DDC (Gilbert et al., 2000). Ως εκ τούτου, η DDC θα μπορούσε να ενεργήσει ως ένα 

ειδικό μόριο «στόχος» των χημειοθεραπευτικών ουσιών.  

Η διερεύνηση των αλληλεπιδράσεων του ενζύμου με παράγοντες που ρυθμίζουν 

την ενεργότητά του, όπως χημικούς και φυσικούς αναστολείς είναι καθοριστικής 

σημασίας, ιδιαίτερα σε παθολογικές καταστάσεις, στις οποίες η DDC φαίνεται να 

κατέχει μεγάλο λειτουργικό ρόλο. Πρόσφατα δεδομένα έχουν δείξει ότι η Αννεξίνη V 

που απομονώνεται από τον ανθρώπινο πλακούντα παρουσιάζει ανασταλτική δράση ως 

προς την ενζυμική ενεργότητα της DDC (Vassiliou et al., 2009), ενώ έχει αποδειχθεί ότι 

αποτελεί χρήσιμο εργαλείο στον εντοπισμό αποπτωτικών κυττάρων (δείκτης 

απόπτωσης) (Reutelingsperger and van Heerde, 1997).  

Για όλους τους παραπάνω λόγους, στην παρούσα ερευνητική εργασία 

μελετήθηκαν: 

•  Η έκφραση και ο κυτταρικός εντοπισμός της DDC, της εναλλακτικής ισομορφής 

Alt-DDC και του φυσικού αναστολέα Aννεξίνη V (Vassiliou et al., 2009) σε 

ανθρώπινες κυτταρικές σειρές νευρικής και μη νευρικής προέλευσης.  

• Ο μηχανισμός απελευθέρωσης της DDC από κυτταρικές μεμβράνες. 

• Η αλληλεπίδραση της DDC και της Αlt-DDC με την Aννεξίνη V. 

• Η επίδραση ενδογενών και χημικών αναστολέων της DDC σε κύτταρα νευρικής και 

μη νευρικής προέλευσης. 

• Η αλληλεπίδραση της DDC, Αlt-DDC και Aννεξίνης V σε ευκαρυωτικό σύστημα 

κυττάρων.      
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2: ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

2.1 Βιολογικό Υλικό 

2.1.1 Ανθρώπινος πλακούντας 

Ο ανθρώπινος πλακούντας  παραλήφθηκε από υγιείς γυναίκες αμέσως μετά τον 

τοκετό από το μαιευτήριο «Μητέρα». Ο ιστός τεμαχίστηκε και ψύχθηκε κατευθείαν σε 

υγρό άζωτο και φυλάχτηκε στους -80ºC για περαιτέρω χρήση του.  

 

2.1.2 Νεφρός  ποντικού 

Ολόκληροι νεφροί ποντικών ελήφθησαν από υγιή άτομα αμέσως μετά από 

θυσία παρουσία διοξειδίου του αζώτου. Οι νεφροί ψύχθηκαν σε υγρό άζωτο και 

φυλάχτηκαν στους -80οC για περαιτέρω χρήση τους. 

 

2.1.3  Κυτταρικές σειρές 

Οι κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν, αποκτήθηκαν από την ATCC 

(American Type Culture Collection) και είναι οι εξής: ΗΕΚ-293 (Ανθρώπινα 

εμβρυονικά νεφρικά κύτταρα), SH-SY5Y (Ανθρώπινο νευροβλάστωμα), HeLa 

(Ανθρώπινο αδενοκαρκίνωμα τραχήλου μήτρας), ΗΤΒ-14 (Ανθρώπινο γλοιοβλάστωμα, 

αστροκύτωμα), PC12 (φαιοχρωμοκύτωμα επινεφριδίων αρουραίου), CHO (Κύτταρα 

ωοθήκης κινέζικου χάμστερ) και MCF7 (Ανθρώπινο αδενοκαρκίνωμα μαστού). 

 

2.2  Χημικές ουσίες 

Οι χημικές ουσίες που χρησιμοποιήθηκαν προέρχονται από τις ακόλουθες 

εταιρίες:  

Το διάλυμα Ακρυλαμίδης/Ν,Ν’-μεθυλενο-δις-ακρυλαμίδης (Bis) 30 % (29:1) 

από την ALTERCHEM. 

Η ντοπαμίνη, το θειικό δωδεκυλικό  νάτριο (SDS), το Τρις-(υδροξυμέθυλο)-

αμινομεθάνιο (Tris), η χρωστική βρωμοφαινόλη μπλε, η χρωστική Ponceau S, το 

απορρυπαντικό Tween-20, η β-μερκαπτοαιθανόλη, η 2,5-διφαινυλοξαζόνη (PPO), η 2π-

φαινυλο-δις-4-μεθυλ-5-φαινυλοξαζόνη (POPOP), η 5’-φωσφορική πυριδοξάλη (PLP) 

και η νινυδρίνη αγοράστηκαν από τη SERVA.  

Οι χημικές ουσίες L-3,4-διυδροξυφαινυλαλαλίνη (L-Dopa), 3,4-διυδρο-β-

φαινυλοαιθαμίνη (ντοπαμίνη), καρβιντόπα (α-methyl-dopahydrazine), NSD-1015 (3-
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hydroxybenzyl-hydrazine), σταυροσπορίνη, αιθανολαμίνη, τριαιθανολαμίνη, το 

απορρυπαντικό οκτυλ-φαινοξυ-πολυαιθοξυ-αιθανόλη (Triton X-114), τα 

επικαλυπτόμενα μακροσφαιρίδια Αγαρόζης με Πρωτεΐνη Α (Protein A-Agarose 

macrobeads), τα αντισώματα έναντι των IgG αιγός (alkaline-phosphatase conjugated 

rabbit anti-goat IgG) και κουνελιού (alkaline-phosphatase conjugated goat anti-rabbit 

IgG) συζευγμένα με αλκαλική φωσφατάση και το αντιδραστήριο TRI αποκτήθηκαν από 

τη SIGMA. 

Η ραδιενεργά σημασμένη L-3,4-διυδροξυφαινυλαλαλίνη (L-DOPA) [3–14C]Η 

αποκτήθηκε από την εταιρία AMERSHAM LIFE SCIENCCE. 

Η Ν,Ν,Ν’,Ν’-τετρα-μεθυλο-διαμίνη (TEMED) προέρχεται από την FLUKA. 

Το υπερθειικό αμμώνιο (APS) αγοράστηκε από την εταιρία FERAK.      

Οι χημικές ουσίες 2,2΄-δι-νιτροφαινυλ-3,3΄-[3,3΄-διμεθοξυ-4,4΄-διφαινυλ-

χλωριούχο τετραζόλιο (NBT), 5-βρωμο-4-χλωρο-3-ινδολυλ φωσφορικό μετά της 

τολουιδίνης άλας (BCIP) από την Applichem. 

Τα υλικά κυτταροκαλλιεργειών DMEM, RPMI-1640, o ορός μοσχαριού (FBS), 

ο ορός αλόγου (Horse Serum) και το αντιβιοτικό πενικιλίνη/στρεπτομυκίνη από τη 

BioSera. 

Οι μάρτυρες DNA γνωστής μοριακής μάζας 1kb DNA Ladder GeneRuler TM 

Plus και 100 bp DNA ladder plus GeneRuler από τη Fermentas. 

Η χρωστική Trypan blue αποκτήθηκε από την GIBCO.  

Η αλβουμίνη ορού βοός (BSA) και το αντιβιοτικό Geneticin sulphate (G418) 

αγοράστηκαν από την PAA.  

Η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (0.45 μm) προμηθεύτηκε από την BIO-RAD.   

Το ειδικό αντίσωμα έναντι των τελευταίων 22 αμινοξέων της καρβοξυτελικής 

περιοχής της ανθρώπινης DDC  (anti-DDC Αντίσωμα) και το ειδικό αντίσωμα για την 

εναλλακτική ισομορφή της DDC, Alt-DDC (anti-Alt-DDC Aντίσωμα) 

(Vassilacopoulou et al., 2004) παρασκευάστηκαν για το εργαστήριό μας.   

Το πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι της ανθρώπινης Aννεξίνης V προμηθεύτηκε 

από την R&D Systems.  

Η αντίστροφη μεταγραφάση M-MuLV αγοράστηκε από την εταιρία Finnzymes, 

η Taq DNA πολυμεράση από τη HyTest και η Τ4 DNA λιγάση από τη New England 

Biolabs.  

Η απομόνωση πλασμιδιακού DNA και ο καθαρισμός κομματιών cDNA από gel 

αγαρόζης πραγματοποιήθηκαν, αντίστοιχα, με MiniPrep kit και NucleoSpin Extract II 
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kit της MACHEREY- NAGEL. Από την ίδια εταιρία προμηθεύτηκε το χαρτί 

χρωματογραφίας Whatman 3M. 

Ο φορέας κλωνοποίησης pCRII-TOPO και ο ευκαρυωτικός φορέας έκφρασης 

pcDNA 3.1+ προμηθεύτηκαν από την INVITROGEN.  

Τα περιοριστικά ένζυμα και οι πρωτεΐνες μάρτυρες με γνωστές μοριακές μάζες 

(για SDS ηλεκτροφόρηση) αγοράστηκαν από την FERMENTAS. 

Όλα τα άλλα χημικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν ήταν αναλυτικού 

βαθμού καθαρότητας. 

 

2.3 Μέθοδοι 

2.3.1 SDS ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης  

Το SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 

είναι μια τεχνική ευρέως διαδεδομένη για τον διαχωρισμό των πρωτεϊνών με βάση 

αποκλειστικά και μόνο τη μοριακή τους μάζα. Η ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων 

εκτελείται παρουσία του απορρυπαντικού SDS. Το SDS είναι ένα ισχυρό ανιονικό 

απορρυπαντικό, το οποίο αφενός αποδιατάσσει τις δευτεροταγείς και τριτοταγείς δομές 

των πρωτεϊνών (εκτός από αυτές που δημιουργούνται απο δισουλφιδικούς δεσμούς) και 

αφετέρου τους προσδίδει αρνητικό φορτίο ανάλογο με τη μάζα τους. Το γεγονός αυτό 

έχει ως αποτέλεσμα η ηλεκτροφορητική κινητικότητα των πρωτεϊνικών μορίων να 

αποτελεί συνάρτηση μόνο της μοριακής τους μάζας. 

Στα δείγματα που επρόκειται να ηλεκτροφορηθούν, προστίθεται κατάλληλος 

όγκος διαλύματος φόρτωσης (βλ. Διάλυμα 1) . Τα δείγματα θερμαίνονται στους 100 οC 

για 10 λεπτά. Παράλληλα με τα δείγματα ηλεκτροφορείται και μείγμα πρωτεϊνών 

γνωστών μοριακών μαζών, προκειμένου να εκτιμηθεί η μοριακή μάζα των πρωτεϊνών 

των δειγμάτων.  

Η ηλεκτροφόρηση επιτελείται στη συσκευή Mini protean II και ΙΙΙ της BIO-

RAD (Laemmli, 1970) και το πήκτωμα διαχωρισμού (βλ. Διάλυμα 2) έχει διαστάσεις 

85 x 55 x 0,75 mm. Τέλος, στη συσκευή συμπληρώνεται το πήκτωμα συμπύκνωσης 

(βλ. Διάλυμα 3) και η ηλεκτροφόρηση διεξάγεται σε συνθήκες σταθερής τάσης 150 V 

σε θερμοκρασία δωματίου για περίπου 1 ώρα, παρουσία ρυθμιστικού διαλύματος 

ηλεκτροδίων (βλ. Διάλυμα 4).  

 

2.3.2 Ανάλυση πρωτεϊνών με ανοσοστύπωση κατά Western (Western Blot Analysis) 

Η ανοσοστύπωση κατά Western είναι μια αναλυτική τεχνική που 
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χρησιμοποιείται για την ανίχνευση πρωτεϊνών σε δείγματα που προέρχονται από 

ομογενοποίηση ιστών ή από κυτταρικά εκχυλίσματα. Η τεχνική αυτή έχει υψηλή 

ευαισθησία καθώς βασίζεται στην εξειδικευμένη αντίδραση αντιγόνου-αντισώματος. 

Στη διαδικασία της ανοσοστύπωσης, το αντιγόνο βρίσκεται ακινητοποιημένο σε 

μεμβράνη νιτροκυτταρίνης. Η μεμβράνη επωάζεται με το ειδικό αντίσωμα 

(μονοκλωνικό ή πολυκλωνικό) έναντι του αντιγόνου ώστε να πραγματοποιηθεί η 

αντίδραση σύνδεσης αντιγόνου-αντισώματος. Ακολουθεί η προσθήκη του δεύτερου 

αντισώματος. Το δεύτερο αντίσωμα συνδέεται με το πρώτο, ενώ παράλληλα φέρει 

προσδεδεμένο ένα ένζυμο (υπεροξειδάση ή αλκαλική φωσφατάση) το οποίο καταλύει 

μια αντίδραση όπου παράγεται έγχρωμο προϊόν. Η ανίχνευση του έγχρωμου προϊόντος 

είναι αυτή που πιστοποιεί τη δημιουργία συμπλόκου αντιγόνου-αντισώματος στη 

μεμβράνη. Με τη διαδικασία αυτή είναι δυνατό να ανιχνευτούν πρωτεΐνες που μπορεί 

να εκφράζονται σε πολύ μικρές ποσότητες στο δείγμα. 

 

2.3.2.1 Ηλεκτροφορητική μεταφορά πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 

Η τεχνική της ηλεκτροφορητικής μεταφοράς πρωτεϊνών σε νιτροκυτταρίνη 

επιτελείται με τη συσκευή Ημι-ξηρής μεταφοράς της BΙΟ-RAD (Kyhse-Andersen, 

1984; Towbin et al., 1979). 

Μετά το τέλος της SDS ηλεκτροφόρησης, το πήκτωμα εξισορροπείται σε 

ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς (βλ. Διάλυμα 5) για 10 λεπτά. Στο ίδιο ρυθμιστικό 

διάλυμα εξισορροπούνται 6 φίλτρα χρωματογραφίας Whatman 3M και μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης για 15 λεπτά. 

Η κατασκευή για την ηλεκτρομεταφορά πραγματοποιείται ως εξής: 

α) Τρία φίλτρα Whatman 3M τοποθετούνται στη μεταλλική άνοδο. 

β) Η μεμβράνη της νιτροκυτταρίνης τοποθετείται πάνω από τα φίλτρα. 

γ) Το πήκτωμα πολυακρυλαμίδης τοποθετείται στην ελεύθερη επιφάνεια της 

νιτροκυτταρίνης. 

δ) Το σύνολο συμπληρώνεται με τα υπόλοιπα τρία φίλτρα Whatman 3M. 

Η όλη διαδικασία γίνεται προσεκτικά, ώστε να αποφευχθεί ο εγκλωβισμός 

φυσαλίδων αέρα μεταξύ του πηκτώματος και της μεμβράνης. Στη συνέχεια 

τοποθετείται η κάθοδος της συσκευής και η ηλεκτρομεταφορά διεξάγεται σε συνθήκες 

σταθερής τάσης 15 V για 30 λεπτά. 
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2.3.2.2 Χρώση των μεμβρανών μετά την ηλεκτροφορητική μεταφορά 

Η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης μεταφέρεται αρχικά σε 0,2 % (κ.β.) Ponceau S σε 

35 % TCA για 3 λεπτά και στη συνέχεια αναδεύεται σε απεσταγμένο νερό, έως ότου 

επιτευχθεί ο αποχρωματισμός της μεμβράνης, ώστε να εμφανισθούν πιθανές 

πρωτεϊνικές ζώνες.  

 

2.3.2.3 Ανοσοαντίδραση σε νιτροκυτταρίνη (ανοσοστύπωση – immunoblotting) 

Η μέθοδος αυτή επιτρέπει τον εντοπισμό ενός πρωτεϊνικού μορίου στηριζόμενη 

στην αντίδραση αντιγόνου-αντισώματος. Στη διαδικασία της ανοσοστύπωσης το 

αντιγόνο είναι ακινητοποιημένο στη νιτροκυτταρίνη και το πρώτο αντίσωμα συνδέεται 

με το ένζυμο. Το δεύτερο αντίσωμα προσδένεται στο πρώτο αντίσωμα και παράλληλα 

καταλύει ειδική χρωματική αντίδραση, με τη βοήθεια της οποίας πιστοποιείται η 

δημιουργία του συμπλέγματος αντιγόνου-αντισώματος. 

Η τεχνική που εφαρμόζεται αποτελεί τροποποίηση της μεθόδου των Batteiger et 

al. (1982). Τα πρωτεϊνικά δείγματα υποβάλλονται σε SDS-ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

πολυακρυλαμίδης, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.3.1. Στη συνέχεια, οι 

πρωτεΐνες του πηκτώματος μεταφέρονται σε νιτροκυτταρίνη, όπως περιγράφεται στην 

παράγραφο 2.3.2.1. Ακολουθεί χρώση της νιτροκυτταρίνης με διάλυμα Ponceau S (§ 

2.3.2.2). Η νιτροκυτταρίνη αποχρωματίζεται περαιτέρω σε ρυθμιστικό διάλυμα 

πλύσεων (βλ. Διάλυμα 7) (Batteiger et al., 1982) για τρεις φορές επί 10 λεπτά και στη 

συνέχεια μεταφέρεται σε διάλυμα κορεσμού (βλ. Διάλυμα 8) για 16 ώρες. Την επόμενη 

μέρα, το διάλυμα κορεσμού απορρίπτεται και προστίθεται στη μεμβράνη το διάλυμα 

του πρώτου αντισώματος (διάλυμα κορεσμού που περιέχει ορό ανοσοποιημένου ζώου 

έναντι της επιθυμητής πρωτεΐνης σε κατάλληλη αραίωση) για 2 ώρες. Μετά το τέλος 

της επώασης, η μεμβράνη πλένεται (απομάκρυνση του μη-δεσμευμένου αντισώματος) 

με ανάδευση σε ρυθμιστικό διάλυμα πλύσεων για τρεις φορές επί 10 λεπτά και εν 

συνεχεία προστίθεται το δεύτερο αντίσωμα (IgG σφαιρίνες αντιορού ενός δεύτερου 

ζώου, συνδεδεμένες με αλκαλική φωσφατάση, που έχουν αναπτυχθεί έναντι των IgG 

σφαιρινών του πρώτου ζώου), σε ρυθμιστικό διάλυμα πλύσεων για 60 λεπτά. 

Ακολουθεί απομάκρυνση του μη-δεσμευμένου αντισώματος με ανάδευση σε 

ρυθμιστικό διάλυμα πλύσεων για τρεις φορές επί 10 λεπτά και προσθήκη ρυθμιστικού 

διαλύματος ανάπτυξης (βλ. Διάλυμα 9) για 30 λεπτά υπό ανάδευση. Τέλος, προστίθεται 

διάλυμα χρωματικής αντίδρασης (βλ. Διάλυμα 10), έως ότου εμφανισθούν οι 

πρωτεϊνικές ζώνες. Η αντίδραση σταματά με τη μεταφορά της νιτροκυτταρίνης σε 
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απεσταγμένο νερό. Όλες οι παραπάνω διεργασίες εκτελούνται σε θερμοκρασία 

δωματίου.  

  

2.3.3 Προσδιορισμός της ενζυμικής ενεργότητας της αποκαρβοξυλάσης της L-Dopa 

(DDC) 

Για τον προσδιορισμό της ενεργότητας του ενζύμου L-Dopa αποκαρβοξυλάση 

χρησιμοποιήθηκε η ραδιοχημική μέθοδος (assay) που αναπτύχθηκε από τους 

Φραγκούλη και Σέκερη, με ορισμένες τροποποιήσεις (Fragoulis and Sekeris, 1975). 

Το μείγμα επώασης, τελικού όγκου 60 μl, περιλαμβάνει 0,34 mM L-Dopa, 0,55 

μCi [3-14C] L-Dopa, 0,1 mM 5-φωσφορικής πυριδοξάλης (PLP) και 10 μl ενζυμικού 

παρασκευάσματος. Η επώαση πραγματοποιείται στους 37οC για 30 λεπτά. Παράλληλα, 

διεξάγεται και πείραμα αρνητικού ελέγχου, για τον έλεγχο μη ειδικής 

αποκαρβοξυλίωσης της L-Dopa σε ντοπαμίνη, όπου το ενζυμικό παρασκεύασμα 

αντικαθίσταται από το ρυθμιστικό διάλυμα της αντίδρασης. Η αντίδραση τερματίζεται 

με την τοποθέτηση των δειγμάτων στον πάγο για 1 λεπτό. Το αποτέλεσμα κάθε 

ενζυμικής δοκιμασίας εξάγεται μετά από το διαχωρισμό του ραδιενεργά σημασμένου 

υποστρώματος [3-14C] L-Dopa από το ραδιενεργά σημασμένο προϊόν [3-14C] L-

ντοπαμίνη με τη μέθοδο της ανερχόμενης χρωματογραφίας χάρτου μίας διάστασης. Η 

τελευταία διεξάγεται συνοπτικά ως ακολούθως: 

Μετά το τέλος της ενζυμικής δοκιμασίας, το μείγμα επώασης καθώς και μείγμα 

μη ραδιενεργού υποστρώματος και προϊόντος (μάρτυρες) τοποθετούνται σε χαρτί 

χρωματογραφίας Whatman 3mm διαστάσεων 28 x 5 cm. Το χαρτί τοποθετείται σε υγρό 

ανάπτυξης χρωματογραφίας, το οποίο αποτελείται από μείγμα βουτανόλης, οξικού 

οξέος και απεσταγμένου νερού, σε αναλογία 3:1:1. Η ανάπτυξη εκτελείται σε 

θερμοκρασία δωματίου για 14 με 16 ώρες. Στη συνέχεια, το χρωματογράφημα 

στεγνώνει και η λωρίδα πάχους 1 cm που περιλαμβάνει τους μάρτυρες ψεκάζεται με 

αντιδραστήριο Pauly (βλ. Διάλυμα 11), οπότε εμφανίζονται οι θέσεις των 

διαχωρισθέντων μαρτύρων. Το υπόλοιπο χρωματογράφημα συγκρίνεται με τη λωρίδα 

των μαρτύρων και κόβονται οι περιοχές που αντιστοιχούν στην L-Dopa και στη 

ντοπαμίνη. 

Η μέτρηση της ραδιενέργειας της χρωματογραφίας χάρτου διεξάγεται με την 

τοποθέτηση των χαρτιών που περιέχουν τις ραδιοσημασμένες ενώσεις σε 2 ml 

διαλύματος υγρού σπινθηριστή (βλ. Διάλυμα 12). Οι μετρήσεις της ενσωματωμένης 

ραδιενέργειας των δειγμάτων εκφράζονται σε κρούσεις ανά λεπτό (cpm) και γίνονται 
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σε μετρητή Packard  TriCarb Liquid Scintillation Spectrometer Model 3380. 

 Το ποσοστό μετασχηματισμού (% transformation) της L-Dopa σε ντοπαμίνη 

στη διάρκεια της επώασης του αντιδρώντος μείγματος υπολογίζεται από το λόγο των 

κρούσεων στην περιοχή της παραγόμενης ντοπαμίνης (cpm DA) προς το άθροισμα των 

κρούσεων των περιοχών της L-Dopa και της ντοπαμίνης (cpm L-Dopa + cpm DA)x100.  

 
                                                                     Αριθμός κρούσεων ντοπαμίνης 
% μετασχηματισμός =  100 % x  
                                                     Αριθμός κρούσεων L-Dopa + Αριθμός κρούσεων ντοπαμίνης 

 

Η ειδική ενζυμική ενεργότητα εκφράζεται σε mUnits/mg, όπου 1 μονάδα 

ενζυμικής ενεργότητας (Unit) είναι το ποσό της DDC που μετασχηματίζει 1 μmole 

υποστρώματος L-Dopa σε ντοπαμίνη σε ένα λεπτό.   

 

2.3.4 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford 

Ο ποσοτικός προσδιορισμός των πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford (1976)  

στηρίζεται στην ιδιότητα των πρωτεϊνών να αντιδρούν σε όξινο περιβάλλον με τη 

χρωστική Coomassie Brillant Blue, παρέχοντας προϊόντα κυανού χρώματος με μέγιστη 

απορρόφηση στα 595 nm (Bradford, 1976). Χρησιμοποιώντας μια σειρά γνωστών 

συγκεντρώσεων αλβουμίνης ορού βοός (BSA) και το διάλυμα Bradford (βλ. Διάλυμα 

13) κατασκευάζεται πρότυπη καμπύλη αναφοράς, με τη βοήθεια της οποίας 

προσδιορίζεται η ποσότητα των πρωτεϊνών του δείγματος. 

 

2.3.5 Μέθοδοι κυτταροκαλλιέργειας  

Όλα τα στάδια που περιγράφονται στη συνέχεια πραγματοποιούνται κάτω απο 

αυστηρά ασηπτικές συνθήκες σε θάλαμο νηματικής ροής (Laminar Flow). Τα σκεύη 

και τα υλικά που χρησιμοποιούνται κατά τα στάδια αυτά έχουν προηγουμένως 

αποστειρωθεί κατόπιν εκθέσεως σε υπεριώδη ακτινοβολία ή φιλτραρίσματος, 

αντιστοίχως. Τα κύτταρα αναπτύσσονται σε ειδικά δοχεία καλλιέργειας (τρυβλία ή 

φλάσκες). Το περιβάλλον ανάπτυξής τους εξασφαλίζεται μέσα σε ειδικό επωαστήρα με 

5 % CO2,  υγρασία και θερμοκρασία 37 0C. Όλες οι φυγοκεντρήσεις που απαιτούνται 

πραγματοποιούνται σε ψυχόμενη φυγόκεντρο #3745 Heraeus, στις 500 g, για 2 λεπτά.  

 

2.3.5.1 Παρασκευή θρεπτικού υλικού 

Το θρεπτικό υλικό που χρησιμοποιείται αποτελείται απο 89 % DMEM, 10 % 
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FBS και 1 % μίγμα αντιβιοτικών πενικιλίνης και στρεπτομυκίνης. Το DMEM αποτελεί 

την πηγή γλυκόζης και αμινοξέων για τα κύτταρα, ενώ το FBS περιέχει τους 

αυξητικούς παράγοντες που απαιτούνται για τον πολλαπλασιασμό τους. Το θρεπτικό 

υλικό παρασκευάζεται πάντα μέσα σε θάλαμο νηματικής ροής, φιλτράρεται και 

φυλάσσεται στους 4 °C. Στην περίπτωση που το θρεπτικό υλικό προορίζεται για τα 

κύτταρα MCF7, τότε προστίθεται ινσουλίνη τελικής συγκέντρωσης 10 μg/ml. Επίσης, 

το θρεπτικό υλικό για τα κύτταρα PC12 περιέχει 84 % RPMI, 10 % ορό αλόγου, 5 % 

FBS και 1 % μίγμα αντιβιοτικών πενικιλίνης και στρεπτομυκίνης. 

 

2.3.5.2 Απόψυξη κυττάρων από το υγρό άζωτο 

Η διαδικασία της απόψυξης των κυττάρων από το υγρό άζωτο πρέπει να γίνεται 

όσο το δυνατόν γρηγορότερα. Τα ειδικά φιαλίδια (cryovials) θερμαίνονται τρίβοντάς τα 

με τα χέρια. Μόλις το περιεχόμενό τους ξεπαγώσει, μεταφέρεται σε φιαλίδιο τύπου 

falcon που περιέχει 2 ml θρεπτικού υλικού και ακολουθεί φυγοκέντρηση. Το 

υπερκείμενο διάλυμα απομακρύνεται, το ίζημα επαναδιαλυτοποιείται σε 2 ml 

θρεπτικού υλικού και τα κύτταρα μεταφέρονται σε τρυβλίο ή φλάσκα που περιέχει 

θρεπτικό υλικό. Οι καλλιέργειες τοποθετούνται στον επωαστήρα. Ακολουθεί 

παρατήρηση την επόμενη μέρα σε οπτικό μικροσκόπιο, ώστε να επιβεβαιωθεί η 

βιωσιμότητα των κυττάρων, ενώ πραγματοποιείται και μια αλλαγή θρεπτικού υλικού, 

με σκοπό να απομακρυνθούν τα νεκρά κύτταρα. 

 

2.3.5.3 Μοίρασμα κυττάρων (split) 

Τα κύτταρα καθώς πολλαπλασιάζονται καλύπτουν προοδευτικά όλη την 

επιφάνεια του τρυβλίου και έρχονται σε στενή επαφή μεταξύ τους. Το αποτέλεσμα 

αυτής της επαφής είναι η διακοπή της ανάπτυξής τους, ένα φαινόμενο γνωστό ως 

αναστολή εξ επαφής. Σε αυτό το στάδιο τα κύτταρα θα πρέπει να αποκολληθούν και να 

μοιραστούν σε περισσότερα τρυβλία (split). Η διαδικασία αυτή έχει ως εξής: Αρχικά 

απομακρύνεται το θρεπτικό υλικό από το τρυβλίο και πραγματοποιείται ένα ξέπλυμα με 

3 ml PBS (1x) (βλ. Διάλυμα 15). Στη συνέχεια προστίθεται θρυψίνη αραιωμένη σε  

PBS (1x) σε αναλογία 3:1 (PBS:θρυψίνη), ώστε να διευκολυνθεί η αποκόλληση των 

κυττάρων από τον πυθμένα του τρυβλίου. Τα τρυβλία μεταφέρονται κατόπιν στον 

επωαστήρα για 3-10 λεπτά με σκοπό να δράσει η θρυψίνη. Ακολουθεί ήπιο 

πιπετάρισμα ώστε να αποκολληθούν πλήρως τα κύτταρα, χωρίς όμως να συμβεί 

μηχανική λύση αυτών. Το εναιώρημα φυγοκεντρείται και απομακρύνεται το 
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υπερκείμενο διάλυμα, ενώ το ίζημα των κυττάρων επαναιωρείται σε θρεπτικό υλικό και 

μεταφέρεται σε τρυβλίο ή φλάσκα.  

 

2.3.5.4 Πάγωμα κυττάρων στο υγρό άζωτο 

Τα κύτταρα αποκολλώνται από το τρυβλίο, όπως περιγράφηκε στην 

προηγούμενη διαδικασία, με μόνη διαφορά ότι η τελική επαναιώρηση των κυττάρων 

πραγματοποιείται σε διάλυμα ψύξης (freezing medium). Το διάλυμα ψύξης των 

κυττάρων αποτελείται απο 90 % FBS και 10 % DMSO. Σε αυτό το διάλυμα τα κύτταρα 

μπορούν να διατηρηθούν για μεγάλο χρονικό διάστημα. Η προσθήκη του DMSO στα 

κύτταρα γίνεται με ιδιαίτερη προσοχή (χορήγηση στάγδην) καθώς η ουσία αυτή 

προκαλεί θερμικό και ωσμωτικό σοκ στα κύτταρα.  Το εναιώρημα κυττάρν μοιράζεται 

σε ειδικά φιαλίδια (cryovials) τα οποία μεταφέρονται στους -80 °C για 24 ώρες. Την 

επόμενη μέρα, τα φιαλίδια τοποθετούνται σε υγρό άζωτο (-196 °C). 

 

2.3.6 Ομογενοποίηση δείγματος 

2.3.6.1 Ομογενοποίηση κυτταρικού δείγματος 

Για τη διεξαγωγή των πειραματικών διαδικασιών, συλλέγονται κύτταρα που 

αναπτύσσονται σε τρυβλία ή φλάσκες παρουσία θρεπτικού υλικού. Τα κύτταρα 

αποκολλώνται (§ 2.3.4), φυγοκεντρούνται σε ψυχόμενη φυγόκεντρο #3745 Heraeus για 

2 λεπτά στις 500 g και επαναιωρούνται σε κατάλληλο όγκο ρυθμιστικού διαλύματος. Η 

ομογενοποίηση πραγματοποιείται σε γυάλινο ομογενοποιητή, με τη χρήση ειδικού 

έμβολου. Το δείγμα που προκύπτει αναφέρεται ως «κυτταρικό ομογενοποίημα». 

 
2.3.6.2 Ομογενοποίηση ανθρώπινου πλακούντα 

Κατά προσέγγιση, 10 g ανθρώπινου πλακούντα ομογενοποιούνται σε ίσο όγκο 

10 mM Να2HPO4-NaH2PO4, pH 6,5, χρησιμοποιώντας τον μηχανικό ομογενοποιητή 

Tissue Tearor της Biospec Products. Το δείγμα φυγοκεντρείται σε κεφαλή # 1619 της 

Hettich στις 14.000 g για 30 λεπτά στους 4ºC. Το υπερκείμενο, που αναφέρεται ως 

«διαλυτό κλάσμα», συλλέγεται και αποθηκεύεται στους -80 ºC για επόμενη χρήση. Το 

κάθε φυλασσόμενο δείγμα περιέχει περίπου 1 mg συνολικής πρωτεΐνης.  

 

2.3.7 Θερμοεπαγώμενος διαχωρισμός πρωτεϊνών παρουσία του απορρυπαντικού 

Triton X-114 

Το Triton X-114 είναι ένα μη-ιονικό αντιδραστήριο, το οποίο χρησιμοποιείται 
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ως ένα πολύ ισχυρό μέσο για το διαχωρισμό αμφίφιλων πρωτεϊνών, ενσωματωμένων 

στη μεμβράνη πρωτεϊνών, και υδρόφιλων μορίων (Bordier, 1981; Pryde and Phillips, 

1986). Η διαδικασία αυτή διαχωρίζει τα πρωτεϊνικά μόρια ανάλογα με την 

υδροφοβικότητά τους και οδηγεί στο διαχωρισμό των υδρόφιλων πρωτεϊνών στην 

υδατική (detergent-depleted) φάση (upper), ενώ οι υδρόφοβες πρωτεΐνες ανακτώνται 

στην εμπλουτισμένη (detergent-enriched) φάση (lower). Οι πολύ υδρόφοβες πρωτεΐνες 

και μερικές πρωτεΐνες οι οποίες συνδέονται στη μεμβράνη με άγκυρα λιπιδίου ή G-PI 

άγκυρα (glycosil-phosphatidylinositol/G-PI anchor) διαχωρίζονται στην Triton X-114 

αδιάλυτη (phospholipid-enriched) φάση (pellet) (Hooper and Bashir, 1991). 

Η πειραματική διαδικασία διεξάγεται ως ακολούθως: κυτταρικό ομογενοποίημα 

HEK-293, SH-SY5Y, HTB-14, HeLa και PC12 κυττάρων διαλυτοποιείται σε 

ρυθμιστικό διάλυμα 0,375 M Tris-HCl, pH 8,8. Ακολούθως προστίθεται 1 ml 12 % 

Triton X-114. Η τελική συγκέντρωση του Triton X-114 που χρησιμοποιείται είναι 2 %. 

Το διάλυμα αναδεύεται με περιστροφικό ανακινητή στους 4οC για 30 λεπτά και 

ακολουθεί φυγοκέντρηση σε φυγόκεντρο Hettich (12-24) στις 10.000 g, για 15 λεπτά 

στους  4οC. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και το ίζημα επαναδιαλυτοποιείται σε 100 

μl ρυθμιστικού διαλύματος 0,375 M Tris-HCl, pH 8,8. Το κλάσμα αυτό αποτελεί την 

αδιάλυτη (phospholipid-enriched) φάση (pellet). Το υπερκείμενο θερμαίνεται στους 

37οC για 10 λεπτά, μέχρι απώλειας της διαύγειάς του και στη συνέχεια φυγοκεντρείται 

σε φυγόκεντρο Hettich Universal 32R (#1619) στις 1000 g, για 10 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. Το διάλυμα διαχωρίζεται σε δύο φάσεις, εξαιτίας της 

αποικοδόμησης των μικκυλίων που έχουν συγκροτηθεί λόγω της δράσης του Triton X-

114. Την επάνω φάση (upper), η οποία αποτελεί την υδατική (detergent-depleted) και 

την κάτω φάση (lower), που αποτελεί την εμπλουτισμένη (detergent-enriched). Οι τρεις 

φάσεις υποβάλλονται σε ανοσοστύπωση κατά Western, για να διαπιστωθεί η έκφραση 

των υπό μελέτη πρωτεϊνικών μορίων. 

Το Triton X-114, πριν χρησιμοποιηθεί, πρέπει προηγουμένως να υποστεί 

ορισμένους κύκλους διαχωρισμού φάσεων προκειμένου να απαλλαγεί από υδρόφιλες 

προσμείξεις. Η διαδικασία προ-συμπύκνωσης του Triton X-114 έχει ως εξής: 1 g Triton 

X-114 διαλύεται σε 40 ml ρυθμιστικού διαλύματος 0,375 M Tris-HCl, pH 8,8 σε 

σωλήνα φυγοκέντρησης των 50 ml και αναδεύεται στους 4οC μέχρι το διάλυμα να είναι 

διαυγές. Ακολουθεί επώαση σε υδατόλουτρο των 37οC μέχρι απώλειας της διαύγειάς 

του. Στη συνέχεια, το διάλυμα φυγοκεντρείται σε φυγόκεντρο Hettich Universal 32R 

(#1619) στις 1000 g, σε θερμοκρασία δωματίου για 10 λεπτά, με αποτέλεσμα τον 



    
  88 
 
 
 

διαχωρισμό δύο φάσεων. Ακολούθως, απομακρύνεται η υπερκείμενη (υδατική) φάση 

και ακολουθεί δεύτερη εκχύλιση της κάτω φάσης σε ίσο όγκο 0,375 M Tris-HCl, pH 

8,8 στους 4οC. Ακολουθεί επανάληψη των παραπάνω βημάτων για ακόμα τρεις φορές. 

Μετά το πέρας της κατεργασίας αυτής, συλλέγεται  η  κάτω φάση, η οποία αποτελεί το 

12 % Triton X-114, το οποίο και φυλάσσεται στους 4οC. 

 

2.3.8 Διαχωρισμός διαλυτού και μεμβρανικού κλάσματος κυττάρων 

Το κυτταρικό ομογενοποίημα υπερφυγοκεντρείται σε κεφαλή SWi 41 Ti της 

Beckman στις 105.000 g στους 4ºC για 1 ώρα. Μετά τη φυγοκέντρηση, το υπερκείμενο 

αναφέρεται ως «διαλυτό κλάσμα». Το ίζημα ξεπλένεται με κατάλληλο ρυθμιστικό 

διάλυμα και επαναφυγοκεντρείται στις ίδιες συνθήκες. Το τελικό ίζημα διαλυτοποιείται 

σε ρυθμιστικό διάλυμα και αναφέρεται ως «μεμβρανικό κλάσμα». Το μεμβρανικό 

κλάσμα παρασκευάζεται με τη μέθοδο των  Ramwani & Mishra (1986), με μερικές 

τροποποιήσεις. 

 

2.3.9 Απελευθέρωση της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης από το μεμβρανικό κλάσμα  

Η απελευθέρωση του ενζύμου DDC από μεμβρανικό κλάσμα επιτεύχθηκε 

χρησιμοποιώντας διαφορετικές συνθήκες ή/και χρόνο επώασης στους 37οC.   

 

2.3.9.1 Απελευθέρωση της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης από το μεμβρανικό κλάσμα με 

μεταβαλλόμενο pH 

Μεμβρανικά κλάσματα των 200 μg επωάζονται με 300 μl ρυθμιστικών 

διαλυμάτων στους 37 °C για 20 λεπτά. Τα ρυθμιστικά διαλύματα έχουν τελική 

συγκέντρωση 10 mM και περιέχουν  50 mM NaCl. Τα διαλύματα με pH 4,0, 5,0 και 5,5 

παρασκευάζονται με CH3COOH/CH3COONa, ενώ αυτά με pH 6,0, 6,5 και 7.0 

παρασκευάζονται με Na2HPO4/NaH2PO4. Μετά την επώαση τα μεμβρανικά κλάσματα 

φυγοκεντρούνται σε κεφαλή SWi 41 Ti της Beckman στις 105,000 g, για 1 ώρα στους 4 

ºC. Τα υπερκείμενα που προκύπτουν υποβάλλονται σε δοκιμασία ενζυμικής 

ενεργότητας και ανοσοστύπωση κατά Western, προκειμένου να εντοπιστεί πιθανή 

απελευθέρωση του ενζύμου από το μεμβρανικό κλάσμα στο υπερκείμενο. 

 

2.3.9.2 Απελευθέρωση της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης από το μεμβρανικό κλάσμα με 

μεταβαλλόμενο χρόνο επώασης 

Μεμβρανικό κλάσμα των 200 μg επωάζεται στους 37 °C για αυξανόμενα 
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χρονικά διαστήματα 0 λεπτών (δείγμα ελέγχου), 10 λεπτών, 20 λεπτών, 30 λεπτών, 60 

λεπτών και 90 λεπτών, με 300 μl ρυθμιστικού διαλύματος με pH 5,0, στο οποίο 

παρατηρείται μέγιστη απελευθέρωση της DDC. Με τη λήξη κάθε επώασης, το 

υπερκείμενο κλάσμα συλλέγεται μετά από υπερφυγοκέντρηση στις 105.000 g για 1 ώρα 

και το αρχικό μεμβρανικό κλάσμα επαναιωρείται σε 300 μl ρυθμιστικού διαλύματος. Η 

διαδικασία επαναλαμβάνεται μέχρι να ολοκληρωθεί η τελευταία επώαση των 90 λεπτά 

του αρχικού μεμβρανικού κλάσματος. Τα υπερκείμενα κλάσματα που προκύπτουν 

υποβάλλονται σε ανοσοστύπωση κατά Western και δοκιμασία ενζυμικής ενεργότητας. 

 

2.3.9.3  Απελευθέρωση της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης από το μεμβρανικό κλάσμα 

παρουσία δισθενών κατιόντων 

Μεβρανικά κλάσματα των 200 μg επωάζονται στους 37 °C για 20 λεπτά με 

ρυθμιστικά διαλύματα με pH 5,0, που περιέχουν αυξανόμενες συγκεντρώσεις των 

δισθενών κατιόντων Mg2+, Zn2+ και Ca2+. Μετά την επώαση τα μεμβρανικά κλάσματα 

φυγοκεντρούνται στις 105,000 g, για 1 ώρα στους 4 ºC και τα υπερκείμενα που 

προκύπτουν υποβάλλονται σε ανοσοστύπωση κατά Western. 

 

2.3.9.4 Απελευθέρωση της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης από το μεμβρανικό κλάσμα 

παρουσία αναστολέων πρωτεασών 

Μεβρανικά κλάσματα των 200 μg επωάζονται στους 37 °C για 20 λεπτά με 

ρυθμιστικά διαλύματα με pH 5,0, που περιέχουν αυξανόμενες συγκεντρώσεις των 

αναστολέων πρωτεασών Απροτινίνη (Aprotinin), Λευπεπτίνη (Leupeptin), Ν-

αυθυλομηλεϊμίδιο (N-ethylmaleimide, NEM) και Ιωδοακεταμίδιο (Iodoacetamide). 

Μετά την επώαση τα μεμβρανικά κλάσματα φυγοκεντρούνται στις 105,000 g, για 1 

ώρα στους 4 ºC και τα υπερκείμενα που προκύπτουν υποβάλλονται σε ανοσοστύπωση 

κατά Western. 

 

2.3.10 Ανοσοκατακρήμνιση σε μη αποδιατακτικές συνθήκες 

Η ανοσοκατακρήμνιση (Immunoprecipitation, IP) είναι μια αρκετά διαδεδομένη 

τεχνική που προϋποθέτει τη χρήση ενός αντισώματος έναντι μιας γνωστής πρωτεΐνης, 

προκειμένου να απομονωθεί από ένα σύνολο πρωτεϊνών που περιλαμβάνονται στο 

δείγμα. Το αντίσωμα που χρησιμοποιείται ως «δόλωμα» για την κατακρήμνιση της 

πρωτεΐνης προσδένεται ομοιοπολικά με την σταθερή περιοχή του πάνω σε σφαιρίδια 

επικαλυπτόμενα με Πρωτεΐνη Α. 
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2.3.10.1 Συν-ανοσοκατακρήμνιση πρωτεϊνικών συμπλόκων σε μη αποδιατακτικές 

συνθήκες 

Η ανοσοκατακρήμνιση πρωτεϊνικών συμπλεγμάτων, γνωστή ως συν-

ανοσοκατακρήμνιση (co-immunoprecipitation, Co-IP) χρησιμοποιείται για τη μελέτη 

και την αξιολόγηση των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. Στοχεύοντας με το αντίσωμα 

σε μια γνωστή πρωτεΐνη του δείγματος, είναι δυνατόν εάν αυτή σχηματίζει σύμπλοκο 

με άλλη/ες πρωτεΐνες in vivo, αυτό να κατακρημνιστεί ακέραιο σε μη αποδιατακτικές 

συνθήκες (Εικόνα 2.1). Για να πραγματοποιηθεί η κατακρήμνιση ολόκληρου του 

πρωτεϊνικού συμπλόκου είναι απαραίτητο οι πρωτεΐνες που το αποτελούν να 

συνδέονται ισχυρά μεταξύ τους. 

 

 
Εικόνα 2.1: Σχηματική αναπαράσταση της τεχνικής της συν-ανοσοκατακρήμνισης 

 

2.3.10.2 Προετοιμασία σφαιριδίων πρωτεΐνης Α 

Η προετοιμασία των σφαιριδίων πρωτεΐνης Α, ώστε να πραγματοποιηθεί σε 

αυτά η ομοιοπολική πρόσδεση του αντισώματος, περιλαμβάνει μια σειρά βημάτων που 

περιγράφονται αναλυτικά ακολούθως: 

• Ο επιθυμητός όγκος σφαιριδίων (συνήθως 50 μl) ξεπλένεται με δεκαπλάσιο όγκο 

PBS (1x) (βλ. Διάλυμα 39). Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 500 g. 

Αφαιρείται το υπερκείμενο και η διαδικασία επαναλαμβάνεται άλλες 3 φορές. 

• Πραγματοποιείται προσδιορισμός της συγκέντρωσης του αντισώματος που 

πρόκειται να προσδεθεί στα επικαλυπτόμενα σφαιρίδια με Πρωτεΐνη Α, με τη 

μέθοδο Bradford. Η επιθυμητή συγκέντρωση του αντισώματος κατά την 

προσρόφηση στα σφαιρίδια είναι 2,5 mg Ab/ml σφαιριδίων.  

• Ο κατάλληλος όγκος του αντισώματος διαλύεται σε PBS (1x) το οποίο έχει 3,3 

φορές τον όγκο των σφαιριδίων. 

• Ιδιαίτερα σημαντική για την πρόσδεση του αντισώματος στα σφαιρίδια είναι η 
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ρύθμιση του pH, η οποία πραγματοποιείται με διάλυμα Tris-HCl, pH 8,0.   

• Τα επικαλυπτόμενα σφαιρίδια με Πρωτεΐνη Α διαλυτοποιούνται στο διάλυμα 

αντισώματος και αναδεύονται στους 4οC, σε περιστρεφόμενη ρόδα περίπου για 18 

ώρες. 

• Την επόμενη μέρα, τα σφαιρίδια φυγοκεντρούνται στις 500 g για 1 λεπτό, 

προκειμένου να αφαιρεθεί το υπερκείμενο διάλυμα αντισώματος. Ακολουθούν 4 

ξεπλύματα των σφαιριδίων με δεκαπλάσιο όγκο PBS (1x), ώστε να απομακρυνθεί η 

ποσότητα του αντισώματος που δεν έχει προσροφηθεί στα σφαιρίδια.  

• Τα σφαιρίδια επαναιωρούνται σε δεκαπλάσιο όγκο διαλύματος 0,2 Μ βορικού 

οξέος-NaOH, pH  8,6.  

 

2.3.10.3 Ομοιοπολική πρόσδεση του αντισώματος στα επικαλυπτόμενα σφαιρίδια με 

Πρωτεΐνη Α  

Η ομοιοπολική πρόσδεση του ήδη προσροφημένου αντισώματος στα 

επικαλυπτόμενα σφαιρίδια με Πρωτεΐνη Α πραγματοποιείται σε διάλυμα 

τριαιθανολαμίνης με τη χρήση του αντιδραστηρίου DMP (Dimethyl pimelimidate 

dihydrochloride), το οποίο χρησιμοποιείται για τη σύνδεση πρωτεϊνικών μορίων, καθώς 

σχηματίζει μεταξύ τους αμιδικούς δεσμούς. Η διαδικασία λαμβάνει χώρα ως εξής: 

• Ζυγίζεται κατάλληλη πόσοτητα αντιδραστηρίου DMP ώστε η τελική συγκέντρωσή 

του στο διάλυμα αντίδρασης να είναι 20 mM. 

• Το αντιδραστήριο διαλύεται σε διάλυμα τριαιθανολαμίνης 0,2 Μ, pH 8,2, το οποίο 

έχει όγκο τριπλάσιο απο τον αντίστοιχο των σφαιριδίων. 

• Το pH του διαλύματος αντίδρασης ρυθμίζεται στο 8,3 με την προσθήκη διαλύματος 

NaOH και στη συνέχεια προστίθεται στα σφαιρίδια. 

• Ακολουθεί ήπια ανάδευση σε περιστρεφόμενη ρόδα για 30 λεπτά στους 4 οC. 

• Το διάλυμα ομοιοπολικής πρόσδεσης απομακρύνεται με φυγοκέντρηση στις 500 g 

για 1 λεπτό και η αντίδραση τερματίζεται με την προσθήκη διαλύματος 

αιθανολαμίνης 0,2 Μ, pH 8,2, σε όγκο δεκαπλάσιο των σφαιριδίων. 

• Τα σφαιρίδια φυγοκεντρούνται, αφαιρείται το υπερκείμενο και επαναιωρούνται εκ 

νέου σε διάλυμα αιθανολαμίνης. Ακολουθεί ήπια ανάδευση για 1 ώρα στους 4 οC, 

φυγοκέντρηση και αφαίρεση του υπερκειμένου.  

• Η ποσότητα του αντισώματος που δεν έχει προσδεθεί ομοιοπολικά στα σφαιρίδια 

απομακρύνεται με την προσθήκη σε αυτά διαλύματος γλυκίνης 0,2 Μ, pH 2,5 και 
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ανάδευση στους 4 οC για 7 λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση και αφαίρεση του 

υπερκειμένου. 

• Τελικά, τα σφαιρίδια επαναιωρούνται σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS (1x) και 

εκπλένονται συνολικά 3 φορές. 

• Φυλάσσονται στους 4 οC επαναιωρημένα σε 50 μl PBS (1x) και NaN3 τελικής 

συγκέντρωσης 0,02 %, το οποίο χρησιμοποιείται ως συντηρητικό.  

 

2.3.10.4 Προετοιμασία δείγματος για ανοσοκατακρήμνιση 

Τα δείγματα που θα χρησιμοποιηθούν στην ανοσοκατακρήμνιση έχουν υποστεί 

ήπια ομογενοποίηση σε γυάλινο ομογενοποιητή με κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα 

πρόσδεσης σφαιριδίων (βλ. Διάλυμα 25). Παράλληλα, μια μικρή ποσότητα σφαιριδίων 

πρωτεΐνης Α (50μl) εξισορροπείται στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα. Για τη διαδικασία 

αυτή πραγματοποιούνται 5 εκπλύσεις με δεκαπλάσιο όγκο ρυθμιστικού διαλύματος. 

Στα σφαιρίδια αυτά προστίθεται το πρωτεϊνικό δείγμα και ακολουθεί ήπια ανάδευση 

στους 4 οC για 1 ώρα. Με τον τρόπο αυτό, όσες πρωτεΐνες εμφανίζουν μη ειδική 

συγγένεια για τη πρωτεΐνη Α, δεσμεύονται στα σφαιρίδια σε αυτό το στάδιο κι έτσι 

εξασφαλίζεται η ειδικότητα του αποτελέσματος της μεθόδου. Ακολουθεί φυγοκέντρηση 

στις 500 g για 1 λεπτό και το υπερκείμενο φυλάσσεται στον πάγο. 

 

2.3.10.5 Ανοσοκατακρήμνιση πρωτεϊνικών συμπλόκων 

Τα σφαιρίδια με το ομοιοπολικά προσδεδεμένο αντίσωμα, όπως περιγράφηκε 

στην παράγραφο 2.3.10.3, εκπλένονται 3 φορές με ρυθμιστικό διάλυμα πρόσδεσης 

σφαιριδίων (βλ. Διάλυμα 25) και στη συνέχεια προστίθεται σε αυτά το πρωτεϊνικό 

δείγμα που προέκυψε απο την παραπάνω διαδικασία. Ακολουθεί ανάδευση για 18 ώρες 

στους 4 οC. Την επόμενη μέρα, το υπερκείμενο κλάσμα μετά από ανοσοκατακρήμνιση, 

που αναφέρεται ως «ΥΚΜΑ» συλλέγεται με φυγοκέντρηση και τα σφαιρίδια 

εκπλένονται 2 φορές με ρυθμιστικό διάλυμα ΤBS (βλ. Διάλυμα 26) και 2 φορές με 

διάλυμα ΤBS (1x). Οι όγκοι που χρησμοποιούνται από το ρυθμιστικό διάλυμα για τις 

εκπλύσεις αντιστοιχούν στον δεκαπλάσιο του όγκου των σφαιριδίων.  

Η έκλουση των αντιγόνων από το προσδεδεμένο στα σφαιρίδια αντίσωμα 

πραγματοποιείται με αύξηση της θερμοκρασίας (βρασμός). Η αλλαγή των 

φυσικοχημικών αυτών παραμέτρων συμβάλλει στην εξασθένηση των δεσμών που 

συμμετέχουν στη σύνδεση αντιγόνου-αντισώματος. Τα σφαιρίδια  επαναιωρούνται σε 
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7,5 μl διαλύματος φόρτωσης για NPAGE (βλ. Διάλυμα 27). Ακολουθεί βρασμός για 

δέκα λεπτά και στη συνέχεια συλλογή του υπερκειμένου. Σε αυτό προστίθενται 2,5 μl 

διαλύματος 10 % SDS (κ.β) και 10 μl διαλύματος φόρτωσης για SDS-PAGE (βλ. 

Διάλυμα 1). Ακολουθεί έντονη ανάδευση (vortex) και βράσιμο των δειγμάτων για 5 

λεπτά. Τα εκλουόμενα αντιγόνα διαχωρίζονται σε SDS πήκτωμα πολυακρυλαμίδης και 

ο εντοπισμός τους γίνεται με ανοσοστύπωση κατά Western. 

 

2.3.10.6 Ανοσοκατακρήμνιση της ενεργότητας της DDC 

Στην τεχνική αυτή (Bossinakou and Fragoulis, 1996) χρησιμοπoιείται ως 

αντιγόνο κυτταρικό ομογενοποίημα, το οποίο επωάζεται με αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις αντισώματος έναντι της ανθρώπινης DDC και της Αννεξίνης V. Το 

μίγμα αναδεύεται στους 4 ºC για 12 ώρες, ώστε να δημιουργηθεί το σύμπλεγμα 

αντιγόνου-αντισώματος. Στη συνέχεια, το σύμπλοκο αυτό επωάζεται με ορό από 

δεύτερο ανοσοποιημένο ζώο υπό ανάδευση στους 4 ºC για 12 ώρες, προκειμένου να 

σχηματιστεί το σύμπλεγμα αντιγόνου-πρώτου αντισώματος-δεύτερου αντισώματος. Το 

δημιουργούμενο σύμπλοκο καταβυθίζεται με φυγοκέντρηση στις 12.000 g για 15 λεπτά 

και στο υπερκείμενο κλάσμα πραγματοποιείται έλεγχος της ενζυμικής ενεργότητας της 

DDC. Παράλληλα, διεξάγονται πειράματα ελέγχου, όπου το ειδικό πολυκλωνικό 

αντίσωμα αντικαθίσταται από ορό μη ανοσοποιημένου κουνελιού. 

 

2.3.11 Απομόνωση RNA και ενίσχυση του cDNA της ανθρώπινης DDC και της 

ανθρώπινης Αννεξίνης V (ANXA5) 

2.3.11.1 Σχεδιασμός εκκινητών για το γονίδο της ανθρώπινης DDC (primers) 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στις αντιδράσεις αντίστροφης μεταγραφής 

και αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR), ήταν σχεδιασμένοι σύμφωνα με τη 

δημοσιευμένη νουκλεοτιδική αλληλουχία της ανθρώπινης DDC από ανθρώπινο 

φαιοχρωμοκύτωμα (Ichinose et al., 1989) και της δημοσιευμένης αλληλουχίας του μη- 

νευρικού τύπου εξωνίου L1 (Ichinose et al., 1992). Η αλληλουχία του πρόδρομου 

εκκινητή Α, που δεσμεύεται στο νευρικού τύπου εξώνιο Ν1 είναι η «5΄- AGA GAG 

GAC AGA GAG CAA GTC ACT C -3΄», που αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια -63 έως -

40. Οι πρόδρομοι εκκινητές που δεσμεύονται στο εξώνιο L1 είναι οι LS2M «5΄- GGA 

GAG GGA AAC GTG TGG CTT GGA G -3΄» και LS1 «5΄- CT GGC ACA TGT GGC 

TGG AAA TGC - 3΄», που δεσμεύονται στα νουκλεοτίδια -176 έως -94 και -201 έως    

-179, αντίστοιχα. Ο ανάστροφος εκκινητής που χρησιμοποιήθηκε ήταν ο H5R «5΄- 
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GAC AA ACTT GCT CCT GAG GTG ACA -3΄» που δεσμεύεται στα νουκλεοτίδια 

+1312 έως +1335 του εξωνίου 14, καθώς και ο LibdT «5΄- GAC TCG AGT CGA CAT 

CGA T17-3΄» που χρησιμοποιήθηκε για τις αντιδράσεις αντίστροφης μεταγραφής 

 

2.3.11.2 Σχεδιασμός εκκινητών για το γονίδιο της ανθρώπινη Αννεξίνης V  

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στις αντιδράσεις αντίστροφης μεταγραφής 

και αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR), ήταν σχεδιασμένοι σύμφωνα με τη 

δημοσιευμένη νουκλεοτιδική αλληλουχία της ανθρώπινης Αννεξίνης V 

(ΝΜ_001154.2). Συγκεκριμένα, η αλληλουχία του πρόδρομου εκκινητή HindFANE 

είναι η «5’ AAG CTT ATG GCA CAG GTT CTC AGA GGC ACT 3’» και του 

ανάστροφου εκκινητή XhoIRANE είναι η «5’ CTC GAG TTA GTC ATC TTC TCC 

ACA GAG CAG CAG 3’». Η θέση πρόσδεσης του πρόδρομου εκκινητή αντιστοιχεί 

στο κωδικόνιο έναρξης  του cDNA της Αννεξίνης V και του ανάστροφου εκκινητή στο 

κωδικόνιο λήξης. 

 

2.3.11.3 Απομόνωση RNA με τη χρήση του αντιδραστηρίου Trizol 

Για την απομόνωση ολικού RNA από κυτταρικό ομογενοποίημα και 

ομογενοποίημα πλακούντα χρησιμοποιείται το αντιδραστήριο TRI Reagent, σύμφωνα 

με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Αρχικά εισάγεται 1 ml του αντιδραστηρίου στο 

ομογενοποίημα και το μίγμα παραμένει για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, 

προκειμένου να επιτευχθεί πλήρης λύση των κυττάρων του ιστού. Ακολουθεί προσθήκη 

200 μl χλωροφόρμιου, το οποίο προκαλεί διάσπαση των νουκλεοπρωτεϊνικών 

συμπλεγμάτων, και φυγοκέντρηση στις 12.000 g για 15 λεπτά. Η φυγοκέντρηση οδηγεί 

στο σχηματισμό τριών φάσεων στο σωλήνα μικροφυγοκέντρου. Η ανώτερη διαυγής 

φάση περιέχει διαλυμένο το ολικό κυτταρικό RNA, η μεσαία φάση αντιστοιχεί στο 

ολικό DNA ενώ η κατώτερη ερυθρή φάση περιέχει το σύνολο των πρωτεϊνών. Καθεμία 

φάση μεταφέρεται σε ξεχωριστό σωλήνα για περαιτέρω χρήση. 

Στην ανώτερη διαυγή φάση, που περιέχει το RNA, εισάγονται 500 μl 

ισοπροπανόλης και ακολουθεί κατακρήμνιση του RNA με φυγοκέντρηση στις 13.000 g 

για 15 λεπτά. Στη συνέχεια, πραγματοποιείται πλύσιμο του ιζήματος του RNA με 75 % 

αιθανόλη. Το RNA που συλλέγεται υποβάλλεται σε έλεγχο της ποιότητάς του με 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης και το mRNA χρησιμοποιείται ως μήτρα για τη 

σύνθεση και ενίσχυση του cDNA με τη μέθοδο της αντίδρασης της αντίστροφης 

μεταγραφής του RNA και την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (RT-PCR). 
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2.3.11.4 Αντίδραση της αντίστροφης μεταγραφής του RNA (RT) 

Στη συγκεκριμένη αντίδραση πραγματοποιείται σύνθεση cDNA από RNA 

μετάγραφα που φέρουν στο 3’ άκρο την polyA αλληλουχία. Για το σκοπό αυτό 

χρησιμοποιείται στην αντίδραση ως ανάδρομος εκκινητής ο LibdT (oligo dT), που 

αναγνωρίζει ειδικά τις polyA αλληλουχίες των RNAs καθώς φέρει στο 5’ άκρο 

συμπληρωματικές βάσεις θυμίνης (polyT). 

Κατά την αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής, χρησιμοποιείται 1 μg ολικού 

RNA, το οποίο θα αποτελέσει μήτρα για τη σύνθεση cDNA. Για μίγμα αντίδρασης, 

τελικού όγκου 20 μl, πραγματοποιείται προσθήκη 5 μΜ ανάδρομου εκκινητή (LibdT), 

0,5 mM μίγματος τριφωσφορικών νουκλεοτιδίων (dNTPs) και ρυθμιστικό διάλυμα 

αντίστροφης μεταγραφάσης (1x) (βλ. Διάλυμα 28). Το μίγμα θερμαίνεται στους 70 ºC 

για 5 λεπτά, ώστε να επιτευχθεί αποδιάταξη του RNA και σύνδεση του ανάδρομου 

εκκινητή. Τέλος, προστίθενται 100 units M-MLV αντίστροφης μεταγραφάσης και 20 

units αναστολέα ριβονουκλεασών και το μίγμα επωάζεται στους 42 ºC για 60 λεπτά, 

προκειμένου να συντεθεί το cDNA. 

 

2.3.11.5 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 

Η ενίσχυση του cDNA της ανθρώπινης DDC και της κωδικοποιούσας περιοχής 

του γονιδίου της ανθρώπινης Αννεξίνης V πραγματοποιείται με τη μέθοδο της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης, παρουσία ειδικών εκκινητών (primers) για την 

επιθυμητή νουκλεοτιδική αλληλουχία. Στο μίγμα της αντίδρασης PCR, τελικού όγκου 

50 μl, χρησιμοποιούνται 1 μl cDNA (50 ng), ρυθμιστικό διάλυμα Taq DNA 

πολυμεράσης (1x) (βλ. Διάλυμα 29), 1,5 mM MgCl2, 1 mM dNTPs, 1 μΜ πρόδρομου 

και ανάδρομου εκκινητή και 1,5 units Taq DNA πολυμεράσης.  

Η αντίδραση διεξάγεται σε θερμικό κυκλοποιητή και περιλαμβάνει τα εξής 

στάδια: 

•95º C για 2 λεπτά (αποδιάταξη δίκλωνου cDNA) 

•35 κύκλοι με τις εξής συνθήκες:   

30 δευτερόλεπτα  στους  95 ºC  

(αποδιάταξη αλυσίδων) 

30 δευτερόλεπτα στους  62 ºC  

(πρόσδεση εκκινητών) 

1,5 λεπτά  στους  72 ºC  
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(πολυμερισμός) 

•72 ºC για 5 min (τελική επιμήκυνση αλυσίδων) 

• H αντίδραση τερματίζεται με επώαση στους 4 ºC 

Tα προϊόντα της αντίδρασης αναλύονται με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

αγαρόζης 1,5 % (βλ. Διάλυμα 19). 

 

2.3.11.6 Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωμα αγαρόζης 

Η ηλεκτροφόρηση DNA είναι μια αναλυτική τεχνική που χρησιμοποιείται για 

το διαχωρισμό τμημάτων DNA που έχουν διαφορετικό μήκος. Τα τμήματα DNA 

μεταναστεύουν μέσα σε ένα πήκτωμα αγαρόζης υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου 

και η απόσταση που διανύουν σε δεδομένο χρόνο εξαρτάται από το μέγεθός τους. Τα 

μόρια DNA είναι αρνητικά φορτισμένα εξαιτίας των φωσφορικών ομάδων των 

νουκλεοτιδίων και μετακινούνται από τον αρνητικό προς το θετικό πόλο. Η 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα των δίκλωνων γραμμικών κομματιών DNA είναι 

αντιστρόφως ανάλογη του δεκαδικού λογάριθμου (log10 ) της μοριακής τους μάζας. Η 

περιεκτικότητα του πηκτώματος μπορεί να ποικίλλει ανάλογα με το μέγεθος των 

τμημάτων που κάθε φορά απαιτείται να αναλυθούν.  

Η ανάλυση δειγμάτων πραγματοποιείται σε πήκτωμα αγαρόζης συγκέντρωσης 

1,5 %, η οποία διαλυτοποιείται με θέρμανση σε ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροδίων TBE 

(βλ. Διαλύματα 30, 31). Στα δείγματα που πρόκειται να ηλεκτροφορηθούν προστίθεται 

διάλυμα φόρτωσης (βλ. Διάλυμα 32). Παράλληλα με τα δείγματα ηλεκτροφορείται και 

μείγμα τμημάτων DNA που έχουν γνωστές μοριακές μάζες, ώστε να είναι δυνατός ο 

προσδιορισμός των μοριακών μαζών των τμημάτων που περιλαμβάνονται στα 

δείγματα. 

Η ηλεκτροφόρηση διεξάγεται υπό σταθερή τάση 150V για 1 ώρα σε 

θερμοκρασία δωματίου σε συσκευή της εταιρείας BIO-RAD. Μετά το τέλος της 

ηλεκτροφόρησης, το πήκτωμα αγαρόζης επωάζεται σε διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου (1 

μg/ml) για 1 ώρα με ήπια ανάδευση και κατόπιν εκτίθεται σε υπεριώδη ακτινοβολία 

ώστε να γίνουν ορατές οι ζώνες του DNA.  

 

2.3.11.7 Απομόνωση μορίων DNA από πήκτωμα αγαρόζης 

Για την απομόνωση των επιθυμητών μορίων DNA (προϊόντα αντίδρασης PCR) 

από το πήκτωμα αγαρόζης χρησιμοποιήθηκε το NucleoSpin Extract II kit της 
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MACHEREY-NAGEL. Οι ζώνες του DNA αφαιρούνται από το πήκτωμα μαζί με 

αγαρόζη και ακολουθείται η διαδικασία που ορίζεται από τον κατασκευαστή. Στο 

τελικό στάδιο πραγματοποιείται έκλουση της επιθυμητής ζώνης DNA σε καθαρή 

μορφή και το απομονωμένο DNA φυλάσσεται στους -20ºC.   

 

2.3.12 Κλωνοποίηση των cDNAs της ανθρώπινης DDC και της κωδικοποιούσας 

περιοχής του γονιδίου της ανθρώπινης Αννεξίνης V (ANXA5) 

2.3.12.1Παρασκευή δεκτικών κυττάρων Escherichia coli (competent cells) 

Απαραίτητη προϋπόθεση για την επιτυχημένη κλωνοποίηση ενός μορίου DNA 

είναι η παρασκευή κατάλληλων κυττάρων που επιτρέπουν την είσοδο μικρών μορίων 

DNA στο εσωτερικό τους (μέθοδος μετασχηματισμού). H διαδικασία παρασκευής 

δεκτικών κυττάρων πραγματοποιείται παρουσία λύχνου, με χρήση αποστειρωμένων 

υλικών και σκευών, σε καθαρή επιφάνεια και σε θερμοκρασία δωματίου. Τα κύτταρα 

που επιλέγονται για τη διαδικασία αυτή είναι κύτταρα του στελέχους BL21 του 

βακτηριακού είδους E.coli, τα οποία προετοιμάζονται, ώστε να μπορούν να δεχθούν με 

την εφαρμογή θερμικού σοκ το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο. 

Αρχικά, πραγματοποιείται εμβολιασμός 40 μl ΒL21 κυττάρων σε 3 ml LB 

θρεπτικού μέσου (βλ. Διάλυμα 33) και ακολουθεί επώαση στους 37 οC για 16 ώρες σε 

περιστροφικό αναδευτήρα στις 220 στροφές/λεπτό. Την επόμενη ημέρα, 

χρησιμοποιούνται 600 μl από την καλλιέργεια ως εμβόλιο σε 25 ml LB και ακολουθεί 

επώαση στους 37 οC μέχρι η οπτική πυκνότητα στα 600nm (OD600)  να φθάσει μεταξύ 

των τιμών 0,6 και 0,7. Όταν η OD600  των κυττάρων φθάσει σε αυτές τις τιμές, τότε η 

καλλιέργεια μεταφέρεται στον πάγο για 10 λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 

ψυχόμενη φυγόκεντρο Hettich Universal 32R (1619) στις 1.000 g για 10 λεπτά. Το 

υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίζημα των κυττάρων στεγνώνει καλά. Κατόπιν, το 

ίζημα επαναδιαλυτοποιείται με ήπια ανάδευση στον πάγο, σε 8 ml παγωμένου 

ρυθμιστικού διαλύματος TB (βλ. Διάλυμα 34). Τα κύτταρα παραμένουν για 10 λεπτά 

στον πάγο και ακολουθεί φυγοκέντρηση στους 4 °C στις 1.000 g για 10 λεπτά. Το 

υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίζημα επαναδιαλυτοποιείται στον πάγο, σε 2 ml TB. 

Τα κύτταρα παραμένουν στον πάγο για 5 λεπτά και ακολουθεί προσθήκη 140 μl DMSO 

και ήπια ανάδευση. Τέλος, τα δεκτικά κύτταρα μοιράζονται σε κλάσματα των 100 μl, 

τα οποία ψύχονται ταχέως σε υγρό άζωτο και στη συνέχεια φυλάσσονται στους -80 οC.   
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2.3.12.2 Αντίδραση εισαγωγής προϊόντων PCR σε πλασμιδιακό φορέα (ligation) 

Αρχικά πραγματοποιείται εισαγωγή του επιθυμητού απομονωμένου προϊόντος 

από την αντίδραση PCR (§ 2.3.11.4) σε κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα. Για το σκοπό 

χρησιμοποιείται ο φορέας κλωνοποίησης pCRII-TOPO (4,0 kb), ο οποίος παρέχεται 

γραμμικός και περιέχει γονίδιο ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό αμπικιλλίνη και το 

γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης για την επιλογή των μετασχηματισμένων κλώνων με το 

ανασυνδυασμένο πλασμίδιο. 

Σε ένα πρώτο στάδιο, το απομονωμένο προϊόν από την αντίδραση PCR 

επωάζεται με dATPs παρουσία Taq DNA πολυμεράσης, ώστε να προσδεθούν στα άκρα 

του προϊόντος νουκλεοτίδια Αδενίνης, συμπληρωματικά ως προς τα νουκλεοτίδια 

Θυμίνης του φορέα. Συγκεκριμένα, στο μίγμα της αντίδρασης τελικού όγκου 50 μl, 

προστίθενται 30 μl προϊόντος της PCR, 1,5 mM MgCl2, ρυθμιστικό διάλυμα PCR 1x 

(βλ. Διάλυμα 35), 1 mM dATPs και 1,5 units Taq DNA πολυμεράσης και ακολουθεί 

επώαση στους 72 ºC για 30 λεπτά. Στη συνέχεια, λαμβάνονται 4 μl από το μίγμα της 

αντίδρασης και προστίθενται 1 μl κατάλληλου διαλύματος αλάτων (βλ. Διάλυμα 36) 

και 1 μl του φορέα κλωνοποίησης pCRII-TOPO. H αντίδραση διεξάγεται στους 20 ºC 

για 20 λεπτά. 

  

2.3.12.3 Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων με θερμικό σοκ 

Ο μηχανισμός με τον οποίο το εξωγενές DNA εισέρχεται μέσα στα κύτταρα, δεν 

είναι ακόμη γνωστός με ακρίβεια. Πιστεύεται ότι το αρνητικά φορτισμένο DNA 

κατακρημνίζεται με την απότομη αλλαγή της θερμοκρασίας (θερμικό σοκ) και 

εισέρχεται στο εσωτερικό του κυττάρου από τους πόρους που δημιουργούνται 

παροδικά. Η διαδικασία του μετασχηματισμού λαμβάνει χώρα ως εξής: 

• Αρχικά, παρασκευάζονται τρυβλία των 100 mm με 50 ml στερεού θρεπτικού υλικού 

LB (βλ. Διάλυμα 37) και αμπικιλλίνη, τελικής συγκέντρωσης 50 μg/ml. Στη 

συνέχεια, στην επιφάνεια των τρυβλίων επιστρώνονται 40 μl Χ-gal, συγκέντρωσης 

40  mg/ml, με γυάλινο διανομέα 

• Τα δεκτικά κύτταρα που παρασκευάστηκαν (§2.3.12.1) μεταφέρονται στον πάγο 

από τους -80 ºC, που φυλλάσσονται, και αποψύχονται με ελαφρά χτυπήματα του 

φιαλίδιου. 

• Στα κύτταρα προστίθενται η κατάλληλη ποσότητα από την αντίδραση εισαγωγής 

των προϊόντων PCR στο φορέα κλωνοποίησης (§ 2.3.12.2) και ακολουθεί ανάδευση 
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με ήπιες κινήσεις. 

• Το μίγμα επωάζεται για 30 λεπτά στον πάγο.  

• Ακολουθεί η διαδικασία του θερμικού σοκ, κατά την οποία τα κύτταρα που 

βρίσκονται στον πάγο μεταφέρονται για 90 δευτερόλεπτα στους 42 °C και έπειτα 

ακαριαία στον πάγο για 2 λεπτά.  

• Στη συνέχεια, προστίθεται 1 ml LB θρεπτικού μέσου (βλ. Διάλυμα 33), που 

βρίσκεται σε θερμοκρασία δωματίου και τα κύτταρα επωάζονται για 1 ώρα στους 

37 ºC στις 220 στροφές/λεπτό.  

• Σε τρυβλία επιστρωμένα με στερεό θρεπτικό υλικό LB, αμπικιλλίνη και X-gal 

επιστρώνεται το μίγμα της αντίδρασης του μετασχηματισμού με γυάλινο διανομέα 

και ακολουθεί επώαση 16-18 ωρών. 

 

2.3.12.4 Πολλαπλασιασμός βακτηριακών κλώνων σε υγρή καλλιέργεια  

Από τις στερεές καλλιέργειες που προετοιμάστηκαν, όπως περιγράφηκε στην 

προηγούμενη παράγραφο, επιλέγονται οι λευκές αποικίες που αποτελούνται από 

μετασχηματισμένα βακτήρια με ανασυνδυασμένο πλασμίδιο. Συγκεκριμένα, με τη 

χρήση κρίκου εμβολιασμού, μια μικρή ποσότητα κυττάρων εμβολιάζεται σε 5 ml LB 

(βλ. Διάλυμα 33) θρεπτικού μέσου που περιέχει 50 μl/ml αμπικιλλίνης. Τα βακτήρια 

επωάζονται υπό ανάδευση στις 220 στροφές/λεπτό στους 37 οC για 16-18 ώρες. Οι 

αναπτυγμένες καλλιέργειες μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την απομόνωση του 

πλασμιδιακού DNA ή την αποθήκευση παγωμένων βακτηριακών κυττάρων (frozen 

stocks).  

 

2.3.12.5 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA (miniprep) 

Οι βακτηριακές υγρές καλλιέργειες που παρασκευάστηκαν (§ 2.3.14.7) 

φυγοκεντρούνται σε μικροφυγόκεντρο στις 13.000 g για 1 λεπτό και το ίζημα των 

κυττάρων φυλάσσεται στον πάγο. Με τη χρήση του MiniPrep kit της MACHEREY-

NAGEL και ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή απομονώνεται το 

πλασμιδιακό DNA. Το συγκεκριμένο πρωτόκολλο είναι σχεδιασμένο για τον 

καθαρισμό μέχρι 25 μg πλασμιδιακού DNA από 1-5 ml βακτηριακής καλλιέργειας 

E.coli. Η απομόνωση του πλασμιδιακού DNA βασίζεται στην αλκαλική λύση των 

κυττάρων και στη χρήση ειδικής ρητίνης που δεσμεύει το DNA. Η μέθοδος αυτή 

επιτρέπει την απομόνωση μορίων πλασμιδιακού DNA υψηλής καθαρότητας 
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κατάλληλων για οποιαδήποτε χρήση (Sambrook et al., 1989). 

Αρχικά το ίζημα των κυττάρων επαναδιαλυτοποιείται σε κατάλληλο ρυθμιστικό 

διάλυμα και στη συνέχεια προστίθεται αλκαλικό διάλυμα λύσης των κυττάρων, ώστε να 

απελευθερωθεί το πλασμιδιακό DNA. Ακολουθεί έντονη ανάδευση και προσθήκη 

διαλύματος εξουδετέρωσης, με σκοπό να επανέλθει το pH σε φυσιολογικά επίπεδα και 

να δημιουργηθούν οι κατάλληλες συνθήκες, για να συνδεθεί στο επόμενο στάδιο το 

πλασμιδιακό DNA στην ειδική ρητίνη. Στο στάδιο αυτό, το πλασμιδιακό DNA 

επανακτά την δομή του, σε αντίθεση με το χρωμοσωμικό DNA. Με την φυγοκέντρηση 

που ακολουθεί, το χρωμοσωμικό DNA κατακρημνίζεται, ενώ το πλασμιδιακό DNA 

παραμένει διαλυτό και μεταφέρεται στη μεμβράνη διοξειδίου του πυριτίου της στήλης, 

όπου θα δεσμευθεί και θα καθαριστεί. Μετά την έκλουση του πλασμιδιακού DNA από 

τη στήλη, το διάλυμα στο οποίο εμπεριέχονται τα μόρια του πλασμιδίου φυλάσσεται 

στους -20 οC, αφού πρώτα πραγματοποιηθεί φωτομέτρηση στα 260 nm ώστε να 

προσδιοριστεί η συγκέντρωσή του. Η εισαγωγή του επιθυμητού ενθέματος στο φορέα 

κλωνοποίησης επιβεβαιώνεται με ανάλυση πρωτοταγούς δομής (sequencing). 

 

2.3.12.6 Αποθήκευση παγωμένων βακτηριακών κυττάρων (frozen stocks) 

Για τη διαδικασία αυτή απαιτείται αρχικά η ανάπτυξη των επιθυμητών 

βακτηριακών κλώνων σε υγρό LB θρεπτικό μέσο που περιέχει αμπικιλλίνη, όπως 

περιγράφηκε στην παράγραφο 2.3.12.4. Σε 200 μl αναπτυγμένης υγρής καλλιέργειας 

προστίθενται 800 μl αποστειρωμένου νερού και ακολουθεί φωτομέτρηση σε φωτόμετρο 

της εταιρίας Eppendorf, σε μήκος κύματος 600 nm. Αν η οπτική πυκνότητα των 

κυττάρων βρίσκεται μεταξύ των τιμών 1-2, χρησιμοποιούνται 800 μl από την υγρή 

καλλιέργεια και προστίθενται σε 200 μl αποστειρωμένου διαλύματος 100 %  

γλυκερόλης. Τα κύτταρα μεταφέρονται στο υγρό άζωτο για μερικά δευτερόλεπτα και 

στη συνέχεια στους -80 οC, όπου μπορούν να παραμείνουν για μεγάλο χρονικό 

διάστημα. 

 

2.3.13 Εισαγωγή της κλωνοποιημένης κωδικοποιούσας περιοχής του γονιδίου της 

ανθρώπινης Αννεξίνης V (ANXA5) στον ευκαρυωτικό φορέα έκφρασης pcDNA3.1+ 

2.3.13.1 Διπλή πέψη πλασμιδιακού DNA 

Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες είναι ένζυμα που απομονώνονται από 

προκαρυωτικούς οργανισμούς και έχουν την ικανότητα να κόβουν το δίκλωνο DNA σε 

συγκεκριμένες θέσεις που καθορίζονται από την αλληλουχία των βάσεών του. Τα 



    
  101 
 
 
 

ένζυμα αυτά δρουν αναγνωρίζοντας μια ειδική αλληλουχία 4-6 ζευγών βάσεων με 

διπλή συμμετρία.  

Για την πραγματοποίηση της διπλής πέψης του πλασμιδιακού DNA, 

χρησιμοποιούνται τα περιοριστικά ένζυμα HindIII και XhoI, τα οποία απαιτούν τις ίδιες 

συνθήκες ιονικής ισχύος, θερμοκρασίας και pΗ. Τα δείγματα DNA που 

χρησιμοποιούνται στη διαδικασία αυτή πρέπει να έχουν τελική συγκέντρωση περίπου 

100 ng/μl. Οι όγκοι που προστίθενται στην πέψη τελικού όγκου 20 μl είναι οι 

ακόλουθοι: 1 μl ενζύμου HindIII, 1 μl ενζύμου XhoI, 2 μl ρυθμιστικού διαλύματος των 

περιοριστικών ενζύμων (βλ. Διάλυμα 38), 5 μl DNA από miniprep (§ 2.3.12.5) και 11 

μl απιονισμένου H2O. Το δείγμα επωάζεται στους 37 οC για 3,5 ώρες και ακολουθεί 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης συγκέντρωσης 1 % (§ 2.3.11.6), για την 

επιβεβαίωση πραγματοποίησης της πέψης. Για την απομόνωση του ενθέματος από το 

πήκτωμα αγαρόζης ακολουθείται η διαδικασία, όπως περιγράφθηκε στην § 2.3.11.7. 

 

2.3.13.2 Πέψη του ευκαρυωτικού φορέα έκφρασης pcDNA3.1+ (5,4 kb)  

Με τη χρήση των ίδιων περιοριστικών ενζύμων HindIII και XhoI, 

πραγματοποιείται διπλή πέψη του ευκαρυωτικού φορέα έκφρασης pcDNA3.1+. Στο 

μίγμα της αντίδρασης τελικού όγκου 20 μl, χρησιμοποιούνται 1 μl ενζύμου HindIII, 1 

μl ενζύμου XhoI, 2 μl ρυθμιστικού διαλύματος των περιοριστικών ενζύμων (βλ. 

Διάλυμα 38), 1 μl pcDNA3.1+, τελικής συγκέντρωσης περίπου 50 ng/μl και 15 μl 

απιονισμένου νερού. Το δείγμα επωάζεται στους 37 οC για 3,5 ώρες και ακολουθεί 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης συγκέντρωσης 1 % και απομόνωση των 

κομμένου φορέα από το πήκτωμα αγαρόζης. 

 

2.3.13.3 Αντίδραση εισαγωγής των προϊόντων της πέψης στο φορέα έκφρασης 

pcDNA3.1+ (ligation) 

Τα απομονωμένα προϊόντα της πέψης, που αντιστοιχούν στην κλωνοποιημένη 

κωδικοποιούσα περιοχή της Αννεξίνης V, εισάγονται στο γραμμικό φορέα έκφρασης 

pcDNA3.1+. Στο μίγμα της αντίδρασης τελικού όγκου 20 μl, χρησιμοποιούνται 16 μl 

ενθέματος, 1 μl του φορέα, 1 μl του ενζύμου Τ4 DNA λιγάση και 2μl ρυθμιστικού 

διαλύματος της λιγάσης (βλ. Διάλυμα 39). Η επώαση πραγματοποιείται στους 25 °C για 

1,5 ώρες. 
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2.3.13.4 Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων με τον ανασυνδυασμένο φορέα 

pcDNA3.1+ και παρασκευή miniprep  

Η διαδικασία πραγματοποιείται, όπως περιγράφθηκε στις παραγράφους 

2.3.12.3, 2.3.12.4, 2.3.12.5 και 2.3.12.6. Η επιβεβαίωση της εισαγωγής της 

κωδικοποιούσας περιοχής της Αννεξίνης V στον ευκαρυωτικό φορέα έκφρασης 

pcDNA3.1+ πραγματοποιείται με ανάλυση πρωτοταγούς δομής (sequencing). 

 

2.3.14 Eπιμόλυνση ευκαρυωτικών κυττάρων με ηλεκτροδιάτρηση 

Η διαδικασία της ηλεκτροδιάτρησης βασίζεται στη σχετικά ασθενή φύση των  

αλληλεπιδράσεων μεταξύ των φωσφολιπιδίων που αποτελούν τη λιπιδική 

διπλοστοιβάδα της κυτταροπλασματικής μεμβράνης και στην ικανότητά τους να 

επανακτούν αυθόρμητα τη δομή αυτή μετά από κάποιας μορφής διατάραξη. Κατά την 

ηλεκτροδιάτρηση εφαμόζεται ένα ισχυρό εξωτερικό ηλεκτρικό πεδίο που έχει ως 

αποτέλεσμα την αύξηση της ηλεκτρικής αγωγιμότητας και διαπερατότητας της 

κυτταροπλασματικής μεμβράνης. Ο ηλεκτρικός παλμός διαρκεί λίγα κλάσματα του 

δευτερολέπτου και είναι ικανός να διαταράξει τη λιπιδική διπλοστοιβάδα της 

μεμβράνης, προκαλώντας το σχηματισμό μικρών παροδικών πόρων. Το ηλεκτρικό 

δυναμικό κατά μήκος της μεμβράνης αυξάνεται κατά 0,5-1,0 Volts, με αποτέλεσμα να 

είναι δυνατόν να εισέλθουν στο κύτταρο μέσω των πόρων φορτισμένα μόρια, όπως το 

DNA. Μόλις τα φορτισμένα ιόντα και μόρια περάσουν από τη μεμβράνη, αυτή 

αποφορτίζεται, οι πόροι κλείνουν γρήγορα και τα φωσφολιπίδια ξανασχηματίζουν τη 

δομή διπλοστοιβάδας (http://www.inovio.com/images/IMG_electroporation.gif) 

(Εικόνα 2.2).  
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Εικόνα 2.2: Δομή της κυτταρικής μεμβράνης πριν και μετά την εφαρμογή εξωτερικού ηλεκτρικού 

πεδίου (ηλεκτροδιάτρηση) (από http://www.inovio.com/images/IMG_electroporation.gif) 

 

Η διαδικασία της ηλεκτροδιάτρησης πραγματοποιείται μέσα στο θάλαμο 

νηματικής ροής ενώ χρησιμοποιείται ειδική συσκευή (electro cell manipulator ECM 

399 της BTX) που δημιουργεί ηλεκτρομαγνητικό πεδίο στο εναιώρημα κυττάρων.  

Επίσης, χρησιμοποιούνται ειδικές κυψελίδες (cuvettes) των 4 mm και ρυθμιστικό 

διάλυμα ηλεκτροδιάτρησης (βλ. Διάλυμα 40) (Εικόνα 2.3).  

 

 
Εικόνα 2.3: Διάγραμμα των βασικών στοιχείων μιας συσκευής ηλεκτροδιάτρησης 

 

2.3.14.1Πρωτόκολλο ηλεκτροδιάτρησης 

Τα κύτταρα που πρόκειται να υποστούν τη διαδικασία της ηλεκτροδιάτρησης 

καλλιεργούνται σε τρυβλία των 100 mm. Κατόπιν, αποκολλώνται και συλλέγονται 

όπως περιγράφηκε σε προηγούμενη παράγραφο (§ 2.3.5.3) με τη διαφορά ότι οι 

επαναιωρήσεις των κυττάρων πραγματοποιούνται σε ρυθμιστικό διάλυμα 

ηλεκτροδιάτρησης και όχι σε PBS (1x). Μετά το τελικό ξέπλυμα, τα κύτταρα 

http://www.inovio.com/images/IMG_electroporation.gif
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επαναιωρούνται σε 1 ml ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροδιάτρησης και φυλάσσονται 

στον πάγο. Στη συνέχεια, μεταφέρονται 750 μl εναιωρήματος κυττάρων στην ειδική 

κυψελίδα και αναμειγνύονται με κατάλληλο όγκο πλασμιδιακού DNA (συνήθως 50 μl), 

ποσότητας 40 μg. Το εναιώρημα κυττάρων-DNA παραμένει σε θερμοκρασία δωματίου 

για 10 λεπτά. Ακολούθως, η κυψελίδα τοποθετείται στην ειδική υποδοχή της συσκευής 

και η τάση ρυθμίζεται στα 250 mV. Η εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου διαρκεί λίγα μόνο 

χιλιοστά του δευτερολέπτου. Η κυψελίδα αφαιρείται από την ειδική υποδοχή και 

παραμένει για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, ώστε να εισέλθει το 

ανασυνδυασμένο DNA στο εσωτερικό των κυττάρων. Το περιεχόμενό της μεταφέρεται 

σε τρυβλίο που περιέχει θρεπτικό υλικό (βλ. Διάλυμα 14), πραγματοποιείται ήπια 

ανάδευση και ακολουθεί επώαση των κυττάρων στους 37 οC για 24 ώρες. Την επόμενη 

μέρα ελέγχεται σε οπτικό μικροσκόπιο η βιωσιμότητα των κυττάρων, απομακρύνεται 

το θρεπτικό υλικό και αντικαθίσταται με καινούριο. Μετά το πέρας 48 ωρών είναι 

δυνατό να ξεκινήσει η διαδικασία επιλογής των κυτταρικών κλώνων που 

υπερεκφράζουν την επιθυμητή πρωτεΐνη. Η διαδικασία της επιλογής πραγματοποιείται 

με την προσθήκη στο θρεπτικό υλικό του αντιβιοτικού Γενετισίνη (G418) σε 

συγκέντρωση 800 μg/ml. Το αντιβιοτικό αυτό είναι τοξικό για βακτήρια, μύκητες 

καθώς και άλλα ευκαρυωτικά κύτταρα που δεν διαθέτουν στο γενετικό υλικό τους το 

αντίστοιχο γονίδιο ανθεκτικότητας. Η διαδικασία επιλογής διαρκεί περίπου 2 

εβδομάδες. Τα κύτταρα συνεχίζουν να πολλαπλασιάζονται παρουσία του αντιβιοτικού, 

σε μικρότερη συγκέντρωση (200 μg/ml) (βλ. Διάλυμα 42) και η έκφραση της πρωτεΐνης 

επιβεβαιώνεται με ανοσοστύπωση κατά Western.   

 

2.3.14.2 Καθαρισμός κυψελίδων 

Μετά από κάθε χρήση, οι ειδικές κυψελίδες της συσκευής ξεπλένονται με 

διάλυμα 70 % αιθανόλης και δις απεσταγμένο νερό (ddH2O). Κατόπιν πληρούνται με 

διάλυμα 1Ν ΝaOH και αφήνονται για 2 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί 

ξέπλυμα με άφθονο ddH2O και διάλυμα 100 % αιθανόλης. 

 

2.3.15 Επαγωγή φαινομένων απόπτωσης σε ευκαρυωτικά κύτταρα 

Για την επαγωγή φαινομένων απόπτωσης επιλέχθηκε το αλκαλοειδές 

αντιβιοτικό Σταυροσπορίνη (Staurosporine) (Bertrand et al., 1994; Couldwell et al., 

1994; Jarvis et al., 1994; Lucas et al., 1994), το οποίο αναστέλλει την 

φωσφατιδυλο/Ca+2-εξαρτώμενη πρωτεϊνική κινάση C, τις cAMP- και cGMP-
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εξαρτώμενες πρωτεϊνικές κινάσες και τις κινάσες τυροσίνης (Nakano et al., 1987; 

Tamaoki et al., 1986). Στις κυτταρικές σειρές CHO, CHO/DDC και 

CHO/DDC/Annexin V προστίθενται 100 nM σταυροσπορίνης διαλυτοποιημένης σε 

DMSO (Dimethylsulfoxide) και ακολουθεί επώαση 24 ωρών. Τα κύτταρα συλλέγονται 

και προσδιορίζεται η κυτταροτοξικότητα με τη χρωστική Trypan blue (Trypan blue 

exclusion assay). 

 

2.3.16 Υπολογισμός αριθμού κυττάρων με τη χρωστική Trypan blue  

Η χρωστική Trypan blue έχει την ιδιότητα να χρωματίζει μπλε τα νεκρά κύτταρα, 

καθώς εισέρχεται στο εσωτερικό τους, λόγω αυξημένης διαπερατότητας της 

μεμβράνης. Με αυτή τη μέθοδο, μπορεί να προσδιοριστεί με μεγάλη ακρίβεια ο 

αριθμός των ζωντανών και νεκρών κυττάρων σε μια κυτταροκαλλιέργεια. 

Συγκεκριμένα, το κυτταρικό εναιώρημα φυγοκεντρείται στις 1.000 g για 2 λεπτά και το 

ίζημα επαναιωρείται σε διάλυμα 0,1 % Trypan blue σε PBS 1x (βλ. Διάλυμα 15). Ο 

αριθμός των χρωματισμένων νεκρών κυττάρων και των ζωντανών κυττάρων 

προσδιορίζεται με τη βοήθεια αιμοκυτταρόμετρου. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3: ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

3.1 Έκφραση μεταγράφων της DDC σε κυτταρικές σειρές νευρικής και μη νευρικής 

προέλευσης 

Το ένζυμο L-Dopa αποκαρβοξυλάση (DDC) έχει προσελκύσει το επιστημονικό 

ενδιαφέρον, τόσο λόγω της σημαντικότητας των αντιδράσεων που καταλύει, όσο και 

λόγω της συμμετοχής της σε πολυάριθμες παθολογικές καταστάσεις, όπως νεοπλασίες 

και νευροεκφυλιστικές ασθένειες. Η συσχέτιση της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης με 

διάφορες μορφές καρκίνου αποτελεί έναν από τους πλέον ενδιαφέροντες χώρους 

έρευνας στα πλαίσια μελέτης του ενζύμου. Εκτός από το καθαρά επιστημονικό 

ενδιαφέρον, ιδιαίτερα σημαντικές είναι οι δυνατότητες για χρήση της DDC ως 

καρκινικό δείκτη, αλλά και ως μόριο στόχο για επιλεκτική θανάτωση καρκινικών 

κυττάρων. 

Επίσης, μέχρι πρόσφατα εθεωρείτο ότι ο μηχανισμός εναλλακτικής συρραφής 

στην 5’ μη μεταφραζόμενη περιοχή του γονιδίου της DDC υπό την επίδραση 

διαφορετικών υποκινητών είναι υπεύθυνος για την ιστοειδική έκφραση του γονιδίου 

(Jahng et al., 1996; Sumi-Ichinose et al., 1992), άποψη που πλέον έχει καταρριφθεί από 

δημοσιευμένα αποτελέσματα του εργαστηρίου μας (Kokkinou et al., 2009a; Siaterli et 

al., 2003; Vassilacopoulou et al., 2004). 

 

3.1.1 Έκφραση του πλήρους μήκους μεταγράφου της DDC σε κυτταρικές σειρές 

νευρικής και μη νευρικής προέλευσης 

Προκειμένου να μελετηθεί η έκφραση του γονιδίου της DDC στην κυτταρική 

σειρά νευρικής προέλευσης SH-SY5Y (Ανθρώπινο νευροβλάστωμα) και στα κύτταρα 

μη νευρικής προέλευσης HeLa (Αδενοκαρκίνωμα τραχήλου μήτρας) και ΗΤΒ-14 

(Ανθρώπινο γλοιοβλάστωμα, αστροκύτωμα), πραγματοποιήθηκαν πειράματα 

απομόνωσης και έλεγχου της ποιότητας ολικού RNA, όπως περιγράφηκε στην 

παράγραφο 2.3.11.3. Για την ενίσχυση των cDNAs με την αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης (PCR) χρησιμοποιήθηκε ο ειδικός πρόδρομος εκκινητής Α για το 

νευρικού τύπου εξώνιο Ν1, οι πρόδρομοι εκκινητές LS1 και LS2M για το μη-νευρικού 

τύπου εξώνιο L1, καθώς και ο ανάστροφος εκκινητής H5R που δεσμεύται στο εξώνιο 

14. H παρουσία των προϊόντων της PCR, που αντιστοιχούν στα πλήρους μήκους 

μετάγραφα της DDC και στις τρεις κυτταρικές σειρές, προσδιορίστηκε με 
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ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. Συγκεκριμένα, με ανάλυση πρωτοταγούς δομής 

(Νικολούζου, 2006) φαίνεται ότι στην κυτταρική σειρά SH-SY5Y εκφράζεται το 

νευρικού τύπου μετάγραφο της DDC (Εικόνα 3.1.Α), ενώ στα κύτταρα HeLa (Εικόνα 

3.1.Β) και ΗΤΒ-14 (Εικόνα 3.1.Γ) το μη-νευρικού τύπου mRNA. 

 

 

Εικόνα 3.1: Έκφραση του πλήρους μήκους μεταγράφου της DDC σε κυτταρικές σειρές νευρικής 

και μη νευρικής προέλευσης 

(Α)  Εντοπισμός του πλήρους μήκους νευρικού τύπου cDNA της DDC (1398 bp) στα κύτταρα SH-SY5Y, 

χρησιμοποιώντας το ζεύγος εκκινητών Α/Η5R. (B) Εντοπισμός του πλήρους μήκους μη-νευρικού τύπου 

cDNA της DDC (1536 bp) στα κύτταρα HeLa, χρησιμοποιώντας το ζεύγος εκκινητών LS1/Η5R. (Γ) 

Εντοπισμός του πλήρους μήκους μη-νευρικού τύπου cDNA της DDC (1511 bp) στα κύτταρα HΤΒ-14, 

χρησιμοποιώντας το ζεύγος εκκινητών LS2Μ/Η5R. Επιβεβαίωση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των 

μορίων της DDC πραγματοποιήθηκε με ανάλυση πρωτοταγούς δομής (Νικολούζου, 2006). 

 

3.1.2 Έκφραση του νευρικού τύπου μεταγράφου της DDC από το οποίο απουσιάζει 

το εξώνιο 3 σε κυτταρικές σειρές νευρικής και μη νευρικής προέλευσης 

Ολικό RNA από ομογενοποίημα κυττάρων SH-SY5Y υπεβλήθη σε αντίδραση 

αντίστροφης μεταγραφής και εν συνεχεία το cDNA ενισχύθηκε με PCR, με τον ειδικό 

πρόδρομο εκκινητή Α για το νευρικού τύπου εξώνιο Ν1 και τον ανάστροφο εκκινητή 

H5R που δεσμεύται στο εξώνιο 14. Στην ανθρώπινη κυτταρική σειρά 

νευροβλαστώματος φαίνεται ότι εκφράζεται το νευρικού τύπου μετάγραφο της DDC, 

από το οποίο απουσιάζει το εξώνιο 3 και διαθέτει μέγεθος 1284 bp (Εικόνα 3.2.Α). 

Με στόχο τη διερεύνηση της έκφρασης του νευρικού τύπου mRNA στις 

κυτταρικές σειρές μη νευρικής προέλευσης HeLa και ΗΤΒ-14, πραγματοποιήθηκαν 

πειράματα RT-PCR, χρησιμοποιώντας το ζεύγος εκκινητών Α/H5R. Όπως 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.2 και στις δύο κυτταρικές σειρές εκφράζεται το νευρικού 

τύπου mRNA, από το οποίο απουσιάζει το εξώνιο 3 (1284 bp), καταρρίπτοντας το 

δόγμα της ιστοειδικής αλληλοαναιρούμενης έκφρασης των μεταγράφων της DDC 

(Jahng et al., 1996; Sumi-Ichinose et al., 1992). Επίσης, για πρώτη φορά ανιχνεύθηκε 
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έκφραση της DDC στα κύτταρα HeLa. Σε προηγούμενη μελέτη είχε υποστηριχθεί ότι 

κανένα από τα δύο τύπων μετάγραφα της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης δεν ανιχνεύονται 

στη συγκεκριμένη κυτταρική σειρά (Sumi-Ichinose et al., 1995).  

 

 
Εικόνα 3.2: Έκφραση του νευρικού τύπου μεταγράφου της DDC από το οποίο απουσιάζει το εξώνιο 

3 σε κυτταρικές σειρές νευρικής και μη νευρικής προέλευσης 

(Α)  Εντοπισμός του νευρικού τύπου cDNA της DDC από το οποίο απουσιάζει το εξώνιο 3 (1284 bp) στα 

κύτταρα SH-SY5Y, χρησιμοποιώντας το ζεύγος εκκινητών Α/Η5R. (B) Εντοπισμός του νευρικού τύπου 

cDNA της DDC από το οποίο απουσιάζει το εξώνιο 3 (1284 bp) στα κύτταρα HeLa, χρησιμοποιώντας το 

ζεύγος εκκινητών Α/Η5R. (Γ) Εντοπισμός του νευρικού τύπου cDNA της DDC από το οποίο απουσιάζει 

το εξώνιο 3 (1284 bp) στα κύτταρα HΤΒ-14, χρησιμοποιώντας το ζεύγος εκκινητών Α/Η5R. 

Επιβεβαίωση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των μορίων της DDC πραγματοποιήθηκε με ανάλυση 

πρωτοταγούς δομής (Νικολούζου, 2006). 

 

3.1.3 Ανίχνευση της DDC σε κυτταρικές σειρές νευρικής και μη νευρικής προέλευσης 

Σε ομογενοποίημα κυττάρων SH-SY5Y, HeLa και ΗΤΒ-14 πραγματοποιήθηκαν 

πειράματα ανοσοστύπωσης, όπως περιγράφηκε στην παράγραφο 2.3.2. Ο 

ανοσοεντοπισμός πραγματοποιήθηκε με ειδικό αντίσωμα έναντι της DDC και όπως 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.3, ανιχνεύεται μία ζώνη με επιθυμητή μοριακή μάζα 

περίπου στα 55 kDa και στις τρεις κυτταρικές σειρές. Αντίστοιχα πειράματα ελέγχου 

στα οποία χρησιμοποιήθηκε ορός μη ανοσοποιημένου ζώου ήταν αρνητικά (Εικόνα 

3.3). 

Πειράματα προσδιορισμού της ενζυμικής ενεργότητας της DDC έδειξαν την 

παρουσία ενζυμικής ενεργότητας της DDC μόνο στην κυτταρική σειρά 

νευροβλαστώματος (Πίνακας 3.1), και η τιμή της υπολογίστηκε στα 10,03 ± 0,74 

mUnits/mg. Στα κύτταρα HeLa και ΗΤΒ-14 δεν ανιχνεύθηκε ενζυμική ενεργότητα του 

μορίου ως προς την αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa. Η απουσία ενεργότητας θα 

μπορούσε να αποδοθεί στην παρουσία ενός ενδογενούς ανασταλτικού μορίου. 
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Εικόνα 3.3: Ανοσοεντοπισμός της DDC με ειδικό anti-DDC αντίσωμα σε κυτταρικές σειρές 

νευρικής και μη νευρικής προέλευσης 

(Α) Διαδρομή 1: Πρότυπες μοριακές μάζες, Διαδρομή 2: Ανοσοεντοπισμός της DDC στα κύτταρα SH-

SY5Y. (B) Διαδρομή 1: Πρότυπες μοριακές μάζες, Διαδρομή 2: Πείραμα ελέγχου στα κύτταρα SH-

SY5Y. (Γ) Διαδρομή 1: Πρότυπες μοριακές μάζες, Διαδρομή 2: Ανοσοεντοπισμός της DDC στα κύτταρα 

HeLa. (Δ) Διαδρομή 1: Πρότυπες μοριακές μάζες, Διαδρομή 2: Πείραμα ελέγχου στα κύτταρα HeLa. (Ε) 

Διαδρομή 1: Πρότυπες μοριακές μάζες, Διαδρομή 2: Ανοσοεντοπισμός της DDC στα κύτταρα ΗΤΒ-14. 

(ΣΤ) Διαδρομή 1: Πρότυπες μοριακές μάζες, Διαδρομή 2: Πείραμα ελέγχου στα κύτταρα HΤΒ-14. 

 

 

 
Πίνακας 3.1: Προσδιορισμός της ειδικής ενζυμικής ενεργότητας της DDC σε κυτταρικές σειρές 

νευρικής και μη νευρικής προέλευσης 

Η ειδική ενζυμική ενεργότητα εκφράζεται σε mUnits/mg, όπου 1 μονάδα ενζυμικής ενεργότητας (Unit) 

είναι το ποσό της DDC που μετασχηματίζει 1 μmole υποστρώματος L-Dopa σε ντοπαμίνη σε ένα λεπτό. 

Οι τιμές της ειδικής ενζυμικής ενεργότητας προέκυψαν από το μέσο όρο ± τυπική απόκλιση τριών 

ανεξάρτητων μετρήσεων. 
 

3.1.4 Ανίχνευση της Alt-DDC σε κυτταρικές σειρές νευρικής και μη νευρικής 

προέλευσης 

Πειράματα ανοσοστύπωσης με ειδικό αντίσωμα έναντι της Alt-DDC 

αποκάλυψαν την έκφραση της εναλλακτικής ισομορφής της DDC (Vassilacopoulou et 
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al., 2004) στα κύτταρα SH-SY5Y, που είναι νευρικής προέλευσης και στα κύτταρα 

HeLa, που είναι επιθηλιακής προέλευσης. Στο ανοσοστύπωμα ανιχνεύθηκε μία 

πρωτεϊνική ζώνη στην επιθυμητή μοριακή μάζα των 37 kDa (Εικόνα 3.4) και στους δύο 

κυτταρικούς τύπους, αντικατοπτρίζοντας πλαστικότητα στην έκφραση των πρωτεϊνικών 

ισομορφών της DDC. Αντίστοιχα πειράματα ελέγχου στα οποία χρησιμοποιήθηκε ορός 

μη ανοσοποιημένου ζώου ήταν αρνητικά (Εικόνα 3.4). 

 

 
Εικόνα 3.4: Ανοσοεντοπισμός της Alt-DDC με ειδικό anti-Alt-DDC αντίσωμα σε κυτταρικές σειρές 

νευρικής και μη νευρικής προέλευσης 

(Α) Ανοσοεντοπισμός της Alt-DDC στα κύτταρα SH-SY5Y. (B) Πείραμα ελέγχου στα κύτταρα SH-

SY5Y. (Γ) Ανοσοεντοπισμός της Alt-DDC στα κύτταρα HeLa. (Δ) Πείραμα ελέγχου στα κύτταρα HeLa.  

 

3.2 Κυτταρικός εντοπισμός της DDC, της Αlt-DDC και του αναστολέα Aννεξίνη V σε 

κυτταρικές σειρές νευρικής και μη νευρικής προέλευσης 

Έχει υποστηριχθεί ότι η DDC εντοπίζεται στο διαλυτό κλάσμα εκχυλίσματος 

νεφρικών κυττάρων (Lovenberg et al., 1962) και εγκέφαλου ποντικού (Sims et al., 

1973). Επίσης, δείχθηκε ότι ένα μεγάλο ποσοστό του ενζύμου που χρησιμοποιεί την 5-

υδροξυ-τρυπτοφάνη ως υπόστρωμα συνδέεται με μεμβράνες (Rodriguezdelores and 

Derobertis, 1964; Sims et al., 1973), ενώ το 35% της DDC που χρησιμοποιεί ως 

υπόστρωμα την L-Dopa συνδέεται με τη συναπτοσωμική δεξαμενή (Gardner and 

Richards, 1981). Πρόσφατα δεδομένα του εργαστηρίου μας απέδειξαν την ύπαρξη της 

DDC στις κυτταρικές μεμβράνες εγκέφαλου ποντικού (Poulikakos et al., 2001) και του 

εντόμου Ceratitis capitata (Poulikakos et al., 2002). 

Προκειμένου να μελετηθεί η ρύθμιση της DDC και οι πιθανές αλληλεπιδράσεις 

της με άλλα μόρια απαραίτητη είναι η ανίχνευση της κυτταρικής τοπολογίας του 

ενζύμου. Για το σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκαν μελέτες σχετικά με τον εντοπισμό της 

DDC και της Αlt-DDC σε κυτταρικές σειρές νευρικής και μη νευρικής προέλευσης με 

τη χρήση του αμφιφιλικού (μη-ιονικού) απορρυπαντικού Triton X-114.  

Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιήθηκε για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών 

ομογενοποιημάτων από τις κυτταρικές σειρές SH-SY5Y (Aνθρώπινο νευροβλάστωμα), 
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HTB-14 (Ανθρώπινο γλοιοβλάστωμα, αστροκύτωμα) και HEK-293 (Ανθρώπινα 

εμβρυονικά νεφρικά κύτταρα). Ο ανοσοεντοπισμός των πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε 

με πειράματα ανοσοστύπωσης κατά Western, χρησιμοποιώντας ειδικό αντίσωμα για 

την αντίστοιχη πρωτεΐνη. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.5, η DDC εντοπίζεται και στις 

τρεις φάσεις διαχωρισμού στις κυτταρικές σειρές SH-SY5Y και HEΚ-293. Σημειώνεται 

ότι στην κυτταρική σειρά HTB-14 η DDC απουσιάζει από τη φάση των υδρόφιλων 

πρωτεϊνών. Το γεγονός αυτό μπορεί να ερμηνεύσει την έλλειψη ενεργότητας του 

ενζύμου L-Dopa αποκαρβοξυλάση, παρά τα υψηλά επίπεδα έκφρασης του ενζύμου. Η 

απουσία της DDC από το διαλυτό κλάσμα των κυττάρων ΗΤΒ-14, σε συνδυασμό με τα 

αποτελέσματα της έλλειψης ενζυμικής ενεργότητας από τη συγκεκριμένη κυτταρική 

σειρά αποκλείει την πιθανότητα της μη ειδικής σύνδεσης του διαλυτού ενζύμου με το 

μεμβρανικό κλάσμα. 

 

 
Εικόνα 3.5: Θερμοεπαγώμενος διαχωρισμός της DDC με τη χρήση του μη ανιονικού 

απορρυπαντικού Triton X-114 σε κυτταρικές σειρές νευρικής και μη νευρικής προέλευσης 

Διαδρομή 1: Υδρόφιλη φάση, Διαδρομή 2: Υδρόφοβη φάση, Διαδρομή 3: Ισχυρά υδρόφοβο ίζημα 

 

Πειράματα ανοσοστύπωσης με το ειδικό αντίσωμα έναντι της Alt-DDC στις 

ίδιες κυτταρικές σειρές έδειξαν την παρουσία του μορίου στην υδρόφιλη φάση και στο 

ισχυρά υδρόφοβο ίζημα στα κύτταρα SH-SY5Y και σε όλα τα κλάσματα στα HEΚ-293 
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(Εικόνα 3.6). Η ετερογένεια που παρατηρείται στην κυτταρική τοπολογία τόσο της 

πλήρους μήκους DDC όσο και της εναλλακτικής ισομορφής της Alt-DDC, υποδηλώνει 

την πολυπλοκότητα στη ρύθμιση της έκφρασης των μορίων. 

 

 
Εικόνα 3.6: Θερμοεπαγώμενος διαχωρισμός της Alt-DDC με τη χρήση του μη ανιονικού 

απορρυπαντικού Triton X-114 σε κυτταρικές σειρές νευρικής και μη νευρικής προέλευσης  

Διαδρομή 1: Υδρόφιλη φάση, Διαδρομή 2: Υδρόφοβη φάση, Διαδρομή 3: Ισχυρά υδρόφοβο ίζημα 

 

Παράλληλα, μελετήθηκε η κυτταρική τοπολογία της Αννεξίνης V στις ίδιες 

κυτταρικές σειρές, καθώς είναι γνωστό ότι το μόριο προσδένεται σε αρνητικά 

φορτισμένα φωσφολιπίδια παρουσία ιόντων Ca2+ (Cookson et al., 1994), ενώ έχει 

προταθεί ότι πολλά μεμβρανο-συνδεόμενα ένζυμα αναστέλλονται από την Αννεξίνη V 

(Andree et al., 1992; Dubois et al., 1998; Pigault et al., 1994).  Πειράματα 

ανοσοστύπωσης με ειδικό αντίσωμα έναντι της Αννεξίνης V υποδεικνύουν την 

παρουσία του μορίου και στις τρεις φάσεις διαχωρισμού σε όλες τις κυτταρικές σειρές 

(Εικόνα 3.7). Είναι πιθανόν η ύπαρξη περισσότερων του ενός υποπληθυσμών μορίων 

των αναστολέα με διαφορετικό βαθμό υδροφοβικότητας, να αντανακλούν διαφορές στη 

φύση και στην ισχύ της διασύνδεσής τους με τη μεμβρανική διπλοστιβάδα, στοιχείο 

σημαντικό για τη ρύθμιση της ανασταλτικής ενεργότητάς του. 
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Εικόνα 3.7: Θερμοεπαγώμενος διαχωρισμός της Aννεξίνης V με τη χρήση του μη ανιονικού 

απορρυπαντικού Triton X-114 σε κυτταρικές σειρές νευρικής και μη νευρικής προέλευσης 

Διαδρομή 1: Υδρόφιλη φάση, Διαδρομή 2: Υδρόφοβη φάση, Διαδρομή 3: Ισχυρά υδρόφοβο ίζημα 

 

3.3 Απελευθέρωση της DDC από κυτταρικές μεμβράνες 

Λόγω του εντοπισμού της DDC και της Αlt-DDC σε όλες τις φάσεις 

διαχωρισμού στις υπό μελέτη κυτταρικές σειρές, ακολούθησε περαιτέρω διερεύνηση 

του φαινομένου αυτού μελετώντας της πιθανότητα απελευθέρωσης της DDC από το 

μεμβρανικό κλάσμα. Για τη μελέτη αυτή επιλέχθηκαν τα κύτταρα ΗΕΚ-293, τα οποία 

εμφανίζουν υψηλά επίπεδα ενεργότητας της DDC και είναι ανθρώπινα εμβρυονικά 

νεφρικά κύτταρα. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε περιγράφεται στην § 2.3.9.  

 

3.3.1 Απελευθέρωση της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης από το μεμβρανικό κλάσμα με 

μεταβαλλόμενο pH 

Προκειμένου να μελετηθεί ο πιθανός μηχανισμός απελευθέρωσης, μεμβρανικά 

κλάσματα των κυττάρων ΗΕΚ-293 επωάστηκαν απουσία απορρυπαντικού με 

κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα στους 37 οC, θερμοκρασία στην οποία η πλειονότητα 

των πρωτεϊνικών μορίων παρουσιάζουν το άριστο της δράσης τους. Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση των δειγμάτων και η απελευθέρωση της ενζυμικά ενεργής L-Dopa 

αποκαρβοξυλάσης πιστοποιήθηκε με πειράματα ενεργότητας της DDC στα 

συλλεγόμενα υπερκείμενα κλάσματα. Τα αποτελέσματά μας έδειξαν ότι τα 
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απελευθερούμενα πρωτεϊνικά μόρια έχουν τιμή ειδικής ενζυμικής ενεργότητας 10,37 ± 

0,13 mUnits/mg, κατόπιν τριών ανεξάρτητων μετρήσεων (Εικόνα 3.8.Α). Παράλληλα, 

ως δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκε μεμβρανικό κλάσμα που επωάστηκε στους 4 °C 

για 20 λεπτά με ρυθμιστικό διάλυμα με pH 5,0. Περαιτέρω πιστοποίηση των 

αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε με πειράματα ανοσοστύπωσης κατά Western. Όπως 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.8.Β, το μεγαλύτερο ποσοστό απελευθέρωσης της DDC 

από το μεμβρανικό κλάσμα παρατηρήθηκε με ρυθμιστικό διάλυμα σε pH 5,0, κατόπιν 

πυκνόμετρησης των ζωνών στο ανοσοστύπωμα (Εικόνα 3.8.Γ). Το πείραμα ελέγχου 

στο οποίο χρησιμοποιήθηκε ορός μη ανοσοποιημένου ζώου ήταν αρνητικό (Εικόνα 

3.8.Δ).  

 

 
Εικόνα 3.8: Επίδραση του pH στην απελευθέρωση της μεμβρανοσυνδεόμενης DDC από τα κύτταρα 

ΗΕΚ-293  

(A) Προσδιορισμός της ενεργότητας της απελευθερούμενης DDC μετά από πειράματα απελευθέρωσης 

του μορίου σε διαφορετικά pH. Η ειδική ενζυμική ενεργότητα εκφράζεται σε mUnits/mg, όπου 1 μονάδα 

ενζυμικής ενεργότητας (Unit) είναι το ποσό της DDC που μετασχηματίζει 1 μmole υποστρώματος L-

Dopa σε ντοπαμίνη σε ένα λεπτό. Οι τιμές της ειδικής ενζυμικής ενεργότητας προέκυψαν από το μέσο 

όρο ± τυπική απόκλιση τριών ανεξάρτητων μετρήσεων. (B) Πυκνομέτρηση ζωνών. (Γ) Επώαση 

μεμβρανικών δειγμάτων με ρυθμιστικά διαλύματα με διαφορετικά pH και ανοσοστύπωση με ειδικό anti-

DDC αντίσωμα. (Διαδρομή 1: Control pH 5,0 [Επώαση στους 0 °C για 20 λεπτά], Διαδρομή 2: pH 4,0,  

Διαδρομή 3: pH 5,0, Διαδρομή 4: pH 5,5, Διαδρομή 5: pH 6,0, Διαδρομή 6: pH 6,5 και Διαδρομή 7: pH 

7,0). (Δ) Πείραμα ελέγχου. 
  

 



    
  115 
 
 
 

Τα αποτελέσματα αυτά σε συνδυασμό με τα πειράματα υποκυτταρικού 

ανοσοεντοπισμού της DDC με τη μέθοδο του Triton X-114 υποδεικνύουν την ύπαρξη 

του ενζύμου σε πολλαπλές κυτταρικές τοπολογίες. Τα δεδομένα αυτά συμφωνούν με 

προηγούμενες μελέτες του εργαστηρίου μας (Poulikakos et al., 2001; Poulikakos et al., 

2002), σύμφωνα με τις οποίες ποικίλοι πληθυσμοί ενεργών μορίων DDC έχουν 

διαφορετικό βαθμό υδροφοβικότητας και δε συνδέονται με γέφυρα γλυκοσυλ-

φωσφατιδυλοινοσιτόλης με τη μεμβράνη, χωρίς ωστόσο να αποκλείεται η σύνδεσή τους 

με άλλο τμήμα λιπιδίων.   

 

3.3.2 Μελέτη της επίδρασης του χρόνου επώασης στην απελευθέρωση της L-Dopa 

αποκαρβοξυλάσης από το μεμβρανικό κλάσμα  

Απομονωμένο μεμβρανικό κλάσμα επωάστηκε στους 37 °C για χρονικά 

διαστήματα των 0 λεπτών (control), 10 λεπτών, 20 λεπτών, 30 λεπτών, 60 λεπτών και 

90 λεπτών με ρυθμιστικό διάλυμα με pH 5,0, στο οποίο παρατηρήθηκε μέγιστη 

απελευθέρωση της DDC (§ 2.3.9.2). Στα συλλεγόμενα υπερκείμενα δείγματα 

ακολούθησε Western-blot ανάλυση με ειδικό anti-DDC αντίσωμα, όπου ανιχνεύθηκε 

ζώνη στην αναμενόμενη μοριακή μάζα, δηλαδή περίπου στα 55 kDa (Εικόνα 3.9). 

Παρατηρήθηκε μεγαλύτερη απελευθέρωση της DDC σε χρόνο επώασης 20 λεπτών, ενώ 

δε σημειώθηκε περαιτέρω διαλυτοποίηση του μορίου μετά το συγκεκριμένο χρονικό 

διάστημα. 

 

 
Εικόνα 3.9: Επίδραση του χρόνου επώασης στην απελευθέρωση της μεμβρανοσυνδεόμενης DDC 

στα κύτταρα ΗΕK-293 

Ανοσοεντοπισμός της DDC με ειδικό anti-DDC αντίσωμα. (Διαδρομή 1: Control [0 λεπτά], Διαδρομή 2: 

10 λεπτά, Διαδρομή 3: 20 λεπτά, Διαδρομή 4: 30 λεπτά, Διαδρομή 5: 60 λεπτά και Διαδρομή 6: 90 

λεπτά). 

 

Από τα παραπάνω πειράματα είναι φανερό ότι παραγματοποιείται in vitro 

διαλυτοποίηση της DDC από τις μεμβράνες τόσο σε συνάρτηση με το pH όσο και σε 

συνάρτηση με το χρόνο, υποδεικνύοντας ένα ρυθμιζόμενο μηχανισμό για την 
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απελευθέρωση του ενζύμου.  

 

3.3.3 Διαλυτοποίηση της μεμβρανοσυνδεόμενης DDC 

Για την περαιτέρω διερεύνηση του φαινομένου, απομονωμένο μεμβρανικό 

δείγμα (§ 2.3.8) επωάστηκε στους 37 °C για 20 λεπτά. Το μεμβρανικό και υπερκείμενο 

κλάσμα που προέκυψαν μετά την απελευθέρωση της DDC υποβλήθηκαν σε 

ανοσοστύπωση κατά Western, χρησιμοποιώντας ειδικό αντίσωμα έναντι της DDC 

(Εικόνα 3.10.Α). Στο πείραμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκε ορός μη ανοσοποιημένου 

ζώου (Εικόνα 3.10.Β). 

 

 
Εικόνα 3.10: Ανοσοεντοπισμός της μεμβρανοσυνδεόμενης και της διαλυτοποιημένης DDC στα 

κύτταρα ΗΕΚ-293  

(Α) Διαδρομή 1: Ανοσοεντοπισμός της DDC στο μεμβρανικό κλάσμα που απομένει μετά την 

απελευθέρωση της DDC με ειδικό anti-DDC αντίσωμα. Διαδρομή 2: Ανοσοεντοπισμός της DDC στο 

υπερκείμενο κλάσμα που προκύπτει μετά την απελευθέρωση της DDC. (Β) Πείραμα ελέγχου. 

  

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.10, μόνο ένα μέρος των μεμβρανοσυνδεόμενων 

ενζύμων της DDC απελευθερώνεται στο διαλυτό κλάσμα, ενώ αυτά που απομένουν στο 

μεμβρανικό κλάσμα ίσως αντιπροσωπεύουν υποπληθυσμούς της DDC με διαφορετικό 

βαθμό υδροφοβικότητας ή προσδένονται στις μεμβράνες με διαφορετικό μηχανισμό. 

Αυτές οι παρατηρήσεις σε συνδυασμό με τα αποτελέσματα του θερμοεπαγώμενου 

διαχωρισμού των πρωτεϊνών με το μη ανιονικό απορρυπαντικό Triton X-114, 

πιστοποιούν την πολυπλοκότητα της κυτταρικής τοπολογίας του ενζύμου. 

Πειράματα προσδιορισμού της ενζυμικής ενεργότητας της DDC στα διάφορα 

κλάσματα (Πίνακας 3.2) έδειξαν ότι το αρχικό μεμβρανικό κλάσμα πριν την 

απελευθέρωση της DDC παρουσίαζε περίπου διπλάσια ειδική ενζυμική ενεργότητα 

(5,96 ± 0,62 mUnits/mg) από το τελικό μεμβρανικό κλάσμα, το οποίο προέκυψε μετά 

τη διαλυτοποίηση της DDC (2,92 ± 0,45 mUnits/mg). Επιπρόσθετα, στο υπερκείμενο 

δείγμα μετά την απελευθέρωση των μορίων της DDC, η ειδική ενζυμική ενεργότητα 

(10,37 ± 0,13 mUnits/mg) ήταν περίπου διπλάσια του αρχικού μεμβρανικού κλάσματος. 

Συνεπώς, η σύνδεση της DDC με το μεβρανικό κλάσμα θα μπορούσε να αποτελεί ένα 
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πιθανό μηχανισμό για τη ρύθμιση της ενζυμικής ενεργότητας του μορίου, αλλάζοντας 

την κυτταρική τοπολογία του, καθώς είναι εμφανές ότι τα απελευθερούμενα μόρια 

προέρχονται από μόρια συνδεδεμένα με τις μεμβράνες.  

 

 
Πίνακας 3.2: Προσδιορισμός της ειδικής ενζυμικής ενεργότητας της μεμβρανοσυνδεόμενης και της 

διαλυτοποιημένης DDC στα κύτταρα ΗΕΚ-293.   

Η ειδική ενζυμική ενεργότητα εκφράζεται σε mUnits/mg, όπου 1 μονάδα ενζυμικής ενεργότητας (Unit) 

είναι το ποσό της DDC που μετασχηματίζει 1 μmole υποστρώματος L-Dopa σε ντοπαμίνη σε ένα λεπτό. 

Οι τιμές της ειδικής ενζυμικής ενεργότητας προέκυψαν από το μέσο όρο ± τυπική απόκλιση τριών 

ανεξάρτητων μετρήσεων. 
 

3.3.4 Επίδραση δισθενών κατιόντων στην απελευθέρωση της μεμβρανοσυνδεόμενης 

DDC στα κύτταρα ΗΕK-293  

Με σκοπό την περαιτέρω διερεύνηση του μηχανισμού απελευθέρωσης της 

μεμβρανοσυνδεόμενης DDC, μελετήθηκε η επίδραση δισθενών κατιόντων στη 

διαλυτοποίηση των μεμβρανοσχετιζόμενων μορίων. Απομονωμένα μεβρανικά δείγματα 

από κύτταρα ΗΕK-293 επωάστηκαν στους 37 °C για 20 min με ρυθμιστικά διαλύματα 

με pH 5,0, που περιείχαν αυξανόμενες συγκεντρώσεις των δισθενών κατιόντων Zn+2, 

Ca+2 και Mg+2. Τα αποτελέσματα παριστάνονται γραφικά στην Εικόνα 3.11, όπου με 

πυκνομέτρηση προσδιορίστηκε το ποσοστό της απελευθερούμενης DDC από το 

μεμβρανικό κλάσμα, συναρτήσει του δείγματος ελέγχου (δεν περιέχει κατιόντα), το 

οποίο θεωρήθηκε αυθαίρετα ως 100 %. 

Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.11.Α, επώαση των δειγμάτων με 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις ιόντων Zn2+ προκάλεσε την αύξηση της απελευθέρωσης 

της DDC στο υπερκείμενο κλάσμα. Αντίθετα, αυξανόμενες συγκεντρώσεις των ιόντων 

Ca2+ και Mg2+ (Εικόνα 3.11.Β και 3.11.Γ) ανέστειλαν την απελευθέρωση της DDC από 

το μεμβρανικό κλάσμα.  
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Εικόνα 3.11: Επίδραση δισθενών κατιόντων στην απελευθέρωση της μεμβρανοσυνδεόμενης DDC 

στα κύτταρα ΗΕΚ-293 

Μεμβρανικά κλάσματα επωάζονται για 20 λεπτά στους 37 °C σε ρυθμιστικό διάλυμα με pH 5,0 και τα 

δείγματα φυγοκεντρούνται. Τα υπερκείμενα κλάσματα συλλέγονται και υποβάλλονται σε ανοσοστύπωση 

με το ειδικό anti-DDC αντίσωμα. (Α) Ανοσοεντοπισμός της DDC στο υπερκείμενο κλάσμα μετά από 

επώαση του μεμβρανικού κλάσματος παρουσία ιόντων Zn2+: Διαδρομή 1: Control [χωρίς Zn2+], 

Διαδρομή 2: 0,5 mM, Διαδρομή 3: 1 mM, Διαδρομή 4: 2 mM. (B) Ανοσοεντοπισμός της DDC στο 

υπερκείμενο κλάσμα μετά από επώαση του μεμβρανικού κλάσματος παρουσία ιόντων Ca2+: Διαδρομή 1: 

Control [χωρίς Ca2+],, Διαδρομή 2: 0,1 mM, Διαδρομή 3: 0,5 mM, Διαδρομή 4: 1 mM, Διαδρομή 5: 2 

mM. (Γ) Ανοσοεντοπισμός της DDC στο υπερκείμενο κλάσμα μετά από επώαση του μεμβρανικού 

κλάσματος παρουσία ιόντων Mg2+: Διαδρομή 1: Control [χωρίς Mg2+],, Διαδρομή 2: 0,1 mM, Διαδρομή 

3: 1 mM, Διαδρομή 4: 2 mM. (Δ) Γραφική απεικόνιση του ποσοστού της απελευθερούμενης DDC από το 

μεμβρανικό κλάσμα, συναρτήσει του δείγματος ελέγχου (δεν περιέχει κατιόντα), το οποίο θεωρήθηκε 

αυθαίρετα ως 100 %. 

 

3.3.5 Επίδραση αναστολέων πρωτεασών στην απελευθέρωση της 

μεμβρανοσυνδεόμενης DDC στα κύτταρα ΗΕK-293  

Με στόχο τη διερεύνηση ενδεχόμενης επίδρασης αναστολέων πρωτεασών στην 

απελευθέρωση της μεμβρανοσυνδεόμενης DDC, μεμβρανικά κλάσματα επωάστηκαν με 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις των αναστολέων απροτινίνη (aprotinin) και λευπεπτίνη 

(leupeptin) (Εικόνα 3.12). Παρατηρήθηκε ότι αυξανόμενες συγκεντρώσεις του 

αναστολέα πρωτεασών σερίνης απροτινίνη (Deutscher, 1990) είχαν μικρή ανασταλτική 

επίδραση στην απελευθέρωση της DDC (Εικόνα 3.12.Α και 3.12.Γ), ενώ του 

αναστολέα πρωτεασών σερίνης και κυστεΐνης λευπεπτίνη (Aoyagi et al., 1969; 

Erickson, 1989) σημαντικά επίπεδα αναστολής (Εικόνα 3.12.Β και 3.12.Γ). Επίσης, η 

επώαση με τον αναστολέα πρωτεασών κυστεΐνης Ν-αιθυλομηλεϊμίδιο (N-

ethylmaleimide, NEM) (Lutter et al., 1972) (Εικόνα 3.13.Α και 3.13.Γ) και 
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ιωδοακεταμίδιο (iodoacetamide) προκάλεσε αναστολή της απελευθέρωσης της DDC 

(Εικόνα 3.13.Β και 3.13.Γ). 

 

 
Εικόνα 3.12: Επίδραση αναστολέων πρωτεασών στην απελευθέρωση της μεμβρανοσυνδεόμενης 

DDC στα κύτταρα ΗΕΚ-293 

Μεμβρανικά κλάσματα επωάζονται για 20 λεπτά στους 37 °C σε ρυθμιστικό διάλυμα με pH 5,0 και τα 

δείγματα φυγοκεντρούνται. Τα υπερκείμενα κλάσματα συλλέγονται και υποβάλλονται σε ανοσοστύπωση 

με το ειδικό anti-DDC αντίσωμα. (Α) Ανοσοεντοπισμός της DDC στο υπερκείμενο κλάσμα μετά από 

επώαση του μεμβρανικού κλάσματος παρουσία του αναστολέα σερίνης απροτινίνη: Διαδρομή 1: Control 

[χωρίς αναστολέα], Διαδρομή 2: 50 μg/ml,  Διαδρομή 3: 100 μg/ml, Διαδρομή 4: 250 μg/ml. (B) 

Ανοσοεντοπισμός της DDC στο υπερκείμενο κλάσμα μετά από επώαση του μεμβρανικού κλάσματος 

παρουσία του αναστολέα σερίνης και κυστεΐνης λευπεπτίνη: Διαδρομή 1: Control [χωρίς αναστολέα], 

Διαδρομή 2: 50 μg/ml,  Διαδρομή 3: 100 μg/ml, Διαδρομή 4: 250 μg/ml, Διαδρομή 5: 350 μg/ml, 

Διαδρομή 6: 500 μg/ml. (Γ) Γραφική απεικόνιση του ποσοστού της απελευθερούμενης DDC από το 

μεμβρανικό κλάσμα, συναρτήσει του δείγματος ελέγχου (δεν περιέχει αναστολέα), το οποίο θεωρήθηκε 

αυθαίρετα ως 100 %. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    
  120 
 
 
 

 
 

Εικόνα 3.13: Επίδραση αναστολέων πρωτεασών κυστεΐνης στην απελευθέρωση της 

μεμβρανοσυνδεόμενης DDC στα κύτταρα ΗΕΚ-293 

Μεμβρανικά κλάσματα επωάζονται για 20 λεπτά στους 37 °C σε ρυθμιστικό διάλυμα με pH 5,0 και τα 

δείγματα φυγοκεντρούνται. Τα υπερκείμενα κλάσματα συλλέγονται και υποβάλλονται σε ανοσοστύπωση 

με το ειδικό anti-DDC αντίσωμα. (Α) Ανοσοεντοπισμός της DDC στο υπερκείμενο κλάσμα μετά από 

επώαση του μεμβρανικού κλάσματος παρουσία του αναστολέα κυστεΐνης Ν-αιθυλομηλεϊμίδιο (NEM): 

Διαδρομή 1: Control [χωρίς αναστολέα], Διαδρομή 2: 1 mM, Διαδρομή 3: 5 mM, Διαδρομή 4: 10 mM. 

(B) Επώαση με τον αναστολέα κυστεΐνης ιωδοακεταμίδιο: Διαδρομή 1: Control [χωρίς αναστολέα], 

Διαδρομή 2: 1 mM, Διαδρομή 3: 2 mM, Διαδρομή 4: 4 mM. (Γ) Γραφική απεικόνιση του ποσοστού της 

απελευθερούμενης DDC από το μεμβρανικό κλάσμα, συναρτήσει του δείγματος ελέγχου (δεν περιέχει 

αναστολέα), το οποίο θεωρήθηκε αυθαίρετα ως 100 %. 

 

3.4 Μελέτη αλληλεπιδράσεων της DDC και της Alt-DDC με το φυσικό αναστολέα 

Αννεξίνη V 

Στα πλαίσια της ρύθμισης της έκφρασης της DDC, χρειάζεται να διερευνηθούν 

οι αλληλεπιδράσεις του ενζύμου με άλλα μόρια. Με τον τρόπο αυτό μπορούν να 

προκύψουν σημαντικά συμπεράσματα ως προς τον τρόπο δράσης του, αλλά και τους 

παράγοντες που αναστέλλουν την ενεργότητά του. Τα δεδομένα αυτά είναι 

καθοριστικής σημασίας, ιδιαίτερα σε παθολογικές καταστάσεις, στις οποίες η DDC 

φαίνεται να ενέχει μεγάλο λειτουργικό ρόλο. 

 

3.4.1 Αλληλεπίδραση της DDC με το φυσικό αναστολέα Αννεξίνη V σε διαλυτό 

κλάσμα ανθρώπινου πλακούντα 

Με τη μέθοδο της ανοσοκατακρήμνισης σε μη αποδιατακτικές συνθήκες (§ 

2.3.10), μελετήθηκε η αλληλεπίδραση της DDC με τον αναστολέα Aννεξίνη V σε 

διαλυτό κλάσμα ανθρώπινου πλακούντα (§ 2.3.6.2). Η Αννεξίνη V 

ανοσοκατακρημνίστηκε με ειδικό anti-Annexin V αντίσωμα και ακολούθησε η μέθοδος 

της ανοσοστύπωσης, όπου χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα έναντι της DDC (anti-DDC 
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αντίσωμα) (Εικόνα 3.14.Α). Παράλληλα, πραγματοποιήθηκε πείραμα ελέγχου, χωρίς 

πρώτο αντίσωμα (Εικόνα 3.14.Β). Στο ανοσοστύπωμα ανιχνεύχθηκε μία ζώνη στην 

επιθυμητή μοριακή μάζα, δηλαδή περίπου στα 55 kDa (Εικόνα 3.14.Α).  

Εν συνεχεία, πραγματοποιήθηκε το αντίστροφο πείραμα, προκειμένου να 

ελεγχθεί η παρουσία της Αννεξίνης V με ανοσοστύπωση κατά Western, μετά από 

ανοσοκατακρήμνιση με το ειδικό anti-DDC αντίσωμα για τη DDC. Στο ανοσοστύπωμα 

ανιχνεύθηκε μία ζώνη στην επιθυμητή μοριακή μάζα με το ειδικό anti-Annexin V 

αντίσωμα, δηλαδή περίπου στα 35 kDa (Εικόνα 3.14.Γ) ενώ το πείραμα ελέγχου ήταν 

αρνητικό (Εικόνα 3.14.Δ). 

 

 
Εικόνα 3.14: Ανοσοστύπωση μετά από ανοσοκατακρήμνιση σε μη αποδιατακτικές συνθήκες σε 

διαλυτό κλάσμα ανθρώπινου πλακούντα  

(Α) Ανοσοεντοπισμός της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης χρησιμοποιώντας anti-DDC αντίσωμα, μετά από 

ανοσοκατακρήμνιση με anti-Annexin V αντίσωμα. (Β) Πείραμα ελέγχου. (Γ) Ανοσοεντοπισμός της 

Aννεξίνης V χρησιμοποιώντας anti-Annexin V αντίσωμα, μετά από ανοσοκατακρήμνιση με anti-DDC 

αντίσωμα. (Δ) Πείραμα ελέγχου. 

 

Τα αποτελέσματα υποδεικνύουν την αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών DDC και 

Aννεξίνης V σε διαλυτό κλάσμα ανθρώπινου πλακούντα, καθώς φαίνεται πως 

συγκατακρημνίζονται μετά από επώαση με τα αντίστοιχα αντισώματα. 
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3.4.2 Αλληλεπίδραση της Alt-DDC με το φυσικό αναστολέα Αννεξίνη V σε διαλυτό 

κλάσμα ανθρώπινου πλακούντα 

Προκειμένου να διερευνηθεί αν ο φυσικός αναστολέας Αννεξίνη V DDC 

εμπλέκεται στη ρύθμιση της έκφρασης του εναλλακτικού μεταγράφου της DDC, Alt- 

DDC, υλοποιήθηκαν πειράματα γύρω από τις αλληλεπιδράσεις των μορίων. Αρχικά, 

πραγματοποιήθηκε ανοσοκατακρήμνιση σε μη αποδιατακτικές συνθήκες σε διαλυτό 

κλάσμα ανθρώπινου πλακούντα με αντίσωμα έναντι της Αννεξίνης V (anti-Annexin V 

αντίσωμα) και εν συνεχεία με τη μέθοδο της ανοσοστύπωσης κατά Western 

διερευνήθηκε η παρουσία της Alt-DDC. Στο ανοσοστύπωμα παρουσιάζεται μία ζώνη 

στην επιθυμητή μοριακή μάζα, δηλαδή περίπου στα 37 kDa (Εικόνα 3.15.Α), ενώ το 

πείραμα ελέγχου είναι αρνητικό (Εικόνα 3.15.Β). 

 

 
Εικόνα 3.15: Ανοσοστύπωση μετά από ανοσοκατακρήμνιση σε μη αποδιατακτικές συνθήκες σε 

διαλυτό κλάσμα ανθρώπινου πλακούντα  

(Α) Ανοσοεντοπισμός της εναλλακτικής ισομορφής Alt-DDC χρησιμοποιώντας anti-Alt-DDC αντίσωμα, 

μετά από ανοσοκατακρήμνιση με anti-Annexin V αντίσωμα. (Β) Πείραμα ελέγχου. (Γ) Ανοσοεντοπισμός 

της Aννεξίνης V χρησιμοποιώντας anti-Annexin V αντίσωμα, μετά από ανοσοκατακρήμνιση με anti-Alt-

DDC αντίσωμα. (Δ) Πείραμα ελέγχου. 
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Με το αντίστροφο πείραμα ανοσοκατακρήμνισης με ειδικό αντίσωμα έναντι της 

Alt-DDC (anti-Alt-DDC αντίσωμα), στο ανοσοστύπωμα εντοπίζεται μία ζώνη στην 

επιθυμητή μοριακή μάζα, δηλαδή περίπου στα 35 kDa, χρησιμοποιώντας το ειδικό anti-

Annexin V αντίσωμα (Εικόνα 3.15.Γ). 

Σύμφωνα με τα παραπάνω αποτελέσματα προκύπτει ότι η DDC και η Αlt-DDC 

αλληλεπιδρούν με το φυσικό αναστολέα Aννεξίνη V σε διαλυτό κλάσμα ανθρώπινου 

πλακούντα. Το στοιχείο αυτό ίσως υποδηλώνει κοινό μηχανισμό ρύθμισης της 

έκφρασης της DDC και του εναλλακτικού μεταγράφου Αlt-DDC από την Aννεξίνη V.  

 

3.4.3 Αλληλεπίδραση της DDC με το φυσικό αναστολέα Αννεξίνη V σε κύτταρα SH-

SY5Y (Ανθρώπινο νευροβλάστωμα) 

Με τη μέθοδο της ανοσοκατακρήμνισης σε μη αποδιατακτικές συνθήκες, 

μελετήθηκε η αλληλεπίδραση της DDC με τον αναστολέα Aννεξίνη V στα κύτταρα 

ανθρώπινου νευροβλαστώματος SH-SY5Y. Στο κυτταρικό ομογενοποίημα (§ 2.3.6.1) 

πραγματοποιήθηκε ανοσοκατακρήμνιση της Αννεξίνης V με αντίσωμα anti-Annexin V 

και κατόπιν ανοσοστύπωση με ειδικό αντίσωμα έναντι της DDC (anti-DDC αντίσωμα). 

Στο ανοσοστύπωμα ανιχνεύεται μία ζώνη στην επιθυμητή μοριακή μάζα, δηλαδή 

περίπου στα 55 kDa (Εικόνα 3.16.Α), ενώ το πείραμα ελέγχου είναι αρνητικό (Εικόνα 

3.16.Β). 

Με το αντίστροφο πείραμα ανοσοκατακρήμνισης με ειδικό αντίσωμα έναντι της 

DDC (anti-DDC αντίσωμα), στο ανοσοστύπωμα εντοπίζεται μία ζώνη στην επιθυμητή 

μοριακή μάζα, δηλαδή περίπου στα 35 kDa, χρησιμοποιώντας το ειδικό anti-Annexin V 

αντίσωμα (Εικόνα 3.16.Γ), ενώ το πείραμα ελέγχου είναι αρνητικό (Εικόνα 3.16.Δ). 
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Εικόνα 3.16: Ανοσοστύπωση μετά από ανοσοκατακρήμνιση σε μη αποδιατακτικές συνθήκες σε 

κύτταρα SH-SY5Y  

(Α) Ανοσοεντοπισμός της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης χρησιμοποιώντας anti-DDC αντίσωμα, μετά από 

ανοσοκατακρήμνιση με anti-Annexin V αντίσωμα. (Β) Πείραμα ελέγχου. (Γ) Ανοσοεντοπισμός της 

Aννεξίνης V χρησιμοποιώντας anti-Annexin V αντίσωμα, μετά από ανοσοκατακρήμνιση με anti-DDC 

αντίσωμα. (Δ) Πείραμα ελέγχου. 

 

Τα αποτελέσματα υποδεικνύουν την αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών DDC και 

Aννεξίνης V, καθώς φαίνεται πως συγκατακρημνίζονται μετά από επώαση σε 

ομογενοποίημα κυττάρων SH-SY5Y με τα αντίστοιχα αντισώματα. 

 

3.4.4 Αλληλεπίδραση της DDC με το φυσικό αναστολέα Αννεξίνη V σε κύτταρα 

HeLa (Αδενοκαρκίνωμα τραχήλου μήτρας ανθρώπου) 

Σύμφωνα με πρόσφατες έρευνες (Sumi-Ichinose et al., 1995) υποστηρίχθηκε ότι 

στα κύτταρα HeLa δεν ανιχνεύεται κανένα από τα δύο τύπων μετάγραφα της DDC. 

Ωστόσο, αναζητώντας ως μοντέλο για τα πειράματά μας μία κυτταρική σειρά μη 

νευρικής προέλευσης, όπως τα κύτταρα HeLa (αδενοκαρκίνωμα τραχήλου μήτρας 

ανθρώπου), που είναι επιθηλιακής προέλευσης, ανιχνεύθηκαν υψηλά επίπεδα έκφρασης 

του ενζύμου, το οποίο είναι ανενεργό. Πείραμα ανοσοκατακρήμνισης της Αννεξίνης V 

με αντίσωμα anti-Annexin V και κατόπιν ανοσοστύπωση με ειδικό αντίσωμα έναντι της 

DDC (anti-DDC αντίσωμα) έδειξε μία ζώνη στην επιθυμητή μοριακή μάζα, δηλαδή 
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περίπου στα 55 kDa (Εικόνα 3.17.Α), ενώ το πείραμα ελέγχου είναι αρνητικό (Εικόνα 

3.17.Β). 

Με το αντίστροφο πείραμα ανοσοκατακρήμνισης με ειδικό αντίσωμα έναντι της 

DDC (anti-DDC αντίσωμα), στο ανοσοστύπωμα εντοπίστηκε μία ζώνη στην επιθυμητή 

μοριακή μάζα, δηλαδή περίπου στα 35 kDa, χρησιμοποιώντας το ειδικό anti-Annexin V 

αντίσωμα (Εικόνα 3.17.Γ). Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν πιθανή 

αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών DDC και Aννεξίνης V στα κύτταρα HeLa. 

 

 
Εικόνα 3.17: Ανοσοστύπωση μετά από ανοσοκατακρήμνιση σε μη αποδιατακτικές συνθήκες σε 

κύτταρα HeLa  

(Α) Ανοσοεντοπισμός της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης χρησιμοποιώντας anti-DDC αντίσωμα, μετά από 

ανοσοκατακρήμνιση με anti-Annexin V αντίσωμα. (Β) Πείραμα ελέγχου. (Γ) Ανοσοεντοπισμός της 

Aννεξίνης V χρησιμοποιώντας anti-Annexin V αντίσωμα, μετά από ανοσοκατακρήμνιση με anti-DDC 

αντίσωμα. (Δ) Πείραμα ελέγχου. 

 

3.4.5 Δοκιμασία ενεργότητας της DDC μετά από ανοσοκατακρήμνιση στις καρκινικές 

κυτταρικές σειρές SH-SY5Y  και PC12 

Σε μία προσπάθεια να διερευνηθεί αν η Αννεξίνη V συγκατακρημνίζει την 

ενεργότητα της DDC, πραγματοποιήθηκαν πειράματα ανοσοκατακρήμνισης στα 

κύτταρα ανθρώπινου νευροβλαστώματος SH-SY5Y, τα οποία έχουν βρεθεί ενζυμικά 
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ενεργά ως προς την αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa  σε ντοπαμίνη.  

Συγκεκριμένα, κυτταρικό ομογενοποίημα επωάστηκε με σφαιρίδια 

επικαλυπτόμενα με Πρωτεΐνη Α, στα οποία είχε προσδεθεί ειδικό αντίσωμα έναντι της 

DDC και το υπερκείμενο κλάσμα συλλέχθηκε, όπως περιγράφθηκε στην § 2.3.10.5, για 

τον προσδιορισμό της ενεργότητας του ενζύμου. Το υπερκείμενο κλάσμα μετά από 

ανοσοκατακρήμνιση (ΥΚΜΑ) παρουσίασε πέντε φορές, περίπου, μικρότερη ειδική 

ενζυμική ενεργότητα (1,94 ± 0,33mUnits/mg)  από το αρχικό ομογενοποίημα (10,03 ± 

0,74 mUnits/mg), όπως ήταν αναμενόμενο (Πίνακας 3.3). Επώαση κυτταρικού 

ομογενοποιήματος με σφαιρίδια επικαλυπτόμενα με Πρωτεΐνη Α, στα οποία είχε 

προσδεθεί ειδικό αντίσωμα έναντι της Αννεξίνης V, αποκάλυψε, επίσης, σημαντική 

μείωση της ενζυμικής ενεργότητας της DDC (2,34 ± 0,23 mUnits/mg) (Πίνακας 3.3), 

υποδεικνύοντας ότι συγκατακρημνίζονται οι μελετούμενες πρωτεΐνες. Είναι πιθανόν, η 

αναστολή της ενεργότητας του ενζύμου της DDC στο εναπομείναν υπερκείμενο να 

οφείλεται στην αλληλεπίδραση μεταξύ της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης και της 

Αννεξίνης V. 

 

 
Πίνακας 3.3: Ανοσοκατακρήμνιση της ενζυμικής ενεργότητας της DDC σε κύτταρα ανθρώπινου 

νευροβλαστώματος (SH-SY5Y) 

Κυτταρικό ομογενοποίημα επωάστηκε με σφαιρίδια επικαλυπτόμενα με Πρωτεΐνη Α, στα οποία είχε 

προσδεθεί είτε αντίσωμα έναντι της DDC (anti-DDC αντίσωμα) ή της Αννεξίνης V (anti-Annexin V 

αντίσωμα). To υπερκείμενο κλάσμα μετά από την ανοσοκατακρήμνιση, που αναφέρεται ως «ΥΚΜΑ», 

απομονώθηκε και υποβλήθηκε σε δοκιμασία ενζυμικής ενεργότητας για τη DDC. Η ειδική ενζυμική 

ενεργότητα εκφράζεται σε mUnits/mg, όπου 1 μονάδα ενζυμικής ενεργότητας (Unit) είναι το ποσό της 

DDC που μετασχηματίζει 1 μmole υποστρώματος L-Dopa σε ντοπαμίνη σε ένα λεπτό. Οι τιμές της 

ειδικής ενζυμικής ενεργότητας προέκυψαν από το μέσο όρο ± τυπική απόκλιση τριών ανεξάρτητων 

μετρήσεων. 

 

Προκειμένου να επιβεβαιωθούν τα δεδομένα που προέκυψαν από τα πειράματα 

ανοσοκατακρήμνισης στην κυτταρική σειρά SH-SY5Y, πραγματοποιήθηκαν πειράματα 

ελέγχου στην κυτταρική σειρά PC12 (φαιοχρωμοκύτωμα επινεφριδίων αρουραίου), η 
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οποία χαρακτηρίζεται από υψηλά επίπεδα ενεργότητας της DDC. Συγκεκριμένα, 

κυτταρικό ομογενοποίημα επωάστηκε με σφαιρίδια επικαλυπτόμενα με Πρωτεΐνη Α, 

στα οποία είχε προσδεθεί αντίσωμα έναντι της DDC (anti-DDC αντίσωμα). Το 

υπερκείμενο κλάσμα μετά από ανοσοκατακρήμνιση παρουσίασε μικρότερη ειδική 

ενζυμική ενεργότητα (2,85 ± 0,53 mUnits/mg) από το αρχικό ομογενοποίημα (15,63 ± 

1,24 mUnits/mg), όπως ήταν αναμενόμενο (Πίνακας 3.4). Επώαση του κυτταρικού 

ομογενοποιήματος με σφαιρίδια επικαλυπτόμενα με Πρωτεΐνη Α, στα οποία είχε 

προσδεθεί ειδικό αντίσωμα έναντι της Αννεξίνης V, αποκάλυψε, επίσης, σημαντική 

μείωση της ενζυμικής ενεργότητας της DDC (3,16 ± 0,95 mUnits/mg) (Πίνακας 3.4). 

Όπως φαίνεται από τα αποτελέσματα, παρουσιάζεται υψηλή ενεργότητα της DDC σε 

ομογενοποίημα κυττάρων PC12 πριν από την ανοσοκατακρήμνιση. Ωστόσο, μετά από 

ανοσοκατακρήμνιση με αντίσωμα έναντι της DDC (anti-DDC Antibody) και με 

αντίσωμα έναντι της Aννεξίνης V (anti-Annexin V Antibody), παρατηρείται σημαντική 

μείωση της ενεργότητας της DDC, υποδηλώνοντας συγκατακρήμνιση των 

μελετούμενων πρωτεϊνών και άρα πιθανή αλληλεπίδρασή τους. 

 

 
Πίνακας 3.4: Ανοσοκατακρήμνιση της ενζυμικής ενεργότητας της DDC σε κύτταρα 

φαιοχρωμοκυτώματος επινεφριδίων αρουραίου (PC12) 

Κυτταρικό ομογενοποίημα επωάστηκε με σφαιρίδια επικαλυπτόμενα με Πρωτεΐνη Α, στα οποία είχε 

προσδεθεί είτε αντίσωμα έναντι της DDC (anti-DDC αντίσωμα) ή της Αννεξίνης V (anti-Annexin V 

αντίσωμα). To υπερκείμενο κλάσμα μετά από την ανοσοκατακρήμνιση, που αναφέρεται ως «ΥΚΜΑ», 

απομονώθηκε και υποβλήθηκε σε δοκιμασία ενζυμικής ενεργότητας για τη DDC. Η ειδική ενζυμική 

ενεργότητα εκφράζεται σε mUnits/mg, όπου 1 μονάδα ενζυμικής ενεργότητας (Unit) είναι το ποσό της 

DDC που μετασχηματίζει 1 μmole υποστρώματος L-Dopa σε ντοπαμίνη σε ένα λεπτό. Οι τιμές της 

ειδικής ενζυμικής ενεργότητας προέκυψαν από το μέσο όρο ± τυπική απόκλιση τριών ανεξάρτητων 

μετρήσεων. 

 

Για την περαιτέρω διερεύνηση της επίδρασης του αναστολέα Aννεξίνη V στην 

ενεργότητα της DDC, πραγματοποιήθηκε η μέθοδος των Bossinakou et al., (1996), 

όπως περιγράφθηκε στην παράγραφο 2.3.10.6. Στην τεχνική αυτή χρησιμοποιήθηκε ως 
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αντιγόνο ομογενοποίημα κυττάρων SH-SY5Y (ανθρώπινο νευροβλάστωμα), το οποίο 

επωάστηκε με αντιορό σε διαφορετικές συγκεντρώσεις, ώστε να δημιουργηθεί το 

σύμπλεγμα αντιγόνου-αντισώματος. Το δημιουργούμενο σύμπλεγμα αντιγόνου-πρώτου 

αντισώματος-δεύτερου αντισώματος καταβυθίστηκε με φυγοκέντρηση και στο 

υπερκείμενο κλάσμα έγινε έλεγχος της ενζυμικής ενεργότητας της DDC.  

Η κατακρήμνιση της ενεργότητας της DDC πραγματοποιήθηκε 

χρησιμοποιώντας αντίσωμα έναντι της DDC (anti-DDC αντίσωμα) (Εικόνα 3.18.Α) και 

έναντι του φυσικού αναστολέα Aννεξίνη V (anti-Annexin V αντίσωμα) (3.18.Β).  

 
Εικόνα 3.18: Κατακρήμνιση της ενζυμικής ενεργότητας της DDC σε κύτταρα SH-SY5Y  

(A) Επώαση κυτταρικού ομογενοποιήματος με αυξανόμενες συγκεντρώσεις του ειδικού anti-DDC 

αντισώματος. (Β) Επώαση κυτταρικού ομογενοποιήματος με αυξανόμενες συγκεντρώσεις του ειδικού 

anti-Annexin V αντισώματος. Οι τιμές της ειδικής ενζυμικής ενεργότητας προέκυψαν από το μέσο όρο ± 

τυπική απόκλιση τριών ανεξάρτητων μετρήσεων. 
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Παράλληλα, διεξήχθησαν πειράματα ελέγχου, όπου το αντίσωμα 

αντικαταστάθηκε από ορό μη ανοσοποιημένου ζώου. Και στις δύο περιπτώσεις οι 

αντιδράσεις παρουσιάστηκαν θετικές σε σχέση με τα πειράματα ελέγχου. 

Όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 3.18.Β, παρατηρείται βαθμιαία μείωση της 

ενζυμικής ενεργότητας της DDC, καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση του αντισώματος 

έναντι της Αννεξίνης V. Είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρον το γεγονός ότι επώαση του 

ομογενοποιήματος των κυττάρων νευροβλαστώματος με 160 μg/μl αντισώματος anti-

Annexin V προκαλεί εξαφάνιση της ενζυμικής ενεργότητας της DDC, ενισχύοντας 

περαιτέρω την πιθανότητα για αλληλεπίδραση μεταξύ της DDC και της Αννεξίνης V. 

 

3.5 Μελέτη της επίδρασης χημικών αναστολέων της ενζυμικής ενεργότητας της DDC 

σε ανθρώπινες κυτταρικές σειρές αδενοκαρκινώματος  

Όπως αναφέρθηκε, ο ενδογενής αναστολέας τη DDC, Aννεξίνη V, επηρεάζει 

σημαντικά την ενεργότητα του μορίου σε κυτταρικές σειρές με υψηλά επίπεδα 

έκφρασής του. Ωστόσο, λίγα βιβλιογραφικά δεδομένα υπάρχουν σχετικά με τη ρύθμιση 

της DDC σε κυτταρικές σειρές με χαμηλά επίπεδα έκφρασης του ενζύμου ή σε 

περιπτώσεις που το ένζυμο εκφράζεται, αλλά είναι ανενεργό. Στην παρούσα εργασία 

μελετήθηκε η επίδραση των χημικών αναστολέων καρβιντόπα (α-methyl-

dopahydrazine) και NSD-1015 (3-hydroxybenzyl-hydrazine) στις κυτταρικές σειρές 

HeLa (αδενοκαρκίνωμα τραχήλου μήτρας ανθρώπου) και MCF7 (αδενοκαρκίνωμα 

μαστού ανθρώπου). 

Σύμφωνα με έρευνες των Sumi-Ichinose et al., (1995) υποστηρίχθηκε ότι στα 

κύτταρα HeLa δεν ανιχνεύεται κανένα από τα δύο τύπων μετάγραφα της DDC 

(νευρικού και μη νευρικού τύπου). Ωστόσο, σε μελέτες που πραγματοποιήθηκαν στο 

εργαστήριό μας εντοπίστηκαν υψηλά επίπεδα έκφρασης του ενζύμου L-Dopa 

αποκαρβοξυλάση στα κύτταρα HeLa, το οποίο βρέθηκε να είναι ανενεργό.  

Παράλληλα, μελέτες των Gilbert et al., (2000) έδειξαν ότι ο χημικός 

αναστολέας της DDC, καρβιντόπα, παρουσιάζει κυτταροτοξική δράση μόνο απέναντι 

σε καρκινικές κυτταρικές σειρές νευροεκκριτικής προέλευσης, όπως το 

μικροκαρκίνωμα πνεύμονα (Small cell lung carcinoma, SCLC). Σε αντίθεση, ο 

αναστολέας NSD-1015 δεν είναι κυτταροτοξικός απέναντι στις ίδιες κυτταροσειρές 

(Gilbert et al., 2000). 

Σύμφωνα με τα παραπάνω, μελετήθηκε στο εργαστήριό μας η επίδραση των 

χημικών αναστολέων της ενζυμικής ενεργότητας της DDC, καρβιντόπα και NSD-1015, 
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στα κύττταρα HeLa (αδενοκαρκίνωμα τραχήλου μήτρας ανθρώπου) και MCF7 

(αδενοκαρκίνωμα μαστού ανθρώπου). Οι κυτταρικές σειρές επωάστηκαν με 230 μΜ 

καρβιντόπα και NSD-1015 για 72 ώρες. Τα αποτελέσματά μας έδειξαν ότι η 

καρβιντόπα έχει κυτταροτοξική δράση και στις δύο κυτταρικές σειρές, που είναι μη 

νευρικής προέλευσης. Συγκεκριμένα, στα κύτταρα HeLa το ποσοστό 

κυτταροτοξικότητας ανέρχεται στο 98,75 % ± 2,78 %, ενώ στα MCF7 στο 68,81 % ± 

3,19 % (Πίνακας 3.5). Αντίθετα, ο NSD-1015 δεν φαίνεται να παρουσιάζει παρόμοια 

κυτταροτοξικά φαινόμενα στις ίδιες κυτταρικές σειρές (Πίνακας 3.5). Είναι εμφανές ότι 

η δράση της καρβιντόπα εμφανίζει κυτταροξικότητα στα κύτταρα MCF7, γεγονός που 

έρχεται σε αντίθεση με τα αποτελέσματα των Gilbert et al. (2000), που υποστήριξαν ότι 

η καρβιντόπα δεν προκαλεί φαινόμενα κυτταροτοξικότητας απέναντι στη συγκεκριμένη 

κυτταρική σειρά. 

 

 
Πίνακας 3.5: Επίδραση των χημικών αναστολέων της ενζυμικής ενεργότητας της DDC, καρβιντόπα 

και NSD-1015,  σε κυτταρικές σειρές αδενοκαρκινώματος 

Τα κύτταρα HeLa και MCF7 επωάστηκαν με 230 μΜ καρβιντόπα και NSD-1015 για 72 ώρες και τα 

ποσοστά κυτταροτοξικότητας προσδιορίστηκαν με τη χρωστική Trypan blue. Οι τιμές προέκυψαν από το 

μέσο όρο ± τυπική απόκλιση τριών ανεξάρτητων μετρήσεων. 

 

Επίσης, τα κύτταρα HeLa επωάστηκαν για 72 ώρες παρουσία της ίδιας 

συγκέντρωσης του ενδογενούς αναστολέα που απομονώθηκε από τον ορό ανθρώπινου 

αίματος (Vassiliou et al., 2005). Φαίνεται, ωστόσο, ότι η βιωσιμότητα των κυττάρων 

δεν επηρεάζεται από την ύπαρξη του  ενδογενούς αναστολέα της DDC (Εικόνα 3.19).  
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Εικόνα 3.19: Απεικόνιση κυττάρων HeLa μετά από επίδραση αναστολέων της ενζυμικής 

ενεργότητας της DDC 

(Α) Απεικόνιση φυσιολογικών κυττάρων ΗeLa. (Β) Απεικόνιση κυττάρων μετά από επίδραση του 

ενδογενούς αναστολέα που απομονώνεται από τον ανθρώπινο ορό. (Γ) Απεικόνιση κυττάρων μετά από 

επίδραση του χημικού αναστολέα καρβιντόπα [τα κύτταρα φαίνεται πως ακολουθούν αποπτωτικά 

φαινόμενα με κατεστραμμένες νευρικές απολήξεις, σφαιρικό κυτταρικό σώμα, συμπυκνωμένη χρωματίνη 

και διογκώσεις στην κυτταρική τους μεμβράνη (Φαινόμενο bebbling)].    

 

3.6 Μελέτη της αλληλεπίδρασης DDC, Alt-DDC και Aννεξίνης V σε σύστημα 

κυττάρων CHO (Chinese Hamster Ovary Cells)  

Για την περαιτέρω μελέτη της ρύθμισης της DDC και της Αlt-DDC από την 

Aννεξίνη V, σχεδιάστηκε η μελέτη του φαινομένου της αναστολής σε ευκαρυωτικό 

σύστημα CHO κυττάρων (Chinese Hamster Ovary cells), τα οποία δεν εκφράζουν τους 

μεταφορείς ντοπαμίνης DAT (Liu et al., 2001) και VMAT-2 (Brunk et al., 2006) και τα 

επιμολυσμένα κύτταρα CHO που εκφράζουν τη DDC, χρησιμοποιούνται ως μοντέλο 

ντοπαμινεργικών νευρώνων (Weingarten et al., 2001). 

 
3.6.1 Κλωνοποίηση της κωδικοποιούσας περιοχής γονιδίου της Aννεξίνης V στον 

στον ευκαρυωτικό φορέα έκφρασης pcDNA 3.1+ 

Αρχικά, πραγματοποιήθηκε απομόνωση ολικού mRNA από ανθρώπινο 

πλακούντα, στον οποίο έχει επιβεβαιωθεί η έκφραση του γονιδίου της Αννεξίνης V 

(Vassiliou et al., 2009). Η ποιότητα του RNA ελέγχθηκε με ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωμα αγαρόζης (Εικόνα 3.20.Α), όπως αναφέρθηκε στην ενότητα «Υλικά και 

Μέθοδοι». Κατόπιν, χρησιμοποίηθηκε το mRNA ως μήτρα για τη σύνθεση cDNA με τη 

μέθοδο της αντίστροφης μεταγραφής-αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (RT-PCR) 
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και με ειδικούς εκκινητές (§ 2.3.11.2) ενισχύθηκε η κωδικοποιούσα περιοχή του 

γονιδίου της Aννεξίνης V, μήκους 975 ζευγών βάσεων (Εικόνα 3.20.Β). Στη συνέχεια, 

το προϊόν από την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) εισήχθη στο φορέα 

κλωνοποίησης pCRII-TOPO (4.000 bp) και ακολούθησε μετασχηματισμός και 

κλωνοποίηση κυττάρων του στελέχους BL21 του βακτηριακού είδους E.coli. Αφού 

απομονώθηκε το ανασυνδυασμένο πλασμιδιακό DNA, ακολούθησε πέψη με ειδικά 

περιοριστικά ένζυμα για την απομόνωση του κλωνοποιημένου μόριου DNA, μήκους 

975 bp (Εικόνα 3.20.Γ), ενώ το μέγεθος της ζώνης που αντιστοιχεί στον ευθύγραμμο 

φορέα κλωνοποίησης είναι 4.000 bp. Με ανάλυση της πρωτοταγούς δομής 

επιβεβαιώθηκε η νουκλεοτιδική αλληλουχία του μορίου της ανθρώπινης Αννεξίνης V. 

 

 
Εικόνα 3.20: Κλωνοποίηση της κωδικοποιούσας περιοχής του γονιδίου της Aννεξίνης V στον 

προκαρυωτικό φορέα pCRII-TOPO 

(Α) Έλεγχος ποιότητας του ριβοσωμικού RNA με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. (Β) 

Εντοπισμός cDNA για Aννεξίνη V, μήκους 975 bp, σε πήκτωμα αγαρόζης. (Γ) Εντοπισμός του 

κλωνοποιημένου μορίου cDNA (975 bp) μετά από πέψη του ανασυνδυασμένου φορέα κλωνοποίησης 

pCRII-TOPO και επιβεβαίωση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του μορίου της ανθρώπινης Αννεξίνης V 

με ανάλυση πρωτοταγούς δομής. 

 
Η κλωνοποιημένη νουκλεοτιδική αλληλουχία της Αννεξίνης V, κατόπιν, 

εισήχθη στον ευκαρυωτικό φορέα έκφρασης pcDNA 3.1+ (5,4 kb) και ακολούθησε 

μετασχηματισμός και κλωνοποίηση κυττάρων του στελέχους BL21 του βακτηριακού 

είδους E.coli. Με ανάλυση πρωτοταγούς δομής επιβεβαιώθηκε η νουκλεοτιδική 

αλληλουχία του κλωνοποιημένου μορίου της Aννεξίνης V (Εικόνα 3.21). 
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Εικόνα 3.21: Κλωνοποίηση της κωδικοποιούσας περιοχής του γονιδίου της Aννεξίνης V στον 

ευκαρυωτικό φορέα έκφρασης pcDNA3.1+ 

Εντοπισμός του κλωνοποιημένου μορίου cDNA (975 bp) μετά από πέψη του ανασυνδυασμένου φορέα 

έκφρασης pcDNA3.1+ και επιβεβαίωση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του μορίου της ανθρώπινης 

Αννεξίνης V με ανάλυση πρωτοταγούς δομής. 
 

3.6.2 Επιμόλυνση ευκαρυωτικών κυττάρων CHO, μέσω ηλεκτροδιάτρησης, με τις 

κωδικοποιούσες περιοχές των γονιδίων των ανασυνδυασμένων μορίων της πλήρους 

μήκους DDC, της εναλλακτικής ισομορφής Αlt-DDC και του φυσικού αναστολέα 

Aννεξίνη V  

Κατά τη διαδικασία της ηλεκτροδιάτρησης εφαρμόζεται ισχυρό εξωτερικό 

ηλεκτρικό πεδίο (250 mV), με αποτέλεσμα την αύξηση της ηλεκτρικής αγωγιμότητας 

και διαπερατότητας της κυτταροπλασματικής μεμβράνης. Το ηλεκτρικό δυναμικό της 

μεμβράνης αυξάνεται σε όλο το μήκος της, με αποτέλεσμα τα φορτισμένα μόρια, όπως 

το DNA, να εισέρχονται στο εσωτερικό του κυττάρου. Τα επιμολυσμένα κύτταρα 

καλλιεργούνται σε τρυβλία στους 37 °C για 48 ώρες. Η διαδικασία επιλογής των 

κυτταρικών κλώνων που εκφράζουν την ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη πραγματοποιείται 

με την προσθήκη του αντιβιοτικού Γενετισίνη (G418 sulfate) στο θρεπτικό μέσο, με 

τελική συγκέντρωση 800 μg/ml. Το αντιβιοτικό αυτό είναι τοξικό για βακτήρια, 

μύκητες και άλλα ευκαρυωτικά κύτταρα που δεν φέρουν το αντίστοιχο γονίδιο 

ανθεκτικότητας. Η διαδικασία επιλογής διαρκεί δύο με τρεις εβδομάδες, ενώ η έκφραση 

της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης επιβεβαιώνεται με ανοσοστύπωση κατά Western.  
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Αρχικά, διερευνήθηκε η πιθανή έκφραση της DDC σε κύτταρα CHO. Πείραμα 

ανοσοεντοπισμού επιβεβαίωσε την απουσία έκφρασης του ενζύμου στη συγκεκριμένη 

κυτταρική σειρά (Εικόνα 3.22.Α). Σε κύτταρα CHO που επιμολύνθηκαν με την 

κωδικοποιούσα περιοχή του γονιδίου της ανθρώπινης ανασυνδυασμένης DDC 

(CHO/DDC) (Εικόνα 3.22.Β), της εναλλακτικής ισομορφής Αlt-DDC (CHO/Αlt-DDC) 

(Εικόνα 3.22.Γ) και της Aννεξίνης V (CHO/Annexin V) (Εικόνα 3.22.Δ)  

επιβεβαιώθηκε η έκφραση των πρωτεϊνών με ανοσοστύπωση κατά Western, με τη 

χρήση ειδικών πολυκλωνικών αντισωμάτων για τη DDC, την Αlt-DDC και την 

Aννεξίνη V, αντίστοιχα.  
 

 
Εικόνα 3.22: Ανοσοστύπωση σε επιμολυσμένα κύτταρα CHO 

(Α) Ανοσοεντοπισμός της DDC σε κύτταρα CHO. (Β) Ανοσοεντοπισμός της DDC σε επιμολυσμένα 

κύτταρα CHO με την κωδικοποιούσα περιοχή του γονιδίου της DDC. (Γ) Ανοσοεντοπισμός της Αlt-DDC 

σε επιμολυσμένα κύτταρα CHO με το cDNA της Αlt-DDC. (Δ) Ανοσοεντοπισμός της Aννεξίνης V σε 

επιμολυσμένα κύτταρα CHO με το cDNA της Aννεξίνης V. 

 

3.6.3 Κατασκευή διπλά επιμολυσμένων κυττάρων CHO με τις κωδικοποιούσες 

περιοχές των γονιδίων των ανασυνδυασμένων μορίων της  πλήρους μήκους DDC, της 

εναλλακτικής ισομορφής Αlt-DDC και του φυσικού αναστολέα Aννεξίνη V  

Με τη μέθοδο της ηλεκτροδιάτρησης, κατασκευάστηκαν διπλά επιμολυσμένα 

κύτταρα CHO. Σε κύτταρα CHO που επιμολύνθηκαν με τα cDNAs της DDC και της 

Aννεξίνης V (CHO/DDC/Annexin V) (Εικόνα 3.23.Α και 3.23.Β) και της Αlt-DDC και 

της Aννεξίνης V (CHO/Αlt-DDC/Annexin V) (Εικόνα 3.23.Γ και 3.23.Δ) 

επιβεβαιώθηκε η έκφραση των πρωτεϊνών με ανοσοστύπωση κατά Western, όπου 

χρησιμοποίηθηκαν ειδικά πολυκλωνικά αντισώματα.  

 

 
Εικόνα 3.23: Ανοσοστύπωση σε διπλά επιμολυσμένα κύτταρα CHO 

(Α) Ανοσοεντοπισμός της DDC σε διπλά επιμολυσμένα κύτταρα CHO με τις κωδικοποιούσες περιοχές 

των γονιδίων της DDC και της Aννεξίνης V. (Β) Ανοσοεντοπισμός της Aννεξίνης V σε διπλά 

επιμολυσμένα κύτταρα CHO με το cDNA της DDC και της Aννεξίνης V. (Γ) Ανοσοεντοπισμός της Αlt-

DDC σε διπλά επιμολυσμένα κύτταρα CHO με τις κωδικοποιούσες περιοχές των γονιδίων της Αlt-DDC 
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και της Aννεξίνης V. (Δ) Ανοσοεντοπισμός της Aννεξίνης V σε διπλά επιμολυσμένα κύτταρα CHO με το 

cDNA της Αlt-DDC και της Aννεξίνης V.  

 

3.6.4 Κυτταρικός εντοπισμός της DDC και της Αlt-DDC σε επιμολυσμένα κύτταρα 

CHO 

Για την πιστοποίηση προηγούμενων πειραματικών αποτελεσμάτων που 

υποδείκνυαν την παρουσία της DDC και της Αlt-DDC σε κυτταρικές μεμβράνες, 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα προσδιορισμού της κυτταρικής τοπολογίας της DDC 

και της Αlt-DDC σε επιμολυσμένα κύτταρα CHO, με τη χρήση του μη ανιονικού 

απορρυπαντικού Triton X-114.  

Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.24.Α, η DDC εντοπίζεται και στις τρεις 

φάσεις διαχωρισμού σε κύτταρα CHO επιμολυσμένα με την κωδικοποιούσα περιοχή 

του γονιδίου της DDC, ενώ η Αlt-DDC ανιχνεύεται μόνο στο ισχυρά υδρόφοβο ίζημα 

σε κύτταρα CHO επιμολυσμένα με το cDNA της Αlt-DDC (Εικόνα 3.24.Β). Η 

ετερογένεια που παρατηρείται στην κυτταρική τοπολογία υποδεικνύει την 

πολυπλοκότητα των μηχανισμών που εμπλέκονται στη ρύθμιση της έκφρασης και της 

κυτταρικής τοπολογίας της πλήρους μήκους και της εναλλακτικής ισομορφής της DDC.   

 

 
Εικόνα 3.24: Θερμοεπαγώμενος διαχωρισμός των πρωτεϊνών DDC και Alt-DDC με τη χρήση του 

μη ανιονικού απορρυπαντικού Triton X-114 σε επιμολυσμένα κύτταρα CHO 

(Α) Ανοσοεντοπισμός της DDC σε επιμολυσμένα κύτταρα CHO με την κωδικοποιούσα περιοχή του 

γονιδίου της DDC. (Β) Ανοσοεντοπισμός της Αlt-DDC σε επιμολυσμένα κύτταρα CHO με το cDNA της 

Αlt-DDC. Διαδρομή 1: Υδρόφιλη φάση, Διαδρομή 2: Υδρόφοβη φάση, Διαδρομή 3: Ισχυρά υδρόφοβο 

ίζημα. 

 

3.6.5 Μελέτη της ρύθμισης της ενζυμικής ενεργότητας της DDC από την Aννεξίνη V 

σε επιμολυσμένα κύτταρα CHO 

Με στόχο τη διερεύνηση της πιθανότητας αναστολής της ενζυμικής ενεργότητας 

του μορίου της DDC από την Aννεξίνη V, ακολουθήθηκε η μέθοδος ποσοτικού 

προσδιορισμού της ενζυμικής ενεργότητας (Fragoulis and Sekeris, 1975), όπως 

περιγράφθηκε στην § 2.3.3. Αρχικά, πείραμα ελέγχου για τον προσδιορισμό της 



    
  136 
 
 
 

ενζυμικής ενεργότητας της DDC σε ομογενοποίημα κυττάρων CHO επιβεβαίωσε την 

απουσία έκφρασής της (Εικόνα 3.25). Σε ομογενοποίημα κυττάρων CHO/DDC η ειδική 

ενζυμική ενεργότητα της DDC προσδιορίστηκε 14,32 ± 0,98 mUnits/mg, ενώ παρουσία 

της Aννεξίνης V σε διπλά επιμολυσμένα κύτταρα CHO/DDC/Annexin V, η ειδική 

ενζυμική ενεργότητα της DDC σχεδόν υποδεκαπλασιάστηκε (1,31 ± 0,06 mUnits/mg)  

(Εικόνα 3.25). Σε κύτταρα CHO/DDC όπου πραγματοποιήθηκε προσθήκη του χημικού 

αναστολέα της ενζυμικής ενεργότητας της DDC, καρβιντόπα, τελικής συγκέντρωσης 20 

μΜ, επίσης, μειώθηκε η ενζυμική ενεργότητα της DDC (6,71 ± 0,56 mUnits/mg), 

χωρίς, ωστόσο, να επηρεάζεται η βιωσιμότητα των κυττάρων (Εικόνα 3.25).  

 

Ειδική ενζυμική ενεργότητα της DDC (mUnits/mg)
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Εικόνα 3.25: Διαγραμματική απεικόνιση της ειδικής ενζυμικής ενεργότητας της DDC σε κύτταρα 

CHO, κύτταρα CHO επιμολυσμένα με το cDNA της DDC (CHO/DDC) και διπλά επιμολυσμένα 

κύτταρα CHO με το cDNA της DDC και της Aννεξίνης V (CHO/DDC/Αnnexin V) 

Η ειδική ενζυμική ενεργότητα εκφράζεται σε mUnits/mg, όπου 1 μονάδα ενζυμικής ενεργότητας (Unit) 

είναι το ποσό της DDC που μετασχηματίζει 1 μmole υποστρώματος L-Dopa σε ντοπαμίνη σε ένα λεπτό. 

Οι τιμές της ειδικής ενζυμικής ενεργότητας προέκυψαν από το μέσο όρο ± τυπική απόκλιση τριών 

ανεξάρτητων μετρήσεων. 

 

Στα κύτταρα CHO/DDC επιμολυσμένων με το cDNA  του φυσικού αναστολέα 

Aννεξίνη V και στα κύτταρα CHO/DDC που επωάστηκαν με 20 μM του χημικού 

αναστολέα καρβιντόπα για 24 ώρες, προσδιορίστηκε το ποσοστό της αναστολής της 

ενζυμικής ενεργότητας της DDC (Πίνακας 3.6). Στα κύτταρα CHO/DDC/Annexin V το 

ένζυμο αναστέλλεται κατά 90,85 % ± 6,01 %, ενώ στα κύτταρα CHO/DDC με 

καρβιντόπα αναστέλλεται κατά 53,14 % ± 3,22 %. 
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Πίνακας 3.6: % Ποσοστό αναστολής της ενζυμικής ενεργότητας της DDC σε κύτταρα 

CHO/DDC/Annexin V και CHO/DDC παρουσία 20 μΜ καρβιντόπα 

Η ειδική ενζυμική ενεργότητα εκφράζεται σε mUnits/mg, όπου 1 μονάδα ενζυμικής ενεργότητας (Unit) 

είναι το ποσό της DDC που μετασχηματίζει 1 μmole υποστρώματος L-Dopa σε ντοπαμίνη σε ένα λεπτό. 

Οι τιμές της ειδικής ενζυμικής ενεργότητας προέκυψαν από το μέσο όρο ± τυπική απόκλιση τριών 

ανεξάρτητων μετρήσεων. 

 

3.6.6 Μελέτη της επίδρασης του φυσικού αναστολέα Aννεξίνη V στην ειδική 

ενζυμική ενεργότητα της DDC σε κύτταρα CHO/DDC και ΗΕΚ-293  

Με στόχο την περαιτέρω διερεύνηση της εξάρτησης της ενζυμικής ενεργότητας 

της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης από το φυσικό αναστολέα Aννεξίνη V, αυξανόμενες 

ποσότητες ομογενοποιήματος κυττάρων CHO επιμολυσμένων με το cDNA της 

Aννεξίνης V επωάστηκαν με 100 μg ομογενοποιήματος κυττάρων CHO/DDC. Όπως 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.26, η ειδική ενζυμική ενεργότητα της DDC μειώνεται 

παρουσία  αυξανομένων ποσοτήτων του αναστολέα Aννεξίνη V.  

Παρόμοιο φαινόμενο μείωσης της ειδικής ενζυμικής ενεργότητας της DDC 

εμφανίζεται και στα κύτταρα HEK-293 (ανθρώπινα νεφρικά εμβρυονικά κύτταρα) μετά 

από επώαση με ομογενοποίημα κυττάρων CHO, επιμολυσμένων με το cDNA της 

Aννεξίνης V (Εικόνα 3.27). Τα αποτελέσματα αυτά πιστοποιούν την πιθανή συμμετοχή 

του φυσικού αναστολέα Aννεξίνη V στη ρύθμιση της ενζυμικής ενεργότητας της L-

Dopa αποκαρβοξυλάσης σε κυτταρικές σειρές και επιβεβαιώνουν πρόσφατες 

παρατηρήσεις των Vassiliou et al., (2009), σύμφωνα με τις οποίες ο αναστολέας 

Aννεξίνη V που απομονώνεται από τον ανθρώπινο πλακούντα έχει σημαντική 

ανασταλτική ενεργότητα ως προς τη DDC. 
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Ειδική ενζυμική ενεργότητα της DDC σε κύτταρα 
CHO/DDC παρουσία του αναστολέα Annexin V
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Εικόνα 3.26: Προσδιορισμός της ειδικής ενζυμικής ενεργότητας της DDC κυττάρων CHO/DDC 

μετά από επώαση με αυξανόμενες ποσότητες ομογενοποιήματος κυττάρων CHO/Annexin V 

Η ειδική ενζυμική ενεργότητα εκφράζεται σε mUnits/mg, όπου 1 μονάδα ενζυμικής ενεργότητας (Unit) 

είναι το ποσό της DDC που μετασχηματίζει 1 μmole υποστρώματος L-Dopa σε ντοπαμίνη σε ένα λεπτό. 

Οι τιμές της ειδικής ενζυμικής ενεργότητας προέκυψαν από το μέσο όρο ± τυπική απόκλιση τριών 

ανεξάρτητων μετρήσεων. 
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Ειδική ενζυμική ενεργότητα της DDC σε κύτταρα 
ΗΕΚ-293 παρουσία του αναστολέα Annexin V
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Εικόνα 3.27: Προσδιορισμός της ειδικής ενζυμικής ενεργότητας της DDC κυττάρων ΗΕΚ-293 μετά 

από επώαση με αυξανόμενες ποσότητες ομογενοποιήματος κυττάρων CHO/Annexin V 

 Η ειδική ενζυμική ενεργότητα εκφράζεται σε mUnits/mg, όπου 1 μονάδα ενζυμικής ενεργότητας (Unit) 

είναι το ποσό της DDC που μετασχηματίζει 1 μmole υποστρώματος L-Dopa σε ντοπαμίνη σε ένα λεπτό. 

Οι τιμές της ειδικής ενζυμικής ενεργότητας προέκυψαν από το μέσο όρο ± τυπική απόκλιση τριών 

ανεξάρτητων μετρήσεων. 

 

3.6.7 Μελέτη της επίδρασης ανασταλτικών μορίων στην ενζυμική ενεργότητα της 

DDC σε αποπτωτικά κύτταρα 

Η ντοπαμίνη (DA) θεωρείται από πολλούς ερευνητές ως μία πιθανή ενδοτοξίνη 

(Weingarten and Zhou, 2001), η οποία ενέχει σημαντικό ρόλο στον εκφυλισμό των 

ντοπαμινεργικών νευρώνων στη νόσο του Parkinson και  στον προγραμματισμένο 

κυτταρικό θάνατο (Graham et al., 1978; Shih et al., 1999). Σε μια προσπάθεια να 

διερευνηθεί ο πιθανός ρόλος της DDC και άρα της κυτταροπλασματικής ντοπαμίνης 

στην απόπτωση, καθώς και της Aννεξίνης V που θεωρείται δείκτης απόπτωσης 

(Monceau et al., 2004; Rescher and Gerke, 2004) και αναστέλλει την ενζυμική 

ενεργότητα της DDC, μελετήθηκε η επίδραση ανασταλτικών μορίων στην ενζυμική 

ενεργότητα της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης σε κύτταρα όπου επάγονται φαινόμενα 

απόπτωσης.  

Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα CHO, κύτταρα CHO επιμολυσμένα 

με την κωδικοποιούσα περιοχή του γονιδίου της DDC (CHO/DDC), και διπλά 
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επιμολυσμένα κύτταρα CHO με το cDNA της DDC και της Aννεξίνης V 

(CHO/DDC/Αnnexin V). Παράλληλα, σε κύτταρα CHO/DDC πραγματοποιήθηκε 

προσθήκη του χημικού αναστολέα της ενζυμικής ενεργότητας της DDC, καρβιντόπα, 

τελικής συγκέντρωσης 20 μΜ, παρουσία της οποίας προκαλείται αναστολή της 

ενζυμικής ενεργότητας της DDC, αλλά δεν επηρεάζεται η βιωσιμότητα των κυττάρων.  

Για την επαγωγή φαινομένων απόπτωσης στις κυτταρικές σειρές CHO, 

CHO/DDC και CHO/DDC/Annexin V προστέθηκαν 100 nM σταυροσπορίνης 

διαλυτοποιημένης σε DMSO (Dimethylsulfoxide) και ακολούθησε επώαση 24 ωρών. 

Τα κύτταρα συλλέχθηκαν και προσδιορίστηκε η κυτταροτοξικότητα με τη χρωστική 

Trypan blue (§ 2.3.16). Τα αποτελέσματα προσδιορισμού της κυτταροτοξικότητας μετά 

την προσθήκη σταυροσπορίνης στις υπό μελέτη κυτταρικές σειρές συνοψίζονται στην 

Εικόνα 3.28. 

 

Επίδραση της ρύθμισης της ενεργότητας της DDC στην 
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Εικόνα 3.28: Προσδιορισμός της % κυτταροτοξικότητας μετά από επώαση με 100 nM 

σταυροσπορίνης για 24 ώρες στις κυτταρικές σειρές CHO, CHO/DDC, CHO/DDC/Annexin V και 

CHO/DDC με 20 μΜ καρβιντόπα  

Οι τιμές προέκυψαν από το μέσο όρο ± τυπική απόκλιση τριών ανεξάρτητων μετρήσεων. 

 

Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.28, επίδραση 100 nM σταυροσπορίνης για 

24 ώρες στην κυτταρική σειρά CHO προκαλεί φαινόμενα κυτταροτοξικότητας σε 

ποσοστό 8,89 % ± 0,76 %. Κύτταρα τα οποία έχουν επιμολυνθεί με την κωδικοποιούσα 

περιοχή της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης, μετά από επώαση με σταυροσπορίνη, 

εμφανίζουν επίπεδα κυτταροτοξικότητας 47,16 % ± 4,55 %. Σε κύτταρα CHO στα 

οποία έχει πραγματοποιηθεί διπλή επιμόλυνση με το cDNA της DDC και της Aννεξίνης 

V η κυτταροτοξικότητα εμφανίζεται σε ποσοστό 24,77 % ± 2,03 %. Επιπλέον, κύτταρα 
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τα οποία συνεπωάζονται με το χημικό αναστολέα της ενζυμικής ενεργότητας της DDC, 

καρβιντόπα, οδηγούνται προς αποπτωτικό θάνατο σε ποσοστό 30,73 % ± 4,66 %. 

Σύμφωνα με τα παραπάνω αποτελέσματα, θεωρείται πιθανή η συμμετοχή του ενζύμου 

DDC στην επαγωγή αποπτωτικών φαινομένων, καθώς στα κύτταρα CHO που δεν 

εκφράζεται η πρωτεΐνη DDC σημειώνεται το μικρότερο ποσοστό κυτταροτοξικότητας. 

Η παρατήρηση αυτή ενισχύεται από το γεγονός ότι παρουσία είτε του φυσικού 

αναστολέα Aννεξίνη V ή του χημικού αναστολέα της ενζυμικής ενεργότητας της DDC, 

τα κύτταρα CHO/DDC οδηγούνται σε αποπτωτικά φαινόμενα σε μικρότερο βαθμό.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Στην παρούσα διδακτορική διατριβή παρουσιάζονται για πρώτη φορά η 

έκφραση της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης και η μελέτη ρυθμιστικών μορίων της 

ενζυμικής ενεργότητας της DDC σε ανθρώπινες κυτταρικές σειρές νευρικής και μη 

νευρικής προέλευσης. Μελετάται, επίσης, η τοπολογία, καθώς και ο ρόλος των 

αλληλεπιδράσεων του μορίου με αναστολείς της ενζυμικής του ενεργότητας σε 

καρκινικά και αποπτωτικά κύτταρα.  

Μέχρι πρόσφατα εθεωρείτο ότι ο μηχανισμός εναλλακτικής συρραφής στην 5’ 

μη μεταφραζόμενη περιοχή του γονιδίου της DDC υπό την επίδραση διαφορετικών 

υποκινητών είναι υπεύθυνος για την ιστοειδική έκφραση του γονιδίου (Jahng et al., 

1996; Sumi-Ichinose et al., 1992), άποψη που πλέον έχει καταρριφθεί από 

δημοσιευμένα αποτελέσματα του εργαστηρίου μας (Kokkinou et al., 2009a; Siaterli et 

al., 2003; Vassilacopoulou et al., 2004). Για την περαιτέρω μελέτη των αποτελεσμάτων 

αυτών, μελετήθηκε η έκφραση του γονιδίου της DDC στην καρκινική κυτταρική σειρά 

νευρικής προέλευσης SH-SY5Y (Ανθρώπινο νευροβλάστωμα) και στα καρκινικά 

κύτταρα μη νευρικής προέλευσης HeLa (Αδενοκαρκίνωμα τραχήλου μήτρας) και ΗΤΒ-

14 (Ανθρώπινο γλοιοβλάστωμα, αστροκύτωμα). Ανάλυση πρωτοταγούς δομής έδειξε 

ότι στην κυτταρική σειρά SH-SY5Y εκφράζεται το πλήρους μήκους νευρικού τύπου 

μετάγραφο της DDC, ενώ στα κύτταρα HeLa και ΗΤΒ-14 το μη-νευρικού τύπου 

πλήρους μήκους mRNA. Επίσης, στις τρεις κυτταρικές σειρές εκφράζεται το 

εναλλακτικό μετάγραφο της DDC, από το οποίο απουσιάζει το εξώνιο 3 (1284 bp), το 

οποίο δείχθηκε ότι είναι νευρικού τύπου. Είναι φανερό από τα δεδομένα αυτά ότι 

καταρρίπτεται το δόγμα της ιστοειδικής αλληλοαναιρούμενης έκφρασης των 

μεταγράφων της DDC. Επίσης, για πρώτη φορά ανιχνεύθηκε έκφραση της DDC στα 

κύτταρα HeLa. Σε προηγούμενη μελέτη είχε υποστηριχθεί ότι κανένα από τα δύο τύπων 

μετάγραφα της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης δεν ανιχνεύονται στη συγκεκριμένη 

κυτταρική σειρά (Sumi-Ichinose et al., 1995).  

Η συσχέτιση της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης με διάφορες μορφές καρκίνου 

αποτελεί έναν από τους πλέον ενδιαφέροντες χώρους έρευνας στα πλαίσια μελέτης του 

ενζύμου. Εκτός από το καθαρά επιστημονικό ενδιαφέρον, ιδιαίτερα σημαντικές είναι οι 

δυνατότητες για χρήση της DDC ως καρκινικό δείκτη, αλλά και ως μόριο στόχο για 

επιλεκτική θανάτωση καρκινικών κυττάρων. Η έκφραση της DDC έχει προταθεί ως 

διαγνωστικός δείκτης καρκινικών κυττάρων νευροενδοκρινούς προέλευσης (Gazdar et 
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al., 1988). Έχει αναφερθεί ότι η ενεργότητα της DDC μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως 

διαγνωστικό εργαλείο για τη διάκριση μικροκυτταρικού καρκινώματος πνεύμονα 

(SCLC) από άλλους τύπους καρκίνου πνεύμονα, αλλά και το βαθμό ανάπτυξης και 

διαφοροποίησης κάθε τύπου όγκου (Baylin et al., 1980; Nagatsu et al., 1985). Επιπλέον, 

έχει βρεθεί ότι βρογχικά καρκινοειδή και νευροενδοκρινή καρκινώματα πνεύμονα 

χαμηλής διαφοροποίησης χαρακτηρίζονται από την έκφραση υψηλών επιπέδων mRNA 

της DDC (Uccella et al., 2006). Επίσης, η υπερέκφραση του mRNA της DDC και της 

TH είναι ειδικό γνώρισμα μεταξύ των παιδικών καρκίνων για το νευροβλάστωμα και 

έχει δειχθεί ότι μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την διαφορική διάγνωση του 

νευροβλαστώματος από τους άλλους τύπους παιδικού καρκίνου (Gilbert et al., 1999). 

Υψηλά επίπεδα του mRNA της DDC εντοπίσθηκαν στο μικροκυτταρικό καρκίνωμα 

του πνεύμονα και σε μια κυτταρική σειρά νευροβλαστώματος (την σειρά SK-N-SH) 

(Vachtenheim and Novotna, 1997). Στους δύο αυτούς τύπους καρκίνου το mRNA που 

ανιχνεύεται είναι του νευρικού τύπου. Σε άλλες μορφές καρκίνου που εξετάσθηκαν 

(μη-μικροκυτταρικό καρκίνωμα του πνεύμονα, οστεοσάρκωμα και μελάνωμα) τα 

επίπεδα του mRNA για την DDC είναι πολύ χαμηλότερα. Στο μελάνωμα ανιχνεύεται 

mRNA νευρικού τύπου, ενώ στις υπόλοιπες δύο μη νευρικού τύπου. Σύμφωνα με τους 

ερευνητές, ο τύπος του mRNA της DDC μπορεί να υποδεικνύει την εμβρυονική 

προέλευση (νευρική και μη νευρική) του όγκου. 

Πειράματα ανοσοστύπωσης αποκάλυψαν την έκφραση της L-Dopa 

αποκαρβοξυλάσης στις κυτταρικές σειρές SH-SY5Y, HeLa και ΗΤΒ-14, καθώς και της 

εναλλακτικής ισομορφής Alt-DDC (Vassilacopoulou et al., 2004) στα κύτταρα SH-

SY5Y και HeLa, αντικατοπτρίζοντας πλαστικότητα στην έκφραση των πρωτεϊνικών 

ισομορφών της DDC. Ενζυμική ενεργότητα του μορίου ανιχνεύθηκε μόνο στα κύτταρα 

νευροβλαστώματος, όπου η τιμή της προσδιορίστηκε στα 10,03 ± 0,74 mUnits/mg.  Η 

απουσία ενεργότητας ως προς την αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa στα κύτταρα HeLa 

και ΗΤΒ-14 θα μπορούσε να αποδοθεί στην παρουσία ενός ενδογενούς ανασταλτικού 

μορίου. 

Πρόσφατα, οι Siaterli et al. (2003) περιέγραψαν την ανίχνευση μιας ανενεργού 

μορφής, ως προς την αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa, DDC στον ανθρώπινο πλακούντα. 

Η κλωνοποίηση ανθρώπινου DDC cDNA από πλακούντα και η ακόλουθη ανάλυση της 

πρωτοταγούς δομής της κωδικοποιούσας περιοχής του ενζύμου δεν έδειξαν διαφορές 

στην πρωτοταγή δομή του ενζύμου από τον πλακούντα, όταν συγκρίθηκε με την 

πρωτοταγή δομή της DDC από ανθρώπινο φαιοχρωμοκύτωμα (Siaterli et al., 2003). Η 
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ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη που κλωνοποιήθηκε και εκφράστηκε, ωστόσο, ήταν ενεργή 

ως προς την αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa. Η παρουσία του ενδογενούς αναστολέα 

είναι πιθανόν να εξηγεί την ανενεργή μορφή της DDC που ανιχνεύεται σε ανθρώπινο 

πλακούντα. Ανενεργές μορφές και άλλων ενζύμων της βιοσυνθετικής οδού των 

κατεχολαμινών, όπως της υδροξυλάσης της τυροσίνης (TH), έχουν εντοπιστεί στο 

ραβδωτό σώμα των αρουραίων και σε ανθρώπινα επινεφρίδια (Mogi et al., 1984; 

Okuno and Fujisawa, 1991). Στην περίπτωση του ραβδωτού σώματος του αρουραίου, οι 

ερευνητές πρότειναν ότι η ανενεργή μορφή παράγεται από τη δράση των τελικών 

προϊόντων του ενζύμου, όπως τη ντοπαμίνη.  

Ύπαρξη ενδογενών αναστολέων της ενζυμικής ενεργότητας της DDC έχει 

αναφερθεί σε μελέτες σιελογόνων αδένων (Hashimoto et al., 1980; Rahman et al., 

1981a), σε κύτταρα ανθρώπινου φαιοχρωμοκυττώματος (Ichinose et al., 1985), καθώς 

και σε ορό ιαπωνικών πιθήκων (Macaca fuscata fuscata) (Rahman et al., 1984). Ο 

ενδογενής αναστολέας στον ορό των ιαπωνικών πιθήκων ανέστειλε πλήρως την 

αποκαρβοξυλίωση της L-5-HTP και μερικώς την αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa από τη 

DDC (Rahman et al., 1984). Επίσης, στον υπογνάθιο αδένα αρουραίου δείχθηκε η 

ύπαρξη τριών διαφορετικών ανασταλτικών μορίων (Hashimoto et al., 1980). 

Πρόσφατα, στο εργαστήριό μας ανιχνεύθηκαν δύο σημαντικά ανασταλτικά μόρια της 

ενζυμικής ενεργότητας  της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης σε ορό ανθρώπινου αίματος 

(Vassiliou et al., 2005) και ανθρώπινο πλακούντα (Vassiliou et al., 2009). 

Για πολλά χρόνια εθεωρείτο ότι η DDC αποτελεί ένα κυτταροπλασματικό 

ένζυμο (Lovenberg et al., 1962; Sims et al., 1973), άποψη που δεν επιβεβαιώνεται από 

δεδομένα του εργαστηρίου μας, που απέδειξαν την ύπαρξη της DDC στο μεμβρανικό 

κλάσμα εγκέφαλου ποντικού (Poulikakos et al., 2001) και λευκής και ώριμης νύμφης  

του εντόμου Ceratitis capitata (Poulikakos et al., 2002). Προκειμένου να μελετηθεί η  

κυτταρική τοπολογία του ενζύμου πραγματοποιήθηκαν πειράματα σχετικά με τον 

εντοπισμό της DDC και της Αlt-DDC σε κυτταρικές σειρές νευρικής και μη νευρικής 

προέλευσης με τη χρήση του αμφιφιλικού (μη-ιονικού) απορρυπαντικού Triton X-114.  

Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών  ανάλογα με 

τη σχετική υδροφοβικότητά τους. Ο θερμοεπαγώμενος διαχωρισμός φάσεων με τη 

χρήση Triton Χ-114 αποτελεί μέχρι σήμερα την ισχυρότερη τεχνική πιστοποίησης του 

μεμβρανικού εντοπισμού πρωτεϊνικών μορίων (Pryde and Phillips, 1986). Το Triton X-

114 είναι ένας μη-ιονικός (αμφιφιλικός) παράγοντας, ο οποίος διαχωρίζει τις πρωτεΐνες 

σε τρεις φάσεις. Οι εξαιρετικά υδρόφοβες πρωτεΐνες, καθώς και ορισμένες πρωτεΐνες 
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που συνδέονται με τη μεμβράνη μέσω άγκυρας λιπιδίων ή G-PI άγκυρας, διαχωρίζονται 

στην ισχυρά υδρόφοβη φάση, στην οποία δε διαλυτοποιείται το Triton X-114. Οι 

υδρόφοβες πρωτεΐνες ανακτώνται στην υδρόφοβη φάση (φάση εμπλουτισμένη σε 

Triton X-114), ενώ οι υδρόφιλες πρωτεΐνες ανακτώνται στην υδρόφιλη φάση, στην 

οποία, επίσης, δε διαλυτοποιείται το Triton X-114 (Bordier, 1981).  

Δείγματα ομογενοποιημάτων από τις κυτταρικές σειρές SH-SY5Y (Aνθρώπινο 

νευροβλάστωμα), HTB-14 (Ανθρώπινο γλοιοβλάστωμα, αστροκύτωμα) και HEK-293 

(Ανθρώπινα εμβρυονικά νεφρικά κύτταρα) υποβλήθηκαν σε θερμοεπαγώμενο 

διαχωρισμό φάσεων παρουσία του απορρυπαντικού Triton Χ-114. Πειράματα 

ανοσοστύπωσης έδειξαν την ανάκτηση της DDC και στις τρεις φάσεις διαχωρισμού 

στις κυτταρικές σειρές SH-SY5Y και HEΚ-293, ενώ στην κυτταρική σειρά HTB-14 η 

DDC απουσίαζε από τη φάση των υδρόφιλων πρωτεϊνών. Παρόμοια αποτελέσματα 

έχουν δημοσιευθεί σε παλαιότερη εργασία (Kuhn et al., 1990), στην οποία αναφέρθηκε 

η απουσία της υδροξυλάσης της τυροσίνης (ΤΗ) από το υδρόφιλο κλάσμα εκκριτικών 

κοκκίων από μυελό επινεφριδίων βοός, μετά από κατεργασία με Triton X-114. Μετά 

τον θερμοεπαγώμενο διαχωρισμό φάσεων παρουσία Triton X-114, η Alt-DDC 

εντοπίστηκε στην υδρόφιλη φάση και στο ισχυρά υδρόφοβο ίζημα στα κύτταρα SH-

SY5Y και σε όλα τα κλάσματα στα HEΚ-293. Η ετερογένεια που παρατηρείται στην 

κυτταρική τοπολογία τόσο της πλήρους μήκους DDC όσο και της εναλλακτικής 

ισομορφής της Alt-DDC, υποδηλώνει την πολυπλοκότητα στη ρύθμιση της έκφρασης 

των μορίων.  

Κατεργασία με το απορρυπαντικό Triton Χ-114 οδήγησε στην ανάκτηση του 

φυσικού αναστολέα Αννεξίνη V και στις τρεις φάσεις διαχωρισμού σε όλες τις υπό 

μελέτη κυτταρικές σειρές. Είναι γνωστό ο μηχανισμός με τον οποίο προσδένεται η 

Αννεξίνη V στη φωσφολιπιδιακή μεμβράνη εξαρτάται από τη συγκέντρωση ασβεστίου 

και τη σύσταση φωσφολιπιδίων (Schlaepfer et al., 1992). Σε κατάσταση ηρεμίας του 

κυττάρου, όπου η ενδοκυτταρική συγκέντρωση Ca2+ είναι χαμηλή, η Αννεξίνη V 

εντοπίζεται κυρίως σε διαλυτή μορφή παρουσιάζοντας μικρή συγγένεια για το 

ασβέστιο. Κατά τη διάρκεια κυτταρικής διέγερσης, η συγκέντρωση του Ca2+ αυξάνεται 

παρακείμενα των μεμβρανών, με αποτέλεσμα η Αννεξίνη V να δεσμεύεται στη 

μεμβρανική επιφάνεια και να σχηματίζει τριμερή ή εξαμερή σύμπλοκα (Pigault et al., 

1994; Seaton and Dedman, 1998). Έχει προταθεί ότι πολλά μεμβρανο-συνδεόμενα 

ένζυμα αναστέλλονται από την Αννεξίνη V κατόπιν ολιγομερισμού του μορίου γύρω 

από τις μεμβρανικές πρωτεΐνες (Pigault et al., 1994). Ένας άλλος μηχανισμός 
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αναστολής είναι η απομόνωση φωσφολιπιδιακών επιφανειών (phospholipid 

sequestration), καθώς σχηματίζονται μεγάλα φύλλα από συσσωματωμένη Αννεξίνη V 

πάνω στις μεμβρανικές περιοχές, όπως συμβαίνει στην περίπτωση της προθρομβινάσης 

(Andree et al., 1992) και της πρωτεϊνικής κινάσης C (PKC) (Dubois et al., 1998). Είναι 

πιθανόν, η ύπαρξη περισσότερων του ενός υποπληθυσμών μορίων με διαφορετικό 

βαθμό υδροφοβικότητας, τόσο του ενζύμου της DDC όσο και του αναστολέα της 

ενεργότητάς της, να αντανακλούν διαφορές στη φύση και στην ισχύ της διασύνδεσής 

τους με τη μεμβρανική διπλοστιβάδα, στοιχείο σημαντικό για τη ρύθμιση της δράσης 

της DDC, όσο και τη γενικότερη θεώρηση της βιοσυνθετικής οδού των κατεχολαμινών. 

Οι ρυθμιστικοί μηχανισμοί του ενζύμου, όπως το σύστημα αδενυλικής κυκλάσης, η 

ρύθμιση μέσω PKA και PKC, καθώς και η ρύθμιση μέσω προσυναπτικών και 

μετασυναπτικών υποδοχέων, σε πολλές περιπτώσεις περιλαμβάνουν παράγοντες 

συνδεδεμένους με τη μεμβρανική διπλοστιβάδα. Τα υπόλοιπα τρία ένζυμα της 

μεταβολικής οδού των κατεχολαμινών, η υδροξυλάση της τυροσίνης (TH) (Kuhn et al., 

1990), η β-υδροξυλάση της ντοπαμίνης (DBH) (Sabban et al., 1983) και η Ν-μεθυλ-

τρανσφεράση (PNMT) (Kelner et al., 1986) έχουν, επίσης ανιχνευθεί, τόσο σε 

κυτταροπλασματική, όσο και σε μορφή που συνδέεται με τις μεμβράνες.           

Λόγω του εντοπισμού της DDC και της Αlt-DDC σε όλες τις φάσεις 

διαχωρισμού στις υπό μελέτη κυτταρικές σειρές, ακολούθησε περαιτέρω διερεύνηση 

του φαινομένου αυτού, μελετώντας της πιθανότητα απελευθέρωσης της DDC από το 

μεμβρανικό κλάσμα. Για τη μελέτη αυτή επιλέχθηκαν τα κύτταρα ΗΕΚ-293, τα οποία 

εμφανίζουν υψηλά επίπεδα ενεργότητας της DDC και είναι ανθρώπινα εμβρυονικά 

νεφρικά κύτταρα. Η διαλυτοποίηση των μεμβρανοσυνδεόμενων μορίων της DDC 

βρέθηκε ότι εξαρτάται από τη επίδραση του pH και το χρόνο επώασης, ενώ πειράματα 

προσδιορισμού της ενζυμικής ενεργότητας της DDC επιβεβαίωσαν την απελευθέρωση 

ενζυμικά ενεργών μορίων ως προς την αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa, με τιμή ειδικής 

ενεργότητας 10,37 ± 0,13 mUnits/mg. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι μόνο ένα 

μέρος των μεμβρανοσυνδεόμενων ενζύμων της DDC απελευθερώνεται στο διαλυτό 

κλάσμα. Τα αποτελέσματα αυτά, σε συνδυασμό με τα πειράματα υποκυτταρικού 

ανοσοεντοπισμού της DDC με τη μέθοδο του Triton X-114, υποδεικνύουν την ύπαρξη 

του ενζύμου σε πολλαπλές κυτταρικές τοπολογίες και αποκλείουν την πιθανότητα της 

μη ειδικής σύνδεσης του διαλυτού ενζύμου με το μεμβρανικό κλάσμα. Τα δεδομένα 

αυτά συμφωνούν με προηγούμενες μελέτες του εργαστηρίου μας (Poulikakos et al., 

2001; Poulikakos et al., 2002), σύμφωνα με τις οποίες ποικίλοι πληθυσμοί ενεργών 
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μορίων DDC έχουν διαφορετικό βαθμό υδροφοβικότητας και δε συνδέονται με γέφυρα 

γλυκοσυλ-φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης με τη μεμβράνη, χωρίς ωστόσο να αμφισβητείται η 

πιθανότητα σύνδεσή τους με άλλο τμήμα λιπιδίων. Επίσης, πειράματα προσδιορισμού 

της ενζυμικής ενεργότητας της DDC έδειξαν ότι το αρχικό μεμβρανικό κλάσμα πριν 

την απελευθέρωση της DDC παρουσιάζει περίπου διπλάσια ειδική ενζυμική ενεργότητα 

(5,96 ± 0,62 mUnits/mg) από το τελικό μεμβρανικό κλάσμα, το οποίο προκύπτει μετά 

τη διαλυτοποίηση της DDC (2,92 ± 0,45 mUnits/mg). Επιπρόσθετα, στο υπερκείμενο 

δείγμα μετά την απελευθέρωση των μορίων της DDC, η ειδική ενζυμική ενεργότητα 

(10,37 ± 0,13 mUnits/mg) είναι περίπου διπλάσια του αρχικού μεμβρανικού 

κλάσματος. Συνεπώς, η σύνδεση της DDC με το μεβρανικό κλάσμα θα μπορούσε να 

αποτελεί ένα πιθανό μηχανισμό για τη ρύθμιση της ενζυμικής ενεργότητας του μορίου, 

αλλάζοντας την κυτταρική τοπολογία του, καθώς είναι εμφανές ότι τα 

απελευθερούμενα μόρια προέρχονται από μόρια συνδεδεμένα με τις μεμβράνες. 

Παρόμοια αποτελέσματα έχουν δημοσιευθεί για το ένζυμο υδροξυλάση της τυροσίνης 

(Morita et al., 1987), σύμφωνα με τα οποία έχει δειχθεί ότι επώαση του διαλυτού 

κλάσματος της ΤΗ με απομονωμένες μεμβράνες των χρωμιόφιλων κοκκίων του μυελού 

των επινεφριδίων οδηγεί σε μείωση της ενεργότητας του διαλυτού ενζύμου. Μέσω της 

αλληλεπίδρασης του διαλυτού ενζύμου με τη μεμβρανική επιφάνεια των κοκκίων, ένα 

μέρος του διαλυτού ενζύμου μειώνει την ενεργότητά του, ενώ η απελευθέρωση της 

μεμβρανοσυνδεόμενης ΤΗ στο διαλυτό κλάσμα συμβάλλει στην αύξηση της ποσότητας 

του ενεργού ενζύμου μέσα στο κύτταρο.  

Με σκοπό την περαιτέρω διερεύνηση του μηχανισμού απελευθέρωσης της 

μεμβρανοσυνδεόμενης DDC, μελετήθηκε η επίδραση δισθενών κατιόντων και 

αναστολέων πρωτεασών στη διαλυτοποίηση των μεμβρανοσχετιζόμενων μορίων. 

Αυξανόμενες συγκεντρώσεις ιόντων Zn2+ προκάλεσαν την αύξηση της απελευθέρωσης 

της DDC στο υπερκείμενο κλάσμα, σε αντίθεση με τα ιόντα Ca2+ και Mg2+ που την 

ανέστειλαν. Αυξανόμενες συγκεντρώσεις των αναστολέων πρωτεασών απροτινίνη, 

λευπεπτίνη, N-αιθυλομηλεϊμίδιο και ιωδοακεταμίδιο, επίσης, προκάλεσαν αναστολή 

της διαλυτοποίησης των μεμβρανοσυνδεόμενων μορίων της DDC. Παρά το γεγονός ότι 

δεν είναι γνωστά μέχρι σήμερα τα μόρια που επάγουν ή αναστέλλουν τη διαλυτοποίηση 

της DDC από τις μεμβράνες, θεωρείται πιθανό το φαινόμενο να ελέγχεται από 

διάφορους παράγοντες, η λειτουργία των οποίων εξαρτάται από την παρουσία 

συγκεκριμένων δισθενών ιόντων. Η αναστολή του φαινομένου ενδεχομένως να 

οφείλεται στο γεγονός ότι χρειάζεται η πρωτεόλυση ενός ειδικού πεπτιδικού δεσμού, 
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προκειμένου να απελευθερωθεί το ένζυμο. Είναι γνωστό από προηγούμενες μελέτες ότι 

η απελευθέρωση μεμβρανοσυνδεόμενων μορίων, όπως συμβαίνει στην περίπτωση της 

πρόδρομης πρωτεΐνης του αμυλοειδούς (Amyloid Precursor Protein, APP) 

(Vassilacopoulou et al., 1995), πραγματοποιείται μέσω ενζυμικού μηχανισμού, που 

εξαρτάται από την παρουσία δισθενών κατιόντων και αναστολέων πρωτεασών, ενώ 

αρκετά βιβλιογραφικά δεδομένα υποστηρίζουν ότι η ενζυμική ενεργότητα πολλών 

πρωτεασών εξαρτάται από την παρουσία δισθενών ιόντων (Fisher and Scheller, 1988). 

Η πιθανότητα αυτή ενισχύεται από παρόμοια δεδομένα που προτείνουν τη συμμετοχή 

πρωτεασών στη διαλυτοποίηση σημαντικών εκτοπρωτεϊνών και διαμεμβρανικών 

πρωτεϊνών (Ehlers and Riordan, 1991; Ripellino et al., 1994). Ωστόσο, για τη 

διαλεύκανση του φαινομένου αυτού διερεύνηση της ύπαρξης πιθανών διαμεμβρανικών 

περιοχών, μέσω διαφορετικών προγραμμάτων της βιοπληροφορικής, δεν έδωσε σαφή 

αποτελέσματα. Σύμφωνα με το πρόγραμμα TMpred, η L-Dopa αποκαρβοξυλάση 

φαίνεται να διαθέτει δύο πιθανές διαμεμβρανικές έλικες. Η πρώτη περιοχή έχει μήκος 

21 αμινοξέων (αμινοξέα 88 έως 108), ενώ η δεύτερη διαθέτει 22 αμινοξικά κατάλοιπα 

(αμινοξέα 231 έως 252). Λαμβάνοντας υπόψη τα αποτελέσματα από το πρόγραμμα 

PSORT, δε φαίνεται το ένζυμο να έχει ούτε αμινοτελική σηματοδοτική αλληλουχία ή 

διαμεμβρανικές περιοχές. Αντίθετα, από το πρόγραμμα TOPCONS προτείνεται ότι το 

μόριο διαθέτει ένα διαμεμβρανικό τμήμα μεταξύ των αμινοξέων 87 έως 107. Ως εκ 

τούτου, δεν μπορούν να εξαχθούν ασφαλή συμπεράσματα για το μηχανιμό πρόσδεσης 

της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης με το μεμβρανικό κλάσμα.  

Η παρουσία πρωτεϊνών που βρίσκονται σε διαλυτές και μεμβρανοσυνδεόμενες 

μορφές φαίνεται να είναι ένα εξαιρετικά διαδεδομένο φαινόμενο (Ehlers and Riordan, 

1991). Παρουσιάζεται ως μία χρήσιμη και κοινά χρησιμοποιούμενη επιλογή, η οποία 

επιτρέπει στα κύτταρα να πολλαπλασιάζουν τους λειτουργικούς ρόλους των πρωτεϊνών 

με την ελάχιστη επένδυση σε ενέργεια και δομική πολυπλοκότητα. Πολυάριθμα 

πρωτεϊνικά μόρια έχουν βρεθεί σε διαλυτή και μεμβρανοσυνδεόμενη μορφή, όπως οι 

υποδοχείς κυτταροκινών, μεμβρανοσχετιζόμενοι αυξητικοί παράγοντες, μόρια 

κυτταρικής προσκόλλησης και εκτοένζυμα. Οι μηχανισμοί που οδηγούν σε πρωτεΐνες 

με διαλυτή μορφή και με τη μορφή συνδεδεμένη στη μεμβράνη πραγματοποιούνται είτε 

διαμέσου διαφορετικών βιοσυνθετικών μονοπατιών, είτε μέσω μετα-μεταφραστικής 

απελευθέρωσης του εξωκυτταρικού τμήματος της μεμβρανικής πρωτεΐνης με 

υδρολυτική διάσπαση της μεμβρανικής άγκυρας. Η υδρόλυση μπορεί να περιλαμβάνει 

περιορισμένη πρωτεόλυση του εξωκυτταρικού τμήματος μιας διαμεμβρανικής 
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πρωτεΐνης, σε ένα σημείο γειτονικό στην αλληλουχία που εντοπίζεται εντός της 

μεμβράνης (Ehlers and Riordan, 1991), προκειμένου να παραχθεί ενεργή, διαλυτή 

μορφή της πρωτεΐνης.  

Τα παραπάνω αποτελέσματα προτείνουν την πιθανή εμπλοκή ενός κυτταρικού 

μηχανισμού στην απελευθέρωση της μεμβρανοσυνδεόμενης DDC. Η κυτταρική 

απελευθέρωση της μεμβρανοσυνδεόμενης DDC είναι μεγάλης σημασίας, καθώς έχει 

προταθεί ότι η ρύθμιση της ενεργότητας της DDC είναι πολύ σημαντική κατά τη 

θεραπεία ασθενών με τη νόσο του Parkinson (Berry et al., 1996). Τα συμπτώματα που 

εμφανίζονται στους ασθενείς με νόσο του Parkinson μπορεί να οφείλονται στη 

διαδικασία μετατροπής των πρωτοϊνιδίων σε ινίδια α-συνουκλεΐνης και επακόλουθα 

στην απώλεια της λειτουργίας της. Σύμφωνα με αυτά τα δεδομένα, είναι πιθανό η 

εξωγενής χορήγηση L-Dopa να οδηγεί σε αύξηση των επιπέδων της 

κυτταροπλασματικής ντοπαμίνης, που βοηθάει τη συσσώρευση πρωτοϊνιδίων α-

συνουκλεΐνης και επιβαρύνει την εξέλιξη της νόσου (Conway et al., 2001). Η 

ντοπαμίνη είναι δυνατό να συνδέεται ομοιοπολικά με την α-συνουκλεΐνη 

δημιουργώντας ένα παράγωγο μέσα στο κύτταρο το οποίο σταθεροποιεί τα πρωτοϊνίδια 

και αναστέλλει τη μετατροπή τους σε ώριμα ινίδια. Επομένως, ο μηχανισμός 

απελευθέρωσης της ενζυμικά ενεργής DDC από τις μεμβράνες είναι πιθανό να 

εμπλέκεται στην παραγωγή της κυτταροπλασματικής ντοπαμίνης και με τον τρόπο αυτό 

και βάσει της σημασίας της κυτταροπλασματικής ντοπαμίνης στη συσσωμάτωση των 

ινιδίων α-συνουκλεΐνης, να έχει κλινική σημασία στην αιτιοπαθολογία της νόσου του 

Parkinson.  

Στα πλαίσια της ρύθμισης της έκφρασης της DDC, διερευνήθηκαν οι 

αλληλεπιδράσεις της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης με άλλα μόρια προκειμένου  να 

εξαχθούν συμπεράσματα ως προς τον τρόπο δράσης του ενζύμου, αλλά και τους 

παράγοντες που αναστέλλουν την ενεργότητά του. Τα δεδομένα αυτά είναι 

καθοριστικής σημασίας, ιδιαίτερας σε παθολογικές καταστάσεις, στις οποίες η DDC 

φαίνεται να ενέχει μεγάλο λειτουργικό ρόλο. 

Με τη μέθοδο της ανοσοκατακρήμνισης σε μη αποδιατακτικές συνθήκες και εν 

συνεχεία με πειράματα ανοσοστύπωσης, αποκαλύφθηκε πιθανή αλληλεπίδραση μεταξύ 

της DDC και Aννεξίνης V σε διαλυτό κλάσμα ανθρώπινου πλακούντα, στα κύτταρα 

ανθρώπινου νευροβλαστώματος SH-SY5Y, αλλά και στην κυτταρική σειρά 

επιθηλιακής προέλευσης, HeLa. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει και η ανίχνευση 

αλληλεπίδρασης μεταξύ της εναλλακτικής ισομορφής Αlt-DDC με το φυσικό 
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αναστολέα Aννεξίνη V σε διαλυτό κλάσμα ανθρώπινου πλακούντα. Το στοιχείο αυτό 

ίσως υποδηλώνει ένα μηχανισμό ρύθμισης της έκφρασης και της ενζυμικής 

ενεργότητας της DDC από τα δύο αυτά μόρια. Σε μία προσπάθεια να διερευνηθεί αν η 

Αννεξίνη V συγκατακρημνίζει την ενεργότητα της DDC, πραγματοποιήθηκαν 

πειράματα ανοσοκατακρήμνισης σε μη αποδιατακτικές συνθήκες στα κύτταρα 

ανθρώπινου νευροβλαστώματος SH-SY5Y και φαιοχρωμοκυτώματος αρουραίου, τα 

οποία είναι ενζυμικά ενεργά ως προς την αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa  σε ντοπαμίνη. 

Και στις δύο περιπτώσεις, παρατηρείται σημαντική μείωση της ενεργότητας της DDC, 

υποδηλώνοντας συγκατακρήμνιση της DDC και της Αννεξίνης V και άρα πιθανή 

αλληλεπίδρασή τους. Προκειμένου να επιβεβαιωθούν οι παραπάνω παρατηρήσεις της 

επίδρασης του αναστολέα Aννεξίνη V στην ενεργότητα της DDC, πραγματοποιήθηκε 

διερεύνηση της κατακρήμνισης της ενεργότητας της DDC, μέσω άλλης πειραματικής 

προσέγγισης (Bossinakou and Fragoulis, 1996). Στην τεχνική αυτή χρησιμοποιήθηκε ως 

αντιγόνο ομογενοποίημα κυττάρων SH-SY5Y (ανθρώπινο νευροβλάστωμα), το οποίο 

επωάστηκε με αντιορό έναντι της Αννεξίνης V σε διαφορετικές συγκεντρώσεις, ώστε 

να δημιουργηθεί το σύμπλεγμα αντιγόνου-αντισώματος. Το δημιουργούμενο 

σύμπλεγμα αντιγόνου-πρώτου αντισώματος-δεύτερου αντισώματος καταβυθίστηκε με 

φυγοκέντρηση και στο υπερκείμενο κλάσμα έγινε έλεγχος της ενζυμικής ενεργότητας 

της DDC. Είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρον το γεγονός ότι παρατηρείται βαθμιαία εξαφάνιση 

της ενζυμικής ενεργότητας της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης, καθώς αυξάνεται η 

συγκέντρωση του αντισώματος έναντι της Αννεξίνης V, ενισχύοντας περαιτέρω την 

πιθανότητα για αλληλεπίδραση μεταξύ της DDC και της Αννεξίνης V.  

Η ρύθμιση της ενζυμικής ενεργότητας της DDC από τον αναστολέα που 

απομονώνεται από τον ανθρώπινο πλακούντα μπορεί να είναι ιδιαίτερης σημασίας, 

ειδικά σε νεοπλασίες νευροεκκριτικής προέλευσης, όπου έχει αναφερθεί αυξημένη 

παρουσία της DDC. Συγκεκριμένα, έχουν αναφερθεί υψηλά επίπεδα ενεργότητας της 

DDC στο SCLC (Baylin et al., 1980; Nagatsu et al., 1985) και σε έναν τύπο 

καρκινοειδούς των βρόγχων (carcinoid tumor) (Nagatsu et al., 1985). Υψηλά επίπεδα 

ενεργότητας και έκφρασης της DDC έχουν ανιχνευθεί και σε καρκίνο του ήπατος 

(Gilbert et al., 1995) και σε πρωτογενή καρκινοειδή όγκο του εντέρου (Gilbert et al., 

2000). Μετά τους πρώτους συσχετισμούς του μεταβολισμού της L-Dopa με το 

νευροβλάστωμα (Alvarado et al., 1985; Boomsma et al., 1986; Helson et al., 1980), 

βρέθηκε ότι ασθενείς που δεν είχαν υποστεί κάποια θεραπεία είχαν πολύ υψηλά (αν και 

ποικίλα) επίπεδα ενεργότητας DDC, τα οποία κατά τη διάρκεια της χημειοθεραπείας 
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υποχωρούσαν εντός των φυσιολογικών ορίων. Υποτροπή της ασθένειας συνεπαγόταν 

αύξηση των επιπέδων της ενεργότητας της DDC, ενώ κατά την ύφεσή της μετά από 

θεραπεία υποχωρούσαν εντός των φυσιολογικών ορίων. Η ενζυμική ενεργότητα της 

DDC φαίνεται να είναι θεμελιώδους σημασίας στην επιβίωση ανθρώπινων 

καρκινωμάτων (Gilbert et al., 1995). Οι ίδιοι ερευνητές έδειξαν ότι ο χημικός 

αναστολέας της DDC, καρβιντόπα, είναι επιλεκτικά κυτταροτοξικός ως προς 

ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα νευρενδοκρινούς προέλευσης, τα οποία χαρακτηρίζονται 

από αυξημένα επίπεδα του mRNA και ενζυμικής ενεργότητας της DDC (Gilbert et al., 

2000). Ως εκ τούτου, η ρύθμιση της ενζυμικής ενεργότητας και έκφρασης της DDC θα 

μπορούσε να αποτελέσει ένα νέο μοριακό «στόχο» των χημειοθεραπευτικών αγωγών.  

Ωστόσο, λίγα βιβλιογραφικά δεδομένα υπάρχουν σχετικά με τη ρύθμιση της 

DDC σε κυτταρικές σειρές με χαμηλά επίπεδα έκφρασης του ενζύμου ή σε περιπτώσεις 

που το ένζυμο εκφράζεται, αλλά είναι ανενεργό. Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η 

επίδραση των χημικών αναστολέων καρβιντόπα και NSD-1015 στις κυτταρικές σειρές 

HeLa (αδενοκαρκίνωμα τραχήλου μήτρας ανθρώπου) και MCF7 (αδενοκαρκίνωμα 

μαστού ανθρώπου). Επώαση των κυττάρων με καρβιντόπα και NSD-1015 έδειξε ότι η 

καρβιντόπα έχει κυτταροτοξική δράση και στις δύο κυτταρικές σειρές, που είναι μη 

νευρικής προέλευσης. Αντίθετα, ο NSD-1015 δεν φαίνεται να παρουσιάζει παρόμοια 

κυτταροτοξικά φαινόμενα στις ίδιες κυτταρικές σειρές. Είναι εμφανές ότι η δράση της 

καρβιντόπα εμφανίζει κυτταροξικότητα στα κύτταρα MCF7, γεγονός που έρχεται σε 

αντίθεση με τα αποτελέσματα των Gilbert et al. (2000), που υποστήριξαν ότι η 

καρβιντόπα δεν προκαλεί φαινόμενα κυτταροτοξικότητας απέναντι στη συγκεκριμένη 

κυτταρική σειρά. Επίσης, η βιωσιμότητα των κυττάρων HeLa δεν επηρεάστηκε από την 

παρουσία της ίδιας συγκέντρωσης του ενδογενούς αναστολέα που απομονώθηκε από 

τον ορό ανθρώπινου αίματος (Vassiliou et al., 2005). Από τα πειράματα αυτά 

αναδεικνύεται η σημασία της ρύθμισης της ενζυμικής ενεργότητας της DDC και 

φαίνεται ότι η χρήση αναστολέων της ενζυμικής ενεργότητας της L-Dopa 

αποκαρβοξυλάσης θα μπορούσε να είναι ιδιαίτερα σημαντική σε χημειοθεραπευτικές 

αγωγές έναντι καρκινικών κυττάρων με υψηλά ή χαμηλά επίπεδα ενεργότητας του 

ενζύμου.  

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει μία πρόσφατη δημοσίευση, στην οποία 

αναφέρεται ότι η ντοπαμίνη αναστέλλει την ανάπτυξη διάφορων τύπων καρκίνου, όπως 

μαστού, παχέος εντέρου, γαστρικού καρκίνου και σαρκώματος (Li and Cho, 2011). 

Είναι γνωστό ότι κατά την ανάπτυξη ενός όγκου πραγματοποιείται αγγειογένεση, 
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λεμφοαγγειογένεση και νευρογένεση, μέσω αυξητικών παραγόντων που εκκρίνονται 

από τα καρκινικά κύτταρα, επάγοντας περαιτέρω την αύξηση του όγκου και τη 

μετανάστευση των κυττάρων. Στη συγκεκριμένη εργασία αναφέρεται ότι σε κατάσταση 

στρες πραγματοποιείται απελευθέρωση ντοπαμίνης, η οποία μέσω πρόσδεσης στον D2 

υποδοχέα, που εκφράζεται στα καρκινικά ενδοθηλιακά κύτταρα, παρεμποδίζει την 

φωσφορυλίωση του υποδοχέα-2 του αγγειακού ενδοθηλιακού αυξητικού παράγοντα 

(VEGF). Με αυτόν τον τρόπο αναστέλλεται η ενεργοποίηση των ΜΑΡ κινασών, με 

αποτέλεσμα να παρεμποδίζεται ο πολλαπλασιαμός και η μετανάστευση των 

ενδοθηλιακών κυττάρων. Επιπλέον, η ντοπαμίνη παρεμποδίζει την φωσφορυλίωση του 

VΕGFA και τη σύνθεση της μεταλλοπρωτεϊνάσης (MMP) 9, αναστέλλοντας την 

αγγειογένεση. Προτείνεται, λοιπόν, ότι η χορήγηση ντοπαμίνης και αγωνιστών 

ντοπαμίνης θα μπορούσε να συμβάλλει στη θεραπεία έναντι του καρκίνου (Li and Cho, 

2011). Μέσα από τα αποτελέσματα αυτά αναδεικνύεται η σημασία της ρύθμισης της 

ενζυμικής ενεργότητας της DDC και συνεπώς της σύνθεσης της ντοπαμίνης στις 

θεραπευτικές προσεγγίσεις έναντι διάφορων τύπων καρκίνου. 

Για την περαιτέρω μελέτη της ρύθμισης της DDC και της Αlt-DDC από την 

Aννεξίνη V, σχεδιάστηκε η μελέτη του φαινομένου της αναστολής σε ευκαρυωτικό 

σύστημα CHO κυττάρων (Chinese Hamster Ovary cells), τα οποία δεν εκφράζουν τους 

μεταφορείς ντοπαμίνης DAT (Liu et al., 2001) και VMAT-2 (Brunk et al., 2006) και τα 

επιμολυσμένα κύτταρα CHO που εκφράζουν τη DDC, χρησιμοποιούνται ως μοντέλο 

ντοπαμινεργικών νευρώνων (Weingarten et al., 2001). Αρχικά κλωνοποιήθηκε η 

κωδικοποιούσα περιοχή του γονιδίου της Aννεξίνης V στον προκαρυωτικό φορέα 

pCRII-TOPO και εν συνεχεία, η κλωνοποιημένη νουκλεοτιδική αλληλουχία της 

Αννεξίνης V εισήχθη στον ευκαρυωτικό φορέα έκφρασης pcDNA 3.1+. Με ανάλυση 

πρωτοταγούς δομής επιβεβαιώθηκε η νουκλεοτιδική αλληλουχία του κλωνοποιημένου 

μορίου της Aννεξίνης V. Ακολούθησε επιμόλυνση των ευκαρυωτικών κυττάρων CHO, 

μέσω ηλεκτροδιάτρησης, με τις κωδικοποιούσες περιοχές των γονιδίων των 

ανασυνδυασμένων μορίων της πλήρους μήκους DDC, της εναλλακτικής ισομορφής 

Αlt-DDC και του φυσικού αναστολέα Aννεξίνη V. Πειράματα ανοσοστύπωσης 

επιβεβαίωσαν τη σύνθεση των πρωτεϊνικών μορίων της DDC, Alt-DDC και της 

Αννεξίνης V στα επιμολυσμένα κύτταρα CHO με τις κωδικοποιούσες περιοχές των 

γονιδίων της ανθρώπινης ανασυνδυασμένης DDC (CHO/DDC), της εναλλακτικής 

ισομορφής Αlt-DDC (CHO/Αlt-DDC) και της Aννεξίνης V (CHO/Annexin V), 

αντίστοιχα. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι στην κυτταρική σειρά CHO 
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πιστοποιήθηκε η απουσία έκφρασης της DDC. Παράλληλα, κατασκευάστηκαν διπλά 

επιμολυσμένα κύτταρα CHO με τα cDNAs της DDC και της Aννεξίνης V 

(CHO/DDC/Annexin V) και της Αlt-DDC και της Aννεξίνης V (CHO/Αlt-

DDC/Annexin V) και η έκφραση των πρωτεϊνών επιβεβαιώθηκε με ανοσοστύπωση 

κατά Western με τα αντίστοιχα ειδικά πολυκλωνικά αντισώματα.  

Για την πιστοποίηση των προηγούμενων πειραματικών αποτελεσμάτων που 

υποδείκνυαν την παρουσία της DDC και της Αlt-DDC σε κυτταρικές μεμβράνες, 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα προσδιορισμού της κυτταρικής τοπολογίας της DDC 

και της Αlt-DDC σε επιμολυσμένα κύτταρα CHO, με τη χρήση του μη ανιονικού 

απορρυπαντικού Triton X-114. Κατεργασία των δειγμάτων παρουσία του 

απορρυπαντικού Triton Χ-114 οδήγησε στην ανάκτηση της DDC και στις τρεις φάσεις 

διαχωρισμού στα κύτταρα CHO, που είχαν επιμολυνθεί με την κωδικοποιούσα περιοχή 

του γονιδίου της DDC. Η Αlt-DDC, ωστόσο, ανιχνεύθηκε μόνο στο ισχυρά υδρόφοβο 

ίζημα στα επιμολυσμένα CHO κύτταρα με το cDNA της Αlt-DDC. Η ετερογένεια που 

παρατηρείται στην κυτταρική τοπολογία υποδεικνύει την πολυπλοκότητα των 

μηχανισμών που εμπλέκονται στη ρύθμιση της έκφρασης και της κυτταρικής 

τοπολογίας της πλήρους μήκους και της εναλλακτικής ισομορφής της DDC.   

Με στόχο τη διερεύνηση της πιθανότητας αναστολής της ενζυμικής ενεργότητας 

του μορίου της DDC από την Aννεξίνη V, ακολουθήθηκε η μέθοδος ποσοτικού 

προσδιορισμού της ενζυμικής ενεργότητας, σε επιμολυσμένα CHO κύτταρα. Σε 

ομογενοποίημα κυττάρων CHO/DDC η ειδική ενζυμική ενεργότητα της DDC 

προσδιορίστηκε 14,32 ± 0,98 mUnits/mg, ενώ παρουσία της Aννεξίνης V σε διπλά 

επιμολυσμένα κύτταρα CHO/DDC/Annexin V, η ειδική ενζυμική ενεργότητα της DDC 

σχεδόν υποδεκαπλασιάστηκε (1,31 ± 0,06 mUnits/mg). Σε κύτταρα CHO/DDC όπου 

πραγματοποιήθηκε προσθήκη του χημικού αναστολέα της ενζυμικής ενεργότητας της 

DDC, καρβιντόπα, μειώθηκε, επίσης, η ενζυμική ενεργότητα της DDC (6,71 ± 0,56 

mUnits/mg), χωρίς, ωστόσο, να επηρεάζεται η βιωσιμότητα των κυττάρων. Περαιτέρω 

μελέτη της επίδρασης του φυσικού αναστολέα Aννεξίνη V στην ειδική ενζυμική 

ενεργότητα της DDC σε κύτταρα CHO/DDC και ΗΕΚ-293 πιστοποίησε την πιθανή 

συμμετοχή του φυσικού αναστολέα Aννεξίνη V στη ρύθμιση της ενζυμικής 

ενεργότητας της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης. Το συμπέρασμα αυτό προέκυψε από την 

παρατήρηση ότι επώαση ομογενοποιήματος κυττάρων CHO/DDC και HEK-293 

(ανθρώπινα νεφρικά εμβρυονικά κύτταρα) παρουσία αυξανομένων ποσοτήτων του 

αναστολέα Aννεξίνη V, προκάλεσε βαθμιαία εξαφάνιση της ενζυμικής ενεργότητας της 



    
  154 
 
 
 

DDC. Τα αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώνουν πρόσφατες παρατηρήσεις, σύμφωνα με 

τις οποίες ο αναστολέας Aννεξίνη V που απομονώνεται από τον ανθρώπινο πλακούντα 

έχει σημαντική ανασταλτική ενεργότητα ως προς τη DDC (Vassiliou et al., 2009). 

Έως πρόσφατα η DDC εθεωρείτο ένα μάλλον μη ρυθμιζόμενο ένζυμο, η οποία 

ανιχνεύεται σε σεροτονεργικούς και μη σεροτονεργικούς νευρώνες, καθώς επίσης σε 

περιφερικά όργανα, όπου η λειτουργία του ενζύμου δεν είναι ακόμα γνωστή. Αν και η 

ρύθμιση του γονιδίου που εκφράζει την DDC έχει μελετηθεί εκτενώς σε μεταγραφικό, 

μετα-μεταγραφικό και μεταφραστικό επίπεδο, οι ακριβείς μοριακοί μηχανισμοί 

ρύθμισης παραμένει να προσδιοριστούν. Η σημασία της ρύθμισης της ενεργότητας του 

ενζύμου έχει δειχθεί στη νόσο του Parkinson και τη σχιζοφρένεια (Buckland et al., 

1997; Gjedde et al., 1993). Πράγματι, το “on-off” φαινόμενο που παρατηρείται στους 

ασθενείς με τη νόσο του Parkinson είναι πιθανόν να σχετίζεται με την ρύθμιση της 

ενεργότητας της DDC (Neff and Hadjiconstantinou, 1995). Στη νόσο του Parkinson η 

DDC είναι το καθοριστικό ένζυμο (rate-limiting) για τη σύνθεση της ντοπαμίνης. Όταν 

χορηγείται L-Dopa, οποιαδήποτε αλλαγή στην ενζυμική ενεργότητα της DDC θα 

μπορούσε να είναι κλινικής σπουδαιότητας. Κατά συνέπεια, η μελέτη της ρύθμισης της 

ενεργότητας τόσο της περιφερικής L-Dopa αποκαρβοξυλάσης, όσο και του ενζύμου 

που εντοπίζεται στο Κεντρικό Νευρικό Σύστημα, είναι ιδιαίτερης σημασίας για τις 

θεραπευτικές προσεγγίσεις στη νόσο του Parkinson. Επιπλέον, η μελέτη της ρύθμισης 

της ενεργότητας της DDC παρουσιάζει μεγάλο ενδιαφέρον, όσον αφορά στις 

θεραπευτικές εφαρμογές διάφορων νεοπλασιών. Όπως αναφέρθηκε, η αυξημένη 

παρουσία της DDC αποτελεί σε ορισμένες περιπτώσεις ειδικό χαρακτηριστικό 

κυττάρων σε νεοπλασίες νευροεκκριτικής προέλευσης, ενώ έχει υποστηριχθεί ότι 

αναστολή της ενεργότητας της DDC στα καρκινικά κύτταρα επιφέρει καθυστέρηση της 

ανάπτυξής τους. Η μελέτη της εκλεκτικής κυτταροτοξικότητας του αναστολέα 

καρβιντόπα σε καρκινικές κυτταροσειρές ανοίγει νέους δρόμους στη χρήση των 

ενδογενών αναστολέων ως κυτταροτοξικούς παράγοντες σε καρκινικά κύτταρα.  

Είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι σε ασθενείς με νόσο του Parkinson 

παρατηρείται εκφυλισμός των ντοπαμινεργικών νευρώνων. Στον προγραμματιμένο 

κυτταρικό θάνατο έχει δειχθεί ότι εμπλέκεται η ντοπαμίνη είτε μέσω οξειδωτικής 

απαμίνωσης από τις οξειδάσες των μονοαμινών, ΜΑΟ, (Shih et al., 1999) ή μέσω αυτο-

οξείδωσης σχηματίζοντας νευρομελανίνη, κουινόνες, ελεύθερες ρίζες και ενεργές 

μορφές οξυγόνου (Reactive Oxygen Species, ROS) (Graham et al., 1978). Σε μια 

προσπάθεια να διερευνηθεί ο πιθανός ρόλος της DDC και άρα της κυτταροπλασματικής 
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ντοπαμίνης στην απόπτωση, καθώς και της Aννεξίνης V που θεωρείται δείκτης 

απόπτωσης (Monceau et al., 2004; Rescher and Gerke, 2004) και αναστέλλει την 

ενζυμική ενεργότητα της DDC, μελετήθηκε η επίδραση ανασταλτικών μορίων στην 

ενζυμική ενεργότητα της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης σε κύτταρα όπου επάγονται 

φαινόμενα απόπτωσης. Για το σκοπό αυτό, στις κυτταρικές σειρές CHO, CHO/DDC 

και CHO/DDC/Annexin V προστέθηκε ο αποπτωτικός παράγοντας σταυροσπορίνη και 

κατόπιν προσδιορίστηκαν τα επίπεδα κυτταροτοξικότητας. Κύτταρα τα οποία 

επιμολύνθηκαν με την κωδικοποιούσα περιοχή της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης, 

εμφάνισαν τα υψηλότερα επίπεδα κυτταροτοξικότητας (47,16 % ± 4,55 %), ενώ στην 

κυτταρική σειρά CHO το ποσοστό κυτταροτοξικότητας υπολογίστηκε στο 8,89 % ± 

0,76 %. Εντυπωσιακό είναι το γεγονός, ότι στα κύτταρα CHO στα οποία έχει 

πραγματοποιηθεί διπλή επιμόλυνση με το cDNA της DDC και της Aννεξίνης V η 

κυτταροτοξικότητα περίπου υποδιπλασιάστηκε (24,77 % ± 2,03 %). Επιπλέον, κύτταρα 

τα οποία συνεπωάστηκαν με το χημικό αναστολέα της ενζυμικής ενεργότητας της 

DDC, καρβιντόπα, οδηγήθηκαν προς αποπτωτικό θάνατο σε ποσοστό 30,73 % ± 4,66 

%.  

Σύμφωνα με τα παραπάνω αποτελέσματα, θεωρείται πιθανή η συμμετοχή του 

ενζύμου DDC στην επαγωγή αποπτωτικών φαινομένων, καθώς στα κύτταρα CHO που 

δεν εκφράζεται η πρωτεΐνη DDC σημειώνεται το μικρότερο ποσοστό 

κυτταροτοξικότητας. Η παρατήρηση αυτή ενισχύεται από το γεγονός ότι παρουσία είτε 

του φυσικού αναστολέα Aννεξίνη V ή του χημικού αναστολέα της ενζυμικής 

ενεργότητας της DDC, τα κύτταρα CHO/DDC οδηγούνται σε αποπτωτικά φαινόμενα 

σε μικρότερο βαθμό. Θα μπορούσε να υποστηριχθεί ότι η αναστολή της ενζυμικής 

ενεργότητας της DDC δρα προστατευτικά στον εκφυλισμό των κυττάρων. Μελέτες 

έχουν δείξει ότι η Αννεξίνη V μπορεί να δεσμεύεται επιλεκτικά στην 

φωσφατιδυλοσερίνη, που είναι εκτεθειμένη στην εξωτερική επιφάνεια των κυττάρων 

που οδεύουν προς απόπτωση, αναστέλλοντας επακόλουθες θρομβωτικές και 

φλεγμονώδεις αντιδράσεις (Reutelingsperger and van Heerde, 1997). Επίσης, έχει 

αναφερθεί ότι έγχυση θρομβίνης στο ΚΝΣ επάγει φλεγμονή και σε ορισμένες περιοχές 

μπορεί να οδηγήσει σε νευροεκφυλισμό, κυρίως των ντοπαμινεργικών νευρώνων της 

υπομέλανας ουσίας (Carreno-Muller et al., 2003). Κατά συνέπεια, η αναστολή της 

δημιουργίας θρομβίνης από την προθρομβίνη είναι πιθανόν να «προστατεύει» τον 

εγκέφαλο από το νευροεκφυλισμό. Από τα παραπάνω καθίσταται σαφής η σημασία της 

παρουσίας ενός ανασταλτικού μορίου της ενζυμικής ενεργότητας της L-Dopa 
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αποκαρβοξυλάσης σε νευροεκφυλιστικές ασθένειες. Όσον αφορά στη νόσο του 

Parkinson, η κυριότερη θεραπεία που χρησιμοποιείται σήμερα είναι η χορήγηση της L-

Dopa σε συνδυασμό με έναν περιφερικό αναστολέα της DDC, όπως την καρβιντόπα ή 

τη βενσεραζίδη. Επομένως, οι ενδογενείς αναστολείς που ανιχνεύονται σε 

φυσιολογικούς ιστούς θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ως αναστολείς της 

αποκαρβοξυλίωσης της εξωγενώς χορηγούμενης L-Dopa, που δίδεται κατά τη θεραπεία 

των συμπτωμάτων σε ασθενείς, επιτρέποντας στην χορηγούμενη L-Dopa να διαπεράσει 

τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και να αποκαρβοξυλιωθεί από το ένζυμο που 

εντοπίζεται στον εγκέφαλο, αυξάνοντας κατά αυτόν τον τρόπο τα επίπεδα ντοπαμίνης 

στον εγκέφαλο, χωρίς ωστόσο, να αυξάνονται περιφερικά, λόγω της ύπαρξης του 

αναστολέα. Η Αννεξίνη V θα μπορούσε ενδεχομένως να έχει ρόλο στη ρύθμιση της 

κυτταροπλασματικής ντοπαμίνης, μέσω της ρύθμισης της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης. Η 

κυτταροπλασματική ντοπαμίνη βρέθηκε ότι αποτελεί ισχυρό αναστολέα της 

μετατροπής πρωτοϊνιδίων α-συνουκλεΐνης σε ινίδια, οδηγώντας, επομένως, σε 

συσσώρευση πρωτοϊνιδίων και επιδείνωση της νόσου, ενώ η συναπτική ντοπαμίνη 

βελτιώνει τα συμπτώματα (Conway et al., 2001). 

Γα όλους τους παραπάνω λόγους, η μελέτη της ρύθμισης της L-Dopa 

αποκαρβοξυλάσης θα μπορούσε να προσφέρει νέες πειραματικές κατευθύνσεις 

καθοριστικής σημασίας, οι οποίες θα έχουν ως τελικό στόχο την ανάπτυξη νέων 

φαρμακολογικών και θεραπευτικών προσεγγίσεων τόσο στις νευροεκφυλιστικές 

νόσους, όσο και σε νεοπλασματικές παθήσεις.       
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Μέρος των αποτελεσμάτων της διδακτορικής διατριβής, έχουν ανακοινωθεί στις 

εξής δημοσιεύσεις: 

 

Chalatsa, I., Nikolouzou, E., Fragoulis, E.G., Vassilacopoulou, D., 2011. L-Dopa 

decarboxylase expression profile in human cancer cells. Mol Biol Rep 38, 1005-

1011. 

 

 Chalatsa, I., Fragoulis, E.G., Vassilacopoulou, D., 2011. Release of membrane-

associated L-dopa decarboxylase from human cells. Neurochem Res 36, 1426-1434. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Η L-3,4 διυδροξυ-φαινυλ-αλανίνη αποκαρβοξυλάση (L-Dopa αποκαρβοξυλάση, 

L-Dopa decarboxylase ή DDC, EC 4.1.1.26) είναι το ένζυμο το οποίο καταλύει την 

αποκαρβοξυλίωση της L-Dopa σε ντοπαμίνη. Έως πρόσφατα το ένζυμο αυτό εθεωρείτο 

ένα μάλλον μη ρυθμιζόμενο μόριο το οποίο ανιχνεύεται σε σεροτονεργικούς και μη 

σεροτονεργικούς νευρώνες, καθώς επίσης σε περιφερικά όργανα, όπου η λειτουργία 

του ενζύμου δεν είναι ακόμα γνωστή. Αν και η ρύθμιση του γονιδίου της DDC έχει 

μελετηθεί εκτενώς σε μεταγραφικό, μετα-μεταγραφικό και μεταφραστικό επίπεδο, οι 

ακριβείς μοριακοί μηχανισμοί που διέπουν την έκφραση και τη ρύθμιση παραμένουν 

υπό διερεύνηση. Η DDC εμπλέκεται σε παθολογικές καταστάσεις και είναι αποδεκτό 

πως οι μηχανισμοί ρύθμισης του ενζύμου παίζουν σημαντικό ρόλο στη νόσο του 

Parkinson, τον καρκίνο και τη σχιζοφρένεια. Για τους παραπάνω λόγους η DDC 

αποτελεί αντικείμενο εκτεταμένης μελέτης τόσο σε βιοχημικό επίπεδο, όσο και σε 

επίπεδο μοριακής και αναπτυξιακής βιολογίας. Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η 

μελέτη της ρύθμισης της L-Dopa αποκαρβοξυλάσης (DDC).  

Ο πρώτος άξονας των πειραματικών προσεγγίσεων αφορούσε στη μελέτη της 

ρύθμισης έκφρασης της της DDC σε ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές σειρές 

νευρικής και μη νευρικής προέλευσης. Στα κύτταρα SH-SY5Y (ανθρώπινο 

νευροβλάστωμα), HeLa (ανθρώπινο αδενοκαρκίνωμα τραχήλου μήτρας) και ΗΤΒ-14 

(ανθρώπινο γλοιοβλάστωμα-αστροκύτωμα) ανιχνεύθηκε για πρώτη φορά έκφραση του 

νευρικού και μη νευρικού τύπου μεταγράφου της πλήρους μήκους DDC, καθώς και 

έκφραση της εναλλακτικής πρωτεϊνικής ισομορφής της, Alt-DDC.  

Στα πλαίσια της μελέτης της ρύθμισης της έκφρασης της DDC, διερευνήθηκε η 

κυτταρική τοπολογία της πλήρους μήκους DDC, της εναλλακτικής ισομορφής Αlt-DDC 

και του φυσικού αναστολέα Aννεξίνη V σε κυτταρικές σειρές νευρικής και μη νευρικής 

προέλευσης. Πειράματα θερμοεπαγώμενου διαχωρισμού των πρωτεϊνών με χρήση του 

μη ανιονικού απορρυπαντικού Triton X-114 στις κυτταρικές σειρές SH-SY5Y 

(ανθρώπινο νευροβλάστωμα), HTB-14 (ανθρώπινο γλοιοβλάστωμα-αστροκύτωμα) και 

ΗΕK-293 (ανθρώπινα εμβρυονικά νεφρικά κύτταρα) έδειξαν εντοπισμό της DDC, της 

Alt-DDC και της Αννεξίνης V σε όλες τις φάσεις διαχωρισμού. Η ετερογένεια στην 

κυτταρική τοπολογία των μορίων, υποδηλώνει την πολυπλοκότητα στη ρύθμιση της 

έκφρασης της πλήρους μήκους και της εναλλακτικής ισομορφής της DDC.  

Λόγω του εντοπισμού της DDC και της Alt-DDC σε όλες τις φάσεις 
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διαχωρισμού στις υπό μελέτη κυτταρικές σειρές ακολούθησε περαιτέρω διερεύνηση 

του φαινομένου αυτού, μελετώντας της πιθανότητα απελευθέρωσης της DDC από το 

μεμβρανικό κλάσμα στα κύτταρα ΗΕΚ-293. Η διαλυτοποίηση των 

μεμβρανοσυνδεόμενων μορίων της DDC βρέθηκε ότι εξαρτάται από τη επίδραση του 

pH, το χρόνο επώασης και τις συγκεντρώσεις δισθενών κατιόντων και αναστολέων 

πρωτεασών κυστεΐνης και σερίνης. Επιπλέον, βρέθηκε ότι ένα μέρος των 

μεμβρανοσυνδεόμενων μορίων απελευθερώνεται στο διαλυτό κλάσμα, υποδεικνύοντας 

έναν πιθανό μηχανισμό για τη ρύθμιση της ενζυμικής ενεργότητας του μορίου.   

Στα πλαίσια της ρύθμισης της έκφρασης και της ενζυμικής ενεργότητας της 

DDC, διερευνήθηκαν οι αλληλεπιδράσεις του ενζύμου με άλλα μόρια, καθώς με τον 

τρόπο αυτό μπορούν να προκύψουν σημαντικά συμπεράσματα ως προς τον τρόπο 

δράσης του, αλλά και τους παράγοντες που αναστέλλουν την ενεργότητά του. Με τη 

μέθοδο της ανοσοκατακρήμνισης σε μη αποδιατακτικές συνθήκες βρέθηκε πιθανή 

αλληλεπίδραση μεταξύ της DDC και του φυσικού αναστολέα Aννεξίνη V σε διαλυτό 

κλάσμα ανθρώπινου πλακούντα, στην κυτταρική σειρά νευρικής προέλευσης SH-

SY5Y, αλλά και στην κυτταρική σειρά επιθηλιακής προέλευσης HeLa. Επίσης, πιθανή 

αλληλεπίδραση εντοπίστηκε μεταξύ της εναλλακτικής ισομορφής Alt-DDC και της 

Aννεξίνης V σε διαλυτό κλάσμα ανθρώπινου πλακούντα. Πειράματα κατακρήμνισης 

της ενζυμικής ενεργότητας της DDC στα κύτταρα SH-SY5Y και PC12 

(φαιοχρωμοκύτωμα αρουραίου) από την Aννεξίνη V ενισχύουν την πιθανότητα 

αλληλεπίδρασης μεταξύ των δύο μορίων. 

Η μελέτη του τρόπου δράσης των ενδογενών και χημικών αναστολέων της DDC 

θεωρείται πολύ σημαντική για τη κατανόηση της ρύθμισης του ενζύμου. Για το λόγο 

αυτό, στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε επίδραση χημικών αναστολέων της 

ενζυμικής ενεργότητας της DDC και του ενδογενούς αναστολέα της που έχει 

απομονωθεί από ανθρώπινο ορό, σε κυτταρικές σειρές μη νευρικής προέλευσης. Για 

πρώτη φορά, βρέθηκε ότι η καρβιντόπα παρουσίασε κυτταροτοξική δράση στα κύτταρα 

HeLa (αδενοκαρκίνωμα τραχήλου μήτρας) και στα κύτταρα MCF7 (αδενοκαρκίνωμα 

μαστού ανθρώπου). Αντίθετα, ο χημικός αναστολέας NSD-1015 και ο ενδογενής 

αναστολέας που απομονώνεται από τον ορό ανθρώπινου αίματος δεν προκάλεσαν 

φαινόμενα κυτταροτοξικότητας απέναντι στις συγκεκριμένες κυτταρικές σειρές. Το 

γεγονός ότι η DDC έχει προταθεί ως διαγνωστικός δείκτης καρκινικών κυττάρων 

νευροενδοκρινούς προέλευσης, καθώς και ως δείκτης της εμβρυονικής προέλευσης, του 

βαθμού ανάπτυξης και διαφοροποίησης του όγκου, υποδεικνύουν τη σημασία των 
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ρυθμιστικών μορίων της ενζυμικής ενεργότητας της DDC στην ανάπτυξη μελλοντικών 

χημειοθεραπευτικών προσεγγίσεων. 

Για την περαιτέρω μελέτη του φαινομένου, σχεδιάστηκε η μελέτη της 

αλληλεπίδρασης της DDC και της Αlt-DDC με την Aννεξίνη V σε ευκαρυωτικό 

σύστημα CHO κυττάρων (Chinese Hamster Ovary cells), τα οποία δεν εκφράζουν τους 

μεταφορείς ντοπαμίνης DAT και VMAT-2 και τα επιμολυσμένα κύτταρα CHO που 

εκφράζουν τη DDC χρησιμοποιούνται ως μοντέλο ντοπαμινεργικών νευρώνων. Αρχικά, 

πραγματοποιήθηκε κλωνοποίηση της κωδικοποιούσας περιοχής γονιδίου της Aννεξίνης 

V και εισαγωγή του cDNA στον ευκαρυωτικό φορέα έκφρασης pcDNA 3,1+. Στη 

συνέχεια, επιμολύνθηκαν ευκαρυωτικά κύτταρα CHO, μέσω ηλεκτροδιάτρησης, με τις 

κωδικοποιούσες περιοχές των γονιδίων των ανασυνδυασμένων μορίων της πλήρους 

μήκους DDC, της εναλλακτικής ισομορφής Αlt-DDC και του φυσικού αναστολέα 

Aννεξίνη V. Πειράματα προσδιορισμού της ενζυμικής ενεργότητας της DDC, 

πιστοποίησαν τη συμμετοχή της Αννεξίνης V στη ρύθμιση της ενζυμικής ενεργότητας 

της DDC και επιβεβαίωσαν παλαιότερα δεδομένα του εργαστηρίου μας που 

υποστήριζαν την ανασταλτική δράση της. Διερεύνηση της επίδρασης των 

ανασταλτικών μορίων Αννεξίνη V και καρβιντόπα στην ενζυμική ενεργότητα της DDC 

σε αποπτωτικά κύτταρα, έδειξε πιθανή συμμετοχή της DDC στην επαγωγή 

αποπτωτικών φαινομένων. 

Η DDC εμπλέκεται σε παθολογικές καταστάσεις, όπως στη νόσο του Parkinson, 

τον καρκίνο και τη σχιζοφρένεια. Η L-Dopa αποκαρβοξυλάση δεν φαίνεται να 

σχετίζεται άμεσα με την αιτιολογία της ασθένειας του Parkinson, είναι όμως αποδεκτό 

πως οι μηχανισμοί ρύθμισης του ενζύμου παίζουν σημαντικό ρόλο για τη θεραπεία της 

συγκεκριμένης ασθένειας. Για τους παραπάνω λόγους, η μελέτη της ρύθμισης της DDC 

παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον, διότι θα μπορούσε να συμβάλλει σε νέες 

πειραματικές προσεγγίσεις, οι οποίες θα έχουν ως τελικό στόχο την ανάπτυξη νέων 

φαρμακολογικών και θεραπευτικών μέσων για την καταπολέμηση νευροεκφυλιστικών 

και νεοπλασματικών νόσων. 
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SUMMARY 
L-3,4-dihydroxyphenyl-alanine decarboxylase (L-Dopa decarboxylase, or DDC, 

EC 4.1.1.26) is the enzyme which catalyzes the decarboxylation of L-Dopa to 

dopamine. Until recently this enzyme was thought to be a rather unregulated molecule 

that is present is serotonergic and non serotonergic tissues, as well as peripheral organs, 

where the function of the enzyme is still largely unknown. Although the regulation of 

the DDC gene has been extensively studied at a transcriptional, post-transcriptional and 

translational level, the exact molecular mechanisms that govern its expression and 

regulation still remain under investigation. DDC has been implicated in many 

pathological conditions it is accepted that the enzyme’s regulatory mechanisms play an 

important role in Parkinson’s disease, cancer and schizophrenia. For all the above 

reasons, DDC constitutes subject of an extensive study at a biochemical, as well as 

molecular and developmental biology level. The aim of the present dissertation was the 

study of the regulation of L-Dopa decarboxylase. 

The first axis of the related experimental approaches was to study the regulation 

of DDC expression in human cancer cell lines of neural and non-neural origin. It was 

detected, for the first time, the expression of the neural and non-neural type full-length 

transcript of DDC, as well as the expression of the alternative protein isoform, Alt-DDC 

in SH-SY5Y (human neuroblastoma), HeLa (human cervical adenocarcinoma) and 

HTB-14 (human glioblastoma-astrocytoma) cells. 

In order to study the regulation of DDC expression, we investigated the cellular 

topology of the full-length DDC, the alternative isoform ALT-DDC and its endogenous 

inhibitor Annexin V in cell lines of neural and non-neural origin. Temperature-induced 

phase separation in the presence of the non-anionic detergent Triton X-114 led to the 

recovery of DDC, Alt-DDC and Annexin V protein molecules in all three separation 

phases in cell lines SH-SY5Y (human neuroblastoma), HTB-14 (human glioblastoma-

astrocytoma) and HEK-293 (human embryonic kidney cells). The cellular topology 

heterogeneity of the molecules suggests that complex mechanisms are involved in the 

regulation of the expression of the full-length DDC and the alternative isoform Alt-

DDC. 

Due to the localization of DDC and Alt-DDC in all separation phases in the 

studied cell lines, we proceeded to further investigation of this phenomenon by studying 

the possibility of DDC solubilization from membrane fraction in HEK-293 cells. 
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Solubilization of membrane-associated DDC was observed in a pH and time-dependent 

manner and was affected by divalent cations and serine and cysteine protease inhibitors. 

Furthermore, our data indicated that only a portion of the membrane-associated DDC 

molecules were released into the soluble fraction, suggesting the involvement of a 

possible regulated mechanism in the enzymatic activity of the molecule.  

 In order to study DDC expression and enzymatic activity regulation, we 

investigated the interactions of the enzyme with other molecules. Immunoprecipitation 

experiments under non-denaturating conditions resulted in the detection of possible 

interaction between DDC and the endogenous inhibitor Annexin V in the soluble 

fraction of human placenta, the neural origin cell line SH-SY5Y and the epithelial 

origin cell line HeLa.It was, also, found a possible interaction between the alternative 

isoform Alt-DDC and Annexin V in the soluble fraction of human placenta. 

Immunoprecipitation of DDC enzymatic activity by Annexin V in SH-SY5Y and PC12 

(rat pheochromocytoma) cells enhances the likelihood of the two molecules interaction. 

The study of DDC inhibition by endogenous and chemical inhibitors is very 

important for understanding the enzyme regulation mechanism. For this reason, it was 

investigated the effect of chemical inhibitors of DDC enzymatic activity and 

endogenous inhibitor isolated from human serum in cell lines of non-neural origin, in 

the present work. It was found, for the first time, that carbidopa was cytotoxic to HeLa 

(cervical adenocarcinoma) and MCF7 (human breast adenocarcinoma) cells. Instead, 

the chemical inhibitor NSD-1015 and the endogenous inhibitor isolated from human 

blood serum had no cytotoxic effects against the specific cell lines. The fact that DDC 

has been proposed as a diagnostic marker of cancer cells of neuroendocrine origin and 

as an marker of the embryonic origin and the growth and differentiation rate of the 

tumor, indicates the importance of the regulatory molecules of DDC enzymatic activity 

in the development of future chemotherapeutic approaches.  

To further study the regulation phenomenon, we proceeded to the investigation 

of the interaction of DDC and ALT-DDC with Annexini V system in eukaryotic CHO 

cells (Chinese Hamster Ovary cells). These cells do not express dopamine transporters 

DAT and VMAT-2 and L-Dopa Decarboxylase-expressing CHO cells are used to model 

DA-producing neurons. Initially, the coding region of Annexin V was subcloned into 

the eukaryotic expression vector, pcDNA 3.1 +. The recombinant vectors with the 

coding regions of the full-length DDC, the alternative isoform Alt-DDC and the 

endogenous inhibitor Annexin V were transfected into CHO cells, through 
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electroporation. DDC enzymatic activity experiments certified the involvement of 

Annexin V in the DDC enzymatic activity regulation and confirmed previous data from 

our laboratory supporting its inhibitory activity. Effect of the inhibitory molecules 

Annexin V and carbidopa on the DDC enzymatc activity in apoptotic cells, suggested 

that DDC enzymatic activity regulation is, possibly, involved in apoptotic phenomena. 

DDC has been implicated in many pathological conditions such as Parkinson’s 

disease, cancer and schizophrenia. L-Dopa decarboxylase does not seem to be directly 

related to the etiology of Parkinson’s disease, but it is accepted that the enzyme’s 

regulatory mechanisms play an important role in the treatment of this disease. For these 

reasons, the study of DDC regulation is of particular interest, because it could contribute 

to the development of new experimental approaches and ultimately of new 

pharmacological and therapeutic tools against neurodegenerative and neoplastic 

diseases.  
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