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20130700) 

 

Περίληψη 

 

 Οι υπερφωσφορυλιωμένες μορφές της πρωτεΐνης Tau αποτελούν το κύριο 

συστατικό των νευροϊνιδιακών δεματίων που εντοπίζονται στο εσωτερικό των νευρικών 

κυττάρων του Κεντρικού Νευρικού Συστήματος (ΚΝΣ) σε ασθενείς με τη νόσο του Alzheimer 

και άλλες Tauopathies. Η Drosophila melanogaster χρησιμοποιείται ως μοντέλο μελέτης των 

ασθενειών αυτών μιας και η έκφραση της ανθρώπινης πρωτεΐνης Tau (htau) στην 

Drosophila έχει αναδείξει τις παθολογικές επιπτώσεις της συσσώρευσης της στη μνήμη και 

την μάθηση καθώς και την τοξικότητα της πρωτεΐνης αυτής για συγκεκριμένες δομές του 

νευρικού συστήματος της μύγας 1. Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιούνται διαγονιδιακά 

στελέχη της Drosophila για να χαρακτηριστούν σημαντικές θέσεις φωσφορυλίωσης της που 

καθορίζουν τη τοξικότητα της. Μέχρι στιγμής, έχει προσδιοριστεί πως η φωσφορυλίωσης 

της Ser238 διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη τοξικότητα της Τau 2. Ταυτόχρονα, η απουσία 

της φωσφορυλίωσης στην Ser262 περιορίζει την εμφάνιση μαθησιακών ελλειμμάτων σε 

ενήλικες Drosophila με την φωσφορυλίωση αυτή να έχει δειχθεί πως προηγείται χρονικά 

της φωσφορυλίωσης της Ser238 2,3. Για το λόγο αυτό μελετάται η σύνδεση των Ser238, Thr245 

και Ser262 μέσω διαγονιδιακών σειρών στις οποίες οι εν λόγο Ser/Thr έχουν αντικατασταθεί 

από την φώσφο-ανθεκτική αλανίνη ή το φώσφο-μιμητικό γλουταμινικό οξύ. Μέσω αυτών 

των αλληλομόρφων επιβεβαιώνεται ο ρόλος της Ser262 στην εμφάνιση των μαθησιακών 

ελλειμμάτων αλλά και η ανάγκη της διατήρησης της φωσφορυλίωσης της Thr245 ώστε να 

αποφευχθεί η εμφάνιση της μαθησιακής δυσλειτουργίας αυτής. Τέλος, με μια σειρά 

πειραμάτων ανοσο-αποτυπώματος κατά Western προσδιορίζεται ο ρόλος της Ser262 ως 

θεματοφύλακας της φωσφορυλίωσης απομακρυσμένων καταλοίπων φωσφορυλίωσης  

αλλά και του ελέγχου της φωσφορυλίωσης των Ser202/Thr205 (AT8) και Thr212/Ser214 (AT100) 

από την φωσφορυλίωση της Thr245.  
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1. Εισαγωγή 

 

Η Tau είναι μια πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά με τους μικροσωληνίσκους  (MAP)  και 

κωδικοποιείται από το γονίδιο MAPT (ΟΜΙΜ: 157140). Προωθεί την κυτταροσκελετική 

οργάνωση και σταθερότητα, ενώ για το νευρικό σύστημα εδραιώνει την αξονική 

μετατόπιση4,5. Έξι ισομορφές της εντοπίζονται στο ανθρώπινο ΚΝΣ μέσω εναλλακτικού 

ματίσματος του αρχικού μεταγράφου της4. Οι ισομορφές αυτές μπορεί να περιέχουν τρεις ή 

τέσσερεις επαναλήψεις πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους (3R ή 4R) στο καρβοξυτελικό 

τους άκρο ενώ στο αμινοτελικό μπορούν να περιέχουν από καμία έως και δύο Ν-τελικές 

επικράτειες (0Ν, 1Ν και 2Ν)6. Ο αριθμός των επαναλήψεων πρόσδεσης στους 

μικροσωληνίσκους μεταβάλει την συγγένεια της Tau με τους μικροσωληνίσκους, με τις 4R 

ισομορφές να εμφανίζουν υψηλότερη ικανότητα πρόσδεσης7, ενώ η αμινοτελική 

επικράτεια θεωρείται σημαντική για την αλληλεπίδραση με την κυτταρική μεμβράνη 8 και 

τον πυρήνα 9.  

Η υπερφωσφορυλίωση της Tau στα 84 διαφορετικά πιθανά κατάλοιπα της 

(παρόντα στην μεγαλύτερη σε μέγεθος ισομορφή της Tau, 2Ν4R) 10 οδηγεί σε μειωμένη 

συνάφεια πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους και οδηγεί σε απώλεια της φυσιολογικής 

λειτουργίας της Tau4. Η ελεύθερη Tau μπορεί έτσι να δημιουργήσει τοξικά 

κυτταροπλασματικά συσσωματώματα που προκαλούν νευρωνική δυσλειτουργία ή 

νευροεκφύλιση7. Στους ανθρώπους τα υψηλά επίπεδα της αγρίου τύπου Tau στο ΚΝΣ 

χαρακτηρίζουν Tauopathies όπως τη νόσο του Alzheimer’s (AD), τη νόσο του Pick’s και τη 

προϊούσα υπερπυρηνική παράλυση (Progressive Supranuclear Palsy)7,11. Αντίθετα, 

μεταλλάξεις που επηρεάζουν την πρόσδεση στους μικροσωληνίσκους ή αυξάνουν τα 

επίπεδα της 4R Tau 12 σχετίζονται με την κροταφομετωπιαία άνοια με παρκινσονισμό που 

συνδέεται με το χρωμόσωμα 17 (FTDP-17).  

Μέχρι στιγμής δεν έχει αποσαφηνιστεί αν η υπερφωσφορυλίωση αυτή καθ’ αυτή ή 

η φωσφορυλίωση σε συγκεκριμένα κατάλοιπα οδηγεί την Tau ώστε να γίνει παθογενής. 

Έτσι, ο προσδιορισμός θέσεων φωσφορυλίωσης που μεσολαβούν στην παθογένεια της  είτε 

προκαλώντας την είτε διατηρώντας την είναι κεντρικής σημασίας για την κατανόηση της 

νευρωνικής τοξικότητας της Tau. Παρόλα αυτά οι συγκριτικές μελέτες που στοχεύουν στον 

προσδιορισμό τέτοιων θέσεων φωσφορυλίωσης10 δεν επιτρέπουν τον συστημικό 

προσδιορισμό της σειράς ή της πιθανής επίπτωσης της εμφάνισής τους. Για το λόγο αυτό 

μελετάμε τον ρόλο των φώσφο-επιτόπων της Tau στην ανάπτυξη και την λειτουργία του 

νευρικού συστήματος της Drosophila 3,13 στην οποία είναι δυνατός ο έλεγχος χωροχρονικά 

της έκφρασης διαφόρων διαγονιδίων αλλά και της δημιουργίας αλληλομόρφων της Tau 

που φέρουν αμινοξικές αντικαταστάσεις που μπλοκάρουν ή μιμούνται την φωσφορυλίωση 

ενός ή πολλών καταλοίπων 14,15.  

Στο εργαστήριο μας έχει προσδιοριστεί πως η έκφραση ισομορφών της  αγρίου 

τύπου Tau (WT Tau) οδηγεί σε διαφορετικά επίπεδα τοξικότητας για τα νευρικά κύτταρα 

των μισχοειδών σωματίων (Mushroom Bodies, MBs)3. Ταυτόχρονα έχουν προσδιοριστεί δύο 

φώσφο-επίτοποι που μεσολαβούν την τοξικότητα της Tau, η Ser238 και η Thr245 3, με την 

Ser238 να είναι φωσφορυλιωμένη σε όλα τα τοξικά για τα MBs αλληλόμορφα της Tau2. 
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Εμποδίζοντας την φωσφορυλίωση των δύο καταλοίπων αυτών διατηρούνται άθικτες οι 

δομές των MBs, παρόλα αυτά τα ζώα αυτά εμφανίζουν μαθησιακά ελλείμματα 3. Τα 

δεδομένα αυτά υποδεικνύουν πως η τοξικότητα της Tau για τα νευρικά κύτταρα της 

Drosophila διαχωρίζεται από την δυσλειτουργία των νευρικών κυττάρων αυτών για την 

δημιουργία μνήμης και μάθησης στα ζώα που εκφράζουν την ανθρώπινη Tau 3,18. Μάλιστα, 

στο πλαίσιο αυτό προσδιορίστηκε πως η φωσφορυλίωση για την Ser262 από την άλλη μεριά 

φαίνεται να είναι απαραίτητη για την εμφάνιση των μαθησιακών ελλειμμάτων που 

οφείλονται στην Tau μιας και το μπλοκάρισμα της φωσφορυλίωσης για αυτό το κατάλοιπο 

οδηγεί στην δημιουργία φυσιολογικής οσφρητικής μάθησης 2,3,18.  

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιούνται για πρώτη φορά αλληλόμορφα της Tau 

τα οποία εμφανίζουν αντικαταστάσεις για μόνο μια θέση φωσφορυλιώσης κάθε φορά. Οι 

επίτοποι που αναλύονται είναι οι Ser238, Thr245 και Ser262 για αλληλόμορφα στα οποία είτε 

μπλοκάρεται η φωσφορυλιώση τους μέσω αντικατάστασης σε αλανίνη είτε ψευδό-

φωσφορυλιώνοντας τες μέσω αντικατάστασης τους από γλουταμικό οξύ, χειρισμοί που 

έχουν περιγραφεί εκτενώς 3,14,15. Για αυτά τα αλληλόμορφα γίνεται ανάλυση της 

τοξικότητας τους για τα νευρικά κύτταρα των MBs,  της αλληλεπίδρασης τους με άλλες 

θέσεις φωσφορυλίωσης μέσω της χρήσης συγκεκριμένων φώσφο-αντισωμάτων αλλά και 

της επίδοσης τους στην οσφρητική μάθηση.  

2. Μέθοδοι και Υλικά 

2.1. Καλλιέργεια και στελέχη Drosophila 

 Οι διασταυρώσεις της Drosophila πραγματοποιηθήκαν στην συνήθη τροφή από 

σιτάλευρο και ζάχαρη συμπληρωμένη με αλεύρι σόγιας και CaCl2 και καλλιεργήθηκαν στους 

25οC σε 50% υγρασία και σε 12 h κύκλο φωτός/σκοταδιού, εκτός των περιπτώσεων που 

υποδεικνύεται κάτι διαφορετικό. Ο ElavC155-Gal4 19–21, ο Ras2-Gal4 22 αλλά και ElavC155-

Gal4;Ras2-Gal4, που κατασκευάστηκε μέσω διασταυρώσεων, χρησιμοποιήθηκαν για την 

παν-νευρωνική έκφραση των διαγονιδίων, ενώ ο ElavC155-Gal4;tubGal80ts 3 

χρησιμοποιήθηκε για ελεγχόμενη έκφραση. Η διαγονιδιακή σειρά UAS–htau0N4R που 

περιέχει την ανθρώπινη  Tau24 προσφέρθηκε από την  M. Feany (Harvard Medical School, 

Boston, MA). Οι διαγονιδιακές σειρές UAS-htau0N4R-II, UAS-htau0N4R-S238A, UAS-htau0N4R-S238E, 

UAS-htau0N4R-T245A, UAS-htau0N4R-T245E, UAS-htau0N4R-S262A και UAS-htau0N4R-S262E 

κατασκευάστηκαν στο εργαστήριο μας έτσι ώστε να ενσωματωθούν όλα στην ίδια θέση στο 

γενετικό υλικό της Drosophila (attP site ). 

2.2. Western blot και αντισώματα 

Τα επίπεδα της ολικής Τau και η φωσφορυλίωσής της προσδιοριστήκαν σε 2 

κεφαλές θηλυκών ατόμων που ομογενοποιούνται σε 1x Laemmli διάλυμα εκτός των 

περιπτώσεων που υποδεικνύεται κάτι διαφορετικό. Χρησιμοποιήθηκαν τα μονοκλωνικά 

αντισώματα 5A6 (1:3000), T46 (Invitrogen, 1:3000), AT8 (1:1000), AT100 (Pierce Endogen 

1:1000) αλλά και τα πολυκλωνικά αντισώματα pS396 (ProSci, 1:1000) και pS262 (Abcam 

1:1000). Για την κανονικοποίηση και εξάλειψη σφαλμάτων φόρτωσης των δειγμάτων 

χρησιμοποιήθηκε το αντίσωμα anti-Syntaxin (mAb 8C3, Developmental Studies Hybridoma 

Studies, 1:3000). Τα δευτερογενή αντισώματα χρησιμοποιήθηκαν σε αραίωση 1:5000 και 

1:2000.  
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2.3. Ιστολογία 

 Η ανοσοϊστολογική ανάλυση ενήλικων κεφαλών Drosophila  πραγματοποιείται σε 

τομές παραφίνης. Για τις τομές τα ζώα μονιμοποιούνται σε διάλυμα Carnoy’s (60% 

αιθανόλη, 30% χλωροφόρμιο και 10% οξικό οξύ) για 4 h σε θερμοκρασία δωματίου, 

επεξεργάζονται με μεθυλοβενζοϊκό για 12 h και ενσωματώνονται σε παραφίνη. Τομές 5 μm 

λαμβάνονται, αποπαραφινοποιούνται σε ξυλένιο, ενυδατώνονται με μεταφορά σε μια 

σειρά διαλυμάτων αιθανόλης από 100% σε 30% και κατόπιν ελέγχονται χρησιμοποιώντας 

το αντίσωμα anti-Leo (1:4000) όπως προηγουμένως έχει περιγραφεί 23. 

2.4. Ανάλυση θνησιμότητας 

Ο έλεγχος της θνησιμότητας των ζώων πραγματοποιήθηκε με το σχεδιασμό των 

επιθυμητών διασταυρώσεων και κατόπιν τον έλεγχο του πλήθους των απογόνων τους. 

Κάθε διασταύρωση αποτελούταν από 2 αρσενικά ομόζυγα ζώα για τον υπό έλεγχο 

γενότυπο και 4 παρθένες θηλυκές μύγες ετερόζυγες για τον οδηγητή της έκφρασης και 

διατηρούνταν σε φιαλίδια με τροφή για δύο μέρες στους 25οC. Μετά το πέρας των δύο 

ημερών τα ζώα μεταφέρονται σε καινούργια φιαλίδια με τροφή στα οποία αφήνονται για 5 

ημέρες στους 25οC ώστε να εναποθέσουν τα θηλυκά ζώα τα αβγά των απογόνων τους. Την 

15 ημέρα από την αρχική μεταφορά των γονέων διαχωρίζονται και μετρώνται τα αρσενικά 

άτομα των διαφορετικών γενοτύπων.  

Η ικανότητα επιβίωσης των ζώων ως την ενηλικίωση τους προσδιορίστηκε για ζώα 

τα οποία εκφράζουν παν-νευρωνικά κάποια από τα αλληλόμορφα της 0N4R. Οι 

διαγονιδιακές σειρές που χρησιμοποιούνται φέρουν το διαγονίδιο στο ΙΙ χρωμόσωμα και η 

έκφραση ελέγχεται από τον Elav-Gal4;Ras2-Gal4 ο οποίος είναι ετερόζυγος για το Ras2-Gal4 

στο ΙΙ χρωμόσωμα μεταφέροντας το θνησιγόνο Cyo ενώ ο Elav-Gal4 εντοπίζεται στο Χ 

χρωμόσωμα (η πατρική γενιά έχει δηλαδή τους γενότυπους Elav/Elav;Ras2/Cyo και 

+/y;0N4R-II/0N4R-II). Κατά αυτόν τον τρόπο είναι εύκολο να επιλεγούν οι αρσενικές μύγες 

που θα εκφράζουν τον διαγονίδιο υπό τον έλεγχο και του Elav-Gal4 και του Ras-Gal4 

(Elav/y;Ras2/0N4R-II) από τις αρσενικές μύγες που εκφράζουν το διαγονίδιο μόνο υπό τον 

έλεγχο του Elav-Gal4 (Elav/y;0N4R-II/+). Ο λόγος επιβίωσης υπολογίζεται ως το κλάσμα του 

αριθμού των αρσενικών απογόνων που εκφράζουν το εκάστοτε αλληλόμορφο της 0N4R 

υπό τον έλεγχο και των δύο παν-νευρωνικών οδηγητών προς το σύνολο του αριθμού των 

αρσενικών απογόνων και λαμβάνει την τιμή 0 όταν δεν επιβιώνουν αρσενικά που να 

εκφράζουν την 0N4R και τιμές πλησίον του 0.5 όταν η ικανότητα επιβίωσης των αρσενικών 

δεν μεταβάλλεται από την έκφραση του διαγονιδίου.   

Ο λόγος επιβίωσης προσδιορίζεται ως η μέση τιμή του εκάστοτε λόγου που 

προκύπτει από τουλάχιστον τρεις διασταυρώσεις για τον κάθε αλληλόμορφο που 

ελέγχεται. Όλες οι διασταυρώσεις είναι σύγχρονες και κάθε πείραμα έχει επαναληφθεί 

τουλάχιστον για μια ανεξάρτητη φορά.  
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2.5. Συμπεριφορική ανάλυση 

Τα τεστ συμπεριφοράς πραγματοποιούνται κάτω από δέσμη ερυθρού φωτός στους 

24-26οC και επίπεδα υγρασίας 70-78%. Όλα τα ζώα ήταν 2-5 ημερών, συλλέχθηκαν μέσω 

ήπιας αναισθησίας υπό CO2 μια μέρα πριν την διεξαγωγή του πειράματος και 

διατηρήθηκαν σε φιαλίδια με τροφή σε ομάδες των 50-70 στους 24-26οC. 1-1.5 ώρα πριν το 

πείραμα μεταφέρονται σε καινούργια φιαλίδια χωρίς αναισθησία. Για την εκτίμηση της 

ικανότητας μάθησης χρησιμοποιείται το παράδειγμα της αρνητικής οσφρητικής μάθησης 

συνδυάζοντας απωθητικές οσμές ως εξαρτημένο ερέθισμα (CS+ και CS-) με το ηλεκτρικό 

σοκ ως μη εξαρτημένο ερέθισμα (US).  Οι απωθητικές ουσίες που χρησιμοποιούνται είναι η 

βενζαλδεΰδη (BNZ) και η 3-οκτανόλη (OCT). Κατά την εκπαίδευση, 50-70 μύγες  

τοποθετούνται σε ένα σωλήνα υπενδεδυμένο με ηλεκτροφόρο πλέγμα και εκτίθενται σε 

αέρα (500 mL/min) για 15 s, κατόπιν η συνδεδεμένη με το σοκ οσμή μεταφέρεται στον 

αέρα για 30 s ταυτόχρονα με επαναλαμβανόμενα σοκ διάρκειας 1.25 s στα 90 V κάθε 5 s. 

Ακολούθως, μεταφέρεται αέρας για 30 s, η οσμή ελέγχου για 30 s και ξανά αέρας για 30 s.  

H χρονική στιγμή της παράδοσης του ερεθίσματος διατηρείται σταθερή, με 6 σοκ να 

παραδίδονται σε 30 s. Δύο ομάδες ζώων του ίδιου γενοτύπου εκπαιδεύονται ταυτόχρονα, 

μια ομάδα ώστε να αποφεύγει την BNZ ή άλλη την OCT, ενώ η αντίθετη οσμή 

χρησιμοποιούνταν κάθε φορά ως οσμή ελέγχου. Τα ζώα μεταφέρονται αμέσως μετά την 

ολοκλήρωση της εκπαίδευσης σε μια συσκευή Τ-λαβυρίνθου επιτρέποντας τους να 

διαλέξουν μεταξύ των δύο οσμών που συγκλίνουν στη μέση του λαβυρίνθου για 90 s. Αφού 

ο χρόνος μεταξύ της εκπαίδευσης και της σύζευξης του εξαρτημένου με το ανεξάρτητο 

ερέθισμα είναι 3 min, η αξιολόγηση αφορά την μνήμη 3 λεπτών, την οποία αναφέρουμε ως 

μάθηση.  

Η απόδοση των ζώων υπολογίζεται μέσω ενός δείκτη (Performance Index, PI) που 

ισούται με το λόγο των μυγών που αποφεύγουν την συνδεδεμένη με το σοκ οσμή μείον το 

αυτών που αποφεύγουν την οσμή ελέγχου προς των συνολικό αριθμό των μυγών. Ο λόγος 

αυτός αντικατοπτρίζει την απόδοση μάθησης για το ένα εξαρτημένο ερέθισμα. Έτσι ο PI  

υπολογίζεται ως o μέσος όρος των δύο ήμισυ λόγων για κάθε μία από τις δύο ομάδες ζώων 

που εκπαιδεύονται στα συμπληρωματικά εξαρτημένα ερεθίσματα και λαμβάνει τιμές 

μεταξύ  100 – 0 (τέλεια απόδοση και απουσία μάθησης αντίστοιχα). Όλα τα πειράματα 

συμπεριφοράς διεξήχθησαν έτσι ώστε όλοι οι γενότυποι που εμπλέκονται σε ένα πείραμα 

να ελέγχονται  κάθε ημέρα. Τα πειράματα αναπαράχθηκαν τουλάχιστον μια φορά με μύγες 

από διαφορετικές διασταυρώσεις και σε διαφορετική χρονική περίοδο.  

Για τα πειράματα όπου γίνεται χρήση του συστήματος TARGET (μύγες που φέρουν 

Gal80ts), όλα ζώα έχουν εκτραφεί στους 18οC μέχρι την ενηλικίωση και τα UAS-0N4R 

διαγονίδια επάγονται τοποθετώντας μύγες 2-5 ημερών στους 30οC για 12 ημέρες. Τα ζώα 

κρατήθηκαν στην θερμοκρασία εκπαίδευσης (25οC) για 30 λεπτά πριν την εκπαίδευση. 
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3. Αποτελέσματα 

3.1. Προσδιορισμός των φαινοτύπων τοξικότητας και μαθησιακών ελλειμμάτων για το 

διαγονιδιακό στέλεχος htau0N4R-II 

Όπως περιγράφεται στην ενότητα Υλικά και Μέθοδοι, τα διαγονιδιακά στελέχη που 

χρησιμοποιούνται για τους σκοπούς αυτής της εργασίας περιέχουν τα διαφορετικά 

αλληλόμορφα της 0N4R σε μια συγκεκριμένη attP θέση ένθεσης 24. Η επιλογή αυτή έγινε, 

έτσι ώστε τα υπό εξέταση αλληλόμορφα να βρίσκονται στον ίδιο γενετικό τόπο και έτσι τα 

επίπεδα έκφρασης τους να είναι ίδια κάτι που επιτρέπει την συγκριτική μελέτη μεταξύ 

διαφορετικών διαγονιδίων. Παρόλα αυτά, φαίνεται πως οι διάφορες attP θέσεις 

ενσωμάτωσης εμφανίζουν ποικιλότητα ως προς το επίπεδο της έκφρασης ενός διαγονιδίου 

ή ακόμα και για την ίδια attP θέση η έκφραση μπορεί να μεταβάλλεται ανάλογα τον ιστό 

στον οποίο επιλέγεται να γίνει η επαγωγή της 25. Παράλληλα έχει βρεθεί πως η έκφραση 

της tau, συγκεκριμένα, από διαφορετικές θέσεις attP, μπορεί να μεταβάλει την τοξικότητα 

της για το περιφερικό νευρικό σύστημα, εξαλείφοντας ή επιδεινώνοντας τον φαινότυπο 

λόγω μεταβολής του επιπέδου έκφρασης του εκάστοτε διαγονιδίου26. Παρόμοια δεδομένα 

προκύπτουν και από την χρήση πολλών διαφορετικών διαγονιδιακών στελεχών, στο 

εργαστήριο μας, στα οποία η ένθεση του διαγονιδίου έχει πραγματοποιηθεί σε μια attP 

θέση ενσωμάτωσης και δεν εμφανίζουν τα ίδια επίπεδα έκφρασης μεταξύ των 

διαφορετικών διαγονιδίων. Για το λόγο αυτό επιλέχθηκε να διερευνηθεί αρχικά αν το νέο 

διαγονιδιακό στέλεχος  htau0N4R-II αναπαράγει τους ήδη χαρακτηρισμένους φαινοτύπους 

τοξικότητας της 0Ν4R όταν η έκφραση της οδηγείται στο νευρικό σύστημα της Drosophila 1–

3,18. 

3.1.1. Το διαγονιδιακό στέλεχος htau0N4R-II δεν αναπαράγει το φαινότυπο απώλειας των 

MBs  

Η συσσώρευση της 0N4R ισομορφής της πρωτεΐνης Tau στον νευρικό σύστημα της 

Drosophila φαίνεται να οδηγεί σε ένα σύνολο φαινοτύπων που προσομοιάζουν τα 

συμπτώματα νευροεκφύλισης και των συμπεριφορικών διαταραχών που παρουσιάζουν οι 

ασθενείς με Tauοpathies. Έτσι, εμφανίζουν προοδευτική νευροεκφύλιση, πρόωρο θάνατο, 

συσσώρευση παθογενών μορφών της Tau και βλάβες στην διαδικασία της μάθησης και 

μνήμης 1–3,18. Η τοξικότητα της 0N4R αξιολογήθηκε μέσω ιστολογικής ανάλυσης της 

ακεραιότητας των μισχοειδών σχηματισμών (Mushroom Bodies, ΜΒs), η δομή των οποίων 

έχει βρεθεί να εκφυλίζεται υπό την έκφραση άλλων διαγονιδιακών στελεχών της 0N4R 3, με 

τις δομές αυτές να είναι απαραίτητες για την οσφρητική μνήμη και τη μάθηση στην 

Drosophila αλλά και σε άλλα έντομα16,27,28. Παρόλα αυτά, η συσσώρευση της 0Ν4R για τις 

διαγονιδιακές μύγες htau0Ν4R-II δεν φαίνεται να επηρεάζει τη δομή των ΜΒs, όπως 

παρατηρείται για τις διαγονιδιακές μύγες htau0N4R (Εικόνα 1Α). Οι άθικτες δομές των MBs 

μπορούν να δικαιολογηθούν λόγω της καθυστερημένης ή μειωμένης συσσώρευσης της 

0Ν4R στο σύνολο των νευροβλαστών που θα οδηγήσουν στον σχηματισμό των MBs 29,30,3. 

Για να εμφανιστεί η απώλεια των MBs χρειάζεται η τοξική για τα νευρικά κύτταρα Tau να 

συσσωρευτεί στους νευροβλάστες το χρονικό διάστημα μεταξύ των 4 έως 6 ωρών της 

εμβρυογένεσης 3 και στο μονωμένο σύστημα ενσωμάτωσης των attP θέσεων ίσως η 

επαγωγή της έκφρασης να μην είναι πιθανή από τόσο νωρίς στην ανάπτυξη.  
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3.1.2. Ο εκφυλισμός του εξωτερικού χιτώνα των οφθαλμών αναπαράγεται για το 

διαγονιδιακό στέλεχος htau0N4R-II 

 Η τοξικότητα της 0N4R εξετάστηκε και για το περιφερικό νευρικό σύστημα της 

Drosophila παρατηρώντας την μορφολογία και οργάνωση των οματιδίων καθώς και το 

συνολικό μέγεθος των οφθαλμών των ζώων αυτών 31. Οι οφθαλμοί των ζώων htau0N4R 

εμφανίζουν έντονη αδρότητα και μειωμένο μέγεθος συγκριτικά με τα ζώα ελέγχου, όμως, 

τα έντονα αποτελέσματα τοξικότητας αυτά δεν παρατηρούνται για τα htau0Ν4R-II ζώα όταν η 

έκφραση της Tau ελέγχεται από τον GMR-Gal4 (Εικόνα 1Β), με τον οδηγητή της έκφρασης 

αυτόν να επιλέγεται για την αποκλειστική έκφραση των διαγονιδίων στους οφθαλμούς των 

ζώων 32. Ακόμα, η αδρότητα  εμφανίζεται μειωμένη και όταν για τα htau0Ν4R-II ζώα η 

έκφραση γίνεται παν-νευρωνικά από ένα αντίτυπο του Elav-Gal4 (Elav>0N4R-II), 

επιδεινώνεται όμως όταν η έκφραση ελέγχεται από δύο αντίτυπα του Elav-Gal4 

(Elav/Elav>0N4R-II) υποδεικνύοντας πως ο φαινότυπος αυτός ίσως να επηρεάζεται από τα 

επίπεδα συσσώρευσης της Tau (Εικόνα 1Β). Βέβαια, για όλες τις περιπτώσεις που 

εξετάστηκαν, η τοξικότητα για το περιφερικό νευρικό σύστημα είναι εμφανής. Η επιφάνεια 

των οφθαλμών της Drosophila δημιουργείται κατά τα τελευταία στάδια της ανάπτυξης της 

και έτσι αποτελεί μια αναπτυξιακή διαδικασία η οποία υστερεί χρονικά πολύ σε σχέση με 

την αναπτυξιακή διαδικασία της διαίρεσης των νευροβλαστών των MBs και για αυτό είναι 

πιθανό ο φαινότυπος αυτός να αναπαράγεται για το στέλεχος  htau0Ν4R-II. 

3.1.3. Η έκφραση της 0N4R-II παν-νευρωνικά προκαλεί μαθησιακά ελλείμματα 

Οι Tauopathies χαρακτηρίζονται, επίσης, από ελλείμματα γνωστικής ικανότητας για 

τους ασθενείς τους. Στην Drosophila η οσφρητική μάθηση μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως 

μέσο για να προσδιοριστεί η γνωστική δυσλειτουργία των μυγών που εκφράζουν την hTau. 

Η οσφρητική μάθηση οφείλεται στην λειτουργία συγκεκριμένων δομών του νευρικού 

συστήματος της μύγας που αποτελούν τα ΜΒs 16. Η παρουσία των MBs σε ενήλικες μύγες, 

που εκφράζουν τα διάφορα αλληλόμορφα της Tau καθ’ όλη την διάρκεια της ανάπτυξης 

τους, επιτρέπει τον έλεγχο της απόδοσης τους στην μάθηση με τη συσσώρευση της 0Ν4R-ΙΙ 

υπό τον έλεγχο του Elav-Gal4 να οδηγεί σε στατιστικά σημαντική μείωση του PI και 

συνεπώς σε μαθησιακή διαταραχή (P < 0.0001, Dunnett’s test, Εικόνα 1C).  

Όπως φαίνεται, λοιπόν, για το διαγονιδιακό στέλεχος htau0Ν4R-II δεν αναπαράγεται ο 

φαινότυπος τοξικότητας και απώλειας των MBs παρόλα αυτά τα ζώα αυτά συνεχίζουν να 

εμφανίζουν διαταραχές στην μάθηση υποδεικνύοντας πως η συμπεριφορική δοκιμασία της 

εξαρτημένης οσφρητικής μάθησης είναι αρκετά ευαίσθητη και δεν επηρεάζεται από την 

ποικιλότητα της έκφρασης που περιγράφεται στην βιβλιογραφία για τα attP διαγονιδιακά 

στελέχη 25,26. Δεν φαίνεται όμως να συμβαίνει το ίδιο και για τον φαινότυπο της αδρότητας 

των οφθαλμών, για τον οποίο η επιλογή διαφορετικών οδηγητών για την έκφραση του 

διαγονίδιου 0Ν4R-II μεταβάλει την έκταση της τοξικότητας της Tau. Με βάση λοιπόν τα 

αποτελέσματα αυτά και σε συνδυασμό με τις επαναλαμβανόμενες ανεξάρτητες 

παρατηρήσεις πως η συσσώρευση της πρωτεΐνης Tau που προκύπτει από την έκφραση του 

διαγονιδίου 0N4R-II μεταβάλλεται έντονα (ενδεικτικά παρατίθεται η απεικόνιση μιας 

ανάλυσης κατά Western για τον προσδιορισμό της συνολικής πρωτεΐνης Tau σε οκτώ 

ανεξάρτητα ομογενοποιημένα δείγματα κεφαλών και η ποσοτικοποίηση τους ως προς την 

Syx, Εικόνα 1D-Ε), επιλέχθηκε να διερευνηθεί αν η αύξηση της έκφρασης του διαγονιδιακού 
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στελέχους htau0Ν4R-II δύναται να μειώσει την ποικιλότητα της έκφρασης και συσσώρευσης 

της Tau που παρατηρείται. 

 

Εικόνα 1. Το διαγονιδιακό στέλεχος htau
0N4R-II

 εμφανίζει μαθησιακά ελλείμματα χωρίς να παρουσιάζει 
απώλεια των ΜΒs. (A) Μονιμοποιημένες σε διάλυμα Carnoy’s μετωπιαίες τομές παραφίνης που έχουν 
υποβληθεί σε χρώση με anti-Leo στο επίπεδο των δενδριτών των MBs για τα δείγματα ελέγχου (control 
Elav;Ras2/+) και για μύγες που εκφράζουν το υποδεικνυόμενο διαγονίδιο της 0N4R υπό τον Elav-Gal4 ή τον Elav-
Gal4;Elav-Gal4/cyo. (B) Οφθαλμική τοξικότητα η οποία επάγεται από την έκφραση διαγονιδίων της 0N4R στους 
οφθαλμούς υπό τον έλεγχο του GMR-Gal4 ή τουElav-Gal4 ή του Elav-Gal4;Elav-Gal4/Cyo . Οι μύγες μεγαλώνουν 
στους 25

ο
C ταυτόχρονα, ενώ ομάδα ελέγχου αποτελούν οι ετερόγυζες μύγες για τον GMR-Gal4. Ο φαινότυπος 

του αδρού οφθαλμού είναι πολύ πιο έντονος για το διαγονίδιο 0N4R, ενώ για τις διαγονιδιακές μύγες 0N4R-II 
είναι εμφανής η διαταραχή της οργάνωσης των οματιδιών στις GMR>0N4R-II μύγες, ενώ ο φαινότυπος φαίνεται 
να επιδεινώνεται μεταξύ των Elav>0N4R-II και Elav/Elav>0N4R-II. (C) Απόδοση στην μάθηση σε μύγες που 
συσσωρεύουν παν-νευρωνικά την 0N4R-II. Δείγματα ελέγχου (σκουρόχρωμες μπάρες) αποτελούν οι ElavGal4/+ 
ετεροζυγότες (ElavGal4 > +) και οι ετεροζυγότες για το διαγονίδιο  (0N4R-II > +). O μέσος ±SEM υποδεικνύεται 
για n > 9 σε κάθε ομάδα. Οι στατιστικές διαφορές προσδιορίζονται με Dunnett’s test για κάθε ομάδα. Οι 
διαφορές στην απόδοση μεταξύ των ομάδων ελέγχου και της ομάδας Elav>0N4R-II προσδιορίζονται ως 
στατιστικά σημαντικές (P < 0.0001). (D) Ενδεικτική απεικόνιση ανάλυσης κατά Western σε κεφάλια ζώων που 
εκφράζουν την 0N4R-II παν-νευρωνικά υπό τον Elav-Gal4 για 8 διαφορετικά δείγματα με την χρήση του 
αντισώματος 5A6. Για τον προσδιορισμό οποιουδήποτε σφάλματος φόρτωσης των δειγμάτων χρησιμοποιείται 
το αντίσωμα anti-Syx. Στα 8 διαφορετικά δείγματα της ίδιας συγκέντρωσης συνολικής πρωτεΐνης που 
φορτώνεται είναι εμφανής η ποικιλότητα στην συσσώρευση της πρωτεΐνης Tau. (E) Ποσοτικοποίηση της 
συσσώρευσης της Tau σε σχέση με την Syx για τα οκτώ δείγματα της Western blot ανάλυσης που παρατίθεται 
στο D.  
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3.2. Διαφορετικές προσεγγίσεις για την αύξηση της συσσώρευσης της Tau στο 

διαγονιδιακό στέλεχος htau0N4R-II  

3.2.1. Η έκφραση της 0Ν4R-ΙΙ από δύο αντίγραφα του διαγονίδιου οδηγεί σε εμβρυική 

θνησιμότητα  

Δεδομένου ότι η συνολική πρωτεΐνη που συσσωρεύεται στην διαγονιδιακή σειρά 

htau0N4R-II είναι σχεδόν τέσσερεις φορές  λιγότερή από τη συσσώρευση της  htau0N4R (Εικόνα 

1Α και 1F) αναζητήθηκε κάποιος χειρισμός έτσι ώστε τα επίπεδα έκφρασης να αυξηθούν 

και ταυτόχρονα να εξαλειφθεί η έντονη ποικιλότητα στα επίπεδα συσσώρευσης του 

παρατηρείται για αυτό το attP διαγονιδιακό στέλεχος. Έτσι, ως μια πρώτη προσέγγιση 

επιλέχθηκε να δημιουργηθούν ομόζυγες μύγες για το 0Ν4R-II διαγονίδιο ώστε η έκφραση 

της 0N4R να πραγματοποιείται από δύο αντίγραφα του, κάτι που αναμένεται να οδηγήσει 

σε αύξηση της συσσώρευσης της 0N4R. Η επιλογή αυτή δεν ήταν δυνατή όμως, διότι, όταν 

η έκφραση των δύο αντιτύπων του διαγονιδίου htau0N4R-II επάγεται παν-νευρωνικά από τον 

Elav-Gal4 δεν μεγαλώνουν ενήλικα άτομα λόγω εμβρυικής θνησιμότητας (Πίνακας 1) ακόμα 

και όταν οι απόγονοι μεγαλώνουν στους 18οC όπου η έκφραση του εκάστοτε διαγονίδιου 

είναι χαμηλή. Η εμβρυική θνησιμότητα αυτή μπορεί να δικαιολογηθεί μιας και το τελικό 

αποτέλεσμα της νεύρο-τοξικότητας της Tau αποτελεί ο θάνατος του οργανισμού και 

ενδεχομένως για ομόζυγα άτομα η συσσώρευση της Tau είναι υπερβολικά υψηλή 

καθιστώντας την θνησιγόνο για τα άτομα αυτά. 

 

Πίνακας 1. Εμβρυική θνησιμότητα για τις διαγονιδιακές μύγες που εκφράζουν παν-νευρωνικά δύο αντίτυπα 

των αλληλομόρφων της Tau υπό τον Elav-Gal4. Για όλα τα αλληλόμορφα της Tau που υποδεικνύονται 

παρατηρείται εμβρυική θνησιμότητα με αποτέλεσμα να μην προκύπτουν ενήλικα άτομα για καμία από τις 

διαφορετικές θερμοκρασίες που δοκιμάστηκαν να μεγαλώσουν τα έμβρυα. Μόνο τα ομόζυγα έμβρυα για το 

αλληλόμορφο S262E δίνουν βιώσιμα ενήλικα άτομα.  

 

3.2.2. Η αύξηση της θερμοκρασίας στην οποία μεγαλώνουν οι μύγες δεν μεταβάλει την 

συσσώρευση της Tau 

Ένας διαφορετικός χειρισμός που φαίνεται να προκαλεί επαγωγή της έκφρασης των 

διαγονιδίων σε διαφορετικά διαγονιδιακά στελέχη της Drosophila αποτελεί η μεταβολή και 

συγκεκριμένα η αύξηση της θερμοκρασίας στην οποία διατηρούνται οι απόγονοι της 
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διασταύρωσης μεταξύ ενός διαγονιδιακού στελέχους και κάποιου Gal-4 οδηγητή της 

έκφρασης. Στην περίπτωση μας, η διατήρηση ενήλικων htau0N4R-II στους 30οC για τέσσερεις 

μέρες δεν φαίνεται να οδηγεί σε αύξηση της συσσώρευσης της πρωτεΐνης Tau σε σύγκριση 

με μύγες που διατηρούνται στους 25οC (Εικόνα 2A-Β). Ταυτόχρονα, ούτε μύγες htau0N4R-II 

που μεγάλωσαν στους 30οC και διατηρήθηκαν σε αυτήν την θερμοκρασία μέχρι την 

ενηλικίωσή τους δεν εμφανίζουν υψηλότερο επίπεδο συσσώρευσης της πρωτεΐνης Tau 

συγκριτικά με μύγες που μεγάλωσαν στους 25οC (Εικόνα 2C-D). Όπως φαίνεται, λοιπόν, η 

έκφραση του διαγονιδίου υπό τον Elav-Gal4 δεν επάγεται  με την αύξηση της θερμοκρασίας 

στην οποία μεγαλώνουν ή διατηρούνται οι μύγες πιθανόν λόγω των μονωτών της attP 

θέσης ή των μονωτών των γειτονικών γονιδίων τις attP θέσης. 

3.2.3. Η έκφραση της 0N4R από διαφορετικούς παν-νευρωνικούς οδηγητές μπορεί να 

μεταβάλει την συσσώρευση της Tau 

Με βάση τα προηγούμενα αποτελέσματα φαίνεται πως δεν παρατηρείται  επαγωγή 

της έκφρασης του διαγονιδιακού στελέχους htau0N4R-II μέσω της θερμοκρασίας και έτσι 

επιλέχθηκε να χρησιμοποιηθούν διαφορετικοί παν-νευρωνικοί οδηγητές της έκφρασης για 

να επιτευχθεί η επιθυμητή αύξηση και σταθεροποίηση στην συσσώρευση της Tau.  Όταν η 

έκφραση του htau0N4R-II ελέγχεται παν-νευρωνικά από τον Ras2-Gal4, η συσσώρευση της 

πρωτεΐνης Tau δεν φαίνεται να μεταβάλλεται (P = 0.9949) (Εικόνα 2E-F). Ακόμα, όταν η 

έκφραση ελέγχεται από δύο αντίτυπα του Elav-Gal4 (μύγες με γενότυπο Εlav/+;Elav/0N4R-

ΙΙ) η πρωτεΐνη που τελικά συσσωρεύεται είναι περισσότερη, συγκριτικά με την ολική 

πρωτεΐνη για τις μύγες Εlav/+;0N4R-ΙΙ/+ (Εικόνα 2E-F). Όταν όμως η έκφραση οδηγείται από 

τον Elav-Gal4;Ras2-Gal4 η πρωτεΐνη που συσσωρεύεται είναι σχεδόν 2.8 φορές 

περισσότερη από την αντίστοιχη για τις μύγες ελέγχου και η διαφορά αυτή είναι στατιστικά 

σημαντική (P  < 0.001) και προσεγγίζει το επίπεδο συσσώρευσης για τις διαγονιδιακές 

μύγες 0N4R (Εικόνα 2E-F). 

Ο ίδιος χειρισμός φαίνεται να οδηγεί επίσης στην αύξηση του επιπέδου 

συσσώρευσης της πρωτεΐνης Τau κατά 2.2 φορές (Εικόνα 3A-B), και για ένα άλλο 

διαγονιδιακό στέλεχος, το htau0N4R-III, το οποίο εμφανίζει επίσης χαμηλότερα επίπεδα 

συσσώρευσης σε σχέση με την htau0N4R (Εικόνα 3C), υποδεικνύοντας πως η χρήση του Elav-

Gal4;Ras2-Gal4 φαίνεται να αυξάνει και να εξισώνει τα επίπεδα έκφρασης των σειρών που 

φέρουν το διαγονίδιο σε κάποια θέση ενσωμάτωσης attP. Βέβαια, επειδή η συσσώρευση 

της Tau για το διαγονιδιακό στέλεχος htau0N4R-II υπό τον Elav-Gal4;Ras2-Gal4 είναι 

υψηλότερη από την αντίστοιχη συσσώρευση της Tau για το στέλεχος htau0N4R-III επιλέχθηκε 

να γίνει χρήση του πρώτου διαγονιδίου στην παρούσα εργασία. 

Ο διπλός αυτός παν-νευρωνικός οδηγητής της έκφρασης δεν έχει χαρακτηριστεί 

προηγουμένως και μιας και στα πλαίσια αυτής της εργασίας θα χρησιμοποιηθεί για να 

ελέγξει την έκφραση διαφορετικών διαγονίδων σε ζώα τα οποία τελικά θα υποβληθούν σε 

έλεγχο της επίδοσης τους σε μια δοκιμασία οσφρητικής μάθησης, έπρεπε να 

προσδιοριστεί, αρχικά, αν οι ετεροζυγώτες για το Elav-Gal4;Ras2-Gal4 εμφανίζουν κάποια 

μεταβολή στο PI τους συγκριτικά με το έως τώρα χρησιμοποιούμενο Elav-Gal4. Δεν θα 

πρέπει να ξεχνάμε πως οι ομόζυγες θηλυκές μύγες για τον Elav-Gal4 εμφανίζουν μαθησιακά 

ελλείμματα (αδημοσίευτα δεδομένα, Skoulakis) και για αυτό επιλέχθηκε να δημιουργηθεί ο 

Elav-Gal4;Ras2-Gal4 ο οποίος και δεν φαίνεται να προκαλεί κάποιο μαθησιακό έλλειμμα 
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κατά την δοκιμασία οσφρητικής μάθησης (Εικόνα 3D). Συγκεντρώνοντας λοιπόν, όλα τα 

παραπάνω δεδομένα αποφασίστηκε να γίνει χρήση του Elav-Gal4;Ras2-Gal4 για την 

έκφραση των διαφορετικών διαγονιδίων που περιγράφονται σε αυτήν την εργασία καθώς 

επίσης και για όλες τις άλλες μελέτες που στοχεύουν στην παν-νευρωνική έκφραση 

διαγονιδίων που έχουν δημιουργηθεί μέσω ενσωμάτωσης τους εξωγενούς γενετικού 

υλικού σε κάποια attP θέση.  

 

Εικόνα 2. Η χρήση του Elav-Gal4;Ras2-Gal4 εξισώνει τα επίπεδα συσσωμάτωσης της Tau μεταξύ της 
διαγονιδιακής σειράς htau

0N4R-II 
και htau

0N4R
. (A) Western Blot ανάλυση σε κεφάλια ζώων που εκφράζουν παν-

νευρωνικά το διαγονίδιο της Tau που υποδεικνύεται αλλά και για δύο περιπτώσεις όπου εντοπίζεται η 0N4R-II 
σε κεφάλια ζώων που έχουν διατηρηθεί για τέσσερεις μέρες στους 25

ο
C και τους 30

ο
C αντίστοιχα, 

χρησιμοποιώντας το αντίσωμα 5A6 anti-Tau και την Syntaxin (Syx) για το έλεγχο του φορτώματος. (Β) 
Ποσοτικοποίηση των επιπέδων της 0N4R-II σε μύγες που διατηρούνται για 4 μέρες στους 25

ο
C ή τους 30

ο
C, 

αντίστοιχα. Ο μέσος λόγος των επιπέδων της 0Ν4R-II στις μύγες που διατηρήθηκαν στους 25
 ο

C σε σύγκριση με 
την ενδογενή Syx υπολογίστηκε σε τρία ανεξάρτητα διαλύματα ομογενοποιημένων κεφαλιών και διατηρεί την 
σχετική τιμή 1 (arbitrary unit 1). Ο μέσος λόγος της 0N4R-II στις μύγες που διατηρήθηκαν στους 30

ο
C ως προς 

την Syx υπολογίστηκε επίσης και παρουσιάζεται μαζί με το standard error του (±SEM). Τα επίπεδα της 0N4R-II 
στους 30

ο
C για τέσσερεις μέρες δεν φαίνεται να διαφέρουν στατιστικά σημαντικά από αυτά της 0N4R-II στους 
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25
ο
C (Dunnett’s test, P = 0.7180). (C) Ανοσοϊστοχημική ανάλυση κατά Western σε κεφάλια μυγών που 

εκφράζουν παν-νευρωνικά την Tau υπό την επίδραση δύο διαφορετικών θερμοκρασίων (25 και 30 
ο
C) από τα 

πρώτα εμβρυικά στάδια τους μέχρι την ενηλικίωση, με την χρήση του αντισώματος 5A6 anti-tau και της Syx για 
την εξάλειψη σφαλμάτων φόρτωσης. (D) Ποσοτικοποίηση των επιπέδων της Tau σε σχέση με την Syx, όπως 
ακριβώς περιγράφεται παραπάνω. Ο μέσος όρος ±SEM τεσσάρων ανεξάρτητων πειραμάτων παρουσιάζεται 
χωρίς να φαίνεται να υπάρχει στατιστική διαφορά μεταξύ των επιπέδων της Tau για τις δύο διαφορετικές 
συνθήκες (P = 0.7685). (Ε) Western blot ανάλυση επιλεγμένων γενοτύπων που υποδεικνύουν την αλλαγή των 
επιπέδων συσσώρευσης της Tau ανάλογα με τον παν-νευρωνικό οδηγητή που επιλέγεται να οδηγήσει την 
έκφραση της με την χρήση του αντισώματος 5A6 anti-Tau. (F) Συλλογική ποσοτικοποίηση των επιπέδων 
συσσώρευσης της Tau σε σχέση με την ενδογενή Syx όταν αυτή εκφράζεται από διαφορετικούς παν-νευρωνικού 
οδηγητές αλλά και για διαφορετικά διαγονίδια. Η έκφραση της διαγονιδιακής πρωτεΐνης 0N4R-II από τον Ras2-
Gal4 αλλά και σε μύγες ομόζυγες για τον Elav-Gal4 δεν εμφανίζει στατιστική διαφορά από το επίπεδο ελέγχου 
που αποτελεί η συσσώρευση της Tau εκφραζόμενη από ένα αντίτυπο του Elav-Gal4. (P = 0.9949 και P = 0.3134 
αντίστοιχα). Όταν, η 0N4R-II εκφράζεται από τον Elav-Gal4;Ras2-Gal4 η συσσώρευση της αυξάνεται κατά 2.8 
φορές με την αύξηση αυτή να εμφανίζεται στατιστικά σημαντική (P < 0.0001), ενώ στατιστική διαφορά 
εμφανίζει και η συσσώρευση της Tau για το διαγονίδιο 0N4R υπό τον έλεγχο του Elav-Gal4 (P < 0.0001).  

 

 

Εικόνα 3. Η χρήση του Elav-Gal4;Ras-Gal4 φαίνεται να πολλαπλασιάζει την έκφραση και την συσσώρευση της 
Tau και για μια διαφορετική διαγονιδιακή σειρά. (Α) Western blot ανάλυση σε ομογενοποιημένες κεφαλές 
ζωών που εκφράζουν παν-νευρωνικά το διαγονίδιο της Tau, 0N4R-III χρησιμοποιώντας το αντίσωμα T46 anti-
Tau και της Syx. (Β) Ποσοτικοποίηση των επιπέδων της Tau σε μύγες που η έκφραση της ελέγχεται από τον Elav-
Gal4 ή τον Elav-Gal4;Ras2-Gal4. Ο μέσος λόγος του επιπέδου της Tau σε σχέση με την Syx προσδιορίστηκε για 
τρία ανεξάρτητα πειράματα. Το επίπεδο της Tau στις μύγες που ελέγχουν την έκφραση της μέσω του Elav-
Gal4;Ras2-Gal4 ήταν 2.2 φορές μεγαλύτερη σε σχέση με αυτό των μυγών που την εκφράζουν υπό τον Elav-Gal4 
(P < 0.0001, Dunnett’s test). (C) Western blot ανάλυση σε διαλύματα ομογενοποιημένων κεφαλιών που 
εκφράζουν παν-νευρωνικά την htau

HH587Fb
 και την htau

0N4R
 υπό τον έλεγχο του Elav-Gal4;tub-Gal80

ts
 για 12 

ημέρες χρησιμοποιώντας το αντίσωμα Τ46 anti-Tau. (D) Επίδοση στην μάθηση των ζώων που φέρουν ένα 
αντίγραφο του Elav-Gal4 και του Ras2-Gal4. Δείγμα ελέγχου αποτελούν οι Elav-Gal4/+ με τον μέσο ±SEM να 
υποδεικνύεται για n > 8 σε κάθε ομάδα. Δεν παρατηρείται στατιστική διαφορά μεταξύ των δύο ομάδων (P = 
0,9226, Dunnett’s test). 
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3.3. Η εμφάνιση των μαθησιακών ελλειμμάτων για το διαγονιδιακό στέλεχος htau0N4R-II 

φαίνεται να είναι ανεξάρτητη των επιπέδων συσσώρευσης της Tau.   

Παρότι η χρήση του διπλού οδηγητή της έκφρασης, Elav-Gal4;Ras2-Gal4, φαίνεται 

να αυξάνει τα επίπεδα συσσώρευσης της 0Ν4R-II έως και τρεις φορές συγκριτικά με τον 

Elav-Gal4 (Εικόνα 2F), η αύξηση αυτή της συσσώρευσης της Tau δεν είναι ικανή να 

προκαλέσει και πάλι το φαινότυπο απαλοιφής των MBs (Εικόνα 4Α). Η μέση επιφάνεια που 

προκύπτει από την καταμέτρηση τουλάχιστον δέκα δομών καλύκων από διαφορετικές και 

ανεξάρτητες  τομές κεφαλών για την ομάδα ελέγχου (Elav/+;Ras2/+ μύγες) υπολογίζεται 

στα 0.1376 mm2 ενώ για τους κάλυκες των μυγών που εκφράζουν την 0Ν4R-II υπολογίζεται 

στα 0.1268 mm2, διαφορά που δεν χαρακτηρίζεται ως στατιστικά σημαντική (P = 0.1716, 

Dunnett’s test). Η παρατήρηση αυτή, λοιπόν, ενισχύει την υπόθεση πως η παρουσία των 

MBs δεν επηρεάζεται από τα επίπεδα συσσώρευσης της Tau αλλά από την χρονική στιγμή 

στην οποία η πρωτεΐνη θα αρχίσει να συσσωρεύεται στα νευρικά κύτταρα του 

αναπτυσσόμενου εγκεφάλου της Drosophila.  

Από την άλλη μεριά, η τοξικότητα της 0Ν4R ισομορφής αναπαράγεται μέσω της 

ανάλυσης της θνησιμότητας που περιγράφεται στην ενότητα Μέθοδοι και Υλικά. Η 

έκφραση του 0Ν4R-II διαγονιδίου από τον Elav-Gal4;Ras2-Gal4 οδηγεί σε στατιστικά 

σημαντική μείωση του αριθμού των ζώων που φτάνουν το ενήλικο στάδιο της ανάπτυξης 

τους σε σχέση με την ομάδα ελέγχου (Elav;Ras2 > +) (Εικόνα 4Β), όμως η μείωση αυτή δεν 

παρατηρήθηκε για τις μύγες που εκφράζουν την 0Ν4R υπό τον Elav-Gal4 ή τον Ras2-Gal4, οι 

οποίοι οδηγούν σε χαμηλότερη συσσώρευση της Tau, όπως περιγράφηκε προηγουμένως. 

Είναι λοιπόν πιθανό, να χρειάζεται η συνδυαστική έκφραση της 0Ν4R στα διαφορετικά 

υποσύνολα κύτταρων στα οποία εκφράζονται οι Elav-Gal4 και Ras2-Gal4 για να προκληθεί 

θνησιμότητα ή απλά όσο υψηλότερη είναι η συσσώρευσης της τοξικής για τα νευρικά 

κύτταρα 0N4R τόσο πιθανότερο είναι τα ζώα αυτά να μην καταφέρουν φτάσουν την 

ενηλικίωση και για αυτό να παρατηρείται θνησιμότητα μόνο για την ομάδα των Elav;Ras2 > 

0N4R-II ζώων (Εικόνα 4Β) .   

Σε ότι αφορά την επίδοση των ζώων που εκφράζουν την 0N4R-II υπό τον Elav-

Gal4;Ras2-Gal4 στην δοκιμασία εξαρτημένης οσφρητικής μάθησης, το μαθησιακό έλλειμμα 

που περιγράφεται για την 0N4R ισομορφή 18 αναπαράγεται και για αυτόν τον παν-

νευρωνικό διπλό οδηγητή της έκφρασης (Εικόνα 4C), όπως αναμένονταν. Η αύξηση όμως 

της συσσώρευσης της 0N4R-II που περιγράφεται μέσω της χρήσης του Elav-Gal4;Ras2-Gal4 

δεν φαίνεται να οδηγεί σε επιδείνωση των μαθησιακών ελλειμμάτων μιας και η τιμή των PI 

για τις δύο ομάδες ζώων (Elav > 0N4R-II και Elav;Ras2 > 0N4R-II) είναι η ίδια (Εικόνα 4D), 

καθιστώντας σαφές πως η εμφάνιση των μαθησιακών ελλειμμάτων είναι ανεξάρτητη των 

επιπέδων συσσώρευσης της 0N4R στο νευρικό σύστημα της Drosophila και κάποιο άλλο 

χαρακτηριστικό της παθογένειας αυτής της πρωτεΐνης είναι που τα προκαλεί.   

Φαίνεται, λοιπόν, πως από τους φαινοτύπους που περιγράφονται παραπάνω και 

επιλέχθηκαν για να αξιολογηθεί η τοξικότητα της Tau στο νευρικό σύστημα της Drosophila, 

ορισμένοι από αυτούς εξαρτώνται από τα επίπεδα συσσώρευσης της Tau καθώς και το 

υποσύνολο των κυττάρων που θα οδηγηθεί η συσσώρευσης της, ενώ άλλοι είναι 

ανεξάρτητοι αυτών. Έτσι, η απώλεια των MBs δεν ήταν δυνατόν να αναπαραχθεί ούτε όταν 

η έκφραση της 0N4R-II ελέγχεται από τον Elav-Gal4 ούτε από τον Elav-Gal4;Ras2-Gal4. Από 
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την άλλη μεριά, η θνησιμότητα των ζώων που εκφράζουν την 0N4R αλλά και η τοξικότητα 

της Tau για το περιφερικό σύστημα επηρεάζονται από τα επίπεδα συσσώρευσης της Tau. 

Τέλος, τα μαθησιακά ελλείμματα που περιγράφονται για την 0N4R όταν αυτή εκφράζεται 

παν-νευρωνικά φαίνεται να είναι ανεξάρτητα της συσσώρευσης της Tau ή των κυττάρων 

στα οποία συσσωρεύεται. 

 

Εικόνα 4. Η εμφάνιση των μαθησιακών ελλειμμάτων για το διαγονιδιακό στέλεχος htau
0N4R-II 

φαίνεται να 
είναι ανεξάρτητη της συσσώρευσης της Tau. (Α) Μονιμοποιημένες σε διάλυμα Carnoy’s μετωπιαίες τομές 
παραφίνης που έχουν υποβληθεί σε χρώση με anti-Leo στο επίπεδο των δενδριτών των MBs για τα δείγματα 
ελέγχου (control Elav;Ras2/+) και για μύγες που εκφράζουν το διαγονίδιο 0N4R-ΙΙ. (B) Λόγος του αριθμού των 
αρσενικών ζώων που φτάνουν στο ενήλικο στάδιο της ανάπτυξης της Drosophila ενώ συσσωρεύουν την 0N4R 
παν-νευρωνικά προς το σύνολο των αρσενικών ζώων που προκύπτουν από την διασταύρωση παρθένων 
θηλυκών ζώων γενοτύπου Elav-Gal4;Ras2-Gal4/cyo ή Elav-Gal4;0N4R-II/Cyo  με αρσενικά ζώα γενοτύπου 0N4R-
II. Ως λόγος ελέγχου υπολογίζεται αυτός των αρσενικών ζώων Elav-Gal4;Ras2/+ προς το σύνολο των αρσενικών 
που προκύπτουν από την διασταύρωση παρθένων θηλυκών Elav-Gal4;Ras2-Gal4/Cyo με αρσενικές μύγες 
W1118. Ο μέσος ±SEM υποδεικνύεται για n > 6 σε κάθε ομάδα και οι στατιστικές διαφορές προσδιορίζονται με  
Dunnett’s test για κάθε ομάδα όπου και σημειώνεται στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ του λόγου των 
Elav;Ras2>0N4R-II ζώων προς την ομάδα ελέγχου (P = 0.0170). (C) Απόδοση στην μάθηση σε μύγες που 
συσσωρεύουν παν-νευρωνικά την 0N4R. Δείγματα ελέγχου (σκουρόχρωμες μπάρες) αποτελούν οι Elav-
Gal4/+;Ras2-Gal4/+ ετεροζυγότες (Elav;Ras2 > +) και οι ετεροζυγότες για το διαγονίδιο  (0N4R-II > +). ο μέσος 
±SEM υποδεικνύεται για n > 9 σε κάθε ομάδα. Οι στατιστικές διαφορές προσδιορίζονται με Dunnett’s test για 
κάθε ομάδα με στατιστικά σημαντική διαφορά (P < 0.001) να προσδιορίζεται μεταξύ των δειγμάτων ελέγχου και 
των πειραματικών δειγμάτων για την 0N4R όταν εκφράζεται υπό τον Elav-Gal4;Ras2-Gal4. (D) Σύγκριση της 
επίδοσης της ομάδας των ζώων που εκφράζουν παν-νευρωνικά την 0N4R-II υπό τον Elav-Gal4 και αυτής που την 
εκφράζουν υπό τον Elav-Gal4;Ras2-Gal4 όπως προκύπτουν από τα δύο ανεξάρτητα πειράματα που 
περιγράφονται στην Εικόνα1C και στην Εικόνα 4C έχοντας υπολογίσει το λόγο κανονικοποιήσης για την ομάδα 
0N4R-II > + (λόγος της μέσης τιμής της απόδοσης των δύο ομάδων) η οποία εμφανίζεται και για στα δύο 
πειράματα και κατόπιν για την ομάδα Elav-Gal4;Ras2-Gal4 > 0N4R-II οι τιμές της απόδοσης έχουν 
πολλαπλασιαστεί με την τιμή του λόγου κανονικοποίησης. Το μηχανιστικό γράφημα που προκύπτει έτσι 
υποδεικνύει πως δεν περιγράφεται στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των ομάδων Elav-Gal4 > 0N4R-II και 
Elav-Gal4;Ras2-Gal4 > 0N4R-II (P = 0.7820, Student’s test).  
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3.4. Τα αλληλόμορφα των Ser238, Thr245 και Ser262 εμφανίζουν το φαινότυπο των αδρών 

οφθαλμών όχι όμως αυτόν της απώλειας των MBs 

Η σύγκριση μεταξύ διαγονιδιακών στελεχών που φέρουν διαφορετικά 

αλληλόμορφα της Tau είναι δυνατή μόνο όταν τα διαφορετικά διαγονίδια βρίσκονται στην 

ίδια θέση του γενετικού υλικού της Drosophila. Για το λόγο αυτό επιλέχθηκε να 

δημιουργηθούν τα διαγονίδια που περιγράφονται στην παρούσα εργασία στην ίδια attP 

θέση. Όμως, περάν αυτού θα πρέπει να εκφράζονται και σε παρόμοια επίπεδα και η 

έκφραση τους να είναι συγκρίσιμη με αυτή των διαγονιδίων που χρησιμοποιούνταν μέχρι 

πρότινος.  Το σύνολο των δεδομένων που περιγράφονται παραπάνω υποδεικνύει πως η 

χρήση του Elav-Gal4;Ras2-Gal4 για την παν-νευρωνική έκφραση των διαγονιδίων καλύπτει 

τις  παραπάνω απαιτήσεις και έτσι μας επιτρέπει να προχωρήσουμε στον προσδιορισμό 

του ρόλου των μεταλλάξεων της 0N4R για τις Ser238, Thr245 και Ser262. 

 Εμποδίζοντας την φωσφορυλίωση των Ser238 και Thr245 μέσω αντικατάστασης τους 

σε αλανίνη εξαλείφεται η τοξικότητα της Τau, ενώ ταυτόχρονα τα ζώα αυτά παρουσιάζουν 

έκπτωση στην δημιουργία εξαρτημένης μάθησης3. Μάλιστα, η Ser238 φαίνεται να 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην τοξικότητα της 0Ν4R 2 όμως δεν έχει διερευνηθεί η 

συμμετοχή της δεύτερης θέσης φωσφορυλιώσης που εμφανίζεται μεταλλαγμένη στο 

htauFLAG-2N4RSTA διαγονίδιο. Η Thr245 εντοπίζεται φωσφορυλιωμένη σε φυσιολογικούς 

εγκεφάλους 33,34 και συνεπώς το μπλοκάρισμα της φωσφορυλίωσης αυτής ίσως να αποτελεί 

μια τροποποίηση που να επιδεινώνει την παθογένεια της Τau. Για να διερευνηθεί η 

συμμετοχή των συγκεκριμένων θέσεων φωσφορυλίωσης σε κάποιον φαινότυπο 

τοξικότητας ή δυσλειτουργίας της Τau χρησιμοποιήθηκαν διαγονίδια της 0Ν4R στα οποία 

είτε έχει μπλοκαριστεί η φωσφορυλίωση για τις Ser238, Thr245 ή Ser262 ανεξάρτητα (φωσφό-

ανθεκτικά αλληλόμορφα), είτε έχουν ψευδό-φωσφορυλιωθεί (φωσφό-μιμητικά 

αλληλόμορφα).  

 Όπως και για το διαγονιδιακό στέλεχος αγρίου τύπου της 0N4R, έτσι και για όλα τα 

αλληλόμορφα της, οι δομές των MBs, τόσο στο επίπεδο των δενδριτών όσο και σε αυτό των 

αξόνων των νευρικών κυττάρων τους, δεν βρέθηκαν να επηρεάζονται από την συσσώρευση 

κάποιου από αυτά (Εικόνα 4Α). Μάλιστα, η παρατήρηση πως για έξι ακόμα διαγονιδιακά 

στελέχη της 0Ν4R δεν προκαλείται η απαλοιφή των MBs, ενισχύει την υπόθεση πως για να 

εμφανιστεί ο φαινότυπος αυτός θα πρέπει η Tau να εκφράζεται νωρίς κατά την ανάπτυξη 

του νευρικού συστήματος της Drosophila.  

Αντίθετα, σε ότι αφορά την τοξικότητα των μεταλλαγμένων μορφών της 0Ν4R για 

το περιφερικό νευρικό σύστημα και για τους έξι διαφορετικούς γενοτύπους είναι εμφανής 

η διαταραχή της ομαλής οργάνωσης αλλά και της μορφολογίας των οματιδίων δίνοντας 

έτσι το φαινότυπο των αδρών οφθαλμών (Εικόνα 4Β).  Μάλιστα φαίνεται να εντοπίζεται μια 

διαφορά ως προς την ένταση του εκφυλισμού του εξωτερικού χιτώνα του οφθαλμού, με το 

αλληλόμορφο S262E να εμφανίζει την πιο έντονη τοξικότητα για τους οφθαλμούς (Εικόνα 

4Β).  
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3.5. Η διατήρηση της φωσφορυλίωσης της Ser262 είναι απαραίτητη για τα Τau-εξαρτώμενα 

μαθησιακά ελλείμματα όχι όμως αυτή της Thr245  

 Η φωσφορυλίωση της Ser262 έχει βρεθεί να συνδέεται με τα Τau-εξαρτώμενα 

μαθησιακά ελλείμματα μιας και η μετάλλαξη της εν λόγω θέσης φωσφορυλίωσης σε 

αλανίνη οδηγεί σε εξάλειψη τους2. Ακόμα, το συμπέρασμα αυτό ενισχύεται από την 

απουσία αυτών των ελλειμμάτων σε δύο επιπλέον αλληλόμορφα, όπου Ser262 είναι 

μπλοκαρισμένη, τα 2NS2A και RWS2A3. Παράλληλα, το μεταλλαγμένο διαγονίδιο htauFLAG-

2N4RSTA  εμφανίζει φωσφορυλιωμένη την Ser262 και παρουσιάζει τα μαθησιακά ελλείμματα 3. 

Έτσι, ελέγχθηκε αν η διαφορετική διαγονιδιακή σειρά του αλληλομόρφου S262A που 

περιγράφεται στην παρούσα εργασία αναπαράγει τα αποτελέσματα αυτά, και ταυτόχρονα 

εξετάστηκε ο ενδεχόμενος ρόλος των δύο θέσεων φωσφορυλίωσης του STA αλληλομόρφου 

στην tau-εξαρτώμενη μαθησιακή έκπτωση.  

 

Εικόνα 5. Έλεγχος της τοξικότητας της 0N4R για τα μεταλλαγμένα διαγονίδια των Ser
238

, Thr
245

 και Ser
262

 στα 

νευρικά κύτταρα του κεντρικού και περιφερικού νευρικού συστήματος της Drosophila (Α) Μονιμοποιημένες 

σε διάλυμα Carnoy’s μετωπιαίες τομές παραφίνης που έχουν υποβληθεί σε χρώση με anti-Leo στο επίπεδο των 

δενδριτών (Calyx) και των αξόνων των MBs (Lobes) για τα διαγονιδιακά ζώα που εκφράζουν το υποδεικνύον 

αλληλόμορφο της 0Ν4R. Σε όλες τις περιπτώσεις οι δομές των MBs τόσο για τους δενδρίτες όσο και τους άξονες 

των νευρικών κυττάρων τους είναι άθικτες. (Β) Τοξικότητα των αντίστοιχων μεταλλαγμένων μορφών της 0N4R 

για τους οφθαλμούς των διαγονιδιακών ζώων όταν το διαγονίδιο εκφράζεται υπό τον έλεγχο του GMR-Gal4. Οι 

οφθαλμοί για όλους τους γενοτύπους εμφανίζουν ανωμαλία στην οργάνωση και μορφολογία των οματιδίων 

δίνοντας τον χαρακτηριστικό φαινότυπο των αδρών οφθαλμών.  

 

 Το αλληλόμορφο S262A βρέθηκε να εξαλείφει τα μαθησιακά ελλείμματα που 

παρατηρούνται στα διαγονιδιακά ζώα που εκφράζουν την 0N4R ενώ ταυτόχρονα δεν 

προσδιορίστηκε μαθησιακό έλλειμμα ούτε για το αλληλόμορφο S262E (Εικόνα 5C). Η 

παρεμπόδιση της φωσφορυλίωσης της Thr245 στο αλληλόμορφο T245A βρέθηκε να 

προκαλεί μείωση της μαθησιακής απόδοσης των διαγονιδιακών ζώων, ενώ αντίθετα η 

αντικατάσταση της θρεονίνης αυτής σε γλουταμινικό οξύ, στο αλληλόμορφο T245E, 

απομακρύνει τα Tau-εξαρτώμενα μαθησιακά ελλείμματα (Εικόνα 5Β) ενισχύοντας την 

υπόθεση πως μια φυσιολογικά φωσφορυλιωμένη θέση όπως αυτή της Thr245 μπορεί να 

διαδραματίζει κάποιο ρόλο στην παθογένεια της Tau περιορίζοντας την. Ακόμα, τα 



20 
 

αλληλόμορφα S238A και S238E δεν φαίνεται να μεταβάλλουν την εμφάνιση των 

μαθησιακών δυσκολιών που περιγράφονται για την 0N4R.  

 

Εικόνα 6. Το μπλοκάρισμα της φωσφορυλίωσης της Thr
245

 οδηγεί σε μαθησιακό έλλειμμα ενώ αντίθετα η 
διατήρηση της φωσφορυλίωσης στην Ser

262
 χρειάζεται για το tau-εξαρτώμενο μαθησιακό έλλειμμα. (Α-C) 

Μαθησιακή επίδοση σε μύγες που συσσωρεύουν παν-νευρωνικά τις μεταλλάξεις της 0N4R για την Ser
238

 (A), 
την Thr

245
 (B) και την Ser

262
 (C). Δείγματα ελέγχου (σκουρόχρωμες μπάρες) αποτελούν οι ElavGal4/+;Ras2Gal4/+ 

ετεροζυγότες (Elav;Ras2 > +) και οι ετεροζυγότες για το διαγονίδιο  (S238A > +, T245A > +, T245E > +, S262A > +). 
O μέσος ±SEM υποδεικνύεται για n > 9 σε κάθε ομάδα. Οι στατιστικές διαφορές προσδιορίζονται με Dunnett’s 
test για κάθε ομάδα. Στατιστικά σημαντικές διαφορές (P < 0.001) μεταξύ των δειγμάτων ελέγχου και το 
πειραματικών δειγμάτων προσδιορίστηκαν για τα διαγονίδια S238A, S238E και T245A  όταν εκφράζονται υπό 
τον Elav-Gal4;Ras2-Gal4 όχι όμως για τα διαγονίδια T245E, S262A και S262E όταν εκφράζονται υπό τον Elav-
Gal4;Ras2-Gal4 (P = 0.6115, P = 0.5420 και P = 0.2965, αντίστοιχα). (D) Επίδοση στην μάθηση για τις μύγες που 
συσσωρεύουν την 0N4R παν-νευρωνικά υπό τον Elav-Gal4;Ras2-Gal4 και τις μεταλλάξεις της σε αλανίνη στην 
Ser

238
 (S238A) ή την Thr

245
 (T245A) ή και τις δύο μαζί (0NSTA). Δείγμα ελέγχου αποτελούν οι ετερογυζότες για το 

διαγονίδιο 0NSTA (0NSTA > +) και ο μέσος ±SEM υποδεικνύεται και εδώ για n > 9 σε κάθε ομάδα. Στατιστικά 
σημαντικές διαφορές στην επίδοση παρατηρείται για όλες τις υπο εξέταση ομάδες, 0Ν4R-II, S238A, T245A και 
0NSTA μέσω Dunnett’s test συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου (P < 0.0001, P = 0.0008, P = 0.0014 και P = 0.0006 
αντίστοιχα), δεν παρατηρούνται όμως μεταξύ αυτών μέσω ανάλυσης Student’s test.  

Τέλος, για να επιβεβαιωθεί η διατήρηση των μαθησιακών ελλειμμάτων για τα 

διαγονιδιακά ζώα που εκφράζουν την μεταλλαγμένη μορφή της 0N4R και στην Ser238 και 

στην Thr245 ταυτόχρονα, όπως περιγράφεται από τον Kosmidis και τους συνεργάτες του 3 για 

το htauFLAG-2N4RSTA, κατασκευάσαμε ένα νέο διαγονιδιακό στέλεχος το οποίο φέρει την 0N4R 

ισομορφή όπου έχει υποστεί αντικατάσταση των Ser238 και Thr245 σε αλανίνη (htau0N4R-STA) 
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στην ίδια attP θέση με τα άλλα διαγονίδια που περιγράφονται στην παρούσα εργασία. 

Όταν, λοιπόν, τα ζώα που εκφράζουν παν-νευρωνικά την 0N4R-STA υπό τον Elav-Gal4;Ras2-

Gal4, εξετάστηκαν ως προς την επίδοση τους σε μια δοκιμασία οσφρητικής μάθησης, 

βρέθηκαν να διατηρούν το μαθησιακό έλλειμμα που περιγράφεται για την 0N4R (Εικόνα 

6D). Μάλιστα, στο παρόν πείραμα εξετάστηκαν ταυτόχρονα τα ζώα που εκφράζουν την 

αγρίου τύπου ισομορφή της 0N4R αλλά και τα αλληλόμορφα S238A και T245A με σκοπό να 

προσδιοριστούν τυχόν διαφορές μεταξύ αυτών, κάτι τέτοιο όμως δεν παρατηρήθηκε 

(Εικόνα 6D). 

3.6. Φώσφο-αποτύπωμα των μεταλλάξεων για τις Ser238, Thr245 και Ser262 σε άλλους 

παθογενείς επιτόπους της Tau  

 Η τροποποίηση συγκεκριμένων καταλοίπων φωσφορυλίωσης έχει βρεθεί να 

ελέγχει την φωσφορυλίωση συγκεκριμένων απομακρυσμένων θέσεων 35.  Έτσι, το 

μπλοκάρισμα της φωσφορυλίωσης της  Ser262, μέσω αντικατάστασης της από αλανίνη, 

οδηγεί σε μείωση των επιπέδων  φωσφορυλίωσης διαφόρων απομακρυσμένων επιτόπων 2, 

ενώ η ταυτόχρονη αντικατάσταση των Ser238και Thr245 από αλανίνη προκαλεί μια συνολική 

αύξηση της φωσφορυλιώσης για πολλούς επιτόπους που συνδέονται με την νόσο του 

Alzheimer’s 3. Για το λόγο αυτό προσδιορίστηκε κατά πόσο η αντικατάσταση των Ser238, 

Thr245 και Ser262 επηρεάζει την φωσφορυλίωση άλλων θέσεων που έχουν βρεθεί 

φωσφορυλιώμενες σε ασθενείς με Alzheimer’s περιλαμβάνοντας τις pSer202/pThr205 (AT8), 

pThr212/pSer214 (AT100),  pS262 και pS396. Το αντίσωμα ΑΤ100 αναγνωρίζει ζευγαρωμένες-

ελικοειδείς-νηματοειδείς δομές της Tau (PHFs) και χρησιμοποιείται σε ιστολογικές 

αναλύσεις  36 με την υπερφωσφορυλίωση των επιτόπων pThr212/pSer214 να σχετίζεται με 

νευροεκφύλιση στον άνθρωπο 11. Η ίδια σύνδεση έχει περιγραφεί και για τους επιτόπους 

που αναγνωρίζει το αντίσωμα ΑΤ8. Τέλος, η φωσφορυλίωση στην Ser396 περιγράφεται ως 

ένα από τα πρώτα γεγονότα που συμβαίνουν στην Tau και οδηγούν στον σχηματισμό 

ανώμαλων δομών που εντοπίζονται στα νευροϊνιδιακά δεμάτια 37.  

Τα επίπεδα της συσσώρευσης της Tau και για τις εφτά διαφορετικές διαγονιδιακές 

σειρές φαίνεται να είναι η ίδια όπως προσδιορίστηκε από το φώσφο-ανεξάρτητο αντίσωμα 

T46 (Εικόνα 6A, Tau) και ποσοτικοποιήθηκε στην Εικόνα 6B, 6C και 6D. Τα επίπεδα της 

φωσφορυλίωσης και για τα δύο αλληλόμορφα όπου η Ser262 έχει υποστεί αντικατάσταση 

(S262A και S262E) για όλους τους επιτόπους που ελέχθησαν βρέθηκαν στατιστικά μειωμένα 

συγκριτικά με τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της αγρίου τύπου 0Ν4R (Εικόνα 6A και 6D). Για 

το αποτύπωμα του AT8 η μείωση της φωσφορυλίωσης είναι 40%  (P = 0.0009 και P = 0.0044 

για τα S262A και S262E, αντίστοιχα) ενώ φτάνει το 80% για τους επιτόπους που 

αναγνωρίζουν τα ΑΤ100 και το pS396 (P < 0.0001 και για τα δύο αλληλόμορφα, S262A και 

S262E και για τα δύο αντισώματα που περιγράφονται). Τέλος, όπως ήταν αναμενόμενο, η 

αντίδραση με το αντίσωμα που αναγνωρίζει την φωσφορυλιώση στην Ser262 (Εικόνα 6Α, 

pS262) δεν δίνει ανοσοαποτύπωμα για το αλληλόμορφο S262A και το S262E. Τα ευρήματα 

αυτά ταυτίζονται με την μείωση της φωσφορυλίωσης που έχει παρατηρηθεί και σε άλλη 

ανεξάρτητη διαγονιδιακή σειρά  και επιβεβαιώνει την υπόθεση πως η Ser262 δρα ως 

θεματοφύλακας ελέγχοντας την  φωσφορυλίωση άλλων επιτόπων που μεσολαβούν την 

τοξικότητα της Tau στην Drosophila 2.  
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Αναφορικά με τη φωσφορυλίωση των επιτόπων που αναγνωρίζει το αντίσωμα AT8 

δεν βρέθηκε στατιστική διαφορά σε σχέση με την φωσφορυλίωση της 0Ν4R στα 

αλληλόμορφα S238A και S238E (P = 0.9123 και P = 0.9006, αντίστοιχα) (Εικόνα 6A και 6B), 

είναι όμως περίπου 40% και 60% υποφωσφορυλιωμένοι στα αλληλόμορφα Τ245Α και 

Τ245Ε αντίστοιχα (P < 0.0001 και P < 0.0001, αντίστοιχα) (Εικόνα 6A και 6C). Η 

φωσφορυλίωση στους επιτόπους του AT100 βρέθηκε, επίσης, υποφωσφορυλιωμένη σε όλα 

τα αλληλόμορφα για την Ser238 και Thr245 (30% μειωμένη στο S238A, P = 0.0002, 80% 

μειωμένη στο S238E, P < 0.0001, 20% μειωμένη στο T245A, P = 0.0064 και 50% μειωμένη 

στο Τ245Ε, P < 0.0001) (Εικόνα 6A-C ). Σε ότι αφορά την φωσφορυλιώση της Ser396 δεν 

παρατηρήθηκε διαφορά στα επίπεδα της για τα αλληλόμορφα T245A, T245E και S238E (P = 

0.6730, P = 0.4444 και P = 0.8466, αντίστοιχα) παρατηρείται όμως μια υπερφωσφορυλίωση 

της για το αλληλόμορφο S238A (P = 0.0159 Dunnett’s test) (Εικόνα 6Α-C). Τέλος, τα 

ευρήματα για την φωσφορυλίωση της Ser262 υποδεικνύουν πως για τα αλληλόμορφα 

S238A, S238E και Τ245Α η κάλυψη του καταλοίπου αυτού ξεπερνά την αντίστοιχη για την 

αγρίου τύπου 0Ν4R, αφού βρέθηκε σχεδόν 2.3 φορές υψηλότερη για τα S238A και S238E 

με την διαφορά αυτή να είναι στατιστικά σημαντική (P = 0.0024 και P = 0.0043 αντίστοιχα) 

ενώ για το Τ245Α η κάλυψη ήταν 2 φορές υψηλότερη (P = 0.0056) (Εικόνα 6Α-C). Από το 

σύνολο των παραπάνω παρατηρήσεων προκύπτει πως η Thr245 επηρεάζει την 

φωσφορυλίωση των επιτόπων που αναγνωρίζουν τα AT8 και AT100 και όχι του pS396, μιας 

και το μπλοκάρισμα της οδηγεί στην μείωση της φωσφορυλίωσης των δύο αλλά όχι του 

τρίτου. Από την άλλη μεριά, η διατήρηση της φωσφορυλίωσης στην Ser238 χρειάζεται ώστε 

να διατηρηθεί η φωσφορυλίωση της Ser396 στα επίπεδα της 0N4R.  

 

4. Συζήτηση  

 

 Για να προσδιοριστούν οι θέσεις φωσφορυλίωσης που συμμετέχουν στην 

τοξικότητα της Tau έχει δημιουργηθεί ένα σύνολο διαγονιδιακών στελεχών που εκφράζουν 

διαφορετικά αλληλόμορφα της 0N4R hTau ισομορφής όπου κάθε ένα έχει υποστεί 

αντικαταστάσεις μιας ή δύο Ser/Thr από το φώσφο-ανθεκτικό αμινοξί αλανίνη 15. Παρόλα 

αυτά, δεν φαίνεται να προκαλείται μείωση της τοξικότητας σε αυτά τα φώσφο-ανθεκτικά 

αλληλόμορφα της 0N4R htau, όταν η τοξικότητα αξιολογείται μόνο μέσω του εκφυλισμού 

του εξωτερικού χιτώνα του οφθαλμού, και τα μόνα εμφανή αποτελέσματα που 

παρατηρούνται αφορούν ένα διαγονιδιακό στέλεχος όπου 14 Ser και Thr έχουν 

αντικατασταθεί ταυτόχρονα (htauAP)38. Παράλληλα, η ψευδό-φωσφορυλιωση των 14 αυτών 

καταλοίπων, μέσω αντικατάστασής τους από γλουταμινικό οξύ (htauE14) οδηγεί στην 

αύξηση της τοξικότητας 39,40 υποδεικνύοντας πως η συνεργατικότητα πολλών θέσεων 

φωσφορυλίωσης μεσολαβεί την τοξικότητα της Tau. Πρόσφατα, όμως, το εργαστήριο μας 

συγκέντρωσε δεδομένα πως η ταυτόχρονη αντικατάσταση των Ser238 και Thr245 (htauFLAG-

2N4RSTA ) οδηγεί σε απώλεια της τοξικότητας της 0Ν4R, όταν εξετάζεται ιστολογικά η δομή 

των MBs, η οποία και παραμένει ανεπηρέαστη,  παρόλα αυτά τα ζώα αυτά εμφανίζουν 

δυσλειτουργία στις δοκιμασίες οσφρητικής μάθησης 3. Παράλληλα η αντικατάσταση της 

Ser262 από αλανίνη εξαλείφει το μαθησιακό έλλειμμα που προκαλεί η 0Ν4R 2 συνδέοντας 

έτσι συγκεκριμένες θέσεις φωσφορυλίωσης με συγκεκριμένους φαινοτύπους τοξικότητας 
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της Tau και ενισχύοντας την υπόθεση πως η φωσφορυλίωση για συγκεκριμένα κατάλοιπα 

και όχι η υπερφωσφορυλίωση της Tau αυτή καθ’ αυτή, μεσολαβεί την τοξικότητα της.  

 

 

Εικόνα 7. (A) Ανοσοαποτύπωμα WB που αναπαριστά την κάλυψη των φώσφο-επιτόπων που υποδεικνύονται σε 
διαλύματα ομογενοποιήμενων κεφαλών μυγών που εκφράζουν παν-νευρωνικά το αλληλόμορφο της Tau που 
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επίσης υποδεικνύεται. Τα επίπεδα της Tau αναγνωρίζονται μέσω του αντισώματος Τ46 ενώ η Syx 
χρησιμοποιείται ως δείγμα ελέγχου. (Β) Ποσοτικοποίηση του επιπέδου φωσφορυλίωσης των αλληλομόρφων 
S238A και S238E ως προς την 0Ν4R-II. Ο μέσος λόγος του επιπέδου της φωσφορυλιώσης του κάθε 
αλληλομόρφου υπολογίζεται ως προς την ενδογενή Syx και αυτός χρησιμοποιείται για να υπολογιστεί ο λόγος 
ως προς την 0Ν4R-II και αναπαριστάται μαζί με την ±SEM. Ο μέσος ±SEM προκύπτει από τουλάχιστον έξι 
ανεξάρτητα πειράματα. Το επίπεδο της φωσφορυλίωσης για τους επιτόπους που αναγνωρίζει το AT100 ήταν 
στατιστικά χαμηλότερα και για τα δύο αλληλόμορφα S238A και S238E (P = 0.0002 και P < 0.0001, Dunnett’s test, 
αντίστοιχα), η φωσφορυλίωση για την Ser

396
 ήταν υψηλότερη για το αλληλόμορφο S238A (P = 0.0159, Dunnett’s 

test) και η φωσφορυλίωση για την Ser
262

 υψηλότερη και για τα δύο αλληλόμορφα (P = 0.0024 για το S238A και P 
= 0.0043 για το S238E, Dunnett’s test). (C) Ποσοτικοποίηση του επιπέδου φωσφορυλίωσης των αλληλομόρφων 
T245A και T245E ως προς την 0Ν4R-II. Ο μέσος λόγος της κάλυψης και ο ±SEM υπολογίζεται όπως περιγράφεται 
παραπάνω. Τα αλληλόμορφα Τ245Α και Τ245Ε αναγνωρίζονται υποφωσφορυλιώμενα για το ΑΤ8 (P < 0.0001 και 
P < 0.0001, αντίστοιχα, Dunnett’s test) και το ΑΤ100 (P = 0.0064 και P < 0.0001 αντίστοιχα, Dunnett’s test). Για το 
αντίσωμα pS262 βρέθηκε διαφορά μεταξύ των δύο αλληλομόρφων με το Τ245Α να αναγνωρίζεται 
υπερφωσφορυλιωμένο σε σχέση με την 0Ν4R (P = 0.0056, Dunnett’s test) και το Τ245Ε όχι. (D) Ομοίως, 
ποσοτικοποίηση των επιπέδων φωσφορυλίωσης των αλληλόμορφων S262A και S262E ως προς την 0N4R-II. Το 
επίπεδο κάλυψης του ΑΤ8 μειώνεται στατιστικά σημαντικά και για τα δύο αλληλόμορφα (P = 0.0009 για το 
S262A και P = 0.0044 για το S262E, Dunnett’s test), όπως και για το ΑΤ100 (P < 0.0001 και για τα δύο 
αλληλόμορφα, Dunnett’s test). Η Ser

396
 εντοπίζεται υποφωσφορυλιωμένη και για το S262A και για το S262E (P < 

0.0001 και για τα δύο αλληλόμορφα, Dunnett’s test), ενώ τέλος για το αντίσωμα pS262 δεν αναγνωρίζεται 
ανοσοαποτύπωμα για τα αλληλόμορφα αυτά.  

 

Με γνώμονα τα δεδομένα που προκύπτουν από την εργασία με τα αλληλόμορφα 

htauFLAG-2N4RSTA και htauS262Α κατασκευάστηκαν τα διαγονίδια για τις Ser238, Thr245 και Ser262 

στα οποία η αντίστοιχη Ser/Thr έχει αντικατασταθεί από αλανίνη είτε από γλουταμινικό οξύ 

και εξετάστηκαν ως προς την τοξικότητα τους. Το σύνολο των αποτελεσμάτων, όμως, που 

περιγράφονται παραπάνω υπαγορεύουν πως τα ψευδό-φωσφορυλιωμένα αλληλόμορφα 

δεν φαίνεται να συμπεριφέρονται ως φώσφο-μιμητικά, όπως αναμένονταν, αφού δεν 

δίνουν τα κατοπτρικά αποτελέσματα με αυτά των φώσφο-ανθεκτικών αλληλομόρφων. 

Μπορεί μεν το φορτίο της φωσφορικής ομάδας και του γλουταμινικού οξέος να είναι ίδιο, 

παρόλα αυτά η ενσωμάτωση του γλουταμινικού οξέως στην θέση της Ser ή Thr πιθανώς 

οδηγεί σε διαφορετική στερεοδιαμόρφωση της Tau δίνοντας έτσι αποτελέσματα τα οποία 

είναι σχεδόν αδύνατο να ερμηνευτούν χωρίς να γνωρίζουμε τη δομή των πρωτεϊνών αυτών. 

Από την άλλη μεριά, τα φώσφο-ανθεκτικά αλληλόμορφα φαίνεται να οδηγούν σε 

αποτελέσματα που αναπαράγονται σε περισσότερα από ένα ανεξάρτητα διαγονιδιακά 

στελέχη (βλ. την εξάλειψη του μαθησιακούς ελλείμματος της 0Ν4R για την htauS262Α στην 

εργασία των Papanikolopoulou & Skoulakis 2 και το διαγονιδιακό στέλεχος htau0N4R-S262A της 

παρούσης εργασίας στην Εικόνα 6C) και ίσως να αποτελούν μια πιο ασφαλή προσέγγιση για 

να προσδιοριστεί ο ρόλος συγκεκριμένων θέσεων φωσφορυλιώσης στην τοξικότητα της 

Tau.   

Η συσσώρευση της 0Ν4R υπό τον Elav-Gal4 έχει περιγραφεί πως οδηγεί σε απώλεια 

των MBs 3. Ο φαινότυπος αυτός φαίνεται να οφείλεται στην ικανότητα της Tau να 

διαταράσσει την διαίρεση των νευροβλαστών (ΜΒΝΒς) που θα δώσουν γένεση στα νευρικά 

κύτταρα των MBs 29,30. Η συσσώρευση του Gal4 και της 0Ν4R υπό τον Elav-Gal4 

περιγράφεται από τα πρώτα εμβρυικά στάδια της ανάπτυξης της Drosophila 21,41, με το 

χρονικό διάστημα μεταξύ των 4 έως 6 ωρών της εμβρυογένεσης να αποτελεί την κρίσιμη 

περίοδο στην οποία πρέπει να εκφράζεται η 0N4R (αλλά και η 2N4R) ώστε να προκληθεί η 

απαλοιφή των MBs3. Παρόλα αυτά, στις μύγες που εκφράζουν το διαγονίδιο 0N4R-II, τα 

MBs είναι ακέραια όταν η δομή τους εκτιμάται με βάση το μέγεθος και την μορφολογία 
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τους στο επίπεδο των δενδριτών τους (κάλυκες) συγκριτικά με μύγες ελέγχου (Εικόνα 4A). Η 

απώλεια του φαινοτύπου αυτού, επομένως, μπορεί να επεξηγηθεί λόγω καθυστέρησης της 

έκφρασης και συσσώρευσης της 0N4R-II στους νευροβλάστες που θα δώσουν γένεση στα 

κύτταρα των MBs. Η καθυστέρηση αυτή είναι πιθανή διότι για την διαγονιδιακή σειρά 

αυτή, το διαγονίδιο έχει ενσωματωθεί σε μια θέση attP, οι οποίες, όπως περιγράφονται 

από τον Groth και τους συνεργάτες του, περιέχουν μονωτές στα άκρα τους 24, οι οποίοι 

μπορούν να περιορίσουν την έκφραση γειτονικών γονίδιων. Για να επιβεβαιωθεί πως η 

0Ν4R-II δεν συσσωρεύεται κατά την εμβρυογένεση μεταξύ των 4-6h και για αυτό δεν 

παρατηρείται η απώλεια των MBs, μπορεί να προσδιοριστεί η συσσώρευση της μέσω 

Western Blot συλλέγοντας και αναλύοντας έμβρυα σε διάφορα στάδια της ανάπτυξης τους 

όπως περιγράφεται από τους Kosmidis και τους συνεργάτες του 3. Το σύνολο των 

πειραμάτων αυτών ξεπερνά όμως τους στόχους της παρούσης εργασίας και για αυτό δεν 

πραγματοποιείται.  

Σε ότι αφορά τον φαινότυπο των αδρών οφθαλμών, η τοξικότητα της Tau και 

συγκεκριμένα της 0N4R αναπαράγεται για την διαγονιδιακή σειρά hTau0N4R-II με το 

αποτέλεσμα όμως της τοξικότητας να είναι εμφανώς πιο ασθενές σε σχέση με τις hTau0N4R. 

Η επιφάνεια των οφθαλμών της Drosophila δημιουργείται κατά τα τελευταία στάδια της 

ανάπτυξης της και έτσι αποτελεί μια αναπτυξιακή διαδικασία καθιστώντας την αδρότητα 

των οφθαλμών ένα φαινότυπο που μπορεί να χαρακτηριστεί ως αναπτυξιακός και ίσως να 

μην αποτελεί μια ορθή επιλογή για το πεδίο της έρευνας που αφορά τις Tauopathies οι 

οποίες στο σύνολο τους, παρά της FTDP-17, δεν οφείλονται σε μεταλλάξεις και επομένως 

δεν εμφανίζουν αναπτυξιακό φορτίο. Ακόμα, δεν θα πρέπει να ξεχνάμε πως η διαγονιδιακή 

σειρά UAS-hTau0Ν4R που πρωτοπεριγράφεται από τους Wittmann και τους συνεργάτες του 1, 

όπως και κάθε άλλη διαγονιδιακή σειρά της έως τώρα βιβλιογραφίας, επιλέχθηκε με βάση 

τον φαινότυπο αυτό ώστε να αποτελέσει μια κατάλληλη διαγονιδιακή σειρά για την μελέτη 

της Tau στη Drosophila. Τέλος, είναι εμφανές από τα αποτελέσματα που περιγράφονται 

παραπάνω πως η σοβαρότητα του φαινοτύπου επηρεάζεται από τα επίπεδα συσσώρευσης 

της εκάστοτε πρωτεΐνης. 

Το τελικό αποτέλεσμα της νεύρο-τοξικότητας της Tau αποτελεί ο θάνατος του 

οργανισμού, ο οποίος μπορεί να παρατηρηθεί καταμετρώντας των αριθμό των ατόμων  

που ξεπερνούν την τελευταία έκδυση και φτάνουν το ενήλικο στάδιο της ανάπτυξης της 

Drosophila. Έτσι, μέσω του ελέγχου της θνησιμότητας που εμφανίζουν τα άτομα που 

εκφράζουν την 0N4R-II ώσπου να φτάσουν στο ενήλικο στάδιο της ανάπτυξης τους είναι 

δυνατόν να εκτιμηθεί η τοξικότητα της ισομορφής αυτής, αλλά και των διαφόρων 

μεταλλαγμένων αλληλομόρφων της (Εικονα 4Β). Ταυτόχρονα, η τοξικότητα μπορεί να 

προσδιοριστεί μέσω του ελέγχου της μακροζωίας των ατόμων που εκφράζουν την Tau όπως 

περιγράφεται εκτενώς στην βιβλιογραφία 1,2,42. Τα πειράματα, όμως, έλεγχου της 

μακροζωίας θα ήταν προτιμότερο να αφορούν μύγες που εκφράζουν το διαγονίδιο της Tau 

μετά την ολοκλήρωση της ανάπτυξης του νευρικού συστήματος τους, όπως συμβαίνει και 

στους ασθενείς των Tauopathies, και για τον λόγο αυτό είναι προτιμότερο να ελέγχεται η 

έκφραση του εκάστοτε διαγονιδίου από κάποιον παν-νευρωνικό οδηγητή της έκφρασης με 

τον οποίο να ελέγχεται και χρονικά, πέραν από τοπικά, η έκφραση του διαγονιδίου. Η 

απουσία του Elav-Gal4;Ras2-Gal4,tub-Gal80ts δεν επιτρέπει να πραγματοποιηθεί ο έλεγχος 

της μακροζωίας των διαγονιδίων που περιγράφονται σε αυτήν την εργασία.  
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Προηγούμενες εργασίες υποδεικνύουν πως, στο μοντέλο της Drosophila, 

συγκεκριμένες θέσεις φωσφορυλίωσης μεσολαβούν την Tau-εξαρτώμενη τοξικότητα για 

τους αναπτυσσόμενους MBs νευρώνες, ενώ δεν φαίνεται να διαδραματίζουν κάποιο ρόλο 

στη μαθησιακή δυσλειτουργία που εμφανίζουν οι ενήλικες μύγες που εκφράζουν την Tau 
3,18. Οι μύγες που εκφράζουν την htauFLAG-2N4RSTA είναι εμφανώς υπερφωσφορυλιωμένες για 

διάφορους επιτόπους παρόλα αυτά η συσσώρευση αυτού του αλληλομόρφου δεν 

προκαλεί τοξικότητα στα αναπτυσσόμενα MBs υποδεικνύοντας καθαρά πως η 

υπερφωσφορυλιώση αυτή καθ’ αυτή δεν είναι τοξική 2. Παρόλα αυτά, στα αλληλόμορφα 

S238A και Τ245Α δεν αναπαράγεται η χαρακτηριστική υπερφωσφορυλίωση των htauFLAG-

2N4RSTA υποδεικνύοντας πως και οι δύο φωσφορυλιώσεις στα κατάλοιπα αυτά θα πρέπει να 

παρεμποδιστούν για να παρατηρηθεί η υπερφωσφορυλίωση του STA αλληλομόρφου 

οδηγώντας σε μια ανώμαλη στερεοδιαμόρφωση της πρωτεΐνης που επιτρέπει την 

φωσφορυλίωση των υπόλοιπων απομακρυσμένων καταλοίπων. Επιπρόσθετα, ορθό θα 

ήταν να ελεγχθεί η επαναληψιμότητα της υπερφωσφορυλίωσης της Tau λόγω της 

ταυτόχρονης αντικατάστασης των Ser238 και Thr245 σε μια ανεξάρτητη διαγονιδιακή σειρά 

που θα φέρει ένα αλληλόμορφο της 0Ν4RSTA στην ίδια γενετική θέση με τα υπόλοιπα μονά 

διαγονίδια ώστε να αποκλειστεί πιθανή διαφορά που μπορεί να οφείλεται στον αριθμό των 

αμινοτελικών επαναλήψεων της Tau (η htauFLAG-2N4RSTA βρίσκονται σε 2Ν4R υπόβαθρο). 

Σημαντική βέβαια θα ήταν η παρατήρηση του αν κάποια από τις εν λόγω θέσεις 

φωσφορυλίωσης ελέγχει την φωσφορυλίωση της άλλης, κάτι που θα μπορούσε εύκολα να 

αποσαφηνιστεί με την χρήση αντισωμάτων που αναγνωρίζουν την φωσφορυλίωση της 

Thr245 στο S238A αλληλόμορφο και της Ser238 στο Τ245Α αλληλόμορφο. Αναλογιζόμενοι το 

δεδομένο ότι η Thr245 περιγράφεται φωσφορυλιωμένη σε φυσιολογικές συνθήκες33,34, θα 

μπορούσαμε να υποθέσουμε πως στο αλληλόμορφο T245A η Ser238 είναι φωσφορυλιωμένη 

και η φωσφορυλίωση αυτή είναι που στην συνέχεια επιτρέπει την φωσφορυλίωση των 

υπολοίπων απομακρυσμένων θέσεων φωσφορυλίωσης. Η υπόθεση αυτή ενισχύεται επίσης 

από την παρατήρηση πως η φωσφορυλίωση της Ser238 εμφανίζεται καθυστερημένα και η 

εμφάνιση της σηματοδοτεί την τοξικότητα της Tau για το μοντέλο της Drosophila 2 και 

επομένως η φωσφορυλίωση της Thr245 ίσως να διατηρεί τα βασικά επίπεδα της 

φωσφορυλίωσης της Tau και να εμποδίζει την υπερφωσφορυλίωση της.  

Τα δεδομένα μας, επίσης, επαληθεύουν το ρόλο της Ser262 ως θεματοφύλακα της 

διαδοχικής υπερφωσφορυλίωσης της Tau μιας και το αλληλόμορφο S262A περιορίζει την 

φωσφορυλίωση των ΑΤ8, ΑΤ100 όσο και pS396 (Εικόνα 6A και 6D). Παράλληλα, η 

φωσφορυλίωση στο κατάλοιπο αυτό φαίνεται να ελέγχει την εμφάνιση των μαθησιακών 

ελλειμμάτων που περιγράφονται για την 0N4R 18, αφού, αρχικά, ο μπλοκάρισμα της στο 

αλληλόμορφο S262A οδηγεί στην εξάλειψη της μαθησιακής δυσλειτουργίας (Εικόνα 5C) 

αλλά και η φωσφορυλίωση της χαρακτηρίζει όλα τα αλληλόμορφα για τα οποία 

περιγράφεται έλλειμμα στην μαθησιακή απόδοση τους (S238A, S238E και Τ245Α, Εικόνα 

5Α, 5Β, 6Α) ενώ δεν εμφανίζεται υπερφωσφορυλιωμένη για το αλληλόμορφο Τ245Ε που 

δεν παρουσιάζει ελλείμματα.  

Φαίνεται έτσι, λοιπόν, να προκύπτει ένα μοντέλο που θα μπορούσε να περιγράφει 

τον τρόπο με τον οποίο μεταβάλλεται η φωσφορυλιώση της Tau ώστε να καταστεί τοξική 

για τα νευρικά κύτταρα. Μιας και η Thr245 αποτελεί ένα φωσφορυλιωμένο κατάλοιπο σε 

δείγματα υγειών ανθρώπων και ταυτόχρονα φαίνεται να ελέγχει την φωσφορυλίωση της 
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Ser 262 είναι πιθανό το πρώτο συμβάν μετατροπής της φωσφορυλίωσης της Tau να αποτελεί 

η απώλεια αυτής της φυσιολογικά φωσφορυλιωμένης θρεονίνης, με την αλλαγή αυτή να 

προκαλεί τη φωσφορυλίωση της Ser262, η οποία με την σειρά της να προκαλεί την 

φωσφορυλίωση των υπόλοιπων καταλοίπων που περιγράφονται παραπάνω και συνδέονται 

με την παθογένεια της Tau συμπεριλαμβανομένης της Ser238. Είναι, επομένως, κρίσιμο για 

την επαλήθευση του μοντέλου αυτού να προσδιοριστεί αν χρονικά η απώλεια της 

φωσφορυλίωσης της Thr245 προηγείται της φωσφορυλίωσης της Ser262, η οποία σε ότι 

αφορά την Drosophila, όταν εκφράζεται η 0N4R παν-νευρωνικώς, η φωσφορυλίωση αυτή 

εμφανίζεται μετά τις 12 ημέρες έκφρασης του διαγονιδίου της 0N4R 2.  

Συγκεντρωτικά, τα δεδομένα μας υποδεικνύουν πως η φωσφορυλίωση 

συγκεκριμένων καταλοίπων ελέγχει την φωσφορυλίωση άλλων απομακρυσμένων 

καταλοίπων τα οποία μπορούν να διαδραματίζουν κάποιο συγκεκριμένο ρόλο στην πρόοδο 

της τοξικότητας της Tau. Έτσι, ο μηχανισμός της διαδοχικής φωσφορυλίωσης σε σημαντικές 

θέσεις φωσφορυλίωσης, οι πιθανές ανεξάρτητες διαδικασίες της εμφάνισης γνωστικών, 

συνειδησιακών δυσλειτουργιών και νευροτοξικότητας αλλά και η πιθανή εφαρμογή τους 

στην διάγνωση και την θεραπεία των διαφόρων Tauopathies, πρέπει να αποτελέσουν 

αντικείμενο μελλοντικής έρευνας.  
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